POLSKIE m TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

Advances In Biochemistry

TOM 39, NR 3, 1993

Eugeniusz Gasior — Wspomnienia 150
Drozdze modelowy organizm w biologii

molekularne] ..o, 152
Sekwencjonowanie drozdzy 156
Biogeneza peroksysomow w drozdzach 165
Biosynteza hemu w S. cerevisiae . 173
Drozdze, dolichole, sterole 185
Glikozylacja, drozdze, mutanty . . 192




Kwartalnik ,,Postepy Biochemii.
wydawany z pomocg finansowag
Komitetu Badan Naukowych.

Rozdzieli¢ biopolimery - | j BaK |
zaden problem majac
kolumny BAKERBOND Wide-Pore™ HPLC

Pory waskie BAKERBOND Wide-Pore™
K-H _ Feza 2igzana
50-100A 330A
utrudnione Biopolimery swobodne przemie-
przemieszczanie ‘i 00 taza zwigzana jako szczanie substancii
substanci warsiwa powiarzchriona - brak przeszkod

Kolumny do HPLC BAKERBOND Wide-Pore nadajg sie do chromatografii
jonowej i w uktadzie faz odwrdéconych. Duze pory wypetnienia (330 A)
gwarantuja szybki i doktadny rozdziat ztozonych mieszanin zawierajgcych
peptydy, biatka i oligonukleotydy. Wartosci odzysku wynosza ponad 95%
dla biatek o strukturze kulistej i masie do 150.000 daltonéw, a dla biatek
wiéknistych o masie do 300.000. Biologiczna aktywno$¢ jest w petni
zachowana. Czas uzytkowania kolumn jonowymiennych przekracza 1000
godzin bez obnizenia jako$ci rozdziatow.

Szczeg6lowe dane: EUROCOLOR, skr. poczt. 46, 90-980 t6dz-7, tel. 813140

Dzieki SCOUT -
od analityki do preparatyki. JTBaker

Biopolimery od /ug do kg

Preparative
Low-Pressure
Separations

Analytical HPLC

BAKERBOND

BAKERBOND umozliwia stopniowanie

Fazy BAKERBOND Wide-Pore pozwalaja na chromatograficznie czysta izolacje
biopolimeréw. Metody opracowane przy uzyciu kolumn BAKERBOND SCOUT
(4,6 X 50 mm, 5 jx) moga by¢ bez problemu wykorzystane w skali produkcyjnej
(40 ji). Nos$nikiem dla faz BAKERBOND jest zel krzemionkowy. Niezaleznie
od wielkoéci ziarna chemiczne pokrycie jest takie samo. Istotnymi cechami
tych faz sa: specyficznos$¢ wigzania, wysoki odzysk obliczany na podstawie
masy i aktywnosci (>95%) i wysoka zdolno$¢ wiazania (150 mg/g).

Szczeg6ly w bezptatnej broszurze: EUROCOLOR Chemikalia Laboratoryjne,
skr. poczt. 46, * 90-980 t6dz-7 * tel. (042) 813140, 844614 * fax 844609




;,/é
2

\

N N

/’A
% 7

WYDAWCA

Editor

POLSKIE TOWARZYSTWO
BIOCHEMICZNE

Polish Biochemical Society

16 Freta Street

00-227 Warszawa

Poland

Drukarnia Naukowo-Techniczna

Minska 65
03-828 Warszawa

REDAKCJA

Editorial Board

REDAKTOR NACZELNY
Editor in chief

ZOFIA ZIELINSKA

tel. 31-24-03

REDAKTORZY

Editors

GRAZYNA PALAMARCZYK
tel. 658-47-02

ANDRZEJ JERZMANOWSKI
tel. 200-381 w. 488

ANNA SZAKIEL

tel. 23-20-46

JOLANTA GRZYBOWSKA
tel. 10-50-71 w. 155

Prace do zeszytu rekomendowaty:
Papers for this issue are
recommended by:

Grazyna Palamarczyk
(Warszawa)

Joanna Rytka
(Warszawa)

ADRES REDAKCJI

Address

REDAKCJA KWARTALNIKA
~,POSTEPY BIOCHEMII”
INSTYTUT BIOLOGII
DOSWIADCZALNEJ

im. M. Nenckiego PAN

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa

tel (2) 659-85-71 w. 332
fax: (22) 22-53-42

telex: 81-48-92

SPIS TRESCI
CONTENTS

Profesor Eugeniusz Gasior — Wspomnienia
Professor Eugeniusz Gasior — Obituary
UCZNIOWIE | PRZYJACIELE

Drozdze modelowym
w biologii molekularnej
Yeast-model of eucaryotic organism in molecular biology

JOANNA RYTKA, GRAZYNA PALAMARCZYK e, 152

organizmem eukariotycznym

Sekwencjonowanie genomu drozdzy Saccharomyces ce-
revisiae. Cele, strategie, rezultaty

Sequencing of the genome of yeast Saccharomyces cerevisiae
Aims, strategies, results

EWA ANNA GRZYBOWSKA, ANDRZEJ MIGDALSKI, MAREK
ZAGULSKI

Funkcja i biogeneza peroksysoméw w drozdzach Sac-
charomyces cerevisiae

Function and biogenesis of peroxisomes in yeast Saccharomyces
cerevisiae

IWONA SMACZYNSKA, MAREK SKONECZNY .cooccoveiiviieeen, 165

Biosynteza hemu w drozdzach Saccharomyces cerevisiae
Heme biosynthesis in yeast Saccharomyces cerevisiae
ANNA CHELSTOWSKA, JOANNA RYTKA

Wykorzystanie mutantéw drozdzy do badan wspdlnego
szlaku biosyntezy dolicholi, steroli i ubichinonéw

Yeast mutants as atool in the investigations of common biosynt-
hetic pathway of dolichols, sterols and ubiquinones

ANNA SZKOPINSKA oottt ettt 185

Genetyczne regulacje N-glikozylacji biatek drozdzy
Genetic regulation of N-glycosylation in yeast
GRAZYNA PALAMARCZYK, JOANNA KRUSZEWSKA .... 192

149



Profesor Eugeniusz Gasior — Wspomnienia

Profesor Eugeniusz Gasior
1929— 1993

Dnia 14 lipca 1993 roku zmart nagle, w petni sit
twdrczych, profesor doktor habilitowany Eugeniusz
Gasior. Odszedt od nas wybitny biochemik, specjalista
w zakresie fosforylacyjnej modyfikacji biatek, twdérca
i kierownik Zaktadu Biologii Molekularnej, Rektor
Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie.

Profesor Eugeniusz Gasior urodzit sie 25 listopada
1929 roku w Podlasiu na Zamojszczyznie. Studia
wyzsze ukonczyt w 1952 roku na Wydziale Matema-
tyczno-Przyrodniczym UMCS w Lublinie uzyskujac
tytut magistra chemii. Prace w szkolnictwie wyzszym
rozpoczatjeszcze przed ukoriczeniem studiéw, w Kate-
drze Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej
w Lublinie pod kierunkiem prof. Janiny Blauth-Opien-
skiej.

Pierwsze prace badawcze Profesora dotyczyly cha-
rakterystyki enzymow biorgcych udziat w procesie
biosyntezy biatka. Badania nad aktywacjg amino-
kwaséw u Mycobacterium phlei byly przedmiotem
pracy doktorskiej, zakoriczonej uzyskaniem stopnia
doktora nauk przyrodniczych w 1960 r. PdOZniejsze
badania dotyczyty izolacji i charakterystyki aminoa-
cylo-tRNA transferaz z watroby szczura i Escherichia
coli. Po uzyskaniu stopnia doktora habilitowanego
w 1966 roku rozpoczat prace na Uniwersytecie Marii
Curie-Sktodowskiej w Katedrze Mikrobiologii Ogol-
nej kierowanej przez prof. Zbigniewa Lorkiewicza.
W 1970 r. doprowadzit do utworzenia Zaktadu Bio-
logii Molekularnej zostajac jego kierownikiem.
W okresie dziatalnosci naukowej na UMCS uzyskuje
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kolejno stopnie naukowe profesora nadzwyczajnego
w 1973 roku i profesora zwyczajnego w 1980 r. Brat
czynny udziat w organizacji zycia naukowego osrodka
lubelskiego i kraju. W latach 1970— 1977 byt dyrek-
torem Instytutu Mikrobiologii i Biochemii. Na przeto-
mie lat 1980/81 petnit funkcje prorektora UMCS. Od
1984 do 1987 roku byt dziekanem Wydziatu Biologii
i Nauk o Ziemi. W roku 1990 zostat wybrany Re-
ktorem UMCS, a w kwietniu biezgcego roku spotecz-
nos$¢ akademicka powierzyta Profesorowi Gasiorowi
obowiazki rektora na kolejna kadencje.

Jednoczesnie dziatat Profesor jako czionek rady
redakcyjnej kwartalnika ,,Postepy Biochemii” i ,Acta
Biochimica Polonica”. Uczestniczyt w pracach Central-
nej Komisji Kwalifikacyjnej i Rady Gtéwnej Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego. Byt czionkiem Komitetu
Biochemii i Biofizyki oraz Komitetu Biotechnologii
PAN. W grudniu 1991 roku zostat cztonkiem — kore-
spondentem PAN (Wydzial Nauk Biologicznych). Po-
nadto petnit funkcje przewodniczacego Lubelskiego
Oddziatu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
oraz Il Wydziatlu Nauk Biologicznych Lubelskiego
Towarzystwa Naukowego.

Pomimo tak licznych i pracochtonnych funkcji
Profesor znajdowat wiele czasu na prowadzenie dziatal-
nosci naukowej. Prowadzgc osobiscie doswiadczenia
i kierujac praca uczniéw stworzyt silny os$rodek bio-
logii molekularnej. Z Jego inicjatywy nawigzana zo-
stata szeroka wspotpraca z wieloma laboratoriami
polskimi i zagranicznymi.

Odbyt szereg krotko i diugoterminowych stazy
zagranicznych. Miedzy innymi w 1964 roku przebywat
na rocznym stazu podoktorskim na Uniwersytecie
w Bostonie. W poézniejszym okresie jako ,visiting
scientist” na Uniwersytecie w Pittsburgu (1969/70),
a na przetomie lat 1977—78 na Uniwersytecie Kalifor-
nijskim w Irvine.

Problematyka badan naukowych prowadzonych
przez Profesora zaréwno w kraju jak i za granicg
dotyczyta kilku powigzanych ze sobg watkéw tema-
tycznych. Na uwage zastugujg przede wszystkim prace
nad biosyntezg biatka u organizméw eukariotycznych.
Dotyczylty on zardwno charakterystyki czynnikow
biatkowych zaangazowanych w tym procesie jak row-
niez poznania mechanizmu inicjacji i elongacji tan-
cucha polipeptydowego. Wyniki badan nad czynnika-
mi elongacyjnymi EF-1 i EF-2, uzyskane jeszcze
w latach 70-tych, trwale zapisaty sie w piSmiennictwie
naukowym. Opracowany po raz pierwszy przez Profe-
sora Gasiora bezkomdrkowy uktad translacji z droz-
dzy Saccharomyces cerevisiae stosowany jest obecnie
jako system modelowy w wielu laboratoriach na
Swiecie. Jest on rowniez czesto wykorzystywany w pro-
gramach ksztatcenia studentow nauk biologicznych.

W swoich badaniach Profesor poswiecit wiele uwagi
fosforylacyjnej modyfikacji biatek aparatu translacyj-
nego drozdzy ze szczeg6lnym uwzglednieniem fos-
forylacji biatek rybosomowych. Skupiaty sie one gtdw-
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nie nad charakterystykag kinaz biatkowych drozdzy,
takich jak: kinazy kazeinowe 1 i 2, swoista kinaza
modyfikujaca kwasne biatka rybosomowe podjednostki
60S, kinaza zalezna od cAMP i inne.

Opublikowat ponad 70 prac eksperymentalnych
w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym.
W uznaniu Jego zastug naukowych zespét kierowany
przez Profesora Gasiora otrzymat trzykrotnie nagrode
Sekretarza Naukowego PAN.

Profesor Eugeniusz Gasior wiele uwagi poswiecat
dziatalnosci dydaktyczno-wychowawczej. Troszczyt
sie 0 rozwo6j i doskonalenie programo6w nauczania
w zakresie biochemii i biologii molekularnej. Stale
unowocze$niat wyktady wprowadzajac do nich naj-
nowsze odkrycia. Miat szerokie zainteresowania i duzg
wiedze, ktorg chetnie sie dzielit. Kierowat bezposred-
nio wieloma pracami magisterskimi. Wypromowat
7 doktoréw. Byt opiekunem naukowym 3 habilitacji,

XXX ZJAZD P.T.BIOCH W 1994 ROKU

z ktorych jedna osoba uzyskata tytut profesora. Wielu
Jego ucznidw cieszy sie juz duzym dorobkiem nauko-
wym i uznaniem w krajowych i zagranicznych o$rod-
kach naukowych.

Za swojg dziatalno$¢ naukowa, dydaktyczng, wy-
chowawczg i organizacyjng zostat odznaczony Meda-
lem Komisji Edukacji Narodowej, Krzyzem Kawaler-
skim Orderu Odrodzenia Polski oraz innymi od-
znaczeniami panstwowymi i regionalnymi.

Profesor Gasior byt cztowiekiem wymagajgcym
a jednoczesnie bezposrednim i skromnym. Starat sie
wszystkich zrozumieé i zawsze chetnie stuzyt radg
i pomoca.

Pozostanie w naszej pamieci nie tylko jako wybitny
biochemik, ale réwniez jako serdeczny opiekun iprzy-
jaciel.

Uczniowie i przyjaciele

ZAWIADOMIENIE WSTEPNE

We wrzesniu (14-16 1X) 1994 roku odbedzie sie w Szczecinie

Ogalnopolski

Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Jednym z zasadniczych tematow Zjazdu bedzie tematyka zwigzana
z molekularno-biochemicznymi aspektami biataczek bydta i chordb
zwierzat hodowlanych wywotywanych przez wirusy oraz wewnatrz-

komdrkowe fakultatywne patogeny bakteryjne (

Spp.,

Brucella spp., Mycobacterium spp., Salmonella spp., i inne).

POSTEPY BIOCHEMII 39(3), 1993

w imieniu Komitetu
Organizacyjnego

Prof. zw. dr hab. A. Furomcz
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ARTYKULY

Drozdze modelowym organizmem eukariotycznym

w biologii molekularnej

Yeast-model eucaryotic organism in molecular biology

JOANNA RYTKAL1
GRAZYNA PALAMARCZYK?2
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I. Wstep

Po blisko trzydziestu latach od czasu opisania przez
0. Winge pierwszych mutantéw S. cerevisiae w 1961
roku w Carbondale (USA) spotkato sie jedenastu
badaczy, z siedmiu laboratoriéw z USA, Kanady
i Wtoch, aby ustali¢ zasady nazewnictwa mutantow
drozdzy. Zaden z uczestnikéw tego spotkania nie
przypuszczat, ze po latach zostanie ono uznane za
pierwszg miedzynarodowa konferencje poswiecong
genetyce drozdzy. W nastepnym spotkaniu, ktére
odbyto sie po dwéch latach, w Gif sur Yvette (Francja),
uczestniczyty juz 53 osoby. Przedstawione tam prace

12 prof. dr hab., Zakiad Genetykil i Zaktad Biochemii
Lipidow?2 Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawin-
skiego 5A, 02-106 Warszawa
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wykazaty, ze drozdze sag dogodnym obiektem w bada-
niu mechanizméw genetycznej kontroli metabolizmu
eukariontéw. Od tego czasu konferencje (International
Conference on Yeast Genetics and Molecular Biology)
organizowane sg co dwa lata. W ostatniej, ktora
odbyta sie w Wiedniu w 1992 r., wzieto udziat ponad
1000 os6b. Ta niezwykta kariera drozdzy, zwanych
niekiedy ,,E. coli eukariontow”, wynika z faktu, ze
wiedza o biologii komorkowej i molekularnej tego
mikroorganizmu umozliwia wyjasnienie wielu proce-
sow zachodzgcych w komorkach wyzszych eukarion-
tow. Pozwala na to znaczny konserwatyzm ewolucyjny
struktur i funkcji komdrkowych.

Drozdze, Saccharomyces cerevisiae, sg organizmami
jednokomérkowymi, ale pod wzgledem ztozonosci
budowy ich komorki nie réznig sie od komorek
wyzszych organizmoéw. Natomiast tak jak bakterie
charakteryzuje je krdtki czas generacji. Drozdze hodu-
je sie na podtozach ptynnych istatych o $cisle zdefinio-
wanym sktadzie. Zmieniajac ich sktad mozna badac
wptyw Srodowiska na metabolizm, co jest nieosiggalne
w przypadku komdrek wyzszych eukariontdw przy-
stosowanych do zycia w warunkach homeostazy. S.
cerevisiae sg wzglednymi tlenowcami i hodowane
w warunkach beztlenowych czerpig energie wytgcznie
z proceséw fermentacji. W tych warunkach nastepuje
zahamowanie funkcji mitochondriéw, nie powoduje to
$mierci komarki, a jedynie niezdolno$¢ do wzrostu na
nie ulegajacych fermentacji zrodtach wegla, jak np.
glicerol, etanol, mleczan. Jednakze gtéwng zaletg droz-
dzyjest wyjatkowa tatwos¢ stosowania metod klasycz-
nej i molekularnej genetyki. S. cerevisiae sg najlepiej
scharakteryzowanym pod wzgledem genetycznym mi-
kroorganizmem eukariotycznym.

POSTEPY BIOCHEMII 39(3), 1993



Il. Cykl zyciowy S. cerevisiae

Rycina 1 przedstawia schemat cyklu zyciowego S.
cerevisiae. Haploidalne komorki rozmnazajg sie przez
paczkowanie na drodze podziatbw mitotycznych.
Przez potaczenie dwéch komérek haploidalnych o r6-
znych znakach koniugacyjnych (MATa i MATa) po-
wstaje heterozygota, ktéra daje poczatek diploidal-
nemu potomstwu. Komorki diploidalne, tak jak hap-
loidalne rozmnazajg sie przez podzialty mitotyczne.
W warunkach gtodu azotowego i w obecnosci zrodia
wegla nieulegajagcego fermentacji, diploidalne kom6rki
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Homoplazmatyczne potomstwo haploidalnych spor

Ryc. 1. Schemat cyklu zyciowego S. cerewisiae
a i @ — geny jadrowe determinujace typy koniugacyjne
MATa i MATa
rézne genomy mitochondrialne typu rodziciel-
s? skieg® . ) .

Cr — genomy mitochondrialne zrekombinowane
Komo6rki haploidalne rozmnazaja sie przez podzialty mito-
tyczne. Potgczenie dwoch komérek o przeciwnych typach
koniugacyjnych a i a i réznych genomach mitochondrial-
nych prowadzi do powstania heteroplazmatycznej zygoty
(koniugacja). Po kilku lub kilkunastu mitotycznych po-
dziatach komoérek diploidalnych a/a nastepuje segregacja
cech mitochondrialnych i powstaja homoplazmatyczne
diploidy, o genotypach mitochondrialnych rodzicielskich
i zrekombinowanych. W wyniku podziatdw mejotycznych
komérki diploidalnej powstaja cztery haploidalne spory
(sporulacja) o identycznym genotypie mitochondrialnym.
Typ koniugacyjny i pozostate markery jadrowe segreguja
w stosunku 2:2
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ulegajg podziatom mejotycznym (sporulacja). W wyni-
ku mejozy powstajg cztery haploidalne spory, dwie
0 typie koniugacyjnym MATa idwie-MATa. Dajg one
poczatek pokoleniu haploidalnemu. Obecno$¢ w cyklu
zyciowym drozdzy fazy rozmnazania piciowego i moz-
liwos¢ kontroli tego procesu, jak réwniez stabilnos¢
haploidalnych i diploidalnych szczepéw pozwala na
tatwe otrzymywanie czystych linii komdrkowych oraz
stosowanie klasycznych metod genetycznych takich
jak: testy komplementacji, dominacji i analize seg-
regacji mutacji w tetradach. lzolacja i analiza mutan-
tébw zaburzonych w poszczeg6lnych etapach cyklu
zyciowego komarki stanowi nieocenione zrédto infor-
macji w badaniu genetycznych, biochemicznych i mor-
fologicznych wydarzen procesu kariokinezy i cyto-
kinezy, roznicowania typu koniugacyjnego czy tez
gametogenezy. Przykiadem tego sg termowrazliwe
mutanty zaburzone w cyklu podziatlowym komérki
(ang. cdc-cell division cycle). Zidentyfikowano ponad
50 gendw kontrolujgcych poszczegllne etapy tego
procesu [1]. Zsekwencjonowanie genéw CDC umoz-
liwito ustalenie pierwszorzedowej struktury biatek
cytoszkieletu. Sekwencja aminokwasowa takich biatek
jak tubulina iaktyna wykazuje 75% i89% identyczno-
sci z sekwencjg odpowiednich biatek w komaérkach
ludzkich [2]. Identyfikacja genéw homologicznych do
onkogendw ras jest kolejnym dowodem, ze badanie
cyklu podziatowego komdrki drozdzy moze utatwié
zrozumienie natury proliferacji komorek eukariotycz-
nych [3].

I1l. Genom S. cerevisiae

W komorkach drozdzy wystepuja dwa systemy
genetyczne, jadrowy i mitochondrialny.

I11-1. Genom jadrowy

W jadrze komdrki drozdzowej znajduje sie 16
liniowych chromosoméw o réznej dtugosci od 200 do
2200 par zasad. Catkowitag wielkos¢ genomu jad-
rowego szacuje sie na okoto 1,4 x 107 par zasad. Przy
zatozeniu, ze przecietna wielko$¢ genu wynosi 2000 par
zasad ilo$¢ genéw oszacowano na okoto 6000. Kazdy
z chromosomow zawiera wiele miejsc inicjacji re-
plikacji, centromer i dwa telomery. Ustalono sekwen-
cje najwyzszej zgodnosci dla miejsc inicjacji replikacji
lcentromerdéw oraz poznano charakterystyczne sek-
wencje telomerow, inne od sekwencji pozostatej czesci
DNA [4-7], Chromosomy zawierajg réwniez ruchome
elementy DNA — transpozony Ty. Ich liczba i pozycja
w genomiejest rézna izalezy od szczepu (przecietnie 30
w genomie diploidalnym) [8, 9],

Badania nad skonstruowaniem mapy genetycznej
chromosomow drozdzy zapoczatkowane w 1949 r.
przez Lindegrena [10] sg prowadzone po dzieh
dzisiejszy przez Mortimera i wsp. [11]. Dotych-
czas zmapowano okoto 1000 genéw iopisano przynaj-
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mniej drugie tyle mutacji, ktérych pozycja na mapie
genetycznej nie zostata ustalona. Mapa ta stanowi
nieoceniong pomoc w sekwencjonowaniu genomu
[por. artykut E. Grzybowskiej i wsp. w tym
numerze]. Funkcjonalnie pokrewne geny, poza nielicz-
nymi wyjatkami, sg rozmieszczone w roznych miejs-
cach genomu, pomimo ze ich ekspresja podlega wspdl-
nej regulacji. Poszczeg6lne geny tworza odrebne jed-
nostki transkrypcyjne.

I11-2. Genom mitochondrialny

Badania nad dziedziczeniem mitochondrialnym za-
poczatkowato odkrycie przez Ephrussiego
i wsp. [12] mutantéw drozdzy niezdolnych do
wzrostu na niefermentowalnych Zrodfach wegla. Mu-
tanty, ktére w krzyzéwkach wykazywaty niemendlow-
ska segregacje tej cechy nazwano rho-. Czynnik rho
zidentyfikowano z DNA mitochondrialnym dopiero
po kilkunastu latach. Mitochondrialny DNA jest
kolista czasteczkg zbudowang z okoto 75000 par
zasad (wielkoS¢ czasteczek jest rézna i zalezy od tla
genetycznego). llos¢ mtDNA w komorkach jest zmien-
na. Przyjmuje sie, ze haploidalna komorka drozdzy
zawiera 30-50 identycznych czasteczek mtDNA. Na
rycinie 1 przedstawiono schemat dziedziczenia cech
mitochondrialnych. Genetyce istrukturze mitochond-
rialnego DNA drozdzy poswiecono cykl artykutdw
przeglagdowych w Postgpach Mikrobiologii [1978 .
tom 17, zeszyt 3/4). Omawiajgc znaczenie drozdzy jako
modelowego organizmu eukariotycznego nalezy pod-
kresli¢, ze uzyskanie licznych punktowych i delecyj-
nych mutacji mitochondrialnych umozliwito badanie
zjawisk rekombinacji, transmisji i segregacji mtDNA,
a takze pozwolito na skonstruowanie genetycznej
i fizycznej mapy genomu mitochondrialnego S. cereui-
siae. Mutacje w DNA jadrowym prowadzace do
zaburzenia funkcjonowania mitochondriéw pozwala-
ja na badanie wspétdziatania obu systeméw genetycz-
nych w procesie biogenezy mitochondriow [13].

I11-3. Inne elementy dziedziczenia
pozachromosomalnego

W jadrze komodrek drozdzy znajduje sie 2 pm kolisty
dwuniciowy DNA o wielkosci 6.3 kb. Jest to plazmid

I URS H uas [ TATA - RIT

40-120pz
1 20-500pz

60-600pz

wystepujacy w liczbie 50-100 kopii i stanowi 1-2%
catkowitego DNA. Nie udato sie dotychczas ustali¢
zadnego fenotypu zwigzanego z obecnoscig tego plaz-
midu w komdrce. Replikacja plazmidu znajduje sie
pod kontrolg niektérych przynajmniej genéw CDC.
2 pm plazmid stanowi modelowy system w badaniu
replikacji DNA, a ponadto zostat wykorzystany do
konstrukcji wielu wektorow drozdzowych [14], Inny
przyktad dziedziczenia pozachromosomalnego stano-
wi dsRNA wirus tzw. killer. Komorki szczepéw prze-
noszacych tego wirusa wydzielajg do podtoza toksyne,
zabijajgcg komdrki szczepow wrazliwych. Badania
nad mechanizmem dziedziczenia cechy killer wykaza-
ty, ze utrzymywanie i namnazanie wirusa wymaga
wspoOtudziatu co najmniej 32 gendw jadrowych na-
zwanych M AK (ang. maintenance of killer). Opornos¢
oraz wrazliwo$é szczepow na dziatanie toksyny réw-
niez zalezy od gendw jdrowych. Dziedziczenie cechy
killer stanowi doskonaty system w badaniu mechaniz-
mow genetycznej kontroli procesow potranslacyjnej
obrobki biatek i ich sekrecji [15].

IV. Ekspresja genow

Ekspresja wiekszosci gendéw drozdzowych koduja-
cych biatka (transkrybowanych przy udziale polimera-
zy Il RNA)jest konstytutywna ina stosunkowo niskim
poziomie (1-2 czasteczek mRNA/komorke). mRNA
stanowi zaledwie 1% ilosci catkowitego RNA, rycina
2 przedstawia schemat obszaru promotorowego genu
drozdzowego. 5 niekodujgce fragmenty DNA sg boga-
te w pary AT w zwiazku z tym w promotorach wielu
gendéw wystepujg liczne sekwencje typu TATA-box.
Tylko niektore z tych sekwencji biorg udziat w procesie
inicjacji transkrypcji. Odlegto$s¢ miedzy sekwencja
TATA a miejscem inicjacji transkrypcji wynosi 40-120
par zasad [16]. Nie znaleziono statej sekwencji w ob-
szarze inicjacji transkrypcji odpowiadajgcej sekwencji
inr w promotorach genéw ssakow. Wiele genow S.
cerevisiae posiada liczne miejsca inicjacji transkrypcji
[17, 18], Dla wiekszo$ci genéw drozdzowych dtugosé
sekwencji liderowej transkryptu wynosi 20-60 nukleo-
tydow, ale np. w transkrypcie genu GCN4 wynosi 591
nukleotydéw [19], Transkrypty o dilugiej sekwencji
liderowej ulegaja translacji ze zmniejszong wydajnos-
cig [20], W obszarze promotorowym genéw znajduja

RNA

ZHH.

REGION KODUJACY i —

Ryc. 2. Schemat struktury obszaru promtorowego genéw drozdzowych URS (ang. Upstream Repressor Sequences), UAS (ang. Upstream
Activator Sequences) — sekwencje regulacyjne oddziatywujace z biatkami regulatorowymi. RIT — miejsce inicjacji transkrypcji.
Pozycja, liczba i rodzaj sekwencji regulacyjnych jest zmienna i charakterystyczna dla kazdego genu.
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sie rGwniez sekwencje regulacyjne (ang. upstream regu-
latory sequences) oddziatywujgce z biatkami regulato-
rowymi: UAS (ang. upstream activator sequences)

z aktywatorami i URS (ang. upstream repressor
sequences) — z represorami. Sg to na ogdét krotkie
sekwencje, a cechg charakterystyczng promotorow
drozdzowych jest to, ze sekwencje regulacyjne czesto
znajduja sie w znacznej odlegtosci (do 600 par zasad)
od miejsca inicjacji transkrypcji. Wykazano obecnos$é
sekwencji regulacyjnych o najwyzszej zgodnosci (ang.
consensus sequences) w obszarach promotorowych
genéw podlegajacych skoordynowanej ekspresji w od-
powiedzi na zmiany warunkéw Srodowiska [21].
Woprawdzie synteza biatek regulowana jest gtéwnie na
poziomie transkrypcji, ale regulacja moze zachodzi¢
rébwniez na poziomie translacji [22, 23].

V. Podsumowanie

Przedstawione w ogromnym skrécie wiasciwosci
fizjologiczne, genetyczne i biochemiczne drozdzy sta-
nowig wstep do artykutow publikowanych w biezacym
numerze Postepéw Biochemii. Prezentujg one kierunki
badan zwigzanych z tymi tematami prac w Instytucie
Biochemii i Biofizyki PAN, w ktdrych drozdze Sac-
charomyces cerevisiae stanowig modelowy organizm
w badaniu niektérych szlakéw metabolicznych i bio-
genezy organelli.

Ponadto wjednym z artykutéw omoéwiono miedzy-
narodowy projekt badawczy sekwencjonowania geno-
mu drozdzy, w ktérym bierze udziat nasz Instytut.

Artykut otrzymano 1 czerwca 1993 r.
Zaakceptowano do druku 7 czerwca 1993 r.
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Zarzad Gitowny
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w dniach 2-3 grudnia 1993 roku organizuje SZKOLE ZIMOW A dla miodych pracownikéw nauki na
temat ,PRZEKAZYWANIE SYGNALOW W KOMORCE”. Odbeda sie nastepujgce wyktady:

— Budowa i funkcja bton
— Molekularne mechanizmy transportu
— Receptory, ich klasyfikacje i funkcje

— Receptory czynnikdw wzrostu, budowa i funkcja

— Molekularne podstawy mechanizmu dziatania insuliny

— Budowa i funkcja biatek G

— CAMP i cGMP jako wtérne przekazniki informaciji

— Wapn jako wtérny przekaznik informacji

— Biosynteza i fizjologiczna funkcja tlenku azotu

Zajecia odbeda sie w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie.
Organizatorzy nie zapewniajg noclegdéw. Zainteresowani proszeni sg o zgtaszanie swego udziatu do dnia

15 pazdziernika 1993 roku na sdres:

Prof. Liliana Konarska, Katedra Biochemii i Chemii Klinicznej, Akademia Medyczna, ul. Banacha 1,

02-097 Warszawa, lub

Doc. Jolanta Baranska, Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa. Program i szczegétowe informacje zostang przestane osobom

zainteresowanym w listopadzie.
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Sekwencjonowanie genomu drozdzy Saccharomyces

cerevisiae
Cele, strategie, rezultaty

Sequencing of the genome of yeast Saccharomyes cerevisiae
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I. Postepy w sekwencjonowaniu genomow

Systematyczne sekwencjonowanie catosci materiatu
genetycznego dowolnego organizmu dostarcza wiel-
kiej ilosci danych dotyczacych nie tylko samej struk-
tury pierwszorzedowej genéw i kodowanych przez nie
biatek, ale takze informacji o regulacji ekspresji genéw
i organizacji catego genomu. Uzyskane dotychczas
rezultaty pozwalajg nam uswiadomi¢ sobie ogrom
naszej ignorancji w zakresie funkcji biologicznych
wiekszosci gendéw, nawet u tak znanego i dobrze
scharakteryzowanego genetycznie gatunku jak droz-

1 mgr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, 02-106 War-
szawa, ul. Pawinskiego 5A
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dze Saccharomyces cerevisiae. Tradycyjne metody ge-
netyczne pozwalajg na wykrycie jedynie czesci genéw
— tych ktorych ekspresja daje wyrazny efekt fenotypo-
wy. Systematyczne sekwencjonowanie genomu daje
mozliwo$¢ wykrycia wielu nowych otwartych ramek
odczytu (ORF — ang. open readingJrame) o nieznanej
dotad funkcji. Takich ORF-6w jest zaskakujgco wiele.
Sekwencja aminokwasowa wydedukowana na pod-
stawie sekwencji nukleotydowej duzej czesci sposréd
tych genow czesto nie wykazuje zadnej znaczacej
homologii do znanych dotychczas biatek. Takze wytg-
czenie potencjalnej funkcji wielu sposrdd nich poprzez
dysrupcje nie powoduje takiej zmiany czynnosci zycio-
wych, ktorg moglibySmy wykry¢. W analizie genomu
wyzszych eukariontéw istotne bedzie takze zbadanie
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struktury ipozycji elementéw regulujacych transkryp-
cje i sktadanie genow, zbadanie rozmieszczenia i ilosci
elementéw powtarzajgcych sie i nietranskrybowanych
przerywnikdéw, roli fizycznego oddzielenia w regulacji
ekspresji gendw, a takze rozmieszczenia transpozonow
i retropozondéw. Analiza sekwencji pseudogendw, ele-
mentow przemieszczajgcych sie i rodzin genowych
moze by¢ takze istotna dla $ledzenia ewolucji bada-
nych sekwencji. Osiggniecie tych rezultatdw nie jest
jednak fatwe ze wzgledu na rozmiary wiekszosci
genomow. Do tej pory udato sie uzyskac petng sekwen-
cje jedynie niektérych genomdw chloroplastowych
imitochondrialnych, kilku wiruséw (cytomegalowirus,
wirus Epsteina-Barra, Herpes simplex i innych), wiek-
szosci genomu E. coli i kilku innych bakterii. Pierw-
szym organizmem eukariotycznym, ktérego jadrowe
DNA zaczeto systematycznie sekwencjonowac¢ byly
drozdze S. cerevisiae, ale istniejg juz zaawansowane
projekty sekwencjonowania nicienia Caenorhabditis
elegans, muchy Drosophila melanogaster, rosliny Arahi-
dopsis thaliana i genomu ludzkiego. Ze wzgledu na
wielkie réznice miedzy tymi genomami (genom droz-
dzowy ma 15 x 103 Kb, Arahidopsis— 1x 105 Kb, za$
ludzki — 3 x 106 Kb, [1]) w kazdym projekcie stosuje
sie inne metody uzyskania sekwencji. Praca na takg
skale nie jest oczywiscie mozliwa w tylko jednym
laboratorium, dlatego projekty sekwencjonowania
grupujg duza liczbe réznych pracowni, co nie tylko
umozliwia realizacje projektu, ale przyczynia sie do
Scistej wspétpracy i wymiany informacji w S$wiecie
nauki.

Najbardziej kontrowersyjnym a zarazem pociggaja-
cym przedsiewzieciem jest oczywiscie sekwencjonowa-
nie genomu ludzkiego. Pomyst ten narodzit sie w la-
tach osiemdziesigtych jako jedna z drég prowadzgcych
do zwalczania raka przez poznanie wszystkich genéw,
ktére moga mie¢ znaczenie przy jego powstawaniu.

1 pazdziernika 1990 roku jest oficjalng datg po-
wstania w Stanach Zjednoczonych projektu sekwenc-
jonowania genomu ludzkiego (ang. Human Genom
Project, HGP). Do koordynacji prac nad HGP na skale
miedzynarodowg powotano specjalng organizacje
(Human Genom Organization, HUGO, [2]). Dotych-
czasowe wyniki wykazaty, ze genom ludzki jest w duzej
mierze ztozony z sekwencji niekodujgcych i nie majg-
cych zadnej funkcji — ,,samolubnego” DNA. Sktadajg
sie na nie gtéwnie sekwencje repetytywne i pseudo-
geny. Sekwencjonowanie cato$ci tego materiatu jest
dtugotrwate i ucigzliwe, priorytet ma wiec sekwenc-
jonowanie fragmentéw kodujacych. Osigga sie to
przez wykorzystanie sekwencji uzyskanych z biblioteki
cDNA — a wiec ulegajacych ekspresji, tzw. EST (ang.
expression sequence tags, [1]). Analiza cDNA isekwen-
cjonowanie catego genomu nie sg jednak alternatyw-
nymi metodami dla osiggniecia tego samego celu, ale
raczej wzajemnie sie uzupetniaja. Analiza cONA moze
przynies$¢ zlokalizowanie genéw ulegajacych ekspresji,
ale z definicji nie moze rzuci¢ wiele Swiatta na procesy
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regulacji tej ekspresji. Projekt zaktada ukoriczenie prac
nad sekwencjonowaniem kodujacej cze$ci genomu
w 2005 roku.

Il. Sekwencjonowanie genomu drozdzy
Saccharomyces cerevisiae

I1-1. Drozdze — organizm modelowy

Uzyteczno$¢ i uniwersalna warto$¢ organizmu mo-
delowego polega na mozliwosci ekstrapolowania
otrzymanych danych na inne gatunki. Dotyczy to
zarowno szukania homologii w sekwencji gendw, jak
i wyciggania wnioskéw dotyczacych funkcji produk-
tow tych gendw. Organizmem modelowym jest na
przyktad E. coli dla bakterii, Drosophila melanogaster
dla owadow czy mysz w przypadku ssakéw. Badacze
roslin byli przez dtugi czas upos$ledzeni ze wzgledu na
brak podobnego modelu. Wybér padt ostatecznie na
Arahidopsis thaliana, rosline o niewielkim genomie
(zaledwie 100 Mb, a wiec tylko sze$¢ razy wiecej niz
genom drozdzowy, a o wiele mniej niz u wiekszosci
roslin), szybko si¢ rozmnazajgcg i produkujacg wiele
nasion [3]. W przypadku nizszych eukariontow wybar
padt na drozdze Saccharomyces cerevisiae — sg one
idealnym obiektem badan prowadzacych do zrozu-
mienia podstawowych cech komorki eukariotycznej.
Cenng z punktu widzenia sekwencjonowania zaletg ich
genomu jest skondensowanie informacji — w odrdz-
nieniu od genomu ludzkiego w DNA drozdzy niewiele
jest intronéw i sekwencji repetytywnych [41]. Genom
drozdzowy jest niewielki — stanowi go okoto 15000
kb w ktérych znajduje sie — jak sie ocenia — 5000-
6000 genow, co daje Srednio 1 gen na kazde 2 kb
sekwencji. Pozwala to na szybkie zsekwen-
cjonowanie duzej ilosci gendéw [5]. Chromosomy
drozdzy, pomimo niewielkich rozmiaréw, przypomi-
najg strukturg, mechanizmem replikacji, rekombinacji
i segregacji swoje odpowiedniki z organizéw wyzszych.
Jest ich 16, sg roznej dtugosci i dajg sie tatwo rozdzieli¢
przy pomocy elektroforezy pulsowej. Opracowano
mapy genetyczne wszystkich chromosomoéw. Porow-
nanie mapy genetycznej z fizyczng, otrzymana na
podstawie sekwencji (wykonane dla chromosomu Il
—jedynego zsekwencjonowanego w cato$ci) wykazuje
rozbhieznos$ci w odlegto$ciach miedzy genami. Rozbiez-
nosci te mozna wytlumaczy¢ faktem, iz czestotliwos$é
rekombinacji wewngtrz chromosomu jest zmienna
i zaburzana obecnos$cig miejsc ,,zimnych” i,,goracych”
(o wyjatkowo niskiej i wysokiej czestosci rekombina-
cji). Przecietny stosunek odlegto$ci miedzy genami na
mapie genetycznej do odlegtosci na mapie fizycznej
(dla drozdzy) wynosi 0.34 centimorgana na 1kb [6].
Mimo rozbieznosci, dostepno$¢ map genetycznych jest
cenng pomocg przy identyfikacji nowo odkrytych
otwartych ramek odczytu. Zaleznosci miedzy mapg
genetyczng i fizyczng w chromosomie Il ilustruje
rycina 1
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MaPa HML HML MaPa
) giki
fizyczna chat genetyczna
chat
giki
his4 his4
SUP53
leu2 SUP53
leu2
CEN3 CEN3
pgki
kl
Pg pet18
pet18
cryl
MAT
cryl
MAT
thr4 thr4
SUP61
SUP61
ABP1
ABP1
HMR HMR

Rye. 1 Poréwnanie mapy genetycznej i fizycznej chromosomu Ill.
Mapa fizyczna zostata opracowana na podstawie sekwencji,
za$ genetyczna na podstawie analizy czesto$ci zachodzenia
rekombinacji mejotycznej [6],

11-2. Projekty sekwencjonowania genomu drozdzy
— zatozenia i organizacja pracy

Rozwazano dwa mozliwe podejscia metodyczne do
sekwencjonowania DNA na wielkg skale: rozdzielenie
pracy pomiedzy wiele laboratoriow lub skupienie jej
w kilku Scisle wyspecjalizowanych centrach. Ta druga
mozliwo$¢ bytaby prawdopodobnie tansza, efektyw-
niejsza i dawalaby wyniki porownywalnej jakosci
— ale istnieje tu problem psychologiczny: skad wzigé
tak wielu naukowcow chetnych do zajmowania sie
wytgcznie sekwencjonowaniem? ,,...sekwencje sg pas-
jonujgce ale sekwencjonowanie jest nudne” (J. Fri-
sen, Sick Children’s Hospital, Toronto). Dlatego tez
ostatecznie przyjeto pierwsze rozwigzanie. Zatozono,
ze sekwencjonowanie bedzie sie odbywato w Kilku
fazach. Pierwsza obejmujgca sekwencjonowanie chro-
mosomoéw: I, Il i XI zostata ukonczona w kwietniu
1993 roku i przyniosta ustalenie sekwencji okoto
1800 kb DNA. Nastepna faza rozpoczeta sie w 1993
roku i dotyczy sekwencjonowania chromosomow: 1V,
VI, X, X, X1, X1, XIV, XV i— by¢ moze — VII. Jej
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koniec planuje sie w koncu roku 1997. Sekwen-
cjonowanie odbywa sie w ramach programoéw: BAP
(chromosom 111), BRIDGE (Biotechnology Research
for Innovation, Development and Growth in Europe)
i ostatnio — BIOTECH [7], Rycina 2 ukazuje jaka
cze$¢ genomu drozdzowego zostata juz zsekwencjono-
wana.

czp$C genomu drozdzy
zsekwencjonowana w ramach
programéw: BRIDGE i BAP

czeSC genomu drozdzy jeszcze nie
zsekwencjonowana w ramach programow

systematycznego sekwencjonowania

15000 |,
kb f )
\ f
1800
kb
Ryc. 2. Stopien zsekwencjonowania genomu S. cerevisiae

Wszystkie te programy sa sponsorowane przez Wspol-
note Europejska (ang. European Community — EC)
ikoordynowane przezjej przedstawicieli. Poza Europa
sekwencjonowane sg chromosomy: | (najmniejszy)
w Kanadzie, VI w Japonii i V w USA. Sekwenc-
jonowanie genomu drozdzy jest wiec przedsiewzieciem
na skale Swiatowg. Istotne z finansowego punktu
widzenia jest zainteresowanie jakie budzg projekty
sekwencjonowania genomu drozdzy u firm zajmuja-
cych sie biotechnologiag. W 1991 roku powotano
organizacje zrzeszajagcg kompanie europejskie repre-
zentujace rolnictwo, przemyst chemiczny i farmaceu-
tyczny, ktorej celem jest wspieranie badan nad droz-
dzami (ang. Yeast Industry Platform, [7]).

11-3. Metody sekwencjonowania genomu drozdzy

Warunkiem zgodnoS$ci danych pochodzgcych z r6z-
nych projektéw musi by¢ uzgodnienie szczepu S.
cerevisiae, ktéry ma byé sekwencjonowany. Jest to
istotne ze wzgledu na polimorfizm sekwencji u réznych
szczepOw, wystepujgcy zwiaszcza w sekwencjach nie-
kodujgcych. Ostatecznie przyjeto, ze szczepem sek-
wencjonowanym bedzie S288C [7],
banku

3-1. Przygotowanie chromosomalnego

drozdzy

Prace nad sekwencjonowaniem chromosomu roz-
poczyna przygotowanie banku zachodzacych na siebie
klonéw pokrywajacych kilkukrotnie caty chromosom.
Klony te sg najczesciej wielkosci 25-30 kb i sg przygo-
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towane na kosmidach — czyli wektorach posiadaja-
cych cechy zaréwno wektoréw plazmidowych jak
i fagowych. Kosmidy zawierajg sekwencje bakteryj-
nego plazmidu colEl do ktérych dodano sekwencje
cos, pochodzace z faga i niezbedne do upakowania
DNA faga w otoczke biatkowg. Do otrzymanego w ten
sposéb wektora mozna wigczy¢ dowolny odcinek
DNA o ditugosci zblizonej do DNA faga (ok. 30 kb),
ktory, dzieki sekwencjom cos bedzie wydajnie pakowa-
ny w otoczki biatkowe i moze by¢ wprowadzony do
komérek bakterii. Zwykte plazmidy bakteryjne nie sg
w stanie przyja¢ i utrzymaé tak duzego fragmentu
obcego DNA. Kosmid jest wiec doskonatym wektorem
do stworzenia banku duzych fragmentéw powstatych
po trawieniu catego chromosomu [8]. Przygotowanie
banku odbywa sie w dwdch etapach. Pierwszym jest
cze$ciowe trawienie totalnego drozdzowego DNA
i ligacja powstatych fragmentéw z odpowiednim wek-
torem. Drugi etap polega na wybraniu klonéw zawie-
rajagcych DNA badanego chromosomu poprzez hy-
brydyzacje zsonda, ktérg stanowi wyznakowane DNA
tego chromosomu. Wektor wykorzystany w pracach
nad sekwencjonowaniem chromosomu 11l jest przed-
stawiony na rycinie 3.

Za przygotowanie fragmentdw do sekwencjonowania
odpowiedzialny jest koordynator prac nad danym
chromosomem. Przygotowuje on wstepng mape re-
strykcyjng odpowiednich kosmidéw, ktdra jest potem
weryfikowana w toku sekwencjonowania.

3-2. Przygotowanie klonéw do sekwencjonowania

Projekt wchodzi nastepnie w faze decentralizacji
— kosmidy sa rozsytane do wielu laboratoriow, w kt6-

pYc3030

10.3 pz

BamHI

Ryc. 3. Kosmid pYC3030 uzyty do konstrukcji banku przy sekwen-
cjonowaniu chromosomu Il. Miejsce BamHI postuzyto do
wklonowania fragmentéw chromosomalnego DNA czes$-
ciowo strawionego enzymem Sau3A, ktéry daje takie same
lepkie konce jak BamHI. Poza sekwencjg cos wektor ten
zawiera geny markerowe (HIS, tet, amp) oraz sekwencje 2p
DNA pochodzacg z naturalnego plazmidu drozdzowego.
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rych sg sekwencjonowane. Sekwencjonowanie tak du-
zego fragmentu wymaga jego skrécenia lub fragmen-
tacji, aby powstate mniejsze fragmenty mozna byto
w catoSci zsekwencjonowaé. Techniki stosowane
w tym celu mozna podzieli¢ na dwie grupy: skracanie
,uporzadkowane” — generujace fragmenty o dajacej
sie przewidzie¢ dtugosci oraz przypadkowe.

3-2.1. Uporzadkowane skracanie wstawki

Do otrzymania skréconych klonéw stosuje sie gtow-
nie ograniczone trawienie egzonukleazami (Exolll,
Bali) — tworzy sie w ten sposéb zespét klonow
z ktérych kazdy jest skrécony o okoto 300 nukleo-
tydéw w stosunku do poprzedniego [9] (Ryc. 4).

fragment obcego DNA

l

5’ lepki koniec
X 3 lepki koniec
“ miejsce startera

1 trawienie nukleazy
Exolll

1 trawienie nukleaza
s1

=] .

2 == |

S L. .
- N

1 ligacja

Y a W WS

Ryc. 4. Metoda tworzenia jednokierunkowych delecji z wykorzys-
taniem Exolll. DNA plazmidu zawierajgcego fragment
chromosomu drozdzowego jest trawione tak dobranymi
enzymami restrykcyjnymi, ze od strony miejsca startera
(ktore znajduje sie na plazmidzie) tworzy sie 3' lepki koniec,
za$ od strony insertu — 5' lepki koniec. Exolll jest w stanie
trawi¢ jedng ni¢ DNA tylko od strony 5' kofca. Pobieranie
czesci materiatu z tej reakcji w réznych punktach czasowych
pozwala na uzyskanie klonéw w réznym stopniu skréco-
nych. Nukleaza Sl trawi jednoniciowe fragmenty DNA
pozostawiajac tepe konce, ktére sg nastepnie ligowane.
Powstaje w ten sposéb komplet skréconych klonéw.
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Stosuje sie takze skracanie z wykorzystaniem efektu
transpozycji — skonstuowano wektor [10] zawieraja-
cy sekwencje insercyjng 1S1 wywotujgcg powstawanie
delecji o roznej wielkoSci w nastepujacej po niej
sekwencji. Zaraz za sekwencjg insercyjng znajduje sie
gen opornosci na ampicyline i gen warunkujacy wraz-
liwos¢ na streptomycyne — dzieki temu mozna odréz-
ni¢ skrocone klony na odpowiedniej pozywce selekcyj-
nej. Skracanie fragmentow DNA z zastosowaniem
elementow transpozycyjnych przedstawiono na ryci-
nie 5.

N fragment obcega
7~ .
Sms
/ \
[ PAP + \\
/ fragment [T}
3 obcego DNA . |/
\ Te /f
/
\ | /
\ Sm i \ //
\ / \ /
[smai)
IS1 S
>
Bakteryjny DNA -
Po transformacji plazmidem pAP
bakterie uzyskujg fenotyp:
:II:CR,ApR,SmS
inkubacja w -
3z°C I
skrocony fragment
obcego DNA
| 4
IS1
lif \ \
| pPAP z ) |
ori delecj
\ ecja / /,
Bakteryjny DNA \ R ""
Tc
Na skutek delecji
bakterie uzyskuja fenotyp -}4
R S r
Tc ,Ap ,Sm

Ryc. 5. Uktad do selekcji in vivo delecji indukowanych przez
sekwencje 1S1 Plazmidem z wklonowanym fragmentem
obcego DNA transformuje sie bakterie oporne na strep-
tomycyne, wskutek czego uzyskujg one fenotyp
TcRApRSms. Bakterie sa najpierw wysiewane na pozywke
zawierajgcg ampicyline itetracykline. Kolonie, ktére wyros-
na sa przenoszone do hodowli ptynnej z dodatkiem tetra-
cykliny. Hodowla taka jest wysiewana na ptytki zawierajace
tetracykline i streptomycyne. Bakterie, ktére wyrosng po-
winny by¢ wrazliwe na ampicyling. Oznacza to, iz zaszta
delecja gendéw opornosci na ampicyline i wrazliwosci na
tetracykling, oraz — zapewne — delecja cze$ci insertu.

3-2.2 Metoda “shotgun”

Techniki za pomocg ktérych uzyskuje sie zespét
przypadkowych klondw (techniki “shotgun™) polegaja
na fragmentowaniu drozdzowego DNA (enzymatycz-
nie — przy uzyciu DNAzy | lub mechanicznie — po-
przez sonifikacje) i klonowaniu powstatych fragmen-
tow w odpowiednim wektorze. Taka procedura pro-
wadzi wprawdzie do kilkukrotnego sekwencjonowa-
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nia tego samego fragmentu, ale jest mimo to szybsza
i tansza od technik ,uporzadkowanego skracania”.
Poza tym kilkukrotne powtdrzenie tej samej sekwencji
nie jest niekorzystne — daje bowiem duzg pewnos¢, ze
uzyskana sekwencja jest prawdziwa. Prawdopodo-
bienstwo otrzymania prawidtowej sekwencji zwieksza
fakt, ze zawsze sekwencjonowane sg obie nici DNA.
Poréwnanie technik sekwencjonowania DNA geno-
mowego przedstawia tabela 1

Tabela 1.
Poréwnanie technik wykorzystywanych w projekcie sekwencjono-

wania genomu drozdzowego
Metoda Wady Zalety Uwagi

‘Shotgun”  przypadkowo$¢, tania, tat- intensywne kom-

preferencyjne wa, szybka  puterowe opraco-
wiaczanie pew- wanie danych, wy-
nych fragmen- maga oprogramo-
téw, po uzys- wania o wysokim
kaniu czesci se- standardzie, ta sa-
kwencji reszta ma sekwencja jest
jest uzupetnia- powielana kilka
na przy pomo- razy

cy  specyficz-

nych starterow

uporzadko- droga, duzy na- tatwo uzys-

wane skra- kifad pracy ka¢ zacho-

canie dzace na
siebie klony
w ustalonej
kolejnosci,
mozna unik-
naé syntezy
starterow

3-3 Techniki sekwencjonowania DNA

Sekwencjonowa¢ mozna metodami tradycyjnymi
lub uzywajac aparatu do sekwencjonowania auto-
matycznego — obie metody opierajg sie na technice
Sangera [11]. Tradacyjnie sekwencjonuje sie stosujac
znakowanie radioaktywnymi izotopami siarki lub fos-
foru, obecnie jednak mozliwe jest juz zautomatyzowa-
nie tej metody przy zastosowaniu startera znakowane-
go fluorescencyjnie iodczytu laserowego. Automatycz-
ne urzadzenia do sekwencjonowania sg juz w po-
wszechnym uzyciu. Po uzyskaniu sekwencji kazde
laboratorium przesytajg do informatycznego centrum
koordynacji prac nad projektem — funkcje tg peini
baza danych MIPS (Martinsried Institute for Protein
Sequences). [7] Przestane sekwencje sa poréwnywane
z innymi sekwencjami biatkowymi w poszukiwaniu
homologii. Nie wszystkie informacje zawarte w bazie
danych MIPS sg og6lnodostepne — czes¢ z nich jest
jeszcze nieopublikowana i traktowana jako dane ,,po-
ufne” (tzw. confidential data set). Dostep do nich maja
tylko upowaznione osoby uczestniczace w projekcie.
Dane te sg jednak brane pod uwage przy szukaniu
homologii z sekwencjami nowo ztozonymi w bazie
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danych, a rezultaty poszukiwan przesytane sg do
autoréw sekwencji poczta elektroniczng [12].

I1l. Analiza funkcjonalna nowo odkrytych ge-
now

I11-1. Analiza komputerowa

Uzyskana sekwencja poddawana jest szczegotowej
analizie komputerowej, ktdra natychmiast przynosi
nastepujace informacje: ile jest otwartych ramek od-
czytu, czy sekwencja kodowanych przez nie biatek jest
homologiczna do sekwencji biatkowych zgromadzo-
nych w bazach danych ijak znaczna jest ta homologia,
czy w badanych ORF-ach pojawiaja sie jakie$ charak-
terystyczne motywy np. wigzagce DNA, czy przewidy-
wana struktura Il-rzedowa takiego biatka wskazuje na
jego lokalizacje w btonie, jaki jest wspdtczynnik uzycia
kodondéw i wiele wiele innych. Wiekszo$¢ tych infor-
macji uzyskuje sie droga porownania uzyskanej sek-
wencji z bazg danych — przy takich poréwnaniach
nalezy jednak uwaza¢. Sekwencje zgromadzone w wiel-
kich bankach danych (GeneBank, EMBL) nie sg wcale
niepodwazalnie wiarygodne. Przede wszystkim sek-
wencji, ktérg kto$ zechce zdeponowaé w banku, nie
sposéb sprawdzi¢, natomiast trzeba jg przyjaé. A za-
tem do bazy danych tatwo moze wkrasé sie btgd — od
pomytki po wyrachowane oszustwo (to ostatnie nie
powinno siejednak zdarza¢ — przynajmniej teoretycz-
nie) [13]. Przewidywanie struktury drugorzedowej
hipotetycznego biatka to wchodzenie na jeszcze bar-
dziej grzaski grunt. Stuzy do tego kilka algorytméw
(np. Chou-Fasman, Gilbert, metoda HCA), ale zaden
z nich nie daje 100% pewnosci. Przewidywanie struk-
tury 11 rzedowej jest w powijakach — brak zaréwno
modelu, ktéry opisywatby prawidtowo proces fatdo-
wania sie biatka (ang.folding), ale takze odpowiednio
duzej bazy danych na ktérej mozna by oprze¢ porow-
nania (tzn. zbioréw PDB (Protein Data Bank) zawiera-
jacych koordynaty atomdéw uzyskane poprzez analize
rentgenowska krysztatow biatkowych). Mimo tych
trudnos$ci analiza komputerowa z pewnoScig bedzie
odgrywata coraz wazniejszg role w przewidywaniu
funkcji nieznanych biatek.

I11-2. Analiza fizjologiczna

Otwarte ramki odczytu ujawnione w nowej sekwen-
cji mozna podzieli¢ na trzy grupy: znane wczesniej
geny, geny nieznane, wykazujgce duzg homologie do
znanych, oraz geny nieznane i nie wykazujgce homo-
logii. Tych ostatnich jest kilkakrotnie wiecej niz po-
czatkowo sgdzono. Aby ustali¢ funkcje tych genow
zaczyna sie od wykonania dysrupcji — czyli unieczyn-
nienia interesujgcego nas genu najczesciej poprzez
wstawienie genu markerowego w miejsce restrykcyjne
w $rodku badanego genu (one-step disruption, [14]).
Plazmidem zawierajagcym inaktywowany gen transfor-
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muje sie nastepnie odpowiedni szczep biorcy. Stosowa-
ne przy tego typu manipulacjach plazmidy nalezg do
rodziny plazmidéw drozdzowo-bakteryjnych (ang.
shuttle vectors, [15]). Nalezgce tu plazmidy sg wielo-
lub jednokopijne, posiadajg komplet miejsc restrykcyj-
nych oraz gen umozliwiajacy selekcje w odpowiednim
szczepie drozdzy (tzw. marker). Gen taki koduje naj-
czesciej jeden z enzymo6w szlaku biosyntezy ktéregos$
z aminokwasow, lub innego zwigzku niezbednego do
normalnego funkcjonowania komorki (np. URAS3,
LEU2, TRP1). Transformowany szczep drozdzy musi
mie¢ mutacje w genie markerowym — ukiad ten
zapewnia wiasciwg selekcje, bowiem dziki gen mar-
kerowy niesiony na plazmidzie znosi auksotrofie szcze-
pu biorcy. Plazmidy drozdzowo-bakteryjne mozna
podzieli¢ na posiadajagce zaréwno drozdzowa jak
i bakteryjna sekwencje startu replikacji (plazmidy
episomalne — zdolne do autonomicznej replikacji
w komérkach drozdzy) i posiadajgce jedynie bakteryj-
ng sekwencje startowg (plazmidy integracyjne — DNA
plazmidowe zostaje wprowadzone do chromosomu
drozdzowego na drodze rekombinacji homologicznej).
Plazmidy stosowane do wprowadzenia inaktywowa-
nego genu do komérek drozdzy powinny by¢ integ-
racyjne. Po transformacji i wtgczeniu do chromosomu
badany gen zostaje unieczynniony, ale komorka naby-
wa zdolno$¢ do wzrostu na pozywce selekcyjnej, dzieki
obecnosci dzikiego allelu genu markera. Jezeli dysrup-
cja daje efekt letalny $wiadczy to o wykryciu genu
niezbednego dla zycia komorek drozdzy. Jest to pierw-
szy i najprostszy test. Bardziej wyrafinowang metodg
jest tzw. “two-step disruption” [14] — jest to rodzaj
sztucznej selekji pozytywnej. Genem markerowym jest
URA3 — znajduje sie on na plazmidzie razem ze
zmutowanym genem badanym. Plazmid ten wprowa-
dza sie do drozdzy, a nastepnie przeprowadza sie
selekcje na podtozu zawierajgcym kwas 5-fluorooroto-
wy (5-FOA), ktory pod wplywem produktu genu
URAZ3 przeksztatca sie w zwigzek toksyczny. Pozwala
to na wyizolowanie komdrek, ktore stracity plazmid
(nie majg ulegajacego ekspresji genu UR A3), a wiec
moga rosna¢ na pozywce z 5-FOA. Po utracie plaz-
midu w komorce pozostaje tylko jedna kopia (dzika
lub zmutowana) badanego genu. Uktady takie wyko-
rzystuje sie miedzy innymi do izolowania supresorow.
Schematy obu typow dysrupcji przedstawiajg ryciny
6 i 7. Innym testem stosounkowo tatwym do prze-
prowadzenia jest zbadanie jaki wplyw na wzrost
komorek drozdzy bedzie miata nadmierna ekspresja
badanego genu — gen taki jest wowczas wprowadzany
do komoérek drozdzy na episomalnym plazmidzie
wielokopijnym. Zbyt duza liczba kopii (jak np. w przy-
padku plazmidu pMA3A — 200 kopii na jedna
komérke haploidalng) moze by¢ w przypadku nie-
ktérych genow toksyczna dla komarki i nalezy wtedy
uzy¢ innego plazmidu (np. YEp24 — tylko 40 kopii na
komorke). Efekt fenotypowy wszastkich tych manipu-
lacji moze by¢ bardziej subtelny niz prosty wzrost lub
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gen - marker

rekombinacja

gen - marker

brak wzrostu komorek, dlatego jest on badany przy
uzyciu standardowego zestawu pozywek zawierajg-
cych rézne czynniki majace wptyw na warunki wzrostu
(np. rézne zrodto wegla, azotu, temperatura, stopien
natlenienia itp). Taki zestaw do badania funkcji nie-
znanych gendéw zostat opracowany w laboratorium
prof. Piotra Stonimskiego w Gif-sur-Yvette.

111-3. Badanie poziomu ekspresji nowo odkrytych
genow

Nastepnym krokiem w ustalaniu funkcji nowo od-
krytych gendéw jest analiza biochemiczna — analiza
powstajacych transkryptéw i biatek. Jedna z metod
polega na izolacji catkowitego RNA z komdrek typu
dzikiego rosngcych w réznych warunkach, a takze
catkowitego RNA z komorek niosgcych inaktywowa-
ny lub wystepujacy w wielu kopiach gen, a nastepnie
porownuje sie je poprzez hybrydyzacje ze standar-
dowymi sondami molekularnymi (technika Northern,
[11]). Mozna w ten sposdb wykry¢ czy ekspresja
badanego genu jest indukowana i co jest czynnikiem
indukujagcym — analogiczne wyniki mozna uzyskac
poprzez analize obrazéw rozdziatu biatek po elektro-
forezie dwukierunkowej, ale praca z mRNA daje
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Ryc. 6. “One step disruption”. Ciggto$¢ badanego genu
jest naruszona przez wstawienie genu stanowig-
cego marker selekcyjny. Po transformacji tak
spreparowanym fragmentem DNA nastepuje je-
go integracja do chromosomu w miejsce bada-
nego genu na drodze rekombinacji homologicz-
nej. Dzika kopia chromosomalna zostaje wiec
zastapiona przez uszkodzong kopie badanego
genu, wprowadzong sztucznie.

szybsze wyniki ijest mniej pracochtonna.

I11-4. Analiza produktéw biatkowych nowo od-
krytych genéw

Badania biatek to przede wszystkim wykorzystanie
techniki dwukierunkowej elektroforezy (rozdziat ze
wzgltedu na mase i tadunek w zelu o gradiencie pH,
(ang. electrofocusing) [16]). Jest to potezne narzedzie
dla badan nad nieznanymi biatkami. Porownujac
wzorzec elektroforezy biatek szczepu dzikiego z wyni-
kami elektroforezy biatek mutantdw — dysruptantow
i 0 nadmiernej ekspresji, mozna wykryé ktore biatko
jest kodowane przez badany gen. Hodowle analizowa-
nych szczep6w przeprowadza si¢ na réznych pozyw-
kach — mozna w ten sposéb wykry¢ czy badane biatko
jest indukowane i co jest czynnikiem indukujgcym.
Dostarcza to natychmiast szeregu informacji o ce-
chach fizycznych nowo odkrytego biatka ale takze
0 zwigzkach tego biatka z innymi. Brak biatka u mu-
tanta moze by¢ skojarzony z brakiem innych biatek
ktdre normalnie wystepujg we wzorcu (wzorzec stano-
wi elektroforeza biatek szczepu dzikiego). Biatko takie
moze okazac sie biatkiem regulatorowym. Wykrycie
tych zwigzkoéw jest wielkim krokiem na drodze do
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Ryc. 7. “Two-step disruption”. Badany gen (niosgcy mutacje) i gen markerowy znajdujg sie na tym samym plazmidzie integracyjnym. Po
transformacji przeprowadza si¢ pierwszg selekcje — z wykorzystaniem genu markerowego (URA3). Po wintegrowaniu do chromosomu
plazmid moze sie wycigé unoszac ze sobg jedng kopie (dzikg lub zmutowang) badanego genu oraz gen URA3. Druga kopia genu
pozostaje na chromosomie. Komdrki nie posiadajgce plazmidu mozna odszuka¢ poprzez selekcje z uzyciem 5-FOA zwigzek ten

powoduje $mier¢ komdrek niosacych gen URA3.

ustalenia funkcji badanego biatka. Ponadto, z prepara-
tywnej elektroforezy dwukierunkowej daje sie uzyskac
nieznane biatko w ilosciach pozwalajgcych na przygo-
towanie przeciwciat, ktére postuza do badania jego
funkcji.

IV. Chromosom IlI

Chromosom Ill jest jednym z najmniejszych spo-
$réd 16 chromosomdw drozdzowych. Od dawna byt
on przedmiotem intensywnych badafA ze wzgledu na
obecnos¢ trzech loci zaangazowanych w kontrole typu
koniugacyjnego: MAT, HML i HMR. MAT jest
ulegajacg ekspresji kopig genu decydujgcego o typie
koniugacyjnym; HML i HMR stanowig nie ulegajgce
ekspresji ,,ciche” kopie tego genu. ,,Przetgczenie” typu
koniugacyjnego nastepuje kiedy informacja zawarta
w ,cichej” kopii (czy tez ,kasecie”) jest podstawiana
w locus MAT i ulega ekspresji. Obecnos$¢ tych trzech
homologicznych loci powoduje, ze na skutek rekom-
binacji wewnatrzchromosomalnej mogg powsta¢ koli-
ste czasteczki zawierajgce znaczng cze$é chromosomu
I1l. Rekombinacja HML x MAT powoduje powsta-
nie kolistej czgsteczki o $rednicy 65-pm, ktdrg wyizolo-
wano do konstrukcji banku chromosomu Il na
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plazmidzie drozdzowo-bakteryjnym YIp5. Drugi
bank, zawierajgcy cze$¢ prawego ramienia chromo-
somu Ill, skonstruowano na kosmidach i w fagu
lambda. Banki te wykorzystano nastepnie do uzys-
kania sekwencji chromosomu 11l [6]. 35 europejskich
laboratoriéow podjeto wysitek uzyskania kompletnej
sekwencji DNA chromosomu IIl Saccharomyces cere-
visiae w ramach programu BAP (Biotechnology Ac-
tion Programme). Cel ten zostat osiggniety w maju
1991 roku. Zsekwencjonowano 315 kb zawierajgcych
182 otwarte ramki odczytu, kodujace biatka diuzsze
niz 100 aminokwaséw. 37 spos$réd nich odpowiada
znanym genom, za$ az 145 (!) to geny nowo odkryte.
Sekwencja 29 sposréd nich wykazuje znaczng homo-
logie do sekwencji zgromadzonych w bazach danych,
za$ pozostate takiej homologii nie wykazujg. Sposréd
tych tajemniczych nowych genéw 55 zinaktywowano.
Dla trzech z nich dysrupcja data efekt letalny. Pozo-
state bylty sprawdzane przy pomocy standardowego
zestawu testdw w celu uzyskania jakiegokolwiek efek-
tu fenotypowego, co udato sie dla 14 sposrdd nich.
Zmiany fenotypowe dotyczyty termowrazliwosci, nie-
wydolno$ci oddechowej, wzmozonej wrazliwo$ci na
$rodki chemiczne, upo$ledzonej zdolnosci do koniuga-
cji, paczkowania, sporulacji lub rekombinacji mejoty-
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cznej. Jednak 28 z badanych genéw nie wykazuje
zadnej funkcji ktérg potrafilibySmy wykryé przy po-
mocy standardowych testéw (tzw. ,sierotki”, ang.
“orphan™)— jest wysoce nieprawdopodobne, zeby tak
znaczna cze$¢ genomu drozdzy pozostawata bez zad-
nej funkcji — $wiadczy to raczej o naszym braku
petnego zrozumienia procesdw fizjologicznych zacho-
dzacych w komorkach drozdzy. Zdziwienie badaczy
obudzita nie tylko obcno$¢ w chromosomie 11l tak
wielu gendw o nieznanej funkcji, ale takze zaskakujgce
podobienstwa niektdrych genéw drozdzowych do zna-
nych genow innych organizméw — np. do genu nifS
bakterii wigzgcych azot [17]. Dlaczego drozdze majg
w swoim genomie ten, pozornie nieprzaydatny, gen?
Prawdopodobnie produkt genu nifS bierze udziat
w procesach metabolicznych zachodzacych w mito-
chondriach — podobne procesy musza zachodzié
takze w komérkach bakterii. Rozwigzywanie zagadek
stwarzanych przez takie podobiefistwa jest jednym
z bardziej pasjonujacych zadaA w pracy nad analiza
genomu.

V. Udziat polskich laboratoriow w sekwen-
cjonowaniu genomu drozdzy

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN wspdtpracuje od
dawna z Centre de Genetique Moléculaire du C.N.R.S.
w Gif-sur-Yvette pod Payzem, kierowanym do nieda-
wna przez profesora Piotra Stonimskiego. Dzieki
tej wspoOipracy pracownicy IBB mogli uczestniczyé
w ramach programu BRIDGE w sekwencjonowaniu
kosmidu a6l zawierajgcego fragment chromosomu Il
S. cerevisiae. Kosmid a6l zawiera sekwencje znaj-
dujagcg sie na chromosomie pomiedzy loci IRAI
i TEF2. Polskim wktadem byto zsekwencjonowanie
ok. 9.3 kb z koncowej czesci kosmidu i wykonanie
dysrupcji jednego z genéw ujawnionych przez sekwen-
cjonowanie — YBR1014. Biatko kodowane przez ten
gen nie wykazato homologii do zadnego ze znanych
biatek, za$ dysrupcja nie wykazata efektu fenotypowe-
go [12, 18]. Biatko kodowane przez inny nowo odkryty
gen — YBR1015 wykazuje znaczng homologie do
wakuolarnej proteazy serynowej [19, 20]. W sekwen-
cjonowaniu chromosomaéw Il i Il drozdzy uczestniczyt

Wydawca prosi o kontakt tych, ktérzy
chcieliby wykorzysta¢ famy ,Poste-
péw Biochemii” do reklamowania
swych produktéw i ustug zwigzanych
z biochemia, biologia molekularng
I biologig komorki.
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Funkcja 1 biogeneza peroksysméw w drozdzach

Saccharomyces cerevisiae

Function and biogenesis of peroxisomes in yeast Saccharomyces

cerevisiae

IWONA SMACZYNSKAL
MAREK SKONECZNY?2
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det wegla i azotu
I11.  Biogeneza peroksysomdw i transport biatek peroksyso-
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111-2. Mutanty drozdzowe w badaniach biogenezy pe-
roksysomow
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I. Wstep

W 1954 roku R hodin, wswojej pracy doktorskiej
poswieconej ultrastrukturze kanalika proksymalnego
nerki, opisat pecherzykowate twory, ktére nazwat
mikrociatkami i wysunat hipoteze, ze moze to by¢
nowy rodzaj, nie znanego do tej pory organellum
komoérkowego [1], Dwa lata pdzniej zaobserwowano
mikrociatka w komdrkach watroby [2], Po raz pierw-
szy pod wzgledem biochemicznym mikrociatka zostaty
scharakteryzowane na poczatku lat szescdziesigtych.
Wykazano, ze zawieraja one oksydazy utleniajgce
rézne substraty, a jednym z produktow reakcji jest
nadtlenek wodoru, rozktadany przez katalaze [3].
Struktury te nazwano peroksysomami. Nieco pOzZniej
znaleziono mikrociatka w komdrkach ro$linnych [4]
i wyrdzniono dwie ich formy: peroksysomy w komor-
kach czesci zielonych rodlin i glioksysomy — wy-
stepujace w kietkujacych nasionach oleistych np. racz-
nika Ricinus communis [5, 6]. Pierwsza wzmianka na
temat peroksysomdéw w komdrkach grzybéw pocho-
dzi z roku 1968 [17], jednak systematyczne badania
podjeto dopiero w potowie lat siedemdziesigtych [8],

Rozpowszechnienie mikrociatek w S$wiecie zywym
wskazuje wyraznie na ich istotng role w procesach
metabolicznych i wewnetrznej organizacji komarki.
Jednak ich podatno$¢ na uszkodzenie w czasie prepa-
ratyki organelli i w poréwnaniu do mitochondriow czy
chloroplastow, mniej wyrdzniajagca sie morfologia
sprawity, iz sg obiektem badan dopiero od niedawna.
Dlatego pod wzgledem biogenezy i roli w procesach
zyciowych komoérki, poznane sg znacznie stabiej niz
inne struktury subkomorkowe.

Il. Charakterystyka morfologiczna i bioche-
miczna mikrociatek

W mikroskopie elektronowym mikrociatka widocz-
ne sg jako okragte lub owalne twory o $rednicy od
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0.1pm do 1.Ojim, ktérych wnetrze jest bardziej elektro-
nowo-geste niz otaczajgca je cytoplazma. Bardzo czes-
to obserwowany jest cylindryczny rdzen, o parakrys-
talicznej strukturze [9], Otoczone sg pojedyncza btong
biatkowo-lipidowa, ktorej gtéwnymi sktadnikami fos-
folipidowymi sg fosfatydylocholina i fosfatydyloetano-
lamina [9].

Enzymami znacznikowymi mikrociatek sg oksydazy
wytwarzajgce H20 2 i katalaza [3]. Oksydazy te sg
flawoproteidami, ktore przenoszg elektrony i protony
bezposrednio z utlenianego substratu na tlen czastecz-
kowy. Substratami mogg by¢: L- i D-aminokwasy,
kwasy ttuszczowe, alkohole, a-hydroksykwasy, kwas
moczowy, ksantyny i aminy [10]. Nadtlenek wodoru,
ktory powstaje w reakcjach katalizowanych przez
oksydazy, jest rozktadany przez katalaze.

I1-1. Funkcje metaboliczne mikrociatek

Mikrociatka wystepujagce w organizmach nalezg-
cych do réznych grup systematycznych, w przeciwiens-
twie do innych organelli, wykazujg duzg rozmaitosé
pod wzgledem zawarto$ci enzyméw, a tym samym
i funkcji [11].

Znajduje to swoje odbicie w terminologii. Nazwa
mikrociatka obejmuje peroksysomy, glioksysomy,
a takze glikosomy z komdrek pierwotniakéw pasozyt-
niczych, ktére jednak nie bedg tu omawiane. W niniej-
szej pracy termin mikrociatka uzywany jest przy opisie
wspolnych dla wszystkich grup systematycznych cech
tego organellum. W pozostatych przypadkach stoso-
wano nazwe peroksysomy lub glioksysomy.

Do tej pory stwierdzono, ze mikrociatka zawierajg
ponad czterdzieSci r6znych enzyméw [10], cho¢ mik-
rociatka pochodzgce z jednej tkanki, czy jednego
organizmu, nigdy nie zawierajg ich wszystkich. Nie-
ktére z nich majg izoenzymy, zlokalizowane w innych
przedziatach komdrki (mitochondria, retikulum endo-
plazmatyczne, cytozol) i kodowane przez odrebne
geny. Najpowszechniej, bo u wszystkich grup sys-
tematycznych, wystepujg enzymy szlaku (3-oksydacji.

U zwierzat szlak ten wspdtistnieje obok szlaku
mitochondrialnego. Jego enzymy wykazuja najwiek-
szgq specyficznos¢ wobec kwaséw o diugim i bardzo
dtugim tancuchu alifatycznym. Jest on odpowiedzialny
za utrzymywanie ich stezenia na wiasciwym dla or-
ganizmu poziomie [12], W watrobie enzymy szlaku
wspbétuczestniczg w detoksykacji zwigzkéw ksenobio-
tycznych [13], a w brunatnej tkance tluszczowej
— w termogenezie [13]. W peroksysomach komdrek
zwierzecych ma miejsce réwniez metabolizm steroli,
poliprenoli i synteza plazmalogenéw [13].

U roslin, w glioksysomach kietkujgcych nasion,
znajduje sie szlak (3-oksydacji i szlak glioksalowy (stad
nazwa tych organelli), ktore stuzg uruchamianiu ttusz-
czu zapasowego. W peroksysomach lisci za$ obecny
jest szlak glikolanowy biorgcy udziat w fotooddycha-
niu [10].
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W peroksysomach grzybow spotyka sie najwiekszg
rozmaitos¢ enzymow iszlakow metabolicznych. Umo-
zliwiajg one ré6znym gatunkom tej grupy systematycz-
nej przyswajanie nietypowych zrédet wegla lub azotu,
takich jak metanol, weglowodory alifatyczne, aminy,
D-aminokwasy, czy kwas moczowy [8],

Drugg charakterystyczng cechg mikrociatek jest
zmienno$¢ sktadu enzymatycznego i objetosci jaka
zajmujg w komérce, w zaleznosci od typu tkanki,
stadium rozwojowego komorki, dostepnosci substra-
tow oraz w odpowiedzi na szeroko rozumiane czynniki
Srodowiskowe.

U ssakow takimi czynnikami sg tzw. proliferatory
peroksysmow. Nalezg do nich rézne zwiazki ksenobio-
tyczne: plastyfikatory, herbicydy itp.,, a takze leki
hypolipidemiczne [13].

U roslin oleistych zmienno$¢ te obserwuje sie w cza-
sie kietkowania nasion, w ktérych organem zapaso-
wym sg liscienie — np. dynia, arbuz czy stonecznik.
W komdrkach liscieni w momencie wyczerpywania sie
tluszczu zapasowego i pojawienia chloroplastéw na-
stepuje degradacja enzymow szlaku glioksalowego
i (3-oksydacji, a na to miejsce pojawiajg sie w mikrociat-
kach enzymy szlaku glikolanowego. Glioksysomy ule-
gaja wiec przeksztatceniu w peroksysomy [15].

Zmiennos$¢ sktadu i struktury mikrociatek w zalez-
nosci od czynnikéw $Srodowiskowych najlepiej uwida-
cznia sie u drozdzy. ObjetoS¢ tych organelli oraz ilos¢
zawartych w nich enzymo6w znacznie wzrasta jesli
jedynym, dostepnym komorce zrédiem wegla lub
azotu jest odpowiedni substrat dla peroksysomalnych
szlakéw metabolicznych [8]. Natomiast w komdérkach
drozdzy hodowanych w standardowej, bogatej pozyw-
ce peroksysomy sg prawie niewykrywalne [8],

Stopien indukcji proliferacji peroksysoméw u droz-
dzy bywa wprost niezwykty. Komorki Hansenula
polymorpha hodowane w obecnosci metanolu jako
jedynego zr6dta wegla moga by¢ nawet w 80% wypet-
nione peroksysomami, zawierajgcymi krystaliczng ok-
sydaze alkoholowsa. [16].

11-2. Wykorzystywanie przez drozdze nietypo-
wych Zrédet wegla i azotu

Szlak (3-oksydacji, wystepujagcy w peroksysomach
drozdzy i mikrociatkach innych grup systematycz-
nych, rézni sie od szlaku pochodzacego z mitochond-
riow zwierzat dwiema zasadniczymi cechami. Pierwszy
etap przeprowadzany jest przez oksydaze acylo-CoA
(E.C. 1.3.99.3). Przenosi ona elektrony bezposrednio
z substratu na tlen molekularny z wytworzeniem
H?20 2. Drugg i trzecig reakcje katalizuje jeden enzym,
zwany dwufunkcyjnym, a udrozdzy — tréjfunkcyjnym
lub wielofunkcyjnym. Oprécz aktywnosci hydratazy
2-trans-enoilo-CoA i dehydrogenazy L-3-hydroksy-
acylo-CoA posiada on bowiem jeszcze aktywnos¢
epimerazy D-3-hydroksyacylo-CoA (E.C. 5.1.2.3)).

Szlak P-oksydacji umozliwia wielu gatunkom droz-
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dzy asymilacje kwasow ttuszczowych i weglowodorow
alifatycznych. Na Ryc. 1przedstawiono schematycznie
role peroksysomow komorek Candida tropicalis i Yar-
rowia lipolytica w metabolizmie n-alkanéw oraz udziat
w tym procesie mikrosomow i mitochondridw.
Pierwszym etapem utleniania alkanéw jest ich hyd-
roksylacja przeprowadzana przez system cytochromu
P450 zlokalizowany w mikrosomach. Produkt hydro-
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ksylacji — diugotancuchowe alkohole ulegajg dalszej
redukcji do aldehyddéw i kwaséw, ktére po zaktywowa-
niu do acylowych pochodnych zostajg utlenione przy
udziale enzymow szlaku peroksysomalnej ~-oksydacji.
KonhAcowy produkt szlaku acetylo-CoA — albo
zostaje przetransportowany do mitochondriéw przy
udziale karnityny i tam utleniony poprzez reakcje
cyklu Krebsa, albo przy udziale syntazy jabtczanowej
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metabolicznych zlokalizowanych w peroksysomach, mikrosomach
weglowodorow alifatycznych przez drozdze Candida tropicalis.
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i mitochondriach, w asymilacji
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(E.C. 4.1.3.2) zostaje przytaczony do czasteczki gliok-
salanu, dajac czasteczke jabtczanu. U drozdzy zdol-
nych do wzrostu na weglowodorach alifatycznych
kluczowe enzymy cyklu glioksalowego — liaza izocyt-
rynianowa (E.C. 4.1.3.1) i syntaza jabtczanowa (E.C.
4.1.3.2) — sg zlokalizowane w peroksysomach [8].

W zrost komdrek drozdzy Hansenula polymorpha
hodowanych na metanolu jako jedynym Zzrdédle wegla
mozliwy jest dzieki zlokalizowanej w peroksysomach
oksydazie metanolowej (E.C. 1.1.3.13). Formaldehyd,
ktéry powstaje jako produkt utleniania metanolu,
moze byé wykorzystany jako zrddto energii lub tez
stuzy jako wyjsciowy substrat w reakcjach syntezy,
przeprowadzanych przez enzymy tzw. szalku dihydro-
ksyacetonu. Kluczowy enzym tego szlaku, syntaza
dihydroksyacetonu, tez jest zlokalizowany w pero-
ksysomach, a pozostate enzymy znajdujg sie w cyto-
solu [8].

Aminy wykorzystywane jako jedyne Zrédto azotu,
sg utleniane przez oksydaze aminowg (E.C. 1.4.3.6)
— zlokalizowang w peroksysomach [8].

W koncu lat 80-tych ustalono, ze peroksysomy
drozdzy Saccharomyces cerevisiae ulegajg proliferacji
pod wplywem kwasu olejowego w pozywce i, ze
zawierajg indukowalny szlak B-oksydacji podobny jak
u C. tropicalis [17, 18]. S. cerevisiae byly pierwszymi
drozdzami, w ktérych wykryto mikrociatka [7].
Potem jednak w badaniach wykorzystywano inne
gatunki drozdzy, znane ze swych zdolnosci do przy-
swajania substratow dla oksydaz peroksysomalnych,
a obecnos$¢ typowych peroksysoméw w S. cerevisiae
byta nawet podawana w watpliwos$é [19]. Okazato sie
jednak, ze cho¢ nie tak sprawnie jak np. Y. lipolytica
[20], potrafig one wykorzystywac¢ kwas olejowy jako
zrédto wegla, a bogactwo metod genetyki klasycznej
i molekularnej opracowanych dla tego organizmu
zadecydowato o powszechnym zastosowaniu go w ba-
daniach biogenezy peroksysomow. Atrakcyjnos¢ S.
cerevisiae i innych drozdzy jako modelu badawczego
polega réwniez na tym, ze (w przeciwienstwie roslin
izwierzat [9,21,22,23]) zaburzenia w funkcjonowaniu
peroksysoméw drozdzy nie majag wptywu na zywo-
tnos¢ komorki dopdki ma ona dostep do takiego
zrodta wegla lub azotu, ktérego wykorzystanie nie
wymaga sprawnego dziatania tych organelli [24, 25].
Na podstawie zgromadzonych dotychczas danych nie
mozna stwierdzi¢, czy pozbawienie komarki drozdzy
wszystkich funkcji spetnianych przez peroksysomy nie
jest dla niej letalne. Jednak to, ze przynajmniej niektére
z nich nie sg komadrce niezbedne do zycia, utatwia
zastosowanie do badan biogenezy peroksysomow ty-
powego dla mikroorganizméw podejscia metodycz-
nego tj. izolowania i analizy mutantow zaburzonych
w tym procesie.

Nic wiec dziwnego, ze omawiane w dalszych roz-
dziatach ustalenia dotyczgce biogenezy peroksyso-
mow i regulacji tego procesu dokonane zostaty w zna-
cznej mierze z wykorzystaniem drozdzy S. cerevisiae.
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I11. Biogeneza peroksysomow i transport bia-
tek peroksysomalnych

Rola peroksysoméw w komoérkach zwierzat, roslin
i grzybéw jest dos¢ dobrze poznana [13], natomiast
nadal mato wiadomo o regulacji ekspresji genow
kodujacych biatka peroksysomalne oraz o biogenezie
tych organelli.

Przez wiele lat uwazano, iz peroksysomy powstaja
przez odpgczkowanie od retikulum endoplazmatycz-
nego. Obecnie zgromadzone wyniki badah cytochemi-
cznych i biochemicznych $wiadczg, ze:

— Peroksysomy nie wykazujg zadnej morfologicz-
nej tagcznosci z retikulum endoplazmatycznym. W tym
samym przedziale komorkowym nie wspdtistniejg en-
zymy specyficzne dla retikulum endoplazmatycznego
i peroksysomoéw [26].

— Btona peroksysomdw r6zni sie od bton retikulum
endoplazmatycznego i mitochondriow zawartos$cig bia-
tek i lipidéw oraz przepuszczalno$cig. W btonie pero-
ksysomoOw obecne sg tylko biatka dla niej swoiste [27],

— Nowe peroksysomy prawdopodobnie nie po-
wstajg de novo, ale przez podzial istniejgcych juz
organelli.

— Wszystkie zbadane do tej pory biatka perok-
sysomalne sg syntetyzowane na wolnych rybosomach
w cytoplazmie i zostajg wiaczone do organelli post-
translacyjnie, z pominieciem retikulum endoplazmaty-
cznego [11].

Choé¢ wymienione cechy upodabniajg peroksysomy
do mitochondriow czy chloroplastéw, to:

— Peroksysomy nie zawierajg kwasoéw nukleino-
wych i rybosomo6w, co oznacza, ze ich biogeneza
i namnazanie nie sg procesami autonomicznymi, ale
znajdujg sie pod kontrolg genow jadrowych [8].

— W odr6znieniu od podobnego mechanizmu syn-
tezy egzogennych biatek mitochondrialnych, biatka
peroksysomoéw sg, z nielicznymi wyjatkami, produko-
wane w swojej dojrzatej formie, tzn. bez odcinanego
peptydu sygnatowego. Oznacza to, ze inkorporacja do
organelli nie pocigga za sobg proteolitycznego skroce-
nia czasteczki [11, 28]. Wyjatek stanowi tiolaza 3-
ketoacylo-CoA, ktora jest syntetyzowana w postaci
dtuzszego prekursora, ale proteoliza nie jest sprzezona
z transportem [29].

I11-1. Domeny sygnatowe decydujace o kierowaniu
biatek do peroksysoméw

Do poznania struktury domeny decydujacej o kiero-
waniu biatka do peroksysoméw przyczynity sie bada-
nia nad lucyferazg — enzymem zlokalizowanym w pe-
roksysomach, ktéry odpowiada za reakcje fotochemi-
czng w organie Swiecagcym robaczka Swietojanskiego
Photinus pyralis.

Po wrowadzeniu na plazmidzie ekspresyjnym genu
kodujgcego lucyferaze do komorek ssakéw, roslin
i drozdzy, syntetyzowany enzym byt kierowany do
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peroksysomow [30]. Wskazuje to na pokrewienstwo
ewolucyjne zaréwno sygnatow jak i mechanizmoéw
transportu do peroksysoméw pochodzacych z odleg-
tych grup systematycznych. Wynik ten byt réwniez
impulsem do poszukiwania w czasteczce lucyferazy
sekwencji aminokwaséw, decydujacej o jej lokalizacji
subkomérkowej. Wstepna analiza delecyjna wskazata
na dwa wazne dla transportu odcinki: jeden o dtugosci
ponad 200 aminokwasow w poblizu N-konca i drugi
o diugosci 12 aminokwaséw na C-kofcu taincucha
polipeptydowego [31]. Na podstawie dalszej analizy
C-koncowych 12 aminokwaséw ustalono, ze sekwen-
cje sygnatowa, kierujgcg lucyferaze do peroksysomow
komérek ssakéw stanowig trzy ostatnie aminokwasy
tancucha polipeptydowego: seryna, lizyna i leucyna
(tzw. sekwencja SKL). Funkcja peptydu byta zachowa-
na, gdy seryna byta zastgpiona przez alanine lub
cysteine, a lizyna przez arginine lub histydyne [32].
Obecnie znanych jest okoto stu sekwencji amino-
kwasowych wydedukowanych na podstawie sekwencji
DNA genow kodujgcych biatka mikrociatek [33, 34].
Prawie potowa biatek, zlokalizowanych w mikrociat-
kach komérek pochodzacych z roéznych grup sys-
tematycznych, zawiera sekwencje typu SKL. Przypu-
szczano wiec, ze trojpeptyd ten jest uniwersalnym
sygnatem transportu. Aby to sprawdzi¢ zastosowano
przeciwciata skierowane przeciw trojpeptydowi SKL.
Uzyto ich do wykrywania biatek mikrociatkowych
rozdzielonych na zelu poliakrylamidowym oraz do ich
lokalizacji immunocytochemicznej [35]. Z przeciw-
ciatami tymi reagowaty wytgcznie biatka zlokalizowa-
ne w mikrociatkach, ito tylko niektére — w zaleznosci
od grupy systematycznej od 20 do 40% catkowitej
liczby biatek mikrociatek [36]. Podobny eksperyment
miat na celu ustalenie pokrewienstwa sygnatéw trans-
portu do peroksysomow w obrebie grupy systematycz-
nej drozdzy. Przeprowadzono go z uzyciem przeciw-
ciat przeciw SKL oraz przeciw trojpeptydowi Ala-
Lys-lle (AKI) z C-konfica enzymu wielofunkcyjnego
(Ryc. 1) z C. tropicalis. Obydwa reagowaty z biatkami
peroksysomalnymi réznych gatunkéw drozdzy, ale
kazde z przeciwciat wigzato sie do innego zestawu
biatek [37], Wyniki te $wiadcza o tym, ze w rdéznych
grupach systematycznych systemy transportu do mik-
rociatek, a takze ich struktura i funkcje, sg spokrew-
nione ewolucyjnie. Fakt, ze tylko cze$¢ biatek wigzata
przeciwciata wskazuje na istnienie takze innych sposo-
béw transportu, zaleznych od innych niz SKL sekwen-
cji sygnatowych. Swiadczg o tym réwniez dane stwier-
dzajace, ze w sekwencji aminokwaséw wielu biatek
peroksysomalnych, np.: syntazy dihydroksyacetonu
z Hansenula polymorpha [38] nie znaleziono w ogdle
struktury przypominajacej tréjpeptyd sygnatowy wy-
stepujacy w czasteczce lucyferazy. W przypadku bia-
tek, u ktorych nie znaleziono sygnatowego tréjpeptydu
ani na C-koncu, ani w $rodku tanicucha polipep-
tydowego, mozna wysungé przypuszczenie, ze spodzie-
wana domena sygnatowa moze by¢ pewng strukturg
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przestrzenng, ktéra ujawnia sie¢ po uformowaniu biat-
ka w dojrzata konformacje.

Problemy zwigzane z ustaleniem struktury sygnatu
kierowania biatek do peroksysomoéw ilustrujg prace
dotyczace poszukiwania sygnatu w tancuchu polipep-
tydowym katalazy A, enzymu zlokalizowanego w pe-
roksysomach S. cerevisiae [39]. Biatko to ma na
C-koncu trojpeptyd ztozony z seryny, lizyny i fenyloa-
laniny (SKF), a wiec podobny do SKL. Przytgczenie
szeSciu ostatnich aminokwasOw katalazy A, zawierajg-
cych ten peptyd, do biatek znacznikowych, takich jak
reduktaza dihydrofolianowa lub podjednostka IV ok-
sydazy cytochromowej, Kieruje te biatka do perok-
sysomoéw. Peptyd SKF okazuje sie jednak zbedny dla
transportu samej katalazy A, poniewaz zaréwno jego
usuniecie jak i zmodyfikowanie nie ma wplywu na
kierowanie enzymu do peroksysomow. lIstotna dla
transportu katalazy A jest natomiast sekwencja stu
kilkudziesieciu aminokwasow w poblizu N-kohca.
Kroétkie delecje w tym rejonie hamujg import enzymu
do organelli. Biatko hybrydowe ztozone z biatka
znacznikowego i N-koncowego fragmentu katalazy
Ajest kierowane do peroksysoméw [39], Wskazuje to
jednoznacznie na istnienie dodatkowego mechanizmu,
ktéry rozpoznaje biatka przeznaczone do mikrociatek.

O istnieniu wiecej niz jednego systemu transportu
biatek do peroksysomdw S$wiadczy odmienna struk-
tura peptydu sygnatowego tiolaz peroksysomalnych.
Ponadto wsréd mutantdw drozdzy S. cerevisiae 0 za-
burzonej biogenezie peroksysomdw jeden, tj. pas7 jest
zaburzony w transporcie tiolazy, a pozostate biatka
peroksysomalne zlokalizowane sg prawidtowo [40].

Przypuszczalnie inny jest rowniez mechanizm trans-
portu biatek btony peroksysomow [41, 42],

Jeszcze mniej wiadomo o innych niz struktura
sygnatu ogniwach procesu transportu biatek do mikro-
ciatek. Przez analogie do mechanizméw dziatajacych
w innych organellach nalezy sie tu spodziewaé¢ udziatu
takich biatek jak: receptory sekwencji sygnatowych,
biatka btonowe utatwiajgce przechodzenie tahcuchow
polipeptydowych przez btone lipidowa, biatka kont-
rolujgce konformacje taricucha (ang. chaperones) oraz
biatka o funkcji ATP-az, ktére dostarczatyby energii
dla catego procesu.

I11-2. Mutanty drozdzowe w badaniach biogenezy
peroksysomow

S. cerevisiae, podobnie jak inne drozdze [43], nie
zawierajg mitochondrialnego szlaku (3-oksydacji [17].
Pozwala to na wykorzystanie braku zdolnosci komo-
rek do wzrostu na kwasie olejowym jako kryterium do
rozpoznawania zaburzen w peroksysomalnym utlenia-
niu kwaséw ttuszczowych. Komorki zdolne do wzros-
tu na nie ulegajagcym fermentacji zrodle wegla (octan
lub glicerol) i niezdolne do wzrostu na kwasie olejo-
wym, okresla sie jako mutanty onu (ang. olei¢ acid
non-utiliser). Taki fenotyp moze by¢ spowodowany
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albo przez brak aktywnosci enzyméw szlaku R-ok-
sydacji — mutanty fox (ang.fatty acid oxidation), albo
przez zaburzenia w formowaniu peroksysomow
— mutanty pas (peroxisome assembly).

Mutanty fox nalezg do trzech grup komplemen-
tacyjnych (FOX1, FOX2, FOX3), co odpowiada ist-
nieniu trzech enzyméw, ktore biorg udziat w utlenianiu
kwaséw ttuszczowych: oksydaza acylo-CoA — kodo-
wana przez gen FOX1 [44], enzym wielofunkcyjny
— przez gen FO X2, tiolaza 3-ketoacylo-CoA — przez
gen FO X 3. Wszystkie mutanty fox zawierajg normalne
pod wzgledem morfologicznym peroksysomy.

Dla funkcji peroksysomoéw, tak jak innych organelli,
istotne sg nie tylko zlokalizowane w nich enzymy,
ktére przeprowadzajg okreslone reakcje. RoOwnie waz-
ne jest to, ze pewne powigzane funkcjonalnie grupy
enzymoOw, czy szlaki metaboliczne skupione sg na
mniejszym obszarze i moga dzieki temu dziata¢ z wiek-
sza wydajnoscig. Doskonatym tego przykladem sg
wszystkie zidentyfikowane do tej pory mutanty pas,
u ktérych enzymy peroksysomalne sg znajdywane
w cytosolu. Nie wykazujg one funkcji in vivo, jakkol-
wiek sg aktywne in vitro i ich synteza nadal podlega
indukcji.

Zaburzenia w lokalizacji moga dotyczy¢ wszystkich
biatek peroksysomalnych (mutanty pas typu I i ll) lub
tylko okreslonych (mutanty pas typu Ill). W przypad-
ku mutantéw typu Il peroksysomy sa normalnych
rozmiaréw i wystepujag w normalnej ilosci. W przypad-
ku mutantéw typu Il peroksysomy sg obecne w ko-
morce, ale nie ulegajg proliferacji, za§ w mutantach
typu I nie sg wykrywalne morfologicznie [45]. Wyizo-
lowanie mutantéw typu lill pozwolito na rozdzielenie
dwoch zjawisk, ktére w komorkach szczepoéw dzikich
sg ze sobg Scisle powigzane, tzn. indukcji syntezy
enzymow peroksysomalnych i proliferacji samych or-
ganelli.

W klasie mutantow pas wyrdznia sie co najmniej 18
grup komplementacyjnych. Siedem spos$réd zidentyfi-
kowanych loci: past, pas2, pas3, pas4, pas5, pas! i pasl14
zostato lepiej scharakteryzowanych [46].

— Gen PAS1 koduje biatko o0 masie 117kDa i wtas-
nosciach hydrofilowych. Posiada ono dwie domeny
odpowiedzialne za wigzanie ATP. Jedna z nich to
wysoce konserwowany odcinek 185 aminokwaséw,
ktéry wykazuje znaczng homologie sekwencji z trzema
innymi rodzinami biatkowymi [47]. Sg to biatka NSF
i Secl8p zwigzane z transportem przy udziale peche-
rzykow, biatka Cdc48p, VCP i p97-ATPaza odpowie-
dzialne za kontrole cyklu komdrkowego oraz biatko
TBP-1 modulujgce ekspresje gendéw wirusa HIV, wy-
wotujgcego brak odpornosci immunologicznej u ludzi.

Zawartos$é biatka Paslp w komorkach drozdzy jest
bardzo mata, dlatego tez nie udato sie jeszcze stwier-
dzi¢ jego wewnatrzkomorkowej lokalizacji.

— Gen PAS2 koduje biatko o dtugosci 183 reszt
aminokwasowych. Ma ono duze podobieAstwo sek-
wencji (45%-60%) z biatkami przytaczajacymi ubi-
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kwityne (ang. ubiquitin-conjugating protein — UBC)
[48]. Obszar homologii obejmuje $cisle konserwowa-
ny odcinek 140 reszt aminokwasowych, w ktdrych
miesci sie tzw. miejsce aktywne, odpowiedzialne za
tworzenie wigzania tioestrowego z ubikwityna.

Ubikwitynacja biatek odgrywa wazng role w repera-
cji DNA, sporulacji, kontroli cyklu komorkowego oraz
degradacji uszkodzonych biatek [49, 50]. Pas2p jest
pierwszym przyktadem biatka nalezacego do rodziny
biatek typu UBC, ktore jest wymagane do tworzenia
kompartmentu peroksysomalnego. Jego proponowa-
na lokalizacja w btonie peroksysomdéw sugeruje, ze
kluczowy etap ubikwitynacji zachodzi w organellach.

Ostatnio wykryto, ze wbudowanie oksydazy mono-
aminowej do zewnetrznej btony mitochondriow wy-
maga wigzania ubikwityny [51]. Stwierdzono tez
udziat tego procesu w biogenezie wakuoli. Stad tez
badania nad genem PAS2 ijego produktem moga mieé
generalne znaczenie w wykryciu powigzania szlaku
ubikwitynacji z kontrolg tworzenia przedziatdbw w ko-
madrkach eukariotycznych [48].

Prawdopodobna rola biatka Pas2p moze polegaé na
eliminowaniu poprzez degradacje czynnikéw hamuja-
cych biogeneze peroksysomow. Z drugiej strony moze
by¢ ono odpowiedzialne za regulowanie aktywnosci
specyficznych czynnikéw zwigzanych z transportem
do peroksysomow lub za modyfikacje samych biatek
peroksysomalnych, ktéra umozliwia ich inkorporacje
do organelli.

— Gen PAS3 koduje biatko o masie czasteczkowej
50.6 kDa, wyliczonej w oparciu o sekwencje amino-
kwasowg, wydedukowang z sekwencji nukleotydowej
czesci kodujacej. Zawiera ono N-koncowg domene
hydrofobowa, ktérg prawdopodobnie zakotwiczone
jest w btonie peroksysomoéw oraz hydrofilowg domene
C-koncowa, zwrécong w strone cytoplazmy. Taka
topologia biatka oraz ostatnie badania wskazuja, ze
moze ono petni¢ funkcje receptora, ktdry Kieruje
transportem fosfolipidéw z retikulum endoplazmaty-
cznego do peroksysomdw [46, 52].

— W sekwencji aminokwasow biatek Pas4p i Pas5p
odnaleziono motywy przypominajace palce cynkowe
[40]. Sugeruje sie, ze petnig one role czynnikow
regulacyjnych oddziatujgcych z DNA.

— W przypadku mutanta past peroksysomy wy-
stepujg w normalnych ilosciach, natomiast tiolaza
3-ketoacylo-CoA, ktdérej synteza nadal jest indukowa-
na przez kwasy ttuszczowe, nie jest transportowana do
peroksysomow, przy zachowanym transporcie katala-
zy A. Dzika kopia genu kodujgcego tiolaze nie kom-
plementuje mutacji past, co Swiadczy o tym, ze zabu-
rzenia nie dotyczg samego enzymu, ale biatka, ktére
odpowiada za transport tiolazy do peroksysomaéw [46].

— Gen PAS14 koduje biatko, identyczne z cyto-
plazmatyczng biatkowg kinazg serynowo/treoninowa,
kodowang przez gen SNF1 [46]. Kinaza ta jest
zaangazowana w aktywacje genow, ktore podlegajg
represji glukozowej, np. genéw zwigzanych z metaboli-
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zmem sacharozy, galaktozy i glicerolu, a takze ge-
néw, kodujacych biatka mitochondrialne, np. izo-1-
cytochrom ¢ (CYC1) i podjednostke VI oksydazy
cytochromowej (C0X6) [53, 54], Na podstawie tych
danych wydaje sig, ze mechanizm regulacyjny, w kté-
rym gtdwng role odgrywa biatko Snflp (Pasl4p) moze
by¢ réwniez odpowiedzialny za regulacje proliferacji
peroksysomoéw.

Opisane powyzej mutanty pas dotyczg réznych
stadiow formowania peroksysomoéw. Fenotypy komo-
rek drozdzy, w ktérych peroksysomy wystepuja
w zmniejszonej liczbie lub sg niewykrywalne morfo-
logicznie, przypominajg fenotypy komérek pobranych
od pacjentéw chorych na zespot Zellwegera. Fenotyp
wywotany mutacjg pas 7 (obecno$¢ w peroksysomach
katalazy, ale brak tiotazy) przypomina inng ludzka
chorobe peroksysomalng — typ ryzomeliczny chon-
drodysplazji punktowej. Szczepy drozdzy, niosace te
mutacje moga okazaé sie uzyteczne jako organizmy
modelowe w wyjasnieniu genetycznego podtoza ludz-
kich chorob peroksysomalnych. Przyczynig sie tez
niewatpliwie do poszerzenia wiedzy na temat réznych
aspektow biogenezy peroksysomow.

IV. Regulacja ekspresji gendéw, kodujagcych
biatka peroksysomalne

Proliferacja peroksysoméw u drozdzy podlega re-
presji glukozowej i indukcji przez r6zne zrédta wegla
i azotu [55, 56]. Nie dziwi wiec fakt, iz ekspresja
wiekszosci genéw kodujgcych biatka peroksysomalne
jest regulowana w ten sam sposob. Najlepiej zbadane
pod tym katem sg dwa geny drozdzy S. cerevisiae
— gen CTA1, ktéry koduje peroksysomalng katalaze
A oraz gen FOX3, ktéry koduje tiolaze 3-ketoacylo-
CoA. Wptyw represji glukozowej na aktywnos$¢ katala-
zy A znany byt od dawna [57, 58] i wiadomo, ze
regulacja zachodzi na poziomie transkrypcji [59],
Podobnie jest w przypadku genu FO X3 [60, 61], genu
FOX2 — kodujacego biatko wielofunkcyjne [59, 62]
oraz genow PAS1 [47] iPAS3 [52]. Ekspresja czterech
sposrod tych genow: CTAl, FOX2, FOX3 i PAS1
podlega derepresji w komorkach hodowanych na nie
ulegajacych fermentacji zrodtach wegla oraz indukcji
przez kwas olejowy [47, 59, 60], Regulacji przez kwas
olejowy podlega réwniez ekspresja dwéch kluczowych
enzymoéw cyklu glioksalowego — liazy izocytryniano-
wej i syntazy jabtczanowej [63].

W promotorach gendéw S. cerevisiae, kodujgcych
oksydaze acylo-CoA, enzym wielofunkcyjny, tiolaze
3-ketoacylo-CoA i katalaze A zidentyfikowano w od-

242 ATTTACCCCAACGGCTATTA -261 oksydaza acylo-CoA
213 TTTTACTCCAACGGGGATCA -194 enzym wielofunkcyjny
-199  TCAAAGGGAAACGGGGATAA -180 tiolaza 3-ketoacylo-CoA
220 CCGAAAAAGGACGGCTTTAA 201 katalazaA
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legtosci okoto dwustu par zasad od miejsca startu
translacji regiony o duzej homologii, posredniczace
w regulacji ekspresji tych genéw przez kwas olejowy,
tzw. regiony ORE (ang. oleate response element) [60,
61]. Ich sekwencja przedstawiona jest na rycinie 2.

Jak dotgd nie znaleziono czynnika wigzgcego sie do
tych obszaréw. Nie wiadomo réwniez, jak dochodzi do
przekazania sygnatu, pochodzacego ze Srodowiska, do
regionu promotorowego odpowiedniego genu.

Dodatkowo dla tych gendw oraz dla genu kodujgce-
go biatko Paslp zostato zidentyfikowane miejsce wig-
zania sie czynnika ADR1 (ang. alcohol dehydrogenase
Il synthesis regulator) [61, 64]. Jest to potwierdzeniem
wczesniejszych danych, z ktorych wynika, ze czynnik
ten petnigcy funkcje regulatora transkrypcji genu
ADH2 kodujgcego dehydrogenaze alkoholowg I
w drozdzach S. cerevisiae [65], jest rownoczesnie
pozytywnym regulatorem, ktéry kontroluje ekspresje
genéw kodujacych enzymy peroksysomalne.

W mutantach adrl, hodowanych na glicerolu jako
jedynym zrdédle wegla, liczba peroksysomdw jest ob-
nizona w stosunku do szczepéw dzikich. Po przeniesie-
niu komorek do pozywek zawierajgcych kwas olejowy
zachodzi proliferacja organelli zarébwno w komdérkach
szczepOw dzikich,jak iumutantéw adrl. Derepresja za
posrednictwem produktu genu ADR1 oraz indukcja
poprzez kwas olejowy, stanowia wiec rézne, niezalezne
drogi przekazywania sygnatdw wewnatrz komorki [64],

W sekwencjach promotoréw genéw CTA1l, FOX1,
FOX2, FOX3 i PAS1 znaleziono jeszcze jedng wsp6ling
sekwencje, nazwang FU FI (ang. FOX3 upstream fac-
tor). Zawiera ona motyw podobny do sekwencji o whas-
nosciach reprymujacych URS (ang. upstream repres-
sion site), znalezionej w promotorze genu CARI, ktdry
koduje arginaze [66]. Podobne motywy znaleziono
w 13 innych genach kodujacych nie zwigzane ze sobg
funkcjonalnie biatka [67], Przypuszczalnie jest to
region o funkcji negatywnego regulatora transkrypcji.

S. cerevisiae sg klasycznym modelem w badaniach
z dziedziny biologii komdrki w tym biogenezy struktur
subkomadrkowych: mitochondriow [68], retikulum en-
doplazmatycznego, aparatu Golgi’ego czy wakuoli
[69], a od kilku lat réwniez w badaniach biogenezy
peroksysomdw. Ustalenia bedagce owocem tych badan
zostaly w skrécie przedstawione w niniejszej pracy.
Celem jej byto przyblizenie pojecia struktury perok-
sysomalnej i uwypuklenie uzytecznosci drozdzy S.
cerevisiae do jej badania.

Mimo ustalenia struktury C-koncowego peptydu
sygnatowego, wcigz nie jest jasna jego rzeczywista rola
w transporcie biatek do peroksysoméw. Jeszcze bar-

Ryc- ~ Poréwnanie sekwencji ORE znalezio-
nych w promotorach genéw kodujgcych

oksydaze acylo-CoA, enzym wielofunk-
cyjny, tiolaze 3-ketoacylo-CoA i katalaze

A Nukleotydy zgodne w przynajmniej
dwéch sekwencjach zaznaczono pogru-

biong czcionka.
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dziej zagadkowa jest funkcja stukilkudziesiecioamino-
kwasowej domeny N-kohAcowej. Nie wiemy czy infor-
macja decydujgca o skierowaniu biatka do perok-
sysomu zapisana jest w sekwencji aminokwasoéw czy
w strukturze trzeciorzedowej. Tiolaza i niektére inne
biatka dostajg sie do peroksysoméw prawdopodobnie

za posrednictwem

innego systemu transportowego.

Nie wiemy ile w sumiejest tych systemow ijak dalece sg
one odrebne. Nie wiemy nic o innych przypuszczal-
nych komponentach systeméw transportu do perok-
sysomow.

Nie zidentyfikowano jak dotad czynnika transkryp-

cyjnego odpowiedzialnego za regulacje syntezy biatek
peroksysomalnych. Wspdtzaleznosci regulacyjne po-
miedzy réznymi sygnatami ptynacymi ze $rodowiska
Sg wcigz niejasne.

Cho¢ procesy metaboliczne w peroksysomach sg

stosunkowo lepiej poznane, w dalszym ciggu przybywa
faktéw o nowych funkcjach tych organelli.

Nawet ten bardzo skrétowy przeglad luk w naszej

wiedzy pozwala uzmystowic¢ sobie jak wiele jest do
zrobienia. Zaangazowanie wielu laboratoriow w tej
dziedzinie pozwala spodziewaé sie wkrétce wyjas-
nienia wielu z wymienionych tu kwestii.

Artykut otrzymano 1 czerwca 1993 r.
Zaakceptowano do druku 7 czerwca 1993 r.
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I. Wstep

Hem, jako grupa prostetyczna wielu biatek wptywa
na przebieg procesow metabolicznych o zasadniczym
znaczeniu dla zycia komorki. Sg to: wigzanie i trans-
port tlenu (hemoglobina, mioglobina), procesy utlenia-
nia i redukcji (cytochromy mitochondrialne), ochrona
komorki przed toksycznym dziataniem reaktywnych
form tlenu (katalazy i peroksydazy), synteza steroli,
desaturacja kwaséw ttuszczowych (cytochromy P-450
i b5), biosynteza aminokwasow siarkowych (sirohem),
utlenianie tryptofanu (pirolaza tryptofanowa). Ponad-
to hem jest niezbednym czynnikiem w regulacji syntezy
wielu biatek (nie tylko hemoproteidéw) dziatajagc na
poziomie transkrypcji, translacji, sktadania i degrada-
cji. Jest on takze czynnikiem regulujgcym aktywnos$¢
licznych enzymoéw. Rowniez transport niektérych bia-
tek do mitochondriéow jest procesem zaleznym od
obecnosci hemu.

Hem syntetyzujg wszystkie organizmy we wszyst-
kich typach komdérek. W niektérych komoérkach, ze
wzgledu na ich specyficzng funkcje, synteza hemu
wielokrotnie przekracza poziom podstawowy. W or-
ganizmach zwierzecych na przyktad szczeg6lnie inten-
sywna synteza hemu zachodzi w tkance erytropoetycz-
nej, gdzie ze wzgledu na produkcje hemoglobiny
powstaje okoto 80% hemu syntetyzowanego przez
dany organizm.

Szlak biosyntezy hemu zostat dobrze poznany, jego
kolejne etapy opisano dla wielu organizméw. Obecnie
gtdwne kierunki badan zmierzajg do poznania: regula-
cji ekspresji genéw kodujacych poszczeg6lne enzymy,
specyficznosci tkankowej tej regulacji oraz molekular-
nych podstaw porfirii-choréb metabolicznych, w kté-
rych na skutek zaburzen w biosyntezie hemu dochodzi
do nadmiernej produkcji i gromadzenia sie prekur-
soréw hemu.

Konserwatyzm ewolucyjny kolejnych reakcji umoz-
liwia wykorzystanie drozdzy Saccharomyces cerevisiae
do badania biochemicznych i fizjologicznych na-
stepstw mutacji w genach kodujgcych enzymy tego
szlaku i w genach, ktérych produkty wptywajg na
wydajnos$¢ syntezy hemu.

Il1. Szlak biosyntezy hemu

Podobnie jak w przypadku wiekszosci szlakéw
metabolicznych, poszczegdlne etapy biosyntezy hemu
przebiegajg w wyniku takich samych reakcji enzyma-
tycznych, z wytworzeniem identycznych metabolitow
posrednich, niezaleznie od badanego organizmu. Wy-
jatek stanowi synteza kwasu 5-aminolewulinowgo,
prekursora syntezy wszystkich tetrapiroli. Kolejnos¢
reakcji ustalono juz w latach czterdziestych i piedzie-
sigtych naszego stulecia. Dane dotyczace biosyntezy
hemu w réznych organizmach zebrano w obszernych
opracowaniach [1-5]. Schemat szlaku biosyntezy he-
mu w drozdzach przedstawia rycina 1. Produktem
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pierwszego etapu jest kwas 5-amino-lewulinowy
(ALA). W komodrkach zwierzecych, drozdzy oraz nie-
ktérych bakterii, powstaje on w wyniku kondensacji
glicyny i bursztynylo-CoA (tzw. szlak Shemina). Reak-
cje katalizuje syntaza kwasu 5-amino-lewulinowego
(ALA-S), EC 2.3.1.37. Reakcja ta zachodzi w macierzy
mitochondrialnej, a jej produkt jest przenoszony do
cytoplazmy.

W komaérkach wyzszych roélin, glonéw, niektérych
bakterii fotosyntetyzujgcych a takze w B. subtilis i E.
coli funkcjonuje tzw. szlak C-5. U tych organizmoéw
prekursorem kwasu 5-aminolewulinowego jest gluta-
mlo-tRNA [5,6],

W wyniku asymetrycznej kondensacji dwdch czas-
teczek kwasu 5-aminolewulinowego powstaje pierw-
sza struktura pirolowa — porfobilinogen, PBG. Reak-
cja ta zachodzi w cytoplazmie ijest katalizowana przez
syntaze porfobilinogenu (PBG-S), EC 4.2.1.24, znang
rowniez pod nazwg ALA-dehydratazy.

Cztery czasteczki porfobilinogenu w wyniku sek-
wencyjnej polimeryzacji, katalizowanej przez deami-
naze porfobilinogenu (PBG-D), EC 4.1.3.8, dajg linio-
wy tetrapirol-hydroksymetylobilan. Jest to bardzo
niestabilny zwigzek, ktéry spontanicznie tworzy cyk-
liczny tetrapirol — uroporfirynogen I. Fizjologiczny
prekursor hemu, uroporfirynogen Ill, powstaje w re-
akcji katalizowanej przez syntaze uroporfirynogenu
111, EC.4.2.1.75. Enzymatyczne zamkniecie pierScienia
jest potaczone z réwnoczesnym odwréceniem piers-
cienia pirolu D.

Kolejnym prekursorem hemu jest koproporfiryno-
gen Ill. Powstaje on w wyniku dekarboksylacji czte-
rech reszt octanowych uroporfirynogenu Ill. Reakcje
katalizuje dekarboksylaza uroporfirynogenu Il (U-
RO-D), EC 4.1.1.3. Z uroporfirynogenu, posiadajacego
8 grup karboksylowych, powstajg pochodne hepta-,
heksa- i pentakarboksylowe. Dekarboksylacji ulega
réwniez uroporfirynogen |, jednak produkt tej reakcji,
koproporfirynogen 1, nie jest dalej metabolizowany.
Uwaza sie, iz w komdrkach kolejne dekarboksylacje
uroporfirynogenu Ill zachodzg w sposéb uporzad-
kowany i dekarboksylowane sg kolejno reszty acetylo-
we pierscieni D, A, Bi C (Ryc. 2), natomiast w przypad-
ku uroporfirynogenu I, lub w reakcji in vitro, dekar-
boksylacje zachodzg w spos6b przypadkowy [7, 8],

Dwie grupy propionylowe pierscieni A i B Kko-
proporfirynogenu Il ulegajg kolejno oksydacyjnej
dekarboksylacji do grup winylowych. Reakcja ta jest
katalizowana przez oksydaze koproporfirynogenu 111
(COPROX), EC 1.3.3.3, ajej produktem jest protopor-
firynogen IX. W komorkach drozdzy, tak jak w kom6-
rkach wyzszych eukariontéw, jedynym, dotychczas
wykrytym, akceptorem elektronéw w tej reakcji jest
tlen czasteczkowy [9]. W bakteriach beztlenowych
Rhodopseudomonas spheroides akceptorem elektronéw
moze byé NADP [10]. W komorkach zwierzecych
enzym ten znajduje sie w przestrzeni miedzy zewnetrz-
na i wewnetrzna btong mitochondrialng, natomiast
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Ryc. 1. Szlak biosyntezy hemu

w S. cerevisiae jest on zlokalizowany w cytoplazmie [9],
Przedostatnim etapem biosyntezy hemu jest en-

Na rycinie zaznaczono lokalizacje enzymoéw w komorce S. cerevisiae.

HEM 1L HEM 2,HEM 3, HEM 12, HEM 13, HEM 14, HEM 15 — geny kodujace poszczegélne enzymy szlaku. Oznaczenia loci wg 37,
41, 42.

zymatyczne utlenienie protoporfirynogenu IX do pro-
toporfiryny IX, katalizowane przez oksydaze proto-
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Ryc. 2. Reakcja przeksztatcenia uroporfirynogenu
111w koproporfirynogen Ill, katalizowana
przez UROD

porfirynogenu IX (PROTOX), EC 1.3.3.4. Uwaza sig,
ze u eukariontow, tlen jest jedynym akceptorem elek-
trondw w tej reakcji. W komorkach E. coli, hodowa-
nych w warunkach beztlenowych, elektrony mogga by¢
przenoszone na fumaran lub azotan [11]. W komér-
kach wszystkich dotychczas zbadanych organizméw
eukariotycznych oksydaza porfirynogenu i ostatni
enzym szlaku-ferrochelataza znajdujg sie w wewnetrz-
nej btonie mitochondrialnej.

Ferrochelataza (FERROC)., EC 4.99.1.1, katalizuje
wigczanie Fe++ do tetrapirolowego piersScienia proto-
porfiryny IX. Produktem tej reakcji jest zelazoproto-
porfiryna IX nazywana takze protohemem lub hemem
b. Odmianami protohemu sg hem a i hem c.

W komérkach hem wystepuje w postaci zwigzanej
z biatkami.

I1l. Hemoproteidy w komorkach drozdzy S.
cererisiae

W wewnetrznej btonie mitochondralnej kompetent-
nych oddechowo komorek drozdzy, wyhodowanych
w warunkach tlenowych, znajdujg sie cytoctiromy b b
Cj, c oraz a i a3 wchodzace w sktad tancucha od-
dechowego. W cytochromach cict protohem zwigza-
ny jest konwalencyjnie z biatkiem tioetereowymi wig-
zaniami pomiedzy grupami winylowymi protohemu
a dwiema resztami cysteinowymi apoenzymu, jest to
hem c. Reakcja przeksztatcania protohemu.w hem
¢ zachodzi podczas transporu apocytochroméw do
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mitochondrium ijest katalizowana odpowiednio przez
liazy cytochromu c i cytochromu Cj [12, 13]. Grupe
prostetyczng cytochromdéw a i a3 stanowi tzw. hem a,
w ktérym w pozycji 8 zamiast grupy metylowej
znajduje sie grupa formylowa, a do reszty winylowej
w pozycji 2 jest przytaczony hydroksyfarnezyl. Do-
tychczas nie wiadomo czy prekursorem hemu a jest
protoporfiryna IX, czy tez powstaje on w wyniku
przeksztatcenia protohemu. Grupe prostetyczng pozo-
statych hemoproteidow stanowi hem b, Kktory jest
zwigzany z biatkami wigzaniem koordynacyjnym.

W przestrzeni miedzy zewnetrzng i wenetrzng btong
mitochondrialng umiejscowiona jest peroksydaza cy-
tochromu c i cytochrom b2 — dehydrogenaza L-
mleczanowa [14]. Z frakcjg mikrosomalng zwiazane
sg dwa cytochromy: b5i P4som Cytochron b5 bierze
udziat w oksydacyjnej desaturacji kwaséw ttuszczo-
wych i sterolu [15, 16] za$ cytochrom P450 w reakcji
oksydacyjnej demetylacji i desaturacji lanosterolu [17,
18]. W peroksysomach znajduje sie katalaza A, nato-
miast druga katalaza, katalaza T jest enzymem cyto-
plazmatycznym [19]. W cytoplazmie wykryto réwniez
flawohemoglobine. Sekwencja aminokwasowa tego
biatka wskazuje na znaczne podobieistwo do hemo-
globin bakteryjnych. Przypuszcza sig, ze flawohemog-
lobina bierze udziat w magazynowaniu i transporcie
tlenu w komorce [20,21]. Chelat uroporfiryny z Fe ++-
sirohem jest grupg prostetyczng reduktazy siarczyno-
wej, enzymu szlaku biosyntezy aminokwasoéw siar-
kowych [23],
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Rodzaj iilos¢ hemoproteidéw w komaorce sg zmien-
ne i zalezg od trzech gtéwnych czynnikéw regulacyj-
nych: glukozy, tlenu i hemu. Mechanizm regulacji
ekspresji genéw przez te trzy czynniki jest bardzo
skomplikowany i daleki od wyjasnienia. Indukcja
gendw kontrolowanych przez hem zachodzi za posred-
nictwem zaleznych od hemu aktywatordw transkrypcji
HAP 1(CYP 1l)idziatajagcych w kompleksie HAP 2/3/4
(od ang. hem activation protein). Zidentifikowano kon-
serwowane sekwencje DNA zwane UAS (ang. Upstre-
am Activation Sites) wystepujagce w odcinkach DNA
poprzedzajacych promotory genow, ktorych trans-
krypcja zalezy od obecnosci hemu w komdrce. Hem
jest tez represorem grupy gendéw drozdzowych, kté-
rych ekspresja jest indukowana w warunkach bez-
tlenowych. W tej negatywnej regulacji przez hem
posrednicza represory transkrypcji — produkty genéw
ROX 1 i REO 1 Transkrypcja tych gendéw jest
kontrolowana przez zalezne od hemu aktywatory
HAP. Powszechnie przyjmowano, ze hem jest efek-
torem posredniczagcym w oddziatywaniu tlenu na
komorki. Najnowsze badania wskazuja, ze regulacja
przez hem itlenjest w kilku przynajmniej przypadkach
od siebie niezalezna [23, 24, 25]. W tabeli 1 przed-
stawiono liste enzyméw, ktérych synteza jest regulo-
wana przez hem. Nalezy podkreslié, ze efekt regulacyj-
ny hemu nie jest ograniczony tylko do drozdzy,
wystepuje takze w bakteriach u roslin i ssakow [26].

Tabela 1.
Regulacja ekspresji gendéw przez hem

IV. Regulacja biosyntezy hemu w dozdzach
S. cerevisiae

W badaniu przebiegu reakcji biosyntezy hemu wy-
izolowano i oczyszczono enzymy z réznych organiz-
mow. Scharakteryzowano ich specyficznos¢ substrato-
wag, kinetyke (Km, Vmax, inhibitory, aktywatory)
i mechanizmy przeprowadzanych reakcji, jednakze
klasyczne metody biochemiczne, poza kilkoma nie-
zgodnymi wnioskami, nie dostarczyty danych o regula-
cji catego szlaku. Wydaje sie, ze przyczyna tego stanu
rzeczy lezy w podejsciu eksperymentalnym polegaja-
cycm na pomiarach aktywnos$ci enzymoéw in vitro, co
nie zawsze odzwierciedla ich rzeczywistg aktywnos$¢
w komdrce. Tak wiec w badaniu regulacji syntezy
hemu wydaje sie uzasadnionym wyb6r innego uktadu
badawczego, opartego na pomiarach wydajnosci po-
szczegblnych etapéw. W tego rodzaju badaniach nie-
ocenionym wprost organizmem sg drozdze, gdyz przez
zmiane warunkéw hodowli mozna powodowa¢ kont-
rolowane zmiany w metabolizmie komorki. Doswiad-
czen takich nie mozna wykonywac¢ z organizmami
wyzszymi, ktore sg przystosowane do zycia w homeo-
stazie. Podstawowgq przewaga drozdzy jako obiektu
badan jest unikalna mozliwo$¢é otrzymywania mutan-
tow catkowicie niezdolnych do syntezy hemu.

Czynnik transkrypcyjny

Nazwa Produkt genu Regulacja Od*n*iir;lk
genu Aktywator Represor
CYC1 izo-l-cytochrom c + HAP1, HAP2/3/4 4, 24
CYCc7 izo-2-cytochrom c 0/+ HAP1 ROX1 25, 89
CYT1 cytochrom ¢~ 1 + HAP1, HAP2 99
CYB2 cytochrom b2 + HAP1, HAP2/3/4
COR1 podjednostka | oksydoreduktazy Q H2:cytochrom ¢ + ? 41
COR2 podjednostka Il oksydoreduktazy QH 2:cytochrom c + HAP1, HAP2/3/4
COX5A podjednostka Va oksydazy cytochromu c + HAP2/3/4
COX5B podjednostka Vb oksydazy cytochromu c**1 - ROX1
COX6 podjednostka VI oksydazy cytochromu c*+) + HAP2/3/4
cm katalaza T — cytoplazmatyczna***’ + HAP1
CTA1 katalaza A — peroksysomalna + ?
SOD2 Mn ++ — dysmutaza ponadtlenkowa + HAP1
HMG1 reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA + HAP1
HMG2 reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA - ?
ERG11 cytochrom P-450 - ROX1
OLEI desaturaza kwasow tluszczowych - ROX1
HEM1 syntaza kwasu 5-aminolewulinowego 0/+ HAP2/3/4 56
HEM3 deaminaza porfobilinogenu 0/+ HAP2/3/4 42
HEM 13 oksydaza koproporfirynogenu 3 - HAP1 ROX1 44
TIF51A elF5A — podjednostka kompleksu inicjacji translacji + HAP1
ANB1 elF4D — podjednostka kompleksu inicjacji translacji - ROX1
ROX1 czynnik regulacyjny — represor + HAP1
+ — indukcja *’regulacja przez hem importu apocytochromu ¢ do mitochondriow (100)
— —represja **’regulacja przez hem sktadania podjednostek oksydazy cytochromu c w btoniemitochondrialnej (101)
0 — brak efektu ***’regulacja przez hem na poziomie translacji (102)
? — nieznanymechanizm ****> brak numeru odno$nika oznacza, ze zamieszczone dane pochodza zprac cytowanych w (4)
regulacji i (24)
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1V-1. Wydajnos¢ szlaku syntezy hemu

Ilo$¢ hemu syntetyzowanego w komdérkach drozdzy
nie jest stata, zalezy gtdwnie od obecnosci tlenu
i rodzaju zZrédta wegla w pozywce. Wykazano, ze bez
wzgledu na warunki hodowli syntetyzowane sg wszyst-
kie enzymy szlaku a ich aktywnos$ci (mierzone in vitro
w ekstraktach bezkomérkowych) nie ulegaja zasad-
niczym zmianom. Wyjatek stanowi oksydaza kopro-
porfirynogenu Ill, ktorej aktywno$¢ w komdrkach
wyhodowanych beztlenowo wzrasta kilku a nawet
kilkunastokrotnie w zaleznosci od badanego szczepu
[4, 27-29]. W badaniu in vivo oznaczano w komorkach
zawarto$¢ hemu iposrednich produktow jego syntezy,
a miarg produktywnosci szlaku byta ilos¢ syntetyzo-
wanych pierscieni tetrapirolowych wyrazona w nmo-
lach/gram suchej masy (8 czasteczek ALA = 1 czas-
teczka tetrapirolu’. Zestawienie wynikow uzyskanych
w réznych pracach [4, 9, 27, 29-31] wskazuje, ze suma
wszystkich produktéw szlaku biosyntezy hemu, ktéra
jest réwnocze$nie miarg produktywnos$ci pierwszego
enzymu, byta okoto trzykrotnie wyzsza dla komorek
hodowanych w warunkach derepresji w poréwnaniu
z komorkami hodowanymi na glukozie w warunkach
tlenowych i beztlenowych. Gtownymi produktami
w komorkach hodowanych tlenowo byty hem i ALA
(odpowiednio 60% i40%). Zawarto$¢ hemu w komdr-
kach zdereprymowanych byta 2-3 razy wyzsza anizeli
w komorkach hodowanych na glukozie. Podczas
wzrostu w obecnosci tlenu, bez wzgledu na zrédto
wegla, porfiryny sg akumulowane i wydalane do
podtoza w znikomych ilosciach nie przekraczajacych
3-5% o0g0lInej sumy tetrapiroli. Do podtoza wydalana
jest gtdwnie uroporfiryna | i produkty jej dekarbok-
sylacji [31]. Mahler i Lin [32] postulowali, ze
enzymem odpowiedzialnym za efekt represji glukozo-
wej jest ALA-S. Wniosek taki wysuneli na podstawie
obserwacji, ze po przeniesieniu komorek z podtoza
zawierajgcego glukoze jako Zrédto wegla do podtoza
z etanolem, nastepuje wzrost aktywnosci ALA-S. Zda-
niem Labbe-Bois i wsp. [28] enzymem pod-
legajacym represji glukozowej jest PBG-S, poniewaz
poziom aktywnos$ci tego enzymu jest dziesieciokrotnie
nizszy od poziomu aktywnosci ALA-S, co w potacze-
niu z stabym powinowactwem do substratu (Km
1,5-2,6 mM) moze tlumaczy¢ znaczng akumulacje
ALA i wskazuje na PBG-S jako enzym ograniczajgcy
wydajnos¢ szlaku.

W drozdzach hodowanych bez dostepu tlenu ALA
stanowi 50-70% wszystkich produktéw szlaku. Dru-
gim co do ilosci wytwarzanym intermediatem byly
porfiryny, 30-40% ogdlnej sumy tetrapiroli. Wiekszo$¢
porfiryn byta wydalana do podtoza. Niespodziewanie
w tych komodrkach wykrywa sie obecno$¢ hemu.
Stanowi on 3-7% wszystkich produktéw wytwarza-
nych przez szlak i jest zwigzany z apocytochromami
P450, P420 ib5[4,24,25]. Przypuszcza sie, ze Sladowe
iloSci tlenu w pozywce sg wystarczajgce aby zaszta
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synteza hemu. Pomimo iz nie zidentyfikowano akcep-
tora elektron6w mogacego zastgpic¢ tlen w komoérkach
drozdzy wyhodowanych beztlenowo nie mozna wy-
kluczy¢, ze w S. cerevisiae, podobnie jak w E. coli,
akceptory takie istniejg. O takiej mozliwosci Swiadczy¢
moze fakt, iz wyizolowano mutanty posiadajgce ak-
tywng katalaze w komorkach wyhodowanych bez-
tlenowo [33]. W hodowlach beztlenowych zastgpienie
glukozy przez stabiej reprymujace zrodto wegla-galak-
toze, nie wptywa na wydajno$é szlaku ani na procen-
towy sktad poszczegdlnych intermediatow.

Wyniki badan nad regulacja biosyntezy hemu w ko-
madrkach zwierzecych wskazujg, ze wydajnos$¢ szlaku
jest regulowana przez hem. Granick i wsp. uwa-
zali, ze hem hamuje synteze pierwszego enzymu szlaku
[34], Ibrachim i wsp. [35] postulowali, iz regulacja
przez hem odbywa sie na poziomie aktywnos$ci ALA-S,
natomiast Hayashi i wsp. [36] wskazali na ist-
nienie jeszcze jednej drogi oddziatywania hemu na
pierwszy enzym szlaku, a mianowicie hamowanie
transportu ALA-S z cytoplazmy do mitochondriéw.
Biochemiczna analiza bezhemowych mutantow droz-
dzy, zablokowanych w koncowych etapach szlaku,
wykazata, iz brak hemu nie prowadzi do obnizenia
wydajnosci reakcji katalizowanej przez ALA-S. W ten
sposéb udowodniono, iz w drozdzach nie wystepuje
regulacja syntezy hemu na drodze hamowania zwrot-
nego przez kohAcowy produkt [29, 37]. Poréwnanie
aktywnosci poszczegélnych enzyméw oznaczonych in
vitro i in vivo wskazuje, ze reakcje katalizowane przez
ALA-S i enzymy zlokalizowane w cytop'azmie, poza
COPROX, zachodzg w komérce z wydajnoscia zblizo-
nag do Vmax. Dwa ostatnie enzymy szlaku, zwigzane
z btonami mitochondrialnymi-PROTOX i FERROC,
in vivo wykazuja aktywno$¢ znacznie ponizej Vmax
oznaczonej in vitro.

Powyzsze obserwacje wskazujg na istnienie nad-
rzednego systemu kontrolujgcego wydajnosé szlaku
syntezy hemu, ale nie udato sie stworzy¢é spdjnej
hipotezy wyjasniajacej mechanizm tej kontroli. Obec-
nie skoncentrowano sie na badaniu regulacji ekspresji
gendéw kodujacych poszczegblne enzymy szlaku.

Osobnym zagadnieniem, jest wewnatrzkomdrkowy
transport hemu ijego intermediatow. Sg to lipofilne,
reaktywne czasteczki, tatwo agregujace, a ich akumu-
lacja prowadzi do fotodestrukcji struktur komadrko-
wych. Uwaza sie, ze ich transportem w komoérce
kierujg interakcje z biatkami. W procesie biosyntezy
hemu w transporcie tetrapiroli do mitochondridw
prawdopodobnie biorg udziat enzymy szlaku hemu.
Przenoszenie substratu z enzymu na enzym (ang.
substrate channeling) umozliwia nie tylko transport
przez btony mitochondrialne, ale zapobiega utlenianiu
porfirynogenéw do porfiryn [38]. KohAcowy produkt
reakcji-hem jest wykorzystywany w mitochondriach
przez apocytochromy taricucha oddechowego, ale mu-
si by¢ dostarczony takze do innych przedziatdw komo-
rkowych (cytoplazma, mikrosomy, peroksysomy). Me-
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chanizm wewnatrzkomérkowego transportu hemu
jest nieznany, przypuszcza sieg, ze istnieje system recep-
toréw i biatek przenoszacych hem od miejsca syntezy
do miejsca przeznaczenia. Nie wiadomo tez w jakiej
postaci wystepuje hem bedacy czynnikiem regulujg-
cym transkrypcje genéw. Postuluje sie istnienie ,,puli
regulacyjnego hemu” [39].

IV-2. Mutanty S. cerevisiae zaburzone w biosyn-
tezie hemu

W ielorako$¢ funkcji, ktore petni hem w komérce
powoduje plejotropowe efekty mutacji prowadzacych
do catkowitego zablokowania syntezy hemu:

— mutanty bezhemowe sg niekompetentne oddecho-
wo na skutek braku mitochondrialnych cytochro-
mOow irosng wytgcznie na podtozach zawierajacych
cukry ulegajgce fermentacji;

— wymagajg do wzrostu egzogennych nienasyconych
kwaséw ttuszczowych oraz ergosterolu na skutek
braku cytochromoéw b5 i 450;

— nie wykazujag aktywnoS$ci katalazy i peroksydazy;

— mutanty zablokowane we wczesnych etapach bio-
syntezy hemu wykazujg auksotrofie cysteinowg
i metioninowg, gdyz nie posiadajg aktywnosci
reduktazy siarczynowej;

— akumulujg w komérkach lub wydzielajg do pod-
toza prekursory hemu, ktérych sktad zalezy od
tego, ktéry enzym zostat uszkodzony;

— mutanty zaburzone w ostatnich czterech etapach
biosyntezy hemu gromadzg porfiryny, ktére powo-
dujg czerwong fluorescencje komdérek po wzbudze-
niu ich swiattem UV.

Wiekszo$¢ wymienionych cech fenotypowych byita

wykorzystana do izolowania mutantéw bezhemowych

i czesciowo zaburzonych w biosyntezie hemu.

W licznych publikacjach opisano mutanty niezdolne
do syntezy hemu, ale dopiero Urban-Grimal
i Labbe-Bois [37] podjety systematyczng prace
nad izolacjg kolekcji izogenicznych mutantéw zablo-
kowanych w kolejnych etapach szlaku. Na podstawie
analizy akumulowanych prekursoréw hemu i ozna-
czen aktywnos$ci enzymatycznych w otrzymanych mu-
tantach, autorki zidentyfikowaty 7 genéw kodujacych
poszczeg6lne enzymy. Sg one zaznaczone na Rye. 1
Nie znaleziono mutanta, w ktorym defekt dotyczytby
syntazy uroporfirynogenu. Dostepno$¢é mutantéw hem
pozwolita na sktonowanie przez komplementacje fun-
kcjonalng szesciu genow kodujacych enzymy szlaku
syntezy hemu w S. cerevisiae. Sg to geny HEMI,
HEM2,HEM3, HEM 12, HEM13 i HEM15. Geny te
zsekwencjonowano [40-45], na podstawie sekwencji
nukleotydowej ustalono sekwencje aminokwasowg
enzymodw co umozliwia poszukiwanie zaleznosci po-
miedzy strukturg biatka ijego funkcja.

Otrzymano réwniez caty szereg mutantéw obnizo-
nej aktywnosci dekarboksylazy uroporfirynogenu Ill,
oksydazy koproporfirynogenu i ferrochelatazy [30, 31,
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46], Szczeg6towa analiza biochemiczna i genetyczna
tych mutantéw wykazata, ze drozdze mogg by¢ trak-
towane jako modelowy organizm w badaniu moleku-
larnych podstaw porfirii [31, 47].

Mutanty bezhemowe wykorzystano takze w bada-
niu regulacyjnej roli hemu w metabolizmie komorki
(Tab. 1.

V. Charakterystyka enzyméw uczestniczg-
cych w syntezie hemu i kodujgcych je
genow

V-l. Syntaza kwasu 5-aminolewulinowego —
ALA-S

Aktywnos$¢ syntazy kwasu 5-aminolewulinowego
w ekstraktach z komérek drozdzy wykryto w 1971 r.,
niezaleznie w trzech laboratoriach [48-50]. Oczysz-
czony enzym okazat sie dimerem, ztozonym z dwdch
identycznych podjednostek o masie czasteczkowej
53 kDa. Koenzymem ALA-S jest fosforan pirydoksalu.

Mutanty heml (ole3, cydl, hemA) pozbawione ak-
tywnos$ci ALA-S w wyniku mutacji w genie struktury
tego enzymu zostaly wyizolowane w kilku laborato-
riach [37, 51-54], Widma cytochromowe zmutowa-
nych komoérek ujawniajg brak cytochromoéw i po-
rfiryn. Dodanie do podfoza kwasu 5-aminolewulino-
wego przywraca widmo cytochromowe charakterys-
tyczne dla szczepu rodzicielskiego, co wskazuje, ze
pozostate enzymy szlaku sg syntetyzowane i aktywne,
ajedynie brak substratu powoduje brak syntezy hemu.
Ta wiasciwos¢ mutantdw heml stanowi o ich roli
w badaniu regulacyjnej roli hemu, stwarza bowiem
mozliwosé manipulowania réznymi stezeniami ALA
w podtozu.

Gen HEM1, kodujagcy ALA-S, sklonowano przez
komplementacje funkcjonalng mutacji heml. Zsek-
wencjonowano cze$¢ kodujacg genu iznaczny odcinek
DNA poprzedzajacy kodon inicjacyjny [40, 55, 56].
Na podstawie sekwencji nukleotydowej ustalono ami-
nokwasowg sekwencje enzymu. Gen HEM1 koduje
biatko zbudowane z 548 aminokwaséw. ALA-S, tak
jak wiekszos¢ biatek umiejscowionych w mitochond-
riach, jest syntetyzowana w postaci prekursora, ktdre-
go N-koncowy odcinek stanowi sygnalny polipeptyd
odcinany proteolitycznie w czasie transportu biatka
przez btony mitochondrialne. Jak juz wspomniano
w poprzednim rozdziale, w badaniach nad regulacja
syntezy hemu w komdérkach zwierzecych postulowano,
ze ALA-S odgrywa kluczowg role w regulacji produk-
tywnosci szlaku [34, 35]. Kiedy sklonowano cDNA
kodujagcy ALA-S w komérkach watroby i w tkance
erytroidalnej cztowieka, kurczecia i szczura okazato
sig, ze u kregowcow wystepujg dwa geny kodujace
ALA-S. Jeden z nich jest genem typu “house-keeping”,
drugi ulega ekspresji w tkance erytroidalnej. Homo-
logia sekwencji enzyméw (ALA-S-H i ALA-S-E) wyno-
si okoto 80% [57-59]. Odkrycie to pozwolito na
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wyjasnienie odmiennej regulacji syntezy hemu w ko-
morkach watroby i komadrkach erytroidalnych szpiku
kostnego. W komérkach watroby aktywny jest gen
typu “house-keeping”. Hem powoduje obnizenie
transkrypcji tego genu, zmniejszenie stabilnos$ci trans-
kryptu i ogranicza transport prekursorowej formy
biatka do mitochondriéw [60].

Regulacja ekspresji drugiego genu, w tkance eryt-
roidalnej, jest stabo poznana. Stwierdzono, ze w przeci-
wienstwie do hepatocytow zwiekszona synteza hemu
nie wystepuje wytgcznie na skutek indukcji syntezy
ALA-S-E lecz indukcja obejmuje takze pozostate en-
zymy szlaku. Nastepuje ona sekwencyjnie i zachodzi
na poziomie transkrypcji odpowiednich genéw [61].

Dane opublikowane przez r6znych autoréw [28, 32,
49, 62, 63] Swiadcza, ze w drozdzach ALA-S nie jest
enzymem ograniczajgcym produktywnos$¢ szlaku syn-
tezy hemu, poniewaz w komoérkach zawsze wykrywa
sie znaczne ilosci ALA. Komérki drozdzy, do ktérych
wprowadzono na drodze transformacji wiele kopii
genu HEM1 syntetyzowaty takg samg ilos¢ hemu jak
komorki szczepu biorcy mimo, iz stwierdzano znaczny
wzrost aktywnosci ALA-S i ilosci ALA zakumulowa-
nego w komadrkach transformantow [4], Niezmienio-
na aktywno$¢ ALA-S w mutantach bezhemowych
heml2, hemlI3 i heml5 wskazywata, ze ani aktywnos¢
ani tez synteza tego enzymu nie podlega regulacji przez
hem. Tymczasem szczeg6towa analiza promotorowe-
go odcinka genu HEM1 wykazata, iz pozornie kon-
stytutywna synteza enzymu wynika z obecnosci dwéch
sekwencji odpowiedzialnych za ,witgczanie” i ,wyta-
czanie” genu w odpowiedzi na nie poznane dotychczas
sygnaty fizjologiczne. Wydaje sie, ze sekwencja DNA
na odcinku: -392 do -368 jest odpowiedzialna za
indukcje transkrypcji przez aktywatory HAP2 i HAP3,
a sekwencje zawarte w odcinku: -366 do -310 od-
dziatywuja z niezidentyfikowanym dotychczas repre-
sorem znoszgcym regulacyjny efekt HAP2 i HAP3
[56]. Ten skomplikowany i nie wyjasniony do konca
mechanizm regulacji syntezy ALA-S wigcza gen
HEM1 do rodziny genéw ktorych ekspresja jest regu-
lowana przez hem.

V-2. Syntaza porfobilinogenu PBG-S

Enzym ten znajduje sie w cytoplazmie. Jedyng probe
oczyszczenia drozdzowej PBG-S podjat w 1967 r. De

enzym ludzki G ADMULM
enzym szczura G AD I L M
enzym E. coli G ADCLWM
enzym B. subtilis G A D F L I
enzym S. cerevisiae G A DG I |1

sekwencja centrum aktywnego
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Barreiro [64]. Enzym drozdzowy tak jak ienzym
wyizolowany z komoérek bakteryjnych, roslinnych
i zwierzecych jest metaloproteidem i zawiera 4-6
atomoOéw cynku na czasteczke biatka. Mutanty hem2
(oled, olerg4, hemlO), pozbawione aktywnosci PBG-S
zostaty otrzymane przez kilka grup badaczy zajmuja-
cych sie nie tylko syntezg hemu, ale rébwniez biosyntezg
steroli i biogenezg mitochondriéw [37, 51, 65, 66], Gen
HEM2 zostat zsekwencjonowany [41]. Koduje on
biatko o masie czagsteczkowej 38 kDa zbudowane z 342
aminokwaséw. Sklonowano rowniez geny kodujace
PBG-S w E. coli [67] i B. suhtilis [68] oraz cDNA
z watroby cztowieka i szczura [69, 70], Dane uzyskane
dzieki zsekwencjonowaniu genow potgczone z na-
gromadzonymi wczesniej danymi biochemicznymi po-
zwolity na identyfikacje domen decydujacych o wtas-
ciwos$ciach enzymu. Homologia pomiedzy biatkiem
ludzkim i szczura wynosi 88%, biatka ludzkie i droz-
dzowe sg identyczne w 52%. Zidentyfikowano frag-
ment biatka, w ktéorym znajduje sie reszta lizynowa
wigzgca substrat -ALA. Na tej podstawie ustalono
przedstawiong ponizej prawdopodobng sekwencje
centrum aktywnego.
Zidentyfikowano takze domene wigzacg jony Zn++,
ktore sg niezbedne dla aktywnosci PBG-S. Ma ona
nastepujacg strukture pierwszorzedowsg:
Domena ta oprécz trzech reszt cysteinowych ijednej
histydynowej niezbednych do oddziatywania zjonami
cynkowymi, zawiera dodatkowe reszty histydynowe
i cysteinowe. Przypuszcza sie, ze taka struktura jest
odpowiedzialna za bardzo silne pow’iowactwo en-
zymu do cynku i otowiu. Otdw hamuje aktywnosé
enzymu i wptywa na jego stabilno$¢ zar6wno in vitro
jak i in vivo do tego stopnia, iz aktywno$¢ PBG-S
w surowicy stanowi miare poziomu otowiu przy za-
truciach tym metalem [3].

Dotychczas nie opublikowano, zadnych danych
o regulacji ekspresji genu HEM 2 w drozdzach potwier-
dzajacych hipoteze Labbe-Bois i Volland
[28], ze to wiasnie PBG-S jest enzymem, odpowiedzia-
Inym za nizsza zawarto$¢ hemu w komérkach hodo-
wanych na podiozu z glukoza. Hipoteza ta zostala
jedynie potwierdzona przez Borralho i wsp. [71],
ktérzy wykazali, ze w mutantancie hex2, charakteryzu-
jacym sie opornoscia na represje glukozowa wielu en-
zymoOw, rowniez aktywnos$¢ PBG-S pozostawata wy-
soka w komérkach hodowanych w obecno$ci glukozy.
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enzym ludzki c b v ~C
enzym szczura c bv_~_C
enzym E. coli sDTC
enzym B. subtilis A DTZC
enzym S. cerevisiae CbveEe

struktura pierwszorzedowa domeny PBG-S wigzacej jony Zn

V-3. Deaminaza porfobilinogenu, PBG-D

Do czasu sklonowania i zsekwencjonowania genu
HEM3, kodujagcego PBG-D, enzym ten byt stabo
scharakteryzowany. Z badan przeprowadzonych na
innych organizmach byto wiadomo, ze tworzy on
stabilny kompleks z syntazg uroporfirygenu Il [1-3].
PBG-D wyizolowano z E. coli, Rhodopseudomonas
spheroides, Euglena gracillis i ludzkich erytrocytow
[73-76], Wszystkie oczyszczone enzymy byty mono-
merami 0 masie czasteczkowej 35-44 kDa. Gen HEM 3
koduje biatko zbudowane z 327 aminokwasow. Poro-
wnanie sekwencji aminokwasowych enzymu S. cerevi-
siae, ludzkiego [77], E. coli [78] i E. gracillis [79]
wykazato obecnos¢ kilku fragmentéw biatka o iden-
tycznej sekwencji aminokwasowej [42]. PBG-D
z E. coli otrzymano w formie krystalicznej i na tym
biatku wykazano, ze kofaktorem enzymu jest dwu-
pirometan — produkt kondensacji dwoch czagsteczek
PBG. Zidentyfikowano reszte cysteinowg tworzaca
wigzanie kowalencyjne z kofaktorem. Wystepuje ona
w obrebie sekwencji konserwowanej pomiedzy po-
znanymi dotychczas deaminami PBG. Sekwencje te
przedstawiono ponizej:

enzym ludzki
enzym E. coli
enzym E. gracillis

A
A
C
enzym S. cerevisiae S
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T U XU D
>>> >
r<<m

Wyizolowanie genu HEM3 umozliwito zbadanie
regulacji jego ekspresji. Obliczony wspétczynnik uzy-
cia kodonéw 0.18, wskazywat na niskg ekspresje genu.
Do podobnych wnioskdw prowadzity pomiary aktyw-
nosci PBG-D. Dotychczasowe wyniki wskazywaty, ze
synteza PG-D jest konstytutywna, niezalezna od zrdd-
ta wegla, ani od hemu, nie jest tez indukowana przez
substrat, jak to sugerowaly Urban-Grimal
i Labbe-Bois [37]. Niespodziewanie analiza od-
cinka promotorowego genu HEM3 wykazata w pozy-
cji -348 do -341 sekwencje ACCAATAA, homologicz-
ng do sekwencji wigzacych kompleks transkrypcyjny
HAP 2/3/4 [24], Sekwencje takg wykryto tez w odcin-
ku promotorowym genu HEM1. Znaczenie tych sek-
wencji i sposéb regulacji przez czynnik HAP2/3/4
genéw koujgcych ALA-S i PBG-D, przy konstytutw-
nej lub pozornie konstytutywnej ich ekspresji nie
zostaly dotychczas wyjasnione, ale mozna przypusz-
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cza¢, iz te same czynniki transkrypcyjne moga w spo-
sob skoordynowany regulowac ekspresje genow, ktd-
rych produkty zwigzane sg z metabolizmem tlenu
i hemu w komodrce. Podobng sytuacje obserwuje sie
w komadrkach ssakdw. Gen ludzki kodujgcy PBG-D
ma dwa promotory oddalone od siebie o 3000 par
zasad. Ich wykorzystywanie jest specyficzne tkanko-
wo. Analiza promotora aktywnego w komorkach
erytroidalnych wykazata obecnos$¢ sekwencji wystepu-
jacej réwniez w promotorze genu kodujgcego ALA-
S-E igenu kodujgcego [3-globing. Dane te wskazujg, ze
te same czynniki transkrypcyjne koordynujg ekspresje
grupy genow w czasie erytropoezy [80],

V-4. Syntaza uroporfirynogenu Il (URO-S)

Jedyne dane o aktywnos$ci URO-S w komoérkach
drozdzy pochodzg zpracy Jordanai Berry [47].
Nie otrzymano mutantéw w genie kodujagcym ten
enzym. Dotychczas wyizolowano jedynie cDNA
URO-S z watroby cztowieka [82] oraz gen hemD z E.
coli [83] i B. subtilis [68]. W odrdznieniu od innych
enzymoOw szlaku, homologia sekwencji pomiedzy
URO-S z réznych organizmoéw jest bardzo mata.
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V-5. Dekarboksylaza 1.

UROD

uroporfirynogenu

Wprawdzie poziom aktywnos$ci UROD oznaczany
w komdrkach hodowanych w réznych warunkach nie
wskazywat, iz enzym ten odgrywa role w regulacji
wydajnosci szlaku, to w badaniach nad biosyntezg
hemu w drozdzach szczeg6lnie duzo uwagi poswiecono
temu enzymowi. Dzialo sie tak z dwoch wzgledow:

a) U ludzi defekt UROD jest powodem najczesciej
wystepujacej porfirii tzw. PCT (Porfiria Cutanea Tar-
da — porfiria skérna pdzna). W okoto 20% przypad-
kéw wykazano genetyczne podtoze tej choroby. Uzys-
kanie mutantéw drozdzowych o obnizonej aktywnosci
UROD stworzyto atrakcyjng mozliwo$¢ poznania
molekularnych defektow odpowiedzialnych za dzie-
dziczng forme PCT.

b) Na podstawie badan kinetycznych enzymu nie
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udato sie wyjasni¢ mechanizmu reakcji dekarbok-
sylacji uroporfirynogendéw 111 il. Uzyskanie mutantow
0 zmienionej aktywnosci UROD na skutek mutacji
w genie struktury i sprawdzenie ich biochemicznych
nastepstw tak in vivo, jak i in vitro w potgczeniu
z analiza sekwencyjng alleti heml2 stanowi podejscie
metodyczne umozliwiajgce istotne rozszerzenie infor-
macji o domenach biatka szczegélnie istotnych dlajego
funkcji. Genetyczne i biochemiczne dane otrzymywane
w wyniku badania mutantow heml2 jednoznacznie
Swiadczg, ze pojedynczy enzym katalizuje cztery reak-
cje dekarboksylacji uroporfirynogenu 111 i I. Sklono-
wano i zsekwencjonowano gen kodujagcy UROD
lustalono sekwencje aminokwasowg tego enzymu. Jest
to pojedynczy polipeptyd ztozony z 362 aminokwa-
sow. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych UROD
drozdzy cziowieka i szczura wykazato ich znaczng
homologie, ktdra nie jest ograniczona do okreslonych
domen lecz wystepuje w obrebie catej czasteczki.
Enzymy ludzki i szczurzy wykazujg 90% homologii
aminokwasowej, a homologia z biatkiem drozdzy
wynosi 68% [43], Duze podobienstwo strukturalne
miedzy tymi biatkami podkreslajg profile ukazujgce
zdolno$¢ do wytwarzania struktur drugorzedowych
oraz rozmieszczenie obszar6w hydrofobowych. War-
tos¢ wspdiczynnika preferencyjnego uzycia kodonow
rowna 0.18 wskazuje na niska ekspresje genu i od-
powiada poziomowi UROD w komérce drozdzy,
ktory oszacowano na okoto 0.007% catkowitej ilosci
biatka [84, 85],

W 10 mutantach heml2 posiadajgcych ograniczong
zdolno$¢ do syntezy hemu (zaleznie od niesionego
allelu heml12 od 10-60% ilosci hemu syntetyzowanego
w komérkach szczepu dzikiego) zidentyfikowano poje-
dyncze podstawienia aminokwasowe w konserwowa-
nych ewolucyjnie obszarach biatka. Konsekwencjami
tych mutacji byly znaczne réznice w Kkinetyce na-
gromadzenia sie metabolitow posrednich oznaczone
w reakcji invitro. Poziom poszczeg6lnych metabolitéw
w komorkach Swiadczyt, ze mutanty te syntetyzowaty
statg iloS¢ tetrapiroli — mniejszej ilosci syntetyzowa-
nego hemu odpowiadata wieksza ilos¢ akumulowa-
nych porfiryn. Fakt, ze nie obserwowano nadprodukcji
porfiryn swiadczy, iz ich akumulacja w mutantach byta
wynikiem obnizenia aktywnosci UROD, a nie zmenio-
nej regulacji szlaku. Analiza sktadu porfiryn akumulo-
wanych w komaérkach i wydzielonych do podtoza nie
odzwierciedlata reakcji in vitro. Na uwage zastuguje
fakt, ze stato$¢ wzorow metabolitow akumulowanych
w komdrkach mutantdw przypomina stato$¢ wzoréw
porfiryn wydalanych z katem i moczem ludzi chorych
na PCT. Zjawisko to nie zostato dotychczas wyjasnio-
ne. Wyizolowano takze mutanty drozdzy catkowicie
pozbawione aktywnosci UROD, ktore akumulowaty
wytacznie uroporfiryne. Podobne uszkodzenie w ko-
morkach ssak6w bytoby letalne.

Analiza wiasciwosci biochemicznych mutantéw
wskazuje, ze enzym posiada jedno centrum wigzace
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uroporfirynogen iposrednie produkty reakcji. Jest ono
zarazem centrum Kkatalitycznym enzymu. Ponadto
analiza wtasciwosci mutantéw pozwala przypuszcza,
ze domena biatka zawierajaca aminokwasy 59 (seryna)
i 62 (treonina) jest istotna dla rozr6znienia pomiedzy
izomerami uroporfirynogenu 1 i Il [47, 43, 85, 86],
W badaniu mutantéw o obnizonej aktywnos$ci UROD
szczego6lnie interesujagcym byto wykazanie, ze mozliwe
jest powstawanie porfirycznego fenotypu heml2 w wy-
niku réwnoczesnego wystgpienia dwoch mutacji
w dwoch genach réznych od genu struktury UROD.
Zidentyfikowano dotychczas cztery geny, ktérych pro-
dukty wptywajg na ekspresje genu HEM12. Mutacje
w locus nazwanym UDT1 zmniejszajg ilo$¢ transkryp-
tu genu HEM 12 (ang. wdi-UROD diminished trans-
cript). Drugiego typu mutacji-ipu (ang. increased po-
rphyrin accumulation) nie udato sie powigza¢ z wy-
stagpieniem dajgcego sie wyrézni¢ fenotypu. Otrzyma-
no trzy mutanty typu ipa. Kazda z mutacji mapuje sie
w innym locus. Wyniki wykazujgce udziat innych niz
HEM 12 gendw w powstawaniu drozdzowej ,porfirii”,
rozszerzajg mozliwos$¢ interpretacji ujawniania sie lu-
dzkich porfirii. Wskazujg na mozliwo$¢ specyficznego
oddziatywania na ekspresje genu kodujgcego UROD
produktéw innych genéw. Pozwala to przypuszczac,
ze pozorny brak dziedziczenia choroby wynika z ko-
niecznosci ,,spotkania sie” kilku mutacji w réznych
genach, aby wystapity charakterystyczne objawy PCT.
Drozdzowy model powstawania porfirycznego fenoty-
pu nie zwigzanego z uszkodzeniem w locus HEM 12
by¢ moze stanowi wyjasnienie wystepowania u ludzi
tzw. ,dziedzicznej predyspozycji” do wystgpienia
PCT [85],

V-6. Oksydaza koproporfirynogenu Il
(COPROX)

Enzym oczyszczono do homogennoSci i wykazano,
ze jest on homodimerem ztozonym z dwéch podjed-
nostek o masie czgsteczkowej 35 kDa kazda. Do swojej
akywnosci nie wymaga zadnego koenzymu. Cama-
dro i wsp. [9] jednoznacznie wykazali, iz droz-
dzowa COPROX jest enzymem cytoplazmatycznym.
Aby wyttumaczy¢ w jaki sposéb lipofilna i reaktywna
czasteczka koproporfirynogenu jest przenoszona
przez btony mitochondrialne nie ulegajgc utlenieniu do
koproporfiryny wysunieto hipoteze, ze przejsciowo
COPROX reaguje z btong mitochondrialng, gdzie
dochodzi do kontaktu z kolejnym enzymem szlaku.
Potwierdzeniem tej hipotezy jest obserwacja, ze in vitro
aktywno$¢ COPROX jest stymulowana poprzez doda-
nie fosfolipidédw do mieszaniny reakcyjnej [9].

Wyizolowano cztery mutanty catkowicie pozbawio-
ne aktywnos$ci COPROX, a zatem nie syntetyzujace
hemu ijednego mutanta o resztkowej aktywnosci tego
enzymu [30, 37, 44]. Mutanty catkowicie pozbawione
aktywnosci COPROX wykorzystano do izolacji, na
drodze komplementacji funkcjonalnej, genu struktury
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tego enzymu [44], Koduje on polipeptyd zbudowany
z 328 aminokwaséw. Sekwencja genu HEM 13 jest
dotychczas jedyng znang sekwencja kodujagcg COP-
ROX. Znaczne wahania w ilosci biatka enzymu w zale-
znosci od warunkéw hodowli (od 0.005 do 4% cal-
kowitego biatka w komoérce) Swiadcza, iz jego synteza
zalezy od stanu metabolicznego komorki. Ilo$¢ biatka,
aco zatym idzie aktywno$s¢ COPROX jest zwigkszona
we wszystkich mutantach hem, a takze w komadrkach
hodowanych bez dostepu tlenu. Indukcja zachodzi na
poziomie transkrypcji i w zaleznosci od tta genetycz-
nego szczepu jest 10-50-krotna [29, 44]. Analiza
odcinka DNA poprzedzajgcego kodon inicjacyjny
wykazata obecno$é dwdch sekwencji, ktédre by¢ moze
sg odpowiedzialne za wigzanie biatek regulatorowych.
Na odcinku -531 do -514, bogatym w pary AT,
wykryto sekwencje TGTG-N10-CACA, jest ona analo-
giczna do konserwowanej sekwencji znajdujacej sie
w promotorowych odcinkach wielu genéw prokarioty-
cznych w miejscach wigzgcych multimeryczne biatka
regulatorowe [87]. Sekwencja CCTGGGATTAC-
CGTC, rozpoczynajagca sie w pozycji -440, wykazuje
znaczng homologie z sekwencjg UASI [88].

Zwiekszona synteza COPROX w odpowiedzi na
niskie stezenie tlenu i znaczne powinowactwo tego
enzymu do 0 2 Swiadczy, ze S$ladowe ilosci tlenu
wystarczg do tego aby zaszta synteza hemu w komadr-
kach hodowanych w warunkach anaerobowych. Fiz-
jologiczne znaczenie negatywnej regulacji ekspresji
genu HEM 13 przez hem w warunkach tlenowych jest
nieznane. Wyniki badan nad regulacyjng rolg hemu
wskazuja na powiazanie syntezy hemu z synteza
apohemoproteidow poprzez wspoélny, zalezny od obe-
cnosci hemu i/lub tlenu, aktywator transkrypcji kodo-
wany przez gen HAP1 (CYP1) [25, 89].

V-7. Oksydaza protoporfirynogenu IX PROTOX

Enzym ten jest stosunkdw mato poznany. Sekwencja
genu kodujagcego PROTOX nie zostata ustalona dla
zadnego organizmu. W komdrkach drozdzy, tak jak
i w komorkach wyzszych eukariontdw, enzym jest
umiejscowiony w wewnetrznej btonie mitochondrial-
nej. Oczyszczono enzym zdrozdzy i otrzymano skiero-
wane przeciw niemu przeciwciata. W wyniku translacji
in vitro wykrywa sie biatko wieksze od oczyszczonego
0 okoto 3kDa. Wynik ten wskazuje, ze PROTOX jest
syntetyzowana w formie prekursorowej, ktéra ulega
skréceniu w czasie transportu do mitochondrium. Nie
ma dotychczas zadnych danych dotyczacych regulacji
tego enzymu. Wiadomo tylko, ze w komaérce enzym
funkcjonuje znacznie ponizej Vmax. [4],

V-8. Ferrochelataza FERROC
Aktywnosc¢ ferrochelatazowag w komaérkach drozdzy
wykryli Chaix i Labbe w 1965 r. W kolejnych

pracach Labbe i wsp. [90, 91] wykazali, ze enzym ten
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znajduje sie w wewnetrznej btonie mitochondrialnej.
Dostarczanie protoporfiryny do ferrochelatazy wyma-
ga prawdopodobnie jej bezposredniego kontaktu z ok-
sydazg protoporfirynogenu. FERROC moze wigczaé
do tetrapirolowego pierScienia protoporfiryny-Fe++
lub Zn ++, powinowactwo do obu tych kationéw jest
identyczne. Komérki drozdzy w fazie stacjonarnej lub
inkubowane bez zrédta wegla akumuluja w btonach
mitochondrialnych znaczne ilosci Zn-protoporfiryny,
co prowadzi do zahamowania funkcji oddechowych
mitochondriow. Zn-protoporfiryny powstajg w reakcji
katalizowanej przez FERROC [91]. Dotychczas nie
znany jest spos6b transportu zelaza do mitochond-
riow, jak tez systemy metaboliczne utrzymujgce zelazo
w stanie zredukowanym.

Dostepno$¢ mutantéw pozbawionych aktywnosci
FERROC pozwolita na izolacje genu struktury tego
enzymu {HEM 15). Koduje on biatko zbudowane z 393
aminokwaséw. Aminokwasy od met 1 do gin 31
stanowig sekwencje liderowg kierujgcg enzym do
mitochondriow [45]. Znana jest rOwniez sekwencja
aminokwasowa ferrochelatazy ludzkiej [92], mysiej
[93], E. coli [94], Bradyrhizobium japonicum [95],
Bacillus subtilis [96] i Arabidopsis [97], Homologia
sekwencji wynosi 88% pomiedzy biatkiem ludzkim
i mysim, a 46% pomiedzy biatkiem drozdzy i ludzkim.
Znacznie nizsza jest homologia pomiedzy tymi biat-
kami a biatkami bakteryjnymi (25%). W obszarach
biatka o znacznej homologii znajduje sie 27 amino-
kwaséw wspdlnych dla wszystkich sekwencji, praw-
dopodobnie odgrywajg one szczeg6lng role w funkc-
jonowaniu FRROC (Labbe-Bois dane nie pub-
likowane). Ferrochelatazie przypisuje sie szczegdlng
role w procesie regulacji syntezy hemu, ze wzgledu na
powigzanie funkcji tego enzymu z metabolizmem
zelaza. Sugeruje sie, ze to wiasnie poziom jonéw Fe++
w mitochondriach jest czynnikiem decydujgcym o sta-
nie red-ox komdarki, ktéremu przypisuje sie role syg-
natu uruchamiajgcego system regulujacy ekspresje
genow zalezng od obecnosci lub braku tlenu [4,97,98],
Hipoteza ta wskazuje na Scisty zwigzek badan nad
biosyntezg hemu z szeroko pojetym problemem regu-
lacji metabolizmu komorki.

Artykut otrzymano 1 czerwca 1993 r.
Zaakceptowano do druku 7 czerwca 1993 r.
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— dwufosforan geranylogeranylu; NADH — dwunukleotyd
nikotynamidoadenilowy (forma zredukowana)

185



I. Wstep

Biosynteza pochodnych kwasu mewalonowego
(Rye. 1) stanowi ztozony tancuch reakcji, w wyniku

wanymi przez nadtlenki. Sterole stanowig element
strukturalny bton biologicznych, regulujgc ich stabil-
nos¢ i przepuszczalno$¢. W organizmach eukariotycz-
nych sg sktadnikami lipoprotein oraz stuza do syntez
hormonéw steroidowych i kwaséw zo6tciowych. Doli-

Oct an
erg 10 Acetylo-CoA tiolaza
Acetooctan
erg 11, erg 13 Syntaza HMG-CoA
HMG-CoA

Reduktaza HMG-CoA

kwas mewa +onowy

erg 12

kinaza mewa lon ianowa

fos fomewalon ian

erg S

kinaza fosfomewalon ianowa

dwuf os fomewalon ian

erg 19

pirofosforan

dekarboksylaza dwufos fomewalon ianu
izopentenylu

izomeraza

pirofosforan dwumetyloallylu

erg 20

syntaza FPP

pirofosforan farnezylu

ubichinon

a

ch3or /ICH3

CH3o'

HO

sterol

michol

C

u>-terminus

trans trans as .
a-terminua

Ryc. 1. Wspoélny szlak syntezy a) ubichinonu, b) sterolu, c) dolicholu, n — oznacza ilo$¢ reszt izoprenowych

ktdrych powstajg zwigzki o catkowicie réznych funkc-
jach fizjologicznych. Gtéwnymi produktami koncowy-
mi sa ubichinony, sterole i dolichole. Ubichinony, jako
przenos$niki elektronéw w ‘tancuchu oddechowym
w mitochondriach zaangazowane sg w wytwarzanie
energii. Sg réwniez endogennymi antyoksydantami
chronigcymi komdrke przed uszkodzeniami powodo-

186

chole w swej ufosforylowanej postaci sg kofaktoram

w biosyntezie glikoprotein oraz kotwic fosfatydyloino-
zytolowych. W formie wolnej mogg brac¢ udziat w fuzji
bton. Wymienione tu tylko najwazniejsze funkcje
poszczeg6lnych produktéw koricowych wspolnego
ciggu metabolicznego w petni ttumaczg olbrzymi wysi-
tek wtozony w poznanie struktury, lokalizacji i charak-
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terystyke poszczeg6lnych zwigzkéw ienzymoéw, beda-
cych jego strukturalnymi i funkcjonalnymi etapami.
Wiegkszos$¢ badan przeprowadzona byta na materiale
zwierzecym (watroba szczura lub zwierzece linie ko-
madrkowe) [1]. Od pewnego czasu jednak drozdze,
a szczegblnie Saccharomyces cerevisiae staty sie obiek-
tem badan. Zadecydowaty o tym identycznos$¢ szlakéw
metabolicznych z tymi wystepujacymi w organizmach
wyzszych, kompartmentalizacja wewnagatrzkomadrko-
wa, mozliwos$é izolowania bezwarunkowych i warun-
kowych mutantéw z defektami metabolicznymi oma-
wianego szlaku. W ostatnich latach otrzymano szereg
auksotroficznych ergosterolowych mutantéw zablo-
kowanych w okre$lonych enzymach tworzacych wspé-
Iny tafcuch reakcji. Dostarczyty one informacji nie
tylko o specyficznosci poszczegdlnych intermediatéw
izoprenoidowych, ale rdwniez pozwolity okresli¢ ich
role i plejotropowy wptyw na metabolizm komorki.

I1. Acetoacetylo-CoA tiolaza

Acetoacetylo-CoA tiolaza katalizuje odwracalng
kondensacje dwoch czasteczek acetylo-CoA do aceto-
acetylo-CoA (Ryc. 2). Stwierdzono r6znga lokalizacje

2 H3C ~ SCoA 7 * HIC"~"~SCoA +CoASH
Ryc. 2. Synteza acetoacetylo-CoA zdwoéch czasteczek acetylo-CoA

subkomérkowg tego enzymu. Enzym wystepujacy
w cytoplazmie bierze udziat w syntezie zwigzkow
izoprenoidowych [2] w mitochondriach, w syntezie
intermediatow zwigzkéw ketonowych [3]. Natomiast
tiolaza wystepujgca w peroksysomach jest zaangazo-
wana w P-oksydacje kwasow ttuszczowych. Ostatnio
wykazano, ze enzym peroksysomainy z watroby szczu-
ra moze rowniez katalizowaé¢ reakcje kondensacji,
a wiec bierze udziat w syntezie poliizoprenoidéw [4].
Kornblatt i Rudney oczysScili z drozdzy dwie
formy tiolazy acetylo-CoA. Jedna o masie czastecz-
kowej 65000 wystepuje w mitochondriach druga o ma-
sie czgsteczkowej 140000 zlokalizowana zostata w cy-
toplazmie [5].

Termowrazliwy mutant o obnizonej aktywnosci
tiolazy acetoacetylo-CoA, erg 10, zostat po raz pierw-
szy opisany przez Karsta i wsp. [6]. Pozwolito to
na blizsze scharakteryzowanie enzymu. Niezdolno$¢

H;C/{LSCOA + H,CM

SCoA —

tego mutanta do wzrostu w warunkach niepermisyj-
nych nawet w obecnosci wysokich stezen mewalonianu
sugeruje fizjologiczng role acetoacetylo-CoA dla wzro-
stu komoérek drozdzowych lub na funkcje tiolazy nie
zwigzang ze szlakiem sterolowym.

I1l. Syntaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-
CoA

Syntaza HM G-CoA katalizuje reakcje przytgczenia
acetoacetylo-CoA do acetylo-CoA tworzagc HMG-
CoA (Ryc. 3). Enzym ten wystepuje w mitochondriach
i cytoplazmie. Drozdzowa HM G-CoA syntaza oczysz-
czona przez Middletona i Tubbsa ma mase
czasteczkowag 130000 [7]. Wyizlowano drozdzowe
mutanty o obnizonej aktywnosci syntazy HMG-CoA
(erg 11 i erg 13). Analiza genetyczna wykazata, ze
mutacje dotyczg dwdch réznych, niesprzezonych ze
sobg genow. Wynik ten sugeruje, ze syntaza ma
strukture oligometryczng z przynajmniej dwoma réz-
nymi taricuchami polipeptydowymi. Fakt, ze obnizenie
aktywnos$ci syntazy prowadzi do auksotrofii ergo-
sterolowej dowodzi, ze udrozdzy HM G-CoA nie moze
pochodzi¢ z innych szlakbw biosyntetycznych ani
z degradacji aminokwaséw. W S$cisle beztlenowych
warunkach wzrostu drozdze wymagajg dodania do
poditoza ergoserolu i nienasyconych kwasow ttusz-
czowych. Tlen jest niezbedny w reakcjach oksydacyj-
nej desaturacji kwaséw ttuszczowych i steroli oraz
oksydacyjnej demetylacji lanosterolu. W anaerobiozie
obserwowano staby wzrost mutantdw o obnizonej
aktywnos$ci syntazy HMG-CoA nawet w obecnosci
ergosterolu i nienasyconych kwasow ttuszczowych,
natomiast dodanie do pozywki kwasu mewalonowego
przywracato wzrost podobny do wzrostu szczepu
dzikiego [6]. G il i wsp. sklonowali gen kodujgcy
HMG-CoA syntaze w komorkach UT-1 (linia komo-
rek z jajnikow chomika, o znacznie podwyzszonej
ilosci reduktazy HMG-CoA, co pozwala na wzrost
komoérek w obecno$ci kompaktyny) [8]. Wykazali oni,
ze nie podlegajacy translacji rejon 5’ tego genu zawiera
dwie kopie sekwencji najwiekszej zgodnosci (consen-
sus sequence) 5>-CACCCCAC-3\ Sekwencja ta okres-
lana jest jako element regulacyjny sterol-1 (sterol
regulatory element-1) obecna jest w zmiennych ilo$-
ciach kopii w rejonach promotoréw przynajmniej
trzech innych biatek biorgcych udzial w syntezie
izoprenoidéw, tj reduktazy HMG-CoA, receptora

HO. _CH

3

+ CoASH
HO SCoA

HMG-CoA

Ryc. 3. Tworzenie 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA przez przytgczenie czasteczki acetylo-CoA do czasteczki acetoacetylo CoA
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LDL i syntazy FPP [9], Wyniki te wskazujg na
koordynacyjng regulacje enzyméw szlaku biosyntezy
izoprenoidow.

IV. Reduktaza
3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA

Reduktaza HMG-CoA katalizuje dwustopniowg

redukcje hydroksymetyloglutarylo-CoA do kwasu me-
walonowego (Ryc. 4). Czynnikiem redukujgcym jest

HO CH,

Q | +2NADPH +2H*
HO SC«A HO O HO*'

Ryc. 4. Redukcja HMG-CoA do kwasu mewalonowego

+ CoASH + NADP'

NADPH. Poczatkowo obecnos$¢ enzymu stwierdzono
u ssakow w endoplazmatycznym retikulum (ER) [10],
Pdzniejsze prace wykazaty jego obecno$¢ réwniez
w peroksysomach watroby szczura [11]. Rola HM G-
CoA reduktazy jako gtéwnego czynnika regulujagcego
biosynteze cholesterolu zostata bardzo dobrze udoku-
mentowana. Jednakze jego wptyw na regulacje syntezy
nie-sterolowych zwigzkéw jest mniej jasny [12]. En-
zym z komorek linii UT-1 (komarki zjajnikow chomi-
ka) zostat oczyszczony przezChina i wsp. Wykaza-
li oni, ze sktada sie z 887 aminokwaséw i ma mase
czasteczkowg 97000 [13], Badania komputerowe ida-
ne proteolityczne sugerujg obecno$¢ trzech domen
w HMG-CoA reduktazie: wysoce konserwowanego
N-konca, hydrofobowego odcinka skfadajgcego sie
z 8 fragmentow przechodzgcych przez btone gtadkiego
ER [14], mniej konserwowanego odcinka tgczacego
fragmenty przechodzace przez btonge ER oraz wysoce
konserwowanego C-korca, domeny katalitycznej sta-
nowigcej 2/3 biatka, znajdujgcej sie po stronie cyto-
plazmatycznej. Do tej pory nie wiadomo dlaczego
reduktaza ma tyle fragmentéw przechodzacych przez
btone. Przypuszcza sie, ze odcinki blonowe majg
zwigzek z regulacyjng degradacjg biatka w endoplaz-
matycznym retikulum [15]. HMG-CoA reduktaza
podobnie jak HMG-CoA syntaza i FPP syntaza ma
sekwencje najwyzszej zgodnosci (ang. consensus sequ-
ence) 5-CACCCCAC-3" o ktérej sadzi sie, ze jest
zaangazowana w zalezng od sterolu regulacje trans-
krypcji tych gendw (sterol regulatory element-1, SRE-
1). Znanym czynnikiem mogacym regulowa¢ aktyw-
no$¢ HMG-CoA reduktazy in vitro jest fosforylacja
biatka [16] i zmiany pitynnos$ci btony mikrosomalnej
powodowanej przez sterole [17]. Uwaza sie, ze fos-
forylacja (inaktywacja) i defosforylacja (aktywacja)
moga powodowaé szybkie, odwracalne zmiany aktyw-
nosci HMG-CoA reduktazy. Rozwazana jest rowniez
mozliwosé, ze fosforylacja reduktazy moze przyspie-
sza€ degradacje enzymu przez zwiekszenie jego podat-
nosci na proteolize [18].

W drozdzach Saccharomyces cerevisiae zidentyfiko-
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wano dwa strukturalne geny kodujgce glikozylowane
izomery reduktazy HMG-CoA, zlokalizowane w ER
[19]. Kroétkie odcinki homologii miedzy biatkiem
z chomika i drozdzy sugerujg, ze tylko C-koncowa
domena katalityczna jest konserwowana. Do tej pory
nie jest jasne dlaczego w drozdzach, inaczej niz u cho-
mika, wystepujg dwa geny kodujagce HM G-CoA redu-
ktaze. Mozliwe, ze bardziej ztozona regulacja reduk-
tazy u ssakOw jest kompensowana u drozdzy przez
obecno$¢ HMG1 i HMG2 reagujacych na rézne zapo-
trzebowania komorki. Homlogia pomiedzy N-koA-
cowymi fragmentami obu drozdzowych biatek jest
mata, natomiast sekwencje C-korica odpowiadajgce za
aktywnos¢ katalityczng biatek sg bardzo podobne.

Ciekawe, ze produkt kazdego z gendw, niezaleznie
od warunkéw hodowli drozdzy, jest wystarczajacy dla
zycia komarki drozdzowej [20]. Dopiero delecja obu
genow jest dla komérki drozdzowej letalna. Badania
Rine i wsp. wykazaty, ze ekspresja HMG1 jest
stymulowana przez hem, podczas gdy ekspresja
HMG2 podlega represji hemowej [21]. R6zna regula-
cja obu izoenzyméw stwarza mozliwosé, ze sytetyzo-
wany przez nie mewalonian nie jest réwnocennie
dostepny dla kolejnych enzymoéw szlaku biosyntetycz-
nego. Dwa niesterolowe produkty: ubichinon bioracy
udzial w transporcie elektronéw i boczny tancuch
hemu a, kofaktor oksydazy cytochromu c¢ sg pochod-
nymi pirofosforanu farnezylu. Zapotrzebowanie na
oba te zwigzki jest wieksze, gdy drozdze hodowane sg
w warunkach tlenowych, przy wyzszym poziomie
hemu. Mozliwe, ze ekspresja genow flyl G1 i HMG2
zalezna jest od réznego zapotrzebowania na konicowe
produkty szlaku biosyntetycznego.

V. Kinaza kwasu mewalonowego

Kinaza kwasu mewalonowego katalizuje reakcje
fosforylacji mewalonianu uzywajgc ATP jako donora
fosforanu w obecnosci jonéw Mg (Ryc. 5). Mutanty

HO HQ

0
ur M £ H,C

OH L ATP
OH oP

Ryc. 5. Fosforylacja mewalonianu

drozdzowe o zmniejszonej aktywnosci kinazy kwasu
mewalonowego erg 12 zostaly opisane przez Karsta
iLacroutajuzw 1977 roku [22]. Bardziej szczeg6-
towe badania [6] wykazaty, ze mutanty zablokowane
po syntezie kwasu mewalonowego, (patrz schemat)
miedzy innymi erg 12, erg 8 w obecnosci ergosterolu
i nienasyconych kwaséw ttuszczowych wykazujg (w
przeciwienstwie do mutantow defektywnych we wczes-
niejszych etapach szlaku biosyntetycznego erg 10, 11,
13) wzrost zblizony do wzrostu szczepu dzikiego.
Mozliwo$¢ zastosowania wymienionych mutantow
drozdzowych pozwolita na wykazanie specyficznej roli
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niektérych intermediatéw izoprenoidowych nie tylko
w syntezie steroli ale w 0géInym metabolizmie kom6-
rki. Kinaza kwasu mewalonowego zostata oczysz-
czona z frakcji cytoplazmatycznej [23] a takze wyka-
zano obecnos$é tego enzymu w peroksysomach otrzy-
manych z watroby szczura [24],

Tanaka i wsp. otrzymali cDNA kodujace biat-
ko o 395 aminokwasach i masie czgsteczkowej 42000
[25], co pozostaje w zgodnos$ci z masg czasteczkowg
oczyszczonego przez nich biatka. Sekwencja amino-
kwasowa kinnazy mewatonianowej ma motyw charak-
terystyczny dla miejsca wigzgcego ATP wystepujacy
w kilku innych kinazach biatkowych.

V1. Kinaza fosfomewalonianu

Kinaza fosfomewalonianu katalizuje reakcje fos-
forylacji fosforanu mewalonianu w obecnoS$ci jonédw
Mg (Ryc. 6). Enzym ten podlega tym samym regulac-
jom co kinaza kwasu mewalonowego. Podobnie jak
dla kinazy kwasu mewalonowego Karst i Lac-
route otrzymali termowrazliwego, auksotroficznego
pod wzgledem ergosterolu mutanta uszkodzonego
w kinazie fosfomewalonianu [22].

HQ HO

H.C ATP Mg* H
OH 9

or OPP
Ryc. 6. Synteza pirofosfomewalonianu

+ADP

VIl. Dekarboksylaza dwufosfomewalonianu

Dekarboksylaza pirofosfomewalonianu katalizuje
przy pomocy ATP dekarboksylacje pirofosfomewalo-
nianu do pirofosforanu izopentenylu (Ryc. 7). Po raz

HO

H.C OH +ATP

OPP OPP +ADP +Pj +COj

Ryc. 7. Dekarboksylacja pirofosfomewalonianu z utworzeniem pi-
rofosforanu izopentenylu

pierwszy enzym zostat oczyszczony z drozdzy z frakcji
cytoplazmatycznej przez Blocha i wsp. w 1959 r.
[26], Badania nad dekarboksylaza otrzymang z in-
nych zrédet wskazujg, ze enzym podlega wspélnej
regulacji z pozostatymi enzymami szlaku biosyntetycz-
nego. Karst i wsp. otrzymali mutantanta, erg 19,
wymagajacego do wzrostu ergosterolu. Mutant ten
charakteryzuje sie akumulacjg prekursora tj. dwufos-
foranu mewalonianu i wyraznie, bo az 36 krotnie
obnizong aktywnos$cig dekarboksylazy dwufosfome-
walonianu [27],

POSTEPY BIOCHEMII 39(3), 1993

VIIl. lzomeraza dwusfosforanu izopentenylu

Izomeraza dwufosforanu izopentenylu katalizuje
izomeryzacje pirofosforanu izopentenylu do dwumety-
loallylopirofosforanu (Ryc. 8). Jest to enzym gtéwnie

MgX
OPP OoPP

(IPP) (DMAPP)

Ryc. 8. Odwracalna izomeryzacja pirofosforanu izopentenylu do
pirofosforanu dwumetyloallylu

zwigzany z frakcjg cytoplazmatyczng, wymaga obec-
nosci jonéw Mg i Mn [28]. W najnowszych pracach
wykazano obecno$¢ enzymu réwniez w mitochond-
riach i peroksysomach z watroby szczura [29].

Ze wzgledu na to, ze zardwno substrat jak i produkt
sg uzywane przez kolejne enzymy szlaku metabolicz-
nego, izomeraza jest centralnym punktem tego szlaku.
Mimo to jest niewiele danych dotyczgcych jej regulaciji.
DMAPP jest substratem nie tylko w syntezie izo-
prenoidow lecz rdwniez w izopentenylacji tRNA [30],
Uwaza sie, ze izopentenylacja tRNA zawierajgcego
urydyne jako pierwszg zasade antykodonu stabilizuje
oddziatywania kodon-antykodon zmniejszajgc w ten
spos6b prawdopodobieristwo btednego odczytu mRNA
[31]. Ponadto wolna izopentenylowana adenozyna
dziata jako cytokinina w roSlinach i drozdzach [32],

IX. Syntaza dwufosforanu farnezylu

Pirofosforan farnezylu jest punktem rozgatezienia
wspolnego szlaku metabolicznego steroli, dolicholi,
hemu a, ubichinonéw i izoprenylowanych biatek.
Syntaza FPP katalizuje I'-4 kondensacje dwufosfora-
nu izopentenylu z dwufosforanem dwumetyloallylu
oraz dwufosforanem geranylu tworzac pirofosforan
farnezylu (Ryc. 9). Przyjmuje sie, ze naturalnym sub-
stratem w formie reszty allylowej jest DM APP a GPP
jest tylko zwiazkiem przejSciowym w tej reakcji [33, 34].

P oV a
P orp
N 1
’

Torr
Ler

,L,\.,»l‘v‘:\igtp i Y O T

%

(CPP) (FPP)

Ryc. 9. Synteza pirofosforanu farnezylu przez kondensacje
DMAPP z IPP z utworzeniem przejsciowego zwigzku
GPP

Ze wzgledu na swojg centralng pozycje enzym ten
byt intensywnie badany w wielu laboratoriach. Wyniki
tych badan pozwolity na stwierdzenie, ze wystepuje on
gtéwnie w cytoplazmie [28, 33] aczkolwiek ostatnie
badania wykazaty jego obecnos$é rowniez w mitochon-
driach i peroksysomach watroby szczura [35, 36].
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Fakt, ze wszystkie kolejne enzymy biorgce udziat
w syntezie dolicholi (cis-prenyltransferaza), steroli
(syntetaza skwalenu) i ubichinonéw (trans-prenyltran-
sferaza) zwigzane sg z btonami powoduje, ze syntaza
FPP, wystepujaca zaréwno w cytoplazmie jak i w bto-
nach, jest szczegOlnie interesujgcym enzymem pod
wzgledem mozliwosci badan oddziatywan zenzymami
zwigzanymi z btonami.

Mechanizm i stereochemia reakcji kondensacji I'-4
zostaty dobrze poznane [28,33,38,39]. Enzym bioracy
udziat w tej reakcji sktada sie z dwdch identycznych
podjednostek o masie czgsteczkowej okoto 39000.
Kazda podjednostka ma jedno miejsce wigzgce reszte
allylowg ijedno wigzace reszte homoallylowga. Reakcja
wymaga obecnos$ci jon6w Mg oraz Mn. Porédwnanie
sekwencji aminokwasowych FPP u szczura, cztowieka
i drozdzy pozwolito na wykrycie czterech konser-
watywnych sekwencji. Dwie z nich charakteryzujg sie
powtdrzeniami odcinkéw bogatych w kwas asparagi-
nowy [40], trzecia zawiera miejsce katalityczne pep-
tydu, czwarta zlokalizowana na C-koncu bogata jest
w aminokwasy zasadowe. Jedna z sekwencji o duzej
zawartosci kwasu asparaginowego (domena Il) uwza-
na jest za miejsce wigzace reszte allylowg. Spekuluje
sie, ze zasadowa C-koncowa sekwencja zaangazowana
jest w oddziatywania z negatywnie natadowang powie-
rzchnig endoplazmatycznego retikulum.

W 1989 r. Anderson i wsp. podjeli probe
izolacji genu strukturalnego syntazy FPP z Saccharo-
myces cerevisiae. Oczyscili oni syntaze z ekstraktu
drozdzowego a nastepnie na podstawie sekwencji
terminalnej N-konca skonstruowali sonde oligonuk-
leotydowa przy pomocy ktorej przejrzeli drozdzowa
biblioteke DNA znajdujagc sekwencje komplementar-
ng [41].

Otrzymanie termowrazliwego mutanta ergosterolo-
wego erg 20-2 pozwolito na izolacje genu ERG 20,
kodujacego syntaze FPP, metodg komplementacji
funkcjonalnej [42].

Karst i Blanchard [43] wykazali, ze dysrup-
cja genu ERG 20 jest letalna dla drozdzy. Dodanie
egzogennych steroli nie odwraca efektu tej delecji.
Pozwolito to wnioskowaé, ze zadna inna prenyltrans-
feraza nie jest zdolna do syntezy FPP. Wyniki te
dokumentujg, ze produkty syntazy FPP: FPP lub
GPP, sg niezbedne dla wzrostu drozdzy niezaleznie od
syntezy steroli. Moze to by¢ zwigzane z brakiem
syntezy dolicholi lub bezpos$rednio FPP niezbednego
do prenylacji biatek.

)\/\ow

S O SN

Ryc. 10. Synteza pirofosforanu po-
liprenylu przez cis-prenyl-

FPP
transferaze
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X. Cis-prenyltransferaza

Cis-prenyltransferaza katalizuje kondensacje I'-4
dwufosforanu izopentenylu w konfiguracji cis z dwu-
fosforanem farnezylu ze wszystkimi resztami izopreno-
idowymi w pozycji trans (Ryc. 10). Produktem kon-
cowym kolejnych kondenacji jest prawdopodobnie
dtugotancuchowy pirofosforan poliprenylu [44-46].

Jest rzeczg ciekawa, ze dotychczas nawet czesciowo
nie oczyszczono enzymu (lub grupy enzymoéw) bio-
ragcych udziat w reakcjach prowadzgcych do wydtuze-
nia tancucha poliprenylowego u eukariontéw. Co
wiecej, nie znane sg przyczyny powstawania rodziny
pirofosoforan6éw poliprenoli o réznych dtugosciach
tancucha. Subkomérkowa lokalizacja aktywnosci cis-
prenyltransferazy wskazuje na obecno$¢ enzymu w mi-
krosomach, we frakcji jadrowej i mitochondrialno-
lizosomalnej, ale moze rowniez wystepowac w niewiel-
kich ilosciach w cytoplazmie. Enzym wykazuje dos¢
szerokg  specyficzno$¢  substratowg rozpozna-
jac GPP, FPP czy trans-GGPP jako substrat allylowy.
Ciekawe jest réwniez, ze niezaleznie od badanego
obiektu produkt reakcji in vitro (poliprenylPP) jest
zwykle o jedng-dwie reszty izoprenowe krotszy niz
naturalnie wystepujagcy w danej komorce. Praca
Ericssona i wsp. [47] wykazata, ze gdy inkubacje
przeprowadzane sg w obecnosci biatka przenoszgcego
sterol, sterol 2 (sterol carrier protein 2, SCP2) dtugos$c
produktu cis-prenyltransferazy jest taka sama jak ta
obserwowana dla dolicholowych pochodnych wyste-
pujacych in vivo.

Cis-prenyltransferaza z Saccharomyces cerevisiae
zostata czesciowo scharakteryzowana przez Adaira
i Cafmeyer [48]. Wykazali oni, ze pod wieloma
wzgledami enzym ten nie r6zni sie od cis-prenyltrans-
ferazy obecnej w watrobie szczura czy w kurzych
jajowodach. Jest gtéwnie zwigzany z btonami lecz
okoto 25% jego aktywnos$ci odzyskuje sie we frakcji
cytoplazmatycznej. Obie formy enzymu majg tg samg
specyficzno$¢ substratowa, produkt syntezy in vitro
jest o 2 reszty izoprenowe krotszy od naturalnie
wystepujagcych w pochodnych dolicholowych. Allylo-
wym substratem jest gtéwnie FPP. Cechuje go duza
wrazliwo$¢ na detergenty, w czym bardzo przypomina
swéj odpowiednik w peroksysomach watroby szczura
[36], Jak do tej pory nie wyizolowano mutantéw
0 zmienionej aktywnos$ci cis-prenyltransferazy w droz-
dzach.
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XI. a-saturaza

Dolichole stuzace jako intermediaty w procesie
glikozylacji biatek majg nasycone wigzanie podwdjne
w reszcie a. Produktem ds-prenyltransferazy jest dwu-
fosforan poliprenylu, posiadajgcy nienasycone wigza-
nie podwojne w reszcie a. Wobec tego musi istnie¢
enzym przeksztatcajacy poliprenol w dolichol. Jak do
tej pory jedynymi badaczami, ktorym udato sie wyka-
zac¢ in vitro w watrobie szczura powstawanie dolicholu
sg Ekstrom i wsp. [48]. Badania ich wykazaty
zalezno$¢ enzymu od NADH. Sa sprzeczne doniesienia
dotyczace tego, czy substratem a-saturazy musi byc¢
wolna czy ufosforylowana forma poliprenolu. Jak
dotad nie ma danych literaturowych charakteryzujg-
cych drozdzowag a-saturaze.

XIl. Uwagi koncowe

Ze wzgledu na tatwosé hodowli, podobnie do wiek-
szosci bakterii, S. cerevisiae stuzylty przez dziesiecio-
lecia do badan klasycznej genetyki. Ostatnio, dzieki
dynamicznemu rozwojowi inzynierii genetycznej i bio-
logii molekularnej mozliwe jest wyizolowanie prak-
tycznie kazdego genu zidentyfikowanego wczesniej
poprzez mutacje. Osiggniecia te w potgczeniu z tech-
nikami umozliwiajgcymi klonowanie genéw, ktérych
produkty zostaty oczyszczone spowodowaty lawinowy
wzrost ilosci wyizolowanych strukturalnych i regula-
torowych genéw w drozdzach. Biorac pod uwage
podobienstwo podstawowych szlakdw metabolicz-
nych w drozdzach do tych jakie wystepujg w organiz-
mach wyzszych i kompartmentalizacje wewnatrzko-
moérkowa mozna stwierdzi¢, ze drozdze sg wyjatkowo
dogodnym narzedziem do badan dowolnie wybranych
szlakéw biosyntetycznych.

Artykut otrzymano 1 czerwca 1993 r.
Zaakceptowano do druku 7 czerwca 1993 r.
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Genetyczne regulacje N-glikozylacji biatek drozdzy

Genetic regulation of N-glycosylation in yeast

GRAZYNA PALAMARCZYK1
JOANNA KRUSZEWSKA?
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Wykaz stosowanych skrétéw: DolP — fosforan dolicholu;
MPD — mannozylofosfodolichol; MPDS — syntaza man-
nozylofosfodolicholu; GPD — glukozylofosfodolichol;

GPDS — syntaza glukozylofosfodolicholu; ER — endoplaz-
matyczne retikulum

Kolejne etapy glikozylacji biatek, prowadzgce do
syntezy wigzania N-glikozydowego, w ktérym reszty
cukrowe potaczone sg z biatkiem poprzez grupe ami-
dowg asparaginy, zostaty opisane w wielu artykutach
przegladowych [np 1, 2], w tym rowniez w Postepach
Biochemii [3, 4].

N-glikany drozdzy tworza strukture wielomanna-
nowg (ang. high mannose type) sktadajgcg sie z reszt
mannozy i N-acetyloglukozaminy [4]. W drozdzach
Saccharomyces cerevisiae, N-glikoproteiny wchodzg
w sktad Sciany komdrkowej lub ulegajg sekrecji badz
to na zewnatrz komérek lub do wewnatrz wakuoli.
Glikoproteiny wystepujace w $cianie komaérkowej sg
jej istotnym elementem strukturalnym, a takze zawie-
raja determinanty antygenowe. Reszty cukrowe ztozo-
ne ze 100-200 czgsteczek mannozy stanowig ok. 80%
ich ciezaru czgsteczkowego. Glikoproteiny ulegajgce
sekrecji (np. inwertaza i kwasna fosfataza) zawierajg
nieco krotsze reszty cukrowe (ok. 50 czgsteczek man-
nozy) a ich gtéwng funkcja jest przetwarzanie sktad-

1 prof, dr hab, 2 dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul.
Pawiriskiego 5A, 02-106 Warszawa
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nikbw pokarmowych podtoza. Glikoproteiny wakuo-
larne, np.karboksypeptydaza Y petnig przede wszyst-

kim funkcje hydrolityczne. Ich reszty cukrowe sg
stosunkowo krotkie. Drozdze zawierajg rowniez gliko-
proteiny, w ktérych reszty cukrowe sg zwigzane z biat-
kiem wigzaniem O-glikozydowym poprzez grupe hyd-
roksylowa seryny/treoniny. Ich czes¢ cukrowa jest
krétka, do 5-ciu mannoz, a funkcja malo poznana.
Wiadomo jedynie, ze wchodzg w sktad $ciany komar-
kowej i w tym przypadku N- i O-glikozydowo zwigza-
ne reszty cukrowe znajdujg sie na tej samej czasteczce
biatka.

Przebieg N-glikozylacji (Ryc. 1), katalizowanej przez
enzymy endoplazmatycznego retikulum, jest dalece
konserwowany w komorkach eukariontow. Jest to
proces wielostopniowy, wymagajacy udziatu przenos-
nika lipidowego, ktérym jest fosforan dolicholu. Re-
szty cukrowe przenoszone sg kolejno z odpowiednich
nukleozydodwufosfocukrow na fosforan dolicholu, co
prowadzi do powstania dolichylo dwufosfo oligosa-
charydu (DolPPGIcNac2M anb5). Jego czes$¢ cukrowa
jest nastepnie wydtuzana az do powstania DolP-
PGIcNac2Man9GIc3. Cztery kolejne reszty mannozy-
lowe (Man69) i reszty glukozydowe sg przenoszone
z odpowiednich nukleozydodwufosfocukréw na ros-
nacy tancuch oligosacharydowy za pos$rednictwem
DolP (Ryc. 1). Kolejna reakcja to przeniesienie oligo-
sacharydu z DolPP na grupe (3-amidowg asparaginy
glikozylowanego peptydu. Cze$¢ oligosacharydowa
glikopeptydu ulega nastepnie kolejnym reakcjom
przetwarzania (processing) réznym dla réznych or-
ganizméw. Proces przetwarzania reszt cukrowych za-
czyna sie wewnatrz endoplazmatycznego retikulum
i trwa podczas transportu glikozylowych biatek po-
przez aparat Golgiego na zewnatrz komorki lub do
bton komérkowych [4],

Informacje otrzymane klasycznymi metodami bio-
chemicznymi pozwolity na odtworzenie kolejnych eta-
poéw prowadzacych do syntezy wigzan glikozydowych.
Jednakze stosunkowo mato byto wiadomo o wtasnos-
ciach biatek katalizujgcych poszczegdlne reakcje, bo-
wiem oczyszczanie glikozylotransferaz zaleznych od

POSTEPY BIOCHEMII 39(3), 1993
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dolicholu, stanowi olbrzymi problem metodyczny.
Zastosowanie genetyki klasycznej i molekularnej po-
zwolito na uzyskanie znacznego postepu w tej dziedzi-
nie, jego przedstawienie jest celem niniejszego ar-
tykutu.

I. Mutanty drozdzy zaburzone w glikozylacji

11 Mutanty typu alg (ang. asparagine linked glyco-
sylation mutants). Wiekszo$¢ informacji przedstawio-
nych na ryc. 1 byta mozliwa do otrzymania dzieki
wyizolowaniu mutantéw drozdzy zaburzonych w ko-
lejnych etapach biosyntezy tancucha oligosacharydo-
wego zwigzanego z fosforanem dolicholu. Mutanty alg,
za wyjatkiem alg 7, zostaly otrzymane metodg “man-
nose suicide selection”. Metoda ta polega na 30
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minutowej inkubacji drozdzy w temperaturze 36°C
z duzg iloscig (IOmCi/ml) [3H] mannozy a nastepnie
na ich zamrozeniu w temp. —70°C. Przezywajgce
komorki (ok. 0.2% po 35 dniach przechowywania
w —70°) mialy ograniczong zdolno$cig pobierania
radioaktywnej mannozy. Testowane pod wzgledem
zdolnosci syntezy glikozylowanego fosforanu dolicho-
lu wykazywaly zmieniony przebieg syntezy tancucha
oligosacharydowego. “Mannose suicide selection” po-
zwolita na otrzymanie mutantéw nalezacych do 8-miu
grup komplementacyjnych reprezentujacych rézne lo-
ci. Analiza biochemiczna potwierdzita, ze kazdy z mu-
tantow jest zaburzony na innym etapie syntezy tfan-
cucha cukrowego. Mutanty algi i alg2, zaburzone we
wczesnych etapach syntezy glikozylowanego dolicholu
(Ryc. 1), sg mutantami termowrazliwymi.
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Natomiast mutanty alg3, alg5, algé ialg8, zaburzone
w pOzniejszych etapach reakcji, nie majg okres$lonego
fenotypu [5] co znacznie utrudnia ewentualne ich
wykorzystanie do klonowania odpowiednich gendéw.
Mutant algi zostat otrzymany na drodze selekcji
szczepébw opornych na tunikamycyne, antybiotyk
0 dziataniu letalnym dla komdrek drozdzy i wyzszych
eukariontow [6].

Mutanty algi, alg2, oraz algi wykorzystano do
klonowania genéw kodujagcych okreslone glikozylo-
transferazy. Metody klonowania i charakterystyka
enzymoOw zostang opisane w dalszej czesci artykutu.
W tym miejscu nalezy jednak powiedzieé¢, ze poznanie
sekwencji genéw pozwolito na wydedukowanie sek-
wencji biatek enzymatycznych nie dajgcych sie jak
dotgd oczysci¢ klasycznymi metodami biochemicz-
nymi. W pozostatych mutantach typu alg scharak-
teryzowano defekty glikozylacji. Stwierdzono, ze mu-
tant alg3 akumuluje DolPPGIcNac2Man5 [7], gliko-
zylowany dolichol o podobnej strukturze reszt cuk-
rowych znajdowano w zmutowanych liniach komor-
kowych biataczki mysiej [8]. Wyjasniono, ze przy-
czyng syntezy skroconych oligosacharydow byt brak
w tych komérkach syntazy mannozylofosfodolicholu.
Na tej podstawie uznano, ze w sekwencji reakcji
dodawania kolejnych reszt mannozy do rosngcego na
fosforanie dolicholu oligosacharydu, pie¢ pierwszych
reszt mannozy pochodzi zGDPMan, natomiast MPD
jest donorem reszt mannozylowych wydtuzajgcych
DolPPGIcNac2M an5 az do powstania DolPPGlc-
Nac2Man9. Jednakze mutanty typu alg3, w przeci-
wieAstwie do zmutowanych linii komdrkowych biata-
czki mysiej, posiadaty zdolnos$¢ syntezy MPD porow-
nywalng zkomdrkami szczepu dzikiego. Wykazano, ze
przyczyng obserwowanego defektu glikozylacji fos-
foranu dolicholu w komdrkach mutanta alg3 jest brak
a 13 mannozylotransferazy, enzymu przenoszgcego
mannoze z MPD na DolPPGcNac2Man5 [9].
Mutant alg4, podobnie jak poprzednie, jest niezdolny
do syntezy w petni glikozylowanego dolicholu i aku-
muluje cate spektrum intermediatow, gtéwnie DolP-
PGIcNa2Man5_8. Wydaje sie, ze mutacja algd ma
efekt plejotropowy a obserwowany defekt glikozylacji
jest spowodowany zmiang sktadu bton endoplazmaty-
cznego retikulum w komérkach mutanta [10], Mutant
alg5 nie zawiera biatka syntazy GPD a mutant algé nie
zawiera glukozylotransferazy przenoszacej glukoze na
DolPPGIcNac2Man9 [11]. Obserwowany defekt gli-
kozylacji polegajacy na gromadzeniu w komdrkach
obu mutantdw DolPPGIcNac2Man9 jest taki sam,
cho¢ spowodowany mutacjami w dwdch réznych
genach. Liste mutantéw typu alg, konczy alg8. Wyka-
zano, ze mutant ten akumuluje DolPPGIcNac2-
MangGlc! na skutek braku 1,2 glukozylo transferazy
przenoszacej glukoze z GPD na cze$ciowo glukozylo-
wany dolichol [12].

1.2. Mutanty zaburzone w biosyntezie glukozylofosfo
dolicholu i mannozylofosfo dolicholu (GPD i MPD).
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Mutanty zaburzone w biosyntezie GPD, bedacego
donorem trzech reszt glukozy, dodawanych w ostat-
nich etapach biosyntezy oligosacharydu zwigzanego
zdolicholem (Ryc. 1), to wspomniany wczesniej mutant
alg5 [11] oraz spontaniczny mutant dpgl [14], Wyka-
zano, ze obydwie te mutacje komplementujg sie na-
wzajem co sugeruje, ze syntaza GPD jest biatkiem
heteropolimerycznym. W tej grupie nalezy wymieni¢
rowniez termowrazliwe mutanty warunkowe dpml,
ktore otrzymano po chemicznej mutagenezie genu
DPMI kodujgcego syntaze MPD drozdzy. Sposob
klonowania genu opisano w dalszej czesci artykutu.
3. Mutanty sekrecyjne

Wsréod mutantow drozdzy, ktérych wyizolowanie
miato istotne znaczenie dla wyjasnienia mechanizmu
glikolizacji, nalezy wymieni¢ mutanta sec 59. Mutant
ten nalezy do grupy termowrazliwych mutantow zabu-
rzonych w sekrecji glikoprotein. W temperaturze nie-
permisyjnej akumuluje wewnatrz endoplazmatyczne-
go retikulum czesciowo glikozylowane formy biatek
sekrecyjnych, takich jak: inwertaza czy pro-karbok-
sypeptydaza Y [15]. Biochemiczna charakterystyka
mutanta oraz klonowanie genu SEC 59 zostanie opi-
sane w dalszej czesci artykutu.

Innym mutantem akumulujgcym w przestrzeni peri-
plazmatycznej, w temperaturze niepermisyjnej, nieko-
mpletnie glikozylowane formy biatek jest mutant
secb3. Wykazano, ze mutant ten jest defektywny
w biosyntezie GDPMan a gen SEC 53 koduje fos-
fomannomutaze [16], Mozna wiec przypuszczaé, ze
obserwowany defekt glikozylacji biatek jest wynikiem
obnizonej syntezy GDPMan w komoérkach mutanta.

Badania przebiegu glikozylacji w opisanych mutan-
tach drozdzy dostarczytly wielu interesujgcych infor-
macji na temat biosyntezy glikozylowanego dolicholu,
kluczowego intermediatu w glikozylacji biatek. Stwier-
dzono, ze zablokowanie glikozylacji moze by¢ dla
komérek letalne o ile zachodzi na wczesnych etapach
reakcji. Natomiast czesciowo glikozylowane formy
dolicholu, akumulujgce sie w mutantach alg2, alg3,
alg5, alg6 idpgl moga by¢ wykorzystane w glikozylacji
biatek [17] a defekt genetyczny nie ma wplywu na
normalny wzrost komorki.

Il. Enzymy zalezne od dolicholu; charakterys-
tyka, klonowanie genéw

1. Transferaza UDPGIcNac:DolP — gen ALGI

Enzym ten katalizuje pierwszy etap syntezy glukozylo-
fosfodolicholu tj. przeniesienie GlcNacP na fosforan
dolicholu. In vitro reakcja ta jest hamowana przez
antybiotyk tunikamycyne [18, 19], Stosowana in vivo
tunikamacyna hamuje wzrost komdrek drozdzy i wy-
zszych eukariontéw [6]. Efekt ten wykorzystano do
sklonowania genu ALGI. Dziki szczep drozdzy trans-
formowano drozdzowym bankiem genéw na wielo-
kopijnym plazmidzie. W$rdd transformantéw poszu-
kiwano kolonii opornych na tunikamycyne. Kolonie
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oporne, w poréwnaniu z koloniami szczepu dzikiego,
wykazywaty podwyzszong (ok. 10-cio krotnie) aktyw-
nos$¢ transferazy. Analiza DNA mutantdw opornych
na tunikamycyne wykazata wyrazng amplifikacje frag-
mentu wielkosci 2250 par zasad. Po zsekwencjonowa-
niu okazato sie, ze zawiera on otwartg ramke odczytu,
1340 par zasad, kodujacg biatko o ciezarze ok. 52000.
Wydedukowana z sekwencji nukleotydowej genu
ALGI, sekwencja aminokwasowa wskazuje na wy-
stepowanie dwdch domen transmembranowych
i dwoch potencjalnych miejsc N-glikozylacji.
Dysrupcja genu jest letalna.

2. @ 1,4 mannozylotransferaza — gen ALGI

Enzym Kkatalizuje przeniesienie mannozy z GDPMan
na DolPPGIcNac2 i wytworzenie wigzania [B 1,4
glikozydowego. Termowrazliwe mutanty algi w tem-
peraturze niepermisyjnej nie majg zdolnosci syntezy
mannozylowanego oligosacharydu potgczonego z fos-
foranem dolicholu. Gen ALGI, kodujagcy mannozylot-
ransferaze zostat sklonowany na zasadzie komplemen-
tacji funkcjonalnej mutacji algi [21]. Otwarta ramka
odczytu genu zawiera 1347 par zasad, kodujacych
biatko o ciezarze czgsteczkowym 51900. Analiza wyde-
dukowanej sekwencji biatka wskazuje na obecno$é
domeny hydrofobowej przy N-koncu oraz 4-rech
potencjalnych miejsc glikozylacji.

Dysrupcja genu jest letalna.

3. a 1,3 mannozylotransferaza — gen ALG?2

Enzym ten katalizuje przeniesienie mannozy na DolP-
PGIlcNac2Man2.

Termowrazliwe mutanty alg2 w temperaturze nieper-
misyjnej akumulujg czesciowo glikozylowany dolichy-
lo fosforan [17, 22].

Gen ALG2 podobnie jak gen ALGI sklonowano
poprzez komplementacje funkcjonalng mutacji alg2
[22]. Otwarta ramka odczytu koduje biatko o ciezarze
czasteczkowym ok. 60000. Analiza wydedukowanej
sekwencji biatka sugeruje wystepowanie domeny
transmembranowej w poblizu N-konca oraz 4-rech
potencjalnych miejsc glikozylacji.

Dysrupcja genu jest letalna.

4. Syntaza mannozofosfodolicholu (MPDS) — gen
DPMI

MPDS katalizuje reakcje syntezy MPD poprzez prze-
niesienie mannozy z GDPMan na DolP.

Gen kodujacy syntaze sklonowano po transformacji
mutantéw drozdzy o obnizonej aktywnosci MPDS
drozdzowym bankiem genow szczepu dzikiego na
plazmidzie wielokopijnym. Wérdéd otrzymanych trans-
formantéw poszukiwano kolonii o podwyzszonej ak-
tywnosci enzymu [23]. Otrzymano 7 transformantéw,
w ktorych aktywno$¢ MPDS byta od 7-do 14 razy
wyzsza niz w szczepie rodzicielskim.

Plazmidowe DNA zwybranych transformantéw uzyto
do transformacji E. coli i stwierdzono, ze drozdzowa
MPDS ulega ekspresji w komorkach bakterii. Po
subklonowaniu DNA wyizolowano gen DPMI1 kodu-
jacy drozdzowg MPDS.
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Analiza sekwencji genu DPMI wykazata obecnos$c
otwartej ramki odczytu o wielkosci 801 zasad, koduja-
cej biatko o ciezarze czgsteczkowym 30000. Wydedu-
kowana sekwencja biatka wskazuje na obecno$¢ do-
meny transmembranowej w poblizu C-konca. Nato-
miast struktura N-kofca posiada charakterystyczng
dla drozdzy sekwencje sygnatowa, inicjujacg transport
biatka przez bitone ER. Analiza sekwencji amino-
kwasowej wykazata ponadto brak potencjalnego miej-
sca N-glikozylacji oraz wystepowanie potencjalnego
miejsca fosforylacji dla kinazy biatkowej zaleznej od
CAMP czyli Ser/Thr sgsiadujgce z 2-3 resztami hydro-
fobowymi (sekwencja otaczajgca seryne 141) [23]. Jak
dotagd udato sie sklonowac jedynie drozdzowy gen
kodujgcy MPDS i na podstawie sekwencji nukleo-
tydowej wydedukowaé sekwencje biatka syntazy droz-
dzy. Jednakze badania biochemiczne wykazaly, ze
aktywno$é syntazy MPD w komérkach watroby
igrzyba nitkowatego Trichoderma reesei)est regulowa-
na kinaza biatkowg zalezng od cAMP [24, 25]. Wynik
ten pozwala przypuszczaé, ze istniejg fragmenty struk-
tury enzymu konserwowane w komorkach réznych
eukariontow. Na podobienstwo strukturalne enzymu
drozdzowego do enzymu wystepujagcego w komérkach
zwierzecych wskazuje rowniez fakt, ze defekt glikozyla-
cji wystepujacy w zmutowanych liniach komdrek
chomika (ang. Chinese hamster ovary cells), spowodo-
wany brakiem aktywnej MPDS w tych komdrkach,
jest korygowany po ich transfekcji drozdzowym genem
DPMI [26],

Dysrupcja genu kodujagcego MPDS dos¢ nieoczekiwa-
nie okazata sie dla drozdzy letalna [23]. Wynik ten byt
nieoczekiwany poniewaz wiadomo byto, ze MPD
produkt reakcji katalizowanej przez MPDS jest dono-
rem 4-rech zewnetrznych reszt mannozylowych w bio-
syntezie glikozylowanego dolicholu. Jednocze$nie wia-
domo, ze mutanty typu alg2 i alg 3 syntetyzujgce
niekompletnie glikozylowane dolichole (DolPPGlc-
Nac2Man23 i DolPPGIcNac2Manb5 majg zdolnosé
przenoszenia skréconych tancuchdw oligosacharydo-
wych na biatka akceptorowe. Tak wiec mozna byto
przypuszcza¢, ze wydtuzanie #tancucha cukrowego
w procesie N-glikozylacji biatek nie jest jedyng funkcjg
MPD. Odpowiedz udato sie otrzymacé dzieki otrzyma-
niu mutantéw warunkowych dpml [13], Wykazano, ze
produkt genu DPMI, MPD bierze réwniez udziat
w biosyntezie glikozylo fosfoinozytolu (GPI) zakot-
wiczajgcego wiele biatek w btonach komorkowych
(Ryc. 1). Lipid gromadzacy sie w termowrazliwych
mutantach dpml hodowanych w temperaturze nieper-
misyjnej, ma strukture PI-G1cNH2 (lub GlcNac) i nie
jest transportowany do biatek. Defekt ten jest korygo-
wany po transformacji komdrek drozdzy genem
DPMI [13]. Na podstawie wynikdw badan prze-
prowadzonych in vitro wiadomo byto, ze MPD jest
réwniez donorem pierwszej reszty mannozylowej w re-
akcji 0-glikozylacji biatek [26]. Otrzymanie mutanta
dpml pozwolito stwierdzié, ze réwniez in vivo synteza
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wigzania O-glikozydowego zachodzi wedtug podanego
schematu (Ryc. 1). Do badan uzyto chitynaze droz-
dzowgjako modelowe, O-glikozylowane biatko. W tem-
peraturze permisyjnej obserwowano w komdrkach
mutanta synteze biatka chitynazy o masie czgstecz-
kowej 150000. Po przeniesieniu do temperatury niepe-
rmisyjnej stwierdzono sekrecje nieglikozylowanych
form inwertazy o masie 60000. Znakujagc komorki
mutanta radioaktywna mannozg stwierdzono, ze syn-
teza glikozylowanej chitynazy zachodzi jedynie w tem-
peraturze permisyjnej [13].

5. Syntaza glukozylofosfodolicholu
DPG1 i ALG5
Glukozylofosfodolichol, bedacy produktem reakcji
katalizowanej przez syntaze, jest donorem trzech reszt
glukozy przenoszonych z GPD na nieredukujacy
koniec oligosacharydu zwigzanego z fosforanem doli-
cholu (Ryc. 1).

Wyizolowanie opisanych wcze$niej mutantow algb
i dpgl i stwierdzenie, ze obydwie mutacje komplemen-
tujg sie nawzajem [14] pozwolito przypuszczaé, ze
biatko syntazy jest heteropolimerem skladajgcym sie
z podjednostek kodowanych przez dwa rézne geny.
Biatko to udato sie blizej scharakteryzowaé dzieki
zastosowaniu metody znakowania $wiattoczutym ana-
logiem substratu (ang. photoaffmity labeling) zawiera-
jacym izotopowy marker (5-azydo [32-P] UDPGlIc).
Wykazano, ze frakcja bton endoplazmatycznego reti-
kulum drozdzy szczepu dzikiego zawiera biatko o cie-
zarze czasteczkowym ok. 35000 bedace podjednostky
syntazy wigzacg UDPGIc. Biatka tego nie znajdowano
w mutantach algb pozbawionych aktywnos$ci syntazy
GPD a jego ilos¢ w mutantach dpgl byta znacznie
zmniejszona w poréwnaniu w komaérkami szczepu
dzikiego. Natomiast heterozygotyczne diploidy
alg5DPG1/ALG5 dpgl zawieraty znakujgce sie biatko
syntazy w ilosci porownywalnej ze szczepem dzikim co
potwierdza przypuszczenie, ze biatko syntazy GPD
jest heteropolimerem. Preparaty bton komdrkowych
mutanta algd zawierajgce aktywng syntaze GPD ale
pozbawione aktywnosci glukozylotransferazy przeno-
szacej glukoze z GPD na oligosacharyd zwiagzany
z dolicholem, zawieraty zwiekszone ilosci biatka syn-
tazy GPD. Wynikiem mutacji algo jest zatem nie tylko
akumulacja GPD, spowodowana brakiem transferazy
dla ktérej GPD jest substratem, lecz réwniez jego
zwiekszona synteza.

We wszystkich badanych przypadkach obserwowano
doktadnag korelacje pomiedzy aktywnosScig syntazy
mierzong in vitro a ilosciag biatka o masie 35000
znakowanego $wiattoczutym analogiem substratu [27],
Niestety, jak dotad nie udato sie sklonowa¢, zadnego
z gendw kodujgcych syntaze, gtdwnie dlatego, ze
wystepowanie mutacji alg5 idpgl nie jest zwigzane ze
zmiang cech fenotypowych komoérki drozdzy a wiec
komplementacja mutacji drozdzowym bankiem ge-
now szczepu dzikiego jest bardzo trudna do znalezie-
nia typowymi metodami selekcji transformantéw.

(GPD); geny
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6. Kinaza dolicholu; gen SEC 59

Kinaza dolicholu przenosi reszte y fosforanowg z CTP
na grupe hydroksylowg dolicholu. Enzym ten podob-
nie jak enzymy biorgce udziat w glikozylacji dolicholu
zwigzany jest z btonami endoplazmatycznego retiku-
lum. Jego wystepowanie stwierdzono po raz pierwszy
w komdrkach watroby [28] a takze w hodowlanych
liniach komdérek mysich i chomika. Zaobserwowano
réwniez wystepowanie CTP zaleznej kinazy dolicholu
w drozdzach [29, 30]. Stwierdzono, ze specyficzna
aktywnos$¢ kinazy dolicholu zalezy od fazy podziatu
komorek i tak np. w liniach hodowlanych komérek
mysich L1210 aktywnos$¢ kinazy zaczyna rosng¢ pod-
czas fazy Gt osiggajac maksimum w fazie S [31].
Stymulacje aktywnosci kinazy dolicholowej obserwo-
wano réwniez w dzielgcych sie jajach jezowca w fazie
péznej blastuli [32, 33] a takze podczas réznicowania
sie komorek jajowodéw kurczecia zaindukowanego
podaniem estrogenéw [34], w dojrzewajacych ery-
trocytach [35] i podczas rozwoju centralnego uktadu
nerwowego [36]. Obserwacje te doprowadzity do
powstania w latach 80-dziesigtych dos$¢ atrakcyjnej
hipotezy, zgodnie z ktérag kinaza dolicholu petni
funkcje regulacyjne w procesach glikozylacji, poprzez
regulacje poziomu fosforanu dolicholu w komérce.
W poézniejszym okresie powszechne zastosowanie
HPLC do oznaczania poziomu fosforanu dolicholu
oraz oznaczenie aktywnos$ci cis2-prenyl transferazy,
enzymu odpowiedzialnego za synteze fosforanu doli-
cholu poprzez cykl kwasu mewalonowego (por. ar-
tykut A, Szkopinskiej wtymnurr ze)spowodo-
wato pewne modyfikacje w sformutowaniu tej hipo-
tezy. Obecnie uwaza sig, ze jedyni* w tych tkan-
kach, w ktérych poziom syntezy fosforanu dolicholu de
novo poprzez cykl kwasu mewalon twego jest z jaki$
powoddw obnizony, kinaza dolicholu moze petic
istotng role w utrzymywaniu statego poziomu DolP
poprzez fosforylacje wolnego dolicholu dostepnego
w komarce.

Stwierdzono, ze termowrazliwy mutant drozdzy
sec 59 akumuluje, w temperaturze niepermisyjnej,
w endoplazmatycznym retikulum, niekompletnie gli-
kozylowane prekursory biatek sekrecyjnych. W tych
warunkach obserwuje sie réwniez zahamowanie O0-
glikozylacji biatek i syntezy kotwicy glukozylofosfo-
inozytolowej. Tak wiec mutant sec 59 zachowuje sie
podobnie jak termowrazliwy mutant dpml z uszko-
dzong syntazg MPD. Jednakze w badaniach in vitro
btony komdrkowe mutanta sec 59 majg zdolnosé
syntezy MPD w obecnosci egzogennego fosforanu
dolicholu. Pomiary ilosciowe DolP w komorkach
mutanta pozwolity stwierdzié, ze jego ilos¢ w tem-
peraturze permisyjnej stanowi 48%, a w temperaturze
niepermisyjnej mniej niz 10% ilosci oznaczanej w ko-
morkach szczepu dzikiego. Transformacja mutanta
dzika kopig genu SEC59 powodowata wzrost aktyw-
nosci kinazy w komérkach mutanta [37].

Wyniki te sugerujg, ze gen SEC 59 jest istotnie genem
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kodujagcym kinaze dolicholu, biatko o masie czgstecz-
kowej 59 000. Analiza sekwencji aminokwasowej wy-
dedukowana na podstawie sekwencji nukleotydowej
wskazuje na wystepowanie w czasteczce dwoch poten-
cjalnych miejsc N-glikozylacji oraz domeny hydro-
fobowej, zaczynajacej sie od 55 aminokwasu poczaw-
szy od N-korica, stanowigcej ok. 90% czasteczki [38].

I1l. Sekwencje aminokwasowe rozpoznajgce
dolichol

Poréwnanie sekwencji aminokwasowych, wydedu-
kowanych na podstawie sekwencji nukleotydowej
sklonowanych gendw, pozwolito na znalezienie po-
wtarzajagcej sie sekwencji hydrofobowej zlozonej
z 13-tu aminokwaséw. Sekwencja ta, cho¢ nieco rézna
dla poszczegdlnych enzymow, jest na tyle podobna, ze
mozna ustali¢c obszary najwyzszej zgodnosci (ang.
consensus sequence). Uznano, zejest ona odpowiedzial-
na za rozpoznawanie dolicholu (ang. Dolichol recog-
nition sequence) [39] z nastepujacych powodéw:

a) sekwencja znajduje sie w obszarze transmembrano-
wym biatka. Wiadomo, ze biatka ALG7 i DPMI,
a takze SEC 59 rozpoznaja okreslone struktury doli-
cholu [40, 41] i mozna przyjaé, ze rozpoznanie struk-
tury odbywa sie w obszarze transmembranowym ze
wzgledu na hydrofobowe wiasnosci dolicholu.

b) jesli sekwencje aminokwasowg rozpoznajgcg doli-
chol przedstawi¢ w postaci a heliksu, struktury typo-

BIALKO

DPM 1

wej dla obszar6w transmembranowych biatek, to
obszary najwyzszej zgodnoS$ci znajdg sie na zewnetrz-
nej powierzchni a heliksu [39],

Powtarzajgce sie we wszystkich poréwnywanych sek-
wencjach aminokwasy to izoleucyna w pozycji 8 iaro-
matyczne reszty aminokwaséw w pozycjach 2, 5i 12,
Charakterystyczne jest wystepowanie proliny w sek-
wencji rozpoznajgcej dolichol, gdyz prolina pojawia sie
rzadko w obszarach transmembranowych biatek, jedy-
nie w biatkach transportujgcych [40]. Jest to inte-
resujace z punktu widzenia lokalizacji komérkowej
procesow glikozylacji o czym bedzie mowa w dalszej
czesci artykutu.

Sekwencja aminokwasowa odpowiedzialna za rozpo-
znawanie dolicholu zostata przedstawiona na rycinie
2 [wg. 22, 45],

Poczatkowo poréwnywano strukture biatek kodo-
wanych przez geny ALG 7, ALGI i DPM 1 oraz SEC
59. Po sklonowaniu genu ALG 2 [22] wniesiono do tej
struktury pewne poprawki (Ryc. 2).

Poprawiona struktura sekwencji rozpoznajgcej doli-
chol uwzglednia zalezno$ci pomiedzy wystepowaniem
okreslonych reszt aminokwaséw hydrofobowych
i proliny. Wydaje sie, ze konserwowanie struktury
nazwanej ,dolichol recognition sequence” we wszyst-
kich sklonowanych dotad genach kodujacych enzymy
zalezne od dolicholu sugeruje jej istotne znaczenie dla
funkcji tych enzymow.

SEKWENCJE HYDROFOBOWE

X X lle l-eu Phe X Tyr Val
ALG 1 lle Pro Leu Val Tyr X X He Pro Tyr X Phe Tyr
ALG 7/1 Ala Val Tyr Leu Phe Val X Phe X X lle PTo Phe X Phe Tyr
GPT 1/1 Ala Val Phe Leu 1lle Ile X Phe X X lle Pro Phe X Phe
ALG 7/2 Arg Aap Ser His Arg Phe Ser X Val X X 1lle Pro Phe X Gly
GPT 1/2 Arg Asp Aap His Val Phe Ser X Tyr X X He Pro Phe X Phe
ALG 2 lle Leu Hi« 1le X Phe X X lle Leu Pro X Aan Pro
SEC 59 His Phe 1le X Phe X X Ile Ile Pro X Phe
CONSENSUS Leu Phe Val X Phe X X De Pro Phe X Phe Tyr
POPRAWIONA Ue Leu Phe lle X Phe X X Ile a b X Phe
SEKWENCJA
CONSENSUS

Jezeli a—Pro, b—Phe lub Tyr; Jezeli a=Ille lub Leu, b=Pro
Ryc. 2. Sekwencje hydrofobowe biatek rozpoznajace dolichol. Sekwencje najwyzszej zgodnosci (consensus) zaznaczone kwadratami.
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IV. Orientacja przestrzenna proceséw gliko-
zylacji w btonach endoplazmatycznego
retikulum

Synteza glikozylowanego dolicholu, bedgcego do-
norem reszt cukrowych w syntezie wiazania N- i O-
glikozydowego oraz kotwicy GPI odbywa sie w Swietle
endoplazmatycznego retikulum, natomiast biosynteza
nukleotydodwufosfocukrow (NDPS), donorow reszt
cukrowych, wewnatrz cytoplazmy. Powstaje wiec py-
tanie w jaki sposéb NDPS sg transportowane do
wewnatrz ER. Na pytanie to ciaggle jeszcze nie mozemy
odpowiedzie¢ jednoznacznie. Postugujac sie przede
wszystkim metodami biochemicznymi polegajgcymi
na badaniu poszczegdlnych reakcji glikozylacji w nie-
naruszonych pecherzykach endoplazmatycznego re-
tikulum, a takze po ich trawieniu enzymami pro-
teolitycznymi lub traktowaniu niskimi stezeniami de-
tergentow ustalono, ze przeniesienie dwoch pierwszych
reszt GecNacP i GIcNac na fosforan dolicholu, odbywa
sie na cytoplazmatycznej stronie bitony ER [42].
Wyniki badania sekwencji genu ALGI, kodujacego
transferaze GlcNaclP wskazujg na wystepowanie
w czasteczce enzymu dwdch domen transmembra-
nowych, informacja ta nie pozwala jednak na wy-
ciggniecie bardziej precyzyjnych wnioskéw dotyczg-
cych orientacji transferazy w blonie endoplazmaty-
cznego retikulum.

Dodanie kolejnych reszt mannozy az do powstania
DolPPGIcNac2M an5 odbywa sie najpewniej rowniez
na cytoplazmatycznej stronie btony ER, gdyz jak
wykazano metodami biochemicznymi nie ma w komé-
rce systemu transportujgcego GDPMan do
wnetrza ER [42], Analiza sekwencji aminokwasowej
transferazy mannozy, kodowanej przez gen ALGI,
wskazuje na wystepowanie domeny hydrofobowej
w poblizu N-kohAca. Mozna wiec sobie wyobrazié, ze
biatko jest zakotwiczone w btonie od kofica N, a pozo-
stata cze$C czasteczki jest zwrdcona w strone cyto-
plazmy.

Badanie aktywnos$ci syntazy MPD, kodowanej
przez gen DPMI1 w nieuszkodzonych pecherzykach
endoplazmatycznego retikulum i po trawieniu en-
zymami proteolitycznymi, wskazujg na cytoplazmaty-
czng orientacje syntazy MPD [43,44]. Przypuszczenie
to potwierdza brak wystepowania systemu transpor-
tujgcego GDPMan do wnetrza ER [42]. Sekwencja
aminokwasowa syntazy wskazuje na obecno$¢ dome-
ny hydrofobowej na C-koricu enzymu i obecnos$c
sekwencji sygnatowej, Kierujgcej biatko do wnetrza
endoplazmatycznego retikulum, na N-korcu. Jednak-
ze sekwencja sygnatowa enzymu nie zawiera, wy-
stepujacego w podobnych sekwencjach innych biatek,
miejsca wigzania peptadazy w ER odcinajgcej sekwen-
cje sygnalowg. Na tej podstawie sg mozliwe do wy-
obrazenia dwie orientacje enzymu w btonie ER: syn-
tazajest zaczepiona domeng hydrofobowa na C-koricu
i odwrécona w strone cytoplazmy lub istniejgca na
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N-kofcu sekwencja sygnatowa, pomimo, ze nie jest
odcinana przez peptydaze ER, funkcjonuje normalnie,
a zatem znajdzie sie na wewnetrznej stronie btony ER.
Ostatnie badania O rleana [46] wykonane na
biatkach hybrydowych DPMI-tPA (tkankowy akty-
wator plazminogenu) eksprymowanych w komdérkach
COS 1wskazujg na cytoplazmatyczng orientacje syn-
tazy MPD. Przeprowadzono fuzje N-koricowej czesci
DPM 1 z biatkiem t-PA pozbawionym sekwencji
sygnatowej. W tym przypadku sekwencja AsnXSer
tPA nie byta glikozylowana. Jedli natomiast dodano
sekwencje sygnatowg t-PA do hybrydowego biatka to
ulegato ono glikozylacji. Wynik ten $wiadczy posred-
nio, ze sekwencja sygnatowa na N-koricu biatka DPM 1,
nie jest w istocie sekwencjg skierowujaca je do
wnetrza ER, tak wiec mozna uzna¢, ze z dwoch
mozliwych teoretycznie orientacji enzymu prawdziwg
jest orientacja cytoplazmatyczna. Obecnie uwaza sie,
ze wszystkie kolejne reakcje prowadzace do syntezy
DolPPGIcNac2Man5zachodzg na cytoplazmatycznej
powierzchni biony endoplazmatycznego retikulum.
Nastepnie syntetyzowany oligosacharyd jest trans-
lokowany do wnetrza ER, gdzie zachodzi wydtuzanie
tancucha oligosacharydowego az do powstania DolP-
PGIcNac2Man9GIc3. Jednoczes$nie synteza MPD
i prawdopodobnie rédwniez GPD, bedacych donorami
reszt mannozy i glukozy w kolejnych reakcjach gliko-
zylacji zachodzi po zewnetrznej stronie biony cyto-
plazmatycznej. W tej sytuacji MPD i GPD muszg by¢
transportowane do wnetrza ER. Badania nad rekon-
strukcja czeSciowo oczyszczonej syntazy MPD w pe-
cherzykach fosfolipidowych zawierajagcych réwniez
fosforan dolicholu wykazaty, ze mannoza moze by¢
transportowana z GDPMan do wnetrza pecherzyka
a fosforan dolicholu jest niezbedny do zajscia transpor-
tu [26]. Wynik ten sugeruje w sposob posredni, ze
syntaza moze odgrywa¢ réwniez role translokazy.
Podobny wniosek nasuwa fakt wystepowania proliny
w sekwencji transmembranowej rozpoznajacej doli-
chol, cojak juz wspomniano jest charakterystyczne dla
biatek transportujgcych.

Konficowym etapem syntezy oligosacharydu zwigza-
nego z fosforanem dolicholu jest jego glukozylacja,
poprzedzona syntezg GPD, dzialajgcego jako donor
reszty glukozy (Ryc. 1). W bitonach ER znaleziono
biatko transportujagce UDPGIc do wnetrza ER. Nie
wydaje sie jednak, aby transport ten byt konieczny do
zajScia syntezy GPD [42]. Znakowanie syntazy GPD
Swiattoczuta sondg [27] wykazato, ze podjednostka
wigzgca UDPGIc znajduje sie po cytoplazmatycznej
stronie ER i moze by¢ znakowana w nieuszkodzonych
pecherzykach ER. Ewentualne sekwencjonowanie bia-
tka GPDS Ilub sklonowanie i zsekwencjonowanie
genu kodujacego enzym powinno wykaza¢ wystepo-
wanie sekwencji rozpoznajacej dolichol z charakterys-
tyczng dla biatek transportujacych proling znajdujaca
sie w obszarze transmembranowym rdéwniez i w tej
czasteczce.
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Podsumowujac nalezy powiedzieé, ze dzieki otrzy-
maniu mutantéw drozdzy zaburzonych na réznych
etapach glikozylacji mozliwe byto sklonowanie gendéw
kodujacych niektdre glikozylotransferazy, a w konsek-
wencji okre$lenie struktury biatek bioracych udziat
w tym procesie. Tak wiec przynajmniej na niekt6re
pytania, na ktére nie mozna byto otrzymac odpowiedzi
klasycznymi metodami biochemicznymi odpowiedzia-
no metodami genetyki i biologii molekularnej.

Artykut otrzymano 1 czerwca 1993 r.
Zaakceptowano do druku 7 czerwca 1993 r.
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Ksiazka przedstawia podstawowe koncepcje toksykologii Srodowiskowej, a prze-
znaczona jest dla studiujgcych ten przedmiot i zawodowo pracujgcych w tej
dziedzinie. Dane o toksyczno$ci omawianych substancji poparto rozwazaniem ich
witasciwosci farmakologicznych i fizjologicznych z uwzglednieniem oddziatywanh
metabolicznych, takze z odniesieniem do proceséw towarzyszacych karcynogene-
zie. Zastosowanie testéw toksykologicznych z uzyciem zwierzat oceniono birgc
pod uwage wiele czynnikdéw rdznicujgcych stopien toksycznosci. Zanieczyszcze-
nie Srodowiska oméwiono w rozdziatach: powietrze, woda, gleba, radiacja i ryzyko
zawodowe. Dyskusja metod kontroli zanieczyszczenia Srodowiska oraz odno$ne
zasady prawne, podnoszg praktyczng wartos$¢ ksigzki.
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Wskazdowki
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne
kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje prace prze-
gladowe omawiajgce biezgce osiggniecia, koncepcje
i kierunki badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrew-
nych; publikuje tez noty z historii biochemii, zasady
polskiego stownictwa biochemicznego, recenzje nade-
stanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdéw, konferen-
cji iszko6t, w ktoérych biora udziat cztonkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Bio-
chemii” moga mie¢ charakter artykutéw monograficznych
(do 20 stron tekstu liczac piSmiennictwo itabele), minire-
views (do 10 stron tekstu), oraz krotkich noto najnowszych
osiggnieciach i pogladach (do 5 stron tekstu).

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

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na
rozdziaty i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuty tworza
spis tresci. Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdziaty nosza

cyfry rzymskie podrozdzialy odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 11, I-2. Poprawno$¢ logiczna i stylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznacznos$¢ i czytelno$é. Autorzy
przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ograniczac¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skrétéw, nawet jezeli bywajg uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac
podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjne-
mu. Redakcja zastrzega sobie mozliwos$¢ skrocenia tekstu
i wprowadzenie zmian nie wptywajagcych na tres¢ pracy,
deklaruje tez gotowos$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rbwnoznacznie
zoswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie
publikowana w innym czasopi$Smie, 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
wskazéwek szczegd6towych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostron-
nie czcionka wielkosci standartowej, z podwodjng inter-
linia, z lewym marginesem ok. 4 cm
W teksScie nie nalezy stosowac¢ 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 teks$cie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisac¢ otdwkiem 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

Aby zaprenumerowac ,Po-
stepy Biochemii" w 1993 r.
nalezy wptaci¢ odpowied-
nig kwote na konto banko-
we wydawcy (Polskiego
Towarzystwa Biochemicz-
nego) za pomoca przekazu
zamieszczonego na odwro-
cie. Zamdwione egzempla-
rze bedziemy wysyta¢ po-
cztg na adres podany nam
na przekazie. Poniewaz od-
cinek przekazu docierajacy
do nasjest jednoczes$nie za-
mowieniem, prosimy o bar-
dzo wyrazne napisanie
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imienia , nazwiska (lub na-
zwy instytucji) i doktadne-
go adresu wraz z kodem
pocztowym (DRUKOWA-
NYMI LITERAMI) na wszy-

tkich trzech odcinkach
przekazu.

Prenumerata krajowa
dla instytucji:

340 000 z.

Premumerata krajowa
indywidualna:

160000 z, (50% znizki dla
cztonkéw Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerujac
»,Postepy
Biochemii”
wspierasz
swoje
czasopismo!
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Pokwitowanie dla wptacajgcego

stow

w pta

imie,

Pols

00-227 Warszawa, ul. Freta 16
P.B.K. XIIlI/0 W-wa, Al. Jerozolimskie
370044-1225-139-11

stempel

podpis

i angielskim), w ktérych pracujg autorzy, adres do kore-
spondenciji nrtelefonu i ewentualnie fax, adresy prywatne
autorow, tytut artykutu w jezyku polskim iangielskim oraz
— w prawym dolnym rogu — liczbe tabel, rycin, wzoréw
i fotografii oraz skrot tytutu pracy (do 25 znakéw).

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

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

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$miennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w teksScie, zaznacza sie je
liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe,
np. [3,7,9,—26], Odnos$niki bibliograficzne winny mieé
nowg uproszczong forme. Sposob cytowania czasopism
(1), monografii (2), rozdziatow z ksigzek jednotomowych
(3), rozdziatbw z tomdw serii opracowanej przez tych
samych redaktoréw (4), rozdziatéw z tomoéw serii opraco-
wanych przez r6znych redaktoréw (5) wskazujg ponizej
podane przyktady:
1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Bio-
phys Acta 631: 499— 502
2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chro-
mosome, Elsevier, North-Holand, Amsterdam
3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of
Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
541-553
4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red)
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier.
North-Holland Amsterdam, str 1-77
5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red)
Research Monographs in Celi and Tissue Physiolo-
gy, t 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
243-272

Z b e Zho e,
NT@ s £ s e . stownie ...
CAJACY i wptacajacy ...
nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

kie Towarzystwo Biochemiczne

stempel
Pobrano oplatg

7L | -

przyjmujacego podpis przyjmujgcego
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Odcinek dla posiadacza rachunku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodera pocztowym

na rachunek

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

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

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

Maszynopis i zalgczniki (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

Odcinek dla poczty lub banku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

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

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

stempel

Pobrano oplatg Pobrano oplatg

podpis przyjmujacego
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Komunikat Zarzadu Gtownego
z dnia 13.07.1993 .

W dniu 30.06.1993 r. odbyta sie sesja wykladowa rozstrzygajagca konkurs na najlepszy
wyktad akademicki w roku 1993. Po ocenie nadestanych materiatéw i wystuchaniu
zakwalifikowanych do wygtoszenia wyktadéw Komisja Konkursowa w skfadzie:

prof. Z. Porembska (przewodniczgca), doc. J. Baranska,

prof. M. Fikus, prof. L. Konarska, doc. M. Turkiewicz

i dr E Turska, przyznata nastepujace nagrody:

Nagrode | dr Katarzynie Natecz z Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN w Warszawie, ul. Pasteura 3, zawyktad p.t. ,Mechanizmy transportu
zwigzkow niskoczgsteczkowych przez btony biologiczne”

Nagrode Il ex equo
mgr Malgorzacie Giel z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu,
ul. Noskowskiego 12/14 za wyktad p.t. ,,Strukturalne aspekty oddziaty-
wania biatek z DNA” i
mgr Maciejowi Szymanskiemu z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu, ul. Noskowskiego 12/14 za wykiad p.t. ,Mechanizm inicjacji
odwrotnej transkrypcji wirusa HIV-1~

Nagrode 1l dr Lucynie Pawlowskiej-Cwiek z Instytutu Biologii Wyzszej Szkoly Pedago-
gicznej w Krakowie, ul. Podbrzezie 3, za wykiad p.t. ,Mechanizmy

detoksykacji So2i skutki niewydolnosci jego unieszkodliwiania”

Liliana Konarska
Prezes PTBioch.
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Yice

INTERNATIONAL UNION AGAINST CANCER
UNION INTERNATIONALE CONTRE LE CANCER

INTERNATIONAL CANCER FELLOWSHIPS

UICC offers long, medium, and short-term fellowships to qualified professionals who are actively engaged in
cancer research, clinical oncology or oncology nursing:

AMERICAN CANCER SOCIETY INTERNATIONAL CANCER RESEARCH FELLOWSHIPS (ACS)
(funded by the American Cancer Society)

Number: About 15 a year for original research abroad by recognised senior investigators who have been
active in cancer research for at least 5 years. Duration: 6-12 months. Average award value:
US$ 30,000. Application closing date: 1 October. Selection results: mid-April of the following year.

YAMAGIWA-YOSHIDA MEMORIAL INTERNATIONAL CANCER STUDY GRANTS (YY)
(funded by the Olympus Optical Company, Tokyo, and the Japan National Committee for UICC)

Number: About 15 a year for establishing bilateral research projects abroad which exploit complementary
materials or skills, including advanced training in experimental methods. Duration: 1 -3 months.
Average grant value: USS$ 8,000. Application closing dates: 1 January or 1 July. Selection results:
mid-April and mid-October, respectively.

INTERNATIONAL CANCER TECHNOLOGY TRANSFER FELLOWSHIPS (1CRETT)
(funded by a group of 14 North American and European cancer institutes and societies - see attached list)

Number: About 120 a year for qualified investigators and experienced clinicians to learn or teach
up-to-date research techniques, transfer appropriate technology, or acquire advanced clinical
management, diagnostic and therapeutic skills. Duration: up to 3 months, with stipend support for 1
month. Average award value: US$ 2,800. Application closing date: None, applications are received at
any time and selection results are usually notified within 60 days of registration.

INTERNATIONAL ONCOLOGY NURSING FELLOWSHIPS (IONF)
(funded by the Oncology Nursing Society, USA)

Number: About 5 a year for registered, English speaking nurses who are actively engaged in the care of
cancer patients in their home institutes and who come from developing or Eastern European countries
where specialist cancer nursing training is not yet widely available. Duration: 1to 3 months, with stipend
support for 1 month. Average award value: US$2,800. Application closing date: 15 November.
Selection results: mid-February of the following year.

Travel awards contribute to cheapest international return fare. Contributions towards living expenses are
limited for IONF and ICRETT to 1 month. Candidates need to secure funds for longer periods from their
home or host institutes. Dependents: Allowances only for ACS grants for spouse and up to 2 children under
18 if they accompany the Fellow for a minimum of 6 months. Extensions: only for ACS and YY grants by
original project duration and at no additional cost to UICC.

FOR APPLICATION FORMS: Write to the UICC Fellowships Department.

3, rue du Conseil-Général « 1205 Geneva « Switzerland
tel: (41 22) 320 18 11 «tx: 429 724 «tgr: Cancerunion Geneva -« fax: (41 22) 320 18 10
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List z USA do Redakciji:

SOS dla polskich czasopism naukowych
Jacek Kuznicki, Bathesda

Szanowna Pani Redaktor,

Opublikowano (CCs 36 (32), 9 sierpnia 1993) nowg liste czasopism naukowych
zdziedziny ,Nauk o Zyciu”, ktorych spis tre$ci pojawia¢ sie bedzie w Current Contents.
Na liscie tej po raz pierwszy nie ma Acta Biochimica Polonica (w CC od potowy lat
pieédziesiatych), nie ma tez Acta Neurobiologiae Experimentalis i Acta Protozoologica.
Na ogélng liczbe 1293 czasopism uwzglednionych w spisie — obecne jest tylko jedno
polskie pismo naukowe wydawane po angielsku (Folia Histochemica et Cytobiologica),
podczas gdy w potowie lat osiemdziesigtych byto ich kilkanascie. Niektére mialy
stosunkowo dobry wspoiczynnik liczby cytowan (Impact Factor). Niestety, od tego
czasu obserwowaé¢ mozna gwalttowny spadek popularnosci wiekszosci z tych czaso-
pism, co objawiato sie miedzy innymi coraz nizsza ich pozycja w rankingu. Dzieje sie tak,
mimo ze ostatnio niektére czasopisma zaczety by¢ wydawane regularnie i poprawity
szate graficzng — na efekty tych zmian trzeba jednak diugo czekaé. Jednak bez
zyczliwego poparcia-srodowiska polskich uczonych oraz przezwyciezenia oporéw
srodowisk zwigzanych z konkurencyjnymi czasopismami — polskie pisma mogg nie
przetrwa¢. Niemozno$é prezentowania tresci na tamach Curent Contents pozbawia
bowiem szans w konkurencji zinnymi, zagranicznymi wydawnictwami. Czy my, polskie
srodowisko naukowe, chcemy i potrafimy uczyni¢ z naszych czasopism pisma miedzy-
narodowe, tak, by znalazly sie ponownie w Current Contents? Czy tez pozwolimy, by
staly sie one lokalnymi pismami drukowanymi w obcym jezyku dla tradycji jedynie i ...
snobizmu?

Jestem zwolennikiem tezy, ze warto podjac starania, by niektdre polskie pisma wrdcity
do Current Contents. Przemawiajg bowiem za tym wzgledy pragmatyczne: nasze
czasopisma moga by¢ tez dochodowe, ico przede wszystkim, pisma te byly i moga by¢
nadal sposobem reklamowania i popularyzowania polskiej nauki.

Czy nie nalezy zatem ogtosi¢ ,,SOS” dla polskich czasopism naukowych i rozpoczagé
dziatania na rzecz radykalnej poprawy ich prestizu? Jesli tak, to niech apel ,,SOS”
oznacza tez Szybkie, Odwazne i .. Skuteczne dziatania w tej sprawie.

Z wyrazami szacunku

Jacek Kuznicki

Zainteresowanych sprawg poruszong przez prof. J. Kuznickiego prosimy o kontakt
korespondencyjny z Redakcja.
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