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ARTYKULY

Sfingomielinowy szlak transmisji sygnatow

Sphingomyelin pathway in signal transduction

JANINA KWIATKOWSKA*

Spis tresci:

. Przemiana sfingomielin

11. Ceramid jako przekaznik wtérny

I11.  Rola sfingozyny w regulacji proceséw biologicznych
IV. Pochodne sfingozyny a gospodarka wapniowa

Wykaz stosowanych skrétéow: CaCM — kompleks
wapn/kalmodulina; DAG — diacyloglicerol; EGF — na-
btonkowy czynnik wzrostu; ER — retikulum endoplaz-
matyczne; InsP3 — inozytolotrisfosforan; MAP — biatko
aktywowane przez mitogen (mitogen activated protein);
MAPK — kinaza MAP; MAP-2 — biatko zwigzane z mikro-
tubulami-2, (microtubules-associated protein-2), NFx/J
— czynnik transkrypcyjny, aktywowany przez TNFa; Ix/?
— inhibitor czynnika PKC — kinaza biatkowa C; TNF
— czynnik nekrozy nowotworu (tumor necrosis factor).

Fosfolipidy bton komdrkowych sg prekursorami
waznych substancji regulatorowych. W generowaniu
tych substancji biorg udziat fosfolipazy, aktywowane
przez hormony, neurotransmitery, cytokiny itp. Fos-
folipaza A2 uwalnia z fosfatydylocholin kwas arachi-
donowy i inne prekursory prostaglandyn i leuko-
trienéw, a fosfatydylocholinowa fosfolipaza C-diacylo-
glicerol (DAG). DAG powstaje tez z inozytolofos-
fatydéw pod wptywem fosfolipazy C. DAG aktywuje
kinaze biatkowag C (PKC). Jednocze$nie generowany
jest tez drugi przekaznik wtérny, inozytolotrifosforan
(InsP3), ktory uczestniczy w mobilizacji wapnia i uwal-
nianiu go z retikulum endoplazmatycznego (ER).

Okazato sie, ze takze sfingomieliny sg prekursorami
przekaznikéw wtérnych: ceramidu, zasad sfingoino-
wych i ich pochodnych. Kazdy z tych przekaznikow
ma wyodrebnione pole dziatania i swoiscie reguluje
okreslone procesy biologiczne. Przekazniki te modulu-
ja aktywnos$¢ kinaz biatkowych, r6znicowanie i wzrost
komérek, agregacje ptytek krwi, funkcje obronne
leukocytéw, ekspresje genow, gospodarke wapniowa.
Wykazano, ze enzymy hydrolizujgce sfingomieliny sg

* Prof. dr hab., Zaktad Biochemii Akademii Medycznej,
ul. Chatubinskiego 10, 50-368 Wroctaw
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pod kontrolg efektoréw biologicznych, takich jak
kalcytriol, interferon®, TNF, DAG.

Wszystkie powyzsze dane staty sie podstawa do
sformutowania pogladu o funkcjonowaniu nieznanej
dotad drogi przekazu sygnatéw w komdrce, nazwanej
szlakiem sfingomielinowym (sphingomyelin pathway)
[1-4].

I. Przemiana sfingomielin w komérce

Sfingomieliny sg zlokalizowane gtéwnie w zewnetrz-
nej warstwie bton cytoplazmatycznych. W tej samej
warstwie znajduje sie tez fosfodiesteraza sfingomielino-
wa (EC 3.1.4.12), zwana sfingomielinidazg obojetng ze
wzgledu na optimum pH jej dziatania. Produktami
hydrolizy sfingomielin sg fosfocholina iceramid (acylo-
sfingozyna). Ceramid moze by¢ wykorzystany do re-
syntezy sfingomielin. Reakcja przeniesienia reszty fos-
focholiny z CDP-choliny na ceramid, katalizowana
przez cholinofosfotransferaze ceramidowg (EC 2.7.8.3),
jest gtbwnym szlakiem syntezy sfingomielin w komo6r-
kach. Ceramid moze tez ulegaé deacylacji pod wpty-
wem ceramidazy (deacylazy acylosfingozynowej,
EC 3.5.1.23). Powstaja wtedy wolne kwasy ttuszczowe
oraz zasady sfingoinowe. Zar6wno ceramid, jak i wol-
ne zasady sfingoinowe moga swobodnie wedrowac
przez btony i dalsza ich przemiana nie jest juz Scisle
zwigzana zwewnatrzkomorkowg, czy wewnatrzbtono-
wa lokalizacjg odpowiednich enzymdw. Acylotrans-
feraza sfingozynowa (EC 2.3.1.24) moze przeksztatcac
sfingozyne iinne zasady w ceramid, kinaza — w fosfos-
fingozyne, a fosfocholinotransferaza sfingozynowa
(EC 2.7.8.10) — w sfingozylofosfocholing. Schemat
przemiany sfingomielin pokazano na rycinie 1.

Rozktad sfingomielin zachodzi nie tylko w btonach.
W endosomach i lizosomach znajduje sie ,kwasna”
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Rye. 1. Gtéwny szlak przemiany sfingomielin.

sfingomielinidaza, aktywowana przez DAG. Wydaje
sie, ze obydwa enzymy, hydrolizujgce sfmgomieliny
moga generowac ceramid jako przekaznik wtérny i ze
obydwa uczestniczg w szlaku transmisji sygnatow.

Il. Ceramid jako przekaznik wtorny

Poczatkowo wszystkie efekty biologiczne, towarzy-
szace rozktadowi sfingomielin przypisywano sfingozy-
nie, jej to bowiem uzywano w badaniach in vitro.
Sfingozyna jest istotnie inhibitorem kinazy biatkowej
C i jest przekaznikiem w procesach, regulowanych
przez ten enzym. Natomiast w regulacji innych zjawisk
bierze udziat produkt acylacji sfingozyny, ceramid.

Badajac mechanizmy réznicowania komérek pre-
mielocytarnych HL-60 stwierdzono, ze sfingozyna
wprowadzona do komérek hamuje ich réznicowanie
do makrofagéw, natomiast stymuluje przeksztatcanie
do monocytow. O ile pierwszy efekt jest zwigzany
z hamowaniem kinazy C przez sfingozyne, o tyle
réznicowanie monocytarne przebiega drogg niezalez-
ng od PKC. Rdznicowanie monocytarne jest stymulo-
wane przez pochodne witaminy D, gtéwnie kalcytriol,
oraz przez interferonyi TNF [3, 7, 8]. TN Fa(kachety-
na) i TNF” (limfotoksyna) sg cytokinami o szerokim
spektrum dziatania. Mogg grac role czynnikow wzros-
tu i réznicowania, regulatorow aktywnosci leukocy-
tow i limfocytéw B, cytotoksyn itp. Obecnie uwaza sie,
ze w ich dziataniu po$redniczy ceramid. Traktowanie
komérek premielocytarnych kalcyferolem prowadzi
do aktywacji obojetnej sfingomielinidazy i generacji
ceramidu. W tych doSwiadczeniach nie wykazano
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obecnosci wolnych zasad sfingoinowych. W odr6z-
nieniu od ceramidu, wolna sfingozyna nie zwiekszata
efektywnos$ci subprogowych dawek calcytriolu [9].
Czas dziatania kalcyferoli jest dtugi. Przy dawce 100
nM Kkalcytriolu szczyt dziatania obserwuje sie po dwu
godzinach. Nie wyjasniono, w jaki sposéb przebiega
sygnat miedzy kalcytriolem a sfingomielinidazg. Nie
jest wykluczone, ze zachodzi indukcja syntezy enzymu,
na co wskazywatby diugi okres latencyjny. Natomiast
interferon i TNF pobudzajg wczesng, odwracalng
hydrolize sfingomielin [10]. R6znicowanie monocyta-
rne komérek HL-60 zachodzi tez po wprowadzeniu
syntetycznego ceramidu w stezeniach 1-6 pM. Stoso-
wano ceramidy o krétkich resztach acylowych, co
umozliwia wnikanie do komorek. Optymalne stezenie
ceramidu wynosi 20-1000 nM [9, 10].

Nasuwato sie przypuszczenie, ze ceramid dziata
podobnie jak inne przekazniki wtorne, aktywujac
jakas$ kinaze biatkowa. Istotnie, juz pierwsze doswia-
dczenia ze sfingozyng, wprowadzong do komorek
raka nabtonka A431, wykazaty zwigzek miedzy jej
dziataniem a fosforylacjg receptora EGF. Wiadomo,
ze reszta Thr 654 receptora ulega fosforylacji pod
wpltywem kinazy C. Zgodnie z oczekiwaniami, sfin-
gozyna hamowata fosforylacje tej reszty, ale jedno-
cze$nie stymulowata fosforylacje innej reszty — Thr
669. Podobne zjawisko obserwowano w hodowli fi-
broblastéw [11], Dalsze badania doprowadzity do
whniosku, ze fosforylacja Thr 669 jest pobudzana
przez ceramid, a sfingozyna byta substratem do jego
syntezy. Syntetyczne ceramidy szybko i wydajnie sty-
mulowaty te fosforylacje, przy czym nie stwierdzono
ich rozpadu do wolnych zasad sfingoinowych. Przy
wprowadzaniu sfingozyny dziatanie nastepowato zna-
cznie pbzniej niz po ceramidzie, przy czym towarzy-
szyt mu znaczny wzrost zawartosci ceramidu [12].
Sprawe ostatecznie rozstrzygneto wydzielenie z bton
kinazy biatkowej, aktywowanej przez ceramid i Mg2+.
Katalizuje ona fosforylacje receptora EGF na Thr
669, a takze fosforylacje syntetycznych peptydow,
w ktorych sekwencja wokot reszty treoniny byta
identyczna, jak w receptorze EGF. Aktywnos$¢ tej
kinazy wzrastata dwukrotnie po potraktowaniu bton
komorek HL-60 przez TNFa. Towarzyszyt temu spa-
dek zawarto$ci sfingomielin i dwukrotny wzrost ste-
zenia ceramidu w btonie. Nie obserwowano rozpadu
innych lipidow.

Zaréwno sfmgomieliny, jak i obojetna sfingomielini-
daza i receptor EGF mieszczg sie w zewnetrznych
warstwach btony. Sg tez dane wskazujgce, ze kinaza
aktywowana przez ceramid jest integralnym biatkiem
btonowym. Nastepujacy przebieg szlaku sfingomieli-
nowego jest wiec topologicznie mozliwy: TNFa->re-
ceptor -> obojetna sfingomielinidaza -> ceramid -* Ki-
naza biatkowa -> fosforylacja substratow, m.in. recep-
tora EGF. Rekonstrukcja tego szlaku w uktadzie
bezkomé6rkowym potwierdza wiarygodno$¢ schematu
przedstawionego na rycinie 2.
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Ryc. 2. Schemat szlaku sfingomielinowego. SMaza — obojetna
sfingomielinidaza; R — receptor EGF.

Autorzy sadza, ze fosforylacja receptora EGF tg droga
jest stymulowana jedynie przez TNFa, a nie przez inne
stymulatory réznicowania [2],

Inni autorzy sugeruja, ze istnieje tez zaleznos$¢
miedzy szlakiem sfmgomielinowym a aktywacjg kina-
zy MAP, indukowang przez TNF. Bakteryjna sfin-
gomielinidaza oraz syntetyczny ceramid, wprowadzo-
ne do komorek, aktywowaty kinaze MAP [MAPK]
w spos6b poréwnywalny z TNF. Nie wyjasniono
przebiegu tego szlaku, moznajednak sadzi¢, ze kinazy
aktywowane przez ceramid znajduja sie tez w cytosolu.
Ich substratem moze by¢ MAPK lub MAP [1].

Wydaje sie, ze funkcjonuje takze inny mechanizm
dziatania TNF przez szlak sfingomielinowy. TNFa
stymuluje aktywacje czynnikow transkrypcyjnych AP-
1 i NFx/f Przebieg aktywacji czynnika AP-1 jest
znany. Po zwigzaniu TNFa przez receptor TR 55
nastepuje aktywacja fosfolipazy C, swoistej wobec
fosfatydylocholiny. Diacyloglicerol, uwolniony przez
ten enzym, aktywuje kinaze C, ktéra stymuluje czynnik
AP-1. PKC nie uczestniczy jednak w aktywacji czyn-
nika NF>c/t, aczkolwiek jest tu tez potrzebna obecno$¢
DAG. Jak sie okazato, DAG jest aktywatorem we-

SM TNF « PC
CERAMID DAG PKC
|@ 1®
KINAZA
BIALKOWA
I ” SM » CERAMID

x 1

KINAZA MAP

b

TRANSKRYPCJA
GENfIW

Ryc. 3. Drogi szlaku sfingomielinowego, pobudzane przez TNF,,.
SM — sfingomielina; PC — fosfatydylochina; R — receptor
TNF.,; DAG — diacyloglicerol; PKC — kinaza biatkowa C;
N Fkj — czynnik transkrypcyjny; \Kp — inhibitor czynnika
NFk!, MAP — czynnik aktywowany przez mitogeny;
1— obojetna sfingomielinidaza; 2 — fosfatydylocholinowa
fosfolipaza C; 3 — kwasdna sfingomielinidaza (w/g 1, 2, 13).
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wnatrzkomadrkowej, ,kwasnej” sfmgomielinidazy, zas
ceramid, przez nig uwalniany jest wtasciwym stymula-
torem czynnika N Fxf3. Aktywacja polega na dysocjacji
czynnika z potgczenia z jego naturalnym inhibitorem,
biatkiem \-xf1 [13]. Sfingomielinidaza, aktywowana
przez DAG, jest glikoproteing o masie 75 kDa i op-
timum pH réwnym 4,5. Jest ona zlokalizowana w en-
dosomach ilizosomach [14]. Mozna przypuszczaé, ze
po zwigzaniu TNF2 z receptorem NF 55 zachodzi
internalizacja receptora wraz z odcinkiem btony, za-
wierajgcym sfingomieling i DAG — substrat i ak-
tywator kwasnej sfmgomielinidazy. Wielu autoréow
uwaza, ze zaburzenia metaboliczne, towarzyszace nie-
doborowi tej sfmgomielinidazy sa, przynajmniej czes-
ciowo, nastepstwem niewydolnosci szlaku sfingomieli-
nowego [4, 6].

Ceramid moze wiec powstawaé w komorce dwiema
drogami. W btonie cytoplazmatycznej generuje go
obojetna, a wewnatrz komorki — kwasna sfingomieli-
nidaza. Jak sie wydaje, obydwie te drogi sg pobudzane
przez TNFa, co przedstawiono na rycinie 3.

1. Rola sfingozyny w regulacji procesow
biologicznych

Ceramidy, generowane ze sfingomielin, mogg ulegac
deacylacji z utworzeniem wolnych zasad sfingoino-
wych. Do naturalnie wystepujagcych zasad nalezg:
sfinganina, 4-rrans-sfingenina, zwana potocznie sfin-
gozyng oraz 4-D-hydroksysfinganina (patrz Ryc. 4).

Sfingozyna

HO CHi~

Sfinganina

4-D-Hydroksysfinganina

Ryc. 4. Naturalnie wystepujace zasady sfingoinowe.

Wszystkie te zwigzki okazaty sie silnymi inhibitora-
mi kinazy biatkowej C. Hamowanie PKC przez te
zasady jest kompetycyjne wzgledem naturalnych ak-
tywatoréw enzymu, DAG, Ca2+ oraz estréow for-
bolowych, nie jest zas konkurencyjne wzgledem sub-
stratu [4,15]. Sfingozyna hamuje tez aktywacje PKC
przez lipidy [16]. Poréwnujac zasady o roznej dtugo-
§ci tancucha alkilowego stwierdzono, ze najsilniej-
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szymi inhibitorami PKC sg zasady o 18 atomach C,
a wiec te wystepujgce w sfmgomielinach [6], Mecha-
nizm inhibitacji nie jest doktadnie poznany. Sadzi sie,
ze sfingozyna wigze sie z domenami regulatorowymi
enzymu, a takze hamuje jego translokacje do btony.

Zasady sfingoinowe hamujg szereg funkcji fizjo-
logicznych, ktérych mediatorem jest PKC, m.in. réz-
nicowanie premielocytéw do fenotypu makrofagowe-
go [7], Sfingozyna hamuje sekrecje ptytek krwi idruga
faze ich agregacji, stymulowang przez kolagen, ADP,
arachidonian, trombine i czynnik aktywujacy ptytki.
Nie wptywa przy tym na aktywnos$¢ fosfolipazy C i ge-
neracje DAG. Hamuje fosforylacje biatka 40 kDA
ptytek, pobudzang przez DAG i forbole [17]. W obec-
nosci zasad sfingoinowych w ptytkach nie dochodzi do
wzrostu pH, zwigzanego z fosforylacjg nosnika
Na+/H + przez PKC [18]. Innym efektem dziatania
sfingozyny jest hamowanie wybuchu tlenowego leuko-
cytébw, wywotanego przez estry forbolowe i DAG.
Zasady sfingoinowe hamujg w peini sekrecje lakto-
feryn z ziarnisto$ci leukocytéw obojetnochtonnych,
lizozymu za§ — w 50%. Sfingozyna obniza cytotok-
syczne wiasciwosci limfocytow i ich zdolno$¢ nisz-
czenia komorek nowotworowych, zarébwno konstytu-
tywna, jak iindukowang przez interleukine 2 [19],

Hamujace dziatanie sfingozyny na PKC oraz wszys-
tkie zwigzane z tym efekty biologiczne sg uzaleznione
od obecnosci wolnej grupy NH2. Jej acylacja znosi
dziatanie, dlatego ceramidy nie majg aktywnosci zasad
sfingoinowych. Nie wszystkie jednak skutki dziatania
sfingozyny sa zwigzane z hamowaniem PKC. Do
takich zaliczy¢ nalezy wptyw na wigzanie tyreolibery-
ny (TRH) z btong komérek przysadki. Proces ten nie
jest wrazliwy na estry forbolowe, ani na inhibitory
PKC. Sfingozyna hamuje wigzanie 3[H]-metylohis-
tydynoTRH przez nienaruszone komorki GH3 oraz
izolowane z nich btony. Sfingozyna w stezeniach
60-100 fiM wywotuje obnizenie powinowactwa recep-
tora do TRH czemu towarzyszy wzrost Kdz 11 do
6.6 nM. Zachodzi takze obnizenie sprawnosci wigza-
nia (do 40% wartosci kontrolnych), co wigze sie ze
zmniejszeniem liczby receptordw na powierzchni bto-
ny. Takze to dziatanie zasad sfingoinowych wigze sie
z obecnoscig wolnej grupy aminowej [20, 21]. Stwier-
dzono, ze w obecnosci sfingozyny rosnie liczba recep-
torow EGF i zwieksza sie powinowactwo do liganda
w komadrkach jajnika chomika chinskiego i ludzkich
karcinoma A431 [22], Nie wyjasniono, czy dziatanie to
jest zwigzane z fosforylacjg receptora, stymulowang
przez ceramid.

IV. Pochodne sfingozyny a gospodarka wap-
niowa

Pod wptywem lipazy C powstaje DAG oraz InsP3.
Ten ostatni stymuluje posrednio (dzieki mobilizacji
jonéw wapnia) kinazy zalezne od Ca2+ i kalmoduliny
(Ca/CM). Odkrycie hamujacego dziatania sfingozyny
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na PKC sktonito badaczy do sprawdzenia, czy zasady
sfingoinowe wptywaja tez na droge stymulowang przez
InsP3. Okazato sie, ze hamujg one enzymy aktywowa-
ne przez Ca/CM. W obecnosci sfingozyny obser-
wowano znamienne obnizenie aktywnosci kinazy lek-
kiego tancucha miozyny miesni gtadkich, wielofunk-
cyjnej kinazy biatkowej oraz fosfodiesterazy, zaleznych
od kompleksu Ca/CM. Hamowanie to jest konkuren-
cyjne wzgledem kalmoduliny. Podobnie jak w przypa-
dku PKC, zachodzi kompetycja miedzy sfingozyng
a aktywatorem enzymow. Sfingozyna dziata na oczysz-
czone preparaty badanych enzyméw, a takze w niena-
ruszonych komérkach. W komoérkach GH3 sfingozy-
na hamuje fosforylacje biatka MAP2, katalizowang
przez wielofunkcyjng kinaze Ca/CM oraz fosforylacje
czynnika elongacji EF-2, zachodzgcg pod wptywem
kinazy Ill zaleznej od Ca/CM [23].

Bezposredni wplyw sfingozyny na enzymy regulo-
wane przez jony wapnia nie wyczerpuje jednak moz-
liwosci dziatania na gospodarke wapniowg. Zasady
sfingoinowe majg zdolno$¢ uwalniania jonéw Ca2+
z wewnatrzkomdrkowych magazynéw. Dodanie
30 fiM sfingozyny do hodowli komdrek miesni gtad-
kich powoduje wzrost stezenia Ca2+ w cytoplazmie.
Dziatanie to jest uwarunkowane obecnos$cig wolnej
grupy aminowej. Dziatanie sfingozyny jest zauwazalne
juz w stezeniu 0,5 fiM, 50% efekt uzyskuje sie przy
16 fiM, a pelny — przy 30 fiM. Doswiadczenia
przeprowadzane na izolowanych btonach retikulum
endoplazmatycznego wskazujg na to, ze sfingozyna
dziata na te same kanaty wapniowe, ktére sg wrazliwe
na InsP3. Czy jednak w tym dziataniu sfingozyna jest
wiasciwym efektorem? Dtugi okres latencyjny jej dzia-
tania, wyrazny dodatni wptyw ATP oraz brak dziata-
nia w niskich temperaturach, utrudniajgcych procesy
enzymatyczne, nasunety przypuszczenie, ze dziata ra-
czej pochodna sfingozyny. Autorzy sugerujg, ze moze
nig by¢ fosfosfingozyna [24],

Podobne wyniki otrzymano badajac wplyw sfin-
gozyny na mobhilizacje wapnia w komaérkach trzustki
i Slinianek. Sfingozyna wprowadzona do tych komdérek
w dozach 10-100 ¢¢moli indukuje 10-krotny wzrost
stezenia Ca2+ w cytosolu. Efekt nastepuje po Kilku
minutach w 37°. Mobilizacji wapnia nie hamowaty
inhibitory fosfolipazy C, generujacej InsP3, ani hepa-
ryna, ktéra selektywnie blokuje receptory InsP3w ER.
Poniewaz po diugotrwatym dziataniu maksymalnych
iloSci InsP3 sfingozyna nie stymulowata mobilizacji
wapnia, przypuszcza sig, ze i w tych komorkach oba
efektory dziatajg na te sam kanaly w ER. Badajac
dziatanie réznych pochodnych sfingozyny stwierdzo-
no, ze sfingozylofosfocholina dziata natychmiastowo,
niezaleznie od temperatury. Fosfosfingozyna, wbrew
wczesniejszym przypuszczeniom, nie jest zapewne wias-
ciwym efektorem idziata podobnie jak sfingozyna [25].

Zaproponowano nastepujacy schemat dziatania
szlaku sfingomielinowego w gospodarce wapniowej:
ceramid, uwalniany pod wptywem sfingomielinidazy
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ulega deacylacji. Sfmgozyna wedruje do bton ER i tu
przechodzi dalszg przemiane. Nierozpuszczalny pro-
dukt, przypuszczalnie sfingozylocholina, jest wychwy-
tywany przez btone ER i dziata na kanaty wapniowe
[24, 25],

Badania nad szlakiem sfingomielinowym trwajg. Juz
teraz mozna stwierdzi¢, ze powstajg w nim réznorodne
przekazniki wtdrne o swoistych mechanizmach dziata-
nia. Przekazniki te biorg udziat w regulacji aktywnosci
kinaz biatkowych, mobilizacji wapnia i regulacji eks-
presji gendw.

Artykut otrzymano 5 maja 1994 r.
Zaakceptowano do druku 26 maja 1994 r.
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Geny kodujace receptory jonotropowe glutaminianu

Glutamate receptor channel-encoding genes

DOROTA NOWICKA*

Spis tresci:

l. Wstep

1. Technika klonowania genéw kodujacych receptory jo-
notropowe

I1l.  Receptor AMPA

IV. Receptor kainianowy

V. Receptor NMDA

VI. Receptory jonotropowe glutaminianu w chorobach neu-
rodegeneracyjnych

VII. Uwagi konicowe

Wykaz stosowanych skrétéw: EAA — excitatory aminoacids,
aminokwasy pobudzajace; LTP — long term potentiation,
dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne; LTD — long term
depression, dtugotrwate ostabienie synaptyczne; GIuR — glu-
tamate receptor, receptor glutaminianu; NMDA — N-
metyl-D-aspartate, kwas N-metylo-D-asparaginowy; AMPA
— alfa-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid,
kwas alfa-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropio-
nowy; cAMP — adenosine-3',5'-cyclophosphate, cykliczny
adenozynomonofosforan; L-AP-4 — L-2-amino-4-phospho-
nobutanoic acid, kwas 2-amino-4-fosfonomastowy; nAChR
— nicotinic acetylcholine receptor, receptor nikotynowy dla
acetylocholiny; GABAaR — gamma-aminobutyric acid recep-
tor, receptor kwasu gamma-aminomastowego; PCR — poly-
merase chain reaction, reakcja tancuchowa polimerazy; KA
— kainic acid, kwas kainowy, KYN — kynurenic acid, kwas
kynureninowy; 7-C1-KYN — 7-Cl-kynurenic acid, kwas
7-chloro-kynureninowy; CPP — 3-(( + )-2-carboxypipera-
zin-4-yl)-propyl-lI-phosphonate, kwas 3-(2-karboksypipera-
zyno-4-ilo)-propylo-l-fosfonowy; APV — D-(—)-2-amino-
5-phosphonovalerate, kwas 2-amino-5-fosfonowalerianowy;
MK-801 — dizocilpine, D-5-methyl-10,11 ,dihydro-5H-
-dibenzo[a,d]cyclohepten-5-10-imine maleate, maleinian 5-
-metylo-10,11-dihydro-5H-dibenzocyklohepteno-5,10-iminy.

I. Wstep

W potowie lat 50-tych opublikowano prace wykazu-
jace, ze glutaminian i asparaginian, aminokwasy po-
wszechnie wystepujace w biatkach, podane obwodowo
wywotujg drgawki u zwierzat laboratoryjnych [1].
Wkrétce potem ukazato sie wiele doniesied wykazujg-
cych dziatanie glutaminianu i asparaginianu w o$rod-
kowym ukiadzie nerwowym [2], jednak dopiero

* Mgr, Pracownia Hodowli Komoérek i Tkanek, Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, 02-093 War-
szawa, ul. Pasteura 3
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w ostatnich latach uznano je powszechnie za neuro-
przekazniki [3-5] i okreS$la sie jako tzw. aminokwasy
pobudzajgce (EAA — excitatory aminoacids). Obecnie
uwaza sie nawet, ze wszystkie neurony — a takze
i niektére komorki glejowe — sg wrazliwe na dziatanie
aminokwaséw pobudzajagcych, co S$wiadczy¢ moze
0 szczegOlnie istotnej roli tego systemu neuroprzekaz-
nikowego.

Zmiany przekaznictwa glutaminianowego lezg pra-
wdopodobnie u podstaw plastycznosci synaptycznej
1neurotoksycznosci. Przyktadami proceséw uznawa-
nych za przejawy plastycznosci uktadu nerwowego sg:
dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne (LTP — long
term potentiation) w hipokampie i dtugotrwate ostabie-
nie synaptyczne (LTD — long term depression) w méz-
dzku, polegajace odpowiednio na wzroscie lub spadku
efektywnosci synaps pod wptywem specyficznego dra-
znienia neuronu pragdem o okreslonej czestotliwosci
[6-8]. Poniewaz uwaza sig, ze uczenie i zapamietywa-
nie polega na trwatych zmianach w wydajnosci synaps,
wspomniane powyzej zjawiska moga nasladowac za-
chodzacy w mézgu proces gromadzenia i przechowy-
wania informacji. Dlatego badanie mechanizmow
LTPiLTD oraz udziatu w nich receptoré6w EAA moze
dostarczy¢ informacji o roli tych ostatnich w funkc-
jonowaniu uktadu nerwowego. Z drugiej strony, zabu-
rzenia wydzielania glutaminianu podczas niedotlenie-
nia mozgu, silne pobudzenie komorek nerwowych
przez wystepujacy w duzym nadmiarze neuroprzekaz-
nik powoduje zaktocenie pracy synaps i w efekcie
prowadzi do $mierci neuronu. Réwniez w powolnych
procesach neurodegeneracyjnych, takich jak choroba
Alzheimera czy choroba Huntingtona, wsrod licznych
i nie do konca poznanych mechanizmoéw wystepujg
réwniez nieprawidtowosci w przekaznictwie glutami-
nianowym [9].
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Aminokwasy pobudzajgce, podobnie jak inne neu-
roprzekazniki, nie dziatajg na komorki nerwowe bez-
posrednio ale przez receptory znajdujace sie na powie-
rzchni btony komoérkowej. Wieloletnie badania pro-
wadzgce do udoskonalenia ,narzedzi farmakologicz-
nych”,jakimi sa agonisci i antagonisci EAA, pozwolity
wyrozni¢ 5 zasadniczych podtypow receptorow, kté-
rych nazwy pochodzg od ich selektywnych agonistow:

1 Receptor NMDA (ang. N-methyl-D-aspartate,
kwas N-metylo-D-asparaginowy), jonotropowy
(tzn. taki, ktéry w obrebie kompleksu recep-
torowego zawiera kanat jonowy), o wysokiej
przepuszczalnosci dlajondéw wapnia, sodu i pota-
su. Pod wieloma wzgledami jest to najlepiej
scharakteryzowany receptor, przede wszystkim
dlatego, ze znanych jest wiele substancji ak-
tywujacych i blokujgcych go w sposob selektywny.

2. Receptor AMPA (ang. alfa-amino-3-hydroxy-5-
-methyl-4-isoxazolepropionic acid, kwas alfa-
-amino-3-hydroxy-5-metylo-4-izoksazolopropio-
nowy), jonotropowy, przepuszczalny dla katio-
néw, jak sie wydawato, wytacznie jednowartos-
ciowych. Badania molekularne wykazaty, ze mo-
g4 istnie¢ subpopulacje receptorow AMPA prze-
puszczalnych dla jonéw wapnia.

3. Receptor kainianowy — o wysokim powinowact-
wie do kwasu kainowego — stabo poznany: do
niedawna jego istnienie jako odrebnego recep-
tora poddawano w watpliwos¢. Zndédw dzieki
badaniom molekularnym jego istnienie zostato
potwierdzone. Zawiera w obrebie kompleksu
receptorowego kanatjonowy przepuszczalny dla
Na+, K+ i Ca2+.

Ponadto wyrdznia sie jeszcze:

4. Receptor metabotropowy — w odrdznieniu od
poprzednich ten receptor swéj wpltyw wywiera
poprzez biatko G oddziatujgce na specyficzng
cyklaze adenylanowg (szlak cAMP) lub na fos-
folipaze C (szlak fosfoinozytolowy).

5. Receptor L-AP-4 (ang. L-2-amino-4-phosphono-
butanoic acid, kwas 2-amino-4-fosfonomastowy),
0 niedoktadnie poznanej charakterystyce farma-
kologicznej i funkcjonalnej. Znajduje sie praw-
dopodobnie na bionie presynaptycznej i byc¢
moze reguluje wydzielanie glutaminianu do
szczeliny synaptycznej.

Il. Technika klonowania genéw kodujacych
receptory EAA

Do korica lat 80-tych w badaniach nad receptorami
aminokwaséw pobudzajacych wykorzystywano gtéw-
nie metody elektrofizjologiczne, potagczone ze stosowa-
niem rozmaitych substancji farmakologicznych. Pro-
wadzito to do stosunkowo dobrego scharakteryzowa-
nia pod wzgledem funkcjonalnym tylko tych recep-
toréw, w przypadku ktérych odkryto substancje od-
dziatujagce na nie w sposob specyficzny. Pelniejszej
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wiedzy na temat struktury, wiasciwosci i ekspresji
receptorow EAA dostarczaja badania z zastosowa-
niem technik biologii molekularnej.

Konwencjonalne podejScie do klonowania genéw
kodujacych okreslone biatka, takze receptorowe, wy-
magato uzyskania czystego biatka, zsekwencjonowa-
nia, okreslenia prawdopodobnej sekwencji nukleo-
tydowej i wyprodukowania komplementarnej sondy
do przeszukiwania biblioteki genowej lub cDNA.
Dzieki pomystowemu potgczeniu techniki elektrofiz-
jologicznej z molekularng skomplikowana procedura
zostata znacznie uproszczona [10]. W eksperymentach
wykorzystano znang od dawna zdolno$¢ oocytéw
Xenopus laevis do produkcji biatek lub matrycy sztucz-
nie wprowadzonego do nich mRNA. W przypadku
biatek receptorowych ich obecno$¢ w oocycie jest
tatwo wykrywalna poprzez pomiar aktywnosci elekt-
rofizjologicznej oocytu po pobudzeniu przez selektyw-
nego agoniste. Technika klonowania wyglagda naste-
pujgco:

z mRNA wyizolowanego z mo6zgu konstruuje sie

biblioteke cDNA w wektorze umozliwiajgcym po6z-

niej synteze RNA in vitro. Biblioteke dzieli sie na
porcje i kazda z nich bada oddzielnie. Wyproduko-
wane in vitro mRNA wstrzykuje sie do oocytéw.

O 0 0O

Biblioteka cDNA

w wektorze ekspresyjnym

synteza mRNA in vitro

TTTTTTTTT

) AAAAAAAAA

5

iniekcja mMRNA do oocytu Xenopus

Elektrofizjologiczny pomiar ekspresji

receptora w oocycie Xenopus

o)

iivanx

-

\ /
1 ~—~ oocy!
|

i
|
J‘ Wyizolowanie cDNA receptora

. poprzez powtorzenie powyzszych
/t\krokow
- +

||}
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Ryc. 1. Schemat procedury klonowania cDNA dla receptora po-
przez kombinacje ekspresji biatka receptorowego w oocycie
Xenopus, i pomiaru elektrofizjologicznego.
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O obecnos$ci w danej puli poszukiwanego mRNA
kodujgcego biatko receptorowe wnioskuje sie na
podstawie aktywacji btony oocytu pod wplywem
podanego liganda. Do dalszej obrébki wybiera sie te
czesci biblioteki, ktore prawdopodobnie zawierajg
klony niosgce geny receptorowe. Procedura jest
powtarzana, az do momentu otrzymania pojedyn-
czego, pozytywnego klonu (Rye. 1). Tg metoda
wykryto wiele podjednostek receptorow aminokwa-
séw pobudzajgcych.

I1l1. Receptor AM PA

Wszystkie lub prawie wszystkie poznane do tej pory
podjednostki receptoréw jonotropowych, w tym réw-
niez receptorow AM PA zbudowane sg wedtug podob-
nego schematu. Czasteczka biatka o zmiennej dtugosci
zawiera w czesci C-koAcowej cztery konserwatywne
domeny TM | — TM 1V, zakotwiczajgce podjednostke
w btonie komdérkowej. Natywny receptor skitada sie
prawdopodobnie z pieciu podjednostek utozonych
w ten spos6b, ze ich domeny TM Il tworzg kanat
jonowy, a wolne kornice wystaja do przestrzeni ze-
wnatrzkomorkowej (Ryc. 2a, b) [11].

Znane sg cztery geny kodujgce podjednostki re-
ceptora AM PA. Podjednostki te, odkryte niezaleznie
przez dwa zespoly badawcze, noszg nazwy GIuR
1-4 lub odpowiednio GIuR A-D [12-14], Ich wielko$¢
waha sie od 862 reszt aminokwasowych w przypadku
GIuR B do 889 w przypadku GIuR A. Duze po-
dobienstwo, siegajace 70% na poziomie RNA oraz
catkowity brak homologii zinnymi poznanymi genami
kodujacymi podjednostki receptorow jonotropowych,
np. nAChR, (ang. nicotinic acetylcholine receptor, re-
ceptor nikotynowy acetylocholiny) lub GABAaR
(gamma-aminohutyric acid receptor, receptor GABAa)
wskazuje, ze receptory jonotropowe glutaminianu sta-
nowig ewolucyjnie odrebng rodzine biatek recepto-
rowych.

Na podstawie sekwencji nukleotydowych sklono-
wanych genow okreslono prawdopodobng strukture
i wiasciwosci biatek. Wszystkie podjednostki GIuR
zawierajg w czesci C-koncowej cztery hydrofobowe
domeny wewnatrzbtonowe, oraz diugg (ponad 400
reszt aminokwasowych), zewnatrzkomérkowg dome-
ne N-koricowg o stosunkowo najwiekszej zmiennosci
[12]. Fragmenty czasteczki tworzace zewnetrzny i we-
whnetrzny otwor kanatu majg netto tadunek ujemny.
W szczegdlnosci ujemnie natadowana jest petla cyto-
plazmatyczna pomiedzy domenami TM | i TM Il
Dodatkowo, po obu stronach domeny TM Il (ktdra
bierze bezposredni udziat w tworzeniu kanatu) znaj-
duja sie ujemne aminokwasy, determinujace przepusz-
czalno$¢ receptora dla kationéw [13].

Do niedawna sgdzono, ze kanatl jonowy potozony
w obrebie receptora AMPA przepuszcza wytacznie
kationy jednowartosciowe. Eksperymenty in vitro z he-
teromerycznymi receptorami wykazaty, ze czynnikiem
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Ryc. 2. Uproszczony model receptora jonotropowego. A: przekrdj
przez receptor; domeny $rédbtonowe oznaczono cyframi
rzymskimi I, Il, IIl, IV. Domena TM Il tworzy kanat
jonowy, wolne korice C i N wystaja do przestrzeni zewnatrz-
komérkowej. B: prawdopodobna pentameryczna struktura
kompleksu receptorowego.

blokujacym przeptyw wapnia przez kanat jest obec-
nos¢ w kompleksie receptorowym podjednostki
GIluR B [15]. Poniewaz akurat ta podjednostka ulega
ekspresji w wiekszosci obszaréw moézgu, wydaje sie, ze
wystepuje powszechnie w receptorach, determinujac
tym samym ich nieprzepuszczalno$é dla Ca2+. Wy-
kryto jednak w mézgu komdrki, w ktérych podjednos-
tka GIuR B nie ulega ekspresji. Zidentyfikowano je
jako komérki glejowe Bergmanna. Komdrki te, hodo-
wane in vitro wykazujg w badaniach elektrofizjologicz-
nych obecno$é na swej powierzchni receptorow
AM PA przepuszczalnych dla jondw wapnia, zbudo-
wanych najprawdopodobniej z podjednostek GIuR A
i D [16, 17].

Zasadnicza roznica wiasciwosci podjednostek A, C,
D i podjednostki B, na poziomie molekularnym spro-
wadza si¢ do obecno$ci w tzw. miejscu Q/R potozonym
w domenie TM |l podjednostki GIuUR B aminokwasu
argininy (R) zamiast glutaminy (Q) znajdujacej sie
w tym samym miejscu w pozostatych podjednostkach
(Ryc. 3). Stwierdzono, ze kodon CAG kodujacy gluta-
mine obecny jest we wszystkich czterech genach,
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Ryc. 3. Odcinek tancucha podjednostki GIuR obejmujgcy $réod-
btonowe domeny TM I-TM IV. W niektérych podjednost-
kach (GIuR B, Glur 5 i 6) okre$lone pozycje w obszarze
TM Il moga by¢ zajete przez rézne aminokwasy dzieki
zachodzacemu w tych miejscach procesowi redagowania
mRNA (Q/R — glutamina/arginina, 1/'V — izoleucy-
na/walina, Y/C — tyrozynal/cysteina).

azmiana na kodon CCG argininy odbywa sie na drodze
redagowania RNA (ang. RN A editing) GIuR B [18].
Kazda podjednostka moze istnie¢c w dwoch wers-
jach, rozniacych sie jedynie fragmentem 38 amino-
kwasow, potozonym pomiedzy domenami TM Il
i TM 1V, a wiec w obszarze petli cytoplazmatycznej
(Ryc. 4). Te dwie formy powstaja w wyniku wybidr-
czego wiaczania do mRNA jednego z dwodch ist-
niejgcych w pre-mRNA segmentéw o diugosci 115
nukleotydéw (ang. alternative splicing) [19]. Segmenty
te, nazwane odpowiednio flip iflop, mimo niewielkich
roznic w sekwencji (7-11 na 38 kodowanych amino-
kwasow) wptywajg wyraznie na kinetyke i amplitude
odpowiedzi wywotywanych przez agonistéw.

cDNA \

flop flip

Ryc. 4. Obszar genu dla podjednostki GIuR B (dolna rycina)
kodujacy eksony flip iflop podlegajace wybiérczemu wia-
czaniu do mMRNA (g6rna rycina).

Podjednostki GIuR A, B, C ulegajg ekspresji w wielu
obszarach mézgu, np. w korze, hipokampie, mézdzku,
strukturach podkorowych, podczas gdy GIuR D znaj-
dowana jest prawie wylgcznie w mézdzku [13, 14].
Istotne r6znice obserwuje sie dla form flip iflop’, formy
flip w korze tworzg wyrazne warstwy, podczas gdy
formy flop roztozone sg réwnomiernie. Szczegdlnie
wyrazny jest ich uktad w hipokampie — strukturze
waznej dla prawidtowego przebiegu procesu uczenia
sie: formy te wystepuja tutaj komplementarnie — wa-
rianty flip w polu CAS3, flop — w polu CAl oraz
w zakresie zebatym (Ryc. 5) [19].

Jak dotad nie wyjasniono fizjologicznego znaczenia
ré6znorodnosci biatek receptorowych. Wszystkie pod-
jednostki mogg in vitro tworzy¢ funkcjonalne homo-
badz heteromeryczne kanaly jonowe o zrdznicowa-
nych wiasciwosciach. W neuronach najprawdopodob-
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Ryc, 5. Rozmieszczenie mMRNA podjednostki GIuUR A w hipokam -
pie.
Obszarom o najwigkszym nasyceniu barwy biatej odpowia-
da najwieksze stezenie mRNA. A: forma A flip wystepuje
w polu CA3, B: formaflop — w polu CAl oraz w zakrecie
zebatym DG (badania wtiasne).

niej jednak mamy do czynienia z mieszaning podjed-
nostek potgczonych w statych proporcjach. Dzieki
badaniom wykonanym metodg PCR (ang. polymerase
chain reaction, reakcja tanicuchowa polimerazy) wiado-
mo, ze komarki réznig sie miedzy sobg sktadem kom-
pleksu receptorowego. Np. w komdrkach Purkinjego
mozdzku ekspresji ulegajg podjednostki GIuUR A i B
w obu formach oraz GIuR Cflip, podczas gdy w kom6r-
kach ziarnistych mo6zdzku wykryto podjednostki GIuR
Bflip i GIuR D flop, a we wspomnianych komaérkach
Bergmanna GIuR B w ogdle nie wystepuje [20].

Nie ma, jak dotad, danych jednoznacznie wskazuja-
cych, czy zmiany ekspresji genéw kodujacych podjed-
nostki receptorowe mogga leze¢ u podstaw plastyczno-
§ci synaptycznej. Pewne zmiany obserwuje sie podczas
rozwoju osobniczego [21]. W fazie embrionalnej
w mozgu szczura wykrywane sa jedynie formy flip
podjednostek: poziom ich ekspresji stopniowo rosnie
i osigga staty poziom okoto czwartego tygodnia po
urodzeniu. Formyflop natomiast pojawiajg sie dopiero
w drugim tygodniu w réznym czasie, zaleznie od
rodzaju komarek.

Wraz z pojawieniem si¢ form flop w komoérkach,
zmieniajg sie wiasciwosci receptoréw. Z badan in vitro
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wynika, ze receptory zawierajgce forme flip podjednos-
tki sg bardziej przepuszczalne dla jonéw. Pojawienie
sie we wiasciwym momencie receptoréw z formaflop,
moze w konsekwencji powodowac¢ zmniejszenie ak-
tywnos$ci synaps, a wiec zmiane plastyczng [19, 21].

Najprawdopodobniej jednak oprécz zmian rozwo-
jowych zwigzanych z dojrzewaniem neuronéw, po-
ziom mMRNA GIuR jest staty. Nie wyklucza to innych
mechanizmoéw regulacji receptoréow lub ich udziatu
w procesach zwigzanych z plastycznoscig. Szczegéto-
wa analiza sekwencji aminokwasowej wykazata obec-
no$¢ w czasteczce receptora miejsc rozpoznawanych
przez kinaze C ikinaze Il zalezng od kalmoduliny [13].
Dostepne dane sugeruja, ze fosforylacja receptorow
jonotropowych jest jednym z gtéwnych sposobdw
regulowania wydajnosci synaptycznej w LTP i LTD
[22]. Wielka réznorodno$é podjednostek receptoro-
wych i rozmaito$¢ kinaz biatkowych wystepujacych
w komorce stwarza szerokie mozliwosci zaréwno
krotko- jak i dtugotrwatych zmian przekaznictwa
glutaminianowego, by¢ moze réwniez w naturalnych
procesach plastycznych.

IV. Receptor o wysokim powinowactwie do
kwasu kainowego

Kwas kainowy (KA) jest silng neurotoksyna, w du-
zych stezeniach dziatajacg w sposéb nieselektywny na
rézne receptory. W$réd nich receptory wyrdzniajace
sie szczegdlnie wysokim powinowactwem do KA wy-
rozniono jako osobng klase receptordw. Receptor
kainianowy wystepuje gtéwnie w polu CA3 hipokam-
pa, w zakrecie zebatym oraz w giebokich warstwach
kory. W innych strukturach jego stezenie jest znacznie
nizsze.

Dotychczas sklonowano 7 podjednostek tworzg-
cych dwie podrodziny: GIuR 5 [24], 6 [25, 26] i 7 [27]
oraz KA-1 [28] i KA-2 [29]. Dwie pozostate podjed-
nostki delta-1 i delta-2 [30, 31], ktére na podstawie
podobienistwa sekwencji zaklasyfikowano do recep-
toréw kainianowych, nie tworzg in vitro funkcjonalnyh
kanatow jonowych i jak dotagd nie sg znane ich
witasciwosci ani funkcja. Dodatkowe urozmaicenie
wprowadzajg potranskrypcyjne modyfikacje podjed-
nostek GIuR 5 i 6, polegajgce na delecji 15 amino-
kwasowego odcinka w obrebie N-kohAcowej domeny
cytoplazmatycznej (podjednostka GIuR 5-2) [24, 32]
oraz insercjach w czesci C koncowej [25].

Podjednostki receptora kainianowego sg niewatp-
liwie spokrewnione z opisanymi poprzednio recep-
torami AM PA. Sg zblizone wielkoscig (ok. 900 amino-
kwasow) i majg podobng sekwencje (40% homologii
na poziomie mRNA). Znacznie mniej natomiast wia-
domo na temat sktadu i wtasciwosci kompleksow jakie
tworza.

Struktura receptora kainianowego nie zostata jak
dotgd szczeg6towo opisana. Podjednostki GIuR 5 6,
w przeciwienstwie do GIuR 7 mogg in vitro tworzy¢
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funkcjonalne kanaly jonowe, o charakterystyce far-
makologicznej i elektrofizjologicznej bardzo podobnej
do receptoréow potozonych na neuronach rogu tylnego
rdzenia kregowego [25,27, 33, 34], co sugeruje, ze
przynajmniej niektére podjednostki moga tworzy¢
w mébzgu naturalne homomeryczne kompleksy recep-
torowe. KA-1 i KA-2 nie tworzg homomerycznych
kanatéw jonowych, jednak w potgczeniu z GIuR
5 i 6 moga funkcjonowaé jako receptory o zroz-
nicowanych w zaleznos$ci od sktadu kompleksu wtas-
ciwoS$ciach [29, 35]. Podobnie jak w przypadku GIuR
B, mMRNA kodujgce podjednostki GIuR 5i 6 podlegajag
redagowaniu w miejscu Q/R, jednak gdy GIuR B ist-
nieje wytgcznie w formie R (tzn. z argining), GIuR
5i6 wystepujg w obu formach réznigcych sie przepusz-
czalno$cig dla jondw wapnia [36, 37]. Co wiecej,
w obrebie domeny TM | podjednostki GIuR 6 odkryto
dodatkowe dwie pozycje podlegajgce redagowaniu
i majagce wptyw na wiasciwosci kanatu (Ryc. 3) [38].
Redagowanie RNA jest prawdopodobnie sposobem
regulowania i réznicowania naptywu wapnia do ko-
morki, niezaleznym od zmian w ekspresji samego genu.
W izolowanym z mézgu RNA, catkowicie zredagowa-
na forma podjednostki GIuR 6 stanowi 65% RNA
kodujgcego te podjednostke [38]. Zmiana proporcji
form zredagowanych, czeSciowo zredagowanych i nie-
redagowanych, podlegajaca S$cistej kontroli komor-
kowej, moze mie¢ znaczenie w regulacji naptywu
wapnia do wnetrza komérki wywotlywanego przez
neuroprzekaznik.

Dzisiejszy stan wiedzy o receptorach kainianowych
jest z pewnoscig niewystarczajacy, by okresli¢ ich role
w uktadzie nerwowym. Wydaje sie, ze jedynie badania
pojedynczych neuronéw, opisujagce sktad kompleksu
receptorowego w poszczeg6lnych rodzajach komaorek
moga dostarczy¢ nowych, warto$ciowych informaciji.

V. Receptor NMDA

Sposrod wszystkich receptorow glutaminianu rece-
ptor NMDA jest najlepiej poznany ischarakteryzowa-
ny pod wzgledem farmakologicznym i funkcjonalnym,
a to dzieki istnieniu wielu selektywnych agonistéw
iantagonistdw. W badaniach z uzyciem tych substancji
rozpoznano iopisano kilka unikatowych domen poto-
zonych w obrebie kompleksu receptor-kanat NMDA
(Ryc. 6).

W parze ze znajomoscig wiasciwosci i funkcji recep-
tora NMDA przez diugi czas nie szta znajomos$¢
budowy molekularnej kompleksu. Dopiero lata dzie-
wiecdziesigte przyniosty odkrycia kolejnych podjed-
nostek. Sklonowano jak dotad 5 genéw, kodujacych
5 biatek, ktére zaklasyfikowa¢ mozna do dwdch grup:
NMDAR1 (NR1) [39, 40] i NMDAR2A-D
(NR2A-2D) [41-45]. Podjednostkg najliczniej repre-
zentowang w mozgu jest NR1. Wystepuje w duzej
ilosci w korze moézgowej w ktérej tworzy warstwy,
w hipokampie we wszystkich jego obszarach, w méz-
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poliaminy

Ryc. 6. Model receptora NMDA. H miejsca pobudzenia recep-
tora, miejsca hamujace lub blokujgce receptor. Asp
(ang. aspartate, asparaginian), APV (ang. D-(—)-2-
-amino-5-phosphonovalerate, kwas 2-amino-5-fosfonowale-
rianowy), CPP (ang. 3-((+ )-2-carhoxypiperazin-4-yl)-
-propyl-1-phosphonate, kwas 3-(2-karboksypiperazyno-4-
-ilo)-propylo-I-fosfonowy, Glu (ang. glutamate, glutami-
nian), Gly (ang. glycine, glicyna), Kyn, 7-CI-Kyn — kynure-
nic acid, 7-Cl-kynurenic acid, kwas kynureninowy, kwas
7-chlorokynureninowy MK-801 (ang. dizocilpine, maleinian
5-metylo-10,l I-dihydro-5H-dibenzocyklohepteno-5,10-
-iminy), NMDA (N-metyl-D-aspartate, kwas N-metylo-D-
-asparaginowy), PCP (ang. phencyclidine, fencyklidyna).

dzku oraz w mniejszych iloSciach w strukturach pod-
korowych [39]. Z grupy biatek NR2 jedynie NR2A
wystepuje dos¢ powszechnie, bo w korze, hipokampie
i mozdzku, jednak zawarto$¢ jego jest mniejsza niz
zawartos¢ NR1. Wystepowanie pozostatych ograni-
czone jest do pewnych obszaré6w: NR2B ulega eks-
presji gtbwnie w korze i hipokampie, NR2C — prawie
wylacznie w mézdzku i wzg6rzu, NR2D — réwniez
w moézdzku i w strukturach podkorowych [41].

Ekspresja podjednostek receptora NMDA zmienia
sie wyraznie podczas rozwoju osobniczego szczura.
Zmiany polegajg przede wszystkim na wzroScie ilosci
MRNA az do osiagniecia statego poziomu ok. trzecie-
go tygodnia zycia po urodzeniu (np. NR1 i NR2A)
[46], jednak np. podjednostka NR2D obecna juz
w moézgu embrionalnym zanika ok. drugiego tygodnia
[46], a NR2C w drugim tygodniu ulega krotkotrwatej,
przejsciowej ekspresji z hipokampie [47],

Zmiany ekspresji pieciu podjednostek receptora
NMDA podczas rozwoju sugerujg, ze zmienia sie
réwniez sktad kompleksu receptorowego. W bada-
niach in vitro stwierdzono, ze aby receptor dziatat
prawidtowo, w jego sktad musi wchodzi¢ podjednost-
ka NR1 oraz co najmniej jedna z podjednostek NR2
[41], Homomeryczny kompleks NR 1wykazuje in vitro
wiasciwosci receptora NMDA, jednak jego aktywnos¢
mierzona metodami elektrofizjologicznymi jest kilka-
krotnie nizsza niz receptordw heteromerycznych jak
rowniez i natywnych. Kompleks ztozony z samych
tylko podjednostek NR2 jest nieaktywny. Moga one
by¢ jednak uwazane za swego rodzaju modulatory,
gdyz receptory o réznym skiadzie podjednostkowym
wykazuja istotne roznice w kinetyce odpowiedzi na
obecno$¢ w Srodowisku agonisty, jak rdwniez we
wrazliwosci na glicyne czy magnez [41].

W przeciwienstwie do wczesniej opisanych, geny
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kodujgce podjednostki NR1 i NR2 nie sg blisko
spokrewnione. Homologia miedzy nimi siega zaledwie
18%. Podjednostki NR2 przejawiajg ponadto pewng
interesujgcg ceche, odrdzniajgcgje od innych, a miano-
wicie dtugi, bo ztozony z ok. 550 aminokwaséw konie
C. Tym samym jest on dtuzszy niz koniec N, tradycyj-
nie umieszczany po stronie cytoplazmatycznej, i ktory
we wszystkich poznanych podjednostkach ma dtugosé
ok. 500 aminokwasow [41]. Pomimo zasadniczych
réznic w sekwencji aminokwasowej wszystkie podjed-
nostki NMDA zawierajg te samg funkcjonalng deter-
minante w obrebie domeny TM II. Jest nig asparagina
(N), znajdujaca sie w punkcie odpowiadajacym miejscu
Q/R receptorow nie-NMDA, ktéra w podjednostkach
NR1 i NR2 jest odpowiedzialna za przepuszczalnos¢
kanatu dla jon6w Ca2+ oraz za zalezny od napiecia
blok kanatu przezjony Mg2+. Zastgpienie asparaginy
w podjednostce NR1 glutaming powoduje znaczny
spadek przepuszczalnosci kanatu dla wapnia, lecz nie
ma wptywu na blok magnezowy. Taka sama operacja
dokonana na podjednostce NR2 nie zmienia przepusz-
czalnosci dla wapnia, znosi natomiast cze$ciowo blo-
kujace dziatanie magnezu. Stad wniosek, ze asparagina
w miejscu Q/R w podjednostce NR1 i NR2 ma
niejednakowy wktad w determinowanie wiasciwosci
kompleksu receptorowego [48],

Podobnie jak w przypadku opisanych wczesniej
receptoré6w nie-NMDA, pre-mRNA podjednostki
NR1 ulega potranskrypcyjnym modyfikacjom: wy-
kryto 7 izoform, bedacych kombinacjami jednej inser-
cji idwoch delecji w poblizu N i C koAcdw, réznigcych
sie wrazliwos$cig na poszczegdlne ligandy (Ryc. 7) [49].
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Ryc. 7. Liniowy schemat siedmiu izoform receptora NMDA.
Insi — insercja w czesci N-koncowej, I i I — delecje
potozone w czesci C-koricowej. Zakreskowane prostokaty
— domeny $rodbtonowe.

Ponadto pojawity sie doniesienia o odkryciu miejsc
fosforylacji przez kinaze C, potozonych w obrebie
delecji w czesci C-koncowej, co podaje w watpliwosc
stuszno$¢ zastosowania modelu struktury receptora
nikotynowego do receptorow NMDA [50]. Aby roz-
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wigza¢ te sprzeczno$¢ proponuje sie inne modele
budowy przestrzennej (Ryc. 8a, b). Jeden z nich zaktada
istnienie piatej domeny $rédbtonowej w obszarze
pomiedzy TM IV a kofAcem C, ktéra mogtaby wpro-
wadza¢ koniec COOH do wnetrza komorki. Jest to
jednak mato prawdopodobne gdyz w tym regionie nie
ma wyraznych stref hydrofobowych. W drugim propo-
nowanym modelu domena TM IV nie przechodzi
przez btone komdrkowga, pozostawiajac koniec
COOH po stronie cytoplazmatycznej.

COOH

Ryc. 8. A, B:Proponowane alternatywne modele budowy receptora
NMDA.

V1. Receptory glutaminianu w procesych neu-
rodegeneracyjnych

Wiele doniesien sugeruje, ze mechanizmy komor-
kowe, ktdre stuzg przekazywaniu informacji, zmienio-
ne w procesach chorobowych, moga powodowaé
Smier¢ komdrek. W pewnych stanach patologicznych
obserwuje sie zaburzenia w przekaznictwie glutaminia-
nowym, prowadzace do degeneracji okreslonych grup
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komérek nerwowych. Prawdopodobnie jednak w wie-
kszosci przypadkdw zmianom neurotransmisji nie
towarzyszy zmiana ekspresji genéw kodujacych pod-
jednostki receptorowe. Jak dotad, jedynym opisanym
przypadkiem takiej zmiany jest globalna ischemia
(niedokrwienie) mézgu [51], Po uptywie 24 godzin od
wywotania eksperymentalnej ischemii u szczura obser-
wuje sie znaczny spadek ekspresji podjednostki GIuR
B, zaréwno formyflip jak iflop, w polu CAl hipokam-
pa. Brak podjednostki GIuR B najprawdopodobniej
prowadzi do powstawania komplekséw receptoro-
wych AM PA przepuszczalnych dla wapnia. Nadmiar
jonéw wapniowych naptywajagcych do komérki przy-
czynia sie do rozlegulowania proces6w metabolicz-
nych i w rezultacie do $mierci neuronu.

VII. Uwagi koncowe

Badania z zastosowaniem technik biologii moleku-
larnej ujawnity istnienie wielu rozmaitych receptoréw
glutaminianu w os$rodkowycm uktadzie nerwowym.
Sklonowanie poszczeg6lnych podjednostek i badanie
heteromerycznych receptoréw, rekombinowanych
w oocytach Xenopus pozwolito na szczegétowa analize
funkcjonalna czystych populacji kanatdw receptoro-
wych. Tego typu analiza nie jest mozliwa w prepara-
tach natywnych bton neuronalnych, a tym bardziej
w neuronach, poniewaz zwykle w btonach tych komé-
rek znajdujg sie rozmaite receptory, nalezace do roz-
nych klas, przemieszane ze sobg w réznych proporc-
jach. W dodatku nawet z uzyciem wyjatkowo selek-
tywnych agonistow czy antagonistow réznice w skta-
dzie kompleksdéw receptoréw réznych klas, potozo-
nych na r6znych komérkach sg prawie niemozliwe do
zarejestrowania dostepnymi metodami elektrofizjolo-
gicznymi.

Badanie genéw kodujacych podjednostki GIuR uja-
wnity funkcjonowanie genetycznych mechanizmow,
takich jak redagowanie RNA czy alternative splicing,
regulujgcych obecnos$¢ funkcjonalnych domen w pod-
jednostkach receptora. Dzieki nim wykryto szereg
nowych wiasciwosci receptorow, takich jak np. prze-
puszczalno$é okresSlonych receptorow AM PA dla wa-
pnia czy regzulacja wtasciwosci kanatu przez pojedyn-
cze aminokwasy w taficuchu biatkowym.

Dalsze badania bedg prawdopodobnie miatly na celu
okreslenie szczeg6towej (pre- czy postsynaptycznej)
lokalizacji poszczegdlnych podtypdw receptoréw me-
todg hybrydyzacji in situ i immunocytochemii. Réwnie
istotne dla petnego zrozumienia sposobu funkcjono-
wania receptorow bedzie zbadanie komorkowych me-
chanizméw modyfikacji biatek receptorowych (np.
oddziatywania allosteryczne rozmaitych modulato-
réw, fosforylacja, redagowanie na etapie RNA itp.).
Wyjasnienia wymagaja réwniez zjawiska neurotok-
sycznosci oraz przyczyn chordb neurodegeneracyj-
nych. W tym konteks$cie konieczny jest dalszy rozwoj
farmakologii receptordw i testowanie nowych specyfi-
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cznych, lecz niezbyt silnych antagonistéw, selektyw-
nych dla wybranych receptoréow, ktére nie wywotujac
efektow ubocznych znoszg szkodliwe efekty nadmier-
nego pobudzenia.

Badania molekularne nad receptorami aminokwa-

sOw pobudzajgcych sa ciggle jeszcze w fazie poczat-
kowej. Wykryto caly szereg gendw kodujgcych wiele

podjednostek, wystepujagcych w wielu

izoformach,

okreslono ich sekwencje nukleotydowg i biatkows,
zbadano witasciwosci farmakologiczne i elektrofizjolo-
giczne. Wiele probleméw pozostaje jednak jak dotad
niewyjasnionych. Dalsze badania bedg niewatpliwie
interesujgce i wazne dla zrozumienia integracyjnej
funkcji transmisji glutaminianowej w os$rodkowym
uktadzie nerwowym.

Artykut otrzymano 11 stycznia 1994 r.
Zaakceptowano do druku 20 maja 1994 r.
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Biatka powierzchniowe i rdzeniowe HBV i ich rola w roz-
woju zapalenia watroby typu B

Envelope and core proteins of HBV and their influence on the

development of hepatitis B
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IV. Uwagi kohcowe

Wykaz stosowanych skrétéow: HBV — wirus zapalenia watro-
by typu B, HBs — biatko S HBV, HBc — biatko rdzeniowe
HBV, ORF — otwarta ramka odczytu, preS/S — rejon
genomu HBV kodujgcy biatka powierzchniowe, PreC/C
— rejon genomu HBV Kkodujacy biatka rdzeniowe, Ag
— antygen, Ab — przeciwciato, P — proteina, GP — gliko-
proteina, aa — aminokwas, kz — tysigc par zasad, wzw
B — wirusowe zapalenie watroby typu B.

l. Wstep

Zapalenie watroby typu B (wzw B), wywotane przez
wirusa zapalenia watroby (HBV), jest jedng z najbar-
dziej rozpowszechnionych na $wiecie choréb zakaz-
nych i stanowi po malarii najwieksze zrodto Smiertel-
nosci (ponad milion przypadkéw na rok). Okoto 10%
0s6b, u ktorych rozwineto sie wzw B, nie eliminuje
wirusa i staje sie jego nosicielami [1]. Zakazenie HBV
nie wywiera na komdrki watrobowe pierwotnego
efektu cytopatycznego. Przebieg kliniczny choroby
zalezy przede wszystkim od odpowiedzi immunologi-
cznej zakazonego organizmu, nie za$ samej obecnosci
czynnika etiologicznego w hepatocytach [2]. W zalez-
nosci od interakcji pomiedzy antygenami HBV a me-
chanizmami obronnymi gospodarza wyrdzniamy Kil-

1 Dr, | Zaktad Biochemii Akademii Medycznej w todzi,
90-131 £4dz, ul. Lindleya 6.2 Prof., Centrum Mikrobiologii
i Wirusologii PAN, £4dz, ul. Dagbrowskiego 251.
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ka postaci klinicznych choroby; posta¢ ostra konczy
sie eliminacjg wirusa, regeneracjg tkanki watrobowej
itrwatg odpornoscia; zapalenie typu nadostrego (hepa-
titis fulminans) prowadzi do zniszczenia tkanki wat-
robowej i charakteryzuje sie 85% odsetkiem Smiertel-
nosci; zapalenie przewlekte, wielokrotnie zwigksza
ryzyko rozwoju marskosci watroby i raka watroby [3].

Mechanizm obronny gospodarza skierowany jest
przeciw biatkom wirusowym zlokalizowanym bezpo-
$rednio na czastce wirusa oraz wewnetrznym kom-
ponentom wirusa, ktére sag eksponowane na powierz-
chni zakazonych hepatocytow. Dzieki czeSciowo nak-
tadajacym sie i przesunietym w fazie otwartym ram-
kom odczytu, niewielki genom HBV (3200 kz) koduje
az 7 biatek (organizacji genetycznej HBV poswiecono
prace przeglagdowg w 2 numerze Postepow Bio-
chemii z 1993 roku). OdpowiedZ immunologiczna
typu humoralnego indukowana jest w réznym stopniu
przez wszystkie biatka HBV. Najwigksze znaczenie
majg tutaj biatka powierzchniowe indukujgce powsta-
nie, neutralizujgcych wirusa, przeciwciat skierowanych
przeciw domenom: preSl, preS2 i S [4]. Powstanie
tych przeciwcial mozliwe jest dzieki wspotdziataniu
komdrek prezentujagcych antygen, w restrykcji gtdw-
nego uktadu zgodnosci tkankowej klasy 1l (HLA 1),
z limfocytami pomocniczymi T ilimfocytami B. Gtow-
nym celem odpowiedzi typu komérkowego sg biatka
rdzeniowe prezentowane wraz z biatkami gtéwnego
uktadu zgodnos$ci tkankowej klasy I (HLA 1) na
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powierzchni btony komdérkowej hepatocytow [5]. Do
skutecznej eliminacji zakazenia konieczne jest skoor-
dynowane dziatanie cytotoksycznych komorek T, lizu-
jacych zakazone hepatocyty, oraz przeciwciat neu-
tralizujgcych bezposrednio czastki wirusowe, poprzez
tworzenie kompleksow immunologicznych.

Il. Biatka powierzchniowe

Otoczka biatkowa wystepujaca na powierzchni wi-
rusa HBV oraz czastki subwiralne sktadajg sie z trzech
rodzajow biatek: matego (S), sredniego (M) i duzego
(L), posiadajgcych wiasnosci antygenowe [6]. Biatka te
kodowane sg przez ORF preS/S, ktéra zawiera trzy,
znajdujace sie w fazie kodony startu translacji. W efek-
cie kazde z biatek powierzchniowych posiada taki sam
odcinek C-koncowy (biatko S), rézni sie natomiast
rejonem N-koncowym (Ryc. 1). Biatka powierzch-
niowe, ze wzgledu na swg lokalizacje, peinig wiele
istotnych funkcji w cyklu zyciowym wirusa. Biorg
udziat w wigzaniu czastki wirusowej z powierzchnig
atakowanej komorki i jej penetracjag w pierwszym
etapie infekcji, sg nieodzowne w procesie dojrzewania
wirusa i jego transporcie do przestrzeni zewnatrz-
komérkowej [7],

W | PRE SI A |prRE 52 | S 1
ATG T A ATG TAA
21 kz m-RNA 3’
& Svi-wv - . -
T n
226 aa J s p2aip27
, T T
| 55 aa 226 aa 1 u cpP33iGP36
\/
2,4 kz m-RNA 3
1 106/119 aa | 55 aa | 226 aa | L P38/GP42
1 389/400

Ryc. 1. Schemat ORF preS/S kodujacej biatka powierzchniowe
HBV. Zaznaczono miejsca promotorowe dla genu preSl
(zakreskowane koto) i genu S (koto w kratke) i produkty
transkrypcji tych genéw: 2,1 kz, 2,4 kz RNA. Produkty
translacji 2,1 kz RNA to biatko S (mate) i M (Srednie).
Produktem translacji 2,4 kz RNA jest biatko L (duze),
zawierajgce domeny preSl, preS2 i S. Zaznaczono wielkos$¢
biatek (liczba aa) oraz miejsca, w ktérych ulegaja one
glikozylacji.

I1-1. Biatko S

Mate biatko powierzchniowe S, czesto okreslane
jako HBsAg, jest gtdwnym sktadnikiem otoczki wiru-
sowej oraz czgstek subwiralnych i stanowi 90% biatek
otoczki HBV obecnych w surowicy [8]. Biatko S skia-
da sie z 226 aminokwas6éw kodowanych przez rejon
Sgenomu HBV. Wystepuje w dwdch formach: glikozy-
lowanej GP27 iniegtlikozylowanej P24. Glikan przytg-
czany jest do Asnl46. Pierwszorzedowa struktura tego
biatka wykazuje obecno$¢ sekwencji hydrofobowych
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pomiedzy 7-23, 80-98, 169-226 aa [9], Dwa pierwsze
rejony odpowiedzialne sg za transport przez bione
lipidowg. Rejon pomiedzy 122-155 aminokwasem
w biatku S, wystepujacy w obrebie drugiego rejonu
hydrofilowego, jest wyeksponowany na powierzchni
czgstki. Przy uzyciu przeciwciat monoklonalnych wy-
kazano w tym rejonie obecno$¢ determinant grupo-
wych i podtypowych. Reakcje serologiczne, w ktdrych
uzywane byty przeciwciata przeciw HBsSAg ujawnity
istnienie 4 gtdwnych podtypéw serologicznych HBV:
adw, adr, ayw, ayr [10], Litera a oznacza wspoélng dla
wszystkich podtypéw HBYV specyficznos¢ antygenowa,
ktéra jest zwigzana z obecnoS$cig wiecej niz jednego
epitopu. Litery d/y i w/r oznaczajg odpowiednio pary
wzajemnie wykluczajacych sie podtypow antygeno-
wych. Wykazano jednak mozliwo$¢ wspolnego wy-
stepowania obu allelicznych determinant (diy lub wir)
na tej samej czastce HBsAg [11]. Rdéznorodnosc
podtypéw wynika z r6znic antygenowych pomiedzy
biatkami Sizalezy bezposrednio od wymiany pojedyn-
czych aminokwaséw. Podstawowa rdznica w pod-
typach d i y zalezy od substytucji Arg przez Lys
w pozycji 122, réznica za$ miedzy w i r odpowiada
zamianie Arg w Lys w pozycji 160 [12].

Czternascie cystein wystepujagcych w biatku S bie-
rze udziat w tworzeniu mostkéw S-S. Dwa do czterech
wigzan S-S, w pozycjach 121,124,221, iprawdopodob-
nie 48, ma charakter miedzyczasteczkowy. Dziesie¢
pozostatych miejsc wystepowania cysteiny tworzy wig-
zania wewnagtrzczgsteczkowe [13]. Biatko S jest po-
czatkowo syntetyzowane jako integralne biatko mem-
branowe. Ta transmembranowa forma jest stopniowo
przeksztalcana w lipoproteinowg czastke ztozong
z okoto 100 kopii biatka S. Na te przemiane majg
wptyw silnie hydrofobowe sekwencje topogeniczne
(7-22, 84-130aa). Wszystkie informacje potrzebne do
prawidtowego utworzenia czgstki ijej sekrecji zawarte
sqg w biatku S. Wskazuje na to formowanie takich
czastek w hodowlach komérkowych (HepG2, CoS-7),
do ktérych wprowadzono wektor kodujacy tylko
biatko S [14]. Wytwarzanie znaczynch ilosci HBsAg
jest unikalng cechg zakazenia HBV. Utrzymywanie sie
wysokiego stezenia biatka powierzchniowego we krwi
moze wywotywac¢ stan tolerancji immunologicznej
i prowadzi¢ do rozwoju zakazenia przewlektego [15],

11-2. Biatko M

Biatko M o diugosci 281 aa kodowane jest przez
rejon SipreS2 genomu HBV izawiera w stosunku do
biatka S dodatkowe 55aa od N-konca [9]. Biatko to
wystepuje w postaci glikoproteiny z jedng (GP33) lub
dwiema czasteczkami cukru (GP36) [16], Zaobser-
wowano, ze w biatku M sekwencja preS2 zawsze ulega
glikozylacji, natomiast nigdy nie ulega ona glikozylacji
w biatku L [13].

Hydrofilowa domena preS2 zawiewra swoisty ga-
tunkowo receptor dla spolimeryzowanej albuminy
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surowicy [17]. Sekwencja biorgca udziat w wigzaniu
preS2 z albuming wystepuje w tej sekwencji pomiedzy
151 30aa [18]. Laczenie z rejonem preS2 jest specyficz-
ne gtéwnie dla polimeréw albuminy tworzonych in
vitro w reakcjach z glutaraldehydem [19]. Reakcja
wigzania jest silnie hamowana przez monoklonalne
przeciwciata anty-preS2 [20]. Nie obserwuje sie trwa-
tego tgczenia rejonu preS2 zmonomeryczng albumina,
ktéra stanowi podstawowg forme w krwioobiegu. Ta
forma albuminy taczy sie jedynie z powierzchniowym
biatkiem S [21], prawdopodobnie poprzez tworzenie
nieodwracalnych wigzan z cysteina.

11-3. Biatko L

Biatko L, najwieksze z biatek powierzchniowych,
sktada sie z biatka M oraz dodatkowego N-terminal-
nego fragmentu, o dtugosci 108-119 aa, kodowanego
przez rejon preSl [9]. Biatko L wystepuje w formie
glikoproteiny GP42 lub jako nie glikozylowane biatko
P39. Charakteryzuje sie ono (za wyjatkiem hydro-
fobowego fragmentu 55-85aa w rejonie preSl) wysoka
hydrorofilno$cig i wysokag zawarto$cig obdarzonych
tadunkiem aminokwaséw [22]. Samo biatko L nie
tworzy form sekrecyjnych, prawdopodobnie w zwigz-
ku z przytaczeniem do N-konhca, kwasu mirystylowe-
go. Biatko L ulega mirystylacji na pierwszej glicynie
w sekwencji preSl [23]. Rejony preSIl wszystkich
przedstawicieli rodziny Hepadna zawierajg N-kofnco-
wa sekwencje metionina-glicyna niezbedng do procesu
mirystylacji. Biatko L wywiera istotny wplyw na
formowanie i sekrecje czastki wirusa. Jednak porow-
nanie proliferacji komdrek produkujacych biatko L,
w postaci mirystylowanej lub nie (delecja kodonu
glicyny), wykazato, ze sama mirystylacja nie jest od-
powiedzialna za zmiany morfologiczne w btonie RE,
zwigzane z zahamowaniem wydzielania czgstek wiru-
sowych [24].

Nadprodukcja polipeptydu L w stosunku do innych
biatek powierzchniowych hamuje wydzielanie prawid-
towych czastek wirusowych i subwiralnych [25] i in-
dukuje tworzenie czastek biatka L o dtugosci ponad
1000 nm. Sg one gromadzone w retikulum endoplaz-
matycznym, co prowadzi do zwyrodnienia komorek
hepatocytarnych transgenicznych myszy [26]. Przypo-
mina to zwyrodnienie typu ,,matowego szka”, obser-
wowane w hepatocytach pacjentow z zakazeniem
przewlektym [27]. Cytolityczny wplyw nadekspresji
biatka L na hepatocyty stanowi jedyny przykiad
cytopatycznosci HBV. Inne badania wykazujg, ze
nadprodukcjg biatka L u transgenicznych myszy pro-
wadzaca do diugotrwatego uszkodzenia komdrek,
indukuje takze proliferacje neoplastyczng [28],

Domena preSl jest najbardziej wyeksponowana na
powierzchni otoczki wirusowej. W obrebie sekwencji
preSl, pomiedzy 21 i47 aminokwasem, zidentyfikowa-
no miejsce rozpoznajgce receptor na powierzchni
komorek ludzkiej hepatomy HepG2 [29, 30]. Kolejne
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badania wykazaly obecno$¢ receptoréw rozpoznaja-
cych sekwencje preSI1(21-47) réwniez na powierzchni
btony plazmatycznej ludzkich hepatocytow [31].

Ze wzgledu na stwierdzong pozawatrobowa replika-
cje HBV, badano takze obecno$¢ receptoréw rozpo-
znajacych' sekwencje preSl na powierzchni innych
komodrek. Receptor dla HBV zostat zidentyfikowany
na powierzchni: limfocytdbw B, komoérek nerwiaka
niedojrzatego, owodni i innych linii komoérkowych
0 pochodzeniu pozawatrobowym [32].

Najnowsze badania wykazaty, ze rejon preSI1(21-47)
ma zdolno$¢ silnego wigzania sie z interleuking 6.
Fizjologiczny receptor dla tej cytokiny jest praw-
dopodobnie takze receptorem umozliwiajacym HBV
wnikanie do komorek docelowych [33].

11-4. Rola biatek powierzchniowych w odpowiedzi
immunologicznej

Wszystkie biatka powierzchniowe HBV majg wias-
nosci antygenowe i powodujg powstanie przeciwciat.
W sekwencji biatka S gtdwne epitopy B-komdrkowe
zidentyfikowano pomiedzy 120-157aa [34]. Antygen
HBs ma charakter konformacyjny. Redukcja i alkila-
cja mostkdw dwusiarczkowych znaczgco redukuje
immunogenno$¢ HBsAg [13]. Stwierdzono réwniez
istotny wpltyw oddziatywan lipidowo-biatkowych na
utrzymanie wiasciwej struktury antygenu [35]. Anty-
gen HBs wykrywany jest w surowicy po 3-6 tygodniach
od zakazenia iw przypadkach konczacych sie wylecze-
niem, utrzymuje sie w surowicy do 6 tygodni. U wiek-
szosci chorych przeciwciata przeciw biatku S pojawiajg
sie po zniknieciu w surowicy HBsSAgQ i utrzymuja sie
w niskich stezeniach niekiedy do korica zycia [6].
Przeciwciata anty-HBs majg charakter ochronny; jest
to prawdopodobnie zwigzane z aglutynacjg natywnej
czastki HBV przez te przeciwciata, co w konsekwencji
prowadzi do maskowania rejonu preSl odpowiedzial-
nego za rozpoznawanie receptorbw na hepatocy-
tach [29].

Domeny preSl ipreS2 sg najbardziej wyeksponowa-
ne na powierzchni czastki wirusowej i mimo braku
epitopow o charakterze konformacyjnym odgrywaja
istotng role w odpowiedzi immunologicznej.

Przeciwciata przeciw preSl i preS2, majace zdolnosé
neutralizacji wirusa, wytwarzane sa we wczesnej fazie
infekcji, przed pojawieniem sie przeciwciat anty-HBs
[36]. Przeciwciata przeciw preS, obecne w surowicach
chorych zakazonych HBV, reagujg preferencyjnie
z syntetycznymi peptydami o sekwencjach: preS 1(12-
32), preS 1(12-47), preS2(120-145), preS2(120-
-153) [34]. Szczegblne znaczenie w neutralizacji HBV
maja przeciwciata przeciw sekwencji preSI(21-47), ze
wzgledu na mozliwos$¢ blokowania na czgstce wirusa
miejsca wigzacego sie z receptorem na powierzchni
hepatocytu [37].

Przeciwciata przeciw preS pojawiajg sie w przebiegu
ostrej infekcji HBV dwufazowo [38]. Wczesne prze-
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ciwciata wykrywane sag w obecno$ci HBsSAg i czesto
HBeAg. Ponownie pojawiaja sie jako pdzne przeciw-
ciata w fazie zdrowienia, po rozwinieciu HBeAb,
a przed pojawieniem sie HBsAb. Obecno$¢ w surowicy
przeciwciat przeciw preS uwazana jest za symptom
zdrowienia [8,39]. Wykrywane sg one u 0s6b z ostrym,
samogojacym przebiegiem wzw B oraz u 0séb nabywa-
jacych odporno$é na HBV. Bardzo rzadko przeciw-
ciata takie pojawiajg sie w wzw B ewolucujgcym ku
postaci przewlektej [8].

W przypadku nadostrego wzw B (hepatitisfulminas),
wystepuje nadmiernie wysoka, wczesna odpowiedz
humoralna na produkty ekspresji rejonéw preSl
i preS2 genomu HBV. Ma ona wplyw na wczesny
i szybki zanik HBsAg (mimo braku przeciwciat przeciw
HBs) oraz powoduje silne uszkodzenie watroby chara-
kterystyczne dla tego typu przebiegu wzw B [40].
Obecno$é domeny preSl i preS2 ma istotny wplyw na
immunogennos$¢ biatka S. Zaobserwowano, ze $lado-
we ilosci biatka M i L zawarte w szczepionkach
pochodzacych z plazmy nosicieli (np. Hevac B) wywo-
tywaty u biorcow znacznie lepszg odpowiedz anty-HBs
niz szczepionki typu rekombinacyjnego, zawierajgce
tylko oczyszczone biatko S [37]. Wykazano, ze obec-
no$¢ determinanty preSl w materiale stosowanym do
immunizacji myszy spowodowata zniesienie braku od-
powiedzi na domene preS2iS, wwyniku wspétdziatania
preSl-swoistych, pomocniczych komoérek T w wytwa-
rzaniu przeciwciat anty-preS2 i anty-HBs [41].

,Porozumiewanie sie” kompetentnych komodrek
prowadzace do powstania przeciwciat przeciw biat-
kom powierzchniowym, odbywa sie przy udziale anty-
gendw zgodnosci tkankowej klasy II. Wykryto, ze
prezentacja biatek powierzchniowych przez limfocyty
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Ryc. 2. Schemat ORF preC/C kodujacej: gtéwne biatko rdzeniowe
P21 (gdy proces translacji rozpoczyna si¢ od wewnetrznego
AUG) oraz prekursorowe biatko P25 (gdy synteza biatka
rozpoczyna sie od pierwszego AUG). P21 i P25 maja taki
sam bogaty w argining 35 aminokwasowy odcinek na
C-koncu czasteczki (obszar zakropkowany) Po hydrolizie
N-koricowej sekwencji sygnatowej (obszar zakreskowany)
powstaje intermediat P22. W czasie sekrecji hydrolizie ulega
C-koncowa cze$¢ intermediatu, co prowadzi do powstania
biatka e-P17 (jest to najczesciej heterogenna populacja
biatek o masach od 15 do 22 kd).
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B moze w pewnych przypadkach wywotlywaé bezpo-
Sredni atak cytotoksycznych komoérek T na limfocyty
B. Hamuje to odpowiedZ humoralng skierowang prze-
ciw biatkom powierzchniowym, a tym samym elimina-
cje wirusa i moze przyczynia¢ sie do rozwoju stanu
nosicielstwa [42].

I11. Produkty ekspresji ORF preC/C

Otwarta ramka odczytu genu rdzeniowego zawiera
dwa, bedgce w fazie kodony startu translacji i dzieli ten
gen na rejon preC i C (Ryc. 2). Inicjacja translacji od
wewnetrznego kodonu AUG prowadzi do powstania
gtéwnego biatka rdzeniowego P21 [43], stanowigcego
antygen HBcAg, lokalizowany w jagdrach zakazonych
hepatocytow.

Synteza drugiego produktu biatkowego ORF
preC/C inicjowana jest od pierwszego kodonu AUG
i daje w fazie poczagtkowej prekursorowe biatko P25.
Potranslacyjne zmiany prowadzg w efekcie do po-
wstania, wydzielanego do krwioobiegu HBeAg.

I11-1. Biatko ¢

Wykrycie biatka rdzeniowego poprzedzone byto
znalezieniem w surowicy nosicieli HBsAg przeciwciat
precypitujacych z czastkami powstajgcymi po usunie-
ciu z powierzchni wirusa ptaszcza biatkowego [44].
Gen kodujacy biatko P21 zidentyfikowany zostat
przez ekspresje odpowiedniej ORF w bakteriach E. coli
[45]. Czasteczki biatka P21 asocjujg w czastke rdze-
niowa, w ktorej potaczone sg z pregenomowym wiru-
sowym RNA, a nastepnie (po dziataniu odwrotnej
transkryptazy) z DNA [46]. W skiad czastki rdzenio-
wej wchodzi 180 monomerow P21,

Za wiazanie biatka rdzeniowego z kwasami nuk-
leinowymi odpowiedzialny jest jego C-koncowy frag-
ment o dl. 35aa, zawierajgcy domene bogatg w ar-
gining. Fragment ten, przypominajacy swg budo-
wa protaminy, zawiera oSmiopeptydowy tandem Ser-
Pro-Arg-Arg-Arg-Arg-Ser-Glu [9]. Przypuszcza sie, ze
domena bogata w Arg jest rowniez odpowiedzialna za
transport czastek rdzeniowych do jadra komérkowe-
go, gdzie sg one akumulowane [47].

Czastki rdzeniowe pochodzace z zainfekowanych
hepatocytéw jak i poddanych dziataniu detergentu
czastek Dane’a, wykazujg aktywnosé kinazowg [48].
Inkubacja rdzenia wirusowego z y32ATP, prowadzi do
fosforylacji czastki rdzeniowej w licznych miejscach,
w ktorych wystepujg seryna i teonina. Aktywnos$¢
kinazowg wykazujg rowniez czgstki rdzeniowe, bedgce
produktami rekombinacji [49].

111-2. Biatko e
W surowicy nosicieli HBsAg odkryta zostata, row-
niez rozpuszczalna, sekrecyjna forma biatka rdzenio-

wego HBeAg [50]. Prace majace na celu ekspresje calej
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rdzeniowej ORF, wykazaty pojawianie sie w hepatocy-
tach pierwotnego produktu translacji, w postaci biatka
P25, prekursora czastek HBeAg [51]. Wykazano wiec,
ze HBcAg i HBeAg pochodzg z dwoéch réznych
produktéw translacji: P21 dla HBcAg i P25 dla
HBeAg.

Sekwencja kodowana przez rejon preC stanowi
sekwencje sygnatowg. Zawiera dodatnio natadowane
aminokwasy na N-konfcu, a za nimi grupe 10 amino-
kwaséw hydrofobowych, przy czym znamienny jest
konserwatyzm ewolucyjny 29aa tego rejonu u wszyst-
kich wirusow Hepadna. Pierwotny produkt translacji
rejonu preC/C, biatko P25 ulega, dzieki sekwencji
sygnatowej, translokacji do bton retikulum endoplaz-
matycznego [43]. Po proteolitycznym usunieciu 19aa
z sekwencji sygnatowej, obserwuje sie pojawianie
transmembranowego biatka P22 [51]. Dalsze proteoli-
tyczne trawienie bogatej w argining domeny C-kon-
cowej prowadzi do powstawania czastek o masach od
15kd do 22kd (przewazajaca cze$é o masie 17 kd), ktore
sg wydzielane do krwioobiegu. Biatko P25 nie bierze
udziatu w tworzeniu HBcAg, moze natomiast przejsé
serie proteolitycznych degradacji i powroéci¢ z RE do
cytoplazmy, a nawet do jadra [46].

Uwaza sie, ze proces dojrzewania czastek HBeAg,
moze by¢ zwigzany z dziataniem proteinazy aspar-
tylowej. Zwraca uwage podobieristwo biatka rdzenio-
wego do centrum katalitycznego proteinazy aspar-
tylowej [52]. Stwierdzono wptyw inhibitora tego en-
zymu, na zahamowanie wydzielania czgstek HBeAg
w hodowli komérkowej przy jednoczesnym gromadze-
niu wewnatrzkomérkowych intermediatéw HBeAg [53].

I11-3. Rola biatek rdzeniowych w rozwoju wiruso-
wego zapalenia watroby typu B

Biatka rdzeniowe HBcAg i HBeAg sa gidwnym
celem dla cytoksycznych komoérek T. Komorki te
rozpoznajg szereg roznych epitopéw wystepujacych
pomiedzy 1i 140 aminokwasem w sekwencji biatka
C [54]. Podobienstwo strukturalne HBcAg i HBeAg
powoduje, ze wykazujg one krzyzowg reaktywnosé na
poziomie komdrek T. Limfocyty T swoiste dla HBcAg
rozpoznajg liczne miejsca w obrebie sekwencji HBcAg
oraz HBeAg [54]. Oprdcz biatek rdzeniowych od-
powiedzZ ze strony cytotoksycznych komoérek T wywo-
tujg takze biatka powierzchniowe i biatko X. Jak
w wielu innych infekcjach wywotywanych przez wirusy
(grypa, odra, mononukleoza itp.) antygeny wirusowe
rozpoznawane sg na powierzchni zakazonych komad-
rek tylko w potgczeniu z antygenami zgodnosci tkan-
kowej klasy I [65]. Prawidtowa odpowiedZ immunogi-
czna w rozwoju wzw B obejmuje cytolityczne dziatanie
limfocytow T prowadzace do eliminacji zakazonych
hepatocytéw eksponujgcych na swej powierzchni obce
antygeny. Zaburzenie takiej odpowiedzi prowadzi do
przetrwania wirusa i rozwoju zakazenia przewlektego.
Przyczyn nieprawidtowej odpowiedzi zakazonego or-
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ganizmu moze by¢ kilka. Nadmiar kragzgcych przeciw-
ciatanty-HBc iich wiazanie sie z powierzchnig hepato-
cytow, moze maskowac¢ wyeksponowane tam anty-
geny rdzeniowe przed dziataniem cytotoksycznych
komérek T i przedtuza¢ obecno$¢ HBV [56]. Brak
ekspresji antygenéw HLA | na powierzchni hepatocy-
tow moze uniemozliwia¢ prezentacje antygendéw wiru-
sowych. W typowym o ostrym przebiegu zapalenia
watroby typu B gestos¢ HLA | we wczesnym etapie
infekcji wzrasta pod wptywem podwyzszonej produk-
cji a-interferonu [57] oraz transaktywujgcego dziata-
nia HBxAg na geny HLA | [58]. W zakazeniu
o charakterze przewlektym czesto obserwuje sie zaha-
mowanie produkcji interferonu [59, 60].

Mimo, ze HBCcAg jest wewnetrzng komponentg
wirusa, przeciwciata przeciw HBc produkowane sg
w wysokich stezeniach przez wiekszo$¢ chorych [61].
Badania majace na celu lokalizacje epitopdw B-komo-
rkowych wykazaty obecno$¢ na powierzchni HBcAg
pojedynczej, konformacyjnej determinanty pomiedzy
78-85aa (naktada sie na nig liniowa determinanta
HBeAg). Dodatkowy B-komérkowy epitop wykryto
w obrebie bogatej w Arg C-koncowej czesci biatka [62].

Czastka rdzeniowa, w ktorej 180 identycznych pod-
jednostek biatka p21 otacza pregenomowe RNA lub
DNA, jest niezwykle efektywnym immunogenem, nie
wymagajacym wspoétdziatania pomocniczych komaé-
rek T [63]. Witasnosci te, bedace prawdopodobnie
wynikiem regularnego rozmieszczenia w okre$lonych
odlegtosciach identycznych epitopdw, wykorzystywa-
ne sg do efektywnej prezentacji immunologicznej ob-
cych epitopéw. Utworzone przy uzyciu technik rekom-
binacyjnych biatka fuzyjne ztozone z heterogennego
epitopu i biatka rdzeniowego zachowujg zdolno$¢ do
formowania czastek o regularnej budowie, o ile za-
chowane zostang w tej ,,konstrukcji” 144 N-koncowe
aminokwasy biatka p2l. Uzyskano w ten sposoOb
podobne do rdzeniowych czastki eksponujgce na catej
powierzchni epitopy: transmembranowego biatka
gp4l wirusa HIV-1 [64], biatka otoczki wirusa FMDV
[65], biatka p24 wirusa HIV-1 [66] oraz wielu innych
waznych z klinicznego punktu widzenia biatek.

Nie zaobserwowano bezposredniego wpltywu czas-
tek HBeAg na replikacje czy dojrzewanie wirusa, nie
mniej ich obecno$¢ we krwi jest Scis$le skorelowana
z aktywng replikacjg HBV. W praktyce diagnostycznej
dtuzsza niz 10-tygodniowa obecno$¢ HBeAg w surowi-
cy jest symptomem rozwoju zakazenia przewlektego.
Natomiast serokonwersja w uktadzie HBe wystepuja-
ca w normalnym, ostrym, przebiegu wzw B jest skore-
lowana z eliminacjg krgzacych czastek HBV [67].

U dzieci, ktérych matki sg nosicielami HBV, wczes-
ny kontakt z HBeAg moze by¢ (obok niedojrzatosci
limfocytow cytotoksycznych, obecnosci w surowicach
czynnikéw immunosupresyjnych oraz matczynych
IgG anty-HBc) przyczyng rozwoju zakazenia o chara-
kterze przewleklym. Przenikajacy przez tozysko 12
aminokwasowy fragment antygenu HBe wywotuje
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stan tolerancji T-komo6rkowej u dziecka i umozliwia
dalszg obecno$¢ wirusa [68].

Istotng role w patogenezie zakazenia HBV maja
takze zmutowane szczepy wirusa zapalenia watroby
typu B. Najczesciej opisywane sg przypadki zakazenia
szczepem ,e-minus” [69, 70], ktéry ma defektywny
fragment w rejonie genu preC inie syntetyzuje HBeAg.
W 90% przypadkéw mutacja ta (substytucja G -> A)
zwigzanajest z powstaniem kodonu stop (TAG) w dys-
talnej czesci rejonu preC. Mutanty zwigzane z defek-
tywnym rejonem genu preC sg Scisle skorelowane
z rozwojem nadostrego zapalenia watroby hepatitis
fulminans [71]. W normalnym przebiegu wzw B roz-
puszczalny antygen HBeAg wydzielany jest do krwio-
obiegu gospodarza i dziata jak modulator immunolo-
giczny tagodzacy atak cytotoksycznych komoérek T na
zakazone hepatocyty [58]. W przypadku wspoétzaka-
zenia szczepem ,,dzikim” i szczepem zmutowanym, gdy
mutant ,e-minus” zaczyna dominowa¢ w rozwoju
zakazenia, poziom HBeAg zmniejsza sig, zanika efekt
immunomodulacji i dochodzi do gwaltownego, po-
stepujgcego uszkodzenia watroby. U pacjentdw z he-
patitisfulminans wykrywa sie takze mutacje w obrebie
genu C. Polega ona w 50% przypadkdéw na zamianie
C-koncowej seryny na proline [72], a w konsekwencji
do zahamowania fosforylacji biatka rdzeniowego idoj-
rzewania czastek wirusa [73]. Pozostajacy w komdrce
nadmiar HBeAg, eksponowany jest na powierzchni
hepatocytow i powoduje gwattownag odpowiedZ ze
strony cytolitycznych komoarek T.

Rowniez w zakazeniach o charakterze przewlektym wy-
krywa sie szczepy zmutowane w rejonie preC/C [74, 75],
Pojedyncza substytucja aminokwasu zmienia deter-
minante antygenowg i powoduje, ze wirus staje sie
»,hiewidoczny” dla systemu odpornosciowego gospo-
darza. W czasie rozwoju zapalenia przewlektego zwie-
ksza sie heterogennos$é populacji wirusowej, dochodzi
przy tym do akumulacji mutantéw produkujacych
antygeny rdzeniowe ze zmienionymi epitopami T-ko-
moérkowymi. Mutacje te sg nastepstwem presji im-
munologicznej wywieranej na szczep ,,dziki” i ,strate-
gii” HBV uciekajagcego przed mechanizmami obron-
nymi gospodarza.

IV. Uwagi koncowe

Poznanie budowy molekularnej oraz wtasnosci im-
munologicznych biatek HBV pozwolito czesSciowo
wyjasnic role,jakg odgrywajg one w rozwoju zapalenia
watroby typu B.

Badania kliniczne potwierdzajg, ze sam czynnik
etiologiczny, jego replikacja i poziom ekspresji genéw
nie wywotujg pierwotnego efektu cytopatycznego. Sto-
pien uszkodzenia watroby i przebieg kliniczny choro-
by zalezg od nasilenia odpowiedzi immunologicznej
zakazonego organizmu. Skuteczna odpowiedzZ organi-
zmu uwarunkowana jest przez:

1) osobnicza heterogennos$¢ biatek HLA,
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2) zwiekszenie ekspresji HLA we wczesnej fazie
zakazenia HBV,

3) odpowiedni poziom cytokin (INT, 11-2, TNF).

Rdézne czynniki takie jak: maskujgce dziatanie prze-
ciwciat anty-HBc, stan immunosupresji, wsp6tzakaze-
nia wirusem atakujgcym bezposrednio immunocyty
(odra, rézyczka, cytomegalowirus, HIV), zakazenie
zmutowanym szczepem HBV i wiele innych majg
istotny wptyw na rozw0j nieadekwatnej odpowiedzi
immunologicznej uniemozliwiajacej eliminacje HBV.

Szereg zagadnien zwigzanych z mechanizmem pato-
genezy wzw B pozostaje niewyjasnionych. Z pewnoscia
lepsze poznanie oddziatywan pomiedz HBV izakazo-
nym organizmem pozwoli zrozumie¢ ten skompliko-
wany proces i umozliwi rozwo6j efektywnych metod
leczenia i profilaktyki wzw B.

Artykut otrzymano 16 marca 1994 r.
Zaakceptowano do druku 26 maja 1994 r.
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Mechanizmy Smierci programowanej komoérek (apoptozy)

Mechanisms of the programmed cell death (apoptosis)

EWA SIKORA*

Spis tresci:
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I11-1. Aktywacja receptora TCR
111-2. Rola receptoréw glukokortykoidowych
111-3. cAMP i indukcja apoptozy
I11-4. Czynnik nekrozy nowotworu (TNF)
I11-5. Wolne rodniki tlenowe
111-6. Niedobo6r czynnikéw wzrostowych
I11-7. Udziat wapnia w przekazywaniu sygnatu do
apoptozy
IV. Geny indukowane w komoérkach stymulowanych do
apoptozy
V. Udziat protoonkogenéw i onkogenéw w apoptozie
VI. Rola p53 w apoptozie
VIlI. Hamowanie apoptozy
VIIIl. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéow: TNF — czynnik nekrozy
nowotworu; TCR — receptor komérek T; ConA — kon-
kanawalina A; PHA — fitohemaglutynina; GR — receptor
glukokortykoidowy; GRE — sekwencja DNA wigzaca rece-
ptory glukokortykoidowe; PKA — kinaza biatkowa zalezna
od cAMP; PKC — kinaza biatkowa C.

I. Wstep

Smieré komérek zwana nekrozg (martwica) znana
jest od bardzo dawna. Zachodzi ona pod wptywem
bardzo r6znorodnych czynnikéw mechanicznych, fizy-
cznych, chemicznych i biologicznych, ktdre prowadza
do natychmiastowego (w ciggu kilku minut) uszkodze-
nia btony komoérkowej i organelli, w tym réwniez
struktur jadrowych. Caty proces nekrozy moze trwaé
zaledwie kilkanascie minut. Zawarto$¢ komérki nek-
rotycznej wydostaje sie na zewnatrz powodujac reak-
cje obronng organizmu w postaci stanu zapalnego.
Rzadko kiedy nekroza ogranicza sie do pojedynczych
komodrek; na ogo6t proces ten dotyczy duzej czeSci
tkanki [1, 2].

Smieré komorek moze jednak by¢, podobnie jak ich
podziaty, procesem aktywnym, charakteryzujgcym sie
indukcjg genoéw i sekwencja pewnych zdarzen bio-

* Dr, Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, Pasteura 3, 02-093
Warszawa
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chemicznych. Nazywana jest wtedy $miercig fizjo-
logiczng, programowang, samobdjczg lub najczesciej
apoptoza (z greckiego opadanie piatkéw) [1, 3]. Ter-
minow tych naog6t uzywa sie zamiennie, aczkolwiek
coraz czesciej termin apoptoza rezerwuje sie wytacznie
do opisu charakterystycznych zdarzen, jakie majg
miejsce podczas wielu, cho¢ nie wszystkich przypad-
kéw naturalnej, nieprzypadkowej, $Smierci komarki.
Poniewaz artykut niniejszy stanowi prébe opisu me-
chanizméw aktywnej Smierci, autorka Swiadomie rezy-
gnuje z dociekan terminologicznych uzywajgc wszyst-
kich przedstawionych wyzej termindéw jako synoni-
mow naturalnej $mierci komarki.

Smieré programowana zachodzi w procesie emb-
riogenezy, morfogenezy, podczas wymiany komadrek
w tkankach proliferujagcych, takich jak np. skora, czy
nabtonki [1]. Ponad 90% komdrek umiera podczas
dojrzewania tymocytow w grasicy i komdrek krwio-
twérczych w szpiku kostnym [4], Smieré komérek jest
niezbedna do utrzymania prawidtowej homeostazy
organizmu. RAdwniez komdrki nowotworowe umierajg
Smiercig samobdjczg spontanicznie, a takze pod wpty-
wem promieniowania jonizujgcego i cytostatykéw [5,
6]. Z apoptoza komoérek nerwowych mamy praw-
dopodobnie do czynienia w procesach patologicznych
takich jak choroba Alzheimera [7, 8]. Takze limfocyty
CD4+ u ludzi chorych na AIDS umierajg poprzez
apoptoze [9, 10].
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Apoptoza bardzo czesto dotyczy pojedynczych ko-
morek i w odréznieniu od nekrozy nie wywotuje stanu
zapalnego, gdyz komdérka rozpada sie na tzw. ciatka
apoptotyczne, ktore sg natychmiast trawione przez
makrofagi lub sgsiadujgce komdrki (Ryc. 1). Apoptoza
moze trwa¢ od kilku godzin do kilku dni [11].

Mechanizmom $mierci komdrek do niedawna po-
$wiecano znacznie mniej uwagi niz regulacji podziatéw
komoérkowych, cho¢ wydaje sie, ze obydwa procesy sg
réwnie ztozone. Niemniej jednak w ciggu ostatnich
kilku lat obserwujemy prawdziwg eksplozje badan
dotyczacych $mierci komérek. Swiadczy o tym cho-
ciazby ilo$¢ prac przegladowych jakie nieustannie sie
pojawiajg [np. 2, 12-18].

Il. Znaczniki apoptozy

Komorki apoptotyczne poza specyficzng morfolo-
gig, charakteryzujg sie pewng sekwencjg genetycznych
i biochemicznych zdarzen w nich zachodzacych (Ryc. 1).
Coraz wiecej jednak badan wskazuje na r6znorod-
no$¢ morfologicznego i biochemicznego oraz genetycz-
nego obrazu $mierci komorki. Dlatego mdwiac o zna-
cznikach apoptozy powinniSmy pamietaé, ze nie za-
wsze w umierajgcej komorce wystepujg one wszystkie
naraz.

Nekroza

komorka
napeczniata
organella
uszkodzone
chromatyna
uszkodzona

. liza kom6rki l \

AEUN

I1-1. Morfologia komoérki

Morfologia komaérki umierajacej rézni sie w zalez-
nosci od tego, czy mamy do czynienia ze $miercig
nekrotyczna, czy tez samobdjstwem komorki. Komoé-
rki nekrotyczne w poczatkowej fazie procesu sg nape-
czniate, a ich chromatyna tworzy agregaty. W kolejnej
fazie nastepuje rozerwanie btony i catkowita dezinteg-
racja struktur komérkowych. Natomiast komorki
apoptotyczne sg obkurczone, a chromatyna skonden-
sowana w obrebie btony jagdrowej. Z czasem bitona
komérkowa i biona jadrowa tworza uwypuklenia
odrywajace sie od komorki w postaci wyzej wspo-
mnianych ciatek apoptotycznych, w ktérych uwiezione
sq morfologicznie niezmienione organella komérkowe
i chromatyna. Komdrka wygladajakby paczkowata [1],

I1-2. Synteza biatka i mMRNA

Smieré¢ programowana komérki jest procesem ak-
tywnym. Wskazuje na to jej hamowanie przez in-
hibitory mRNA i biatka. I tak, zar6wno u owadow jak
i ptazéw w czasie morfogenezy [19, 20] spontaniczng
apoptoze hamowata aktynomycyna D (inhibitor syn-
tezy mRNA), jak tez cykloheksoimid (inhibitor syntezy
biatka). Opdznienie lub zahamowanie apoptozy przez

Apoptoza

komdrka
obkurczona
organella
nieuszkodzone
marginalizacja
chrom atyny

@)

O 0

e tworzenie sie
ciatek
@ apoptotycznych

» destrukcja n oraanella
organelli S g
. destrukcia | o, - nienaruszone
hrom tJn < J « chromatyna
chromatyny \ ¥ ) Y pofragmentowana
Fagocytoza s 7
gocyt ~ - Fagocytoza
Stan zapalny
Ryc. 1. Schemat morfologicznych zmian komaérki nekrotycznej i apoptotycznej.
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inhibitory syntezy makroczasteczek obserwowano
takze w wielu komérkach stymulowanych do apop-
tozy. Byty to m.in. tymocyty traktowane deksametazo-
nem (syntetyczny glukokortykoid) [21], limfocyty na-
promieniowane promieniami gamma oraz komérki
limfoidalne i biataczkowe stymulowane do apoptozy
poprzez aktywacje receptora komdrkowego T (TCR)
[22-25]. Podobnie, zahamowanie syntezy mRNA ibia-
tka chronito przed $miercig komorki nerwowe hodo-
wane in vitro bez czynnikéw wzrostowych [26]. Jed-
nakze opisywano réwniez komoérki stymulowane do
apoptozy, w ktorych inhibitory syntezy mRNA i biatka
nie hamowaty ich Smierci [27], jak rowniez takie,
w ktérych inhibitory syntezy makroczgsteczek wrecz
indukowaty apoptoze [28]. Swiadczy to o wielkiej
ré6znorodnos$ci mechanizméw prowadzacych do nie-
przypadkowej $mierci komaérki.

11-3. Endonukleazy i fragmentacja DNA

Do jednej z bardziej charakterystycznych cech ko-
maorek apoptotycznych nalezy obecno$¢ w nich DNA
pofragmentowanego na odcinki stanowigce wielokrot-
no$¢ nukleosomow (180-200 par zasad) [1, 29]. Frag-
mentacja DNA stanowi prawdopodobnie pierwszy
nieodwracalny etap apoptozy, cho¢ obserwowany nie
we wszystkich komorkach wykazujgcych morfologicz-
ne cechy tego procesu [30, 31]. Za fragmentacje DNA
odpowiedzialna jest aktywacja endonukleaz, katalizu-
jacych rozerwanie wigzan internukleosomalnych [32,
33]. Jak dotychczas nie zidentyfikowano specyficznej
nukleazy odpowiedzialnej za fragmentacje DNA w ko-
mdrkach ulegajagcych apoptozie, cho¢ bierze sie pod
uwage trzy enzymy: NUC-18, DNAze I, DNAze II
[34]. Aktywatorami dwodch pierwszych enzymow sg
jony wapnia i magnezu, a inhibitorami sg jony cynku.
W przypadku DNAzy Il nie wykazano wptywu tych
jondw na jej aktywnos¢ [34, 35].

Obecnos$¢ pofragmentowanego DNA stanowi pod-
stawe wiekszosci metod stosowanych do identyfikacji
komérek umierajacych poprzez apoptoze. Jedng z naj-
prostszych inajczesciej stosowanych jest elektroforeza
DNA w zelu agarozowym [29], Fragmenty o wielo-
krotnosci nukleosomoéw dajg w zelu obraz charak-
terystycznej ,,drabinki”. Coraz czesciej do badania
komaérek apoptotycznych wykorzystuje sie szereg me-
tod z zastosowaniem cytofluorymetrii przeptywowej.
Wiekszo$¢ nich opiera sie na wykrywaniu komdrek
ze zdegradowanym DNA. Komorki apoptotyczne
charakteryzuja sie zmniejszong barwliwo$ciag DNA, co
widac¢jako dodatkowg populacje komorek o mniejszej
zawartosci DNA niz komorki w fazie spoczynkowej
[29, 36].

11-4. Inne enzymy

Dotychczas poza endonukleazami zidentyfikowano
kilkanascie enzymoéw, ktérych aktywno$¢ wzrasta

152

w komdrkach apoptotycznych.

Bardzo wazna role w apoptozie przypisuje sie trans-
glutaminazom tkankowym, ktérych aktywno$é przy-
czynia sie do powstania usieciowan ciatek apoptotycz-
nych poprzez tworzenie krzyzowych wigzan pomiedzy
biatkami z udziatem e(y-glutamylo)lizyny [37, 38],

Ponadto w r6znych komorkach obserwowano
wzrost aktywnos$ci miedzy innymi takich enzyméw
jak gamma-glutamylo transpeptydazy, rybonukleazy,
aktywatora plazminogenu [15].

I11. Przekazywanie sygnatu do apoptozy

Apoptoze moze wywota¢ bardzo wiele r6znorod-
nych czynnikdw, zaréwno (i) fizycznych takich jak
réznego rodzaju promieniowanie, szok zimny icieplny,
(if) chemicznych jak rézne cytostatyki, wolne rodniki
tlenowe, oraz (iii) biologicznych jak glukokortykoidy,
czynnik martwicy nowotworu (TNF), przeciwciata
anty Fas/APO-1, czy niedobdr czynnikéw wzrosto-
wych. Wyczerpujacy zestaw czynnikéw wywotujacych
Smier¢ programowang znajdzie czytelnik w pracy
przegladowej Sen’a [15]. Czesto te same czynniki
wywotujg réwniez nekroze. O tym czy komdrka uleg-
nie przypadkowej $mierci, czy uruchomi program
apoptozy decyduje (i) rodzaj czynnika indukujacego
$Smier¢ (np. TNF wywotuje zaréwno apoptoze jak
i nekroze) (ii) dtugos¢ ekspozycji komoérek i dawka
czynnika stymulujgcego $mier¢, jak to ma miejsce
w przypadku réznych cytostatykéw, lub w koricu (iii)
typ komérek stymulowanych do $mierci [39, 40],

Niestety, ciagle niewiele jeszcze wiadomo na temat
drog przekazywania sygnatow komorkowych prowa-
dzacych do uruchomienia programu apoptozy. Z pew-
noscig sa one bardzo rdéznorodne tak jak czynniki
wywotujace $mier¢ komorki. Stosunkowo najwiecej
wiadomo na temat przekazywania sygnatu do apop-
tozy w komérkach limfoidalnych. Sa to komarki, ktore
mozna dosSwiadczalnie zastymulowaé do $mierci po-
przez aktywacje receptoréw btonowych takich jak
TCR, czy Fas/APO-1, receptoréw cytosolowych ta-
kich jak glukokortykoidowe, jak réwniez poprzez
uszkodzenia DNA czy jonofory wapniowe. Niektdre
zdrog aktywacji tymocytédw do apoptozy pokazano na
rycinie 2.

I11-1. Aktywacja receptora TCR

TCR (Tceli receptor) jest receptorem tyrozynowym
sktadajgcym sie z kilku tancuchdw biatkowych w tym
tancucha CD3. Dojrzate limfocyty T rozpoznajg obce
antygeny poprzez specyficzne receptory TCR. Stymu-
lacja tych receptoréw, podobnie jak dziatanie plejot-
ropowych czynnikéw mitogennych, takich jak kon-
kanawalina A (ConA) i fitohemaglutynina (PHA),
prowadzi do wzrostu stezenia wapnia cytosolowego,
syntezy interleukiny-2 i proliferacji komorek [4, 40a].
Paradoksalnie z pozoru, pobudzenie receptora TCR
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Dex

Ryc. 2. Schemat drog przekazywania sygnatu do apoptozy stymulowanej w tymocytach przez rézne czynniki. Dex

TPA PGE2
Adenozyna o
* Promienio-
wanie
jonizujace
cAMP . Wolne
rodniki

denowe

deksametazon; GR

— receptor glukokortykoidowy; TCR — receptor komdrek T; TPA — estry forboli; PGE2— prostaglandyna; PKC — kinaza biatkowa

C; PKA — kinaza biatkowa A.

np. przez przeciwciato anty CD3, jak rowniez stymula-
cja tymi samymi czynnikami mitogennymi takimi jak
Con A czy PHA, ale niedojrzatych limfocytéow (tymo-
cytow), a takze komdrek mieszancowych wywotuje
Smier¢ poprzez apoptoze [23,41,42], Tak wiec ten sam
poczatkowy sygnat moze prowadzi¢, w zaleznosci od
stopnia zréznicowania komarki na ktérg dziata, do tak
skrajnie réznych efektéw jakie stanowiag $Smier¢ i po-
dziaty komérkowe.

I11-2. Rola receptorow glukokortykoidowych

Glukokortykoidy sg hormonami sterydowymi pro-
dukowanymi w korze nadnerczy. Ich immunosupre-
syjne i przeciwnowotworowe dziatanie jest znane i wy-
korzystywane od dawna [43-45]. Niedojrzate lim-
focyty T indukowane sg do apoptozy poprzez gluko-
kortykoidy juz w fizjologicznych stezeniach [49].
Traktowanie glukokortykoidami zaréwno ludzkich
[46] jak i mysich [47, 48] komdrek nowotworowych
pochodzacych od limfocytow T prowadzi do ich
$mierci, nieraz w ciggu zaledwie Kkilku godzin od
dodania do pozywki hormonu [50], Obwodowe lim-
focyty T sg catkowicie oporne na dziatanie glukokor-
tykoidow [51].
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Glukokortykoidy petnig swoja biologiczng funkcje
poprzez reakcje ze specyficznym wewnatrzkomérko-
wym receptorem zwanym w skrocie GR [52]. Sygnat
do apoptozy jest Scisle zwigzany z funkcja tych recep-
toréw, gdyz komérki linii opornych na dziatanie
glukokortykoidéw majg zmieniong ilo$¢, badz funkcje
receptoréw glukokortykoidowych [47, 53], Receptory
hormonow sterydowych nalezg do duzej rodziny,
w skiad ktérej wchodzag takze receptory hormonéow
tyroidowych, kwasu retinoidowego i pochodnych wi-
taminy D [54], Wykazano, ze aktywna, zwiazana
z ligandem forma receptora glukokortykoidowego,
wigze sie do odcinka DNA o specyficznej sekwencji
zwanej GRE (glucocorticoid responsive elements)
w miejscu promotorowym genu docelowego [55, 56].
Jak wiele innych regulatoréw transkrypcji, recep-
tory glukokortykoidowe mogg stymulowac ekspresje
jednych genéw, a hamowaé innych [54]. W bardzo
wielu doswiadczeniach polegajacych na transfekcji do
komérek genéw kodujacych biatko receptorowe,
a takze genow kodujacych biatka wchodzace w skiad
czynnika transkrypcyjny AP-1 (Fos, Jun) wykazano, ze
wystepuje wzajemne hamujace dziatanie tych dwaéch
czynnikéw transkrypcyjnych. Moze ono wystepowac
na poziomie reakcji biatek lub w innych przypadkach
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na poziomie wigzania z DNA (praca przeglagdowa,
[57]). Jak do tej pory brak jest danych do$wiadczal-
nych na temat oddziatywan tych dwdch czynnikéw
w komadrkach stymulowanych do apoptozy. Nasze
wstepne dane (Sikora, dane niepublikowane) wska-
zuja na silne powinowactwo czynnika transkrypcyj-
nego AP-1 wyizolowanego z tymocytéw stymulowa-
nych do apoptozy deksametazonem do sekwencji
specyficznej dla receptoréw glukokortykoidowych
(GRE).

I11-3. cAMP i indukcja apoptozy

Inny mechanizm indukcji apoptozy wystepuje w ko-
morkach stymulowanych do $mierci przez podwyz-
szanie poziomu cAMP w komorce. Zalezy on od
obecnosci w komérce funkcjonalnej kinazy A, ktdra
jest aktywowana przez cAMP (PKA) [58], Wykazano,
ze wiekszos¢ mutantéw nie odpowiadajacych na pod-
wyzszenie stezenia cAMP apoptozg ma zmieniong
ekspresje lub funkcje PKA [59]. Ponadto trudnosci
w uzyskaniu mutantéw, opornych jednoczes$nie na
glukokortykoidy i cAMP, mogg Swiadczy¢ o nieza-
leznosci tych dwoéch mechanizmow [60]. Ostatnio
jednakze udato sie wyselekcjonowaé mutanta mysich
komérek limfoidalnych, ktéry pomimo obecnosci za-
rowno funkcjonalnych receptoréw GR, jak i funkcjo-
nalnej PKA jest oporny na dziatanie zaré6wno gluko-
kortykoiddw jak i cAMP [61]. Prawdopodobnie wigec
te dwie drogi przekazywania sygnatu komodrkowego sg
niezalezne tylko do pewnego momentu. Sadzi sie, ze
CAMP bierze byé moze, udziat w fosforylacji receptora
glukokortykoidowego, gdyz antagonista tego recep-
tora catkowicie znosit indukcje apoptozy w tymocy-
tach wywotywang analogiem adenozyny zwiekszaja-
cym stezenie cCAMP [62]. Niewykluczone, ze interak-
cjatych dwéch drég przekazywania sygnatu wystepuje
na poziomie regulacji transkrypcji [61]. Spostrzezenie
to wymaga jednakze doswiadczalnego potwierdzenia.

I11-4. Czynnik nekrozy nowotworu (TNF)

Czynnik nekrozy nowotworu TNF-a produkowany
przez makrofagi oraz limfotoksyne (TNF-/?) produko-
wang przez limfocyty identyfikowano pierwotnie jako
czynniki antynowotworowe. POzniej wykazano, ze
majg one badzo szerokie spektrum dziatania jako
czynniki antywirusowe, immunoreglatorowe, a nawet
stymulujace podziaty komoérkowe [64], TNF-a w nie-
ktérych komérkach wywotuje zardwno nekroze jak
i apoptoze [40]. W komdrkach wielu typow takich jak
np. ludzkie komorki biataczkowe HL-60, czy tez U937,
a takze mysie L929 wykazano tylko apoptotyczne
dziatanie TNF-a [63]. Dziatanie TNF-a jest plejot-
ropowe. Generuje on wolne rodniki tlenowe w tym
podtlenek azotu iindukuje hydrolize sfingolipidow do
ceramidu [65]. Uwaza sie, ze ceramid moze by¢
wewngtrzkomorkowym posrednikiem w przekazywa-
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niu sygnatu do apoptozy wywotanej TNF-a [66], Sam
ceramid podobnie jak TNF-a wywotywal apoptoze
w wielu mysich i ludzkich komérkach nowotworo-
wych [63, 66]. Receptory TNF (typ I i Il) nalezg do
rodziny receptoréw, w sktad ktérej wchodza poza nimi
receptor czynnika wzrostu nerwéw [67], antygen
CD40 limfocytéw B [68], a takze antygen Fas/Apo-1
[69]. Fas jest antygenem wystepujagcym w blonach
mysich komorek, natomiast Apo-1 stanowi ludzki
odpowiednik tego antygenu. Pobudzenie tego recep-
tora przeciwciatem anty Fas prowadzito do apoptozy
mysich komorek biataczkowych i fibroblastow, do
ktérych wprowadzono gen kodujacy polipeptyd Fas
[69]. Natomiast myszy, ktérych tymocyty nie maja
aktywnego Fas cierpig na chorobe autoimmunoreak-
tywng z powodu zaburzen w apoptozie tych komaorek
skierowanych przeciwko wiasnym antygenom [70].
Niedawno udato sie zidentyfikowa¢ w limfocytach
ligand tego receptora. Jest to biatko transmembrano-
we o duzej homologii z TNF-a i TNF-/?. Jednakze
sklonowany szczurzy ligand receptora Fas/Apo-1 nie
aktywowat receptoré6w TNF z ludzkich komérek [71].
Rola tego liganda i jego receptora wcigz pozostaje
bardzo zagadkowa.

111-5. Wolne rodniki tlenowe

Wiele fizyczynch i chemicznych czynnikdéw induku-
jacych apoptoze wywotuje stres oksydacyjny powodu-
jacy generacje wolnych rodnikéw tlenowych [72]. Na
przyktad, zarowno promieniowanie ultrafioletowe jak
i gamma wywotujg apoptoze, jak tez generujg po-
wstawanie takich aktywnych form tlenu jak H20 2
i OH' [72], Ostatnio zauwazono, ze podtlenek azotu,
ktéry jest wolnym rodnikiem tlenowym indukuje
apoptoze w makrofagach i monocytach [73]. Ob-
nizenie poziomu wewnatrzkomérkowych zmiataczy
wolnych rodnikéw tlenowych czesto czyni komorke
bardziej wrazliwg na apoptoze indukowang egzogen-
nie podanymi wolnymi rodnikami. Odwrotnie, apop-
toze wywotang TNF mozna zahamowaé¢ podajac
tioredoksyne, ktéra jest zmiataczem wolnych rod-
nikow tlenowych [75]. Jaki moze by¢ udziat wolnych
rodnikdw w indukcji apoptozy? Wiadomo, ze wolne
rodniki tlenowe prowadza do uszkodzen DNA, ktoére
z kolei aktywuja poli(ADP-rybozo) polimeraze (praca
przeglagdowa [76]). Poli ADP-rybozylacja prowadzi
do obnizenia wewnatrzkomorkowej puli NAD/NADH
i spadku stezenia ATP. Pozbawienie komdrki energii
moze stanowi¢ bezposrednig przyczyne jej $mierci.
Ponadto wolne rodniki tlenowe prowadzg do perok-
sydacji lipidow bton komoérkowych. W mitochond-
riach pod wplywem wolnych rodnikéw tlenowych
nastepuje wyptyw wapnia [77]. Wolne rodniki tlenowe
aktywujg niektére geny. Niewykluczone, ze sg to geny
aktywne w procesie apoptozy. TNF na przykfad in-
dukuje aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego NFxb [78].
Rowniez catkiem niedawno wykazano, indukcje tego
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czynnika transkrypcyjnego podtlenkiem wodoru [79],
I11-6. Niedob6r czynnikéw wzrostowych

Bardzo wiele juz wiemy na temat regulacji cyklu
komérkowego i stymulacji komérek do podziatu czyn-
nikami wzrostu. Dodanie czynnikéw wzrostowych do
pozywki powoduje aktywacje genow cyklu komor-
kowego i kaskade wielu zdarzen biochemicznych,
w tym procesow fosforylacji [80, 81]. Niestety sytuacja
odwrotna tzn. pozbawienie komdrek czynnikéw wzro-
stowych nie jest tak jasna. W wielu przypadkach
prowadzi do zahamowania podziatow i apoptozy
aczkolwiek trudno jest méwi¢ o jednakowym mecha-
nizmie regulujagcym ten proces we wszystkich przypad-
kach. Usuniecie epidermalnego czynnika wzrostu po-
woduje $mier¢ mysich komérek embrionalnych [82],
natomiast niedobo6r czynnika wzrostu nerwu powodu-
je apoptoze szczurzych komoérek PC 12 i komdrek
neuronalnych [83]. Podobnie usuniecie z pozywki
ptytkowego czynnika wzrostu powoduje Smier¢ komo-
rek glejowych [84]. Apoptoze spowodowang usunie-
ciem specyficznych czynnikéw wzrostowych wielo-
krotnie obserwowano w przypadku progenitorowych
komérek hematopoetycznych i komérek limfoidal-
nych [17]. Niedobdr czynnikéw wzrostowych zjednej
strony moze prowadzi¢ do spadku ekspresji genéw
niezbednych do przezycia (np. bcl-2) lub aktywacji
gendéw zaangazowanych w regulacje apoptozy (c-myc,
p53). Niewykluczone, ze spadek pobudzenia recep-
torow czynnikdw wzrostowych prowadzi do ekspresji
nowych genow [17].

I11-7. Udzial wapnia w przekazywaniu sygnatu
do apoptozy

Podobnie jak w wielu innych procesach komor-
kowych, w tym proliferacji, jony wapniowe wydajg sie
odgrywac wazng role takze w przekazywaniu sygnatu
do apoptozy [85], Chociaz znane sg przyktady hamo-
wania apoptozy spowodowane wzrostem wewngtrz-
komérkowego stezenia jonéw wapnia [86], to jednak
w wiekszosci znanych przypadkow wzrost stezenia
cytozolowego wapnia towarzyszy indukcji apoptozy.
I tak wzrost stezenia wapnia obserwowano w lim-
focytach stymulowanych do $mierci poprzez aktywa-
cje receptora TCR, a takze przez glukokortykoidy
i jonofory wapniowe [21, 87]. RoOznica pomiedzy
stymulacjg komorki do apoptozy i do podziatow na
tym etapie przekazywania sygnatu dotyczy prawdopo-
dobnie aktywnosci kinazy C. Stymulacja komérek do
proliferacji zwigzana jest ze wzrostem aktywnosci tego
enzymu, podczas gdy aktywatory kinazy C, estry
forbolu, czesto hamowaty apoptoze [21, 88-91]. | od-
wrotnie, obserwowano indukcje apoptozy w komor-
kach traktowanych inhibitorami kinazy C. | tak na
przyktad, polimyksyna B indukowata apoptoze ludz-
kich limfocytéw T [92], a staurosporyna komorek

POSTEPY BIOCHEMII 40(3), 1994

wielu linii nowotworowych [93]. Jon wapnia jest
aktywatorem zaréwno endonukleaz (DNAzy I, NUC-
18), jak réwniez transglutaminaz tkankowych ulegaja-
cych aktywacji w procesie apoptozy. Wzrost we-
wnatrzkomérkowego stezenia wapnia jest réwniez
niezbedny do zmian jaki zachodzg w cytoszkielecie
podczas tworzenia ciatek apoptotycznych [94].

W ludzkich komdrkach biataczkowych obserwowa-
no indukcje genu kalmoduliny pod wptywem dek-
sametazonu [95], Kalmodulina nalezy do biatek wig-
zacych wapn i bierze udzial w regulacji aktywnosci
bardzo wielu enzymo6w. Indukcja tego genu wystepo-
wata tylko w komdrkach z funkcjonalnymi recep-
torami glukokortykoidowymi. Komorki zmutowane,
nie majace receptoréw glukokortykoidowych nie wy-
kazywaty wzrostu ekspresji kalmoduliny [95].

IV. Aktywacja genéw zwigzana z indukcjag
apoptozy

Programowana $mier¢ komdrki, podobnie jak pro-
liferacja, jako proces aktywny wymaga prawdopodob-
nie ekspresji wielu genéw. Do dzisiaj zidentyfikowano
kilkanascie gendw, ktorych wzrost ekspresji obserwuje
sie po zadziataniu czynnika stymulujacego apoptoze.
Przy czym cze$¢ z nich, tak jak np. ced-3 i ced-4,
ma zwigzek tylko ze $miercig programowang, nato-
miast inne, tak jak np. protoonkogeny, biorg udziat
rowniez w regulacji innych procesow.

Jednym z gendw, ktérego ekspresja ulega indukcji
w komédrkach stymulowanych do apoptozy jest
TRPM-2 (testosterone repressed prostatic message-2).
Wzrost syntezy mRNA tego genu obserwowano m.in.
w czasie regresji hormono-zaleznego mysiego nowo-
tworu Shionogi [96], w ludzkich komdrkach nowo-
tworu prostaty po dziataniu chemioterapeutykdéw
[97], po indukcji apoptozy w mysich komérkach
nowotworowych L929 traktowanych TNF czy in-
hibitorami topoizomerazy Il [98], oraz w umierajg-
cych komorkach ludzkiego nowotworu sutka [99],
Wykazano wysoka homologie pomiedzy TRPM-2,
a genem SGP-2 (sulphated glykoprotein-2), ktorego
MRNA oraz biatkowy produkt wystepuje w wielu
tkankach (jadrach, prostacie, watrobie, pecherzu mo-
czowym i innych) [100]. W komérkach apoptotycz-
nych obserwuje sie wielokrotny wzrost ilosci mRNA
tego genu, podobniejak TRPM-2 [101]. Obydwa geny
nalezg do tej samej rodziny co gen kodujgcy klastryne
zwigzang z procesem rdznicowania komdrek [102].
Trudno jest powiedzie¢ jaka role w komaérkach ulega-
jacych apoptozie moga odgrywaé biatka kodowane
przez te geny. Wyizolowano roéwniez dwa klony mRNA
tzw. RP-2 i RP-8 specyficzne dla tymocytéw stymulo-
wanych do apoptozy. Przypuszcza sig, ze funkcja tych
mMRNA powinna by¢ S$ciSle zwigzana z procesem
programowanej $mierci [103].

U nicienia Caenorhabditis elegans zidentyfikowano
geny ulegajagce ekspresji w komdrkach umierajgcych
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$miercig naturalng w procesie morfogenezy. Sa to tzw.
geny ced-3, ced-4. Gen ced-4 koduje biatko, ktére nie
wykazuje zadnego podobienstwa do dotychczas zna-
nych biatek [104], Natomiast gen ced-3 koduje biatko
homologiczne z biatkiem ICE (interleukin-fl-convertig
enzyme), wystepujacym w tkankach ssakéw. ICE jest
proteaza, aktywujgca 1-/? interleukine, posredniczacyg
w reakcjach zwigzanych ze stanem zapalnym [105].
Transfekcja genu ICE do szczurzych fibroblastow
powodowata ich smieré, aczkolwiek trudno jest cokol-
wiek powiedzie¢ o mechanizmie tego procesu [106].
V. Udziat protoonkogenéw i onkogendw
w apoptozie

Indukcje protoonkogendéw c-fos, c-jun i c-myc obser-
wowano w wielu roznych komérkach stymulowanych
do apoptozy (Tabela 1). Nalezg one do gendw tzw.
wczesnej odpowiedzi komdrkowej i sg rowniez in-
dukowane w komdrkach stymulowynch m.in. do proli-
feracji [107, 113]. Protoonkogeny te graja role czyn-
nikdw transkrypcyjnych. Biatka Fos i Jun tworzg
dimery o nazwie czynnika transkrypcyjnego AP-1.
W tymocytach szczurzych stymulowanych do apop-
tozy dekasmetazonem wykazano wzrost wigzania biat-
ka AP-1 ze specyficzng sekwencjg DNA [114,, 115].
Role protoonkogenow, a takze czynnikow transkryp-
cyjnych w smierci komdérki omoéwiono szerzej w ar-
tykutach przeglagdowych Sikory [116, 117]. Uwaza
sie, ze w pewnych przypadkach protoonkogeny, a w in-
nych onkogeny mogg ,,uwrazliwia¢” komdérke na apo-
ptoze. Dobry przyktad stanowi¢ moze tu mechanizm
transformacji nowotworowej wywotywanej przez on-

Tabela 1.

Indukcja protoonkogendéw w komdrkach stymulowanych do
apoptozy.

czynnik
komorki indukujacy protoonkogen Zrédto
apoptoze
niedobor
szczuUrze czynnikow c-myc [107]
fibroblasty wzrostowych
szczurza prostata kastracja c-fos, c-myc [108]
mysi nowotwaor kastracja c-fos, c-myc [96]

Shiongi

szczurze tymocyty deksametazon c-fos, c-jun [109]

c-myc

mysie limfocyty niedobor c-fos, c-jun [110]
interleukinozalezne interleukiny

komoérki nerwowe kwas kainowy c-fos [111]

ludzkie komérki TNF c-jun [112]

HUVE

ludzkie komarki niedobor c-fos [99]

MCF-7 estrogenu
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kogennego adenovirusa zawierajgcego DNA. Do pet-
nej transformacji nowotworowej komdérek niezhedna
jest wspoétpraca dwdch onkogendéw tego wirusa, EIA
i EIB. Przy czym, jak wykazano, sam onkogen EIA
wywotywat apoptoze w komorkach nerki szczura
podczas gdy jedno z dwoch biatek onkogenu E1B
(19-kDa) hamowato $mieré tych komorek, podobnie
jak ludzki protoonkogen bcl-2 [118, 119]. Tak wiec
wydaje sie, ze ,,nieSmiertelno$¢” w postaci nieograni-
czonych podziatéw nie moze ujawnic sie bez ekspresji
genu indukujgcego $mieré. Ostatnio jednak wykazano,
ze wrecz przeciwnie produkt biatkowy genu EI A 12S,
hamowat apoptoze szczurzych komérek powodujac
jednoczesnie ich immortalizacje. Udziat E1B nato-
miast sprowadzatby sie zatem do transformacji nowo-
tworowej zimmortalizowanych komérek [120].
Wyniki innych doswiadczen zdajg sie jednak po-
twierdza¢ teze o bardzo Scistym zwigzku pomiedzy
progresjg cyklu komérkowego indukowang onkoge-
nami a $miercig komorki. Mianowicie wykazano, ze
gen chimeryczny petnigcy funkcje czynnika transkryp-
cyjnego, tzw. E2A-PBX1 powstaty na skutek trans-
lokacji chromosomu 1 i 19 limfocytéw B charak-
teryzujacej niektore typy biataczek wieku dzieciecego,
powodowat w myszach transgenicznych transformacje
nowotworowg komoérek limfoidalnych. Transformacja
tajednakze poprzedzona byta masowym wymieraniem
komdrek progenitorowych zaréwno Bjak i T [121],

VI. Udziat p53 w apoptozie

Biatko p53 jest produktem genu supresoru nowo-
tworu i w formie niezmutowanej bierze udziat w regu-
lacji cyklu komorkowego*1l Podwyzszony poziom
p53 prowadzi do zatrzymania podziatow komdrko-
wych [122]. Wykazano, ze podwyzszona ekspresja
genu p53 wywotuje apoptoze w wielu komédrkach [123,
124], Jednakze myszy pozbawione tego genu (tzw.
knock out) rozwijaty sie bez zadnych zaburzeh moga-
cych $wiadczy¢ o zachwianiu réwnowagi pomiedzy
proliferacja i S$mierciag komdrek [125]. W innych
doswiadczeniach wykazano, ze gen p53 jest niezbedny
do indukcji apoptozy w tymocytach, ale tylko wywoty-
wanej przez czynniki uszkadzajgce DNA. Mianowicie
tymocyty myszy pozbawionych p53 umieraty pod
wptywem glukokortykoiddw, natomiast wykazywaty
catkowitg opornos$¢ (zaréwno in vivo jak i in vitro) na
$mier¢ indukowang promieniowaniem jonizujacym
[126, 127]. Doswiadczenia te wykazuja, ze istnieja
przynajmniej dwie drogi indukcji apoptozy, przy czym
tylko jedna z nich zalezalaby od p53. Rola p53
w indukcji apoptozy jest niezbyt jasna. By¢ moze
wzrost ekspresji p53 wptywa specyficznie na aktywacje
genéw indukowanych w czasie apoptozy [128], Nie-
wykluczone, ze udziat p53 w apoptozie zwigzany jest

** Wiasnosci genu p53 omoéwiono doktadniej w artykule
Henryka Berbecia Post. Biochem. (1994) 40: 6-10
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z rolg tego genu supresoru nowotworu w mechanizmie
reperacyjnym komorki. Jesli uszkodzenia nie sg zbyt
rozlegte, to po dokonaniu napraw komaérka podejmuje
normalng proliferacje. Jesli jednak przekraczajg one
mozliwosci naprawcze komérki to ,popetnia ona
samobdjstwo” w ,,ucieczce” przed transformacjg no-
wotworowg, do ktérej prowadzityby powstate muta-
cje. Rola p53 w apoptozie wydaje sie jednak jeszcze
bardziej skomplikowana jezeli wezmiemy pod uwage
fakt, ze w leukemicznych komdrkach interleukinoza-
leznych zahamowanie ekspresji p53 powodowato
wzrost ich przezywalnosci. Z drugiej strony nadekspre-
sja p53 przyspieszata ich Smier¢, ale tylko w nieobecno-
§ci interleukiny 3. Dodanie do pozywki tej cytokiny
catkowicie réwnowazyto ,,$miercionosny” efekt p53.
Wynik tych doSwiadczen sugeruje, ze p53 bierze udziat
w regulacji apoptozy indukowanej nie tylko uszkodze-
niami DNA. Mozna sadzié¢, ze przynajmniej w nie-
ktérych komaérkach p53 ma swoj udziat w przekazywa-
niu sygnatu poprzez czynniki wzrostowe [129].

VIlI. Hamowanie apoptozy

Smier¢ komérek jest niezbedna w utrzymaniu pra-
widtowej ich liczby w organizmie. Stanowi takze jeden
z mechanizméw obronnych przyczyniajac sie do usu-
wania komoérek uszkodzonych izmutowanych. Poten-
cjalnie kazda komorka organizmu jest zdolna do
uruchomienia programu $mierci. O tym, czy to nastgpi
czy nie, decyduje bardzo wiele czynnikéw zaréwno
wewnetrznych jak i zewnetrznych (Ryc. 3). O wewnet-
rznych mozliwosciach komorki do popetnienia samo-
bojstwa stanowi prawdopodobnie wzajemne oddziaty-
wanie genéw indukujagcych apoptoze z jednej strony
i hamujacych ten proces, z drugiej. Do dzisiaj udato sie
badaczom poznac¢ kilka takich antagonistycznie dzia-
tajacych ,uktadéw gendéw”. Sa to geny ced-3, ced-4
igen ced-9,geny bcl-2 i bax, geny bcl-x oraz ICE icrmA.

Obecnos$¢ lub
brak sygnatu
komorkowego |

% mitoza

stan spoczynkowy

obecnos¢ lub
brak
substancji
odzywczych

Obecnosé lub |
brak kontaktu |
z innymi
komorkami

Ryc. 3. Zewnetrzne i wewnetrzne czynniki wptywajgce na stan
kom érki.
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U oblefca C. elegans w procesie morfogenezy umie-
ra 131 komoéek. W komérkach tych sg aktywne tzw.
geny ,Smierci” ced-3 i ced-4. Natomiast w pozostatych
komadrkach, ktore przezywajg okres morfogenezy jest
aktywny gen ced-9, ktéry jak wykazano hamuje apop-
toze [130].

W komoérkach ssakéw wystepuje gen bcl-2, ktory
wykazuje 22% strukturalnej homologii z genem ced-9
i homologie funkcjonalng w hamowaniu apoptozy
[131, 132]. Po raz pierwszy gen bcl-2 zidentyfikowano
w komérkach ziarnicy zto$liwej, nowotworu limfocy-
tow B, w miejscu translokacji chromosomu 14 i 18.
W wyniku tej translokacji nastepuje wzmozona syn-
teza mRNA bcl-2, gdyz gen ten dostat sie pod kontrole
sekwencji regulatorowej ciezkiego tancucha immunog-
lobuliny [133, 134]. P6Zniej niejednokrotnie wykazy-
wano, ze rola bcl-2 wigze sie raczej z przezywalnosciag
komoérek niz stymulowaniem ich do proliferacji. Pro-
toonkogen ten np. hamowat $mieré wyselekcjonowa-
nych komdérek hematopoetycznych, ktére pozbawiono
limfokin [135,136]. Limfocyty T, zar6wno wyizolowa-
ne z grasicy jak tez obwodowe otrzymywane z myszy
transgenicznych, w ktérych dokonano transfekcji genu
bcl-2 przezywaty pomimo traktowania ich w sposéb,
ktéry normalnie powoduje $mieré komorek (pozba-
wienie czynnikdw wzrostowych, ekspozycja na pro-
mieniowanie jonizujace, glukokortykoidy, estry for-
bolu, jonomycyne, azydek sodu) [137]. W innych
doswiadczeniach wykazano hamowanie pod wptywem
bcl-2 delecji klonalnej tymocytéow, ktora zachodzi
poprzez apoptoze [138], Wykazano rowniez, ze btono-
we biatko lwirusa Epstein-Barr rozregulowuje ekspre-
sje bcl-2 i blokuje apoptoze w komdrkach zainfekowa-
nych tym wirusem [139]. Komérki nerwowe szczura,
w ktérych dokonano transfekcji ludzkiego genu bcl-2,
wykazywaty w hodowli znacznie wydtuzong przezywa-
Inos¢ (do kilku tygodni), nawet gdy pozbawiono je
czynnika wzrostu nerwu [140].

Gen bcl-2 hamuje rowniez apoptoze wywotang
protoonkogenem c-myc. Komorki chomicze, ktére
wykazywaty zar6wno ekspresje jednego jak i drugiego
genu charakteryzowaty sie znacznie wiekszg przezywa-
Inoscig niz komdrki, w ktérych indukowano tylko
c-myc [141]. Podobnie indukcja c-myc w szczurzych
fibroblastach powodowata $mier¢ morfologicznie
scharakteryzowang jako apoptoze. Jesli w komorkach
dokonano transfekcji genu bcl-2 wtedy nie tylko
przezywaty, ale rowniez zaczynaly sie dzieli¢ [142].
Szczegbtowe badania rozmieszczenia biatka Bcl-2
w réznych tkankach wykazaty obecnos$é jego w miejs-
cach, w ktérych zachodzg procesy réznicowania ko-
morek i ich selekcji przez apoptoze. Bcl-2 zdaje sie
wystepowaé w komadrkach, ktore sgjuz zréznicowane
i nie podatne na apoptoze [143]. Ostatnio wykazano,
ze biatko Bcl-2 wspétdziata w regulacji apoptozy z tzw.
biatkiem Bax. Obydwa biatka wykazujg duze podo-
bieAstwo w sekwencji aminokwaséw i tworzg ze sobg
kompleksy. Jezeli w komdrce jest nadmiar Bcl-2 to
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wtedy zwigzuje ono catlg pule biatka Bax. Pozostate
biatko Bcl-2 natomiast tworzy homodimery. Taka
sytuacja pozwala komorce na przezycie. Odwrotnie,
jesli w komorce wystepuje nadmiar Bax, to ilosciowo
dominujace homodimery tego biatka przechylajg szale
w strone $mierci komaérki [144]. Interesujace jest jakga
funkcje petnig te biatka. Jesli o funkcji biatka Bax nic
jeszcze nie mozemy powiedzie¢, to na temat bio-
chemicznej roli Bcl-2 pojawity sie juz pierwsze donie-
sienia. Biatko Bcl-2 zlokalizowane jest w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej, btonie jadrowej i czesciowo
w siateczce srédplazmatycznej [131,145], Nie wykaza-
no jednakze zadnego zwigzku pomiedzy Bcl-2, a ok-
sydacyjng fosforylacjg. Postuluje sie natomiast, ze
Bcl-2 moze bra¢ udziat w ,zmiataniu” wolnych rod-
nikow tlenowych, badz tez w przeciwdziataniu efektow
przez nie wywotywanych w indukcji apoptozy. W my-
sich limfocytach gen bcl-2 catkowicie zapobiegat apop-
tozie indukowanej nadtlenkiem wodoru, jak rowniez
nadekspresja tego genu znosita catkowicie peroksyda-
cje lipidéw powodowang zwykle przez wolne rodniki
tlenowe [146]. Postuluje sie tez udziat Bcl-2 w przeka-
zywaniu sygnatow komodrkowych poprzez zwigzek
z biatkiem R-ras [147]. Mechanizm ochrony komorki
przed $miercig z udziatem bcl-2 i bax nie jest jedyny,
wykazano bowiem, ze w myszach pozbawionych bcl-2
genu komérki uktadu nerwowego rozwijaty sie prawi-
dtowo [148],

Innym kandydatem do ochrony komérki przed
$miercia moze by¢ niedawno wyizolowane, biatko
zwane Bcl-x, ktére wystepuje w formie dtugiej i krdt-
kiej. Przy czym diuzsza z nich podobnie jak Bcl-2
miataby chroni¢ komorki przed $miercig, a kroétsza,
podobnie jak Bax, stymulowac je do apoptozy [149].

Inng pare genow dziatajagcych antagonistycznie
z punktu widzenia ,,zycia i Smierci” komorek stanowié
moga geny ICE i crmA. Wykazano, ze nadekspresja
ICE powodowata $mier¢ szczurzych fibroblastow.
Zahamowanie apoptozy w tych komérkach uzyskano
poprzez mikroiniekcje bcl-2 lub genu wirusa ospy
bydlecej crmA, ktorego biatkowy produkt jest in-
hibitorem proteazy ICE [108]. Mikroiniekcja genu
crmA hamowata takze $mier¢ komdrek nerwowych
kurczecia wywotywang niedoborem czynnika wzrostu
nerwu [150]. Wykazano takze, ze Smier¢ tych komorek
moze by¢ indukowana nadekspresjg ICE. Brakuje
jednakze dosSwiadczen, w ktédrych bezposrednio by
wykazano, ze crmA hamuje $mier¢ komérek nerwo-
wych indukowang genem ICE lub jego produktem
biatkowym.

Wydaje sie, ze lista genéw zdolnych do zahamowa-
nia apoptozy jest otwarta. Szczegdlnie dobrym zrdd-
tem do ich poszukiwania powinny by¢ komorki zréz-
nicowane, mniej podatne na spontaniczng apoptoze od
komaorek proliferujgcych. | tak np. zkomorek leukemi-
cznych stymulowanych do réznicowania estrami for-
bolu wyizolowano gen MCLI o sekwencji podobnej
do sekwencji genu bcl-2 [151].
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VIIl. Uwagi korcowe

Drogi aktywacji komorki do apoptozy moga by¢
bardzo réznorodne. Nie jesteSmy w stanie dzisiaj
odpowiedzie¢ na pytanie, w ktorym momencie wy-
stepuje potgczenie tych drég i indukcja proceséw,
ktdére sgjednakowe niezaleznie od bodzca wywotujace-
go Smieré i typu komorki, w ktérej ona nastepuje.
Wydaje sie jednak wielce prawdopodobne, ze drogi te
krzyzuja sie na etapie aktywaciji i interakcji czynnikow
transkrypcyjnych. Funkcje czynnikéw transkrypcyj-
nych petnig produkty genéw c-fos i c-jun tworzac
dimery o nazwie AP-1. Réwniez biatko Myc, p53,
a takze receptory glukokortykoidowe petnig funkcje
czynnikdw transkrypcyjnych. Niestety, nie wiadomo
jeszcze jakie geny mogg podlegaé regulacji przez te
czynniki transkrypcyjne w procesie apoptozy.
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Telomerowa hipoteza starzenia sie komorek

The telomere hypothesis of cell aging

EWA JARUGA*

Spis tresci:
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I1l. Telomeraza

IV. Telomery a starzenie sie komorek in vitro i in vivo
V. Telomerowa hipoteza starzenia sigkomoérek

I. Wprowadzenie

Starzenie sie i $mieré komorek przez nieuchronno$¢
i powszechno$¢ tych proceséw budzg zainteresowanie
wielu badaczy, o czym $wiadczy¢ moze mnogos¢ teorii
dotyczacych tej dziedziny [1-11].

Ostatnio ukazat sie w Postepach Biochemii artykut*
o roli protoonkogenéw, okogend6w i antyonkogenow
w starzeniu sie i unie$Smiertelnianiu komérek. Wspo-
mniano w nim o telomerowej hipotezie starzenia sie,
jako probie wyjasnienia zjawiska ograniczonej zdolno-
§ci do podziatéw prawidtowych komdrek o niezmie-
nionym Kkariotypie. Hipoteza ta byfa i jest przed-
miotem intensywnych badahn w celu jej weryfikacji.
Przez szeroki zakres stosowalnosci hipotezy obejmuja-
cy tak rozlegte dziedziny jak gerontologia czy on-
kologia z pewnos$cig zastuguje na blizsze z nig zapoz-
nanie.

Proces starzenia sie¢ komorek w hodowlach tkan-
kowych zaczeto bada¢, gdy Hayflick i Moor-
head obalili mit o nieSmiertelno$ci komorek hodowli
prawidtowych stworzony przez Carrela i Ebe-
linga w latach 1912-1946 [12]. Nowatorskim byto
nie tyle stwierdzenie, ze hodowane przez nich ludzkie
fibroblasty majg ograniczong zdolno$¢ do podziatow
(limit Hayflicka), ile wykazanie, ze komorki te sg
normalne, nie stransformowane nowotworowo. Zasu-
gerowali oni, ze zanik zdolnosci replikacyjnych nie
wynika z btedéw metodycznych popetnionych w czasie
hodowli, lecz jest zwigzany ze starzeniem sie na
poziomie komdrkowym [13-15]. Obserwacje te zo-
staly potwierdzone w wielu doSwiadczeniach réwniez
w odniesieniu do innych komorek [16-22].

Dtugos¢ zycia in vitro normalnych komérek soma-
tycznych wydaje sie zaleze¢ od ilosci podziatow, nie za$

* Studentka pigtego roku biologii molekularnej, Uniwer-
sytet £6dzki, Katedra Biofizyki Molekularnej, ul. Banacha
12/16, 90-237 L 6dz
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od bezwzglednego uptywu czasu. Komérki takie zyja
dowolnie dtugo w warunkach niesprzyjajgcych po-
dziatom np. w niskiej temperaturze czy przy niedo-
statecznym stezeniu czynnikéw wzrostowych w $rodo-
wisku. W warunkach optymalnych komérki dzielg sie
do uzyskania limitu podziatow, jakby ,odliczajac”
podziaty wczesniejsze np. przed zamrozeniem [21,
23-25]. Inaczej zachowujg sie komdrki rozrodcze,
nowotworowe i unie$miertelnione. Te dzielg sie nie-
ograniczenie [26].

Co stanowi ,licznik podziatéw” w normalnych
komorkach somatycznych oraz dlaczego nie dziata on
w komérkach nowotworowych, unieSmiertelnionych
czy rozrodczych?

W 1973 r. 0Olovnikov zwrécit uwage na fakt, ze
chromosomy liniowe z kazdg rundg replikacyjng tracg
fragment DNA na swych konicach (telomerach), co
wynika z wiasciwosci polimerazy DNA syntetyzujacej
tylko w kierunku 5'-3" i wymagajacej wolnej grupy
3'-OH DNA lub startera RNA. Jest to zjawisko
niepetnej replikacji (the endreplication problem, Ryc. 1),
ktéra prowadzac do utraty genéw moze powodowaé
Smieré komarki [27],

Ponizszy artykut przedstawia propozycje wyjasnie-
nia mechanizmu ograniczania liczby podziatéw kom6-
rkowych poprzez niepeina replikacje liniowych chro-
mosomow normalnych komdrek somatycznych, czego
odzwierciedleniem jest ciggte skracanie telomerdw.

Il. Telomery — struktura i znaczenie

Telomery stanowig heterochromatynowy obszar na
koncach ramion chromosomoéw eukariotycznych za-
wierajacy odcinki DNA skompleksowane z biatkami
specyficznie wigzacymi telomery. Telomerowy DNA

* Ewa Sikora, ,NieSmiertelnosc¢, starzenie i Smieré¢ komo-
rek. Rola protoonkogenéw, onkogenéw i antyonkogenéw?”,
Post Biochem (1993) tom 39, str. 212-220.
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5 3
b)
3’ 5’
R ————————
3’ —5,
5’ 3’

Ryc. 1. Zjawisko niepetnej replikacji liniowych chromosomoéw.

a) Synteza potomnego DNA (szeroka linia) przez poli-
meraze DNA odbywa sie na obu niciach macierzystych
(waska linia) rownoczesnie. Polimeraza DNA wymaga
obecnosci startera RNA (pusty prostokat) syntetyzowanego
przez prymaze. Na matrycy zorientowanej w kierunku 3'-5'
(czyli zgodnie z ruchem widetek replikacyjnych) synteza
zachodzi w sposéb ciagty (dtuga strzatka), za$ na matrycy
skierowanej przeciwnie — w sposéob nieciaggty, czyli droga
fragmentéw Okazaki (krotkie strzatki).

b) Starterowe odcinki RNA sa wycinane, a fragmenty
potomnego DNA (szeroka linia) taczone w cato$¢ dzieki
polimerazie DNA. Zapetnione moga by¢ tylko luki wewnet-
rzne. Zewnetrzne zostawiaja wiszace korice macierzystego
DNA, ktére nie zostato zreplikowane.

charakteryzuje sie tandemowo powtarzajacymi sie,
prostymi sekwencjami nukleotydéw o duzej zawarto-
§ci guaniny w nici biegngcej w kierunku t.zw. 5'-3'
konca czasteczki DNA (Tab. 1) [28-36]. Nie wykryto
krotkich, tandemowo powtarzajagcych sie sekwencji
DNA w telomerach stawonog6éw, mieczakéw i szkar-
tupni [37]. DNA telomerdw jest konserwatywny ewo-
lucyjnie, na co wskazywaé moze niezmienno$¢ sekwen-
cji (TTAGGG) u kregowcéw, oraz telomerowa lokali-
zacja tej sekwencji bez wzgledu na liczbe czy diugosé
chromosoméw [31, 38]. Telomerowy DNA liczy od
kilkuset par zasad u drozdzy czy orzeskow do kilku
tysiecy par zasad u kregowcow [39].

Tabela 1.

Przyktady powtarzajacych sie sekwencji nukleotydéw w telomerach
réznych organizmow.

Element . .
. . Organizm Przypisy
powtarzajacy sie
Gj-3T Saccharomyces [31]
cerevisiae
AGGGTT Homo sapiens [32]
GGGGTT Tetrachymena [33]
thermophila
GGGGTTTT Euplotes crassus [34]
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Telomery wptywajg na stabilno$¢ chromosomow.
Ztamane chromosomy, pozbawione naturalnych za-
konczen, ulegaja fuzji tworzac m.in. dwucentryczne
chromosomy [40]. Obecno$é tej i innych aberracji
chromosomowych, wtym strukturalnych iliczbowych,
wykazano w hodowli starych fibroblastow ludzkich
[13, 18, 20]. Nie stwierdzono fuzji naturalnych chro-
mosomow, czy nawet chromosomoéw z delecjami w te-
lomerowej sekwencji [41, 42]. Telomery stanowig
obrone przed degradacjg kocow chromosomoéw. Bia-
tka specyficznie wigzgce telomery chronig in vitro
telomerowy DNA przed metylacjg i dziataniem eg-
zonukleaz petniac by¢ moze podobng funkcje in vivo
[43, 44].

Telomery takze, oprécz centromeréw, biorg udziat
w ksztattowaniu architektury jadra interfazowego
przez oddziatlywania typu: chromosom-chromosom,
chromosom-btona jadrowa [45], Prawdopodobnie
w czasie podziatlu komorkowego umozliwiajg roz-
dzielenie acentrycznych chromosomow dzieki potgcze-
niu z biatkami cytoszkieletu, a doktadniej filamentami
posrednimi: laminami jadrowymi i wimentyng
[46,47].

Telomery pozwalajg na petng replikacje chromo-
somoOw liniowych. Po degradacji startera RNA (Ryc. 2)

a)

5’ 1 ~1 3’
c)

3’ 5’ 3 1 5°'

5’ 1 ~1 3’

d)
3’ w 5’

5’ 1 1 ~1 3

Ryc. 2. Rola telomerazy w petnej replikacji chromosomoéw linio-
wych.
a) W wyniku niepetnej replikacji pozostaje wiszacy koniec 3'
macierzystej nici DNA (waska linia) tak zwana ni¢ G.
b) Telomeraza dosyntetyzowuje do nici G sekwencje telo-
merowg (zapetniony prostokat).
c) Przedtuzona macierzysta ni¢ DNA staje sie matrycg dla
prymazy, ktéra prowadzi synteze starterowego RNA (pusty
prostokat). Dzieki jego obecnos$ci polimeraza DNA moze
rozpoczac nieciaggta synteze nici (linia tamana) zapetniajacej
luke.
d) Pierwszy starter RNA ulega degradacji tworzac wiszacy
koniec 3' nici macierzystej.

POSTEPY BIOCHEMII 40(3), 1994



pozostaje luka przy koncu 5' potomnej nici dtugosci
kilkudziesieciu do kilkuset par zasad (rozmiary star-
tera lub fragmentu Okazaki). Do wiszgcego kornca 3'
macierzystej nici DNA zostaje dosyntetyzowana sek-
wencja telomerowa w kierunku 5'-3' dzieki telomerazie
(patrz nizej) [48, 49] lub na drodze rekombinacji [50]
telomerow [51]. Ta wydituzona nié¢ staje sie celem
ataku prymazy, syntetyzujacej starter RNA, dajac
mozliwo$¢ polimerazie DNA przeprowadzenia niecia-
gtej syntezy potomnej nici, ktéra zapetni luke. Oczywi-
Scie 0w pierwszy starter RNA ulega degradacji i znéw
powstaje przerwa na korficu 5 potomnej nici, jednak
tym razem dotyczy to sekwencji telomerowej, nie za$
kodujgcej informacje.

W interpretacji wynikow badafA nad zaleznoscia
liczby podziatow komorkowych in vitro od dtugosci
telomerow pomoze znajomo$é mechanizmu ich re-
plikacji.

I1l. Telomeraza

Za synteze telomeréw odpowiada enzym telomera-
za. Jest to polimeraza DNA zalezna od RNA (odwrot-
na transkryptaza), do$¢ nietypowa, gdyz matryca RNA
stanowi integralng czes¢ enzymu. Potwierdzeniem jest
komplementarno$¢ sekwencji RNA telomerazy np. 5'
CAACCCCAA 3'z Tetrahymena thermophila [48] czy
5 CAAAACCCCAAAA 3 z Euplotes crassus [49]
wobec powtarzajgcych sie ich sekwencji telomero-
wych, odpowiednio: TTGGGG iTTTTGGGG. Zmia-
ny w sekwencji RNA telomerazy np. 5 CGACCCCAA
3' majg odzwierciedlenie w kolejnosci zasad telomeru
5 GGGGTC 3 [47],

Enzym rozpoznaje telomerowy koniec 3' macierzys-
tej nici DNA bardziej dzieki nietypowej strukturze
drugorzedowej zdeterminowanej obecnoscia reszt gu-
ainowych, niz dzieki sekwencji nukleotydéw [52].
Telomeraza nie rozpocznie syntezy, jesli koniec 3'
chromosomu zawiera odcinki bogate w reszty A+ T,
C, czy o dowolnej kolejnosci nukleotydow [48, 52]. Ich
sekwencja wydaje sie jednak istotna ze wzgledu na re-
gulacje dtugosci telomerdw. DoSwiadczenia na orzes-
kach z gatunku Tetrahymena thermophila pokazaty, ze
mutacje telomerazowego RNA moga powodowaé za-
rowno skracanie, jak i wydtuzanie sekwencji telomero-
wych. W obu jednak przypadkach ujawnia sie ten sam
fenotyp: zaburzenia podziatow' komdrkowych, osta-
bienie organizmu, starzenie sie i $mieré. Mozna zato-
zy¢, ze w komérkach tych wystepuje biatko regulatoro-
we specyficznie wiagzace ni¢ G, konkurencyjne wzgle-
dem telomerazy. Wtedy zmiana sekwencji telomerowej
obniza powinowactwo regulatora do niej faworyzujac
telomeraze, a tym samym powoduje wydtuzanie telo-
meru [47]. Jesli wiec po kazdej rundzie replikacyjnej
chromosomy tracg konncowe fragmenty, to znaczy, ze
nie dziata telomeraza, a komorka z kazdym podziatem
zmniejsza swe szanse na przezycie pozbywajac sie
kolejnych partii genéw.
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IV. Telomery a starzenie sie komérek in vitro
i in vivo

Role telomeréw w petnej replikacji chromosomoéw
potwierdzajg liczne badania. Delecje w telomerowej
sekwencji chromosomdéw muszki owocowej Drosop-
hila zaktdcajg prawidtowy przebieg replikacji [41].
Kazda runda replikacyjna wiaze sie ze strata okoto
2 par zasad, co powoduje ubytek 36-96 par zasad
w czasie przypadajgcym na podwojenie populacji
komaérek [42].

U drozdzy Saccharomyces cerevisieae stwierdzono
pojawianie sie w poznej fazie S cyklu komoérkowego
odcinkéw TGj_3[53], Ich synteza, jak sie przypusz-
cza, przebiega gtéwnie na drodze rekombinacji telome-
réow [51], choé nie wyklucza sie innych sposobéw [54].
Nie bez znaczenia jest tu gen estl kodujgcy praw-
dopodobnie biatko wchodzace w skiad drozdzowej
telomerazy [55, 56], choé¢ nie udato sie jak dotad
wykaza¢ aktywnosci telomerazowej u drozdzy in vivo.
Mutacja estl ~ prowadzi do powolnej lecz postepujgcej
utraty terminalnych sekwencji (0 » 3" (ever shorter
telomeres), przy czym wigkszo$¢ komadrek stabiej dzieli
sie i umiera [55].

W hodowanych in vitro ludzkich, normalnych fibro-
blastach pobranych od dawcoéw w okresie ptodowym,
po urodzeniu i az do ich p6znej starosci, stwierdzono,
ze w czasie przypadajgcym na podwojenie populacji
komérek nastepuje skracanie telomeréw o okoto 2 ty-
sigce par zasad DNA. Przy tym komérki wykonuja
0 10 podziatéw mniej na kazdy tysigc traconych zasad
DNA. Jednocze$nie catkowita ilos¢ DNA réwniez
zmniejsza sie, co odsuwa podejrzenie transpozycji [57].

Fibroblasty pacjentéw z zespotem Hutchinsona-
Gilforda (fenotyp przy$pieszonego starzenia si¢) chara-
kteryzujg sie mniejszg liczbg podziatow in vitro niz
kontrolne fibroblasty zdrowych dawcéw w tym samym
wieku. Wykazano, ze telomery komdrek pacjentéw sg
krotsze w poréwnaniu z komdrkami zdrowych os6b
[58].

Niewielki, lecz znaczacy spadek diugosci telomerdéw
DNA fibroblastow ludzkich zaobserwowano w czasie
starzenia sie in vivo. U dawcéw w wieku od 0 do 93 lat
stwierdzono spadek 15+ 6 par zasad na rok (r = -0.43),
co daje okoto 1500 par zasad w ciagu catego zycia, czyli
prawie 30% telomerowego DNA [58].

Telomery leukocytéw krwi obwodowej ptodu sg
Srednio o 12 tysiecy par zasad krétsze niz telomery
plemnikéw. Analogicznie w przypadku nabtonka bto-
ny $luzowej okreznicy réznica ta wynosi 14 tysiecy par
zasad [59],

Mozna zauwazyé zhiezno$¢ miedzy diugoscia sek-
wencji telomerowej a liczbg podziatow komérkowych
in vitro, jak réwniez zaleznos¢: wiek dawcy — dtugosé
telomeru.

W odr6znieniu od wyzej przedstawionych danych
dotyczacych chromosoméw komérek somatycznych,
dtugos¢ telomerdw plemnikdw nie ulega zmniejszeniu,
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lecz nawet w niewielkim stopniu zwieksza sie wraz
z wiekiem dawcy. W komérkach linii rozwojowej
plemnikéw réwniez nie stwierdzono skracania telome-
row [58, 55, 35]. Niezmienno$¢ diugosci sekwencji
telomerowej dotyczy réwniez nowotworowych komo-
rek HelLa, w ktédrych wykazano obecnos$¢ telomerazy
[60]. Mozna sie zastanawiaé, przez analogie, czy
w komaorkach linii rozwojowej plemnikéow dziata po-
dobny mechanizm rekompensujacy straty wywotane
niepetng replikacja chromosomoéw liniowych. Niestety
z powodu niedostatecznej czuto$ci metody oznaczania
telomerazy, jak réwniez ze wzgledu na trudnosci
w przygotowaniu ekstraktéw ze Swiezych tkanek nie
udato sie wykaza¢ aktywnosci telomerazowej dla ko-
marek rozrodczych [61].

V. Telomerowa hipoteza starzenia sie¢ komorek

Wyniki przedstawionych wyzej badan postuzyty do
sformutowania telomerowej hipotezy starzenia sie [58,
61, 62]. Zaktada sie, ze komorki rozrodcze zawierajg
telomeraze przeciwdziatajaca skracaniu telomerdw, co
gwarantuje przekazywanie z pokolenia na pokolenie
chromosoméw o tej samej diugosci. W normalnych
komorkach somatycznych telomeraza podlega re-
presji, gdyz nie stwierdza siejej aktywnosci, a telomery
ulegaja skroceniu z kazdym podziatem komérek in
vitro i in vivo. Gdy ubytek chromosomu jest odpowied-
nio duzy, moéwimy wowczas, ze osiggniety zostaje
punkt kontrolny podziatdw (checkpoint) — komorka
przestaje sie dzieli¢ (limit Hayflicka). Nie ma jednak
bezposrednich dowodéw na to, ze osiggniecie tego
punktu jest spowodowane zmniejszaniem diugosci
telomerow. Harley sugeruje, ze by¢ moze skracanie
sekwencji telomerowej zmienia wazne ze wzgledu na
rozdzielanie chromosomoéw acentrycznych oddzialtywa-
nia typu: telomery — biatka cytoszkieletu [46, 47, 61],

Limit Hayflicka moze zosta¢ przekroczony, co zaob-
serwowano w komorkach gryzoni po dziataniu muta-
genami, karcenogenami i onkogenami jak rowniez
w wyniku transfekcji [63, 64]. Czesto$¢ uniesmiertel-
niania tych komorek jest wieksza niz ludzkich fibro-
blastow. W przypadku tych ostatnich transformacje
nowotworowg wywota¢ moga takie czynnikijak matpi
wirus SV40, adenowirusy, ludzki wirus brodawczaka
[63,65, 66]. Wykazano, ze w dzielgcych sie komorkach
nowotworu ptuc, okreznicy, jajnikdw i nowotworu
Wilma telomery ulegajg skroceniu. Sekwencje telome-
rowe DNA komérek badanych nowotworéw stanowig
od 20 do 90% ilosci DNA telomeréw normalnych
komérek tego samego pacjenta [59]. Mogioby to
oznaczac, ze w komérkach, ktére pod wptywem wczes-
niej wymienionych czynnikéw przekroczyty punkt
kontroli podziatéw, telomeraza jest nadal nieaktywna,
co prowadzi do dalszych strat materiatu genetycznego
z kazda runda replikacyjng. W komoérkach nowo-
tworowych HelLa telomery nie ulegaja skrdceniu, co
sugeruje, ze nastgpita tu reaktywacja telomerazy [60].
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Wright i Shay zaproponowali model dwustop-
niowego mechanizmu komdrkowego starzenia sie za-
lezny od zmian dtugosci telomeréw [66-68]. Komaorki
hodowane in vitro po wykonaniu okres$lonej liczby
podziatow przestajg dzieli¢ sie w wyniku witgczenia
pierwszego mechanizmu starzenia sie M1 (ang. mor-
tality stage 1). Zgodnie z hipotezg geny regulujace etap
M1 mogag by¢ zlokalizowane w subtelomerowym
DNA, ktory stanowi heterochromatynowy obszar.
Jego wielko$¢ wedtug autor6w ma byé proporcjonalna
do diugosci telomerow. Tym samym utrata terminal-
nej czesci chromosomu moze prowadzi¢ do zmniej-
szenia obszaru zajmowanego przez heterochromatyne
i uaktywnienia genéw wiaczajagcych M 1. Wiadomo, ze
mechanizm M ljest regulowany miedzy innymi przez
biatko RB i biatko p53, ktérych inaktywacja umoz-
liwia wejscie w faze S cyklu komorkowego [27, 65,
69-73]. Wiaczenie pierwszego mechanizmu starzenia
sie bytoby zwigzane z niemoznoscig przeprowadzenia
inaktywacji tych biatek, co ma miejsce w starych
komérkach.

Mozliwe jest jednak obejscie tego etapu przez za-
stosowanie czynnika, ktéry wigzac biatka RB i p53
inaktywuje je umozliwiajgc wykonanie dodatkowych
podziatbw komdrkowych. W ten sposdb dziatajg biat-
ka onkogenne E6 i E7 wirusa papiliomy, biatka EI A
i E1B wirusa adenomy oraz antygen T wirusa SV40
[63-66, 70, 71]. Ominiecie M| nie oznacza, ze pierwszy
mechanizm starzenia sie przestat funkcjonowaé. Pod
nieobecnos¢ wyzej wymienionych czynnikéw komor-
ka ponownie przestaje sie dzielic. Dlatego, aby prze-
kroczyé limit Hayflicka, wymagane jest dostarczanie
inaktywatoréw biatek RB i p53. Ominiecie MI nie
uaktywnia telomerazy, co prowadzi do dalszej redukcji
materiatu genetycznego [59], wystepowania licznych
aberracji chromosomowych i wysokiej $miertelnosci
wsréd tych komoarek, ktore przekroczyty limit Hayflic-
ka [14, 19, 21]. Ten kryzys zostal nazwany drugim
mechanizmem starzenia sie M2 (ang. mortality stage 2)
i podobnie jak M1 moze zostaé ominiety.

Wytgczenie M2 jest prawdopodobnie mozliwe dzig-
ki mutacji genu warunkujgcego w spos6b bezposredni
lub posredni inaktywacje represora telomerazy, co
przywraca komdrkom aktywnos$¢ telomerazowg [70].

Doswiadczenia z hybrydami otrzymanymi w wyni-
ku fuzji normalnych, ludzkich fibroblastow z ludzkimi
komérkami nieSmiertelnych linii pokazaty, ze fenotyp
komdérkowego starzenia sie jest dominujgcy. Okres-
lono cztery grupy komplementacyjne dla recesywnego
fenotypu nieSmiertelnosci badajac szereg réznych nie-
$miertelnych linii ludzkich komorek. Nie wykazano
zaleznosci miedzy typem komérek, ich pochodzeniem,
rodzajem wywotywanego przez nie nowotworu a przy-
nalezno$cig do danej grupy komplementacyjnej. Zad-
na z badanych linii komdrkowych nie nalezata do
wiecej niz jednej takiej grupy. Wyniki swiadczy¢ moga
0o tym, ze unieSmiertelnianie zalezy od nielicznych,
specyficznych gendw [27, 74-76].
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Bioragc pod uwage te wyniki zaproponowano tetra-
merowg budowe represora telomerazy [70]. Wylgcze-
nie mechanizmu starzenia sie¢ komorek M2 miatoby
nastapi¢ z chwilg wywotanej mutacjg inaktywacji
choéby jednej z podjednostek represora.

W Swietle przedstawionych tu prac starzenie sie jest
ucieczkag przed nowotworzeniem zabezpieczang w lu-
dzkich komdrkach przez dwa r6zne, niezaleznie dziata-
jace mechanizmy. Ich wigczenie wedtug telomerowej
hipotezy starzenia sie nastgpitoby po czasie odmierzo-
nym przez liczbe podziatow komdérkowych. Wytacze-
nie za$§ wymagatoby zaistnienia réwnocze$nie az dwoch
niezaleznych zdarzen, co moze ttumaczy¢ opornosé
ludzkich komorek na transformacje nowotworowa.

Artykut otrzymano 6 kwietnia 1994 r.
Zaakceptowano do druku 3 czerwca 1994 r.
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Mechanizmy dziatania antysensownych oligodeoksyrybo-

nukleotydow

Antisense oligodeoxyribonucleotides — mechanisms of action

ARKADIUSZ SZKLARCZYK*

Spis tresci:

I Wprowadzenie
1. Rozpoznawanie sekwencji docelowej przez antysensow-
ne oligodeoksyrybonukleotydy (asODN)-hybrydyzacja
asODN z RNA
11-1. Powinowactwo asODN do RNA
11-2. Specyficzno$¢ rozpoznania sekwencji docelowej
I1l.  Mechanizmy oddziatywania antysensownych ODN
z mRNA
I11-1. Sekwencje regulujace metabolizm RNA jako cel
dla asODN
I11-1-a. Sekwencje uczestniczgce w cieciu i skta-
daniu pre-mRNA
111-1-b. Rejon 5 UTR mRNA
I11-1-c. Rejon 3UTR mRNA
I11-1-d. Zahamowanie translacji
111-2. Aktywacja RNazy H za pomocg asODN
IV. Wybor optymalnej sekwencji mRNA jako miejsca
oddziatywania z asODN
V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotow: AMV — avian mieloblastoma
virus; asODN — antysensowne oligodeoksyrybonukleoty-
dy; BP — punkt rozgatezienia w procesie ciecia i sktadania
pre-mRNA; elF — eukariotyczny czynnik inicjujacy transla-
cje; HSV — herpes simplex virus; IE — geny wczesne;
MMLV — murine Moloney leukemia virus; M-ODN — me-
tylofosforanowy analog ODN; nt — nukleotydy; O-ODN
— oligodeoxyrybonukleotyd; RNaza H — rybonukleaza H;
S-ODN — tiofosforanowy analog ODN; TAT — biatko
transaktywujgce oddziatujace z sekwencjg TAR; TAR — sek-
wencja regulujgca transkrypcje genéw wirusa HIV; Tm

— temperatura topnienia; 5'ss — sekwencja donorowa
w procesie ciecia i sktadania pre-mRNA; 3'ss — sekwencja
akceptorowa; 5'UTR — rejon nieulegajgcy translacji

5'mRNA; 3'UTR — rejon nieulegajacy translacji 3' mRNA.
I. Wprowadzenie

Antysensowne oligodeoksyrybonukleotydy (asODN)
sq to chemicznie zsyntetyzowane zwiazki o dtugosci
10-30 nukleotydéw. AsODN znalazty zastosowanie
jako zwiazki selektywnie blokujace ekspresje gendéw
poprzez oddziatywanie z mRNA. Istota ich dziatania
polega na wysoce swoistym potgczeniu (hybrydyzacji)
zodpowiadajgcg im sensowng sekwencjg RNA. Miejsce
hybrydyzacji determinuje nastepne etapy dziatania
asODN. Na przyktad potgczenie z sekwencjg regulato-

* Student AM w Warszawie, Pracownia Hodowli Komorek
i Tkanek, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenc-
kiego, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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Contents:

I Introduction
Il.  Target sequence recognition by antisense oligodeoxyri-
bonucleotides (asODN)-hybridization of a asODN
with RNA
11-1. AsODN affinity to RNA
11-2. Specificity of target sequence recognition
I1l.  Mechanisms of asODN interacting with mRNA
I11-1. Regulatory sequences of RNA as a target for
asODN
111-1-a. Sequences of pre-mRNA involved in
splicing
I11-1-b. 5 UTR mRNA region
I1-I-c. 3'UTR mRNA region
I11-1-d. Translational arrest
111-2. RNase H activation by asODN
IV.  Choice of optimal sequence of MRNA as a place of
interaction with asODN
V. Summary

rowg moze zablokowaé¢ dostep wiasciwego ligandu
(np. biatka) i zaburzy¢ proces ciecia i skiladania
pre-mRNA (ang. splicing), jego transport, stabilnos¢,
przebieg translacji (Ryc. 1). Niektore asODN charak-
teryzuje zdolno$¢ aktywowania enzymu komorkowe-
go RNazy H mogacego przecig¢ RNA w miejscu
hybrydyzacji asODN.

Analogi asODN otrzymuje sie w wyniku modyfika-
cji wigzania fosfodwuestrowego, deoksyrybozy oraz
zasad purynowych i pirymidynowych. Otrzymane
analogi asODN ro6znig sie wieloma cechami, takimi
jak: stabilno$¢, zdolno$¢ wnikania do komaérek, para-
metry hybrydyzacji oraz mechanizmy dziatania i efek-
ty toksyczne [1], Jedyng wspélng cechg analogow
asODN jest wysoce specyficzne oddziatywanie z RNA
zgodne z zasadg komplementarnos$ci. Rycina 2 przed-
stawia budowe kilku, najlepiej scharakteryzowanych
w uktadach biologicznych, analogéw ODN. Inne
czesto stosowane modyfikacje asODN polegajg na
dotaczeniu réznych zwigzkdw chemicznych np. chole-
sterolu (utatwia wnikanie do komorek), akrydyny
(zwieksza site wigzania z RNA) [1].

Idea wplywania na ekspresje gendw za pomoca
zwigzkéw antysensownych narodzita sie ponad dwa-
dziescia pie¢ lat temu, jednakze dopiero w ostatnim
czasie asODN zyskaty range narzedzia badawczego.
AsODN okazaty sie skuteczne in vitro, w hodowlach
komorkowych a takze w réznych uktadach in vivo.
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Ryc. 1. Metabolizm RNA w komorce eukariotycznej. Podczas transkrypcji nastepuje przepisanie informacji genetycznej DNA na pierwotny
transkrypt (pre-mRNA). Pre-mRNA podlega przemianie potranskrypcyjnej polegajacej na wycinaniu intronéw i sktadaniu eksonéw
w uktad charakterystyczny dla mRNA. Dojrzate mRNA transportowane jest do cytoplazmy gdzie nastepuje translacja czyli synteza
biatka. Kolejnym waznym procesem w metabolizmie mRNA jest jego degradacja. Wszystkie wymienione procesy podlegaja ztozonej
regulacji czasowej i przestrzennej. C — cytoplazma; J — jadro komoérkowe; R — rybosom; Rnaza — rybonukleaza.

Czynione sg proby zastosowania asODN w lecznict- I1-1. Powinowactwo asODN do RNA

wie, np. jako cytostatykdw. Szczegdtowe poznanie
mechanizmOw dziatania, parametrow farmakokinety-
cznych oraz efektow ubocznych zadecyduje o moz-
liwosci syntezy zwigzku w petni swoistego, aktywnego
i bezpiecznego.

Il. Rozpoznawanie sekwencji docelowej przez
asODN-hybrydyzacja asODN z RNA

Pierwszym etapem oddziatywania asODN jest jego
potaczenie z docelowym RNA czyli hybrydyzacja.
Powstata hybryda powinna by¢ odpowiednio stabilna,
co zalezy od powinowactwa asODN z docelowg
sekwencja RNA. Rdéwnie istoma jest specyficznos$é
rozpoznania sekwencji docelowej. Jedynie w takiej
sytuacji asODN bedg wptywaly wytgcznie na ekspresje
wybranego genu. Oba parametry hybrydyzacji: powi-
nowactwo i specyficzno$¢ zaleza od wielu czynnikéw,
z ktorych czes¢ moze podlega¢ peinej kontroli do-
Swiadczalnej. Miarg obu parametréw jest temperatura
topnienia (Tm) hybrydy asODN-RNA, czyli tempera-
tura, w ktérej potowa asODN jest potgczona z RNA
(im bardziej stabilne wiazanie asODN:RNA tym wyz-
sza Tm) i zmiana wolnej energii hybrydy AG.
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Powinowactwo ODN do RNA wynika z mozliwosci
utworzenia wigzan wodorowych pomiedzy komple-
mentarnymi zasadami purynowymi i pirymidynowymi
zgodnie z zasadg Watsona i Cricka oraz powstania

X
HOCH, 7
L ~ 0-ODN -0~
\ o y
N/ S-ODN -s
| M-ODN -CH,
o o —

o P
\ e CH, 0 z
P P—o0 \)
X a ——__/
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Ryc. 2. Budowa najczesciej stosowanych analogéw ODN. O-ODN
— oligodeoksyrybonukleotyd; S-ODN — tiofosforanowy
analog ODN; MP-ODN — metylofosforanowy analog
ODN.
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uktadu przestrzennego zasad o korzystniejszej energii
wewnetrznej. Reakcja ta zalezy od szeregu zmiennych
takich jak: warunki reakcji (np. temperatura i sita
jonowa roztworu), dtugos$¢ i budowa oddziatujgcych
czasteczek. Minimalna dtugo$¢ antysensownego ODN
konieczna do osiggniecia specyficzno$ci hybrydyzacji
(rozdz. 11-2) wynosi zwykle okoto 12-14 nukleotydow.

Budowa chemiczna ODN ma znaczny wplyw na
powinowactwo wobec mRNA. Dla przyktadu Tm
hybrydy O-ODN (GCT CTC TGG C) z RNA wynosi
51°C (AG-11.2 kcal/mol), natomiast hybrydy 2'-0-
metylo-ODN (GCU CUC UGG C) z RNA 68.1°C
(AG-18.6 kcal/mol) [2]. RoOznica powinowactwa
dwdch najczesciej stosowanych analogéw O-ODN
i S-ODN, wyrazona przez temperature topnienia Tm,
wynosi 1/2°C na wigzanie na korzy$¢ pierwszego.
Oznacza to, ze O-ODN tworzy z RNA trwalszg
hybryde, niz S-ODN [1]. Zwiekszenie powinowactwa
mozna osiggna¢ poprzez odpowiednig modyfikacje
ODN, np. przez przytaczenie zwigzku interkalujgcego
(np. akrydyny), dostarczajgcego dodatkowa energie
wigzania. W pewnych warunkach jednak zbyt wysokie
powinowactwo moze zmniejszac specyficznos¢ reakcji
(rozdz. 11-2).

Znaczacy wpltyw na powinowactwo ODN wobec

Ryc. 3. Struktury drugorzgdowe RNA.
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RNA ma struktura RNA. RNA jest czgsteczkg o ztozo-
nej konfiguracji przestrzennej. W wyniku miedzyczas-
teczkowych oddziatywan powstajg struktury drugo-
rzedowe typu szpilki do wioséw (hairpin), pnia (stem),
zkgcza (junctions), wybrzuszenia (bulges), wewnetrznej
petli (internal loop) czy pseudowezta (pseudoknots)
(Ryc. 3).

Przy zatozeniu, ze wigzanie z RNA nastepuje tylko
w wyniku oddziatywan typu Watsona-Cricka, czyli, ze
jednoniciowy ODN hybrydyzuje z ciggltg sekwencja
pojedynczej nici RNA istnieje kilka mozliwych sytua-
cji:

1) ODN reaguje z naturalnym jednoniciowym frag-
mentem RNA

2) ODN konkuruje z jedng nicig struktury dwu-
niciowej o potgczenie zdrugg nicig RNA jesli struktura
ta ulega rozpleceniu w dowolnej sytuacji fizjologiczne;j.

3) reakcjazasODN zaburza trwatg strukture RNA,
co wymaga dostarczenia dodatkowej energii, zatem
asODN musi wykazywac wyzsze powinowactwo wo-
bec RNA niz naturalna sekwencja.

Wydaje sie jednak, ze reguly rzadzace oddziatywa-
niami pomiedzy ODN i mRNA sg bardziej skom-
plikowane niz przedstawione wyzej sytuacje. Przy-
ktadem niech beda wyniki doSwiadczenia przeprowa-

SP - SZPILKA DO WLOSOW
ZP - ZEWNETRZNA PETLA
P - PIEN

R - ROZGALEZIENIE

U- UWYPUKLENIE

WP - WEWNETRZNA PETLA

PS - PSEUDOWEZEL
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dzonego in vitro, w ktérym badano wigzanie asODN
z réznymi odcinkami syntetycznego RNA o strukturze
szpilki do witosow [3]. Sekwencja docelowa dla
asODN miata strukture pnia, petli lub obu fragmen-
téw jednocze$nie. Okazato sie, ze powinowactwo
asODN wobec odcinka jednoniciowego RNA przy
koncu 5' petli i w $rodku petli jest takie jak wobec
kontrolnego (sensownego) jednoniciowego ODN.
Z kolei ODN komplementarne z sekwencjg jedno-
niciowg konca 3' petli, pnia (sekwencja dwuniciowa)
lub sekwencjg w miejscu przejscia struktury pnia
w strukture petli (sekwencja mieszana jedno- i dwu-
niciowa), hybrydyzowaty 106 razy stabiej. Interesujgce
jest, ze sama obecno$¢ w petni komplementarnej
sekwencji jednoniciowej (koniec 3' petli) nie zapewnia
odpowiedniego powinowactwa, réwnie wazne jest jej
umiejscowienie w czasteczce RNA. Mozliwe jest, ze
przytagczenie ODN zmienia konfiguracje przestrzenng
RNA ijedynie w czesci przypadkéw energia wewnetrz-
na nowego uktadu jest korzystna.

llustracjg drugiej sytuacji moze by¢ doswiadczenie,
w ktérym uzyskano efektywng hybrydyzacje asODN
komplementarnego z sekwencjg U6 RNA odpowie-
dzialng za potgczenie z U4 RNA [4]. W naturze U6
i U4 RNA hybrydyzujg ze sobg na kilku odcinkach
podczas formowania aktywnego kompleksu w proce-
sie ciecia i sktadania pre-mRNA. W doswiadczeniu
asODN efektywnie wspétzawodniczylty z U4 RNA
0 zwigzanie sie z sekwencjami U6 RNA.

Przyjmuje sig, ze wiele sekwencji RNA zdolnych do
wiazania biatek regulatorowych, zawiera trwate, kon-
serwatywne ewolucyjnie struktury przestrzenne, stabi-
lizowane dodatkowo przez wigzace sie z nimi biatka.
Zmiana konfiguracji takiej sekwencji, np. po hyb-
rydyzacji z asODN, moze hamowac dziatanie biatka
regulatorowego. Przyktadem takich oddziatywan jest
sekwencja regulatorowa TAR znajdujgca sie w kaz-
dym mRNA wirusa HIV-1. Z sekwencja tg wiaze sie
biatko transaktywujgce TAT, co powoduje zwiek-
szenie ekspresji gendéw wirusowych. Sekwencja TAR
tworzy petle (6 nukleotydéw, nt), krdtki pien (4 nt)
1wewnetrzne wybrzuszenie (3 nt). Rozplecenie krot-
kiego pnia umozliwia powstanie jednoniciowej struk-
tury o dtugosci 17 nt. Koszt energetyczny takiej reakcji
wynosi 5.2 kcal/mol, podczas gdy koszt rozplecenia
kolejnego fragmentu pnia (3 nt) i powstania petli
o diugosci 23 nt wynosi 12.3 kcal/mol [5]. Zatem
w przypadku sekwencji TAR dostarczenie juz niewiel-
kiej energii np. przez zwigzanie asODN o wysokim
powinowactwie z RNA, umozliwia powstanie sekwen-
cji oddziatujgcej z asODN. Wykazano takze, ze
anty-TAR-ODN skutecznie hamujg ekspresje genéw
wirusowych i replikacje wirusa HIV-1 in vivo [6].

Czasteczka RNA, transportowana poprzez rézne
przedzialty komdrkowe o odmiennych wilasnosSciach
fizyko-chemicznych, podlega¢é moze rdéznorodnym
przemianom w wyniku zmian $rodowiska fizycznego,
oddziatywania z biatkami i innymi RNA, dojrzewania,
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translacji, degradacji. Podczas translacji rybosomy
przesuwajace sie wzdtuz czasteczki mMRNA destabilizu-
ja jego strukture drugorzedowg. Ograniczone zdolno-
§ci rozplatania struktury drugorzedowej rejonu 5'UTR
(ang. 5" untraslated region) wykazuje kompleks preinic-
jujacy 43S (rozdz. Ill). Wydaje sie, ze wszystkie te
zjawiska moga wptywaé na przebieg hybrydyzacji.
Jednakze stabe ich poznanie stoi na przeszkodzie
w petni kontrolowanego zastosowania asODN w regu-
lacji ekspresji gendw.

11-2. Specyficzno$¢ rozpoznania sekwencji docelo-
we] RNA przez asODN

Specyficzno$é hybrydyzacji asODN i RNA pojmo-
wana jest jako zdolno$¢ rozpoznania jedynej, w petni
komplementarnej sekwencji mMRNA i oparta jest na
zasadzie komplementarnos$ci Watsona-Cricka. A, T,
G, CasODN tgczg sie odpowiednio z U, A, C, G RNA.
Teoretycznie przy odpowiednio dtugiej sekwencji
RNA uktad nukleotydéw w sekwencji jest niepo-
wtarzalny (a wiec charakterystyczny dla danego genu).
Zatem asODN w peini komplementarny do tej sek-
wencji powinien oddziatywaé¢ tylko z wybranym
mRNA. Minimalna dtugos¢ ODN rozpoznajacego
swoiscie wybrane mRNA w komorce ludzkiej wynosi
11-15 nukleotydow (nt) a zalezy od sktadu zasad ODN
(11 w przypadku ODN zawierajacego wytacznie nuk-
leotydy G i C, 15 w przypadku ODN zawierajgcego
jedynie A i T; réznica wynika z przewagi A i T nad
G i C wgenomowym DNA) [7]. Wydaje sig, ze jest to
jednoczesnie diugos$¢ optymalna. Przy zwiekszeniu
dtugosci ODN prawdopodobiefAstwo rozpoznania in-
nej sekwencji maleje. Jednakze istnieje mozliwos$é
hybrydyzacji fragmentu ODN z mRNA (ODN o dtu-
gosci 20 nt to jednocze$nie 9 réznych ODN o dtugosci
12 nt itd., kazdy z tych odcinkow moze hybrydyzowac
z komplementarng sekwencjg [8]).

Mozliwa jest tez hybrydyzacja z btedami (potgczenie
niezgodne z zasada komplementarnos$ci). Warunki
doswiadczenia powinny zatem sprzyjaé procesowi
swoistej hybrydyzacji oraz ogranicza¢ reakcje nie-
specyficzne (patrz nizej).

Teoretyczna dlugo$¢ zapewniajgca swoistos¢
asODN odnosi sie do uktadu doskonatego, tj. takiego,
w ktorym RNA i ODN istniejg w formie jednoniciowej,
a sekwencje docelowe RNA sg jednakowo dostepne
ijednakowo wazne (uruchamiajgce mechanizmy efek-
torowe). W rzeczywisto$ci specyficzno$¢ wynika z wa-
runkéw doswiadczenia oraz parametréw danego ukta-
du i zalezy od analogu, dtugosci i stezenia ODN oraz
jego powinowactwa do sekwencji docelowej.

Wykazano, ze poprzez odpowiedni dobdr stezenia
asODN oraz ich dtugosci mozna zwiekszy¢ swoistosé
dziatania pieciokrotnie [2]. W doswiadczeniu porow-
nywano asODN o diugosci 17 nt (komplementarny
wobec sekwencji od nukleotydu 27 do 43 mRNA genu
Ha-ras), 15 nt (28-42) i 19 nt (26-44) w stosunku do
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mRNA prawidlowego i zmutowanego genu Ha-ras.
Najbardziej skuteczny (hamowanie ekspresji genu do-
celowego) byt asODN o dtugos$ci 19 nt, ale jednoczes-
nie dziatat najmniej specyficznie (hamowat ekspresje
obu gendéw, zmutowanego i prawidtowego). AsODN
0 dtugosci 15 nt dziatat wytgcznie na zmutowany gen,
ale jego skutecznos$¢ byta 8-krotnie nizsza od poprzed-
niego. Najbardziej swoiscie i skutecznie dziatat
asODN o dtugosci 17 nt, jednakze jego specyficznosc
bliska 100% przy stezeniu IOONM malata do 60% przy
stezeniu 2.5 raza wiekszym.

Specyficzno$¢ staje sie podstawowym problemem
w sytuacji, gdy celem dla asODN jest gen réznigcy sie
od genu prawidtowego sekwencjg zmutowang w wyni-
ku mutacji punktowej. W takim przypadku jedynie
wybor sekwencji zmutowanej moze zapewnié odpo-
wiednig selektywno$¢ dziatania asODN. Zamiana
G na T w 12 kodonie protoonkogenu Ha-ras prowadzi
do wbhudowania glicyny w miejscu waliny w biatko Ras
lpowstania biatka onkogennego. Potgczony z akrydy-
ng asODN o dlugo$ci 9 nukleotydéw, komplementar-
ny z sekwencjg obejmujgcg 10, 11 i 12 kodon mRNA
onkogenu Ha-ras hamowat ekspresje tego genu, pod-
czas gdy ekspresja protoonkogenu Ha-ras pozostata
niezmieniona [9,10]. AsODN powodowatzahamowa-
nie proliferacji komoérek T24 raka pecherza moczo-
wego (majagcych zmutowany protoonkogen Ha-ras)
[9], podczas gdy wzrost komdrek HBL100 zawieraja-
cych dwie kopie dzikiego genu Ha-ras, pozostawat
niezaburzony.

Niepetna komplementarno$¢ asODN i sekwencji
docelowej powinna uniemozliwiac ich potgczenie. Des-
tabilizujgca warto$¢ mutacji zalezy od jej rodzaju
i miejscowienia. Koszt energetyczny zamiany G na
A wynosi -3.6 ATm (°C, réznica w temp. topnienia),
podczas gdy zamiana C na G -19.4 ATm [2]. Korzys-
tajgc z tej prawidtowosci, w przypadku obecnosci kilku
zmutowanych punktowo sekwencji mMRNA, mozna
wybra¢ sekwencje z mutacjg, ktéra zapewni najwiek-
szg specyficzno$¢. Zgodnie z przewidywaniem delecje
nukleotydow w $srodku sekwencji bardziej destabilizu-
ja hybryde, niz delecje umiejscowione na krafcach
sekwencji.

Odmienna ocene specyficznosci dziatania asODN
sugerujg wyniki doSwiadczenia z uzyciem zabich oocy-
téw, do ktorych wstrzyknieto egzogenne mRNA [8].
Poréwnano efekt asODN w peini i czeSciowo kom-
plementarnych z badaniami mRNA. Okazato sie, ze
asODN dziataty rowniez przy niepetnej komplemen-
tarnosci. Jednak warunki doswiadczenia, takie jak
temperatura (23°C), czy wybor miejsca mutacji (jedynie
na krancach asODN), zdecydowanie sprzyjaty od-
dziatywaniom niespecyficznym.

Przedstawione wyzej prawidtowosci dotyczg sytua-
cji, w ktérych hybrydyzacja przebiega wedtug zasady
komplementarnosci Watsona i Cricka pomiedzy cigg-
tymi sekwencjami. Potaczenie asODN z RNA moze
takze zaistnie¢ w wyniku utworzenia potréjnej helisy
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pomiedzy dwuniciowym pniem ijednoniciowym ODN
[11]. Poza tym asODN moze hybrydyzowaé z sekwen-
cja nieciggta np. z krétkimi jednoniciowymi sekwenc-
jami poprzedzielanymi odcinkami o strukturze szpilki
do witoséw. Trudno jest obecnie oceni¢, jak bardzo
zjawiska takie moga wptywac na swoisto$¢ dziatania
asODN.

Podsumowujgc, skuteczne i swoiste potgczenie
asODN z mRNA to pierwszy etap dziatania antysen-
sownych oligodeoksyrybonukleotydéw. Zalezy ono
od ich powinowactwa do docelowej sekwencji RNA.
Nie wszystkie sekwencje RNA sa rownie dostepne dla
asODN. Specyficzno$¢ hybrydyzacji moze ulec po-
prawie poprzez dobdr sekwencji RNA oraz dtugosci
i stezenia asODN.

I1l. Mechanizmy oddzialywania antysensow-
nych ODN z mRNA

Swoista i skuteczna hybrydyzacja zapoczgtkowuje
kolejne etapy oddziatywania asODN z sekwencjami
mRNA. Jednym z gtdwnych mechanizmdw konco-
wych jest wspoétzawodnictwo z naturalnym ligandem
np. czynnikami montazu mRNA, biatkami aktywuja-
cymi translacje, rybosomami, o zwigzanie z odpowied-
nig sekwencjg mMRNA. Innym mechanizmem jest ak-
tywacja RNazy H, enzymu hydrolizujagcego RNA
w hybrydzie ODN-RNA.

I11-1. Sekwencje regulujgce metabolizm RNA ja-
ko miejsce docelowego dziatania asODN

I11-1-a. Sekwencje pre-mRNA  uczestniczace
w cieciu i skfadaniu pre-mRNA

Proces ciecia i sktadania pre-mRNA (ang. splicing)
polega na wycieciu intronéw i potgczeniu eksonow
w ukiad sekwencji stanowigcy dojrzate mRNA [12].
Jest to proces wysoce specyficzny izalezny od dziatania
ztozonego uktadu molekularnego, w sktad ktorego
wchodza peptydy i RNA tworzace U snRNP (ang.
U small nuclear ribonucleoproteins) oraz inne czynniki
regulatorowe. SnRNA (ang. small nuclear RNA) roz-
poznajg (poprzez specyficzng hybrydyzacje) kluczowe
sekwencje pre-mRNA: 5'ss i 3'ss (ang. 5' splicing
site), lezace odpowiednio na granicy ekson-intron
i intron-ekson, a zatem okreslajagce pozycje intronu
(5'-intron-3") oraz sekwencje BP (ang. branching point).
Rozpoznanie miejsca 3'ss rozpoczyna kaskade reakcji
umozliwiajgcych odpowiednie zorientowanie czgste-
czki pre-mRNA, przeciecie jej w 5'ss, tymczasowe
potagczenie 5'ss z BP i kohncowe potgczenie sasia-
dujacych eksonow.

Wykazano, ze asODN komplementarne z wybra-
nych sekwencji snRNA skutecznie blokujg proces
ciecia i sktadania pre-mRNA in vitro [4, 13, 14].

Wyniki innych doSwiadczen wskazaty na mozliwo$¢
zahamowania ekspresji gendw za pomocg asODN
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swoiscie wplywajacych na proces ciecia i sktadania
pre-mRNA [15, 16]. Zastosowano M-ODN (metylo-
fosforanowy analog) komplementarny z 5'ss pre-mRNA
genu wczesnego 4 (IE-4) wirusa opryszczki (HSV-1).
Nieprawidtowej wielkosci mMRNA IE-4 (z dodatko-
wym fragmentem intronu) stanowit ok. 20% og0lnej
ilosci transkryptu tego genu. Jednoczes$nie obserwowa-
no prawie catkowite zahamowanie syntezy biatek
wirusowych i replikacji wirusa. Obserwowany efekt
byt wysoce specyficzny w odniesieniu do badanej
sekwencji (asODN do przypadkowej sekwencji intro-
nu nie miaty zadnego efektu), jak i w odniesieniu do
wirusa (asODN nie hamowaty replikacji wirusa HSV-
2, pomimo ze homologia sekwencji docelowej wynosita
65%). Podobne wyniki uzyskano stosujgc asODN
komplementarne z sekwencjg 3'ss pierwotnych trans-
kryptéw genéw IE-22 i IE-47 wirusa HSV-1 [17].

W jednej z rzadkich form R-talasemii (choroba
wywotana nieprawidtowg strukturg taficucha 8 hemo-
globiny) mutacja punktowa w drugim intronie genu
R-globiny tworzy nieprawidtowe sekwencje 5'ss oraz
aktywuje ukryte sekwencje 3'ss. W takiej sytuacji
aparat ciecia i sktadania pre-mRNA wykorzystuje
zaréwno prawidtowe sekwencje ss,jak i nowo powstate
w wyniku mutacji. Powoduje to powstanie transkryp-
tow: prawidtowych i nieprawidlowych w proporcji
1:2. 2'-0-metylooligorybonukleotydy komplementar-
ne z btednymi sekwencjami 3'ss lub 5'ss przywarty
prawidtowy proces cigcia i sktadania pre-mRNA R-
globiny [18]. Prawdopodobnie asODN po hybrydyza-
cji ze zmutowanymi sekwencjami i utworzeniu stabil-
nej struktury drugorzedowej blokowaty dostep czyn-
nikdbw montazu do biednych sekwencji ss, co umoz-
liwito wykorzystanie sekwencji prawidtowych.

111-1-b. Rejon nieulegajacy translacji 5'RNA

Eukariotyczne mRNA oraz RNA niektérych wiru-
séw zawierajg rejon niekodujacy w pozycji 5' od
kodonu startowego (ang. 5' untranslated region,
5'UTR) zakonczony strukturg czapeczki (ang. cap),
Odpowiedzialny jest on za stabilno$¢ RNA w jadrze
komdérkowym, regulacje wyciecia pierwszego intronu,
transport mMRNA zjadra do cytoplazmy oraz inicjacje
translacji [19]. W obrebie tej sekwencji powinny sie
zatem znajdowaé miejsca rozpoznawane przez czyn-
niki regulujagce wyzej wymienione procesy. Efekt
asODN bytby wynikiem ich wspdtzawodnictwa z na-
turalnymi czynnikami regulatorowymi o miejsce wig-
zania.  Zaznaczy¢ nalezy, ze cho¢  efekty
anty-5'UTR-ODN, takie jak zmiana stabilnosci
mRNA, zaburzenie obrébki pierwszego intronu
i transportu mRNA zjadra do cytoplazmy sg bardzo
pradopodobne, jak dotad brak bezpos$rednich dowo-
doéw na ich obecnosc¢.

Pierwszym etapem procesu inicjacji translacji jest
potaczenie biatkowego czynnika inicjujgcego transla-
cje elF-4F (ang. eukaryotic initiation factor 4F) ze
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strukturg czapeczki. Umozliwia to oddziatywanie z re-
jonem 5'UTR innyh czynnikéw elF-4A i elF-4B
i aktywacje kompleksu preinicjujacego 43S (podjed-
nostka 40S rybosomu z czynnikiem elF-2 oraz Met-
tRNAML). Aktywny kompleks preinicjujgcy przesuwa
sie w kierunku 3', az napotka kodon startowy. Przyta-
czenie podjednostki 60S umozliwia rozpoczecie trans-
lacji [20].

Przyjmuje sie, ze podstawowy proces inicjacji trans-
lacji moze byé dodatkowo regulowany. Dobrze po-
znana jest regulacja translacji mRNA ferrytyny (biatka
magazynujgcego zelazo) [20, 21]. W rejonie 5'UTR
(ok. 30-40 nt od czapeczki) znajduje sie sekwencja
0 konfiguracji szpilki do witoséw IRE (ang. iron
responsiue element) miejsce wigzania biatka IRE-BP
(ang. IRE binding protein). Na oddziatywanie IRE-BP
z mRNA wptywajg jony Fe2+. Zahamowanie inicjacji
translacji zalezy od stabilizacji struktury IRE przez
biatko (przy niskim stezeniu Fe2+), co uniemozliwia
prawidtowe oddziatywanie czynnikOw inicjujgcych
lkompleksu 43S z RNA. Z innych badarn wynika, ze
samo istnienie rejonu o strukturze przestrzennej wy-
zszego rzedu (bez stabilizujgcego biatka, o energii do
AG < -50 kcal/mol) nie blokuje inicjacji translacji, jesli
miejsce jego powstania znajduje sie w kierunku 3' od
miejsca przytaczenia kompleksu 43S. Wynika to z ak-
tywnosci helikazowej (rozplatajacej) kompleksu pre-
inicjujgcego.

Mozna wyrozni¢ kilka mechanizméw oddziatywa-
nia asODN w rejonie 5'UTR. W szczeg6lnosci hyb-
rydyzacja asODN:

1 zmienia strukture przestrzenng odcinka RNA
i zaburza przytaczanie podstawowych czynnikéw inic-
jujacych translacje;

2. blokuje przytgczanie biatek regulatorowych (ak-
tywatoréw lub represoréw). Mechanizm pierwszy mo-
ze by¢ uniwersalny, drugi za$ specyficzny dla okres-
lonej populacji mRNA.

W jednym z doSwiadczenn badano oddziatywanie
pomiedzy czynnikami inicjujgcymi translacje, rejonem
55'UTR mRNA reowirusbw a asODN. ODN kom-
plementarne wobec pierwszych 15 nukleotydéw tej
sekwencji hamowaty wigzanie podjednostki a czyn-
nika elF-4F z czynnikami elF-4A oraz elF-4B [22],
W innym doswiadczeniu wykazano, ze asODN do
koncowych sekwencji rejonu 5'UTR syntetycznego
RNA i wystajace kilka nukleotydéw poza czapeczke
powodowato za$§ hamowanie wigzania czynnika elF-
4E do RNA. W tym przypadku efekt ten byt zalezny od
liczby i rodzaju nukleotyddw wystajgcych poza koniec
5'RNA [23].

W ostatnim czasie zidentyfikowano sekwencje regu-
latorowe RNA wirusa HIV-1 np. TAR i RRE, wigzace
odpowiednio biatka transaktywujace TAT i REV.
TAT po potaczeniu z TAR nasila transkrypcje RNA
wirusowego. Wykazano, ze asODN komplementarne
z sekwencjg TAR (rozdz. 11-1) blokowat ekspresje
gendw wirusowych i replikacje wirusow.
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Niektore geny zawieraja kilka miejsc startu trans-
krypcji. Powoduje to powstanie transkryptow roz-
nigcych sie diugosciag, sekwencjg i strukturg rejonu
5UTR [19]. W mRNA ICAM-1 (kodujgcego biatko
zaliczane do rodziny adheryn) 5’UTR moze mieé
dtugos¢ 41,124 i 319 nukleotyd6éw dtugosci, w zalezno-
$ci od rodzaju komdrki lub warunkéw S$rodowiska.
Wybor rejonu 5'UTR jako miejsca oddzialywania
asODN stwarza mozliwo$¢ wybidrczego zablokowa-
nia ekspresji okreslonej subpopulacji mMRNA.

I11-l-c. Rejon niekodujacy 3 mRNA

Sposrdéd kilkunastu ODN, komplementarnych wo-
bec réznych sekwencji mMRNA ICAM-1, najbardziej
efektywne byty ODN hybrydyzujace z sekwencjg poto-
zong 300 nt za miejscem zakonczenia translacji, w rejo-
nie 3'UTR (ang. 3' untranslated regin) (Ryc. 4) [24].
asODN specyficzne wobec innych sekwencji rejonu
3'UTR byty mniej lub catkowicie nieskuteczne. W do-
Swiadczeniu opisanym wyzej mozliwe jest, ze odszcze-
pienie konca 3' (w wyniku dziatania RNazy H, rozdz.
111-3) w okre$lonym miejscu 3'UTR (inne 3'UTR-
asODN byty mniej skuteczne) powodowato zmianeg
w uktadzie sekwencji destabilizujgcych i wyzwalato
szybka degradacje mRNA kodujacego ICAM-1.

3 . 6 1
> ' ICAM-1 27 4 . AAAAAA
5uTR | 3'UTR
RP
3 3
' p120 2 lem i aAAnA
5'UTR | 3'UTR
RP
4 e
12 444 3
SUTR c-myc sutR A AAAAA
RP
41 2
sutR pro-a sutn | AAAAAA
RP

Ryc. 4. Wybor optymalnej sekwencji mRNA — miejsca oddziaty-
wania z asODN. Cyfry okre$laja przyblizong lokalizacje
sekwencji, ktdre stanowity cel dla asODN. Miejsce hyb-
rydyzacji asODN, ktéry najsilniej hamowat ekspresje genu,
oznaczone jest cyfra 1. Miejsca hybrydyzacji innych asODN
oznaczone sg w kolejnosci przez cyfry od 2 do 6. * oznacza
miejsce hybrydyzacji as ODN o skuteczno$ci ponizej 50%.
5'UTR — rejon nieulegajacy translacji 5mRNA; RP — re-
jon ulegajacy translacji (kodujacy) mRNA; 3'UTR — rejon
nieulegajgcy translacji 3 mRNA; ICAM-1 — adheryna,
komoérki HUVEC [24]; p!'20 — cyklina, komoérki HelLa
[31]; c-myc — czynnik transkrypcyjny, komoérki HL-60
[30]; pro-a — prothymozyna a, komérki RPM 1 8226 [29].

I11-1-d. Zahamowanie translacji

Zebrano wiele dowodéw na mozliwos¢ skutecznego
zablokowania translacji przez asODN, komplemen-
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tarne wobec kodonu startowego AUG ipoczatkowych
sekwencji kodujacych [26]. Niestety mechanizm tego
procesu nie jest znany. Wydaje sie, ze asODN blokuja
przytgczenie podjednostki rybosomalnej 60S do kom-
pleksu 43S i mRNA w miejscu startu translacji.
Sprzeczne doniesienia dotyczg skutecznosci asODN
komplementarnych wobec $rodkowych i kohcowych
sekwencji kodujacych [24, 27-31]. Nie wyjasnione jest
tez oddziatywanie hybrydy asODN:mRNA z rybo-
somami. Wiadomo, ze organella te rozplatajg struk-
ture drugorzedowa RNA, powinny tez destabilizowaé
hybryde asODN:mRNA [20, 32, 33].

111-2. Aktywacja RNazy H przez asODN

Substratem RNazy H jest hybryda RNA: DNA.
RNAza H wystepuje zardwno w jadrze, jak i w cyto-
plazmie, aktywnie dzielacych sie komdrek iuczestniczy
w procesie replikacji DNA, podczas ktérego hydro-
lizuje oligorybonukleotydy stuzgce jako startery.

Pierwsze doswiadczenia, sugerujgce mozliwos$¢ ak-
tywacji RNazy H przez asODN, przeprowadzono
w systemie translacji in vitro z uzyciem lizatu z retikulo-
cytow krolika [34,35]. Pomimo, ze aktywno$¢ RNAzy
H w preparacie lizatu retikulocytow stanowi 1-2%
aktywnosci wystepujacej w komorkach jadrowych
okazato sig, ze zahamowanie ekspresji badanych ge-
néw byto wynikiem fragmentacji mRNA. Analiza
RNA wykazata obecnos$¢ fragmentéw mRNA ai P glo-
biny, za$ miejsce ciecia odpowiadato miejscu wigzania
asODN. Dodanie inhibitora RNAzy H poli(rA)-oli-
go(dT) przwracato ekspresje gendw globin. Podobne
obserwacje poczyniono analizujgc losy endogennego
i egzogennego mRNA w oocytach mysich i zabich po
zastosowaniu odpowiednich asODN komplementar-
nych wobec sekwencji kodujgcych [36, 37].

Inne dowody potwierdzajgce udziat RNazy
H w procesie hamowania ekspresji genoéw przez
asODN pochodzg z badarn nad retrowirusami. Klu-
czowym enzymem cyklu zyciowego retrowiruséw jest
odwrotna transkryptaza. Okazato sie, ze jedna z pod-
jednostek odwrotnej transkryptazy ma aktywno$é
RNazy H. W jednym z do$wiadczen uzyskano zaha-
mowanie syntezy cDNA wirusébw AMV (ang. avian
mieloblastoma virus) i MMLV (ang. murine Moloney
leukemia virus) stosujgc asODN. Analiza RNA wyka-
zaka jego przeciecie w miejscu hybrydyzacji z asODN.
Jesli odwrotna transkryptaza zostata pozbawiona (w
wyniku mutacji) aktywnosci RNazy H, asODN nie
hamowaty odwrotnej transkrypcji [38-40]. Wydaje sig,
ze taki ukitad powinien by¢ szczegdlnie efektywny
i specyficzny w blokowaniu ekspresji genéw wiruso-
wych. Przy obecnosci asODN, odwrotnej transkrypcji
(pierwszemu etapowi ekspresji genow wirusowych)
bedzie towarzyszyta degradacja RNA wirusowego.

RNAza H hydrolizuje w kompleksie RNA-DNA
jedynie RNA, zatem jedna czasteczka ODN moze
wyzwala¢ degradacje wielu czasteczek RNA. Pseudo-
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katalityczne dziatanie ODN w obecnosci RNAzy
H sugerowaty wyniki dos$wiadczenia, w ktérym S-
ODN komplementarne wobec sekwencji kodujgcej
mRNA (Tglobiny kréliczej wstrzyknieto do ooctéow
zaby razem z docelowym mRNA [37]. Przy stezeniu
ODN czterokrotnie nizszym od stezenia RNA obser-
wowano degradacje potowy czagsteczek mRNA.

Wydawac by sie mogto, ze aktywacja RNazy H po-
winna by¢ kluczowym mechanizmem efektorowym
asODN. Bez wzgledu na lokalizacje hybrydy przeciecie
RNA niszczytoby te czagsteczke nieodwracalnie. Oka-
zato sie jednak, ze taka prawidtowo$¢ nie zawsze
istnieje. Komoérki biataczki monocytarnej U937 zawie-
raja aktywna RNaze H. AsODN komplementarne
wobec pierwszych kodonéw mRNA c-myc hamowaty
synteze biatka Myc w tych komdrkach. Jednoczes$nie
nie wykazano degradacji mRNA c-myc [41].

IV. Wybor optymalnej sekwencji mRNA jako
miejsca oddziatywania z asODN

Wybdr optymalnej sekwencji docelowej mRNA
i odpowiednie zaprojektowanie asODN jest sprawa
kluczowa dla zapewnienia skutecznosci i swoistosci
jego dziatania. Stosuje sie tu kilka metod. Jedna z nich
polega na opracowaniu modelu struktury drugorzedo-
wej mMRNA docelowego, wyliczeniu energii wigzania
z poszczegblnymi sekwencjami i wreszcie na wyborze
najbardziej odpowiedniej sekwencji w danym uktadzie
doswiadczalnym [42, 43]. Inng metoda, jak dotad
najczesciej stosowana, jest testowanie wielu ODN
komplementarnych wobec wybranych sekwencji
mRNA, pod wzgledem skutecznos$ci [24, 29-31], Ryci-
na 4 przedstawia skutecznos¢ asODN w stosunku do
roznych sekwencji kilku mRNA. Duzg skutecznos¢
wykazujg asODN komplementarne wobec sekwencji
z kodonem startowym. Jest to istotne, gdyz dla wiek-
szosci gendw znane sg jedynie sekwencje cDNA.
W tym przypadku mechanizmem dziatania bedzie
zatrzymanie translacji. Skuteczno$¢ asODN hybrydy-
zujgcych w rejonie 5'UTR lub 3'UTR $wiadczyé moze
o decydujgcym znaczeniu tych sekwencji w regulacji
ekspresji genéw. Mechanizmem dziatania moze byc¢ tu
blokowanie dostepu naturalnych ligandéw (aktywato-
réw lub represoréw) lub przecigcie mMRNA. Pamietac
jednak nalezy, ze brak lub mniejszy efekt danego ODN
moze S$wiadczy¢ zar6wno o niklym znaczeniu dla
ekspresji genu wybranej sekwencji RNA, jak réwniez
0 stabym powinowactwie asODN wobec RNA.

V. Podsumowanie

asODN stanowig nowg klase narzedzi badawczych
oraz potencjalnych terapeutykow pozwalajgcych na
wysoce specyficzng ingerencje w proces ekspresji genu
na etapie metabolizmu mRNA. Pierwszym etapem
dziatania asODN jest seektywne rozpoznanie i pota-
czenie czyli hybrydyzacja z docelowg sekwencjg
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MmRNA. Selektywnos$¢ dziatania asODN mozna po-
prawi¢ poprzez wyb6r odpowiedniego analogu, dtugo-
§ci i stezenia asODN oraz sekwencji mRNA. asODN
oddziatujac z sekwencjg mMRNA blokujg dostep natu-
ralnych ligandow regulujagcych metabolizm mRNA
lub wyzwalajg enzymatyczng hydrolize mRNA. Me-
chanizmy efektorowe, wtdrne do hybrydyzacji, zalezg
od lokalizacji sekwencji docelowej w czgsteczce
mMRNA oraz od wasciwosci samego uktadu doswiad-
czalnego. Wyboru najbardziej optymalnej sekwencji
docelowej, w wigkszosci przypadkéw, dokonuje sie
metoda prob i btedéw sposrod puli wielu asODN.
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I. Wstep

Apirazy (dwufosfohydrolazy ATP — EC 3.6.1.6) sg
enzymami znanymi od ponad 40-tu lat. Odkryte
i opisane po raz pierwszy w 1945 r. przez Meyer-
hofa [1] sa jedynymi enzymami hydrolizujagcymi
ATP, ktérych funkcja metaboliczna nie zostata dotad
w petni poznana.
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Badania ostatnich dziesieciu lat udowodnity, ze
adenozytréjfosforan jest nie tylko Zzrddiem energii
w komdérce, lecz rowniez nosnikiem informacji [2-4].
Podobng funkcje petnig powstajace w wyniku hydro-
lizy tego nukleotydu ADP, AMP iadenozyna [2, 5, 6].
Zwiazki te kontrolujg rozne, czesto przeciwstawne,
procesy metaboliczne, w zwigzku z tym w komdrkach
i tkankach muszg istnie¢ mechanizmy regulujace ich
stezenie. ATP i ADP sg substratami wielu enzymoéw.
Niektore z nich, w tym ATPazy, wykorzystujg energie
wigzan pirofosfosforanowych do syntez, transportu
jonéw i metabolitow [7]. Apirazy rowniez hydrolizuja
ATP jednak nie uczestnicza w zadnym z wcze$niej
wymienionych proceséw. Specyficzny mechanizm hyd-
rolizy substratow przez apiraze wskazuje, ze moze
ona kontrolowaé, w komérkach i tkankach, stezenie
nukleotydéw bogatych wenergie i powstajagcych w wy-
niku ich hydrolizy produktow o niskim potencjale
energetycznym. Celem mojego artykutu jest prezenta-
cja wynikow, ktore po okoto 50 latach, pozwolity na
sformutowanie hipotezy o udziale apiraz w regulacji
poziomu nukleotydow w komadrkach i tkankach.

Il. Klasyfikacja apiraz

Apirazy charakteryzujg sie zblizonymi wiasciwos-
ciami kinetycznymi i strukturalnymi [8-15] tworzac
wyrazistg grupe systematyczng. ROznig sie jednak
rozpuszczalnoscig i lokalizacjg co stanowi podstawe
ich klasyfikacji (Ryc. 1). Mozemy wyrézni¢ dwie formy
tego enzymu: rozpuszczalng ,,R” uzyskang z super-
natantéw komaorek roslinnych ize sliny owadow [9,16],
oraz zwigzana z membranami forme ,M” [9-12, 17].
Obie formy mogg wystepowac jako endoapirazy ,I1”
(-,RI”i,M1”) 0 centrum Kkatalitycznym znajdujgcym sie
we wnetrzu komorki [14, 17] i ektoapirazy ,,O0” (,RO”
i ,MO”) o centrum Kkatalitycznym zlokalizowanym
poza komérka [12, 18, 19].

I1l1. Charakterystyka apiraz

Obecno$é dwufosfohydrolaz ATP stwierdzono we
wszystkich dotychczas przebadanych tkankach euka-
riontow [8-16, 18] oraz w komdrkach nowotworo-
wych [10]. Brak jest jednak jednoznacznych danych
0 obecnos$ci ektoapirazy w komdrkach i tkankach
ro$lin.

W iekszos$¢ dotychczas opisanych dwufosfohydrolaz
ATP zbudowanych jest z pojedynczego polipeptydu
1 charakteryzuje sie brakiem grup -SH [10, 11, 15,
19-22], Masa czasteczkowa wigkszo$ci apiraz roslin-
nych waha sie od 40-51 kDa, podczas gdy apirazy
zwierzece charakteryzuja sie wieksza i bardziej zr6z-
nicowang wielkoscig czasteczek [13, 23]. Ektoapirazy
izolowane z watroby szczura, $ledziony wotu oraz
trzustki $wini sg glikoproteinami [11,18, 23]. Karbok-
sylowy koniec tafcucha biatkowego ektoapiraz znaj-
duje sie po stronie cytoplazmatycznej btony. Po stronie
ekstracytoplazmatycznej wystepujg 2 fragmenty struk-
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tury o sekwencji odpowiadajgcej miejscom wigzania
nukleotydéw oraz aminowy koniec tancucha biat-
kowego [18].

Apirazy niezaleznie od Zrddta ich pochodzenia sg
enzymami o niskiej specyficznosci substratowej i kata-
lizujg rozpad zaréwno nukleotydow dwu-jak itrojfos-
foranowych oraz pirofosforanu tiaminy [8, 15, 21, 23].
Oczyszczone preparaty apiraz nie hydrolizujg nie-
ograniczonego pirofosforanu i estrowych wigzan
fosforanowych [8, 21, 23]. Enzymy z r6znych zrédet
réznig sie szybkoscig hydrolizy ATP i ADP. Stosunek
hydrolizy ATP do ADP (Ksh [ATP/ADP]) wiekszosci
apiraz zawiera sie pomiedzy 1 i 2 [8, 9, 14, 24].
Optimum pH apiraz roslinnych jest bliskie 6.5 [8,9,14,
24], podczas gdy optimum pH enzyméw zwierzecych
znajduje sie w przedziale alkalicznym [9, 10, 12].
Apirazy sg silnie hamowane przez zwiazki chelatujgce
[8, 11, 22], i azydki [2, 10, 12], a w niekt6rych
przypadkach przez HgCI2[19, 25] i analogi ATP [10,
11, 26]. Silnym inhibitorem apirazy z mikrosomoéw
pszenicy oraz rozpuszczalnego enzymu z bulw ziem-
niaka jest triflupromazyna [17, 27].

APIRAZY

formy rozpuszczalne formy membranowe

"R M
EKTOAPIRAZY ENDOAPIRAZY EKTOAPIRAZY
"RO" "RI" "MI* "MO"
apirazy cyfozolo aprazy nabtonek
$liny wa api* memb. jadro- i miesnie gt

owadoéw raza zie- wych, ER.A.Gol- naczyn krw.,
mniaka gi, mikrosomy komérki wa-
i troby, ptuc,
Ryc. 1. Schemat klasyfikacji apiraz. trzustki,
synapsy

IV. Mechanizm katalizy

Poznanie mechanizmu katalizy stanowi podstawe
dla zrozumienia metabolicznej roli apirazy. Apiraza
hydrolizuje ATP do AMP i 2 czasteczek ortofosfo-
ranu. Adenozyna, jako produkt, pojawia sie we wczes-
nym stadium reakcji, przy ogromnym nadmiarze sub-
stratu w stosunku do produktéw [8, 24, 26]. Inaczej
zachowuja sie ATPazy, ktdre w analogicznych warun-
kach hydrolizuja ATP do ADP i ortofosforanu [7].

Stosujgc y [32P]ATP i 3[32P]JADP wykazano, ze
dodanie do znakowanego ATP réwnomolarnych ilosci
nieznakowanego ADP powoduje obnizenie o 50%
ilosci @lub y 32Pj uwalnianego z ATP [24]. Sugeruje to,
ze nieradioaktywny ADP konkuruje o miejsce aktyw-
ne tylko zwolnym enzymem. Na tej podstawie autorzy
zaproponowali nastepujgcy mechanizm hydrolizy:

ATP + E(>E-ATP E-ADP -» AMP + P= (1)
|

Pl
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Te hipoteze w petni potwierdzaja nasze badania nad
apiraza z mikrosomoéw kietkdw pszenicy [8, 26], w kto-
rych wykazaliSmy, ze dodanie do optymalnych stezen
ATP — 1mM ADP nie przyspiesza, ale tez nie hamuje
szybkosci reakcji. Szybko$¢ hydrolizy nie jest wiec
ograniczona stezeniem wolnego ADP. Ponadto analog
ATP z dotaczng do y fosforanu siarkg hamuje hydro-
lize obu substratow, podczas gdy ADP-S jest stabym
inhibitorem enzymu i dlatego powinowactwo enzymu
do ATP wydaje sie by¢ wieksze nizdo ADP [26]. W tej
sytuacji niewielkie iloSci powstajgcego w poczatkowej
fazie reakcji ADP iogromny nadmiar ATP w miesza-
ninie reakcyjnej nie pozwala na ponowne wigzanie
ADP z centrum katalitycznym apirazy [8]. Powyzsze
dane oraz zblizone wartosci Km dla ATP i ADP
potwierdzaja, ze prezentowany powyzej schemat jest
zgodny z mechanizmem dziatania enzymu (1).

V. Funkcja ektoapiraz w uktadzie nerwowym

Juz w latach siedemdziesigtych wysunieto hipoteze
0 udziale pochodnych adenozyny w procesach neuro-
transmisji [2], poniewaz w zakornczeniach synaptycz-
nych oprécz pecherzykdw wypetnionych neurotrans-
miterami stwierdzono gromadzenie sie pecherzykéw
zawierajacych ATP. Drogg egzocytozy pecherzyki
przedostajg sie do przestrzeni synaptycznej, a uwol-
niony z nich ATP powoduje depolaryzacje btony
postsynaptycznej i transmisje sygnatu do nastepnego
neuronu lub ptytki nerwowo-miesniowej [2, 28-30]
(Ryc. 2). Podanie do przestrzeni S$rodsynaptycznej
a,P-metyleno-ATP (analogu ATP) zwigzku, ktdry nie
ulega hydrolizie enzymatycznej, powoduje 100-krotne
wzmocnienie sygnatu nerwowego [2]. Ten fakt, podo-
bnie jak i gromadzenie w przestrzeni synaptycznej
AMP iadenozyny potwierdzaja udziat ATP w neuro-
transmisji. Badania ostatnich trzech lat wykazaty, ze
ATP gra role neurotransmitera w centralnym i ob-
wodowym uktadzie nerwowym. W ostatnich dwaéch
latach stwierdzono, ze transmisja sygnatu miedzy
neuronami uzdeczki moézgu szczura i w nerwach
obwodowych $winki morskiej trwa mimo obecnosci
substancji blokujacych receptory nikotynowe, gluta-
minianowe, y-aminomastowe, noradrenalinowe oraz
adenozynowe [31, 32]. Jedynym inhibitorem tego
sygnatu okazata sie suramina substancja hamujaca
wigzanie ATP z receptorem, typu P2 Natomiast
analog ATP — a,@metyleno ATP usuwat wywotang
suraming blokade sygnatu [31]. Powyzsze dane wska-
zujg na obecnosS¢ purynoreceptoréw rowniez w cent-
ralnym i obwodowym uktadzie nerwowym ssakdw.
Dotychczasowe badania pozwolity na wyodrebnienie
w komorkach zwierzecych purynoreceptoréw charak-
teryzujacych sie wysokim powiniowactwem wobec
ATP i ADP, okreslanych jako receptory P2, Py2, Py2,
Px2) [2-4] oraz receptoréw P10 niskim powinowact-
wie do wspomnianych nukleotydow, a wysokim wobec
AMP iadenozyny. Receproty Pt sa blokowane przez
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metyloksantyne, a ich aktywacja powoduje wzrost ilosci
CAMP [2, 3, 5]. Receptor P2blokuje suramina, a analo-
gi ATP powodujg wzmocnienie sygnatu [1, 2, 7]. ATP
jest bardzo szybkim przekaZznikiem sygnatéw wywotu-
jacych ostry wzrost i rownie gwattowny spadek pobu-
dzenia nerwowego [2, 3, 31]. Potwierdza to btyskawicz-
na degradacja znajdujgcego sie w szczelinie synaptycz-
nej ATP, w wyniku ktérej powstajg duze ilosci adenozy-
ny oraz inozyny iniewielkie ilosci AMP iADP [2,4,33].
Tak wiec, ATP spetnia 4 z 5 warunkéw stawianych
neurotransmiterom, mianowicie:

1 — synteza i przechowanie przekaznika odbywa sie

w zakornczeniu nerwowym;

2 — stymulacja nerwoéw uwalnia neurotransmiter;

3 — uzyty egzogennie wyzwala odpowiedZ postsyna-
ptyczng;

4 — niehydrolizujgce analogi tego zwigzku wzmac-

niaja stymulacje nerwowa;
5 — w zakonczeniach nerwowych wystepujg enzymy

powodujgce modyfikacje naurotransmitera

a tym samym przerwanie sygnatu.
W przypadku ATP enzymem degradujgcym agoniste
moze by¢ apiraza, ktéra z innym ektoenzymem — 5'-
nukleotydazg, wystepuje w duzych ilosciach w btonach
synaptycznych [2, 33, 34], Apiraza hydrolizujagc oba
wigzania pirofosforanowe substratu produkuje AMP
oraz ortofosforan. Poniewaz AMP wykazuje niewiel-
kie powinowactwo wobec purynoreceptorow P2, rece-
ptor zostaje uwolniony, a stymulacja efektora prze-
rwana (Ryc. 2) [2, 31, 33, 34]. Wskazuje to, ze
w procesie neurotransmisji apirazy grajg podobng role
jak acetylocholinesterazy. Nie biorg w nim udziatu
ATPazy, poniewaz podstawowymi produktami reakcji
z ich udziatem jest ADP iortofosforan [35], a ADP ma
réwniez wysokie powinowactwo wobec receptora P2
[2]. O udziale apirazy w przekazywaniu sygnatéw
Swiadcza rowniez niektore dane kinetyczne. Dane te
wskazuja, ze analogi ATP hamujg wiekszo$¢ dotych-
czas opisanych apiraz zwierzecych i roslinnych [2, 10,
11, 26], podobnie jak silny lek psychotropowy triflup-
romazyna [17, 27], Ponadto Ks apiraz izolowanych
z tkanki nerwowej jest wieksza od 1, podczas gdy K&
enzymOw z aorty uczestniczagcych w metabolizmie
ADP zblizona jest do jednosci [12].

V1. Ektoapirazy a purynoreceptory

Wyniki niektorych badan sugeruja, ze ektoapiraza
membranowa jest purynoreceptorem typu P2. Komé-
rki i narzady zawierajgce receptory P2 wykazujg
réwniez wysoka aktywno$é dwufosfohydrolazy ATP
[2, 33, 34, 12]. Receptor P2 i apiraza wykazujg
niewielkg specyficzno$é wzgledem nukleotydéw, jed-
nak apiraza nie hydrolizuje, a receptor P2 nie wiaze
AMP [2, 3]. Suramina, antagonista receptora P 2silnie
hamuje apiraze [36]. Najnowsze badania nad ekto-
apirazg watroby wykazaty, ze jest ona fosforylowana
przez kinaze tyrozynowg insuliny [3, 37, 38]. Analiza
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struktury tego enzymu wskazuje, ze ma ona domene
(Lys-Arg-X-...-X-Ser) fosforylowang przez zalezng od
c-AMP kinaze biatkowg. Enzym zawiera rdwniez
fragment sekwencji o strukturze podobnej jak biatka
fosforylowane przez kinaze tyrozynowgq [18, 39], Do-
mena ta znajduje sie wewnatrz komdrki, podczas gdy
centrum aktywne enzymu po zewnetrznej stronie jej
btony. Powyzsze dane pozwalajg sadzi¢, ze apirazy
uczestniczg nie tylko w degradacji zwigzanych z recep-
torem ATP i ADP, lecz rowniez w przetwarzaniu lub
modulowaniu sygnatéw na purynoreceptorach P2

VII. Udziat apirazy w regulacji aktywnosci
5-nukleotydazy, cyklazy adenylowej i re-
cyklizacji nukleotydéw

Oprocz apirazy w przestrzeni synaptycznej wystepu-
jg duze ilosci 5'-nukleotydazy [2,33], ktorej aktywnos¢
jest hamowana przez ADP i ATP iaktywowana przez
AMP (Ryc. 2) [40]. Apiraza zmieniajagc stosunek
(ATP + ADP)/AMP reguluje dziatanie tego enzymu.
Wynikiem dwéch kolejnych reakcji z udziatem obu
enzymow (reakcja 2a, b i 3)jest adenozyna. Adenozyna,
w przeciwiefstwie do AMP, przenika przez btony
komoérkowe, a nastepnie ulega fosforylacji uzupet-
niajac pule nukleotydéw w komdrce (Ryc. 2) [2]

ATP + 2H2 ' >AMP + 2P, (1a)

AOQOP + H20 AMP + P, (Ib)
5'N

AMP + H2 ------ »adenozyna - Pj )

Adenozyna B inozyna + NH 3)

SYNAPSA

RESYN.
ATP

Ryc. 2. Przemiany nukleotydéw w przestrzeni synaptycznej pod-
czas transmisji sygnatu nerwowego z udziatem ATP. AP
— apiraza; 5M — 5'-nukleotydaza; Ad — adenozyna; DA
— dezaminaza adenozyny; In — inozyna; LOV ATP
— egzocytarne pecherzyki wypetnione ATP.
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Fakt, ze metyloksantyna blokuje receptory Pj i hamu-
je aktywnos$¢ cyklazy adenylowej, sugeruje, ze receptor
P tzwigzany jest zcyklazg [2,41], Adenozyna stymulu-
je cyklaze, powodujac wzrost zawartosci cCAMP w ko-
maérkach [6] i z udziatem dezaminazy ulega dalszej
przemianie do inozyny (reakcja 3) [2, 42], By¢ moze,
podczas uwolnienia receptora Pj dezaminaza peini
takg samg funkcje jak apiraza w przypadku recep-
tora P2.

Omowione w tym rozdziale badania wskazuja na
mozliwo$¢ kooperacji apirazy i 5'-nukleotydazy. Wy-
jasnia to dlaczego w przestrzeni synaptycznej znaj-
dujemy duzo adeniny oraz inozyne, a nie ADP lub
AMP. Wspotdziatanie obu enzyméw uwalnia receptor
od agonisty oraz indukuje synteze cAMP (Ryc. 2, 3)
[5,41].

EDRF

receptor P.
komoérek endotelium

wzrost ciSnienia
krwi

L AATP —f-» AP = AMP

receptor komoérek

mieéni gtadkich inhibicja
5-1
1ADP=
agregacja ptytek krwi
*AD
resorbcja przez komorki
odnowienie puli ATP
P,- receptor
|
CA

ATP- «cAMP
T

relaksacja .J
dezagregacja

Ryc. 3. Udziat ektoapiraz w regulacji aktywnosci niektérych en-
zymow iproceséw zachodzacych w uktadzie krwionosnym.
AP — apiraza; 5M 5 — nukleotydaza; CA — cyklaza
adenylowa EDRF NO — tlenek azotu — ,endotelialny
czynnik relaksujacy”.

VIIl. Rola ektoapiraz w uktadzie krwionos-
nym

VI1II-1. Udziat w procesach agregacji ptytek

Proces agregacji piytek moze przebiega¢ trzema
réznymi szlakami: z udziatem trombiny, kolagenu, lub
poprzez wzrost poziomu ADP [5]. W przestrzeni
okotokomérkowej nieuszkodzonych tkanek stezenie
ADP < 10 7M, a podczas ich uszkodzenia gwattow-
nie ro$nie wywotujgc agregacje ptytek [5, 43], Podob-
ne zjawisko powodujg niektdre substancje regulujgce
metabolizm uktadu krwionosnego [2,44], Dwie obser-
wacje sugerujg, ze apiraza uczestniczy w hamowaniu
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zaleznej od ADP agregacji ptytek. Po pierwsze, na
powierzchni komdrek nabtonka i mies$ni gtadkich
naczyn krwionosnych ssakéw wystepujg duze ilosci
ektoapirazy [12], a po drugie, wystepuja tam wczesniej
omoéwione purynoreceptory [3, 5]. $lina wielu gatun-
kéw pluskwiakéw i pajeczakéw odzywiajgcych sie
krwia, zawiera apiraze jako czynnik antyhemostatycz-
ny [43]. W dosSwiadczeniach in vitro wykazano tez, ze
hydroliza ADP przez apiraze izolowang z naczynh
krwionos$nych wotu i $liny owadéw zapobiega agrego-
waniu ptytek [13, 16, 43, 44]. Naszym zdaniem,
antyhemostatyczna rola omawianego enzymu polega
nie tylko na obnizaniu ilosci ADP w uktadzie. R6wnie
istotna jest aktywacja (przez powstajagcy AMP) 5'nuk-
leotydazy i wzrost stezenia adenozyny, ktéra wigzac sie
z receptorami Pi stymuluje cyklazg adenylowa (Ryc.
3). W wyniku tych przemian w komd6rkach endotelium
powstaje CAMP, ktére réwniez zapobiega agregacji
ptytek [5]. Reasumujgc, apirazy hamuja agregacje
ptytek

— bezposrednio, przez obnizenie stezenia ADP

w uktadzie oraz
— posrednio, przez wzrost stezenia AMP.

VIII-2. Udziat w procesach regulacji ci$nienia
Krwi

Ektoapirazy biorg réwniez udzial w regulacji cis-
nienia krwi. Zwigzanie ATP z receptorami P2 komo-
rek endotelium uktadu krwiono$nego uwalnia czynnik
0 nazwie ,,endothelium derived relaxingfactor’ (EDRF)
(Ryc. 2). Czynnik ten tatwo przenika przez biony
komérkowe i powoduje relaksacje miesni gtadkich
naczyn obnizajac ci$nienia krwi [30, 43], Badania
ostatnich lat wskazuja, ze w tkankach ssakow role
EDRF gra powstajagcy w wyniku przemian argininy
tlenek azotu (NO) [5]. Wnika on tatwo do komoérki
laktywujgc cyklaze guanylowg powoduje wzrost steze-
niacGMP, ktory niezaleznie od cAMP hamuje agrega-
cje ptytek [5]. Apirazy, tak jak w poprzednich przypa-
dkach hydrolizujg agoniste uwalniajgc receptori AMP
[30, 43].

Inny efekt wywotuje transmisja bodZzca nerwowego
do komoérek miesni gtadkich naczyn krwionos$nych.
Zwiazanie ATP z receptorem P2 ptytki nerwowo-
miesniowej powoduje depolaryzacje biony, co wy-
zwala skurcz miesni gtadkich i wzrost cisnienia krwi
(Ryc. 3). Zwigzana z powierzchnig komdrek apiraza
degraduje ATP, uwalnia receptor i AMP. Powstajaca,
w wyniku kooperacji z 5'-nukleotydazg, adenozyna
stymuluje cAMPaze. Ros$nie poziom cAMP, ktory
witacza mechanizmy obnizajgce cisnienie krwi [2, 5, 30,
33, 45]. Stwierdzono rowniez, za analogi ATP powo-
duja wzrost ilosci ATP w erytrocytach i nie hamuja
aktywnosci kinazy nukleotydowej [46]. Niektdre
z tych analog6w sg inhibitorami apiraz [26], w zwigz-
ku z tym prawdziwym wydaje sie stwierdzenie, ze apirazy
uczestnicza w regulacji poziomu ATP w komorce.
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Reasumujgc, wysoka warto$¢ ilorazu ATP +
+ ADP/AMP wskazuje, ze uruchomione sg procesy
stymulacji efektorow w uktadzie nerwowym i krwio-
nosnym. Wynikiem tego jest skurcz naczyn, wzrost
cisnienia krwi i agregacja ptytek. Wzrost stezenia AMP
obniza warto$¢ tego ilorazu i powoduje rozszerzenie
naczyn i obnizenie cisnienia krwi lub zapobiega agra-
gacji ptytek.

IX. Regulacja przepuszczalnosci bton i trans-
port substancji wysokoczgsteczkowych

Milimolowe stezenia ATP, GDP lub GTP stymulu-
ja wnikanie niektorych biatek do komadrek lub frakcji
jadrowej (dziatania tego nie ma GMP) [47-51].
Biatka i inne substancje o masie czgsteczkowej od 1do
150 kDa dostajg sie do komdrek mysich fibroblastow
w obecnosci 200/iM ATP [49,50]. Wielkos$¢ czasteczek
nie wptywa na szybko$¢ ich przenikania przez btony,
zalezy ona od temperatury i aktywujgcych apiraze
jonéw wapnia [49, 50]. Komorki wysepek Fangerhan-
sa, ktore charakteryzujg sie odpornoscig na wnikanie
do ich wnetrza duzych czasteczek, zawierajg duze ilosci
ektoapirazy. Pomimo tego znakowane izotiocjania-
nem przeciwciala dostajg sie do cytoplazmy tych
komorek w obecnosci nie ulegajgcego hydrolizie ana-
logu ATP (AMP-PNP) [50]. Przenikanie przez biony
jest stymulowane przez inhibitory apiraz tj. 5-p(fluo-
rosulfonylo)benzyloadenozyna (FSBA), ktéra blokuje
miejsca wigzania ATP w czasteczkach fosfohydrolaz
i EDTA, ktory wigze jony dwuwartosciowe. W obu
przypadkach aktywnos$¢ apiraz ulega zahamowaniu,
a pozakomdrkowy poziom ATP nie ulega zmianie.
Powyzsze fakty skojarzone z obecnos$cig duzych ilosci
apirazy na powierzchni komorek Fangerhansa sugeru-
ja, ze ATP indukuje tworzenie sie porow w strukturze
plazmalemy, a ektoapiraza hydrolizujagc ATP zapobie-
ga tym zmianom. Réwniez Raikhel [48] w pracy
przegladowej o transporcie biatek do jadra komor-
kowego sugeruje, ze apiraza zwiazana z btona jadrowa
uczestniczy w transporcie do jadra histonéw, nukleo-
plazminy i polilizyny. Proces ten odbywajacy sie
z udziatem jednostek NFS (nuclear localisation signal)
jest stymulowany przez GTP i GDP oraz ATPYS,
podczas gdy GMP nie wptywa na szybko$¢ wnikania
tych biatek do jader [42, 46].

X. Metaboliczna rola endoapiraz

Funkcja endoapirazy jest mniej poznana niz en-
zymoOw zwigzanych z zewnetrzng powierzchnig btony
komorkowej. Jedng z podstawowych i najczesciej
powtarzajagcych sie hipotez jest sugestia, iz apirazy
biorg udziat w reakcjach syntezy skrobi, syntezie $cian
komoérkowych i glikoproteidéw. W procesach tych
oprécz podstawowego produktu powstajg duze ilosci
difosfonukleotydéw (reakcja 5). Apiraza degradujac
je (reakcja 6) umozliwia statg szybkos$¢ syntezy wielo-
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cukréw [52-54]:

ym

XDP-A2+ At — " Ar A2+ XDP )

XDP + H2 XMP + P, (6)

Dotychczas brakuje bezposrednich danych wskazu-
jacych na udziat apirazy w wymienionych procesach.
Wiemy jednak, ze synteza skrobi, scian komérkowych
i procesy glikozylacji bialek zachodzg w aparacie
Golgiego, i w retikulum endoplazmatycznym. Obec-
nos$¢ apirazy w btonach obu tych struktur subkomoér-
kowych stwierdzono np. w gruczotach mlecznych
szczura i kietkach pszenicy [14, 17]. Centrum katality-
czne enzymu z pszenicy znajduje sie we wnetrzu
pecherzykéw i kanalikéw tych struktur [17]. Taka
lokalizacja endoapiraz sugeruje ich udziat w procesach
glikozylacji i syntezie $cian komdrkowych.

X-1. Udziat apiraz w procesach syntezy skrobi

Fanta i wsp. [54] wykazali, ze podczas 140 dni
rozwoju bulw ziemniaka ilo$¢ skrobi i apirazy ro$nie.
Zgodnie z reakcjg 4 wzrostowi ilosci skrobi powinien
towarzyszy¢ wzrost stezenia ADP jednak przeczg temu
wyniki doSwiadczen. Trzy fakty: $ladowa aktywnos$é
kinazy adenylowej, obnizenie ilosci ADP oraz wzrost
aktywnos$ci apirazy sugeruja, ze podczas dojrzewania
bulw apiraza moze, podobnie jak ektoenzym z naczyn
krwionosnych, regulowa¢ poziom ADP.

X-2. Apirazy regulujg poziom P; w komorkach

Degradacja i synteza cukrow sg podobne jak wiele
innych proceséw metabolicznych komérek ro$linnych
kontrolowane przez ortofosforan [51,52]. Nagty spadek
temperatury otoczenia (—5 ------- 9°C) powoduje wzrost
stezenia cukrow prostych w komarkach bulw ziemnika.
Mechanizm obrony polega na uruchomieniu zgroma-
dzonych w postaci skrobi zapaséw monocukréw [52,
54]. Fosforoliza skrobi (reakcja 7) wymaga zwiekszenia
ilosci ortofosforanu w komorkach bulw [54].

. fosforylaza

Pj + skrobia-glukozaj------------ * Glukozo-1-P +
-l- Skrobia @)

Poniewaz zawarto$¢ Pj w glebie nie wptywa bezpo-
$rednio na stezenie tego jonu w komdrkach, gwattow-
ny wzrost zapotrzebowania na ortofosforan, towarzy-
szacy hydrolizie skrobi, musi by¢ pokryty ze zrodet
znajdujacych sie w komérce [57]. Apiraza moze
dostarczy¢ Pj do tego procesu hydrolizujac ATP.
Mozliwos¢ udziatu apirazy w regulacji poziomu Pj
potwierdzajg wyniki naszych najnowszych badan. Ba-
dalisSmy wplyw stresu niskotemperaturowego na ak-
tywnos$¢ apirazy i na zmiany iloSciowe niektorych
metabolitow i jonéw w bulwach ziemniaka [praca
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przygotowana do druku]. Badania te wykazaty, ze
w niskich temperaturach (7-9°C) aktywnos$¢ apirazy
w bulwach wzrasta 2.5 raza, podczas gdy aktywnos$¢
fosfatazy glukozo-1-fosforanu nie zmienia sie, a aktyw-
no$¢ 5'-nukleotydazy wyraznie maleje. Towarzyszy
temu wzrost ilosci wolnego ortofosforanu i cukrow
redukujgcych. Wprowadzenie, w tych samych warun-
kach, do bulw TFP-inhibitora apirazy [17, 27] powo-
dowata 25% obnizenie jej aktywnosci. Rownocze$nie
malato stezenie cukrow i fosforu. Wyniki te potwier-
dzajg wczesniejszg sugestie, ze apirazy regulujg poziom
ortofosforanu w komaérkach bulw ziemniaka.

XI. Uwagi koncowe

Mimo wyraznego postepu badan nie wyjasniono
dotgd jednoznacznie roli fizjologicznej endoapiraz.
Przedstawione wyniki pozwalajg jednak na sformuto-
wanie nastepujacej hipotezy: ,Apirazy (ekto i endo)
hydrolizujac oba wiazania pirofosforanowe w nukleo-
tydach uczestniczg w mechanizmach regulujgcych po-
ziom nukleotydéw i ortofosforanu w komodrkach”.
Szczego6lna rola apirazy polega na zmianie w komérce
i przestrzeni okotokomorkowej réwnowagi opisanej
nastepujacym réwnaniem [ATP + ADP]J/[AMP +
+ (adenozyna) + PJ. Przesuniecie réwnowagi w lewg
lub prawg strone reguluje aktywnos$¢é réznych, czesto
przeciwstawnych procesdw fizjologicznych. Powyzszg
hipoteze potwierdzajg nastepujgce fakty. Przede wszy-
stkim ATP i ADP stymulujg receptory uktadu ner-
wowego oraz hamujg aktywno$¢ 5'-nukleotydazy,
a ADP aktywuje agregacje ptytek [2-5,40]. Przeciwnie
AMP stymulujac 5'-nukleotydaze i posrednio cyklaze
adenylowa powoduje wzrost CAMP, ktéry jest silnym
inhibitorem agregacji oraz obniza ci$nienie krwi [5,
44], a powstajgca z udziatem 5'-nukleotydazy adeno-
zyna jest silnym inhibitorem proceséw pre- i post-
synaptycznych [4], Nukleotydy, z kolei, posiadajgce
wigzania wysokoenergetyczne po zwigzaniu z puryno-
receptorem P2 miesni gtadkich naczyn krwiono$nych
wywotujg wzrost cisnienia krwi [30]. Oba nukleotydy
aktywuja tworzenie poréw w btonach i transport
biatek do jadra komoérkowego [48, 51], podczas gdy
AMP nie zmienia przepuszczalnosci bton inie wptywa
na szybkos$¢ transportu biatek do jadra [48].

Powyzszg hipoteze potwierdza rowniez obecnos¢ na
powierzchni komorek receptoréw dwéch typow,
0 zdecydowanie roznym powinowactwie do nukleo-
tydow zawierajgcych wigzania pirofosforanowe oraz
AMP iadenozyny [2-4]. Uwolnienie receptora wyma-
ga przeksztatcenia ATP (i ADP) w AMP i taki jest
mechanizm hydrolizy ATP z udziatem apiraz. Po-
wstajagcy AMP charakteryzuje sie niskim poziomem
energii swobodnej wigzan (brak wigzan pirofosforano-
wych) i znacznie mniejszym (ujemnym) tadunkiem.
Utatwia to dysocjacje AMP zreceptoréw P2iwigzanie
z receptorami Px Sadzimy wiec, ze receptory P2
powinny charakteryzowaé sie wyraznym tadunkiem
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dodatnim, podczas gdy Pt wysoka hydrofoboscia.

W sytuacjach stresowych ATP

i inne nukleotydy

tréjfosforanowe mogg z udziatem apirazy dostarczac
ortofosforanu do tych miejsc, w ktérych zapotrzebo-
wanie na ten jon gwattownie rosnie. Taki mechanizm
jest bardzo wazny, poniewaz w fizjologicznych warun-
kach poziom ortofosforanu w komaorce jest staty, ajego
wahania powodujg zmiany w aktywnosci niektérych
enzymow [56, 58]. Rozstrzygniecia wymaga rola ana-
logéw kalmoduliny w procesach regulacji apiraz. Nie-
ktore apirazy roslinne sa silnie hamowane przez trif-
lupromazyne [17, 27] i zwiazki o zblizonej strukturze,
ktore sa silnymi neuroleptykami uzywanymi w lecze-
niu choréb uktadu nerwowego [59], Zwiazki te mozna
by wykorzysta¢ do blokowania receptoréow ATP,
w miejsce mniej specyficznej suraminy. Niezbedne
wydajg sie badania nad zréznicowaniem molekular-
nym apiraz. Dalsze badania nad lokalizacjg powinny
daé¢ odpowiedZ na pytanie: Czy istnieja roslinne ekto-
apirazy? oraz opisa¢ immunologiczne i strukturalne

powinowactwo btonowych

i rozpuszczalnych form

tych enzymow.

Artykut otrzymano 23 marca 1994 r.
Zaakceptowano do druku 16 maja 1994 r.
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Ekdysteroidy owadzie — biosynteza, metabolizm i funkcja

Ecdysteroids in insects: biosynthesis, metabolism and function

KRYSTYNA GRZELAK*

Spis tresci:
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1. Ekdysteroidy aktywne pod wzgledem biologicznym
I11.  Biosynteza
I11-1. Szlaki biosyntezy ekdysteroidéw
111-2. Enzymy biosyntezy ekdysteroidow
111-3. Regulacje biosyntezy ekdysteroidow
111-3.1. PTTH
111-3.2. Regulacje poprzez sprzezenie zwrotne
111-3.3. Hormon juwenilny (JH)
111-3.4. Czynnik pochodzacy z ciata ttuszczowe-
go i uwalniany do hemolimfy
111-3.5. Rola kontroli nerwowej w regulacji funk-
cji PG
111-3.6. Zegar biologiczny
IV.  Metabolizm
IV-1. Giéwne szlaki metabolizmu ekdysteroidéw
1V-2. Enzymy wiaczone w metabolizm ekdysteroidéw
1V-3. Regulacje metabolizmu ekdysteroidow

V. Miano ekdysteroidéw w rozwoju owada
VI.  Transport
VII. Rola ekdysteroidéw w rozwoju osobniczym

Wykaz stosowanych skrotéow: 20-HE — 20-hydroksyekdy-
zon, JH — hormon juwenilny, PTTH — hormon proto-
rakotropowy, CC — corpora cardiaca, CA — corpora allata,
PG — gruczoty protorakalne, NADPH — forma zreduko-
wana fosforanu dinukleotydu nikotynamido-adeninowego,
NADH — forma zredukowana dinukleotydu nikotynamido-
adeninowego, ATP — adenozyno-5'-trifosforan, m.cz.
— masa czasteczkowa, kDa — kilodalton.

. Wsiep

W roku 1954 Adolf Butenandt iPeter Karls-
on [1] wyizolowali ekdyzon z poczwarek jedwabnika
Bombyx mori. W potowie lat 60-tych zostata ustalona
struktura tego hormonu. Okazato sie, ze jest to zwia-
zek sterydowy o szkielecie weglowym cholesterolu. Od
tego czasu wyizolowano wiele strukturalnych analo-

* Dr, Zaktad Biochemii Poréwnawczej, Instytut Biochemii
i Biofizyki PAN, Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa
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gow tego polihydroksysterydu dla ktérych przyjeto
0g6lng nazwe ,,ekdysteroidy” [2]. Tylko kilka ekdys-
teroiddw wystepujacych u owadéw wykazuje aktyw-
no$¢ biologiczng (Ryc. 1), wiekszo$¢ z nich to zwigzki
posrednie biosyntezy ekdyzonu lub jego metabolity.
Tak wiec, termin ekdysteroidy jest chemicznym okres-
leniem tych zwiazkéw.

Ekdysteroidy sa najpowszechniej wystepujacymi
hormonami sterydowymi. Ich obecno$¢ wykazano
zarbwno u owadow, jak i u innych stawonogdéw
(Arthropoda), oraz u nizszych zwierzat, takich jak
pierScienice (Annelida), nicienie (Nematoda) czy mie-
czaki (Molusca) [3]. Ekdysteroidy wystepuja rowniez
w ro$linach [4]. Poréwnujac ekdyzon z hormonami
sterydowymi kregowcdw wykazano nie tylko ich stru-
kturalne podobienstwo, lecz réwniez homologie w bio-
syntezie, transporcie, metaboliZzmie i mechanizmie
dziatania. Jednakze u kregowcow wystepuje kilka klas
hormondw sterydowych regulujgcych rézne procesy
fizjologiczne, natomiast u owadéw tylko jedna — ek-
dysteroidy. Okres$la sie je jako ,hormony linienia”.
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20 - hydroksyekdyzon

OH

HO

H
0

2 - deoksyekdyzon Makisteron A

Ryc. 1. Struktury chemiczne ekdysteroidéw aktywnych pod wzgle-
dem biologicznym.

Jednak termin ten nie obejmuje wszystkich funkcji
ekdysteroidow w rozwoju osobniczym. Kontroluja
one nie tylko procesy zwigzane z linieniem, lecz
réwniez morfogeneze i réznicowanie sie tkanek oraz
rozmnazanie sie. Zdaniem Koo lmana [5] ekdys-
teroidy mozna uwaza¢ za wielofunkcyjny system hor-
monalny wytyczajacy kierunek rozwoju owada.

1. Ekdysteroidy aktywne pod wzgledem bilo-
gicznym

Struktury chemiczne tych ekdysteroidéw ilustruje
rycina 1 Najbardziej aktywna, funkcjonalng forma
hormonu u wiekszo$ci gatunkéw owaddw jest 20-
hydroksyekdyzon (20-HE, ekdysteron) [6]. Jak dotad,
jest on jedynym ekdysteroidem, ktérego wigzanie sie
z receptorem zostatlo wykazane u owaddéw [5]. Ek-
dyzono, znacznie nizszej aktywnosci biologicznej niz
20-HE, jest nie tylko prekursorem (prohormonem)
20-HE, ale réwniez hormonem [7]. 2-deoksyekdyzon
i 26-hydroksyekdyzon sg prawdopodobnie aktywnymi
formami hormonu podczas oogenezy i w stadium
embrionalnym niektérych gatunkéw owadow [6].
Natomiast makisteron A (24-metylo-20-hydroksyek-
dyzon) jest funkcjonalnym hormonem u owad6éw
nalezacych gtownie do Hemiptera i Hymenoptera [6].

I11. Biosynteza
Gtownym miejscem biosyntezy ekdysteroiddw sg
gruczoty protorakalne (PG) [8]. Gruczoty te rozwijajg

sie i stajg sie aktywne juz pod koniec embriogenezy.
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Funkcjonujg w okresie larwalnym, a ich inwolucja,
u wiekszosci owadéw, rozpoczyna sie po ostatniej lince
larwalnej [5]. U dorostych owadéw funkcje PG przej-
mujg gonady [9, 10]. Wykazano, ze ekdysteroidy
syntetyzowane sg de novo zaréwno w jajnikach doros-
tych samic [9-12], jak i w gonadach meskich [13].
Wiele danych wskazuje, ze ekdysteroidy syntetyzowa-
ne sg réwniez w innych tkankach owada, mianowicie
w epidermie czy oenocytach [14].

Badania nad biosynteza ekdysteroidow prowadzi sie
w uktadach invitroiinvivo w PG ijajnikach. Do badan
uzywa sie znakowanych substratéw np. cholesterolu
czy tez przypuszczalnych zwigzkdw posrednich szlaku
biosyntezy. ldentyfikacje powstajgcych produktéw re-
akcji prowadzi sie takimi metodami jak: metody
radioimmunologiczne (RIA), enzymoimmunologiczne
(E1A), chromatografia cienkowarstwowa (TLC), spekt-
roskopia masowa sprzezona z chromatografig gazowa
(GC-MS) czy tez wysokosprawna chromatografia cie-
czowa (HPLC) [15].

I11-1. Szlaki biosyntezy ekdysteroidow

Postulowane szlaki biosyntezy przedstawia rycina 2.
Ekdysteroidy syntetyzowane sg z cholesterolu [16]
powszechnie wystepujacego w S$wiecie zwierzecym.
Owady, podobnie jak inne stawonogi (Arthropoda) nie
sg zdolne do syntezy cholesterolu de novo [17]; jest on
dostarczany z pozywieniem. Nie stanowi to problemu
dla owadéw migsozernych. Natomiast owady roslino-
zerne spozywajg w pokarmie fitosterole, analogi chole-
sterolu. Typowe roslinne sterole: sitosterol, stigmas-
terol, kampesterol posiadajg dodatkowe grupy mety-
lowe i etylowe w tancuchu bocznym cholesterolu
w pozycji C-24. Wiekszo$¢ owaddw ros$linozernych
zdolna jest do przemiany fitosteroli w cholesterol
poprzez ich dealkilacje [12, 18, 19]. Jednak niektore
z nich, gtéwnie Hemiptera i Hymenoptera, pozbawione
sq zdolnosci przeksztatcania fitosterolu w cholesterol
[5, 12, 18]. U owadow tych zamiast ekdyzonu czy
innego ekdysteroidu wykrywany jest makisteron A:
24-metylo-20-hydroksyekdyzon [6, 20] syntetyzowa-
ny bezposrednio z fitosterolu. Przebieg biosyntezy
makisteronu A nie zostal dotychczas wyjasniony.
Przypuszczalnym prekursorem jest kampesterol
(Ryc. 2) [6, 12, 20],

Réwniez przebieg biosyntezy ekdysteroidéw z cho-
lesterolu niejest doktadnie poznany (Ryc. 2) [5,12,21].
Natomiast dobrze udokumentowana jest przemiana
cholesterolu w 7-dehydrocholesterol [5, 22, 23, 24],
jednak nastepne reakcje szlaku biosyntezy prowadzgce
do powstania 5/Lketodiolu (2,22,25 trideoksyekdyzon)
nie sg znane. Przypuszcza sig, ze 3-0kso, 4-en sterole
moga by¢ zwigzkami posrednimi w ciggu reakcji
miedzy 7-dehydrocholesterolem a 5/Tketodiolem [12,
19]. Natomiast wedtug powszechnie panujacej opinii
5/Lketodiol jest prekursorem ekdyzonu u wielu gatun-
kow owaddéw [12,25]. Podlega on najpierw hydroksy-
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HO

3- dehydroekdyzon
(3-oksoekdyzon)

HO

H
0 oY

Ekdyzon

Ryc. 2. szlaki biosyntezy ekdysteroidéw wg 12, 25, zmodyfikowane.
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lacji w pozycji C-25, a nastepnie C-22, co prowadzi do
powstania 2-deoksyekdyzonu [12, 19, 26, 27]. Ten
z kolei jest hydroksylowany w pozycji C-2, w wyniku
czego powstaje ekdyzon [12, 27]. Zdaniem Reesa
[12] jest to gtdwna droga przemiany 5 /Fketodiolu
w ekdyzon u owadow. Przypuszcza sie, ze mozliwa jest
réwniez odmienna kolejno$¢, mianowicie 5 /Fketodiol
ulegtaby najpierw hydroksylacji w pozycji C-2 a nastep-
nie C-25 i C-22 [12, 25], Przeksztatcenie ekdyzonu
w bardziej aktywny biologicznie 20-HE zachodzi
w tkankach peryferyjnych owada [28]. Z badan
Ohnishi i wsp. [11] wynika, ze w jajnikach
dorostych samic Bombyx mori 5/Fketodiol jest prekur-
sorem 20-HE, a nie ekdyzonu. W wyniku hydroksylacji
2,22-dideoksyekdyzonu, najpierw w pozycji C-20, a na-
stepnie C-22 i C-2 powstaje 20-HE. Podobnie jak
u Bombyx mori, wjajnikach Schistocerka gregaria [12]
hydroksylacja 2-deoksyekdyzonu w pozycji C-20,
a nastepnie C-2, prowadzi do powstania 20-HE. W jaj-
nikach, w przeciwienstwie do gruczotéw protorakal-
nych, wykazano aktywno$¢ 20-monooksygenazy ek-
dyzonowej, odpowiedzialnej za hydroksylacje ekdyzo-
nu do 20-HE [28, 29].

Z ostatnich badan zespotu Gilberta [23, 24, 30,
31] wynika, ze gtownym, jesli nie jedynym, ekdys-
teroidem wydzielonym przez PG Manduca sexta i in-
nych Lepidoptera, jest nie ekdyzon, lecz 3-dehydroek-
dyzon (3-oksoekdyzon), ktéry dopiero w hemolimfie
jest przeksztatcony w ekdyzon. Wedtug przypuszczen
Grieneisena i wsp. [24] zwigzkami po$rednimi
miedzy 7-dehydrocholesterolem, a 3-dehydroekdyzo-
nem bytyby pochodne 3,6-diokso-4-en steroli (Ryc. 2).
Wyniki badan zespotu Gilberta [23, 24, 30, 31]
potwierdzajg wiec istnienie w gruczotach protorakal-
nych owadéw wiecej niz jednego szlaku biosyntezy
ekdysteroidéw.

111-2. Enzymy biosyntezy ekdysteroidow

Badania nad enzymami wigczonymi w cykl biosyn-
tezy ekdysteroidow u owaddéw sg mato zaawansowane.
Dotyczg one wytacznie enzymdw zwigzanych z ostat-
nimi etapami szlaku biosyntezy charakteryzujgcymi
sie reakcjami hydroksylacji.

C-22 i C-25 hydroksylazy katalizujg procesy prze-
ksztatcania 5/Fketodiolu (2,22,25 trideoksyekdyzonu)
do 2-deoksyekdyzonu. Sg one typowymi mono-
oksygenazami zaleznymi od cytochromu P-450, tlenu
czasteczkowego i NADPH [25, 32]. C-22 hydroksy-
laza 2,22-dideoksyekdyzonowa jest zwigzana z mito-
chondriami, natomiast aktywno$é C-25 hydroksylazy
2,22,25 trideoksyekdyzonowej wystepuje zarobwno we
frakcji mitochondrialnej jak i mikrosomalnej [27],
W badaniach in vitro i in vivo wykazano, ze znakowany
5 /Fketodiol moze sie przeksztatca¢ w ekdyzon nie
tylko w gruczotach protorakalnych i jajnikach, lecz
rbwniez w ciele tluszczowym, epidermie, cewkach
Malpighiego, jelicie $srodkowym [33, 34]. Moze to
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wskazywaé na inng jeszcze, poza hiosyntezg ekdys-
teroidéw role tych enzyméw u owadoéw [9].

C-2 hydroksylaza zwigzana jest z ostatnim etapem
biosyntezy ekdyzonu, ajej substratem jest 2-deoksyek-
dyzon. C-2 hydroksylaza 2-deoksyekdyzonowa wy-
krywana we frakcji mitochondrialnej zostata okres-
lona jako ,nietypowa monooksygenaza” [25, 35, 36].
Wspétdziata ona z cytochromem P-450, jest jednak
prawie niezalezna od NADPH. Réwniez w przeciwien-
stwie do typowych monooksygenaz enzym ten nie jest
wrazliwy na dziatanie CO. Aktywno$¢ tego enzymu
mozna wykryé réwniez w innych niz PG i jajniki
tkankach owada [35].

111-3. Regulacje biosyntezy ekdysteroidéw

Badania koncentrowaty sie na stadium larwalnym,
a wiec dotyczyty regulacji syntezy zachodzacej w PG.
Powszechnie uwaza sig, ze gtdwnym jej regulatorem
jest hormon protorakotropowy (PTTH) [7, 37, 38].
Synteze ekdysteroidéw moze réwniez regulowaé pro-
dukt wedtug mechanizmu sprzezenia zwrotnego [5, 37,
39,40]. Funkcje PG regulujg ponadto hormon juweni-
Iny, czynnik tropowy uwalniany z ciata ttuszczowego,
czynniki neurogenne, a takze tzw. zegar biologiczny
[37, 41].

Synteza ekdysteroidow zachodzgca poza PG w ta-
kich tkankach, jak gonady [9-13] przebiega pod
kontrolg wiasciwego dla danej tkanki hormonu tropo-
wego [5]. Neurohormony te okres$la sie jako ekdyzot-
ropiny. Np. synteza ekdysteroidéw w nabtonku foliku-
larnym jajnikéw stymulowana jest przez hormon
zwany FCSH (ang.Jollicle celi stimulating hormone) [5]
natomiast synteza w gonadach meskich — TE (ang.
testis ecdysiotropin) [42].

111-3.1. PPTH

Synteza hormonu protorakotropowego zachodzi
w komdrkach lateralnych mézgu owadéw [43]. Hor-
mon przejsciowo gromadzi sie w narzadach neuro-
hemalnych: corpora cardiaca (CC) czy corpora allata
(CA) [44,45], a nastepnie uwalniany jest do hemolimfy
w Scisle okreSlonych przedziatach czasowych stymulu-
jac gruczoly protorakalne do syntezy i wydzielania
ekdysteroidéw [8].

U Lepidoptera wystepujg co najmniej dwie r6znigce
sie wielkos$cig formy neurohormonu: tzw. duzy PTTH
0 m.cz. od 22 do 29 kD imaty od 4do 7 kD [8, 37, 38],

Mechanizm dziatania PTTH na poziomie komar-
kowym nie zostatjeszcze doktadnie poznany. W przed-
stawionym przez Gilberta i wsp. modelu dziata-
nia tego neuropeptydu na komaérki PG Manduca sexta
[7] duzy PTTH, wigzac sie z receptorami zlokalizowa-
nymi w btonach komérkowych, uruchamia tancuch
reakcji, w ktérym drugim przekaznikiem jest cCAMP.
Zasadniczg role w tym procesie odgrywa Ca2+. Dzia-
fajac poprzez kalmoduling podwyzsza on poziom

POSTEPY BIOCHEMII 40(3), 1994



wewngtrzkomadrkowego cAMP. Cykliczny nukleotyd
aktywuje cAMP — zalezng kinaze biatkowa, co pro-
wadzi do fosforylacji biatka o m.cz. 34 kD. Fosforyla-
cja tego biatka, identyfikowanego jako biatko S 6 pod-
jednostki 40 S rybosomu, moze by¢ sygnatem do
syntezy specyficznych biatek limitujacych szybkosé
cyklu przemian w szlaku biosyntezy ekdysteroidow.

111-3.2. Regulacje poprzez sprzezenie zwrotne

Ekdysteroidy (ekdyzon i 20-HE) mogg regulowac
swa wiasng synteze dziatajac bezposrednio na gruczoty
protorakalne lub droga posrednig wptywajac na syn-
teze i wydzielanie PTTH [37, 39, 40]. Z badan
Sakurai’a i Williamsa [39] wynika, ze ek-
dyzon czy 20-HE stymuluje badZz hamuje gruczoty
(dodatnie lub ujemne sprzezenie zwrotne) w zaleznosci
od stezenia ekdysteroiddw w hemolimfie i od aktywno-
Sci wydzielniczej PG. W koncowym okresie ostatniego
stadium larwalnego zachodzi jedynie sprzezenie doda-
tnie [39]. Tak jak przedstawiono na rycinie 3 regulacje
te zachodzityby na kilku poziomach: syntezy PTTH,
jego uwalniania z CC lub CA, lub na poziomie PG, tzn.
w miejscu syntezy i wydzielania ekdysteroidow [5,40].
Ostatnio [40, 46] wykazano obecnos$¢ jadrowych
receptorow ekdysteroidowych zarowno w komorkach
neurosekrecyjnych moézgu, jak iw CA, CC i PG — co
potwierdzito wrazliwo$¢ tych tkanek na sygnat hor-
monalny. Wykazano rowniez [46] obecno$¢ recep-
torow w ciele ttuszczowym, cewkach Malpighiego oraz
w jelicie srodkowym Manduca sexta, a wiec w tkan-
kach w ktorych zachodzi hydroksylacja ekdyzonu do
20-HE. Bidmon i wsp. [46] sugerujg, ze 20-HE
moze regulowa¢ swoje miano zalezne od stadium
rozwoju, poprzez dtugag lub krotka petle sprzezenia
zwrotnego. Diuga petla obejmuje miejsca syntezy
i uwalniania PTTH, natomiast krotka — gruczoty
protorakalne, ciato tluszczowe, cewki Malpighiego
oraz jelito (Ryc. 3).

111-3.3. Hormon juwenilny (JH)

JH w zaleznosci od stadium rozwoju hamuje badz
stymuluje biosynteze ekdysteroidéw [47-50]. Np. po-
danie hormonu larwom Lepidoptera w poczatkowym
okresie ostatniego stadium larwalnego op6znia lub
catkowicie hamuje metamorfoze, wskutek hamowania
syntezy ekdysteroidéw. JH dziata albo bezposrednio
na PG lub tez za pos$rednictwem moézgu hamuje
wydzielanie PTTH [37, 49, 50]. Natomiast u larw
pochodzacych z koricowego okresu ostatniego sta-
dium larwalnego JH stymuluje synteze ekdysteroidow,
jednak mechanizm tej stymulacji nie jest jeszcze wyjas-
niony [37]. Zdaniem Gilberta [7] JH nie dziala
bezposrednio na PG, lecz stymuluje uwalnianie z ciata
ttuszczowego do hemolimfy czynnika tropowego, kto-
ry pobudza gruczoty do wzmozonej syntezy ekdys-
teroidéw.
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Ryc. 3. Regulacja biosyntezy ekdysteroidéw poprzez sprzezenie
zwrotne wg 5, 46, zmodyfikowane.

111-3.4. Czynnik pochodzacy z ciata ttuszczowego
i uwalniany do hemolimfy

Zostat on wyizolowany z hemolimfy larw Manduca
sexta i wstepnie scharakteryzowany. Jest biatkiem
0 m.cz. okoto 30 kD wrazliwym na proteazy i termo-
stabilnym [51]. W warunkach in vitro stymuluje
synteze ekdysteroidéw okoto 5-krotnie [51]. Wykaza-
no, ze odgrywa on znaczgcg role podczas metamorfozy
owadoéw [37]. Postuluje sie, ze czynnik ten bierze
udzial w transporcie sterydéw do PG co powoduje
wzmozenie syntezy ekdysteroidéw [51, 52].
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111-3.5. Rola kontroli nerwowej w regulacji funkcji
PG

Gruczoty protorakalne owadéw wielu gatunkéw sa
dobrze unerwione, jednak rola kontroli nerwowej
w regulacji biosyntezy ekdysteroidéw jest ciggle niejas-
na [37]. Z badan Richtera i Gersha [53]
wynika, ze u Periplaneta americana istnieje korelacja
miedzy aktywno$cig zwoju nerwowego gruczotu
a mianem ekdysteroidow w hemolimfie. Wykazano
réwniez, ze stymulacje elektroniczne nerwu dochodza-
cego do gruczotu mogg powodowacé wzrost wydziela-
nia ekdyzonu [54]. Ostatnio Muszynska-Pytel
i wsp. [55] wykazali, ze aktywnos$¢ syntetyczna
gruczotow protorakalnych u diapauzujacych larw Gal-
leria mellonella hamowana jest przez mo6zg na drodze
nerwowej.

Zdaniem Watsona i wsp. [37], jeSli nawet
gruczoty protorakalne owadow podlegaja kontroli
nerwowej, to jej rola w regulacji biosyntezy ekdys-
teroidéw jest mniej istotna niz rola kontroli humoralnej.

I11-3.6. Zegar biologiczny

Jest to wewnetrzny mechanizm organizmu Kkierujacy
dobowga rytmika proceséw fizjologicznych oraz za-
chowania sie zwierzat [41]. Szczegdlne miejsce za-
jmujg rytmy dobowe w rozwoju owaddéw. Wykazano,
ze uwalnianie PTTH, czy tez synteza i wydzielanie
ekdysteroidow odbywa sie w spos6b rytmiczny w tzw.
rytmie okotodobowym (ang. circadian). Z badan M i -
zoguchi i Ishizaki [56], wynika, ze zegar
biologiczny wraz z jego fotoreceptorami moze by¢
zlokalizowany nie tylko w mézgu owada (wydzielanie
PTTH), lecz réwniez w gruczotach protorakalnych.
Wykazali oni, ze zegar biologiczny obecny w PG Sarnia
cynhia ricini kontroluje synteze i wydzielanie ekdys-
teroidow. Badania Cymborowskiego i wsp.
[57, 58] potwierdzajg istnienie zegara biologicznego
w PG innego owada Galleria mellonella oraz wskazuja,
ze moze by¢ on jednym z czynnikéw regulujgcych
synteze i wydzielanie ekdysteroiddw u owadéw. Mole-
kularny mechanizm dziatania tego zegara nie jest
jeszcze znany.

1VV. Metabolizm

Ekdysteroidy metabolizowane sg gtéwnie w ciele
tluszczowym cewkach Malpighiego i jelicie $rodko-
wym [59]. Metabolity — aktywne biologicznie jak
i nieaktywne produkty — sg albo wydalane albo
kumulowane w organizmie [60]. Wydalanie odbywa
sie przez jelito i cewki Malpighiego [61], natomiast
zapasowe metabolity stanowig zrodto aktywnego ek-
dysteroidu [14, 61].

Do badan metabolizmu ekdysteroidéw (in vitro i in
vivo) powszechnie uzywa sie znakowanego ekdyzonu
[60]. Do oznaczania aktywno$ci metabolitow stuza
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testy biologiczne [62], natomiast chemiczng ich iden-
tyfikacje prowadzi sie gtéwnie metodg spektroskopii
masowej (MS) ijadrowego rezonansu magnetycznego
(NMR) [15, 63],

IV-1. Gléwne szlaki metabolizmu ekdysteroidéw

Ekdysteroidy, podobnie jak sterydy kregowcoéw,
metabolizowane sg wewngtrz komaérki [5]. Jedynym
wyjatkiem jest przemiana 3-dehydroekdyzonu w ek-
dyzon zachodzaca w hemolimfie owadéw nalezgcych
do Lepidoptera [7, 64].

Opisano wiele szlakéw metabolizmu ekdysteroi-
dow, wykazujgc znaczne réznice w ich przebiegu
w zalezno$ci od gatunku owada, stadium rozwoju
i tkanki [60]. Reakcje, ktérym podlega czgsteczka
ekdyzonu, przedstawia rycina 4.

Hydroksylacja w pozycji C-20 aktywuje czasteczke
ekdyzonu. 20-HE jest aktywng formg hormonu co
najmniej w stadium larwalnym [5, 60]. Natomiast
w wyniku hydroksylacji ekdyzonu w pozycji C-26
powstaje 26-hydroksyekdyzon, ktéry nastepnie albo
utleniany jest do kwasu ekdyzonowego albo tez ulega
sprzezeniu z fosforanem. C-20 i C-26 hydroksylacje,
jak réwniez powstawanie kwasu ekdyzonowego za-
chodzg powszechnie w tkankach owadéw [60, 65].

Utlenianie dotyczy grupy hydroksylowej znajdujg-
cej sie w pozycji C-3 ekdyzonu lub innego ekdy-
steroidu. Ekdyzon utlenia sie do 3-dehydroekdyzonu
ktéry z kolei moze sie albo redukowac z powrotem do
ekdyzonu albo tez do jego 3 a-epimeru [29, 60].
Odwracalne powstawanie 3-dehydroekdysteroidow
zachodzi w tkankach réznych grup owad6éw, nato-
miast 3-epimeryzacje wykazano jedynie w jelicie nieli-
cznych ich gatunkéw [60, 66, 67].

Sprzezone ekdysteroidy powstajg w wyniku reakcji
estryfikacji, zachodzacej najczesciej w pozycji C-22
a znacznie rzadziej w pozycjach C-2, C-3 i C-26
czasteczki ekdysteroidu [5, 60]. C-22 i C-26 estry
ekdysteroidow najczesciej z wyzszymi kwasami ttusz-
czowymi czy fosforanem (donorem fosforanu jest naj-
prawdopodobniej ATP) mogg sie kumulowaé¢ w or-
ganizmie owada stanowigc tzw. zapasowe metabolity
[5, 61, 65, 68]. Ich obecno$¢ wykazano w jajnikach
ijajach niektérych gatunkow owaddéw [61]. Podczas
embriogenezy estry te ulegajg hydrolizie i uwalniajg sie
aktywne ekdysteroidy [60, 61, 65, 69], C-2 i C-3
sprzezone ekdysteroidy wykazano zar6wno w okresie
péznej embriogenezy, jak i w rozwoju postembrional-
nym owadoéw [65]. Nalezg one prawdopodobnie do tej
grupy metabolitow, ktore jako nieaktywne produkty
katabolizmu sg wydalane z organizmu owada [5, 65].

IV-2. Enzymy wiaczone w metabolizm ekdysteroi-
dow

20-monooksygenaza ekdyzonowa (oksydoredukta-
za; ekdyzon, zredukowany NADP: tlen, 20-/?-hydro-
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ksylujaca, EC 1.14.99.22). Enzym Kkatalizuje przemianeg
ekdyzonu w 20-hydroksyekdyzon. Reakcja zalezy od
cytochromu P-450 iwymaga NADPH jako koenzymu
[27-29]. Aktywno$¢ tego enzymu zwigzana jest zaréw-
no z frakcjg mikrosomalngjak i mitochondrialng [29].
20-monooksygenaza ekdyzonowa nie wykazuje specy-
ficznosci substratowej. Wiele danych wskazuje, ze ten
sam enzym Kkatalizuje C-20 hydroksylacje réwniez
innych ekdysteroidéw, np. 2-deoksyekdyzonu czy 26-
hydroksyekdyzonu [7, 65]. Aktywno$¢ 20-monoek-
sygenazy wykazano w réznych tkankach owadzich,
jak ciato tluszczowe, cewki Malpighiego, jelito $rod-
kowe, epiderma, jajniki [28, 29].

Enzymami biorgcymi udziat w 3-epimeryzacji ek-
dysteroidéw sa: oksydaza ekdyzonowa i 3 a-reduktaza
3-oksoekdysteroidowa. Oksydaza ekdyzonowa (3-ok-
sydoreduktaza; ekdyzon: tlen, EC 1.1.3.16) jest en-
zymem katalizujgcym przemiane ekdyzonu i innych
ekdysteroidéw do 3-dehydroekdysteroidow [29, 59,
65]. Enzym ten, obecny w wielu réznych tkankach
owadzich [65], jest biatkiem rozpuszczalnym o m.cz.
240 kD [59]. U owadéw wykazano obecno$¢ dwoch
typéw 3-reduktaz: 3 a-reduktazy odpowiedzialnej za
przemiang 3-dehydroekdysteroidéw (3-oksoekdyste-
roidéw) do odpowiednich 3-epiekdysteroidéw oraz
3 /1-reduktazy katalizujgcej przemiane 3-dehydroek-
dysteroidéw z powrotem do poczatkowego ekdys-
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Reakcje zachodzace powszechnie w tkankach owad6éw ujeto w ramke.

teroidu [29]. Te rozpuszczalne enzymy dziatajg w obe-
cnosci zarowno NADH, jak i NADPH [29, 59, 65].
Aktywno$¢ 3 /1-reduktazy 3-oksoekdysteroidowej wy-
kazano w wielu tkankach owadzich co ttumaczytoby,
dlaczego 3-dehydroekdysteroidy nie kumulujg sie in
vivo, nawet w obecnosci aktywnej oksydazy ekdyzono-
wej [65]. Natomiast 3 a-reduktaza 3-oksoekdysteroi-
dowa wystepuje jedynie w jelicie srodkowym nielicz-
nych gatunkéw owadow [29, 66, 67]. Z badan W ei-
richa i wsp. [70] wynika, ze 3-epimeryzacja ekdys-
teroidow zalezy od potgczonego dziatania oksydazy
ekdyzonowej i 3 a-reduktazy. Reakcje te zachodzg wg
schematu:

xtxn, >

N'AD (P)H

02
Ekd}jsteroid< ' >3-Dehydroekd}jsteroid
NAD(P)H

3-Epiekdysteroid

Dane dotyczace enzymoéw wigczonych w proces
powstawania i hydrolizy sprzezonych ekdysteroidéw
sg szczatkowe. Obecnos$¢ fosfotransferaz wykazano
u kilku gatunkéow owadoéw [65]. Prawdopodobnie
enzymem wigczonym w powstawanie sprzezonych
z fosforanem ekdysteroidéw jest: fosfotransferaza
ATP: ekdysteroidowa [29]. Isaac i wsp. [71]
otrzymali preparat enzymatyczny z embriondw Schis-
tocerca gregaria hydrolizujgcy C-22 fosfoestry ekdys-
teroidow. Ta embrionalna fosfohydrolaza dziata w pH
ponizej 5 i jest zwigzana z frakcjg mitochondrialno-
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lizosomalnag.

Badania Sakurai’a i wsp. [31] wskazujg, ze
enzymem katalizujacym przemiang 3-dehydroekdyzo-
nu do ekdyzonu w hemolimfie Manduca sexta jest
reduktaza 3-ketoekdysteroidowa dziatajgca w obecno-
éci NADPH. Ostatnio w hemolimfie Ostrinia nubilalis
wykazano wysoki poziom ketoreduktazy odpowie-
dzialnej za przemiane 3-dehydroekdyzonu w ekdyzon
[72]. Zapewne enzym z hemolimfy Manduca sexta
i Ostrinia nubilalis jest 3 /Treduktazg 3-oksoekdys-
teroidowa, ktérej aktywnos$¢ wykazano réwniez w jeli-
cie srodkowym Manduca sexta [25, 70].

IV-3. Regulacje metabolizmu ekdysteroidoéw

Stezenie kragzacego w organizmie hormonu, tzn. jego
miano, zalezy nie tylko od procesdw zwigzanych zjego
biosyntezg i wydzielaniem, ale rowniez od metaboliz-
mu i wydalania. Juz w 1969 r. Karlson i Bode
[73] twierdzili, ze inaktywacja hormonu moze miec
znaczgcy wpltyw na regulacje jego miana. Potwierdzity
to dalsze badania. U owadow nalezacych do Diptera
i Lepidoptera wykazano, ze w czasie gdy miano
endogennego hormonu szybko wzrasta nastepuje zna-
czne obnizenie szybkosci katabolizmu 20-HE, jak
i przemiany ekdyzonu w 20-HE [74]. Przy czym
spadek szybkosci katabolizmu 20-HE (o okoto 90%
u Caliphora vicina) jest znacznie wiekszy niz spadek
C-20 hydroksylacji [75]. Trudno jest odpowiedzieé na
pytanie, w jakim stopniu obnizony metabolizm wpty-
wa na wzrost miana 20-HE. Szacuje sie, ze gdyby nie
byto tak drastycznego obnizenia katabolizmu, miano
endogennego hormonu bytoby zredukowane o potowe
[76]. Dane te nie moga jednak odnosi¢ sie do wszyst-
kich grup owadoéw. U Orthoptera zaobserwowano nie
obnizenie lecz wzrost C-20 hydroksylacji zgodny ze
wzrostem miana 20-HE [77, 78]. Jednak i u tych
owadéw wykazano znaczne obnizenie szybkosci wy-
dalania produktéw katabolizmu w czasie, gdy miano
hormonu byto najwyzsze [79].

Lehman i Koolman [80] wysuneli hipoteze,
ze neuropeptydy biorg udziat w regulacji metabolizmu
ekdyzonu. Neuropeptydy za pomocg kinazy biatkowej
zaleznej od cAMP regulowatyby fosforylacje enzymow
katalizujagcych przemiany ekdyzonu w 20-HE, a na-
stepnie w 20,26 dihydroksyekdyzon [7, 80]. Badania
Hoggarda i Reesa [81] potwierdzajg te hipo-
teze. Wyniki ich badan wskazujg, ze 20-monook-
sygenaza ekdyzonowa moze wystepowaé¢ w dwoch
formach: aktywnej ufosforylowanej i nieaktywnej nie-
ufosforylowanej. Jednak w dalszym ciggu brak jest
danych pozwalajagcych w petni wyjasni¢ mechanizmy
zwigzane z regulacjg metabolizmu ekdysteroidéw.

V. Zmiany stezenia ekdysteroidéw w rozwoju
owada

Ekdysteroidy aktywne pod wzgledem hormonal-
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nym wystepujag u owadéw w stezeniach od 10~8 do
10“5 M [5], a ich miano w hemolimfie zmienia sie
cyklicznie w rozwoju [82]. Pod koniec kazdego sta-
dium larwalnego wystepuje szczyt ekdysteroidow,
a nastepnie stezenie bardzo szybko spada i tuz przed
linkg i w okresach miedzywylinkowych jest niskie.
U wielu owadéw holometabolicznych, ktére charak-
teryzuje cykl rozwojowy z przeobrazaniem zupetnym,
pojawia sie dodatkowy maty szczyt ekdysteroidow
w Srodkowym okresie ostatniego stadium larwalnego.
Inicjuje on zmiany w zachowaniu larwy oraz wywotuje
przetgczenie programu przemian z larwalnego na
poczwarkowy [83, 84]. W trakcie rozwoju osobnicze-
go obserwuje sie zaréwno zmiany bezwzglednego
stezenia ekdysteroidéw, jak i zmiany w ilosci réznych
ekdysteroidow wzgledem siebie. W stadium poczwarki
wystepuje bardzo rozlegly szczyt ekdysteroidéw nie-
zbedny do prawidlowego zakonczenia metamorfozy
owada. U Manduca sexta skitada sie on z Kilku
zachodzacych na siebie szczytéw. Najpierw wzrasta
miano ekdyzonu, nastepnie za$ 20-HE i na kofcu
pojawia sie najmniejszy szczyt 20,26-dihydroksyek-
dyzonu [7], Tak wiec zaréwno ekdyzon, jak i 20-HE,
a mozliwe, ze réwniez 20,26-dihydroksyekdyzon, od-
grywajg swoistg role w rozwoju owada [7]. Natomiast
pojawienie sie ekdysteroidow u dorostej postaci owada
jest zwiazane z reprodukcja [82].

VI. Transport

Ekdysteroidy krazace w hemolimfie wystepuja
w dwoch formach: nie zwigzanej i zwigzanej biatkami
[5, 85]. Nie zwigzane stanowig aktywng forme hor-
monu, natomiast zwigzane z biatkiem (biatkami) sg
nieaktywne biologicznie. Ich funkcja moze sie sprowa-
dzi¢ do utrzymania ,rezerwy hormonalnej” w ciele
owada [5]. W hemolimfie wykazano obecno$é zarow-
no specyficznych [86], jak i niespecyficznych biatek
wigzacych ekdysteroidy [87] r6znych strukturalnie od
wewnatrzkomdrkowych biatkowych receptorow ek-
dysteroidowych [88, 89],

Przenikanie wolnych ekdysteroiddw z hemolimfy do
wnetrza komarki odbywa sie za pomocg dwoch réznych
mechanizmoéw: transportu aktywnego z udziatem prze-
nosnikow lub tez drogg dyfuzji [5,90]. Transport aktywny
dotyczy niskich stezeh ekdysteroidéw i moze by¢ hamo-
wany przez czynniki blokujgce grupy tiolowe [90].

VIIl. Rola ekdysteroidow w rozwoju osobni-
czym

Ekdysteroidy kontrolujg takie procesy, jak linienie,
wzrost czy gametogeneze. Najlepiej poznanym zjawis-
kiem kontrolowanym przez ekdysteroidy jest linienie
(zrzucanie starej kutikuli i produkcja nowej) zachodzg-
ce zaréwno w stadium embrionalnym jak i w rozwoju
postembrionalnym [10, 91]. Kontrola ta przejawia sie
w stymulacji takich proceséw, jak: apoliza, podziaty
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komérek epidermy, odkiadanie nowych warstw kuti-
kuli i hamowaniu tych, ktére zwigzane sa z koicowymi
etapami linienia — trawieniem starej kutikuli czy
melanizacjg nowej [84, 91]. Ekdysteroidy kontrolujg
procesy linienia przy wspoétudziale hormonu juwenil-
nego [91]. W obecnosci JH ekdysteroidy indukuja
odktadanie kutikuli larwalnej, podczas gdy nieobec-
nosé tego hormonu prowadzi do wytworzenia kutikuli
poczwarkowej [92].

Ekdysteroidy regulujg morfogeneze i réznicowanie
sie dyskéw imaginalnych, tzn. grup komérek pocho-
dzenia embrionalnego niezréznicowanych, stanowig-
cych zalgzki struktur dorostego owada, ktére w sta-
dium larwalnym ulegajg jedynie podziatlom komdr-
kowym. Dyski te w czasie metamorfozy rozwijajg sie
w struktury dorostego owada [7, 93].

Wykazano réwniez, ze ekdysteroidy stymulujg ga-
metogeneze, podczas metamorfozy [91, 94],

Mechanizm dziatania ekdysteroiddw na poziomie
komoérkowym jest przedmiotem oddzielnego artyku-
tul

Artykut otrzymano 24 lutego 1994 r.
Zaakceptowano do druku 26 maja 1994 r.
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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 stuzgce
do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejsza
niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opisow
stownych, lecz postugiwaé sie skrotami. Osie wykreséw
winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decy-
zje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmie redakcja.
llustracji nie nalezy wigcza¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele i ryciny noszg cyfry
arabskie, wzory zas$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy
zaznaczy¢ otowkiem preferowane miejsce umieszczenia
tabeli, ryciny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porub-
rykowane, winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem
i ewentualnie takze niezbednymi objasnieniami. Stowne
objasnienia znakéw graficznych mozna umiesci¢ w pod-
pisie pod rycing, rysunkowe zas$ jedynie na planszy ryciny.
Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie w postaci oddziel-
nego wykazu. llustracje nalezy podpisa¢ nazwiskiem
pierwszego z autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy
oraz oznaczy¢ ,goéra-dot" (otéwkiem na odwrocie). Ze
wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ artykutu wskazane jest
konstruowanie orginalnych rycin i zbiorczych tabel na
podstawie danych z piSmiennictwa.

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

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

02-093 Warszawa
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