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Profesor Tadeusz Mann —  Wspomnienia 
1908— 1993

D nia 27 listopada 1993 roku zm arł w Cam bridge 
profesor Tadeusz M ann, znany i bliski wielu spośród 
nas, tu w Kraju.

U rodzony 4 grudnia 1908 roku we Lwowie, studio­
wał medycynę w Uniwersytecie Jana Kazimierza. Już 
jako  student został asystentem  Jakuba K arola Par- 
nasa. Brał udział w badaniach przem ian pośrednich 
związanych z wymianą reszt fosforanowych między 
ATP, fosfokreatyną a produktam i glikogenolizy mięś­
niowej i drożdżowej fermentacji cukru. Doktoryzow ał 
się w Uniwersytecie Jana Kazimierza w 1935 roku na 
podstawie pracy: „O zaczynach odszczepiających 
am oniak w mięśniu szkieletowym”.

Jako  stypendysta Fundacji Rockefellera w tym 
jeszcze roku wyjechał Tadeusz M ann, wraz z żoną 
Cecylią —  też uczennicą profesora Parnasa —  do 
C am bridge w Anglii. Tu, przez prawie dziewięć lat 
pracow ał z Dawidem  Keilinem, odkrywcą cytochro- 
mu, w instytucie biologii i parazytologii, zwanym 
potocznie M olteno Institute. Pierwsze badania M anna 
w Cam bridge dotyczyły zawierających hem enzymów 
roślinnych, co dało podstawę do uzyskania przezeń 
w 1937 roku tytułu dok to ra  filozofii (Ph D). Część 
wyników z tego zakresu opublikow anych w kraju, 
zaproszony przez profesora Parnasa, przedstawił 
w 1939 roku w Wydziale Lekarskim  Uniwersytetu 
Jana Kazimierza, jako  swą pracę habilitacyjną. B ada­
nia enzymów m etalobiałkowych, prow adzone przez 
M anna i Keilina objęły enzymy roślinne i zwierzęce. 
W 1937 roku wykryli oni po raz pierwszy w historii 
enzymologii, że enzym łączy się ze swoim substratem  
zanim ten ulegnie katalitycznej przemianie.

„W latach wojny, oprócz obowiązków w M olteno 
Institute i uczestnictwie w Home G uard (w randze 
kaprala!), wiele czasu spędzałem w Londynie jako  
członek międzysojuszniczego kom itetu przygotow ują­
cego dostaw y żywności i innych artykułów  pierwszej 
potrzeby dla krajów wyzwolonych, International 
Com m ittee for Post-W ar R equirem ents” —  napisał 
M ann w swej autobiografii.

Pod koniec wojny, z inicjatywy brytyjskiej rady do 
badań w zakresie nauk rolniczych, podjął Tadeusz 
M ann badania nad biochem ią nasienia zwierząt d o ­
mowych, a z czasem stał się rzeczywistym twórcą tej 
dziedziny biochemii. N a początku lat pięćdziesiątych 
powierzono M u w Cam bridge kierownictwo oddziału 
fizjologii i biochemii rozrodu z tytułem  University 
Reader in Physiology of Animal Reproduction (1953- 
1967). Później został wykładowcą z tytułem Professor 
of Physiology of Reproduction (1967-1976). Po przejś­
ciu na em eryturę w 1976 roku wyjechał do U.S.A. 
zaproszony jako  visiting professor przez N.I.H., co 
pozwoliło mu na pracę doświadczalną przez dalsze 
pięć lat.

N iedługo po przyjeździe do C am bridge napisał 
Tadeusz M ann kilka rozdziałów do dwutom owej 
biochemii Jakuba K arola Parnasa. K siążka ta 
pt.: „Chem ia Fizjologiczna — podręcznik dla lekarzy 
i studentów  medycyny, biologów, chemików i far­
m aceutów ” ukazała się w W arszawie w 1937 r. 
Swą pierwszą książkę pt.: “Biochemistry of Semen” 
opublikow ał M ann w 1954 roku. Przetłum aczono ją 
wkrótce na języki francuski, japoński i polski. W 1964 r. 
ukazało się Jego dzieło pt. “Biochemistry of Semen of 
the Male Reproductive T ract”; kolejne w 1981 r., 
opracow ane wspólnie z żoną, pt. “M ale Reproductive 
Function and Semen — Themes and Trends in Physio­
logy, Biochemisty and Investigative A ndrology”. A na­
logiczne procesy u wielu różnych zwierząt bezkręgo­
wych opisał Profesor w wydanej 1984 roku książce 
pt.: “Sperm atophores — Development, Structure, Bio- 
chemical, A tributes and Role in the Transfer of Sper- 
m atozoa”. Prac naukowych opublikow ał blisko trzy­
sta.

W latach pięćdziesiątych przyznano Tadeuszowi 
M annowi tytuł dok to ra  nauk (ScD), w ybrano człon­
kiem Królewskiego Towarzystwa nauk (F.R.S.); 
w 1962 nadano  M u tytuł kom andora orderu  brytyjs­
kiego im perium  (O.B.E.). Spośród licznych d o k to ra ­
tów honorow ych jakie otrzym ał szczególnie cenił sobie 
dok to rat honoris causa Akademii Rolniczej im. H ugo­
na K ołłątaja w Krakowie oraz członkostw o zagranicz­
ne PAN.

W post scriptum  do swej autobiografii profesor 
M ann napisał: „Chociaż większą część badań dośw iad­
czalnych wykonałem poza granicam i Kraju, moje 
zam iłow ania dotyczyły często zagadnień naukow ych, 
które w przeszłości opracowywali fizjologowie i bio­
chemicy polscy, m.in. ludzie tej m iary co Nencki 
i M archlewski (biochemia barwików m etalo-porfiry- 
nowych), Raciborski i Korczewski (fizjologia roślin), 
Godlewski i Prawocheński (fizjologia procesów roz­
rodczych u zwierząt (...).

M am  nadzieję, że w moich wspom nieniach i refleks­
jach zdołałem przynajmniej w części odzwierciedlić 
serdeczne uczucia dla przyjaciół w kraju zwłaszcza 
tych w Akademii w Krakowie. (...) Pełni uczuć nie 
będąc w stanie ująć w słowa własne, zakończę lepiej 
słowami Kasprowicza:

«Tą sam ą chodzę drogą,
Ścieżkami temi samemi,
L ata mnie spędzić nie mogą 
Z mej udeptanej ziemi.
Rzadko na moich wargach 
Niech dziś to warga ma wyzna 
Jawi się krwią przepojony 
Najdroższy wyraz: Ojczyzna.»”

Opracowano na podstawie autobiografii 
Profesora Tadeusza M anna 

sygnowanej 11 marca 1988 r.
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Addendum

Profesora Tadeusza M anna poznałam  wiosną 1959 r. 
w Cambridge, dokąd  przyjechałam  na krótki staż 
w Strangeways Research Laboratory. Był to mój 
pierwszy pobyt w Anglii, pierwszy też kon tak t z Ang­
likami. Profesor spotkał mnie na stacji, zakw aterow ał 
i wprowadził do L aboratorium . Państw o M annowie 
pokazali mi C am bridge i swe laboratoria, udzielili 
wielu pożytecznych rad. N a przykład o pewnych 
obyczajach angielskiego savoire vivre, tak wówczas 
różnych od naszych.

Po wieloletniej przerwie w lecie 1992 roku naw iąza­
łam  ponow nie kon tak t z Profesorem. W ciągu kilku­
nastu miesięcy dostałam  kilkanaście listów i parę 
książek. K orespondencja rozwinęła się przy okazji 
zbierania m ateriałów  o profesorze J. K. Parnasie prze­
znaczonych do publikacji w kw artalniku Postępy 
Biochemii. Profesor M ann przekazał wówczas na moje 
imię opraw ny tom  prac z zakładu profesora Parnasa 
opublikow anych w latach 1928-1938. Przysłał także 
wspom nienia o swym pierwszym Nauczycielu1, które 
jako  „Słowo z C am bridge” rozpoczęło serię innych 
wypowiedzi. Przyjął je z gorącym  zainteresowaniem  
—  czytał już ich wstępne wydruki —  przyniosły M u 
bowiem wiele do tąd  nieznanych informacji o losach 
profesora Parnasa.

Swoją autobiografię przysłał mi Pan Tadeusz już 
w lecie 1992, w listach mówił także trochę o sobie. N a

1 W osobie Keilina spo tkał Tadeusz M ann drugiego znako­
m itego nauczyciela i m ądrego przyjaciela — który w praw ­
dzie wyjechał z W arszawy jak o  dziecko —  w kontak tach  
tow arzyskich używał nieraz języka polskiego.

przykład o zrealizowanym  w grudniu 1992 r. wyjeździe 
do Niemiec, Szwajcarii i Austrii. Z W iednia — dokąd 
przybył, by jak  w poprzednich latach słuchać słynnych 
koncertów  sylwestrowych symfoników wiedeńskich 
— przysłał kartę noworoczną. Po powrocie, pisał 
o pracy nad drugim  wydaniem swej książki na tem at 
sperm atoforów. I dodał: pod koniec listu: „zarówno 
umysłowo, jak  i fizycznie czuję się nieźle”. W iosną
0 sam opoczuciu w listach nie było mowy. W przed­
ostatnim  liście z końca lipca Profesor raz jeszcze 
wspom niał osobę Parnasa, dla którego „do dziś — jak  
napisał — zachowałem  ogrom ny podziw i szacunek”; 
opowiedział też o swej opiece w Cam bridge nad 
muzyczną młodzieżą uniwersytecką. W łaśnie wtedy 
organizował wyjazd studenckiego chóru Trinity Hall 
do Polski. Kończąc list dodał: „N aturalnie sam nie 
będę mógł im towarzyszyć”: Nie byłoby to dziwne: był 
ich opiekunem , sam zaś grywał na skrzypcach.

O swej chorobie powiadom ił mnie pan Tadeusz 
w końcu października. W parę dni później, z d atą  30 
października 1993 i dedykacją, przesłał książkę pt. 
“Dynam ie Science —  Biochemistry in Cam bridge 
1899-1949”. Było to podziękow anie za otrzym any tom 
pt. „Lwowskie środowisko naukow e w latach 1939- 
1949”, zawierający też kom plet podstawowych m ate­
riałów o J. K. Parnasie (1894-1949).

N a początku listopada 1993 r. wspólni znajomi 
z Anglii informowali mnie, że Profesor ma pełną 
świadomość tego co się z Nim  dzieje, nie je, słabnie, ale 
co dzień jeździ „na spacer” taksówką. Odwiedzają G o
1 pom agają M u bliscy i serdeczni. Jeszcze 26 listopada 
dopisywał coś w swej autobiografii. Zm arł nazajutrz, 
nad ranem. Przysłano mi wycięty z gazety wydawanej 
w Anglii nekrolog, kończący się słowami: „O odejściu 
z tego świata przezacnego i niestrudzonego Człowieka- 
N aukow ca zaw iadam iają z głębokim żalem Rodzina 
oraz Krewni i Przyjaciele w Anglii, w Niemczech, 
w Polsce, w K anadzie i w USA”.

Zofia Zielińska

Do członków  
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Zarząd P.T.Bioch. uprzejmie prosi wszystkich członków o wpłatę zaległych i bieżących składek 
członkowskich.
Jednocześnie informujemy, że w  dniu 14 września 1993 roku, na zebraniu Zarządu Głównego 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ustalono podwyższenie od roku 1994 rocznej opłaty 
składek członkowskich do sumy 100 000 zł. Natomiast koledzy będący członkami PTBioch status 
studenta w inn i wnosić roczną opłatę w  wysokości 50 000 zł.
Zachęcamy także do zaprenumerowania „Postępów Biochemii".
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ARTYKUŁY

Sekwencjonowanie przez hybrydyzację —  nowa metoda 
odczytu kodu genetycznego

Sequencing by hybridization —  a new method for genetic code 
reading

MICHAŁ JANITZ1, 
MACIEJ K U R PISZ2
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Wykaz stosowanych skrótów: pz —  para zasad; SBH — sek­
wencjonowanie przez hybrydyzację; 6xSSC — 0.9 M NaCl, 
90 m M  cytrynian sodu; YAC —  sztuczny chrom osom  
drożdży; PCR — łańcuchow a reakcja polim erazowa po­
zwalająca na amplifikację wybranego fragm entu D N A  przy 
użyciu specyficznych sekwencji starterow ych; technika dot- 
blot — przeniesienie próbki D N A  na filtr w w arunkach 
wywołanego podciśnienia.

I. Wstęp

Pow stanie projektu sekwencjonowania ludzkiego 
genom u (ang. Humań Genome Project) spowodowało 
ogrom ny wzrost zainteresow ania m etodam i sekwenc­
jonow ania DNA. Autorzy program u sądzą, iż w o p ar­
ciu o klasyczne m etody sekwencjonowania pełny zapis 
nukleotydow y ludzkiego genomu, liczącego 3 x 109 pz 
i zawierającego od 50 do 100 tysięcy genów, będzie 
poznany w ciągu najbliższych 15 lat kosztem ok. 600 
min dolarów  [1-3].

1 Lek. med., 2 doc. d r hab. Z akład G enetyki Człowieka 
PAN, ul. Strzeszyńska 32, 60-479 Poznań

Tradycyjne m etody sekwencjonowania D N A  opie­
rają się na odczytyw aniu kolejności nukleotydów  
term inujących fragm enty DNA rozdzielone elektro- 
foretycznie, z których każdy następny jest dłuższy od 
poprzedniego o jedną parę zasad. Różnice pomiędzy 
poszczególnymi technikam i polegają na sposobie 
otrzym ywania fragm entów DNA o różnej długości (i. 
m etoda chemiczna M axam a i G ilberta [4], ii. m etoda 
enzym atyczna Sangera [5]). Inne różnice dotyczą 
m etod znakow ania rozdzielonych odcinków  DNA. 
W ykorzystuje się tu znakow anie radioizotopem  [6], 
związkami chemiluminescencyjnymi [7] lub fluores­
cencyjnymi [8].

M im o znaczących postępów związanych ze zwięk­
szeniem rozdzielczości elektroforezy (do 1000 pz w po­
jedynczym rozdziale elektroforetycznym ) [9 ,10], au to ­
m atyzacją procesu odczytu sekwencji [11, 12] oraz 
konstrukcją sekw encjonatorów  D N A  [8 ,13 ,14 ], wielu 
naukow ców uważa, że tem po sekwencjonowania ludz­
kiego genom u (104 pz dziennie przez jeden zespół) 
należy zwiększyć stukrotnie, przy jednoczesnym  ob­
niżeniu kosztów. N atu ra lną  więc konsekwencją stało 
się poszukiwanie nowych m etod sekwencjonowania 
DNA, wśród których technika sekwencjonowania 
przez hybrydyzację (SBH —  sequencing by hybridiza­
tion) wydaje się najbardziej obiecująca.
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II. Sekwencjonowanie przez hybrydyzację

M etoda sekw encjonow ania przez hybrydyzację 
(SBH) [15, 16] opiera się na założeniu, że każda 
linearna sekwencja D N A  jest szeregiem nakładających 
się, krótkich podsekwencji. Stąd też przy w ystarczają­
cej liczbie oligonukleotydów  stanowiących sondy hyb- 
rydyzacyjne m ożna określić kolejność nukleotydów 
w badanym  fragmencie DNA  (Ryc. 1).

sekwencji badanego DNA. Stw ierdzono m atem atycz­
ną zależność pomiędzy liczbą sond zastosowanych 
przy badaniu danego fragm entu DNA, a liczbą infor­
macji jak ą  m ożna uzyskać o jego sekwencji. I tak, jeśli 
weźmie się odcinek o długości 1000 pz i hybrydyzuje się 
go kolejno z 100 do 200 sondam i, to sekwencję danego 
odcinka m ożna określić tylko częściowo (ang. partial 
sequencing). D opiero zastosowanie około 2000 sond do 
analizy danego fragm entu pozwala na określenie peł-
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Ryc. 1. Z asada sekw encjonow ania przez hybrydyzację (SBH) —  każdy fragm ent DNA jest zbiorem  nakładających się podsekwencji.

II-l. Oligosondy

Stosując m etodę sekwencjonowania przez hybrydy­
zację (SBH), jako  sondy wykorzystuje się najczęściej 
oktanukleotydy. W użyciu pozostają także sondy 7, 
9 i 10 nukleotydowe. W porów naniu z innymi m etoda­
mi hybrydyzacji (średnia długość sond od stu do kilku 
tysięcy pz) sondy stosowane w SBH są niezwykle 
krótkie. M a to swoje rzeczowe uzasadnienie, bowiem 
stabilność w pełni kom plem entarnego kom pleksu son- 
da-badany D N A  w zrasta wraz ze spadkiem  długości 
sondy [17], Teoretycznie każda z możliwych 8-nukleo- 
tydowych sekwencji, w liczbie 65 536, może być za­
stosow ana jako  sonda hybrydyzacyjna. Zależy to od

nej sekwencji nukleotydowej [18]. W ynika to z faktu, 
że do wskazania określonej pozycji pojedynczej pary 
zasad niezbędne jest uzyskanie sygnału hybrydyzacyj- 
nego przy użyciu 5 lub więcej sond, których sekwencje 
wzajemnie się nakładają (Ryc. 2). Oligosondy znako­
wane są [y -32P ]A T P  na końcu 5' przy użyciu kinazy 
polinukleotydow ej [19].

II-2. Biblioteki D N A

Jedną ze strategii sekwencjonowania DNA jest 
analiza sekwencji bibliotek D NA lub cDNA. W pierw­
szym przypadku przed procesem sekwencjonowania 
genomowy DN A zostaje poddany trawieniu przez
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Ryc. 2. U stalenie pozycji danego nukleotydu w łańcuchu DNA wym aga hybrydyzacji z zastosow aniem  przynajmniej 5 oligosond 
o nakładającej się sekwencji.
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enzymy restrykcyjne, a powstałe fragmenty w budow u­
je się do wektorów  w celu ampliflkacji. W zależności od 
długości wbudowanego fragm entu stosuje się: fagi 
A. (odcinki 100-20 000 pz) [20], fagi M 13 (1000-5000 pz) 
[21], kosm idy (30000-45000 pz) [22], fagi PI (50000- 
100000 pz) [23] lub sztuczne chrom osom y drożdżowe 
(Y AC -yeast artificial chromosome), w których długość 
insertu w aha się w granicach 10 5- 106 pz [24]. Sklono­
wane fragm enty w odpowiednich kom órkach gos­
podarza (bakterie, drożdże) tworzą bibliotekę geno- 
mowego DNA.

Inną możliwość stanowi konstrukcja bibliotek 
cD NA obejm ujących sekwencje kodujące w genomo- 
wym DNA. Przedm iotem  klonow ania jest DNA 
(cDNA) syntetyzowany na m atrycy m RNA przy uży­
ciu odw rotnej transkryptazy. Ponieważ aktywność 
transkrypcyjna genomowego DNA  różni się w po­
szczególnych tkankach organizm u, daje to możliwość 
tworzenia bibliotek cD N A  tkankow o specyficznych. 
Biblioteki cD N A nie pozwalają jednak na analizę 
sekwencji niekodujących znajdujących się zarów no 
w strukturze genów (introny, sekwencje promotorowe), 
jak  i w ich otoczeniu (np. wzmacniacze transkrypcji).

W ybór odpowiedniej biblioteki (genomowego D N A  
lub cDNA) zależy więc od celu jaki chcemy osiągnąć za 
pom ocą analizy sekwencyjnej.

II-3. Technika dot-blot

Uzyskane klony genomowego DN A lub cDNA 
(najczęściej w fagu M13 jako  wektorze) służą jako  
m atryca w procesie hybrydyzacji. Z aproponow ano 
dwa zasadnicze sposoby hybrydyzacji oligosond 
z D N A  (Ryc. 3):

(1) Łańcuch badanego DNA jest immobilizowany 
w fazie stałej, a następnie hybrydyzowany ze znako­
waną radioizotopem  oligosondą [16];
(2) Analizowany DN A znakuje się izotopem , po 
czym hybrydyzuje z szeregiem oligosond przytw ier­
dzonych do podłoża [25, 26];
Ponieważ w ariant pierwszy jest częściej stosowany, 

zostanie on bliżej przedstawiony.
W pierwszym etapie techniki SBH, D N A  przenosi 

się na filtr nylonowy m etodą dot-blot [27]. Rozpusz­
czony w buforze alkalicznym DNA (zdenaturow any 
wektor -I- insert) jest osadzony na filtrze przy za­
stosow aniu niewielkiego podciśnienia (ang. vacuum 
transfer). Przy wysokim pH środowiska, cząsteczki 
DN A ulegają kowalencyjnem u związaniu z filtrem, co 
ułatw ia denaturację DNA. O pisana m etoda pozwala 
przenieść wiele próbek DN A na filtr w stosunkow o 
krótkim  czasie.

Inne techniki transferu DN A (Southern biot) lub

ki 1 i !■ - badany fragment DNA

^ ^  - oligosondą

* II || || || - oligosondą znakowana izotopem

*¡1111 - znakowany izotopem badany odcinek DNA

- filtr
Ryc. 3. Rodzaje układów hybrydyzacyjnych: A — badany fragm ent DNA wiązany jest kowalencyjnie z filtrem, a następnie hybrydyzow any ze 

znakow aną oligosondą; B —  znakow any odcinek D N A  jest hybrydyzow any z szeregiem oligosond unieruchom ionych na filtrze.
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RNA (Northern hlot) obejm ują elektroforezę kwasów 
nukleinowych przed przenoszeniem na Filtr. E lektro­
foreza dostarcza informacji na tem at długości badane­
go odcinka, ale jednocześnie wydłuża czas procedury 
i ogranicza liczbę próbek na Filtrze. W ydajność m etody 
dot-blot zwiększa użycie specjalnych aparatów  (np. 
Bio-Dot SF Firmy Bio-Rad lub Minifold II Firmy 
Schleicher and Schuell) lub robotów  zdolnych do 
umieszczenia nawet 36 000 próbek DNA na Filtrze 
o wymiarach 22 na 22 cm.

II-4. Warunki hybrydyzacji

Technika sekwencjonowania przez hybrydyzację 
wymaga dość specyFicznych warunków hybrydyzacji 
badanego DNA ze znakow aną sondą, m.in. ze względu 
na małą długość sond. Czas hybrydyzacji wynosi ok. 
3 h w tem peraturze 12°C. Dla porów nania, czas 
hybrydyzacji wyznaczony m etodą klasyczną wynosi 
kilka do kilkunastu godzin, a tem peratura hybrydyza­
cji utrzym ywana jest w przedziale od 42 do 68°C 
w zależności od obecności lub braku formamidu 
w płynie hybrydyzacyjnym [29].

Kolejny etap, płukanie Filtru, jest niezmiernie istotny 
dla oceny sygnału, gdyż pozwala zarów no na usunięcie 
sondy niespecyFicznie związanej z Filtrem jak  i na 
rozerwanie kom pleksów hybrydyzacyjnych o niepeł­
nej kom plem entarności. Jest to szczególnie ważne, gdy 
sekwencjonuje się fragmenty DNA o wysokim stopniu 
homologii. W zależności od długości oligosondy i jej 
składu nukleotydowego (liczba par GC) płukanie 
przeprow adza się w określonych w arunkach tem pera­
tury i czasu [30]. Stosując m etodę SBH, ze względu na 
dużą liczbę stosowanych sond przeprowadza się ru ty­
nowo wielokrotne cykle dehybrydyzacji i hybrydyzacji 
pojedynczego Filtra z kolejną sondą (w przypadku filtra 
nylonowego do 12 cykli). W procesie dehybrydyzacji 
wykorzystywany jest fakt, że siła w iązania badanego 
DNA z Filtrem (wiązanie kowalencyjne) jest większa niż 
DNA  z oligosondą (wiązanie wodorowe). Intensyw­
ność przeprowadzanej dehybrydyzacji (spadek siły 
jonow ej roztw oru dehybrydyzacyjnego) jest wprost 
proporcjonalna do długości kom pleksu hybrydyzacyj- 
nego i zawartości par G C  w tym kompleksie [31].

II-5. Odczyt sygnału

Poniew aż sondy znakow ane są radioizotopem , m ia­
rą efektywności hybrydyzacji jest ilość prom ieniow a­
nia em itow ana z Filtra w miejscach wytworzenia kom ­
pleksu hybrydyzacyjnego. W edług tradycyjnych me­
tod sekwencjonowania najczęściej do odczytu sygnału 
stosow ane są klisze rentgenowskie, które nałożone na 
Filtr ulegają zaczernieniu w miejscach hybrydyzacji. 
Zaczernienia m ają postać prążków  w przypadku tech­
nik opartych na rozdziale elektroforetycznym, lub 
plam ek w przypadku użycia techniki dot-blot. Eks­
pozycja Filtru odbywa się w tem peraturze — 80°C,

przez 4-48 godz. Przy sekwencjonowaniu przez hyb­
rydyzację stosuje się urządzenie wzmacniające prom ie­
niowanie (ang. Phosphor-Imager), używane również 
w klasycznej autoradiograFii. F iltr umieszczany jest 
w specjalnej kasecie zawierającej ekran pokryty euro­
pem. Prom ieniowanie em itowane z poszczególnych 
kropek na Filtrze wzbudza prom ieniowanie wtórne na 
ekranie ograniczone do rozm iarów  kropek. Po czasie 
ekspozycji k ilkakrotnie krótszym  w porów naniu z kla­
syczną autoradiograFią, sygnał odczytuje się przy uży­
ciu wiązki laserowej sterowanej kom puterem . Miejsca 
wzbudzenia przedstawione są na m onitorze kom pute­
ra w postaci zaczernień. M ożliwa jest zarów no ocena 
ilościowa tła jak  i stopnia zaczernienia poszczególnych 
plam. Przy ustalonym  standardzie, pozwala to na 
precyzyjne oszacowanie kom plem entarności sondy 
w stosunku do badanej sekwencji oraz efektywności 
hybrydyzacji przy różnych stężeniach DNA. Po po­
m iarze sygnału, ekran po krótkiej ekspozycji na świat­
ło dzienne, gotowy jest do ponownego użycia [32].

II-6. Interpretacja sygnału

Podstaw ow ym  elementem w ocenie sygnału jest 
ustalenie przy jakiej wartości sygnału hybrydyzację 
m ożna uznać za pozytywną bądź negatywną. W tym 
celu, na każdy Filtr oprócz DNA o nieznanej sekwencji 
nakładany jest kontrolny DNA w szeregu rozcieńczeń 
(np. DNA faga M13 z insertem o znanej sekwencji) 
całkowicie lub częściowo kom plem entarny wobec każ­
dej oligosondy stosowanej w danej serii hybrydyzacji. 
Stosunek intensywności sygnału hybrydyzacji sondy 
z kontrolnym  D NA  o pełnej kom plem entarności (kon­
trola pozytywna) i niepełnej kom plem entarności (kon­
trola negatywna) wyznacza współczynnik pozytyw­
nego sygnału dla określonej oligosondy. W praw id­
łowo dobranych w arunkach hybrydyzacji powinien on 
wynosić 10 [33].

Pom im o dobrania optym alnych warunków  hyb­
rydyzacji w przypadku każdej sondy notuje się 2-5% 
fałszywie pozytywnych i negatywnych sygnałów. F ał­
szywie pozytywny wynik spowodowany jest najczęś­
ciej brakiem  kom plem entarności pojedynczych nuk- 
leotydów między sondą a DNA. Fałszywie negatywny 
wynik spotyka się podczas analizy sekwencji końca 5', 
gdzie drugo- i trzeciorzędowa struk tu ra DNA  pow o­
dują destabilizację kom pleksu hybrydyzacyjnego (ang. 
SBH  compression) [34], W celu wzmocnienia sygnału 
stosuje się dłuższe sondy (do 12 pz) i łagodniejsze 
w arunki płukania (np. 5 min. w 0°C).

II-7. Automatyzacja techniki SBH

Ze względu na ogrom ną liczbę stosowanych sond 
i konieczności interpretacji wyników setek hybrydyza­
cji na pojedynczym Filtrze, opracow ano dla potrzeb 
SBH specjalne program y kom puterow e pozwalające 
na odtworzenie badanej sekwencji na podstawie pozy­
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tywnych sygnałów z oligosondam i o nakładającej się 
sekwencji. Stosując odpowiednie testy symulacyjne 
wykazano, iż nawet 10% błędów w odczycie nie ma 
wpływu na ostateczne ustalenie sekwencji [35]. 
O prócz ustalonych program ów , na zmniejszenie p ra­
cochłonności i obniżenie kosztów stosow ania metody 
SBH miała wpływ autom atyzacja procesu transferu 
klonów z kolonii bakteryjnych [36], zastosowanie 
m etody PCR w celu amplifikacji sklonowanych frag­
m entów DNA oraz konstrukcja robotów  laboratory j­
nych wykorzystywanych w technice dot-hlot do prze­
noszenia poszczególnych klonów na filtr [28].

III. Perspektywy

M im o wielu technicznych odrębności, sekwencjono- 
wanie poprzez hybrydyzację może stać się ważnym 
elementem uzupełniającym  tradycyjne m etody sek- 
wencjonowania. Przykładem  tego może być koncepcja 
wstępnej charakteryzacji nieznanych sekwencji przy 
użyciu SBH (ang. partial SBH) [37], a następnie 
całkow ite sekwencjonowanie danego klonu w oparciu 
o m etody klasyczne. T aka strategia może być szczegól­
nie przydatna przy badaniu bibliotek cDNA. Stosując 
30 do 100 razy mniej oligosond w porów naniu z liczbą 
potrzebną do całkowitego zsekwencjonowania m ożna 
wstępnie określić przynależność danego klonu do 
określonej rodziny genów. Znając sekwencję jednego 
z alleli genu m ożna opracow ać zestaw sond zdolny 
wykryć sekwencje homologiczne w poszczególnych 
tkankach lub blisko spokrewnionych organizmach. 
W wyniku częściowego SBH, klony cDNA byłyby 
opatrzone wizytówką pozw alającą na uporządkow a­
nie sekwencji w ram ach bibliotek cD NA [38].

K olejną perspektywę stanowi m iniaturyzacja proce­
su hybrydyzacji. We wstępnych badaniach znajdują się 
m ikrofiltry (tzw. sequencing chips), na których w odleg­
łościach rzędu m ikrom etrów  znajdują się miliony 
oligosond o różnej sekwencji. M ikrofiltry hybrydyzuje 
się z m ieszaniną znakowanych fluorescencyjnie, k ró t­
kich fragm entów genomowego DNA lub cDNA (patrz 
podrozdz. 11-3.), a następnie odczytuje się sygnał przy 
użyciu m ikroskopu fluorescencyjnego [39].

Biorąc pod uwagę dynam iczny rozwój sekwenc- 
jonow ania przez hybrydyzację należy się spodziewać, 
że w stosunkow o krótkim  czasie znajdzie ona wiele 
zastosow ań w procesie sekwencjonowania kwasów 
nukleinowych.

A rtykuł otrzymano 7 października 1993 r.
Zaakceptowano do druku 4 lutego 1994 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: XP —  xeroderm a pigm en­
tosum; CS — zespół C ockayne’a; TT D  — trichotiodystrofia; 
HSSB — ludzkie białko wiążące jednoniciowy DNA (hum an  
sin g le -s tra n d ed  b ind ing  p ro te in ); PCNA — antygen jądrow y 
kom órek proliferujących (p ro life ra tin g  cell nuc lear a n tig e n ); 
RF-C  — czynnik replikacyjny C (rep lica tion  fa c to r  C); D P  
-  (5-5, 6-6) cyklobutanow y dimer pirymidynowy; Foto- 

p roduk t 6-4 —  fo toprodukt 6,4-tyminy-cytozyny; ERCC 
—  ludzkie geny kom plem entujące wrażliwe na UV m utanty 
kom órek chom ika chińskiego (exc is io n  repa ir C h in ese  h a m s­
ter  c o m p lem e n tin g ); N-AA AF —  N -acetoksy-2 acetylo-am ino 
fluoren; AAF — 2-acetylo-am inofluoren; M N U  — metylo- 
nitrozom ocznik; D H F R  —  gen dehydrogenazy dihydrofolia- 
nowej; ADA —  gen dezam inazy adeniny; T R C F  —  czynnik 
sprzężenia napraw y z transkrypcją (tra n scrip tio n  repair c o u p ­
ling fa c to r ); m df — gen E. co li odpowiedzialny za spadek 
częstości m utacji (m u ta tio n  fr e q u e n c y  d ec lin e ); kz — kilo- 
zasada; kD a —  kilodalton.

I. Wstęp

M utageny i kancerogeny środowiskowe, produkty  
m etabolizm u kom órkow ego np. utleniania, niestabil­
ność chemiczna DNA i spontaniczne błędy w replikacji 
pow odują powstaw anie uszkodzeń w genomie. Ich 
letalne i m utagenne skutki są łagodzone przez en­
zymatyczne procesy naprawy.

W niniejszym artykule przedstawię obejm ującą sze­
rokie spektrum  uszkodzeń i najlepiej znaną naprawę 
przez wycinanie nukleotydu. N asza wiedza dotyczy

* Z akład  Radiobiologii i O chrony Zdrowia, Insty tu t Chemii 
i Techniki Jądrow ej, ul. D orodna 16, 03-195 W arszawa

w głównej mierze usuw ania dim erów pirymidynowych 
(DP), indukow anego przez UV. Aby zrozumieć ten 
proces prowadzi się badania kom órek ludzi cierpią­
cych na dziedziczne choroby: xeroderma pigmentosum  
(XP), zespół C ockayne’a (CS) i trichotiodystrofię 
(TTD). W chorobach tych występuje nadwrażliwość na 
światło, nowotw orzenie i/lub anom alie neurologiczne 
oraz duże zróżnicowanie fenotypów.

Do przeprow adzenia wstępnego etapu naprawy, tj. 
rozpoznania uszkodzenia i jego wycięcia, niezbędnych 
jest więcej niż osiem białek zmienionych w XP [1], 
w tym endonukleaza wycinająca D P  [2]. W etapie 
replikacji naprawczej, wykonanej przez polimerazy 
5 i e [3], niezbędne są białka HSSB, PCN A  i RF-C [1].

Obecnie umiemy ocenić poziom naprawy nie tylko 
w całym genomie (bulk D N A  repair), ale i dowolnej 
znanej sekwencji DNA. N apraw a genom u jest hetero- 
genna: uszkodzenia genów czynnych, w szczególności 
nici transkrybow anej, są usuwane szybciej niż uszko­
dzenia genów nieczynnych. Zjawisko to obejmuje się 
mianem naprawy preferencyjnej (preferential repair) [4].

Spośród dziesiątków genów, od których zależy 
przebieg napraw y w kom órkach zwierzęcych, sklono- 
wano ponad dwadzieścia [3]. Sześć z nich: ERCC1, 
ERCC2, ERRC3, ERCC5(XPG c), ERRC6, XPAC [5, 
6] są to ludzkie geny mające udział w rozpoznaniu 
i wycięciu uszkodzenia wywołanego przez UV. Są one 
zm utow ane w XP, CS i TTD , a zatem m ogą być 
pośrednio związane z procesam i nowotworzenia i po ­
wstawania anom alii neurologicznych. Geny ERCC nie 
wykazują hom ologii do genów UvrABC sterujących
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etapem  rozpoznania i nacięcia w kom órkach E. coli. 
W ynika to z odmienności substratu dla enzymów 
naprawczych w kom órkach bakteryjnych i zwierzę­
cych [6, 7], W tych ostatnich jest nim chrom atyna. 
N atom iast hom ologia do genów kom órek gryzoni, 
drożdży i muszki owocowej wskazuje na zachowawczy 
charakter naprawy przez wycinanie u Eukaryota  [8].

G eny ERCC2, ERCC3 i ERCC6 kodują helikazy 
RNA i DNA. Świadczy to o istotnej roli helikaz 
w procesie napraw y [8], Najważniejszym ostatnim  
odkryciem  jest stwierdzenie przez S c h a e f f e r a  
i ws p .  [9], że helikaza napraw cza ERCC3 stanowi 
składnik czynnika transkrypcyjnego BTF2 (TFIIH). 
Należy on do podstawowych czynników transkrypcyj- 
nych inicjujących wraz z polim erazą II RNA większość 
p rom otorów  i przeprowadzających transkrypcję po d ­
stawową. Analiza genu ERCC6 [10] korygującego 
upośledzenie napraw y preferencyjnej w CS i w ykazują­
cego hom ologię do genów regulatorów  transkrypcji 
u drożdży i muszki owocowej, również wskazuje, że 
transkrypcja i napraw a przez wycinanie posiadają 
wspólne składniki białkowe i są funkcjonalnie połączo­
ne [11].

W świetle tych doniesień [9-12] oczywiste staje się, 
że praw dopodobnie wiele genów uznawanych za geny 
napraw y DNA pełni w naprawie rolę pośrednią [12]: 
od kodowanej przez nie aktywności może zależeć 
transkrypcja, składanie RNA i translacja genów kodu­
jących enzymy naprawcze, zaś w zespołach XP, CS 
i T T D  należy raczej widzieć skutki zaburzonej tran s­
krypcji [13] niż upośledzenia naprawy DNA.

II. Mechanizmy naprawy

U szkodzenia DNA indukow ane przez czynniki fizy­
czne i chemiczne zostały wyczerpująco przedstaw ione 
w [4], Tutaj pragnę zwrócić uwagę, że w kom órkach 
zwierzęcych rodzaj i zlokalizowanie uszkodzeń zależy 
nie tylko od sekwencji nukleotydów  w nici DNA, lecz 
od struk tury  chrom atyny [15]. Przedm iotem  niniej­
szego artykułu jest napraw a zm ian wywołanych 
w D N A  przez UV. Są to głównie D P  i powstające 
z 5-10 razy mniejszą częstością fo toprodukty  6-4 [16], 
W ydajność kw antow a tworzenia D P  jest zależna od 
sekwencji nukeotydów  [17]. Znając sekwencje m oże­
my z dużym praw dopodobieństw em  podać miejsca 
m utacji (mutation hot spots) w badanym  genie, np. [16, 
18]. M imo, że fo toprodukty  6-4 powstają z mniejszą 
częstością niż DP, we fragm entach DNA w których 
częstsze są dwójki TC niż TT będą one dom inow ały 
[16]. Sekwencja zasad odgrywa również rolę w tw orze­
niu adduktów  przez kancerogeny chemiczne [19, 20], 
A ddukty kancerogenów chemicznych charakteryzuje 
ponadto  nierów nom ierny rozkład między DN A rdze­
nia nukleosom u i DNA łącznikowy: np. przyłączenie 
m etabolitów  benzo(a)pyrenu do łącznikowego DNA 
jest 3-4 razy częstsze niż do rdzenia [21, 22], P odobna 
preferencja występuje w przypadku czynników mety-

lujących [23, 24], furokum aryn [25] i N -A AAF [26]. 
N a wyższym poziomie organizacji chrom atyny jej stan 
funkcjonalny dodatkow o wpływa na dostępność DNA 
dla czynników geno-toksycznych. Obszary transkryp- 
cyjnie czynne mają bardziej otw artą struk tu rę  niż 
reszta genomu ponieważ są pozbawione nukleosom ów  
[27]. Powoduje to, że wiele kancerogenów preferencyj­
nie tworzy addukty  w tych obszarach np. AAF N- 
hydroxy-AAF, dim etylo-N -nitrozoam ina, M NU  
i diol-epoksyd benzo(a)pyrenu [28, 29]. Również pro­
mieniowanie jonizujące wytwarza więcej w iązań krzy­
żowych między białkiem i DNA w chrom atynie czyn­
nej w porów naniu z nieczynną [30], Różnica taka  nie 
występuje w przypadku D P [31].

Dla napraw y uszkodzeń DNA w kom órkach ssa­
ków przyjmuje się zmodyfikowane schematy dotyczą­
ce kom órek bakteryjnych. Skom plikow ana organiza­
cja genomu eukariotycznego wymaga jednak specjal­
nych zmian dopasowujących chrom atynę do stanu 
umożliwiającego usunięcie uszkodzenia DNA. Z tego 
względu w procesie napraw y bierze udział większa 
liczba białek, tym samym większa liczba genów deter­
minuje jej przebieg [7],

Analizując procesy napraw y możemy wyodrębnić 
napraw ę bezpośrednią, przez wycinanie (excision 
repair) i postreplikacyjną zwaną też napraw ą w nici 
potom nej (post-replication, daughter strand repair)
[32]. Ten ostatni typ naprawy ma miejsce po zrep- 
likowaniu uszkodzonego DNA. Replikacja może za­
chodzić z obejściem uszkodzenia przez polimerazę 
(translesion synthesis), tj. syntezę ciągłej nici potom nej 
zawierającej błędy, lub z przeskakiwaniem  uszkodze­
nia przez enzym i powstawaniem  ubytków (gaps) na 
przeciwko uszkodzenia. M echanizm wypełniania uby­
tków w potom nym  DNA kom órek zwierzęcych jest 
słabo poznany [33].

N apraw a bezpośrednia, z udziałem jednego enzymu, 
jest prostym  przywróceniem stanu sprzed uszkodze­
nia. W przypadku D P  polega ona na jego rozszczepie­
niu przez fotoliazę w obecności światła [34], W przy­
padku alkilacji, alkilotransferaza DNA przynosi mały 
podstaw nik alkilowy z alkilowanej guaniny na resztę 
cysteiny w swoim centrum  aktywnym, tym samym 
inaktywując się (artykuł przeglądowy w [35]).

W naprawie przez wycinanie rozpatruje się naprawę 
przez wycinanie nukleotydu i wycinanie zasady. Ab­
solutne ich rozróżnienie nie zawsze jest możliwe. 
N apraw a przez wycinanie zasady (base excision ) usu­
wa zasady uszkodzone przez prom ieniowanie jon izu­
jące i m onofunkcyjne czynniki alkilujące. W jej pierw­
szym etapie swoista glikozylaza rozpoznaje i usuwa 
uszkodzenie poprzez hydrolizę wiązania N-glikozylo- 
wego między uszkodzoną zasadą i deoksyrybozą [36]. 
N astępnie endonukleaza apurynow a lub apirymidy- 
nowa nacina wiązania fosforanowe między resztami 
cukrowymi. Polim eraza DNA, najpraw dopodobniej 
polim eraza (3, wypełnia pow stałą lukę 2-3 nukleo- 
tydową, wykorzystując nić kom plem entarną jako  m at­
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rycę, zaś ligaza łączy fosforan deoksyrybozy ze szkiele­
tem DNA [37],

Napraw a przez wycinanie nukleotydu (nucleotide 
excision repair) usuwa duże uszkodzenia. M echanizm 
tej napraw y u E. coli jest poznany w szczegółach 
w przypadku usuwania DP, lub innych uszkodzeń 
powodujących podobne zmiany w dwuniciowej struk ­
turze DNA. D P  jest rozpoznaw any przez endonuk- 
leazę wycinającą UVrABC (UVrABC excinuclease). 
Produkty genów UVrA, UVrB, UVrC działają na 
wiele typów uszkodzeń [38]. Brak swoistości tych 
białek wobec uszkodzeń tłumaczy w sposób przekonu­
jący hipoteza [39] według której białko UVrB pełni 
rolę mierniczego oddziaływań warstwowych między 
zasadami. W przypadku zaburzenia w tych oddziały­
waniach kom pleks U V rA 2B nacina nić DNA po obu 
stronach uszkodzenia, w odległości 6-ciu nukleotydów 
od strony 5' i 3 od strony 3'. Następnie białko UY rD  tj.

helikaza II, polim eraza I i ligaza dokonują dalszych 
etapów  naprawy: odsunięcia oligonukleotydu zaw iera­
jącego uszkodzenia, poszerzenia luki, polimeryzacji 
i połączenia fragm entu nowozsyntetyzowanego ze 
starym.

W kom órkach zwierzęcych badania nad na tu ra l­
nymi i indukow anym i m utantam i i opracow anie bez- 
kom órkow ego układu do odtw arzania napraw y z wy­
korzystaniem  uszkodzonego plazmidu jako  substratu  
[40] pozwoliły na zaproponow anie modelu [1] przed­
stawionego na rycinie 1.

W pierwszym etapie, po rozpoznaniu uszkodzenia, 
następuje nacięcie nici w 23 lub 21 wiązaniu fosfodiest- 
rowym od strony 5' i 6 lub 5 od strony 3' przez nukleazę 
nukleotydow ą wycinającą (nucleotide excision nuclea­
se) [2]. E tap ten wymaga skoordynow anego działania 
ponad ośmiu białek kodowanych przez geny zm uto­
wane w XP i geny ERCC — patrz paragraf V. Stabilne

e t a p  i

Rozpoznanie, nadęcie

Odsunięcie wydętego fragmentu

Stabilizacja luki

E T A P  II

Inicjacja replikacji naprawczej

PCNA, RF-C ?

Replikacja naprawcza

polimeraza DNA ó/c

Połączenie zreplikowanego fragmentu 
ze starą cz^ cią  nici

Ryc.  1. N a p r a w a  przez w y c in a n ie  n u k le o ty d u  w uk ładz ie  b c z k o m ó r k o w y m .  M o d y f ik a c ja  m o d e lu  p r o p o n o w a n e g o  przez S h i  v j i  i w s p .  [1 ] ,
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produkty  pośrednie powstałe w wyniku nacięcia wy­
krywa się tylko w obecności białka HSBB. S h i v j i  
i w s p .  uważają, że białko HSBB może służyć do 
ochrony powstałej luki przed degradacją lub obróbką 
w niepożądanym  kierunku, np. rekom binacją. Białko 
to może również pom agać w odłączeniu uszkodzonego 
oligonukleotydu od białek rozpoznających i nacinają­
cych i w ten sposób umożliwić pow tórne ich użycie. 
N astępny etap, synteza naprawcza, zachodzi w obec­
ności białka PCNA, które przyłącza się wraz z biał­
kiem R F-C  do miejsca związania m atrycy z primerem. 
Syntezy naprawczej dokonuje polim eraza 5 lub e [3]. 
N a koniec ligaza I łączy grupę O H  3' nowosyn- 
tetyzowanego fragm entu z końcowym fosforanem 5' 
starej części nici [37, 41].

Białko HSSB, polimerazy DNA, białka PCN A  
i RF-C oraz ligazy działające w drugim  etapie napraw y 
przez wycinanie są niezbędne dla norm alnego m etabo­
lizmu DNA , to jest dla życia kom órki. Dlatego, być 
może, udaje się tylko izolować m utanty naturalne 
i indukow ane o podwyższonej wrażliwości na prom ie­
niowanie UV, które wykazują upośledzenie w etapie 
napraw y dotyczącym rozpoznania uszkodzenia i na­
cięcia nici, nie zaś w etapie syntezy naprawczej i ligacji 
— por. paragraf V.

W arto w tym miejscu wspomnieć, że m utacja w ge­
nie ligazy I powoduje wrażliwość na wiele czynników 
uszkadzających DNA, gdyż enzym ten jest wspólny dla 
napraw y przez wycinanie zasady i nukleotydu oraz 
łączy proste pęknięcia szkieletu fosforanowo-cukrowe- 
go D N A  wywołane przez prom ieniowanie jonizujące. 
M utację w genie ligazy I stw ierdzono u pacjentki ze 
zwiększoną wrażliwością na czynniki środowiskowe, 
upośledzeniem im munologicznym i dom niem anym  
nowotworzeniem  (tzw. kom órki 46 BR) [41].

III. Choroby dziedziczne z upośledzoną na­
prawą

N aturalne m utanty ludzkie, za jakie możemy uw a­
żać dziedziczne zespoły chorobow e z nadw rażliwością 
na czynniki genotoksyczne, stanow ią podstawowy 
m ateriał w badaniu m echanizmów napraw y w geno­
mie ludzkim. Najpierw  wykryto upośledzenie napraw y 
w X P [42, 43]. W wyniku tego odkrycia zw rócono 
uwagę na takie zespoły chorobow e jak: zespół W er­
nera, anem ia Falconiego (AF), zespół Blooma, zespół 
D owna, ataxia telangiectasia (AT), zespół C ockayne’a, 
(CS) actinic keratosis, chroniczna białaczka limfatycz- 
na, porfirię, epidermodysplasia veruciformis, progerie 
i inne. Odnośniki do współczesnych badań znajdzie 
czytelnik w przeglądzie L e h m a n n a  i K a r r a n a
[44]. Z czasem ograniczono się głównie do badań  nad 
XP, CS, AT i AF, zaś w latach osiemdziesiątych 
włączono do tej listy trichotiodystrofię (TTD). W yczer­
pujące omówienie badań napraw y DNA w AT i AF 
przedstaw iono w pracy L e h m a n n a  i D e a n a
[45], M olekularne podłoże upośledzenia napraw y

poznano najlepiej w przypadku XP, ZC i T T D  i z tego 
względu konieczne jest skrótow e przedstawienie ob­
jawów klinicznych i fenotypu kom órek XP, ZC  i T TD  
w hodowlach in vitro.

XP jest rzadko występującą chorobą, dziedziczoną 
w sposób recesywny, autosom alny. Pacjentów  cechuje 
nadwrażliwość na światło, anom alie barw nikow e 
i przednow otw orow e zm iany w skórze eksponow anej 
na światło słoneczne, ponad tysiąckrotnie zwiększona 
częstotliwość w ystępowania now otw orów  skóry 
i oczu, dziesięcio-dwudziestokrotnie zw iększona częs­
tość now otw orzenia w organach innych niż skóra, 
a w wielu przypadkach postępująca degradacja neuro­
logiczna [43, 46], K om órki pacjentów XP hodow ane 
in vitro są wrażliwe nie tylko na UV lecz również 
kancerogeny tworzące duże addukty  [47]. Defekt 
polega na upośledzeniu napraw y przez wycinanie 
nukleotydu. Doświadczenia z fuzją kom órkow ą wyka­
zały, że kom órki różnych pacjentów m ogą wzajemnie 
uzupełniać braki w naprawie. Istnieje siedem grup 
kom plem entacyjnych oznaczonych od XP-A do XP-G  
[48-50]. M ikroinjekcje endonukleaz prokariotycz- 
nych swoistych dla D P  przywracają zdolność do 
przeprow adzenia napraw y [51]. W nielicznych przy­
padkach zwanych w ariantam i XP napraw a przez 
wycinanie przebiega norm alnie, lecz zwiększona w raż­
liwość na UV i podwyższona częstość m utacji wy­
stępuje łącznie z defektem w naprawie postreplikacyj- 
nej [52-54],

Pacjenci CS [55] wykazują silny niedorozwój um ys­
łowy i fizyczny, deformacje szkieletu, brak anom alii 
w ubarwieniu skóry i zmian nowotworow ych. Są 
wrażliwi na światło słoneczne, zaś ich kom órki hodo­
wane in vitro —  na prom ieniowanie UV. Z identyfiko­
wano trzy grupy kom plem entacyjne kom órek CS: 
CS-A, CS-B i CS-C [56]. K om órki CS wykazują 
norm alny poziom napraw y genowej ale są upośledzo­
ne w naprawie genów aktywnych transkrypcyjnie [57], 
Istnieją pacjenci z klinicznymi cechami XP i CS. 
W tych przypadkach defekt w napraw ie został za­
klasyfikowany jako  charakterystyczny dla grup kom ­
plementacyjnych XP-B, X P-D  i XP-G [3].

T TD  jest chorobą dziedziczną autosom alną, recesy- 
wną charakteryzującą się niedorozwojem  umysłowym 
i fizycznym oraz niedoborem  siarki we włosach, co 
powoduje ich wykruszanie się. O koło 20%  przypad­
ków cechuje nadwrażliwość na światło, której tow a­
rzyszy upośledzenie napraw y DNA [58]. Upośledzenie 
to wydaje się być identyczne z występującym w X P-D 
[59]. Ponieważ grupa kom plem entacyjna X P-D  za­
wiera kom órki XP, CS i TTD , H o e i j  m a k e r s  
i B o o t s m a  zaproponow ali [5], że lokus X P-D  
może kodow ać wiele funkcji. W yjaśniłoby to hetero- 
genność tej grupy kom plem entacyjnej.

W śród trzech opisanych naturalnych m utacji ludz­
kich podwyższone nowotworzenie występuje tylko 
w XP. Z tego pow odu nie m ożna uważać, że now o­
tworowy fenotyp XP zależy tylko od upośledzenia
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naprawy uszkodzeń DN A wywołanych przez czynnik 
środowiskowy. L e h m a n  i N o r r i s  [60] zapropo­
nowali wobec stwierdzonego niedoboru przeciwciał, że 
fenotyp nowotworow y XP jest rezultatem  zarów no 
upośledzenia naprawy DNA jak  i upośledzenia nad ­
zoru immunologicznego. Ten ostatni defekt uniem oż­
liwia zapobieganie rozwojowi zmian nowotworow ych 
skóry. G rupa S a r a s i n a  [61] sugerowała, że now o­
tworowy fenotyp XP może być związany ze zwięk­
szonym poziomem uszkodzeń oksydacyjnych, gdyż 
w kom órkach XP stwierdzono pięciokrotne zmniej­
szenie aktywności katalazy. Wobec braku wrażliwości 
kom órek XP na uszkodzenia oksydacyjne [62] należy 
jednak tę hipotezę odrzucić.

IV. Heterogenność naprawy w genomie. N a­
prawa genowa

N apraw ę w całym genomie (bulk D N A repair) po­
znano w istotnym  stopniu dzięki badaniom  na kom ór­
kach XP, natom iast doświadczenia na kom órkach CS 
zapoczątkow ały badania naprawy na poziomie poje­
dynczego genu. K om órki CS, naprom ieniow ane UV, 
mimo poziom u napraw y w całym DNA charakterys­
tycznego dla kom órek ludzi zdrowych, przejawiają 
długotrw ałe zaham ow anie syntezy RNA. F ak t ten 
skłonił M a y n e  i L e h m a n n a  [63] do przypusz­
czenia, że w zespole C ockayne’a mamy do czynienia 
z brakiem  usuwania uszkodzeń z genów aktywnych. 
H ipoteza ta potwierdziła się po kilku latach [57,64,65].

Geny czynne stanow ią jak  wiadom o ok. 1 % geno­
mu. W kom órce zachodzi usuwanie uszkodzeń z ge­
nów czynnych, w szczególności z ich transkrybow a- 
nych nici, a zatem napraw a preferencyjna. Jej wykrycie 
było możliwe dzięki zastosow aniu technik biologii 
m olekularnej, tj. cięcia enzymami restrykcyjnymi, hyb­
rydyzacji do dwuniciowych sond DNA (Southern blot­
ting) [66], lub w przypadku gdy badam y naprawę 
w nici transkrybow anej, do jednoniciowych sond RNA
[67], N apraw ę preferencyjną wykrył B o h r  i w s p.
[68] w genie D H F R  kom órek chom ika chińskiego. 

W krótce okazało się, że napraw a preferencyjna wy­
stępuje w kom órkach na różnym poziomie organizacji: 
bakteryjnych [69], drożdżowych [70] oraz ludzkich 
[67], [71],

Pierwotnie napraw ę preferencyjną wiązano ze szcze­
gólnymi własnościami strukturalnym i chrom atyny ak ­
tywnej transkrypcyjnie, z u tratą  struktury  nukleo- 
somowej tj. co ułatwia dostęp enzymów naprawczych 
do DNA, jak  również z jej lokalizacją w pobliżu miejsc 
przyczepu pętli DNA do matrix jądrow ej [64, 65]. 
W miejscach tych lub w ich pobliżu upatruje się 
funkcjonalne i strukturalne punkty kontroli replikacji 
i transkrypcji [72]. W arto zauważyć, że obszar na­
prawy preferencyjnej DNA jest większy niż badany 
gen. Np. dla genu D H F R  o wielkości ~ 3 0  kz wynosi 
on 60-80 kz [73], co odpow iada średniej wielkości pętli 
DNA. Zatem  pętla DNA mogłaby być również funkc­

jonalną i s truk turalną jednostką napraw y DNA.
Zaobserwowanie napraw y preferencyjnej w kom ór­

kach E. coli [69], w których nie ma chrom atyny
0 budowie charakterystycznej dla kom órek eukario ty­
cznych oraz brak naprawy preferencyjnej u Drosophila 
melanogaster [74] odwróciły uwagę od uw arunkow ań 
naprawy preferencyjnej związanych ze struk tu rą  ak ­
tywnej chrom atyny i doprowadziły do hipotezy na­
prawy sprzężonej z transkrypcją [75], W edług tej 
koncepcji istotną rolę w naprawie nici transkrybow a­
nej ma pełnić tzw. czynnik sprzężenia napraw y z trans­
krypcją, T R C F (transcription repair coupling factor). 
S e l b y  i w s p. [76] wyizolowali białko T R C F  z ko­
m órek E. coli mfd + . W układzie bezkom órkowym  
białko to stymuluje k ilkakrotnie selektywne usuwanie 
dużych podstaw ników  takich jak  D P  i m onoaddukty  
psoralenu z transkrybow anej nici genu przepisywane­
go z dużą częstością [76, 77], Sprzężenie transkrypcji
1 napraw y w kom órkach zwierzęcych zostanie om ó­
wione w paragrafie V.

Istnienie napraw y preferencyjnej wyjaśnia, jak  to 
dowcipnie sformułował H a n a w a 11, “repairadox” 
kom órek gryzoni. Polega on na tym, że kom órki te są 
w takim  samym stopniu wrażliwe na UV co kom órki 
ludzkie, zaś napraw a całego DNA kom órkow ego 
stanowi 10-20% poziom u obserwowanego w kom ór­
kach ludzkich [79, 80], K om órkom  gryzoni wystarcza 
selektywna napraw a uszkodzeń z transkrybow anej 
nici genów aktywnych [69], podczas gdy kom órki 
ludzkie usuwają D P  zarów no z genów aktywnych jak 
i z całego genom u [68].

Obecnie dostępne dane sugerują istnienie hierarchii 
w naprawie genomu [4, 81]: najwolniej napraw iana 
jest chrom atyna transkrypcyjnie nieczynna, np. chro­
m osom u X, napraw a genów aktywnych jest szybsza, 
zaś napraw a transkrybow anych nici genów aktywnych 
przyspieszona. W hierarchii tej nie mieszczą się geny 
rRNA, co wykryli V o s  i W a u t h i e r  [82]; geny te 
napraw iane są z mniejszą wydajnością niż średnio 
biorąc cały genom. V o s  w swoim błyskotliwym 
przeglądzie [83] nazwał je “repair cold spots” i p róbo­
wał tłumaczyć ich istnienie swoistymi właściwościami 
polimerazy I RNA lub rodzajem  tworzonego przez nią 
kom pleksu transkrypcyjnego. W odróżnieniu od in­
nych genów, których transkrypcję prowadzi polimera- 
za II, geny rRNA  są bowiem transkrybow ane przez 
polimerazę I RNA.

Płodną badawczo wydaje się zaproponow ana przez 
M u l l e n d e r s a  i w s p . [8] hipoteza związku przy­
czynowego między upośledzoną napraw ą genów 
utrzym ujących kom órkę przy życiu (house keeping 
genes) i powstawaniem  anom alii neurologicznych. Jest 
ona oparta  na analizie naprawy w genach H PR T 
i ADA w grupach kom plem entacyjnych X P i CS. 
W ażnym biologicznie skutkiem  heterogenności na­
prawy jest nierównom ierny rozkład m utacji w różnych 
obszarach genomu, oraz zmniejszenie częstości w ni­
ciach transkrybow anych [18, 84, 85], W olniejsza i nie­
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kom pletna napraw a genów nieczynnych, w szczegól­
ności niektórych protoonkogenów , może prowadzić 
do mutacji i transform acji nowotworowej. W ten 
sposób tłumaczy się występowanie nowotworzenia 
w XP-C, grupie kom plem entacyjnej, w której napraw a 
w genach czynnych jest norm alna, zaś upośledzenie 
dotyczy napraw y całego DNA  kom órkow ego [81].

Kom órki wrażliwe na UV czy to ludzkie, czy gryzoni 
wykazują upośledzenie naprawy nici transkrybow anej
i — jak  wynika z badań prowadzonych na genie H PR T  
—  w tej właśnie nici, w przeciwieństwie do kom órek 
norm alnych, zlokalizow ana jest większość mutacji 
[84-86]. W ynik ten próbuje się tłumaczyć różnicą 
częstości błędów w syntezie DN A na uszkodzonych 
niciach, transkrybowanej i nietranskrybowanej [18, 81]. 
V o s  [83] sugeruje, że częstość mutacji w obu niciach 
może zależeć od względnej orientacji replikacji i tran s­
krypcji w danym  genie. Hipotezę tę m ożna sprawdzić 
przy użyciu uszkodzonych prom ieniowaniem  UV 
wektorów wahadłowcowych (shuttle vectors) zaw iera­
jących odpowiednie geny reporterowe. W ektory te, 
po wprowadzeniu do kom órek zwierzęcych, są w nich 
naprawiane, replikowane i transkrybow ane [87, 88], 
zaś skuteczność napraw y m ożna ocenić na podstawie 
ekspresji w kom órkach bakterii.

Osobiście sądzę, że w m utantach wrażliwych zwięk­
szona częstość m utacji w nici transkrybow anej wiąże 
się raczej z defektem któregoś z czynników TR C F, 
których kom órka zwierzęca musi zawierać kilka. D e­
fekt taki prowadziłby bowiem do upośledzenia na­
prawy uszkodzeń w nici transkrybow anej, a tym 
samym do zwiększonej częstości mutacji. Zauważmy, 
że bakteryjny czynnik TR C F jest kodow any przez gen 
m df+, tj. gen odpowiedzialny za spadek mutacji.

V. Genetyczna kontrola naprawy

Listę sklonowanych genów mających udział w na­
prawie różnego rodzaju uszkodzeń znajdzie czytelnik

Tabela 1.
Ludzkie geny napraw y przez wycinanie nukleotydu zaangażow ane w

w pracy [3]. W sumie sklonow ano ich ponad 20. 
Tabela 1 przedstawia najlepiej poznaną grupę genów 
związanych z napraw ą przez wycięcie nukleotydu. Do 
ich sklonow ania użyto, z wyjątkiem genu XPAC 
i X PG C, otrzym ane w laboratorium  m utanty  kom órek 
chom ika chińskiego, wrażliwe na U V [89]. M utanty  te, 
upośledzone w etapie rozpoznania i nacinania, zostały 
zaklasyfikowane do 10 grup kom plem entacyjnych 
oznaczonych num eram i od 1 do 10. O kazały się one 
dobrym i odbiorcam i ludzkiego DNA. Z transfektan- 
tów, które odzyskały norm alną wrażliwość na prom ie­
niowanie UV, izolowano ludzki DNA odpowiedzialny 
za skorygowanie defektu. Tak otrzym ane geny kory­
gowały wrażliwość na prom ieniowanie UV w ystępują­
ce w naturalnych m utacjach ludzkich: XP, CS i TTD.

ERCC1 jest jedynym  ludzkim genem etapu nacięcia 
którego koniec C wykazuje słabą hom ologię do bak­
teryjnego genu UVrA i U V rC [90]. Fakt, że inne geny 
nie wykazują hom ologii do genów bakteryjnych, n a to ­
miast sekwencja ich u Eukaryota  jest w niewielkim 
stopniu zmienna, tłumaczy się tym [ 6, 7], że w organiz­
mach eukaryotycznych odm ienny jest substrat en­
zymów naprawczych, tj. DNA upakow any w skom ­
plikowany sposób w chromatynie.

G en ERCC2 koryguje defekt w X P-D  i T T D  [91] 
i m a swoje hom ologię w genach RAD3 S. cerevisiae 
[92] i rad 15 S. pombe [93], O ba geny są niezbędne 
(<essential) dla istnienia kom órki; RAD3 koduje aktyw ­
ność helikazową, k tóra praw dopodobnie nie jest isto t­
na dla jego podstawowej funkcji [94], zaś pełni rolę 
w napraw ie DNA. Aktywność ta jest ham ow ana przez 
wiele uszkodzeń DNA, co sugeruje, że spełnia ona 
funkcje tropiciela i znacznika ich lokalizacji. M ożemy 
przypuszczać, że białko ERCC2 pełni podstaw ow ą 
rolę w kom órkach ludzkich.

Gen ERRC3, który koryguje fenotyp XP-B i CS-C 
i koduje aktywność helikazową [95] ma swoje o d ­
powiedniki w genach RAD25 (SSL2) w S. cerevisiae 
[12, 96], ERCC2SP w S. pombe [97] i haywire w D.

etapie nacięcia11

G enb
Ludzka Lokalizacja Cechy H om ologiac
m utacja chrom osom . białka E. coli S. cerevisiae S. pombe D. melanogester

ERCC1 19q 13.2 d RADIO swi 10C
ERCC2 X P-D, T TD 19q 13.2 helikaza — RAD3 rad 15
ERCC3 XP-B, CS-C 2q21 helikaza — RAD25

(SSL2)
ER C C 3SP haywire

ERCC5 X P-G RAD2 ra d l3 e
ERCC6 CS-B lO q ll helikaza RAD54, RAD16 

SN F2, STH1 
M OT1, FU N 30 
RAD5

brahm a
lodestar

XPAC XP-A 9q34 — RAD14

a Szczegółową charakterystykę genów znajdzie czytelnik w przeglądach [2, 5-8, 13]
b Geny ERCC4, ERCC7 — 10 kom plem entujące m utanty  należące do grup kom plem entacyjnych 4,7-10 czekają na sklonowanie [89] 
c —  oznacza brak  hom ologii, miejsce puste oznacza, że m utan t jest nieznany lub gen nie sklonow any 
d Koniec C genu wykazuje słabą hom ologię do fragm entu genu UVrA i UV rC [90] 
e N iepublikow ane dane L e h m a n n a  i w s p. wg [8]

82 POSTĘPY  B IO C H E M I I  40(2), 1994
http://rcin.org.pl



melanogaster [94], Geny RAD25 i haywire są kom órce 
niezbędne. G u l y a s  i D o n a h u e  [12] przypisują 
genowi SSL2 rolę pośrednią w naprawie DNA. W e­
dług tej hipotezy dom niem ana helikaza SSL2 jest 
istotna w inicjacji transkrypcji jednego lub większej 
liczby genów kodujących polipeptydy bezpośrednio 
biorące udział w procesach naprawy.

O statnie rewelacyjne doniesienie [9] potwierdza 
przypuszczenie, że również gen ERCC3 pełni rolę 
pośrednią w naprawie DNA. K odow ane przez ERCC3 
białko odpow iada jednej z podjednostek niezbędnego 
kom órce czynnika transkrypcyjnego BTF2 (TFIIH). 
Jednostka ta o masie 89 kD a posiada aktywność 
helikazy zależną od A TP oraz aktywność kinazow ą 
w obszarze końca C. Ta sama helikaza może więc 
dokonyw ać rozdzielenia nici DNA zarów no w trans­
krypcji, jak  i naprawie, zaś sprzężenie obu procesów 
zachodzi w sposób przedstawiony na rycinie 2.

N a koniec w arto zauważyć, że nieprawidłowa k on t­
rola transkrypcji przeprow adzona przez gen ERCC3 
zm utow any u pacjentów XP-B i CS-C może stanowić 
m olekularną podstaw ę zróżnicowania fenotypów tych 
pacjentów.

N iedaw no opublikow ano doniesienia, iż gen 
ERCC5 jest tożsam y z X PG C  i homologiczny do genu 
żabiego oraz do genu RAD2 S. cerevisiae [99, 100],

H ipoteza roli pośredniej dotyczy, jak  sądzę, także 
genu ERCC6 sklonowanego przez T r o e l s t r a ’ ę 
i w s p .  [101]. Ten duży gen (kodujący białka złożone 
z 1460 am inokwasów) koryguje upośledzenie kom órek

Ryc. 2. Sprzężenie napraw y i transkrypcji. M odyfikacja propozy­
cji B u r a t o w s k i e g o [11]. Polim eraza RNA (poi) 
syntetyzuje RNA na transkrybow anej nici DNA ( —). 
Synteza jest poprzedzona rozdzieleniem obu nici przez 
helikazę (h), z wytworzeniem  oczka transkrypcyjnego (O). 
N apotykając  uszkodzenie DNA (A ) helikaza (w przypadku 
kom órek zwierzęcych będzie to  kodow ane przez gen 
ER C C 3 [9] białko T F IIH  i/lub być może inne białka, np. 
kodow ane przez ER C C 6 [10], zaś w przypadku E. coli 
b iałko T R C F [75]) może odsunąć zatrzym aną polimerazę, 
um ożliw iając enzym om  naprawczym  dostęp do uszkodze­
nia. W ytw orzenie kom pleksu naprawczego polega, przynaj­
mniej w przypadku T R C F  (E. coli), na aktyw nym  d o k o o p ­
tow aniu  białek napraw czych poprzez oddziaływ ania biał- 
ko-białko.

CS-B w przeprowadzeniu napraw y preferencyjnej 
[10]. K oduje on 7 białek z silną hom ologią do 
podrodziny helikaz DNA i RNA biorących udział 
w replikacji, rekombinacji, napraw ie i ekspresji DNA 
[102]. Identyfikacja m utacji w obu alellach kom órek 
pacjentów CS-B wskazuje, że zm utowane grupy kodu­
ją  skrócone (truncated) polipeptydy. Jak możemy do­
m niemywać na podstawie dużej liczby genów hom o­
logicznych [10, 103], potencjalne funkcje ERCC6 są 
wielorakie. RAD54 jest wymagany do rekombinacyj- 
nej naprawy pęknięć podwójnoniciowych DNA [92]. 
RAD 16 jest potrzebny do przeprow adzenia naprawy 
przez wycięcie w nieczynnym genie HM  L a [104] 
i praw dopodobnie w innych nieczynnych obszarach 
genom u S. cerevisiae. RAD5, znany również jako  
REV2, jest wymagany dla m utagenezy indukowanej 
przez prom ieniowanie UV i dla bezbłędnej (error free) 
napraw y zależnej od genu RAD18 [103]. Inne geny 
hom ologiczne do genu ERCC6 nie m ają zidentyfiko­
wanej roli w napraw ie DNA, natom iast uważa się, że 
biorą udział w regulacji transkrypcji: SN F2 [105,106], 
MOT1 [107], FU N 30 [105], brahm a (brm), [108] i gen 
zaham ow ania niestabilności chromosom ów: lodestar 
[109], Istnieją zatem podstawy aby na zespół CS 
spojrzeć jako  na „zespół zaburzonej transkrypcji”. 
T r o e 1 s t r a i ws p .  [9] sądzą, że aktywność helika­
zy białka ERCC6 służy odszczepieniu kom pleksu 
polimerazy RNA od DNA lub, że białko to zmusza 
polimerazę do przejścia przez uszkodzenie albo do 
cofnięcia się (por. Ryc. 2.). O ba mechanizmy zapew­
niałyby możliwość przyłączenia się białek napraw ­
czych do uszkodzenia. Dalej T r o e l s t r a  i ws p .  
przypuszczają również, iż ważną funkcją helikaz kodo­
wanych przez ERCC6 może być uwolnienie okreś­
lonych obszarów  DNA z białek, czy to w celu prze­
prow adzenia naprawy, czy też transkrypcji i składania 
RNA —  por. [110],

W arto zauważyć, że na sześć ze sklonowanych 
genów etapu rozpoznania i nacięcia aż trzy kodują 
aktywność helikazową. Nie sądzę, żeby była to ostate­
czna liczba helikaz czynnych we wczesnym etapie 
napraw y przez wycinanie w kom órkach zwierzęcych. 
W organizm ie tak prostym  jak  E. coli w naprawie przez 
wycinanie biorą udział helikazy UVrA i UVrD, zaś 
ogólna znana liczba helikaz występujących w tej 
kom órce wynosi 10 [111], Obecnie znamy 30 helikaz, 
w tym 7 wirusowych i 6 ludzkich [112].

N a koniec pragnę zauważyć, iż om aw iana hipoteza 
roli „genów napraw y D N A ” nie tylko tłumaczy różno­
rodność fenotypową XP, CS i TT D  w obrębie cech 
takich jak  nowotworzenie, anom alie rozwojowe i neu­
rologiczne; m a ona też istotne znaczenie dla naszego 
myślenia o genetycznej kontroli napraw y DNA. P o d ­
stawowym założeniem w klonow aniu genów napraw y 
DNA  jest, iż zm utow any gen napraw y powoduje 
wrażliwość na dany czynnik genotoksyczny. Każdy 
m utant wrażliwy uważany jest zatem za organizm  ze 
zmienionym genem napraw y DNA. Rozumowanie
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takie, wygodne ze względów praktycznych, powoduje, 
iż zapom inam y czasem, że genetyczna kon tro la  na­
prawy może mieć charakter zarów no bezpośredni jak  
i pośredni. Badania ostatnich dwóch lat dow odzą, iż 
napraw a zależy bezpośrednio od genów kodujących 
białka biorące w niej udział, pośrednio zaś od genów 
kontrolujących transkrypcję, redagow anie RNA i syn­
tezę białek naprawczych.

A rtykuł otrzymano 12 czerwca 1993 r.
Zaakceptowano do druku 4 marca 1994 r.
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Mukowiscydoza —  podstawy wprowadzenia somatycznej 
terapii genowej

Cystic fibrosis —  the principle of somatic gene therapy

JERZY BAL*

Spis treści:

I. Wstęp
II. Podłoże molekularne mukowiscydozy — osiągnięcia 

ostatnich lat
III. Somatyczna terapia genowa mukowiscydozy

III-l. Model zwierzęcy terapii genowej
III -l- l. Konstrukcja modelu zwierzęcego CF
111-1.2. Somatyczna terapia genowa u zwierząt

III-2. Somatyczna terapia genowa u człowieka.
IV. Nowe koncepcje terapeutyczne
V. Zakończenie

Wykaz stosowanych skrótów: C F —  m ukowiscydoza (cystic 
fibrosis): C FT R  —  nazwa genu i kodow anego w nim białka 
(cystic fibrosis transmembrane regulator): H PR T  —  gen 
kodujący fosforybozylotransferazę hypoksantynow ą, kb 
— tysiąc par zasad.

I. Wstęp

M ukowiscydoza jest chorobą genetycznie uw arun­
kowaną, dziedziczącą się jako  cecha autosom alna 
recesywna. Niewydolność funkcjonow ania gruczołów 
wydzielania zewnętrznego i nawracające infekcje dróg 
oddechowych są bezpośrednią przyczyną zgonu cho­
rych na muskowiscydozę. W populacji europejskiej 
choroba występuje z częstością 1 na 2500 now orod­
ków. Jest ona wynikiem mutacji położonego w chro­
mosomie 7 genu CFTR. Gen ten o wielkości około 
250 kb zbudow any jest z 27 eksonów i koduje białko 
złożone z 1480 am inokwasów. Pięć procent populacji 
jest nosicielami zm utowanego genu CFTR.

M ukowiscydoza jest chorobą nieuleczalną. Dzięki 
nowym środkom  farm akologicznym  i nowym m eto­
dom  terapeutycznym  średnia długość życia chorych na 
mukowiscydozę wydłużyła się i przekracza obecnie 30 
lat. Postępy Biochemii zamieściły artykuły zarów no 
o podłożu m olekularnem u mukowiscydozy jak  i funk­
cji białka kodow anego w genie C FT R  [1, 2].

* Dr, Z akład  G enetyki Insty tut M atki i Dziecka 01-211 
W arszawa, ul. K asprzaka 17a
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Pierwsza eksperym entalna terapia genowa m ukow i­
scydozy u człowieka, została przeprow adzona w kw iet­
niu 1993 r. w zespole R. C r y s t a 1 a (Bethesda, USA). 
Zdolny do pełnej ekspresji cDNA genu C FT R , sk lono­
wany w adenowirusie w prow adzono do kom órek 
nabłonkowych dróg oddechowych chorego na m uko­
wiscydozę. Podjęta w sierpniu 1993 r., przez zespół 
brytyjski, terapia genowa mukowiscydozy różni się od 
amerykańskiej sposobem  przenoszenia genu C FTR. 
W projekcie brytyjskim sklonowany w plazmidzie 
cDNA genu w prow adzany jest do kom órek nab łon ­
kowych w liposomach.

Terapia genowa m ukowiscydozy jest jedyną z pierw­
szych tego typu prób leczenia jakie podjęto w choro­
bach genetycznie uwarunkowanych. W 1990 r. terapię 
genową zastosow ano w leczeniu zespołu złożonego 
braku oporności, a niedawno w rodzinnej hypercholes- 
terolemii. Planow ane jest również rozpoczęcie badań 
klinicznych w terapii jednej z form hemofilii [3].

II. Podłoże molekularne mukowiscydozy 
—  osiągnięcia ostatnich lat

Do końca 1993 r. opisano ponad 450 różnych zmian 
w genie C FTR  z czego 380 stanowiły m utacje (CF 
Genetic Analysis Consortium). Większość z nich to 
mutacje punktowe. D opiero ostatnio opisano dużą 
40 kb delecję obejm ującą eksony od 11 do 18 [4], 
Najczęściej występującą m utacją w genie C FTR  jest 
— trójnukleotydow a delecja w eksonie 10 —  AF508. 
W populacji kaukaskiej (białej) występuje ona z częs­
tością około 70% [5], N a podstawie badania między 
innymi sprzężenia z wysoce informacyjnymi (zmien­
nymi) wewnątrzgenowymi m arkeram i polimorficznymi
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wyliczono, że m utacja ta powstała co najmniej 53 
tysiące lat temu [6].

Większość z poznanych do tej pory zmian w genie 
C FT R  to m utacje rzadkie, charakterystyczne dla g ru­
py etnicznej lub określonej rodziny. Poza wspom nianą 
m utacją AF508, częstość występowania kilkunastu 
innych mutacji, zlokalizowanych głównie w eksonach 
kodujących białkowe domeny wiążące nukleotydy, 
mieści się w granicach 1-3% [5]. Tylko w populacji 
Żydów askenazyjskich [7], populacjach celtyckich [8] 
i u Francuzów  z Quebecu [9] wykrywalność mutacji 
w genie C FTR przekracza 93%.

W diagnostyce mukowiscydozy wykorzystanie iden­
tyfikacji mutacji jak o  jedynego badania diagnostycz­
nego jest więc ograniczone do kilku populacji. W arto 
jednak  przypomnieć, że — w rodzinach gdzie nie 
zidentyfikowano żadnej lub też zidentyfikowano jedną 
m utację —  analiza dziedziczenia się wewnątrzgeno- 
wych lub sprzężonych z genem m arkerów  polimorficz- 
nych umożliwia uzyskanie wyniku diagnostycznie in­
formacyjnego. Nawet więc w populacjach o niskiej 
częstości wykryw ania mutacji, diagnostycznie pożąda­
ny wynik (identyfikacja mutacji i/lub określenie sposo­
bu dziedziczenia się zm utowanego genu w rodzinie 
ryzyka) bywa bliski 100%.

Badania korelacji genotyp/fenotyp umożliwiły wy­
odrębnienie m utacji tzw. „silnych”, którym  towarzyszy 
niewydolność enzym atyczna trzustki i zmienne objawy 
płucne oraz m utacje „słabe” z granicznymi w artoś­
ciami chlorków  w pocie, charakteryzujące się łagod­
nymi zm ianam i płucnymi. Pewnym paradoksem  wy­
daje się być fakt, że o ile 95% chorych na mukowis- 
cydozę um iera w wyniku powikłań płucnych to korela­
cja genotyp/fenotyp w większym stopniu dotyczy 
zm ian trzustkow ych [5 ,10,11]. W ażną obserwacją jest 
wykazanie występowania mutacji w genie CFTR 
w chorobach klasyfikowanych do niedaw na jako  od­
dzielne zespoły kliniczne [12, 13].

Białko kodow ane przez gen C FTR  pełni rolę wielo- 
jonow ego kanału chlorkowego w kom órkach nabłon­
kowych płuc i gruczołów wydzielania zewnętrznego 
[14]. Przypisuje mu się również udział w transporcie 
jonów  sodowych [15].

Ekspresję białka C FTR  wykazano w wielu tkankach 
organizm u człowieka. Największą koncentrację 
stw ierdzono w tkankach nabłonkow ych trzustki, jelita, 
gruczołów potowych i przewodów rozrodczych [16]. 
Badania immunochemiczne wykazały, że w podśluzów- 
kowych gruczołach kom órek nabłonkowych dróg 
oddechowych białko C FTR  występuje w stosunkow o 
małym stężeniu [17].

Białku C FTR  przypisuje się ważną rolę w rozwoju 
płodowym. O becność m RNA C FTR  wykazano w k o ­
m órkach nabłonkow ych wielu narządów , a poziom 
ekspresji w kom órkach nabłonkow ych płuc u płodu 
jest wyższy niż u osób dorosłych [18].

Z punktu  widzenia terapii genowej istotna okazała 
się inform acja, że do prawidłowego fenotypu w ystar­

czają 1-2 kopie m RNA C FTR na kom órkę [19] i że 
6-8%o transkryptu  C FTR  wystarcza do supresji fenoty­
pu CF [20]. W ykazano ponad to, że nadm iar produkcji 
białka C FTR  nie wpływa szkodliwie na funkcjonow a­
nie kom órek [21].

Nie udało się określić zasad regulacji genu CFTR. 
Nie są też znane żadne mutacje prom otorow e tego 
genu. W dalszym ciągu nie wyjaśniona jest również 
rola produktów  alternatywnej obróbki transkryptów  
stwierdzanych w wielu tkankach. W ydaje się, że ich 
obecność może, poza jądram i [22], mieć niewielkie 
znaczenie fizjologiczne, występują bowiem zarów no 
w tkankach ludzi zdrowych, jak  i chorych na mukowis- 
cydozę [23].

III. Somatyczna terapia genowa mukowiscy­
dozy

Sklonowanie genu C FTR  zapoczątkow ało serię 
eksperym entów, które doprow adziły w efekcie do 
podjęcia somatycznej terapii genowej u człowieka. 
W pierwszych doświadczeniach wykazano, że sklono­
wany w retrowirusie cDNA genu C FTR  jest zdolny 
do korekcji fenotypu C F w hodowlach tkankow ych 
[24, 25], Od tego m om entu ukształtowały się w iruso­
wa i nie wirusowa strategia w prow adzania genu C FTR 
do kom órek nabłonkowych.

W ybór adenowirusa, który zastąpił w ektor retro- 
wirusowy, był nieprzypadkowy. Infekuje on naturalnie 
nabłonki dróg oddechowych, do infekcji nie wymaga 
podziału kom órek, nie powoduje zmian now otw oro­
wych, oraz łatwo jest uzyskać jego wysokie miano. 
Jako wektor pozbawiony jest genów niezbędnych do 
sam oreplikacji i infekcji. M oże przenosić fragmenty 
DNA do 10 kb [26],

W terapii mukowiscydozy rozważane jest także 
użycie jako  w ektora wirusa adenosatelitarnego (AAV). 
G łówną zaletą tego systemu jest preferencyjna integra­
cja z genomem gospodarza w określonym miejscu 
chrom osom u 19. Podstaw ow ą natom iast wadą jest 
ograniczona wielkość przenoszonych fragmentów 
DNA, k tó ra nie może przekraczać 4 kb [27],

Kationow e liposomy m ogą wprow adzać z kolei do 
kom órek fragmenty DNA o wielkości do 150 kb. 
C harakteryzują się ponad to niską im munogennością 
i są handlow o łatwo dostępne [28].

Równie wielkie cząsteczki kwasów nukleinowych 
mogą być w prow adzane do kom órek na drodze en- 
docytozy poprzez odpowiednie receptory kom órkowe 
[29]. W niedługim czasie należy oczekiwać zastosow a­
nia tej m etody w terapii mukowiscydozy.

III-I. M odel zwierzęcy terapii genowej

Potrzeba lepszego zrozum ienia patogenezy i patofi­
zjologii chorób, testowanie nowych środków farm a­
ceutycznych oraz możliwość dokonyw ania m anipula­
cji genetycznych stały się głównymi przesłankam i do
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badań, których celem było stworzenie zwierzęcych 
modeli chorób genetycznie uw arunkow anych [30], 
Szereg chorób dziedzicznych występujących u człowie­
ka m a swoje naturalne modele zwierzęce. Przykładem  
może być hemofilia u psa czy hypercholesterolem ia 
u królika [31]. W przypadku mukowiscydozy stworze­
nie odpowiedniego m odelu zwierzęcego wymagało 
przeprow adzenia szeregu eksperym entów genetycz­
nych.

I I I - l .l .  Konstrukcja modelu zwierzęcego CF

Myszy o genotypie cf/cf wyhodow ano niezależnie 
w kilku ośrodkach badawczych. Chociaż zasada tw o­
rzenia takich myszy była identyczna [32], to w zależ­
ności od zastosowanej m etody konstruow ania defektu 
w genie C FT R  otrzym ano zwierzęta różniące się 
cechami fenotypowymi. W doświadczeniach w ykona­
nych w Cam bridge i na Uniwersytecie Północnej 
K aroliny strukturę genu C FTR  rozbijano wstawiając 
w ekson 10 „obcy” fragm ent DNA. W stawkam i tymi 
były, odpowiednio, mini gen H PR T  [33] i gen op o rn o ­
ści na neomycynę [34], W obu przypadkach stwier­
dzano brak białka C FTR. W przypadku myszy 
z Edynburga rozerwanie struktury  genu polegało na 
częściowej duplikacji in tronu 9 i eksonu 10. Jak się 
okazało nie eliminowało to całkowicie możliwości 
pow stania prawidłowego transkryptu  C FTR  w wyni­
ku alternatyw nej obróbki. U myszy takich stwierdzano
0.4-3.2% norm alnej aktywności białka C FTR  [35].

O prócz myszy z defektem genu C FTR , powstałym  
w wyniku „rozerw ania” jego struktury, tworzone są 
modele, w których w strukturze genu występują okreś­
lone (znane) mutacje, takie np. jak  A F508 [36], W pier­
wszych doświadczeniach z terapią genową u zwierząt 
w ykorzystano jednak myszy cf/cf z Północnej K aro li­
ny i Edynburga.

Myszy z Północnej K aroliny podobnie jak  myszy 
z C am bridge ginęły w ciągu 30 dni od urodzenia. 
Myszy z Edynburga w 90%  osiągały dojrzałość a p łod­
ność samców była jedynie ograniczona (bezpłodność 
mężczyzn z C F jest jedną z podstawowych cech 
klinicznych mukowiscydozy). C harakterystyczne dla 
wszystkich myszy o genotypie cf/cf było wykazywanie 
zmian ze strony żołądka i jelita. Nie stw ierdzono 
żadnych objawów trzustkowych. Łagodne objawy 
płucne wykazywano jedynie u dłużej żyjących myszy 
edynburskich.

Brak korelacji cech klinicznych choroby dziedzicz­
nej człowieka z objawami występującymi w „m odelach 
zwierzęcych” obserw owano kilkakrotnie. Myszy z de­
fektem fosforybozylotransferazy hypoksantynow ej 
(hprU ) nie wykazują żadnych objawów fenotypowych 
charakterystycznych dla cech klinicznych chorego 
z zespołem Lesch-Nyhana. Mniej dram atycznie niż 
u ludzi przebiega rozwój myszy z m utacją w genie 
D M D  (dystrofń mięśniowej typu D uchenna i Beckera), 
czy w genie kodującym  białko p53 [32]. M imo braku

pełnej korelacji cech klinicznych mukowiscydozy 
u człowieka z objawami fenotypowymi myszy o geno­
typie cf/cf, stworzenie takiego modelu umożliwiło 
wprowadzenie eksperym entalnej terapii genowej.

III-1.2. Somatyczna terapia genowa u zwierząt

W pierwszych doświadczeniach na zwierzętach wy­
kazano przydatność adenow irusa jako  w ektora 
w ewentualnej terapii genowej. W doświadczeniach in 
vivo w kom órkach nabłonkowych płuc małp, myszy 
jak  i w ludzkich kom órkach nabłonkowych wszczepio­
nych myszom w ykazano ekspresję sklonowanego 
w adenowirusie genu lacZ i ludzkiego genu a j anty- 
trypsyny [37-40]. Sklonow any w adenowirusie cDNA 
ludzkiego genu C FTR  również ulegał ekspresji w ko­
m órkach nabłonkowych zwierząt. Nie obserwowano 
żadnych ubocznych skutków  tej ekspresji. Nie stw ier­
dzono również zmian histologicznych a zrekom bino- 
wane cząsteczki w irusa odnajdyw ano w zasadzie tylko 
w drogach oddechowych badanych zwierząt. W ykaza­
no, że w kom órkach nabłonkow ych szczura białko 
C FTR  jest obecne przynajmniej do 6 tygodni od 
infekcji. Po tym czasie niezbędna jest pow tórna infek­
cja ponieważ adenowirus nie integrując się z genomem 
gospodarza jest naturalnie eliminowany wraz z ulega­
jącą złuszczeniu w arstw ą kom órek nabłonkowych.

Konieczność pow tórnego wprow adzania do kom ó­
rek nabłonkow ych genu CFTR jest jedynym  wspól­
nym elementem m etody infekcji kom órek zrekom - 
binowanym  adenowirusem  i m etody wprow adzania 
do kom órek genu w liposomach. W pierwszych do ­
świadczeniach na myszach, z zastosowaniem  lipo- 
somów w prow adzono do kom órek nabłonkow ych 
dróg oddechowych geny (3-galaktozydazy oraz acety- 
lotransferazy chloramfenikolowej uzyskując pełną eks­
presję obu tych genów [41]. Sklonow any w plazmidzie 
cDNA gen C FTR w prow adzony, w podobny sposób, 
do kom órek nabłonkow ych myszy o genotypie cf/cf 
znosi defekt genu C FT R  zarów no w myszach z Edyn­
burga [42] jak  i C am bridge [28],

Znacznie mniej doświadczeń wykonano z wirusem 
AAV. W ykazano, że sklonowany w nim cDNA genu 
C FTR  ulega ekspresji in vivo w kom órkach nabłon­
kowych płuc królika, a obecność białka C FTR  wy­
krywa się jeszcze w 6 miesięcy od wprow adzenia genu 
[43]. W czasie pisania tej pracy nie znane były 
doniesienia o zastosow aniu w ektora AAV-CFTR w te­
rapii genowej człowieka.

III-2. Somatyczna terapia genowa u człowieka

W grudniu 1992 r. D oradczy K om itet d/s Rekom- 
binowanego DNA Am erykańskiego Instytutu Z d ro ­
wia (NIH) zatwierdził trzy projekty terapii genowej 
mukowiscydozy. Przewidywały one wprowadzenie 
sklonowanego w adenowirusie cDNA genu CFTR do 
kom órek nabłonkow ych oskrzeli lub nosa chorych na
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mukowiscydozę. W projektach zaplanow ano terapię 
kilkunastu osób dorosłych. W kwietniu 1993 r. jako  
pierwszy został poddany terapii 23-letni mężczyzna (z 
genotypem AF508/A508) z zaaw ansow aną postacią 
mukowiscydozy. W kilka miesięcy później w zespole, 
kierowanym przez J. W e 1 s h a, poddano terapii trzy 
osoby: dwie kobiety: 21-letnią i 50-letnią, obie o geno­
typie AF508/A508 i 36-letniego mężczyznę o genotypie 
AF508/G551D. W chwili pisania tej pracy niewiele 
wiadom o o wynikach prowadzonych badań. Stwier­
dzenie wzrostu przewodnictwa jonów  w kom órkach 
nabłonkowych (odbudow a funkcji białka C FTR  jako  
kanału chlorkowego) u poddanych terapii osób, w pro ­
gramie J. W e 1 s h a, było obiecującym sygnałem [44]. 
Z drugiej strony w projekcie kierowanym  przez 
R. C r y s t a 1 a wstrzymanie terapii u jednej z osób 
z powodu zapalenia płuc wskazuje na problem y jakie 
m ogą towarzyszyć podjętej metodzie terapeutycznej.

W projekcie kierowanym  przez B. W i 11 i a m s o - 
n a  (Londyn) i D. P o r t e o u s a  z Edynburga za­
stosowano m etodę liposomową. Terapii poddano gru­
pę dziewięciu chorych na mukowiscydozę a liposomy 
z cD NA genu C FTR  w prow adzano donosowo. Z a­
gw arantow anie praw chorych nadzorow ane jest przez 
specjalnie wyznaczoną osobę o uznanym autorytecie 
naukow ym. Po zakończeniu program u rozszyfrowane 
zostanie, kto otrzym ywał liposomy z funkcjonalnym  
genem, a kto placebo.

IV. Nowe koncepcje terapeutyczne

Leczenie m ukowiscydozy w dalszym ciągu pozo­
staje leczeniem objawowym. Ewentualne w prow adze­
nie do praktyki lekarskiej somatycznej terapii genowej 
jest tylko nowym, nie zmieniającym jednak istoty 
leczenia, elementem. Jak się przewiduje w najbliższej 
dekadzie terapia właściwych dla mukowiscydozy 
zmian chorobow ych ze strony układu oddechowego 
przebiegać będzie w trzech płaszczyznach: zwalczania 
infekcji bakteryjnych, ewakuacji śluzu zalegającego 
drogi oddechowe i kierunkowego dostarczania białka 
C FTR  na drodze terapii genowej bądź też jego aktyw a­
cja w tych przypadkach, w których jest to możliwe. 
T rudno przypuszczać, że stosowany w wyjątkowych 
przypadkach zaaw ansow anej mukowiscydozy prze­
szczep płuc, czy płuc i serca był rutynowym  zabiegiem 
terapeutycznym .

N a uwagę zasługują nowe m etody farm akologiczne 
stosowane w leczeniu mukowiscydozy [10]. U płyn­
nianie śluzu zalegającego drogi oddechowe a co za tym 
idzie jego lepsze wydalanie, osiąga się podając chorym 
am ilorid czy rekom binacyjną ludzką DNazę. Amilo- 
rid, diuretyk blokując pobieranie jonów  sodowych, 
przyczynia się do większego uwodnienia śluzu. D Naza, 
podaw ana podobnie jak  am ilorid, w postaci aerozolu 
traw i pochodzący z leukocytów DNA —  istotny 
element wpływający na zwiększenie lepkości śluzu
[45]. Innymi, poza D N azą, bioproduktam i uzyskany­

mi dzięki technologii rekom binow ania DNA, znaj­
dującymi zastosow anie w leczeniu chorych na m uko­
wiscydozę są inhibitory proteaz. Podaw ana w aerozolu 
ludzka ol1 antytrypsyna zmniejsza stan zapalny dróg 
oddechowych obniżając jednocześnie poziom enzy­
mów proteolitycznych (szczególnie wolnej neutrofilo- 
wej elastazy) [46], W ykazano również, że przywróce­
nie u chorych na m ukowiscydozę przepływu jonów  
chlorkow ych m ożna osiągnąć indukując inny niż 
CFTR  kanał chlorkowy. Czynnikam i indukującym i są 
ATP i U TP.

Ciekawe implikacje kliniczne wydaje się mieć w yka­
zanie, że defekt spowodow any m utacją AF508 polega 
na nieosiąganiu przez polipeptyd właściwej lokalizacji 
w komórce. Prawidłowe funkcjonow anie zm utow ane­
go białka C FT R  jako  kanału chlorkowego daje się 
przywrócić po obniżeniu tem peratury reakcji z 37°C 
do 26°C [48]. W przypadku stwierdzenia mutacji 
AF508 zaleca się więc stosowanie inhalacji np. zimnym 
powietrzem.

Postęp w biologii molekularnej jest bardzo szybki 
a m etody coraz doskonalsze. M ożliwa jest na przykład 
identyfikacja mutacji w genie C FTR  w przypadku gdy 
„m ateriałem ” do badań jest pojedyncza kom órka 
blastom eru [48]. Pytanie o możliwość terapii genowej 
na poziomie zarodka także w świetle innych ogłoszo­
nych niedawno osiągnięć naukowych, przestaje się 
więc mieć znaczenie tylko teoretyczne [49]. T rudno 
obecnie przewidzieć jakie będą decyzje społeczności 
naukowej. W ydaje się jednak, że większe znaczenie 
w przypadku niektórych chorób genetycznie uw arun­
kowanych będzie miała w dalszym ciągu profilaktyka 
pierw otna, badania przesiewowe i poradnictw o gene­
tyczne. Przykładem  skuteczności takich działań m ogą 
być zainicjowanie w 1970 r. badania przesiewowe 
w chorobie Tay-Sachsa i (3-talasemii. Niewątpliwym 
skutkiem  uzyskiwania w ten sposób informacji przez 
rodziny ryzyka genetycznego, zarów no w chorobie jak  
i nosicielstwie zm utow anego genu, była 20-krotna 
redukcja występowania obu chorób w populacji [50].

O statn io  szereg autorytetów  z dziedziny badań nad 
m ukowiscydozą zwróciło się do społeczności nauko­
wej z program em  podjęcia badań przesiewowych w ro ­
dzinach ryzyka mukowiscydozy [51].

IV. Zakończenie

W wieloletnich badaniach nad m ukowiscydozą 
okres ostatni wydaje się być najbardziej owocny. 
W odstępach czteroletnich zlokalizow ano gen C FTR  
w chrom osom ie 7 [1985], dokonano jego klonow ania 
[1989] i rozpoczęto terapię genową [1993]. P rzed­
stawione w artykule osiągnięcia ostatnich lat, dla 
około 50 tys. ludzi na świecie chorych na m ukowis­
cydozę stanow ią podstawę nadziei.

Artykuł otrzymano 3 stycznia 1994 r.
Zaakceptowano do druku 25 lutego 1994 r.
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Niekonwencjonalne strategie ochrony roślin przed infekcjami 
wirusowymi

Non-conventional strategies to protect plants against viral infections

D A N U T A  H U L A N IC K A 1, 
ANDRZEJ PA LUCH A2, 
W ŁODZIM IERZ ZAGORSKI3
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płaszcza (CPM P)
II-2. Wprowadzenie do genomu roślinnego niestruk- 

turalnych genów wirusowych (RM P)
II-3. Konstrukcje antysensownych RNA  
II-4. Wykorzystanie wirusów satelitarnych 
II-5. Wykorzystanie defektywnych interferujących 

cząsteczek kwasów nukleinowych wirusa (DI) 
II-6. Zastosowanie rybozymów

Wykaz stosowanych skrótów: BP — białko płaszcza; C P M P  
— oporność w arunkow ana obecnością białka płaszcza (ang. 
c o a t p ro te in  m ed ia te d  pro tection ): R M P — oporność w arun­
kow ana obecnością replikazy (ang. rep licase  m ed ia ted  p ro te c ­
tion): D I — defektywne interferujące cząsteczki kwasów 
nukleinowych wirusa (ang. d e fec tive  in terferin g  v iral nucleic  
acids): O R F  —  o tw arta  ram ka odczytu (ang. open  read ing  
fra m e).

I. Wstęp

Klasyczne obserwacje dotyczące replikacji defek- 
tywnych wirusów wskazywały, że ich nam nażanie 
osłabia plon wirusa właściwego. W połowie lat osiem­
dziesiątych S a n f o r d  i J o h n s t o n  [1] sform uło­
wali hipotezę, zgodnie z k tó rą zakłócenie replikacji 
wirusa może być obiecującą strategią walki z infekc­
jam i wirusowymi.

Rozwój technik inżynierii genetycznej, a przede 
wszystkim otrzym anie roślin transgenicznych, otw o­
rzyło nowe możliwości w walce z patogenam i roślin
[2]. Oczywistym jest, że to podejście wymaga poznania

1 Prof. d r hab., 2 mgr, 3 prof. d r hab., Z akład Biosyntezy 
Białka, Z akład  Biochemii D robnoustrojów  Insty tu tu  Bio­
chemii i Biofizyki PAN, ul. Pawińskiego 5 A, 02-106 W ar­
szawa.

Contents:

I. Introduction
II. Non-convential stratégies to protect plants against viral 

infections
II-1. Introduction of coat protein gene (coat protein 

mediated protection CPMP)
II-2. Introduction of non-structural viral genes into 

plant genome (replicase mediated protection, 
RMP)

II-3. Antisense RNA  
II-4. Application of satellite viruses
II-5. Application of defective interfering viral nucleic 

acids (DI)
II-6. Application of ribozymes

m olekularnych m echanizmów cyklu życiowego w iru­
sów. M ówiąc bardziej obrazow o, trzeba dobrze po­
znać cel, aby wiedzieć jak ą  broń zastosować. Stąd też 
badania podstawow e są niezbędnym etapem  w p ra ­
cach aplikacyjnych mających na celu zaplanow anie 
i wybranie strategii walki z infekcjami wirusowymi. 
M etody ochrony roślin przed infekcjami wirusowymi 
za pom ocą tzw. obrony krzyżowej (ang. cross-protec- 
tion) sprow adzają się do otrzym ania transgenicznej 
rośliny zawierającej w swym genomie fragm ent w iru­
sowego DNA, którego p roduk t zakłóca replikację 
wirusa.

II. Strategie stosowane w walce z infekcjami 
wirusowymi roślin

O d czasu ukazania się w 1986 r. pierwszej pracy [3] 
donoszącej o konstrukcji transgenicznej rośliny w yka­
zującej zwiększoną oporność na infekcje wirusowe 
rozwinięto szereg nowych metod. Obecnie wyróżnić 
m ożna następujące:
1. W prowadzenie do genom u rośliny genu białka 

płaszcza (C PM P)
2. W prowadzenie do genom u roślinnego niestruktu- 

ralnych genów wirusowych (RM P)
3. K onstrukcje antysensownych RNA
4. W ykorzystanie wirusów satelitarnych
5. W ykorzystanie defektywnych interferujących cząs­

teczek kwasów nukleinowych wirusa (DI)
6. Zastosow anie rybozymów
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II-l. Wprowadzenie do genomu rośliny genu białka 
płaszcza wirusa

W ystępowanie naturalnej obrony krzyżowej, tj. 
osłabienie objawów choroby wirusowej na skutek 
uprzedniej infekcji zbliżonym wirusem łagodnym , zna­
ne było od lat trzydziestych [4], O gólnie przyjętą 
hipotezą tłum aczącą zwiększenie oporności rośliny 
było założenie, że białko płaszcza wirusa łagodnego, 
obecne w roślinie na skutek wcześniejszej infekcji, 
ham uje odpłaszczenie wirusa wnikającego do roślin 
w czasie wtórnej infekcji. Nic też dziwnego, że począt­
kowo badania nad otrzym aniem  opornych roślin 
transgenicznych polegały głównie na w prow adzaniu 
genu białka płaszcza (BP) do genom u rośliny. O d czasu 
pionierskiej pracy B e a c h y  i ws p .  w 1986 r. [3] 
donoszącej o otrzym aniu transgenicznego tytoniu, 
zawierającego w genomie gen BP wirusa mozaiki 
tytoniowej (TMV) i wykazującego zwiększoną opor­
ność na infekcję tym wirusem, ukazało się szereg prac 
o konstrukcji roślin transgenicznych opornych na 
około 20 różnych wirusów [5-7]. Tego rodzaju op o r­
ność określamy jako  obronę zależną od białka płasz­
cza C P M P  (ang. coat protein mediated protection). 
Szereg faktów takich jak  brak oporności w przypadku 
infekcji wirusowym RNA, czy zależność oporności od 
stopnia homologii am inokw asów  w białkach płaszcza 
wirusa infekcyjnego i wirusa w prow adzonego do geno­
mu rośliny, sugeruje, że BP jest istotnie odpow iedzial­
ne za oporność. Trzeba jednak  pam iętać, że niekiedy 
(między innymi w przypadku transgenicznych ziem­
niaków otrzym anych niezależnie w 3 ośrodkach i za­
wierających gen BP wirusa liściozwoju ziemniaka) 
[8-10] nie stwierdza się obecności BP w roślinie, 
a mimo to rośliny wykazują oporność na infekcję 
wirusem. M echanizm  tego rodzaju oporności nie jest 
w pełni poznany i wydaje się, że może być różny 
w przypadkach różnych wirusów.

B e a c h y  [5], rozważając mechanizm obrony krzy­
żowej przyjmuje, że białko płaszcza jest odpow iedzial­
ne za ochronę rośliny. W ysuwa przy tym dwie hipo­
tezy: pierwsza zakłada obecność receptorów  BP, które 
są zablokow ane przez BP produkow ane przez trans- 
geniczny fragm ent DNA, druga zaś sugeruje, że zostaje 
zaburzona równow aga między BP wirusa infekcyjnego 
a BP produkow anym  przez transgeniczny fragm ent 
DNA; BP produkow ane w roślinie zakłóca rów no­
wagę i u trudnia odpłaszczenie wirusa. Biorąc pod 
uwagę ograniczenie rozprzestrzenienia się w irusa w ro ­
ślinie (ang. systemie spread) wydaje się jednak, że 
mechanizm obrony jest bardziej złożony. Lepsze p o ­
znanie tego m echanizm u może umożliwić konstrukcję 
transgenicznych roślin o wyższym stopniu oporności.

II-2. Wprowadzenie do genomu roślinnego nie- 
strukturalnych genów wirusowych

Jak to często bywa w nauce, przypadek zadecydował

0 powstaniu nowej strategii w walce z infekcjami 
wirusowymi. G rupa Z a i 11 i n a z Cornell University, 
Ithaca, USA zajmuje się od lat replikazam i w irusow y­
mi. W laboratorium  tym otrzym ano oporne rośliny 
transgeniczne zawierające zintegrowany z ch ro m o ­
somem gen kodujący podjednostkę wirusowej repłika- 
zy RNA. W trakcie badań nad replikazą TM V  o trzy­
m ano transgeniczny tytoń, zawierający gen białka 
54K, którego p rodukt stanowi praw dopodobnie skła­
dnik kom pleksu replikazy wirusa [11, 12]. Celem tych 
doświadczeń było sprawdzenie czy produkt transgenu 
(białko 54KDa) może umożliwić replikację wirusa 
z m utacją w genie 54K. Przypadkow o okazało się, że 
otrzym any transgeniczny tytoń, zawierający gen 54K, 
jest oporny na infekcję wirusem TM V, a stopień 
oporności jest znacznie wyższy niż uzyskany w wyniku 
wprow adzenia genu BP. O porność tę nazywam y 
ochroną zależną od replikazy -R M P (ang. replicase 
mediated protection). O porność R M P wywołana przez 
integrację genu 54K, różni się znacznie od oporności 
uzyskanej przez wprow adzenie genu BP. W ystępuje 
ona niezależnie od tego czy infekcję rośliny prze­
prow adza się wirionem czy wirusowym RNA. P o n ad ­
to, oporność pojawia się nawet przy stosow aniu wyso­
kich dawek wirusa (inokulum  0,5— 1,0 mg wirusa/ml).

Dalsze badania Z a i t l i n a  i ws p .  wykazały, że 
R M P nie jest spow odow ana brakiem  rozprzestrzenia­
nia się wirusa, lecz silną represją (20 do 80 krotną) jego 
replikacji [13]. Używając protoplastów  otrzym anych 
z roślin transgenicznych i kontrolnych, Z a i 1 1 i n 
wykazał, że nie zachodziło nam nażanie się wirusa 
w protoplastach z roślin transgenicznych, a zatem 
oporność jest wynikiem zaham ow ania replikacji w iru­
sa w kom órce a nie braku rozprzestrzeniania się 
wirusa. Stosując sondy RNA homologiczne do ( +  )
1 ( —) RNA TM V  wykazano syntezę śladowych ilości 
nici ( +  ) i ( —) TM V RNA co sugerowało, że białko 
54KD może być syntetyzowane, chociaż nie udało się 
tego stwierdzić m etodą immunologiczną. Dalsze d o ­
świadczenia potw ierdzają przypuszczenie, że to jednak  
białko 54KD jest odpowiedzialne za oporność. C a r r 
i ws p .  [14] wprow adzali do protoplastów  tytoniu 
jednocześnie RNA wirusa TM V i plazmid zawierający 
nienaruszony gen 54K lub jego zm odyfikowaną wersję. 
W przypadku transfekcji plazmidem z pełnym genem 
54K lub jego delecyjnym m utantem  (którego p roduk t 
nie zawierał pierwszych 14 N-końcowych am inokw a­
sów) wydajność replikacji w irusa była znacznie ob­
niżona. N atom iast, jeśli do transfekcji użyto m utan ta 
produkującego tylko fragment (20% cząsteczki) białka 
dzikiego, tem po replikacji infekującego wirusa nie 
odbiegało od kontroli.

M im o intensywnych prac nad procesem RM P, jej 
mechanizm pozostaje nieznany. D opiero opracow anie 
m etody replikacji in vitro wirusa TM V umożliwi 
stwierdzenie czy to białko 54KD, czy też RNA trans­
genu odpowiedzialne są za występowanie oporności. 
N a razie m ożna wysuwać jedynie hipotezy. Jedna
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z nich przyjmuje, że właśnie RNA transgenu jest 
odpowiedzialne za niewrażliwość na infekcję wirusową 
i zakłada, że syntetyzowany RNA wiążąc się z nicią ( —) 
RNA wirusa u trudnia jego replikację. H ipoteza ta jest 
podobna do hipotezy proponow anej przez M o r c h 
i w s p. [15], według której syntetyczny oligonuk- 
leotyd zakłóca wiązanie replikazy, u trudniając na- 
m nażanie wirusa.

Inne hipotezy przypisują zasadniczą rolę samemu 
białku 54KD lub jego fragmentowi, które mogą u trud ­
niać proces pow staw ania aktywnego kom pleksu re­
plikującego.

Doniesienie o konstrukcji transgenicznego tytoniu, 
opornego na infekcję wirusową w wyniku w prow adze­
nia genu kodującego podjednostkę replikazy, w zbu­
dziło duże zainteresowanie.

W krótce opublikow ano informacje o transgenicz- 
nych roślinach zawierających geny replikaz innych 
wirusów [16, 17].

Zespół D a v i e s a z John Innes Institute w Anglii 
od paru  lat pracuje nad badaniem  wirusa wczesnego 
brązowienia grochu (PEBV). PEBV zaliczamy do 
grupy tobraw irusów  [16]. Genom  tych wirusów skła­
da się z dwóch niezależnych nici ( +  ) RNA, RNA 
I koduje dwa białka replikazy, 141K D  i 201K D, które 
wykazują hom ologię do białek 123 i 183 K D  TMV. 
Białko 201 KD, analogicznie jak  białko 183 K D  TM  V, 
jest syntezowane w wyniku supresji zlokalizowanego 
w regionie 3' końca RNA I kodonu stop UGA 
i również zawiera wewnętrzną ram kę odczytu (ORF). 
W ramce tej występuje motyw am inokwasowy hom o­
logiczny z odpowiednim  motywem w białku 54KD 
wirusa TM V. To podobieństw o nasunęło pomysł 
sprawdzenia czy wprowadzenie do rośliny cDNA 
kodującego ten region wywoła oporność na infekcje. 
W rezultacie otrzym ano transgeniczny tytoń Nicotiana 
benthamiane, oporny na wysokie m iana wirusa PEBV 
w inokulum  . C harakterystyka uzyskanej R M P była 
podobna do opisanej przez grupę Z a i 11 i n a dla 
w irusa TM V. R M P występowała zarówno przy zaka­
żeniach wirionem jak  i wirusowym RNA i nie znikała 
po zastosow aniu wysokich dawek inokulum.

W prowadzenie do rośliny genu białka 54KD wirusa 
PEBV, z m utacją pow odującą przedwczesną term ina- 
cję translacji, nie powodow ało oporności. Wynik ten 
sugeruje bezpośredni udział białka w powstaw aniu 
oporności. Zaobserw ow ano, że w ielokrotne zakażanie 
rośliny transgenicznej wirusem PEBV prowadzi do 
pojawienia się ponownej wrażliwości na infekcję, n a­
stępuje zatem  przełam anie bariery oporności. W yizo­
lowanie m utantów  PEBV i ich zsekwencjonowanie 
pozwoli na uzyskanie informacji, które regiony białka 
są zaangażow ane w powstaw aniu oporności.

Zarów no TM V jak  PEBV mają podobną organiza­
cję i ekspresję genomu; w przypadku obu wirusów 
w jednej z podjednostek replikazy występuje wewnęt­
rzna ram ka odczytu (ORF) zawierająca informacje 
o białku z sekwencją G D D , charakterystyczną dla

replikaz.
Interesującym  byłoby sprawdzenie, czy m ożna uzys­

kać R M P dla wirusów o innej organizacji genomu niż 
TM V czy PEBV np. dla w irusa mozaiki ogórka 
(CMV). W irus ten jest patogenem  o dużym znaczeniu 
ekonom icznym  ponieważ atakuje szereg roślin upraw ­
nych. G enom  wirusa CM V składa się z trzech jedno 
niciowych ( +  ) RNA. RNA1 i RNA2 kodują podjed- 
nostki replikazy 111KD i 97KD. W białku 97KD 
kodow anym  przez RNA2 występują sekwencje amino- 
kwasowe (GD D ) charakterystyczne dla polimerazy 
RNA zależnej od RNA. Fragm ent genu 97KD  zawie­
rający dom eny replikazy wprow adzono do tytoniu. 
Transgen nie zawierał pełnej sekwencji replikazy, mimo 
to otrzym any transgeniczny tytoń charakteryzow ał się 
R M P o własnościach analogicznych do uzyskanych po 
wprow adzeniu genu 54K wirusa TM V czy PEBV, 
(R M P występowała nawet przy inokulum  o wysokim 
mianie wirusa, niezależnie od tego czy infekcję prze­
prow adzano wirionem czy RNA wirusowym).

N ad otrzym aniem  transgenicznego tytoniu zawiera­
jącego sekwencje ORF1 wirusa PVX pracowały nieza­
leżnie dw a ośrodki. B r a u n  i H e m e n w a y  [18] 
wprowadzili do tytoniu pełną sekwencję ORF1 (a 
także różne jej fragmenty), kodującą białko 165KD 
zawierające sekwencje am inokwasowe charakterysty­
czne dla polim eraz RNA. R M P występuje zarówno 
w roślinie zawierającej pełną kopię genu białka 
165KD, jak  również w roślinie zawierającej fragment 
genu odpow iadający N-końcowej części białka, bez 
sekwencji charakterystycznych dla replikaz. N a to ­
miast rośliny zawierające część środkow ą genu, kodu­
jącą fragm enty wiążące nukleotydy, czy też część 
C -term inalną z sekwencją G D D  nie były oporne na 
infekcje.

Nieco inne wyniki otrzym ała grupa z John Innes 
Institute, Anglia [19], co z pewnością u trudnia inter­
pretację uprzednio om ówionych danych. W prowadzili 
oni do tytoniu m utanty genu białka 165KD ze zmie­
nioną sekwencją G D D . Sekwencja G D D  jest niezbęd­
na dla aktywności szeregu replikaz RNA jak  i replikaz 
fagowych [20]. Założono, że powstające w kom órce 
zm utow ane białko może zakłócać replikację wirusa. 
W ykazano, że zm iana sekwencji G D D  na GAD, G ED  
lub A D D  powoduje kom pletne zablokow anie infekcji 
wirusowej [19]. Niestety praca ta nie zawiera danych 
o oporności rośliny zawierającej niezmienioną sekwen­
cję G D D , co utrudnia porów nanie wyników obu grup 
badaczy. O  ile B a u l c o m b e  i w sp . [19] stwier­
dzili obecność zm utowanego białka 165KD w roślinie, 
to B r a u n  i H e m e n w a y  [18] wykryli jedynie 
transkrypt w prow adzonego genu. Trzeba pamiętać, że 
wykrycie produktów  transgenu jest często trudne, 
praw dopodobnie z pow odu szybkiego rozkładu po­
wstającego białka albo z pow odu integracji transgenu 
w mało aktywny transkrypcyjnie region genomu roś­
liny. A więc, nie stwierdzenie obecności poszukiwane­
go białka nie jest równoznaczne z brakiem  translacji
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mRNA transgenu.
Podsum ow ując, m ożna zaproponow ać następujące 

hipotezy dotyczące mechanizm u działania RM P.
1. K odow ane przez transgen białko zakłóca regula­

cję replikacji, np. zmieniając równowagę między 
wirusowymi niciami ( +  ) i niciami ( —). Funkcja 
takiego regulatora jest przypisywana białku 
54KD wirusa TM V, chociaż do tej pory tego nie 
udow odniono [12].

2. Syntetyzowana konstytutyw nie w roślinie zm u­
tow ana replikaza współzawodniczy z aktywnym  
białkiem wirusowym w tworzeniu kom pleksu 
replikacyjnego co prowadzi do pow stania n ieak­
tywnego kompleksu. Ten hipotetyczny m echa­
nizm, polegający na wykluczeniu czynności genu 
wirusowego przypom ina hipotezę H e r s k o -  
w i t z’ a o tzw. negatywnej dom inacji m utan ta 
[21] zgodnie z k tó rą  nadprodukcja zm utowanej 
podjednostki powoduje inaktywację aktywnego 
kompleksu.

3. Syntetyzowane białko aktywne lub zm utow ane 
„wyłapuje” w kom órce kofaktory niezbędne 
w procesie replikacji, ham ując w ten sposób 
nam nażanie się wirusa.

4. Transgeniczny transkrypt tworzy dupleks z kom ­
plem entarnym  wirusowym RNA co uniem oż­
liwia replikację.

Są to na razie tylko hipotezy. Sprawdzenie, k tóry 
z omówionych m echanizmów jest rzeczywiście o d ­
powiedzialny za RM P, będzie możliwe dopiero po 
opracow aniu układów  replikacji wirusów in vitro. 
W arto  podkreślić, że transform acja roślin fragm en­
tam i cDNA wirusów zawierających geny replikazy 
może wywoływać obniżenie lub zaham ow anie na- 
m nażania się wirusa. Ta strategia umożliwiła o trzym a­
nie opornych roślin transgenicznych.

II-3. Konstrukcje antysensownych RN A

Zastosow anie tzw. antysensownego RNA, czyli 
RNA kom plem entarnego wobec genom u wirusa, jest 
jedną z możliwych strategii w walce z infekcjami 
wirusowymi [22]. Jednak, jak  dotąd, efekty tego 
podejścia są niewielkie. W ynika to praw dopodobnie 
z następujących powodów:

1. Większość wirusów roślinnych nam naża się w cy- 
toplazmie, natom iast antysensow ny RNA p o ­
wstaje w jądrze i aby mogło dojść do parow ania 
obu rodzajów RNA, musi on przedostać się do 
cytoplazmy. Antysensowny RNA może przy tym 
ulegać degradacji zanim  dotrze do „docelowego” 
RNA wirusowego.

2. W procesie tworzenia kom pleksu RNA-RNA 
ważny jest stosunek ilościowy cząsteczek RNA 
obu typów. Stężenie antysensownego RNA może 
nie być wystarczające, aby unieczynnić szybko 
powstający RNA wirusowy.

Większość opublikow anych prac dotyczy w prow a­

dzenia genu białka płaszcza w orientacji antysensow - 
nej [23-25], zarów no w przypadku wirusa PLRV [26,
27] jak  i w irusa PVX oporność nie była w ysoka 
i występowała jedynie przy niskich stężeniach 
inokulum  [24, 28], P raw dopodobnie lepsze wyniki, 
czyli większą oporność na infekcje, m ożna będzie 
uzyskać w przypadku wirusów, których replikacja 
przebiega w jądrze kom órek roślinnych (np. Geminivi- 
rus, czy Caulimovirus). Przem awiają za tym wyniki 
pracy opublikow anej niedaw no [29], w której autorzy 
opisują otrzym anie transgenicznego pom idora o p o r­
nego na infekcję wirusem Tomato Golden M osaic Virus 
(TGMV), w wyniku integracji do genomu gospodarza 
wirusowego genu ALI w orientacji antysensownej. 
Autorzy obserwowali pozytywną korelację między 
stężeniem antysensow nego RNA powstającego w roś­
linie a stopniem  oporności.

Zainteresowanych czytelników odsyłam y do nie­
daw no opublikow anego artykułu przeglądowego na 
tem at zastosow ania antysensow nego RNA w zw al­
czaniu infekcji wirusowych [22].

II-4. W ykorzystanie wirusów satelitarnych

Satelitarne RNA (sat RNA) są to małe cząsteczki 
RNA wymagające do replikacji obecności w irusa 
pomocniczego (ang. helper virus) [30]. N iejednokro t­
nie obserwowano, że obecność sat RNA w wirusie 
infekującym pow odow ała atenuację objawów zakaże­
nia [31, 32]. Obserwacja ta sugerowała możliwość 
zwiększenia oporności rośliny przez wprow adzenie 
cDNA zawierającego informację o sat RNA do geno­
mu. Zastosow anie tej strategii walki z infekcjami 
wirusowymi jest możliwe tylko w przypadkach w iru­
sów niosących sat RNA. Z tego powodu, jak  również 
wobec ryzyka pow stania bardziej zjadliwej formy sat 
RNA [34], m etoda ta nie znalazła szerokiego za­
stosowania.

M echanizm  działania sat RNA jest właściwie nie­
znany, a poznanie go m ogłoby ułatwić szersze za­
stosowanie transgenu sat RNA. Jeżeli np. udałoby się 
stwierdzić, które sekwencje w sat RNA pow odują 
redukcję replikacji w irusa bez możności opłaszczenia 
w kapsydzie wirusa pomocniczego, m ożna by uniknąć 
niebezpieczeństwa zwiększenia wirulencji.

K onstrukcję transgenicznych roślin, zawierających 
cD NA dla sat RNA przeprow adzono w przypadku 
dwóch wirusów CM V i kulistej plamistości tytoniu 
(ang. Tobacco Ringspot Virus) [32-34]. W przypadku 
obu transgenicznych roślin obserwowano zmniejszenie 
objawów chorobow ych po infekcji wirusami pom oc­
niczymi. Ciekawe, że obecność cDNA sat RNA CM V 
zapewniała również ochronę przeciw infekcji pokrew ­
nym wirusem sterylności pom idora (ang. Tomato Aspe- 
rmy Virus) mimo, że nie obserw owano zmniejszenia 
replikacji infekującego wirusa. Jak już w spom niano 
wyżej, mechanizm  działania sat RNA jest nieznany, ale 
ogólnie przyjęto hipotezę, że sat RNA zakłóca replika-
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cję wirusa pomocniczego [35],

II-5. W ykorzystanie defektywnych interferują- 
cych cząsteczek kwasów nukleinowych wiru­
sa (DI)

Defektywne interferujące cząsteczki RNA (DI) wy­
stępują w niektórych wirusach zwierzęcych [35], 
a ostatn io  znaleziono je także w wirusach roślinnych 
grupy Tombusvirus i Carmovirus [36, 37]. DI są to 
cząstki RNA, które wymagają do nam nażania obecno­
ści w irusa rodzicielskiego, powstają zaś w wyniku 
delecji fragm entów genomu wirusa rodzicielskiego. 
Podobnie jak  sat RNA, obecność DI może inten­
syfikować lub zmniejszać objawy chorobowe wywoły­
wane infekcją wirusa rodzicielskiego. P raw dopodob­
nie jest to wywoływane zakłócaniem  procesu replika­
cji. Obserwacja ta nasunęła myśl zastosow ania DI 
w walce z infekcjami.

S t a n l e y  [38] opisał wykorzystanie naturalnych 
DI do otrzym ania transgenicznej rośliny, w której 
zachodziła ekspresja subgenom owego DNA B wirusa 
afrykańskiej m ozaiki kassawy (ang. Africana Cassava 
Mosaic). Ekspresja tego fragm entu praw dopodobnie 
zakłócała replikację DNA A i B, co powodowało 
zwiększenie oporności na infekcje tym wirusem, ale nie 
ograniczało infekcji innym geminiwirusem.

N aturalne DI występują w niewielu wirusach roślin­
nych. O statn io  stwierdzono, że delecyjne m utanty 
RNA-2 wirusa m ozaiki stokłosy (BMV) redukują, 
a naw et elim inują nam nażanie się RNA-1 i RNA-2; 
(RNA-1 i RNA-2 kodują białka produktów  związa­
nych z replikacją BMV) [39], Te delecyjne m utanty 
BMV występują rzadko i zostały zidentyfikowane 
niedawno.

II-6. Zastosowanie rybozymów

Zastosow anie rybozymów, czyli małych cząsteczek 
RNA zdolnych do katalitycznego cięcia charakterys­
tycznych sekwencji RNA, jest nową strategią w walce 
z infekcjami wirusowymi. Jeden z typów rybozymów 
charakteryzuje się obecnością struktury  “ham m er­
head”. Sekwencje rozpoznaw ane przez rybozymy są to: 
G U N , gdzie N  może być C, lub w mniejszym stopniu, 
U i A. W arunkiem  katalitycznego cięcia RNA, poza 
konserw ow aną sekwencją G U N , jest hom ologia po­
między sekwencjami ograniczającymi G U N  i sekwenc­
jam i ram ion rybozymu. Ponieważ jedynie sekwencja 
G U N  w RNA jest niezbędna dla zajścia katalitycznego 
cięcia, m ożna zaprojektow ać syntetyczny rybozym, 
którego ram iona będą wykazywały hom ologię do 
regionów otaczających dowolny triplet G U N . H a - 
s e l o f f  i G e r l a c h  [40] skonstruow ali trzy rybo­
zymy, k tóre in vitro cięły specyficzne m RNA acetylo- 
transferazy chloram fenikolu w trzech różnych miejs­
cach za tripletem  G U C . Dalsze prace miały na celu 
opracow anie optym alnych w arunków  reakcji oraz

konstrukcję bardziej aktywnych rybozymów [41]. 
W rok później ukazała się praca [42] donosząca 
o konstrukcji dwóch rybozymów, które in vitro prze­
prowadzały cięcie nici ( +  ) RNA w regionie białka 
płaszcza i polimerazy RNA PLRV. Sekwencje DNA 
zawierające informacje o syntezie rybozymów pod­
łączano pod p rom otor T7, a enzymatycznie aktywny 
transkrypt otrzym ywano w wyniku transkrypcji in 
vitro. O trzym ane rybozymy przeprowadzały reakcję 
zarów no z RNA PLRV, izolowanym z wirionu, jak  
również z transkryptem  otrzym anym  po podłączeniu 
wybranych regionów wirusowego cD NA pod prom o­
to r T7.

Przedstaw ione powyżej strategie są przykładem  
nowego podejścia w walce z infekcjami wirusowymi. 
W prowadzenie tych m etod stało się możliwe dzięki 
rozwojowi szeregu dyscyplin naukowych, takich np. 
jak  klasyczna wirusologia czy biologia m olekularna.

Z całą pewnością, w miarę rozwoju naszej wiedzy 
o wirusach, rozwijane będą nowe strategie walki 
z pow odow anym i przez nie infekcjami.

A rtykuł otrzymano 16 lutego 1994 r.
Zaakceptowano do druku 4 marca 1994 r.
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02-093 W arszawa

I. Wstęp

M iozyna, dyneina i kinezyna są białkami m otorycz- 
nymi, których wspólną właściwością jest zdolność do 
przetw arzania energii chemicznej pochodzącej z hyd­
rolizy trifosforanów nukleozydów w energię m echani­
czną. Proces przem iany energii wymaga cyklicznego 
oddziaływania cząsteczek białka m otorycznego z cyto- 
szkieletowymi, liniowymi polimerami: filamentami ak ­
tynowymi (m ikrofilam entami) w przypadku miozyny
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i mikrotubulami w przypadku dyneiny i kinezyny 
[1-3]. Podstawową podjednostką pierwszych są ak ­
tyny, białka o masie 42 kDa, a drugich tubuliny
0 masach 56 kD a (izoforma a) i 53 kD a (izoforma (3). 
Po związaniu z polimerem białko motoryczne ulega 
zmianom konformacyjnym, które są niezbędne dla 
jego przesunięcia wzdłuż polimeru, a następnie od 
niego oddysocjowuje. Ponowne wiązanie z kolejnym 
miejscem polimeru inicjuje nowy cykl reakcji. Zmiany 
powinowactwa białka motorycznego do polimeru
1 czas trwania jego jednostkowego przesuwu koor­
dynują przejścia pomiędzy pośrednimi etapami cyklu 
hydrolizy nukleotydu.

Ruch białka motorycznego wzdłuż cząsteczki poli­
meru jest jednokierunkowy i wyznacza go strukturalna 
asymetria polimeru; jego koniec szybko rosnący ( +  ) 
jest zarówno pod względem biochemicznym, jak i s tru­
kturalnym różny od końca wolno rosnącego ( —). 
Miozyna przesuwa się w kierunku końca szybko 
rosnącego ( +  ) filamentu aktynowego [4]. Białka m o­
toryczne mikrotubul mogą przemieszczać się albo 
w kierunku ich końca szybko rosnącego ( +  ), (kinezy- 
na) [5], albo w kierunku końca wolno rosnącego ( —) 
(dyneina) [6]. Ostatnio jednak zidentyfikowano białka 
zarówno nadrodziny kinezyny jak  i dyneiny, które nie 
stosują się do tych reguł.

Wzajemna organizacja białek motorycznych i poli­
merów warunkuje różne formy ruchu (Ryc. 1). W przy­
padku transportu  wewnątrzkomórkowego, białka m o­
toryczne wiążą „ładunek” (organelle, chromosomy) 
i przenoszą go wzdłuż nieruchomych polimerów. Dla 
wywołania skurczu mięśnia, czy wydłużenia wrzeciona 
miototycznego podczas anafazy B, a także generacji 
ruchu wici i rzęsek białka motoryczne tworzą mostki 
poprzeczne pomiędzy przeciwnie zorientowanymi po­
limerami cytoszkieletowymi i powodują ich przesuwa­
nie względem siebie [7-9].

W świetle ogromnej liczby zjawisk ruchowych za­
chodzących w komórce, powstaje problem w jaki 
sposób właściwe białko motoryczne rozpoznaje od­
powiednią organellę w odpowiednim czasie. K om órka

wydaje się rozwiązywać ten problem przez wytwarza­
nie licznych białek motorycznych o konserwatywnej 
domenie generującej ruch, połączonej z różnymi dom e­
nami, odpowiedzialnymi za specyficzne przyłączanie 
określonego „ładunku”. Niniejszy artykuł poświęcony 
jest nadrodzinom białek motorycznych, ich występo­
waniu, strukturze i funkcji. Do opisania struktury 
i funkcji wielu członków tych nadrodzin przyczyniły 
się, oprócz klasycznych metod biochemicznych i bio­
logii komórki, metody analizy genetycznej i sekwenc- 
jonowania sklonowanych genów.

II. Nadrodzina miozyny

Miozyna, podobnie jak aktyna, występuje powsze­
chnie w kom órkach Eukaryota: jest obecna we wszyst­
kich kom órkach mięśniowych i niemięśniowych krę­
gowców i bezkręgowców (w tym także w kom órkach 
pierwotniaków) oraz wyższych roślin. Strukturalne 
zróżnicowanie izoform miozyny jest znacznie większe 
niż izoform aktyny. Nadrodzinę miozyny stanowią 
tzw. konwencjonalne miozyny dwugłówkowe (miozy­
ny II), które wykazują zdolności do tworzenia filamen- 
tów, i nie wykazujące tych właściwości niekonwenc­
jonalne miozyny jednogłówkowe lub dwugłówkowe 
[10] (Ryc. 2). Wspólną cechą wszystkich białek n ad ­
rodziny miozyny, niezależnie od ich występowania 
w organizmach odległych ewolucyjnie, jest obecność 
w ich strukturze konserwatywnej domeny motorycznej 
o masie 80 kDa. Domena ta odpowiedzialna jest za 
wiązanie filamentów aktynowych, wiązanie i hydrolizę 
ATP oraz zdolność całej cząsteczki białka do prze­
mieszczania się wzdłuż filamentów aktynowych.

II-l. M iozyny konwencjonalne 

II-1A. M iozyny II

Wszystkie miozyny występujące w komórkach mięś­
niowych, a także homologiczne miozyny II komórek 
niemięśniowych stanowią grupę miozyn konwencjo-

koniec
wolno rosnący (—)

Ryc. 1. T ransport organelli wzdłuż polim erów  cytoszkieletowych oraz przesuw anie polim erów względem siebie przez białka m otoryczne 
(m odyfikacja ryciny wg Yale i inn. [9]).
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Klasa 

II

Miozyny konwencjonalne

M iozyny niekonw encjonalne

^  kom órk i
W L  am eb  (a,b) ,

k r e s o w c ó w  (c)
(c)

kom ó rk i  
fo to recep to ro w e 

D ro so p h ila

A canrham oeba

ko m ó rk i
n ie m ie ś n io w e
k r ę g o w c ó w
(m e lanocy ty ,
k o m ó rk i  układu
n e rw o w eg o ) ,
d r o ż d ż e

k om ó rk i  
n ie m ie ś n io w e  
b e z k rę g o w c ó w  
(.D ro so p h ila ) 
i k r ę g o w c ó w  
(nerki świn i)

ja k  w y że j

k o m ó r k i  ro ś l in n e

Ryc. 2. N adrodzina miozyny. S truk tu ra  cząsteczek konw encjonal­
nej i niekonw encjonalnej miozyny (wg C heney’a i inn. [10]). 
G łów ki zaznaczone czarnym  kolorem , łańcuchy lekkie (w 
rejonie „szyjki”) białymi odcinkam i (liczba białych odcin­
ków odpow iada liczbie łańcuchów  lekkich). M iejsca w iąza­
nia z błoną miozyn I są zakreskowane.

nalnych. Są one heksam eram i zbudow anym i z dwóch 
łańcuchów polipeptydowych zwanych ciężkimi o m a­
sie około 200 kD a, które są połączone z parą regulato­
rowych (20 kDa) i parą istotnych (16-25 kD a) łań ­
cuchów lekkich [11]. Łańcuchy lekkie są niekowalen- 
cyjnie związane z globularnym i regionam i końca 
N  łańcuchów ciężkich miozyny tworzącymi główki. N a 
pozostałym  odcinku łańcuchy ciężkie m ają strukturę 
a-helikalną i są połączone wiązaniami hydrofobow y­
mi w superhelisę. T aka struk tu ra  C -końca odcinka 
łańcuchów  ciężkich jest niezbędna dla wytworzenia 
—  dzięki oddziaływaniom  elektrostatycznym  między 
cząsteczkami miozynowymi —  dwubiegunow ych 
przeciwrównoległych filamentów, na których powierz­
chni (z wyjątkiem strefy centralnej) regularnie roz­
mieszczone są główki. Główki miozynowe zawierają

w ystępow anie

kom ó rk i  
m i ę ś n io w e  
i n ie m ie śn io w e

dom eny m otoryczne białka [12, 13]. Analizy sekwencji 
reszt am inokwasowych lub reszt nukleotydow ych 
cDNA miozyn II z różnych źródeł, wykazały niski 
stopień homologii ogólnej łańcuchów lekkich i cięż­
kich. Jednakże sekwencja reszt am inokw asow ych frag­
m entu ciężkiego łańcucha tworzącego główkę różnych 
izoform miozyny, a szczególnie jej regionów wiążących 
A TP i aktynę, jest znacznie bardziej konserw atyw na 
niż sekwencja pozostałej części cząsteczki. U izoform 
miozyny z mięśni poprzecznie prążkow anych hom o- 
logia tej dom eny wynosi 80%, natom iast u izoform  
miozyny z mięśni prążkow anych i gładkich tego sam e­
go gatunku około 50% [10]. Sekwencja C-końcow ego 
fragm entu łańcuchów  ciężkich miozyn niemięśnio- 
wych klasy II znacznie odbiega od sekwencji izoform  
mięśniowych, zachowując jednak periodyczne rozm ie­
szczenie reszt hydrofobowych i polarnych, konieczne 
dla wytworzenia struktury  helikalnej i agregacji w fila- 
menty [11]. Innym  w arunkiem  koniecznym dla tw o­
rzenia filamentów przez miozynę niem ięśniową klasy 
II (podobnie jak  przez miozynę z mięśni gładkich) jest 
fosforylacja jej regulatorow ych łańcuchów lekkich, 
która powoduje zmianę struk tury  cząsteczki ze zw inię­
tej (o stałej sedymentacji 11S) w w yprostow aną (6S) 
[14]. W w arunkach zbliżonych do fizjologicznych 
ufosforylowana, cytoplazm atyczna m iozyna II tworzy 
jednakże znacznie mniejsze filamenty. Podczas gdy 
filamenty miozyny mięśni szkieletowych zbudow ane są 
z 300-400 m onom erów  i m ają długość 1.5 pm, filamen- 
ty miozyny II z płytek krwi tworzy około 30 cząsteczek 
i ich długość wynosi 0.3 pm; wymiary filam entów 
miozyny II z Acanthamoeba castellani są jeszcze mniej­
sze [15]. W ydaje się, że w kom órkach niemięśniowych 
miozyna występuje w postaci monom erycznej lub 
oligomerycznej (oktamery), a filamenty tworzone są 
w m iarę potrzeby, dla w ykonania określonej czynności 
ruchowej [16]. Aktywność enzym atyczna m iozyny II 
kom órek niemięśniowych i jej efektywność w genero­
waniu ruchu in vitro są znacznie niższe od tych, które 
charakteryzują miozyny II z mięśni szkieletowych [17,18], 
W ydaje się to być w zgodzie z nieporów nanie więk­
szym w ydatkow aniem  energii potrzebnej dla wywoła­
nia skurczu mięśni, niż dla generacji procesów związa­
nych z ruchliwością kom órkow ą.

Przy użyciu technik im m unocytochem icznych zna­
leziono filamenty miozyny II razem z filamentami 
aktynowym i w pierścieniu kurczliwym dzielących się 
kom órek [16, 19-20], u podstaw y m ikrokosm ków  
enterocytów  [21, 22], pod błoną kom órkow ą podczas 
czapeczkowania (capping) receptorów  w limfocytach 
T [23], we w łóknach naprężeniowych kom órek stac­
jonarnych  [24, 25] i w tylnym biegunie migrujących 
kom órek [16, 26, 27]. Powyższe obserwacje wskazują 
na udział miozyny II w cytokinezie, w falowaniu 
m ikrokosm ków  enterocytów , grom adzeniu recepto­
rów i lokom ocji kom órek na zasadzie ślizgowego 
mechanizm u filamentów miozynowych i aktynowych 
charakterystycznego dla skurczu mięśni.
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II-2. M iozyny niekonwencjonalne 

II-2A. M iozyny I

W cytosolu kom órek niemięśniowych oprócz m io­
zyny dwugłówkowej występują izoformy m iozynyjed- 
nogłówkowej, określane jako  miozyny I [28]. N a j­
wcześniej m iozyny I zostały wyizolowane z kom órek 
ameb Acanthamoeba castellani (IA, IB, IC) i Dictyos- 
telium discoideum  (IB) (prace cytowane w [28]), później 
homologiczne białka znaleziono również w kom ór­
kach kręgowców: np. w m ikrokosm kach enterocytów 
[29], rdzeniu nadnerczy [30], mózgu [30], nerce [31] 
i kom órkach mięśni gładkich [32]. M iozyny I są 
zbudow ane z pojedynczego łańcucha ciężkiego (105- 
140 kDa), niehelikalnej, stosunkowo krótkiej części 
pałeczkowatej niezdolnej do wytwarzania filamentów, 
i różnej liczby (1-4) specyficznych łańcuchów lekkich 
(Ryc. 2). W szystkie wykazują aktywność ATP- 
azy aktywow anej przez aktynę (chociaż w znacznie 
mniejszym stopniu niż w przypadku miozyny II), 
zdolność w iązania aktyny i generowania ruchu wzdłuż 
filamentów aktynow ych in vitro [28]. Właściwości te 
związane są z N -końcowym  regionem łańcucha cięż­
kiego tworzącym  główkę, który, jak  wykazały badania 
sekwencji cD N A, jest w około 55% homologiczny 
z odpowiednim  regionem łańcucha ciężkiego tw orzą­
cego główkę miozyny II. Sekwencja regionu C-końca 
łańcucha ciężkiego miozyn klasy I nie wykazuje żad­
nego podobieństw a do regionu C -końca łańcucha 
ciężkiego miozyn klasy II. M imo znacznych różnic 
w sekwencji tego fragm entu, również wśród poszcze­
gólnych izoform miozyny I, łączy je zdolność bezpo­
średniego wiązania z błonam i zawierającymi fosfolipi­
dy anionow e (fosfatydyloserynę, fosfatydyloinozytol, 
difosforan fosfatydyloinozytolu) [29, 33,34], Za w iąza­
nie to odpow iedzialna jest silnie zasadowa dom ena 
miozyn I znajdująca się w regionie końca C ciężkiego 
łańcucha.

W porów naniu z miozynami I kom órek kręgowców 
oraz m iozynam i IA i IE Dictyostelium , których C- 
końcowy region ciężkiego łańcucha zakończony jest 
dom eną zakotw iczającą go w błonie kom órkowej, 
koniec C pozostałych izoform miozyny I ameb jest 
wydłużony o dodatkow y odcinek, którego sekwencja 
am inokw asow a wzbogacona jest w glicynę, prolinę 
i alaninę lub glutam inę (dom ena G PA  lub G PQ ) [28] 
i obejmuje drugie, niezależne od ATP, miejsce wiązania 
aktyny [35], D om ena ta sąsiaduje z 50 am inokw asow ą 
dom eną SH3src, charakterystyczną dla białek związa­
nych z aktynow ym  cytoszkieletem błonowym [33]. 
Drugie miejsce w iązania aktyny sprawia, że miozyna 
I może mieć tak ą  sam ą rolę funkcjonalną jak ą  ma 
tw orząca filamenty m iozyna II; obie, sieciując filamen- 
ty aktynowe, m ogą przesuwać je względem siebie 
dzięki stałemu połączeniu z jednym  filamentem i sprzę­
żonem u z hydrolizą ATP cyklicznemu oddziaływniu 
z drugim  (patrz Ryc. 1.).

Badania biochemiczne i immunofluorescencyjne 
wykazały, że miozyny I związane są z błoną in situ [33, 
34, 36]. U am eb występują one szczególnie w kraw ę­
dziach wiodących migrujących kom órek [20, 37-38], 
w fagocytarnym  kubku [37] i na powierzchni takich 
pęcherzyków kom órkowych, jak  kurczliwe Wodniczki 
tętniące, które kontrolują ciśnienie osmotyczne w ko­
mórce [39]. W yniki badań izoform miozyny I ameb 
wydają się sugerować ich funkcjonalną specjalizację. 
Podczas gdy m iozyna IA i IB Dictyostelium  praw ­
dopodobnie wpływa na subtelne zmiany w zachow a­
niu kom órki towarzyszące lokomocji, fagocytozie 
i transportow i pęcherzyków typu endosom ów [40,41], 
m iozyna IC Acanthamoeba jako  jedyna wiąże się 
z wodniczkam i tętniącymi i współdziałając z filamen- 
tami aktynowym i powoduje skurcz cytoszkieletu wo­
kół nich, usuwając w ten sposób zaw artą w nich wodę 
do przestrzeni pozakom órkow ej [42].

Izoformy miozyny I różnią się ilością i struk turą 
łańcuchów lekkich. M iozyny am eb zawierają jeden lub 
dwa specyficzne łańcuchy lekkie [28], natom iast m io­
zyny I kręgowców m ają trzy do czterech łańcuchów 
lekkich, którym i są cząsteczki kalm oduliny [43]. Miej­
scem zakotw iczenia cząsteczek kalm oduliny jest p o ­
większony region „szyjki” (łączący główkę z częścią 
pałeczkowatą) miozyny I, zawierający przynajmniej 
trzy razy pow tórzony motyw am inokwasow y IQ  
(IQXXXRGXXXR) [44]. Później wykazano, że region
0 podobnej strukturze, wiążący w nieobecności C a2 + 
kalm odulinę (lub inne białko o strukturze „E F  hand”) 
występuje we wszystkich miozynach, a także innych 
białkach wiążących kalm odulinę [45], O becność kal­
m oduliny w cząsteczce miozyny I niemięśniowych 
kom órek kręgowców sugeruje, że regulacja jej aktyw ­
ności zależy od C a2 + . Osłabienie wiązania łańcuchów 
kalm odulinow ych z łańcucham i ciężkimi miozyny
1 z m ikrokosm ków  enterocytów  pod wpływem C a2 + 
i towarzyszące mu zaham ow anie przesuwania miozy­
ny wzdłuż immobilizowanych filamentów aktynowych 
in vitro [29] przem awiają za słusznością tego poglądu.

Rola miozyny I w kom órkach kręgowców nie jest 
jeszcze w pełni poznana; przypisuje się jej udział 
w łączeniu aktyny z błoną kom órkow ą, a także 
w generowaniu ruchu m ikrokosm ków  i transportow a­
niu pęcherzyków błonowych [10, 29].

II-2B. M iozyny III

Jednogłów kow a miozyna III, białko najbardziej 
różniące się od innych miozyn, kodow ane jest przez 
gen ninaC  i ulega ekspresji w kom órkach fotorecep- 
torow ych oczu Drosophila [46]. W ystępuje ono w po­
staci dwóch izoform o m asach 174 kD a i 132 kD a 
różniących się długością części pałeczkowatej. C-koń- 
cowe dom eny obydwu izoform różnią się między sobą, 
nie są też podobne do dom en C-końcowych innych 
dotąd  poznanych miozyn, z wyjątkiem regionu zawie­
rającego jeden lub dwa motywy sekwencji IQ. O gólna
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hom ologia miozyn III i miozyn I oraz miozyn II 
wynosi tylko dwadzieścia kilka procent. U nikalną 
cechą obydwu miozyn klasy III jest dodatkow a 30 kD a 
dom ena o aktywności kinazy białkowej, połączona 
z N  końcowym fragmentem główki (Ryc. 2).

M ikroskopia im munofluorescencyjna wykazała, że 
izoforma miozyny III o wyższej masie jest obecna 
w organellach zwanych rabdom eram i, strukturach 
zbliżonych do m ikrokosm ków , które zawierają ele­
m enty cytoszkieletu, rodopsynę i inne białka związane 
z procesem fototransm isji. Izoform a o niższej masie 
znajduje się w cytosolu kom órek fotoreceptorow ych 
[47]. Przypuszcza się, że miozyny te biorą udział 
w falowaniu błon rabdom eru lub/i w fototransmisji. 
M utacja ich genów powoduje degenerację kom órek 
fotoreceptorow ych poprzez redukcję wielkości rab- 
dom erów  oraz zmniejszoną zaw artość rodopsyny 
w ich wnętrzu [46].

II-2C. M iozyny IV

Przedstawicielem miozyn klasy IV jest niekonw enc­
jonalna  m iozyna jednogłów kow a z Acanthamoeba 
o masie 177 kD a [48], Region jej główki oraz główki 
innych miozyn są homologiczne, podczas gdy dom ena 
pałeczkow ata o masie 87 kD a jest zupełnie inna za 
wyjątkiem 50 aminokwasowej sekwencji SH3src na 
końcu C cząsteczki. Białko to nie zawiera znalezionej 
u miozyny I am eb sekwencji odpowiadającej miejscu 
wiązania z błoną.

II-2D . M iozyny V

Miozyny klasy V są niekonwencjonalnym i m iozyna­
mi dwugłówkowym. Ich łańcucham i ciężkimi są m.in.: 
p rodukt mysiego genu dilute o masie 215 kD a (którego 
m utacja powoduje rozjaśnienie sierści zwierząt z po­
wodu dysfunkcji m elanocytów, a często także ciężkie 
zaburzenia neurologiczne) [49], p rodukt genu M Y 0 2  
drożdży Saccharomyces cervisiae o masie 180 kD a [50] 
oraz homologiczne białko o masie 190 kD a z mózgu 
kurczaków [51]. O prócz podobnych do innych m io­
zyn regionów główek, wszystkie te białka charak ­
teryzują się bardzo rozbudow anym , 18 kD a regionem 
„szyjki”, w której występuje sześć tandem owych po­
wtórzeń sekwencji m otywu IQ, i k tó ra  jest miejscem 
wiązania 12 cząsteczek kalm oduliny [52]. „Szyjka” 
połączona jest z około 30 nm odcinkiem pałecz- 
kowatym  zakończonym  unikalną dom eną globularną 
o masie 47 kDa. Obecność w regionie pałeczkowatym  
łańcuchów ciężkich a-helikalnych odcinków  (obejm u­
jących od 150-500 reszt aminokwasowych) powoduje, 
że miozyny V tw orzą dimery, ale nie tw orzą filamen- 
tów. W ykazano, że przemieszczanie miozyny V wzdłuż 
im mobilizowanych filamentów aktynowych in vitro, 
podobnie jak  w przypadku miozyny I z m ikrokosm ­
ków enterocytów, jest regulowane przez zmianę stęże­
nia C a2+ i kalm odulinę [53]. Jakkolw iek funkcja tej

grupy miozyn nie jest jeszcze poznana, przypuszcza się, 
że są one składnikam i organelli błonowych na ob­
wodzie kom órki lub kortykalnego cytoszkieletu. Ba­
dania im m unofluorescencyjne wykazały, że m iozyny 
klasy V są rzeczywiście związane z jedną lub kilkom a 
błonowymi organellam i znajdującym i się w regionie 
perinuklearnym  [54], co sugeruje, że m ogą one brać 
udział w transporcie tych organelli.

II-2E. M iozyny VI

N iekonw encjonalną miozynę dwugłówkową klasy 
VI zidentyfikowano w chrom osom alnym  locus 95F 
Drosophila [55]. N a podstawie analizy sekwencji sk lo­
nowanego cD N A genu kodującego region główki 
wykazano, że jej hom olog występuje również w linii 
kom órkowej nerek świni [56]. Sąsiadująca z główkam i 
dom ena tych miozyn zawiera krótki odcinek którego 
reszty am inokw asow e zdolne są do tworzenia super- 
helisy, pozostała część fragm entu końca C jest ch a rak ­
terystyczna tylko dla miozyn klasy VI. M iozyna VI 
z Drosophila występuje w cytoplazmie zarodków  m uch 
[55], Jej rola fizjologiczna nie jest jeszcze poznana.

II-2F. M iozyny VII

VII klasę niekonwencjonalnych miozyn jednogłów- 
kowych stanowi m iozyna Drosophila kodow ana przez 
chrom osom alne locus 35B,C  [57]. Podobne białko 
zidentyfikowano w linii kom órkowej nerek świni [56]. 
Do tej pory zsekwencjonowano tylko dom eny główki 
tych miozyn. Nie jest znana struk tu ra  pozostałej części 
ich cząsteczek, a także funkcja.

II-2G. M iozyny VIII

Do klasy VIII zaliczana jest now oodkryta, na 
podstawie sklonowanego kodującego ją  cDNA, m io­
zyna z wyższych roślin (Arabidopsis thaliana) [58]. Jest 
to białko o masie 131 kDa, charakterystycznej dla 
wszystkich miozyn dom enie motorycznej główki i uni­
kalnej strukturze fragm entów końca N i C. Nieco 
oddalony od końca C fragm ent posiada cztery potenc­
jalne miejsca wiązania kalm oduliny (motywy IQ), 
a w ich sąsiedztwie mały region tworzący superhelisę. 
W ysunięto przypuszczenie, że m iozyna VIII bierze 
udział w przenoszeniu w kom órkach roślinnych o rga­
nelli, takich jak  chloroplasty czy siateczka endoplaz- 
matyczna.

III. Nadrodzina kinezyny

N adrodzina kinezyny, podobnie jak  nadrodzina 
miozyny, obejmuje liczną grupę białek [59,60] (Ryc. 3). 
Większość z nich identyfikowano przez porównanie 
sekwencji genów izolowanych różnymi metodam i, 
włączając klonow anie genetycznie zidentyfikowanych 
loci i PCR [61]. W szystkie te białka charakteryzują się
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Kinezy na konwencjonalna

Białka podobne do kinezyny
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Ryc. 3. N adrodzina kinezyny. S truk tura  cząsteczki kinezyny kon­
w encjonalnej i przewidywanych białek podobnych do kine­
zyny (wg G oldste ina  [59]). G łówki zaznaczone czarnym 
kolorem . W przypadku białek podobnych do kinezyny 
podano  stru k tu rę  łańcuchów  ciężkich. Lekkie łańcuchy 
konw encjonalnej kinezyny zaznaczono dw om a odcinkam i 
w regionie końca cząsteczki.

hom ologiczną dom eną m otoryczną, obejm ującą 340 
reszt am inokw asow ych, k tó ra odpowiedzialna jest za 
wiązanie z m ikrotubulam i, wiązanie i hydrolizę ATP 
oraz generację ruchu wzdłuż m ikrotubul.

III-I. Kinezyna konwencjonalna

Kinezynę po raz pierwszy odkryto w aksonie o lb­
rzymim m ątwy [62], a następnie także w różnych 
tkankach i kom órkach zwierzęcych (mózg ssaków 
[63], w ątroba szczura [64], rdzeń nadnerczy wołu 
[65], ja ja  jeżow ca [66], fibroblasty zarodków  kurzych 
[67], kom órki Drosophila [68], Acanthamoeba [69] 
i Dictyostelium  [70]). Natywny enzym, o masie około 
360 kD a, jest tetram erem  złożonym z dwóch identycz­
nych łańcuchów  ciężkich o masach 110-134 kD a 
i dwóch łańcuchów  lekkich o masach 60-80 kD a [59]. 
C ząsteczka kinezyny ma długość około 80 nm i składa 
się z trzech strukturalnych dom en (Rys. 3). N a końcu 
N  każdego z łańcuchów  ciężkich znajduje się region 
globularny o masie 50 kD a i wym iarach 9 x 1 0  nm, 
zwany główką, w której mieści się dom ena m otorycz- 
na. Jak  wykazały badania natywnych, pozbawionych 
końcow ych reszt am inokwasowych i chimerycznych 
łańcuchów  ciężkich, wytwarzanych przez E. coli, spo­
śród 450 reszt am inokwasow ych tworzących główkę, 
dom enę m otoryczną tworzy 340 reszt. Główki połą­
czone są z długą (50-60 nm) częścią pałeczkowatą, 
w której a-helikalne odcinki ciężkich łańcuchów tw o­
rzą superhelisę. W środkowej części pałeczki super- 
helisa jest zaburzona, co powoduje obserwowane 
często w m ikroskopie elektronowym  zagięcie cząste­
czki. W regionie końca C łańcuchy ciężkie nie tworzą

struktury  a-helikalnej i razem z łączącymi się z nimi 
łańcucham i lekkimi tworzą w achlarzowate zakończe­
nie cząsteczki. C-końcow a dom ena globularna łań­
cuchów ciężkich, o masie 10-15 kD a, z nagrom adzo­
nym ładunkiem  dodatnim  bierze praw dopodobnie 
udział nie tylko w wiązaniu łańcuchów lekkich, ale 
również przenoszonych przez kinezynę organelli. Jej 
dodatkow ą funkcją może być regulacja aktywności 
m otorycznej enzymu. Ponieważ kinezyna, podobnie 
jak  m iozyna II z mięśni gładkich i kom órek niemięś- 
niowych, występuje w dwóch formach konformacyj- 
nych: enzymatycznie nieaktywnej, zwiniętej (o stałej 
sedymentacji 9 S) i aktywnej, wyprostowanej (6 S), 
m ożna przypuszczać, że jej aktyw acja zachodzi po­
przez fosforylację łańcuchów lekkich lub ciężkich [71]. 
Informacje dotyczące oddziaływania kinezyny z m ik­
rotubulam i i cząstkam i przez nią transportow anym i są 
nadal fragmentaryczne. O statnio z mikrosomów mózgu 
zarodków kurzych wyizolowano integralne białko bło­
nowe o masie 160 kDa, które w sposób zależny od ATP 
wiąże kinezynę i może pełnić funkcję jej receptora [72].

W prowadzenie do kom órki nerwowej przeciwciał 
skierowanych przeciw kinezynie lub specyficznego 
inhibitora —  niehydrolizowalnego analogu ATP, 
A M P -P N P  —  utrwalającego jej wiązanie z m ikro- 
tubulą pozwoliło wykazać, że białko to jest odpow ie­
dzialne za szybki wstępujący ( +  ) transport aksonalny 
(w kierunku obw odu neuronu) pęcherzyków synap­
tycznych [73, 74]. Im m unolokalizacja kinezyny na 
organellach grom adzących się w proksymalnej części 
podwiązanych nerwów obwodowych [75], odpow iada 
tej roli. Przy użyciu przeciwciał wykazano, że kinezyna 
bierze również udział w organizacji tubularnych ukła­
dów błonowych (endoplazm atycznego reticulum, apa­
ratu  Golgiego, endosom ów  i lizosomów) przez wy­
dłużanie i umieszczanie elementów błonowych wzdłuż 
m ikrotubul [76], a także w dyspersji organelli zawiera­
jących pigm ent [77],

III-2. Białka podobne do kinezyny

Pierwszym zidentyfikowanym białkiem podobnym  
do kinezyny był produkt genu bimC  (blocked in mitosis 
C) grzyba Aspergillus nidulans [78]. Gen ten ziden­
tyfikowano dzięki jego mutacji, której fenotypowym 
efektem było zaburzenie zdolności do podziału jądra. 
Analiza sekwencji sklonowanego cD N a wykazała, że 
koduje on białko, o masie 132 kD a, które składa się 
z głowy znajdującej się w końcu N cząsteczki i sąsiadu­
jącego z nią długiego, obejmującego 700 reszt am ino­
kwasowych odcinka pałeczkowatego o sekwencji nie­
podobnej do odcinka pałeczkowatego konw encjonal­
nej kinezyny (Ryc. 3). D om ena m otoryczną białka 
kodow anego przez bimC  wykazuje większy stopień 
identyczności z dom eną m otoryczną białka o masie 
121 kD a kodow anego przez gen cu tl  drożdży Schizo- 
saccharomyces pombe [79] i białka o masie 120 kD a 
kodow anego przez gen Eg5, Xenopus laevis [80] niż
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z dom eną m otoryczną kinezyny konwencjonalnej. 
Wszystkie trzy białka wykazują ponadto  pewien sto­
pień homologii regionu C końca odpowiedzialnego za 
ich dimeryzację. P odobna struk tu ra  tych białek, a tak ­
że zaburzenie wczesnych etapów  mitozy przez mutacje 
ich genów sugeruje, że pełnią one podobną funkcję 
w komórce. Przypuszcza się, że polega ona na roz­
suwaniu biegunów wrzeciona podczas m itozy w efek­
cie tworzenia m ostków między zachodzącym i na siebie 
przeciwrównoległymi m ikrotubulam i z obydwu połó­
wek wrzeciona podziałowego i przesuwanie ich wzglę­
dem siebie w kierunku obw odu kom órki [78, 79].

Inne białko podobne do kinezyny zidentyfikowano 
jako  p rodukt genu K A R 3, S. cervisiae [81]. M utant 
K A R 3  wykazuje obniżoną zdolność do fuzji jądrow ej 
podczas kariogamii. Analiza sekwencji cD N A  w ykaza­
ła, że kodow ane przez K A R 3  białko o masie 84 kD a 
ma sekwencję 328 reszt am inokwasow ych regionu 
końca C w 39% identyczną z sekwencją łańcucha 
ciężkiego kinezyny Drosophila, oraz że region identycz­
ności odpow iada domenie motorycznej. P onadto  
stwierdzono, że zawierający 390 reszt am inokw aso­
wych, i mający na pewnym odcinku zdolność do 
wytworzenia struktury  a-helikalnej, fragm ent końca 
N białka K A R 3  nie jest podobny do C-końcow ego 
fragm entu kinezyny. Obserwacje te wskazują, że d o ­
m ena m otoryczną każdego z łańcuchów ciężkich biał­
ka K A R 3  znajduje się w jego C-końcowym fragmencie. 
D otąd nie w iadom o, czy odm ienna lokalizacja dom en 
m otorycznych wpływa na kierunek ruchu tego białka 
wzdłuż m ikrotubul, jak  to ma miejsce w przypadku 
produktu  genu ndc (patrz niżej). Przewidywana rola 
białka K A R 3  to udział w wydłużaniu wrzeciona mito- 
tycznego na zasadzie opisanej dla białek bimC  i cut7 
oraz w przenoszeniu jąd ra  podczas kariogam ii.

Badania genu ndc (claret non disjunctional) Drosop­
hila, który wpływa na kolor oczu (dyspersję organelli 
zawierających pigment) i dystrybucję chrom osom ów  
podczas mejozy, doprow adziły do wykrycia następ­
nego białka nadrodziny kinezyny [82], Analiza sek­
wencji cD N A wykazała, że dom eny m otoryczne tego 
białka o masie 70 kD a znajdują się również we 
fragmencie C-końcowym łańcucha ciężkiego. Koniec 
N  zawierający 320 reszt am inokwasowych jest podob­
ny do końca N  białka K A R 3  i może tworzyć strukturę 
a-helikalną. Testy ruchliwości in vitro wykazały, że 
sklonowane w bakteriach białko ndc przemieszcza się 
w kierunku końca ( —) m ikrotubuli [83], co jest zgodne 
z jego sugerowaną rolą w przemieszczaniu chom oso- 
mów w kierunku biegunów podczas podziału kom ór­
kowego. Jest więc interesujące, czy białko nadrodziny 
kinezyn o masie 74 kD a kodow ane przez inny gen, nod 
(no distributive disjunction) Drosophila [84], które 
asocjuje z chrom osom am i, przemieszcza się w kierun­
ku końca ( +  ) m ikrotubuli.

W odróżnieniu od białek biorących udział w m ito­
zie, p rodukt genu unc-104 nicienia Caenorhabditis 
elegans jest białkiem podobnym  do kinezyny, które

odgrywa rolę w wstępującym ( +  ) szybkim transporcie 
aksonalnym  pęcherzyków synaptycznych [85]. Białko 
to złożone jest z 1584 reszt aminokwasowych i posiada 
dom enę m otoryczną w regionie końca N.

Zastosow anie techniki PCR połączonej z sekwenc- 
jonow aniem  doprow adziło do wykrycia kolejnych 
białek nadrodziny kinezyny u Drosophila [82, 86, 87] 
i S. cerevisiae [88, 89]. Białka te biorą udział w po­
działach kom órkowych, a niektóre z nich, podobnie 
jak  kinezyna, uczestniczą w transporcie aksonalnym .

IV. Nadrodzina dyneiny

Cytoplazm atyczne dyneiny są rozpuszczalnymi ho- 
m ologami aksonem alnych dynein wici i rzęsek [60, 
90], a także ich prekursoram i w aksonem ach podczas 
wczesnej embriogenezy [91]. Zidentyfikow ano je 
w wielu tkankach i kom órkach zwierzęcych (mózg 
wołu [92], w ątroba i jąd ra  szczura [64, 93], nicień C. 
elegans [94], m ątw a [95], ja ja  jeżowca [96], Parame­
cium [97], am eba Reticulomyxa  [98], Dictyostelium  
[99], kom órki H eLa [100]). Badania przy użyciu 
skaningowego transm isyjnego m ikroskopu elek trono­
wego (STEM) wykazały, że cząsteczka cytoplazm aty- 
cznych dynein ma długość 50 nm i składa się z dwóch 
globularnych regionów o średnicy 13.4 nm, zwanych 
główkami, które połączone są cienkimi pałeczkowaty- 
mi odcinkam i z mniejszym regionem globularnym  
[92]. Jej m asa wynosi ^  1200 kDa. Dyneiny są 
kom pleksem  wielu różnych podjednostek; np. dyneina 
z mózgu, znana uprzednio pod nazwą M A P (mic- 
rotubule associated protein) 1C, zbudow ana jest 
z dwóch łańcuchów ciężkich (każdy o masie około 500 
kDa), trzech łańcuchów pośrednich (70-74 kDa) i czte­
rech łańcuchów  lekkich (53-59 kDa) [90, 101] (Ryc. 4). 
Łańcuchy ciężkie tworzą główki (a i (3) (dyneina 
aksonem alna może zawierać dodatkow ą główkę y) 
i giętkie pałeczkowate odcinki, które u podstawy łączą 
się z łańcucham i pośrednim i i lekkimi. Główki są 
miejscem wiązania m ikrotubul oraz miejscem wiąza­
nia i hydrolizy ATP. Rola łańcuchów  pośrednich 
dyneiny wydaje się być zw iązana z zakotwiczaniem  
przenoszonych obiektów, podczas gdy łańcuchy lekkie 
biorą udział w regulacji jej aktywności enzymatycznej.

Ryc. 4. Przedstawiciel nadrodziny dyneiny. S truk tu ra  dyneiny 
z mózgu (M A P IC) (wg Vallee [90]). G łówki zaznaczone 
kolorem  czarnym , łańcuchy pośrednie są zakreskowane, 
a łańcuchy lekkie niezakreskow ane.
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O statnio, przy zastosow aniu dwu różnych strategii 
klonow ania oznaczono sekwencję 4466 am inokwasów 
łańcucha ciężkiego (3 dynein pochodzących z aksonem  
wici plem ników dwu gatunków  jeżowców [102, 103]. 
Analiza sekwencji am inokwasów wskazuje, że jest to 
białko m otoryczne zupełnie różne od kinezyn i miozyn, 
oraz że tylko region złożony z nie więcej niż 120 reszt 
am inokwasow ych zdolny jest do tworzenia struktury  
a-helikalnej. W odróżnieniu od miozyny i kinezyny, 
które wiążą jedną cząsteczkę ATP, dyneina ma kilka 
przypuszczalnych miejsc wiązania tego nukleotydu. 
Poniew aż hydroliza tylko jednej cząsteczki ATP wy­
starcza dla funkcji m otorycznych tego białka, sądzi się, 
że przyłączanie ATP do pozostałych miejsc reguluje 
allosterycznie działanie enzymu [87]. Ham owanie 
przemieszczania m ikrotubul pod wpływem dyneiny 
przy dużych stężeniach A TP wskazuje, że koncepcja ta 
jest słuszna.

Badania immunocytochem iczne, a także zastosow a­
nie specyficznych inhibitorów  dyneiny (w anadanu, 
który w obecności A TP i prom ieni ultrafioletowych 
powoduje rozszczepienie dom eny motorycznej, oraz 
analogu adenozyny EHNA), pozwoliło na wykazanie 
udziału dyneiny we wstecznym ( —) transporcie orga­
nelli z synapsy do centrum  aksonu [104, 105], w prze­
mieszczaniu chrom osom ów  w kierunku biegunów 
wrzeciona m itotycznego [106,107] oraz w endocytozie 
[108]. We wszystkich tych procesach kierunek trans­
portu  „ładunku” przez cytoplazm atyczną dyneinę krę­
gowców zgodny jest z kierunkiem  określonym  w bada­
niach in vitro (tj. kierunkiem  ku końcowi ( —) m ikro­
tubul) oraz polarnością m ikrotubul w aksonie i wrze­
cionie kariokinetycznym . Ewenementem jest więc 
dw ukierunkow y ruch dyneiny obserwowany w przy­
padku am eby Reticulomyxa  [87].

M ało do tąd  wiadom o o regulacji aktywności m oto­
rycznej dyneiny. Przypuszcza się, że rolę w tym proce­
sie odgrywa bądź fosforylacja dyneiny, bądź białka 
wiążące się z dyneiną. O statn io  zwraca się uwagę na 
kom pleks dynaktyny, który składa się z izoformy 
a  centraktyny (białka hom ologicznego do aktyny) oraz 
białek o m asach 150 kD a i 50 kD a, i towarzyszy 
p reparatom  cytoplazmatycznej dyneiny [109], W yka­
zano, że kom pleks ten prom uje indukow any przez 
dyneinę ruch pęcherzyków in vitro, podczas gdy dynei­
na bez tego kom pleksu jest w tym  oznaczeniu nieak­
tywna [110]. Kolokalizacja dynaktyny z końcem ( —) 
m ikrotubuli sugeruje interakcję dynaktyny z cytoplaz­
m atyczną dyneiną in vivo. P oznano również białka 
nazwane „spinaczam i” (elips), k tórych zadaniem  jest 
przywiązywanie organelli do m ikrotubul [111].

Z arów no dyneina cytoplazm atyczna, jak  i aksone- 
m alna, w ystępują w wielu form ach polimorficznych, 
różniących się liczbą podjednostek, a także ich struk­
tu rą  [8]. Przypuszcza się, że poznanie sekwencji łań­
cucha ciężkiego P dyneiny pozwoli na zidentyfikowa­
nie, sklonow anie i zsekwencjonowanie genów nowych 
członków nadrodziny dyneiny, zawierających podob­

ną dom enę m otoryczną, ale połączoną z innymi dom e­
nami niż do tąd  poznane.

V. Porównanie strukturalnych i funkcjonalnych 
właściwości białek motorycznych

Przedstawiony w poprzednich rozdziałach przegląd 
białek m otorycznych trzech nadrodzin: miozyny, kine­
zyny i dyneiny zw raca uwagę na, niezależne od 
wielkości ich cząsteczek, podobieństw o strukturalne. 
Wszystkie posiadają jedną lub dwie domeny m oto­
ryczne znajdujące się w globularnym  regionie cząste­
czki (na ogół końcu N  ciężkich łańcuchów). Dom eny te 
połączone są z częścią pałeczkowatą, w przypadku 
wielu miozyn i kinezyn tworzącą strukturę a-helikalną, 
odpow iedzialną za dimeryzację łańcuchów ciężkich. 
N a końcu C białek m otorycznych znajduje się region 
odpowiedzialny praw dopodobnie za przyłączanie 
przenoszonych przez nie organelli. D odatkow y ele­
ment stanow ią łańcuchy lekkie lub inne białka wpły­
wające na aktywność białek m otorycznych. M imo 
podobnej morfologii miozyn, kinezyn i dynein, analiza 
sekwencji am inokwasów ich ciężkich łańcuchów nie 
w ykazała żadnych regionów homologicznych, z wyjąt­
kiem sekwencji wiążącej ATP (która jest charakterys­
tyczna dla wszystkich białek wiążących ATP) i ewen­
tualnych sekwencji am inokwasów tworzących struk­
turę oc-helikalną [112].

Cykl hydrolizy ATP przez wszystkie trzy białka 
m otoryczne jest podobny i składa się z trzech zasad­
niczych etapów: wiązania ATP z miejscem aktywnym 
białka, hydrolizy A TP i stymulow anego przez mikro- 
filamenty (w przypadku miozyny) i m ikrotubule (w 
przypadku kinezyny i dyneiny) uwolnienia produktów  
hydrolizy A TP (ADP i P n) [113, 114]. O statn i etap 
związany z generacją siły jest etapem  wolnym, ograni­
czającym szybkość procesu. Jednakże w przeciwieńst­
wie do miozyny, gdzie uwolnienie P n decyduje o szyb­
kości hydrolizy, w przypadku kinezyny i dyneiny 
najwolniejszym etapem  jest uwolnienie ADP. W y­
stępują też różnice w specyficzności substratowej tych 
trzech enzymów; podczas gdy konwencjonalne miozy­
ny i kinezyna mogą hydrolizować również inne n a tu ra ­
lnie występujące nukleotydy, dyneina aksonem alna 
wykazuje preferencję wobec ATP [115], natom iast 
dyneina cytoplazm atyczna może hydrolizować rów­
nież G T P, T T P  i CTP, ale tylko hydroliza ATP 
generuje ruch białka [101]. D la aktywności wszystkich 
białek m otorycznych niezbędne są dwuwartościowe 
jony  m agnezu lub wapnia.

Obecność izoform białek motorycznych: miozyny 
i dyneiny w wyspecjalizowanych kom órkach lub struk­
turach kom órkow ych, takich jak  kom órki mięśniowe 
i wici, w których organizacja białek jest wysoce 
uporządkow ana, pozwoliła zrozumieć strukturalne 
podstaw y ruchu. Cytoplazm atyczne białka m otorycz­
ne występują w stosunkow o niskim stężeniu i ich 
organizacja w kom órce jest trudna do śledzenia przy
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pom ocy m ikroskopu elektronowego. Rozwinięto jed ­
nak techniki m ikroskopow e połączone z możliwością 
obserwacji na ekranie obiektów  tak małych jak  25 nm 
m ikrotubule czy 40 nm pęcherzyki błonowe w stanie 
natywnym  [116]. Powszechnie w ykorzystano także 
tzw. testy ruchliwości in vitro (motility assays), polega­
jące na ślizganiu w obecności A TP cytoplazm atycz- 
nych polimerów po powierzchni szklanej z zaadsor- 
bowanym  białkiem m otorycznym, lub odwrotnie, 
przemieszczaniu kuleczek opłaszczonych białkam i 
m otorycznym i wzdłuż im mobilizowanych filamentów 
aktynowych lub m ikrotubul [117, 118]. Pozwoliły one 
na określenie szybkości i kierunku ruchu, a także 
minimalnej sekwencji ciężkich łańcuchów odpow iada­
jącej domenie motorycznej. W ten sposób wykazano, 
że średnia szybkość ruchu generowanego przez m iozy­
nę konw encjonalną z mięśni szkieletowych wynosi 
5,2 pm/sek, podczas gdy średnie szybkości ruchu 
generowanego przez dyneinę i kinezynę są niższe 
i wynoszą odpowiednio 1,3 i 0,3-0,4 gm/sek [115,118]. 
K ierunek ruchu, jakkolw iek w przypadku miozyn 
zdeterm inow any przez polarność filamentów ak tyno­
wych, a w przypadku kinezyn i dynein przez polarność 
m ikrotubul, wydaje się również zależeć od budowy 
dom eny m otorycznej białek generujących ruch [119]. 
M imo, że podobieństw o sekwencji aminokwasow ej 
dom en m otorycznych białek danej nadrodziny jest 
znaczne, to jednak subtelne zmiany strukturalne wy­
wołane na przykład zm ianą określonych sekwencji 
tych dom en podczas ewolucji lub ich m odyfikacją 
postranslacyjną m ogą wpływać na kierunek ruchu. 
W stępne badania wskazują, że zm iana pozycji dom eny 
m otorycznej kinezyny, np. przez przeniesienie jej 
z końca N  na koniec C cząsteczki nie wystarcza do 
zm iany kierunku generowanego przez nią ruchu [59], 

Dotychczasowe badania białek m otorycznych 
wskazują, że określone białko może ulegać ekspresji 
w wielu kom órkach, niektóre kom órki wytwarzają 
wiele białek m otorycznych, a niektóre białka m oto ­
ryczne m ogą mieć funkcje, które są ważne tylko dla 
określonych tkanek. Jest więc możliwe, że każde białko 
m otoryczne ma funkcje istotne i nieistotne, co stw arza 
możliwość funkcjonalnej wymienności różnych białek 
m otorycznych. Rozważane są dwie możliwości za­
stępow ania jednego białka m otorycznego innym. P ier­
wsza, kiedy dany transport „ ładunku” nie jest istotny 
i może być kom pensow any przez inne procesy; druga, 
kiedy dwa białka m otoryczne m ogą przenosić ten sam 
„ładunek” dzięki na przykład podobnej sekwencji 
miejsca zakotwiczającego go. N a tej drugiej zasadzie 
wydaje się opierać kom pensacja defektu genetycznego 
białka z nadrodziny miozyny (kodowanego przez gen 
M Y 0 2  z S. cerevisiae), przejawiającego się zaburzenia­
mi sekrecji, przez zwiększoną ekspresję białka z n ad ­
rodziny kinezyny (kodowanego przez gen SM  Y7) [ 120].

A rtykuł otrzymano 22 lutego 1994 r.
Zaakceptowano do druku 3 marca 1994 r.
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Proteoglikany heparanosiarczanowe —  i ich rola w 
organizmie

Heparan sulphate proteoglycans and their role in the organism
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Wykaz stosowanych skrótów: H SP G  — proteoglikany hepa­
ranosiarczanow e; F G F  —  czynnik wzrostowy fibroblastów; 
a F G F  —  kwaśny czynnik wzrostowy fibroblastów; b F G F
— zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastów; GlcA — kwas 
glukuronowy; G lcN A c—  N-acetyloglukozoam ina; N-CAM
—  błonowe receptory adhezyjne neuronów

I. Wprowadzenie

Proteoglikany heparanosiarczanow e (H SPG) są gli- 
koproteinam i cechującymi się znaczną heterogennoś- 
cią, szeroko rozpowszechnionymi w tkankach zwierzę­
cych [1-4]. W ystępują one w kom órkach jak  i w prze­
strzeni pozakom órkowej. W kom órkach związane są 
głównie z błonam i zewnętrznymi [1, 3-5] i ziarnistoś- 
ciami wydzielniczymi [4-6], a produkty  ich częściowej 
degradacji znajdow ane są także w jądrze kom órko­
wym [7]. W przestrzeni pozakom órkow ej natom iast, 
om awiane m akrocząsteczki wchodzą w skład macierzy 
zew nątrzkom órkowej i błon podstaw nych [2, 6, 8, 9]. 
Istnieją przesłanki, sugerujące, że H S P G  m ogą od­
grywać istotną rolę w regulacji oddziaływ ania kom ó­
rek ze środowiskiem zewnętrznym, wpływając na 
wzrost i procesy różnicow ania kom órek. Do przypusz­
czeń takich skłaniają:

1. wymieniona wyżej lokalizacja poza- i w ewnątrz­
kom órkow a H SPG  lub produktów  ich rozpadu,

2. pojawianie się H SPG  na określonych etapach 
morfogenezy [1, 3, 9, 10],

1 M gr, 2 doc. dr hab., K atedra i Z akład Chemii Klinicznej
i D iagnostyki Laboratoryjnej, Śląska A kadem ia M edyczna,
ul. Jagiellońska 4, 41-200 Sosnowiec

3. pewne cechy struktury  om awianych proteoglika- 
nów, takie, jak  znaczna gęstość ładunku elekt­
rycznego części cukrowej, umożliwiająca specyfi­
czne bądź niespecyficzne oddziaływ ania z wielo­
ma różnymi m olekułam i i duża różnorodność 
budowy [2, 11].

II. Struktura HSPG i ich metabolizm

Cząsteczki H SPG  składają się z dwóch części: 
rdzenia białkowego i kowalencyjnie z nim związanych, 
poprzez grupę hydroksylow ą reszty serynowej, łań ­
cuchów siarczanu heparanu o różnej długości. Liczba 
łańcuchów  glikanowych może być różna —  od jednego 
do kilku, a nawet do 30, jak  w przypadku H SPG  
z hodowli nowotworowych kom órek okrężnicy czło­
wieka. Z darza się także, że do jednej cząsteczki białka 
rdzeniowego, obok łańcuchów siarczanu heparanu, 
może być przyłączony siarczan chondroityny. W spo­
m niany układ występuje w przypadku: syndekanów 
1 i 3 (błonowych proteoglikanów , syntetyzowanych 
przez różnorodne kom órki różnicujące się oraz przez 
nabłonki) [1,9-1,2], CD-44 (receptora zasiedlania lim­
focytów) [4, 13] czy betaglikanu (receptora dla trans­
formującego czynnika wzrostowego (3 i zasadowego 
czynnika wzrostowego fibroblastów) [14].

Prócz łańcuchów glikanowych, białka rdzeniowe 
m ają jeszcze łańcuchy oligosacharydowe, przyłączone 
do reszt asparaginy i seryny za pom ocą wiązań N- 
i O-glikozydowych. M asy cząsteczkowe tak zbudow a­
nych m olekuł H SPG  z hepatocytów  szczura wynoszą 
73 kD a, a z kom órek nowotw orow ych okrężnicy 
człowieka nawet 950 kD a [2].
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Poznano już budowę pierwszorzędową różnych 
białek rdzeniowych wielu H SPG  [ 1,4,9]. Nie znalezio­
no jednak sekwencji aminokwasowej, k tóra ściśle 
determ inow ałaby przyłączenie łańcucha glikozoami- 
noglikanowego. Tym niemniej, analiza struktury  b ia­
łek rdzeniowych ujawniła, że reszty seryny w budowane 
w odcinki peptydowe o konformacji (3, są szczególnie 
często podstaw iane łańcucham i cukrowymi [11].

Białka rdzeniowe, prócz stref wiążących łańcuchy 
siarczanu heparanu, zawierają obszary pełniące inne 
funkcje np.: kotwiczenie w błonach kom órkowych czy 
pośredniczenie w interakcjach z białkam i substancji 
podstawowej. N iektóre białka rdzeniowe proteoglika- 
nów wykazują znaczną strukturalną hom ologię z in­
nymi cząsteczkami. I tak, białko rdzeniowe H SPG  
błon podstaw nych zawiera regiony o dużym podobień­
stwie do lam ininy czy do tzw. cząsteczki N-CAM  
odpowiedzialnej za adhezję kom órek nerwowych [8, 
11]. Sugeruje się, że owe obszary białek rdzeniowych są 
odpow iedzialne za zdolność tych H SPG  do sam oag- 
regacji.

Prekursory  białek rdzeniowych, syntetyzowane 
w szorstkiej siateczce śródplazmatycznej, podlegają 
tam  wstępnym m odyfikacjom [2, 5, 11, 15]. M odyfika­
cje te polegają na przyłączeniu łańcuchów oligosacha- 
rydowych do grupy amidowej asparaginy, występują­
cej w układzie Asn-X-Ser (Thr) (gdzie X — dowolny 
aminokwas). N astępnie, po przetransportow aniu do 
ap ara tu  Golgiego, om aw iane prekursory są poddaw a­
ne dalszej obróbce, k tóra obejmuje: modyfikacje 
N-glikozydow o połączonych oligosacharydów, syn­
tezę oligosacharydów  przyłączonych poprzez wiązanie 
O-glikozydowe i wreszcie, syntezę łańcuchów glikozo- 
am inoglikanowych. O statni z wymienionych proce­
sów zaczyna się od rozpoznania przez ksylozylotrans- 
ferazę odpow iednich reszt seryny białka rdzeniowego 
i przeniesienia na nie reszty ksylozy. Do tej zaś 
przyłączają się, przenoszone z odpowiednich 
U D P-pochodnych przy udziale transferaz o różnej 
specyficzności, dwie reszty galaktozy i jedna kwasu 
glukuronow ego. U tw orzona tetrasacharydow a sek­
wencja stanowi region łączący część białkową z kom ­
ponentem  cukrowym . Dalsze wydłużenie łańcucha 
cukrowego jest wynikiem katalizow anego enzym aty­
cznie, naprzem iennego przyłączania do końca nieredu- 
kującego tego łańcucha, reszt N -acetyloglukozoam iny

i kwasu glukuronowego. Powstające polimery o różnej 
masie cząsteczkowej, zbudow ane są z jednostki pod­

stawowej o strukturze [G lcA -^->  G lcN A c^ -L ], Te

polisacharydowe szkielety w cysternach aparatu  G ol­
giego podlegają dalszym, intensywnym przemianom, 
zachodzącym  w ściśle określonym  porządku [2, 11, 
15]. Przem iany te, katalizow ane przez enzymy modyfi­
kujące, obejm ują N-deacetylację reszt glukozoam iny 
z jej następow ym  siarczanowaniem  przy grupie am ino­
wej, epimeryzację sąsiednich reszt kwasu g lukurono­
wego z powstaniem  kwasu iduronowego, a wreszcie 
wprowadzenie grup siarczanowych w pozycje ugrupo­
wań 2-O-kwasu iduronowego i 6-O-glukozoaminy. 
Rzadko zdarzają się inne O -siarczanowane pochodne 
reszt cukrowych, obejmujące na przykład 3-O-siar- 
czanow aną-N -siarczanow aną glukozoam inę czy 2 -0 - 
siarczanow any kwas glukuronowy. Te nietypowo siar­
czanowane reszty odgrywają ważne biologiczne funk­
cje. I tak, 3-O -siarczanow ana glukozoam ina stanowi 
centralną i zasadniczą część pentasacharydu swoiście 
wiążącego antytrom binę III [2, 11, 16]. Takie pen- 
tasacharydow e struktury, których budowę przedsta­
wia wzór I, związane są z podfrakcją H SPG , wy­
tw arzaną przez kom órki śródbłonka naczyniowego [1, 
2, 11, 16]. Z kolei, 2-O-siarczanowany kwas g lukuro­
nowy występuje szczególnie często w łańcuchach siar­
czanu heparanu, znajdow anych w jądrze kom órko­
wym hepatocytów  i biorących praw dopodobnie udział 
w regulacji procesów proliferacyjnych [7], N iejasne są 
mechanizmy odpow iadające za powstawanie owych 
rzadkich ugrupow ań. W ydaje się, przynajmniej 
w przypadku pentasacharydu wiążącego an ty trom ­
binę, że powstaje on w wyniku działania oddzielnie 
zlokalizow anego w aparacie Golgiego, specjalnego 
kom pleksu enzymów modyfikujących [5].

E tapem  niezbędnym do opisanego wcześniej ciągu 
modyfikacji łańcucha glikozoam inoglikanowego jest 
N-deacetylacja i N -siarczanowanie reszt glukozoam i­
ny. Są jednak regiony łańcucha, które z niewiadomych 
przyczyn nie ulegają tym procesom, a co za tym idzie, 
nie podlegają także żadnym  dalszym zmianom. K on­
sekwencją tego jest powstanie w obrębie jednego 
łańcucha siarczanu heparanu obszarów  o niskim stop­
niu siarczanow ania, dużej zawartości jednostek 
N -acetyloglukozoam iny i kwasu glukuronow ego oraz 
regionów wysoce zmodyfikowanych, z dużą ilością

Wzór I. Sekwencja pentasacharydow a, występująca w niektórych subpopulacjach siarczanu heparanu i heparyny, wiążąca swoiście 
an ty trom binę III. W pozycji może występować g ru p a -S 0 3 lu b -C O C H 3,a  w pozycji R2-H lu b -S O ^ . C harakterystyczna, centralnie 
usytuow ana reszta N -siarczano-3-O -siarczano-glukozoam iny jest niezbędna do prom ow ania tego połączenia.
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reszt kwasu iduronowego i grup siarczanowych [2, 11, 
15]. Te różniące się stopniem  modyfikacji dom eny 
mają różne rozmiary i różną lokalizację na łańcuchu 
polisacharydowym , co pociąga za sobą dużą stru k ­
turalną heterogenność tegoż łańcucha. Budowę sek­
wencji disacharydowych, wchodzących w skład om a­
wianych wyżej dom en, przedstawia wzór II.

so;

a) COOH

N-acetylo-D-glukozoamino-al—►4-D-glukuronid

b)

N-sulfo-D-glukozoamino-al—►4-L-iduronid

Wzór II. Sekwencje disacharydow e budujące łańcuch siarczanu 
heparanu:
a) sekwencje, k tóre nie uległy procesom  m odyfikacyjnym
b) sekwencje zmodyfikowane. Strzałkam i oznaczono gru­

py hydroksylowe m ogące podlegać siarczanow aniu.

Siarczany heparanu o wysokim stopniu N-siarcza- 
now ania i dużej zawartości kwasu iduronowego, p ro ­
dukow ane przez m astocyty, określane są m ianem 
heparyny [2, 6, 11]. G likozoam inoglikan ten, którego 
m etabolizm  oraz funkcje om ów iono w piśmiennictwie 
polskim w paru opracow aniach poglądowych [17,18], 
wykazuje, mimo szeregu funkcjonalnych podobieństw  
z H SPG , także pewne różnice działania. I tak na 
przykład heparyna, w odróżnieniu od H SPG, oddziały- 
wuje z lipoproteinam i o małej gęstości (LDL) [19].

Siarczanowanie jest ostatnim  etapem  modyfikacji 
H SPG . Następnie większość tych związków jest tran s­
portow ana z pęcherzykami wydzielniczymi do błony 
kom órkowej [20], gdzie, w zależności od rodzaju 
kom órek, cząsteczki te są w różny sposób wiązane. 
W yróżnia się trzy typy pow iązania H SPG  z błonam i 
kom órkowym i, co ilustruje Ryc. 1:

1. H SPG  m ogą być bezpośrednio wbudowane 
w podw ójną warstwę fosfolipidów —  białko 
rdzeniowe jest tu czynnikiem kotwiczącym. Są to

Ryc. 1. Sposoby pow iązania H S PG  z błoną kom órkow ą:
a) H SPG  w budow ane w błonę (transm em branow e)
b) H S PG  połączone z b łoną poprzez glikozylofosfatydyloi- 

nozytol (GPI)
c) H SPG  połączone z błoną za pośrednictw em  oddziały­

wań między ich łańcucham i siarczanu heparanu  a rece­
ptoram i błony kom órkowej.

Pogrubionym i liniami oznaczono białka rdzeniowe H SPG , 
linie cienkie obrazują łańcuchy siarczanu heparanu, a k ro p ­
kowane —  łańcuchy siarczanu chondroityny.

tzw. H SPG  transm em branow e. Najlepiej pozna­
nymi przedstawicielami są tu: rodzina syndeka- 
nów, betaglikan oraz receptor zasiedlania lim­
focytów CD-44 [1, 3, 4]

2. H SPG  m ogą wiązać się z błoną za. pośrednict­
wem kowalencyjnego wiązania między białkiem 
rdzeniowym i błonowym  glikozylofosfatydyloi- 
nozytolem  [21].

3. H SPG  m ogą wreszcie łączyć się w sposób mniej 
lub bardziej swoisty za pom ocą swoich łańcu­
chów siarczanu heparanu z różnymi cząstecz­
kam i błon kom órkowych. Są to H SPG  zewnątrz- 
m em branowe [5, 6, 20, 22].

Proteoglikany transm em branow e oraz te, związane 
z błoną przez glikozylofosfatydyloinozytol, cechują się 
średnim okresem półtrw ania na powierzchni kom órki 
od 3 do 8 godzin. Po tym czasie mogą, zależnie od typu 
kom órki, albo, po enzymatycznym  odcięciu, być „zrzu­
cane” do przestrzeni zew nątrzkom órkow ej, albo pod­
legać endocytozie i wewnątrzkom órkowej degradacji 
[3, 5, 9, 20]. Pojawiły się jednakże doniesienia, że 
w przypadku kom órek przytarczyc szczura oraz ko­
m órek śródbłonka naczyń, w w arunkach in vitro, 
przynajmniej część internalizow anych błonowych 
H SPG  może wrócić ponow nie na powierzchnię błony 
[5, 9, 23]. W kom órkach śródbłonka naczyń opisane­
mu zjawisku krążenia podlegają proteoglikany hepara- 
nosiarczanow e związane z lipazą lipoproteinow ą [23]. 
Znaczenie tego faktu pozostaje niejasne. Być może jest 
to sposób regulacji puli czynnego enzymu.

Dwie niezależne ścieżki degradacyjne H SPG  opisa­
no w kom órkach ziarnistych jajników  szczura [5, 20]. 
Pierwsza (tzw. ścieżka szybka) jest przeznaczona wyłą­
cznie do katabolizm u H S P G  związanych z błoną za 
pośrednictwem  glikozylofosfatydyloinozytolu. Endo- 
cytowane proteoglikany są transportow ane do lizoso- 
mów, gdzie podlegają szybkiej enzymatycznej degra­
dacji. Inaczej wygląda katabolizm  H SPG  transm em -
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branowych (wbudowanych w błony). Po endocytozie 
podlegają one procesom  stopniowego rozpadu co 
najmniej w trzech oddzielnych kom partm entach o róż­
nym pH. W przypadku omawianej ścieżki degradacyj- 
nej oznaczono pośrednie produkty  rozpadu w postaci 
łańcuchów siarczanu heparanu o masie 10 kD a i około 
5 kDa. M ogą one podlegać kum ulacji w komórce. 
Znaczenie tego procesu nie jest w pełni jasne. W przy­
padku hepatocytów  stwierdzono [7], że takie grom a­
dzące się subpopulacje krótkołańcuchow ego siarczanu 
heparanu, zawierające przy tym dużo reszt 2-O-siar- 
czanowanego kwasu glukuronowego, są tran sp o rto ­
wane do jądra , gdzie regulują praw dopodobnie aktyw ­
ność proliferacyjną kom órki. M echanizm  przeniesie­
nia tych cząsteczek do jąd ra  pozostaje niejasny. M oż­
liwe, że wymagane jest sprzężenie fragm entów hepara- 
nowych z białkami działającymi w jądrze, na przykład 
czynnikiem wzrostowym fibroblastów [5, 24].

III. Interakcje HSPG z różnymi cząsteczka­
mi

H SPG  oddziaływują z cząsteczkam i wielu typów. 
W interakcjach tych może brać udział albo część 
cukrow a, albo białkowa om aw ianych proteoglikanów  
[2, 11, 13, 25]. Najczęściej jednak  dla zaistnienia 
określonego efektu biologicznego wym agane jest 
współdziałanie obu tych kom ponentów  [11, 25],

Intrakcje, w których ze strony H SPG  uczestniczą 
łańcuchy cukrowe, m ają charak ter oddziaływań elek­
trostatycznych, nie wymagających specjalnej struktury  
szkieletów węglowodanowych (wyjątki —  wiązanie 
antytrom biny III i czynnika wzrostowego fibroblas­
tów) [26, 27]. Biorące udział w powyższych reakcjach 
białka, zawierają w miejscach oddziaływ ania z siar­
czanem heparanu charakterystyczne ugrupow ania 
am inokwasów zasadowych, zwane sekwencjami zgod­
ności [28]. Powstające połączenia odznaczają się niską

Tabela 1.
Interakcje H S PG  z różnymi cząsteczkam i

stałą dysocjacji rzędu 1 do 5 nM  [1],
Białka rdzeniowe uczestniczą w różnych oddziały­

waniach H SPG . M ogą one kotwiczyć składniki cuk­
rowe proteoglikanów  w określonych miejscach (na 
błonie kom órkowej lub w przestrzeni pozakom ór- 
kowej), nadając jednocześnie łańcuchom  siarczanu 
heparanu niezbędną do reakcji orientację przestrzenną 
[11,25]. Białka rdzeniowe mogą także uczestniczyć np. 
w transdukcji sygnałów z przestrzeni zewnętrznej, 
poprzez łańcuchy siarczanu heparanu, do wnętrza 
kom órki [1, 10, 11, 13]. M ogą one w końcu reagować 
z różnymi cząsteczkami niezależnie od części cukrowej 
H SPG  [8, 9, 11, 23],

Przykłady oddziaływań między H SPG  a różnymi 
rodzajam i cząsteczek zamieszczono w tabeli 1.

IV. HSPG macierzy zewnątrzkomórkowej

Przestrzeń zew nątrzkom órkow a w tkankach wypeł­
niona jest tzw. macierzą. Jest to mieszanina wielko­
cząsteczkowych, oddziałujących ze sobą białek (głów­
nie złożonych) [8, 25, 29]. M akrocząsteczki te tworzą 
struktury  fibrylarne lub błonowe (włókna kolagenowe 
i elastynowe), albo wchodzą w skład koloidalnej tzw. 
substancji podstawowej (glikoproteiny i proteoglikany).

M acierz, w ytwarzana przez kom órki nabłonkow e 
i śródbłonkowe, zorganizow ana jest w postaci błon 
podstawnych [1, 8, 9]. Głównymi proteoglikanam i 
tych błon są H SPG  [8]. Ze względu na strukturę 
m ożna wyróżnić:

1. H SPG  zawierające białko rdzeniowe o znacznej 
masie, z kilkom a dom enam i globularnym i, oraz 
3 łańcuchy heparanowe. Proteoglikany te wy­
stępują także w macierzy pozakom órkow ej, syn­
tetyzowanej przez inne niż nabłonki, typy kom ó­
rek [8, 9],

2. H SPG  o znacznej zawartości siarczanu hepara­
nu, przy stosunkow o niewielkiej masie cząstecz­

Nazwa cząsteczki Znaczenie interakcji z H SPG Piśm iennictw o

białka m acierzy m iędzykom órkowej: lam inina, fibronektyna, 
trom bospondyna, tenascyna, kolageny typu I, III i V

wzrost spoistości substancji m iędzykom órkowej, adhezja 
kom órek, wpływ na organizację cytoszkieletu

[1-3, 6, 8, 9, 
12, 13, 19, 25, 
36-38]

czynniki wzrostowe i cytokiny: interferon gam m a, kwaśny 
i zasadow y czynnik wzrostowy fibroblastów , siatków kow y 
czynnik odżywczy, czynnik wzrostowy hepatocytów , czynnik 
wzrostowy kom órek Schwanna

ochrona czynników wzrostowych przed proteolizą i m aga­
zynowanie ich w m acierzy pozakom órkow ej, H S PG  —  ko- 
receptoram i dla czynników wzrostowych fibroblastów

[1, 10, 12, 13, 
25, 27, 30, 39]

serpiny: an ty trom bina III, heparynow y kofak to r II, neksyna-1 zwiększenie pow inow actw a serpin do trom biny [11, 16, 25, 49]

zew nątrzkom órkow a dysm utaza ponadtlenkow a kotwiczenie na powierzchni kom órek i w macierzy poza­
kom órkowej

[16, 50]

lipaza lipoproteinow a kotwiczenie na powierzchni kom órek śródbłonka, ochro­
na przed proteolizą

[11, 23, 25]

elastaza leukocytarna ham ow anie aktyw ności enzymu [24]

w itronektyna regulacja aktyw ności układu dopełniacza [1, 16]

białka płaszcza wirusów HIV i HSV zwiększenie inwazyjności wirusów [25, 51]
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kowej białka rdzeniowego; prócz wymienionego 
glikanu niesie on także łańcuchy siarczanu chon- 
droityny [8, 9].

H S P G  macierzy zewnątrzkom órkowej spajają skła­
dniki tej macierzy, regulują przepuszczalność błon 
podstaw nych, m odulują działanie inhibitorów  proteaz 
(neksyny-1 i heparynowego kofaktora II) a także wiążą 
niektóre czynniki wzrostowe, co powoduje ich izolację 
od powierzchni kom órki [2, 8, 9, 13, 16, 25, 27, 30].

O bserw ow ana w miejscach tworzenia przerzutów 
nowotworow ych, u tra ta  spoistości błon podstawnych 
naczyń krwionośnych jest wynikiem wydzielania przez 
kom órki nowotworow e endoglukozydaz (heparanaz), 
hydrolizujących H SPG  tych błon [31]. Zjawisko upo­
śledzenia funkcji spajającej om awianych H SPG , o p ar­
te na podobnym  mechanizmie, występuje podczas 
wędrówki aktywowanych limfocytów T do ognisk 
zapalnych w tkankach [32].

W pływ H SPG  błon podstawnych na przepuszczal­
ność tych błon wydaje się szczególnie istotny w przypa­
dku cukrzycy. U cukrzyków dochodzi do spadku 
stopnia siarczanow ania składnika cukrowego proteo- 
glikanów z jednoczesnym  spadkiem zawartości H SPG  
błon podstaw nych kłębuszków nerkowych. Powoduje 
to wzrost przepuszczalności tych błon i utratę z m o­
czem białek osocza krwi [33-35].

V. Rola HSPG w oddziaływaniach między 
komórką a macierzą zewnątrzkomórkową 
—  zjawiska przylegania i migracji komó­
rek

N a granicy kom órka-środow isko zewnętrzne (m a­
cierz zew nątrzkom órkow ą, inne kom órki) odbywa się 
ciągły, dwukierunkow y przepływ informacji, polegają­
cy na odbieraniu bodźców zewnętrznych oraz ad ap ta ­
cyjnej reakcji kom órki. M olekułam i odgrywającymi 
istotną rolę w om awianych zjawiskach są transm em b- 
ranow e proteoglikany, głównie H SPG. Najlepiej po­
znanym i transm em branow ym i H SPG  są syndekany, 
pojawiające się bardzo wcześnie w rozwoju em brional­
nym [1, 3, 4, 9, 10, 12]. Syndekany grom adzą się na 
pewnych obszarach błon kom órkowych, gdzie łącząc 
się ze składnikam i substancji podstawowej (głównie 
fibronektyną), biorą udział w tworzeniu miejsc ognis­
kowego przylegania kom órki do podłoża, zwanych 
inaczej płytkam i przylegania [1, 36-38]. Syndekany, 
dzięki zdolnościom  do samoagregacji, m ogą także 
stabilizować miejsca kon tak tu  kom órka —  kom órka 
[1-3, 13, 19].

Udział syndekanów w zjawisku adhezji wydaje się 
być jednak  tylko mechanizmem pomocniczym, uzupeł­
niającym specyficzne oddziaływania głównie kom ór­
kowych receptorów  integrynowych z fibronektyną [ 13, 
37, 38], Zasadnicze znaczenie interakcji syndekanów 
ze składnikam i macierzy zewnątrzkom órkow ej wydaje 
się sprow adzać do wpływu na organizację m ikro- 
filamentów aktynowych cytoszkieletu [1, 19, 36, 37].

Istotą powyższego zjawiska jest udział syndekanów 
w przenoszeniu sygnału między m ikrootoczeniem  
a szkieletem kom órki, co prowadzi do utrzym ania 
przez nią określonego kształtu.

Zmiany kształtu kom órek w procesie morfogenezy 
lub przy odbudowie tkanek, związane są z eliminacją 
syndekanów z powierzchni błon kom órkow ych [1, 
10], W przypadku natom iast zjawiska migracji kom ó­
rek śródbłonka naczyniowego, dodatkow o obserwuje 
się zmiany typu proteoglikanów  wytwarzanych przez 
wzmiankowane kom órki. Zm iany owe przejawiają się 
spadkiem produkcji H SPG , a nasileniem syntezy p ro ­
teoglikanów chondroityno i derm atanosiarczanow ych
[1 9 ]. Rozpuszczalne proteoglikany chondroitynosiar- 
czanowe blokują interakcje syndekanów  i integryn 
z fibronektyną, pow odując rozluźnienie kon tak tu  ko­
mórki z m acierzą [13 , 19].

Udział proteoglikanów  heparanosiarczanow ych 
w zjawiskach adhezji nie ogranicza się jedynie do 
oddziaływania tych cząsteczek z fibronektyną. W przy­
padku tkanki nerwowej, H SPG  neuronów  pow odują 
zmiany konform acyjne błonowych receptorów  adhe- 
zyjnych N-CAM , lub, jak  to m a miejsce w siatkówce, 
wiążą się z białkam i tzw. adheronu, uczestnicząc w ten 
sposób w zjawiskach przylegania kom órek do siebie 
i do podłoża [2, 3, 6, 11, 25].

VI. Wpływ HSPG na wzrost i różnicowanie 
komórek

K om órki hodow ane w obecności macierzy lub bez 
niej, posiadają odm ienny fenotyp [25]. I tak np.: 
hepatocyty hodow ane na podłożach stałych, pokry­
tych m acierzą zew nątrzkom órkow ą zawierającą 
H SPG  (lub heparynę), lamininę oraz kolagen typu IV, 
różnią się od kom órek hodowanych bez macierzy. 
K om órki w kulturach zawierających macierz, mają 
kulisty kształt, wykazują mniejszą wrażliwość na czyn­
niki wzrostowe, wytwarzają połączenia jonow o-m eta- 
boliczne (typu neksus) oraz syntetyzują białka charak ­
terystyczne dla form zróżnicowanych [19, 25]. W yka­
zano, że trzy ostatnie cechy są bezpośrednio związane 
z obecnością w hodow lanym  medium H SPG  lub 
heparyny.

M echanizmy, za pom ocą których H SPG  wpływają 
na procesy wzrostu i różnicowania kom órek, nie są 
jeszcze dobrze poznane. Działanie H SPG  wydaje się 
mieć kilka, om ówionych poniżej, aspektów.

Cząsteczki H SPG  błon podstaw nych m ogą wiązać 
niektóre czynniki wzrostowe (Tabela 1), chroniąc je 
przed enzymatyczną degradacją, ale jednocześnie blo­
kując ich działanie na kom órki [13, 25, 27, 30, 39]. 
Czynniki owe, uwalniane ze wspom nianych połączeń 
w wyniku działania enzymów proteolitycznych, hepa- 
ranazy bądź obecności heparyny, m ogą reagować 
z receptoram i kom órkowym i. D obrze poznano 2 typy 
receptorów  zasadowego czynnika wzrostowego fibro- 
blastów (bFG F) [1 ,10 ,12 ,27 , 30]. Tak zwany receptor
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typu I, o charakterze kinazy tyrozynowej, cechuje się 
wysokim powinowactwem  przyłączania do bFG F. 
Receptor typu II, będący proteoglikanem  heparano- 
siarczanowym błony kom órkowej, choć wykazuje zde­
cydowanie niższe powinowactw o do omawianego 
czynnika, jest jednak  niezbędny dla zaistnienia póź­
niejszego wiązania b F G F  z receptorem typu I. B łono­
wy H SPG  odgrywa więc w wymienionym układzie rolę 
koreceptora bFG F. Znaczenie omawianej funkcji 
H SPG  wydaje się być wielorakie. Sugeruje się, że 
pow stanie kom pleksu pro teog likan-bFG F  może chro­
nić czynnik przed enzym atyczną degradacją lub lokal­
nie zwiększać jego stężenie [5, 27]. Szczególnie jednak 
istotnym  aspektem  działania H SPG  jest generowanie 
w wiązanej cząsteczce b F G F  zmian konformacyjnych, 
niezbędnych do reakcji z receptorem o wysokim 
powinowactwie wiązania [10, 27]. Podobną funkcję 
wydaje się pełnić hepryna w stosunku do b F G F  
i aF G F  w procesie angiogenezy [24],

U kład recep to r-bFG F -H SP G  ulega procesowi en- 
docytozy. P raw dopodobnie wewnątrz kom órki b F G F  
występuje już tylko w kompleksie z siarczanem hepa­
ranu [5, 20, 30]. Połączenie to wydaje się gw arantow ać 
ochronę om awianego czynnika przed w ew nątrzko­
m órkow ą proteolizą. Przypuszczalnie też, kom pleks 
bFG F-siarczan heparanu jest transportow any do ją d ­
ra kom órkow ego — miejsca działania czynnika wzros­
towego. Podobne m echanizm y wydają się leżeć u pod­
staw działania heparyny, stymulującej w obecności 
b F G F  proliferację kom órek śródbłonka naczyniowe­
go w procesie angiogenezy [24,40,41], Wpływ hepary­
ny na procesy nam nażania kom órek jest jednak różny 
w zależności od rodzaju tkanki [11, 13, 19, 25]. 
W odróżnieniu od stym ulującego wpływu na podziały 
(a także migrację) kom órek śródbłonka naczyniowego, 
heparyna ham uje proliferację fibroblastów i kom órek 
mięśni gładkich naczyń. W ykazano [25,42], że hepary­
na blokuje indukow any działaniem  estrów forbolu 
cykl kom órkow y w późnej fazie G t (mięśnie gładkie) 
lub przy przejściu z fazy G 0 do fazy G j (fibroblasty). 
W wyniku działania heparyny, w obu przypadkach, nie 
dochodzi do ekspresji niezbędnych do proliferacji 
protoonkogenów  c-fos i c-myc [42-44], Zważywszy, że 
indukcja działania tych protoonkogenów  przez estry 
forbolu odbywa się za pośrednictw em  ścieżki zależnej 
od kinazy białkowej C, przyjmuje się [42, 43], że 
heparyna blokuje właśnie ten szlak na jednym  z jego 
dalszych etapów. Prócz supresji wymienionych p ro to ­
onkogenów , w obecności heparyny, w kom órkach 
mięśniówki gładkiej obserwuje się zm iany biosyntezy 
i sekrecji trom bospondyny, apolipoproteiny E, recep­
torów  nabłonkow ego czynnika wzrostowego — białek 
ważnych dla zjawisk adhezji i różnicowania kom órek 
[19, 25],

P róby określenia strukturalnych cech heparyny- 
odpow iedzialnych za wyżej opisany efekt antyprolife- 
racyjny- wskazały na O -siarczanow ane fragm enty do- 
dekasacharydow e, zawierające specyficzną resztę

3-O-siarczanowanej N-siarczanowanej glukozoam iny 
[45, 46]. Takie ugrupow ania występują w obrębie 
łańcuchów siarczanu heparanu H SPG , produkow a­
nych przez kom órki śródbłonka naczyniowego [1, 19, 
25]. Ten fakt sugeruje możliwość włączenia śródbłon­
ka do kontroli procesów proliferacyjnych kom órek 
mięśniówki gładkiej.

W spom niany wcześniej, am biwalentny wpływ hepa­
ryny na aktywność proliferacyjną różnych kom órek 
ma jednak w w arunkach fizjologicznych niewielkie 
znaczenie, ponieważ występowanie heparyny jest ogra­
niczone. W odróżnieniu od heparyny, inne siarczany 
heparanu są w postaci proteoglikanów , szeroko rozpo­
wszechnione w organizm ach zwierzęcych [1-4]. 
HSPG , podobnie jak heparyna, m ogą zarów no wzm a­
gać, jak  i ham ow ać podziały kom órek. I tak, H SPG  
pochodzące z kultur hepatocytów  rosnących w ykład­
niczo, dodane do hodowli będących w fazie spoczyn­
kowej, stym ulują tam  podziały kom órek [46]. Jest to 
praw dopodobnie związane z opisanym  wyżej zjawis­
kiem współdziałania H SPG  i siarczanu heparanu 
z czynnikami wzrostowymi. N atom iast H SPG  hepato­
cytów kultur stacjonarnych, dodane do hodowli hepa­
tocytów intensywnie dzielących się, pow odują zaha­
mowanie ich podziałów, równoczesne ze wzrostem 
wewnątrzjądrowej zawartości siarczanu heparanu 
[47], Jądrow a frakcja siarczanu heparanu, o dużej 
zawartości reszt 2-O-siarczanowanego kwasu gluku- 
ronowego, wydaje się pochodzić z HSPG , absorbow a­
nych z hodowlanego medium i poddanych wewnątrz 
kom órki częściowej enzymatycznej degradacji. O b ­
niżenie stężenia omawianej frakcji przez dodanie do 
środow iska hodowlanego inozytolo-2-fosforanu, LiCl 
czy transform ującego czynnika wzrostowego (3, pow o­
dowało wzrost prędkości proliferacji kom órek [48].

W ydaje się, że siarczan heparanu wpływa na zjawis­
ka wzrostu kom órek poprzez regulację ekspresji o d ­
powiednich genów. Interesującą hipotezę, próbującą 
tłumaczyć regulacyjną rolę tego glikanu, przedstawili 
B u s c h  i ws p .  [25, 43, 44]. W edług nich, wy­
stępujący w jądrze siarczan heparanu, mający przecież 
charak ter polianionu, może oddziaływać z zasado­
wymi czynnikami transkrypcyjnym i. Konsekwencją 
tych interakcji mógłby być brak wiązania danych 
czynników transkrypcyjnych z odpowiednimi regiona­
mi prom otorow ym i DNA, a w wyniku tego zm iana 
ekspresji genów.
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ZAW IADOM IENIE W STĘPNE

We wrześniu (14-16 IX) 1994 roku odbędzie się w Szczecinie 
Ogólnopolski Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. 
Jednym z zasadniczych tematów Zjazdu będzie tematyka związana 
z molekularno-biochemicznymi aspektami białaczek bydła i chorób 
zwierząt hodowlanych wywoływanych przez wirusy oraz wewnątrz­
komórkowe fakultatywne patogeny bakteryjne (Listeria spp., 

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

w imieniu Komitetu  
Organizacyjnego

Prof. zw. dr hab. A. Furowicz
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Struktura, biosynteza i funkcja oligosacharydów glikohor- 
monów

Structures, biosynthesis and function of glycohormones oligosac­
charides

IW ONA Ż A K 1,  
MARIAN D R O Ż D Ż 2

Spis treści:
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II. Struktura hormonów glikoproteinowych

II-1. Struktura białkowa
II-2. Struktura oligosacharydów

III. Biosynteza hormonów glikoproteinowych
IV. Funkcja oligosacharydów hormonów glikoproteinowych

IV-1. Rola oligosacharydów w wiązaniu glikohormonów
z docelowym receptorem oraz w transdukcji sygnału

IV-2. Rola oligosacharydów w metabolicznym obrocie 
glikohormonów

Wykaz stosowanych skrótów: h(e)CG — ludzka (końska) 
choriogonadotropina; h(e)(b)LH —  ludzka, (końska), (wolo­
wa) lutropina; hFSH  — ludzka folitropina; hTSH  — ludzka 
tyreotropina; RER — szorstka siateczka śródplazm atyczna; 
M an — m annoza; G al — galaktoza; Fuc —  fukoza; G lcN ac
—  N -acetyloglukozoam ina; G alN ac —  N -acetylogalaktozo- 
am ina; NeuAc =  SA —  kwas N -acetyloneuram inow y 
=  kwas sjalowy; Asn —  asparagina; P ro — prolina; Arg
—  arginina; Lys — lizyna; cA M P — cykliczny adenozyno- 
m onofosforan; G alN A ctransferaza — N -acetylogalaktozoa- 
m inotransferaza; S4G G nM  —  sekwencja: S 0 4-4Gal- 
N A cpi.4G lcN A cpi.2M ana-; M CA — przeciwciała m ono- 
klonalne.

I. Wprowadzenie

H orm ony glikoproteinow e tworzą blisko spokrew ­
nioną rodzinę białek produkow anych w przysadce 
mózgowej i łożysku do której należy folitropina (FSH), 
lu trop ina (LH), tyreotropina (TSH) oraz choriogona­
do trop ina kosm ówkowa (CG). Ta ostatn ia jako  jedyna 
jest syntetyzowana poza przysadką, przez trofoblast 
w łożysku naczelnych i koni [1-4].

1 D r, 2 prof. dr hab. n. med., K atedra i Z akład Biochemii
i Chemii, Śląska Akadem ia M edyczna, 40-752 Katowice,
ul. M edyków 18.
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IV-1. Oligosaccharides and interaction with glycohor­
mones target receptor and their role in signal 
transduction

IV-2. Role of oligosaccharides in metabolic turnover 
system of glycohormones

II. Struktura hormonów glikoproteinowych

II-l. Struktura białkowa

Każdy glikohorm on (FSH, LH, TSH, CG) jest 
heterodim erem  zawierającym wspólną dla wszystkich 
podjednostkę-a oraz odm ienną, lecz hom ologiczną 
z innymi, horm onospecyficzną podjednostkę-(3. Pod- 
jednostki te połączone są wiązaniami niekowalencyj- 
nymi w aktywny holohorm on. Ekspresja aktywności 
biologicznej horm onu wymaga interakcji obu podjed- 
nostek.

W obrębie danego gatunku zwierzęcia podjednos­
tk i-a  m ają identyczną strukturę I rzędową, natom iast 
pochodzące od różnych gatunków  przejawiają dużą 
hom ologię sekwencji am inokwasowej [1 ,3 , 4]. Szcze­
gólnie konserwowany obszar, w którym  dotychczas 
nie wykryto żadnej zmienności, to fragment C-koń- 
cowy polipeptydu podjednostki-a, który wydaje się 
odgrywać isto tną rolę w ekspresji aktywności b io­
logicznych. W podjednostce-a występuje pięć we- 
w nątrzłańcuchow ych wiązań dwusiarczkowych. Re­
dukcja wiązania dwusiarczkowego między 11 a 35 
resztą cysteinową nie przyczynia się do tworzenia 
konformacji polipeptydu, która uniemożliwiałaby przy­
łączenie podjednostki-(3. N atom iast redukcja następ­
nego wiązania dwusiarczkowego między 14 a 36 resztą 
znosi strukturę czwartorzędową glikohorm onu [5].

Tkanki, które produkują horm ony glikoproteinowe 
często wydzielają pojedyncze, wolne podjednostki-a 
[6], które nie agregują z podjednostką-(3 [7-11].
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Sekwencja am inokw asow a podjednostek-P, wszyst­
kich czterech horm onów  pochodzących od ludzi oraz 
wielu różnych zwierząt, jest już znana [12-21]. C harak ­
terystyczna jest duża hom ologia sekwencji amino- 
kwasowej P-podjednostek pochodzących z różnych 
glikohorm onów . Zachow ana jest niezmienność pozy­
cji 12 reszt cysteinowych uczestniczących w tworzeniu 
wew nątrzłańcuchow ych wiązań dwusiarczkowych.

K onform acja przestrzenna heterodim erycznego ho- 
lohorm onu jest globularna (Ryc. 1). Łańcuchy polipep- 
tydowe poszczególnych podjednostek wydają się mieć 
struk tu rę  znacznie upakow aną, na podobieństw o P- 
podjednostki hCG  przedstawionej na rycinie la , stabi­
lizow aną wewnątrzłańcuchowym i wiązaniami kow a­
lencyjnymi -S-S. N a hydrofilnej powierzchni globular- 
nego holohorm onu hC G  zidentyfikow ano 14 różnych 
epitopów  (determ inant antygenow ych) rozpoznaw a­
nych przez m onoklonalne przeciwciała (MCA) (Ryc. 
Ib) [22-28]. Epitopy te tw orzone są przez rdzeń 
białkowy, a nie przez łańcuchy węglowodanowe, po­
nieważ deglikozylowany holohorm on hCG  nie jest 
odróżnialny antygenowo od natyw nego hC G  przez 
stosow ane przeciwciała m onoklonalne.

II-2. Struktura oligosacharydów

G likohorm ony zawierają trzy lub cztery łańcuchy 
oligosacharydowe związane N-glikozydow o poprzez 
Asn. C horiogonadotropina i folitropina zawierają 
cztery, po dwa na każdej z a- i P-podjednostek. 
L u tropina i tyreotropina zawierają trzy N-glikany, po 
dwa na a-podjednostkach i po jednym  na ich P- 
podjednostkach [3, 4].

Zróżnicowanie N -glikanów  glikohorm onów  jest 
znaczne i dotyczy zarów no pojedynczego heterodime- 
ru, wolnych podjednostek, poszczególnych heterodi- 
m erów między sobą w obrębie jednego gatunku i mię­
dzy gatunkam i [29-37], jak  i określonego etapu on- 
togenezy [38-40]. Ponadto , G r e e n  i ws p .  [3] 
sugerują, że każdy przysadkow y horm on glikoprotei- 
nowy składa się z szeregu izoform, które różnią się 
zarów no ładunkiem  jak  i bioaktyw nością. Izoformy te 
są praw dopodobnie z jednej strony pośrednim i p ro ­
duktam i biosyntetycznymi, zwłaszcza terminalizacji 
glikozylacji na różnych etapach jej obróbki, a z drugiej 
strony wynikiem różnego stopnia ich siarczanow ania 
i sjalozylacji.

O gólna struk tura N -glikanów  występujących w gli- 
kohorm onach  nie odbiega od typowych oligosachary­
dów  tej grupy w zakresie sekwencji rdzeniowej wiążą­
cej jednostkę oligosacharydow ą z białkiem [41-43]. 
Zasadnicze natom iast różnice wskazujące na ich od­
rębność dotyczą łańcuchów zewnętrznych tych oligo­
sacharydów  (Ryc. 2). W yjątkow ość części N-glikozy­
dowo związanych oligosacharydów  wynika z obecno­
ści w ich łańcuchach zewnętrznych reszt, k tórych nie 
odnajdyw ano w innych typowych glikoproteinach np. 
osoczowych. T aką resztą cukrow ą jest P-D-GalNAc

b.
Ryc. 1. M odel P-podjednostki hC G  z zaznaczonym i pozycjami 

wewnątrzłańcuchow ych wiązań dwusiarczkowych [a ], oraz 
m odel g lobularnego ho lohorm onu hC G  z zaznaczonym i 
epitopam i, wykrywalnym i przez przeciwciała m onoklonal­
ne (b) [wg 26].

[33], am inocukier, który wcześniej odnajdywany był 
przede wszystkim jako  składnik glikozoam inoglika- 
nów proteoglikanów  [41]. Reszta (3-GalNAc obecna 
jest w miejscu zwykle zajm owanym  przez resztę (3-Gal 
występującą w łańcuchu zewnętrznym  typowych 
N-glikanów. T aka pozycja reszty P-GalNAc 
w N-w iązanych oligosacharydach nie została wcześ­
niej wykazana w żadnych innych glikoproteinach [29].
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Ryc. 2. C harak te rystycz n e ,  p r z y k ła d o w e ,  je d n o s tk i  o l i g o s a c h a r y d o w e

P-GalNAc występuje we wszystkich ludzkich gliko- 
horm onach z wyjątkiem hCG , a w hFSH obecna jest 
jedynie na podjednostce-a. Drugą charakterystyczną 
cechą omawianych oligosacharydów jest obecność 
w nich grup -S 0 4 [44], k tóre do czasu wykrycia ich 
w horm onach glikoproteinowych uważane były przede 
wszystkim jako  składnik proteoglikanów  [41]. Reszty 
te zazwyczaj przyłączane są w pozycji C4 term inalnych 
reszt G alN Ac [29-32], Specyficznymi jednostkam i są 
również te które na jednym  z ram ion zewnętrznych 
m ają przyłączone grupy siarczanowe, a na drugim 
reszty kwasu sjalowego, jak  np. charakterystyczna 
jednostka z hLH (Ryc. 2).

W iększość oligosacharydów  z ludzkich glikohor- 
m onów są jednostkam i kwaśnymi, wśród których te, 
k tóre zawierają reszty kwasów sjalowych przeważają 
w hCG  i hFSH  nad tymi z hLH i hTSH, ale oligo- 
sacharydy z tych ostatnich przeważają stopniem  siar­
czanowania. Przedzielone wieloantenowe oligosacha- 
rydy zawiera jedynie hFSH  (Ryc. 2).

O ligosacharydy z glikohorm onów  pochodzących 
od różnych gatunków  ssaków  zachowują ogólne ce­
chy, które pozwalają na strukturalne zróżnicowanie 
poszczególnych glikohorm onów , podobnie jak  to jest 
możliwe w obrębie jednego gatunku, choć jednocześnie 
posiadają cechy swoiste gatunkow o [32], Kwaśne 
N-glikany, zawierające reszty kwasów sjalowych d o ­
m inują w FSH, a zawierające grupy siarczanowe w LH 
wśród wszystkich badanych ssaków. N atom iast 
N-glikany np. z wołowego LH całkowicie pozbawione 
są kwasów sjalowych i najczęściej oba łańcuchy ze­
wnętrzne stanow ią sekwencje S 0 4-GałNAc-GlcNAc-

^ a n p  i -  4 G 1 c H A c  p  i -  4 G 1 c H A c  p  i -  H A s n

6 M a n B i  - 4 G 1 c H A c p 1 - 4 G 1 c H A c p 1 - H A s n
3 | 6

±FllCOC 1

6 H a n p 1 - 4 G 1 c H A c p i - 4 G 1 c H A c p t - H A s n  
3  | 6

i F u c o c i

, k o m p le k s o w e ,  o b e c n e  w h o r m o n a c h  g l ik o p r o te in o w y c h .

przyłączone do typowej struktury  rdzennej, a dw uan- 
tenowe oligosacharydy ludzkich LH zazwyczaj zawie­
rają obok jednej takiej sekwencji drugą już typow ą 
z łańcuchem  zewnętrznym  zakończonym  resztą kwasu 
sjalowego. O ligosacharydy C G  niezależnie od źródła 
pochodzenia zakończone są resztami kwasów sjalo­
wych, nigdy nie zawierają reszt siarczanowych.

O statn io  wykazano, że wolna oc-podjednostka, k tó ­
ra nie tworzy heterodim eru hCG  pozbaw iona jest 
jednego N -glikanu, mianowicie sjalozylowanego mo- 
noantenow ego charakterystycznego dla cx[3hCG holo- 
horm onu skutkiem  niekom pletnej glikozylacji a-poli- 
peptydu w RER, czego dalszą konsekwencją ma być 
brak zdolności do interakcji z (3-podjednostką [45].

Przypuszczalnie jedynie w (3-podjednostkach ludz­
kiej i końskiej CG występują O-glikozydowo związane 
oligosacharydy. W sekwencji C-końcowej polipeptydu 
P-hCG występują cztery potencjalne miejsca mogące 
ulegać O-glikozylacji. Jednostki te zawierają reszty 
kwasów sjalowych, Gal, G lcN Ac i GalN Ac [46, 47],

III. Biosynteza hormonów glikoproteinowych

Synteza poszczególnych polipeptydów horm onów  
przysadkowych rozpoczyna się od N-końcowej sek­
wencji sygnałowej po czym podobnie jak  większość 
sekrecyjnych białek ssaków w przestrzeni luminalnej 
RER podlegają N-glikozylacji [2, 4, 41-43]. Przypusz­
czalnie polipeptyd ulega N-glikozylacji zanim zacznie 
wytwarzać się jego s tru k tu ra  III rzędowa, gdyż sfał- 
dow ania przestrzenne m ogą uniemożliwić glikozylację 
ukrytej w zagięciach polipeptydu reszty asparagino-
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Ryc. 3. M odel toru biosyntetycznego siarczanow anych i sjalozylowanych N-glikanów horm onów  glikoproteinow ych [wg 35].

wej, co przypuszczalnie m a miejsce w glikozylacji 
wolnej a-podjednostki hC G  [45]. W krótce po przenie­
sieniu tetradekasacharydu na polipeptyd, podlega on 
wielu przem ianom  składającym  się na etap  obróbki 
pierw otnego oligosacharydu do jednostek hybrydo­
wych i kompleksowych, którego początkowe fazy 
m ające miejsce w RER przebiegają zgodnie z modelem 
przyjętym dla innych glikoprotein (Ryc. 3) [2, 35, 41, 
42]. Poza inicjacją N-glikozylacji, również w prze­
strzeni luminalnej RER podczas fałdow ania polipep- 
tydu pow stają wewnątrzłańcuchowe w iązania dwu- 
siarczkowe. Obecny na powstającym  polipeptydzie 
pierw otny oligosacharyd może ułatwić właściwe fał­
dow anie polipeptydu i tworzenie odpowiednich m ost­
ków dwusiarczkowych [48]. W tym samym czasie 
następuje odcinanie sekwencji sygnałowej z N -końca 
polipeptydu przez peptydazę sygnałową oraz rozpo­
czyna się łączenie a-podjednostek z (3-podjednostkami

[3, 49]. Dalsze przemieszczanie glikohorm onów  
z RER do aparatu  Golgiego następuje w postaci 
heterodim eru [2, 3, 49].

W aparacie Golgiego po usunięciu kolejnych a l -2 
związanych M an i przyłączeniu GlcNAc do M an ramie­
nia oc-3 sekwencji rdzeniowej (Ryc. 3.) zgodnie z przyjętym 
modelem syntezy oligosacharydów  glikoprotein [41] 
powstaje oktasacharyd G lcN A cM an5G lcN A c2-Asn-, 
który może stać się substratem  dla wielu enzymów, 
m.in. dla hormonospecyficznej N -acetylogalaktozoa- 
m inotransferazy [50]. Pojawienie się reszty G alN A c 
przy jednostkach G lcN A cM an5G lcN A c2-Asn unie­
możliwia dalszą obróbkę tych oligosacharydów  przez 
m annozydazę II aparatu  Golgiego z kom órek przysa­
dki wołu [34, 35]. Działanie GalN Actransferazy na 
tym etapie obróbki determ inuje kierunek syntezy do 
jednostek hybrydowych, które następnie są siarczano­
wane (Ryc. 3., etap 1). Dalsza synteza od oktasachary-
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du G lcN A cM an5G lcN A c2-Asn- do sjalozylowanych 
oligosacharydów (Ryc. 3., etap  2) np. hCG  w kom ór­
kach trofoblastu czy FSH w przysadce wydaje się 
przebiegać typowym torem  biosyntetycznym opisa­
nym dla innych glikoprotein [41]. N atom iast etapy 
syntezy prowadzące do kom pleksowych oligosachary­
dów zawierających grupy siarczanowe (Ryc. 3. etap 
3 i 4) w glikohorm onach przysadkowych znamiennie 
różnią się od syntezy N-glikanów  innych glikoprotein. 
Zgodnie z zaproponow anym  przez G r e e n a  i ws p .  
[35] przebiegiem toru  biosyntetycznego jednostek 
cukrowych przysadkowych glikohorm onów  (Ryc. 3.) 
rozwidlenie dróg w kierunku kom pleksowych oligo­
sacharydów siarczanow anych zdeterm inowane jest 
działaniem (J-GalNActransferazy, k tó ra lokuje 
GalN A c w pozycji zajmowanej przez Gal w sjalozylo­
wanych łańcuchach zewnętrznych. Hormonospecyfi- 
czna G alN A ctransferaza do selektywnego transferu 
reszty G alN Ac na oligosacharydow e akceptory gliko­
horm onów  wykorzystuje specyficzną trójam inokw a- 
sową sekwencję Pro-X aa-A rg/Lys (Xaa jest dowolnym  
am inokwasem ) oddaloną od N-glikozylowanej Asn 
o 6-9 reszt am inokwasowych licząc od aminowej 
strony polipeptydu, k tó ra zw ana jest „peptydowym 
m arkerem  rozpoznania” [51]. Te m arkerow e motywy 
obecne są na wspólnej a-podjednostce i poszczegól­
nych p-podjednostkach LH, TSH oraz hCG, lecz nie 
występują na P-podjednostce FSH [51]. O statnio 
wykryto „peptydowy m arker rozpoznania” również 
w innych białkach, jak  proopiom elanokortynie [52] 
oraz osoczowym inhibitorze czynnika tkankow ego 
krzepnięcia [53]. Obecność tego m arkera w obrębie 
białka ma być gwarantem  wykorzystania go jako  
substratu  przez G alN A ctransferazę dla wydłużenia 
jego N-glikanów o resztę G alN A c i następnie jego 
siarczanow ania, natom iast brak m arkera ma być jed ­
noznaczny z faktem, że oligosacharydy w tym białku 
nie m ogą zawierać reszt G alN A c i w konsekwencji 
grup siarczanowych. W trakcie biosyntezy prow adzą­
cej do siarczanowanych kom pleksowych jednostek 
(Ryc. 3) kluczowym substratem  oligosacharydowym  
dla GalNActransferazy jest GlcNAc2M an3GlcNAc2-Asn 
[35, 50], Przyłączenie P-GalNAc nadaje tw orzonem u 
oligosacharydowi swoistą strukturę, k tó ra  jest w ystar­
czająca do rozpoznania przez przysadkow ą sulfotrans- 
ferazę [3, 34, 35, 50]. W przeciwieństwie do przysadki 
w łożysku nie wykryto oznaczalnych aktywności Gal- 
N A ctransferaz ani sulfotransferaz [30, 33, 34, 51]. 
U dow odniono jednak, że choriogonadotropina może 
być dobrym  substratem  dla tych enzymów pochodzą­
cych z innych źródeł, np. z przysadki. W ynikać to ma 
z obecności „peptydowego m arkera rozpoznania” dla 
G alN A ctransferazy w obrębie struktury  I rzędowej 
tego glikohorm onu. K oncepcja zakładająca [51], 
że obecność w kom órkach hormonospecyficznej 
G alN A ctransferazy oraz kom petentnego dla niej sub­
stratu  z „peptydowym m arkerem  rozpoznania” jest 
wystarczającym  warunkiem  dla zaistnienia przeniesie­

nia reszty G alN A c oraz następczego jej siarczanow a­
nia, wydaje się być nadal niezadawalającą dla wyjaś­
nienia m echanizm u prowadzącego do syntezy jed n o ­
stek jednocześnie siarczanowanych jak  i sjalozylowa­
nych (Ryc. 3, etap 4). W ydaje się że w procesie tym 
może mieć znaczenie również specyficzność G altrans- 
ferazy, której współdziałanie z horm onospecyficzną 
G alN A ctransferazą może gwarantow ać wytworzenie 
wspólnego substratu, zarów no dla sulfotransferazy jak  
i sjalozylotransferazy. Aktualnie nie jest jeszcze znany 
m echanizm skierowywujący to r biosyntetyczny N- 
glikanów w kierunku jednostek z grupam i siarczano­
wymi i jednocześnie resztami kwasów sjalowych [Ryc.
3. etap  4].

O becność na tych samych jednostkach oligosacha- 
rydowych jednocześnie term inalnych sekwencji S 0 4- 
GalN A c- oraz NeuAc-Gal- (np. w hLH) wskazuje, że 
siarczanow ane struktury  nie powstają jedynie sku t­
kiem segregacji białka do odrębnych przedziałów 
ap ara tu  Golgiego przeznaczonych do syntezy siar­
czanowanych oligosacharydów. Przedziałowe rozm ie­
szczenie enzymów uczestniczących w obróbce oligo­
sacharydów  w regionach cis, środkowym  i trans ap a ra ­
tu Golgiego m a miejsce [41, 42] i może wspierać 
pogląd o przestrzennym  rozdzieleniu kolejnych reakcji 
obróbki innych glikoprotein, lecz nie horm onów  przy­
sadkowych, gdzie mechanizmy kontrolujące wydają 
się bardziej złożone.

IV. Funkcja oligosacharydów hormonów głi- 
koproteinowych

O ligosacharydy obecne na glikohorm onach mogą 
przyczyniać się do utrzym ywania ich w ew nątrzkom ór­
kowej stabilności [48, 54], swoistej agregacji do hete- 
rodim eru i sekrecji z kom órki [55-59]. Jednocześnie 
m ogą m odulować okres biologicznego półtrw ania 
w osoczu oraz m ogą być odpowiedzialne za praw id­
łowe oddziaływanie z receptorem  kom órek docelo­
wych i transdukcję sygnału horm onalnego.

IV-1. Rola oligosacharydów w wiązaniu glikohor- 
monów z docelowymi receptorami oraz 
w transdukcji sygnału

H orm ony glikoproteinowe działają na kom órkę 
docelową przez receptory sprzężone z cyklazą adenyla- 
nową, k tóra w wypadku gonadotropin  przyczynia się 
do wzrostu m.in. steroidogenezy w kom órkach docelo­
wych [62, 63]. Receptory dla glikohorm onów  [64-66] 
zaliczane są do nowej klasy w obrębie nadrodziny 
receptorów  sprzężonych z białkam i G, spośród k tó ­
rych wyróżniają się obecnością dużej pozakom ór- 
kowej dom eny stanowiącej N-końcowy fragment poli­
peptydu [67, 68]. Obie a - ja k  i P-podjednostki holoho- 
rm onu uczestniczą w wiązaniu z receptorem  [69].

Usunięcie term inalnych reszt kwasów sjalowych np. 
z hC G  zwiększa powinowactwo horm onu do wiązania
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się z receptorem na powierzchni kom órek docelowych, 
natom iast obniża jego zdolność do stymulacji syntezy 
cA M P. Ekspresja aktywności horm onalnej wydaje się 
być zależna od ujemnych ładunków  niesionych przez 
cząsteczki kwasów sjalowych. Udokum entowano już, że 
w transdukcji sygnału biologicznego uczestniczą okreś­
lone pod względem pozycji oligosacharydy, a nie wszyst­
kie występujące w obrębie holohorm onu [55-57, 70], 

S c h w a r z  i ws p .  zaproponow ali model wyjaś­
niający interakcję hCG  z receptorem  (Ryc. 4), uwzględ­
niający zachowywanie się tej gonadotropiny, tak jak  
typow y agonista lub kompetencyjny an tagonista [26,
28]. Oddziaływanie glikohorm onu z N -term inalną 
pozakom órkow ą dom eną receptora-C G  ma charak ter 
„w ielofasadowego” kontak tu  typu białko-białko (a 
multifacetted protein-protein contact) (Ryc. 4), w k tó ­
rym  zaangażow ana jest większość epitopów  wolnej 
powierzchni hCG. Interakcja ta umożliwia przyjęcie 
przez hC G  ostatecznej konformacji wymaganej dla 
pełnej aktywności holohorm onu jako  agonisty (Ryc. 
4a). K onform acja przestrzenna hCG jako  agonisty, 
k tó rą  m ożna stwierdzić tylko w stanie związanym

z receptorem sprawia, że większość z 14 epitopów  staje 
się niedostępna dla przeciwciał m onoklonalnych, z wy­
jątkiem  dwóch, tj. epitopów  (33 i (35 (Ryc. 4a). O becność 
dwóch ważnych N -glikanów  otAsn-52 i (3Asn-13, w yda­
je się determ inow ać ten agonistyczny typ oddziaływ a­
nia hCG  z receptorem , skoro usunięcie ich zmienia 
charakter oddziaływ ania glikohorm onu z receptorem. 
Deglikozylowana hC G  silniej oddziaływuje z recep­
torem  i jednocześnie zachowuje się jak  kom petycyjny 
antagonista w transdukcji sygnału (Ryc. 4b). Podczas 
antagonistycznej interakcji deglikozylowana hCG 
przybiera orientację przestrzenną, k tóra uniemożliwia 
wykrycie jakiegokolw iek epitopu na jej powierzchni 
przez stosowane wcześniej przeciwciała m onoklonalne 
(Ryc. 4b). Ta odm ienna orientacja hCG wynikająca 
z nieobecności w ęglow odanów  jest stanem  „nieprodu­
ktywnym ”, odzwierciedla niekom petentny w trans­
dukcji sygnału, sposób związania tego glikohorm onu 
z receptorem.

M ikroheterogenność oligosacharydów  w różnych 
izoformach tego sam ego holohorm onu narzuca odręb­
ny, indywidualny ładunek poszczególnym cząsteczkom.

0
p A $ n  

c*Asn-52

Ryc. 4. Model przedstawiający interakcję glikohorm onu z docelowym  receptorem  L H /C G , zarów no jak o  agonisty hCG (A), jak  i kom petycyj- 
nego antagonisty  degli-hCG (B) [wg 26].
Z lewej strony schem atu w idoczna jest wolna, niezwiązana m akrocząsteczka hC G  z wykryw alnym i wszystkimi epitopam i; epitopy, 
które nie są widoczne znajdują się po drugiej stronie m akrocząsteczki. Przedstaw iono jedynie N-glikany mające istotne znaczenie 
w transdukcji sygnału horm onalnego. Epitopy (33 i (35 zaznaczono na ciemno, kiedy są w ykryw alne przez MCA na hC G  związanym 
z receptorem  (A), lub na jasno, gdy nie są wykryw alne przez MCA na degli-hCG związanym  z receptorem  (B). Stan: A — produktyw ny, 
dochodzi do transdukcji sygnału horm onalnego; stan: B —  nieproduktyw ny, brak transdukcji sygnału horm onalnego.
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co może m odulować ustaloną potencję (siłę) ho r­
m onalną [3, 61, 71]. Tym samym, oligosacharydy 
obecne na horm onach glikoproteinow ych, mogą m o­
dulować siłę biologiczną horm onu poprzez swą m ikro- 
heterogenność, a w konsekwencji wpływać na stan 
endokrynowy zwierzęcia. Krańcowym i fazami m odu­
lacji potencji horm onu wydaje się być stan agonistycz- 
ny, bądź antagonistyczny horm onu przedstawiony na 
rycinie 4.

IV-2. Rola oligosacharydów w metabolicznym ob­
rocie (turnover) glikohormonów

Heterogenność glikozylacyjna oligosacharydów 
może leżeć u podstaw  istnienia zarów no mniej jak 
i bardziej trwałych form glikoprotein. Sugeruje się, że 
ostateczny okres półtrw ania określonych glikohor­
m onów w krążeniu jest zdeterm inow any ich interakcją 
z różnorodnym i receptoram i lektynowymi.

W 1991 roku wykryto [72] na powierzchni kom órek 
endotelialnych i kom órek Kupffera wątroby obecność 
receptora specyficznie rozpoznającego term inalne sek­
wencje S 0 4-4GalNAcpi.4GlcNAcpi.2Mana- (S4GGnM) 
w obrębie oligosacharydów glikohorm onów . Receptor 
ten szczególnie licznie prezentow any jest na kom ór­
kach endotelialnych wątroby. Funkcjonow anie recep­
to ra  na nieparenchym alnych kom órkach wątroby m o­
że tłumaczyć szybkie usuwanie z krążenia glikohor­
m onów posiadających unikalne term inalne sekwencje 
oligosacharydowe S4G G nM , np. LH. Swoistość recep­
tora odróżnia go od innych znanych dotychczas 
receptorów uczestniczących w usuwaniu glikoprotein 
z krążenia, k tóra w tym w ypadku ukierunkow ana jest 
na ligand w pełni wyeksponowany na natywnej gliko- 
proteinie, a nie na ligand będący produktem  częściowej 
degradacji, jak  to ma miejsce w w ypadku innych 
lektynowych receptorów zaangażow anych w k a tab o ­
lizm glikoprotein [41]. O becność specyficznego recep­
to ra  dla siarczanowanych glikohorm onów  prowadzi 
do gwałtownego ich wychwytu, internalizacji w kom ó­
rkach endotelialnych w ątroby i w efekcie do krótkiego 
okresu półtrw ania w krążeniu. W ykazano, że po 
dożylnej iniekcji natywnego bLH lub eLH większość 
horm onu jest usuwana z krążenia w początkowej 
szybkiej fazie za pośrednictw em  S4GGnM -specyficz- 
nego receptora, a okres biologicznego półtrw ania dla 
natywnej bLH ma wynosić 1.2 min [73, 74]. Większość 
hCG  lub eCG jest usuwana z krążenia głównie w wol­
nej fazie bez uczestnictwa S4GGnM -specyficznego 
receptora klirensowego, lecz za pośrednictwem  innych 
receptorów  lektynowych [41], a okres biologicznego 
półtrw ania w krążeniu dla natywnej hCG wynosi 119 
min [73, 74]. N atom iast eLH usuwany jest z krążenia 
około 6 razy szybciej niż eCG i klirens ten zlokalizow a­
ny jest głównie w obrębie wątroby. Skoro zasadnicze 
struk turalne różnice między tymi dw om a glikohor- 
m onam i dotyczą term inalnych sekwencji N-glikozy- 
dow o związanych oligosacharydów  to one właśnie,

dzięki istnieniu receptora klirensowego, leżą u podstaw  
odm iennego ich okresu półtrw ania w krążeniu, jak  
i biologicznych różnic między eCG i eLH [74], 

C horiogonadotropina uw alniana jest z trofoblastu 
konstytucyjnie co w połączeniu z przedłużonym  okre­
sem jej półtrw ania w krążeniu prowadzi do podwyż­
szonego poziom u we krwi, który nie zmienia się 
znamiennie w ciągu 24 godz. Przeciwnie LH, ta 
gonado trop ina jest m agazynow ana w ziarnistościach 
sekrecyjnych i wydzielana pulsacyjnie pod wpływem 
stymulacji, po czym szybko usuw ana z krążenia przy 
aktywnym  udziale S4GGnM -specyficznego receptora 
klirensowego. K rótki okres półtrw ania lutropiny 
w krążeniu w połączeniu z nieciągłą sekrecją wydają się 
być podstawowym i czynnikami gwarantującym i pul­
sacyjną stymulację receptora docelowego, i przejawia­
nie specyficznej funkcji biologicznej przez LH.

Hipotez wyjaśniających rolę jaką m ogą spełniać 
oligosacharydy obecne w glikoproteinach jest wiele, 
przedstawione są we wcześniejszym opracow aniu [41].

W glikohorm onach rola N-glikanów ma znaczenie 
w funkcji pełnionej przez te glikoproteiny, nie tylko 
przez zabezpieczenie agonistycznego lub antagonis- 
tycznego sposobu oddziaływania z receptorem, ale 
również poprzez determ inow anie specyficznego okre­
su półtrw ania danego glikohorm onu w krążeniu. To 
ostatnie wydaje się być podstaw ą różnic biologicznych 
między LH i CG. O statn io  zaproponow ana koncepcja 
przez D r i c k a m e r a  [75] starającą się wyjaśnić 
nadrzędny cel glikozylacji białek powstała m.in. na 
bazie danych dotyczących glikohorm onów  i ich recep­
torów  klirensowych. Zgodnie z tą koncepcją głównym 
celem glikozylacji ma być zakodow anie informacji 
o pożądanym  okresie półtrw ania nie tylko glikohor­
m onów lecz wszystkich białek w organizmie. Kod ten 
może dotyczyć glikoprotein niezależnie od ich osta te­
cznych, specyficznych funkcji pełnionych w organiz­
mie. Kod olidosacharydowy porównyw any jest przez 
twórcę koncepcji z kodem  paskowym  obecnym na 
różnorodnych artykułach konsum pcyjnych, z tym, że 
odpow iednikiem  zakodowanych w paskach cen, ma 
być zakodow ana w jednostkach oligosacharydowych 
inform acja o czasie półtrw ania glikoprotein.

A rtykuł otrzymano 25 października 1993 r.
Zaakceptowano do druku 10 marca 1994 r.
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Udział białek w procesie aklimatyzacji roślin do niskiej 
temperatury

Cold-regulated proteins in cold acclimated plants

D A N U T A  SOLECKA*

Spis treści:

I. Wstęp
II. Białka syntetyzowane pod wpływem niskiej temperatury 

(białka COR)
II-l. Występowanie białek COR u roślin
II-2. Białka COR u Arabidopsis thaliana

III. Regulacja syntezy białek COR
III-l. Identyfikacja genów cor
III-2. Regulacja ekspresji genów cor
III-3. Wpływ ABA na syntezę białek COR
III-4. Inne czynniki regulujące syntezę białek COR

IV. Rola białek COR
V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrótów: C A P — białka pojawiające się 
podczas aklim atyzacji roślin do niskiej tem peratury (cold 
acclimation protein); CAS — specyficzne białka pojawiające 
się podczas aklim atyzacji roślin do niskiej tem peratury (cold 
acclimation specific protein); C O R  —  białka, których synteza 
jest regulow ana przez niską tem peraturę (cold-regulated 
protein); LTI —  białka, k tórych synteza jest indukow ana 
podczas aklim atyzacji roślin do niskiej tem peratury (Iow 
temperature induced protein); cor —  geny, których ekspresja 
jest regulow ana przez niską tem peraturę (cold regulated 
gene); cas —  geny, których ekspresja jest regulow ana przez 
niską tem peraturę (cold acclimation specific gene); Iti — geny, 
których ekspresja jest indukow ana przez niską tem peraturę 
(low temperature induced gene); RAB —  białka, których 
synteza jest regulow ana przez ABA (responsive to-ABA 
protein); rab —  geny, których ekspresja jest regulow ana przez 
ABA (responsive to-ABA gene); A F P  —  białka z arktycznych 
ryb zapobiegające zam arzaniu osocza krwi (antifreeze prote­
in); IN P  —  białka wywołujące krystalizację lodu (ice nuc­
léation protein); LEA — białka nagrom adzające się w nasio­
nach w późnym  okresie em briogenezy (late embryogenesis 
abundant protein); HSC —  białka szoku cieplnego (heat shock 
cognate protein); ABA —  kwas abscysynowy; RU B PC  —  kar- 
boksylaza rybulozo-bis-fosforanu; G 6P  —  glukozo-6-fos- 
foran; P E P  —  fosfoenolopirogronian.

I. Wstęp

W kom órkach roślin ch łodoodpornych poddanych 
działaniu niskiej tem peratury zachodzą zmiany, które 
z jednej strony umożliwiają dostosow anie tkanek do

* M gr, Z akład  Fizjologii O dporności Roślin, Insty tu t Bio­
logii Eksperym entalnej Roślin, U niw ersytet W arszawski ul. 
K rakow skie Przedm ieście 26/28 00-927 W arszawa
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funkcjonow ania w w arunkach chłodu, a z drugiej 
strony — prow adzą do przebudow y struk tur kom ór­
kowych, co umożliwia roślinom  przetrw anie bez 
uszkodzeń stresu mrozowego [1-3]. Obserwacje te, 
w świetle wyników badań fizjologicznych i genetycz­
nych sugerują, że proces aklim atyzacji jest związany 
z aktywacją pewnych genów, a więc z syntezą białek, 
których właściwości umożliwiają zachodzenie proce­
sów aklimatyzacyjnych.

Badania na tem at roli białek w procesie aklim atyza­
cji roślin trw ają od lat 50-tych. Pierwsze obserwacje 
pochodzą z prac S i m i n o v i t c h a ,  który opisał 
akum ulację białek i innych składników (fosfolipidów, 
kwasów nukleinowych) w kom órkach parenchym aty- 
cznych pędów topoli w okresie jesieni [4]. Zjawisko 
to obserwow ano zarów no u roślin drzewiastych jak  
i zielnych, poszukując korelacji między poziom em  
białka a m rozoodpornością tkanki. Przegląd tych prac 
przedstawiono w artykułach S i m i n o v i t c h a  [5] 
i G  u y ’ a [6]. O bserw ow ano również zmiany jak o ś­
ciowe związane z pojawianiem  się lub zanikaniem  
pewnych frakcji białek podczas procesu hartow ania 
[7-10]. Stwierdzono, że w trakcie aklim atyzacji za­
chodzi m.in synteza izozymów o zmienionych w łasnoś­
ciach. Zm iany te dotyczą wielkości cząsteczki białka, 
jego stabilności, właściwości kinetycznych. Zjawisko to 
opisano m.in. dla RUBPC, reduktazy glutationu, dehy­
drogenazy G6P, karboksylazy PEP, kinazy pirogronia- 
nowej, inwertazy, fosfataz, peroksydaz, ATP-az [6].

N a początku lat 70-tych wykazano, że zm ianom  
poziom u białka podczas hartow ania roślin towarzyszą 
zmiany poziom u RNA [5]. Pierwszym badaczem, 
który sugerował, że proces aklim atyzacji roślin do
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niskiej tem peratury może zależeć od modyfikacji eks­
presji genów był W e i s e r [11]. N astępne lata przy­
niosły wiele danych potwierdzających tę hipotezę. 
Informacje te przedstaw iono w artykułach przeglądo­
wych G u y ’ a [6] i L e e  [12].

Białka pojawiające się w kom órkach roślin w w a­
runkach działania niskiej tem peratury określano w 
różnych pracach jako  CAP [13], CAS [14], CO R [15] 
lub LTI [16], podkreślając rolę niskiej tem peratury 
w regulacji ich syntezy. W obecnej pracy przyjęto 
określenie „białka C O R ” jako  ogólną nazwę wszyst­
kich białek, których synteza jest regulow ana przez 
niską tem peraturę.

II. Białka COR

II-l. Występowanie białek COR u roślin

W związku z wprow adzaniem  technik biologii m ole­
kularnej do badań dotyczących m echanizm ów aklim a­
tyzacji u roślin, w II połowie lat 80-tych pojawiło się 
wiele prac informujących o wykryciu białek lub poli- 
peptydów, których synteza była wywoływana lub 
wzm acniana działaniem niskiej tem peratury.

I tak, między innymi, wykazano, że w cytosolu 
kom órek liści rzepaku Brassica napus v. oleifera cv. 
Gorczański pojawiały się podczas hartow ania dwie 
frakcje drobnocząsteczkowych zasadowych białek 
o małej zawartości proliny i m etioniny [7]. W siew­
kach rzepaku odm iany Jet N eu f  stwierdzono syntezę 
14 białek oraz zaham ow anie syntezy 6 innych podczas 
48 godzin działania niskiej ( +  2°C) tem peratury [17].

W hodowli kom órkowej stokłosy (Bromus inermis 
cv. Manchar) wzrost m rozoodporności kom órek (wy­
rażanej jako  tem peratura pow odująca 50% uszko­
dzeń) z -7 do -17°C, obserwowany po 5 dniach 
inkubacji w tem peraturze + 2°, był skorelow any z syn­
tezą 7 nowych i represją syntezy 5 innych białek [18,19].

U psianki (Solanum commersonii) wykazano, że 
podanie cykloheksim idu do hodowli kom órkowej ha­
muje nabywanie m rozoodporności przez kom órki
[20], N iska tem peratura pow odow ała syntezę 11-14 
nowych polipeptydów, które zanikały już po 1 dniu 
deaklim atyzacji w +20°C . N iektóre spośród induko­
wanych przez niską tem peraturę polipeptydów wy­
stępowały tylko w początkow ych etapach hartow ania. 
Wydaje się, że przejściowa synteza tych peptydów może 
być związana z ich rolą regulatorową w procesie nabywa­
nia maksym alnej tolerancji na zam arzanie [21, 22].

Porów nując obraz elektroforetyczny białek z siewek 
pszenicy (Triticum aestivum) odm iany ozimej i jarej, 
różniących się odpornością na mróz, stw ierdzono, że 
większość białek indukowanych przez niską tem pera­
turę pojawia się u obu typów roślin. Jedyną różnicę 
stanowiło pojawianie się pod wpływem obniżonej 
tem peratury białka o masie 200 kD a u bardziej 
odpornej odm iany ozimej [23], Ten fakt sugeruje, że 
większość zmian wywołanych w kom órkach roślin

przez niską tem peraturę nie jest związana z tolerancją 
zam arzania wody w tkance, ale z dostosowaniem  
m etabolizm u roślin do niskiej tem peratury otoczenia 
[23]. Analiza elektroforetyczna białek z liści, węzłów 
krzewienia i korzeni pszenicy wykazała, że białko 
200 kD a występuje we wszystkich tkankach, ale na­
grom adza się w dużo większej ilości w tkankach 
nadziem nych [24], Ponieważ tkanki te m ają znacznie 
wyższą m rozoodporność niż korzenie, sugerowano, że 
wyższy poziom syntezy tego białka jest ściśle związany 
z wyższą m rozoodpornością [24],

Podsum ow anie danych na tem at zmian składu 
białek w wyniku aklim atyzacji roślin do niskiej tem ­
peratury przedstawiono w tabeli 1.

II-2. Białka COR u Arabidopsis thaliana

Najpełniejsze dane na tem at białek COR otrzym ano 
dla rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana 
(L .) Heynh) [15,16, 26,27, 38-45], W 1988 r. wykazano, 
że u roślin A. thaliana poddanych 24-godzinnej aklim a­
tyzacji w tem peraturze +4°C , pojawiało się kilka 
nowych białek [38]. Białka te były hydrofilne i pozo­
stawały rozpuszczone w roztworze wodnym po jego 
zagotow aniu [38].

Analiza m RNA wykazała, że transkrypcja genów 
cor w zrastała znacząco po 1-4 godzinach hartow ania 
w tem peraturze + 4°C , osiągała m aksim um  po 8-12 
godzinach i pozostaw ała na tym poziomie przez cały 
czas działania niskiej tem peratury [38]. Pow rót do 
tem peratury +  22°C powodow ał po 4-8 godzinach 
zaham ow anie transkrypcji do poziom u charakterys­
tycznego dla roślin niehartow anych [38].

O kreślono sekwencje am inokwasowe białek COR 
[42, 44], We wszystkich tych białkach stwierdzono 
duży udział am inokwasów polarnych. Białko o masie 
47 kD a (COR47), zawiera 20%  kwasu glutam inowego 
i 14% lizyny, polipeptyd o masie 6.6 kD a (COR6.6) 
zawiera 24% alaniny, 14% lizyny i 11% glicyny, 
a białko o masie 15 kD a (COR 15) —  18% alaniny, 
14% glicyny oraz 24%  seryny i treoniny. We wszyst­
kich białkach COR brak było cysteiny i tryptofanu.

W białku COR47 istnieje obszar bogaty w serynę 
i trzy obszary bogate w lizynę [42]. Fragm enty takie 
można znaleźć w białkach należących do G rupy II 
LEA [46].

Białko C O R .6 wykazuje duże podobieństw o do 
białka K IN 1 , opisanego wcześniej u Arabidopsis tha­
liana przez K u r k e l ę  i F r a n e k  [39]. Różnica 
dotyczy tylko 5 am inokwasów. O ba te białka są 
podobne do małych białek AFP, występujących u ark- 
tycznych ryb [47]. Porów nując sekwencję am inokwa- 
sową COR6.6 odczytaną z cD NA z sekwencją białek 
A FP stwierdzono, że 69% reszt am inokwasowych jest 
identycznych lub podobnych pod względem właściwo­
ści biochemicznych [39], Poza tym COR6.6 i białka 
A FP  mają podobną masę cząsteczek i są bogate 
w am inokw asy polarne [39].
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T abela 1.
Zm iany zaw artości niektórych białek pod wpływem niskiej tem peratury

T em pera­
tu ra

Białka [k D a]

G atunek wykazujące in vivo
synteza 
in vitro

Lit.
ekspozycji

wzrost
zawartości

spadek
zawartości

Agrostemma
githago

4°C 78,28 — — 25

Arabidopsis 4°C 160, 47 29, 22 160, 47, 24, 15 26
thaliana 4°C 150, 80, 69, 60, 45, 30, 24 16 150, 45, 24 27

Bromus
inermis

3°C 200, 190, 165, 115, 54, 48, 47, 
38, 31, 25

74, 27, 23, 22 — 19,
28

Brassica
napus

o°c 17 pasm  między 80 a 14 11 pasm  między 50 a 14 9 pasm  między 80-14 17

4°C 20, 17 — 20, 17 29

5°C 2 pasm a o R f 49-52 — — 7

Citrus
sinensis

5°C 160, 6 pasm między 40-16 8 pasm między 65-16 — 30

Medicago
falcata

4°C 9 0 ,4 3 ,3 8 ,2 7 ,2 3 ,2 2 ,1 8 ,1 6 ,1 4 , 
13

— 90, 86, 72, 48, 38, 36, 33 31

Medicago
sativa

4°C 180,145,135,90, 80,76, 70,53 — 90, 60, 33, 27, 16 31,
32

Oryza 6°C 95, 75, 25, 21 200, 50, 42, 39, 26, 14, 10 — 33
sativa 7°C 117, 22, 19, 17, 14 — — 25

Solanum
commersonii

4°C 39 pasm  między 79-12 14 pasm  między 42-13 — 21,
22

S pinada 5°C 13 pasm  między 160-15 9 pasm między 50-16 — 30
olerácea 5°C 160, 117, 85, 79, 28, 26 32, 26, 25, 22, 21 — 34

5°C 110, 82, 66, 55, 13 — 180, 82, 72, 43, 31, 19 20

5°C 160, 117, 85, 79 9 pasm między 50-15 — 9

Secale
cereale

2°C 46, 30 — — 35

Hordeum
vulgare

o°c 100, 87, 77, 67, 61, 52 56, 32 — 36

Triticum 3°C 240, 115 — _ 37
aestivum 2°C 46, 30 — — 35

2°C 200, 48, 47, 42 93, 89, 80, 67, 63 — 23

2°C 200, 150, 92, 90, 80, 75, 60, 55, 
48, 45, 44, 36, 31

105, 79, 75, 60, 53, 51, 49, 45, 
44, 43, 42, 41, 38, 35, 34

— 24,
37

W ystępow anie genu o 74% hom ologii sekwencyjnej 
w stosunku do cor6.6, stw ierdzono również u Brassica 
napus v. oleifera cv. Je t N eu f [48].

In planta białko COR15 podlega przekształceniu 
w polipeptyd o masie 9.4 kD a, zwany COR15m  [43, 
44]. Analiza sekwencji am inokwasowej białka COR15 
wykazała istnienie na N -końcu fragm entów charak ­
terystycznych dla białek występujących w strom ie 
chloroplastów . Białko to izolowano wyłącznie z liści

PO ST ĘPY  B IO C H E M I I  40(2), 1994

roślin hartow anych, natom iast nie stwierdzono jego 
syntezy w korzeniach [43, 44].

III. Regulacja syntezy białek COR

III-l. Identyfikacja genów cor

D o chwili obecnej zidentyfikowano kilkanaście ge­
nów, których ekspresja zachodzi pod wpływem niskiej
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tem peratury  (Tab. 2). Część z tych genów została 
zsekwencjonowana, odczytano również przypuszczal­
ne sekwencje am inokwasowe kodow anych przez nie 
białek.

III-2. Regulacja ekspresji genów cor

W roślinach A. thaliana określono etap, na którym  
zachodzi regulacja ekspresji 4 genów cor [15]. D la 
genów cor Al, cor6.6 oraz cor 160 jest to etap  posttrans- 
krypcyjny, a dla genu cor 15 —  głównie transkrypcja, 
choć wydaje się, że podczas procesów posttranskryp- 
cyjnych również działają m echanizmy regulujące [15].

U lucerny ekspresja genu cas 18 jest regulow ana

zarów no na poziomie transkrypcji jak  i posttranskryp- 
cyjnie [51].

III-3. Wpływ ABA na syntezę białek COR

Pierwsze sygnały o udziale fitohorm onów  w har­
tow aniu roślin pochodziły z końca lat 60. D otych­
czasowe badania wykazały, że horm onem  zaangażo­
wanym w regulację procesu aklim atyzacji roślin do 
niskiej tem peratury może być kwas abscysynowy 
(ABA). Dowodzą tego następujące fakty:

1) poziom endogennego ABA wzrasta podczas h ar­
tow ania [56, 57, 58];

2) podanie ABA w tem peraturze pokojowej może

Tabela 2.
C h arak terystyka  niektórych białek i genów C O R  indukow anych przez niską tem peraturę  (C), suszę (D) lub ABA

G atunek G en/plazm id
Czynnik

indukujący
ekspresję

Białko
C harak terystyka

białka
Lit.

Arabidopsis
thaliana

cor6.6 C, ABA, D CO R6.6 6.6 kD a, hydrofilne,
“boiling-stable”, bogate w Gli i Ala, podobne do A FP

38

cor 15 C, ABA, D C O R 15 15 kD a, hydrofilne, 
“boiling-stable” ochrania 
błony chloroplastów

38
40
38

cor47 C, ABA, D C O R 47 47 kD a, hydrofilne, 
“boiling-stable”, podobne 
do białek LEA

38
39 
42

:o rl6 0 C, ABA, D C O R  160 160 kD a, hydrofilne, 
“boiling-stable”

38
16

kinl C, ABA, D KIN1 6 kD a, hydrofilne, 
podobne do COR6.6 i A FP

39

kin2 C, ABA, D K IN 2 6 kD a, podobne do K.1N1 49

lti65 ABA, D, C LTI65 65 kD a, hydrofilne 50

lti78 C, ABA, D LTI78 78 kD a, hydrofilne 50

Brassica
sp.

BN28 C ? 7 48

M edicago
sp.

cas 18 C, ABA, D CAS18 17.6 kD a, hydrofilne, bogate w Gli i Thr, 
podobne do LEA

51

pSM 2358 c ,? ? 7 14

pSM2201 c ,? 7 7 14

pSM 1409 c ,? ? 7 14

pU M 90-l c ,? ? ? 52

pUM 90-2 c ,? ? ? 52

pUM 90-3 c ,? ? ? 52

MsaciA C, ABA, D ? hydrofilne, bogate w Gli, His, Asn 53

Hordeum pAF93 C, D ? 7 54
vulgare pT59 C, ABA? 7 7 54

pA086 C, ABA? ? 7 54

pA029 C, ABA? 7 ? 54

S p inada ? C C A P79 79 kD a, podobne do hsc 13
olerácea ? C, D CA P85 85 kD a, hydrofilne,

bogate w Gli, Asn, podobne do cor47 i LEA
55
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wywołać wzrost m rozoodporności zarów no 
w całych roślinach [59, 60] jak  i w kulturach 
tkankow ych [61, 62];

3) pow odow ana przez ABA indukcja tolerancji za­
m arzania wody w tkankach jest możliwa tylko 
u tych gatunków , które są zdolne do hartow ania 
pod wpływem niskiej tem peratury [19];

4) ABA wywołuje zmiany m etaboliczne podobne do 
obserwowanych podczas działania niskiej tem ­
peratury [59, 60, 63].

5) u m utantów  niezdolnych do syntezy ABA lub 
niewrażliwych na działanie ABA nie obserwuje 
się procesu hartow ania [41, 64].

Aktualne dane na tem at roli ABA w aklimatyzacji 
roślin do niskiej tem peratury został zaw arty w artykule 
przeglądowym  L e e  i C h e n a  [12].

Zm iany syntezy białek podczas hartow ania, induko­
wanego podaniem  ABA, obserwowano m.in. u lucerny 
[51,65], rzepaku [61,66], stokłosy [19,67], ziem niaka 
[59], ryżu [68, 69] i A. thaliana [27, 41]. Stwierdzono, 
że 4 geny cor i 2 geny Iti, wyizolowane z A. thaliana, są 
indukow ane zarów no przez niską tem peraturę jak  
i przez ABA [27, 39, 41, 50].

Jednakże, u wielu badanych roślin ABA indukow ał 
syntezę innych polipeptydów  niż te, które pojawiały się 
w wyniku działania niskiej tem peratury. U A. thaliana 
niska tem peratura powodowała indukcję 11 nowych 
polipeptydów, podczas gdy ABA — 15. Tylko 8 z nich 
pojawiało się zarów no u roślin poddanych działaniu 
chłodu jak  i u roślin, którym  podano ABA [27]. 
Podobnie w kulturach kom órkowych Bromus inermis 
[19, 70] obraz elektroforetyczny polipeptydów in­
dukow anych lub ham owanych przez chłód lub ABA 
był różny.

D ane otrzym ane dla wielu gatunków  roślin sugeru­
ją, że niska tem peratura i ABA m ogą regulować 
ekspresję genów na dwu niezależnych drogach (Rys. 1). 
W dzikich roślinach A. thaliana podanie egzogennego 
ABA nie wywołuje tak wysokiego poziom u ekspresji 
genu ItilS  jak  działanie niskiej tem peratury [50]. 
O dw ro tna sytuacja występuje w przypadku genu /ii65, 
k tóry  osiąga najwyższy poziom ekspresji wyłącznie 
pod wpływem ABA [50]. Propozycja N o r d i n  
i w s p .  [71] opiera się również na obserwacjach, że 
u ahil, m utan ta  A. thaliana niewrażliwego na ABA, 
podanie ABA nie powoduje ekspresji genów cor, 
m imo, że indukcja tych genów zachodzi pod wpływem 
niskiej tem peratury [41, 64]. Poziom  transkrypcji pod 
wpływem niskiej tem peratury jest jednak o ok. 50% 
niższy, niż u roślin typu dzikiego [41]. W roślinach 
Solanum commersonii gen regulowany przez ABA 
i niską tem peraturę wykazuje obniżoną ekspresję 
w przypadku podania fluoridonu, inhibitora syntezy 
ABA [72]. N atom iast synteza białka RAB 18, induko­
wanego przez ABA i niską tem peraturę, u niewraż­
liwego na ABA m utan ta  A. thaliana (abi 1) jest cał­
kowicie zaham ow ana [73]. W ydaje się więc, że geny 
indukow ane przez niską tem peraturę i ABA m ożna

Niska Deficyt

Klasa II genów np. 
ABA rab 18

Ryc. 1. Regulacja ekspresji genów przez niską tem peraturę, ABA 
i stres wodny, za N o r d i n  i w sp . [71], zm odyfikowane.

podzielić na dwie klasy [51]:
1) klasa I — geny indukow ane przez niską tem ­

peraturę, lecz niekoniecznie via ABA (np. ItilS) 
[50],

2) klasa II —  geny indukow ane przez niską tem ­
peraturę wyłącznie za pośrednictwem  ABA (np. 
raM 8, /r/65) [50, 71].

Interesujące wydaje się doniesienie o istnieniu specy­
ficznych miejsc regulatorowych (ABRE) w obrębie 
p rom otora w genach rab [74, 75]. Określenie roli 
takich miejsc regulatorow ych w ekspresji genów in­
dukow anych przez chłód i ABA pozwoli być może 
odpowiedzieć na pytanie dotyczące roli ABA w od ­
powiedzi kom órek na różne czynniki środowiska.

III-4. Inne czynniki regulujące syntezę białek COR

U A. thaliana wszystkie geny cor są indukow ane 
przez niską tem peraturę, ABA i stres dehydratacyjny 
[39, 41, 50]. Jednak np. u lucerny, niektóre geny 
regulowane przez niską tem peraturę nie są indukow a­
ne przez żadne inne czynniki stresowe [14, 31, 65].

Nie stwierdzono, by stres cieplny pow odow ał induk­
cję białek CO R  [76].

Podsum ow ując, u roślin spotykam y 3 typy genów 
regulow anych przez niską tem peraturę:

1) geny regulow ane wyłącznie przez niską tem pera­
turę [14],

2) geny regulowane przez niską tem peraturę i ABA 
[73, 76],

3) geny regulowane przez niską tem peraturę, ABA 
i inne czynniki stresowe, np. odwodnienie, zranie­
nie, itp. [76].

V. Rola białek COR

M im o ogrom nej liczby doniesień o pojawieniu się 
nowych białek pod wpływem niskiej tem peratury, rola
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i sposób działania tych białek pozostają w zasadzie 
nieznane. W niewielu przypadkach, określenie sekwen­
cji am inokwasow ych i poznanie lokalizacji białka na 
terenie kom órki oraz podobieństw o do białek, których 
funkcja została już poznana, pozwala wysuwać przy­
puszczenia na tem at roli białek COR.

Bardzo atrakcyjna hipoteza dotycząca funkcji biał­
ka COR6.6 z A. thaliana zakłada, że białko to, 
podobnie jak  białka A F P  z ryb [47], może zapobiegać 
tworzeniu dużych kryształów lodu przez selektywne 
wiązanie się do ich powierzchni [47, 77]. Białka
0 podobnej funkcji nagrom adzają się w apoplaście 
podczas aklim atyzacji pszenicy [78].

D o grupy kriopro tek tan tów  zalicza się również 
białko CO R  15 [43]. W hartow anych liściach roślin A. 
thaliana, białko to ulega przekształceniom  i jest tran s­
portow ane do strom y chloroplastów , gdzie praw dopo­
dobnie chroni błony tylakoidów  przed uszkodzeniam i 
mrozowymi. Zdolność ochronną białka CO R 15 okreś­
lono w doświadczeniach in vitro jako  1.000.000 razy 
większą niż sacharozy i 100 —  1000 razy większą niż 
album iny [43, 44],

Białko COR47 z A. thaliana zarów no pod względem 
budowy jak  i właściwości przypom ina białko pojaw ia­
jące się w liściach pszenicy pod wpływem niskiej 
tem peratury [37, 40]. O ba białka są odporne na 
wysoką tem peraturę. W ystępowanie białka o podob­
nych właściwościach (CAP85) stw ierdzono również 
w roślinach szpinaku [55]. Podobieństw o strukturalne 
tych białek do białek LEA sugeruje, że m ogą one 
chronić struktury  kom órkow e przed odwodnieniem . 
Potencjalne znaczenie tych białek w aklim atyzacji do 
niskiej tem peratury wiąże się z odwodnieniem  kom ó­
rki w wyniku pozakom órkow ego zam arzania wody
1 związanego z tym wzrostu stężenia wielu substancji 
w cytosolu i wakuoli, zm iany siły jonowej i pH  
roztw oru kom órkow ego, co stw arza w arunki sprzyja­
jące denaturacji białek [79, 80]. Potwierdzeniem  tej 
hipotezy może być obserwacja, że gen rab 16A z ryżu, 
który koduje białko G rupy II LEA, ulega indukcji pod 
wpływem niskiej tem peratury [68].

Białko CAP79 ze szpinaku, występujące w kilku 
izoformach może odgrywać ważną rolę w dostosow a­
niu m etabolizm u kom órki do w arunków  stresu nisko­
tem peraturow ego [13]. N e v e n  i w s p .  [13] p ropo­
nują, iż CAP79, podobnie jak  inne białka z rodziny 
HSC, może zapobiegać dysocjacji lub agregacji b ia­
łek a także ułatwiać utrzym anie właściwej ich konfor­
macji [81].

VI. Podsumowanie

Prace nad identyfikacją genów i białek związanych 
bezpośrednio z procesem nabyw ania przez rośliny 
odporności na niską tem peraturę prow adzone są z d u ­
żą intensywnością. Rozwój technik badawczych, uzys­
kanie m utantów  niezdolnych do aklimatyzacji, m u ta­
cje in vitro genów przypuszczalnie zaangażow anych

w ten proces lub wprow adzanie do kom órek antysen- 
sownego RNA, pozwoli być może niedługo na wyjaś­
nienie zarów no roli białek COR, jak  i regulacji procesu 
aklim atyzacji w kom órkach roślin poddanych działa­
niu niskiej tem peratury.

Podjęto także próby praktycznego zastosow ania 
uzyskanych już informacji. W prow adzono np. gen 
kodujący białko A FP z ryb do rośliny chłodowrażliwej 
—  pom idora i uzyskano, w hodowli kom órkowej, 
mniejszą podatność kom órek na uszkodzenia wywoły­
wane m rozem  [82]. W 1992 roku M u r a t a  i ws p .  
wprowadzili gen kodujący chloroplastow ą acylotrans- 
ferazę glicerolo-3-fosforanu z A. thaliana do wraż­
liwych na chłód kom órek tytoniu. Spowodow ało to 
u roślin transgenicznych zmniejszenie utraty aktyw no­
ści fotosyntetycznej pod wpływem niskiej tem peratury 
[83, 84].

Dalsze prace w tym kierunku m ogą przyczynić się 
do otrzym ania nowych odm ian roślin, odpornych na 
niekorzystne w arunki środowiska.
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Wskazówki 
dla autorów

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
kwartalnik „Postępy Biochemii”  publikuje prace prze­
glądowe omawiające bieżące osiągnięcia, koncepcje 
i kierunki badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrew­
nych; publikuje też noty z historii biochemii, zasady 
polskiego słownictwa biochemicznego, recenzje nade­
słanych książek oraz sprawozdania ze zjazdów, konferen­
cji i szkół, w których biorą udział członkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w „Postępach Bio­
chem ii” mogą mieć charakter artykułów monograficznych 
(do 20 stron tekstu licząc piśmiennictwo i tabele), minire- 
views (do 10 stron tekstu), oraz krótkich not o najnowszych 
osiągnięciach i poglądach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość i ścisłość 
podawanych informacji oraz poprawność cytowania piś­
miennictwa. Ujęcie prac winno być syntetyczne, a przed­
stawione zagadnienie zilustrowane za pomocą tabel, 
rycin, (wykresy, schematy, reakcje), wzorów i fotografii.

Wskazany jest podział artykułów monograficznych na 
rozdziały i podrozdziały, których rzeczowe tytuły tworzą 
spis treści. Zgodnie z przyjętą konwencją rozdziały noszą 
cyfry rzymskie podrozdziały odpowiednio rzymskie i arab­
skie np. 1-1, I-2. Poprawność logiczna i stylistyczna tekstu 
warunkuje jego jednoznaczność i czytelność. Autorzy 
przeto winni unikać składni obcojęzycznej, gwary labora­
toryjnej, a także ograniczać stosowanie doraźnie tworzo­
nych skrótów, nawet jeżeli bywają używane w pracach 
specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac 
podlega ocenie specjalistów i opracowaniu redakcyjne­
mu. Redakcja zastrzega sobie możliwość skrócenia tekstu 
i wprowadzenie zmian nie wpływających na treść pracy, 
deklaruje też gotowość konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznacznie 
z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie 
publikowana w innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogło­
szona w „Postępach Biochemii” . W przypadku, gdy Au­
to rzy ) zamierza(ją) włączyć do swego autora artykułu 
ilustracje publikowane przez autorów prac cytowanych, 
należy uzyskać i przekazać nam odpowiednią zgodę na 
przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: Maszynopis powinien być napisany jednostron­
nie czcionką wielkości standartowej, z podwójną inter­
linią, z lewym marginesem ok. 4 cm z trzydziestoma 
wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu (litery 
+ odstęp), odstępy pomiędzy wyrazami powinny od­
powiadać jednemu znakowi (nie równać do prawego 
marginesu).
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń, ani 
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak­
teru czcionki drukarskiej mogą Autorzy zaznaczyć ołów­
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso­
wania w tekście liter alfabetu greckiego trzeba na mar­
ginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana, 
zawiera imiona i nazwisko (a) autora (ów ), nazwy, adresy 
wraz z numerem telefonu zakładów (w języku polskim

i angielskim), w których pracują autorzy, adres do kore­
spondencji nr telefonu i ewentualnie fax, adresy prywatne 
autorów, tytuł artykułu w języku polskim i angielskim oraz 
— w prawym dolnym rogu — liczbę tabel, rycin, wzorów 
i fotografii oraz skrót tytułu pracy (do 25 znaków).

Strona 1 (tytułowa) zawiera imiona i nazwiska autorów, 
tytuł pracy w języku polskim i angielskim, rzeczowy spis 
treści też w obu językach, tytuł naukowy każdego z auto­
rów i ich miejsce pracy z adresem pocztowym oraz wykaz 
stosowanych skrótów.
Kolejno numerowane dalsze strony obejmują tekst pracy, 
piśmiennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzo­
rów i fotografii.

PIŚMIENNICTWO: Wykaz piśmiennictwa obejmuje prace 
w kolejności ich cytowania w tekście, zaznacza się je 
liczbami porządkowymi ujętymi w nawiasy kwadratowe, 
np. [3,7,9,— 26]. Odnośniki bibliograficzne winny mieć 
nową uproszczoną formę. Sposób cytowania czasopism 
(1), monografii (2), rozdziałów z książek jednotomowych
(3), rozdziałów z tomów serii opracowanej przez tych 
samych redaktorów (4), rozdziałów z tomów serii opraco­
wanych przez różnych redaktorów (5) wskazują poniżej 
podane przykłady:

1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Bio- 
phys Acta 631: 499— 502

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chro­
mosome, Elsevier, North-Holand, Amsterdam

3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg 
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of 
Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str 
541-553

4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red) 
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, 
North-Holland Amsterdam, str 1-77

5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red) 
Research Monographs in Cell and Tissue Physiolo­
gy, t 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str 
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny być gotowe do reprodukcji. 
Fotografie czarno-białe (kontrastowe), powinny być wyko­
nane na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy 
wykonać tuszem na białym papierze lub kalce technicznej. 
Wskazane jest, aby ryciny były dwukrotnie większe od 
przyszłej reprodukcji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery służące 
do opisu rysunku powinny mieć wysokość nie mniejszą niż 
5 mm. Na rysunkach nie naley umieszczać opisów słow­
nych, lecz posługiwać się skrótami. Osie wykresów winny 
być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Decyzję o sto­
pniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. Ilustracji nie 
należy włączać w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio 
ponumerować: tabele i ryciny noszą cyfry arabskie, wzory 
zaś rzymskie. Na marginesie tekstu należy zaznaczyć 
ołówkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryci­
ny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny 
być opatrzone jednoznacznym tytułem i ewentualnie także 
niezbędnymi objaśnieniami. Słowne objaśnienia znaków 
graficznych można umieścić w podpisie pod ryciną, rysun­
kowe zaś jedynie na planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia 
rycin sporządza się w postaci oddzielnego wykazu. Ilust­
racje należy podpisać nazwiskiem pierwszego z autorów 
i pierwszym słowem tytułu pracy oraz oznaczyć „gó ­
ra-dół” (ołówkiem, na odwrocie). Ze względu na wewnęt­
rzną spoistość artykułu wskazane jest konstruowanie 
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych 
z piśmiennictwa.

Maszynopis i załączniki (w dwu egzemplarzach), w łaś­
ciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans­
portu, należy przesłać na adres:

Redakcja kwartalnika „Postępy B iochem ii”
Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, 
ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa
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Dr P io tr Chomczyński najbardziej cytow anym  polskim biochem ikiem

Current Contents (Life Sciences) z 6 września 1993, Vol 36, nr 36, w  sekcji "This 
Week Citation Classic" przynosi informację o sukcesie polskiego biochemika dr Piotra 
Chomczyńskiego, którego praca ''Sigle-step method of RNA isolation by acid guanid i­
nium thiocyanate-phenol-chloroform  extraction", opublikowana w  Analytical Bio- 
chemistry 162, 156-159, 1987, stała się jedną z najliczniej cytowanych publikacji, 
w  połowie 1993 przewyższyła tu 7330 cytowań. Opracowana przez dr Chomczyńskiego 
metoda zyskała wielką popularność dzięki sprawdzeniu procedury izolowania cał­
kowitego RNA z tkanek zwierzęcych lub roślinnych do jednostopniowej szybkiej 
ekstrakcji, charakteryzującej się doskonałą wydajnością i powtarzalnością. Autor 
zastosował tu tiocynian guanidyny, związek silnie denaturujący białka i zarazem 
inhibitor RNaz, oraz ekstrakcję RNA mieszaniną fenolowochloroformową.

Dr Chomczyński jest polskim biochemikiem pracującym obecnie naukowo w  USA. 
Stopień magistra biochemii uzyskał w  Uniwersytecie Warszawskim, następnie dok­
toryzował się w  1971 roku w  Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w  Warszawie, 
a habilitację uzyskał w  1978 roku. W Polsce początkowo kierował pracownią biochemii 
w  Instytucie Genetyki i Hodowli Zwierząt PAN w  Jastrzębcu, a następnie pracownią 
biochemii w  Zakładzie Weterynarii i Zootechniki SGGW w  Warszawie. W Stanach 
Zjednoczonych pracował w  N IAM DD i NIH. Obecnie dr Chomczyński prowadzi 
Laboratorium Molekularnej Endokrynologii w  Zakładzie Endokrynologii i Metabolizmu 
Uniwersytetu w  Cincinnati. Jego badania dotyczą zagadnień związanych z neuro- 
endokrynologiczną kontrolą ekspresji genu hormonu wzrostu w  przysadce człowieka 
i zwierząt.

Warto przypomnieć, że w  latach 50-tych i 60-tych najpopularniejszą metodą 
ilościowego oznaczania RNA była metoda wykorzystująca relację pentoz z orcyną. 
Autorem pracy o oznaczaniu pentoz metodą orcynową była Wanda Mejbaum-Katzenel- 
lenbogen. Jej oryginalna praca opublikowana w  Zeitschrifft f iir  Physiologische Chemie 
1939, 258, 117 cytowana była w  ciągu wielu lat w  większości publikacji dotyczących 
RNA. Niestety nie publikowano wówczas Current Contents. Autorka przed wojną była 
doktorantką w  Zakładzie Chemii Lekarskiej Uniwersytetu Jana Kazimierza we Lwowie. 
Po wojnie profesor Wanda Mejbaum-Katzenellenbogen była wieloletnim  kierownikiem 
Zakładu Biochemii Uniwersytetu Wrocławskiego.
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SCIENTIFIC PROGRAMME

PLENARY LECTURES INCLUDE

Dr. A R Fersht : 
Dr. D M e tca lf : 
Dr. S Nakamshi

Protein Folding
The M olecular Regulation of Blood Cell Formation 
M olecu lar B io logy of G lutam ate Receptors and the ir 
Roles in Brain Functions

SYMPOSIA

SIGNALS AND RECEPTORS

* Ion channels
* Inhibins and activins
* Kinases
* Phosphatases
* G proteins and accessory factors
* Growth factors and cytokines
* Gaseous mediators

NEUROBIOLOGY

* Neurodeveiopment
* Neurotrophic factors and receptors
* Gene regulation in the nervous system
* Neuronal signalling
* Neurochemistry of sensor systems
* Molecular neuropathology
* Neuroglia

MOLECULAR RECOGNITION IN 
CATALYSIS AND DRUG ACTION

MOLECULAR IMMUNOBIOLOGY

Catalytic centres
Protein engineering and unconventional 
enzymes
Drug receptors and drug metabolizing
enzymes
Toxins
Computer modelling o f binding sites and 
drugs
Biosynthesis and recognition of
glycoconiugates
Enzyme biotechnology

Major histocompatibility molecules 
and antigen presentation 
Vaccine design and development 
T-cell and B-cell development and 
function 
AIDS
Gene rearrangements in the immune
system
Apoptosis
Immune modulation in medical 
therapeutics

Colloquia and Poster Sessions

Welcome reception with cultural 
show

Mid-week Chinese banquet

Sight-seeing tours in Singapore 
and neighbouring countries

Trade exhibition
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