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Wspotczesne poglady n.t. mechanizméw regulacji

skurczu miesni gtadkich*

Current views on the regulatory mechanisms of smooth muscle

contraction — minireview

RENATA DABROWSKAL1

Wykaz stosowanych skrotéw: MLCK — kinaza lekkich
tancuchéw miozyny

Molekularnym poditozem funkcjonowania migsni
jest, sprzezone z hydrolizg ATP, cyklicznie powtarza-
jace sie tgczenie protomerow aktyny w filamentach
cienkich z globularnymi, enzymatycznie aktywnymi
rejonami czasteczek miozyny (zwanymi gtéwkami**)
wysunietymi na zewnatrz filamentéw grubych [1].
Gtowki miozynowe zaleznie od zwigzanego z nimi

nukleotydu wytwarzajg na przemian stabo lub silnie
zwigzane mostki z filamentami cienkimi [2]. Wedtug
uproszczonego schematu ilustrujacego zaleznos$é po-
miedzy wytwarzaniem napiecia przez miesien a hydro-
lizg ATP (Ryc. 1), pojedynczy cykl skurczowo-rozkur-
CZOWY rozpoczyna sie tworzeniem przez miozyne zwig-
zang z ATP lub ADP «Pj kompleksu o niskim powi-
nowactwie z aktyng (etap A). Aktywowane przez
aktyne odszczepienie Pi powoduje zwiekszenie sity

Stabo zwigzane mostki

0000

ADP
Pi

ATP (lub ADP-Pj)
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Silnie zwigzane mostki

Ryc. 1 Wspoétzalezno$¢ cyklu skur-
czowo-rozkurczowego mie-
$ni i hydrolizy ATP. Koétka
oznaczaja protomery akty-
nowe w filamencie cien-
kim; elipsy — gtowki mio-
zyny wystajacej z trzonu fi-
lamentow grubych. n 111

* zagadnienia dotyczace fosforylacji miozyny ijej reper-

kusji fizjologicznych omawiano poprzednio w artykutach R.

Dabrowskiej (1986) Post. Biol. Komorki 13: 145-174 i J.

Kuznickiego (1986) Post. Biochem. 32: 19-35.

1 Prof. dr. Zaktad Biochemii Migsni, Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa.
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wigzania obu biatek (etap B). Transformacji tej towa-
rzyszy wytworzenie napiecia miedzy filamentami cien-
kimi i grubymi (w warunkach izometrycznych) lub
przesuniecie wzgledem siebie filamentéw (w warun-

** 0O roli gtbwek miozyny w skurczu miesni mowi artykut
D. Stepkowskiego i D. Szczesnej (1989) Post. Biochem. 35:
585— 589.
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kach izotonicznych). Uwalnianie ADP (etap C) i
zastapienie go przez ATP (etap D) prowadzi w kon-
sekwencji do dysocjacji kompleksu aktomiozynowego,
przerwania potgczen miedzy filamentami i zakoncze-
nia cyklu.

Etap A lub B cyklu skurczowo-rozkurczowego
podlega zaleznej od stezenia jondw Ca2+ kontroli
poprzez r6zne, specyficzne dla danego typu mies$nia,
mechanizmy regulacji [3, 4].

Dla inicjacji skurczu mies$ni gtadkich kluczowe
znaczenie ma fosforylacja regulujgcych-lekkich tahcu-
chéw miozyny [5]. Obecne w filamentach cienkich
biatka wigzgce aktyne, takie jak kaldesmon i kalponi-
na, takze moga regulowaé i/lub modulowa¢ oddziaty-
wanie aktyny z miozyng. Analiza zalezno$ci pomiedzy
systemem regulacji zwigzanym z grubym i cienkim
filamentem moze prowadzi¢ do wyjasnienia niekto-
rych wiasciwosci charakterystycznych i specyficznych
dla miesni gtadkich, takich jak np. dtugotrwate utrzy-
mywanie skurczu przy matym wydatku energii.

Dla powstania teorii regulacji skurczu mies$ni gtad-
kich przez fosforylacje miozyny fundamentalne zna-
czenie miata praca Sobieszka [6], ktory wyka-
zatl, ze fosforylacji regulujacych-lekkich tancuchow
miozyny z mies$ni gtadkich towarzyszy aktywacja
Mg2+-ATPazy miozynowej przez aktyne. Naszym
udziatem byto natomiast pokazanie, ze specyficzny
enzym — kinaza lekkich tancuchéw miozyny (MLCK)
— katalizujgcy reakcje fosforylacji wymaga jonow
Ca2+ i kalmoduliny dlajego aktywacji [7], W wyniku
dalszych, szczegétowych badan nad biochemicznymi
i fizjologicznymi aspektami procesu fosforylacji pro-
wadzonych w wielu labolatoriach, mozemy obecnie
opisaé kaskade reakcji wywotanych zwiekszeniem ste-
zenia jonéw Ca2+ w sarkoplazmie i prowadzacych do
skurczu komaérek mies$nia gtadkiego.

Jony Ca2+ potrzebne do inicjacji skurczu mies$ni
gtadkich pochodzag gtdwnie z sarkoplazmatycznego
retikulum, z ktérego sg uwalniane w procesie t.zw.
sprzezenia mechanochemicznego przy udziale trojfos-
foinozytolu [8, 9]. Okoto 10-krotny wzrost stezenia
jondéw Ca2+ w sarkoplazmie powoduje wigzanie ich z
kalmoduling, co w konsekwencji wywotuje zmiany
konformacyjne prowadzace do ekspozycji hydrofo-
bowego, odpowiedzialnego za oddzialywanie z
MLCK, rejonu tego biatka [9]. Potagczenie z komplek-
sem Ca2+-kalmodulina powoduje aktywacje MLCK.
Polega ona na odsunieciu z aktywnego centrum kina-
zy, zawartej w jej strukturze i hamujgcej enzym
pseudosubstratowej sekwencji aminokwaséw, podob-
nej do sekwencji aminokwaséw wystepujacej w rejonie
seryny 19, naturalnego jej substratu (regulujacych-lek-
kich tancuchéw miozyny). Aktywna kinaza katalizuje
fosforylacje seryny 19 dwdch regulujgcych-lekkich
tancuchow miozyny [10]. Fosforylacja ta wptywa na
podstawowe funkcje miozyny in vitro: zdolno$¢ do
tworzenia filamentow iaktywnos$¢ enzematyczng. Nie-
ufosforylowana miozyna wystepuje w konformacji
»ZWinietej”, ktéra uniemozliwia tworzenie stabilnych
filamentow w obecnosci Mg-ATP, a takze jest enzy-
matycznie nieaktywna z powodu ,,uwiezienia” produk-
tow rozktadu ATP w strukturze biatka (P;jest uwal-
niany z szybkos$cig 0.0002—0.0005/sek) [11], Fosfory-
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lacja, wyprostowujac czasteczke miozyny, ufatwia
tworzenie filamentéw i powoduje ok. 500-krotny
wzrost aktywnosci ATPazy aktomiozynowej przez
przyspieszenie uwalniania Pj (etap B, Ryc. 1) do
wartosci 0.3/sek.

Utrwalajac filamenty zbudowane z nieufosforylo-
wanej miozyny przez przytaczenie specyficznych mo-
noklonalnych przeciwciat blokujacych ich depolime-
ryzacje w obecnosci Mg-ATP, wykazano, ze majg one
rowniez bardzo niskg aktywno$¢ ATPazy aktomiozy-
nowej (0.002/sek) [12]. Oznacza to, ze fosforylacja
miozyny w formie filamentéw — t.j. w warunkach nie
powodujgcych dramatycznych zmian konformacyj-
nych poszczeg6lnych czasteczek tego biatka, ktore
prawdopodobnie sg bliskie warunkom panujagcym w
miesniu in vivo [11], rowniez odgrywa role gtdwnego
regulatora jej aktywnosci funkcjonalnej. Potwierdze-
nia tego pogladu dostarczyt tzw. test ruchliwosci (ang.
motility assay)pokazujacy, ze przytwierdzone do nitro-
celulozowego podioza filamenty miozyny z miesni
gtadkich wymagajg fosforylacji by méc w obecnosci
ATP powodowaé¢ przesuwanie filamentéw aktyno-
wych [14].

Fosforylacja lekkich tancuchéw miozyny jest sko-
relowana ze wzrostem napiecia powstajgcego w mies-
niu w warunkach izometrycznych [15, 16] (Ryc. 2).
Kiedy stezenie jonéw Ca2+ w sarkoplazmie spada do
poziomu pos$redniego (pomiedzy stezeniem induku-
jacym skurcz a stezeniem w stanie rozkurczu), nad
aktywnosciag MLCK zaczyna przewazac¢ aktywnosé
niezaleznej od stezenia jonéw Ca2+ fosfatazy lekkich
tancuchoéw miozyny, ktora je defosforyluje. Spadkowi
poziomu ufosforylowania lekkich tancuchéw miozyny
nie towarzyszy jednakze spadek napiecia miesni. Zja-
wisko to wyjasnia tworzenie tzw. zahaczonych
mostkow (ang. latch bridges) miedzy filamentami gru-
bymi zawierajacymi zdefosforylowang miozyne i fila-
mentami cienkimi [17]. Charakteryzujg sie one zre-
dukowang szybkoscia cyklu skurczowo-rozkurczowe-
go iponad 300-krotnie zmniejszong konsumpcja ATP,
co pozwala na utrzymanie stanu skurczu miesni przy
bardzo ekonomicznym wydatkowaniu energii. Dalszy
spadek stezenia jondw Ca2+ do poziomu ok. 0.1 pM
powoduje dysocjacje zahaczonych mostkéw irozkurcz
miesni.

Tworzenie zahaczonych mostkéw grupa Murp-
hy’ego [15, 16] tlumaczyta istnieniem innego, za-
leznego od stezenia jon6w Ca2+, uktadu regulacji,
komplementarnego do fosforylacji miozyny. Para-
doksem byto to, ze kiedy rozpoczety sie intensywne
badania nad identyfikacja takiego uktadu, grupa ta
wycofata sie z poprzednich pogladéw, wyjasniajac
utrzymywanie stanu napiecia miesni gtadkich bardzo
powolng defosforylacja miozyny pozostajagcej w po-
taczeniu z aktyng, a wiec wytacznie w oparciu o teorie
fosforylacji [18]. Okazato sie jednak, ze negowanie
potrzeby istnienia dodatkowego mechanizmu regu-
lacji nie jest réwnoznaczne z jego brakiem. Tym
bardziej, ze wyniki testu kompetycji — polegajacego
na pomiarach zaleznosci aktywnosci ATPazy w suro-
wym preparacie aktomiozyny z mies$ni gtadkich po
dodaniu nadmiaru miozyny z mies$ni szkieletowych —
od stezenia jonéw Ca2+, wskazywatly na istnienie
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Ryc. 2 Przebieg cyklu skurczowo-rozkurczowego mieéni gtadkich.

w miesniach gtadkich zaleznego od Ca2+ uktadu
regulacji zwigzanego z filamentami cienkimi [19].
Potencjalnymi kandydatami dla wypetnienia tej roli
sg dwa biatka mies$ni gtadkich: kaldesmon i kalponina,
odkryte w latach osiemdziesigtych w pracowniach
japonskich. Obydwa wigza sie z kalmoduling (stad
pierwsza cze$¢ ich nazwy) i aktyng [20, 21]. Kal-
desmon ponadto wigze sie z miozyng mies$ni gtadkich
[22, 23].

Kaldesmon, odkryty przez Sobue i wspoOt-
autorow w 1981 r. [20], jest asymetrycznym
biatkiem (76 nm x 3 nm) [24], ktérego masa cza-
steczkowa obliczona na podstawie sekwencji amino-
kwaséw wynosi 89 kDa [25]. Metoda ograniczonej
proteolizy wykazalismy, ze biatko to przymocowane
jest do filamentéw aktynowych jego C-kohcowym
fragmentem, w obrebie ktdrego znajduje sie tez miej-
sce wigzania kalmoduliny [26, 27]. Kaldesmon jest
oprocz aktyny itropomiozyny gtdwnym sktadnikiem
filamentéw cienkich miesni gtadkich. Stechiometria
jego wigzania z czasteczkami aktyny i tropomiozyny
wynosi 1:14:2 [28], Badania natywnych filamentoéw
cienkich przy pomocy mikroskopu elektronowego
i dyfrakcji promieni X wykazaty, ze kaldesmon po-
dobnie jak tropomiozyna jest ulokowany wzdtuz fi-
lamentéow aktynowych na catej ich dtugosci [28].

Juz wstepne badania wykazaty, ze wigzaniu kal-
desmonu z aktyng towarzyszy hamowanie aktywo-
wanej przez aktyne ATPazy miozynowej i superpre-
cypitacji zelu aktomiozynowego [29]. Hamowanie to
jest potegowane przez tropomiozyne, ktéra wzmacnia
wigzanie kaldesmonu z aktyng, a znoszone w obec-
nosci jonéw Ca2+ przez kolmoduline [30] lub przez
zalezng od kalmoduliny fosforylacje kaldesmonu [31].
P6zniej wykazano, ze kaldesmon hamuje rédwniez
przesuwanie filamentow miozynowych wdtuz ,kabli”
aktynowych glonu Nitella [32], a takze powoduje
spadek napiecia glicerynowanych widkien miesdni
szkieletowych [33].

Badania nad wptywem kaldesmonu na kompleks
aktomiozynowy w roztworze [34], a takze we witok-
nach miesniowych, [35, 36] pozwolity wykaza¢, ze
biatko to ostabia wigzanie miedzy aktyng i miozynag, i
prawdopodobnie zapobiega stabemu wigzaniu aktyny
Zz miozyng poczas rozkurczu miesni gtadkich [33]
(hamuje etap A, Ryc. 1).

Z drugiej jednak strony, zdolno$¢ kaldesmonu do
oddziatywania nie tylko z aktyna, ale rowniez z
miozyng, doprowadzita do powstania hipotezy doty-
czacej jego udziatu w utrzymywaniu stanu napiecia
miesni gtadkich po defosforylacji miozyny [37], Wed-
tug tej hipotezy jest on wynikiem zaleznego od jonow
Ca2+ i kalmoduliny tgczenia N-koniAca kaldesmonu z
miozyng i C-konca z aktynag i wytwarzania w ten
sposéb zahaczonych mostkow pomiedzy filamentami
cienkimi i grubymi. Dotad jednak nie ma bezposred-
nich dowoddw na udziat kaldesmonu w tworzeniu
takich mostkéw in vivo. Takze nie ma danych ekspe-
rymentalnych przemawiajacych za tym, ze grube fila-
menty zawierajgce zdefosforylowang miozyne pota-
czone przez kaldesmon z filamentami cienkimi moga
utrzymywaé napiecie w miesniu gtadkim.

Nie wyklucza sie tez mozliwosci, ze kaldesmon petni
funkcje biatka strukturalnego, ktére zapewnia odpo-
wiednig organizacje filamentow aktynowych i miozy-
nowych, niezbedna do wytworzenia napiecia miesénia
[38],

Kalponina, odkryta w 1986 r. przezTakahashi i
wspobéltautordw [21],jest biatkiem globular-
nym o masie czasteczkowej, wyznaczonej z ruchli-
wosci elektroforetycznej na zelu poliakryloamidowym
w obecnos$ci SDS, 34 kDa. Jest to biatko immuno-
logicznie podobne do troponiny T z miesni szkiele-
towych (stagd druga czes¢ jego nazwy) i — podobnie
jak troponina — jest biatkiem silnie zasadowym,
posiadajgcym zdolno$¢ wigzania tropomiozyny [39].
Molowe proporcje kalponiny do aktyny i tropomio-
zyny w filamentach cienkich otrzymanych z hemo-
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genatéw miesni gtadkich wynoszg odpowiednio 1:10
i 1:1.3 [40], jakkolwiek in vitro nasycenie aktyny
kalponing otrzymuje sie przy stosunku obu biatek
rownym 1:1 [41].

Kalponina hamuje aktywnos$¢ ATPazy aktomiozy-
nowej [41, 42], prawdopodobnie poprzez redukcje
szybkosci maksymalnej reakcji hydrolizy ATP [40].
Indukowane przez nig hamowanie ATPazy jest neu-
tralizowane w obecnosci Ca2+ przez nadmiar kalmo-
duliny [41] lub jej fosforylacje [42]. Na tej podstawie
postuluje sie udziat kalponiny w regulacji (modulacji)
skurcz miegséni gtadkich.

Powstaje pytanie, jakie znaczenie fizjologiczne maja
dwa podobne, zalezne od biatek cienkiego filamentu,
mechanizmy regulujgce oddziatywanie aktyny z mio-
zyng w mie$niu gtadkim? Mozliwo$¢ rozdzielenia
metodg immunoprecypitacji cienkich filamentow
wzbogaconych badz w kaldesmon, bagdz w kalponing
[43], a takze wykazane przez nas wspdtzawodnictwo
wigzania tych biatek z filamentami aktynowymi [41],
sugeruje, ze wystepujg one w roznych populacjach
cienkich filamentow. Dotagd w migsniach gtadkich
wyrézniono dwie klasy filamentéw cienkich: jedna
zwigzana bezposrednio z aparatem kurczliwym (w
tych filamentach wystepuje kaldesmon) i druga z
cytoszkieletem komorki (gdzie brak jest kaldesmonu, a
wystepuje filamina) [24, 44]. Doktadna lokalizacja
kalponiny w komdrce mieé$ni gtadkich moze dac
odpowiedZ na pytanie, czy filamenty cienkie zawiera-
jace to biatko znajdujg sie w bliskim sasiedztwie
filamentéw miozynowych, a zatem czy kalponina
moze by¢ regulatorem wspoétdziatania aktyny z mio-
zyng.

Podsumowujgc: Ustalono w sposob bezsporny
udziat fosforylacji lekkich tancuchéow miozyny w ini-
cjacji skurczu miesni gtadkich. Kontrowersyjne sg
natomiast poglady dotyczace natury i regulacji dtu-
gotrwatego skurczu utrzymywanego przez miesien po
defosforylacji miozyny; jedni autorzy tlumaczg jego
wystepowanie wytgcznie w oparciu o teorie fosfory-
lacji, inni rozwazajg mozliwo$¢ udziatu dodatkowego
mechanizmu regulacji wtaczajagcego kaldesmon. Kal-
desmon i kalponina sg prawdopodobnie odpowie-
dzialne za regulacje stanu rozkurczu miesni.

Artykut otrzymano 23 lipca 1991 r.
Zaakceptowano do druku 3 wrze$nia 1991 r.
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Onkogeny kodujace elementy uktadu

czynnik wzrostowy/receptor

Oncogenes related to growth factors and their receptors
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I. Og6lne informacje dotyczace czynnikéw
wzrostowych i ich receptoréw

Czynniki wzrostowe (ang. Growth Factors — GF)
i ich receptory stanowig jedno z najintensywniej ba-
danych zagadnien biologii molekularnej ostatnich
lat. Wiele podstawowych informacji dotyczacych ukta-
du czynnik wzrostowy/receptor zawartych jest w dos-
tepnej literaturze polskojezycznej [1-13], stad nie beda
tu omawiane szczeg6towo.

Wszystkie omawiane ponizej uktady charakteryzujg
sie podobnym mechanizmem dziatania (nie sg tu
uwzglednione pewne nietypowe peptydy o charakterze
czynnikéw wzrostowych, jak niektére interleukiny,
majace inny mechanizm dziatania). Ich receptory s
to transbtonowe enzymy allosteryczne, wykazujace
aktywnos¢ biatkowych kinaz tyrozynowych [1,4,6, 12,
14-19],

Ze wzgledu na strukture, receptorowe kinazy ty-
rozynowe podzielono na 4 klasy [14]. Przedstawiono
je na Rye. 1 Z istniejagcych hipotez dotyczgcych
mechanizmoéw aktywacji receptorowych kinaz tyro-
zynowych (hipotezy flush chain i cluster) [ 12] obecnie
za udokumentowang uwaza sie hipoteze agregacji
receptorow (cluster) [14], Mechanizm aktywujgcej
kinaze agregacji zalezy od struktury samej kinazy ijej
ligandu [14]. Mechanizmy aktywacji kinaz nalezacych
do poszczegdlnych klas przedstawia Ryc. 2.

1 student Il roku, 2 mgr Zaktad Genetyki Uniwersytetu
Warszawskiego, Al. Ujazdowskie 4, 00-478 Warszawa, tel.
29-40-11, w. 2, 28
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Ryc. 1. Struktury receptorowych kinaz tyrozynowych. Recep-
tory kl. 1 sa monomerami. Domena zewngtrzkomor-
kowa zawiera fragmenty bogate w cysteine (Cys), do-
mena kinazowa (TK) jest ciagta. Receptory kl. H (np.
insuliny) sa heterotetramerami, receptory Kkl Il i IV
w domenie zewngtrzkomo6rkowej zawierajg ,kieszenie”
(lg) podobne do wyst. w czgsteczkach immunoglobulin
powtérzone 5 (kl. II1l) lub 3 (kl. IV) razy; domena
kinazowa przedzielona jest wstawka (KI). Bt — btona
komoérkowa. Wg. [14],

Aktywacja receptora czynnika wzrostowego powo-
duje w komdrce szereg zmian, prowadzacych osta-
tecznie do stymulacji podziatu komdrki. Zostaty one
szeroko omoéwione w pracy [1], nowsze dane szcze-
goétowe mozna znalez¢ w pracach [14-19],

Receptory czynnikdw wzrostowych omawiane w
dalszej czesci pracy dziatajg poprzez aktywacje szlaku
fosforanéw inozytoli [1,14-19], uktadu biatek G [1, 11,
14-16], oraz kinaz rodziny raf [1, 4, 14-16]. Fosfo-
rylowane przez nie substraty to najprawdopodobniej:
fosfolipaza C, fosfatydyloinozytolo = 3-kinaza, biatka
aktywujagce GTP-azy — GAP i kinazy serynowo-
-treoninowe z rodziny raf [14-19]. Schematycznie
przedstawiono te procesy na Ryc. 3. Oczywiscie nie
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Ryc. 2. Mechanizmy aktywacji receptorowych kinaz tyrozyno-
wych — hipoteza cluster.
a) receptory kl. I agregujag pod wptywem monomerycz-
nego ligandu (GF), nieaktywna domena kinazowa (TK)
przechodzi wéwczas w aktywng forme (TKa).

b) receptory kl. 1l s zawsze w formie heterotetrameru,
zwigzanie ligandu indukuje zmiane konformacji na
aktywna.

c) receptory kI I11 i1V sag to monomery ,spajane” przez

dimeryczny ligand - (GF)z.
Bt — btona komérkowa. Wg. [14],

wszystkie omawiane kinazy fosforylujg wszystkie 4
substraty [15, 16].

Oczywistym jest, ze geny kodujace czynniki wzros-
towe i ich receptory sg potencjalnymi protoonkoge-
nami — genami, w ktorych mutacja lub zaburzenia
ekspresji moga przyczyni¢ sie do transformacji no-
wotworowej [4]. Moze do tego dojs¢ na drodze
autokrynnej [4, 13, 15, 16], lub przez konstytutywng
aktywacje zmutowanego receptora [4, 14-16].

Wcigz odkrywane sg nowe onkogeny zwigzane z
uktadem czynnik wzrostowy/receptor, poznawane sg

POSTEPY BIOCHEMII 38(1), 1992
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Ryc. 3. Schemat szlaku przekazywania odpowiedzi na czynnik
wzrostowy. RTK — receptorowa kinaza tyrozynowa,
AF — autofosforylacja, raf — cytoplazmatyczne kinazy
ser/thr, GAP — biatka aktywujace GTP-azy, ras —
GTP-azy, PI3-K — fosfatyldyloinozytolo 3-kinaza, PLC
— fosfolipaza C, Ins-P2 — fosfatydyloinozytolo-4,5-bis-
fosforan (substrat PLC), DAG — diacyloglicerol,
IP3 — inozytolotrifosforan, PKC — kinaza biatkowa C,
Bt — btona komérki. Wg. [1, 14-19],

Tabela 1.

Onkogeny kodujace elementy uktadu czynnik wzrostow-y/receptor

podsumowanie.

CZYNNIK LITERA-
ONKOGEN TYP1 WZROSTOWY TURA

sis GF PDGF (tancuch B) 13, 20, 21
hst (KS, int-2) GF FGF (rodzina) 22
FGF-5 GF FGF-5 47
erb-B GFR EGF (i TGFa) 4. 23—26
fms GFR CSF-1 (M-CSF) 27—30
neu (HER-2, GFR 7 31—33
c-erbB-2)
kit GFR MGF (SLF, kL) 34—37
Xmrk GFR 7 38
trk GFR NGF 8,9. 39
trkB GFR BDNF, NT-3.NT-4 40, 41
met GFR2 HGF3 42, 43
sea GFR2 7 44
ras GFR2 7 45
ret GFR4 9 46, 51
bek GFR b-FGF 48
fig GFR a-FGF 48
Itk GFR2 9 49
erbB-3 GFR 7 50
fit GFR 7 52, 53

1 GF — czynnik wzrostowy, GFR — receptor czynnika wzrostowe-
9°

2 Jest to rodzina receptoréw wykazujgcych homologie z fragmenta-
mi rec. insuliny, o niezupetnie poznanej strukturze

3 Hepatocyte Growth Factor — czynnik wzrostu hepatocytéw

4 nietypowa struktura, dwie potencjalne domeny transbtonowe

ich komérkowe odpowiedniki oraz rola w organizmie.
W dalszej czesci pracy omdwiono te ukiady, ktore
poznano stosunkowo najlepiej i najczesciej wzmianko-
wano w najnowszej literaturze. Oczywiscie nie sposéb
omoéwic tu wszystkich wyizolowanych dotychczas on-



kogenéw omawianej grupy, niektdére umieszczono
jedynie w tabeli podsumowujacej (Tab. 1).

I1. Przeglad onkogendw zwigzanych z czynni-
kami wzrostowymi i ich receptorami.

I1-1. Onkogeny kodujace czynniki wzrostowe.

I1-1.1 PDGF (Platelet Derived Growth Factor) —
czynnik wzrostowy z ptytek krwi. Onkogen sis

PDGF jestjednym z gtdwnych mitogendw surowicy
krwi. Produkowany jest gtownie przez ptytki krwi
(trombocyty) i magazynowany w tzw. ziarnach cl
Uwalniany jest po aktywacji mechanizmu krzepniecia
krwi. Dziata na komérki pochodzenia mezenchyma-
tycznego — gtdwnie fibroblasty, komorki miesni gtad-
kich i glejowe. Jego rola polega na stymulacji po-
dziatbw komoérek w procesie regeneracji uszkodzonej
tkanki. Jest takze atraktantem dla monocytow
i neutrofili. Receptor PDGF nalezy do klasy Il
receptorowych kinaz tyrozynowych (patrz Ryc. 1, 2)
[13,20,21],

Gen kodujacy jeden z tahcuchéw PDGF (jest on
dimerem) byt jednym z pierwszych zbadanych pro-
toonkogenéw — pierwszym z omawianej grupy. Gdy
po raz pierwszy (w 1983 r.) otrzymano i czeSciowo
zbadano budowe PDGF okazato sie, ze sktada sig on
zco najmniej dwdch tancuchéw peptydowych, ktérych
czeSciowa sekwencja zostata wkrétce poznana. Po
wprowadzeniu tej sekwencji do komputerowej bazy
danych okazato sie niespodziewanie, ze sekwencja
jednego z tych tafncuchdw jest praktycznie identyczna
z sekwencjg fragmentow produktu wirusowego onko-
genu v-sis, pochodzacego z wirusa matpiego miesaka
SSV (Simian Sarcoma Virus). Po blizszej analizie
okazato sie, ze produkt onkogenu v-sis jest fuzja
jednego z tancuchéw PDGF z wirusowym biatkiem
env. Dzieki temu w wyniku intensywnej ekspresji
onkogenu biatko p283Sdostaje sie na btone komadrki
(i czeSciowo na zewnatrz), gdzie moze aktywowac
receptory PDGF. W ten sposéb dochodzi do sty-
mulacji w uktadzie autokrynnym (autocrine stimula-
tion) podziatéw komorek wrazliwych na PDGF

[20, 21].
Podobny mechanizm wykryto takze w kilku liniach
komoérkowych ludzkiego miesaka — zachodzita tam

jednak tylko nadekspresja niezmienionego PDGF —
wszystko to byty komorki pierwotnie wrazliwe na
PDGF. Gen o istotnej homologii do v-sis zostat
odnaleziony w ludzkim genomie i wedtug wszelkiego
prawdopodobienistwa koduje on jeden z tancuchow
PDGF [20, 21].

11-1.2 Rodzina FGF (Fibroblast Growth Factors) —
fibroblastowych czynnikéw wzrostowych.
Onkogeny KS, hst, int-2

Liczna iniezbyt dobrze zbadana rodzina czynnikéw
wzrostowych okre$lanych wspolng nazwg FGF, dziata
na komdrki pochodzenia mezenchymatycznego —
gtéwnie fibroblasty. FGF wykazujg czesto dziatanie
synergistyczne z innymi czynnikami wzrostowymi.

Procesem, w ktorym zdajg sie gtdwnie uczestniczyé
in vivo jest angiogeneza — tworzenie naczyn krwio-
no$nych. In vitro sg silnymi mitogenami dla fibro-
blastow. Do$¢ dobrze scharakteryzowane sg dwa
z nich: tzw. kwasny oraz zasadowy FGF. Ich receptory
sg kinazami tyrozynowymi klasy IV.

Dokonujgc transfekcji DNA ludzkiego miesaka
Kaposiego do komorek linii NIH 3T3 (otrzymanych
z mysich fibroblastéw) otrzymano linie komérek
stransformowanych, w ktérych zachodzita ekspresja
dwu nowych transkryptow. cDNA otrzymany z jed-
nego z nich okazat sie by¢ czynnikiem wystarczajagcym
do transformacji komoérek NIH 3T3. Sklonowany
w ten sposéb onkogen nazwano KS (od Kaposi's
Sarcoma). Po zsekwencjonowaniu okazato sie, ze zna-
leziona w cDNA otwarta ramka odczytu koduje
produkt biatkowy i ze wykazuje on istotng homologie
ze znanymi ludzkimi FGF, lecz nie jest z nimi iden-
tyczny. Liczne testy (w tym analiza aktywnosci biatka
KS produkowanego w komodrkach E. coli) wykazaty,
ze istotnie jest to czynnik wzrostowy, podobny, lecz nie
tozsamy ze znanymi FGF. Jest to wiec najprawdo-
podobniejjeden z licznych cztonkdw tej rodziny, rézny
jednak od znanych FGF — kwasnego i zasadowego
(a-FGF i b-FGF). W mRNA onkogenu KS istnieje
przy koncu 3’ sekwencja AUUU(A) typowa dla nie-
trwatych mRNA. Tymczasem jednak mRNA onko-
genu KS z komoérek miesaka jest trwalty — by¢ moze
nienormalna trwato$¢ przyczynia sie do nadekspresji
i transformacji [22].

Niezaleznie wyizolowany z komdrek raka zotgdka
cztowieka onkogen hst po zsekwencjonowaniu okazat
sie by¢ w znaczacym stopniu homologiczny do KS.
Podobng homologie wykryto dla onkogenu int-2,
bedacego miejscem integracji wirusa MMTV (Murine
Mammary Tumor Virus) — wirus raka piersi u myszy
[22]. Wszystko wskazuje na to, ze mamy tu do
czynienia z duzg rodzing zblizonych onkogenoéw, od-
powiadajgcg rodzinie FGF. Blizszych informacji na
ich temat jednak brak.

11-2. Onkogeny kodujace receptory czynnikdw
wzrostowych

11-2.1 Receptor EGF (Epidermal Growth Factor) —
nabtonkowego czynnika wzrostowego. Onkogen
erh-B

EGF jest mitogenem dla komérek o charakterze
nabtonkowym, in vitro dziata na r6zne komorki po-
chodzenia epidermalnego. Jego receptor jest tyrozy-
nowg kinazg klasy |I. Poza EGF, receptor ten wigze
rownie wydajnie TG Fa Transforming Growth Factor c)
— transformujacy czynnik wzrostowy cI [3], co wydaje
sie gra¢ istotng role w procesach proliferacji
i odnawiania komdrek szpiku, gtownie prekursoréow
erytrocytow [23].

Onkogen v-erb-B wyizolowany zostat z wirusa ery-
troblastozy kurzej AEV-H (Avian Erythroblastosis
Virus H), ktéry poza nowotworami zwigzanymi
z erytroblastami wywotuje takze miesaki pochodzenia
fibroblastowego. Komdérkowy odpowiednik tego on-
kogenu — c-erb-B okazat sie by¢ tozsamym z genem
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Ryc. 4. Poréwnanie struktury protoonkogenu c-erb-B-2 i onko-
genu erb-B-2. AF — miejsca autofosforylacji (reszty Tyr),
L — fragment wigzacy ligand, poz. ozn. patrz ryc. 1. Wg.
[25] — uproszczone.

kodujacym receptor EGF (a takze, jak juz wspom-
niano, TGFot. Pordéwnanie sekwencji produktow
v-erb-B i c-erb-B (Ryc. 4) wskazuje na przyczyne
transformujgcych wiasnosci v-erb-B. W poréwnaniu
z produktem protoonkogenu brak w nim praktycznie
calej domeny odpowiedzialnej za wigzanie ligandu.
Brak takze jednego z miejsc autofosforylacji na
C-koncu. Zmiany te powoduja, ze v-erb-B wykazuje
konstytutywng, niezalezng od ligandu aktywnos$¢ ki-
nazy [4, 24, 25, 26].

Przeprowadzona metodg ukierunkowanej mutage-
nezy analiza wykazata, ze dodatkowa delecja na
C-koncu powoduje utrate zdolnosci do transformo-
wania fibroblastow, przy zachowaniu potencjatu on-
kogennego wobec erytroblastow. C-koniec receptora
moze wiec mie¢ znaczenie w specyficznym tkankowo
wigzaniu substratow [25]. Aktywacja c-erb-B moze
zajs¢ rowniez pod wplywem integracji wirusa ALV
{Avian Leukosis Virus), wowczas takze dochodzi do
odciecia fragmentu N-kofAcowego, przy niezmienionej
sekwencji C-koncowej. Tak zaktywowany onkogen
transformuje jedynie erytroblasty, lecz dodatkowa
mutacja na C-koricu moze nada¢ mu zdolno$¢ trans-
formowania fibroblastéw. Potwierdza to sugerowang
role C-kofAca w rozpoznaniu substratu [25].

Udzial genu erb-B w onkogenezie zostat stwier-
dzony réwniez w pewnych nowotworach ludzkich.
W odréznieniu od poprzedniej sytuacji nie dochodzi tu
jednak do jakichkolwiek mutacji w czesci kodujacej
biatko, a jedynie do blisko pieédziesieciokrotnej nad-
ekspresji. Nowotwory te zwigzane sg z komdrkami
typu nabtonkowego (karcinoma) lub glejowego [25].

11-2.2 Receptor CSF-1 (Colony Stimulating Factor 1)
— czynnika stymulujgcego wzrost kolonii 1.
Onkogen fms

Wiele czynnikéw wzrostowych bierze udziat w re-
gulacji proceséw hemopoetycznych — proliferacji
i réznicowania prekursorow komorek krwi. Wiele
z nich okre$lanych jest jako czynniki stymulujace
wzrost kolonii — CSF (Colony Stimulating Factor).

CSF-1, zwany réowniez M-CSF stymuluje prekur-
sory linii granulocytarno-monocytarnej do rdznico-
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wania sie w kierunku monocytéw (makrofagow). Jest
mitogenem dla monocytéw i ich prekursorow. Re-
ceptor CSF-1 jest kinaza tyrozynowa klasy Il [27].

Oczyszczenie receptora CSF-1 pozwolito na stwier-
dzenie znaczacej homologii z produktem onkogenu
v-fms, pochodzgcego z wirusa kociego miesaka FeSV
{Feline Sarcoma Virus). Potwierdzajg to liczne testy np.
immunologiczne oraz testy z uzyciem znakowanego
CSF-1 [27]. W ten sposOb stwierdzono, ze komdrko-
wym odpowiednikiem onkogenu v-fms — c-fmsjest gen
kodujacy receptor CSF-1 [27]. W poréwnaniu z c-fms,
ktéry sam nie ma zadnych zdolnosci transformaciji,
v-fms wykazuje szereg zmian: delecje 50 aminokwasow
na C-koncu i zastgpienie ich 11 innymi, a takze 9
substytucji [28, 29]. Pierwotnym produktem translacji
jest fuzja gag-fms, cieta proteolitycznie na biatka gag
igpl20/ms,glikozylowane nastepnie do gpl40/ms, ktére
lokalizowane jest w btonie [27]. Badania z uzyciem
konstruktow genetycznych, stanowigcych rozne fuzje
gendéw c-fms i v-fms wykazatly, ze C-koncowa delecja
wystarcza dla uzyskania stabo transformujgcego biat-
ka, dodatkowe dwie substytucje w obszarze domeny
wigzgcej ligand dajg w peini transformujacy fenotyp
onkogenu. Mozna wiec sadzi¢, ze delecja na C-korcu
znosi regulacje negatywnag receptora, a mutacje
w obrebie czesci zewnatrzkomorkowej (zaktocajg one
proces glikozylacji biatka) symuluja wigzanie ligandu
[28, 29].

Odmienny mechanizm stwierdzono badajgc zdol-
no$¢ transformacji ludzkiego receptora CSF-1 (rézni
sie on nieco od kociego, CSF-1 jest specyficzny ga-
tunkowo). Pojedyncza mutacja w obrebie domeny
wigzgcej ligand powoduje, ze produkt nabiera zdol-
nosci do transformacji komorek linii NIH 3T3. Do-
datkowa substytucja na C-koncu zwieksza zdolnos$é
transformacji, lecz sama nie jest wystarczajgca do jej
wywotania. Wykluczony jest tu mechanizm auto-
krynny, mysi i ludzki CSF-1 sg rdzne i nie sg roz-
poznawane przez receptory innego gatunku. W przy-
padku ludzkiego c-fms pojedyncza mutacja moze wiec
symulowa¢ wigzanie ligandu. Taki mechanizm suge-
ruje sie dla niektdrych biataczek ludzkich [30].

11-2.3 Onkogen neu (c-erb-B-2, HER-2)

W indukowanych chemicznym mutagenem (etylo-
nitrozomocznikiem) nowotworach tkanki nerwowej
(gleju) u szczuréw zidentyfikowano onkogen nazwany
neu, kodujacy biatko pl85"eu, bedace receptorowg
kinazg tyrozynowa. Znaleziono komdérkowy protoon-
kogen c-neu, dla produktu ktérego nie odnaleziono
jednak do tej pory ligandu. Biatko kodowane przez
c-neu jest receptorowg kinaza tyrozynowg klasy |,
wykazujgcg pewng homologie z receptorem EGF.
Okazato sie tez, ze sklonowane niezaleznie proto-
onkogeny c-erb-B-2 i HER-2 (z banku genéw czto-
wieka) sg tym samym genem co neu [31].

Protoonkogen c-neu szczura nie ma wasnosci trans-
formujacych, transformujacy onkogen neu rézni sie od
niego tylko jedng punktowag mutacjg T -» A, powo-
dujagca substytucje waliny przez glutaminian w pozycji
664 [31]. Zaskakujacy jest fakt, ze pozycja ta lokalizuje



sie w regionie transbtonowej alfa-helisy. Stwierdzono,
ze pojawienie sie glutaminianu — aminokwasu po-
larnego — w miejsce waliny powoduje agregacje
receptoré6w w bilonie, co aktywuje kinaze [32]. Tak
wiec mutacja symulujgca wigzanie ligandu nie musi
wcale zachodzi¢ w domenie wigzacej ligand.

Stwierdzono takze udziat onkogenu neu w powsta-
waniu nowotworéw u ludzi — gtéwnie raka piersi
[33]. Jest to bardzo niebezpieczny nowotwo6r o wy-
sokiej Smiertelnosci. W nowotworach ludzkich neu nie
jest zmutowany, zachodzi jedynie nadekspresja, wy-
wotana amplifikacjg genu c-neu. Istnieje korelacja
pomiedzy stopniem amplifikacji neu a prognozg
pacjenta — im wiekszy stopien amplifikacji tym
mniejsze szanse wyleczenia. Ludzki c-neu w odrdznie-
niu od szczurzego moze wigc transformowaé¢ komorki
w postaci niezmutowanej [33].

11-2.4 Receptor MGF (Mast Celi Growth Factor) —
mastocytarnego czynnika wzrostowego.
Onkogen kit, loci W, SI

Onkogen v-kit wykryty zostatjako genjednej z wielu
odmian wirusa FeSV (patrz p. 11-2.2). Jego komoérkowy
odpowiednik c-kit koduje receptorowg kinaze tyro-
zynowg klasy Ill. Produkt v-kit pozbawiony jest
praktycznie catej N-koncowej domeny zewnatrzko-
morkowej, co powoduje konstytutywnag aktywacje
kinazy, niezaleznie od obecnosci ligandu [34].

Niespodziewanie onkogen ten okazat sie by¢ zwig-
zany z jednym z najdtuzej badanych zaburzen gene-
tycznych u myszy. Juz od lat dwudziestych znane byty
u myszy dwa wyraznie zwigzane funkcjonalnie loci:
W (White spotting) i SI (Steel). Mutacje w tych genach
majg podobny efekt fenotypowy: w stanie homozygo-
tycznym sg letalne na skutek powaznych defektow
hemopoezy w rozwoju wczesnozarodkowym, hetero-
zygoty wykazujg liczne objawy m.in. anemie (w tym
makrocytarna), zaktécenia pigmentacji (ubarwienie),
bezptodnos$é itp. Analizujgc mozliwosci odwrdcenia
fenotypu tych mutacji przy pomocy mikroprzeszcze-
pow komdrek szpiku stwierdzono, ze mutacja W
dotyczy komorek macierzystych (stem cells) réznicu-
jacych sie w prekursory komoérek krwi podczas gdy
mutacja Sl objawia sie w sasiednich, nie podlegajacych
dalszemu rozwojowi komorkach podscieliska (stromal
cells) szpiku. Mozna wiec bylo przypuszczaé, ze
komorki podscieliska produkujg jaki$ czynnik (kodo-
wany przez SlI) niezbedny do rozwoju komoérkom
macierzystym posiadajgcym produkt W [34— 36].

Po izolacji genéw v-kit oraz c-kit, okazato sie, ze
locus W odpowiada c-kit. Ciezkie przypadki mutacji
W odpowiadajg delecji c-kit, lzejsze — mutacjom w
jego obrebie [34]. Dobrym kandydatem w poszuki-
waniach ligandu dla c-kit byt produkt locus Sl
Ostatnie badania wykazaly przy pomocy licznych
metod biochemicznych, immunologicznych oraz ge-
netycznych, ze istotnie locus Sl odpowiada za pro-
dukcje czynnika wzrostowego bedacego ligandem dla
c-kit [34—37]. Mutacje Sl polegajg na zaktoceniach
w produkcji tego czynnika, majg wiec fenotyp po-
dobny jak mutacje W uposledzajgce jego receptor. Tak
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zbadany czynnik wzrostowy nazwano MGF (Mast
Celi Growth Factor) — mastocytarnym czynnikiem
wzrostowym. Znany jest rdwniez pod nazwami SLF
(Steel Locus Factor) i kL (kit Ligand). Uczestniczy on
w wielu procesach, gtdwnie hemopoetycznych. Jest
podstawowym czynnikiem dla réznicowania sie pre-
kursoréw w kierunku mastocytéow. Wspdidziatajac
z innymi czynnikami hemopoetycznymi, jak G-CSF,
GM-CSF czy interleukina 7 uczestniczy w rozwoju
linii prowadzacych do neutrofili i monocytéw. Bierze
takze wudziat w rozwoju komodrek pigmentowych
i gonad. Tak szeroki zakres dziatania M GF tlumaczy
plejotropowy efekt mutacji W i SI [34— 37].

11-2.5 Onkogen Xmrk. Locus Tu

Niezwykle interesujacy z wielu punktéw widzenia
jest uktad odpowiadajgcy za powstawanie czerniaka
(melanoma) u ryb z rodzaju Xiphophorus. Znane sa
dwa bardzo do siebie zblizone genetycznie (dajg ptodne
potomstwo mieszancowe) gatunki: Xiphophorus ma-
culatus (zmienniczek, zwany przez akwarystdw pigtka)
oraz Xiphophorus helleri (mieczyk posiada wydtuzong
dolng czes¢ ptetwy ogonowej). Typowym ubarwieniem
dzikich genotypowo ryb obu gatunkéw jest szaro-
zielony kolor, widoczny jako wynik wystepowa-
nia w skoérze komoérek — tzw. mikromelanoforow.
U niektdrych szczepéw X maculatus wystepujg jednak
czarne plamy spowodowane obecnoscig makromela-
nofordw. O ich wystepowaniu decyduje dominujgcy
gen Tu, mapujacy sie na chromosomie X (sg tez znane
szczepy, u ktdrych wystepujg analogiczne, lecz nie-
alleliczne geny mapujace sie na chromosomach X lub
Y). Alleli tych nie stwierdzono nigdy u X. helleri.

Po skrzyzowaniu X. maculatus o fenotypie Tu
z dzikim X. helleri potomstwo ma czarne plamy na
skorze, lecz poza tym cate zapada na nowotwadr skory
— czerniak. Stwierdzono, ze gen Tu jest dominujgcym
onkogenem, powodujagcym zmiany zabarwienia skdry
oraz czerniaka. U X. maculatus wystepuje dodatkowo
supresor onkogenezy (antyonkogen) r, ktory jest re-
cesywnym genem autosomalnym. X. helleri nie ma
alleli Tu, ani r, stagd potomstwo hybrydowe zapada na
czerniaka. Wykonujac krzyzéwki wsteczne testowe
samicy X. maculatus Tu z samcem X. helleri, stwier-
dzono, ze przy obecnosci allelu Tu i jednego tylko
allelu r tworzy sie nowotwor tagodny, przy braku obu
alleli r — nowotwor ztos$liwy. Schematy krzyzowek
przedstawiono ponizej:

1) P: Tu/Tu, rlr x +/+, +/+ (+ oznacza brak
allelu Tu czy r)
FI: Tul+,r/-|
niaka

osobniki z tagodng forma czer-

2) P: Tul/+,r/+ x +/+, +/+

FI: Tu/+, +/+ — ztoSliwy czerniak (przedsta-
wiono tylko 1/4 genotypdw FI, 1/2 nie otrzyma allelu
Tu, 1/4 ma genotyp jak samica P).

Nastepnie przeprowadzono analize polimorfizmu
fragmentéw restrykcyjnych (RFLP) sprzezonych z
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locus Tu. Znaleziono marker wykazujacy petne sprze-
zenie z allelem Tu i przyjeto, ze jest on z nim tozsamy.
Wykorzystujac go jako sonde dla kolejnych analiz
stwierdzono, ze poza fragmentem zwigzanym tylko
i wytagcznie z allelem Tu (brak go u osobnikow +/ +)
istnieje drugi fragment homologiczny, obecny w ge-
nomie wszystkich, bez wyjatku ryb z rodzaju
Xiphophorus. Odkryty w ten sposéb locus nazwano
INV, jest on zlokalizowany autosomalnie. Nastepnie
sklonowano geny Tu oraz INV, okazato sie, ze kodujg
one receptorowg kinaze tyrozynowg klasy I. Nor-
malnie ekspresja tej kinazy zachodzi tylko w naj-
wczesniejszych etapach rozwoju (z locus INV), pdzniej
nie jest produkowana.

Dane te pozwalajg na wysnucie nastepujacej hi-
potezy: u wszystkich ryb z rodzaju Xiphophorus
funkcjonuje receptorowa kinaza tyrozynowa odgry-
wajaca jaka$ role we wczesnych fazach rozwoju. Jest
ona kodowana przez locus INV. U X. maculatus
w niektorych szczepach doszto do translokacji tego
genu do obszaru odpowiadajacego za pigmentacje,
potozonego na chromosomie X. Dochodzi wiec tam
do nienormalnej jej ekspresji w komdrkach skory
co prowadzi do zakitécen pigmentacji. Wigze sie
to réwniez z potencjatem onkogennym, z tym ze
u X. maculatus jest on zahamowany przez allel r,
ujawnia sie przy braku tego allelu u hybryd. Tak
opisany onkogen nazwano Xmrk (Xiphophorus me-
lanoma receptor kinase). Nie jest znany ligand tego
receptora ani jego wiasciwa rola. Nic tez nie wiadomo
o funkcjonowaniu antyonkogenu r. Uktad ten dopiero
zaczyna by¢ przedmiotem intensywnych badan ze
strony biologii molekularnej, po tym jak klasyczna
genetyka pozwolita na jego odkrycie i opisanie. Ba-
dania nad onkogenem Xmrk podsumowane sg w pracy
[38],

11-2.6 Czynniki wzrostowe komdrek nerwowych
(neurotrofiny): NGF (Nerve Growth Factor) —
czynnik wzrostu nerwu, BDGF (Brain Derived
Growth Factor) — czynnik wzrostowy
pochodzenia mézgowego, neurotrofiny 3, 4.
Rodzina onkogendéw trk

Tkanka mdzgowa jest zrodtem kilku réznych
peptydow wykazujgcych aktywno$¢ mitogenng wobec
niektdrych komdrek (np. komaorki gleju) oraz sty-
mulujagcych wzrost i przezywanie neuronow (jak
wiadomo dojrzate neurony in vivo nie dzielg sig) [8, 39,
40, 41]. Wérod tych czynnikow, od zdolno$ci sty-
mulowania wzrostu i przezywania neuron6éw nazwa-
nych neurotrofinami, oméwionych m.in. w pracach
[8, 9] wspomniane zostaty te, ktérych receptory sa
produktami znanych protoonkogendw.

Rodzina onkogendéw trk obejmuje szereg transfor-
mujacych alleli (nazywanych trk, trkA, trkB, trkC itd.)
kilku genéw wyizolowanych z pewnych nowotworéw
okreznicy oraz tarczycy [39]. Sa to bardzo do siebie
zblizone geny, ktérych produkty sg receptorowymi
kinazami tyrozynowymi. Ich nietransformujace odpo-
wiedniki — protoonkogeny — ulegajg ekspresji prak-
tycznie wytacznie w komorkach tkanki nerwowej.
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Ostatnio prowadzone badania wykazaty, ze receptory
kodowane przez gen trk sg sktadnikiem, byé moze
gtéwnym, receptora wigzacego z duzym powinowac-
twem NGF. Stwierdzono tez, ze zwigzane NGF indu-
kuje aktywno$¢ kinazowa tych biatek. Wynika z tego,
ze przynajmniej poczatkowy fragment drogi odpo-
wiedzi na NGF przypomina odpowiedZ na typowe
czynniki wzrostowe [39]. Dalsze etapy tej drogi moga
jednak by¢ inne.

Najnowsze doniesienia [40, 41] mowig, ze trkB
koduje receptor uczestniczacy w odpowiedzi na
BDNF [9], oraz neurotrofiny 3i 4, lecz nie na NGF.
Wiadomo tez, ze w procesie tym nie musi uczestniczy¢
drugi, postulowany element odpowiedzi na omawiane
czynniki wzrostowe, znany jako receptor o niskim
powinowactwie. Ekspresja trkB w liniach pochodzenia
fibroblastowego wystarcza do uzyskania w nich mi-
togennej odpowiedzi na neurotrofiny. Badania te
mogg przyczynic¢ sie do poznania mechanizmoéw dzia-
tania czynnikdéw wzrostowych w rozwoju i funkcjo-
nowaniu tkanki nerwowej.

* * *
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Jadrowe receptory jako czynniki regulujgce transkrypcje

Nuclear receptors as transcription factors

WANDA SOKOt-MISIAK1

Spis tresci:
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Wprowadzenie

Eksperymentalna weryfikacja hipotezy, zaktadajacej, ze

jadrowe receptory sg biatkami regulujgcymi transkrypcje

Znaczenie poszczegdlnych regiondéw receptora w procesie
indukowania transkrypcji

I11-1. Domena wigzgca hormon wyznacza moment roz-
poczecia przez receptor aktywnosci aktywacyjnej lub
represyjnej

111-2. Poszczeg6lne elementy ,,placéw cynkowych” re-

ceptoréw jadrowych warunkujg prawidtowe rozpozna-

wanie regulatorowych sekwencji DNA

111-3. Aktywno$¢ domen transaktywacyjnych receptora

jest zalezna od rodzaju komoérek i hipotetycznych bialek,

produkowanych przez te komérki

. Jadrowe receptory i jadrowe biatka FOS i JUN jako
selektywne przetgczniki indukcji i wygaszania transkryp-
cji gendéw w procesie proliferacji i roznicowania sie
komarek

. Uwagi koncowe

1 dr, Zaktad Biologii Molekularnej IGHZ PAN, Jastrze-

biec, 05-551 Mrokow
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Importance of the particular receptor regions in the
transcription inducing process

I11-1. Hormon binding domain determines the begining
of receptor’s activating of repressive action

I11-2. Particular elements of the ,,zinc fingers” of nuclear
receptor’s determine proper recognition of DNA regu-
lator sequences

111-3. Activity of receptor’s dispersed transactivating
domains is dependent on the kind of cells considered and
kind of proteins produced by these cells

Nuclear receptor’s, and nuclear FOS and JUN proteins
as selective activation/suppression transcription switches
in the cell proliferation and differentiation programme

. Final remarks

Wykaz stosowanych skrotow:
GR — receptor glukokortykoidéw; ER — receptor estra-

diolu;

TR — receptor tyroksyny, homolog biatkowego
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produktu protoonkogenu c-erbA; W-erbA — biatkowy pro-
dukt onkogenu \-erbA, homolog biatka C-erbA ktére utra-
cito zdoIno$¢ do wigzania tyroksyny; RAR —receptor kwasu
retinowego; HSP90 — biatko szoku cieplnego tworzace
kompleks z aporeceptorami hormonow sterydowych; HRE
—regulatorowe sekwencje DNA wigzace receptory jadrowe;
GRE — regulatorowe sekwencje DNA wigzace receptor
glukokortykoidéw, progesteronu, androgenu; PRE — GRE
- regulatorowe sekwencje DNA wigzace receptor pro-
gesteronu; ERE — regulatorowe sekwencje DNA wigzace
receptor estradiolu; TRE — regulatorowe sekwencje DNA
wigzace receptor tyroksyny, kwasu retinowego i \-erbA;
MRE — regulatorowe sekwencje DNA wigzgce regulato-
rowe biatka, aktywowane posrednio za pomocg przekazni-
kéw ,wtornego obiegu”, sygnatow odbieranych przez re-
ceptory powierzchniowych bton komérkowych; PHA-RE —
regulatorowe sekwencje DNA typu MRE, wigzace regu-
latorowe biatka aktywowane za pomocg przekaznikow
»Wtdérnego obiegu”, szlakiem kinazy C; Kinaza C — Kki-
naza biatkowa C zalezna od fosfolipazy C sprzezonej
z receptorami blon komérkowych, aktywowana przez wtér-
ny przekaznik DAG lub estry forbolu; DAG — dwuacylo-
glicerol, jeden z produktéw degradacji fosfolipidow inozy-
tolowych powstajgcych pod wptywem swoistej fosfolipazy C;
cAMP-RE(CRE) — regulatorowe sekwencje DNA wigzace
regulatorowe biatka aktywowane za pomoca przekaznikéow
~Wtdrnego obiegu” szlakiem kinazy A; Kinaza A — biatkowa
kinaza A aktywowana przez cAMP; JUN - biatkowy pro-
dukt protoonkogenu c-jun, wigzany przez regulatorowe
sekwencje typu PHA-RE; FOS — biatkowy produkt proto-
onkogenu c-fos, wigzany w postaci heterodimeru JUN-FOS
przez sekwencje typu PHA-RE; Wektor cis — ekspresyjny
wektor do badania w eukariotycznych komdrkach aktyw-
nosci sekwencji regulatorowych DNA (aktywnosci-ds) w
procesie regulacji transkrypcji genu zakodowanego w tym
wektorze; wektor trans — ekspresyjny wektor do badan
aktywnos$ci regulatorowego biatka (aktywnosci — trans)
zakodowanego w tym wektorze.

I. Wprowadzenie

Od lat znane jest zjawisko uruchamiania w komor-
kach orgaznizmoéw wyzszych catej serii wydarzen przez
krétkotrwaty pozakomodrkowy sygnat, ktérego efek-
tem jest podziat komorek, ich réznicowanie lub wre-
szcie zamieranie. To intrygujace zjawisko pobudzato
umysty wielu badaczy do tworzenia hipotez, majacych
wyjasni¢ jego molekularny mechaizm. W przypadku
sygnatow, jakimi sg hormony sterydowe, te przedwcze-
sne hipotezy utrwality falszywy, lecz przekonywujacy
w swej prostocie obraz mechanizmu przekazywania
tego typu sygnatéw do uktadu transkrypcyjnego okre-
S§lonych gendw [1]. Podobnie jak biatko regulujace
transkrypcje genéw Prokaryota biatkowy receptor
hormonoéw sterydowych miat powodowa¢ rozdysocjo-
wanie dwdch nici DNA w regionie rdzenia promotora
danego genu umozliwiajac tworzenie kompleksu: po-
limeraza RNA Il-rdzeh promotora.

Rozwo6j technik badawczych umozliwit w latach
osiemdziesiatych iidentyfikacje ilokalizacje (odlegtos¢
od rdzenia promotora genu) regulatorowych sekwencji
DNA wzmacniajagcych transkrypcje [2, 3]. Zidenty-
fikowano dwie niezwykle istotne grupy sekwencji
wzmacniajacych transkrypcje eukariotycznych genow
kodujgcych biatka.

Pierwsza grupa, to dobrze scharakteryzowane se-
kwencje wzmacniajagce wigzace receptory jadrowe do
ktérych naleza receptory hormonéw sterydowych*
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oraz receptory innych lipofilnych zwigzkoéw (tyroksy-

ny, kwasu retinowego, witaminy D). Sekwencje te

okreslono og6lng nazwe HRE (od ang. hormone re-
sponsive element). Stwierdzono, iz w przypadku réz-
nych genéw — ktorych ekspresja kontrolowana jest

przez hormony — sekwencje HER potozone sg w

odlegtosci od stu do kilkunastu tysiecy par zasad od

miejsca startu transkrypcji. Zastosowanie nowych tech-
nik badawczych (sekwencjinowanie DNA, mutagene-
za DNA invitro, protection assay) pozwolito na ustale-
nie konsensusowych sekwencji wzmacniajagcych HRE

[2], ktore wiaza:

a) receptor glukokorytykoidéw, progesteronu i andro-
genu (sekwencje GRE, od ang. glukokorytykoid respon-
sive element; consensus: 5-AGEACANnNnTGTcCj-3';
w przypadku wigzania PR nazywane PRE)

b) receptor estradiolu (sekwencje ERE od ang. estra-
diol responsive element; consensus:
5-AGGTCAnNnnTGACCT-3)
c) receptor tyroksyny, kwasu retinowego, witaminy D
(sekwencje TRE od ang. tyroxine responsive element;
consensus: SAGGTCATGACCT-3).
Wprowadzenie syntetycznych, konsensusowych sekwen-
cji GRE, ERE, TRE lub ich naturalnych odpowiedni-
koéw przed rdzen eukariotycznego promotora genu
niewrazliwego na dziatanie glukokortykoidéw, estra-
diolu lub tyroksyny uwrazliwia ekspresje tego genu na
dziatanie pozakomoérkowego sygnatu w postaci wy-
mienionych hormondéw.

Druga grupa sekwencji wzmacniajgcych to sekwen-
cje nazywane og6lnie MRE, (od ang. second messenger
responsive element). Sekwencje MRE wiazgce rézno-
rodne biatka, ktore dobierajg informacje przekazywa-
ne — za pomocy przekaznikow ,wtdrnego obiegu” —
przez receptory polipeptydowych zwigzkéw sygnal-
nych typu czynniki wzrostu, cytokiny. Zlokalizowane
w btonach komdérkowych receptory — po odebraniu
odpowiedniego sygnatu — uruchamiajg tancuch re-
akcji prowadzacych miedzy innymi do aktywacji ki-
nazy C lub kinazy A. Gdy przeptyw informacji jest
zalezny od aktywacji (przez wtorny przekaznik DAG
lub estry forbolu) kinazy C, modulowana jest tran-
skrypcja genoéw posiadajacych sekwencje PHA-RE (od
ang. phorbol responsive element). Sekwencje PHA-RE
wigzg miedzy innymi dobrze scharakteryzowane biat-
ka regulatorowe JUN-FOS.

Sekwencje HRE i MRE regulujg transkrypcje réz-
nych lub tych samych genéw. W przypadku gendéw
prolaktyny i proliferyny stwierdzono, iz sekwencje
GRE i MRE naktadaja sie na siebie; w konsekwencji
transkrypcja tych gendw, indukowana przez sygnaty
typu czynnik wzrostu, moze by¢ wygaszana przez inne
sygnaty, typu hormon sterydowy.

Molekularny mechanizm regulowania transkrypcji
przez sekwencje wzmacniajagce nie jest dotychczas
wyjasniony. Przyjety jest poglad, iz wzmacniajgce

* Zagadnienie to zostato przedstawione w artykule ,,Se-
kwencje DNA niezbedne dla regulacji transkrypcji przez
hormony glukokortykoidowe w komodrkach eukariotycz-
nych” W. Sokdt-Misiak nalamach Post. Biochem., 31
(1985), 593—599.
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sekwencje oraz wigzane przez nie biatka regulatorowe
powoduje stabilizacje kompleksu inicjujgcego tran-
skrypcje danego genu [3].

Receptory jagdrowe sg obecnie najlepiej scharakte-
ryzowanymi biatkami regulujgcymi transkrypcje. Biat-
ka te mogg rowniez oddziatywaé na procesory post-
transkrypcyjne lub posttranslacyjne. Rozwo6j technik,
ktore umozliwity testowanie dziatalno$ci receptoréw
jadrowych na poziomie transkrypcji oraz ustalenie
struktury i funkcji poszczeg6lnych regiondéw tych
biatek jest osiggnieciem badan prowadonych w latach
80-tych [4— 8],

Il. Eksperymentalna weryfikacja hipotezy,
iz jadrowe receptory sg biatkami
regulujagcymi transkrypcje.

Wykazanie, iz receptory jadrowe, w tym receptory

hormonow sterydowych, sa biatkami regulatorowymi
mozliwe byto dzieki rozwojowi nastepujacych technik:
1. technik mutagenezy DNA in vitro* dotyczgcych
wprowadzenia zaprogramowanych zmian w obrebie
sekwencji regulatorowych (mutacje typu cis) lub w
obrebie sekwencji kodujacych biatka regulatorowe
(mutacje typu trans).
2. technik szybkiego testowania aktywnos$ci-ds natu-
ralnych lub syntetycznych sekwencji regulatorowych
oraz aktywnoS$ci-frans biatkowych produktéw gendéw
kodujgcych biatka regulatorowe w eukariotycznych
komérkach transfekowanych odpowiednimi wektora-
mi ekspresyjnymi typu cis i trans [4].

Zastosowanie tych technik umozliwito precyzyjne
powigzanie zmian w budowie regulatorowych sekwen-
cji HRE oraz produktow ekspresji genow kodujacych
biatka receptorow jadrowych ze zmianami w ich
funkcji.

Eukariotyczne wektory ekspresyjne stosowane ge-
neralnie do badan aktywnosci-ds sekwencji regulato-
rowych** — nazywane ogolInie wektorami cis [4] — sa
to plazmidy zawierajagce nastepujace fragmenty pro-
kariotycznego i eukariotycznego DNA: 1 prokario-
tyczne sekwencje DNA umozliwiajgce replikacje pla-
zmidowego wektora w komoérkach bakteryjnych i
klonowanie wektora; 2. miejsce restrykcyjne do wpro-
wadzenia badanego eukariotycznego promotora lub
staby eukariotyczny promotor i miejsce restrykcyjne
do wprowadzania sekwencji wzmacniajacych (np. HRE);
3. sekwencje kodujace kontrolny gen, ktérym jest

* 0go6lna charakterystyka technik mutagenezy zostata
przedstawiona w artykule ,,Mutageneza DNA in vitro”
M. Mejnarto wicz W.J. Krzyzosiaka na famach
Post. Biochem., 36, (1990), 5— 16.

** Powigzanie zmian w budowie syntetycznych sekwencji
GRE z utratg ich funkcji jako wzmacniaczy transkrypcji
zostato przedstawione w reprincie ,Introduction of the
glucoorticoid binding sequences into the expression vector
pASVE-CAT and its effect on the CATgene expression in
mammalian cells” W. Soko6t-Misiak, W.T. Markie-
wicz, B. Szydtowska, A Patrenko, Acta Polonica
Biochimica (1991) in press.
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najczesciej gen bakteryjny kodujacy acetylotransferaze
chloramfenikolowg (CAT), enzym nie wystepujacy w
komorkach ssakow; 4. eukariotyczne sekwencje DNA
kontrolujgce wycinanie intron6w oraz terminacje tran-
skrypcji genu kontrolnego (Ryc. 1A).

W prowadzenie do wektora typu cis sekwencji wzma-
cniajacych (np. GRE) zwiekszg intensywnos$¢ tran-
sktypacji genu CAT w komorkach transfekowanych
tym wektorem pod warunkiem, iz w transfekowanych
komérkach znajduja sie biatka regulatorowe rozpo-
znajace te sekwencje.

Wykazanie, iz istotnie dane biatko regulatorowe (np.
receptor glukokortykoidéw) wptywa na transkrypcje
genu CAT w wektorze cis (zawierajacym sekwencje
GRE) wymaga zastosowania dodatkowego wektora
ekspresyjnego, nazywanego [4] wektorem trans. We-
ktor trans (Ryc. IB) posiada analogiczny fragment
DNA bakteryjnego jak wektor cis, silny eukariotyczny
promotor, eukariotyczne sekwencje warunkujace ter-
minacje transkrypcji oraz miejsce restrykcyjne do
wprowadzenia naturalnych lub syntetycznych sekwen-
cji kodujacych biatko regulatorowe lub jego mutanty.
Wprowadzenie do wektora trans sekwencji kodujg-
cych biatko danego receptora jadrowego umozliwia
synteze tego biatka lub jego mutantdw w komérkach
ubogich w dany receptor [9—19]. W przypadku
najwczes$niejszych badan udawadniajgcych, iz receptor
glukokortykoidoéw jest biatkiem regulujgcym tran-
skrypcje, do transfekcji najczesciej uzywano malpie
komérki COS-7 lub ich macierzyste komaérki CV-1.

Komorki COS-7 sg swoiscie oporne na dziatanie
glukokorykoidow, poniewaz nie posiadajg wtasnego,

Ryc. 1. Testowanie aktywno$ci-irans receptoréw jadrowych w ko-
morkach ssakéw (A, B) lub w ekstratach z jader ko-
madrkowych (C).

A — ekspresyjny wektor typu cis: a — prokariotyczne sekwencje
DNA umozliwiajace klonowanie wektora, b — miejsce restrykcyjne
do wprowadzenia sekwencji wzmacniajagcych (GRE), ¢ — sekwencje
wzmacniajace (GRE), d — eukariotyczne sekwencje promotorowe,
e — sekwencje kodujace kontrolny gen CAT, f, g — eukariotyczne
sekwencje DNA regulujgce scalanie iterminacje transkrypcji. W pro-
wadzenie sekwencji GRE do ekspresyjnego wektora cis nie zmienia
intensywnosci przejsciowej transkrypcji genu CAT w transfekto-
wanych tym wektorem komérkach COS, ubogich w receptor
glukokortykoidow.

B — ekspresyjny wektor typu trans: h — prokariotyczne sekwen-
cje DNA, i— silny promotor eukariotyczny,j — miejsce restrykcyj-
ne do wprowadzenia sekwencji kodujagcych eukariotyczne biatko
regulatorowe (cDNA receptora glukokortykoidéow), 1+ — eukario-
tyczne sekwencje DNA regulujace scalanie i terminacje transkrypcji.
Woprowadzenie sekwencji cDNA(GR) kodujacych receptor gluko-
kortykoidow do wektora trans oraz transfekcja tym wektorem
komoérek COS (transfekowanych jednocze$nie wektorem cis zawie-
rajacym sekwencje GRE) powoduje wzrost intensywnos$ci tran-
skrypcji genu CAT w komdrkach COS hodowanych w obecnosci
glukokortykoidu (G).

C — wektor (C2AT)19 do testowania aktywnos$ci-ds sekwencji
regulatorowych iaktywnosci-trans biatek regulatorowych w ekstra-
ktach biatek zjader komo6rkowych: m — prokariotyczne sekwencje
DNA, n — miejsce reskrykcyjne do wprowadzenia badanych
sekwencji regulatorowych, o — sekwencji regulatorowe (promotor
+ sekwencje PRE), p — matryca pozbawiona nukleotydéw G
(G-free cassette). Miejsce inicjacji transkrypcji moze by¢ zaprogra-
mowane w obrebie G-free cassette [22], Transkrypcja syntetycznej
matrycy (G-free cassette) zachodzaca w obecnosci trzech prekur-
sorow RNA (ATP, CTP i UTP) ijest wzmacniana w przypadku
wprowadzenia sekwencji PRE do promotora oraz oczyszczonego
receptora PR do frakcji S-100, pochodzacej z komérek ubogich w
PR. Miejsce startu, kierunek iintensywno$¢ transkrypcji zaznaczono
strzatka roéznej grubosci
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funkcjonalnie czynnego receptora tego hormonu. Kie-
dy komdrki te transfekowano jedynie wektorem cis
posiadajacym sekwencje GRE, obecnos$¢ glukokorty-
koidébw w pozywce hodowlanej nie wpiywata na
transkrypcje genu CAT. Jedynie w przypadku wpro-
wadzenia do komdrek wektora cis (posiadajgcego
sekwencje GRE) i wektora trans (posiadajgcego se-
kwencje kodujgce receptor glukokortykoidéw), obec-
nos$¢ glukokortykoidéw w pozywce hodowlanej wpty-
wa na transkrypcje genu CAT w wektorze cis (Rys. 1A
i B).

())dmienny rodzaj plazmidowych wektoréw umozli-
wia testowanie aktywnos$ci-ds sekwencji regulatoro-
wych genéw ulegajgcych ekspresji jedynie w okreslo-
nych tkankach oraz aktywnosci-frarcs biatek pocho-
dzacych zjader komoérkowych tych tkanek. Najwczes-
niej skonstruowany wektor p(C2AT)19 (Ryc. 1C) za-
wiera jedynie dwa fragmenty DNA: E prokariotyczne
sekwencje (analogiczne jak w wektorze cis i trans)
2. syntetyczna matryce DNA, ktdra jest pozbawiona
nukleotydéw G. Badany promotor bez lub z sekwen-
cjami wzmacniajacymi (np. PRE i GRE) wprowadzony
jest przed syntetyczng matryce (G-free cassette). Aktyw-
nosc-trans receptora jadrowego oceniana jest na pod-
stawie intensywnosci transkrypcji matrycy w obecno-
$ci ekstraktow zjader komorkowych (frakcja S-100 lub
zestaw bardziej oczyszczonych frakcji) tkanek bogat-
ych lub ubogich w receptor jadrowy (Ryc. 1C). Testo-
wanie aktywnosci-iruns receptorow jadrowych w opi-
sanym uktadzie bezkomoérkowym, podjete byly w
wielu pracowniach [20—23]. Jednak, jak podkres$lajg
autorzy [22, 23] nawet cze$Sciowo oczyszczone rece-
ptory hormonow sterydowych tracg zdolnos$¢ do wig-
zania hormonu; natomiast uzyskujg zdolnos¢ do inter-
akcji z DNA w formie aporeceptora.

Zastosowanie réznych technik mutagenezy pozwo-
lito na okres$lenie znaczenia poszczegdlnych regionéw
receptoréw jadrowych w procesie regulacji transkryp-
cji. Usuwajac w obrebie cDNA danego receptora
sekwencje kodujgce poszczegOlne regiony tego biatka

1 777

NHA- -
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zlokalizowano trzy podstawowe domeny odpowiada-
jace: 1. za wigzanie hormonu; 2. za rozpoznawanie
specyficznych sekwencji DNA; 3. za aktywacje tran-
skrypcji (Ryc. 3, 4). Stosujagc metode wymiany domen
wykazano autonomiczny charakter poszczeg6lnych
domen receptora.

I1l. Znaczenie poszczegblnych regionéw
receptora w procesie indukowania
transkrypcji

I11-1. Domena wigzgca hormon
wyznacza moment rozpoczecia przez
receptor dziatalnosci aktywacyjnej lub

represyjnej

Efekt dziatania hormonu na intensywno$¢ transkry-
pcji jest bardzo szybki i nie wymaga dodatkowej
syntezy biatek receptorowych. Biatka receptorowe
hormondéw sterydowych sg gromadzone w komorce w
formie nieaktywnej jako kompleks z biatkiem szoku
cieplnego HSP90* [24—27]. Wedtug ostatnich da-
nych Yamamoto [26] biatko HSP90, ktore jest
wigzane przez rdzerh domeny wigzacej hormon (Ryc. 3A),
wspotuczestniczy w przyjeciu sygnatu hormonalnego
przez receptor glukokortykoidéow. Autorzy niewyklu-
czaja, iz~w procesie tym moga uczestniczyé jeszcze inne
biatka. Zwigzanie hormonu przez kompleks receptor-
-HSP90 rozpoczyna serie stabo zdefiniowanych wy-
darzen, okre$lonych wczesniej jako transformacje re-
ceptora [8], Po zwigzaniu hormonu nastepuje oddy-
socjowanie biatka HSP90 i fosforylacja receptora
[28—30]. Przypuszczalna zmiana konformacji biatka
umozliwia jego interakcje ze specyficznymi sekwen-
cjami DNA oraz innymi biatkami, a przede wszystkim

* Znaczenie biatek HSP90 zostato omo6wione w artykule
»Rola biatek szoku termicznego” B.Lipinskiej na ta-
mach Post. Biochem., 36, (1990), 32—42.
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Ryc. 2. Schemat budowy recep-
toro6w jadrowych wia-
zacych glukokortykoidy
(GR), estradiol (ER), ty-
roksyne (TR), kwas reti-
nowy (RAR). Region re-
ceptoréw wiazacych hor-
mon oznaczono literg H,
region rozpoznajacy spe-
cyficzne sekwencje DNA
zaznaczono przez za-
czernienie. Liczby ozna-
czajace pierwszy i ostat-
ni aminokwas kazdego
receptora, \-erbA jest
przedstawicielem ,osie-
roconych” receptoréw,
ktére utracity zdolnos¢
do wigzania hormonu.

TR

v-erbA

RAR
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z biatkami kompleksu inicjacyjnego [22]. W odro6z-
nieniu od aporeceptoréw hormonéw sterydowych,
ktére mogag wystepowaé w cytoplazmie i jadrach
komérkowych, aporeceptory tyroksyny i kwasu reti-
nowego sg dos$¢ silnie zwigzane przez niehistonowe
biatka chromatyny [5, 6]. Niezwigzany z hormonem
receptor (aporeceptor) tyroksyny, podobnie jak biatko
Y-erbA, ktére nie posiada zdolnosSci do wigzania
hormonu moga rozpoznawac¢ sekwencje TRE idziatac
jako represory transkrypcji [7]. Forman i Sa-
rnuels [5] staraja sie wyjasni¢ mechanizm zmian
funkcji receptora pod wptywem zwigzania hormonu.
Autorzy [5] proponujg roboczy model ,regulatoro-
wego suwaka” (ang. regulatory zipper model), w ktérym
taczg trzy wiasciwosci regionu C-konhca receptorow
(Ryc. 2, 3A, B), a mianowicie: zdolno$¢ do wigzania
hormonu, zdolnosci do dimeryzacji i zdolnosci do
transrepresji lub transaktywacji. Blizej niesprecyzo-
wana konformacja receptora, majaca miejsce po zwig-
zaniu -dimeru przez DNA, moze eksponowaé region

A.

receptora, ktéremu autorzy przypisujag wiasciwosci
transrepresji. Uwiarygodnienie tego modelu wymaga
dalszych szczegétowych badan.

I11-2. Poszczeg6lne elementy ,,palcow
cynkowych” receptoréw jadrowych
warunkujg prawidtowe rozpoznawanie
regulatorowych sekwencji DNA

W szystkie dotgd poznane biatka regulatorowe po-
siadajg domene rozpoznajacg specyficzne sekwencje
DNA. Domeny te, w zaleznos$ci od rodzaju biatek,
moga tworzy¢ trzy rodzaje lokalnych struktur prze-
strzennych typu ,helix — turn — helix”, ,palce cyn-
kowe” oraz ,leucynowy suwak” zakonczony zasado-
wymi aminokwasami, nazywamy ostatnio bardziej
trafnie: ,,zamkniete nozyce”.

Analiza sekwencji aminokwasow receptoréw jadro-
wych wykazata, ze domena rozpoznajaca specyficzne
sekwencje DNA jest bogata w cysteine. Lokalng

GR w7

B. GR—GR

COOH COOH

Ryc. 3. Schemat budowy receptora glu-
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kokortykoidéw (GR) zwiazane-
go z biatkiem HSP90 (A) oraz
ze specyficznymi sekwencjami
DNA (B). Rdzen regionu wig-
zacego hormon zaznaczono li-
tera H, region rozpoznajacy
sekwencje GRE zaczerniono,
regiony transaktywujace zakre-
skowano poziomo, region wig-
zacy biatko HSP90 oznaczono
skosng kratka.
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strukture przestrzenng tej domeny mogga tworzy¢ dwa
palce cynkowe, w ktorych kazdy zdwéch jonéw cynku
kordynowany jest przez cztery reszty cysteinowe.

Badania spektroskopowe (spektroskopia EXAFS)
krystalicznego kompleksu tej domeny receptora glu-
kokortykoidow z GRE potwierdzajg istnienie takiej
struktury w receptorach jadrowych [31]. Za pomocg
dwuwymiarowego rezonansu magnetycznego ustalo-
no strukture przestrzenng tej domeny receptora glu-
kortykoidéw [32] i estradiolu. Okazato sie (Ryc. 4),
ze elementem rozpoznajagcym specyficzne swkwencje
DNA jest alfa helisa, znajdujgca sie w rejonie 1-go
palca cynkowego. Zdolno$¢ rozrézniania sekwencji
GRE od ERE wyrunkujg trzy aminokwasy na po-
czatku alfa helisy, w rejonie Ill-ciej i 1V-ej cysteiny
pierwszego palca cynkowego. Zmiana jednego z tych
aminokwaséw (G -> E) powoduje, iz receptor glu-
kokortykoidow wigze sie z sekwencjag GRE lub ERE
(Tab. 1).

Posredni wplyw na rozpoczecie sekwencji DNA
przez receptor glukokortykoidow majg rowniez ami-
nokwasy w rejonie drugiego palca cynkowego (I, N, P).
Natomiast aminokwasy miedzy V-tg a VI-tg cysteing
sg odpowiedzialne za tworzenie dimeru receptor-
-receptor (Ryc. 4), ktéry stabilizuje wigzanie receptora
z DNA.

W receptorach tyroksyny, kwasu retinowego i wita-
miny D krytyczny region alfa helisy ma taki sam sktad

TNy A
F)\/"é!(?
v v

alfa helisa

Rys. 4. Przestrzenny model budowy cynkowych palcéow re-
ceptora glukokortykoidéw rozpoznajacych specyficzne
sekwencje DNA. Cysteiny skoordynowane z jonami
cynku (Zn) oznaczono rzymskimi cyframi (I — VIII).
Region pierwszego palca cynkowego zaznaczono grubg
linig a drugiego palca cynkowego cienkga linig. Region
alfa helisy pierwszego palca cynkowego rozpoznajacej
specyficzne sekwencje DNA zaznaczono strzatkami.
Aminokwasy G, S, C usytuowane na poczatku alfa helisy
warunkuja rozréznianie przez receptor sekwencji GRE
od ERE.
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Tabela 1.

Sktad i kolejno$¢ aminokwaséw w krytycznych rejonach pierwszego
(A) idrugiego (B) palca cynkowego receptoréw jadrowych iich mu-
tantéw rozpoznajacych sekwencje GRE, ERE i TRE

Sktad i kolejno$¢ amino- Regulato-
kwaséw krytycznych re- rowe
gionéw cynkowych palcéw  sekwencje
A B DNA roz-
Rejon Ill-ej Rejon V-ej poznawane
Rodzaj receptora i 1V-ej i Vl-ej przez
jadrowego cysteiny cysteiny receptor

GR(glukokortykoidow) CGSCKV cAGRNDc GRE

PR (progesteronu) GRE

GRX CESCKV ~ GRE i ERE
ER(estradiolu) CEGCKA CPATNQc ER
TR(tyroksyny) CKYDSQ TRE

RAR (kwasu CHRDKNC TRE

retinowego)

aminokwaséw [9] jak receptor estradiolu (Tab. 1).
Zdolnos$¢ rozrézniania sekwencji ERE od TRE (kto-
rych konsensusowe sekwencje AGGTCAnnnTGACCT
i AGGTCATGACCT rézni brak trzech $srodkowych
nukleotyddéw nnn) zalezna jest od pieciu aminokwa-
sow drugiego palca cynkowego (Tab. 1). Region dru-
giego palca cynkowego uczestniczy w tworzeniu ho-
modimeru, a takze heterodimeru typu receptor ty-
roksynyreceptor kwasu retinowego [16]. Utworzenie
takiego heterodimeru powoduje zmianeg efektu sygnatu
(hormon tyroksyny) na transkrypcje: wyciszenie za-
miast aktywacji transkrypcji.

Ostatnie wyniki badaczy niemieckich [33] i ame-
rykanskich [34] sugeruja, ze domena ,,cynkowe palce”
moze bezposrednio uczestniczyé w interakcji biatko
biatko miedzy receptorem glukokortykoidéow a biat-
kami regulatorowymi FOS i JUN (indukowanymi za
pomocag ,przekaznikdw drugiego obiegu”). Biatka
FOS i JUN, w postaci homodimeru (JUN-JUN) lub
heterodimeru (JUN-FOS), rozpoznajg sekwencje re-
gulatorowe typu PHA-RE za pomocg domeny ,za-
mkniete nozyce” [35]. W domenie tej region bogaty w
zasadowe aminokwasy rozpoznaje sekwencje PHA-
-RE, natomiast region bogaty w leucyne (leucynowy
suwak) wigze analogiczny region biatka FOS lub JUN
[35], Okazato sie, ze hamowanie przez glukokorty-
koidy transkrypcji genu kolagenazy (indukowanej
przez forbol i mediatory stan6w zapalnych) powoduje
interakcja receptora glukokortykoidéw z biatkiem
JUN Ilub FOS. W interakcji tej zaangazowane sa
cynkowe palce, domena wigzaca hormon i okre$lony
region N-konca receptora glukokortykoidéw oraz
domena ,zamkniete nozyce” biatka JUN [34]. Na-
ktadanie sie sekwencji regulatorowych GRE/PHA-RE
lub ERE/PHA-RE winnych genach [36, 37] rozszerza
mozliwoséci wzajemnego oddziatywania biatek regula-
torowych dwéch réznych szlakéw sygnalnych.
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111-3. Aktywno$¢ rozproszonych domen
transaktywacyjnych receptora jest zalezna
od rodzaju komorek i hipotetycznych biatek
produkowanych przez te komorki

Wszystkie dotagd poznane biatka regulatorowe,
oprécz domeny rozpoznajacej specyficzne sekwencje
DNA, posiadajg przynajmniej jedng domene tran-
saktywujaca [38], Domeny te, zidentyfikowane w
biatkach regulatorowych drozdzy i w receptorze glu-
kokortykoidow, mogg tworzy¢ alfa helikalng lokalng
strukture o przewadze tadunkoéw ujemnych. Wysunie-
to koncepcje [38—42], iz ujemny tadunek tej domeny
umozliwia bezposredni kontakt tych biatek zdodatnio
natadowanym regionem biatka TFU kompleksu prze-
dinicjacyjnego i utatwia tworzenie stabilnego komple-
ksu inicjacyjnego. Jednak w biatku regulatorowym
Spl stwierdzono wystepowanie domen aktywujacych
trzech rodzai: bogatych w aminokwasy kwasne, pro-
line lub glutamine. Tworza one trzy rozne lokalne
struktury, umozliwiajace kontakt biatka Spl bezpo-
Srednio z biatkiem TFIID Ilub z innymi biatkami
kompleksu inicjacyjnego. Posredni kontakt miedzy
tymi biatkami moze zachodzi¢ za pomocg tak zwanych
.adaptoréw”, ktérymi moga by¢ specyficzne biatka
produkowane w okreslonym rodzaju komérek [41].

Receptor glukokortykoidéw posiada dwie ftrans
aktywne domeny [13— 15] Tau 1 i Tau 2 i moze
wspotdziata¢ z promotorem typu ,TATA-/ess” [42]
Domena Tau 1, potozona jest miedzy amonokwasem
77 a 262, czyli miedzy N-koncem receptorowego
biatka, a jego domeng odpowiedzielng za interakcje z
DNA. Domena Tau 2 potozona jest miedzy amino-
kwasem 526 a 556, a wiec w obrebie domeny odpowie-
dzialnej za wigzanie hormonu przez receptor (Ryc. 3).
W obu domenach wystepuje przewaga tadunku ujem-
nego reszt aminokwasowych. Duplikacje domeny Tau
2,jak idomeny Tau 1, zwiekszajg trzykrotnie zdolnos¢
ludzkiego receptora glukokortykoidéw do transakty-
wacji.

W receptorze estradiolu zidentyfikowano dwie tran-
saktywujgce domeny TAF 1 i TAF 2 w obrebie
N-konca oraz C-konca tego receptora. Domeny TAF 1
i TAF 2 nie sg bogate w kwasne aminokwasy, gluta-
miny ani proliny [44—47]. Nie majag wiec charakteru
transaktywnych domen wystepujacych w innym, do-
brze poznanym biatku regulatorowym Sp 1 [38, 46].
Stosujac metode wymiany domen wykazano, ze tran-
saktywno$¢ domeny TAF 1, zlokalizowanej w N-
-koAcu receptora estradiolu, zalezna jest od rodzaju
komorek. Okazato sie rdwniez, iz usuniecie 368-miu
pierwszych aminokwasow N-konhca receptora gluko-
kortykoidow (a wiec aminokwasow obejmujacych
domene Tau 1) obniza zdolno$¢ receptora do aktywa-
cji transkrypcji w komoérkach CV-1, natomiast nie ma
wptywu na jego zdolno$¢ do transaktywacji w ko-
morkach HelLa [48], W przypadku receptora proge-
steronu, usuniecie N-konca receptora wraz z domeng
transaktywacyjng obniza 10-krotnie jego zdolno$¢ do
transaktywacji w komdrkach HelLa i eliminuje je
catkowicie w komdrkach CV-1. Co ciekawsze, stynne
w latach 70-tych podjednostki A i B receptora proge-
steronu, za pomoca ktérych wyjasniono, a takze
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utrwalono [1] btedny obraz mechanizmu rozpozna-
wania przez receptor docelowych gendéw, to dwie
niezalezne formy tego receptora [49—51]. Obie formy
receptora progesteronu sg zdolne do rozpoznawania
specyficznych sekwencji DNA za pomocg cynkowych
palcow. Forma A receptora, wskutek przesuniecia
miejsca inicjacji translacji, nie posiada pierwszych
165-ciu aminokwas6w N-konca, ktére obejmujag do-
mene transaktywacyjng jego N-kornca. Okazato sie
rbwniez, iz w komérkach CV-1 jedynie forma A
receptora jest zdolna do transaktywacji transkrypcji
regulowanej przez promotor owalbuminy kurczecia.
Przyczyny takiej zréznicowanej aktywno$ci domen
transaktywacyjnych nie sg wyjasnione. Wysunieto
przypuszczenie, ze domena aktywujaca N-konca re-
ceptora jest w okreslonych komdrkach selektywnie
inaktywowana przez biatko inhibitorowe; alternatyw -
ne przypuszczenie zaktada, zedomena tajest zdolna do
interakcji z innymi biatkami reglatorowymi, ktore sg
produkowane jedynie w danym typie komérek. W
komaérkach przysadki mézgowej zidentyfikowano spe-
cyficzne tkankowo biatko regulatorowe, nazywane
Pit-1 lub GHF-1, ktére reguluje podstawowy poziom
transkrypcji genu prolaktyny lub hormon wzrostu.
Przypuszczalnie, interakcja biatka Pit-1 z receptorem
estradiolu warunkuje transaktywacje genu prolaktyny
przez ten receptor [52, 53].

IV. Jadrowe receptory ijadrowe biatka FOS
i JUN jako selektywne przetgczniki
indukcji i wygaszania transkrypcji genéw
w procesie proliferacji i réznicowania
sie komorek

Zapoczatkowanie pierwszego etapu proliferacji, to
znaczy uzyskanie przez komorki stanu ,kompetencji
do wzrostu”, poprzedza przejsciowy wzrost ekspresji
genéw c-fos, c-jun i c-myc. W wiekszosci komorek
transkrypcja tych genow jest indukowana przez specy-
ficzne czynniki wzrostu za pomoca przekaznikow
»drugiego obiegu” [54].

W komédrkach epitelialnych zenskich organéw re-
produkcyjnych proliferacja komdrek indukowana jest
przez estradiol. Indukcji tej towarzyszy pojawienie sie
produktéow ekspresji gendw c-fos, c-jun i c-myc.W roku
1988 grupa badaczy wioskich rozpoczeta serie badan
[65—59] weryfikujgcych hipoteze, iz receptor estra-
diolu jest biatkiem regulujacym transkrypcje tych
genéw. Badacze ci wykazali [58, 59], iz w obrebie
niekodujacych sekwencji genu c-fos istniejg dwa ro-
dzaje sekwencji ERE wiazacych receptor estradiolu.
Stwierdzono, iz jedna z sekwencji ERE genu c-fos
[68, 59] wykazuje aktywno$¢ cis i warunkuje indukcje
transkrypcji tego genu przez estradiol za pomocg do-
men TAF-1 i TAF-2 receptora estradiolu (Ryc. 5A, B).
Sekwencje MRE genu c-fos, a konkretnie sekwencje
PHA-RE, potozone blizej kompleksu inicjacyjnego niz
sekwencje ERE (Ryc. 5B) wigzg koncowy produkt
ekspresji tego genu, a mianowicie regulatorowe biatko
FOS(F). Biatko to wiaze sie do sekwencji PHA-RE
roznych genéw jedynie w postaci heterodimeru utwo-
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rzonego z biatkiem JUN(J) za pomocg regionu (L)
nazywanego leucynowym suwakiem (Ryc. 5C). Biatko
to moze wystepowaé w cytoplazmie w postaci kom-
pleksu z inhibitorowym biatkiem IP-1; zalezna od
kinazy C fosforylacja biatka IP-1 uwalnia biatko JUN
[60]. Przypuszczalnie, fosforylacja N-konca biatka
JUN (region domeny transaktywujgcej) zwieksza jego
zdolno$¢ do aktywacji transkrypcji [61]. Defosforyla-
cja aminokwasdw lezgcych blisko aminokwasow za-
sadowych (Z) domeny ,,zamkniete nozyce” biatka JUN
umozliwia rozpoznawanie sekwencji PHA-RE przez
dimery JUN-JUN Ilub JUN-FOS [62]. Natomiast
superfosforylacja C-konca biatka FOS(F) powoduje, iz
heterodimer FOS-JUN dziata nie tylko jako aktywa-
tor, lecz jako represor transkrypcji [63].

Wedtug badaczy wtoskich [55—59] pierwszym i

bezpo$rednim efektem dziatania estradiolu — ktory
zapoczatkowuje serie podziatow komdrek epitelial-
nych zeAskich organ6w reprodukcyjnych — jest in-

dukcja transkrypcji genu c-fos oraz (co nie zostato
udowodnione) genu c-jun (Ryc. 5D). Kumulacja w
jadrach komdrkowych kompleksu receptor estradiolu
— biatko HSP90 (Ryc. 5D) umozliwia szybkie przeka-
zanie tego sygnatu do sekwencji ERE genu c-fos,
pojawienie sie transkryptu i koncowego produktu tego
genu w postaci biatka FOS(F). Zwigkszenie w kom ér-
kach stezenia biatek FOS(F) i JUN(@J) umozliwia
aktywacje transkrypcji catej gamy gendw regulowa-
nych przez sekwencje PHA-RE (w tym genu c-fos),
aktywacji indukowanej przez pozakornérkowe sygna-
ty za pomocg przekaznikow ,drugiego obiegu”. Kon-
cowe produkty ekspresji tych genéw umozliwiaja
przejScie komdrek z fazy Gt w faze S, w ktdrej
nastepuje replikacja DNA. Po uzyskaniu przez komor-
ki stanu zwanego ,kompetencjg do wzrostu” nastepuje

Ryc. 5. Og6lny schemat dziatania receptora estradiolu (ER) oraz

biatek FOS i JUN na przejsciowg ekspresje genu c-fos.

A — budowa receptora estradiolu: strzatkami zaznaczono region,
ktorego delecja znosi proliferacyjne dziatanie estradiolu: TAF1
i TAF2-regiony aktywujace transkrypcje; E-region wigzacy estra
diol.

B — budowa sekwencji regulujagcych genu c-fos: ERE-sekwencje
wigzace receptor estradiolu (sekwencje ERE wrazliwe na dziatanie
estradiolu zaznaczono grubg strzatkg); PHA-RE, MRE-sekwencje
wigzace biatka aktywowane za pomocag przekaznikéw drugiego
obiegu (sekwencje PHA-RE zaznaczono sko$Snymi kreskami wigza

dimer JUN-JUN Ilub JUN-FOS); sekwencje kompleksu inicjacyj-

nego sa wpisane w okrag.

C — budowa biatek regulatorowych FOS (F) i JUN (Q): Z —
region zasadowych aminokwaséw rozpoznajacy sekwencje PHA-
-RE; L — region suwaka leucynowego warunkujacego tworzenie
dimeru JUN-FOS; region C-korica, ktérego superfosforylacja wa-
runkuje represyjne wtasciwosci biatka FOS zaznaczono znakiem
minus.

D — uproszczony schemat indukcji przejSciowej transkrypcji
genu c-fos przez estradiol: E — estradiol, wnikajacy droga dyfuzji do
jader komérkowych; HSP90ER — kompleks receptora estradiolu
(ER) z biatkiem szoku cieplnego wiazacy estradiol w jadrach
komérkowych; ER z gwiazdka — kompleks estradiol-receptor
wigzany przez sekwencje ERE genu c-fos; mMRNA — transkrypt genu
c-fos pojawiajacy sie w komdrce w 30 min. po potraktowaniu
komérek estradiolem; F — biatkowy produkt ekspresji genu c-fos; J
— biatkowy produkt genu c-jun. ktérego transkrypt pojawia sie w 30
min. po potraktowaniu komorek estradiolem; R — receptor sygnatu
X uruchamiajacego ,szlak kinazy C”; k-C — poczatek ,szlaku
kinazy C” prowadzacy do aktywacji (fosforylacja/defosforylacja)
biatek JUN i FOS. Superfosforylacja biatka FOS powoduje auto-
represje transkrypcji genu c-fos i moze by¢ jedna z przyczyn
wygaszania ekspresji genu c-fos, (2—4 godz. od momentu traktowa-
nia komoérek estradiolem).

Przygotowano na podstawie pozycji literaturowej ne 48—57.
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wygaszenie transkrypcji genu c-fos i innych gendéw
regulowanych przez sekwencje PHA-RE. Moze to by¢
spowodowane superfosforylacjag C-konca biatka FOS i
zmiang jego funkcji z aktywatora na represora tran-
skrypcji [63]. Obnizenie w tym okresie koncentracji
receptora wjgdrach komoérkowych skutecznie wytagcza
indukcje transkrypcji genu c-fos przez estradiol. W
komaérkach nowotworowych (MCF-7) aktywnosé re-
ceptora estradiolu — jako czynnika aktywujacego
transkrypcje — moze by¢ zredukowana w przypadku
superekspresji genéw c-fos i c-jun [64].

Mitogenny efekt dziatania estradiolu na normalne i
nowotworowe nabtonkowe komorki zenskich orga-
now reprodukcyjnych od dawna tgczono z dziatalno-
$cig receptora estradiolu, podobnie jak antyprolifera-
cyjne dziatanie antyestradiolu. Syntetyczny antyestra-
diol (tamofiksen) stosowany jest obecnie jako farma-
kologiczny czynnik antykancerogenny obnizajacy cze-
sto$¢ podziatow komaérkowych. Podobnie jak estra-
diol, tamofiksen wigzany jest przez region C-konca
receptora (Ryc. 5A). Delecja tego regionu receptora
znosi dziatanie proliferacyjne estradiolu i antykance-
rogenne antyestradiolu [65].

Ostatnie lata przynosza dane, ktére wskazuja, iz w
wielu przypadkach receptory jadrowe ,wygaszajg”
aktywacje transkrypcji genoéw, ktére zawierajg sekwen-
cje typu PHA-RE i sg transaktywowane przez biatka
JUN-FOS [33, 34, 36, 37, 66—68], W przypadku
gendéw proliferyny [37], cytokiny IL-6 [66] i gonado-
tropiny [68] stwierdzono, iz receptor glukokortykoi-
dow jest zwigzany przez sekwencje okres$lone jako
negatywny GRE, ktére naktadajg sie na sekwencje
typu PHA-RE icAMP-RE [37, 6, 67, 68]. Na podsta-
wie badan [37] nad modulacjg transkrypcji kontrol-
nego genu regulowanego przez sekwencje GRE-(PH A-
-RE) proliferyny w modelowym uktadzie komorko-
wym (Tabela Il) grupa badawcza Yamamoto po-
stuluje mechanizm selektywnie wytgczajacy lub wig-
czajagcy transkrypcje genow regulowanych przez te
sekwencje. Wedtug autoréw [37] decyzja o indukcji
lub wygaszaniu transkrypcji genu regulowanego przez
sekwencje GRE-(PHA-RE) jest w komorce zaprogra-
mowana wcze$niej, przed dotarciem hormonu do
komorki. Decyzja ta jest uwarunkowana wcze$niej-
szym przygotowaniem w komérkach odpowiedniego
zestawu biatek regulatorowych.

W przypadku sekwencji regulatorowych genu pro-
liferyny (Tab. 2) silna indukcja transkrypcji pod
wptywem sygnatu aktywujacego kinaze C — zachodzi
jedynie przy odpowiednim stezeniu biatek FOS iJUN i
niskim stezeniu lub catkowitym braku receptora glu-
kokkortykoidow. Transkrypcja ta ulega wygaszeniu
pod wptywem syntetycznego glukokortykoidu (DEX)
jedynie wowczas, gdy odpowiednie stezenie receptora
glukokortykoidéw umozliwi tworzenie nieaktywnego
kompleksu FOS-JUN-GR, wigzanego przez sekwen-
cje GRE-(PHA-RE). Natomiast zwigzanie przez te
sekwencje kompleksu JUN-JUN-GR poteguje tran-
skrypcje badanego genu w obecnos$ci syntetycznego
glukokortykoidu (Tab. 2). Wyniki tych badan wska-
zuja, iz biatka FOS i JUN mogg dziata¢ w komorce
jako selektory, dopuszczajace do aktywacji (kompleks
JUN-JUN) Ilub wygaszania (kompleks FOS-JUN)
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Tabela 2.

Zaprogramowanie indukcji lub wygaszania transkrypcji genu regulowanego przez sekwencje GRE-(PHA-RE) wrazliwe na dziatanie glukokor-
tykoidu (DEX wigzany przez receptor GR) oraz na dziatanie estréw forbolu (PHA aktywujacy w komdérkach szlak kinazy C iposrednio biatka

JUN i FOS) w komoérkach ssakéw hodowanych in vitro

Transfekcja komorek wektorami cisitrans programujacymi w komar-

ce rodzaj sekwencji i biatek regulatorowych kontrolnego genu

Biatka regulatorowe Sekwencje regulatorowe

JUN + FOS GRE-(PHA-RE)
JUN + FOS + GR GRE-(PHA-RE)
JUN GRE-(PHA-RE)
JUN + GR GRE-(PHA-RE)
GR GRE-(PHA-RE)

Przygotowano na podstawie pozycji literaturowej nr 36.

przez glukokortykoidy transkrypcji genéw regulowa-
nych przez naktadajace sie sekwencje GRE i PHA-RE.
Stwarza to mozliwo$¢é wiaczania i wytgczania catej seri
gendw regulowanych przez te sekwencje w zaleznosci
od wczesniej zaprogramowanej ekspresji i posttran-
slacyjnej modyfikacji biatek regulatorowych JELN,
FOS i GR.

V. Uwagi koncowe

W artykule przedstawiono najnowsze osiggniecia w
dziedzinie badan nad strukturg i funkcjg biatek regu-
lujacych transkrypcje okreslonych jako receptory ja-
drowe. Osiggniecia w tej dziedzinie, dotyczace stru-
ktury i funkcji receptoréow jadrowych jako wzmacnia-
czy transkrypcji, byty tematem plenarnego wykitadu
profesora Chambona na ostatnim Zjezdzie FEBSu w
sierpniu 1990.

Molekularny mechanizm dziatania receptoréw ja-
drowych jako represor6w transkrypcji jest znacznie
mniej poznany. Ostatnie badania wskazujg na mozli-
wos$¢ ,porozumienia” (ang. cross-talk) miedzy biatkami
regulatorowymi, ktore sg indukowane przez odrebne
systemy sygnatéw pozakomoérkowych indukujacych
transkrypcje. Wynikiem tego ,,porozumienia” — po-
legajacego na tworzeniu ré6znego rodzaju kompleksow
biatek regulatorowych i rozpoznawania wspdlnych,
ztozonych sekwencji regulatorowych — jest wigczanie
i wygaszanie transkrypcji gendw bioragcych udziat w
realizacji komoérkowych programoéw proliferacji i roz-
nicowania sie komarek.

Artykut otrzymano 21 czerwca 1991 r.
Zaakceptowano do druku dnia 10 grudnia 1991 r.
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I. Wstep

W minionym dziesiecioleciu zidentyfikowano w
uktadzie nerwowym ponad piecdziesiagt peptydow , kan-
dydujacych do roli” neurotransmiter6w i neuromo-
dulatoréw. Wykazujg one zréznicowane dziatanie fi-
zjologiczne i farmakologiczne, a takze maja ré6znoro-
dng lokalizacje w uktadzie nerwowym. Zagadnieniom
zwigzanym z ich dziataniem farmakologicznym, stru-
kturg chemiczng oraz lokalizacjg w uktadzie nerwo-
wym poswiecony zostat 3-4 numer 31 tomu Postepédw
Biochemii z 1985 r.

Dynamiczny rozwoj neurobiologii zwigzany jest nie
tylko z identyfikacjg kolejnych aktywnych biologicz-
nie peptydow, ale tez z poznaniem procesu biosyntezy
tych zwigzkéw na poziomie molekularnym. Postep w
neurobiologii zaobserwowany w ostatnim dziesiecio-
leciu mozna w duzej mierze przypisaC rozszerzeniu
warsztatu metodycznego, gtéwnie o techniki okreslane
mianem inzynierii genetycznej. Sg one niezwykle uzy-
teczne dla okre$lenia struktury pierwszorzedowej ne-
uropeptydow. Ponadto, techniki te staty sie nieodzow-
nym narzedziem w eksperymentach, ktérych celem jest
poznanie procesu ekspresji tych zwigzkow.

Il. Budowa i lokalizacja substancji P

Pierwszg opisang neurokining (tachykining) ssakéw
byta substancja P. Stwierdzono, ze wywotuje ona
skurcz pozanaczyniowych miesni gtadkich oraz obniza
cisnienie krwi [1], Jest to jedenastopeptyd o nastepu-
jacej sekwencji aminokwaséw: Arg-Pro-Lys-Pro-
-GIn-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH2 [2]. Homolo-
gii substancji P mozna odnalezé takze u nizszych
kregowcow. W tkankach ptazow i mieczakow wykryto
fizalemine, kassinine oraz eledoizyne [3].

Obecnie wiadomo, ze w tkankach ssakéw wystepuje
przynajmniej sze$¢ zwigzkéw zaliczanych do klasy
neurokinin. W roku 1983 wykryto w rdzeniu krego-
wym Swini neurokinine A (NKA) (neurokining a,
substancja K, neuromedyna L) i neurokinine B (NKB)
(neurokining /i, neuromedyna K) [4, 5], a pod koniec
lat osiemdziesigtych wykazano istnienie jeszcze trzech
neurokinin — neuropetydu K, neuropetydu y i neuro-
kininy A(3_10) [6, 7, 8].

Najwieksze iloSci substancji P mozna odnaleZzé¢ w
rogach grzbietowych rdzenia kregowego, w jadrach
drog zstepujacych nerwu tréjdzielnego i wielu regio-
nach podkorowych mézgowia takich jak: istota czar-
na, ciata migdatowate i podwzgdrze [9].

Badania lokalizacji substancji P w rdzeniu krego-
wym, przeprowadzane metodami immunohistochemi-
cznymi, wykazaty ze znajduje sie ona w matych
komodrkach zwojow korzeni grzbietowych rdzenia
kregowego oraz w zakonczeniach dosrodkowych tych
komérek znajdujacych sie w rogach grzbietowych
i odsrodkowych, zlokalizowanych w skdrze i innych
tkankach [10]. Substancja P jest syntetyzowana w
ciatach komérkowych zwojoéw korzeni grzbietowych,
a nastepnie transportowana do osrodkowych i obwo-
dowych zakonfAczen synaptycznych.
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I1l. Biosynteza neurokinin

I11-1. Biosynteza prekursorow neurokinin

Struktura pierwszorzedowa substancji P zostata
okreslona w 1970 roku [2], dopiero jednak, z poczat-
kiem lat osiemdziesigtych poznano sposéb powstawa-
nia tego peptydu.

Wiadomo obecnie, ze neurokininy, a takze inne
neuropeptydy, sg syntetyzowane w postaci znacznie
wiekszych czgsteczek prekursorowych [6, 7, 11— 16].
Wyizolowanie tych prekursoréw z komdrek nerwo-
wych ssakow, w celu okre$lenia sekwencji amino-
kwasowej jestjednak praktycznie niemozliwe ze wzgle-
du na ich szybki obrét metaboliczny. Dane te mozna
jednak obecnie uzyska¢ w sposéb posredni, przepro-
wadzajgc translacje wyizolowanych mRNA w ukfadzie
bezkomérkowym [17, 18]. Druga mozliwoscia, po-
zwalajgcg na uzyskanie peiniejszych informacji o ba-
danych prekursorach neuropeptydow, jest zastosowa-
nie technik inzynierii genetycznej [19]. Wykorzystujac
te techniki okre$lono strukture pierwszorzedowa kilku
prekursorow neurokinin ssakéw [11, 15].

Ponadto, cDNA prekursora neuropreptydu mozna
wprowadzi¢ do wektora ekspresyjnego, na przyktad
odpowiednio zmodyfikowanego plazmidu. Bakterie
transformowane tak zrekombinowanym plazmidem
beda syntetyzowaty prekursor neuropeptydu, ktdry po
wyizolowaniu z komdrek prokariotycznych moze stu-
zy¢ do dalszych badan.

Autorzy niniejszego opracowania, we wspotpracy
z Zaktadem Chemii Bioorganicznej Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych PAN w todzi
wprowadzili do bakterii Escherichia coli szczepu DHS5,
plazmid pWRSP zrekombinowany pochodzacym z
syntezy chemicznej cDNA a-preprotachykininy. Uzy-
skano ekspresje tego genu, a takze wyizolowano i
oczyszczono produkowang przez E. coli a-preprota-
chykinine (zgtoszenie patentowe nr P 289367).

W 1983 roku sklonowano DNA kodujgcy prekur-
sory substancji P z moézgowia wotu [11]. Badania
prowadzone przezNawe iwspoétautordow [11]
przyczynity sie nie tylko do okreslenia sekwencji
aminokwasowej prekursora, ale takze do odkrycia
innych niz substancja P neurokinin wystepujacych

u ssakow. _ o
Obecnie wiadomo, ze neurokininy ssakow sg kodo-

wane przez dwa odrebne geny. Jeden z nich zwany
genem SP (gen SP/NKA, gen | PPT, gen A) koduje
substancje P, neurokinine A, neuropeptyd K, neuro-
peptyd y oraz neurokinine A(3_10) [7, 8, 15, 16],
natomiast drugi — gen NKB (gen Il PPT, gen B)
zawiera sekwencje kodujaca neurokinine B [20]. Stru-
ktura tego genu nie jest przedmiotem niniejszego
opracowania.

Gen SP (Ryc. 1) ma okoto 1x 103 par zasad
i obejmuje sze$¢ intronébw oraz siedem eksondw
o dtugosci: 90, 132, 97, 45, 24, 54 i 593 par zasad [14].
W regionie flankujagcym koniec 5’ genu odnaleziono
sekwencje ATAATA. Poprzedza ona miejsce inicjacji
0 26 par zasad i odpowiada sekwencji typu TATA box,
wptywajacej na incjacje transkrypcji prowadzong
przez polimeraze Il [EC 2.7.7.6.].
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Gen SP

/3 - P P T

(eksony: 1,23,4,5,7)

T

m

(eksony: 1-7)

Transkrypcja
Obrébka potranskrypcyjna

f - PP T m R N A

(eksony: 1,2,35,6,7)

12 1 130 115
2° 3 4° o 7°l ) 2° 3 4° 5° 6 70 1 2 3 5 6 7° 1
| Il
T | T
w5
SP
98 107 §3 92
NKA NKA
toi-# 107 86 2
NKAa-io) NKA(S-H)%
72 107 72 92
NPK NPy %

Ryc.

1. Schematilustrujacy transkrypcje genu SP, obrébke potranskrypcyjna pierwotnego transkryptu, translacje oraz obrébke potranslacyjna

PPT. Numerami 1—7 oznaczono eksony. Cyfry z indeksem ° wskazuja, z ktérego eksonu pochodza poszczegdlne odcinki PPT. Przy

produktach obrdébki potranslacyjnej zaznaczono,
odpowiadajg poszczeg6lne biologicznie aktywne peptydy.

Ekspresja genu SP prowadzi do powstania pierwot-
nego transkryptu, z ktdrego w wyniku zréznicowanej
obrobki potranskrypcyjnej moga powstac trzy rodzaje
mRNA: oc-,0-iy-PPT mRNA (Ryc. E) [11, 14, 15, 21].
a-PPT mRNA jest pozbawiony eksonu 6, w y-PPT
brak eksonu 4, natomiast /}-PPT mRNA jako jedyny
ma peten komplet eksonéw. Petng strukture pierwszo-
rzedowa trzech rodzajow mRNA tachykinin zgenomu
ssak6w zainteresowani Czytelnicy odnajdg w pracy

Nawy i wspotautoréw oraz Krauzego i
wspoétautordw [11,15].
Najdtuzszy, bo zawierajacy wszystkie eksony —

/?-PPT mRNA z genomu szczura zbudowany jest z
1034 nukleotyd6w, z ktédrych na fragment podlegajacy
translacji przypada 390 nukleotydow. Nukleotydy
wystepujace bezposrednio za inicjujgcym kodem AUG
obejmuja sekwencje kodujgcg aminokwasy w wiekszo-
§ci hydrofobowe. Jest to sekwencja peptydu sygnato-
wego, odpowiedzialnego za wektorowy transport pre-
kursora do siateczki endoplazmatycznej [22].

Jak wykazano, we wszystkich biatkach sekrecyj-
nych, prekursor biatkowy zawiera na N-kohcu hy-
drofobowa sekwencje 15-30 aminokwasowg, odpowie-
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ktérym pozycjom w taincuchu

polipeptydowym prekursoréw neurokinin

dzialng za wektorowy transport tych biatek do sia-
teczki endoplazmatycznej [22]. Sekwencja sygnatowa
jest usuwana z prekursora jeszcze na etapie wydtuzania
tancucha polipetydowego. Mac Donald iwspdt-
autorzy [23] okreslili, ze sekwencja sygnatowa
prekursorow neurokinin konczy sie alaning zajmujaca
19 pozycje w tancuchu polipeptydowym.

Przed kodonem terminacyjnym we wszystkich mRNA
preprotachykinin wystepujg kodony czterech nastepu-
jacych po sobie aminokwas6w zasadowych — Arg-Arg-
Arg-Lys. Dalej, w niepodlegajacym translacji 3’-korco-
wym odcinku mMRNA-PPT mozna odnalezé sekwencje
nukleotydéow uwazang za sygnal poliadenylacji
AAUAAA. Poprzedza ona sekwencje poli-A o 16 nukleo-
tydow.

Wykazano, ze prekursory neurokinin zawierajg sek-
wencje kilku biologicznie czynnych neuropeptydéw
(Ryc. 1). Wyjatkiem jest a-preprotachykinina, zawiera-
jaca jedynie sekwencje substancji P (aa 58—68). /i-pre-
protachykinina zawiera sekwencje az czterech neurope-
ptydéw: substancji P (aa 58—68), neurokininy A (aa
98— 107), neurokininy A(3_10) (aa 101— 107) i neuro-
peptydu K (aa 72— 107). Podobnie, y-preprotachykinina
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zawiera sekwencje substancji P (aa 58—68), neurokininy
A (aa 83—92), neurokininy A(3_10) (aa 86—92) i neuro-
peptydu y (aa 72—92) [8, 15].

Powstawanie z jednego prekursora biatkowego kilku
zwigzkow wykazujgcych aktywnos$¢ biologiczng nie jest
zjawiskiem wyjatkowym, ograniczonym do neurokinin.
Na przykiad duzy polipetyd o masie czasteczkowej
31000 daltonéw — pre-POMC jest jednocze$nie pre-
kursorem ACTH oraz ~-endorfiny [24, 25],

Stwierdzono, ze (3-PPT mRNA szczura wykazuje duze
strukturalne podobiefdstwo do (3PPT mRNA wotu.
Analiza komputerowa sekwencji tych mRNA wyka-
zata 91% homologii w regionie kodujacym biatko,
50.4% homologii w niepodlegajacej translacji 5-kon-
cowej czesci, oraz 64.4% homologii w niepodlegajacym
translacji 3-koAcowym regionie czesteczki mRNA. Ana-
lizujgc biatkowe produkty translacji (3-PPT mRNA
badanych zwierzat stwierdzono homologie 93.1% [15].
Rdznice gatunkowe dotyczg wiec w niewielkim stopniu
biatkowych produktow ekspresji tego genu, zaobserwo-
wano natomiast, ze u réznych zwierzat w tej samej tkance
dochodzi do ekspresji réznych PPT mRNA. Nawa i
wspoétautorzy [11, 26] wykazali, ze w moézgowiu
wotu dominuje a-PPT mRNA, podczas gdy w jelicie
i w tarczycy przewaza [3-PPT mRNA. Z Kkolei,
w mézgowiu i wszystkich badanych tkankach szczura
wystepowanie poszczegdlnych rodzajow PPT mRNA
mozna uszeregowaé w nastepujacej kolejnosci: y>
/7> a [15]. Jeszcze inne wzajemne proporcje pomiedzy
PPT mRNA mozna zaobserwowac¢ w tkankach ludz-
kich. Dominuje [3-PPT mRNA, natomiast najmniej
jest a-PPT mRNA [27]. Tak wiec obrdbka pierwot-
nego transkryptu przebiega w sposéb specyficzny dla
danego gatunku, a u niektérych gatunkéw (szczur)jest
takze zréznicowana tkankowo. Jak dotagd, mechanizm
wyjasniajacy zjawisko wystepowania specyficznych
gatunkowo i tkankowo mRNA PPT u ssakéw jest
nieznany.

Regulacja syntezy neurokinin zachodzi na wielu
poziomach obejmujgcych: aktywacje transkrypcji genu
SP, obrobke pierwotnego transkryptu, transport PPT
mRNA, wydajno$¢ procesu translacji oraz obrébke
potranslacyjng. Jednakze obecnie mechanizmy regula-
cyjne na poszczeg6lnych etapach sg w dalszym ciagu
stabo poznane.

Dopamina — gtdwny przekaznik szlaku tgczacego
istote czarng z pragzkowiem — odgrywa role modula-
tora wptywajac na poziom neuropeptydéw obecnych
w prazkowiu. Uszkodzenie drogi istota czarna —
prazkowie lub zablokowanie receptoréw dopamino-
wych D 2przy pomocy antagonistow dopaminy powo-
duje znaczne zmniejszenie ilosci substancji P w zakon-
czeniach aksonéw tgczacych istote czarng z prazko-
wiem. Wydaje sie, ze wptyw dopaminy na poziom
substancji P dotyczy regulacji ekspresji genu, ponie-
waz zaobserwowano, Zze zmiany poziomu substancji
P w zakonczeniach synaptycznych poprzedzone sg
zmianami ilosci mMRNA odpowiedzialnego za synteze
prekursoréw substancji P [28—30]. Wykazano takze
wptyw asparaginianu i glutaminianu na poziom mRNA
preprotachykinin (PPT) w neuronach prazkowia [31].
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I11-2. Obroébka potranslacyjna prekursoréw ta-
chykinin i innych neuropeptyddw.

Pionierskie prace Steinera i wspotautorow

[32] doprowadzity do sformutowania hipotezy, w mysl
ktérej hormony peptydowe sg wycinane z biatek
prekursorowych w miejscu wystepowania par amino-
kwasow zasadowych, lub w niektérych przypadkach,
pojedynczych aminokwaséw zasadowych. Jesli jest to
pojedynczy aminokwas zwykle jest nim arginina, a
znacznie rzadziej lizyna [33],
Wyniki dalszych badan doprowadzity do rozszerzenia
tej hipotezy na wiele innych peptydow i biatek nie
bedgcych hormonami. Na podstawie analizy sekwencji
wielu prekursoréw neuropeptydéw mozna wniosko-
waé, ze pary aminokwaséw zasadowych dziatajg jako
sygnat kierujagcy uwalnianiem zwigzkow aktywnych
biologicznie. Wydaje sie takze, ze preferowanym miejs-
cem rozszczepienia jest wigzanie Lys-Arg lub Arg-Arg
a znacznie rzadziej wigzanie Lys-Lys czy Arg-Lys
[33]. Nie stwierdzono natomiast istotnych homologii
sekwencji w otoczeniu miejsca przeciecia probiatka,
gdy znajduje sie ono w poblizu pary aminokwaséw
zasadowych.

Proteazy uczestniczace w obrdobce potranslacyjnej
prekursorow neurokinin ssakéw nie sg dostatecznie
poznane i w chwili obecnej trudno przesadzi¢ czy
rozpoznaja jedynie miejsce czasteczki, w ktéorym znaj-
dujg sie aminokwasy zasadowe, czy rGwniez sekwencje
otaczajace ten punkt. Wydaje sie jednak, ze ta grupa
enzymoéw nie wykazuje zbyt duzej specyficznosci sub-
stratowej. Stwierdzono bowiem, ze w przypadku ob-
cych genéw wprowadzonych do linii komdrkowych,
w ktérych normalnie nie ulegajg one ekspresji, pro-
dukty ekspresji przechodzity prawidtowg obrobke
potranslacyjng. Na przyktad, enzymy proteolityczne
komdrek guza przysadki (linia AtT 20) dokonywaty
prawidtowego rozszczepienia proneuropeptydu Y,
cho¢ niejest on produkowany w tych komérkach [33],

Wyizolowanie enzyméw uwalniajgcych neurokini-
ny, czy tez inne biologicznie aktywne peptydy z ich
prekursorow jest zadaniem niezwykle trudnym. Szcze-
golnie kilopotliwe jest oddzielenie wtasciwych enzy-
mow rozpoznajacych pary aminokwasdw zasadowych
od wielu aktywnosci proteolitycznych, gtéwnie pocho-
dzenia lizosomalnego. Badania nad konwersjg kilku
prohormonéw do ich aktywnych produktéw przyczy-
nity sie do odkrycia i scharakteryzowania przynaj-
mniej jednego enzymu zdolnego do rozszczepiania
tych probiatek a roéznigcego sie do lizosomalnych
proteaz wewnatrzkomorkowych. Enzym ten jest pro-
teazg tiolowg z optimum dziatania w pH okoto 5.0.
Zwigzany jest z btonag pecherzykéw wydzielniczych
i przypomina katepsyne B, ale ma od niej znacznie
wiekszg specyficzno$¢ substratowg [34].

Enzymem uczestniczagcym w wycinaniu aktywnych
peptydow z ich biatkowych prekursoréw jest takze
glikoproteina o masie czgsteczkowej 70000. Odnale-
ziono jag w pecherzykach wydzielniczych posredniego
oraz nerwowego plata przysadki moézgowej wotu.
Optimum dziatania tego enzymu przypada w niskim
pH. Jego aktywno$¢ hamuje pepstatyna A — inhibitor
proteinaz aspartylowych [34],
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W kolejnym etapie obrdbki potranslacyjnej flanku-
jace peptyd z obu stron reszty aminokwaséw zasado-
wych sg usuwane w wyniku dziatania karboksy-
iamino-peptydaz. Karboksypeptydaze zdolng do pet-
nienia takiej funkcji odnaleziono w wielu tkankach
endokrynnych. Jest to metaloproteaza dziatajagca w pH
5.0—6.0. Karboksypeptydaza z pecherzykow wydziel-
niczych jest aktywowana przezjony Co2+,co odréznia
jag od podobnego enzymu lizosomalnego. Aktywnos$¢
tego enzymu mozna zahamowaé poprzez zastosowa-
nie czynnikdw chelatujagcych a takze poprzez zablo-
kowanie centrum aktywnego guanidynoetylem kwasu
bursztynowego. Enzym wystepuje w dwu formach:
zwigzanej z btong, o masie czasteczkowej okoto 52 000,
oraz rozpuszczalnej o masie 50000 daltonéw. Forme
rozpuszczalng enzymu otrzymano w stanie homogen-
nym. Okreslono takze jego sekwencje [34], Pod wzgle-
dem struktury pierwszorzedowej enzym ten wykazuje
pewne podobienstwo do karboksypeptydazy A [EC
3.4.17.1] (20% homologii) i karboksypeptydazy B [EC
3.4.17.2] (17% homologii).

W pecherzykach wydzielniczych wykryto takze ami-
nopeptydaze. Jest to zwigzana z btong metaloproteaza
0 optimum pH w szerokich granicach 5.5—7.5. Jak-
kolwiek enzym w spos6b specyficzny odcina reszty
aminokwasow zasadowych od N-koAca czasteczek,
jego udziat w procesie obrobki potranslacyjnej neuro-
peptydéw nie zostat jak dotad dostatecznie udoku-
mentowany.

Wydaje sie, ze o specyficznosci procesu obrobki
potranslacyjnej prebiatek decyduje wiele czynnikdw.
Pierwszym z nich jest specyficznos¢ peptydaz katali-
zujacych reakcje proteolizy. Drugim jest sposéb po-
fatdowania czgsteczki prebiatka, a trzecim modyfikacje
tanicuchéw bocznych aminokwasow, takie jak gliko-
zylacja czy fosforylacja, powodujace, ze pewne wigza-
nia peptydowe stajg sie mniej lub bardziej podatne na
dziatanie peptydaz [33].

Wi iele bioaktywnych peptydéw izolowanych z moéz-
gowia i tkanek wydzielniczych ma grupe a-amidowa
na C-koncu [35, 36]. Uwaza sig, ze obecno$¢ grupy
a-amidowej jest niezbedna dla ujawnienia petnej akty-
wnosci biologicznej peptydow. Analizujac sekwencje
prekursoréw wielu zwigzkow aktywnych biologicznie
(w tym neurokinin), zaobserwowano ze po amino-
kwasie ktdry w czynnym biologicznie peptydzie jest
amidowany nastepng reszta jest glicyna. Wydaje sie, ze
sekwencja X-Gly-Z-Z, (gdzie Z oznacza Arg lub Lys)
jest wspolnym sygnatem dla proteolizy i amidacji.
Enzym przeprowadzajacy reakcje a-amidacji zidenty-
fikowano w pecherzykach wydzielniczych ptata przed-
niego, posredniego oraz czesci nerwowej przysadki.
Wymaga on obecnos$ci miedzi oraz tlenu w Srodowisku
ljest stymulowyny kwasem askorbinowym [36, 37].

Artykut otrzymano 5 grudnia 1991 r.
Zaakceptowano do druku 19 grudnia 1991 r.
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Receptory neurokinin.

Udziat substancji P w procesach zapalnych

Receptors of neurokinins. Substance P and inflammation

ZBIGNIEW HRABECT*
ELZBIETA HRABEC2**

Spis tresci:

I. Wstep
Il. Receptory neurokinin
I1-1. Struktura pierwszorzedowa receptoréw
11-2. Wiasnosci funkcjonalne receptoréow
I11. Rola substancji P w procesach zapalnych

Contents:

I. Introduction
I1. Receptors of neurokinins
I1-1. Primary structure of receptors
11-2. Functional properties of receptors
I1l. Role of substance P in inflammatory processes

Wykaz stosowanych skrotow:

CHAPS — siarczan-3[(3-cholamidopropylo)dimetyloamo-
nio]-lI-propanu; DG — diacyloglicerol; IP3— inozytolotri-
fosforah; NKA — neurokinina A (neurokinina a, substancja
K, neuromedyna L); NKB — neurokinina B (neurokinina
neuromedyna K); NK-1 — receptor substancji P; NK-2 —
receptor neurokininy A; NK-3 — receptor neurokininy B;
P1P2 — fosfatydyloinozytolodifosforan; TNF — czynnik
nekrozy nowotworéw.

I. Wstep

W zeszycie 3-4 31 tomu Postepéw Biochemii (1985)
ukazat sie cykl artykutéw poswiecony peptydom os$ro-
dkowego uktadu nerwowego. Zawarte sg w nim takze
informacje dotyczace struktury, roli biologicznej i
rozmieszczenia substancji P oraz innych neurokinin
(tachykinin) ssakow. Jednak od tego czasu zasoOb
informacji o tych neuropeptydach ulegt znacznemu
poszerzeniu. Postugujac sie metodami inzynierii gene-
tycznej, osiggnieto zasadniczy postep w badaniach
receptoréw neurokinin. Pojawity sie takze doniesienia
Swiadczace o tym, ze peptydy te spetniajg funkcje nie
tylko neurotransmiteréw, lecz sa mediatorami lokalnej
odpowiedzi zapalnej organizmu.

I1. Receptory neurokinin

Z poczatkiem lat osiemdziesigtych w tkankach
ssakow wykryto receptory neurokinin, okreslone jako
SP-P i SP-E. Receptor SP-P wigze substancje P i
fizalemine z wysokg statg powinowactwa, a z recepto-

mgrl, dr2, Zaktad Inzynierii Genetycznej P.P. Terpol,

ul. P.O.W. 57, 98-200 Sieradz, obecny adres; *11 Zaktad
Biochemii, **I Zaktad Biochemii Instytutu Fizjologii

i Biochemii Akademii Medycznej w todzi, ul. Lindleya 6,
90-131 t6dz.
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rem SP-E silnie wigzg sie kassinina i eledoizyna
(substancja P byta wéwczas jedyng znang neurokining
ssakow) [1]. Najp6zniej odkryty receptor, oznaczony
symbolem SP-N, preferencyjnie wigze neurokining B
[2, 3].

W 1986 roku dokonano nowej klasyfikacji recepto-
row neurokinin, okres$lajac je jako NK-1 (receptor
substancji P, SP-P), NK-2 (receptor neurokininy A,
SP-E) oraz NK-3 (receptor neurokininy B, SP-N)
(Montreal Substance P Symposium, czerwiec 1986).
Przy badaniu powinowactwa receptoré6w do poszcze-
g6lnych neurokinin niezwykle pomocne okazato sie
zastosowanie analogéw neurokinin znakowanych ra-
dioaktywnym jodem. Stwierdzono w ten sposoéb, ze
zarowno substancja P jak i fizalemina nie wykazuja
duzego powinowactwa do receptora neurokininy A
(NK-2). Z drugiej strony, NKA, NKB ikassinina silnie
wigzg sie z receptorem NK-2, lecz maja mate powino-
wactwo do receptora substancji P (NK-1) [4-7].

Analiza konformacji SP, NKA i NKB wykazata, ze
neurokininy majg rézng strukture drugorzedowa, je-
dnakze C-koncowa sekwencja -Phe-Phe(Val)-Gly-
Leu-Met-NH?2, tworzgca czes$¢ a-helisy jest podobna
u wszystkich neurokinin. Ten fragment czasteczki jest
prawdopodobnie odpowiedzialny za wigzanie neuro-
kinin z receptorami. Wydaje sie wiec, ze neurokininy
A'i B, posiadajgce swe witasne receptory, moga w wyz-
szych stezeniach wigzac sie z receptorem substancji P
(8],

W roku 1988 odkryto czwarty rodzaj receptora
neurokinin (NK-4); wystepuje on w tchawicy $winki
morskiej, ale jego endogenny ligand jest nieznany [9].

I1-1. Struktura pierwszorzedowa receptorow

Pomimo ze receptor substancji P (NK-1) odkryto w
roku 1982, zaséb informacji dotyczacych jego struktu-
ry molekularnej byt do niedawna niezwykle skapy. W
1987 roku Dam i wspoOtautorzy wyznaczyli
mase czasteczkowga tego receptora okres$lajac ja na
46 000 daltonéw [10]. Otrzymanie receptora NK-1 w
formie rozpuszczalnej przy uzyciu niejonowego deter-
gentu CHAPS (siarczan-3-[(3-cholamido-propylo)-I-
dimetyloamino]-l-propanu) pozwolito okresli¢ jego
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przyblizong mase czgsteczkowg na 55000— 60000
daltonéw [11]. Rdéznica rzedu 10000Odaltonéw wynika
z odmiennych metod stosowanych do znakowania
receptorow oraz z zastosowania w eksperymentach
materiatow pochodzacych z réznych zwierzat (szczur
i bydto domowe).

Obecnie, badania dotyczace struktury molekularnej
receptorow neurokinin zaawansowane sg w znacznym
stopniu. Pod koniec lat osiemdziesigtych i na poczatku
lat dziewiecdziesigtych, stosujac metody inzynierii ge-
netycznej okre$lono strukture pierwszorzedowg trzech
receptorow neurokinin (NK-1, NK-2 i NK-3) [12-16].

Otrzymane wyniki dowodzg, ze receptory neuroki-
nin sg pojedynczymi polipeptydami sktadajacymi sie z
okoto 400 aminokwaséw (NK-1 — 407, NK-2 — 390
i NK-3 — 452). Nalezg one do rodziny receptorow
zawierajgcych siedem segmentow $rédbtonowych (se-
ven-transmembrane segments). Do rodziny tej zalicza-
ne sg takze: cholinergiczne receptory muskarynowe
(MtiM?2),receptory adrenergiczne ((3j i (), receptory
serotoniny, receptor dopaminy (D2) oraz podobne do
rodopsyny barwniki wzrokowe [17-21]. Receptory
tworzgce te rodzine pofatdowane sg w taki sposdb, ze
przechodzg przez btone komdérkowg siedmiokrotnie
(Ryc. 1). N-koncowy odcinek czasteczki receptora
znajduje sie w przestrzeni zewnatrzkomaérkowej; kolej-
no po nim nastepujg: odcinek S$rédbtonowy, petla
wewnatrzkomaérkowa, ponownie odcinek srédbtono-
wy, kolejna petla zewnagtrzkomdrkowa i nastepny
odcinek $rodbtonowy, po czym sekwencja ta powtarza

sie. C-koncowy odcinek receptora znajduje sie w
przestrzeni wewngatrzkomdrkowej. Petle wewnatrzko-
madrkowe receptoréw neurokinin zawierajg niewiele
aminokwaséw fosforylowanych przez kinazy biatko-
we, natomiast liczne reszty serylowe i treonylowe
wystepuja w obrebie wewngtrzkomdérkowego odcinka
C-koncowego. W regionie N-koAcowym znajdujg sie
potencjalne miejsca glikozylacji receptoréw. Miejsce
wigzania ligandow z receptorami nie jest znane, ale na
podstawie badan poréwnawczych mozna przypusz-
czac, ze znajduje sie ono w siodmym odcinku $réddbto-
nowym, trzeciej petli zewnatrzkomdrkowej lub szdstym
odcinku $rodbtonowym [22].

Najbardziej konserwatywnymi odcinkami recepto-
row neurokinin sg a-helikalne regiony $rédbtonowe
(54— 66% homologii). Zwtaszcza siédmy segment
$srodbtonowy jest wyjatkowo konserwatywny, gdyz
prawie wszystkie aminokwasy (poza dwoma) sg iden-
tyczne we wszystkich trzech receptorach neurokinin.
Niektdére aminokwasy wystepujgce w receptorach neu-
rokinin sg identyczne we wszystkich receptorach za-
wierajgcych siedem segmentéw s$réodbtonowych [15].
Dotyczy to np. dwdch reszt cysteilowych tworzacych
mostek dwusiarczkowy, zlokalizowanych w drugiej i
trzeciej petli zewnatrzkomdrkowej. Reszta cysteilowa
znajdujaca sie w wewngtrzkomorkowym odcinku
C-koncowym ulega palmitylacji, co powoduje ,,zako-
twiczenie” tego odcinka receptora w btonie komorko-
wej [23]. Konserwatywnymi odcinkami receptorow
sa takze druga i trzecia petla wewngtrzkomorkowa
(Ryc. 1).

CHO

CHO

Ryc. 1. Schemat struktury receptoréw
neurokinin. Aminokwasy iden-
tyczne we wszystkich trzech
receptorach oznaczono biatymi
kétkami, czarne kotka ozna-
czajag aminokwasy niekonser-
watywne. Z — przestrzen
zewnatrzkomérkowa, W —
przestrzen wewnatrzkomoérko-
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wa, CHO — potencjalne miej-
sca glikozylacji, M — miejsce
palmitylacji.
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Receptor substancji P(N K-I) ireceptor neurokininy
A (NK-2) sg bardzo podobne. Struktura receptoréw
substancji P ineurokininy Ajest homologiczna w 83%.
Domeny: zewngtrzkomdrkowa i cytoplazmatyczna
wykazujg najmniej homologii (odpowiednio: 57% i
51 %). Najwieksze podobienstwo miedzy tymi recepto-
rami mozna zaobserwowac¢ w dwu regionach: drugiej
petli wewngtrzkomodrkowej i sz6stym segmencie $rod-
btonowym (95% homologii) [14].

Najwieksze réznice strukturalne miedzy receptorem
substancji P (NK-1) a receptorem neurokininy A
(NK-2) dotyczg drugiej i trzeciej petli zewngtrzkomor-
kowej, cho¢ w C-koncowym odcinku trzeciej petli
osiem aminokwaséw oraz kodujace je nukleotydy sg
identyczne w obu receptorach. Odcinek ten stanowi
prawdopodobnie obszar interakcji receptorow z kon-
serwatywnym C-kofncowym regionem neurokinin, gdy
pozostate aminokwasy drugiej i trzeciej petli petnia
role czynnika selekcyjnego przy wigzaniu ligandu [14].
Inng, istotng strukturalng cechg réznigca oba recepto-
ry jest znacznie wieksza liczba reszt serylowych i
treonylowych obecnych w czasteczce receptora sub-
stancji P (NK-1), w poréwnaniu z receptorem neuro-
kininy A (NK-2). Znajdujg sie one gtdwnie w trzeciej
petli wewnatrzkomorkowej i C-koncowej domenie
czasteczki, a fosfosforylacja tych aminokwasow zwig-
zana jest z odczulaniem receptora. Zjawisko takie
zaobserwowano takze w przypadku receptora P2-adre-
nergicznego [14].

Poréwnujac sekwencje receptora NK-2 z innymi
receptorami zawierajacymi siedem segmentéw $rod-
btonowych, zaobserwowano, ze najwieksze podobien-
stwo wykazuje on do biatek podobnych do rodopsyny.
Stopien homologii pomiedzy receptorem NK-2 a
innymi biatkami receptorowymi zawierajgcymi siedem
segmentéw S$rédbtonowych jest nastepujacy: NK-2 :
Mj — 38%, NK-2 : M2 — 34%, NK-2 : 3, — 39%
i NK-2 :rodopsyna — 46%.

11-2. Wiasnosci funkcjonalne receptoréw

Analiza struktury pierwszorzedowej, receptoréw
neurokinin wykazata ich znaczng homologie z recepto-
rami zwigzanymi funkcjonalnie z biatkami G. Stwier-
dzono ponadto, ze wigzanie substancji P przez rozpu-
szczony przy pomocy detergentu (CHAPS) receptor
byto hamowane przez GTP [11], Inhibicje wigzania
ligandu z receptorem NK-1 przez GTP, obserwowano
takze w innych uktadach eksperymentalnych, na przy-
ktad badajagc wigzanie znakowanej substancji P z
frakcja btonowa kory mézgowej szczura czy btonami
gruczotow Slinowych [24, 25].
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Nukleotydy guanylowe regulujg powinowactwo re-
ceptoréw zwigzanych funkcjonalnie z biatkami wigza-
cymi GTP (biatka G) powodujac dysocjacje kompleksow
agonista-receptor-biatko G itworzenie komplekséw ago-
nista-receptor. Mechanizm molekularny polega praw-
dopodobnie na zmianach konformacyjnych w czgste-
czce receptora pod wptywem GTP ijego analogow
[26]. Wyniki otrzymane przez Nakate i wspodt-
autorow [27] pozwalajg sadzi¢, Zze receptor
substancji P (NK-1) wystepuje w wielu stanach kon-
formacyjnych, charakteryzujgcych sie r6znym powi-
nowactwem do zwigzkéw agonistycznych.

Stwierdzenie wptywu G TP na wigzanie substancji P
nie okre$la jednak uktadu enzymatycznego zwigzane-
go funkcjonalnie z tym receptorem. Nie zaobserwo-
wano wptywu substancji P na inhibicje czy aktywacje
cyklazy adenylanowej, lecz istnieja dowody, ze rece-
ptor NK-1 zwigzany jest z innym ukladem enzyma-
tycznym. Jest nim fosfolipaza C powodujgca hydrolize
fosfatydyloinozytolodifosforanu (PIP2) i utworzenie z
niego dwu zwigzkéw petnigcych funkcje drugiego
przekaznika: diacyloglicerolu (DG) iinozytolotrifosfo-
ranu (1P 3). Substancja P stymuluje obrét metaboliczny
fosfatydyloinozyinozytoli w mézgowiu, gruczotach $li-
nowych i jelicie cienkim szczura [28-31]. Fakty te
Swiadczg, ze receptor NK-1 jest zwigzany funkcjonal-
nie z fosfolipazag C.

Receptor NK-2 jako jedyny sposréd receptorow
neurokinin wykazuje aktywno$¢ mitogenng [32]. Skto-
nito to badaczy do poszukiwania homologii w struktu-
rze pierwszorzedowej tego receptora i zidentyfiko-
wanych onkogenow. Okazalo sie, ze wykazuje on
uderzajgce podobienstwo do onkogenu c-mas [33].
Wyniki badahn Jacksona i wspdtautordw
[34] wskazujg, ze produkt onkogenu c-mas zlokalizo
wany w genomie ludzkim na chromosomie szdstym)
jest receptorem angiotensyny. Angiotensyna podnosi
ci$nienie krwi poprzez zwiekszenie sity skurczéw serca
i zwezenie tetniczek. Peptydowi temu przypisuje sie
udziat w etiologii samoistnego nadci$nienia tetniczego.
W zwigzku z tym, poznanie receptora angiotensyny po
raz pierwszy daje mozliwosé farmakologicznej mani-
pulacji produktem onkogenu.

Stopien homologii pomiedzy onkogenen c-mas a
receptorem NK-2 wynosi 44%. Przypuszcza sie takze,
ze podobnie jak receptor NK-2, onkogen c-mas zwig-
zany jest funkcjonalnie z fosfolipazg C powodujaca
rozpad fosfatydyloinozytoli [22].

Wiadomo obecnie, ze uktad immunologiczny i ne-
uroendokrynny zwigzane sg ze sobg funkcjonalnie.
Uktad immunologiczny i zwigzki przez niego wytwa-
rzane moduluja dziatanie czesci endokrynnej osrodko-
wego uktadu nerwowego, a hormony peptydowe ukta-
du nerwowego i ich receptory, stanowig sktadniki
systemu immunologicznego. Komorki obu systemoéw
syntetyzujg wspélne hormony i posiadajg na swej
powierzchni receptory dla tych zwigzkéw. Uwaza sie,
ze na poziomie molekularnym uktad immunologiczny
ma zdolnos$é reagowania podobnie do uktadu neuro-
endokrynnego [35].
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I1l. Rola substancji P w procesach zapalnych

Substancja P jest uwazana za neurotransmiter, a
jontoforetyczne podanie jej do réznych obszarow
mdézgowia dowodzi, ze dziata ona jako transmiter
pobudzajacy. Podobnie jak endogenne zwigzki opia-
towe zwigzana jest prawdopodobnie z przewodzeniem
bélu [36],

Substancja P spetnia szereg warunkow stawianych
mediatorom lokalnej odpowiedzi zapalnej. Powoduje
rozszerzenie naczyn, zwieksza przepuszczalnos$é ich
$cian, wplywa na zlepianie sie granulocytow i mono-
cytow ze $rodbtonkiem naczyh oraz powoduje degra-
nulacje komdrek tucznych [37]. Reaguje ona takze z
receptorem chemotaktycznym granulocytéw obojetno-
chtonnych, powoduje ich orientacje i dziata na nie
chemotaktycznie [38]. Neuropeptyd ten wykazuje
takze wptyw chemotaktyczny na monocyty ludzkie juz
przy stezeniu 10“13 M [39]. Sprzyja ponadto wbu-
dowaniu [3H]-tymidyny w DNA ludzkich limfocytow
T [40], Sugeruje sig, ze substancja P jest neurotransmi-
terem uwalnianym z zakonczen nerwéw obwodowych
w odpowiedzi na lokalne uszkodzenie tkanek [37],
Wykazano ponadto, ze neuropetyd ten jest syntetyzo-
wany i wydzielany przez granulocyty kwasochtonne i
makrofagi. Tak wiec neurony nie sg jedynym zrodtem
jego pochodzenia [41, 42],

Wykazano udziat substancji P w patogenezie nie-
ktérych chordb u zwierzat i ludzi. Zwiekszone stezenie
substancji P w ptynach ustrojowych itkankach dotknie-
tych chorobg, zdolno$¢ zmieniania przez zwigzki dzia-
tajace antagonistycznie w stosunku do substancji P
niektérych reakcji immunologicznych, oraz zmiany
liczby receptoréw substancji P zachodzace podczas
proceséw chorobowych, Swiadczg o udziale tego neuro-
peptydu w etiologii i patogenezie zaburzen o podtozu
zapalnym. Wiele danych wskazuje na udziat substancji
P w reakcjach nadwrazliwosci w skdrze i ptucach oraz
w przewlektych procesach zapalnych, takich jak zapa-
lenie staw6w czy zapalenie jelit.

W doswiadczeniach prowadzonych na szczurach
stwierdzono, ze wywotane sztucznie podaniem adiu-
wantu zapalenie staw6w nasila sie po podaniu sub-
stancji P [43]. Badania invitro wykazatly, ze substancja
P stymuluje uwalnianie prostaglandyny E2 i kolage-
nazy z synowiocytow (komdrki wydzielajgce maz
stawowg) oraz pobudza je do proliferacji [44]. Ponad-
to stwierdzono, ze makrofagi ze zmienionych choro-
bowo staw6éw pod wpltywem substancji P syntetyzu-
ja interleukine-1 i czynnik nekrozy nowotworow
(a-TNF — tumor necrosis factor) [45]. Uwolnienie
substancji P z zakonczen nerwowych znajdujacych sie
w ptucach moze spowodowac zaostrzenie astmy oskrze-
lowej. Przyktadem udziatu substancji P w patogenezie
astmy jest odruchowy mechanizm aksonalny [46].
Prawdopodobny jest takze udzial neuropeptydow
takich jak substancja P w patogenezie zapalnych
chordb jelit [47, 48]. Podczas badania chirurgicznie
pobranych wycinkéw jelita od pacjentow chorych na
wrzodziejgce zapalenie jelita grubego i chorobe Cro-
hna, wykazano znacznie wyzszy poziom substancji P
w warstwie $luzowkowej i pod$luzowkowej jelita, niz
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u osobnikow zdrowych [47]. Badania receptoréw
substancji P, neurokininy A i neurokininy B w wyci-
nkach jelita pacjentéw cierpigcych na te choroby
wykazaly, ze gesto$¢ receptorow substancji P (NK-1)
jest bardzo duza w tetniczkach, zytkach i grudkach
limfatycznych, natomiast receptory neurokininy A
(NK-2) ineurokininy B (NK-3) wystepowaty w bardzo
matej ilosci [48]. Wyniki te dowodza, ze substancja P
jest wiaczona w patogeneze zapalnych choréb jelit
oraz wskazujg drogi nowych mozliwosci terapeutycz-
nych przy uzyciu np. antagonistéw substancji P.

Artykut otrzymano 5 grudnia 1991 r.
Zaakceptowano do druku 19 grudnia 1991 r.
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Kwas retinowy reguluje procesy wzrostu

I réznicowania*

Retinoic acid regulates growth and differentiation

JANINA KWIATKOWSKAL1

Spis tresci:

. Losy kwasu retinowego w organizmie
Il.  Aktywno$¢ biologiczna kwasu retinowego
Il. Wplyw kwasu retinowego na transkrypcje genéw
IV. Jadrowe receptory kwasu retinowego (RAR)
V. Komoérkowe biatka wigzace kwas retinowy (CRABP)

Contens:

. Retinoic acid metabolism
Il. Biological activity of retinoic acid
I1l. The effect of retinoic acid on gene transcription
IV. Nuclear retinoic receptors (RAR)
V. Cellular retinoic acid binding protein (CRABP) in cytosol

Wykaz stosowanych skrotow:

CAT — transkarbamoilaza asparaginianowa; CRABT -
komérkowe biatko wiazace kwas retinowy w cytosolu;
RA —kwas retinowy; RAR — jadrowy receptor kwasu
retinowego RARE — element wrazliwy na receptor kwasu
retinowego; RBP — biatko wigzace retinol.

I. Losy kwasu retinowego w organizmie

Powszechnie i od dawna wiadomo, ze witamina A
reguluje wzrost i réznicowanie wielu tkanek zwierze-

* Artykut stanowi rozwiniecie wyktadu:,, Udziat kwasu
retinowego w roznicowaniu komdrek” wygtoszonego w
ramach sympozjum ,Molekularna regulacja procesoréw
wzrostu i réznicowania komoérek somatycznych” podczas
XXVIlI Zjazdu P.T. Biochem. w Lublinie, 20 wrzes$nia
1999.

1 Prof, dr hab., Zaktad Biochemii Akademii Medycznej,
ul. Chatubinskiego 10, 50-368 Wroctaw
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cych i ludzkich, a jej niedobory prowadzg do powaz-
nych zaburzen tych proceséw. Mechanizmy tej regu-
lacji byty jednak do ostatniej dekady mato znane.
Dziedzina ta pozostawata niejako w cieniu intensyw-
nych badan, ktére doprowadzity do wyjasnienia roli
witaminy A i retinatu w procesach widzenia. Nie byto
nawet wiadomo, ktéry z retinoiddéw, wystepujacych w
organizmie jest czynnikiem wzrostowym. Dopiero w
80-tych latach okazato sig, ze jest nim kwas retinowy
(RA), o ktérym sadzono, ze jest tylko koncowym
produktem utleniania witaminy A, wydalanym z
ustroju i nie petnigcym zadnej funkcji fizjologicznej.
W z4r kwasu retinowego przedstawia rycina 1

\ CO0OH

Rys. 1. Kwas retinowy. | — grupy metylowe.

Obecnie uwaza sie, ze w organizmie istniejg dwie
odrebne pule retinoidéw: retinol/retinal oraz kwas
retinowy. Karoten, ktéry stanowi gtéwne Zrodio re-
tinoidéw w pozywieniu, nie przeksztatca sie w jelitach
catkowicie w retinol, ale jest czeSciowo transportowa-
ny w niezmienionej postaci do watroby, ptuc, nerek
i innych narzadéw. Tak w jelitach, jak i innych
tkankach 17—54% karotenu moze przechodzi¢ w
kwas retinowy. Drogi transportu retinolu i RA w
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osoczu sg rbézne: ten pierwszy wigze sie ze swoistg
glikoproteina, drugi za$ jest transportowany przez
albuminy [1]. Inne tez biatka wigzg oba retinoidy w
cytosolu: RBP (Retinol Binding Protein) taczy sie
wybiorczo z retinolem i jego estrami, a CRABP

(Cellular Retinoic acid Binding Protein) — z kwasem
retinowym. Ze wszystkich znanych retinoidéw tylko
RA ma swoiste receptory jadrowe (RAR — Retinoic

Receptor). Ro6znice w gospodarce obu retinoidow
przedstawiono na rycinie 2.

SYNTEZA, T RANSPORT, WIAZANIE RA

karoten ------------n--mmmmm » retinol
JELITO 4
RA
j- 1f
kai-oten--------- (RBI™-retincx
OSOCZE
(Sib
TKANKI karoten *e------- n ret nol-RBP
a .
retinol-------—-
f 1
2 RA« -=====mmm--- inal
5
R J-ARA
3 (RAR)
Vemmeee RA

Rys. 2. Losy kwasu retinowego w organizmie. RA — kwas rctino-
wy; RBP — biatko wigzace retinol; CRABP — komoérkowe
biatko wigzace kwas retinowy; RAR — receptor kwasu
retinowego.

I1. Aktywnos$é biologiczna kwasu retinowego

Wzmozone zainteresowanie kwasem retinowym
datuje sie od czasu, gdy doniesiono, ze moze on miec
dziatanie przeciwbiataczkowe i przeciwnowotworowe.
RA, podawany pacjentom z biataczkg premielobla-
styczng wywotywat, jak informowano, diugotrwate
remisje i wyleczenia [2, 3], stymulowat tez cytoto-
ksyczne dziatanie limfocytow, podnosit przeciwnowo-
tworowg aktywno$é makrofagéw i monocytow, a
takze hamowat wzrost niektérych nowotworéw [4, 5].
Obecnie wiemy juz, ze kwas retinowy jest waznym
morfogenem komorek w zyciu ptodowym i pozapto-
dowym.

Zaobserwowano, ze po wprowadzeniu znakowa-
nego RA ciezarnym myszom, juz od pierwszych dni
rozwoju gromadzi sie on w komodrkach ptodu, pocho-
dzacych z ptytki nerwowej. Od 11 dnia znajduje sie go
w szczegOllnie wysokich stezeniach w moézgu tylnym
i srodmodézgowiu. Poczatkowo obszar gltowy pobiera
znacznie wiecej RA niz tutow, potem rosnie zawartos$é
w zalgzkach konczyn [6]. RA w stezeniu 6 x 10“5 M
pobudza réznicowanie i hamuje proliferacje ludzkich
podniebiennych ptodowych komérek mezenchymal-
nych w hodowli. Podobne dziatanie wywiera tez na
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komorki 56-dniowych ptodéw ludzkich [7], W pto-
dach myszy RA reguluje chondriogenne réznicowanie
komdrek mezenchymalnych w czasie rozwoju kon-
czyn, a u amfibii — w trakcie ich regeneracji [8].

Kwas retinowy wywiera wptyw na dzielgce sie i
réznicujace komorki takze w dorostych organizmach,
przyczyniajac sie do zachowania réwnowagi miedzy
procesami proliferencji i réznicowania. Nalezy jednak
podkresli¢, ze korzystne dziatanie wymaga scisle okre-
Slonych stezen, musi trwac¢ okreslony czas i odbywacd
sie w odpowiednich fazach wzrostu organizmu.
Zmiana tych warunkéw moze prowadzi¢ do znie-
ksztatcen tkanek i narzadow, deformacji konczyn i
kosci, rozszczepow podniebienia, defektow pracy serca
itp. Duze dawki RA i witaminy A moga jednak
pobudza¢ wzrost niektérych nowotworow [6, 7],

W wielu publikacjach mozna znalezé potwierdzenie
hamujgcego wpltywu RA na rozplem komérek prawi-
dtowych i nowotworowych. Dziatanie takie obser-
wowano w hodowlach wielu linii komérkowych, a
takze w doswiadczalnych nowotworach u zwierzat, np.
ptodowej teratokarcinoma F9, karcinoma F6 i P3-13
myszy, melanoma, raku piersi itp. [2, 5, 7]. Wiaze sie
ono z opéznieniem, wydtuzeniem lub hamowaniem faz
cyklu komérkowego. W komodrkach NHIK 3025
wydtuza sie faza G, a w komdrkach jajnika, adipo-
cytach 3T-3 i melanoma S-91 jest ona catkowicie
hamowana. W komoérkach mezenchymalnych kwas
retinowy blokuje faze G2, a w komérkach raka piersi
— faze S. Trzeba tu dodac, ze oprécz zahamowania
proliferancji komdrek, przeciwnowotworowe dziata-
nie RA moze mie¢ tez inny mechanizm. Stwierdzono,
ze RA pobudza uwalnianie TNF (Czynnika Nekrozy
Nowotworéw) z monocytéw, aktywuje przeciwnowo-
tworowe dziatanie limfocytéw i leukocytow [4].

Kwas retinowy stymuluje réznicowanie komdrek
wielu typow. Wspomniano juz o jego dziataniu na
dojrzewanie premieloblastéw. W hodowlach ludzkich
komoérek biataczkowych HL-60 i erytroleukemii
Frienda kwas retinowy indukuje réznicowanie pre-
mieloblastow do granulo- i monocytéw. W mysiej linii
ML-1 RA pobudza utworzenie granulocytéw, ale
przejscie w makrofagii i monocyty wymaga dodatko-
wego kalcydiolu [9]. RA jest niezbedny w ro6znico-
waniu osteoblastéw, keratynocytow nabtonka, fibro-
blastdw ispermatocytéw [5, 10,11, 12]. Pod wplywem
kwasu retinowego komorki teratokarcinoma F9
przechodzg w prymitywne formy endodermopodobne,
a do dalszego ich réznicowania potrzebna jest dodat-
kowo obecnosé cAMP. Wielu autoréw wyraza poglad,
ze RA dziata szczegdlnie aktywnie na mato zréznico-
wane komaorki, we wczesnych stadiach roznicowania

[5].

1. Wplyw kwasu retinowego na transkrypcje
genéw

Pobudzanie réznicowania przez RA wigze sie z jego
wptywem na transkrypcje gendw kodujgcych takie
biatka, ktorych pojawienie sie lub znaczne zwigkszenie
syntezy towarzyszy réznicowaniu. Wykazano przy
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tym, ze zachodzi istotnie stymulacja syntezy mRNA,
bez wptywu na jego czas przezycia. W makrofagach i
komdérkach mieloidowych RA indukuje transkrypcje
genu transglutaminazy. Ilos¢ mRNA wzrasta 10 do
20-krotnie, a enzymu — 100-krotnie [13]. W preoste-
oblastach RA pobudza synteze fostatazy alkalicznej i
cyklazy adenylanowej, a w fibroblastach i keratynocy-
tach nabtonka — kolagenu IV [10, 14, 15]. W hodo-
wlach fibroblastow nerkowych NRK kwas retinowy
wyraznie przys$piesza i wzmaga transkrypcje genu
EGF. Wykazano, ze wzrasta ilos¢ mRNA oraz samego
czynnika wzrostowego. Jest to dziatanie wybidrcze,
gdyz jak stwierdzono, RA nie wykazywat zadnego
wptywu na ekspresje genow tubuliny, fibronektyny i
innych biatek [16].

Wielu informacji o dziataniu RA dostarczajg bada-
nia przeprowadzane na hodowlach komodrkowych
mysiej teratokarcinoma F9. Komorki te, podobne do
komaérek wewnetrznej masy wczesnego ptodu myszy,
mozna utrzymywaé in vitro w postaci homogennej
populacji. Po 2—3 dobach po podaniu RA obserwuje
sie w nich indukcje ekspresji genéw kolagenu I i IV,
lamininy, aktywatora plazminogenu, receptora para-
thormonu, P-adrenergicznego oraz biatka Gs. Jak
widaé, RA reguluje synteze biatek strukturalnych i
regulatorowych [5, 14, 17, 18]. W réznicujacych sie
komaérkach mysiej ptodowej karcinoma F6 DC-13
kwas retinowy indukuje synteze dwu glikolizowanych
biatek btonowych, LAMP-1 i LAMP-2 [19].

W szystkie nizej wymienione biatka, oraz kodujace je
mRNA pojawiajg sie w komoérkach co najmniej po
uptywie 48 godz. po podaniu RA. Natomiast bardzo
szybko, bo juz po kilku godzinach daje sie zauwazy¢
35-krotny wzrost zawarto$ci czgsteczek mRNA o
wielkosci 2,2—2,4 kilozasad. Nie ustalono jeszcze,
jakie biatko koduje 6w mRNA, ale przypuszcza sie, ze
moze ono gra¢ role w kontroli ekspresji genow biatek,
pojawiajgcych sie po 48 godz. [15].

RA moze powodowaé takze supresje transkrypcji
niektérych gendéw, np. sulfotransferazy cholesterolo-
wej i keratyn K1 i KIO w keratynocytach ludzkich, czy
antygenu powierzchniowego SSEA-1 i biatka Gj w
teratokarcinoma F9 [11, 5],

1V. Jadrowe receptory kwasu retinowego
(RAR)

Wyrazny wptyw, wywierany przez RA na ekspresje
gendw nasuwat przypuszczenie, ze mechanizm dziata-
nia RA moze by¢ podobny do mechanizmu dziatania
steroidéw i tyroksyny, aw takim razie mogg w nim
bra¢ udziat receptory jadrowe. Receptory takie zostaty
istotnie odkryte w 1987 r. Gen receptora kwasu
retinowego (RAR) zostat znaleziony w kartotece ge-
nowej komaorek ludzkiej watroby, nerek, ptuc, jader i
innych tkanek. Postuzono sie przy tym, jako sondag,
odcinkiem mRNA receptora glukokortykoiddéw, ko-
dujacym domene wigzacg DNA. Produkt biatkowy
wyodrebnionego w ten sposéb genu mial mase czg-
steczkowg okoto 50 kDA i silnie wigzat RA [20].

Receptory jadrowe RA wykazujg duze podobien-
stwo strukturalne do receptorow tyroksyny i hormo-
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now sterydowych. Podobnie jak w tych ostatnich
wigzaca ligand domena E znajduje sie w RAR na
C-koncu tancucha polipeptydowego. Dalej ku N-kon-
cowi miesci sie niewielka tgcznikowa domena D,
nastepnie domena C, wigzagca DNA idomeny Ai B, lub
tylko B (przypuszczalnie regulatorowe). Tak w RAR,
jak i receptorach steroidow i tyroksyny, domena C
sktada sie z 66— 72 reszt aminokwasowych. Mieszcza
sie w niej dwie konserwatywne reszty Cys, oraz dwa
tzw. palce cynkowe, bogate w lizyne. Obecno$¢ moty-
wow zwanych palcami cynkowymi jest charaktery-
styczna dla biatek wigzgcach sie z DNA. Domena C
RAR wykazuje okoto 50% homologii strukturalnej z
domenami C receptorow hormondéw sterydowych i
tyroksyny (patrz schemat na rycinie 3).

Homologia RAR i receptoréw sterydowych
i tyroksynowych. 7©

E DC B
RAR I
A

R 35 107
hGR 23 '1‘é§'
hER 153
hPR t 3
MCR i 4

Rys. 3. Homologia receptoréw kwasu retinowego, steroidéw i ty-
roksyny (w %).
A, B, C, D, E — domeny receptorow; hRAR — ludzki
receptor kwasu retinowego; hTR — ludzki receptor tyro-
ksyny; hGR — ludzki receptor glukokortykoidéw; hER —
ludzki receptor estrogenéw; hPR — ludzki receptor pro-
gesteronu; MCR — receptor mineralokortykoidéw.

Chimera genowa, w ktoérej odcinek genu receptora
estrogendw, kodujagcy domene E zastgpiono odpo-
wiednim odcinkiem genu RAR kodowata biatko, ktére
podobniejak receptor estrogenéw indukowato synteze
transkarbamoilazy asparaginowej (CAT), ale wigzato
silnie RA i dziatato aktywnie w kompleksie z nim. W
dobrze znanym uktadzie indukcji syntezy CAT wyka-
zano, ze transaktywacja receptora przez RA zachodzi
juz w stezeniach liganda rzedu 10~9/M, a optymalnie
przy stezeniu liganda rzedu — 10~8/M. Jest to zakres
stezen rowny temu, w jakim RA dziatajako morfogen,
np. w rozwoju konczyn plodu, czy rdéznicowaniu
komorek teratokarcinoma F9. W takim tez zakresie
stezen przejawia sie wpltyw RA na transkrypcje. Efekt
retinolu byt widoczny dopiero w 100-krotnie wyzszych
stezeniach [21].

Jadrowe receptory RA wystepuja w kilku izofor-
mach. W tkankach ludzi imyszy wystepujg trzy gtdwne
typy RAR: a, @iy, przy czym a — w postaci kilku
podtypow. tafAcuchy polipeptydowe tych trzech ty-
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péw zbudowane sg z 466 reszt aminokwasowych.
Domeny C, wigzace DNA wykazujg 97% wzajemnej
homologii, a domeny E — 75%. Wydaje sie, ze geny
tych trzech podtypéw pochodzg z wspdlnego genu-
przodka [8, 12, 22]. Poszczegdlne typy RAR rdznig sie
miedzy sobg powinowactwem do RA. Mozna przy-
puszczaé, ze majg tez nieco odmienne funkcje, na co
wskazuje ich rézne rozmieszczenie w tkankach i od-
mienne proporcje ilosSciowe w réznych fazach rozwoju
ptodu [23]. W nie zréznicowanym zalgzku kornczyn
ptodu myszy do 10 dnia geny RARa i RARYy s3g
transkrybowane réwnomiernie w catym zawiazku, a
gen RAR[3 — tylko w regionach obwodowych. Po 12
dniu, w stadium przedchrzgstkowej blastemy, RARp
wystepuje tylko w czesci $rodkowej, a w stadium
kostnienia i formowania palcow — tylko w mezenchy-
malnym regionie miedzypalcowym. W tym' stadium
rozwoju RARa znajduje sie w mie$niach i skorze, a
RARy — w nabtonku, skdrze i chrzgstkach. Wydaje
sie, ze RARy petni funkcje w chondrogenezie i rézni-
cowaniu skoéry, a RABp — w obumieraniu komorek
[24]. U Naphtalmus vindiscens, po amputacji koficzyn
obserwowano wzmozone wyrazanie sie gendw wszy-
stkich trzech typow RAR w regionie regeneracji [25].
W hodowlach keratynocytéw znaleziono jedynie
RARa i RARp, brak za$ RARy [11]. Ten ostatni
znaleziono w skdrze dorostych osobnikéw [12, 26]. W
komadrkach Sartoliego w jadrach wykryto mRNA
RARa i RARp. W 8-mym dniu spermatogenezy ilo$¢
mRNA RARawzrasta 7-krotnie, mozna wiec sgdzi¢, ze
receptor ten odgrywa gtdwng role przed pojawieniem
sie dojrzatych spermatocytéw [12].

Naptywajg doniesienia o wystepowaniu innych ty-
pow RAR. W genomie tozyska ludzkiego znaleziono
gen kodujacy RARe. Gen ten jest wyrazany w wielu
tkankach typu nabtonkowego. W genomie komadrek
raka watroby jest on zlokalizowany w poblizu obszaru
integracji wirusa hepatitis B imoze by¢ przez ten wirus
aktywowany. Masa czasteczkowa RARe wynosi 50
kDa, zbudowany jest z 448 reszt aminokwasowych.
N-konicowy odcinek jest krétszy niz w innych typach i
nie zawiera domeny A. Domena C wykazuje 97%
homologii z gtownymi typami RAR i 55% — z
receptorami tyroksyny i estrogenu. Homologia do-
meny E z innymi typami RAR dochodzi do 88%.
RARe wystepuje tez w tkankach szczura [27].

W liniach komorkowych watroby i nerek ludzkich
znaleziono nowy typ RAR-X, zbudowany z 462 reszt
aminokwasowych. Domena C jest homologiczna z
RARa w 61%, adomena E— jedynie w 22%. Wydaje
sie, ze RAR-X nalezy zakwalifikowa¢ do innej rodziny
receptorow RA niz gtdwne typy. Wykazuje natomiast
okoto 50% homologii domeny C z receptorami glu-
kokortykoidéw i tyroksyny [22].

W komoérkach ludzkiej linii komérek raka piersi
znaleziono RARbc Jest on zbudowany z 432 reszt i nie
ma domeny A. Domena C jest w 62% homologiczna z
receptorem tyroksyny, w 59% — z receptorem estro-
genow, w 48% — mineralokortykoidéw, 45% —
glikokortykoidéw i 43% — progesteronu [21].

Kwas retinowy wigze sie receptorami kowalencyj-
nie, za pomoca wigzania tioestrowego. Dawcg reszty
retinylowej jest retinylo-CoA [37].
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Ekspresja gendw, kodujacych RAR moze by¢ pod
kontrolg kwasu retinowego, a S$ciSlej — jego kom-
pleksu z odpowiednim receptorem. RA indukuje syn:
teze RAR(3i RARe w komdrkach watroby iteratokar-
cinoma F9. W tych komdrkach transkrypcja genu
RARa jest kostytutywna i nie zalezy od RA [23].
Inaczej w komaorkach jader — tam retinoidy pobu-
dzaja ekspresje genu RARa. Poziom mRNA tego
receptora wzrasta 3-krotnie pod wpltywem RA, przy
niezmienionej zawartosci mMRNA RAR(3 [12]. Takze w
keratynocytach ludzkich nie obserwowano indukcji
syntezy RARp przez kwas retinowy [11, 26].

Analizujac budowe promotora sklonowanego ludz-
kiego genu RARP, indukowanego przez RA stwier-
dzono, ze element wrazliwy na ten ligand (RARE,
Retinoic Acid Receptor-specific Element) jest zlokali-
zowany w regionie przylegtym do bloku TATA. Ele-
ment ten jest aktywowany przez endogenny kompleks
RARP-RA. Nie reaguje na receptor tyroksyny, a z
kompleksem RARyY-RA wiaze sie wprawdzie silnie, ale
jest przezen bardzo stabo aktywowany. Wyraznie wiec
daje sie zauwazy¢ selektywnos$¢ odbioru sygnatu przez
RARE, nie zalezng od strukturalnych podobieristw
receptor6w, ani nawet od zdolnosci ich wigzania. W
sekwencji nukleotydowej RARE widaé powtarzajaca
sie symetrie, Jej zachowanie jest niezbedne dla wrazli-
wosci na RARP-RA, co moze sugerowacd, ze kompleks
ten wigze sie w postaci dimeru, podobnie jak receptory
steroidow [28].

W przypadku indukcji transkrypcji innych genow,
np. aktywatora plazminogenu, RAR-RA moze przy-
taczac sie w regionie bliskim do bloku GC promotera,
w poblizu miejsca, gdzie wigze sie czynnik transkryp-
cyjnySPI [18].

V. Komérkowe biatka wigzgce kwas retinowy
(CRABP) w cytosolu

Odkrycie receptorow jadrowych byto wielkim kro-
kiem naprzéd w rozumieniu dziatania RA jako mor-*
fogenu. Dawniej juz jednak byto wiadomo, ze istnieja
takze cytoplazmatyczne receptory, tzw. CRABP. Sg to
niewielkie biatka, zbudowane z okoto 130 reszt ami-
nokwasowych, strukturalnie podobne do biatek wig-
zagcych kwasy tluszczowe. Nie wykazujg zadnej ho-
mologii z RAR [20]. W mysich ptodach, w ludzkich
keratynocytach i komorkach mieloidowych synteza
CRABP jest indukowana przez RA [6, 11, 13, 24], a w
macicy myszy — przez RA iprzez progesteron [29]. W
czasie rozwoju ptodu myszy rozmieszczenie CRABP
zmienia sie. Do 12 dnia CRABP znajduje sie w
warstwie ektodermalnej, a p6zniej — w obwodowych
warstwach chrzastek, nie wystepuje natomiast w mie-
$niach i naskorku [24]. W nie zréznicowanych kera-
tynocytach ludzkich znaleziono jedynie slady CRABP,
ale w trakcie réznicowania poziom CRABP wzrastat
gwattownie [11].

Uwaza sie, ze CRABP uczestniczy w transporcie i
magazynowaniu RA, jednak petne znaczenie roli re-
ceptorow cytosolowych nie jest wyjasnione. Poczat-
kowo sagdzono, ze zadaniem CRABP jest przenoszenie
reszt retinylowych do jadra i przekazywanie ich re-
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ceptorom jadrowym. Okazato sie jednak, ze niektére
komorki, wrazliwe na RA, np. biataczkowe HL-60 w
ogo6le nie maja CRABP. By¢ moze, wigzagc RA, CRABP
kontrolujg ilos¢ wolnych reszt retinylowych, zdolnych
do przechodzenia do jadra i w ten sposdb zmniejszaja
dostepnos$¢ tfch reszt dla RAR. Przy niewtasciwym
stosunku CRABP do RAR, a takze przy wysokich
stezeniach RA, przekraczajacych pojemnos¢ CRABP,
moze dochodzi¢ do nadmiernego wpltywu RA na
proliferacje i réznicowanie, co prowadzi do efektow
teratogennych, deformacji i kancerogenezy [6, 11, 30].

Niektorzy badacze uwazajg, ze w dziataniu RA na
procesy wzrostu i r6znicowania posredniczg powierz-
chniowe gangliozydy, m.in. neolaktogangliozydy. Mu-
tanty komaérek HL-60, ktore utracity wrazliwo$¢ na
RA majg uderzajgco niski poziom tych gangliozyddéw.
Oczyszczone gangliozydy powierzchniowe hamujg
proliferacje. Niewiele jednak da sie powiedzie¢ o
mechanizmach powigzania RA — gangliozydy [30].

Jak widaé z tego krotkiego przegladu, w ostatnich
latach dowiedziano sie bardzo wiele o drogach dzia-
tania kwasu retinowego na procesy wzrostu i rézni-
cowania, wiele jednak pozostaje nadal do zbadania i
wyjasnienia.

Artykut otrzymano 5 grudnia 1991 r.
Zaakceptowano do druku 9 grudnia 1991 r.
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Modyfikacje procesbw mutagenezy

| kancerogenezy chemicznej przez
syntetyczne przeciwutleniacze fenolowe
na przyktadzie butylohydroksyanizolu

Modifications of chemical mutagenesis and carcinogenesis
by the synthetic phenolic antioxidants
represented by butylated hydroxyanisole

KRZYSZTOF DEMKOWICZ-DOBRZANSKI1

EWA E. HENNIG2

Spis tresci:
1 Metabolism i toksycznos¢ BHA

Il. BHA jako zwigzek hamujgcy kancerogeneze i mutage-
neze chemiczng
I1-1. Zapobieganie aktywacji metabolicznej prokance-
rogenu przez BHA
11-2. Bezpos$rednie interakcje pomiedzy kancerogenem
a BHA
11-3. Podwyzszanie metabolicznej detoksykacji kance-
rogenu przez BHA

IlIl. Kancerogenne dziatanie BHA

Contents:

I. Metabolism and toxicity of BHA

Il. BHA as an inhibitor of chemical carcinogenesis and
mutagenesis
I1-I. BHA prevention of the metabolic activation of
procarcinogen
11-2. Direct interaction of BHA with carcinogen
11-3. The increas of detoxification pathways by BHA

I11. Carcinogenic properties of BHA

Wykaz stosowanych skrétow:

BHA — 2(3)-tert-butylo-4-metoksyfenol; BP — benzo(a)pi-
ren; EDBP — 9-10-epoksy-7,8-dihydroksy-7,8,9,10-tetra-
hydro-benzo(a)piren; HE — hydrolaza epoksydowa; OMF
— oksydazy o mieszanej funkcji; RCh — dehydrogenaza
NAD(P)H-chinon; SAG — S-arylotransferaza glutationowa.

Do zwigzkéw, ktore moga obniza¢ rakotwodrcze
dziatanie kancerogenow chemicznych zalicza sie
zwigzki przeciwutleniajgce o bardzo rdéznej budowie
chemicznej. Wsré6d nich wazng grupe stanowiag synte-
tyczne, alkilowane pochodne fenolowe, a w tej liczbie
butylohydroksyanizol (BHA), ktérego handlowe pre-
paraty sktadajg sie z dwdch strukturalnych izomeréw
(Ryc. 1), a takze butylohydroksytoluen, hydroksy-
anizol, butylohydrochinon, 4-metoksyfenol i 2,6-di-
-iert-butylofenol. Badania ostatnich lat dowiodty je-
dnak, ze niektére z tych zwigzkdw — a w tej liczbie

12 dr n.farm.; Akademia Medyczna, Zaktad Badania
Srodowiska, 02-097 Warszawa ul. Banacha 1
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OCHg
C(CH

OCH3
3)3

C(CHg)4
OH OH

2-BHA 3-BHA

Ryc. 1. Struktura chemiczna 2- i 3-reri-butylo-4-metoksyfenolu
(butylohydroksyanizolu)

BHA — rnogg wywotywaé efekt wrecz odwrotny:
wywotywaé nowotwory i podnosié dziatanie nowo-
tworowe innych chemicznych kancerogenow.

Jak dotad BHA jest ciggle stosowany jako dodatek
konserwujacy do zywnosci, poniewaz zapobiega auto-
utlenianiu nienasyconych kwaséw ttuszczowych. Jego
dziatanie polega na wychwytywaniu i neutralizacji
wolnych rodnikéw, tworzgcych sie w tym procesie [1].
Szacuje sie, ze dzienne spozycie BHA wynosi mniej niz
0.4 mg/kg masy ciata [2].

1 Metabolizm i toksyczno$¢ BHA

W badaniach z uzyciem frakcji mikrosomalnej
watroby szczuréw i myszy stwierdzono powstawanie
dwéch gtownych metabolitow: 3-tcrf-butylo-4,5-di-
hydroksyanizolu i ierf-butylohydroksychinonu. BHA
jest gtownie usuwany z moczem w postaci glukuroni-
dow. Stwierdza sie réwniez mniejsze ilosci zwigzku
sprzeganego z glutationem, w postaci siarczanéw, jak
i w formie niezmetabolizowanej [3].

Dopiero w potowie lat osiemdziesigtych zaczetly
ukazywac sie doniesienia wskazujgce na toksyczne
dziatanie BHA. Stwierdzono, ze podawanie paszy
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Tabela 1.

Obnizanie przez BHA toksycznos$ci ostrej zwigzkéw chemicznych

zwigzek toksyczny gatunek
dimetylobenzo(a) antracen mysz
szczur
octan metyloazoksymetylu mysz
mysz
4-acetamidofenol mysz
butylohydroksytoluen mysz
bromobenzen mysz
mysz
czterochlorek wegla mysz
mysz
dietylonitrozoamina szczur
2-acetyloaminofluoren szczur
metanosulfonian etylu mysz
alkaloidy pirolizydynowe
z Senecio longilobus mysz
alkaloidy pirolizydynowe szczur
z Senecio jacobaea szczur

zawierajacej 1—2% BHA powodowato wzrost aktyw-
nos$ci mitotycznej oraz hiperplazje nabtonka przed-
zotgdka gryzoni [4]. Podawany per 0s myszom
(DL 50 ~ 2 g/kg) wywotywat hipertrofie i hiperplazje
watroby, czemu towarzyszyt wzrost syntezy DNA,
RNA i biatka [5, 6]. Obserwowano takze, ze BHA
szczepiony szczurom dootrzewnowo (DL 50 ~ 1 g/kg)
w dawce powyzej 384 mg/kg powoduje krwotoki
ptucne [7]. Wykazano jego cytotoksyczno$¢ dla ko-
madrek chomiczych V-79, komorek ludzkich linii P388
i KB oraz izolowanych hepatocytéw szczurzych [8, 9].
Wymienione dotagd niekorzystne skutki podawania
BHA majg miejsce przy stosowaniu tego zwigzku w
wysokich stezeniach. W mniejszych stezeniach wyka-
zuje on dziatanie wrecz odwrotne, obnizajac toksycz-
no$¢ ostra wielu zwigzkéw chemicznych (Tab. 1).

Tabela 2.

badany parametr

Smiertelnos¢
martwica nadnerczy
martwica nadnerczy
martwica watroby

pismiennictwo

10
10
11
11

uszkodzenie watroby 12— 14
uszkodzenie ptuc 15
$miertelnos¢ 13
uszkodzenie watroby 13
$miertelno$¢ 14
uszkodzenie watroby 14
Smiertelnos¢ 16
przednowotworowe zmiany w watrobie 17
$miertelno$¢ 18
Smiertelnos¢ 19
Smiertelnos¢ 20

patologiczne zmiany w watrobie

21

Il. BHA jako zwigzek hamujacy

kancerogeneze i mutageneze chemiczna

W 1972 roku Wattenberg i wspoétauto-
rzy zapoczatkowali serie¢ badan nad przeciwno-
wotworowym dziataniem BHA [10],W wiekszosci
tego rodzaju doswiadczen stwierdzono, ze BHA ha-
muje procesy kancerogenezy chemicznej jes$li jest po-
dawany przed lub rédwnolegle z kancerogenem (Tab. 2).
Zwykle przeciwutleniacz podawany byt zwierzetom w
paszy (0,5—0,75%) od ok. 1 tygodnia przed az do
zakonczenia ekspozycji na kancerogen. Na podstawie
powyzszych badan stwierdzono, ze BHA obniza
wiasciwosci nowotworowe gtownie kancerogenéw wy-
magajacych aktywacji oraz, ze droga podania kance-

Hamowanie proceséw kancerogenezy chemicznej przez BHA podawany réwnocze$nie lub krétko przed kancerogenem

kancerogen gatunek
benzo(a)piren mysz
mysz
7, 8-dihydroksyBP mysz
7, 12-dimetylobenzo(a)- mysz
antracen mysz
mysz
szczur
dibenzo(a, hjantracen mysz
dietylonitrozooamina mysz
7-hydroksymetylo-
12-metylobenzo(a)- mysz
antracen
aflatoksyna B, szczur
N-nitrozodimetyloamina mysz
octan metylo- mysz
azoksymetylu mysz
tlenek 4-nitrochinoliny mysz
uretan mysz
azaseryna szczur
ciprofibrat szczur

38

narzad, tkanka

piSmiennictwo

przedzotadek 10, 22, 23
ptuca 24— 26
ptuca, przedzotadek, 23
tkanki limofoidalne

przedzotadek 10
ptuca 24
skéra 27
gruczot sutkowy 10, 28
ptuca 24
ptuca 29
ptuca 24
watroba 30
ptuca 31
ptuca 32, 33
jelito 32— 34
ptuca 29
ptuca 24, 25
trzustka 35
watroba 36
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Tabela 3.

Hamowanie proces6w kancerogenezy chemicznej przez BHA podawany po zakoriczeniu narazenia na kancerogen

kancerogen gatunek

dichlorowodorek mysz

I, 2-dimetylohydrazyny

benzo(a)piren mysz

dietylonitrozoamina szczur

chomik

dibutylonitrozoamina chomik

2, 2'-diokso-N-nitrozo chomik
dipropyloamina

N-etylo-N-hydroksy- szczur
etylonitrozoamina

dimetylobenzo(a)antracen szczur

rogenu i przeciwutleniacza nie musi by¢ taka sama.

Przedstawione zaleznos$ci czasowe podania kance-
rogenu iprzeciwutleniacza sugerujg, ze dziatanie BHA
dotyczy wczesnych etapow kancerogenezy, zwigza-
nych z inicjacja nowotworowg. W ostatnich latach
ukazaty sie jednak prace wskazujgce, ze przeciw-
utleniacz ten hamuje procesy nowotworzenia, takze
gdy jego podawanie w diecie zostanie rozpoczete juz
po zakonczeniu ekspozycji na kancerogen (Tab. 3).

Stwierdzono, ze oprécz wiasciwosci przeciwnowo-
tworowych BHA moze réwniez wykazywacé dziatanie
hamujace mutagennos$é wielu zwigzkéw chemicznych
in vitro [42] lub in vivo [43].

Powyzsze wyniki wskazujg, na ztozono$¢ dziatania
przeciwnowotworowego i przeciwmutagennego BHA.
Poddawanych jest pod dyskusje [44] kilka niezalez-
nych mechanizméw dziatania tego przeciwutleniacza,
ktdére zostang omdwione ponizej.

I1-1. Zapobieganie aktywacji metabolicznej
prokancerogenu przez BHA

Oksydazy o mieszanej funkcji (OMF) to enzymy
powodujace — w wiekszosci wypadkow — aktywa-
cje prokancerogenu do rakotwdrczego metabolitu.
Wptyw BHA na aktywno$¢ OMF jest niejasny irézny
w zaleznoéci od uktadu badawczego. BHA podawany
w diecie, w zaleznos$ci od uzytego substratu, obniza, nie
zmienia lub podwyzsza aktywno$¢ OMF [45—47].

Réwniez analiza ilosci cytochromu P-450 nie do-
starcza jednoznacznych informacji; podawanie zwie-
rzetom BHA w paszy obniza [45], nie zmienia [47] lub
podnosi [48] zawarto$¢ cytochromu P-450. Brak
korelacji pomiedzy zmianami ilosci cytochromu P-450
a aktywnosciag OMF sugerujg, ze BHA zmienia
ilosSciowo rézne formy cytochromu P-450. Wskazuje
na to dodatkowo kilka faktéw: a) odmienne widma
spektralne kompleksu cytochromu P-450 z izocyjan-
kiem etylu [49]; b) wzrost wrazliwo$ci na hamowanie
aktywnosci cytochromu P-450 wywotane a-naftofla-
wonem [49]; ¢c) zmiany w metabolizmie benzo(a)pirenu
(BP) [26, 27, 47]; d) obnizenie wigzania metabolitow
BP z DNA iz innymi wielkoczasteczkowymi sktadni-
kami komaérki in vitro i in vivo [26, 27, 45, 47, 48].

Sadzi sie, ze zmiany w metabolizmie BP mogg by¢
jedng z przyczyn obnizenia wigzania sie reaktywnych
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narzad pisSmiennictwo
jelito grube 37
ptuca 25
watroba 38
watroba 39
watroba 39
trzustka, watroba 40
watroba 41
gruczot sutkowy 28

metabolitow BP z DNA. Z kolei wielko$¢ wigzania BP
zDNA dobrze koreluje z obnizeniem przez BHA iloSci
nowotworéw ptuc i przedzotgdka myszy wywotanych
podaniem BP [48]. Generalnie mozna stwierdzi¢, ze
BHA obniza catkowity metabolizm BP [26, 27, 47]
oraz powoduje procentowy wzrost ilosci metabolitow
BP nie wykazujacych rakotwdrczych wtasciwosci [50].

Na zmiane metabolizmu prokancerogenéw, précz
zmian iloSciowych form cytochromu P-450, mogg miec
wptyw inne modyfikacje w obrebie ukiadu OMF.
Reduktaza NADPH-cytochrom P-450 nie tylko moze
redukowac¢ cytochrom P-450, ale takze pewne meta-
bolity prokancerogend6w, np. chinony BP [51]. Poda-
wanie BHA zwierzetom zwieksza aktywnos$¢ tej re-
duktazy, a takze dodatkowo ilo$¢ cytochromu b5 [52].

Nie mozna rowniez wykluczy¢ wptywu bezposred-
niej interakcji BHA z cytochromem P-450 na meta-
bolizm zwigzkéw rakotwdrczych. Wielu autoréw [26,
42, 44, 53, 54] zaktada, ze BHA moze wigzaé sie
z cytochromem P-450 lub z kompleksem cytochrom
P-450 substrat, powodujagc obnizenie szybkosci lub
zmiane rejonu hydroksylacji ksenobiotyku. Przema-
wiajg za tym nastepujgce fakty: a) BHA ijego metabo-
lity sq obecne we frakcji mikrosomalnej hepatocytow
mysich po dtugoterminowym podawaniu [50]; b) BHA
tworzy z cytochromem kompleks dajacy widmo spek-
tralne typu 1 [53]; ¢) BHA in vitro kompetencyjnie
i niekompetencyjnie hamuje aktywnos¢ OMF [54];
d) BHA in vitro hamuje niekompetencyjnie metabo-
lizm 7,8-dihydroksy BP [55] natomiast nie ma wplywu
na wigzanie rakotwdrczego epoksydiolu BP (EDBP)
z DNA in vitro [56—56]; e) BHA obniza in vitro
mutagenne wtasciwosci BP [42] oraz wigzanie BP
z DNA [53].

Przedstawione tu wyniki na przyktadzie BP sugeru-
ja, ze BHA moze modyfikowa¢ aktywacje prokance-
rogenu w dwojaki sposéb: badz poprzez bezposrednie
oddziatywanie na cytochrom P-450 badz posrednio,
poprzez selektywng modyfikacje elementéw systemu
OMF.

Phytochemical Society of Europe Meeting

on ,,Seed Storage Compounds:

Biosynthesis, Interactions and Manipulation",
Bristol. UK, 7-9 September 1992

Info: Professor P R Shewry,

Long Ashton Research Station,

Long Ashton, Bristol BS18 9AF, UK.
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11-2. Bezpos$rednie interakcje pomiedzy
kancerogenem a BHA

Jak wspomniano wcze$niej, BHA zapobiega auto-
oksydacji kwasow ttuszczowych wychwytujac ineutra-
lizujgc wolne rodniki tworzgce sie w tym procesie [1],
Nie mozna wiec wykluczy¢, iz zwigzek ten moze
reagowac z innymi wolnymi rodnikami, wykazujgcymi
wiasciwosci rakotworcze.

Wykazano, ze BHA moze wchodzi¢ w interakcje
zrodnikami 6-fenoksy BP [57] oraz tworzy¢ komplek-
sy z metyloazoksymetanolem [58]. Z drugiej strony,
BHA nie ma wiasciwosci zapobiegania wigzania sie
EDBP z DNA co mogtoby sugerowaé, ze interakcja
bezposrednia miedzy tymi zwigzkami nie jest mozliwa
[56]. Gdyby mechanizm wytapywania wolnych rod-
nikbw przez BHA lub tworzenia kompleksow z kan-
cerogenem miat istotny wptyw na jego wiasciwosci
antynowotworowe, zwigzek ten wykazywatby niespe-
cyficzne dziatanie przeciwnowotworowe. Tak jednak
niejest, mimo ze stwierdza sie obecnos$¢ tego zwigzku w
narzadzie lub tkance podlegajgcej procesowi kancero-
genezy chemicznej.

11-3. Podwyzszanie metabolicznej detoksykacji
kancerogenu przez BHA

Karmienie zwierzat BHA powoduje indukcje ak-
tywnosci wielu enzymoéw zlokalizowanych gtownie w
watrobie, ale rowniez w innych narzadach i tkankach
[44],

S-arylotransferazy glutationowe (EC.2.5.1.18.) (SAG)
katalizujg reakcje wigzania wielu elektrofilowych
i lipofilowych zwigzkéw z glutationem. Reakcja ta jest
uwazana za jedng z gtdwnych drog prowadzacych
do wydalania ksenobiotykéw, a zarazem za sposob
ochrony komdrki przed uszkodzeniami wywotanymi
zwigzkami elektrofilowymi. BHA podwyzsza aktyw-
nos¢ SAG w stosunku do ro6znych substratow w
roznych tkankach od 2 do 11 razy [59, 60]. Spar-
nins i Wattenberg [60] wykazali zalezno$¢
pomiedzy wzrostem aktywnos$ci SAG a spadkiem
ilosSci nowotworow przedzotgdka myszy, wywotanych
BP. Stwierdzono réwniez, ze BHA powoduje wzrost
zawarto$ci zredukowanego glutationu w roznych
tkankach zwierzat doswiadczalnych, czemu towa-
rzyszy wzrost aktywnosci reduktazy glutationowej
(EC.1.6.4.2)) i dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej
(EC.1.1.1.43.) [6].

Drugim enzymem, ktoérego aktywnos$¢ jest induko-
wana w réznych tkankach przez BHA jest dehydro-
genaza NAD(P)H-chinon (EC.1.6.99.2.) (RCh). BHA
podawany w diecie indukuje aktywno$¢ tego enzymu
od 5 do 10 razy w cytozolu i mikrosomach watroby
myszy i szczuréw. W zrost aktywnos$ci RCh powodu-
jacy powstawanie hydrochinon6w, ktére moga by¢
wydalane z organizmu w postaci glukuronidow, wy-
daje sie by¢ czynnikiem podwyzszajacym detoksykacje
[62].

Podawanie zwierzetom BHA powoduje istotny
wzrost aktywnosci cytozolowej dehydrogenazy UDP-
-glukozowej (EC.l.1.1.22)) oraz mikrosomalnej UDP-
-glukuronylotransferazy (EC.2.4.1.17.). Wzrost aktyw-
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nosci tych enzyméw powoduje np. wzrost sprzegania
fenoli, chinondéw i dihydrodioli BP z kwasem gluku-
ronowym [62].

Ostatnim z omawianych enzymoéw, ktérych aktyw-
no$¢ indukuje BHA, jest hydrolaza epoksydowa
(EC.4.2.1.63.) (HE). W zrost aktywnos$ci tego enzymu w
zaleznosci od substratu, gatunku zwierzecia i bada-
nego narzagdu moze wahac sie od 2 do 11 razy [62]. W
zaleznosci od kancerogenu rola HE moze by¢ r6zna. W
przypadku jednak, gdy ostatecznym kancerogenem
jest metabolit bedacy substratem HE, dziatanie BHA
mozna traktowac jako wzmagajagce detoksykacje.

I1l. Kancerogenne dziatanie BHA

Oproécz szeregu badan nad ewentualnymi wtasci-
wosciami toksycznymi, BHA poddawany byt takze
ocenie dziatania mutagennego i kancerogennego. Wie-
lokrotnie wykazywano brak jego wtasciwosci muta-
gennych wréznych testach krétkoterminowych, w tym
w tescie Amesa zaréwno z uzyciem systemu aktywacji
metabolicznej jak i bez [43]. Doniesienia o ewentual-
nym mutagennym dziataniu BHA ijego metabolitow
sg nieliczne i stabo udokumentowane [63].

Przez wiele lat uwazano BHA za zwigzek takze
niekancerogenny. Wskazywaly na to liczne badania, w
ktérych przeciwutleniacz ten nie wykazywat kancero-
gennego dziatania w: zotgdku swin, pséw, chomikow,
szczuréw i myszy, a takze ptucach myszy i przetyku
pséw [25, 64, 65].

W S$wietle powyzszych badan zaskakujgce okazaty
sie obserwacje Ito i wsp. [66]. Zmieniajagc nieco
stosowane dotad warunki doswiadczenia (wyzsze
dawki BHA oraz wydtuzony czas obserwacji) wykazali
oni, ze BHA wywotuje hiperplazje, brodawczaki i raka
przedzotadka u szczuréw F-344. Kolejne prace tego
zespotu, jak i innych autoréw potwierdzity te obser-
wacje zaréwno na szczurach, chomikach jak i myszach
[67—69]. Za kancerogenne dziatanie BHA w przed-
zotagdku chomikéw odpowiedzialny byt 3-izomer
[69], Ponadto Sakai i wspoOtautorzy
stwierdzili, ze 3-BHA i jego metabolit tert-butyl-
-1,4-benzochinon wykazuja wtasciwosci transformuja-
ce w stosunku do komdérek BALB/3T3.

Wraz z doniesieniami o rakotwérczych witasciwos-
ciach BHA ukazaty sie prace wskazujagce na promo-
cyjne dziatanie tego zwigzku. Obserwowano je, gdy
BHA podawany byt w diecie (1—2%), po fazie inicjacji
nowotworowej wywotanej réznymi zwiagzkami che-
micznymi (Tab. 4). Nalezy przy tym zauwazy¢, ze w
analogicznych uktadach doswiadczalnych BHA moze
nie zwiekszac ilosci nowotworéw indukowanych tymi
samymi zwigzkami w innych tkankach lub nawet ja
obnizaé [68, 74, 73].

Mechanizm kancerogennego i promocyjnego dzia-
tania BHA nie jest dotagd poznany. Wykazano, ze
przeciwutleniacz ten dziata na nabtonek przedzotgdka
bezposrednio, bez aktywacji metabolicznej. Dziatanie
to nie zalezy od jego wigzania sie z DNA i RNA [75],
Stwierdzono jednak, ze 3-BHA in vivo wigze sie
selektywnie z biatkami mikrosomalnymi przedzotad-
ka, a takze z komdrkowymi tiolami [76]. Sugeruje sie
ponadto, ze nowotworowe dziatanie BHA moze by¢
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Tabela 4.

Promocyjne dziatanie BHA

kancerogen gatunek

N-butylo-N-(4-hydroksy- szczur
butylo)nitrozoamina

metylonitrozomocznik szczur

szczur

N-etylo-N-hydroksy- szczur
etylonitrozoamina

N-metylo-N'-nitro-N- szczur
nitrozoguanidyna

N-dietylonitrozoamina mysz

N, N-dibutylonitrozoamina szczur

N-nitrozopirolidyna mysz

wynikiem oddziatywania tego zwigzku na lipidy bto-
nowe [9], Ostatnio stwierdzono, ze BHA znacznie
obniza wzajemng wymiane czgsteczek chemicznych
pomiedzy komdrkami watroby szczura. Jest to fakt
znaczacy zwazywszy, ze inhibicja biochemicznej wy-
miany informacji pomiedzy komaorkami jest charakte-
rystyczna dla zwigzkéw o wtasciwosciach promocyj-
nych [77].

Rakotwdrcze i promocyjne wiasciwosci BHA obser-
wowane sa, gdy stosuje sie wysokie dawki prze-
ciwuleniacza w diecie (1—2%). Natomiast dziata-
nie prewencyjne BHA ma miejsce w znacznie nizszych
stezeniach (0,2—0,75%). Ponadto wtasciwosci prze-
ciwnowotworowe BHA obserwowane sg gtéwnie, gdy
podawany jest on przed lub réwnolegle z kancero-
genem, podczas gdy dziatanie promocyjne wymaga
podania przeciwutleniacza po fazie inicjacji nowo-
tworowej. Powyzsze fakty sugeruja, ze mozemy unik-
nag¢ negatywnych skutkéw dziatania BHA w proce-
sach kancerogenezy chemicznej, na rzecz niewatpli-
wych korzysci ptyngcych z jego dziatania prewencyj-
nego. Tym bardziej, ze dzienne spozycie przeciw-
utleniaczy jest bardzo niskie w porownaniu z dawka-
mi stosowanymi przez toksykologéw. Nalezy sadzic,
ze dopiero catkowite poznanie mechanizméw dzia-
tania BHA zaréwno w kierunku przeciwnowotwo-
rowym, jak i kancerogennym rozstrzygnie o mozli-
wosci przysztego stosowania tego zwigzku w praktyce.
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XXVII' ZJAZD POLSKIEGO
TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

LUBLIN, 18—20.09.1991 r.

SPRAWOZDANIE

W dniach 18—20 wrze$nia 1991 roku obradowat w
Lublinie XXVII Zjazd Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego. Obrady Zjazdu odbywaty sie na terenie
Miasteczka Uniwersyteckiego w salach Wydziatu Che-
mii, Ekonomii oraz Prawa i Administracji Uniwersy-
tetu Marii Curie Sktodowskiej.

W Zjezdzie uczestniczyto okoto 400 zarejestrowa-
nych cztonkéw isympatykéw PTBioch. z kraju oraz 12
gosci z zagranicy (Francja, Holandia, Litwa,
Zwigzek Radziecki). Najwieksza grupe stanowili gos-
cie z Francji (7 oséb). Wiekszo$¢ uczestnikéw Zjazdu
(okoto 300) korzystata z zakwaterowania w Domu
Studenckim UMCS ,Helios” oraz Hotelu Studenta
Zaocznego UMCS. Pozostali uczestnicy byli zakwa-
terowani w Hotelach Miejskich. Wszystkim uczestni-
kom zaoferowano obiady w stotowce akademickiej
UMCS po umiarkowanej cenie. Ponadto w obiektach
w ktérych odbywaty sie obrady Zjazdu czynne byty
bufety serwujace, oprécz positkéw typu $niadania,
robwniez dania gorgce.
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Po oficjalnym otwarciu Zjazdu (18 wrze$nia, godz.
10°°), powitaniu zaproszonych gosci i uczestnikow
rozpoczeta sie sesja plenarna, podczas ktorej referat
wygtosit Prof. dr hab. Andrzej Legocki pt:
~Molekularne podstawy organospecyficznej ekspresji
genow.”

Dalszy naukowy program Zjazdu wypetnito szes¢
nastepujacych sympozjow:

A — ,Molekularna regulacja proces6w wzrostu ir6z-
nicowania komdérek somatycznych” (organiza-
tor: Prof. dr hab. D. Rozynkow a).

B — ,Procesy biotechnologiczne w produkcji zy-
wnosci i ochronie $Srodowiska” (organizator:
Prof. dr hab. A. Leonowicz).

C — ,Toksyczne oddziatywanie czynnikéw $rodo-

wiska na organizmy zywe” (organizator: Prof. dr
hab. Z. Tynecka).

D — ,L,tRNA isyntetazy aminoacylo-tRNA” (organi-
zator: Prof. dr hab. T. Borkowski).

E — ,Patochemia tkanki #tacznej” (organizator:
Prof. dr hab. E. Bafnkowski).
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F — ,French — Polish Symposium on calcium
Metabolism” (organizator: Prof. dr hab.
Z.Porembsk a).

Ponadto zorganizowano sesje posterowg ,R”, w
ramach ktdrej prezentowane byly prace o rdznej
tematyce w postaci plakatow.

W toku szesciu wyzej wymienionych sympozjow i
sesji ,,R” wygtoszono tacznie 28 referatow, 22 komu-
nikaty oraz zaprezentowano 317 prac w formie poste-
row. W poszczeg6lnych sympozjach tematycznych i

sesji ,R” liczby referatow, komunikatéw i posterow
wynosifa:
Sympozjum Referaty Komunikaty Postery
A 5 32
B 6 — 99
C 8 15 62
D 6 - 7
E 3 — 18
F 7 1
sesja R — — 98
28 22 317

Nalezy podkresli¢, ze Zjazd cieszyt sie duzym zain-
teresowaniem zaréwno uczestnikéw jak i catego lu-
belskiego srodowiska naukowego, zwigzanego niekie-
dy bardzo luzno z biochemia, z uwagi na atrakcyjna
tematyke poszczegbélnych sympozjow.

Podczas Zjazdu odbyt sie Konkurs dla miodych
biochemikow o Nagrode im. Wiodzimierza
Mozotowskiego. Komisji konkursowej prze-
wodniczyt Prof. dr hab. T. Borkowski z Zaktadu
Chemii Fizjologicznej AM. Do konkursu zgtoszono 5
prac, ktérych autorami byli mtodzi biochemicy z
Poznania (2 prace), Warszawy (2 prace) i Bydgoszczy
(1 praca).

Laureatem Konkursu zostat mgr Jacek Kra-
jewski z Instytutu Chemi Bioorganicznej PAN w

Pokwitowanie dla wptacajgcego

NVzZh. oo Zhon e,
SHOWNI€....coiviieiie e stownie...............
wplacajacy. wptacajgcy

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

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

P.B.K. XI1I/0 W-wa, Al Jerozolimskie
370044-1225-139-11
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Poznaniu, ktory przedstawit prace pt. ,,Struktura U5
SsnRNA z tubinu biatego”. Laureat zostal uhonoro-
wany dyplomem i nagroda pieniezng w wysokosci
2.000.000, - 1zt (dwa miliony) ufundowang przez
Oddziat Gdanski PTBioch. Wynik Konkursu zostat
ogtoszony bezposrednio po obradach Komisji, za$
uroczyste wreczenie Nagrody im. Wtodzimierza
Mozotowskiego mialo miejsce w drugim dniu
Zjazdu przed rozpoczeciem obrad sympozjum D,
ktérego organizatorem byt Przewodniczagcy Komisji
Konkursowej.

Obradom Zjazdu towarzyszyta wystawa sprzetu
laboratoryjnego, aparatury i odczynnikéw. Swoje wy-
roby prezentowato 28 firm krajowych i zagranicznych.
Ponadto kilka firm skorzystato z naszej oferty doty-
czacej umieszczenia reklam w Materiatach Zjazdo-
wych.

W przeddzien Zjazdu odbyto sie zebranie Zarzadu
Gtéwnego PTBioch. posSwigcone gtownie sprawom
biezacym oraz organizacji Zjazdu w todzi w 1992
roku.

W pierwszym dniu Zjazdu w godzinach wieczornych
Komitet Organizacyjny zaprosit wszystkich chetnych
na koncert Zespotu Tarnca Ludowego UMCS. Zespdt,
pomimo zmeczenia podr6zg (wtasnie tego dnia wrocit
ze swych wystepow w Hiszpanii), zaprezentowat wspa-
niaty program (opinia uczestnikow). Szkoda, ze sto-
sunkowo mato os6b zdecydowato sie skorzysta¢ z
naszej propozycji.

Wieczordm drugiego dnia Zjazdu, odbyto sie spot-
kanie towarzyskie. W imprezie zorganizowanej w sali
barowej Hotelu Studenta Zaocznego uczestniczyto
okoto 120 oséb.

W trzecim dniu Zjazdu, w godzinach popotudnio-
wych, zorganizowano wycieczke do Muzeum Wnetrz
Patacu w Koztéwce. Autokar na w/w wycieczke zostat
udostepniony organizatorom nieodptatnie przez J. M.
Rektora KUL.

Odcinek dla posiadacza rachunku

imie. nazwisko, doktadny adres z kodera pocztowym

na rachunek
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370044-1225-139-11
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W sobote 21. 09. 1991 r. autokar, udostepniony za
czeSciowg odptatnosciag przez J. M. Rektora AR, zabrat
grupe uczestnikéw Zjazdu na wycieczke potaczong ze
zwiedzaniem Nateczowa, Kazimierza i Putaw. Obyd-
wie wycieczki byty bardzo udane, jak stwierdzili biorg-
cy w nich udziat uczestnicy Zjazdu.

Dla gosci z Francji zorganizowano (wprawdzie
odptatnie) transport z Warszawy do Lublina i z
powrotem oraz odrebng wycieczke, w ramach ktorej
mogli oni zwiedzi¢ Lublin i okolice, Patac w Koztowce,
Nateczow i Kazimierz.

Na organizacje Zjazdu Komitet nie uzyskat zadnych
dotacji ze strony Towarzystwa Biochemicznego (jedy-
nie w formie pozyczki 5 milionéw ztotych) badz
Polskiej Akademii Nauk. Nie uzyskat tez zadnych
dotacji od ewentualnych sponsordéw. Jedyny wyjatek
to 350 sztuk reklamowek z Zaktadow Azotowych
»Putawy”. Koszty organizacji Zjazdu zostaty pokryte
w duzej mierze z dochoddéw z wystaw i reklam. Zjazd
korzystat natomiast z pomocy zadeklarowanej przez
Srodowiskowe Kolegium Rektoréw, ktéremu aktual-
nie przewodniczy J. M. Rektor UMCS Prof. dr hab.
E. Gagsior. W tym miejscu organizatorzy Zjazdu
pragng podziekowa¢ J. M. Rektorowi UMCS oraz
Wiadzom pozostatych Uczelni za r6zne formy pomocy
jak udostepnienie sal wyktadowych na obrady i orga-
nizacje wystaw, druk Materiatow Zjazdowych po tzw.
kosztach wtasnych, transport, itp.

W rozliczeniu finansowym organizacji Zjazdu po-
zostaje pewna nadwyzka finansowa, ktorg organiza-
torzy chcieliby przeznaczyé¢ na fundacje Nagrody
im. W.Mozotowskiego, wsparcie finansowe Re-
dakcji Listow, a takze pewng jej cze$¢ przekazaé do
dyspozycji Zarzadu Gtownego.

Prof. dr hab. Maria Wojtas-W asilewska

ERRATA do zeszytu 3-4. 37, 1991.

Strona pierwsza okladki, trzecia pozycja spisu tresci

powinna brzmie¢ ,Fosfatydylocholina a substancje

sygnatowe".

str. 140, kolumna prawa, wiersz 8 i 15 od goéry: zamiast
+ powinno by¢ #*

str. 155, kolumna prawa, wiersz 2 od dotu. zamiast DNS
powinno by¢ DNA

str. 156, kolumna prawa, wiersz 11 od go6ry: zamiast
11507 powinno by¢ 1507

str. 159, kolumna lewa, wiersz 14 od dotu: zamiast
deoksytymina powinno by¢ deoksytymidyna

str. 159, kolumna prawa, wiersz 9 od gOry: zamiast
trojfosforan powinno by¢ trifosforan

str. 159, kolumna prawa, wiersz 18 od gory: zamiast
limofocytéw powinno by¢ limfocytéow

str. 160, kolumna prawa, wiersz 9 od dotu: zamiast
MPD(l) powinno by¢ MDP(l)

str. 162, kolumna lewa, wiersz 6 od gOry: zamiast
immunobglobulin powinno by¢ immunoglobu-
lin

str. 162, kolumna lewa, wiersz 23 od dotu: zamiast
wskazuje powinno by¢ wskazujg

Za wszystkie przeoczone btedy serdecznie prze-
praszamy P.T. Autoréw. Szczegdlnie serdecznie
przepraszamy Profesora Tadeusza Wilusza i Do-
cent Lidie Pass-Dziegielewska za btedne podanie

nazwis W imieniu Redakcji

Zofia Zielinska

Zmiany autorskie

str. 141, kolumna prawa, wiersz 5 od gory: zamiast alfa 2
powinno by¢ alfa2 a w wierszu 6 zamiast alfa2
powinno by¢ alfal

str. 160 kolumna prawa: zamiast Wz6r V. D-lakty-
lo-L-alanylo-y-D-glutamylo-(L)-mezo-a,8-
-diaminopimelilo-L-glicyna (FK 156) powinno
by¢ Wzér Ill. Muroktazyna (MDP-Lys-L1 8)

str. 160, kolumna prawa: zamiast Wz6r Ill. Muroktazyna
(MDP-l_ys-L18) powinno byé Wzdér IV.
N-Heptanoilo-y-D-glutamylo-(L)-mezo0-2,6-
-diaminopimelilo-L-alanina

str. 161, w Tabeli 1 Wz6r IV przedstawia strukture
zwigzku FK-565 chemiczna nazwa zwigzku
brzmi: N-Heptanoilo-y-D -glutamyto-(L) -me-
zo-2,6-diaminopimelilo-L-alanina

Aby zaprenumerowac ,Po-
stepy Biochemii” w 1992 r.
nalezy wptaci¢ odpowied-
nig kwote na konto banko-
we wydawcy (Polskiego
Towarzystwa Naukowego)
za pomocg przekazu zamie-
szczonego na odwrocie.
Zamoéwione egzemplarze
bedziemy wysyta¢ pocztg
na adres podany nam na
przekazie. Poniewaz odci-
nek przekazu docierajgcy
do nas jest jednoczesnie za-
moéwieniem, prosimy o bar-
dzo wyrazne napisanie
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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 Prenumerujac
dla instytuciji:

270000 z. ,,F_’OStpr""
Prenumerata krajowa BIO(_:hem“
indywidualna: wsplerasz
120000 z, (50% znizki dla -

cztonkéw Polskiego Towa- Swoje .

rzystwa Biochemicznego). czasopismo!
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Wskazowki
dla autoréw

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne
kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje prace prze-
gladowe omawiajgce biezace osiggniecia, 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 zjazdow, konferen-
cji iszkét, w ktérych biorg udziat cztonkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Bio-
chemii” moga mie¢ charakter artykutow monograficznych
(do 20 stron tekstu liczgc pisSmiennictwo itabele), minire-
views (do 10 stron tekstu), oraz krétkich not o najnowszych
osiggnieciach i pogladach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykulu odpowiadaja 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), wzoréw i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutdbw monograficznych na
rozdzialy i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuly tworza
spis tresci. Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdzialy nosza
cyfry rzymskie podrozdziaty odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 1-1, 1-2. Poprawnos¢ logiczna i stylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelnos¢. Autorzy
przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skrétéw, nawet jezeli bywajg uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac
podlega ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjne-
mu. Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrécenia tekstu
i wprowadzenie zmian nie wplywajacych na tre$¢ pracy,
deklaruje tez gotowos¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykulu do redakcji jest rdwnoznacznie
z oswiadczeniem, 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(jag) wtaczy¢ do swego autora artykutu
ilustracje publikowane przez autoréw prac cytowanych,
nalezy uzyskac¢ i przekaza¢ nam odpowiednig zgode na
przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujgcych
wskazowek szczegoétowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostron-

nie czcionka wielkosci standartowej, z podwdjng inter-
linig, 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 rownaé do prawego
marginesu).
W teksScie nie nalezy stosowac zadnych podkreslen, 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 wpisac¢ otéwkiem 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
autorow, tytut artykutu w jezyku polskim i angielskim oraz
— w prawym dolnym rogu — liczbe tabel, rycin, wzoréw
i fotografii oraz skrot 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-
réw iich miejsce pracy z adresem pocztowym oraz wykaz
stosowanych skrétow.

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

PISMIENNICTWO: Wykaz piémiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekScie, zaznacza sie je
liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe,
np. [3,7,9,—26]. Odnos$niki bibliograficzne winny mie¢
nowg uproszczong forme. Sposbéb cytowania czasopism
(1), monografii (2), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych
(3), rozdziatbw z toméw serii opracowanej przez tych
samych redaktoréw (4), rozdziatbw z tomow serii opraco-
wanych przez réznych redaktoréw (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 byé wyko-
nane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy
wykonaé tuszem na biatym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od
przysztej reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzace
do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejsza niz
5 mm. Na rysunkach nie naley umieszcza¢ opiséw stow-
nych, lecz postugiwacé sie skrétami. Osie wykreséw winny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o sto-
pniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. llustracji nie
nalezy witacza¢ w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio
ponumerowac: tabele i ryciny noszg cyfry arabskie, wzory
za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otowkiem 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 umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysun-
kowe za$ jedynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia
rycin sporzadza sie w postaci oddzielnego wykazu. llust-
racje nalezy podpisa¢ nazwiskiem pierwszego z autoréow
i pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,g0-
ra-dot” (otdwkiem, 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), wias-
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



XXVIII ZIAZD
POLSKIEGO
TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO

Zaproszenie

Serdecznie zapraszamy do udziatu w XXVI11 Ogdl-
nopolskim Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego, ktory odbedzie sie w todzi, w ter-
minie 16— 18 wrzes$nia 1992 r. Program naukowy
Zjazdu obejmuje wiele aspektow wspodtczesnej bio-
chemii, biologii molekularnej i biotechnologii, stwa-
rzajac mozliwosci przedstawienia i przedyskutowa-
nia najnowszych wynikéw badan w tym zakresie.

Komitet Organizacyjny

S. Bielecki (przewodniczacy), E Galas, M. Gnia-
zdowski, J. Greger, A. Jakubowski (skarbnik),
Z. Kilianska, L. Kilyszejko-Stefanowicz, W. Kra-
jewski, E Kwapisz (sekretarz), M. Kwinkowski,
L. Lachowicz, A. Lipinska, A. Plucienniczak,
M. Rézalski, L. Szmigiero, M. Turkiewicz, E Turska,
Z. Walter, W. Wasowicz, R. Wierzbicki, A. Zgirski
(v-ce przewodniczacy).

Prezentacja wynikow

Zaproszeni wyktadowcy wygtoszg referaty plenarne
isympozjalne. Uczestnicy Zjazdu przedstawia¢ beda
swoje prace w poszczegllnych grupach tematycz-
nych, w formie doniesien ustnych lub plakatowych
(wg wyboru Komitetu Organizacyjnego).

Miejsce obrad

Obrady Zjazdu odbywaé sie beda na terenie
Uniwersytetu £6dzkiego. Przewidujemy mozliwosé
zakwaterowania uczestnikéw w pobliskich domach
akademickich oraz hotelach miejskich.

Sekretariat

Dr inz. Ewa Kwapisz,

Instytut Biochemii Technicznej,
Politechnika t6dzka,

ul. Stefanowskiego 4/10,

90-924 t06dz,

tel. 31-34-39, tix 88-42-20 btz pl,
fax 36-85-22

Sympozja:

. Ekspresja genéw w systemach heterologicznych.
Biatka aparatu genetycznego.

Oddziatywanie ligandéw z DNA.

Wptyw mutagendw srodowiskowych na genom.
Metabolizm i funkcja peptydoéw biologicznie
czynnych.

Biotechnologia.

7. Doniesienia rézne.

Dyskusje panelowe

A. Nauczanie biochemii i biotechnologii w r6znych
typach szkét wyzszych.

B. Biotechnologia — teoria i praktyka (dyskusja
Z udziatem przedstawicieli przemystu).
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