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ARTYKULY

Specyfika powstawania i naprawy mutagennych uszkodzen

materiatu genetycznego

Site-specific formation and removal of mutagenic DN A damages

PIOTR WIDLAK*

Spis tresci:

I. Powstawanie mutacji

Il.  Czynniki okreslajgce podatno$¢ DNA na uszkodzenia
I11. Czynniki modyfikujgce tempo naprawy DNA

IV. Zwigzek miedzy naprawg DNA i mutageneza

Wykaz stosowanych skrotow: AF — 2-aminofluoren; AAF
— 2-acetyloaminoiluoren; AAAF — N-acetoksy-2-acetyloa-
minofluoren; AFI® — aflatoksyna Bp B(a)P — ben-
zo(a)pyren; BPDE — diolepoksyd benzo(a)pyrenu;
BcPHDE — diolepoksyd bezo(c)fenantrenu; BAA — al-
dehyd bromooctowy; CAA — aldehyd chlorooctowy; DMN
— N-dwumetyloN-nitrozoamina; ENU — N-etylo-N-nitro-
zomocznik; MNU — N-metylo-N-nitrozomocznik; GDA
— aldehyd epoksypropionowy; aprt — transferaza adeni-
no-fosforybozylowa; hprt— transferaza hipoksantyno-fos-
forybozylowa; dhfr — reduktaza dwuhydrofolianowa.

I. Powstawanie mutacji

U podstaw procesu ewolucji lezy rekombinacyjna
imutacyjna zmienno$¢ genetyczna. Zmienno$¢ genety-
czna jest wynikiem nie tylko mutacji spontanicznych
(takich jak: spontaniczna deaminacja metylocytozyny,
nieuprawnione parowanie tautomerycznych form cy-
tozyny i tyminy, czy biedy w replikacji DNA), ale
réwniez mutacji indukowanych przez fizyczne, chemi-
czne i biologiczne czynniki $rodowiskowe. Badajac
procesy ewolucji obserwuje sie zréznicowanie tempa
zmiennosci genetycznej, nie tylko na poziomie popula-
cji czy grup taksonomicznych, ale réwniez na poziomie
pojedynczego genomu. Podrecznikowym przyktadem
zréznicowania tempa zmienno$ci genetycznej na po-
ziomie genomu moga by¢, z jednej strony geny histo-
néw H4 i H3, a z drugiej geny immunoglobulin

* Dr n. med.; Zaktad Biologii Nowotworow, Instytut On-
kologii, 44-100 Gliwice.
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i apolipoprotein, ktdre tysigckrotnie r6znig sie szybko-
$cig powstawania niesynonimowych substancji. W ob-
rebie chromatyny obserwuje sie wystepowanie catych
regionéw materiatu genetycznego r6znigcych sie szyb-
koscig mutowania [1]. Przyktadem zrdznicowania
tempa procesOw mutagenezy, badanych na nizszym
poziomie organizacji materiatu genetycznego, jest obe-
cno$¢ tzw. goracych miejsc mutacyjnych (mutational
hot spots) w specyficznych sekwencjach na przykiad
onkogenow z rodziny ras [2] czy genu supresorowego
p53 [3]. W duzym uproszczeniu mozna powiedziec, ze
tempo powstawania mutacji zwigzane jest z wypad-
kowa szybkos$ci ,,wspétzawodniczacych” ze soba pro-
cesOw: uszkadzania i naprawy materiatu genetycznego.
Wydaje sie wiec, ze heterogennos$¢ procesdw mutage-
nezy musi by¢ zwigzana z heterogennos$cig proceséow
prowadzgcych do powstawania i usuwania uszkodzen
materiatu genetycznego. Niniejsza praca jest préba
przegladu wiadomosci dotyczacych specyfiki powsta-
wania i usuwania uszkodzen materiatu genetycznego,
badanej na réznych poziomach jego organizacji. Prd-
ba z konieczno$ci ograniczong do tylko niektérych
rodzajéw uszkodzen itylko niektérych mechanizméw
ich naprawy.

Do niebiologicznych czynnikéw $rodowiskowych
indukujacych uszkodzenia materiatu genetycznego,
oprdcz promieniowaniajonizujgcego czy Swiatta ultra-
fioletowego (UV), nalezg zwigzki genotoksyczne posia-
dajgce zdolno$¢ kowalencyjnego wigzania si¢ z DNA
i tworzenia tak zwanych ,adduktéw”. Zwigzki te,
z reguty wykazujgce wihasciwosci mutagenne i rako-
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tworcze, nalezg do kilku grup, takich jak na przyktad:
proste zwigzki alkilujgce (np. alkilonitrozomoczniki
czy alkilonitrozoaminy), policykliczne weglowodory
aromatyczne, aminy aromatyczne. O specyfice od-
dziatywan kancerogendw z materiatem genetycznym
decyduje struktura chemiczna zaréwno substancji ge-
notoksycznej jak i struktura uszkadzanych nukleo-
tydow (bedacych sktadnikiem podwdjnego heliksu
DNA). W wiekszosci przypadkéw kowalencyjne wig-
zania chemiczne powstajg pomiedzy centrum nukleo-
filowym w czasteczce kancerogenu a centrum elektro-
filowym na jednym z atoméw pierscienia puryny lub
pirymidyny (bardzo czesto jest to atom azotu). Wiado-
mo, ze kazda z grup zwigzkow genotoksycznych wigze
sie wybidrczo ze specyficznym miejscem nukleotydu.
I tak na przyktad proste zwiazki alkilujace wigza sie
gtownie z N7 (i stabiej O6) guaniny oraz O2 i O4
tyminy; aminy aromatyczne wigzg sie preferencyjnie
z C8 i N2 guaniny; za$ policykliczne weglowodory
aromatyczne z N7 i N2 guaniny oraz N6 adeniny
[przeg. 4]. Uszkodzeniaindukowane przez $wiatto UV
to cyklobutanowe dimery pirymidynowe i (w mniej-
szych ilosciach) fotoprodukty (6-4)-dipirymidyny, two-
rzone pomiedzy sasiadujacymi w tej samej nici DNA
pierscieniami pirymidynowymi. Powstate zas w wyni-
ku dziatania promieniowania jonizujgcego rodniki
OH powodujg pekniecia wigzan fosfodwuestrowych
oraz powstawanie glikolu tyminy. Ro6zne rodzaje
uszkodzenn indukowane przez ten sam zwigzek sg
w réznym stopniu mutagenne i kancerogenne. | tak
wydaje sie, ze alkiloaddukty z tyming i addukty
tworzone przez policykliczne weglowodory aromaty-
czne z adening moga by¢ bardziej kancerogenne niz
addukty tworzone przez te zwigzki z innymi nukleo-
tydami. Uszkodzenia indukowane przez r6zne czyn-
niki sg przyczyng réznych rodzajow mutacji. W przy-
padku genéw transferaz adenino- i hipoksantyno-
fosforybozylowej (aprt i hprt) stwierdzono, ze czynniki
takie jak aldehyd octowy, tlenek etylenu i promienio-
wanie jonizujgce indukujg powstawanie duzych dele-
cji, promieniowanie UV indukuje gtéwnie tranzycje
GC-> AT, addukty indukowane przez proste zwiazki
alkilujagce tranzycje GC-> AT i AT-> GC, za$
addukty indukowane przez B(a)P transwersje GC- >
TA [przeg. 5].

Il. Czynniki okres$lajgce podatno$¢ DNA na
uszkodzenia

Wiekszos¢ zwigzkéw genotoksycznych aczy sie
preferencyjnie z nukleotydem deoksyguanylowym. Je-
dnak z punktu widzenia genetyki i biologii molekular-
nej istotne jest to, ze w obrebie genomu rézne nukleo-
tydy deoksyguanylowe (jak i pozostate nukleotydy)
w réznym stopniu podatne sg na uszkodzenia i na-
prawe. Stwierdzono, iz r6zne sekwencje powtarzajgce
sie obecne w genomie szczura kilkunastokrotnie r6znig
sie podatnoscig na tworzenie adduktéw z N-hydroksy-
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AAF [6]. Jeszcze wiekszg zmienno$¢ w podatnos$ci na
uszkodzenia wykryto w genie supresorowym supF
tRNA. Okazato sig, ze r6zne miejsca dipirymidynowe
w obrebie tego genu kilkudziesieciokrotnie réznig sie
podatnoscig na tworzenie fotoproduktow indukowa-
nych przez Swiatto UV [7]. Jednym z czynnikow
determinujacych podatno$¢ nukleotydu na uszkodze-
nie jest jego najblizsze sasiedztwo, czyli sekwencja
w jakiej znajduje sie dany nukleotyd. Badano reaktyw-
nos$¢ znajdujacego sie w réznym kontekscie sekwencyj-
nym nukleotydu deoksyguanylowego na tworzenie
adduktow z takimi zwigzkamijak MNU, ENU, B(a)P,
AFBXczy mitomycyna C. We wszystkich przypadkach
stwierdzono, ze zaréwno nukleotyd wystepujacy od
strony 5’jak iod strony 3’nukleotydu deoksyguanylo-
wego ma wptyw na reaktywno$¢ guaniny [8-10].
W przypadku uszkodzeri indukowanych przez AFBX
stymulujacy wptyw sasiedztwa na reaktywnos$¢ guani-
ny wygladat nastepujgco: G >C >A > T od strony 5’
iG>T>C>Ao0d strony 3" [11].

Innym czynnikiem, majagcym wptyw na reaktywnos¢
nukleotydu, jest struktura przestrzenna fragmentu
DNA. Jadrowy DNA wykazuje zwykle strukture pra-
woskretnego dwuniciowego heliksu (forma B-DNA).
Jednak w obrebie niektdrych sekwencji, np. sekwencji
bogatych w pary GC czy tzw. sekwencji palindromo-
wych, mozliwe jest lokalne przechodzenie struktury
B-DNA w lewoskretng strukture Z-DNA, trojniciowg
strukture H-DNA lub strukture czteroniciowg. Stwier-
dzono, ze niektére kancerogeny wykazujg zdolno$¢
wybiérczego uszkadzania nukleotydéw w sekwenc-
jach o nietypowej strukturze. Hydroksylamina wigze
sie preferencyjnie z cytozynami w sekwencjach pomie-
dzy dwiema strukturami Z-DNA oraz pomiedzy Z-
DNA a B-DNA [12], Podobnie CAA, GDA i AAAF
wigzg sie preferencyjnie z nukleotydami w obrebie
sekwencji o strukturze innej niz B-DNA, takich jak
struktura czteroniciowg czy przejScie pomiedzy B-
DNA a Z-DNA [13, 14], Wiadomo roéwniez, ze
addukty indukowane przez takie zwiazki jak AAF
i B(a)P moga by¢ przyczyna lokalnego zaburzania
struktury B-DNA, np. powodujac formowanie struk-
tury Z-DNA [15, 16]. Stwierdzono, ze utworzenie
jednego adduktu ma wptyw na reaktywno$¢ sasiaduja-
cych nukleotydéw. Mogtoby to by¢ spowodowane
zmianami ich nukleofilowosci lub lokalnymi zmianami
struktury przestrzennej DNA [8].

Wieksza cze$¢ jadrowego DNA ma strukture nuk-
leosomowa; mozna wyr6znié¢ segmenty o dtugosci ok.
200pz, w ktérych core DNA ,owiniety” jest wokot
biatkowego rdzenia nukleosomu, a pozostata czesc
(tzw. linker DNA) tworzy #acznik pomiedzy nukleo-
somami. Okazuje sie, ze r6znigce sie stopniem konden-
sacji DNA rdzeniowy itgcznikowy rdznig sie rowniez
podatnosciag na uszkodzenia. Zaroéwno (6-4)-dipirymi-
dyny indukowane przez promieniowane UV [17], jak
addukty tworzone przez BPDE [18] i antybiotyki
antracyklinowe [19] powstajg w DNA tgcznikowym
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z wiekszg wydajnoscig niz w DNA owinietym wokdt
rdzenia nukleosoméw. Wplyw stopnia upakowania
chromatyny na powstawanie uszkodzen DNA po-
twierdzajg réwniez badania DNA plemnikéw. W jad-
rach plemnikow w ,upakowywaniu” DNA biorg
udziat protaminy, co powoduje wyjatkowo silng kon-
densacje ich chromatyny. Wysoki stopieA kondensacji
chromatyny plemnikéw jest prawdopodobnie przy-
czynajej niskiej podatnos$ci na uszkodzenia indukowa-
ne przez zwigzki chemiczne [przeg. 20].

Wiekszo$¢ DNA o stabym stopniu kondensacji, nie
majgce struktury nukleosomowej i czesto wykazujace
strukture inng niz B-DNA, to sekwencje regulatorowe
wigzgce specyficzne biatka. Sekwencje takie obecne sg
w regionach promotorow i sekwencji wzmacniajgcych
(enhancer) genéw aktywnych transkrypcyjnie lub wob-
rebie miejsc startu replikacji (sekwencje ori). Okazuje
sie, ze liczne kancerogeny wigzg sie preferencyjnie
z takimi wiasnie miejscami regulatorowymi. Stwier-
dzono, ze zarowno AAAF [21] i BPDE [18] wybior-
czo uszkadzajg nukleotydy w okolicy sekwencji ori
chromosomu wirusa SV40. Roéwniez sekwencje znaj-
dujace sie po stronie 5’ genu /i-globiny kurczaka
i zawierajgce elementy regulujgce jego transkrypcje sg
bardziej niz pozostate czesci genu podatne na uszko-
dzenia indukowane przez BAA [22] i BPDE [23],
Z jader komorkowych mozna tatwo usungC niewielka
frakcje DNA, silnie podatnego na dziatanie nukleaz
i zawierajgcego fragmenty gendéw aktywnych trans-
krypcyjnie. Stwierdzono, ze liczne kancerogeny, takie
jak AAF [24], B(a)P [25] czy DMN [26], podawane in
vivo szczurom, wigzg sie preferencyjnie z sekwencjami
obecnymi w tej frakcji DNA z jader hepatocytéw.
Badania nad specyfikg mutacji indukowanych promie-
niowaniem UV w genie hprt fibroblastow sugeruja, ze
fotoprodukty powstajg czesciej na nici transkrybowa-
nej [27, 28]. Stwierdzono roéwniez, ze wiazanie biat-
kowego czynnika transkrypcyjnego moze zwigkszac
czesto$¢ powstawania fotouszkodzeh w obrebie sek-
wencji promotorowych wigzacych czynnik transkryp-
cyjny [29]. Innym czynnikiem zwigkszajgcym podat-
no$¢ DNA na uszkodzenia jest jego replikacja. Stwier-
dzono, ze sekwencje znajdujgce sie w okolicy widetek
replikacyjnych sg wybidrczo atakowane przez MNU
[30], BPDE [31] i AAAF [32], Najprawdopodobniej
zwiekszona podatno$¢ DNA aktywnego replikacyjnie
i transkrypcyjnie na dziatanie czynnikéw genotoksycz-
nych zwigzana jest z: (I)jego niskim stopniem konden-
sacji, (2) obecnoScig struktur przestrzennych typowych
dla aktywnego DNA, (3) brakiem struktury nukleo-
somalnej lub (4) obecnoscig zmienionych form nukleo-
soméw [przeg. 33].

Chromatyna jader interfazowych zorganizowana
jest w petle powstajgce w wyniku oddziatywania DNA
z biatkowym szkieletem jgdrowym (tzw. macierz jad-
rowa). Fragmenty petli DNA zwigzane z macierzg
jadrowg zawierajg sekwencje typu MAR (matrix at-
tached region), sekwencje ori, czes¢ gendéw aktywnych

1%

transkrypcyjnie i sekwencje regulujgce transkrypcje.
Z tg strukturg zwigzana jest regulacja procesdw re-
plikacji, transkrypcji iré6znicowania [przeg. 34], Wiele
danych wskazuje na to, ze kancerogeny nalezgce do
prostych zwigzkéw alkilujacych [26], policyklicznych
weglowodoréw aromatycznych [25, 35-37] i amin
aromatycznych [38] wigzg sie wybidrczo do sekwencji
obecnych w macierzy jadrowej.

I11. Czynniki modyfikujgce tempo naprawy
DNA

W jadrze komérkowym funkcjonuje kilka niezalez-
nych system6éw naprawy urzadzen DNA. Do mniegj
skomplikowanych, ajednoczes$nie rozpoznajacych tyl-
ko niewielka cze$¢ uszkodzen, nalezg: fotoliazy roz-
szczepiajgce fotodimery dipirymidynowe; O h-alkilo-
guanino-DNA-alkilotransferazy usuwajgce reszty me-
tylowe ietylowe z guaniny; specyficzne DNA-glikozy-
lazy usuwajgce zmodyfikowane puryny (powstajg przy
tym miejsca apurynowe, ktdre przy udziale inwertaz
moga byé wypetniane bez rozerwania wigzan fosfod-
wuestrowych). Bardziej skomplikowanym systemem,
w ktdrym wspotpracujg liczne biatka, jest mechanizm
naprawy przez wycinanie (excision repair). System ten
rozpoznaje i naprawia takie uszkodzenia jak miejsca
apurynowe, fotoprodukty iaddukty indukowane przez
liczne zwigzki chemiczne. W uproszczeniu funkcjonuje
on tak, ze specyficzne biatka rozpoznajg uszkodzenie
i wycinajg zawierajagcy uszkodzenie Kkilku- lub Kkil-
kunasto-nukleotydowy fragment jednej nici DNA,
uzupetniany nastepnie przez polimeraze iscalany przez
ligaze DNA. Najlepiej poznanym kompleksem en-
zymatycznym zwigzanym z naprawg przez wycinanie
jest UvrABC-nukleaza z komorek Escherichia coli.
Mechanizmy naprawy DNA chronig komoérke nie
tylko przed nieprawidtowg transkrypcjg i replikacja,
ale przede wszystkim przed spowodowanym uszko-
dzeniem DNA zatrzymaniem procesOw transkrypcji
czy replikacji (a w konsekwencji $miercig komorki).
Nalezy przy tym pamieta¢ ze, tak jak w przypad-
ku systemu SOS indukowanego w komdrkach bak-
teryjnych, mechanizmy zwigzane z naprawg DNA
same moga by¢é przyczyng powstawania mutacji
[przeg. 39, 40].

Na zrdéznicowanie szybkosci naprawy DNA majg
wptyw czynniki podobne do tych, ktére decyduja
o specyfice powstawania uszkodzen. Specyfika na-
prawy DNA moze by¢ rozpatrywana, z jednej strony
jako efekt sekwencji i lokalnej struktury przestrzennej
DNA, w ktorej znajduje sie uszkodzenie, a z drugiej
strony jako efekt aktywnosSci transkrypcyjnej, czy
replikacyjnej uszkodzonego genu. Stwierdzono, ze
addukty indukowane przez pochodne AAF w trzech
réznych guaninach w sekwencji 5-GGCGCC-3’ usu-
wane sg z r6zng szybkoscig [41]. Wiadomo, ze na
szybkos$¢ naprawy majg rowniez wptyw lokalne zabu-
rzenia struktury DNA. Stwierdzono, ze zmiana struk-
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tury B-DNA na Z-DNA powoduje wyhamowanie
tempa usuwania grupy metylowej z 06-metyloguaniny
[42]. Na tempo naprawy DNA ma réwniez wpltyw
stopienn kondensacji chromatyny. Na przykitad foto-
produkty indukowane promieniowaniem UV usuwa-
ne sg szybciej z koAcow 3’ i 5’ niz z centralnej czesci
nukleosomu [43],

W odniesieniu do catego genomu mozna moéwic
0 trzech poziomach szybkoSci reperacji materiatu
genetycznego: (1) wolnym — nieaktywnego transkryp-
cyjnie DNA o wysokim stopniu kondensacji, (2) szyb-
kim — gendéw aktywnych transkrypcyjnie i (3) przy-
$§pieszonym — transkrybowanych nici genéw aktyw-
nych. Przyktadem wolno naprawianego DNA moze
by¢ nietranskrybowane, o wysokim stopniu konden-
sacji, tak zwane alfa-DNA z jader komodrek Naczel-
nych (Primates). Tempo usuwania uszkodzen induko-
wanych przez AFBj i AAF jest nizsze w alfa-DNA niz
przecietnie w caltym genomie komorek matpich [44],
Z kolei tak zwane ,,aktywne DNA” uzyskiwane w cza-
sie frakcjonowania chromatyny i zawierajace fragmen-
ty gendw transkrybowanych naprawiane jest szybciej
niz pozostate frakcje chromatyny [45, 26]. Bezposred-
nich dowodéw na wybi6rczg naprawe genéw aktyw-
nych transkrypcyjnie dostarczyli Bohr i Hana-
wa ll ktérzy stwierdzili, ze w komoérkach CHO
(Chinese hamster ovary) tempo usuwania fotodimerdw
dipirymidynowych jest kilkukrotnie wyzsze w trans-
krybowanym genie reduktazy dwuhydrofolianowej
(dhfr) niz w otaczajacych go czesciach genomu [46],
Od tego momentu preferencyjng naprawe aktywnych
transkrypcyjnie gendw potwierdzono réwniez w przy-
padkach innych typow uszkodzen, innych genéw
linnych typow komaérek [przeg. 47,48], Proponowane
sg rdzne hipotezy dotyczgce mechanizmow wybidrczej
naprawy genow aktywnych transkrypcyjnie: (1) kom-
pleks polimerazy RNA zablokowany na uszkodzeniu
maogtby by¢ sygnatem dla kompleksu naprawczego; (2)
aktywna transkrypcyjnie chromatyna mogtaby byc¢
bardziej dostepna dla enzymow reperacyjnych, dzieki
swojej otwartej strukturze o stabszym stopniu konden-
sacji; (3) geny aktywne mogtyby by¢ preferencyjnie
naprawiane dzieki Scistym kontrolom z macierzg jad-
rowag (o ile procesy reperacji podobnie jak transkrypcji
czy replikacji zwigzane sg z ta strukturg jadra) [przeg.
33], Sugerowano réwniez, ze zwigzek proceséw trans-
krypcji i naprawy DNA moze wynikac¢ z udziatu tych
samych enzyméw w obu procesach; przyktadem moze
by¢ zwigzana z procesami naprawy helikaza DNA,
bedaca jednocze$nie sktadnikiem ludzkiego czynnika
inicjujgcego transkrypcje (BTF2) [49].

WKkrétce po stwierdzeniu wybidrczej naprawy genu
dhfr okazato sie, ze w komdrkach ssakéw uszkodzenia
indukowane w tym genie przez Swiatto UV usuwane sg
szybciej z nici bedacej matrycg w procesie transkrypcji,
niz z nici nietranskrybowanej [50]. W dosSwiadczeniu,
w ktorym wykorzystano operon laktozowy w komor-
kach Escherichia coli wykazano, ze preferencyjne usu-
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wanie fotouszkodzen z nici transkrybowanej gendéw lac
ma miejsce tylko po indukcji ich ekspresji [51].
Wiadomo réwniez, ze specyficzna dla nici transkrybo-
wanej naprawa fotouszkodzen w genie dhfr moze by¢
zahamowana po zahamowaniu syntezy RNA przez
oc-amanityne [52]. Dla wyjasnienia zjawiska preferen-
cyjnej naprawy nici bedgcej matrycg w procesie trans-
krypcji proponowane sg dwie hipotezy. Pierwsza (tzw.
model strukturalny), zaktada, ze sygnatem dla kom-
pleksu naprawczego jest lokalna zmiana struktury
DNA zwigzana z obecnos$cig zatrzymanego komplek-
su transkrypcyjnego czy hybrydy DNA-RNA. Drugi
(tzw. model aktywny), zaktada istnienie niezaleznego
czynnika, ktéry poprzez oddziatywania biatko-biatko
wigze kompleks naprawczy z zatrzymanym komplek-
sem transkrypcyjnym [przeg. 53]. W komdrkach Es-
cherichia coli stwierdzono obecno$¢ czynnika biat-
kowego tzw. TRCF (transcription-repair coupling fac-
tor), o masie ok. 130 kD, kodowanego przez gen mfd
(mutation frequency decline), ktéry zastepuje zabloko-
wany na uszkodzeniu kompleks polimerazy RNA
i wigze sie z podjednostkg A UvrABC-nukleazy [54,
55]. Chociaz wiadomo, ze preferencyjna naprawa nici
transkrybowanej niejest typowa dla wszystkich rodza-
jow uszkodzeh DNA [56, 57], to w uktadach in vivo
efekt ten opisano w przypadku uszkodzen indukowa-
nych przez AFBj [58], BPDE [59] i BcPHDE [60],
Nalezy przy tym pamieta¢, ze zjawisko preferencyjnej
naprawy gendéw aktywnych transkrypcyjnie w nierow-
nym stopniu dotyczy réznych genéw irdznych typéw
komoérek.

Nie jest jasna rola struktur macierzy jadrowej
w procesach naprawy DNA. Wiadomo, ze w jgdrach
fibroblastow synteza DNA indukowana przez uszko-
dzenia wywotane Swiattem UV przebiega szybciej we
frakcji zwigzanej z macierzg jadrowg. Takiej swoistosci
nie obserwuje sie w komdrkach, ktore utracity zdol-
nos¢ preferencyjnej naprawy genow aktywnych trans-
krypcyjnie [61, 62], Stwierdzono réwniez, ze addukty
indukowane przez B(a)P w hepatocytach szczura usu-
wane sg preferencyjnie z DNA zwiagzanego z macierzg
jgdrowg [63]. Do obecnych wjagdrze makroczasteczek
majgcych wptyw na procesy naprawy DNA nalezy
poliADP-ryboza, prawdopodobnie dziatajgca poprzez
modyfikacje histonéw i regulacje aktywnos$ci biatek
zwigzanych z reperacja DNA (topoizomerazy, poli-
merazy i ligazy DNA). Poniewaz w macierzy jagdrowej
obecne sg polimerazy ADP-rybozy sugerowano, ze
procesy naprawy DNA (podobnie jak procesy re-
plikacji i transkrypcji) zachodzg w macierzy jadrowej
[przeg. 64], Z drugiej strony wiadomo, ze addukty
indukowane w DNA watroby szczuréw przez DMN
[26] i AAF [65, 66] usuwane sa najwolniej z frakcji
zwigzanej z macierzg jagdrowg. Stwierdzono, ze uszko-
dzenia indukowane przez pochodne AAF (w przeci-
wienstwie do uszkodzen indukowanych przez UV) nie
sg preferencyjnie usuwane z genow aktywnych trans-
krypcyjnie [67], Mozna wiec przypuszczac, ze istnieje
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zwigzek pomiedzy preferencyjng naprawa genow ak-
tywnych transkrypcyjnie, a udzialem w procesach
reperacji DNA struktur macierzy jadrowej.

W procesie ewolucji szczeg6lne znaczenie maja
uszkodzenia materiatu genetycznego i mutacje w ko-
maérkach linii generatywnych. Badano wydajno$é na-
prawy DNA w czasie oogenezy i spermatogenezy
u myszy. Stwierdzono, ze w trakcie catego procesu
oogenezy (z wyjatkiem wczesnych etapéw profazy
pierwszego podziatu) uszkodzenia indukowane przez
promieniowanie UV naprawiane sg szybciej w linii
komdrek generatywnych, niz przecietnie w komaorkach
somatycznych [68, 69]. Preferencyjng naprawe uszko-
dzen indukowanych przez akrylamid stwierdzono ré-
wniez w trakcie procesu spermatogenezy (do etapu
wczesnych spermatyd). Uszkodzenia DNA w komér-
kach na etapie pdznych spermatyd i plemnikéw byty
stabo naprawiane, lecz jednocze$snie DNA tych komo-
rek byt bardziej odporny na uszkodzenia [70, 71].

IV. Zwigzek miedzy naprawg DNA
i mutagenezg

Na szybko$¢ proces6w mutagenezy ma wplyw szyb-
kos¢ zarowno powstawania, jak i usuwania uszkodzen
materiatu genetycznego. Powstaje pytanie, ktéry z tych
dwoch procesdw jest istotniejszy; czy hot spots muta-
cyjne to miejsce gdzie uszkodzenia powstajg czesciej
niz gdzie indziej, czy raczej sg to miejsca naprawiane
wolniej niz inne. Poréwnywano czesto$¢ powstawania
fotouszkodzen i mutacji indukowanych promieniowa-
niem UV w ro6znych miejscach dipirymidynowych
genu supF tRNA (po transfekowaniu uszkodzonego
DNA do fibroblastéw), i stwierdzono brak korelacji
pomiedzy czesto$cig powstawania uszkodzen iczestos-
cig mutacji. Czes$¢ hot spots mutacyjnych obserwowa-
no w miejscach uszkadzanych rzadziej niz inne, z kolei
w niektérych miejscach uszkadzanych czesciej niz
przecietnie czesto$¢ mutacji byty nizsza [7], Poniewaz
czestos¢ mutowania danego nukleotydu nie musi byc¢
bezposrednio zwigzana z czestoscig uszkadzania tego
miejsca mozna przypuszczac, zejest ona zwigzana z: (1)
réznicami w szybkosci naprawy poszczeg6lnych nuk-
leotydow, (2) réznicami w ,doktadnosci” polimeraz
DNA naprzeciw uszkodzonych nukleotydéw w réz-
nych miejscach genu i (3) réznicami stosunku hy-
pass/stop w przypadkach poszczeg6lnych nukleoty-
dow (gdyby zatrzymanie replikacji byto letalne, tylko
»przejscie” (bypass) uszkodzenia przez polimeraze
DNA mogtoby by¢ przyczyng mutacji). Badano czes-
tos¢ powstawania fotouszkodzen i szybko$¢ ich na-
prawy w réznych miejscach dipirymidynowych w ge-
nie lad Escherichia coli. Stwierdzono zwigzek pomie-
dzy czestoScig powstawania mutacji i iloscig uszko-
dzen na nietranskrybowanej nici tego genu, natomiast
brak takiego zwiazku w przypadku uszkodzen na nici
bedacej matrycg w procesie transkrypcji. Hot spot
mutacyjne zwigzane z uszkodzeniami nici transkrybo-
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wanej byto tozsame z miejscem gdzie naprawa uszko-
dzen byta wolniejsza niz w innych miejscach [72].
Przeciwstawne wnioski wynikajg z badania mutacji
w sekwencji typu Narl (G1G2CG3CC-> GGCC)
w komdrkach Escherichia coli. Mutacja tego typu
zwigzana jest z adduktami tworzonymi przez pochod-
ne AAF, przy czym tylko addukt z G 3 indukuje taka
delecje. Stwierdzono, ze najwolniej naprawianym
uszkodzeniem nie byt addukt w pozycji G 3, lecz addukt
w pozycji G2 (czterokrotnie wolniej niz G3) [41],
Pomimo tych zastrzezen wydaje sie, ze dla procesow
mutagenezy decydujace znaczenie ma szybko$é na-
prawy potencjalnie mutagennych uszkodzen DNA.
W genach aktywnych transkrypcyjnie mutacje induko-
wane przez promieniowanie UV zwigzane sg gtdwnie
z uszkodzeniami na nici nietranskrybowanej, mimo, ze
uszkodzenia indukowane przez UV tworzone sg co
najmniej tak samo czesto na nici transkrybowanej.
Zjawisko to jest zwigzane z preferencyjng naprawg nici
bedacej matryca w procesie transkrypcji — w komar-
kach gdzie nie funkcjonuje preferencyjna naprawa nici
transkrybowanej wiekszo$¢ mutacji powstaje pod
wptywem uszkodzen tej wiasnie nici [27, 28, 73].

Mozna wiec zatozyé, ze chociaz specyfika powsta-
wania jak i usuwania uszkodzen DNA jest zwigzana ze
specyfikg powstawania mutacji, to przebieg naprawy
DNA ma decydujgce znaczenie dla procesu mutagene-
zy. Przypuszcza sie, ze brak catkowitej doktadnosci
i efektywnosci mechanizméw naprawy DNA jestjedng
z waznych przyczyn zmienno$ci genetycznej calej
biosfery [74]. Przyktadem zwigzku tempa naprawy
DNA ze zmienno$cig genetyczng na poziomie genomu
moga byé geny immunoglobulin. W jadrach limfocy-
téw, w ktorych przebiegajg procesy rearanzacji domen
genéw immunoglobulin, geny kappa Ig i mi Ig sa
bardziej podatne na uszkodzenie indukowane przez
Swiatto UV ijednoczesnie wolniej naprawiane niz te
same geny wjadrach granulocytéw [75], Przyktadu na
zwigzek pomiedzy wydajnoscig naprawy uszkodzen
DNA i tempem zmiennoSci genetycznej dostarcza
rowniez poréwnanie tych zjawisk w obrebie réznych
grup Naczelnych [Primates). Ludzie i matpy czieko-
ksztattne, u ktorych stwierdzono wyzsze tempo repera-
cji DNA niz u matp waskonosych i szerokonosych,
charakteryzujg sie wolniejszym tempem ewolucji bia-
tek, i co ciekawe, réwniez dtuzszym czasem zycia [76,
77]. Zaobserwowano réwniez zwigzek pomiedzy defe-
ktami mechanizméw naprawy DNA a dziedziczng
podatnosciag na rézne rodzaje chordb. Przykiadem
moze byc¢ zespdt xeroderma pigmentosum (XP). Skora
chorych jest bardzo wrazliwa na promieniowanie UV
wskutek wrodzonych defektéw w mechanizmach repe-
racji DNA. Chorzy z zespotem XP charakteryzujg sie
wielokrotnie zwiekszonym ryzykiem choroby nowo-
tworowej [przeg. 78].

Artykut otrzymano 27 grudnia 1993 r.
Zaakceptowano do druku 15 kwietnia 1994 r.
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no) trifosforan; rNTP — rybonukleotydotrifosforan; dNTP
— deoxyrybonukleotydotrifosforan; Py — nukleotyd piry-
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niciowy DNA; SSB — biatko wigzace jednoniciowe DNA;
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I. Wstep

Replikacja DNA chromosomu bakterii Escherichia
coli od wielu lat stanowi klasyczny model doswiadczal-
ny w badaniach majgcych na celu zrozumienie bio-
chemicznego mechanizmu oraz regulacji powielania
materiatu genetycznego kazdej zywej komorki [1, 2].
Badania biochemiczne pozwolity na wyodrebnienie

* Pracownia Biofizyki, Katedra Biologii Molekularnej, Uni-
wersytet Gdanski, ul. Ktadki 24, 80-822 Gdansk
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w procesie replikacji DNA szeregu nastepujacych po
sobie etapow (Rye. 1). Czytelnik musijednak pamietac,
ze w komdrce poszczegdlne etapy replikacji DNA
mogg zachodzi¢ jednoczes$nie.

Il. Inicjacja
I1-1. Matryca DNA

Inicjacja replikacji chromosomu bakteryjnego roz-
poczyna sie w obrebie okresSlonej sekwencji DNA
nazwanej oriC, zlokalizowanej w 84 min. mapy genety-
cznej E. coli [3], Minimalna sekwencja oriC (245 par
zasad), niezbedna do autonomicznej replikacji mini-
chromosomu w komorce bakteryjnej zostata okreslona
na podstawie analizy mutantéw delecyjnych E. coli
[3]. W jej obrebie znajduja sie cztery 9- nukleotydowe
powtérzone odcinki DNA nazwane: RI, R2, R3, R4
o sekwencji najwyzszej zgodnosci {consensus sequence)
TTAT(C/A)CA(C/A)A [4], Z odcinkami tymi specyfi-
cznie wigze sie biatko inicjatorowe DnaA (Ryc. 2) [5, 6].
Pomiedzy sekwencjg Rl i R2 znajduje sie miejsce
specyficznego wigzania biatka IHF {integration host
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Rye. 1. Etapy replikacji plazmidu oriC
Pol Il HE-polimeraza Ill DNA holoenzym; Pol I-poli-
meraza | DNA; Topo IV-topoizomeraza IV; [+] — ak-
tywacja; [-] — inhibicja.

factor) [7, 8], Z kolei pomiedzy R1 i R3, oraz z prawej
strony sekwencji R4 znajdujg sie dwie sekwencje,
z ktérymi specyficznie wigze sie biatko Fis {factor for
inversion stimulation) [9-11]. Po lewej stronie regionu
oriC znajdujg sie trzy 13- merowe powtorzone sekwen-
cje, bogate w pary AT nazwane L, M i R. Charak-
teryzuje je obnizona stabilno$¢ heliksu DNA [12, 13].
W negatywnie superhelikalnym plazmidowym DNA,
ten fragment sekwencji oriC tatwo ulega rozwinigciu
nawet bez udziatu czynnikéw biatkowych. Kazdy
z 13-merdw rozpoczyna sie sekwencjg GATC. W ob-
rebie minimalnej sekwencji oriC znajduje si¢ w sumie
1 sekwencji GATC, w ktérych adenina jest sub-
stratem metylotransferazy Dam [14, 15]. Enzym ten
katalizuje metylacje adeniny w pozycji N-6.

Badania genetyczne wykazaly, ze dla funkcjonowa-
nia procesu replikacji, konieczne jest zachowanie w re-
gionie oriC nie tylko sekwencji rozpoznawanych
przez biatka wigzace sie do DNA, ale réwniez dystansu
pomiedzy nimi. Przyktadowo, zmiana odlegtosci po-

Pp,d PD’I-R
- == HF FIS
R1 R2 ]

L M R I:] % R3 R4 %
245 par zasad

Ryc. 2. Schemat minimalnej sekwencji oriC
L, M, R — sekwencje bogate w pary AT; R1-R4 — miejsca
wigzania biatka DnaA; IHF — sekwencja rozpoznawana
przez biatko IHF; FIS — miejsce wigzania biatka FIS; P3d
— promotor gid; PalR — promotor or/R
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miedzy sekwencjg R3 i R4 o0 2 pary zasad prowadzi do
powstania sekwencji oriC nieaktywnej w replikacji
[16]. Topologia regionu oriC oraz catej czasteczki
DNA jest rowniez istotna dla prawidtowego funkc-
jonowania replikacji. W reakcji odtworzonej z oczysz-
czonych enzymow matryce replikacji stanowig jedynie
kowalencyjnie zamknigte, koliste, negatywnie super-
zwiniete czagsteczki DNA, zawierajgce minimalng sek-
wencje oriC [17, 18].

11-2. Biatko inicjatorowe DnaA

Badania genetyczne i biochemiczne wykazaly, ze
produkt genu dnaA, biatko zasadowe 0 masie czgstecz-
kowej 53 kDa jest niezbednym czynnikiem w inicjacji
replikacji zaleznej od sekwencji oriC [19]. Biatko to
cechujg nastepujace aktywnosci biochemiczne:

1 Wiaze sie specyficznie z 9- merowym odcinkiem
dwuniciowego DNA o sekwencji najwyzszej zgo-
dnosci: (T/C)(TIC)(AITIC)T(AIC)C(AIG)AICIT)(AIC)
[20-22], Wigzanie biatka DnaA z tg sekwencja obser-
wowano zarowno w przypadku liniowych jak i kolis-
tych superhelikalnych czasteczek DNA. Stosujgc me-
tode ochrony DNA przed degradacjg [footprinting),
wykazano wigzanie biatka DnaA z rozpoznawanymi
przez nie sekwencjami w obrebie regionu oriC, zaréw-
no in vitro jak i in vivo [23].

2. Sekwencje rozpoznawane przez biatko DnaA
znajdujg sie w obrebie promotorow szeregu genow:
dnaA, mioC, uvrB, rpoH. Stwierdzono, ze wiazanie
DnaA z tymi sekwencjami prowadzi do specyficznego
zahamowania transkrypcji [24-30].

3. Biatko DnaA wykazuje wysokie powinowactwo
do ATP, ADP oraz cAMP [31, 43]. W obrebie genu
dnaA istnieje sekwencja charakterystyczna dla biatek
wigzacych nukleotydy adeninowe. DnaA wykazuje
rébwniez bardzo stabg aktywno$¢ ATPazy [31].

4. Biatko DnaA wigze kwasne fosfolipidy takie jak
kardiolipina [32].

11-3. Powstanie aktywnego kompleksu inicjacyj-
nego

W pierwszym etapie inicjacji replikacji, 20 do 30
czasteczek biatka DnaA wigze sie kooperatywnie
z czterema sekwencjami RI, R2, R3 i R4 zlokalizowa-
nymi w regionie oriC [33]. Powstanie nukleoproteino-
wego kompleksu prowadzi do znacznych zmian w to-
pologii DNA [19, 20, 34, 35]. Dochodzi do zawinigcia
tancucha DNA wok6t czasteczek DnaA [33], Wyni-
kiem zmiany struktury DNA jest lokalne rozwiniecie
heliksu DNA w obrebie bogatych w pary AT sekwencji
L, M i R [36, 37], Powstanie rozwinietej struktury
DNA wykazano przy pomocy specyficznych dlajedno-
niciowego DNA nukleaz: SI i Pl [36, 38], Wiele
danych wskazuje na to, ze jedynie DnaA w kompleksie
z ATP jest aktywne w rozwijaniu heliksu DNA.
Kompleks DnaA-ADP, podobnie jak DnaA-ATPyS
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oraz DnaA-AMP-PNP, wigze sie z sekwencjg oriC, jest
jednak nieaktywny w replikacji dwuniciowego DNA
[31, 39].

Aktywno$¢ replikacyjng biatka DnaA mozna mie-
rzy¢ in vitro stosujac jako substrat specjalnie przygoto-
wang jednoniciowag matryce DNA, posiadajgcg poje-
dyncza sekwencje wigzaca biatko DnaA [40]. W tym
systemie replikacji, aktywna jest zaréwno forma
DnaA-ATP jak i DnaA-ADP [41]. Przeciwciata mo-
noklonalne, ktére specyficznie hamujg wigzanie nuk-
leotydéw adeninowych z biatkiem DnaA, hamuja
réwniez replikacje dwuniciowego DNA. Obecnos¢
tych przeciwciat nie wptywa na replikacje jednonicio-
wej matrycy [41], Poniewaz synteza DNA na jedno-
niciowej matrycy nie wymaga rozwijania heliksu
DNA, powyzsze wyniki popierajg hipoteze, zgodnie
z ktorg jedynie DnaA-ATP jest aktywne w rozwinieciu
DNA [31, 32, 42],

Zaproponowano nastepujacy sposob regulacji ak-
tywnosci biatka DnaA. Aktywna forma DnaA-ATP
tworzy kompleks inicjacyjny. Nastepnie, w wyniku
dziatania ATPazy, ATP ulega hydrolizie i powstaje
nieaktywna forma DnaA-ADP. Kolejna inicjacja re-
plikacji jest mozliwa dopiero po zachodzacej bardzo
wolno wymianie ADP na ATP. Wykazano, ze wigzanie
cAMP do DnaA przyspiesza wymiane ADP na ATP,
w wyniku czego dochodzi do regeneracji aktywnego
kompleksu DnaA-ATP [43.] Dzieki takiemu mechaniz-
mowi cAMP, bedacy kluczowym czynnikiem regulacji
metabolizmu bakterii w zaleznosci od dostepnosci
pokarmu w S$rodowisku, moze réwniez wptywac¢ na
czestotliwos$é inicjacji replikacji i szybko$¢ podziatdw
komérkowych [43], Podobnie, kwasne fosfolipidy,
w tym Kkardiolipina, przyspieszajg wymiane nukleo-
tydow, ale tylko w przypadku biatka DnaA zwigzanego
z sekwencjg oriC. Aktywnos$¢ wolnego biatka DnaA, jest
hamowana w obecnosci fosfolipidéw [32, 39, 44],

Od wielu lat sugerowano powigzanie regulacji ini-
cjacji replikacji DNA z metabolizmem btony komor-
kowej, ktorej jednym z gtéwnych sktadnikow sg fos-
folipidy [45], Bezpos$rednie oddziatywanie kwasnych
fosfolipidéw z biatkiem inicjatorowym DnaA moze
by¢ mechanizmem synchronizujgcym zmiany w struk-
turze bion zachodzace w czasie podziatu komdrki
z inicjacjg replikacji chromosomu bakteryjnego [46].
Innym czynnikiem wigzacym replikacje z metaboliz-
mem btony komorkowej jest metylacja sekwencji oriC
katalizowana przez metylotransferaze Dam [47]. Bez-
posrednio po zakorczeniu cyklu replikacji, adenina
w sekwencjach GATC jest zmetylowana, jedynie na
jednej (rodzicielskiej) nici DNA. Hemimetylowana
sekwencja oriC w poréwnaniu z sekwencja oriC w pet-
ni zmetylowang ma wieksze powinowactwo do btony
komoérkowej [48, 49]. W wyniku wigzania hemimety-
lowanej sekwencji oriC z btong, inicjacja kolejnej
rundy replikacji jest zablokowana, az do czasu metyla-
cji sekwencji GATC nici potomnej [50]. Wtedy powi-
nowactwo rejonu oriC do btony maleje i po uwolnieniu
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czasteczki DNA moze ponownie dochodzi¢ do utwo-
rzenia kompleksu inicjacyjnego [51], Przedstawiony
powyzej model regulacji inicjacji replikacji jest bardzo
atrakcyjny. Jego potwierdzenie wymaga jednak dal-
szych doswiadczen.

W tworzeniu rozwinietej struktury DNA biatko
DnaA wymaga wspoétudziatu innych czynnikéw biat-
kowych. System pozwalajacy na rozwinigecie matrycy
w regionie bogatym w pary AT zrekonstruowano in
vitro w obecnos$ci biatka DnaA oraz $cisle okre$lonego
stezenia biatka HU (histon-like protein) [36, 52]. To
ostatnie biatko moze by¢ réwniez zastgpione biatkiem
IHF (integration hostfactor) [35, 38, 53], ktdre wigze
sie z oriC pomiedzy sekwencjami R1i R2 [7], Biatka
HU i IHF zaliczane sg do Il typu biatek wigzgcych
DNA, wykazujg wysoki stopien homologii i charak-
teryzuje je podobienstwo strukturalne [54], Oba sg
dimerami, ktére po zwigzaniu z DNA wywotujg zmia-
ne konformacji polegajgcg na zagieciu (bending) helik-
su. Istotna réznica miedzy nimi polega na tym. ze HU
wigze sie z DNA niespecyficznie [55] za$ IHF rozpo-
znaje specyficzng sekwencje [56]. Stwierdzono ponad
to bezposredni wptyw biatka HU na wigzanie biatka
IHF w obrebie sekwencji oriC. Na podstawie tych
badan zaproponowano hipoteze, zgodnie z ktorg oba
biatka wspotdziatajg w inicjacji replikacji [57], Do-
Swiadczenia genetyczne pokazaty jednak, ze w delecyj-
nych mutantach nie posiadajgcych biatka HU (hupAB)
plazmidowy DNA zawierajgcy sekwencje oriC nie
transformowat komdrek. E. coli [58], Podobny feno-
typ obserwowano przy jednoczesnym braku genu IHF
i polimerazy 1 DNA (polA/hip3) [8]. Dane te sugeruja,
ze in vivo w replikacji zaleznej od sekwencji oriC biatka
HU i IHF nie moga zastepowac sie wzajemnie [57],

W obrebie rejonu oriC wykazano réwniez wigzanie
biatka Fis z specyficznymi sekwencjami zlokalizowa-
nymi w sasiedztwie R2 i R4 [9, 10]. Fis jest matym (12
kDa) zasadowym biatkiem, ktore wigze sie z DNA |,
podobnie jak HU oraz IHF, powoduje jego zagiecie.
Fis nie wykazuje jednak homologii z biatkami HU
iIHF [11, 59, 60], DoSwiadczenia genetyczne wskazu-
ja na istotng role biatka Fis w replikacji chromosomu
E. coli [10], dotychczas nie wiadomo jednak, czy Fis
moze zastapic¢ biatko HU lub IHF w replikacji DNA in
vitro.

Wielu autorow uwaza, ze rola matych biatek wigzg-
cych sie z oriC (HU, IHF, Fis) polega na zmianie
konformacji DNA, w wyniku ktérej biatko DnaA,
zwigzane z sekwencjg R 1-R4, znajduje sie w bezposred-
nim sasiedztwie regionu bogatego w pary AT [7],
Umozliwia to katalizowane przez DnaA rozwinigecie
heliksu DNA. Ostatnio wykazano, ze w obecnosci
DnaA, IHF i HU jedna z nici w obrebie sekwencji
M i Rjest chroniona przed dziatanie nukleazy Pl [38].
Autorzy uwazaja to za dowdd na bezpos$rednie od-
dziatywanie biatka DnaA z tymi sekwencjami. Dodat-
kowego potwierdzenia tej hipotezy dostarczajg poréw-
nania filogenetyczne. Sekwencje R i M sa konser-
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watywne w ewolucji wielu gatunkéw bakterii [61].
Znacznie mniej konserwatywna jest sekwencja L poto-
zona najdalej od miejsca wigzania DnaA. Zmiana tej
sekwencji na niehomologiczng sekwencje bogatg w pa-
ry AT nie ma wptywu na replikacje plazmidéw oriC,
zaréwno in vitro jak i in vivo [13]. Prawdopodobnie
biatko DnaA nie oddziatuje bezposrednio z sekwencja
L. Catkowite usuniecie kazdej z trzech sekwencji
bogatych w pary AT uniemozliwia jednak rozwiniecie
helisy DNA ihamuje replikacje plazmidu oriC [12,62].

Aktywny kompleks inicjacyjny otrzymano in vitro
poprzez inkubacje w temperaturze 30°-38°C mieszani-
ny reagujacej zawierajgcej superhelikalny DNA plaz-
midu oriC, ATP oraz biatka DnaA i/lub IHF [35, 36].
Wysokie stezenie HU iobecnos$é topoizomerazy I (To-
po 1) powoduje niwelowanie negatywnych superhelik-
séw matrycy, w wyniku tego dochodzi do zahamowa-
nia katalizowanego przez biatko DnaA rozwiniecia
podwojnego heliksu DNA. W tych warunkach nie-
zbedne jest dodanie polimerazy RNA i rybonukleoty-
déw. Doswiadczenia in vitro wykazaty, ze transkrypcja
startujgca z promotora znajdujgcego sie w pewnej
odlegtosci od sekwencji oriC wspomaga katalizowane
przez biatko DnaA rozwiniecie DNA w rejonie boga-
tym w pary AT [53, 63]. Zjawisko to nazwano
aktywacjg transkrypcyjng. Doswiadczenia in vivo
wskazujg na istotng w inicjacji replikacji DNA role
transkrypcji inicjowanej z promotora gid zlokalizowa-
nego z lewej strony sekwencji oriC [ 13], oraz promoto-
ra P or/-R znajdujacego sie w obrebie oriC (Ryc. 2)
[64], Polimeraza RNA startuje z tych promotorow
w kierunku przeciwnym do potozenia regionu bogate-
go w pary AT. W wyniku przesuwania si¢ polimerazy
RNA, negatywne superheliksy DNA nagromadzaja sie
w obrebie sekwencji bogatej w pary AT [65, 66]
utatwiajgc jej destabilizacje [13, 64],

Powstanie aktywnego kompleksu inicjujgcego re-
plikacje zalezng od sekwencji oriC polega na przytacze-
niu biatka inicjatorowego DnaA i lokalnym rozwinie-
ciu heliksu DNA. Badania biochemiczne wykazaty, ze
mozna to osiggnac in vitro stosujgc kilka systeméw
doswiadczalnych réznigcych sie liczbg dodawanych
czynnikéw biatkowych. Obecnie trudno jest rozstrzyg-
na¢, ktore biatka asystujg w inicjacji replikacji in vivo.
Istnieje oczywiscie mozliwos$¢, ze komérka w zalezno-
sci od warunkéw Fizjologicznych wykorzystuje kilka
alternatywnych mechanizméw inicjacji replikacji.

1. 4. Biatko hamujace inicjacje replikacji: IciA
(inhibitor of chromosome initiation)

Od wielu lat panowata opinia, ze replikacja DNA
jest regulowana na poziomie inicjacji jedynie przez
pozytywny czynnik aktywujacy [45]. Biatko DnaA ma
cechy takiego czynnika. Ostatnio wyizolowano i oczy-
szczono biatko, ktére specyficznie hamuje replikacje
plazmidu oriC, in vitro [67, 68]. Biatko to nazywane
ICiA jest dimerem o masie podjednostki 33 kDa. IciA
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wigze sie specyficznie z bogatymi w pary AT sekwenc-
jami: L, M i Richroni ten region przed rozwinieciem
katalizowanym przez biatko DnaA [38]. Zahamowa-
nie replikacji obserwowano jedynie wtedy, gdy biatko
IciA dodano do reakcji przed biatkami DnaA, HU
i IHF. Biatko IciA hamuje rowniez rozwijanie heliksu
DNA w warunkach aktywacji transkrypcyjnej. Stosu-
jac miejscowo specyficzng mutagenaze wykazano zbie-
zno$¢ pomiedzy powinowactwem IciA do zmutowanej
sekwencji L, M i R a hamowaniem replikacji in vitro
[38]. Plazmidy oriC, zawierajagce sekwencje L,
M i R zmutowane w taki sposob, ze ICiA nie wigzato sie
z nimi, wykazywaty 10-krotnie podwyzszong liczbe
kopii w komorce [67]. Bakterie, w ktérych nad-
produkowano biatko IciA charakteryzowaty sie wol-
niejszym wzrostem [68]. Biatko IciA moze by¢ przeto
waznym czynnikiem regulujgcym czestotliwo$¢ inic-
jacji replikacji.

I11. Powstanie widetek replikacyjnych
I11-1. Helikaza DnaB

Widetki replikacyjne [1, 2] powstajg dzieki aktyw-
nosci helikazy, ktéra rozkreca heliks DNA, rozpo-
czynajac od regionu sekwencji oriC bogatego w pary
AT. Jedyng helikazg aktywnag w replikacji chromo-
somu E. coli jest produkt genu dnaB [69, 70]. Biatko
DnaB (52 kDa) [71, 72] charakteryzuje sie nastepuja-
cymi aktywnos$ciami biochemicznymi:

1 Wiaze ATP i w obecnosci tego nukleotydu two-
rzy stabilny heksamer o stechiometrii 6 DnaB-6 ATP
[73-75],

2. Jest ATPazg aktywowang w obecnosci DNA.
Aktywnos$¢ ta nie jest specyficzna wobec ATP. DnaB
hydrolizuje réwniez inne rybonukleotydy [72, 73, 76],

3. Wigze sie z jednoniciowym DNA w obecnosci
Mg2+ oraz ATP lub rNTP. Nie ulegajgce hydrolizie
analogi ATP nie hamuja wigzania DnaB z ssDNA.
Biatka SSB hamujg wigzanie DnaB z ssDNA [75].

4. Wykazuje aktywnos$¢ helikazy wymagajaca obec-
nosci ATP lub rNTP. Nie ulegajagce hydrolizie analogi
nukleotydéw hamujg aktywnos$¢ helikazy. W warun-
kach in vitro wykazano, ze helikaza DnaB (heksamer)
rozplata tancuch DNA, przesuwajac sie procesywnie
wzdtuz pojedynczej nici w kierunku 5'-3'. Biatka SSB,
dodane do mieszaniny reagujacej po zwiazaniu DnaB
z jednoniciowym DNA, aktywujg helikaze [69, 70].

I11-2. Biatko DnaC

Produkt genu dnaC jest matym biatkiem (30 kDa),
ktérego jedyng znang funkcjg jest wspotdziatanie
z helikazg DnaB w wigzaniu z matrycag DNA [77, 78].

1 DnaC, podobnie jak DnaB wigze nukleotydy
adeninowe, nie posiadajednak aktywnosci ATPazy [79].

2. Tworzy kompleks z biatkiem DnaB (zwany dalej
kompleksem BC), o stechiometrii 6 DnaB- 6 DnaC- 6
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ATP. Kompleks BC jest trwaty w obecnosci ATP lub
jego nie ulegajacych hydrolizie analogow [79, 80],

3 W kompleksie BC dochodzi do zmiany wita$ciwo-

§ci obu jego komponentow.

Wolne biatko DnaC traci aktywnos$¢ replikacyjng
w obecno$¢ NEM, zwigzku chemicznego reagujacego
z resztkami sulfhydrolowymi. Biatko DnaC, w kom-
pleksie z DnaB, przestaje by¢ wrazliwe na obecnos$é¢
NEM [77, 79, 80],

Biatko DnaC hamuje ATPazowg aktywno$é DnaB
oraz obniza wigzanie nukleotydéw adeninowych
z DnaB [81]. Wzrastajace ilosci DnaC najpierw ak-
tywuja, a nastepnie hamuja aktywnos$¢ helikazy
DnaB [82],

W poréwnaniu z wolnym biatkiem DnaB, kompleks
BC ma wyzsze powinowactwo wobec jednoniciowego
DNA. Wigzanie kompleksu BC z jednoniciowym
DNA wykazano rowniez w obecnosci biatka SSB [82],

I11-3. Wigzanie helikazy DnaB z matrycg DNA

Doswiadczenia in vitro wykazaty, ze helikaza DnaB
moze przytagczyé sie do matrycy DNA zawierajgcej
sekwencje oriC, jedynie w postaci kompleksu BC [83].
Wymagana jest réwniez obecno$¢ biatek DnaA, HU
oraz SSB. Miejscem wigzania DnaB jest rozwinieta
sekwencja bogata w pary AT [1, 2], Molekularny
mechanizm wigzania helikazy nie byt dotychczas zna-
ny. Ostatnio wykazano, ze biatko DnaB moze bezpo-
Srednio oddziatywac z biatkiem DnaA nawet w nieobe-
cno$ci DNA. Wigzanie DnaB z DnaA jest aktywowane
przez biatko DnaC. Wbrew wcze$niejszym sugestiom
[2], nie wykazano bezposredniego oddziatywania po-
miedzy biatkami DnaC i DnaA [83], Przeciwciata
monoklonalne skierowane przeciwko biatku DnaA
hamujg wigzanie DnaB z DnaA oraz proces replikacji
DNA in vitro [83]. Wyniki te wskazujg na kluczowg
role bezposredniego oddziatywania pomiedzy biat-
kami DnaB i DnaA podczas wigzania helikazy DnaB
z matrycg DNA. Zagadkowa jest rola biatka DnaC
w tym procesie. Byé moze DnaC zmienia konformacje
DnaB w taki sposdb, ze biatko to wigze sie bardziej
efektywnie zaréwno z DnaA jak i z jednoniciowym
DNA, nawet w obecnosci biatek SSB. Po zwigzaniu
kompleksu BC z DNA dochodzi do dysocjacji biatka
DnaC [82, 83]. Uwolnienie DnaC wymaga praw-
dopodobnie ATPazowej aktywno$ci DnaB, poniewaz
w obecnosci nie ulegajgcego hydrolizie analogu
ATP/S, DnaC pozostaje zwigzane w kompleksie nuk-
leoproteinowym nieaktywnym w replikacji DNA [41].
Biatko DnaC dodane w wysokim stezeniu do wyizolo-
wanego kompleksu nukleoproteinowego zawierajgce-
go jedynie biatka DnaA i DnaB hamuje replikacje in
vitro [84, 85]. Réwno-molowy stosunek biatek DnaB
i DnaC jest absolutnie kluczowy dla prawidtowego
przebiegu replikacji. Podobnie in vivo, nadprodukcja
biatka DnaC jest toksyczna dla bakterii, moze jednak
zrekompensowac jej efekt nadprodukujac jednoczes-
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nie biatko DnaB [84], Obnizenie stezenia biatka DnaC
jest rowniez szkodliwe dla bakterii. Biochemiczny
mechanizm dziatania letalnej, dominujgcej, mutacji
w genie dnciB (RC231) [86] polega na konkurencji
biatka DnaBRC231 (niezdolnego do wigzania sie
z DNA) i dzikiego biatka DnaB o wigzanie biatka
DnaC. Powstanie nieaktywnego w replikacji komplek-
su DnaBRC231-DnaC prowadzi do obnizenia stezenia
biatka DnaC w komérce i w efekcie do zahamowania
replikacji [85].

I11-4. Rozwiniecie DNA

Dysocjacja biatka DnaC z kompleksu oriC DNA-
-DnaA-DnaB-DnaC aktywuje helikaze DnaB [82,41],
ktora katalizuje rozwijanie helisy DNA. Prowadzi to
do powstania widetek replikacyjnych. Produkt reakcji
rozwiniecia matrycy DNA in vitro, obserwowano
stosujgc mikroskopie elektronowg oraz elektroforeze
agarozowg [70, 36]. Katalizowana przez helikaze
DnaB reakcja rozwijania helisy DNA wymaga obec-
nosci biatka SSB. ktdre stabilizuje powstaly jedno-
niciowy DNA izapobiega reasocjacji siostrzanych nici.
Wymagana jest rowniez obecno$¢ biatka HU, obu
podjednostek gyrazy (GyrA iGyrB), ATP i Mg2+ [36],
W miare przesuwania sie helikazy dochodzi do na-
gromadzenia pozytywnych superhelikséw w dotych-
czas negatywnie superhelikalnej matrycy DNA. Gyra-
za bedaca topoizomerazg klasy Il niweluje pozytywne
superheliksy DNA, przez to umozliwia wedrowke
widetek replikacyjnych [88], W obecnosci gyrazy,
helikaza DnaB rozwija do 90% matrycy DNA, za$
w nieobecnosci gyrazy, rozwiniety DNA obserwowano
jedynie w bezposrednim sasiedztwie sekwencji oriC [36],

Losy biatka DnaA po etapie dysocjacji biatka DnaC
z kompleksu inicjacyjnego nie sg doktadnie znane.
Stosujac przeciwciata anty-DnaA wykazano obecnos¢
tego biatka zwigzanego z rozwinieta matrycag DNA
[34], W innych doSwiadczeniach in vitro pokazano, ze
po oddysocjonowaniu od jednej matrycy DNA te same
czasteczki DnaA moga inicjowac replikacje innej mat-
rycy [42]. Nie wiadomo czy w komdrce te same
czasteczki DnaA biorg udziat w inicjacji kilku kolej-
nych cykli replikacji DNA.

IV. Primosom
IV-1. Biatko primaza DnaG

Polimeraza 11l DNA odpowiedzialna za replikacje
DNA w komdrce E. coli nie moze rozpoczaé reakcji
polimeryzacji de novo od wolnych deoksyrybonuk-
leotydéw [1]. Podobnie, jak inne polimerazy DNA,
dla rozpoczecia syntezy nowej nici DNA wymaga ona
obecnosci primeré6w RNA. Analiza genetyczna wska-
zuje na to, ze enzymem odpowiedzialnym za synteze
primerow jest produkt genu dnaG [89], Biatko prima-
za DnaG jest monomerem o masie czgsteczkowej 65.6
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kDa [90], Primaza DnaG jest niespecyficzng poli-
merazg RN A, syntetyzuje bowiem primery zawierajgce
zardwno rybo-jak deoksyrybonukleotydy [91]. Nie-
ktérzy badacze uwazajg, ze cecha enzymu sprzyja
syntezie krotkich primeréw. Primery syntetyzowane in
vivo majg 11(-h/-1) nukleotydéw [92]. Podczas re-
plikacji chromosomu E. coli primaza wigze sie z mat-
ryca DNA w sasiedztwie biatka DnaB [75]. Praw-
dopodobnie dochodzi do bezposredniego oddziatywa-
nia primazy DnaG i biatka DnaB [157]. Wedtug
ostatnich doniesief, primaza DnaG rozpoznaje sek-
wencje GTC i od niej rozpoczyna synteze primera.
Jednak w obecnosci biatka DnaB primaza jest mniej
specyficzna i rozpoznaje sekwencje PuPyPy [92],

IV-2. Synteza primeréw

Wydajng synteze primerdw RNA na obu niciach
DNA uzyskano dodajac primaze DnaG i rybonuk-
leotydy do mieszaniny reagujgcej, pozwalajgcej na
otrzymanie rozwinietej dziataniem helikazy DnaB,
matrycy DNA (11-4.). Najprostszy uktad replikacji in
vitro odtworzono z dziewieciu oczyszczonych biatek:
DnaA, DnaB, DnaC, Gyr A/B, HU, SSB, DnaG,
holoenzym polimerazy 11l DNA [87]. W tych warun-
kach bardzo wydajnie replikuja sie niewielkie plaz-
midy oriC.

Biatko DnaG mozna zastgpi¢ w reakcji replikacji
plazmidu oriC polimerazg RNA. Wymaga to jednak
dodania dodatkowych biatek (RNaza H i topoizome-
raza 1) warunkujgcych specyficzno$¢ reakcji [93].
Tylko w obecnosci tych biatek synteza DNA jest
catkowicie zalezna od obecno$ci biatka DnaA i sek-
wencji oriC. Polimeraza RNA rozpoczyna transkryp-
cje nie tylko w sgsiedztwie sekwencji oriC, lecz rdwniez
w wielu innych rejonach matrycy DNA. Rola RNazy
H,jako czynnika warunkujgcego specyficzno$é¢, polega
prawdopodobnie na hydrolizie transkryptéw zlokali-
zowanych poza sekwencjg oriC. Synteza DNA w sys-
temie zaleznym od polimerazy RNA jest 10-krotnie
mniej wydajna niz w reakcji zaleznej od primazy
DnaG.

Synteza primerow katalizowana wytacznie przez
primaze jest zahamowana w obecnosci topoizomerazy
I, RNazy H oraz wysokiego stezenia biatka HU.
Mozna jg jednak przywréci¢ dodajac do reakcji poli-
meraze RNA [93]. Aktywacja przez polimeraze RNA
nie polega prawdopodobnie na bezposrednim udziale
tego enzymu w syntezie primeréw. Dochodzi raczej do
omawianej wczesniej (I1-3.) aktywacji transkrypcyjnej
[53, 63, 13, 64], RNaza H warunkuje w tym uktadzie
specyficznosé replikacji. Badania genetyczne, oraz do-
Swiadczenia z zastosowaniem inhibitorow polimerazy
RNA in vivo wskazujg na istotng role tego enzymu
w replikacji chromosomu bakteryjnego i plazmidéw
oriC [94-96]. Przyjmuje sie, ze reakcja syntezy prime-
row w obecnosci primazy DnaG ipolimerazy RNA jest
najbardziej zblizona do sytuacji fizjologiczne;j.
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V. Elongacja
V-1. Holoenzym polimerazy Ill DNA

Synteza obu nici DNA w procesie replikacji chromo-
somu E. colijest katalizowana przez sktadajacy sie z 10
podjednostek biatkowych kompleks enzymatyczny
nazwany holoenzymem polimerazy Il DNA (Pol 1l
HE) [97, 1 2]. Katalityczny rdzen holoenzymu tworzg
trzy podjednostki: a (132 kDa), 8 (27 kDa), 0 (10 kDa).
Aktywnos$¢ polimerazy syntetyzujgcej siostrzang nic
DNA w kierunku od 5' do 3' warunkuje podjednostka
a. Podjednostka 8 dziatajac jak egzonukleaza wycina
nieprawidtowo sparowane nukleotydy w Kkierunku
3'-5'. Dzieki takiej aktywnos$ci podjednostki 8 holoen-
zym Pol Il popetnia btad jedynie raz na 105 syn-
tetyzowanych nukleotydéw [158]. Rdzen polimerazy
111 charakteryzuje niska procesywnos$¢, to znaczy, ze
enzym nietrwale przytacza sie do matrycy i nie syn-
tetyzuje dtugich odcinkéw DNA. Jednak w wyniku
przytaczenia kolejnych podjednostek biatkowych:
i (71 kDa), y (47 kDa), 6 (35 kDa), 8 (33 kDa), x(\5
kDa), W\ (12 kDa), tworzg sie bardziej procesywne
formy Pol Il1l. Szczegélnie wazna jest podjednostka
|3 (38 kDa), odpowiedzialna za trwate przytgczenie
kompleksu polimerazy do DNA [98]. Holoenzym Pol
111 odtworzony in vitro z 10 oczyszczonych podjednos-
tek pozostaje zwigzany z matrycg DNA przez 30 do 40
min isyntetyzuje dtugie odcinki DNA z szybkos$cig 750
nukleotyddw na sekunde [100-102]. Szybkos$¢ syntezy
DNA jest porownywalna z tempem replikacji chromo-
somu E. coli in vivo [103]. Ogromna procesywnos¢
holoenzymu Pol Il umozliwia przebieg procesu re-
plikacji DNA, w ktorym para widetek replikacyjnych
startuje w przeciwnych kierunkach z regionu oriC
i okrgza caty chromosom w czasie 42 min [104].

V-2. Replisom

Gtowny problem w procesie syntezy potomnych nici
DNA polega na tym, ze polimeraza DNA moze
syntetyzowaé nowy taricuch tylko wjednym kierunku
od konca 5 do 3. W zwigzku z tym synteza jednej nici
DNA zachodzi w kierunku ruchu widetek replikacyj-
nych (ni¢ wiodgca), drugiej za$ w kierunku przeciwnym
(ni¢ op6zniona) [1]. Omoéwione wiasciwosci biochemi-
czne holoenzymu Pol Il (V-1)) sugerujg, ze jest on
idealnie przystosowany do syntezy nici wiodacej. Raz
przytgczony do matrycy DNA w poblizu primera RNA
dobudowuje do jego konca 3' kolejne deoksyrybonuk-
leotydy. Wyjatkowa procesywno$¢ holoenzymu umoz-
liwia synteze catej wiodgcej nici DNA bez odrywania
sie od matrycy. Katalizowang przez holoenzym Pol 11l
reakcje syntezy wiodacej nici DNA odtworzono in
vitro w obecno$ci ATP, Mg2+, deoksyrybonukleoty-
doéw oraz jednoniciowej matrycy DNA z przylaczo-
nym krétkim primerem RNA [105, 106],

Ni¢ opdzniona syntetyzowana jest w sposob nieciag-
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ty. Polimeraza DNA odrywa sie od matrycy po
zakonczeniu syntezy odcinka DNA (fragment Okaza-
ki) i ponownie t3gczy sie z nig w sgsiedztwie nastepnego
primera [1], Synteze fragmentéw Okazaki stwierdzo-
no badajac replikacja in vitro, w uktadzie w ktérym
jedyng polimerazg DNA byt holoenzym Pol 111 [18],
co wykazuje, ze holoenzym Pol 111 moze syntetyzowac
obie siostrzane nici DNA.

Szereg doswiadczen biochemicznych wskazuje na
to, ze dwie czasteczki holoenzymu réznigce sie sktadem
podjednostek tworzg asymetryczny dimer (Ryc. 3)
[106, 97, 2], w obrebie ktérego z matrycg nici wiodacej
jest trwale zwigzana wysoce procesywna forma en-
zymu. Dzieki potaczeniu z drugg czasteczka holoen-
zymu, dimer moze porusza¢ sie zgodnie z ruchem
widetek replikacyjnych. Matryca nici opdznionej po
zakonczeniu syntezy fragmentu Okazaki moze od-
dysocjowac od enzymu bez naruszania struktury dime-
ru. W kolejnych cyklach powstajacy, w wyniku ruchu
widetek replikacyjnych, jednoniciowy fragment tej
matrycy tworzy petle, na ktérej primaza syntetyzuje
primer — wydtuzany nastepnie przez polimeraze
DNA. Poprzez zapetlenie matrycy nici opdznionej,
kierunek syntezy DNA zmienia sie o 180° i staje sie
zgodny z kierunkiem ruchu widetek. Hipoteza ta jest
bardzo atrakcyjna, wyjasnia bowiem w jaki sposob
obie siostrzane nici moga by¢ syntetyzowane w tym
samym czasie przez jeden enzym. Obecnie, w wielu
laboratoriach trwajg prace majgce na celu odtworzenie
dimeru Pol 111 z oczyszczonych podjednostek, zbada-
nie jego struktury i mechanizmu, ktory reguluje syn-
teze op6znionej nici DNA [102, 107-115].

Model asymetryczny dimeru lokalizuje holoenzym
w poblizu helikazy DnaB i primazy. W zwigzku z tym
przyjeto, ze biatka te tworzg wieloenzymatyczny kom-
pleks replisom [116], ktéry moze jednocze$nie roz-
wija¢ helise DNA, syntetyzowac¢ primery RNA i obie
siostrzane nici DNA. Badania biochemiczne pokazaty,
ze holoenzym Pol 11l i helikaza DnaB sg trwale
zwigzane z DNA, za$ primaza przytacza sie do re-
plisomu na poczatku cyklu syntezy kolejnego primera
[108]. Replisom moze by¢ formowany na etapie inic-
jacji replikacji prawdopodobnie z udziatem biatka
DnaA. Wyniki badan genetycznych wskazujg na moz-
liwos¢ bezposredniego oddziatywania pomiedzy biat-
kiem DnaA a podjednostkg x polimerazy IIl DNA,
kodowang przez gen dnaX [117].

V-3 Usuwanie primeréw i ligacja DNA

Holoenzym Pol 111 syntetyzuje op6Zniong ni¢ DNA,
nie moze jednak usungé¢ primerdw RNA i wypetniaé
pozostajacych po nich luk. Funkcje te petni polimeraza
I DNA (Pol I). Jest to pojedynczy polipeptyd o masie
103 kDa [1], posiadajacy trzy gtdéwne aktywnosci
enzymatyczne:

1 polimerazy DNA dobudowujgcej deoksyrybo-

nukleotydy do korica 3' primera RNA,

206

AAA Primer RNA
g NOowosyntetyzowana nic DNA

Ryc. 3. Schemat struktury replisomu — wieloenzymatycznego
kompleksu syntetyzujacego synchronicznie obie potomne
nici DNA.

2. egzonukleazy 3'-5', korygujacej btednie sparowa-
ne nukleotydy,

3. egzonukleazy 5'-3' degradujacej sparowane z ma-
tryca fragmenty DNA lub RNA o dtugosci do 10 par
zasad.

Pol | przytgcza sie do przerw w nici DNA pozo-
stajacych po syntezie fragmentéw Okazaki, wypetnia
te luki, jednoczesnie usuwajac primery. W mieszaninie
reagujacej ztozonej z oczyszczonych enzyméw — co
stanowi probe odtworzenia naturalnego $rodowiska
reakcji — degradacja primerdw jest aktywowana
w obecnosci RNazy H [34], Enzym ten prawdopodob-
nie wspomaga egzonukleolityczng aktywno$¢ Pol I
RNaza H nie moze jednak catkowicie zastgpi¢ Pol 1,
poniewaz jedynie polimeraza | DNA potrafi usungé
ostatni rybonukleotyd primera [118, 119], Polimeraza
DNA | nie moze potgczy¢ wigzaniem dwuestrowym
sgsiadujagcych ze sobg sparowanych nukleotyddw.
Produktami reakcji katalizowanej przez holoenzym
Pol 111 i Pol I sg dwie potomne dwuniciowe czgsteczki
DNA zawierajgce przerwy w miejscach rozpoczecia
syntezy primeréw.

Ligaza DNA, monometr o masie 75 kDa [120, 121],
katalizuje synteze wigzania dwuestrowego pomiedzy
sgsiadujgcymi ze soba, sparowanymi, nukleotydami.
Zrédtem energii w tej reakcji jest hydroliza jednej
czasteczki NAD na kazde powstajgce wigzanie dwues-
trowe.
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VI. Terminacja

VI-1. Sekwencje terminatorowe ter i biatko Tus
(terminator utilization substance)

Dwukierunkowa replikacja chromosomu bakteryj-
nego rozpoczyna sie od sekwencji oriC (84 min. mapy
genetycznej E. coli) a koriczy sie gdy widetki replikacyj-
ne spotykajg sie w regionie terminatorowym (28.5-33.5
min.) [122, 123]. Region terminatorowy E. coli ma 350
par zasad dtugosci, po jego obu stronach zlokalizowa-
ne sg powtdrzone 22- nukleotydowe sekwencje ter-
minatorowe, nazwane odpowiednio terA, terB, terC,
terD. Ruch widetek replikacyjnych ulega zatrzymaniu
w obrebie regionu terminatorowego. Region ten dziata
jak swoista putapka. Taki mechanizm umozliwia za-
konczenie replikacji zawsze w tym samym miejscu,
nawet wtedy gdy jedne z widetek przesuwajg sie
wolniej. Zatrzymanie ruchu widetek replikacyjnych
jest uzaleznione od orientacji sekwencji ter. Para
sekwencji terC i terB hamuje widetki przesuwajgce sie
zgodnie z ruchem wskazowek zegara, za$ para terA
i terD hamuje widetki poruszajgce sie w przeciwnym
kierunku [124, 125].

Dziatanie sekwencji terminatorowej ter jest uzalez-
nione od obecnosci biatka Tus [126]. Produkt genu
tus, to biatko zasadowe o masie czgsteczkowej 36 kDa
wigzgce sie specyficznie z sekwencjg ter. Dwie grupy
badaczy wykazaty niezaleznie, ze biatko Tus zwigzane
z sekwencjg ter jest inhibitorem helikazy DnaB [127,
128]. Obecnos¢ samej sekwencji ter, bez wzgledu na jej
orientacje, nie ma wptywu na aktywno$¢ helikazy
DnaB. Biatko Tus hamuje aktywnoS$ci helikazy DnaB
tylko wtedy, kiedy sekwencja ter wystepuje w specyfi-
cznej orientacji, w tej samej, w ktérej widetki re-
plikacyjne hamowane sa in vivo [127, 128]. Nie ma
natomiast zgody co do mechanizmu dziatania Tus.
Wedtug jednej hipotezy kompleks Tus-DNA stanowi
przeszkode uniemozliwiajagcg dalszy ruch helikazy
[128], Alternatywna hipoteza zaktada bezpos$rednie
oddziatywanie pomiedzy biatkiem DnaB ispecyficznie
zorientowanym dzieki wiazaniu z sekwencjg ter, biat-
kiem Tus [127]. Fizjologiczna rola oméwionego me-
chanizmu terminacji nie zostata dotychczas wyjas-
niona. Wiele genoméw: bakteriofag lambda, plazmid
ColE 1, wirus SV40, nie posiadajg takiego mechaniz-
mu. Delecja sekwencji ter [129] i unieczynnienie, na
drodze mutacji biatka Tus nie majg wptywu na replika-
cje plazmidéw oriC [128]. By¢ moze omdéwiony me-
chanizm terminacji jest istotny w replikacji duzego
chromosomu bakteryjnego ze wzgledu na jego skom-
plikowang topologie. Mozliwe, ze sekwencje utatwia-
jace rozdzielenie potomnych czasteczek DNA zlokali-
zowane sg w obrebie regionu terminatorowego.

VI-2. Rozdzielenie potomnych czasteczek DNA
Po zakonfczeniu procesu syntezy nici potomnych,
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DNA ma postaé dwéch kowalencyjnie zamknietych,
kolistych, splecionych ze sobg czasteczek. Czasteczki te
musza ulec rozdzieleniu, czyli dekatenacji podczas
ostatniego etapu replikacji. Jezeli obie czgsteczki poto-
mne nie majg nacie¢ w tancuchach DNA, to jedynie
topoizomerazy klasy Il moga katalizowa¢ dekatenacje
[130, 131]. U bakterii E. coli wystepujg dwa enzymy
nalezace do tej klasy; gyraza i niedawno odkryta
topoizomeraza IV (produkt genéw parC iparE) [132].
Oba biatka wykazujg wysoki stopien homologii i sg
dimerami ztozonymi z dwdch rdznych podjednostek.
Jedynie gyraza, w odrdznieniu od topoizomerazy 1V,
katalizuje reakcje wprowadzania negatywnych super-
heliksow do czgsteczki DNA.

Dotychczas uwazano, ze wytgcznie gyraza katalizuje
rozdzielenie potomnych czasteczek DNA powstatych
w wyniku replikacji chromosomu bakteryjnego [133-
135]. Wskazywaty na to badania genetyczne, gdyz
jednym z fenotypowych efektéw niektdérych mutacji
w genach kodujgcych podjednostki gyrazy (GyrA
i GyrB) sg zaburzenia rozdziatu (partitioniny) chromo-
somOw potomnych. W dosSwiadczeniach biochemicz-
nych, w ktérych gyraza bytajedynym biatkiem nalezg-
cym do Il klasy topoizomeraz uzyskano rozdzielenie
potomnych minichromosoméw zawierajacych sek-
wencje oriC [34], Proces ten nie byt jednak wydajny.
Jedynie 30% replikujgcych sie minichromosomoéw
ulegato rozdzieleniu. Wykazano réwniez, ze w obecno-
Sci biatka HU, gyraza katalizuje dekatenacje dimeréw
DNA, bedacych produktami replikacji plazmidu
pBR322 [135]. Mutcje w genach parC iparE kodujg-
cych topoizomeraze 1V, powodujg akumulacje super-
helikalnych dimeréw DNA bedacych produktami re-
plikacji plazmidow w komorce E. coli i Salmonella
tiphimurium [136], Zaobserwowano, ze nie wszystkie
mutacje w genach yyrAB prowadzg do zaburzen
rozdziatu potomnych chromosomoéw. Zahamowanie
aktywnos$ci gyrazy, poprzez dodanie inhibitoréw tego
enzymu do hodowli bakteryjnej, nie prowadzi do
akumulacji katenatow chromosomoéw [137], Na pod-
stawie tych danych przyjmuje sie, ze w procesie
rozdziatu potomnych chromosomoéw czynne sg dwie
topoizomerazy klasy Il. Gyraza miataby dziata¢ na
etapie inicjacji i elongacji, wprowadzajgc negatywne
superheliksy i usuwajagc nagromadzajgce sie w re-
plikowanej czasteczce DNA pozytywne superheliksy.
Topoizomeraza IV za$, bytaby giéwnym enzymem
odpowiedzialnym za dekatenacje produktéw replika-
cji [136, 138]. Dalsze badania pokazg czy przed-
stawiona hipoteza jest prawdziwa.

VI1l. Rola biatek szoku termicznego-hsp (beat
shock proteins) w replikacji DNA

Wyniki badan genetycznych wskazujg na istotng
role biatek szoku termicznego w replikacji chromo-
somu bakteryjnego i innych genoméw replikujgcych
sie w komdrce E. coli. Mutacje w genach kodujgcych
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biatka hsp: dnaK, grpE, dnaJ,groEL igroES powodujg
zaburzenie lub zahamowanie procesu replikacji chro-
mosomu E. coli [139-141], Ponad to, mutacje w genach
kodujgcych biatka biorgce bezposredni udziat w pro-
cesie replikacji (dnaA i ssb) sg suprymowane w wyniku
nadprodukcji biatek GroEL i GroES [142-144],

Biochemiczny mechanizm dziatania biatek hsp zo-
stat najlepiej poznany w replikacji DNA fagéw Ai PI.
Doswiadczenia in vitro wykazaty, ze w obu przypad-
kach biatka hsp katalizujg czesSciowg dysocjacje kom-
plekséw biatek replikacyjnych [145-148], Replikacja
plazmidu oriC in vitro, nie wymaga obecnosci biatek
szoku termicznego [34], Dodanie do reakcji jed-
nego z biatek hsp lub ich kombinacji nie zmienia ani
wydajnosci, ani tez kinetyki syntezy DNA [41]. Praw-
dopodobnie biatka hsp nie uczestnicza bezposrednio
w replikacji chromosomu E. coli. Biatka te mogg
jednak stabilizowa¢ lub wplywaé na proces syntezy
enzymoéw replikacyjnych. Jednym z takich enzyméw
jest biatko inicjatorowe DnaA. Inkubacja monomeru
DnaA w temperaturze 30°C prowadzi do agregacji
biatka ijego inaktywacji. Wykazano, ze w tych warun-
kach obecno$¢ biatka GroEL lub DnaK skutecznie
chroni DnaA przed agregacjg [41]. Biatko DnaK
katalizuje rowniez dysocjacje agregatdw i przywraca
aktywnos$¢ replikacyjng DnaA [41, 149], Niektdre
temperaturowrazliwe mutanty DnaA (dnaA46, dnaAb)
sg nieaktywne w reakcji replikacji badanej w mieszani-
nie reagujacej ztozonej tylko z oczyszczonych en-
zyméw. Dodanie do tej mieszaniny reagujacej biatek
DnaK i GrpE prowadzi do aktywacji zmutowanych
form DnaA [150-152], Molekularny mechanizm dzia-
tania biatek hsp na biatko DnaA nie jest doktadnie
poznany. Mozna jednak przypuszczaé, ze jest on
zwigzany z ,opiekunczg” (molecular chaperones) rolg
tych biatek chronigcych polipeptydy przed denatura-
Cjg termiczng i agregacjg [153],

Zwiekszenie wewnagtrzkomorkowego stezenia biat-
ka inicjatorowego DnaA powinno prowadzi¢ do wzro-
stu czestotliwosci inicjacji replikacji DNA. Okazato sie
jednak, ze obserwowany efekt byt znacznie mniejszy
niz oczekiwano. Pieciokrotny wzrost syntezy biatka
DnaA spowodowat zwiekszenie czestotliwosci inicjacji
replikacji jedynie 0 20% [154], Nadprodukcja biatka
DnaA moze prowadzi¢ do powstania duzych ilosci
zagregowanej, nieaktywnej, formy tego biatka [41].
Prawdopodobnie biatka hsp asystujg w procesie pra-
widtowego zwijania (folding) polipeptydu DnaA.
W warunkach jego nadprodukcji stezenie biatek hsp
w komorce moze by¢ zbyt niskie, aby mogty one
skutecznie ,,dopilnowac” zwijania kazdej syntetyzowa-
nej czasteczki DnaA. Jest rowniez mozliwe, ze biatka
hsp kontroluja stezenie aktywnej formy DnaA, a przez
to posrednio wptywaja na czestotliwos$é inicjacji re-
plikacji.

Biatka hsp moga réwniez wptywaé na synteze
innych biatek bioracych udziat w replikacji. Ostatnio
wykazano wptyw mutacji w genach dnaK, dnaJ i grpE
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na stezenie podjednostki e polimerazy IIl DNA oraz
RNazy H [155]. Obecnie trudno rozstrzygna¢, czy
efekty fenotypowe w genach kodujacych biatka hsp na
replikacje chromosomu bakteryjnego odzwierciedlaja
specyficzng role tych biatek w replikacji DNA, czy tez
jest to wynik ogdlnej funkcji biatek szoku termicznego,
polegajacej na asystowaniu w prawidtowym zwijaniu,
transporcie komorkowym i ochronie przed denatura-
cja polipeptydoéw [139, 140].

VIIl. Podsumowanie

Proces replikacji chromosomu E. coli jest fascynuja-
cym tematem badawczym. Pomimo wielu lat badan,
nadal nie rozumiemy biochemicznego mechanizmu
inicjacji replikacji. Poznano wprawdzie szereg czyn-
nikdéw, ktore prawdopodobnie odpowiedzialne sg za
inicjacje replikacji: struktura i topologia matrycy
DNA, stan metylacji matrycy, oddziatywanie kom-
pleksu inicjacyjnego z btong komdrkowg iregulatora-
mi metabolizmu komérkowego. Udato sie réwniez
odtworzy¢ proces inicjacji replikacji in vitro, lecz nadal
nie wiadomo czy znane sg wszystkie czynniki biorgce
w nim udziat. Ostatnio znaleziono kolejne biatko-Rob
(right oriC binding) wigzace sie z sekwencjag oriC,
ktérego rola fizjologiczna jest zupetnie nieznana [156],
Podobna sytuacja jest z kazdym kolejnym etapem
replikacji DNA.

Dla biologii molekularnej replikacja chromosomu
E. coli stata sie takim klasycznym obiektem badaw-
czym, jakim jest glikoliza w drozdzach dla biochemii.
Mozliwo$¢ badania roli oddziatywan biatko-biatko,
biatko-DNA, wpitywu topologii DNA i roli bton
komdrkowych w replikacji chromosomu w uktadzie
doswiadczalnym o znanych i sprawdzonych skitad-
nikach, powinna doprowadzi¢ do lepszego zrozumie-
nia mechanizméw regulacji cyklu komérkowego.

Artykut otrzymano 15 lutego 1994 r.
Zaakceptowano do druku 8 lipca 1994.
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Wykaz stosowanych skrétéw: hsp — biatko szoku termicz-
nego, HSR — regiony o duzej czestotliwosci mutacji, PCR
— ang. polymerase chain reaction (synteza tancuchowa
fragmentéw DNA przy uzyciu polimerazy i specyficznych
primeréw), S — sekwencjonowanie, HOT — ang. hydro-
xylamine hydrochloride and osmium tetroxide reaction,
DGGE — ang. denaturing gradient gel electrophoresis (gra-
dientowa elektroforeza denaturujaca), CDGE — ang. cons-
tant denaturant gel electrophoresis (statostezeniowa elektro-
foreza denaturujgca), SSCP — ang. single strand confor-
mation polymorphism (jednoniciowy polimorfizm konforma-

cyjny).

I. Wstep

Badania zmierzajace do rozwigzania problemu po-
wstawania nowotworow doprowadzity w ostatnich
latach do identyfikacji nowotworowych genéw sup-
resorowych. Odkrycie genéw hamujacych podziaty
komoérkowe wzbogaca naszg wiedze o uwarunkowa-
niach genetycznych choroby nowotworowej oraz po-
zwala lepiej zrozumie¢ normalne mechanizmy regulu-
jace wzrost. Intensywne badania tej witasnie grupy
gendw zmierzajg w kierunku opracowania metod
prognostycznych, diagnostycznych, jak iterapii nowo-
tworowej bazujgcej na odkrytych genetycznych zalez-
nosciach. Genem skupiajgcym uwage wielu badaczy
jest gen p53 ijego biatkowy produkt. Biatko roku 1993
[1] stanowi interesujacy obiekt badawczy ze wzgledu

1Mgr, Katedra Biochemii, Uniwersytet Gdanski, Ktadki 24,
80-822 Gdansk, 2 prof., U301 INSERM, 27 rue J. Dodu,
75010 Paris, France
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na czeste wystepowanie w przypadku wielu chordb
nowotworowych zmutowanej, a tym samym nieaktyw-
nej formy biatka p53. Pomimo intensywnych badan
rola biatka p53 w cyklu komérkowym nie jest do
konca wyjasniona. Gen p53, uwazany poczatkowo za
onkogen, okazat sie w rzeczywistosci by¢ genem sup-
resorowym, hamujacym inwazyjny wzrost komadrek
[2-6]. W niniejszej pracy zostang przedstawione trzy
gtdéwne rodzaje analizy biatka p53, tj. analiza moleku-
larna, immunohistochemiczna iserologiczna oraz mo-
zliwosci ich praktycznego wykorzystania.

Il. Analiza molekularna genu p53

Badania nad molekularnymi podstawami choréb
nowotworowych wskazujg, ze sg one wynikiem aku-
mulacji mutacji w genach, istotnych z punktu widzenia
prawidtowego funkcjonowania komorki. Geny te zali-
czane sa do klasy onkogendéw i genéw supresorow
transformacji nowotworowej.

I1-1. Czestotliwos¢ wystepowania mutacji w genie
p53

Powszechnie obserwowanym defektem genowym
w komérkach rakowych sa mutacje w genie p53, ktore
pozostajg w zwigzku przyczynowym z procesem kan-
cerogenezy. Z wielu obserwacji wynika rowniez, ze
mutacjom w genie p53 towarzyszy utrata allelu nie-
zmutowanej formy p53, co w efekcie koncowym do-
prowadza do utraty supresorowej funkcji biatka [7, 8].
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W dwunastu najczesciej spotykanych nowotworach
zidentyfikowano mutacje somatyczne w genie p53
wystepujgce ogotem u 40 do 45% pacjentéw [9, 10]
z rézng czestotliwoscia, zalezna od rodzaju nowo-
tworu (Tabela 1). Ponadto mutacje genu p53 wystepujg
u pacjentdw z tzw. syndromem Li-Fraumeni (LFS),
ktérzy charakteryzujg sie dziedzicznymi sktonnoscia-
mi do zapadania na choroby nowotworowe w mtodym
wieku [11, 12]. Mutacje w genie p53 nalezg gtdwnie do
mutacji punktowych zmiany sensu warunkujgcych
ekspresje zmutowanego biatka [9]. Mutacje te, 0 nega-
tywnie dominujgcym efekcie wptywajacym na redukcje
funkcjonalnych tetrameréw, sgjednym z pieciu mecha-
nizméw inaktywacji genu p53 i jego produktu biat-
kowego przedstawionych przez Vogelsteina
i Kinzlera [13]. Drugi mechanizm zwigzany jest
z delecjg allelu w locus p53 redukujgcg ekspresje
i powstawanie tetrameru, co prowadzi do spadku
ekspresji genow hamujacych podziaty komérkowe.
Mutacje nonsensowne lub typu splice site sg od-
powiedzialne za skrocenie produktu biatkowego genu
p53, uniemozliwiajgc tym samym oligomeryzacje i po-
wstawanie aktywnej formy tetrameru. Kolejny, czwar-
ty mechanizm polega na oddziatywaniu biatka p53
z produktami wiruséw onkogennych wywotujgcymi
inaktywacje biatka p53 na skutek zwigzania sie z p53
ijego degradacje. Ostatecznie produkt genu p53 moze
by¢ zmieniony w wyniku wzmocnionej ekspresji genu
mdm-2, ktora interferuje z aktywnoscig biatka p53.
Konsekwencjg braku prawidtowo funkcjonujgcego
biatka p53 jest utrata kontroli nad podziatami komoé-
rki inaprawg uszkodzeh DNA, prowadzgca do groma-
dzenia aberacji chromosomowych irozwoju transfor-
macji nowotworowej.

11-2. Rozktad mutacji w genie p53

Przeprowadzone do tej pory analizy pozwolity zlo-
kalizowa¢ okoto 3000 mutacji w genie p53. Badania
Nigro i wsp. [7] wskazuja, ze 95% mutacji zgro-
madzonych jest w centralnej czeSci genu, z czego 57%
moze byC znaleziona w czterech regionach (A-D)
0 duzej czestosci mutacji (ang. hot-spot regions (HSR)),
ktoére to regiony zlokalizowane sg w czterech z pieciu,
wysoce konserwatywnych ewolucyjnie, domenach.
POZniejsze badania Caron de Fromentel
1Soussi [10] ujawnity nieznany dotad region HSR
czesto ulegajgcy mutacjom, zwiaszcza w przypadku
raka ptuc, tzw. HSR A’ Sposrdéd pieciu powyzej
zdefiniowanych regionéw HSR mozna wyr6znié trzy
kodony najczesciej ulegajgce mutacjom, a odpowiada-
jace Argl75, Arg248 i Arg273. Niektdre z somatycznych
mutacji w genie p53 wykazujg wysokg specyficznosc
tkankowg zalezng od substancji kancerogennych [83],
Przyktadem jest aflatoksyna B[ wywotujgca transwer-
sje G->Tw kodonie 249 specyficzng dla raka watro-
bowokomérkowego [84], Mutacja dwoch przylegajg-
cych par zasad typu CC —»TT oraz mutacja polegajgca
na transwersji G -> T sg charakterystyczne dla raka
skory [85, 86], Ponadto, transwersje G -> T wystepujg
z duza czestotliwoscia w przypadku nowotworéw
tytoniozaleznych, jak rak ptuc, przetyku, gtowy i szyi
[22, 87]. Region HSR szczeg6lnie czesto ulegajacy
mutacjom, zlokalizowany pomiedzy kodonem 245
a 251, wraz z rodzajami mutacji i wywotujgcymi je
czynnikami mutagennymi przedstawiony jest na ryci-
nie 1L Spektrum mutacji genu p53 jest r6zne w przypad-
kach poszczeg6lnych rodzajow nowotworéw, dlatego
analiza rodzaju mutacji moze dostarczy¢ istotnych
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Ryc. 1. Region o duzej czestotliwo$ci mutacji (pomiedzy kodonem 245 a 251), z zaznaczeniem rodzaju mutacji oraz czynnika mutagennego.

212

POSTEPY BIOCHEMII 40(4), 1994



informacji odnos$nie etiologii choroby nowotworowej
oraz zdefiniowac regiony biatka p53, istotne dla pet-
nienia wiasciwych temu biatku funkcji biologicznych.
Czestotliwo$¢ mutacji w genie p53 wzrasta wraz ze
stopniem zaawansowania nowotworu itak np. w przy-
padku raka jelita grubego ilos¢ mutacji punktowych
ro$nie w miare przemiany guza niezto$liwego (adeno-
ma) w forme ztoSliwa (carcinoma) [88]. Jakkolwiek
mutacje w genie p53 spotykane sg we wczesnych
stadiach transformacji nowotworowej [89, 90], to
jednak ich najwieksza czestotliwo$é obserwowana jest
w przypadku nowotworéw o niskim stopniu zréz-
nicowania, co pozwala na wykorzystanie tej cechy
w prognostyce [91, 92], Rozktad mutacji w genie p53
w przypadku réznych choréb nowotworowych z za-
znaczonymi konserwatywnymi domenami przedsta-
wiony jest na rycinie 2.

11-3. Stosowane metody
Zdolno$¢ efektywnego wykrywania mutacji w genie
p53 ma duze znaczenie kliniczne ze wzgledu na moz-

liwos¢ detekcji mutacji w sktonnosciach dziedzicznych,
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umozliwiajac tym samym identyfikacje pacjentéw
o wysokim ryzyku zachorowalnosci na raka. Ponadto,
analiza wykrytych mutacji stanowi materiat do inten-
sywnych badar zmierzajacych do okreslenia klinicz-
nego znaczenia mutacji w genie p53. Powszechnie
stosowang technika biologii molekularnej pozwalajga-
cg na analize mutacji w genie p53 jest bezposrednie
sekwencjonowanie uprzednio zamplifikowanych me-
todg PCR sekwencji DNA genu p53. Pomimo, ze jest
to metoda bardzo czula, pozwalajagca na doktadng
lokalizacje oraz okreslenie charakteru mutacji, duzy
naktad czasu oraz pracy przy uzyciu tej techniki
spowodowat rozwdéj nowych metod zaliczanych do
tzw. metod posrednich. Detekcja substytucji jednej
pary zasad jest mozliwa poprzez wykonanie przy
uzyciu RNAazy ciecia pojedynczej nici RNA w kom-
pleksie RNA:DNA [93]. Oddziatywanie zasad pirymi-
dynowych tymidyny i cytozyny z substancjami chemi-
cznymi w heterodupleksach DNA:DNA umozliwito
opracowanie chemicznej metody detekcji mutacji, tzw.
metody HOT (ang. hydroxylamine hydrochloride and
osmium tetroxide reaction). Tymidyna i cytozyna,
w miejscach btednego dopasowania (ang. mismatch)
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Ryc. 2. Rozktad mutacji w genie p53 cztowieka w przypadku réznych rodzajéw nowotworéw. O$ odcietych reprezentuje 393 kodony genu p53,
a oS rzednych przedstawia ilos¢ mutacji przypadajaca na poszczegdlny kodon. Liczby rzymskie (I-V) oznaczaja potozenie
konserwatywnych domen genu p53, natomiast N catkowitg ilos¢ mutacji.
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Tabela 1
Metoda analizy molekularnej oraz czestotliwo$¢é mutacji w genie p53 spotykana w przypadku dwunastu najczesciej wystepujacych nowotworach

Czestotliwos¢ Czestotliwo$é¢ L
Lp Rodzaj nowotworu wystepowania Metoda analizy zmian w genie Autorzy Plém'en'
/ nictwo
0 p53
wg Parkin i wsp. 1993 [14] wg Soussi i wsp. 1994 [15]
1 rak ptuc drobnoko- 11.8 S 11/15 Takahashi i wsp.. 1991 [16]
morkowy S 16/20 D’Amico i wsp., 1992 [17]
S 20/27 Miller i wsp., 1992 [18]
SSCP (4-9) 6/10 Hensel i wsp., 1991 [19]
SSCP (2-11) 23/27 Sameshima i wsp., 1992 [20]
SSCP (5,7-8) 18/28 Lohmann i wsp., 1993 [21]
wielkokomorkowy S 14/30 Suzuki i wsp., 1992 [22]
RNaza/S 23/51 Chiba i wsp., 1990 [23]
SSCP 60/115 Kishimoto i wsp., 1992 [24]
SSCP (5-8) 57177 Mitsudomi i wsp., 1992 [25]
SSCP 35/71 Horio i wsp., 1993 [26]
2 rak zotadka 9.9 S 6/10 Kim i wsp., 1991 [27]
s (59 7/12 Matozaki i wsp., 1992 [28]
DGGE (5-8) 15/29 Renault i wsp., 1993 [29]
CDGE (5-9) 3/9 Seruca i wsp., 1992 [30]
SSCP 9/24 Tamura i wsp., 1991 [31]
SSCP (5-11) 6/12 Yamada i wsp., 1991 [32]
3 rak sutka 9.4 S (5, 7-8) 2/13 Chen i wsp., 1991 [33]
S (5-8) 7/49 Davidoff i wsp., 1991 [34]
S (5-9) 4/11 Kovach i wsp., 1991 [35]
S (1-11) 7127 Moll i wsp. 1992 [36]
s (59 14/44 Sommer i wsp., 1992 [37]
HOT (5-9) 41/137 Coles i wsp., 1992 [38]
CDGE (5-9) 11/32 Borresen i wsp., 1991 [39]
CDGE (5, 7-8) 18/109 Thorlacius i wsp., 1993 [40]
SSCP (4-9) 11/26 Osborne i wsp., 1991 [41]
SSCP (5-9) 10/59 Runnebaum i wsp., 1991 [42]
SSCP (2, 5-9) 18/96 Mazars i wsp., 1992 [43]
4 rak jelita grubego 8.9 S (5-9) 23/33 Baker i wsp., 1990 81
S (5-9) 5/7 Rodriges i wsp., 1990 [44]
S (4-9) 8/14 Ishioka i wsp., 1991 [45]
S (5-8) 16/24 Shaw i wsp., 1991 [46]
S (5-9) 10/15 Cunningham i wsp., 1992 [47]
CDGE (5-9) 14/33 Lothe i wsp., 1992 [48]
DGGE (5-8) 49/90 Hamelin i wsp., 1993 [49]
SSCP (5-8) 45/96 Kikuchi-Yanoshita i wsp., 1992 [50]
SSCP (5-9) 84/149 Peidano i wsp., 1993 [51]
5 rak szyjki macicy 5.7 S 2/8 Crook i wsp., 1991 [52]
S 2/2 Scheffner i wsp., 1991 [53]
S 3/24 Crook i wsp., 1992 [54]
SSCP (5-8) 2/36 Fujita i wsp., 1992 [55]
6 rak gardta 5.4 brak danych
7  chioniaki 4.2 S 9/27 Gaidano i wsp., 1991 [56]
SSCP (5-8) 10/12 Farrell i wsp. 1991 [57]
SSCP (5-8) 10/27 Bhatia i wsp., 1992 [58]
8 rak watrobowoko- 4.1 S (5-8) 5/10 Bressac i wsp., 1990 [59]
morkowy S (5-8) 8/16 Hsu i wsp., 1991 [60]
S (5-8) 20/61 Sheu i wsp., 1992 [61]
S (5-8) 2/15 Hollstein i wsp., 1993 [62]
SSCP (2-11) 7143 Murakami i wsp., 1991 [63]
SSCP (5-8) 10/50 Buetow i wsp., 1992 [64]
SSCP (5-8) 17/26 Oda i wsp., 1992 [65]
SSCP (5-8) 49/169 Oda i wsp., 1992 [66]
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9 rak przetyku 4.0 S (5-8)
S (5-8)
S (5-9)
SSCP (5-8)
SSCP (5-8)
SSCP (2-11)
10  rak gruczotu kroko- 3.8 SSCP (4-9)
wego SSCP (4-9)
n rak pecherza moczo- 3.2 S (5-9)
wego SSCP (4-11)
SSCP (5-8)
12 biataczka 2.8 rézna mniejsza

niz 10%

w heterodupleksach DNA w odpowiedniej reakcji
chemicznej, ulegajg modyfikacjom umozliwiajgcym
ciecie z wykorzystaniem piperydyny [94, 95]. Zalezna
od skitadu zasad zdolno$¢ denaturacji dwuniciowego
DNA w réznych temperaturach istezeniach substancji
denaturujgcej lezy u podstaw metody DGGE [96] ijej
wariantu CDGE [97] (ang. denaturing gradient gel
electrophoresis oraz constant denaturant gel electrop-
horesis). R6znica w migracji pojedynczych nici DNA
w zelu poliakryloamidowym, wynikajgca z odmiennej
drugorzedowej struktury pojedynczej nici DNA zalez-
nej od skiadu zasad, pozwolita na opracowanie tech-
niki SSCP (ang. single strand conformation polymorp-
hism) [98, 99], Kazda z powyzej przedstawionych
technik jest powszechnie stosowana do identyfikacji
mutacji w genie p53 (Tabela 1). SSCP i CDGE sg
technikami szybkimi oraz czutymi w 90%, niemniej
jednak kazdy ekson musi by¢ analizowany niezaleznie.
Metoda HOT umozliwia jednorazowg analize znacz-
nie wiekszych fragmentéw DNA, jest jednak bardziej
czasochtonna oraz wymaga specyficznych odczynni-
kéw chemicznych. Posiada natomiast znacznie wiek-
szg czuto$¢ w poréwnaniu z innymi posrednimi meto-
dami analizy molekularnej, aczkolwiek zdarza sie, ze
nie wykrywa transwersji G -> T [100]. Czestotliwos$¢
wystepowania mutacji w genie p53 jest zmienna i zale-
zy od rodzaju nowotworu, jak ilokalizacji geograficz-
nej. Rozbiezno$¢ danych spotykanych w pismiennict-
wie jest prawdopodobnie uwarunkowana rdéznymi
podej$ciami badawczymi oraz sposobem przygotowa-
nia proby, dlatego zaréwno do celéw badawczych,
a zwtiaszcza klinicznych mutacje powinny zawsze zo-
sta¢ zsekwencjonowane lub potwierdzone poprzez
kolejny niezalezny test z wykorzystaniem odmiennej
techniki.

I11. Analiza immunohistochemiczna
I11-1. Aspekty molekularne
Krotki czas pottrwania aktywnej formy biatka p53
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15/34 Hollstein i wsp., 1990 [67]

5/10 Bennett i wsp., 1991 [68]

7/18 Hollstein i wsp., 1991 [69]

6/24 Casson i wsp., 1991 [70]

14/25 Huang i wsp., 1993 [71]
15/32 Wagata i wsp., 1993 [72]
9/14 Bookstein i wsp., 1993 [73]

1/10 Effert i wsp., 1993 [74]

11/18 Sidransky i wsp., 1991 [75]
8/23 Fujimoto i wsp., 1992 [76]

29/80 Spruck i wsp., 1993 [77]
Fenaux i wsp., 1991 [78]

Gaidano i wsp., 1991 [79]

Jonveaux i wsp., 1991 [80]

Soussi iJonveaux, 1991 [81]

Fenaux i wsp., 1992 [82]

od 6 do 20 minut uniemozliwia jej gromadzenie sie
w iloSci wykrywalnej konwencjonalnymi technikami
immunoprecypitacji lub immunohistochemicznymi.
Wydtuzenie sie czasu pdttrwania do 6 godzin, czesto-
kro¢ wynik zmiany konformacji pod wptywem mutacji
[16, 101-104] umozliwia wykrycie stabilnego biatka
przy zastosowaniu techniki immunohistochemicznej
uzywanej powszechnie jako posredni wskaznik muta-
cji w genie p53. Zalezno$¢ ta zostata potwierdzona
przez badania Bartek i wsp. oraz Gannona
i wsp., ktérzy do analizy uzyli monoklonalnych
przeciwciat PAb240 specyficznie rozpoznajgcych zmu-
towang forme biatka p53 [105, 106]. Zwigzek pomie-
dzy obecnos$cig mutacji a podwyzszonym poziomem
biatka p53 zostat odnotowany, miedzy innymi w przy-
padku raka sutka, krtani i ptuc [107-110],

Nie wszystkie mutacje punktowe wywotujg podwyz-
szenie poziomu biatka p53 [44],jak réwniez nie sa one
jedynym mechanizmem stabilizacji biatka p53. Zwiek-
szona stabilno$¢ to rezultat tworzenia kompleksdw
z biatkami wirusowymi: duzym antygenem T wirusa
SV40 [111], biatkiem E Ib adenowirusa Ad5 [112]
oraz biatkiem komérkowym hsp 70 [113]. Takze
produkt genu mdm-2 o zwielokrotnionej ekspresji
obserwowanej w przypadku miesakow oddziatywuje
bezposrednio z biatkiem p53 wywotujac jego inak-
tywacje [114]. Nie jest wykluczone, ze Mdm-2 w wyni-
ku zwigzania sie z biatkiem p53 wptywa na jego
stabilizacje, aczkolwiek w chwili obecnej brak jest
wystarczyjacych dowoddéw. Prawdopodobnym jest
wystepowanie niepoznanych, jak dotad, biatek komdr-
kowych odpowiedzialnych za stabilizacje p53 iregula-
cje jego funkcji. Zwiekszenie poziomu p53 w komaérce
jest rowniez wynikiem dziatania czynnikéw uszkadza-
jacych DNA, do ktérych mozemy zaliczyé¢ substancje
chemiczne oraz promieniowanie UV lub y [103, 115-
117]. W zwiagzku z powyzszym nalezy zachowaé duza
ostroznos$¢ w interpretowaniu pozytywnych wynikow
analizy immunohistochemicznej jako odzwierciedle-
nia mutacji w genie p53 [118].
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111-2. Zastosowanie kliniczne

Analiza immunoreaktywnos$ci biatka p53, z uwzgle-
dnieniem stopnia zto$liwosci oraz stadium zaawan-
sowania nowotworu, wskazuje na mozliwo$é wykorzy-
stania biatka p53 jako interesujgcego markera bio-
logicznego [91, 119-121]. Przeprowadzone badania
wykazujg zbiezno$¢ pomiedzy obecnoscig biatka p53
a agresywnym stadium choroby nowotworowej. Nie
wyklucza sie jednak zastosowania biatka p53 jako
biomarkera wczesnego stadium nowotworu w przypa-
dku raka przetyku [122]. Na podstawie wynikow,
pochodzacych z analizy szerokiej grupy pacjentéw
z réznymi rodzajami nowotwordw, mozna wysnué
pierwsze wnioski odnosnie ulepszenia, standaryzacji
i praktycznego wykorzystania metody immunohis-
tochemicznej [119, 123, 124]. Akumulacja stabilnego
biatka w wiekszosci przypadkéw w jadrze komorek
nowotworowych orazjego niewykrywalnos¢ w otacza-
jacej je tkance normalnej, w potgczeniu z tatwoscig
i szybkoscig metody immunohistochemicznej, umoz-
liwiajg wykorzystanie tej ostatniej w prognostyce.
Powtarzalno$¢ oraz doktadno$¢ metody w duzym
stopniu zalezy od zastosowanych przeciwciat, ktdre
powinny charakteryzowac sie duza specyficznos$cia
oraz powinowactwem do antygenu bez wzgledu na
metode przygotowania préby. W tym celu podjeto
szerokie dziatania zmierzajgce do otrzymania anty-
ludzkich monoklonalnych przeciwciat, mogacych zna-
lez¢ zastosowanie w analizie immunohistochemicznej
[125, 126]. Nie bez znaczenia pozostaje takze sposéb
utrwalenia materiatu, ktéory ma by¢ poddany analizie
oraz metoda detekcji kompleksu antygen-przeciwciato
[127],

IV. Analiza serologiczna

Po raz pierwszy obecno$¢ przeciwciat anty-p53
u myszy z chemicznie indukowang transformacja
nowotworowg zostata zaobserwowana w 1979 r. [103],
anastepnie potwierdzona u innych zwierzat [ 128,129].
W 1982 roku Crawford i wsp. odnotowali humo-
ralng odpowiedZz immunologiczng skierowana prze-
ciwko biatku p53 u 9% kobiet z rakiem sutka [130].
P6zniejsze badania Caron de Fromentej
i wsp. wykazaty obecno$é przeciwciat anty-p53 w su-
rowicy 12% dzieci z rdznymi rodzajami nowotworow
120% w przypadku chtoniaka Burkitta [131]. Prace te
zapoczatkowaty nowy nurt badan nad wtasciwosciami
biatka p53 i doprowadzity do analizy serologicznej
szerokiej grupy pacjentow [ 132], Oberwuje sie zwigzek
pomiedzy wystepowaniem przeciwciat anty-p53,
a obecnos$cig mutacji w genie p53 [133, 134], zwtaszcza
mutacji prowadzgcych do akumulacji biatka [134],
Interesujace jest zjawisko braku przeciwciat anty-p53
w przypadku mutacji w eksonie 8, ktéra zwigzana jest
z wysokim poziomem biatka p53 w przypadku raka
ptuc. Zaktadajac wptyw akumulacji biatka na po-
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wstanie odpowiedzi immunologicznej skierowanej
przeciwko biatku p53, $wiadczyé by to mogto o stabej
immunogennos$ci tego rodzaju mutacji lub defektyw-
nym procesie prezentacji antygenu [134]. Da vi-
do ff i wsp., analizujac grupe kobiet z rakiem sutka,
wykazali zwigzek pomiedzy obecnoS$cig przeciwciat
anty-p53 a mutacjami zlokalizowanymi w eksonach
5i6 genu p53. Ze wzgledu na fakt, ze mutanty te tworzg
kompleks z biatkiem szoku termicznego hsp 70, auto-
rzy postulujg udziat biatka hsp 70 w prezentacji
antygenu i indukcji odpowiedzi immunologicznej
[133]. Z ostatnich badan wynika, ze przeciwciata
anty-p53 rozpoznajg zaréwno natywngjak izmutowa-
na forme biatka p53, a immunogenne domeny biatka
zlokalizowane sg na jego C- i N-koricowym odcinku,
a wiec poza regionem czesto ulegajagcym mutacjom,
czyli regionem hot-spot. [134-137]. Obserwacje te
dotyczg szerokiej grupy pacjentdw z r6znymi rodzaja-
mi nowotworow, jak i zwierzat immunizowanych
ludzkim, niezmutowanym biatkiem p53 [135, 136],
Wynika stad, ze indukcja odpowiedzi immunologicz-
nej jest rezultatem przetamania tolerancji na skutek
duzej akumulacji immunogennego biatka. Jakkolwiek
istnieje korelacja pomiedzy obecnos$cig przeciwciat,
a akumulacjg biatka p53 i obecnos$cig mutacji, nie jest
to jednak bezposredni mechanizm wiodacy do wywo-
tania humoralnej odpowiedzi immunologicznej. Przy-
czyny wystepowania przeciwciat anty-p53 tylko u pew-
nych pacjentéw nie sg w petni poznane i stanowig
przedmiot intensywnych badan. Pierwsze prace za-
jmujgce sie analizg serologiczng sugerujg mozliwosé
praktycznego jej wykorzystania w prognostyce i moni-
torowaniu terapii. Badania Volkmanna i wsp.
wykazaty, ze analiza obecnosci przeciwciat anty-p53
u chorych na raka watroby, moze uzupetniaé konwen-
cjonalng metode, badajgcag stezenie markera onkop-
todowego, jakim jest alfafetoproteina (AFP) [138]. Jak
wynika z poréwnania dokonanego w tabeli 2, ten
dopiero rozwijajacy sie rodzaj analizy moze by¢ kon-
kurencyjny w stosunku do analizy molekularnej i im-
munohistochemicznej oraz stanowi¢ podstawe do opra-
cowania prostego iszybkiego tekstu, ktéry by wykazy-
wat obecno$¢ w ustroju choroby nowotworowej.

V. Leczenie nowotworéw przez odbudowe
funkcji supresorowej biatka p53

Wraz z rozwojem efektywnych technik umozliwiaja-
cych dostarczenie genu do wybranych komorek tera-
pia genowa stata sie rzeczywistoscig. Dwie powszech-
nie stosowane metody in vitro wprowadzania obcych
genéw o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym
oparte sg na metodzie fizycznej, tj. transferze lipo-
somalnym [139] oraz metodzie wykorzystujgcej defek-
tywne replikacyjnie wirusy DNA lub RNA [140-142],
Na podstawie dotychczasowych danych perspektywy
wykorzystania genu p53 w leczeniu nowotworow
wydaja sie by¢ realne oraz bardzo obiecujgce. Prze-
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Tabela 2

Rodzaje analiz stosowanych do badan genu p53 ijego produktu biatkowego (zmodyfikowana wersja tabeli wg Soussi i wsp. [15]).
Metoda Sposéb analizy Wyniki Zalety Wady
Analiza
molekularna

-bezposrednia Sekwencjono-

wanie genu p53

Identyfikacja
mutacji oraz
delecji genu
Sekwencjono-

wanie kodujacych

region6w cDNA

Pozwala na doktadng analize miejsca Czasochtonna
i rodzaju mutacji

Nieskuteczna w przypadku mutacji po-
tozonych poza regionem sekwencjono-
wanyeh eksonéw

Sekwencjono- Tkanka nowotworowa jest niezbedna do
wanie eksonéw jej przeprowadzenia
4-8
Niemozliwa do zastosowania w rutyno-
wej diagnostyce
-posrednia HOT Stwierdzenie Szybka do przeprowadzenia Doktadno$¢ metody wynosi 90%
DGGE obecnos$ci mu-
CDGE tacji oraz dele- Moze by¢ wykorzystana do analizy du- Tkanka nowotworowa jest niezbedna do
SSCP cji genu zej liczby pacjentow jej przeprowadzenia
Niemozliwa do zastosowania w rutyno-
wej diagnostyce
Analiza Zastosowanie poli- Detekcja biat- Umozliwia identyfikacje stabilizacji biat- Nieskuteczna w przypadku catkowitej
immunohisto-  klonalnych lub ka p53 w ko- ka p53 niewywotang przez mutacje delecji genu p53 oraz mutacji, ktére nie
chemiczna monoklonalnych maérce nowo- wywotujg akumulacji biatka p53
przeciwciat tworowej Moze by¢ zastosowana w rutynowej
diagnostyce Tkanka nowotworowa jest niezbedna do
jej przeprowadzenia
Analiza Immunoblotting Stwierdzenie Pozwala na wykrycie zmian (stabiliza- Nieskuteczna w przypadku mutacji, kt6-
serologiczna obecnos$ci prze- cji?) biatka p53 niewywotanych przez re nie wywotujg odpowiedzi immunolo-
Immunoprecypi- ciwciat mutacje gicznej skierowanej przeciwko biatku
tacja anty-p53 w su- p53

rowicy pacjen- Moze by¢ zastosowana w rutynowej

ELISA tow

diagnostyce

Tkanka nowotworowa nie jest wymaga-

na

Moze by¢é pomocna w okresleniu za-
awansowania procesu nowotworowego
i monitorowaniu terapii

prowadzone niezaleznie badania wykazaty, ze trans-
fekcja oraz ekspresja dzikiej formy biatka p53 w nowo-
tworowych liniach komérkowych z delecjg obydwu
alleli genu p53, lub zawierajgcych zmutowang forme
biatka, wywotuje supresje nadmiernej proliferacji ko-
morkowej i zahamowanie transformacji nowotworo-
wej [2, 143, 144]. Ponadto, Fujiwara i wsp.
stosujgc retrowirusowe wektory jako nos$niki genu
dzikiej formy biatka p53 wykazali, ze sg one w stanie
penetrowac tréjwymiarowe, wielokomorkowe, nowo-
tworowe struktury modelowe, natomiast ulegajgcy
ekspresji gen p53 indukuje zaprogramowang $mieré
komérki, czyli apoptoze w przypadku komérek raka
ptuc [145]. Dalsze badania [146] bazujace na ist-
niejacej zaleznosci pomiedzy utratg funkcji przez biat-
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ko p53, a wzrostem opornosci na chemioterapeutyki
[147] ujawnity nowy aspekt terapii genowej. W wyni-
ku transfekcji linii komdrkowej wielkokomorkowego
raka ptuc zrekombinowanym adenowirusm, zawiera-
jacym dzika forme genu p53, zwiekszono wrazliwo$¢
komdrek na chemioterapeutyki, sugerujac tym samym
skuteczno$¢ potaczenia terapii genowej z chemiotera-
pia w leczeniu nowotworéw [146]. W tym miejscu
nalezy réwniez zwrécié uwage na terapeutyczny aspekt
czynnikdw, ktoére przywracajg nieaktywnej formie bia-
tka p53 wiasciwg mu funkcje. Wiadomym jest, ze
zmutowane biatko p53 tworzy kompleks z biatkiem
szoku termicznego hsp 70 [113, 148, 149], zaréwno
z forma konstytutywnie obecng w komorce, jak i formg
indukowang warunkami stresowymi [149]. Biologicz-
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na rola kompleksu p53-hsp 70 ne jest w petni poznana.
Badania Hainauta i Milner [150] sugeruja
udziat hsp 70 w przywracaniu zmutowanej formie
biatka p53 natywnej konformacji i wytwarzaniu jego
wiasciwej struktury oligomerycznej, tzn. tetrameru.
Biatka szoku termicznego typu hsp 70 zaliczane do tak
zwanych biatek opiekuriczych (ang. molecular chapero-
nes) [151] moga miec¢ istotny wptyw na regulacje
aktywnosci biatka p53. Laczac sie zdomenami hydro-
fobowymi, uczestniczg nie tylko w formowaniu wias-
ciwej struktury biatek i przywracaniu natywnej kon-
formacji biatkom po ustgpieniu warunkéw streso-
wych, ale takze biorg udziat w podstawowych proce-
sach komorkowych zachodzacych w warunkach fizjo-
logicznych, jak na przykitad transport biatek przez
btony, morfogeneza struktur komdrkowych, proteoli-
za. W Swietle ostatnich badan nowa obiecujaca strate-
gie walki z choroba nowotworowa reprezentuje za-
stosowanie biatek szoku termicznego, ktérych pod-
wyzszony poziom zostat zaobserwowany w komor-
kach nowotworowych [152]. Ze wzgledu na fakt, ze
reakcja uktadu odpornosSciowego na spontanicznie
rozwijajacy sie nowotwor jest zwykle niewystarczajg-
ca, uwaga badaczy skoncentrowana jest na wykrywa-
niu nowotworowych antygenéw stanowigcych cel ata-
ku cytolitycznych limfocytéw T, jak i na znalezieniu
sposobéw wzmocnienia aktywnosci tych komdérek
uktadu odpornosciowego. Wysoka immunogennosé
biatek szoku termicznego [153] zostata wykorzystana
w badaniach Luckacsa [154], ktéry wzmocnit
odpowiedZz immunologiczng skierowang przeciwko
komorkom nowotworowym poprzez transfekcje ge-
nem kodujgcym biatko szoku termicznego (hsp65)
z Mycobacterium leprae. Rdwnocze$nie zaobserwowa-
no cofniecie sie procesu rakotworczego, ktéra to
zmiana moze by¢ rezultatem przywrocenia wiasciwych
dla biatka p53 funkcji supresorowych pod wptywem
oddziatywania hsp65 z p53 [154], W chwili obecnej
prezentacja polipeptydéw zmutowanej formy biatka
p53 przez czasteczki klasy | gtéwnego kompleksu
zgodnosci tkankowej (ang. major histocompatibility
complex), majgca na celu indukcje cytotoksycznych
limfocytdw T, stanowi podstawe dla konstrukcji poli-
peptydowych szczepionek nowotworowych [155]. Nie
mniej interesujgca strategia terapii nowotworowej
pojawita sie wraz z odkryciem genu WAF1/CIPI,
ktérego indukcja zwiazana jest ekspresja niezmutowa-
nego genu p53 [156, 157]. Biatko p53 pobudzajac
transkrypcje genu WAF1/CIP1, silnego inhibitora ki-
naz zaleznych od cyklin, hamuje nadmierng prolifera-
cje komorki. Identyfikacja biatka WAF1/CI Pl zapo-
czatkowata nowy nurt badan zmierzajgcy do znalezie-
nia zwigzkéw blokujgcych podziaty komérkowe po-
przez imitacje efektu inhibitorowego typowego dla
produktu genu WAF1/CIP1, zaburzajgcego funkc-
jonowanie cyklu komdrkowego. Ponadto, zastosowa-
nie preparatéw blokujgcych czynniki inaktywujace
biatko p53, atym samym umozliwiajacych prawidtowe
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jego funkcjonowanie, stanowi alternatywny sposob
podejscia do leczenia choréb nowotworowych.

VI. Uwagi koncowe

Postepy w dziedzinie biologii molekularnej sg coraz
czesciej wykorzystywane w innowacyjnych podej-
$ciach do zagadnienn zaréwno diagnostycznych, jak
i prognostycznych oraz otwierajg nowy etap w po-
szukiwaniu skutecznej terapii nowotworow ztosli-
wych. Na szczeg6lnag uwage zastugujg geny supresory
transformacji nowotworowej jako markery biologicz-
ne, znajdujgce zastosowanie w rozpoznawaniu nowo-
tworéw, monitorowaniu wynikéw leczenia i jako
wskazniki nawrotu choroby.

W niniejszym artykule przedstawiono trzy powsze-
chnie stosowane sposoby analizy biatka p53, ktore
beda mogty, zapewne, mieé¢ zastosowanie w praktyce
klinicznej. Sg to: analiza DNA pacjentow, analiza
immunohistochemiczna tkanki i analiza serologiczna.
Wydaje sie, ze moga one stanowi¢ baze dla efektyw-
nych metod uzupetniajgcych obecnie stosowane bada-
nia lekarskie oraz istniejace juz testy kliniczne. Zwré-
cono takze uwage na obiecujgce perspektywy za-
stosowania biatka p53 w terapii genowej, ktérego stan
funkcjonalny moze dostarcza¢ istotnych informacji
odnosnie skutecznos$ci zastosowanej chemioterapii lub
radioterapii.
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Receptor estrogenowy: budowa i funkcja w normalnej

I neoplastycznej tkance

Estrogen receptor: structure and function in normal and neoplastic

tissue

ELZBIETA KULIG*

Spis tresci

l. Wstep
1. Budowa receptora estrogenowego
I1-1. Domeny funkcjonalne receptora estrogenowego
Il-la. Domeny uczestniczgce w transaktywacji
I1-1b. Domena wigzaca DNA
II-lc. Domeny wigzgce estrogeny i HSP90
I1-Id. Domena uczestniczagca w transporcie receptora
do jadra komorki
I11-2. Struktura genu i mMRNA receptora estrogenowego
I1l.  Znaczenie odmian receptora estrogenowego w nowo-
tworach
IV. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: AhR — receptor dioksyny,
ATG — kodon metioniny, miejsce startu translacji, COUP-

TF — biatko z rodziny receptoréow hormon6éw stereo-
idowych wigzgce sie z regulatorowym obszarem genu oval-
buminy, DBSF — biatko stymulujgce wigzanie receptora

estrogenowego z DNA, ER receptor estrogenowy, ERE
—sekwencja regulatorowa DNA wigzaca sie z receptorem
estrogenowym, ERR1 i ERR2 — biatka z rodziny receptoréw
hormonéw steroidowych o budowie zblizonej do receptora
estrogenowego, GR — receptor glukokortykoidéw, GRE
— sekwencja regulatorowa DNA wigzaca sie z receptorem
glukokortykoidéw, HRE — ogdlne okreslenie sekwencji
regulatorowych DNA wigzgcych sie z receptorami hor-
monow steroidowych, HSP90 — biatko szoku cieplnego 90,
NUR-77 — biatko z rodziny receptoréw hormondéw steroi-
dowych o nieznanej funkcji, PRE — sekwencja regulatorowa
DNA wigzaca sie z receptorem progesteronowym, RARE
— sekwencja regulatorowa DNA wigzaca sie z receptorem
kwasu retinowego, TGA — kodon nonsensowny, sygnat
zakonczenia translacji, TRE — sekwencja regulatorowa
DNA wigzgca sie z receptorem tyroksyny.

. Wstep

Receptor estrogenowy (ER) jest biatkowym czyn-
nikiem transkrypcyjnym, indukowanym przez swoj
ligand. Wraz z receptorami innych steroidéw, recep-
torami kwasu retinowego i tyroksyny, a takze recep-
torami o podobnej strukturze lecz nieznanych jeszcze
Ugandach (ang. orphan receptors) tworzy, jak méwimy,

* Dr, Katedra i Zaktad Biochemii, Akademia Medyczna we
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rodzine biatek wigzacych DNA.

Badania nad czgsteczkami biatek wchodzgcych
w skitad rodziny receptorow steroidowych [ 1-3] umoz-
liwiajg stworzenie ogdlnego schematu ich budowy.
Wyrbdznia sie domeny odpowiedzialne za trzy gtéwne
funkcje receptordw steroidowych tj. za 1 transaktywa-
cje genéw, 2. przytaczanie do specyficznych sekwencji
DNA-HRE (ang. hormone responsive element), 3. wig-
zanie ligandu, a takze za oddziatywania regulujgce
transport do jadra komoérkowego, z biatkami szoku
cieplnego i za inne oddziatywania miedzybiatkowe.
Receptory hormonow steroidowych sg zlokalizowane
w cytoplazmie lub jagdrze komdérkowym itam wigzg sie
ze swoimi ligandami. Przyfgczenie ligandu moze ak-
tywowaé rézne funkcje receptoréw. Na przyktad rece-
ptor glukokortykoidéw (GR) jest biatkiem cytoplaz-
matycznym, ktorego wszystkie funkcje: transport do
jadra, wigzanie DNA i transaktywacja, sg zalezne od
wigzania hormonu. Receptor estrogenowy jest przeno-
szony do jadra komorki i zwigzany z DNA bez udziatu
liganda. Przytaczenie estradiolu umozliwia transak-
tywacje genu. Przylaczenie hormonu do receptora
tyroksyny niejest niezbednym warunkiem translokacji
receptora do jadra, zwigzania z DNA ani tez regulacji
transkrypcji. Po zwigzaniu hormonu zmienia sie
wplyw receptora na ekspresje odnosnych genow: za-
miast hamowania transkrypcji, obserwuje sie jej ak-
tywacje. Receptory tyroksyny i witaminy D 3, w przeci-
wienstwie do receptoréw estrogenowego, progestero-
nowego i glukokortykoidow, nie wigzg sie z HSP90
(ang. heat shock protein 90) [4],
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Ten przyktad wskazuje, ze — mimo bardzo wielu po-
dobienistw — receptory hormonéw steroidowych istot-
nie réznig sie sposobem funkcjonowania w komérce.

Jeszcze mniej wiadomo o dziataniu receptoréw
o nieznanych Ugandach — jak na przyktad ERRI1,
ERR2 (ang. estrogen receptor related 1 lub 2) [5],
COUP-TF (ang. chicken ovalbumin upstream promoter
—transcription factor), NUR-77 (ang. nuclear receptor-
77) [1]. Wszystkie zawierajg palce cynkowe typu I,
jako domene wigzagcg DNA. Mimo sklonowania i po-
znania sekwencji cDNA nie wiadomo niemal nic o ich
funkcji biologicznej. Wstepne dane na temat COUP-
TF sugerujg jego udziat w aktywacji transkrypcji genu
insuliny iproopiomelanokortyny. Biatka rodziny rece-
ptoréw steroidow wystepujgce u roznych gatunkdéw
zwierzat uczestniczg réwniez w procesach réznicowa-
nia. Na przyktad czynnik transkrypcyjny "seven-up"
u Drosophila melanogaster, odpowiedzialny za ro6z-
nicowanie komorek siatkéwki, ma bardzo podobng
sekwencjejak ludzki COUP-TF [1]. Znalezienie ligan-
dow i przypisanie biologicznej funkcji tak wielu biat-
kom o charakterze receptoro6w hormonéw steroido-
wych wymaga jeszcze wielu badan.

Niniejszy artykut jest poswiecony do$¢ dobrze po-
znanemu receptorowi estrogenowemu, a szczegOlnie
budowie i zaburzeniom funkcji réznych jego form
w komdrkach nowotworowych.

Il. Budowa receptora estrogenowego

I1-1 Domeny funkcjonalne receptora
estrogenowego

Ludzki receptor estrogenowy [6] jest zbudowany
z szeSciu domen funkcjonalnych. N-koncowy fragment
czasteczki, kodowany przez eksony 1 i 2, zawiera
domeny A i B, odpowiedzialne za transaktywacje.
Domeny CI i Cll rozpoznajg i wigzg sekwencje ERE
(ang. estrogen response element) w regulatorowych

0 ID v o
2 O © @

CDNA 1 2 3 4

o o™
o™

A/B
ER C D

fragmentach gendéw. Sg one kodowane przez czes$¢
eksonu 2 i ekson 3. Domena D zawiera sekwencje
odpowiedzialng za transport receptora do jadra komo-
rki. C-kohncowy fragment receptora estrogenowego
kodowany przez eksony 4, 5,6,7, i8(domena E i F), jest
miejscem wigzania hormonu i biatka HSP90, oraz
uczestniczy w tworzeniu dimeréw receptora (Rye. 1).
W badaniach poréwnawczych stwierdzono duza ho-
mologie sekwencji kodujgcych receptor estrogenowy
w genomach cztowieka i szczura. Sekwencje domen A,
Cl i Cll sg identyczne, a w pozostatych fragmentach
gendw receptora estrogenowego homologia wynosi od
73% do 96% [6-7],

Il-la. Domeny uczestniczgce w transaktywacji

Doswiadczenia przeprowadzone na mutantach de-
lecyjnych receptora estrogenowego doprowadzity do
wyodrebnienia fragmentéw TAF1 i TAF2 (ang. trans-
activation function), bezposrednio zaangazowanych
w aktywacje transkrypcji. Biatko receptora pozbawio-
ne C-koncowej domeny E aktywuje ekspresje genéw,
lecz ta aktywacja nie jest regulowana przez hormon.
Dodatkowe delecje w N-koncowej czesci biatka po-
zwolity wykazaé, ze najmniejszy niezbedny do transak-
tywacji fragment biatka to odcinek od 1 do 185
aminokwasu (TAF1). Stopienn aktywacji transkrypcji
przez opisane mutanty receptora waha sie od kilku do
stu procent warto$ci otrzymywanych w przypadku
normalnego receptora estrogenowego i zalezy od wa-
runkéw eksperymentu oraz typu zastosowanego pro-
motora. Na przyktad w komdrkach HelLa fragment
TAF1 powoduje jedynie 5% transaktywacji, w fibro-
blastach zarodkéw kurzych — 58%, a w komdrkach
GC — blisko 100%, w poréwnaniu z aktywacja
poprzez nie zmodyfikowany receptor w tym samym
uktadzie modelowym [8-9]. Sugeruje to, ze receptor
estrogenowy osigga petng aktywnos$é po interakcji
z biatkami specyficznymi dla niektorych promotorow

b o % o o

cb ° co
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1
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Ryc. 1. cDNA i biatko ludzkiego receptora estrogenowego. W schemacie cDNA wyrdzniono poszczeg6lne eksony i miejsca startu (ATG)
ikonca translacji (TGA). Zaznaczono podziat biatka receptora estrogenowego na domeny. Domena A/B odpowiada za transaktywacje,
domena C — za wigzanie z DNA, domena D — za transport receptora do jagdra, domena E/F — za wiazanie z estrogenami i HSP90.
Przedstawione cDNA i biatko odpowiada formie 1 mRNA (patrz Ryc. 3).
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iobecnymi w wybranych tkankach [ 10], Biatka wiaza-
ce sie z receptorem estrogenowym mogg tez byé
inhibitorami jego aktywnosci. W komorkach drozdzy
zidentyfikowano biatko o funkcji represora receptora
estrogenowego [11], dziatajagce na fragment TAFL1.
Specyficzna tkankowo ekspresja represora mogtaby
wyjasni¢ zmienng aktywno$¢ receptora w réznych
tkankach. W aktywacji transkrypcji uczestniczy tez
fragment TAF2, zlokalizowany w domenie wigzgcej
hormon [12]. W przeciwienstwie do domeny A/B
aktywacjajest w tym przypadku zalezna od przytgcze-
nia liganda. Podobng strukture zdolng do transak-
tywacji zlokalizowano tez w domenie wigzacej ligand
receptora glukokortykoidéw [13]. W normalnej czas-
teczce receptora estrogenowego fragmenty TAF1
i TAF2 wspétpracuja w procesie transaktywacji po
przytaczeniu ligandu. Jest to prawdopodobnie uzalez-
nione od zmiany konformacji wywotanej przytgcze-
niem estradiolu, ktéra umozliwia reakcje z innymi
biatkami w kompleksie inicjacji transkrypcji [14].
Zwigzki syntetyczne— jak hydroksytamoksyfen (ago-
nista/antagonista) lub ICI 164 384, (antagonista, syn-
tetyczny analog estradiolu z podstawnikiem w pozycji
Cl), po zwigzaniu sie z receptorem, prawdopodobnie
uniemozliwiajg przybranie catkowicie prawidiowej
konformacji. Taka hipoteza moze ttumaczy¢ np. od-
mienna wrazliwo$¢ genu katepsyny D na wymienione
substancje. W odréznieniu od ICI 164 384, hydroksy-
tamoksyfen (podobnie jak estradiol), aktywuje trans-
krypcje mRNA katepsyny D [15].

Il1-Ib. Domena wigzgca DNA

Domena C wigzagca DNA jest zbudowana z 84
aminokwasow [16]. Odcinek 66 aminokwaséw w do-
menie C (pozycje 185-250) ksztattuje dwa palce cyn-
kowe typu Il, w ktdrych atom cynku jest komplek-
sowany przez grupy tiolowe czterech cystein. Typ |l
palcow cynkowych jest charakterystyczny dla calej
rodziny receptoréw hormonoéw steroidowych. Typ
I palcéw cynkowych wystepuje w innych czynnikach
transkrypcyjnych, podobnych do TFIIIA, w ktérych
atom cynku jest kompleksowany przez dwie reszty
tiolowe cysteiny i dwie reszty imidazolowe histydyny
[1]. Domena C zawiera tez odcinek 12 aminokwaséw
zasadowych (pozycje 251-262), uczestniczacych w od-
dziatywaniu z biatkiem HSP90. Fragment domeny
C bezposrednio oddzialujacy z DNA skiada sie
z dwoch odcinkéw, odpowiadajgcych dwém palcom
cynkowym. Odcinek CI okre$la specyficzno$¢ wigza-
nia z DNA, a CII stabilizuje wigzanie receptora
poprzez oddziatywanie z resztami fosforanowymi
DNA [17]. Badania przy uzyciu przeciwciat rozpo-
znajacych obszary CI lub CII wykazaly, ze receptor
estrogenowy moze wigzac sie z sekwencjg ERE zarow-
no jako monometrjak ijako dimer, a takze niezaleznie
od przytaczenia HSP90 [18]. Wykazano, ze kompleks
ER/HSP90 jest rozpoznawany przez przeciwciato spe-
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cyficzne z CI lub z CIl. Wnioskuje sie, ze nawet
w kompleksie z HSP90, palce cynkowe sg odstoniete,
dostepne dla DNA. Natomiast po przytgczeniu DNA,
kompleks ER/HSP90 nie byt juz rozpoznawany przez
przeciwciata [18]. Analizujagc kinetyke tworzenia kom-
pleksu ER/ERE mozna wnioskowaé, ze receptor est-
rogenowy wigze sie z DNA w réwnomolowych ilos-
ciach [19-20], Wigzanie to jest niezalezne od obecnosci
estradiolu, ktory stabilizuje powstaty kompleks. Wyni-
ki te popieraja hipoteze, wedtug ktorej receptor est-
rogenowy wigze sie z DNA, albo jako monomer albo
w formie heterodimeru.

Przedstawiona powyzej hipoteza jest sprzeczna
z obowigzujgcym dotychczas poglagdem, wedtug ktore-
go receptor estrogenowy wigze sie z DNA jako homo-
dimer. Zwraca sie uwage na odmienne warunki eks-
perymentéw, ktérych wyniki sg podstawa do sfor-
mutowania obu hipotez. Dawniejsze doSwiadczenia
prowadzono w warunkach duzego nadmiaru homo-
gennej postaci receptora estrogenowego, otrzymanego
w translacji in nitro [21]. W pdZniejszych eksperymen-
tach [19] uzyto niehomogennej postaci receptora
izolowanego z naturalnych zrédet. Wigzanie receptora
estrogenowego z DNA moze wtedy przebhiegaé przy
udziale niewielkich ilosci innych biatek obecnych wjga-
drze komdérkowym. Obserwowano tez, ze wigzanie
receptora z sekwencjg ERE jest wzmocnione po doda-
niu do reakcji ekstraktu zjgder komorek nie zawierajg-
cych receptora [22], W komoérkach drozdzy i komor-
kach linii HeLa zidentyfikowano biatko o masie 45
kDa (DBSF-ang. DNA binding stimulating factor),
utatwiajgce wydajne tworzenie kompleksu ER/ERE
[23]. Wedtug wynikéw innych doswiadczen [19],
receptor estrogenowy znacznie trudniej oddysocjowu-
je od DNA w obecno$ci estradiolu. Opisane obserwa-
cje wspierajg hipoteze, wedtug ktorej estrogeny uczest-
niczg w tworzeniu komplekséw receptora z innymi
biatkami jadra komdérkowego, a nie jedynie z DNA.
Wyniki doswiadczen nad tworzeniem heterodimeréw
receptora kwasu retinowego i tyroksyny i ich wigza-
niem z DNA [1] pozwalajg przypuszczaé, ze przedsta-
wiona hipoteza moze dotyczy¢ catej rodziny recepto-
row steroidowych. Stwierdzono tez, ze ekstrakty zjg-
der komorek stabilizujg wigzanie receptoréw proges-
teronu, kwasu retinowego i tyroksyny z DNA [24-26].

Sekwencje DNA rozpoznawane przez receptory
hormonéw steroidowych sa niejednokrotnie bardzo
podobne (Ryc. 2). Zlokalizowane sg one najczesciej
W rejonie wzmacniacza, rzadziej w promotorze — np.
sekwencja ERE wystepujagca w promotorze genu vite-
logeniny. Maja one strukture palindromu z r6zng
liczbg nukleotyddéw oddzielajgcych obie jego potowy
[27]. PosSrodku palindromu ERE znajduje sie reszta
adeniny. DosSwiadczenia in vitro wykazaty, ze receptor
estrogenowy rozpoznaje i specyficznie wigze pojedyn-
czg nic DNA (komplementarng do przedstawionej na
rycinie 2), z resztg tyminy posrodku palindromu [28].
Receptor glukokortykoidoéw i progesteronowy rozpo-
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GRE/PRE 5 PUGAACA/- -NNN - /TGTTCPy3'

ERE 5 AGGTCA/C--A-G/TGACCT &
TRE 5° AGATCA/GGGACG/TGACCT3Z
RARE 5 AGTTCA/GCGAGA/GTTCAG3'

Ryc. 2. Regulatorowe sekwencje DNA specyficznie wigzace sig
z nastepujacymi receptorami hormonéw steroidowych:
GRE/PRE — z receptorami glukokortykoidéw i proges-
teronow, ERE — z receptorem estrogenowym, TRE — z re-
ceptorem tyroksyny, RARE — z receptorem kwasu retino-
wego. Symbol (-) oznacza brak nukleotydu izostat wprowa-
dzony w celu uwidocznienia homologii sekwencji, N ozna-
cza dowolny nukleotyd.

znajg identyczng sekwencje DNA, a jednak regulujg
ekspresje réznych gendéw prowadzac do réznych efek-
téw biologicznych. Jest to mozliwe albo poprzez udziat
innych biatek w tworzeniu komplekséw' inicjacji trans-
krypcji, albo dzieki specyficznej tkankowo ekspresji
obu receptorow.

Il-lc. Domena wigzgca estrogeny i HSP90

Funkcja wigzania estradiolu jest zlokalizowana
w domenie E receptora estrogenowego (aminokwasy
516-524), podobnie jak zdolno$¢ tworzenia dimerow
(aminokwasy w pozycjach 500-520) [21] [29-30] iwig-
zania biatka HSP90 [31]. Jak juz wspomniano powy-
zej, woddziatywaniu z HSP90 uczestniczy tez fragment
domeny C receptora, skiladajgcy sie z aminokwasdw
o charakterze zasadowym (pozycje 251 -271). Usuniecie
tego fragmentu biatka uniemozliwia wigzanie HSP90
mimo nienaruszonej domeny wigzacej hormon. Praw-
dopodobnie fragment ten oddziatuje wigzaniami jono-
wymi z domeng A biatka HSP90, zbudowang z kwas-
nych, ujemnie natadowanych, aminokwaséw. Delecje
matych fragmentow domeny E nie zaburzyly wigzania
z HSP90, lecz jej catkowite usuniecie uniemozliwito
utworzenie kompleksu. Wyptywa stad wniosek, ze
natywna konformacja catej domeny E jak i obecnos$c
zasadowego odcinka domeny C receptora estrogeno-
wego sg niezbedne do prawidtowego oddziatywania
z HSP90. Podobny mechanizm tworzenia kompleksu
z HSP90 opisano w przypadku receptora proges-
teronowego [32]. W przypadku receptora glukokor-
tykoiddw istnienie natywnej domeny E wystarcza do
utworzenia kompleksu z biatkiem szoku cieplnego.
Kompleks HSP90/GR moze takze powstaé przy dele-
cji obszaru z pogranicza domen C i D receptora
glukokortykoidéw [31] [33].

I1-1d. Domena uczestniczagca w transiokacji do
jadra komodrkowego

Domena D receptora estrogenu zawiera sygnat
lokalizacji jadrowej (aminokwasy 256-303), naktadaja-
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cy sie z rejonem wigzania HSP90. Sygnat lokalizacji
jadrowej receptora estrogenowego jest zbudowany
z trzech szeregébw zasadowych amonokwasow [34]
0 sekwencji bardzo podobnej z sekwencjg sygnatu
lokalizacji jadrowej antygenu T wirusa SV40. Wykaza-
no znaczng homologie fragmentu receptora estrogeno-
wego odpowiedzialnego za lokalizacje wjadrze komé-
rki u r6znych gatunk6w zwierzat [31]. W przeciwienst-
wie do receptora glukokortykoidéw [4], receptor
estrogenowy nie zawiera w domenie E wiazacej hor-
mon drugiej sekwencji odpowiedzialnej za transport
do jadra. Prawdopodobnie dlatego receptor estroge-
nowy jest zawsze obecny w jadrze komaorki, a receptor
glukokortykoidéw nagromadza sie tam dopiero po
przytgczeniu hormonu. Receptor progesteronowy jest
takze, jak estrogenowy, zawsze obecny wjadrze komaé-
rki [35],

11-2. Struktura genu i mMRNA receptora estrogenu

Diugo$¢ domeny genu receptora estrogenowego
u cztowieka wynosi okoto 140 kilozasad. Do niedawna
sgdzono, ze gen estrogenowy u cztowieka [6], podob-
nie jak u zwierzat innych gatunkéw [7] [36], jest
zbudowany z 8 eksonow przedzielonych intronami.
W genomie myszy [36] wykryto dodatkowy ekson
w kierunku 5 od startu transkrypcji i nazwano go
— ekson F. Dodatkowe miejsca startu transkrypcji
wykryto tez w genach innych receptorow hormonoéw
steroidowych, jak w receptorze progesteronowym,
vitaminy D3, tyroksyny i kwasu retinowego [37].
Doktadna analiza sekwencji ludzkiego genu estroge-
nowego, az do 3 tysiecy nukleotydéw w kierunku 5' od
miejsca startu transkrypcji, wykazata takze obecnos$c
dwéch dodatkowych miejsc startu transkrypcji idoda-
tkowego eksonu F [37-39] (Ryc. 3). Dla utatwienia,
umownie, zachowano uprzednig numeracje nukleo-
tydow w DNA przyjmujgc poczatek eksonu 1w miejs-
cu + 1 Dodatkowy ekson F zaczyna sie w pozycji
-3090 i konczy w pozycji -1884, zawiera dwa miejsca
startu transkrypcji — od nukleotydu -1994 i jeszcze
dalej w kierunku 5', w pozycji -3090. Opisana struktura
genu umozliwia powstanie trzech form mRNA. Forma
1o dtugosci 6322 nukleotydéw rozpoczyna sie w pozy-
cji + 1 Transkrypcja formy 2 mogtaby sie rozpoczgé
w pozycji -1994 i dtugos¢ czasteczki wynositaby 6268
nukleotydéw, zaktadajac podobny sposéb sktadania
RNA jak przy tworzeniu mRNA3. Tak niewielka
réznica w dtugosci mRNA nie jest mozliwa do zauwa-
zenia w analizie Northern biot. Jedynie zastosowanie
sekwencjonowania pozwoli z catkowitg pewnoscia
potwierdzi¢ istnienie mMRNA2. Forma mRNA3, rozpo-
czynajaca sie w pozycji -3090, ma przewidywang
dtugos$¢ 7364 nukleotydéw. Wyciecie intronu F od-
bywa sie poprzez usuniecie sekwencji od -1884 do
+ 164. W komdrkach raka sutka MCF7 wykryto
dosSwiadczalnie dwie formy mRNA receptora estroge-
nu, o dtugosci okoto 6,3 i 7,3 kilozasad, ktére od-
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Kyc. 3. Struktura genu ludzkiego receptora estrogenowego w rejonie eksonéw 1'i 1 Na schemacie wykazano trzy mozliwe miejsca startu

transkrypcji i sktadanie RNA.

powiadatyby formom 1i 3 [37]. Takze w normalnej
ineoplastycznej przysadce szczura [40] wykryto wobu
przypadkach dwie formy receptorowanego mRNA
o dtugosci okoto 6.5 i 7.5 kb. Wystepowanie dwdch
réznych biatkowych form receptora estrogenowego
opisano w przysadce [41]. W laktotropach i somato-
tropach wykryto forme 50-55 kDa, a w gonadotropach
-65 kDa. Mozna przypuszczaé, ze pojawienie sie
réoznych transkryptow jest regulowane specyficznie
w réznych typach komérek i powstate na ich matrycy
formy biatka moga mie¢ nieco odmienne funkcje
biologiczne. Tym niemniej hipoteza ta wymaga dalszej
weryfikacji eksperymentalnej, poniewaz obserwowane
formy biatkowe moga takze powstawa¢ w wyniku
zmian posttranslacyjnych jak np. proteoliza lub zmia-
na tadunku i ruchliwos$ci elektroforetycznej poprzez
fosforylacje.

Bardzo niewiele wiadomo o strukturze promotora
genu receptora estrogenowego i przez to o regulacji
jego transkrypcji. Regulacja ekspresji genu receptora
ma istotne znaczenie dla zrozumienia jego roli w bio-
logii tkanek wrazliwych na estrogeny, a takze patoge-
nezy ich nowotworow. Na przyktad specyficzne hamo-
wanie transkrypcji moze doprowadzi¢ do fenotypu
ER(-), jak w przypadku komédrek raka sutka,
MDA-MB-231 [42], u ktérych nie stwierdzono wy-
stepowania mutacji genu ER. Po transfekcji tych
komérek plazmidem, zawierajgcym gen ER pod kont-
rolg wczesnego promotora wirusa SV40 [43], obser-
wowano pojawienie sie biatka receptora i zmiane
morfologii w kierunku bardziej zréznicowanego feno-
typu.

Stwierdzono hamowanie ekspresji genu receptora
estrogenowego przez estradiol [40], ale nie wiadomo
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czy jest to dziatanie bezposrednie, czy sekwencja ERE
jest obecna w promotorze lub wzmacniaczu genu ER.
Analizujagc podobienstwo do typowych sekwencji
w genetycznych bazach danych [39] [44], wykryto
w niekodujagcym fragmencie 5 obecno$¢ elementéw
rozpoznawanych przez czynniki transkrypcyjne AP1,
AP2 i Spl, a takze receptor dioksyny AhR (ang. aryl
hydrocarhon receptor). Dioksyna i jej pochodne sg
jednymi z najbardziej toksycznych zwigzkéw z grupy
halogenowych pochodnych weglowodoréw aromaty-
cznych, ktére zanieczyszczajg $rodowisko. Dziatajac
poprzez receptor dioksyny zmieniajg ekspresje gendw
cytochroméw P-450 (P-450 1A1) [45] i receptora
estrogenu [46], Wykazano, ze opr6cz promowania
wzrostu nowotworéw, dioksyna zaburza przebieg cyk-
lu miesiecznego u kobiet — prawdopodobnie poprzez
obnizenie ekspresji receptora estrogenowego [46].

I1l. Znaczenie odmian receptora estrogeno-
wego w biologii nowotworow

Estrogeny reguluja proliferacje komérek w tkan-
kach wrazliwych na ten hormon oraz wptywajg na ich
réznicowanie. Estrogeny dziataja na komorki za po-
Srednictwem swojego receptora, wszelkie zatem zmia-
ny jego sktadu i struktury, ilosci w komodrce oraz
zaburzenia w dziataniu, mogg by¢ przyczyng zaburze-
nia prawidtowej funkcji tkanki. W nowotworach zalez-
nych od estrogenow [47] bardzo czesto stwierdza sie
obecnos¢ réznych form receptora estrogenowego, po-
wstatych na skutek mutacji punktowych lub przesunie-
cia ramki odczytu, delecji i bteddw w dojrzewaniu
RNA, albo tez zmian posttranslacyjnych. Zmienione
formy biatka receptora czesto zachowujg sie w sposdb

POSTEPY BIOCHEMII 40(4), 1994



okreslany albo jako mutanty dominujgce negatywnie,
albo jako mutanty dominujgce pozytywne. Pod poje-
ciem mutanta dominujgcego negatywnego rozumie sie
biatko, ktére samo nie ma zdolno$ci do transaktywacji
i co wiecej, blokuje aktywno$¢ normalnego receptora,
gdy sg one réwnoczes$nie obecne w komérce. Forma
dominujgca pozytywna wykazuje aktywno$¢ nawet
w nieobecnos$ci liganda.

Wrazliwo$¢ tkanek nowotworowych na estrogeny
i zmiana mechanizmu dziatania receptora estrogeno-
wego bardzo istotnie wptywa na wynik leczenia przy
pomocy hormonoterapii. Poddajg siejejjedynie nowo-
twory zawierajgce prawidtowy receptor estrogenowy.
Jednak wraz z uptywem czasu, wiekszo$¢ nowotworow
staje sie odporna na estrogeny i substancje o dziataniu
antagonistycznym w stosunku do estrogendw, i w efek-
cie nastepuje stopniowa przemiana w mniej zroz-
nicowany, bardziej ztosliwy fenotyp. Przypuszcza sie,
Ze mutacje genu receptora estrogenowego moga przy-
najmniej w czesci odpowiadac¢ za ten proces. Ponadto
wykazano, ze blisko 30% nowotworéw sutka wykazu-
jacych obecnos$é receptoréw estrogenowego i proges-
teronowego iblisko 70% nowotwordéw sutka o fenoty-
pie ER (+ )/PR(-) nie jest wrazliwa na hormonoterapie
[48]. Diagnostyczne testy, przy pomocy ktorych stwie-
rdza sie obecnos$¢ receptoréw estrogenowego lub pro-
gesteronowego, sg oparte na zasadzie wigzania ligan-
du. Wiele zmutowanych form receptorow zachowuje
zdolnos$é wigzania ligandu, lecz ich funkcjonowanie nie
jest prawidtowe. Dodatkowe testy, analizujgce obec-
no$¢ najczesciej spotykanych mutantéw receptora
estrogenowego w wycinku tkanki nowotworowej, po-
zwolityby szybciej zastosowaé w takich przypadkach
inng metode leczenia. Niektére nowotwory estrogen,
przeciwnie, pobudza do wzrostu. W takich przypad-
kach réwniez korzystne bytoby wczesne stwierdzenie
tego faktu i zastosowanie terapii prowadzacej do
unieczynnienia receptora estrogenu. Pewne znaczenie
dla stworzenia teoretycznych podstaw takiej terapii
mogg mie¢ badania nad dominujgcymi negatywnymi
mutantami receptora estrogenowego.

Wiekszo$¢ opublikowanych badan nad mutantami
receptora estrogenowego dotyczy nowotworow sutka
[47] [49], a ostatnio doniesiono o identyfikacji mutan-
tow receptora w oponiakach [50] i nowotworach
endometrium [51].

Mutacje punktowe receptora estrogonowego ziden-
tyfikowane podczas testowania wielu nowotworéw
[47], czesto majg charakter milczacy, to znaczy nie
powodujg zmiany sekwencji aminokwaséw. Mutacja
punktowa wykryta w domenie B receptora estrogeno-
wego w raku sutka u myszy [52], prowadzgca do
zamiany aminokwasu, utworzyta dodatkowe miejsce
rozpoznawane przez endogenne proteazy. Jest to pra-
wdopodobnie przyczyna pojawiania sie biatka o masie
50 kDa zamiast biatka o masie 65 kDa. Obserwowano
wzrost ilosci skréconej postaci receptora estrogenowe-
go w mysich komdrkach nowotworowych w miare
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progresji do formy niezaleznej od estrogenu. Mutacje
punktowe wykryte w linii komdérkowej raka sutka
T47D powodujg przesuniecie ramki odczytu i wpro-
wadzenie kodonu terminacji. Powstate biatko jest
krotsze i konczy sie za domeng C lub w domenie
E [52]. W komérkach T47D wykryto tez zmutowang
posta¢ receptora estrogenowego z delecjg domeny
D i duzej czesci domeny E. Linia komdrkowa T47D
jest niewrazliwa na obecno$¢ estrogenu i wykazuje
fenotyp ER(-)/PR( +). Inna mutacja punktowa w ludz-
kim receptorze estrogenowym w kodonie 257 prowa-
dzi do wymiany alaniny na waline i powoduje ostabie-
nie wigzania estradiolu [53].

Analiza mRNA receptora estrogenowego w tkan-
kach nowotworowych ujawnita istnienie szeregu jego
odmian, a co za tym idzie, zmodyfikowanych form
biatka, z brakujgcymi eksonami 3, 4, 5 lub 7 [54-57].
Delecje catych eksondw sg najprawdopodobniej skut-
kiem nieprawidtowego sktadania RNA. Delecja eks-
onu 3 w mRNA [54] (kodujgcego drugi palec cyn-
kowy) uniemozliwia przytgczanie sie takiego biatka do
sekwencji ERE. Forma ta hamuje tranasktywacje
przez normalny receptor, czyli zachowuje sie jak
mutant dominujacy negatywny. Brak eksonu 4 [55]
kodujacego domene D i fragment domeny E pozwala
przypuszcza¢, ze produkt biatkowy genu moze na-
gromadzaé¢ sie w cytoplazmie ze wzgledu na brak
sygnatu transportu do jgdra komorki. Jednak, ponie-
waz taka posta¢ receptora estrogenowego nie asocjuje
z HSP90 w duze kompleksy 8-9 S, bedzie praw-
dopodobnie takze zdolna do biernej dyfuzji do jadra
komoérkowego i wigzania DNA. Oprécz raka sutka
wykryto ostatnio taka forme w oponiakach [50].
Delecja eksonu 5 w genie ER [56] uposledza zdolnos¢
przytaczania hormonu do powstatego biatka recep-
tora. Taka odmiana receptora estrogenowego wykazu-
je zdolnos$¢ do transaktywacji takze w nieobecnosci
ligandu (mutant dominujacy pozytywny) w komor-
kach nowotworow sutka o fenotypie ER(-)/PR(+)
[56], Receptor taki nie bedzie wykrywany w testach
opartych na wigzaniu liganda. Umozliwia on tkance
nowotworowej uzyskanie niezaleznosci od regulacji
hormonalnej i nabycie odpornos$ci na hormonoterapie
polegajaca na usunieciu jajnikow, hamowaniu aktyw-
nosci aromatazy lub podawaniu antyestrogenéw. Po-
dobne zjawisko uzyskania niezaleznosci hormonalnej
przez nowotwory opisano tez w innych tkankach,
w ktdrych mutacji ulegta domena wigzaca ligand
w receptorze androgen6w i receptorze tyroksyny
[58, 59], Biatko receptora estrogenowego powstate na
matrycy transkryptu bez eksonu 7 [50] [57] nie
wykazywato zdolnosci do transaktywacji, ajednoczes$-
nie hamowato dziatanie prawidtowej formy receptora
— czyli zachowywato sie jako mutant dominujacy-
negatywny.

W badaniach modelowych indukowano mutacje
w okres$lonych regionach genu ER [60] ianalizowano
czy otrzymane mutanty sg dominujgce negatywne czy
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dominujace pozytywne. Wykazano, ze w mutantach
dominujacych negatywnych, hamujgcych aktywnos$¢
normalnego receptora az w 80% (przy réwnomolo-
wym stosunku obu form), mutacje dotyczyty fragmen-
tu TAF2 (aminokwasy 530-555). Wywotane mutacje
polegaty na zastgpieniu pojedynczych aminokwasow
lub na przesunieciu ramki odczytu, albo byta to delecja
fragmentu TAF2. Dla poréwnania, formy receptora
estrogenowego powstate w wyniku delecji eksonu 3 lub
7 wyraznie stabiej hamowaty aktywno$¢ normalnego
receptora (40-60%) w takich samych stosunkach molo-
wych. Mutacje, indukowane jedynie w regionie wigza-
cym hormon (aminokwasy 516-524) w domenie E, nie
aktywowaty transkrypcji, ale tez nie blokowaty aktyw-
nosci prawidtowej formy receptora. Zjawisko bloko-
wania aktywnosci natywnych receptordw przez ich
mutanty dominujgce negatywne opisano tez w przypa-
dku receptora tyroksyny [61] i kwasu retinowego [62].

Zaproponowano kilka mozliwych wyja$niefh mecha-
nizmu dziatania opisanych mutantéw [60]. Zmienione
formy receptorow mogg konkurowac¢ o miejsce wigza-
nia z DNA z normalnym receptorem. Nie stwierdzono
aby mutanty dominujace negatywne receptora estroge-
nowego miaty wieksze powinowactwo do DNA, niz
forma normalna. Konkurencja o sekwencje ERE mog-
taby jedynie mie¢ miejsce przy znacznej przewadze
zmodyfikowanej postaci receptora w komdérce. Inny
mechanizm, to uniemozliwienie syntezy RNA poprzez
zwigzanie normalnego receptora lub innych biatek
z kompleksu inicjujacego transkrypcje, ktére wystepuja
w komorce w stezeniach mniejszych niz optymalne.
Czesto w pisSmiennictwie sugeruje sie powstawanie
nieaktywnych dimeréw normalnej i zmienionej formy
receptora [60]. Taki kompleks nie wigze sie z sekwencjg
HRE. Wreszcie ostatnim z mozliwych mechanizméw
dziatania dominujgcych negatywnych odmian recep-
torébw moze by¢ nieprawidtowa interakcja z innymi
czynnikami transkrypcyjnymi wjuz utworzonym kom-
pleksie inicjacji syntezy mRNA. Wszystkie opisane
hipotezy sg prawdopodobne, ale wymagajg potwier-
dzenia w wynikach doswiadczen.

IV. Podsumowanie

Estrogeny wptywajg na podziat komdrek i zréz-
nicowanie tkanek. Dziatajg za pos$rednictwem biat-
kowego receptora aktywujac ekspresje genow zawiera-
jacych sekwencje ERE w czesci regulatorowej. W pro-
cesie transaktywacji ekspresji genéw wspotuczestniczg
inne biatka obecne w jadrze komérkowym. Dzieki
temu dziatanie receptora estrogenowego podlega kon-
troli w roéznych tkankach, a takze w kompleksach
inicjacji transkrypcji o roznym sktadzie biatkowym.

Ze wzgledu na kluczowg role estrogenéw w biologii
wielu tkanek, wszelkie zmiany w ilosci i strukturze
receptora estrogenowego moga prowadzi¢ do zjawisk
patologicznych jak np. choroba nowotworowa. Znajo-
mos$¢ powigzania struktury i funkcji normalnego rece-
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ptora, a takze wyjasnienie jak zmiany struktury zabu-
rzajg jego funkcje prowadzgc do zmian chorobowych
moze byé pomocne przy wyborze metod leczenia.

Artykut otrzymano 23 marca 1994 r.
Zaakceptowano do druku 30 czerwca 1994 r.
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Receptor ekdysteroidowy Drosophila melanogaster —
jeden z czynnikow transkrypcyjnych kontrolujacych

metamorfoze

Ecdysteroid receptor from Drosophila melanogaster — one of the
transcription factors controlling metamorphosis

ANDRZEJ OZYHAR*
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I1-1. Model Ashburnera
11-2. Geny puféw ,,wczesnych”, ich struktura i produkty
11-3. Receptor ekdysteroidowy
11-3.1. ldentyfikacja aktywnosci i genu receptora
ekdysteroidowego
11-3.2. Oddzialywanie receptora ekdysteroidowe-
go z DNA iczynnikami transkrypcji — ich
znaczenie dla réznicowania kontroli eks-
presji genéw przez ekdyzon
11-3.2.1. Oddziatywanie receptora z DNA; pierw-
sze obserwacje
11-3.2.2. Receptor ekdysteroidowy wigze sie z sek-
wencjami regulatorowymi DNA
Il.  Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: BR-C — ,Broad-Complex”
zesp6t gendéw odpowiedzialnych za powstawanie ,wczes-
nego” pufu 2B5 w chromosomie X, $linianek Drosophila
melanogaster; c-Jun — biatkowy produkt protoonkogenu
C-jun; c-Fos — biatkowy produkt protoonkogenu c-fos; E74
biatkowy produkt genu E74; E75 — biatkowy produkt
genu E75; EcR — receptor ekdysteroidowy; ECRE — regula-
torowa sekwencja DNA wigzaca receptor ekdysteroidowy;
ER — receptor estrogenowy; GR — receptor glukokor-
tykoidowy; HRE — regulatorowa sekwencja DNA wigzaca
receptor jadrowy; hsp 27 — biatko szoku cieplnego Drosop-
hila melanogaster, bedgce produktem genu hsp 27; MR
- receptor mineralokortykoidowy; OTF 1 — czynnik
transkrypcji wigzacy sekwencje oktameryczng; ponasteron
A — 25-dezoksy-20-hydroksyekdyzon; RAR — receptor
kwasu retinowego; RXR — receptor retinowy X, (receptor
kwasu 9-cis retinowego); Sgs — biatkowy produkt genu Sgs
(’salivary gland secretion protein'); TR — receptor tyroido-
wy; Usp — biatkowy produkt genu usp (“ultraspiracle”);
VDR — receptor witaminy D3

. Wstep

Receptory hormondéw sterydowych wchodzg w
sktad nadrodziny receptoréw jagdrowych, obejmujacej
réwniez inne strukturalnie pokrewne biatka, w tym
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receptory tyroksyny (TR). kwasu retinowego (RAR),
witaminy D3 (VDR), oraz receptory, ktérych ligandy
nie sg do tej pory poznane (tzw. receptory ,sieroce”).
Biatka te, o wyraznie zdefiniowanej budowie domeno-
wej, sg zaleznymi od swoich ligandéw czynnikami
regulujagcymi transkrypcje [1-3]1

Biatka nadrodziny receptoréw jadrowych spetniajg
swojg fizjologiczng funkcje wigzac sie ze specyficznymi
sekwencjami regulatorowymi DNA (HRE, "hormone
responsive elements™), co prowadzi do zmiany szybko-
ci transkrypcji genéw bedacych pod ich kontrolg [3,4],
W przypadku receptora glukokortykoidowego (GR)
ireceptora estrogenowego (ER) wykazano, ze wigzg sie
one z HRE w postaci homodimerycznych komplekséw
[6, 6-8]2. Z drugiej za$ strony, ostatnie doniesienia
wyraznie dowodzg, iz RAR, TR, VDR wigzg sie
z niektorymi wariantami HRE z wysokim powino-
wactwem dopiero w obecnosci innych, dodatko-
wych czynnikéw biatkowych (patrz 11-3.2.). Jednym

1 Szereg podstawowych informacji odnosnie funkcji oraz
struktury biatek nalezacych do rodziny receptoréw jad-
rowych zostato przedstawionych w artykutach: ,,Jagdrowe
receptory jako czynniki regulujace transkrypcje”. W. So-
k6t- Misiak na tamach Post. Biochem., 38 (1992) 12-22;
»Receptor estrogenowy: budowa i funkcja w normalnej
i neoplastycznej tkance” E. Kulig na lamach Post.
Biochem., 40 (1994).
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z nich jest receptor X kwasu retinowego (RXR), ktéry
tworzy heterodimery zdolne do specyficznego oddzia-
tywania z HRE nie tylko z pokrewnym RAR [8,9], ale
takze z VDR, TR [8-10] oraz z biatkiem PPAR
(’peroxisome proliferator-activated receptor™) [ 11, 12].
Znaczenie fizjologiczne powyzszych oddzialywan nie
jest na razie w petni zrozumiate, lecz zdolnos¢ recep-
toréw do formowania heterodimeréw wskazuje na
istnienie ztozonego systemu komunikacji pomiedzy
tymi czynnikami (,faktorami”) transkrypcji. System
ten moze by¢ dodatkowo modulowany dzieki temu, iz
niektére z receptoréw zdolnych do tworzenia hetero-
dimeréw reguluja transkrypcje rowniez jako homo-
dimery. Co wiecej, w niektorych przypadkach moga
one takze dziata¢ jako niezalezne od hormonu czynniki
transkrypcji [13].

Synergistyczne oddziatywanie pomiedzy receptora-
mi nadrodziny receptoréow jadrowych i czynnikami
regulujacymi transkrypcje, nie nalezacymi do tej grupy
biatek, przyczynia si¢ prawdopodobnie réwniez do
dodatkowego réznicowania tkankowej (rozwojowej)
regulacji ekspresji genéw [14]. Mechanizmy regulacyj-
ne tego rodzaju obejmujg na przykiad: oddziatywania
biatko-biatko z czynnikiem transkrypcji OTF 1, w wy-
niku, ktérego nastepuje wygiecie w petle DNA w ob-
szarze pomiedzy elementami regulatorowymi [15];
oddziatywania bedace skutkiem przytaczenia sie do
wspdblnego elementu regulatorowego, zbudowanego
z sasiadujacych lub zachodzacych na siebie miejsc
regulatorowych. llustracjg ostatniego typu mechaniz-
mu jest porozumiewanie sie (“crosstalking”) GR i bia-
tek c-Jun i c-Fos nalezacych do grupy czynnikéw
transkrypcji zawierajagcych element strukturalny od-
powiedzialny za ich dimeryzacje, zwany suwakiem
leucynowym [16, 17].

Pytania dotyczace hierarchii oddziatywan miedzy-
biatkowych, oraz mechanizmu, prowadzacego w kon-
sekwencji do wysoce wyspecjalizowanych odpowiedzi
na poziomie komorkowym, sg dopiero stawiane. Za-
prezentowane powyzej przyktady mogg by¢ traktowa-
ne jedynie jako drogowskazy na drodze, jakg nalezy
pokona¢ w celu zrozumienia mechanizméw regulacji
transkrypcji genow.

W ostatnich latach zidentyfikowano u Drosophila
melanogaster szereg biatek nalezagcych do nadrodziny
receptorow jadrowych [18, 19]. Stwarza to wyjatkowa
mozliwo$é podjecia préby odpowiedzi na szereg pytan
w oparciu o obiekt bardzo dobrze scharakteryzowany,
zaréwno pod wzgledem genetycznym jak iontogenety-
cznym, pozwalajagcy na molekularne modelowanie,
niemozliwe ze wzgleddw etycznych, czy tez praktycz-

2 Wydaje sig, ze takze i te receptory, o ktérych sgdzono
powszechnie, iz dziatajg jako homodimery, mogg w nie-
ktéorych warunkach funkcjonowaé w postaci heterodimery-
cznych kompleksow. Wiecej informacji na ten temat znajdzie
Czytelnik w zamieszczonym w tym samym zeszycie Post.
Biochem. artykule ,,Receptor estrogenowy: budowa i funkcja
w normalnej i neoplastycznej tkance” autorstwa E. Kulig.
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nych u organizméw wyzszych. Interesujagcym przy-
ktadem tej grupy biatek jest receptor ekdysteroidowy
(EcR), ktorego naturalnym ligandem jest ekdyzon3
— hormon linienia owadéw i innych bezkregowcow.
Wiasciwosci EcR oraz jego udzial w procesach mole-
kularnej kontroli metamorfozy zostana omoéwione
ponizej (patrz 11-3.). Inne biatka nalezagce do tej
rodziny, to typowi przedstawiciele receptoréw ,siero-
cych”. Sg one produktami nastepujacych gendw: svp
("sevenup”), biorgcego udziat w réznicowaniu komérek
fotoreceptorowych oka [20]; tli ("tailles™) koniecznego
dla prawidtowego, osiowego rozwoju embrionalnego
[21]; usp ("ultraspiracle") wymaganego dla prawid-
towego embrionalnego i larwalnego rozwoju odwtoka
[22, 23]; FTZ-F1,regulatora prawidtowego formowa-
nia segmentow podczas embriogenezy [24] i wreszcie
E 14 [25, 26], E75 [27,28] i BR-C [29], gen6w, ktdrych
produkty sg czynnikami transkrypcji odpowiedzial-
nymi za indukcje drugorzedowej odpowiedzi na ek-
dyzon (patrz 11-1, 11-2). Trzy pozostate geny kodujg
biatka, posiadajgce domeny wigzgce DNA struktural-
nie pokrewne do rodziny receptorow sterydowych.
Brak w nich jednak fragmentéw homologicznych do
domeny wigzacej ligand. Sg to: kni ("knirps™), wymaga-
ny podczas embriogenezy dla prawidtowej segmentacji
odwtoka [30] oraz dwa blisko strukturalnie spokrew-
nione geny o nieznanych funkcjach: knrl (”knirsps-
related") [31] i egon ("embryonic gonad") [32].

Il. Molekularna kontrola metamorfozy

Ekdyzon koordynuje tkankowo-specyficzne zmiany
morfologiczne i fizjologiczne u stawonogéw. W przy-
padku najlepiej poznanych obiektow, jakimi sg owady,
wiadomo, ze stymuluje on metamorfoze w kierunku
nastepnego okresu zycia, podczas gdy, ScisSle wspot-
dziatajacy z nim w procesach regulacyjnych, hormon
juwenilny wywiera efekt antagonistyczny ,,zezwalajgc”
na dziatanie programéw realizowanych przez tkanki
w poprzednich etapach rozwoju [33, 34], U D. melano-
gaster mozna zaobserwowac¢ co najmniej jeden szczyt
stezenia ekdyzonu podczas kazdego z szesciu stadiow
rozwoju: embrionalnego, trzech larwalnych, przedpo-
czwarki i poczwarki [35]. Podczas pierwszego idrugie-
go okresu larwalnego ekdyzon jest przede wszystkim
odpowiedzialny za indukcje linienia starej kutikuli
[36]. W drugiej potowie trzeciego okresu larwalnego
larwa przestaje sie odzywiaé i rozpoczyna wedrowke
w poszukiwaniu odpowiedniego miejsca do przepo-
czwarzenia. Pojawienie sie podwyzszonego poziomu
ekdyzonu jest sygnatem do zakoiczenia okresu wed-
rowania, a takze do sporzgdzenia przez larwe kokonu
i rozpoczecia metamorfozy. Dwanascie godzin pozniej

3 Informacje na temat ekdyzonu, w szczegélnosci za$ fizjo-
logicznych efektéw jego dziatania zostaty omowione w ar-
tykule ,,Ekdysteroidy owadzie — biosynteza, metabolizm,
funkcja”. K. Grzelak 1994 Post. Biochem. 40 181-190.
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kolejny wzrost stezenia jest sygnatem do przemiany
przedpoczwarki w poczwarke, po czym nastepuje
szeroki szczyt stezenia ekdyzonu podczas stadium
poczwarki. Podczas metamorfozy nastepuje przemo-
delowanie organizmu — tkanki charakterystyczne dla
larw ulegajg histolizie, rozwijajg sie natomiast tkanki
imaginalne tworzac struktury wiasciwe dla owada
dorostego [36, 37],

I1-1. Model Ashburnera

SzczegOlnie interesujgcym i owocnym dla poznania
molekularnego mechanizmu dziatania ekdyzonu oka-
zat sie krotki okres pomiedzy rozpoczeciem przez
larwe wedrowania, a zakonczeniem stadium przedpo-
czwarki. W tym czasie politeniczne chromosomy S$li-
nianek larwy stajg sie na tyle duze, ze mogag by¢
bezposrednio obserwowane pod mikroskopem [38].
Na krotko przed wzrostem stezenia ekdyzonu — beda-
cym sygnatem do tworzenia puparium- niektore
z chromosomoéw zlokalizowanych na chromosomach
powiekszajg sie, osiggajac rozmiary, wyraznie odbie-
gajace od normalnych. Powiekszone chromomery,
zwane pufami, w tym przypadku pufami miedzylin-
kowymi ("intermoult puffs”), zanikajg w trakcie na-
stepujacego wzrostu stezenia ekdyzonu. Jednoczesnie
pojawia sie zespot kilku nowych puféw, noszacych
nazwe puféw wczesnych (“early puffs”). Zanikajg one
po kilku godzinach, a nastepnie pojawia sie w po-
wtarzalnej sekwencji przez okres 10 godzin ok. 100
puféw ,,p6znych” {"late puffs") [39],

Ashburner [39] opracowal system eksperymen-
talny, ktory pozwolit na obserwacje powstawania pufow
in vitro, w odpowiedzi na umieszczenie $linianek larw
trzeciego okresu D. melanogaster w medium zawieraja-
cym ekdyzon. Przy jego pomocy wykonat, wspdinie
z kolegami, szereg doswiadczen, ktdére staty sie pod-
stawg do skonstruowania prostego modelu kontroli
powstawania puféw zwanego dzi$ powszechnie mode-
lem Ashburnera. Wedtug niego (Ryc. 1), ekdyzon,
bedacy w kompleksie ze swoim receptorem (EcR),
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Ryc. 1. Model Ashburnera przedstawiajacy genetyczng kontrole
powstawania puféw w chromosomach politenicznych Dro-
sophila melanogaster [19, 39], Doktadny opis modelu
znajduje sie w tekscie pracy (I1-1).
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odpowiedzialny jest za dwa regulatorowe efekty: induk-
cje puféw ,wczesnych” i represje puféw ,p6znych”.
Indukcja puféw ,,wczesnych” zachodzi takze w obecno-
§ci inhibitoréw syntezy biatek, z czego mozna wnios-
kowaé, ze powyzsze efekty sg bezposrednia odpowie-
dzig na ekdyzon, a czynniki dodatkowe biorace udziat
w regulacji sg obecne w komoérkach w momencie
poddania ich dziataniu hormonu. Wysunieto takze
hipoteze, iz produkty biatkowe ,wczesnych” puféw
dziatajg jako czynniki regulatorowe, indukujace drugo-
rzedowg odpowiedz na ekdyzon, kt6rej przejawem jest
pojawienie sie puféw ,,pdznych” i zanik puféw ,,wczes-
nych”. W konsekwencji: zaréwno EcR jak i produkty
puféw ,,wczesnych” powinny by¢ biatkami regulatoro-
wymi specyficznie oddziatywujacymi z DNA [39],
Model Ashburnera wytyczyt kierunki poszukiwan dla
badaczy zainteresowanych molekularnym mechaniz-
mem regulacji ekspresji genéw przez ekdyzon, w szcze-
golnosci za$ gendéw odpowiedzialnych za metamor-
foze. Dzieki niemu szybko okre$lono dwie podstawo-
we grupy celow badawczych. Pierwsza z nich obej-
mowata identyfikacje i charakterystyke EcR, druga
identyfikacje i charakterystyke produktéw genow od-
powiedzialnych za powstawanie puféw ,,wczesnych”.

I1-2. Geny puféw ,,wczesnych”, ich struktura i pro-
dukty

Do tej pory, scharakteryzowano na poziomie mole-
kularnym dziewie¢ pufow zaleznych od ekdyzonu
(Tab. 1) [40-45]. Trzy z nich nalezg do klasy , wczes-
nych”, jeden ,,péZznych”, a pozostate do grupy puféw
»miedzylinkowych”. W kontekscie przedstawionego
powyzej modelu hierarchicznej regulacji jest oczywis-
tym, ze kluczowg role w jego realizacji powinny
odgrywaé produkty puféow ,wczesnych”. W ostatnim
czasie zidentyfikowano i scharakteryzowano geny zlo-
kalizowane w tej grupie puféw, a takze rozpoczeto
badania nad regulacjg ich ekspresji i funkcjg produk-
téw. W pufie 2B5 zdefiniowano tzw. ,,Broad Complex"
(BR-C) [29, 46], w obszarze 74EF gen E74 [25, 26],
a gen E75 w obrebie pufu 75B [27, 28]. Geny tejak dla
D. melanogaster sg wyjatkowo dtugie, 60-100 kpz,
i majg podobng strukture. E74 obejmuje dwie jedno-
stki transkrypcji, E74A i E74B, o réznych promoto-
rach lecz wspolnym 3'-koncu, w wyniku czego po-
wstajgce dwa pokrewne produkty biatkowe posiadajg
identyczne domeny wigzace DNA [25]. Struktura E75
jest podobna, obejmuje ok. 50 kpz, w tym trzy
promotory zalezne od ekdyzonu, ktére pozwalajg na
synteze spokrewnionych mRNA: tj. E75A, E75B
i E75C. Takze i w tym przypadku produkty genéw
posiadajg identyczne C-konce irézne N-konce. Anali-
za ich sekwencji aminokwasowej pozwolita na wyro6z-
nienie domen odpowiedzialnych za wigzanie DNA
oraz niezidentyfikowanego jak dotgd liganda. Wyjat-
kowym w tej grupie jest biatko E75B, ktérego domena
wigzgca DNA posiada tylko jeden palec cynkowy.
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Tabela 1
Geny puféw $linianek Drosophila melanogaster (wedtug [103])

Typ pufu Symbol puful Gen(y) Funkcja Odnosnik lit.
miedzylinkowy 3C Sgs42 biatko klejowe [40]
miedzylinkowy 25B Sgsl biatko klejowe [41]
miedzylinkowy 68C Sgs3 biatko klejowe [42]
miedzylinkowy 68C Sgs7 biatko klejowe [42]
miedzylinkowy 68C Sgs8 biatko klejowe [42]
miedzylinkowy 90BC Sgs5 biatko Kklejowe [43]
miedzylinkowy 71CE Sgso biatko klejowe [44]

wczesny 2B5 BR-C regulatorowa [29, 27]

wczesny TAEF E74 regulatorowa [25, 26]

wczesny 75B E75 regulatorowa [27, 28]

pézny 71CE Geny I-1V nieznana [45]

1 Symbole puféw wedtug konwencji podanej przez Beckera [106] i Ashburncra [107],

2 Waznymi funkcjami $linianek Drosophila melanogaster sg synteza i sekrecja Sluzowatego kleju, ktéry pozwala owadowi na przytwierdzenie sie
do podtoza podczas metamorfozy. Gtownym jego sktadnikiem sg biatka sekrecyjne S$linianek (“salivary gland secretion proteins”, Sgs),
powstajagce na matrycy odpowiednich mRNA pod koniec trzeciego okresu larwalnego.

Swiadczy¢ to moze, iz realizuje ono swa prawdopodo-
bng funkcje czynnika transkrypcji, wigzac sie z DNA
w odmienny sposéb niz znane receptory nadrodziny,
badZ tez, ze dziata ono w kompleksie z innymi biatkami
[18]. BR-C ma najbardziej ztozong strukture. Obej-
muje obszar 100 kpz, w obrebie ktérego potozone sa
co najmniej trzy promotory kontrolujgce synteze
dwéch pierwotnych transkryptéw (~ 50 kpz i 100
kpz), przeksztatcanych w wyniku sktadania w kilka-
nascie transkryptéw pochodnych. Wszystkie one za-
wierajg wspolny ekson zwany ,rdzeniowym”, nato-
miast podzieli¢ je mozna na trzy klasy, definiowane
przez ekson kodujacy réznigce sie miedzy soba pary
palcow cynkowych typu C2H?2 [29],

Jak wynika wiec z przytoczonych powyzej infor-
macji, zgodnie z postulatami modelu Ashburnera,
biatka kodowane przez poznane do tej pory geny
puféw ,wczesnych” zawierajg elementy strukturalne
umozliwiajgce im specyficzne oddziatywanie z DNA,
a co za tym idzie potencjalne funkcjonowanie jako
czynniki transkrypciji.

11-3. Receptor ekdysteroidowy

11-3.1. Identyfikacja aktywnosci i genu receptora
ekdysteroidowego

Przeciwnie niz inne receptory hormonéw sterydo-
wych receptor ekdysteroidowy (EcR) zostat ziden-
tyfikowany bardzo p6zno, bo dopiero w 1978 r. [47,48].
Opracowanie syntezy 25-dezoksy-20-hydroksyekdy-
zonu, (ponasteronu A), o wysokiej aktywnosci specyfi-
cznej (122 Ci/mmol) umozliwito po raz pierwszy
zaobserwowanie wysycalnej aktywnos$ci wiazacej ten
ligand ze statg dysocjacji ~3 nM w ekstraktach linii
komérek Kc [47] oraz w dyskach imaginalnych
skrzydet D. melanogaster [48], Kolejne eksperymenty
majace na celu doktadng charakterystyke EcR wyko-
nywane byly gtéwnie na tym samym obiekcie, przy
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czym EcR badano w ekstraktach z embrionéw, po-
czwarek, dorostych samic jak réwniez z wybranych
tkanek — dyskéw imaginalnych i $linianek [49, 50].
Analiza wykreséw Scatcharda wigzania ponasteronu
Ado preparatow EcR z komérek Kc,dyskéw imagina-
Inych oraz embrionéw wykazata, ze ligand wigzany
jest przez jedng klase miejsc wigzacych [47, 48, 51-54].
Badania przeprowadzone na ekstraktach otrzyma-
nych z komoérek linii Bil oraz z dorostych samic D.
melanogaster doprowadzity natomiast do zaobserwo-
wania heterogennosci miejsc wiazagcych. W ekstrak-
tach Bil wykazano istnienie dwdch klas miejsc wigza-
cych o statych dysocjacji 0.3 nM i 2.0 nM [55], za$
w preparatach z samic wyznaczono state réwne 0.9 nM
i3nM [56], Aktywno$¢ EcR badano réwniez u przed-
stawicieli innych gatunkéw owad6éw wyznaczajac bar-
dzo zblizone wartos$ci statych dysocjacji [50],

Wiasciwosci hydrodynamiczne EcR zostaty najpet-
niej zbadane dla D. melanogaster. Wyznaczone warto-
§ci masy czasteczkowej sg dla réznych preparatow
zblizone i wynosza 120-130 kDa [50, 54]. Wyrazne
zréznicowanie obserwowane jest natomiast dla warto-
Sci wspotczynnikow sedymentacji. Dla Swiezych prepa-
ratow komérek Kc stwierdzono na przyktad, ze zardw-
no cytoplazmatyczna, jak ijagdrowa aktywno$¢ wigza-
ca ponasteron A posiadajg wspétczynnik sedymentacji
6S, natomiast dla EcR z mrozonych preparatéw
komérek Kc wyznaczono wspétczynnik sedymentacji
rowny 4S [50]. EcR w ekstraktach embrionéw byt
charakteryzowany wartosciami wspo6tczynnika sedy-
mentacji 8.5S i 4.5S w buforach odpowiednio o niskigj
i wysokiej sile jonowej [57]. Najwyzsza warto$¢ (9S)
zaobserwowano jednak, po kowalencyjnym zwigzaniu
hormonu z EcR, w wyniku naswietlenia preparatu
bezposrednio przed wirowaniem promieniowaniem
ultrafioletowym [58].

Zréznicowane wartosci wspotczynnikow sedymen-
tacji, w szczegolnosci za$ ich zalezno$¢ od sity jonowej,
byty wyrazng wskaz6wka, iz EcR jest biatkiem o w#as-
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ciwosciach podobnych do receptoréw sterydowych,
zidentyfikowanych i scharakteryzowanych u kregow-
cow. Eksperymentalne potwierdzenie przypuszczenia
mozna byto uzyskaé jedynie po okres$leniu sekwencji
aminokwasowej EcR. Podejmowano wiec proby oczy-
szczenia EcR w celu otrzymania informacji, ktore
pozwolityby na zaprojektowanie strategii klonowania
genu. Procedury oparte o klasyczne metody chromato-
graficzne nie doprowadzity ostatecznie do celu, praw-
dopodobnie ze wzgledu na niestabilno$¢ komplekséw
EcR-ponasteron A [53], Niemniej jednak, osiggnieto
znaczny postep oczyszczajagc EcR z komorek Kc
500-700-krotnie [59] oraz 5000-krotnie z poczwarek
D. melanogaster [59]. Ostatni wynik byt w duzej mierze
skutkiem oparcia procedury izolacji o specyficzne
oddziatywania receptora z immobilizowanym DNA
z grasicy cielecej. Wskazywat on kierunek badan
zmierzajacych do oczyszczenia EcR, a takze podkreslat
konieczno$¢ otrzymania danych dotyczacych oddzia-
tywania EcR z DNA.

Identyfikacja sekwencji regulatorowej rozpoznawa-
nej przez EcR (EcRE), a takze scharakteryzowanie
oddziatywan pomiedzy nig a receptorem (patrz 11-3.2.)
pozwolity na zaprojektowanie oczyszczania tego biat-
ka metoda chromatografii powinowactwa w oparciu
o immobilizowane oligonukleotydy zawierajgce sek-
wencje hsp 21 [60]. Jakkolwiek osiggnieto wysoki
stopiefh oczyszczenia, bo az 29 000-krotny, to jednak
nie udato sie otrzymac biatka w ilosci wystarczajacej
do przeprowadzenia analizy struktury pierwszorzedo-
wej, a co za tym idzie do zaprojektowania sondy DNA
pozwalajgcej na izolacje genu EcR. W tym samym
czasie Koelle i wsp. [61] scharakteryzowali pro-
dukt genu, nazwanego przez nich EcR, zlokalizowane-
go w obrebie pufu 42A D. melanogaster. Gen ziden-
tyfikowano stosujagc sonde hybrydyzacyjng obej-
mujacag fragment genu E75 kodujacy domene wigzaca
DNA wraz z przylegtymi aminokwasami. W pierw-
szym rzedzie sonda postuzyta do zidentyfikowania
genomowych klonéw EcR, ktore nastepnie zostaty
uzyte do analizy biblioteki cDNA z larw ostatniego
okresu.

Gtowny transkrypt genu EcR (ok. 6 kpz) z otwarta
ramka odczytu obejmujacg 879 kodondw, koduje
biatko nalezace do nadrodziny receptoréw jagdrowych.
Zawiera ono co najmniej dwie wyraznie zdefiniowane
domeny: domene wigzagca DNA i domene wigzacqa
hormon. Domena wigzaca DNA, kodowana w odr6z-
nieniu od innych receptoréw przez jeden a nie dwa
eksony, zawiera 19 konserwowanych aminokwasow.
Wykazuje ona najwieksze podobienstwo do formy
3 ludzkiego TR [61]. Produkt genu EcR posiada,
identycznie jak TR, VDR i RAR w obrebie C-kon-
cowego palca aminokwasy Glu-Gly-Gly, odpowie-
dzialne prawdopodobnie i w tym przypadku za specy-
ficzne wigzanie do sekwencji regulatorowej [62], Spok-
rewniony z nimi strukturalnie ER posiada odpowied-
nio Glu-Gly-Ala [63],

234

11-3.2. Oddziatywanie receptora ekdysteroidowe-
go z DNA iczynnikami transkrypcji — ich
znaczenie dla roéznicowania kontroli eks-
presji genow przez ekdyzon

11-3.2.1. Oddzialywanie receptora ekdysteroido-
wego z DNA; pierwsze obserwacje

Pierwsze wyniki wskazujgce na to, ze ECR wigze sie
z DNA zostaly zaprezentowane w krdétkim czasie po
identyfikacji aktywnosci EcR. Byto to mozliwe dzieki
otrzymaniu przeciwciat do 20-hydroksyekdyzonu [64, 65]
oraz opracowaniu metody aktywowanego promie-
niami ultrafioletowymi kowalencyjnego wigzania 20-
hydroksyekdyzonu do EcR [66]. Przy pomocy tej
ostatniej techniki, potgczonej z radioimmunologiczng
detekcjg zwigzanych ekdysteroidéw stwierdzono, ze
20-hydroksyekdyzon jest kompleksowany przez biat-
ko komorkowe D. melanogaster o masie 130 kDa [58].
Dodatkowe badania pufow chromosomoéw S$linianek
poddanych dziataniu 20-hydroksyekdyzonu, a nastep-
nie promieniowania ultrafioletowego, wykazaty obec-
no$¢ w nich antygenu 20-hydroksyekdyzonu w kom-
pleksie z receptorem. Byt to pierwszy dowdéd na
asocjacje EcCR w kompleksie ze sterydowym ligandem,
z chromatyng [66, 67], Wyniki te przedstawiono
w czasie, gdy nie byty jeszcze znane sekwencje DNA
wigzace specyficznie receptory sterydowe. Przewidy-
wano wprawdzie ich istnienie, lecz badania oddziaty-
wania receptoréw z DNA byly prowadzone z uzyciem
niefrakcjonowanego DNA genomowego. Pomimo sze-
regu niedostatkdw pozwolity one na zaobserwowanie,
miedzy innymi, procesu aktywacji (transformacji) rece-
ptoréw, polegajacego na przejsciu receptora ze stanu
charakteryzujgcego sie brakiem powinowactwa do
DNA do stanu, w ktérym receptor wiaze sie do DNA.
Oprdcz tego zidentyfikowano czynniki wptywajace na
interakcje receptorow z DNA [68], Badania prze-
prowadzone dla PR, ER i GR pokazaty, na przyktad,
ze fosforan 5-pirydoksalu specyficznie hamuje wigza-
nie tych biatek do DNA, nie zmieniajgc przy tym
w sposOb istotny ich powinowactwa do sterydu [69-
73]. Dodatkowo zwigzek ten zmienial wilasciwosci
hydrodynamiczne receptorow, co objawiato sie
zmniejszeniem ich wspétczynnika sedymentacji. Jak-
kolwiek nie byto jasne, jakie jest fizjologiczne znacze-
nie powyzszych obserwacji, nie ulegato watpliwosci, ze
sg one charakterystyczne dla receptorow sterydowych.
Analiza wptywu fosforanu 5'-pirydoksalu zostata wy-
konana rowniez dla EcR z ekstraktéw embrionow D.
melanogaster [63]. Stwierdzono, ze wigzanie receptora
do DNA z grasicy cielecej immobilizowanego na
celulozie jest hamowane réwniez w przypadku tego
biatka. Modyfikacja ta jest specyficzna, gdyz inne
zwigzki, pochodne do fosforanu 5'-pirydoksalu (piry-
doksal, fosforan 5'-pirydoksaminy, pirydoksamina),
praktycznie nie majg wptywu na interakcje ECR
z DNA. Towarzyszy jej zmiana wiasnosci hydrodyna-
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micznych objawiajgca sie zmniejszeniem wspotczyn-
nika sedymentacji z wartosci 8.5S do 4.5-5.0 S. Powy-
zsze wyniki byty bardzo podobne do opublikowanych
wczesniej dla receptoréw sterydowych kregowcow.
Dodatkowo stwierdzenie, izw przypadku EcR modyfi-
kacja dotyczy prawdopodobnie, jak u innych recep-
torow, reszt lizyny waznych dla interakcji z DNA [57],
wyraznie sugerowato istnienie podobieristwa struk-
turalnego pomiedzy EcR a receptorami kregowcow
w obrebie domeny odpowiedzialnej za wigzanie DNA
(potwierdzonego ostatecznie po izolacji genu ECR,
patrz 11-3.E). Pozwalato to takze na wysuniecie przy-
puszczenia o istnieniu podobiefstwa strukturalnego,
a co za tym idzie takze funkcjonalnego, pomiedzy
sekwencjami regulatorowymi rozpoznawanymi przez
EcR i innych cztonkéw nadrodziny.

11-3.2.2. Receptor ekdysteroidowy wigze sie specy-
ficznie z sekwencjami regulatorowymi

Jak podkresSlono to wczesdniej, receptory sterydowe
kontroluja ekspresje gendw przez interakcje z sekwen-
cjami HRE funkcjonujacymi jako klasyczne wzmac-
niacze transkrypcji. Pierwsze HRE zidentyfikowano
dla GR [74], a w dalszej kolejnosci dla pozostatych
receptorow hormonéw sterydowych [4]. Po zebraniu
dostatecznej ilosci informacji, HRE tej podklasy recep-
torow nadrodziny podzielono na dwie grupy [75,
76,3]. Klasyczng, konsensusowa sekwencjg grupy pier-
wszej jest palindrom GGTACANnnTGTYCY4,rozpo-
znawany przez GR, PR, AR i receptor mineralokor-
tykoidowy (MR). Konsensusowa sekwencja grupy
drugiej jest GGTCAnnnTGACC, palindrom rozpo-
znawany przez ER, TR, VDR, RAR. Coraz wiecej
danych eksperymentalnych wskazuje jednak na to, ze
powyzsza klasyfikacja jest uproszczona. Jak stwier-
dzono ostatnio TR [77], VDR [78], RAR [79], ale
takze RXR [80] zdolne sa do wigzania nie tylko
funkcjonalnych sekwencji palindromowych, lecz takze
sekwencji, bedacych bezposrednimi powtdrzeniami
(,,direct repeats”) sekwencji AGGTCA. Obecnos$¢ 2, 3,
4 lub 5 pz rozdzielajagcych powtdrzone sekwencje
okresla przy tym, ktéry z receptoréw bedzie preferen-
cyjnie wigzany [81-83].

W pierwszym etapie, badania nad oddziatywaniem
EcR ze specyficznymi sekwencjami regulatorowymi,
byty powaznie ograniczone ze wzgledu na brak metody
pozwalajacej na wykazanie w sposob bezposredni zjaka
sekwencjg EcR tworzy specyficzny kompleks. Zmierza-
no wiec do zdefiniowania elementéw regulatorowych na
drodze funkcjonalnej analizy sekwencji promotoro-
wych gendw regulowanych przez ekdyzon. W praktyce
sprowadzato sie to do identyfikacji krétkich fragmen-
tébw wystarczajacych do regulacji transkrypcji genéw
przez ten hormon. Analiza zostata przeprowadzona
najpetniej w przypadku gendw kodujgcych biatka szoku

4 =Club T.
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cieplnego{hsp). Najbardziej znaczace wyniki otrzymano
dla rejonu promotorowego genu hsp 27 kodujgcego
biatko o masie 27 kDa, ktorego ekspresja jest stymulo-
wana zaréwno przez ekdyzon jak tez i przez szok
cieplny [84]. W pierwszej kolejnosci wykazano, ze
obszar pomiedzy pozycjami -579 i -455 jest odpowie-
dzialny za kontrolowang przez ekdyzon indukcje syn-
tezy mMRNA [85]. Dodatkowe eksperymenty pozwolity
na zidentyfikowanie w jego obrebie sekwencji 23 pz
rozpoznawanej specyficznie przez biatka ekstraktu jgd-
rowego komorek Schneidera. Opierajac sie na spo-
strzezeniu, iz ten krdtki fragment wystarcza dla kontroli
ekspresji heterologicznego genu przez ekdyzon, wysu-
nieto przypuszczenie, ze tatwy do identyfikacji w ob-
rebie sekwencji palindrom, moze by¢ sekwencjg regula-
torowg rozpoznawang przez EcR (Ryc. 2. i 3.) [86].
Sugestia wymagata bezposredniego dowodu eks-
perymentalnego. Zostat on dostarczony przez dwie
pracownie, ktére postuzyty sie w tym celu réznymi
metodami. Metoda pierwsza byla oparta na iden-
tyfikacji i analizie sekwencji fragmentéw DNA wigza-
cych EcR skompleksowany ze znakowanym 26-[1251]
ponasteronem A [87], Postepowanie takie, mozliwe
dzieki bardzo wysokiej aktywnosci specyficznej stery-
du, pozwolito na $ledzenie EcR zwigzanego z DNA
pomimo tego, ze receptor nie byl oczyszczony. Po-
twierdzono nie tylko wigzanie sie receptora z sekwen-
cjg 23 pz promotora hsp 27, ale takze zidentyfikowano
trzy nowe sekwencje wigzace ECR w obrebie promoto-
ra genu Eip 28/29 (Ryc. 2.). Metoda druga, oparta na

u

ACAAGTGCATI GAACCCI1TGT hsp 2z
TGITCACGI[AACITGGGAACA (-530 do -550)

. . . >
CGCAGGT I AATGACCAACAAT Upstream
GCGTCCAATIrTACI GGTTGTTA (-450 do-430)
G I AAAG1GACTGACCTC CAAGA Prox
CATTICACTIrGACTGGAGTTCT (+2659 do +2679)
1 TGACCCCAATGAACI TCTAA Dist
AACTGGGGTTACTTGAAGATT  (+4437 do +4457)

CAAAALITCATT ACCCAATC Fbp 1
GTTTIAAGTAAGTTGGGTTAG (-106 do -86)
A

T GACCY KONSENSUS

Rvc. 2. Sekwencje fragmentéw DNA zawierajacych elementy regu-
latorowe wigzane przez EcR.
Na rysunku pokazano pie¢ znanych obecnie ECRE (wraz
z sekwencjami sasiadujacymi) pochodzacych z nastepuja-
cych genéw: hsp 21 [85, 86, 88], Fhp 1 [104, 105] oraz Eip
28/29 (Prox, Dist, Upstream) [87]. Lokalizacja sekwencji
w poszczeg6lnych genach zostata okreélona przez podanie
numeréw odpowiednich nukleotydéw w odniesieniu do
miejsca startu transkrypcji (+ 1). Sekwencja zawierajgca hsp
21 EcRE zostata odwrécona o 180° w celu tatwiejszego
wykazania istnienia we wszystkich EcCRE wspélnych ele-
mentéw (ramka) skitadajacych sie na sekwencje konsen-
susowga, obejmujacag sze$¢ par nukleotydéw [87]. Strzatka
wskazuje potozenie lokalnego centrum symetrii, a kropki
— symetrycznych par nukleotydow.
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AGACAAGGGTTCA -A-TGCACTTGTCCA ho27ECRE
TCTGTTCCCAAGT -T-ACGT GAACAGGT
6 54321 123 456
GGTACANNNTGTTCT GRE
CCAT GTNNNACAAGA
54321 123 45
GGT CANNNT GACC ERE
CCAGTNNNACT GG

Ryc. 3. Porédwnanie hsp 27 hcRh z konsensusowymi sekwencjami
regulatorowymi rozpoznawanymi przez receptor giukokor-
tykoidowy (GRE) iestrogenowy (ERE). W obrebie sekwen-
cji obejmujacej pary zasad od pozycji -552 do -527 obszaru
promotorowego genu hsp 27 wyrdézniono palindrom cent-
ralny (podwadjna linia), ktory jest odpowiedzialny za wigza-
nie funkcjonalnego EcR [87, 89, 91], a takze palindrom
zewnetrzny (linia pojedyncza), ktéry jak pierwotnie sgdzono
powinien by¢ sekwencja rozpoznawang przez EcR [86],
Pary zasad palindromu centralnego zostaty ponumerowane
zgodnie z konwencjg zastosowang przez Trussa i wsp.
[75] dla pokazanych nizejf GRE i ERE. Dla uproszczenia
pokazano tylko jedng z ,wersji” sekwencji GRE. Zdaniem
Trussa i Beato [3] sekwencja konsensusowa GRE
zapisanajako pojedyncza ni¢ DNA ma bowiem nastepujaca
posta¢: GGTACANNNTGTYCY, gdzie Y = C lub T.
Sekwencje hsp 27 przedstawiono z dwoma ,odstepami”
pomiedzy ramionami palindromu, tak aby mozna ja byto
tatwiej poréwna¢ z GRE i ERE; ,,N” — oznacza dowolny
nukleotyd.

filtracji zelowej, umozliwita analize komplekséw po-
wstajagcych w wyniku specyficznej interakcji EcR
z DNA [88, 89], Rowniez i w tym przypadku pokaza-
no, ze nieoczyszczony EcCR zembriondw D. melanogas-
terjest specyficznie wigzany przez 23 pz z sekwencji hsp
27. Stwierdzono ponadto, ze po zwigzaniu DNA EcR
dimeryzuje, zwiekszajgc swg obserwowang w filtracji
zelowej mase z 130 kDa do 290 kDa. Dodatkowe
eksperymenty kompetycyjne pozwolity na dalsze scha-
rakteryzowanie oddziatywania i na stwierdzenie, ze za
wigzanie EcR odpowiedzialny jest centralny palin-
drom sekwencji hsp 21 [88], a nie, jak uprzednio sadzili
Riddihough i Pelham [85], palindrom ,zew-
netrzny” (Ryc. 3.). Porownanie jego sekwencji z opisa-
nymi powyzej sekwencjami regulatorowymi rozpo-
znawanymi przez receptory nadrodziny receptoréw
sterydowych kregowcow (Ryc. 3) sugeruje, ze jest ona
blisko spokrewniona z HRE rozpoznawanymi przez
ER, a takze TR, VDR, RAR. Istotnie, przeprowadzone
przez Martineza i wsp. [90] testy funkcjonalne
oparte o uzycie genéw reporterowych wykazaty, ze zmia-
na dtugos$ci sekwencji oddzielajacej odcinki potdwkowe
centralnego palindromu hsp 27 z 1 pz do 3 pz powoduje
uwrazliwienie go na estradiol, przy jednoczesnym odczu-
leniu na ekdyzon. Odwrotnie, skrécenie sekwencji
oddzielajagcej z 3 pz do 1 pz w ERE rozpoznawanym
przez ER czyni go wrazliwym na ekdyzon, co sugeruje,
ze podstawowg roznicg pomiedzy tymi elementami re-
gulatorowymi jest dtugos$é sekwencji oddzielajacej [90].

Sugestia ta znalazta bezposrednie potwierdzenie
w elektroforetycznej analizie tworzenia sie komplek-
sow pomiedzy EcR a oligonukleotydami, zawierajgcy-
mi element hsp 27 ze zmodyfikowang sekwencjg od-
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dzielajacg [91]. Mutacja centralnej pary A/T do C/G
nie miata praktycznie wptywu na tworzenie sie specyfi-
cznych komplekséw DNA-EcR, natomiast zmiana
odstepu pomiedzy odcinkami potéwkowymi palin-
dromu prowadzita do zmniejszenia powinowactwa
DNA do EcR, w poréwnaniu do DNA zawierajacego
niezmieniong sekwencje hsp 27. Efekt byt silniejszy
w przypadku gdy usunieto centralng pare zasad, niz
gdy dtugos¢ sekwencji oddzielajgcej zwiekszono z 1 pz
do 2 pz.

Doktadna analiza oddziatywania EcR z sekwencjg
regulatorowg hsp 27 wykazuje jednak, ze sposéb wjaki
EcR specyficznie tworzy kompleks z DNA rézni sie od
opisanego w przypadku ER, GR. Podstawowa rdznica
zawiera sie w tym, iz pary zasad wystepujace w pozyc-
jach -3, -4 i +1, +3, +4 hsp 27 EcRE (Ryc. 3.) moga
byé mutowane bez istotnego wptywu na wigzanie
receptora. Dodatkowo, pary zasad odpowiedzialne za
tworzenie kompleksu z ECR obejmujg nawet pozycje
-7, -6, +6 [91] podczas gdy ER, a takze GR, kontak-
tuja sie z parami zlokalizowanymi najdalej w pozyc-
jach + 5i-5[3]. Dwie teoretycznie mozliwe lokalizacje
par zasad hsp 27 odpowiedzialnych za wigzanie EcR
pokazano na rycinie 4. Bez wzgledu na to, ktéra z nich
jest realizowana w rzeczywistosci, mozna sie spodzie-
waé, ze struktura kompleksu EcCRE-EcR rézni sie
znaczgco od kompleksow GR-GRE i ER-ERE, ktére
charakteryzujg sie obecnos$cig miejsc kontaktowych
w bruzdzie duzej i ich brakiem w bruzdzie matej [3]
(patrz legenda do Ryc. 4). Prawdopodobnie, réznica ta
wynika przede wszystkim z faktu, iz sekwencja od-
dzielajgca ECRE wynosi 1pza ERE iGRE 3 pz [3, 4],
chociaz wydaje sie, ze dtugos¢ sekwencji oddzielajacej
nie jest jedynym czynnikiem, okreslajagcym specyficz-
no$¢ oddziatywania. Na przyktad, oddziatywanie hete-
rodimeru RXR/TR z elementem regulatorowym, be-
dacym bezposrednim powtdrzeniem o sekwencji od-
dzielajacej 4 pz, wymagaé moze istnienia kontaktow
pomiedzy aminokwasami domeny wigzacej DNA TR,
a parami zasad zlokalizowanymi w obrebie bruzdy
mniejszej [92],

Przynajmniej w przypadku sekwencji hsp 27, EcR
jest wigzany z DNA prawdopodobnie w postaci hete-
rodimeru — w tym przypadku w kompleksie z produk-
tem biatkowym genu ultraspiracle (Usp) [93, 94].
Ekspresja samego EcR w komdrkach ssaczych nie
pozwala bowiem na zaobserwowanie w nich aktywno-
§ci wigzania ponasteronu A, ani tez powstania specyfi-
cznych kompleksow z oligonukleotydami zawierajgcy-
mi sekwencje hsp 27. Obie aktywnos$ci, oraz towarzy-
szgca im zdolno$¢ komérek ssaczych do aktywowania
heterologicznych promotoréw zawierajgcych sekwen-
cje hsp 27, pojawiajg sie dopiero w przypadku koeksp-
resji Usp badz bardzo blisko strukturalnie z nim
spokrewnionego (86% homologii sekwencji amino-
kwasowej) ssaczego odpowiednika — RXRa [93],
Funkcjonalne oddziatywanie ECRE hsp 27 z EcR wy-
maga wiec obecno$ci Usp [94], lecz nie mozna wy-
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Rvc. 4. Hipotetyczna lokalizacja par zasad hsp 21 EcRE odpowie-

dzialnych za wigzanie funkcjonalnego EcR.

Na schematycznie przedstawionej na rysunku podwdjnej
spirali DNA zaznaczono () pary zasad centralnego palin-
dromu hsp 21 (poréwnaj Ryc. 3.), zidentyfikowane jako
istotne dla oddzialywania z EcR [89, 91], Lokalizacja
przedstawiona na rycinie A zaktada, iz biatka tworzace

funkcjonalny EcR umieszczane sg w sasiadujacych bruz-

dach duzych, gdzie tworzg w przewazajacej mierze kontakty
z hsp 21 EcCRE. Dodatkowe miejsca kontaktu potozone sg
w obrebie bruzdy matej, gdzie powinny by¢ tez zlokalizowa-
ne reszty aminokwaséw odpowiedzialnych za tworzenie
dimeru biatek, bedacych sktadnikami funkcjonalnego EcR.
Na skutek lokalizacji przedstawionej na rycinie B, obie
czasteczki biatkowe powinny by¢ umieszczone w obrebie
bruzd matych, gdzie realizujg one wiekszo$¢ oddziatywan
z hsp 27 EcRE; dodatkowe miejsca oddziatywania (biatko-
-biatko i biatko-DNA) potozone sa w bruzdzie duzej.
Dyskusja dotyczaca tego, jakie biatka sktadajg sie na
funkcjonalny EcR znajduje si¢ w tekscie pracy (11-3.2.2.).

kluczy¢ istnienia niezidentyfikowanych jeszcze EcRE
zdolnych do wigzania homodimerow EcR. Jak wyka-
zano bowiem dla pokrewnego VDR, elementy regula-
torowe rozpoznawane przez to biatko mozna podzieli¢
na dwie grupy [95]. Pierwsza obejmuje sekwencje
zdolne do funkcjonalnego wigzania homodimerow
VDR. Zawierajg one element GGGTGA zorganizo-
wany w formie bezposrednio powtérzonych sekwencji
z sekwencjg oddzielajgcg 6 pz, lub tez jako palindrom
bez sekwencji oddzielajagcej, czy wreszcie jako pa-
lindrom z sekwencjg oddzielajgcg 12 pz. Druga kla-
sa obejmuje bezposSrednie powtdrzenia sekwencji
GGTCCA, AGGTCA lub GGGTGA oddzielone 3 pz,
ktére funkcjonalnie wigzg heterodimery utworzone
z VDR i RXR. Wystepowanie elementéw regulatoro-
wych nalezacych do obu klas jest, zdaniem Carls-
berga w wsp. [95], Swiadectwem istnienia co naj-
mniej dwéch drég przenoszenia i rdznicowania od-
powiedzi dla witaminy D3, a takze prawdopodobnie
réwniez innych ligandéw rozpoznawanych przez rece-
ptory jadrowe. Pozostaje otwartym pytanie, czy
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i w przypadku EcR ten spos6b r6znicowania sygnatu
biologicznego jest mozliwy. Element hsp 21 wydaje sie
by¢, w tym kontekscie, bardzo interesujgcym obiek-
tem, gdyz wigze on heterodimery Usp/EcR, co jak
wspomniano powyzej, w przypadku VDR, jest cechg
sekwencji bedacych bezposrednimi powtorzeniami.
Sekwencja hsp 21 nie nalezy jednak do tej grupy; jest
ona raczej zdegenerowanym palindromem (Ryc. 3.).

Dodatkowe mozliwosci regulacji otwierajg sie takze
dzieki temu, iz gen EcR zorganizowany w podobny
sposéb jak geny E74 i E15, koduje wiecej niz jedng
izoforme receptora [96]. Opisany poprzednio jako
jedyny transkrypt EcR moze byc¢ alternatywnie sktada-
ny, w wyniku czego obok opisanego juz wczesniej
produktu biatkowego o obserwowanej w elektrofore-
zie masie 105 kDa [61], oznaczanego teraz jako
EcR-BI, powstaé moze izoforma EcR-B2 o masie 80
kDa. Odkryto takze nowg jednostke transkrypcji,
zachodzacg na obszar jednostki transkrypcji EcR-B,
ktéra koduje trzecig izoforme receptora: EcR-A. Bial-
ka EcR-A, EcR-BI i EcR-B2 charakteryzujg sie iden-
tycznymi domenami wigzagcymi DNA (66 aminokwa-
s6w), steryd (221 aminokwasow) lecz podobnie jak
biatka E75 i E74 r6znig sie one N-koncowymi segmen-
tami. Jak stwierdzono, wszystkie trzy formy wigza
z podobnym powinowactwem steryd, a takze rozpo-
znajg specyficznie sekwencje hsp 27, co sugeruje, ze
aktywnosci zlokalizowane w domenach odpowiedzial-
nych za wigzanie DNA sg ,nieczute” na roznice
w obrecie N-koricowego fragmentu biatka [96], Zba-
dano réwniez zmiany stezenia poszczegdlnych izoform
i odpowiednich mRNA w catych owadach podczas ich
rozwoju. Profile zmian ich stezenia sg rézne, przy czym
dominacja poszczeg6lnych form jest przynajmniej cze-
sciowo synchronizowana przez pojawiajace sie kolejne
szczyty stezenia ekdyzonu. Zdaniem Talbota
i wsp . [96] powyzsze wyniki wskazuja, iz poszczeg6-
Ine formy EcR, lub ich kombinacje sg wymagane dla
réznych etapéw metamorfozy.

Zréznicowane czasowo i tkankowo wystepowanie
réznych izoform nie jest ograniczone tylko dla EcR.
Podobne zalezno$ci zaobserwowano dla produktow
genow puféw ,wczesnych” E14A, EISA I E75B,wowa-
dach o scisle okreslonym wieku oraz w kulturach
tkankowych [97].

I1l. Uwagi kohcowe

Jak wspomniano we Wstepie, najnowsze wyniki
dotyczgce receptora glukokortykoidowego wskazujg
wyraznie na to, ze czynniki transkrypcji nie nalezgce
do nadrodziny receptoréw jadrowych mogg tworzyé
kompleksy z receptorami sterydowymi, modyfikujac
ich aktywno$¢ [14], Do grupy tych biatek naleza:
czynnik OTF 1, biatka zawierajgce homeodomene,
a takze AP-1: heterodimer biatek c-Fos i c-Jun posia-
dajgcych w swej strukturze motyw suwaka leucynowe-
go. Jak wydaje sie AP-1 antagonizuje w analogiczny
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spos6b réwniez dziatanie RAR, TR i ER [98-100]
a wiec receptorow filogenetycznie pokrewnych EcR
[101]. Mozna wiec sie spodziewad, iz biatka D. melano-
gaster zawierajgce motyw homeodomeny, zamka leu-
cynowego, a takze inne o nieznanych do tej pory
elementach strukturalnych odpowiedzialnych za wig-
zanie z DNA, sg potencjalnymi kandydatami zdolnymi
do tworzenia komplekséw z réznymi izoformami EcR.

Wykazanie istnienia tego typu oddziatywan, jak
rébwniez poszerzenie wiedzy dotyczacej regulacji ak-
tywnosci EcR przez biatka nalezagce do nadrodziny
receptorow jadrowych, nalezg obecnie do najbardziej
interesujgcych zadan badawczych. Ich realizacja,
w Kktorej centralnym punkcie znajdzie sie analiza
zaleznosci pomiedzy strukturg a funkcja kompleksow
tworzonych przez EcR z DNA (przy ewentualnym
udziale innych partneréw biatkowych), przyczyni sie
niewatpliwie do zrozumienia mechanizméw odpowie-
dzialnych za zr6znicowang metamorfoze poszczegdl-
nych tkanek owada. Powyzsze eksperymenty moga
takze doprowadzi¢ do identyfikacji receptora (recep-
tor6w?) hormonu juwenilnego [102], drugiego obok
ekdyzonu hormonu o kluczowym znaczeniu dla meta-
morfozy.
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Udziat transkrypcji genu cytochromu P450scc w regulacji
syntezy hormonow sterydowych w korze nadnerczy

The contribution of cytochrome P450scc gene transcription in the
regulation of steroid hormone synthesis in the adrenal cortex

DARIUSZ KMIECIAKLY
WIESLAW H. TRZECIAK2

Spis tresci:

1 Wstep
1. Regulacja hormonalna syntezy kortykoiddw

11-1. Kortykotropina, ACTH

11-2. Receptor kortykotropiny

11-3. Wewnatrzkomdrkowe mechanizmy kontrolne
I11.  Indukcja syntezy cytochromu P450.vcc

I11-1. Gen cytochromu P450scc

111-2. Regulacja ekspresji genu cytochromu P450.vcc
IV. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: A Il —angiotensyna Il, ACAT
- acylotransferaza acylo-CoA:cholesterol (2.3.1.26), ACTH
- kortykotropina, Adr — adrenodoksyna, cAMP — cyk-
liczny 3',5'-monofosforan adenozyny, CAT — acetylotrans-
feraza chloramfenikolu (2.3.1.28), CRE — element odpowie-
dzi na cAMP, CREBP — biatko wigzace sie do CRE,
CYP11A — podrodzina genowa cytochroméw P450, do
ktérej nalezy gen cytochromu P450scc (1.14.15.6), CYP11B
— podrodzina genowa cytochromoéw P450, do ktdrej nalezy
gen cytochromu P450j ip (1.14.15.4), CYP21B podrodzina
genowa cytochromoéw P450, do ktérej nalezy gen cyto-
chromu P450C2 (1.14.99.10), Da — dalton, DAG — 1,2-
dwuacyloglicerol, GRP78 — ,mniejsze” biatko szoku ter-
micznego, HDL — lipoproteiny o duzej gestosci, 3(3HSD
— dehydrogenaza 3-|3-hydroksysterydowa (1.1.1.51), kDa
— kilodalton, LDL — lipoproteiny o matej gestosci, P45017a
- cytochrom P45017a (1.14.99.9), PKA — kinaza biat-
kowa A, PKC — kinaza biatkowa C, pz — pary zasad, Red
Adr — reduktaza adrenodoksyny (1.18.1.2), reduktaza
HMG-CoA — reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA
(1.1.1.34), SAP — polipeptydowy aktywator sterydogenezy,
SCP2 — biatko przenoszace sterole, SEH — hydrolaza
estrow sterolowych (3.1.1.13), TPA — ester forbolu (12-
O-tetradecanoylphorbol-13 acetate), TRE — element od-
powiedzi na estry forbolu.

I. Wstep

Hormony sterydowe, syntetyzowane z cholesterolu
w korze nadnerczy, gonadach i w tozysku regulujg

IMgr,2pref. dr hab., Katedra i Zaktad Chemii Fizjologicznej
AM, ul. Swiecickiego 6, 60-781 Poznan; Zaktad Genetyki
Cztowieka PAN, ul. Strzeszynska 32, 60-479 Poznan.
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transkrypcje genoéw, ktére kontroluja szereg waznych
procesow fizjologicznych. U cztowieka oraz u zwierzat
wielu gatunkéw formag transportowag cholesterolu
w osoczu krwi sg lipoproteiny o matej gestosci (LDL)
[ 1. Wyjatkiem sg niektdre gryzonie, u ktorych funkcje
te petnig lipoproteiny o duzej gestosci (HDL) [2].
Cholesterol lipoprotein jest gtbwnym substratem syn-
tezy hormondéw sterydowych [1, 2], Cholesterol jest
takze syntetyzowany in situ z acetylo-CoA [3], lub
moze pochodzi¢ z hydrolizy estréw cholesterolu zawa-
rtych w kroplach lipidowych [4,5].

Poczatkowg reakcjg w syntezie wszystkich hor-
monéw sterydowych jest przemiana cholesterolu
w pregnenolon [6-8], katalizowana przez kompleks
enzymatyczny desmolazy cholesterolowej, zawierajgcy
cytochrom P450scc (side-chain cleavage cytochrome
P450). Cytochrom P450scc przenosi elektrony
z NADPH na cholesterol, dajagc w rezultacie jego
hydroksylacje w pozycjach 22R i 20oc, i rozerwanie
wigzania pomiedzy C20i C22 [9]. Produktem pos$red-
nim jest 20oc, 22R-dihydroksycholesterol [7,9], Cyto-
chrom P450scc nie pobiera bezposrednio elektronow
z NADPH. Reakcje te przeprowadza flawoproteina
— reduktaza adrenodoksyny. Przenosi ona elektrony
na biatko zelazowo-siarkowe, zwane adrenodoksyna,
ktéra gra role donora elektrondw dla cytochromu
P450scc [7,9]. Reduktaza adrenodoksyny iadrenodo-
ksyna sg zlokalizowane w matriks, a P450scc w we-
wnetrznej btonie mitochondrialnej [7,9] (Rye. 1). Usu-
niecie fragmentu tancucha bocznego cholesterolu jest
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C‘\dg) NADPH +

Ryc. 1. Kompleks enzymatyczny desmolazy cholesterolowe;j.

W mitochondrialnej matriks, elektrony pochodzace
z NADPH ulegajg przeniesieniu na reduktaze adrenodok-
syny (Red Adr), a nastepnie na adrenodoksyne. Zredukowa-
na adrenodoksyna (Adrr)taczy sie z cytochromem P450scc,
zlokalizowanym w wewnetrznej btonie mitochondrialnej,
oddaje elektron i ponownie przechodzi w forme utleniong
(Adr0). Na cytochromie P450scc zachodzi reakcja przemia-
ny substratu (S), — cholesterolu w pregnenolon.

procesem ograniczajgcym wielko$¢ biosyntezy hor-
monoéw sterydowych [10], ktéra na tym etapie jest
kontrolowana przez kortykotropine (ACTH). Dlatego
zrozumienie regulacji ekspresji genu cytochromu
P450scc ma wazne znaczenie poznawcze.

W artykule przedstawiono mechanizm hormonalnej
regulacji ekspresji genu P450scc w strefach: pasmowa-
tej i siatkowatej kory nadnerczy. W poréwnaniu
z innymi gruczotami wewnetrznego wydzielania,
w ktérych przebiega synteza hormondéw sterydowych,
kora nadnerczy zawiera najwiecej metabolitow (Ryc. 2).
U zwierzat wielu gatunkéw funkcjonujg w niej bowiem
cztery specyficzne substratowo cytochromy P450,
ktére umozliwiajg synteze glukokortykoidéw, mi-
neralokortykoidéw, androgenéw nadnerczowych i ge-
stagendbw. Dwa z tych cytochroméw (P450scc

CHOLESTEROL

MITOCHONDRIUM

17-HYDROKSY- DEHYDROEPI-
PREGNENOLON » | PREGNENOLON » | ANDROSTERON

i P450lip) zlokalizowane sg w wewnetrznej bionie
mitochondrialnej, a dwa pozostate (P45017ai P450c21)
w retikulum endoplazmatycznym [6,7]. Synteze glu-
kokortykoidéow i androgenéw w komorkach stref
pasmowatej i siatkowatej kory nadnerczy pobudza
kortykotropina, ktdra dziata za posrednictwem cAMP
i kinazy biatkowej A [5,11], natomiast produkcje
mineralokortykoidu — aldosteronu w strefie kieb-
kowatej kory nadnerczy stymuluje angiotensyna Il (A
I1) [12,13]. Hormon ten, dziatajac za posrednictwem
inozytofosfatydéw jako przekaznikéw drugiego rzedu,
powoduje zmiany w wewngtrzkomdrkowym rozmie-
szczeniu jonéw wapnia oraz aktywacje kinazy C
[14-16]. Zatem, biosynteza hormondéw sterydowych
w korze nadnerczy jest regulowana przez co najmniej
dwa hormony i zachodzi poprzez dwa rdzne systemy
przekaznikéw drugiego rzedu. Systemy te oddziatywu-
ja na siebie i wzajemnie sie uzupetniaja.

Celem pracy jest przedstawienie i przedyskutowanie
danych z pismiennictwa dotyczacych regulacji eks-
presji genu cytochromu P450scc (CYP11A) w korze
nadnerczy przez kortykotropine.

Il. Regulacja hormonalna syntezy kortyko-
idow

I1-1. Kortykotropina, ACTH

Kortykotropina jest hormonem peptydowym wy-
wodzacym sie z prekursora (proopiomelanokortyny)
syntetyzowanego w przednim ptacie przysadki méz-
gowej [17,18],

tancuch kortykotropiny ludzkiej zawiera 39 reszt
aminokwasowych, przy czym sadzi sig, iz sekwencja

P45017a P45017a

3BHSD 3pHSD 3pHSD

P45017a P45017a

PROGESTERON —» PROGESTERON —» | ANDROSTENDION

17-HYDROKSY-

P450C21 P450C21
18 HYDROKSY- | o8 ey
2 - | <— DEZOKSY-
KORTYKOSTERON T orly 11-DEZOKSYKORTYZOL
l"‘-’”"l’ P45011p
[z |«
RETIKULUM
ENDOPLAZMATYCZNE

Ryc. 2. Szlak biosyntezy hormonéw sterydowych w korze nadnerczy wiekszosci ssakow. Petne nazwy enzyméw znajduja sie w wykazie skrotéw.
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Lys-Lys-Arg-Arg w pozycji 15-18 warunkuje wigzanie
ACTH zreceptorem [19], U ssakéw ujawniono prawie
kompletng homologie odcinka zawierajacego pierwsze
24 reszty aminokwasowe. Jak sie przypuszcza, pozo-
stata cze$¢ peptydu chroni czasteczke hormonu przed
proteolizg [20].

11-2. Receptory kortykotropiny

Kortykotropina wigze sie ze specyficznym recep-
torem o masie czasteczkowej 225 kDa, zlokalizowa-
nym w btonie cytoplazmatycznej komdrek stref pas-
mowatej i siatkowatej kory nadnerczy [21]. Receptor
ACTH zawiera przynajmniej trzy wigzania dwusiarcz-
kowe i pod wptywem mocznika oraz merkaptoetanolu
ulega rozpadowi na fragmenty o masach czastecz-
kowych: 22, 52, 64, i 83 kDa [21]. Miejsce wigzania
hormonu znajduje sie we fragmencie 83 kDa [21].

Badania przytgczenia ACTH, znakowanego [125],
do frakcji bton cytoplazmatycznych komérek stref
pasmowatej i siatkowatej wykazaly obecno$¢ miejsc
wigzacych specyficznie, lecz o r6znym powinowactwie:
3,4x10~9mol i 1,0x10-9/mol [22]. Liczbe miejsc
wigzacych hormon przypadajacych najedng komdrke,
ocenia sie na 3500 do 7200 [23,24], Rowniez btony
cytoplazmatyczne komoérek strefy kiebkowatej, produ-
kujacych gtéwnie aldosteron, zawierajg obok recep-
toréw angiotensyny Il, receptory ACTH o witasciwos-
ciach podobnych do receptoréw wystepujacych w komaor-
kach stref pasmowatej i siatkowatej [24],

Przypuszcza sie, ze receptory o wysokim powinowact-
wie do ACTH, powodujg wejsScie jonow Ca2+ do
komérki, a receptory o niskim powinowactwie od-
powiadajg za zwiekszong akumulacje cCAMP w komo6-
rce [25]. Koncepcja ta jest zgodna z obserwacja, ze
w interakcji hormon-receptor biorg udziat jony wap-
naia [26,27], wspotdziatajagc w syntezie cAMP [28].

Zajecie niewielkiej nawet liczby receptorow przez
ACTH powoduje maksymalny efekt stymulacji i wy-
dzielania hormonéw sterydowych [22]. W hodowlach
komodrek kory nadnerczy wotu, w wyniku dodania do
pozywki ACTH o stezeniu 1 pM, po przejsciowym
obnizeniu liczby receptoréw, spowodowanym ich in-
ternalizacjg, obserwowano silng odpowiedz na hor-
mon, mierzong iloscia MRNA P450scc [29]. Sugeruje
to, ze ACTH oddziatywuje nie tylko na ekspresje
gendw kodujacych enzymy uczestniczagce w syntezie
hormonéw sterydowych, lecz takze na gen witasnego
receptora i byé moze takze cyklazy adenylowej.

11-3. Wewnatrzkomdrkowe mechanizmy kontrolne

Zwigzanie sie ACTH z receptorem prowadzi do
stymulacji aktywnosci cyklazy adenylowej, co pocigga
za sobg wzrost stezenia cyklicznego AMP wewnatrz
komérki [30], W interakcji hormon-receptor uczest-
niczg jony wapnia z puli zewnatrzkomorkowej, ,,po-
magajac” niejako w zajeciu receptora przez hormon
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[26,27], Wejsciejonow Ca2+do komorki, towarzysza-
ce zwigzaniu sie ACTH z receptorem, konieczne jest,
jak sie wydaje dla syntezy cAMP, ktéra wymaga
uaktywnienia cyklazy adenylowej [28]. W wyniku
zwigzania sie ACTH z receptorem nastepuje nagly
wzrost syntezy cAMP. Pos$redniczy w tym biatko G,
sktadajgce sie z podjednostek: ., p, iy [31,32]. W stanie
nieaktywnym tancuchy a, @i y tworza kompleks,
w ktérym do podjednostki dprzytaczony jest GDP. Po
zwigzaniu kortykotropiny z receptorem nastepuje
zmiana jego konformacji i w efekcie przytgczenie go do
biatka G. Wtedy GDP odtgcza sie od podjednostki ..
Na jego miejsce wchodzi GTP, ktéry zmienia konfor-
macje tej podjednostki, co z kolei powoduje odtgczenie
podjednostek @iy, a w konsekwencji dyfuzje podjed-
nostki . wzdtuz wewnetrznej powierzchni btony cyto-
plazmatycznej az do potaczenia sie z cyklazg adenylo-
wa [31,32]. Dopdéki do podjednostki . przytgczony jest
GTP, dopéty zachowuje ona aktywujace oddziatywa-
nie na cyklaze. Trwa to nawet do kilku sekund. Kiedy
nastgpi hydroliza GTP do GDP, podjednostka .:traci
zdolnos$¢ stymulacji cyklazy adenylowej i ponownie
wigze sie z @iy [31,32]. Nieznane sg jeszcze miejsca
wigzania z receptorem, ani tez sposéb wzajemnego
kontaktu podjednostek biatka G. Wiadomo nato-
miast, w ktorym miejscu czasteczki wiazg sie GTP
i GDP. Podjednostki 3iy spetniajg przypuszczalnie
role modulatora dziatania biatka G oraz odpowiadajg
za jego ,zakotwiczenie” w bionie cytoplazmatycznej
[31,32],

W wyniku uaktywnienia cyklazy adenylowej na-
stepuje natychmiastowy wzrost produkcji cAMP, pet-
nigcego funkcje przekaznika drugiego rzedu [33-35].
Swiadczg o tym eksperymenty z uzyciem jego analo-
géw: dibutyrylo-cAMP i 8-bromo-cAMP [34] oraz
z uzyciem forskoliny — diterpenu, ktéry aktywuje
cyklaze adenylowg [35]. Zwigzki te nasladujg dziata-
nie ACTH oraz cAMP wywotujgc wzrost syntezy
hormonow sterydowych. Cykliczny AMP przytagcza
sie do podjednostki regulatorowej kinazy biatkowej
A powodujac uwolnienie podjednostki katalitycznej
[33], ktéra fosforyluje szereg cytosolowych i mikro-
somalnych biatek potrzebnych do produkcji hormo-
néw sterydowych [36]. Jednym z efektow dziatania
kinazy A jest indukcja syntezy cytochromu P450scc,
adrenodoksyny i reduktazy adrenodoksyny, poprzez
wptyw na zwiegkszenie poziomu specyficznych mRNA
[34,37].

Ws$rod biatek z kory nadnerczy fosforylowanych
przez kinaze A znajduje sie hydrolaza estrow sterolo-
wych [38], ktérej dziatanie pozwala zwiekszyé pule
wolnego cholesterolu [39]. Rozwaza sie takze moz-
liwos¢ udziatu kinazy zaleznej od jonéw wapnia i kal-
moduliny w aktywacji hydrolazy estréw sterolowych
[40], Jednocze$nie, wraz ze wzrostem aktywnos$ci tego
enzymu zauwazono obnizenie aktywnosci acylotrans-
ferazy acylo-CoA: cholesterol, spowodowane fosfory-
lacjg aktywnej formy tego enzymu [41] (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Udziat kinazy biatkowej A (PKA) w regulacji wewnatrz-
komérkowej puli estréw cholesterolu.
R — receptor kortykotropiny (ACTH), SEH — hydrolaza
estrow sterolowych, ACAT — acylotransferaza
acylo-CoA:cholesterol, znak (+ ) oznacza aktywacje, (-)
— hamowanie.

Wzrost stezenia wolnego cholesterolu we wnetrzu
komdrki powoduje wysycenie nim btony wewnetrznej
mitochondriéow, a nadwyzka wolnego cholesterolu
zostaje reestryfikowana [41].

Doniesiono takze o fosforylacji, przez kinaze A,
biatka rybosomdw kory nadnerczy [42] co sugeruje, ze
regulacja syntezy hormonéw sterydowych zachodzi
takze na poziomie translacji. Eksperymenty z uzyciem
inhibitorow syntezy biatek: cykloheksimidu i puromy-
cyny [41,43] potwierdzity to przypuszczenie i do-
prowadzity do wniosku, iz na wczesnym etapie od-
powiedzi na ACTH wymagana jest synteza biatka
0 krotkim okresie poéttrwania [43]. Po stymulacji
kortykotroping, w obecnos$ci cykloheksimidu zauwa-
zono gromadzenie sie wolnego cholesterolu w btonie
zewnetrznej mitochondriéw [44], co sugerowato, ze
synteza biatka jest niezbedna do transportu chole-
sterolu z zewnetrznej do wewnetrznej btony mitochon-
driéw [45], W korze nadnerczy wykryto biatko prze-
noszace sterole (sterol carrier protein — 2, SCP2) [46,47],
Sadzi sie, ze biatko to utatwia przeniesienie chole-
sterolu z kropli lipidowych do mitochondriéw oraz
z zewnetrznej do wewnetrznej btony mitochondrialnej
[46]. Ponadto wykazano, ze jego synteze indukuje
ACTH [48], Wydaje sie wiec mozliwe, ze cyklohek-
simid ogranicza synteze wilasnie tego biatka [49],
Poszukiwania innych czynnikéw wrazliwych na cyklo-
heksimid doprowadzity do wykrycia labilnego biatka
0 masie czgsteczkowej 3215 Da, nazwanego polipep-
tydowym aktywatorem sterydogenezy, (steroidogene-
sis activator polypeptide, SAP) [50], ktéry miatby
przenosi¢ cholesterol przez btone mitochondrialng.
Biatko to powstaje z prekursora o masie czgsteczkowej
82 kDa (p82) w wyniku proteolitycznego odtgczenia
aminokwaséw C-koricowych. Jak sugerowano, p82
jest blisko spokrewnione lub nawet tozsame, z wy-
stepujagcym w réznych tkankach ,,mniejszym” biatkiem
szoku termicznego, (glucose regulated protein 78,
GRP78) [50]. Pozwala to przypuszcza¢, ze GRP78
ulega tkankowo-specyficznej protelizie, poniewaz SAP
wystepuje tylko w tkankach syntetyzujgcych hormony
sterydowe. Odtgczenie aminokwaséw C-koncowych
z czasteczki GRP78 zachodzi, jak sie wydaje, podczas
translacji [50]. Mogtoby to ttumaczyé wrazliwos$é
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syntezy hormondw sterydowych na cykloheksimid,
gdyz w wyniku zahamowania translacji zabraktoby
SAP niezbednego do przemieszczenia cholesterolu do
wewnetrznej btony mitochondrialnej. W zwigzku
z tym powstaje pytanie, czy proteaza odcinajgca SAP
od GRP78 jest zalezna od kinazy A? Wreszcie inte-
resujgce wydaje sie powigzanie pomiedzy ewolucyjnie
starymi biatkami szoku termicznego, chroniagcymi ko-
mérki przed niesprzyjajacymi warunkami $rodowiska,
a ewolucyjnie miodszymi biatkami warunkujgcymi
odpowiedzZ na stres, prowadzgcg do syntezy glukokor-
tykoidéw [50].

W korze nadnerczy ACTH zwieksza stezenie mMRNA
receptora LDL ireduktazy 3-hydroksy-3-metylogluta-
tarylo-CoA (reduktaza HMG-CoA) [51]. U zwierzat,
dla ktérych gtéwnym zrodtem cholesterolu do syntezy
hormondw sterydowych sg lipoproteiny osocza krwi,
ACTH wpiywa silniej na poziom stezenia receptorow
LDL, nastomiast np. u chomika, wykorzystujgcego do
syntezy hormondw sterydowych przede wszystkim
cholesterol endogenny, ACTH stymuluje gtéwnie syn-
teze reduktazy HMG-CoA [51]. Dziatanie ACTH na
transkrypcje obu genéw mozna zahamowac podaniem
inhibitora desmolazy cholesterolowej (aminogluteti-
midu), co sugeruje, ze za efekt zahamowania jest
odpowiedzialny wolny cholesterol [51]. Mozna by
whnioskowac, ze poziom ekspresji tych genéw zalezy od
stezenia wolnego cholesterolu, ktére obniza sie pod
wptywem ACTH. Wydaje sie to uzasadnione, gdyz
w regionach promotorowych genu receptora lipo-
protein i reduktazy HMG-CoA, wykryto sekwencje
SRE (sterol regulatory elements) za posrednictwem
ktérych cholesterol moduluje ich aktywno$¢ trans-
krypcyjng [52, 53].

I11. Indukcja syntezy cytochromu P450.vcc
I11-1. Gen cytochromu P450scc

Geny cytochroméw P450 tworza nadrodzine [54],
w ktérej, w oparciu o liczbe eksonéw, wyrdzniono
rodziny genowe. Gen cytochromu P45dsrc razem z ge-
nem P450lip tworzy rodzine CYP11l z dwiema pod-
rodzinami: CYP11A i CYP11B. Podrodzina CYP11A
zawiera wyltgcznie gen P450scc, natomiast w podro-
dzinie CYP11B wystepuje gen cytochromu P450lip
wraz z innymi Sci$le spokrewnionymi genami [54].

Gen cytochromu P450scc (CYP11A) cztowieka ma
dtugos¢ ok. 20 tysiecy pz i zawiera dziewie¢ eksondw
[55]. W procesie transkrypcji powstaje specyficzny
mRNA o dlugosci ok. 2 tysigce pz [56]. Jego wy-
stepowanie wykazano w tkankach syntetyzujgcych
hormony sterydowe, natomiast nie stwierdzono w mo-
zgu, nerce, watrobie, ptucach i sercu [57], Badania
z zastosowaniem hybrydyzacji in situ pozwolity zloka-
lizowaé gen CYP11A cztowieka na ramieniu q, w pra-
zku 23 do 24, chromosomu 15 (15q923-gq24) [58],
W literaturze nie znaleziono danych dotyczgcych
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chromosomowej lokalizacji genu CYP11A u innych
gatunkow. Geny pozostatych skiadnikow desmolazy
cholesterolu cztowieka: reduktazy adrenodoksyny
i adrenodoksyny potozone sg na innych chromo-
somach, odpowiednio: 17924-g25 i 11g22 [58],

Wykazano, ze komplementarny DNA (cDNA)
szczurzego CYP11A posiada 77% homologii zcDNA
bydlecym i 80% homologii z cDNA cztowieka [57],

Z mitochondriéw nadnerczy wotu wyizolowano
produkt biatkowy genu CYP11A [59]. Biatko to,
0 ciezarze czgsteczkowym 49 kDa, powstaje z prekur-
sora o ciezarze 54,5 kDa w wyniku modyfikacji
potranslacyjnej [59]. W uktadzie in vitro oczyszczony
P450.SCC ulegt fosforylacji katalizowanej przez kinaze
C na grupach -OH seryny i treoniny [60]. Wyniki te
oraz spostrzezenie, ze z wewnetrzng btong mitochond-
rialng zwigzana jest aktywno$¢ kinazy biatkowej C,
wskazuje na znaczenie fosforylacji P450.src w uaktyw-
nieniu syntezy hormonéw sterydowych w odpowiedzi
na sygnat zewnetrzny [60].

111-2. Regulacja ekspresji genu cytochromu P450.vt*c

Aby zlokalizowa¢ elementy cis, dziatajgce w regionie
regulatorowym genu P450scc cztowieka i okresli¢ ich
role w procesie transkrypcji podstawowej {basic trans-
cription) i stymulowanej {stimulated transcription), wy-
konano transfekcje komorek nowotworowych kory
nadnerczy myszy (linia YI), za pomocg serii konstruk-
cji zawierajgcych réznej ditugosci fragmenty regionu
regulatorowego genu CYP1l1lA zwigzane z genem
acetylotransferazy chloramfenikolu (CAT) jako repor-
terem [61]. Stwierdzono, ze sekwencja o dtugosci 2327
pz, oskrzydlajgca gen CYP11A od strony 5, jest
odpowiedzialna zar6wno za transkrypcje podstawo-
wa, jak i indukowang cAMP, przy czym najkrotszy
z badanych fragmentéw (od + 1 do -88), w ktorym
znajdujg sie sekwencja TATA i motyw CAAT, od-
powiada wyltgcznie za transkrypcje podstawowg [61].
Elementy cis, warunkujgce ekspresje podstawowg
w genie cztowieka zlokalizowano we fragmencie od -56
do -44 [61, 62], podczas gdy w genie bydlecym od -49
do -26 [63]. Przypuszczalny motyw TATA (TTATTA)
w regionie promotorowym bydlecego genu CYP11A
zajmuje pozycje od -31 do -26 [63, 64], Podobng
pozycje zajmuje on tez w genach: cztowieka [65],
myszy [66] i szczura [67].

Konstrukcje o diugosci 152, 267, 343 i 605 pz,
zawierajgce fragmenty regionu oskrzydlajgcego gen
ludzki od konhca 5, poczawszy od pozycji +1, od-
znaczaty sie 5-krotnie wyzszg aktywnoscig transkryp-
cyjna w obecnosci ACTH w poréwnaniu z transkryp-
cjg podstawowg [61]. W miejscu od -108 do -117
stwierdzono sekwencje: GGGGAGGAGC, w ktérej
tylko jedna zasada réznijg od miejsca wigzania faktora
transkrypcyjnego SP-1 {stimulatory protein -1), o sek-

wencji: =GGGGCGG [61 62]. SP-1 jest trans-
v T aat J
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dziatajgcym biatkiem odgrywajacym role w transkryp-
cji genéw wirusowych i eukariotycznych, zwigzanych
z utrzymaniem podstawowych funkcji komérki [62].
Badania aktywnosci transkrypcyjnej konstrukcji za-
wierajacych fragment promotora zwiazany z genem
reporterem sugerujg, ze wigzanie faktora SP-1 w tym
miejscu zwieksza poziom transkrypcji [62]. Podobna
sekwencja w genie bydlecym znajduje sie w pozycjach
od -68 do -63 (CCGCCC) oraz od -109 do -100
(TGGGAGGAGC) [62, 64], Poniewaz SP-1 wystepu-
je w komorkach réznych typéw, zatem chociaz wydaje
sie on niezbedny dla transkrypcji genu P450scc, to
jednak nie jest on przypuszczalnie czynnikiem od-
powiadajgcym za specyficzng-tkankowo ekspresje te-
go genu. W badaniach regionu promotorowego genu
CYPUA myszy, przy uzyciu ekstraktéow jadrowych
zkomorek linii Y 1, zauwazono takze, ze w obszarze od
-126 do -33, oprdcz SP-1, istniejg miejsca wigzania
innych czynnikéw biatkowych: SF-1, SF-2 i SF-3
{steroidogenesis factor 1, 2 and 3) [66]. Jak sie sadzi,
majg one znaczenie w transkrypcji podstawowej [66].

Transkrypcje genu CY P11Assilnie wzmacnia CAMP,
oddziatywujgc na biatko(a) wigzace sie z sekwencjg
DNA w rejonie regulatorowym tego genu, zwang
elementem odpowiedzi na cAMP (cAMP response
element’, CRE) [61, 62,64], Jednakze biatko wigzace sie
z CRE, (cAMP response element binding protein,
CREBP), podobnie jak faktor SP-1, nie jest przypusz-
czalnie czynnikiem odpowiadajacym za specyficzng
tkankowo ekspresje tego genu, gdyz wystepuje takze
w innych tkankach [62, 68]. Regiony odpowiedzialne
za indukowang cAMP transkrypcje genu P450scc
u bydta i myszy nie zawierajg sekwencji homologicznej
do CRE i stad przypuszczalnie mogg wspotdziatac
z innymi specyficznymi tkankowo biatkami, ktére
warunkujg odpowiedz na cAMP [63, 66]. Mozliwe, ze
CREBP wigaze sie nie tylko z sekwencjg kanoniczng dla
CRE: TGACGTCA, ale rowniez i ze zblizonymi sek-
wencjami. CREBP. jak wiadomo, ulega fosforylacji
przy pomocy kinazy A i w takiej postaci wptywa na
zwiekszenie transkrypcji genéw klasy 11 [62, 68],
Mechanizm pobudzenia transkrypcji pozostaje jednak
niewyjasniony. W obszarze regulatorowym genu
CYP11A cztowieka, poczawszy od pozycji -1633 do
-1625, znajduje sie sekwencja TGATGTCA, Kktora
rézni sie od klasycznego CRE tylko jedng zasadg.
Przypuszcza sig, ze sekwencja ta moze byé odpowie-
dzialna za indukowang cAMP transkrypcje genu
CYP11A u cztowieka [61, 62]. W odniesieniu do
regionu promotorowego bydlecego genu CYP11A
doniesiono najpierw, ze podobng role moze grac
sekwencja TTGATC w pozycji od -166 do -161,
znajdujacg sie w obszarze odpowiedzi na cAMP: od
-183 do -83 pz [62, 64], Dalsze eksperymenty prze-
prowadzane technikami footprinting i gel retardation,
z uzyciem ekstraktu jadrowego z komdrek YI, po-
zwolity na zlokalizowanie sekwencji odpowiedzi na
CAMP w odcinku od -118 do -83 [63]. Co ciekawe,
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w miejscu tym znajduje sie, jak juz wspomniano,
sekwencja, z ktorg wigze sie czynnik SP-1 (od -109 do
-100 wg [64], a od -110 do -101 wg [63]). Tak wiec
wydaje sie bardzo prawdopodobne, ze SP-1 lub jakie$
inne, spokrewnione z nim biatko, jest konieczne do
indukowanej cAMP transkrypcji bydlecego genu
CYP11A. Drugim czynnikiem pobudzajgcym trans-
krypcje mogtby byc¢ faktor ASP (adrenal-specific prote-
in), specyficzne biatko wystepujace tylko w jadrach
komorek nadnerczy, dla ktérego przypuszczalne miej-
sce wigzania wykryto w regionie od -101 do -89 [63].
Miejsce to jest prawie identyczne (11 na 13 pz)
zodpowiednig sekwencjg w genie cytochromu P450c21
cztowieka (CYP21B), ktéra réwniez odpowiada za
transkrypcje indukowang przez cAMP [69],
Sukcesywne delecje regionu regulatorowego genu
CYP11A cziowieka, zawierajagcego sekwencje homo-
logiczne (od -152 do -89) do regionu odpowiedzi na
CAMP w bydlecym genie CYP11A, powodowaty
zmniejszenie podstawowej aktywnos$ci transkrypcyj-
nej zamiast oczekiwanego zmniejszenia aktywnosci
indukowanej przez cAMP [62, 63]. Mogtoby z tego
wynikaé, ze u zwierzat roznych gatunkoéw regiony
odpowiadajgce za aktywno$é podstawowg i induko-
wang przez cAMP znajdujg sie w réznych odlegtos-
ciach od miejsca startu transkrypcji. Schemat regio-
now promotorowych CYP11A najlepiej dotychczas
poznanych gatunkdw zwierzat przedstawia rycina 4.
Inny element, za pomocg ktérego cAMP mogtby
indukowac transkrypcje genu CYP11lA, to element
odpowiedzi na aktywujgce kinaze C estry forbolu,
(TRA response element: TRE). Region odpowiedzi na
cAMP w genie CYP11A cztowieka zawiera w pozycji
od -611 do -605 sekwencje: TGAGTCA, identyczna
z sekwencjg kanoniczng dla TRE: TGAG/CTCA [61,
62]. Taki sam region znajduje sie w genie CYP11A
myszy, w pozycji od -318 do -311 [66]. Wykazano, ze
z TRE wigze sie czynnik transkrypcyjny AP-1, bedacy
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heterodimerem biatek c-fos i c-jun [62, 70]. Ze wzgledu
na podobienstwo sekwencji CRE i TRE jest mozliwe,
ze TRE odznacza sie takze wrazliwoscig na cAMP [61,
62, 70],

Badania transfekcji komoérek Y1 za pomocg kon-
strukcji zawierajacych region regulatorowy o roznej
dtugosci zwigzany z genem reporterem, wykazaty, ze
w obszarze promotora genu CYP11A cztowieka, sek-
wencje odpowiedzialne za aktywno$¢ podstawowg
indukowang nie zachodzg na siebie [61], Natomiast
w genie myszy wydajg sie one zachodzi¢ na siebie, co
sugeruje obserwacja, ze w komorkach YI, w ktorych
wprowadzono mutacje w genie kinazy biatkowej A,
zniesieniu ulegt nie tylko indukowany, lecz takze
podstawowy poziom transkrypcji [71],

W badaniach promotora genu CYP11A cztowieka
uzyto tez zwigzkoéw, dziatajagcych za posrednictwem
kinazy C, a wiec naSladujgcych dziatanie angiotensyny
Il w komorkach kory nadnerczy [65], Dziatanie na
komdarki YI jonoforem wapniowym A23187 i estrem
forbolu TPA (tetradecanoyl phorbol acetate) znacznie
obniza ilos¢ MRNA P450scc juz po 12 godz. inkubacji,
a po transfekcji konstrukcjami promotora z genem
reporterem te same czynniki hamujg ekspresje genu
reportera [65]. Sekwencje nadajgce wiasciwosci sup-
resyjne zlokalizowano w obszarze od -89 do -343
i zauwazono, ze supresja ta jest wywotana zahamowa-
niem transkrypcji. W regionie tym nie wykryto jednak
zadnych znanych sekwencji regulatorowych, tak wiec
mechanizm supresji pozostaje nadal niewyjasniony
[65], Miejsca odpowiedzialne za supresje znajdujg sie
w innych regionach niz elementy odpowiedzialne za
ekspresje podstawowg i regulowang przez cAM P [65].
Stad, nie wyjasnia mechanizmu represji model za-
ktadajacy wspdtzawodnictwo biatek inhibitoréw
transkrypcji, ze znanymi czynnikami transkrypcyjny-
mi o te same elementy cis. Rezultaty badan wskazujg
raczej, ze w regulacji transkrypcji dochodzi do wzajem-

-152 -89 -49/26 CZLOWIEK

-118 -83 WOt

-896

1 424

-311 -304

-219 ‘7g O MYSZ
SF2 SF1

SF3
-200 -192-188 -180 SZCZUR
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I | - Regiony odpowiedzialne za transkrypcje podstawowg

WK - Regiony zwiazane z transkrypcja indukowana przez cAMP

WM - Regiony odpowiedzialne zaréwno za transkrypcje podstawowag,

jak iindukowana przez cAMP

Ryc. 4. Lokalizacja sekwencji odpowiedzialnych za transkrypcje podstawowg oraz indukowang przez cAMP w regionach promotorowych

genu CYP11A
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ACTH _.E_.cAMP—. PKA ®
TRANSKRYPCJA
CYP11A
TRE CRE
All _.E_.DAG —»PKC
C)
JADRO
BLONA KOMORKOWA OTOCZKA JADROWA

Ryc. 5. Schemat regulacji hormonalnej transkrypcji genu CY P11A
Kortykotropina (ACTH), poprzez cAM P ikinaze biatkowa
A (PKA), aktywuje biatka jagdrowe, ktére wigzac sie do
elementu odpowiedzi na cAMP(CRE), reguluja pozytywnie
(+) transkrypcje genu CYP11A. Angiotensyna Il (A 1)
inicjuje w komérce rozpad fostatydyloinozytolu-4,5-bisfos-
foranu, doprowadzajgc m.in. do powstania 1,2-dwuacylog-
licerolu (DAG), ktory aktywuje kinaze biatkowag C (PKC).
Kinaza biatkowa C fosforylujac biatko(a) wiazace sie do
elementu odpowiedzi na estry forbolu (TRE) wptywa hamu-
jaco (-) na ekspresje CYP11A

nej interakcji pomiedzy biatkami regulujagcymi ekspre-
sje genu pozytywnie i negatywnie [65] (Ryc. 5).
Jednym z czynnik6w negatywnie regulujacych eks-
presje genu CYP11A jest przypuszczalnie receptor
glukokortykoidow, ktérego obecno$¢ wykazano w ko-
rze nadnerczy [72]. Okazato sie, ze syntetyczny gluko-
kortykoid, deksametazon, wigzac sie z receptorem
glukokortykoidow obniza poziom mRNA 450scc
w komorkach kory nadnerczy hodowanych in vitro
[73]. Towarzyszy temu obnizenie wydzielania kor-
tyzolu. Wyniki badan sugeruja, ze dziatanie deksame-
tazonu zachodzi na poziomie transkrypcji. Co wiecej,
dowiedziono, ze deksametazon hamuje stymulowang
forskoling ekspresje genu reportera w komodrkach
nadnerczy, do ktérych wprowadzono zrekombinowa-
ne plazmidy zawierajace promotor genu CYP1l1A
zwigzany z genem CAT [73]. Doktadnej lokalizacji
miejsca dziatania kompleksu deksametazon-receptor
w regionie regulatorowym genu jednak nie ustalono;
wiadomo, ze znajduje sie ono blisko elementu od-
powiedzi na cAMP [73, 74], usytuowanego w genie
bydlecym w pozycji od -166 do -161 [62], Tak wiec
mozliwe sg dwa sposoby wyjasnienia mechanizmu
represji wywotanej deksametazonem. Albo kompleks:
receptor glukokortykoidéow-deksametazon oddziaty-
wuje ze specyficzng sekwencjg w obszarze promotoro-
wym genu, albo tez tgczy sie ze specyficznym faktorem
transkrypcyjnym powodujac jego unieczynnienie. Ze
wzgledu na to, ze niskie (nie farmakologiczne) dawki
deksametazonu powodowaty 60% redukcje wydziela-
nia kortyzolu [73, 74], wydaje sie prawdopodobne, ze
glukokortykoidy przytaczajagc sie do specyficznych
receptorow hamuja ekspresje gendw enzymow uczest-
niczacych w syntezie hormondéw sterydowych (w tym
CYP11A), co moze mie¢ wazne znaczenie fizjologiczne.

246

IV. Uwagi koncowe

Na zakonczenie trzeba podkresli¢, ze badania zmie-
rzajace do zrozumienia molekularnych mechanizmoéw
regulacji transkrypcji genu CYP11A, jak tez i innych
gendw, ktérych produkty biatkowe uczestniczg w pro-
cesie syntezy hormonow sterydowych wychodzg do-
piero z fazy poczatkowej. Poznanie mechanizmu trans-
krypcji tych gendw bedzie wymagato nie tylko szczeg6-
towej analizy specyficznych sekwencji w regionach
promotorowych lecz takze wnikliwych badan czyn-
nikéw biatkowych, wigzacych sie z nimi. Z kolei
petniejsze zrozumienie oddziatywan biatko: DNA
i biatko:biatko w procesie transkrypcji przyczyni sie
by¢ moze do wyjasnienia, na poziomie molekularnym,
zjawiska zintegrowanej regulacji ekspresji genow ob-
serwowanej w specyficznej tkankowo regulacji syntezy
hormonéw sterydowych.
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Formy molekularne cytochromu P-450 watroby szczura

Molecular forms of cytochrome P-450 in rat liver

KAMILA KOBYLINSKA*

Spis tresci

l. Wstep
1. Formy molekularne cytochromu P-450
I1-1. Nomenklatura genéw form molekularnych cyto-
chromu P-450
11-2. Wiasciwosci fizyko-chemiczne form molekular-
nych cytochromu P-450
I1l.  Regulacja zawartosci cytochroméw P-450 w komérce
IV. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: ACTH — hormon adrenokor-
tykotropowy; DEX — deksametazon; 3-MC — 3-metylo-
cholantren; 16aPCN — 16a-karbonitryl pregnenolonu TAO
— triacetyloleandomycyna; TCDD - 2, 3, 7, 8-tetrachloro-
dibenzo-p-dioksyn

I. Wstep

Cytochromy P-450 stanowig grupe hemoprotein
bioragcych wudziat w metabolizmie wielu zwigzkéw
egzogennych (leki, trucizny, $rodki ochrony roslin,
zanieczyszczenia przemystowe, uzywki), jak réwniez
w syntezie i biotransformacji waznych fizjologicznie
zwigzkéw endogennych (hormony sterydowe, kwasy
thuszczowe, kwasy z6tciowe, pochodne witaminy D3,
prostaglandyny, leukotrieny, aminy biogenne). Pod-
stawowg funkcjg cytochroméw P-450 jest przeksztat-
canie zwigzkéw niepolarnych w metabolity bardziej
polarne, ktére mogg ulega¢ procesom sprzegania (de-
toksykacji) i wydalania (patrz artykut B. Bartto-
m o w icz w Postgpach Biochemii [1]). Niestety, w nie-
ktérych przypadkach, procesy te mogg prowadzi¢ do
powstania pochodnych bardziej toksycznych, muta-
gennych lub karcinogennych [2].

Il. Formy molekularne cytochromu P-450

I1-1. Nomenklatura genéw form molekularnych
cytochromu P-450

Przeprowadzone w ostatnich latach badania spe-
ktrofotometryczne, immunologiczne, elektroforetycz-

* Dr n. farm.; Katedra i Zaktad Biochemii i Chemii Klinicz-
nej, Akademia Medyczna, 02-097 Warszawa, ul. Banacha 1
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ne ichromatograficzne wykazaty obecno$¢ w tkankach
wielu form molekularnych cytochromu P-450. ROzni
autorzy izolujac cytochromy P-450 nadawali im wias-
ne nazwy, w konsekwencji te same formy nosity rézne
oznaczenia (Tabela 1). Dopiero Nebert i wsp. [3]
zaproponowali nowg, spéjng nomenklature dla genéw
i biatek cytochromu P-450 opartg na podobienstwach
sekwencji aminokwasow poszczegdélnych form mole-
kularnych (Tabela 1)

Tabela 1
Formy molekularne cytochromu P-450 watroby szczura

Rodzina/ Nomenklatura cytochroméw P-450
Podrodzi- Geny Nebcrt Ryan Guengerich Waxman
na genéw [31 [4-9] [10-12] [13-16]
CYP1 CYP1A1 1Al c BNF-B BNF-B
CYP1A2 1A2 d BNF/ISF-G ISF-G
CYP2
CYP2A CYP2A1 2A1 a UT-F 3
CYP2A2 2A2 — — —
CYP2B CYP2B1 2Bl b PB-B PB-4
CYP2B2 2B2 e PB-D PB-5
CYP2B3 2B3 — — —
Cyp2C CYP2C6 2C6 k PB-C PB-1
CYP2C7 2C7 f — —
CYP2C11 2ClII h UT-A 2c
CYP2C12 2C12 i uT-1 2d
CYP2C13 2C13 g — —
CYP2D CYP2D1 2D1 —_ UT-H —
CYP2D2 2D2 - — —
CYP2D3 2D3 — — —
CYP2D4 2D4 — — —
CYP2D5 2D5 — — —
CYP2E CYP2E1 2E1 ] — —
CYP3 CYP3A1 3A1 p — —
CYP3A2 3A2 - PB/PCN-E  PB-2a
CYP4 CYP4A1l 4A1 - — —
CYP4A2 4A2 — — —
CYP4A3 4A3 — — —
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Zgodnie z kryteriami przyjetymi przez Neberta
i wsp., w wielogenowej superrodzinie cytochroméw
P-450 wyrézniono 27 odrebnych rodzin genéw, z kt6-
rych tylko 10 wystepuje u wszystkich ssakéw. Do tej
samej rodziny genéw kodujgcych cytochromy P-450
zakwalifikowano te geny, ktérych produkty wykazujg
co najmniej 40% podobienstwa sekwencji aminokwa-
sow w poréwnaniu z produktami gendéw zaliczonych
do innych rodzin. Rodziny genéw oznaczono cyframi
arabskimi: 1, 2, 3itd. Cytochromy P-450, ktore cecho-
wata analogia strukturalna wyzsza niz 55-60% zgru-
powano w podrodziny. Podrodziny oznaczono duzy-
mi literami A, B, C itd. Formy molekularne w ramach
tej samej podrodziny numerowano kolejno np. P-450
2B1, 2B2, 2B3.

Geny kodujace cytochromy P-450 oznaczono sym-
bolem CYP, pisanym kursywga, natomiast na oznacza-
nie mMRNA i biatek P-450 stosuje sie taki sam symbol
pisany standardowg czcionkg. Biatka P-450 mozna wiec
oznacza¢ np. CYP1A2, P-450 1A2 lub prosciej 1A2.

Cytochromy P-450 watroby i niektorych innych
tkanek sg kodowane przez geny 4 rodzin oznaczone
CYP1-CYP4 (Tabela 1). Gen kodujacy mikrosomalny
cytochrom P-450, ktdry bierze udziat w 7a-hydroksy-
lacji cholesterolu zaliczono do rodziny CYP7. Mito-
chondrialne cytochromy P-450 wykorzystujgce ad-
renodoksyne i reduktaze adrenodoksyny w syntezie
sterydéw, sg kodowane przez geny z rodziny CYP 11
(P-450 1Al — odpowiada za rozerwanie fancucha
bocznego cholesterolu; P-450 11 Bl — bierze udziat
w 11/i-hydroksylacji). Inne cytochromy P-450, ktére

Tabela 2
Wiasciwosci fizyko-chemiczne cytochromow P-450

biorg réwniez udziat w syntezie steryddw, sg kodo-
wane przez geny z rodziny CYP17 (P-450 17 — aktyw-
no$¢ 17a-hydroksylazy), CYP19 (P-450 19 — aromata-
za), CYP21 (P-450 21 — aktywnos$¢ 21-hydroksylazy)
oraz CYP27 (P-450 27 — aktywnos$¢ 27/25 hydroksy-
lazy) [3, 17, 18].

11-2. Wiasciwosci fizyko-chemiczne form moleku-
larnych cytochromu P-450

Podstawowe wtasciwosci
molekularnych cytochromu
w tabeli 2

Formy molekularne cytochromu P-450 majg wzgle-
dng mase czasteczkowg w zakresie od 47000 do 56000.
Kompleksy zredukowanych cytochroméw P-450
z tlenkiem wegla wykazujg maksimum absorbancji
w zakresie od 447 do 452 nm. Wiekszos$¢ cytochromow
P-450 wystepuje w formie niskospinowej, tylko cyto-
chromy P-450 1A2 i 2E1 wystepujg w formie wysoko-
spinowej [10, 8].

Cytochromy P-450 charakteryzujg sie r6zng, cho-
ciaz czesciowo naktadajagca sie, specyficznoscig sub-
stratowg. Badania z uzyciem réznych substratow (m.in.
aniliny, amidopiryny, benzfetaminy, benzo[a]pirenu,
etylomorfiny, etoksyrezorufiny, etoksykumaryny) wy-
kazaty, ze tylko niektére z tych zwigzkéw sg metaboli-
zowane przez jedng forme molekularng cytochromu
P-450 (Tabela 3). Na przyktad N-demetylacja benz-
fetaminy jest katalizowana gtéwnie przez cytochrom
P-450 2B1, O-deetylacja etoksyrezorufiny przez cyto-

fizyko-chemiczne form
P-450 przedstawiono

Cytochromy Wzgledna masa . .

P.450 czasteczkowa Fe +2 Fe+3 Fe+2CO Sekwencja N-koricowa
1A1 56000 409 417 447 PSVYGFPAFTSATE
1A2 52000 410 392 447 AFSQY1SLAPELLL
2A1 48000 411 417 452 MLDTGLLLWI1LASL
2A2 49000 413 416 449 MLDTGLLLWI1LASL
2B1 52000 410 417 450 MEPSILLLLALLVGF
2B2 52500 413 415(395) 450.6 MEPSILLLLALLVGF
2C6 50000 414 417 451 MDLVMLLVLTLTSLI
2C7 51000 414 394(417) 448 MDLVTFLVLTLSSLI
2C11 51000 415 417 450 MDPVLVLVLTLSSLL
2C12 50500 414 417 449 MDPFVVLVLSLSFLL
203 50000 414 417 448 MDPVVVLLLSLFFLL
2D1 52000 - 417 449.2 MELLNGTGLWSMAILF
2E1 51600 412 395 4515 AVLGITIALLVWVA
3A1 51000 418 420 450 MDLLSALTLETWVLL
3A2 52000 410 417 449 MDL1FMLETSSLLLA
4A1 51500 418 410(396) 451.8 MSYSALSSTRFTGSI

Fe +2 — maksymalna dtugos¢ fali absorbancji zredukowanego cytochromu P-450

Fe +3— maksymalna dtugos¢ fali absorbancji utlenionego cytochromu P-450

Fe+2CO — spektrum réznicowe kompleksu zredukowanego cytochromu P-450 z tlenkiem wegla

Oznaczenia aminokwaséw: A — alanina, D — kwas asparaginowy, E — kwas glutaminowy, F — fenyloalanina, G — glicyna, | — izoleucyna,

L — leucyna, M — metionina, P — prolina, Q — glutamina. S — seryna, T — treonina, V — walina, W — tryptofan, Y — tyrozyna

Wyniki analizy sekwencji cDNA wskazuja, ze cytochromy P-450 1A 1, 1A2 i 2E1 majg na N-koncu metionine, ktora jest odcinana w wyniku

modyfikacji posttranslacyjnych [19-21]

Pismiennictwo: cytochromy P-450 2A2, 4Al [22-25], pozostate cytochromy P-450 [4-16]
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Tabela 3

Specyficzno$¢ substratowa oczyszczonych form molekularnych cytochromu P-450

Reakcja/substrat

1Al 1A2 2A1 2A2 2Bl 2B2
Hydroksylacja aniliny 10 96 <05 <05 18 <05
N-demetylacja benzfeta-
miny 6.7 39 2.3 36 1325 198
3/9-hydroksylacja
benzo[a]pirenu 23.4 0.3 02 - 0.4 0.1
O-deetylacja
7-etoksy kumaryny 97.1 0.6 0.6 0.2 9.6 2.0
O-demetylacja
p-nitroanizolu 216 07 <05 — 18 < 05
co-hydroksylacja
kwasu laurynowego 22 — — — 6.7 —

Cytochromy P-450

(nmole/min/nmole cytochromu P-450)

2C6 2C7 2C11 2C12 2C13 2D1 2E1 3A1 3A2 4A1
<01 <05 15 <05 <05 24 127 — 02 —
141 13 521 2.8 49 190 55 6.0 20 —
04 <01 18 <01 <01 0.02 <01 - 13 —
05 <05 09 0.7 11 52 12 0.05 08 —
13 <05 15 <05 <05 <01 16 — <05 —
<01 <01 4.3 — <01 — 23 — — 43.0

PiSmiennictwo: cytochromy P-450 2A2,2D1, 3A1, 3A2 [25, 12,40, 11], pozostate cytochromy P-450 [4-9], cu-hydroksylacja kwasu laurynowego

[31, 22]

chrom P-450 1Al, etoksykumaryna i benzo[a]piren sg
metabolizowane przez cytochrom P-450 1A1, anilina
przez cytochrom P-450 2E1 i 1A2 [6, 9-11]. Cyto-
chromy P-450 wykazujg réwniez regio- i stereoselek-
tywnos$¢ katalizowanych reakcji w metabolizmie ta-
kich zwigzkow jak testosteron, progesteron, czy war-
faryna (Tabela 4) [9, 16, 26, 27, 10, 11].

Tabela 4

Regio- i stereospecyficzno$¢ hydroksylacji warfaryny, testosteronu
i progesteronu przez oczyszczone formy molekularne cytochromu
P-450

Preferencyj ne pozycje hydroksylacji

Cytochromy Warfaryna Testosteron  Progesteron
P-450 [10, 11, 27] [9, 16, 25-27] [9, 16]
1Al R:8,6,7 S:6 87 6R 6B; 16a
1A2 — — 61 60; 16a
2A1 — S: 4,6 7a 7a
2A2 — — 15a, 7a 6B, 158
2B1 R: 4 - 16a, 168 16a
2B2 R: — 16a, 168 16a
2C6 R:7,6,4 S:764 2a, 16a 16a; 21
2C7 - - 16a 16a; 2a
2C11 R: 6, 4 S 4,6 2a, 16a 2a; 16a
2C12 — — la, 15a 15a
2C13 — — 6R 6B; 16a
2D1 R: 4 S 4 - -
2E1 - - - -
3A1 R: 10 S: 10 6R -
3A2 R: 10; 4 S 10 6R -
4A1 — —_ — —

R, S — izomery warfaryny

Zawarto$¢ poszczeg6lnych form molekularnych cy-
tochromu P-450 w siateczce sr6dplazmatycznej zalezy
od stanu fizjologicznego i patologicznego zwierzat.
Wyzsze stezenia cytochromdw P-450 (formy 2B1, 2B2,
2E1) obserwowano w warunkach gtodzenia zwierzat
[28, 29], w cukrzycy wywotanej alloksanem lub strep-
tozotocyng (formy 2A1,2C7,2C12,2E1,3A2,4A2,4A3
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[30-33]) oraz w genetycznie uwarunkowanym nadcis-

nieniu tetniczym (formy 2A1, 2C11, 3A2 [30]).
Cytochromy P-450 wykazujg specyficzno$¢ narza-

dowg, np. formy 2Al1l, 2A2 i 2B3 wystepujg tylko

w watrobie [34, 35], a 2A3 w ptucach [36],
Ekspresja wielu form molekularnych cytochromu

P-450 zalezy od pici oraz od wieku zwierzat. Na przy-

ktad cytochromy P-450 2A2, 2C11, 2C13 i 3A2 wyste-

puja tylko u samcéw [34, 15, 37, 38], natomiast cyto-

chrom P-450 202 u dojrzatych ptciowo samic [15].
Wiele zwigzkéw chemicznych podwyzsza stezenie

réznych form molekularnych cytochromu P-450. Ze

wzgledu na strukture chemiczng oraz rodzaj induko-
wanej formy molekularnej zwigzki te podzielono na
nastepujace grupy:

1 policykliczne weglowodory aromatyczne (3-mety-
locholantren, /Tnaftoflawon, 2, 3, 7, 8-tetrachlorodi-
benzo-p-dioksyn)

2. pochodne kwasu barbiturowego (np. fenobarbital)

3. sterydy (16 a-karbonitryl pregnenolonu, deksame-
tazon)

4. etanol i aceton

leki hipolipidemiczne (klofibrat, bezafibrat)

6. antybiotyki makrolidowe(triacetyloleandomycyna,
erytromycyna, gryzeofulwina)

Policykliczne weglowodory aromatyczne indukujg
przede wszystkim cytochromy P-450 1Al i 1A2 [5, 12,
39], fenobarbital — cytochromy P-450 2B1 i 2B2 [7,
12,13], 16 a-karbonitryl pregnenolonu i deksametazon
— cytochromy P-450 3A1 i 3A2 [40-43], etanol
i aceton — cytochrom P-450 2E1 [28, 44], klofibrat
— cytochromy P-450 4A1-3 [22-24, 18], triacetylole-
andomycyna — cytochromy P-450 3Al i 3A2 [42,43].

Dziatanie indukcyjne ksenobiotykéw przejawia sie
nie tylko przez wzrost stezenia form molekularnych
cytochromu P-450 obecnych u zwierzat kontrolnych
(formy konstytutywne), ale réwniez przez indukcje
nowych form. Podawanie takich zwigzkéw jak DEX,
16aPCN czy TAO powoduje indukcje syntezy cyto-

o
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chromu P-450 3A1 ktory nie wystepuje u zwierzat
kontrolnych niezaleznie od ptci i wieku [43],

I1l1. Regulacja zawartosci cytochroméw
P-450 w komorce

Wzrost stezenia cytochroméw P-450 w komorce
moze by¢é wynikiem aktywacji transkrypcji genoéw,
zwiekszenia stabilnosci mMRNA oraz obnizenia szybko-
§ci degradacji biatek P-450.

Liczne dane eksperymentalne wskazuja, ze zjawisku
indukcji cytochroméw P-450 towarzyszy przede wszy-
stkim wzrost szybkosci transkrypcji. Policykliczne
weglowodory aromatyczne (TCDD, 3-MC, /Lnaftof-
lawon) aktywujag transkrypcje genow CYP1lAl
i CYP1A2 [17, 18, 45, 46]. Ekspresja tych genéw
znajduje sie pod kontrolg locus genetycznego, ozna-
czonego symbolem Ah (Aryl hydrocarbons). Produk-
tem genu Ah jest biatko receptorowe, ktére wykazuje
duze powinowactwo do policyklicznych weglowodo-
réw aromatycznych. Induktory tacza sie w cytoplaz-
mie z receptorem Ah; powstalty kompleks receptor-
induktor jest transportowany do jadra komdrkowego,
gdzie aktywuje proces transkrypcji genéw CYP1Al
i CYP1A2. Tworzenie kompleksu induktor-receptor
jest warunkiem koniecznym, ale nie wystarczajgcym
do aktywacji receptora Ah. Kompleks induktor-recep-
tor ulega zaleznym od temperatury modyfikacjom
zwiekszajacym jego powinowactwo do DNA [47],
W procesie aktywacji receptora Ah wazng role od-
grywa biatko szoku cieplnego Hsp90, ktore wystepuje
w kompleksie z nieaktywng formga receptora. Przyta-
czenie induktora do tego kompleksu powoduje dysoc-
jacje biatka Hsp90, co prowadzi do odstoniecia dome-
ny receptora wigzacej sie z DNA [48]. Aktywny
kompleks receptor-induktor rozpoznaje specyficzne
sekwencje DNA tzw. sekwencje AhRD (Ah-responsive
domain) [46]. Interakcja biatko — DNA wywotuje
zmiane konformacji chromatyny w tym regionie, ktéra
powoduje, ze DNA staje sie bardziej dostepny dla
czynnikéw transkrypcji. Aktywacja transkrypcji ge-
néw CYP1Al i CYP1A2 jest wiec bezposrednig od-
powiedzig na przytaczenie do DNA kompleksu induk-
tor-receptor. Prowadzi to do zwiekszenia stezenia
CYP1 Al iCYP1A2 mRNA oraz odpowiadajgcych im
biatek.

Inne geny cytochroméw P-450 sg rowniez aktywo-
wane za posrednictwem odpowiednich receptoréw.
Sterydy (DEX i 16aPCN) aktywujg transkrypcje genu
CYP3A1l w sposoOb niezalezny od klasycznych recep-
toréw glikokortykosterydow [49]. Natomiast klofib-
rat aktywuje transkrypcje genéw z rodziny CYPA4A,
prawdopodobnie poprzez ten sam receptor, ktéry jest
odpowiedzialny za aktywacje proliferacji peroksyso-
méw [50],

Molekularny mechanizm indukcyjnego dziatania
fenobarbitalu nie jest znany. Dotychczas nie znalezio-
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no specyficznego komdrkowego receptora fenobar-
bitalu. Badania z uzyciem znakowanego radioaktyw-
nie fenobarbitalu nie wykazaty obecnosci kompleksu
fenobarbital-specyficzne biatko. Przyczyng tego moze
by¢ brak receptora, jego niskie stezenie lub tez mate
powinowactwo receptora do tego leku. Wiadomo, ze
fenobarbital zwieksza szybko$¢ transkrypcji genow
z podrodzin: CYP2B (geny CYP2B1, CYP2B2) [51-53],
CYP2C (geny CYP2C6, CYP2C7, CYP2C11) [54-56],
oraz z rodziny CYP3 (geny CYP3Al1l i CYP3A2) [35].
Stwierdzono, ze cytochrom P-450 2C7 jest indukowa-
ny przez fenobarbital tylko u niedojrzatych piciowo
samcOw [55], Lek ten zwieksza takze okoto 2-krotnie
poziom CYP2C11 mRNA, nie towarzyszy temu jed-
nak wzrost stezenia biatka P-450 2C11 [56].

Hormon adrenokortykotropowy (ACTH) aktywuje
transkrypcje genéw kodujacych cytochromy P-450,
ktére biorg udziat w syntezie sterydow (formy 11Al,
11 BI, 17 i 21A1) poprzez stymulacje syntezy cAMP
[67, 58]. W konsekwencji wzrost stezenia cAMP
prowadzi do fosforylacji specyficznych biatek, np.
czynnikéw transkrypcji, ktére nastepnie oddziatywuja
z sekwencjami DNA oznaczanymi CRS (CRS
— CcAMP responsive sequence) [58].

Zwiekszong stabilnos¢ mMRNA obserwowano w wy-
niku indukcji przez 3-MC i TCDD cytochromu P-
4501A2 [59-61], przez deksametazon cytochromow
P-450 2B1/2B2 [62] oraz przez streptozotocyne i al-
loksan cytochromu P-450 2E1 [63].

Etanol, aceton, izoniazyd, 4-metylopyrazol powo-
duja okoto 5-krotny wzrost zawartos$ci cytochromu
P-450 2E1 nie wptywajagc na poziom jego mRNA.
Wskazuje to na zwiekszenie stabilnosci biatka 2E1
poprzez obnizenie szybkosci jego degradacji [21, 64,
65], Antybiotyki makrolidowe np. triacetyloleando-
mycyna indukujg cytochromy P-450 3Al i 3A2 po-
przez zwiekszenie stabilnosci tych form [66].

IV. Podsumowanie

Z watroby szczura wyizolowano, o0czyszczono
i scharakteryzowano ponad 20 r6znych form moleku-
larnych cytochromu P-450. ROznig sie one masg
czasteczkowg, maksimum absorbancji zredukowane-
go kompleksu z tlenkiem wegla, stanem spinowym,
sktadem i sekwencjg aminokwasow, specyficznos$cig
substratowg, typem katalizowanej reakcji oraz wraz-
liwoscig na dziatanie induktoréw. Formy te wykazujg
réwniez specyficzno$¢ narzadowg, gatunkowg oraz
zalezno$¢ od pici i wieku. Stezenie poszczegdlnych
cytochroméw P-450 zalezy od stanu fizjologicznego
i patologicznego zwierzat.

Artykut otrzymano 17 stycznia 1994 r.
Zaakceptowano do druku 1 lipca 1994 r.
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kontrolujgce stezenie wolnych nukleotydéw
w komodrkach itkankach........... 174

Krystyna Grzelak — Ekdysteroidy owadzie
— biosynteza, metabolizm i funkcja............... 181

Piotr Widtak — Specyfika powstawania ina-
prawy mutagennych uszkodzehn materiatu ge-

NELYCZNEQGO et 194

Jarostaw Marszatek — Enzymologia repli-

kacji DNA Escherichia co/i...occceeviiiiieecciicn, 200

Beata Schlichtholz, Thierry Soussi

— Perspektywy praktycznego zastosowania

badan nad genem P53 ... 211
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Elzbieta Kulig — Receptor estrogenowy:
budowa ifunkcja w normalnej i neoplastycznej
KN CE i 222

Andrzej Ozyhar— Receptor ekdysteroidowy
Drosophila melanogaster — jeden z czynni-
kéw transkrypcji kontrolujgcych metamorfoze 230

Dariusz Kmieciak, Wiestaw H. Trzeciak
— Udziat transkrypcji genu cytochromu
P450scc w regulacji syntezy hormonodw stery-
dowych w korze nadnerCzy......viiiieneenn. 240

Kamila Kobylinska — Formy molekularne
cytochromu P-450 watroby szczura................. 248

WSPOMNIENIA

Przyjaciele iwspo6tpracownicy— Profesor
Jézef Zborowski — Wspomnienia............... 2

Zofia Zielinska Profesor Tadeusz Mann
— WSPOMNIi€Nia.ooiiieiiciiieee et 70

Indeks autorow prac przegladowych, tom 40,

1994

B

Bal J — Zaktad Genetyki, Instytut Matki i Dziecka, ul.
Kasprzaka 17a, 01-211 Warszawa

Barciszewska M — Instytut Chemii Bioorganicznej
PAN, ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznan
Barciszewski J — Instytut Chemii Bioorganicznej PAN,

ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznah

Bartnik E — Zaktad Genetyki UW, Al. Ujazdowskie 4,
00-478 Warszawa

Berbeé¢ H — Katedra i Zaktad Chemii Fizjologicznej AM,
ul. Lubartowska 85, 20-123 Lublin

Bohun E — Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, ul.
Noskowskiego 12, 61-704 Poznan

C

Cierniewski CS — Zaktad Biofizyki, Instytut Fizjologii
i Biochemii AM, ul. Lindleya 3, 90-131 t6dz

D

Dagbrowska R — Instytut Biologii Do$wiadczalnej im.
Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Drozdz M — Katedra i Zaktad Biochemii i Chemii SAM,
ul. Medykéw 18, 40-752 Katowice

F

Filipek A — Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Nenc-
kiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Gniazdowski M — Zaktad Chemii Ogoélnej, Instytut
Fizjologii i Biochemii AM, ul. Lindleya 6, 90-131
L6dz

Grzelak K — Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul.
Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa
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H

Hulanicka D — Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul.
Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa

J

Janitz M — Zaktad Genetyki Cztowieka, ul Strzeszynska
32, 60-479 Poznanh

Jaruga E— Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet
tdédzki, ul. Banacha 12/16, 90-237 t6dz

K

Kobylinska K — Zaktad Farmakologii, Instytut Farma-
ceutyczny, ul. Rydygiera 8, 01 -793 Warszawa
Kmieciak D — Zaktad Genetyki Cztowieka, ul. Strzeszyn-
ska 32, 60-479 Poznan

Komoszynski M — Zaktad Biochemii, Instytut Biologii
UMK, ul. Gagarina 7, 87-100 Torun

Kozma EM — Katedra i Zaktad Chemii Klinicznej i Diag-
nostyki Laborytoryjnej SAM, ul. Jagiellonska 4,
41 -200 Sosnowiec

Kralisz U — Instytut Fizjologii i Biochemii AM, Zaktad
Biofizyki, ul. Lindleya 3, 90-131 tdédz

Kulig E— Zaktad Biochemii AM, ul. Chatubinskiego 10,
50-368 Wroctaw

Kurpisz M — Zaktad Genetyki Cztowieka, ul. Strzeszyns-
ka 32, 60-479 Poznan

Kuémierek JT — Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul.
Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa

Kwiatkowska J— Zaktad Biochemii AM, ul. Chatubins-
kiego 10, 50-368 Wroctaw

M

Marszatek J— Katedra Biologii Molekularnej Uniwer-
sytet Gdanski, ul. Ktadki 24, 80-822 Gdansk

Mroczkowska-Stupska MM — Instytut Biochemii
i Biofizyki PAN, ul. Rakowiecka 36, 02-532 War-
szawa
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N

Nowicka D — Instytut Biologii Dos$wiadczalnej im.
Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

@)

OlczykK — Katedra i Zaktad Chemii Klinicznej i Diagnos-
tyki Laboratoryjnej SAM, ul. Jagielloriska 4, 41 -200
Sosnowiec

Ozyhar A — Instytut Chemii Organicznej Biochemii
i Biotechnologii, Politechnika Wroctawska, ul. Wy-
brzeze Wyspianskiego 27, 50-370 Wroctaw

P

Palucha A — Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul.
Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa

Ptucienniczak A — | Zaktad Biochemii, Instytut Fizjo-
logii i Biochemii AM, ul. Lindleya 6, 90-131 t6dz

R

Romanowska E — Zaktad Fizjologii Ro$lin 1, UW, ul.
Krakowskie Przdmiescie 26/28, 00-927 Warszawa

S

Schlichtholz B — Katedra Biochemii, Uniwersytet
Gdanski, ul. Ktadki 24, 80-822 Gdansk
Sidorkiewicz M Zaktad Biochemii, Instytut Fizjologii
i Biochemii AM, ul. Lindleya 6, 90-131 t6dz
Sikora E — Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Nenc-
kiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Solecka D — Zaktad Fizjologii Odpornosci Roélin, In-
stytut Biologii Eksperymentalnej Ros$lin UW, ul.
Krakowskie Przedmiescie 26/28, 00-927 Warszawa

SoussiT U301 INSERM, 27 rue J. Dodu, 75010 Paris,

France
Szklarczyk A — Instytut Biologii Do$wiadczalnej im.
Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Szymanski M — Instytut Chemii Bioorganicznej PAN,

ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznanh

T

Trzeciak WH — Zaktad Genetyki Cztowieka, ul. Strze-
szyhnska 32, 60-479 Poznan

Twardowski T — Instytut Chemii Bioorganicznej PAN,
ul. Noskowskiego 12, 61-704 Poznan

wW

Walicka M — Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia,
Instytut Chemii i Techniki Jadrowej, ul. Dorodna
16, 03-195 Warszawa

Widtak P — Zaktad Biologii, Instytut Onkologii, Wy-
brzeze Armii Krajowej 15, 44-100 Gliwice

Z

Zagorski W — Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul.
Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa

Zielinska Z — Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

y

Zak | — Katedra i Zaktad Biochemii i Chemii SAM, ul.
Medykéw 18, 40-752 Katowice

Uprzejmie zawiadamiamy PT Kolezanki i PT Kolegow
0 przeniesieniu siedziby Zarzadu Gtébwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
na teren Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
pokdj 632 i 633

Obecny adres:

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Tel. bezpos$redni 658 20 99
Tel. przez centrale 6598571 w. 352
Fax 22 5342

Dyzury biura Zarzgdu odbywac sie bedg jak dotychczas
we wtorki w godz 12-18
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Kolegium Medycyny Laboratoryjnej w Polsce

Komisja Promocji

Adres
Fundacja Rozwoju Diagnostyki Laboratoryjnej
ul. Sw. Agnieszki 1, 31-501 Krakow

Przewodniczagcy Komisji: tel. 22 08 39
Dr Gerard Nowacki fax: 22 83 05

Pozwalamy sobie poinformowac¢, ze powotane zostalo do zycia Kolegium Medycyny Laboratoryjnej
w Polsce.

Kolegium powstato z inicjatywy Krajowego Zespotu Specjalistéw do spraw Diagnostyki Laboratoryjnej
i Diagnostyki Mikrobiologicznej, Zarzadu Gtdwnego Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryj-
nej oraz kilkudziesieciu specjalistow medycyny laboratoryjnej z osrodkéw akademickich i poza-
akademickich z catej Polski.

Zjazd zatozycielski odbyt sie w czerwcu 1993 roku w Gdansku i zgromadzit 80 cztonkdéw Zatozycieli

W styczniu 1994 r. odbyto sie Walne Zgromadzenie Cztonkéw Zatozycieli Kolegium w liczbie 167 oséb.
Walne Zgromadzenie Cztonkdw Zatozycieli przyjeto projekt Statutu Kolegium. Wybrano wiadze
statutowe Kolegium, sktadajace sie z Prezydium i Rady Zarzadu, Przewodniczgcych Komisji i Grup
Roboczych oraz Komisji Rewizyjnej.

Kolegium gromadzi lekarzy i nielekarzy — specjalistow rdéznych dziedzin medycyny laboratoryjnej
(diagnostyki laboratoryjnej), takich jak hematologia, serologia i transfuzjologia, immunologia, tok-
sykologia, patomorfologia i cytologia kliniczna, genetyka kliniczna i cytogenetyka, medycyna nuklearna
i endokrynologia, bakteriologia i wirusologia, parazytologia, biochemia i analityka kliniczna. Wspd&lnym
i jednoczgcym wszystkie dziedziny medycyny laboratoryjnej elementem jest diagnostyczny wymiar
badania laboratoryjnego.

Cele i zadania Kolegium zostaly przedstawione szczeg6lowo w Statucie. Pierwszym i najwazniejszym
zadaniem Kolegium jest rozwéj medycyny laboratoryjnej w Polsce i ksztaltowanie modelu dziatania
wszystkich dziedzin medycyny laboratoryjnej w sposdéb zapewniajacy najwieksza jej uzytecznosé
spoteczng.

Kolegium bedzie kolegialng i samorzadng ale jednocze$nie niezalezng i elitarng reprezentacja specjalistow
roznych dziedzin medycyny laboratoryjnej z osrodkéw akademickich i pozaakademickich. Kolegium
bedzie instytucjg opiniotwércza, dbajaca o prawidtowe pod wzgledem merytorycznym, organizacyjnym
i technicznym rozwigzania wszystkich probleméw w medycynie laboratoryjnej. Instytucjag promujaca
rozwoéj wiedzy i praktyki laboratoryjnej, wyznaczajacej standardy ,dobrej praktyki laboratoryjnej”.

Kolegium bedzie petni¢ role integrujacg srodowisko i reprezentowacé je wobec organéw administracji
panstwowej i samorzadowej.

Gtlos kolegium bedzie docierac:
e do wszystkich srodowisk medycyny laboratoryjnej;
 do osrodkow wtadzy ustawodawczej — Sejmowej i Senackiej Komisji Zdrowia;
+ do Ministerstwa Zdrowia i wszystkich jego Departamentow;
 do Urzedéw Wojewddzkich i Wydziatéw Zdrowia,;
* wszedzie tam, gdzie podejmowane sg decyzje dotyczace bezposrednio lub posrednio medycyny laboratoryj-
nej.

Kolegium widzi swojg role szeroko. Cele jakie sobie stawia obejmuja wszystkie istotne problemy medycyny
laboratoryjnej. Za najwazniejsze uwazamy ksztattowanie modelu dziatania medycyny laboratoryjnej
w Polsce, rozw6j wiedzy i praktyki laboratoryjnej w Polsce, wyznaczanie standardéw i zasad
dotyczacych organizacji, wymagan merytorycznych itechnicznych oraz sposobu dziatania wszystkich
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medycznych laboratoriéw analityczno-diagnostycznych.

Cele edukacyjne Kolegium uwzgledniajg zaréwno szkolenie przed- jak i podyplomowe, nie tylko
w wyzszych ale iw Srednich szkotach medycznych. Biorac tez pod uwage fakt, ze w wielu dziedzinach
medycyny laboratoryjnej pracuja obok lekarzy — takze nie lekarze — biolodzy, farmaceuci, chemicy
i analitycy medyczni. Koelgium bedzie stara¢ sie oddziatywac¢ na ksztalcenie, widziane jako przygotowa-
nie do zawodu i na system specjalizacji, ktory winien by¢ zr6znicowany, dostosowany do posiadanego
wyksztatcenia.

Kolegium bedzie wspomagaé¢ wszelkie poczynania zmierzajagce do wprowadzenia wolnego rynku ustug
diagnostycznych we wszystkich dziatach medycyny laboratoryjnej. Bedzie tez wspéidziataé w wy-
pracowaniu odpowiednich standardow w tym zakresie, zabezpiczajgcych wysoki poziom badan oraz
prawa pacjentéw jak i pracownikéw laboratoriow diagnostycznych.

Cele te kolegium bedzie realizowac¢ samodzielnie — formutujac opinie, wyznaczajgc standardy, wymagania
i zalecenia. Bedzie rowniez wspotdziata¢ z odpowiednimi Departamentami i Komisjami Ministerstwa
Zdrowia, z instytucjg krajowego nadzoru specjalistycznego i innymi instytucjami centralnymi, ktorych
dziatalnos¢ dotyczy medycyny laboratoryjnej. W szczego6lnosci wspotpraca z krajowymi zespotami
specjalistycznymi moze stanowic istotny element dzialania Kolegium i zapewnié¢ praktyczng realizacje
zasad wypracowanych przez Kolegium.

Kolegium zamierza wspditdziata¢ z towarzystwami naukowymi. Kolegium nie bedzie towarzystwem czy tez
supertowarzystwem naukowym. Nie stawia sobie takich celow.

Kolegium zamierza wspétdziata¢ z korporacjami zawodowymi, integrujgc srodowisko medycyny laborato-
ryjnej itworzac klimat zrozumienia i wspo6tdziatania ze Srodowiskami medycyny praktycznej, wspierajac
jednoczes$nie dziatania zmierzajgce do zlikwidowania istniejacych obecnie przejawow dyskryminacji
medycyny laboratoryjnej.

Kolegium przyjmuje te wszystkie zadania w poczuciu odpowiedzialnosci za prawidtowy rozwéj i dziatania
medycyny laboratoryjnej w Polsce. Te poczucie odpowiedzialnosci wyptywa ze znajomosci rzeczy
i z przeswiadczenia, ze stan obecny, rzeczywistos¢ w jakiej obecnie dziatamy — odbiega od wzorow
i standardow obowigzujgcych juz w innych krajach.

Mamy nadzieje, ze idea Kolegium Medycyny Laboratoryjnej wpisuje sie w perspektywe zmian, reformy
organizacji i dziatania ochrony zdrowia w Polsce, i ze zyska ona aprobacje i poparcie Srodowiska.

Dr Gerard NOWACKI Prof. Jerzy ROGULSKI
Przewodniczgcy Komisji Promocji Prezes Kolegium Medycyny
i Organizacji Kolegium Laboratoryjnej w Polsce
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XXX Jubileuszowy Zjazd Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

Sprawozdanie

Attyka na Zamku Ksigzat Pomorskich — miejsce obrad Wejscie na XXX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
XXX Zjazdu

Z upowaznienia Zarzadu Gitownego obrady XXX Jubileuszowego Zjazdu Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego zorganizowat Oddziat Szczecinski PTBioch. Odbyly sie one w dniach 14— 16 wrzes$nia 1994
w Szczecinie, na terenie Zamku Ksigzat Pomorskich. Na prosbe organizatoréw protektorat nad Zjazdem objat
JM Rektor Pomorskiej Akademii Medycznej, prof, dr hab. med. Seweryn Wiechowski. Doroczne spotkanie
biochemikéw miato mie¢, zgodnie z opinig Komitetu Organizacyjnego, oprawe godng Jubileuszu. Zamek
Ksigzat Pomorskich wydawat sie najlepszym miejscem dla przeprowadzenia obrad, usytuowania stoisk
wystawowych, i najbardziej godnym dla przyjecia, jak sie okazalo najwiekszej w historii Zjazdow, liczby
uczestnikow. W Zjezdzie wzieto udziat 820 os6b (w tym ok. 75% stanowitly osoby bardzo mitode). Wsrod
uczestnikéw Zjazdu znalezli sie takze zaproszeni goscie z Niemiec, Czech, Ukrainy, Litwy oraz Rosji i Wielkiej
Brytanii, a takze cztonkowie honorowi Towarzystwa.

Na uroczysto$¢ Otwarcia Zjazdu, ktéra odbyta sie w sali Opery i Operetki Szczecinskiej na terenie Zamku,
zaproszono: Wojewode Szczeciiskiego, ktérego reprezentowatl Lekarz Wojewddzki, Prezydent Miasta
Szczecina oraz rektoréw uczelni szczecinskich. Gosci przywitat Przewodniczacy Komitetu Naukowego
i Organizacyjnego profesor Zygmunt Machoy oraz rektor Pomorskiej Akademii Medycznej profesor Seweryn
Wiechowski. Po bardzo serdecznym przemowieniu Prezydenta mecenasa Bartlomieja Sochanskiego, ktéry
uznat powierzenie Szczecinowi przez Zarzad Gtéwny zorganizowania Zjazdu za zaszczyt dla miasta
i Srodowiska, gtos zabrata Prezes Towarzystwa prof. Liliana Konarska. Pani Prezes poza stowami przywitania,
podziekowaniami dla organizatoréw oraz zyczeniami skierowanymi do uczestnikéw Zjazdu przekazata
zebranym szereg wiadomos$ci kronikarsko-organizacyjnych z zycia Towarzystwa. Korzystajac z wyjatkowej
i uroczystej chwili wreczyta profesorowi Zygmuntowi Machoyowi dyplom, w ktéorym — w imieniu witadz
Towarzystwa i catej spotecznosci biochemicznej — dziekuje Profesorowi za lata dziatalnosci naukowo-
-spotecznej w Towarzystwie oraz w Srodowisku polskim i poza granicami kraju.

Po oficjalnych wystgpieniach zostaly wygtoszone dwa referaty plenarne: Profesor Bogustaw Halikowski ze
Szczecina, Czlonek rzeczywisty PAN, mowit na temat: ,,Wolne rodniki a m6zg”, profesor Edmund Bauerlein
z Instytutu Max Planca w Hartinsried moéwit n.t.: ,ATP-synthases and bacterial fragellar motor”. Po wyktadach
zabrala gtos profesor Barbara Grzelakowska-Sztabert, organizator XXXI Zjazdu, zapraszajgc wszystkich
zainteresowanych do Warszawy we wrzes$niu 1995 r. i informujgc o planowanych sesjach programowych.
Uroczystos¢ Sesji Otwarcia Zjazdu zakonczyt znakomity wystep chdru Pomorskiej Akademii Medycznej,
obchodzacy swéj jubileusz 25-lecia.
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Przewodni temat ,Organizmy zywe w cywilizacyjnie zmienionym $rodowisku naturalnym" zdominowat
problematyke naukowg Zjazdu. Program szczegOtowy oparto o zainteresowania i osiggniecia naukowe
szczecinskich i zaproszonych naukowcoéw (dzieki temu w programie Zjazdu pojawity sie zagadnienia rzadko
proponowane przez komitety naukowe) i zawieraty sie w nastepujacych sesjach:

1. Molekularne mechanizmy karcinogenezy (organizatorzy: prof. Aleksandra Krygier-Stojatowska, prof. Jan

Lubinski ze Szczecina)

Cz. | Molekularno-genetyczne mechanizmy procesunowotworowego
Cz. |l Proliferacja w procesie nowotworowym
Cz. lll Zastosowanie molekularnej genetyki w diagnostyce i terapii nowotworéw

Cz. IVElementy karcinogenezy

2. Regulacja wytwarzania energii w komdrce (organizator: prof. Mariusz Zydowo z Gdanska)

3. Molekularne i biochemiczne aspekty wirusowych i bakteryjnych choréb zwierzat (organizator: prof.
Antoni Furowicz ze Szczecina)

4. Molekularne iregulacyjne aspekty systemu transportu jonéw (organizator: prof. Tomasz Tyrakowski ze
Szczecina)

5. Biologiczne zagrozenia zwigzkami fluoru (organizator: prof. Zygmunt Machoy ze Szczecina)

6. Metabolizm lipoprotein (organizator: prof. Marek Naruszewicz ze Szczecina)

7. Skiadniki tacznotkankowe $ciany naczyniowej (organizatorzy: prof. Edward Barnkowski z Biategostoku

i prof. Marian Drozdz z Katowic)
8. Pierwiastki sladowe w organizmach i $rodowisku (organizator: prof. Mikotaj Protasowicki ze Szczecina)
9. Biochemia miesnia (organizator: prof. Marian Pytasz)
10. Wolne rodniki w medycynie i biologii (organizator: dr hab. Kazimierz Ciechanowski ze Szczecina)
11. Lektyny, selektyny i ich funkcje (organizator: prof. Zygmunt Sagan ze Szczecina)
12. Doniesienia r6zne (organizator: dr Teresa Wesotowska ze Szczecina)
Cz. | Molekularne podstawy biotechnologii
1. Biologia molekularna (organizator: prof. Tomasz Twardowski z Poznania)
2. Biotechnologia (organizator: prof. Stanistaw Bielecki z todzi)
Cz. Il Elementy toksykologii i diagnostyki klinicznej (organizator: dr Teresa Wesotowska ze Szczecina)
Cz. lll Biochemia zwierzat (organizator: dr Teresa Wesotowska ze Szczecina)
Cz. IV Biochemia roslin (organizator: prof. Jan Kepczynski ze Szczecina)
Formuta sesji ,Doniesienia r6zne" zostata zmieniona przez organizatora. Nadestane prace, po kwalifikacji
tematycznej, staty sie materiatem dla podsesji. W ten sposoéb ,Doniesienia r6zne" zyskaty wtasny program. Do
kazdej nowej Sesji zostali zapraszani przewodniczacy oraz wyktadowcy spinajacy w cato$¢ zagadnienia
poruszane w czasie tematycznej sesji plakatowej. Wydaje sie, ze sesja ,Doniesienia r6zne" prowadzona
w innej formie anizeli czysto plakatowa silniej satysfakcjonuje autoréw imotywuje uczestnikdw do wiekszego
wysitku intelektualnego i aktywnosci w czasie dyskusji. Dowodem przychylnego przyjecia zmiany w prowa-
dzeniu sesji ,Doniesienia rézne" byta frekwencja na w/w sesjach.

Sympozjum satelitarne: ,Biochemiczne ipatofizjologiczne aspekty regulacji ustrojowej” (organizator: prof.
Tomasz Tyrakowski ze Szczecina) wyprzedzato obrady Zjazdu o jeden dzien (13.09.94), a sympozjum
satelitarne ,Glikozylacja i glikokonjugaty w fizjologii i patologii" (organizatorzy: prof. Jerzy Koscielak
z Warszawy i prof. Elwira Lisowska z Wroctawia) zamykato obrady Zjazdu w dniu 16 wrzes$nia.

Przedstawione prace plakatowe w sesjach programowych i ,Doniesieniach réznych" byty integralng
czescig sesji i stanowitly réwnocenna forme prezentowania prac obok komunikatéw ustnych. Dlatego
uczestnicy przygotowali po kilka przezroczy dla ich wykorzystania w dyskusjach koncowych. Opracowania
plakatowe prac prezentowano w Sali Stanistawa Leszczynskiego w Zamku na estetycznych stelazach. Miejsce
i spos6b prezentacji podnosity istotnie warto$¢ Ses;ji.

W czasie Zjazdu przedstawiono tacznie 671 doniesien, w tym 70 wyktadéw w Sesjach. 7 wyktadow
prezentowaty Firmy. Wiekszos$¢ prac znalazto swoje miejsce na plakatach.

Tematyka niektérych sesji cieszyta sie ogromnym zainteresowaniem uczestnikow i 0s6b z poza Zjazdu;
szczegoblnie duzg frekwencje miata sesja ,Molekularne mechanizmy karcinogenezy", gdzie wyktadowcami
byli m.in. prof. M. Chorazy, J. Steffen, W. J. Stec, S. Szala. Sesja ,Molekularne i biochemiczne aspekty
wirusowych i bakteryjnych choréb zwierzat” mimo bardzo specjalistycznego charakteru miata licznych
stuchaczy idyskutantéw. Niezmiernym zainteresowaniem, ze wzgledu na aktualnos$¢ tematu, cieszyty sie sesje:
.Pierwiastki sladowe w organizmach isrodowisku", ,Biologiczne zagrozenia zwigzkami fluoru", ,Metabolizm
lipoprotein”, a w sesji ,Doniesienia rézne" — ,Molekularne podstawy biotechnologii", ,Elementy tok-
sykologii i diagnostyki klinicznej" oraz ,Biochemia ros$lin".

W czasie Zjazdu przeprowadzono dwa konkursy przewidziane wcze$niejszymi postanowieniami ZG:
0 nagrode imienia Wtodzimierza Mozotowskiego i imienia Janiny Opienskiej-Blauth, oraz konkurs za-
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proponowany i sponsorowany przez Firme M&C Lab. dla najlepszej prezentaciji.

Materialy zjazdowe zostaly wydane w formie szczegétowego ,Programu”, w ktérym z okazji XXX
jubileuszowego Zjazdu zamieszczono takze informacje o sktadzie osobowym Zarzadu Gtéwnego i zarzadow
oddziatow terenowych, o sekcjach tematycznych, wydawnictwach i nagrodach Towarzystwa oraz w postaci
tomu ,Streszczenia” referatdow i komunikatéw, przygotowanych do druku ze skiadu komputerowego.
Wydawnictwa czesciowo finansowal KBN. Specjalnie dla sesji ,Biologiczne zagrozenia zwigzkami fluoru”
zostata wydana kolejna recenzowana publikacja ksigzkowa ,Metabolizm fluoru '94”, zawierajgca skrocone
wersje referatéw i petne publikacje komunikatow ze streszczeniami w jezyku angielskim i dwujezycznymi
tytutami prac (objetos¢ 101 stron). Wydawnictwo to zostato sfinansowane ze Srodkéw Ministerstwa Zdrowia
i Opieki Spotecznej.

43 firmy prezentowaly i oferowaty, w pieknych budowanych na indywidualne zamoéwienia stoiskach,
aparature, sprzet, chemikalia i Srodki pomocnicze niezbedne w badaniach naukowych.

Organizacje Zjazdu wspomagali sponsorzy miejscowi m.in. Browar Szczecinski, Szczecinska Spétdzielnia
Mleczarska, PZM, PSM, .Hartwig”, Bank Ochrony Srodowiska oraz firmy Behring Werke A. G. Hoechst
Polska Sp. z 0.0., Intimex, Merck, Perkin Eimer, Zepter.

Na imprezy towarzyszace ztozyty sie: koncert zespotu instrumentalno-wokalnego ,Camerata Nova” pod
batutg dyrektora Zamku, Eugeniusza Kusa; koncert sponsorowata firma Perkin Elmer, spotkania towarzyskie
w salach kawiarni ,Zamkowa”, wycieczki autokarowe po Szczecinie oraz do Berlina.

W czasie Zjazdu odbyto sie posiedzenie Sekcji d/s Dydaktyki i posiedzenie Zarzadu Gidwnego. Zjazd
poprzedzita konferencja prasowa, w czasie ktérej dziennikarze z mediéw szczecinskich dowiedzieli sie o celu
Zjazdu, problematyce naukowej obrad i jednostek tworzgacych program Zjazdu oraz o oczekiwaniach
organizator6w-naukowcow pracujagcych w uczelniach Szczecina ze strony witadz i przemystu. Dzieki
konferencji dziennikarze ireporterzy byli obecni na uroczystosci otwarcia, w czasie Zjazdu oraz na uroczystosci
zamkniecia obrad. Wiadomosci, komentarze i rozmowy z uczestnikami wybranych sesji przekazywano
mieszkancom Szczecina na biezgco.

Wielu uczestnikéw Zjazdu pozostato do korica z organizatorami i na uroczystosci zamkniecia obrad Sala
Ksiecia Bogustawa byta wypetniona. Najwazniejszym punktem programu byto ogtoszenie przez Prezesa
Towarzystwa profesor Liliane Konarska decyzji jury konkursowych i wreczenie nagrdod oraz wyrdznien.

W konkursie o nagrode im. prof. Witodzimierza Mozotowskiego | nagrode (sponsorowana przez firme
Intimex) otrzymat Wojciech G. Musiat z Poznania za prace ,Transformacja tytoniu nikotiana tabacum genem
biatka otoczki wirusa ospowatosci sliwy” oraz wspotautorstwo w pracy ,Ekspresja genu biatka otoczki wirusa
ospowatosci Sliwy (PPV) w transformantach H tabacum”. Wyréznienia otrzymali: Stawomir Dagbrowski
z Gdanska za opracowanie ,Badanie produktéow PCR genu kodujacego ludzka amylogenine” i Barbara
Niewczas z Warszawy za prace ,Regulacja kanalu wapniowego na bitonie komérkowej hepatomy H-35".

W konkursie o nagrode im. prof. Janiny Opienskiej-Blauth (fundatorem jest Oddzial PTBioch w Lublinie)
wzieto udziat 8 studentéw: Stawomir Majdanik, Anna Herman, Sylwia Switkowska, Borys Wrébel, Matgorzata
Borzym, Beata Narozny, Maciej Krol i Aleksander Rojek. | nagrode otrzymata Anna Herman z Gdarnska za prace
.Kontrola replikacji DNA przez czterofosforan guanozyny w komérkach Escherichia coli”, atrzy réwnorzedne
nagrody Il uzyskali: Maciej Krdl z todzi za prace ,Wptyw ambroksolu na wewngtrzkomérkowe stezenie
wapnia w ludzkich granulocytach obojetnochtonnych po stymulacji peptydem chemotaktycznym FMLP
i konkawaling A”, Stawomir Majdanik z Lublina za prace ,Wptyw DMSO na aminoacylacje tRNA” oraz
Aleksandra Rojek z Warszawy za prace ,Wptyw ATP itapsigarginy na uwalnianie Ca2+ do cytosolu komérek
glejaka C6”.Wszyscy uczestnicy tego konkursu otrzymali certyfikaty stwierdzajgce udzial w konkursie.

Model czasteczki DNAzfirmy M&C Lab. jako nagrodedla najlepszej prezentacji posterowej otrzymat zespoét
E Poreba, A. Gozdzicka-Jozefiak, H. Kedzia z Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii UAM
w Poznaniu za prace ,Analiza czynnikéw komoérkowych oddziatujacych z wirusem HPV 16 w procesie
onkogenezy”.

Na koniec uroczystosci przewodniczgcy Komitetu Naukowego i Organizacyjnego Zjazdu Zygmunt Machoy
i Prezes Towarzystwa Liliana Konarska podziekowali Komitetowi Organizacyjnemu za przygotowanie Zjazdu.
Byty to podziekowania bardzo przyjemne ipotrzebne, bowiem Zjazd przygotowatly w jego zasadniczej formie,
poza nizej podpisanymi jeszcze tylko dwie osoby, dr Dorota Samuijto i dr Tadeusz Ogonski. W ostatniej fazie
przygotowan pracowato na rzecz gosci i ogoélnej oprawy obrad wiele oséb, nie tylko cztonkéw Towarzystwa.
Ich nazwiska dla wiekszosci z 820 gosci pozostang nieznane. Uczuciu radosci z racji udanego Zjazdu
towarzyszy uczucie zalu; tyle pracy ijuz po Zjezdzie.

Byt Zjazd... Za rok bedzie kolejny XXXI w Warszawie.

Teresa Wesotowska, Zygmunt Machoy
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RECENZJA KSIAZKI

Andrzej Jerzmanowski: GENY | LUDZIE

Wydawnictwa Szkolne i Pedagogiczne
Warszawa 1994, str. 292

Jest to jedna z najlepiej napisanych ksigzek, jakie czytatem, popularyzujgcych zagadnienia i osiggniecia
wspotczesnej biologii, zwlaszcza molekularnej, oraz pokazujgca mozliwe ich konsekwencje teraz iw przyszio-
Sci. Autor odstania przed czytelnikiem elementy warsztatu badawczego, ktére do tych wynikéw doprowadzity,
atakze problemy i konflikty, w ktére uwiktani bywajg ludzie zajmujacy sie pracg naukowa. Wykazat przy tym
niewatpliwy talent publicystyczny, przez co tekst czyta sie z duzg przyjemnoscia, chwilami z napieciem. Opis
historii odkrycia i scharakteryzowania wirusa HIV moze by¢ podstawag scenariusza sensacyjnego filmu,
chociaz ksigzka nie jest pisana w tonie sensacji. MyS$le, ze wielu z nas, dla ktérych merytoryczna tre$¢ publikacji
nie stanowi nowosci, ksigzka ta pokazuje jak mozna przetamywaé¢ hermetyczny jezyk specjalistyczny
w porozumiewaniu sie z ludzmi innych specjalnosci.

W ksigzce przedstawiony jest stan wiedzy na temat molekularnych aspektow funkcjonowania komdrek
i organizméw ilustrowany szczegétowszymi opisami mechanizmu dziatlania wirusa AIDS, biologicznych
mechanizméw transformacji nowotworowych i proces6w starzenia sie, a wiec zjawisk szczegdlnie dzi$
pasjonujacych wielu ludzi. Co wazne, autor nie straszy (jak to czesto czynili dziennikarze) perspektywami
skonstruowania przez biologéw nowych organizmoéw, nad ktérymi straci sie kontrole iktére zagroza ludzkosci.

Opisom biologicznym towarzyszg pewne refleksje filozoficzne autora na temat wpiltywu obecnych
i przewidywanych osiggnie¢ biologii na ogélng kondycje ludzkosci. Jak wiekszos¢ wspotczesnych przyrod-
nikow jest on dzieckiem O$Swiecenia — wierzy w postep wiedzy ijej dobroczynna role dla cztowieka, chociaz
nie bez pewnych wahan. Zaiste wydaje sig, ze istniejg realne szanse na to, ze nauka pozwoli skuteczniej
zwalcza¢ raka i leczy¢ choroby dziedziczne, ale bedzie tez niewatpliwie narasta¢ rozdzwiek miedzy
mozliwosciami medycyny a finansowymi mozliwo$ciami ludzi, ktérzy chcieliby z nich skorzystac.

Wreszcie pytanie o dalsze wyzwania jakie natura stawia przed biologami. Autor upatruje je w ustaleniu
.molekularnych ilogicznych podstaw najbardziej zaawansowanych funkcji mézgu”, co moze kiedys stworzy¢
podstawe do przeniesienia Swiadomo$ci poza ciato, ,do zewnetrznego systemu magazynujacego i analizuja-
cego dane”. Jest to perspektywa niezmiernie intrygujaca wielu badaczy. Czy nie ociera sie ona jednak
o0 granice ludzkiego poznania? Jesli chodzi o Swiat czastek elementarnych, granice taka wyznacza zasada
nieoznaczonosci Heisenberga. By¢ moze, podobna teoretyczna granica poznania istnieje tez na drugim
biegunie organizacji materii, w jej najbardziej ztozonej postaci — w strukturze mézgu i stanach jego
Swiadomosci.

Fakt, ze omawiana ksigzka, formalnie o biologii molekularnej, prowokuje do tego typu rozwazan, sSwiadczy
0 szerokosci perspektywy, w jakie autor widzi wlasnag dziedzine badawczg.

Andrzej Paszewski

Aby zaprenumerowac ,Po-
stepy Biochemii” w 1995 r.
nalezy wptaci¢ odpowied-
nig kwote na konto ban-
kowe wydawcy (Polskiego
Towarzystwa Biochemicz-
nego) za pomoca przekazu
zamieszczonego na odwro-
cie. Zamowione egzempla-
rze bedziemy wysytaé po-
cztg na adres podany nam
na przekazie. Poniewaz od-
cinek przekazu docierajgcy
do nasjastjednoczes$nie za-
mowieniem, prosimy o bar-
dzo wyrazne napisanie
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imienia, nazwiska (lub na-
zZwy instytucji) i doktadne-
go adresu wraz z kodem
pocztowym (DRUKOWA-
NYMI LITERAMI) nawszy-

stkich trzech odcinkach
przekazu.

Prenumerata krajowa
dla instytucji:

580 000 zt.
Prenumerata krajowa

indywidualna:

280 000 zt, (50% znizki dla
cztonkoéw Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerujac

Biochemii"

wspierasz
swoje
czasopismo!
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Kolejny, XXXI, Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbedzie sie w Warszawie w dniach 6 8
wrzes$nia 1995 r. Pierwsze zawiadomienie Cztonkowie otrzymajg w listopadzie.

PROGRAM NAUKOWY ZJAZDU:

Rola bton w regulacji procesé6w komadrkowych.
Miesnie w normie i patologii.

Biologia komoérki nowotworowej.

Geny i genomy.

Biochemia receptoréw.

Procesy biotransformaciji.

Regulacja hormonalna.

Nauczanie biochemii.

© N oA wDN R

Zjazdowi towarzyszy¢ beda wystawy sprzetu laboratoryjnego, aparatury i odczynnikdéw. Przewiduje sie
umieszczenie ogtoszen w materiatach zjazdowych.

Zainteresowanych uczestnikom w Zjezdzie, a takze osoby chcace zasiegna¢ informacji w sprawie wystaw
i ogtoszen prosimy o kontakt z sekretarzem Oddzialu Warszawskiego, pod nastepujagcym adresem:

Doc. dr hab. Katarzyna NALECZ,
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul Pasteura 3, 02-093 Warszawa,
tel. 659-85-71 w. 303, fax 22-53-42.

Z przyjemnoscig informujemy, ze — wzorem lat ubiegtych — biochemicy polskiego pochodzenia i Polacy
pracujacy w krajach bytego Zwigzku Radzieckiego moga ubiega¢ sie o pokrycie kosztow uczestnictwa
w Zjezdzie i pobytu w Warszawie. Serdecznie zapraszamy i prosimy o powiadomienie o tej mozliwosci
zainteresowanych kolegéw. Zgtoszenia przyjmuje Pelnomocnik Zarzgdu do kontaktow z kolegami w krajach
bytego ZSRR — profesor dr med. Marek Gniazdowski z Zaktadu Chemii Ogd6lnej Akademii Medycznej (ul.
Lindleya 6, 90-1 31 t6dz, tel. 784-277) oraz Zarzad Gtéwny P.T. Bioch. (ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa).

Pokwitowanie dla wptacajgcego
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imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. X111/0 W-wa, Al. Jerozolimskie
370044-1225-139-11

stempel

Pobrano oplatg
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Wskazowki
dla autorow

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

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

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

Wskazany jest podziat artykutdéw monograficznych na
rozdziaty i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuty tworza
spis tresci. Zgodnie z przyjeta konwencja rozdziaty noszg
cyfry rzymskie podrozdziaty odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 1-1, I-2. Poprawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelnosé. Autorzy
przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skréotéw, nawet jezeli bywajg uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac
podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjne-
mu. Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skréocenia tekstu
i wprowadzenie zmian nie wptywajacych na tres¢ pracy,
deklaruje tez gotowos$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest ro6wnoznacznie
zoswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta inie bedzie
publikowana w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogto-
szona w ,Postepach Biochemii”. W przypadku, gdy Au-
tor(zy) zamierza(ja) 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 nastepujacych
wskazowek szczegoétowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jedno-

stronnie, czcionkg wielkosci standardowej, z podwdjng
interlinia, z lewym marginesem ok. 4 cm z trzydziestoma
wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu (litery
+ odstep), odstepy pomiedzy wyrazami powinny od-
powiada¢ jednemu znakowi (nie réwna¢ do prawego
marginesu).
W tekscie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkreslen, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej moga Autorzy zaznaczy¢ otow-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w tekscie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisa¢ 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
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i angielskim), w ktérych pracujg autorzy, adres do kore-
spondencji nr telefonu i ewentualnie fax, adresy prywatne
autoréw, tytut artykutu w jezyku polskim iangielskim oraz
— w prawym dolnym rogu — liczbe tabel, rycin, wzoréw
i fotografii oraz skrét tytutu pracy (do 25 znakow).

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 skréotéow.

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

PISMIENNICTWO: Wykaz piémiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w teks$cie, zaznacza sige je
liczbami porzgdkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe,
np. [3,7,9,— 26]. Odnos$niki bibliograficzne winny mie¢
nowag uproszczonag forme. Spos6b cytowania czasopism
(1), monografii (2), rozdziatow z ksigzek jednotomowych
(3), rozdziatébw z tomoéw serii opracowanej przez tych
samych redaktoréw (4), rozdziatéw z tomoéw serii opraco-
wanych przez réznych redaktoréw (5) wskazuja ponizej
podane przyktady:
1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Bio-
phys Acta 631: 499— 502
2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chro-
mosome, Elsevier, North-Holand, Amsterdam
3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of
Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
541-553
4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red)
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier,
North-Holland Amsterdam, str 1-77
5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red)
Research Monographs in Cell and Tissue Physiolo-
gy, t 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukcji.
Fotografie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wy-
konane na papierze matowym. Pozostale ryciny nalezy
wykonac tuszem na biatym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byty dwukrotnie wieksze od
przysztej reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzgce
do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszg
niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opisow
stownych, lecz postugiwaé sie skrotami. Osie wykresow
winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decy-
zje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmie redakcja.
llustracji nie nalezy wtgcza¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele i ryciny noszg cyfry
arabskie, wzory zas$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy
zaznaczy¢ otdwkiem preferowane miejsce umieszczenia
tabeli, ryciny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porub-
rykowane, winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem
i ewentualnie takze niezbednymi objasnieniami. Stowne
objasnienia znakow graficznych mozna umiesci¢ w pod-
pisie pod rycing, rysunkowe za$ jedynie na planszy ryciny.
Tytuty i objasnienia rycin sporzadza sie w postaci oddziel-
nego wykazu. llustracje nalezy podpisa¢ nazwiskiem
pierwszego z autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy
oraz oznaczy¢ ,,gora-dét” (otowkiem na odwrocie). Ze
wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu wskazane jest
konstruowanie orginalnych rycin i zbiorczych tabel na
podstawie danych z piSmiennictwa.

Maszynopis i zatgczniki (w dwu egzemplarzach), wtas-
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
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Instytut Biochemii i Biofizyki PAN zmienit siedzibe

Z przyjemnoscig zawiadamiamy, ze nasz Instytut ma nowy adres. W pazdzier-
niku 1994 r. wszyscy pracownicy IBB znalezli sie w nowych budynkach.
Wspotgospodarzami gmachéw jest Zaklad Genetyki i czesciowo Instytut Biologii
Eksperymentalnej Roslin, Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.

Z okazji oddania do uzytku nowej siedziby, w dniach 28— 30 listopada 1994 r.
odbyto sie sympozjum przedstawiajgce dorobek naukowy Instytutu i zwigzanych
Zz nami jednostek UW. Program sympozjum obejmowat réwniez nastepujgce
dyskusje zespotowe: ,Edukacja w dziedzinie biologii", ,Biologia XXI wieku" oraz
.Skad idziemy dokad zmierzamy".

W sympozjum obok pracownikéw IBB PAN i UW wzieli udziat liczni zaproszeni
goscie w tym nasi koledzy pracujacy obecnie za granica.

Nasz nowy adres: Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa, telefony 658 44 99
(centrala), 658 47 24 (sekretariat) i fax 658 46 36.

Dyrekcja Instytutu
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