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Profesor Tadeusz Mann — Wspomnienia
1908— 1993

Dnia 27 listopada 1993 roku zmart w Cambridge
profesor Tadeusz Mann, znany i bliski wielu sposrod
nas, tu w Kraju.

Urodzony 4 grudnia 1908 roku we Lwowie, studio-
wat medycyne w Uniwersytecie Jana Kazimierza. Juz
jako student zostat asystentem Jakuba Karola Par-
nasa. Bral udziat w badaniach przemian posrednich
zwigzanych z wymiang reszt fosforanowych miedzy
ATP, fosfokreatyng a produktami glikogenolizy miegs-
niowej i drozdzowej fermentacji cukru. Doktoryzowat
sie w Uniwersytecie Jana Kazimierza w 1935 roku na
podstawie pracy: ,O zaczynach odszczepiajgcych
amoniak w miesniu szkieletowym™.

Jako stypendysta Fundacji Rockefellera w tym
jeszcze roku wyjechat Tadeusz Mann, wraz z zong
Cecylia — tez uczennicg profesora Parnasa — do
Cambridge w Anglii. Tu, przez prawie dziewiec lat
pracowat z Dawidem Keilinem, odkrywcag cytochro-
mu, w instytucie biologii i parazytologii, zwanym
potocznie Molteno Institute. Pierwsze badania Manna
w Cambridge dotyczyty zawierajagcych hem enzyméw
roslinnych, co dato podstawe do uzyskania przezen
w 1937 roku tytutu doktora filozofii (Ph D). Cze$¢
wynikéw z tego zakresu opublikowanych w kraju,
zaproszony przez profesora Parnasa, przedstawit
w 1939 roku w Wydziale Lekarskim Uniwersytetu
Jana Kazimierza, jako swg prace habilitacyjng. Bada-
nia enzymow metalobiatkowych, prowadzone przez
Manna i Keilina objety enzymy ro$linne i zwierzece.
W 1937 roku wykryli oni po raz pierwszy w historii
enzymologii, ze enzym tgczy sie ze swoim substratem
zanim ten ulegnie katalitycznej przemianie.

»W latach wojny, oprécz obowigzkéw w Molteno
Institute i uczestnictwie w Home Guard (w randze
kaprala!), wiele czasu spedzalem w Londynie jako
cztonek miedzysojuszniczego komitetu przygotowuja-
cego dostawy zywnosci i innych artykutdw pierwszej
potrzeby dla krajow wyzwolonych, International
Committee for Post-War Requirements” — napisat
Mann w swej autobiografii.

Pod koniec wojny, z inicjatywy brytyjskiej rady do
badan w zakresie nauk rolniczych, podjat Tadeusz
Mann badania nad biochemig nasienia zwierzat do-
mowych, a z czasem stat sie rzeczywistym twarca tej
dziedziny biochemii. Na poczatku lat piecdziesigtych
powierzono Mu w Cambridge kierownictwo oddziatu
fizjologii i biochemii rozrodu z tytutem University
Reader in Physiology of Animal Reproduction (1953-
1967). P6zniej zostat wyktadowcg z tytutem Professor
of Physiology of Reproduction (1967-1976). Po przejs-
ciu na emeryture w 1976 roku wyjechat do U.S.A.
zaproszony jako visiting professor przez N.I.H., co
pozwolito mu na prace doswiadczalng przez dalsze
piec¢ lat.
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Niedlugo po przyjezdzie do Cambridge napisat
Tadeusz Mann kilka rozdziatbw do dwutomowej
biochemii Jakuba Karola Parnasa. Ksigzka ta
pt.: ,,Chemia Fizjologiczna — podrecznik dla lekarzy
i studentow medycyny, biologéw, chemikéw i far-
maceutow” ukazata sie w Warszawie w 1937 r.
Swa pierwszg ksigzke pt.: “Biochemistry of Semen”
opublikowat Mann w 1954 roku. Przettumaczono jg
wkrétce na jezyki francuski, japonski i polski. W 1964 r.
ukazato sie Jego dzieto pt. “Biochemistry of Semen of
the Male Reproductive Tract”; kolejne w 1981 r,,
opracowane wspoélnie z zong, pt. “Male Reproductive
Function and Semen — Themes and Trends in Physio-
logy, Biochemisty and Investigative Andrology”. Ana-
logiczne procesy u wielu réznych zwierzat bezkrego-
wych opisat Profesor w wydanej 1984 roku ksigzce
pt.: “Spermatophores — Development, Structure, Bio-
chemical, Atributes and Role in the Transfer of Sper-
matozoa”. Prac naukowych opublikowat blisko trzy-
sta.

W latach pieédziesigtych przyznano Tadeuszowi
Mannowi tytut doktora nauk (ScD), wybrano czton-
kiem Krolewskiego Towarzystwa nauk (F.R.S.);
w 1962 nadano Mu tytut komandora orderu brytyjs-
kiego imperium (O.B.E.). Spos$réd licznych doktora-
tow honorowych jakie otrzymat szczegdlnie cenit sobie
doktorat honoris causa Akademii Rolniczej im. Hugo-
na KoHataja w Krakowie oraz cztonkostwo zagranicz-
ne PAN.

W post scriptum do swej autobiografii profesor
Mann napisat: ,,Chociaz wiekszg czes¢ badan doswiad-
czalnych wykonatem poza granicami Kraju, moje
zamitowania dotyczyty czesto zagadnieri naukowych,
ktore w przesztosci opracowywali fizjologowie i bio-
chemicy polscy, m.in. ludzie tej miary co Nencki
i Marchlewski (biochemia barwikéw metalo-porfiry-
nowych), Raciborski i Korczewski (fizjologia roslin),
Godlewski i Prawochenski (fizjologia proceséw roz-
rodczych u zwierzat (...

Mam nadzieje, ze w moich wspomnieniach i refleks-
jach zdotatem przynajmniej w czesci odzwierciedli¢
serdeczne uczucia dla przyjaciét w kraju zwitaszcza
tych w Akademii w Krakowie. (..) Petni uczué nie
bedac w stanie uja¢ w stowa wiasne, zakoncze lepigj
stowami Kasprowicza:

«Tg samg chodze droga,
Sciezkami temi samemi,

Lata mnie spedzi¢ nie moga

Z mej udeptanej ziemi.

Rzadko na moich wargach
Niech dzi$ to warga ma wyzna
Jawi sie krwig przepojony
Najdrozszy wyraz: Ojczyzna.»”

Opracowano na podstawie autobiografii
Profesora Tadeusza Manna
sygnowanej 11 marca 1988 r.
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Addendum

Profesora Tadeusza Manna poznatam wiosng 1959 r.
w Cambridge, dokad przyjechatam na krotki staz
w Strangeways Research Laboratory. Byt to moj
pierwszy pobyt w Anglii, pierwszy tez kontakt z Ang-
likami. Profesor spotkat mnie na stacji, zakwaterowat
i wprowadzit do Laboratorium. Pafstwo Mannowie
pokazali mi Cambridge i swe laboratoria, udzielili
wielu pozytecznych rad. Na przyktad o pewnych
obyczajach angielskiego savoire vivre, tak wdwczas
réznych od naszych.

Po wieloletniej przerwie w lecie 1992 roku nawigza-
tam ponownie kontakt z Profesorem. W ciggu kilku-
nastu miesiecy dostatam kilkanascie listow i pare
ksigzek. Korespondencja rozwineta sie przy okazji
zbierania materiatow o profesorze J. K. Parnasie prze-
znaczonych do publikacji w kwartalniku Postepy
Biochemii. Profesor Mann przekazat woéwczas na moje
imie oprawny tom prac z zaktadu profesora Parnasa
opublikowanych w latach 1928-1938. Przystat takze
wspomnienia o swym pierwszym Nauczycielul ktére
jako ,Stowo z Cambridge” rozpoczeto serie innych
wypowiedzi. Przyjat je z goracym zainteresowaniem
— czytat juz ich wstepne wydruki — przyniosty Mu
bowiem wiele dotagd nieznanych informacji o losach
profesora Parnasa.

Swoja autobiografie przystat mi Pan Tadeusz juz
w lecie 1992, w listach moéwit takze troche o sobie. Na

1 W osobie Keilina spotkat Tadeusz Mann drugiego znako-
mitego nauczyciela i madrego przyjaciela — ktéry wpraw-
dzie wyjechat z Warszawy jako dziecko — w kontaktach
towarzyskich uzywat nieraz jezyka polskiego.

przyktad o zrealizowanym w grudniu 1992 r. wyjezdzie
do Niemiec, Szwajcarii i Austrii. Z Wiednia — dokad
przybyt, by jak w poprzednich latach stuchac stynnych
koncertow sylwestrowych symfonikéw wiedenskich
— przystat karte noworoczng. Po powrocie, pisat
o pracy nad drugim wydaniem swej ksiazki na temat
spermatoforéw. | dodat: pod koniec listu: ,,zaréwno
umystowo, jak i fizycznie czuje sie niezle”. Wiosng
0 samopoczuciu w listach nie byto mowy. W przed-
ostatnim liscie z kofica lipca Profesor raz jeszcze
wspomniat osobe Parnasa, dla ktérego ,,do dzi§ — jak
napisat — zachowatem ogromny podziw i szacunek”;
opowiedziat tez o swej opiece w Cambridge nad
muzyczng miodziezag uniwersytecka. Wiasnie wtedy
organizowal wyjazd studenckiego chdru Trinity Hall
do Polski. Konczac list dodat: ,Naturalnie sam nie
bede mégt im towarzyszy¢”: Nie bytoby to dziwne: byt
ich opiekunem, sam za$ grywat na skrzypcach.

O swej chorobie powiadomit mnie pan Tadeusz
w koAcu pazdziernika. W pare dni pézniej, z datg 30
pazdziernika 1993 i dedykacjg, przestat ksigzke pt.
“Dynamie Science — Biochemistry in Cambridge
1899-1949”. Byto to podziekowanie za otrzymany tom
pt. ,Lwowskie Srodowisko naukowe w latach 1939-
19497, zawierajgcy tez komplet podstawowych mate-
riatbw o J. K. Parnasie (1894-1949).

Na poczatku listopada 1993 r. wspdélni znajomi
z Anglii informowali mnie, ze Profesor ma petng
Swiadomos$¢ tego co sie z Nim dzieje, nie je, stabnie, ale
co dzien jezdzi ,,na spacer” takséwkga. Odwiedzajg Go
1pomagajg Mu bliscy i serdeczni. Jeszcze 26 listopada
dopisywat co$ w swej autobiografii. Zmart nazajutrz,
nad ranem. Przystano mi wyciety z gazety wydawanej
w Anglii nekrolog, kofAczacy sie stowami: ,,O odejséciu
ztego Swiata przezacnego iniestrudzonego Cztowieka-
Naukowca zawiadamiajg z gtebokim zalem Rodzina
oraz Krewni i Przyjaciele w Anglii, w Niemczech,
w Polsce, w Kanadzie i w USA”.

Zofia Zielinska

Do cztonkow
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Zarzad P.T.Bioch. uprzejmie prosi wszystkich cztonkéw o wptate zalegtych i biezgcych sktadek

cztonkowskich.

Jednoczes$nie informujemy, ze w dniu 14 wrze$nia 1993 roku, na zebraniu Zarzadu Gtéwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ustalono podwyzszenie od roku 1994 rocznej optaty
sktadek cztonkowskich do sumy 100 000 zi. Natomiast koledzy bedgcy cztonkami PTBioch status
studenta winni wnosi¢ roczng optate w wysokosci 50 000 zi.

Zachecamy takze do zaprenumerowania ,Postepéw Biochemii".
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ARTYKULY

Sekwencjonowanie przez hybrydyzacje — nowa metoda

odczytu kodu genetycznego

Sequencing by hybridization — a new method for genetic code

reading

MICHAL JANITZ],
MACIEJ KURPISZ2

Spis tresci:

1. Wstep
Il.  Sekwencjonowanie przez hybrydyzacje
I1-1. Oligosondy
11-2. Biblioteki DNA
11-3. Technika dot-blot
11-4. Warunki hybrydyzacji
11-5. Odczyt sygnatu
11-6. Interpretacja sygnatu
I11-7. Automatyzacja techniki SBH
I11.  Perspektywy

Wykaz stosowanych skrétéw: pz — para zasad; SBH — sek-
wencjonowanie przez hybrydyzacje; 6xSSC — 0.9 M NaCl,
90 mM cytrynian sodu; YAC — sztuczny chromosom
drozdzy; PCR — tancuchowa reakcja polimerazowa po-
zwalajgca na amplifikacje wybranego fragmentu DNA przy
uzyciu specyficznych sekwencji starterowych; technika dot-
blot — przeniesienie probki DNA na filtr w warunkach
wywotanego podcisnienia.

. Wstep

Powstanie projektu sekwencjonowania ludzkiego
genomu (ang. Human Genome Project) spowodowato
ogromny wzrost zainteresowania metodami sekwenc-
jonowania DNA. Autorzy programu sadza, iz w opar-
ciu o klasyczne metody sekwencjonowania petny zapis
nukleotydowy ludzkiego genomu, liczacego 3 x 109 pz
i zawierajagcego od 50 do 100 tysiecy gendw, bedzie
poznany w ciagu najblizszych 15 lat kosztem ok. 600
min dolaréw [1-3].

1 Lek. med., 2 doc. dr hab. Zaktad Genetyki Czlowieka
PAN, ul. Strzeszyriska 32, 60-479 Poznanh
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Contents:

I Introduction
Il.  Sequencing by hybridization
I1-1. Oligoprobes
11-2. DNA libraries
11-3. Dot-blot technique
11-4. Hybridization conditions
I11-5. Signal reading
11-6. Signal interpretation
I11-7. Automation of SBH method
I11.  Perspectives

Tradycyjne metody sekwencjonowania DNA opie-
rajag sie na odczytywaniu kolejnosci nukleotydow
terminujgcych fragmenty DNA rozdzielone elektro-
foretycznie, z ktérych kazdy nastepny jest dtuzszy od
poprzedniego o jedng pare zasad. Rdéznice pomiedzy
poszczeg6lnymi technikami polegaja na sposobie
otrzymywania fragmentdw DNA o r6znej diugosci (i.
metoda chemiczna Maxama i Gilberta [4], ii. metoda
enzymatyczna Sangera [5]). Inne ro6znice dotycza
metod znakowania rozdzielonych odcinkéw DNA.
Wykorzystuje sie tu znakowanie radioizotopem [6],
zwigzkami chemiluminescencyjnymi [7] lub fluores-
cencyjnymi [8].

Mimo znaczgcych postepdéw zwigzanych ze zwiek-
szeniem rozdzielczosci elektroforezy (do 1000 pz w po-
jedynczym rozdziale elektroforetycznym) [9,10], auto-
matyzacjg procesu odczytu sekwencji [11, 12] oraz
konstrukcja sekwencjonatorow DNA [8,13,14], wielu
naukowcéw uwaza, ze tempo sekwencjonowania ludz-
kiego genomu (104 pz dziennie przez jeden zespét)
nalezy zwiekszyé stukrotnie, przy jednoczesnym ob-
nizeniu kosztéw. Naturalng wiec konsekwencjg stato
sie poszukiwanie nowych metod sekwencjonowania
DNA, ws$rdéd ktérych technika sekwencjonowania
przez hybrydyzacje (SBH — sequencing by hybridiza-
tion) wydaje sie najbardziej obiecujaca.

POSTEPY BIOCHEMII 40(2), 1994



Il. Sekwencjonowanie przez hybrydyzacje

Metoda sekwencjonowania przez hybrydyzacje
(SBH) [15, 16] opiera sie na zalozeniu, ze kazda
linearna sekwencja DNA jest szeregiem naktadajgcych
sig, krotkich podsekwencji. Stad tez przy wystarczaja-
cej liczbie oligonukleotydow stanowigcych sondy hyb-
rydyzacyjne mozna okresli¢ kolejnos¢ nukleotydow
w badanym fragmencie DNA (Ryc. 1.

sekwencji badanego DNA. Stwierdzono matematycz-
ng zalezno$¢ pomiedzy liczbg sond zastosowanych
przy badaniu danego fragmentu DNA, a liczbg infor-
macji jaka mozna uzyskac o jego sekwencji. | tak, jesli
wezmie sie odcinek o dtugo$ci 1000 pz i hybrydyzuje sie
go kolejno z 100 do 200 sondami, to sekwencje danego
odcinka mozna okresli¢ tylko czesciowo (ang. partial
sequencing). Dopiero zastosowanie okoto 2000 sond do
analizy danego fragmentu pozwala na okreslenie pet-

5! AATGCTAGGCCCAGCTCA 3

AATGCTAG

TGCTAGGC

CTAGGCCC

AGGCCCAG

Ryc. 1. Zasada sekwencjonowania przez hybrydyzacje (SBH) — kazdy fragment DNA jest zbiorem naktadajacych sie podsekwencji.

I1-1. Oligosondy

Stosujagc metode sekwencjonowania przez hybrydy-
zacje (SBH), jako sondy wykorzystuje sie najczesciej
oktanukleotydy. W uzyciu pozostajg takze sondy 7,
9i 10 nukleotydowe. W poréwnaniu z innymi metoda-
mi hybrydyzacji ($rednia dtugos$¢ sond od stu do kilku
tysiecy pz) sondy stosowane w SBH sg niezwykle
krétkie. Ma to swoje rzeczowe uzasadnienie, bowiem
stabilno$¢ w petni komplementarnego kompleksu son-
da-badany DNA wzrasta wraz ze spadkiem diugosci
sondy [17], Teoretycznie kazda z mozliwych 8-nukleo-
tydowych sekwencji, w liczbie 65536, moze by¢ za-
stosowana jako sonda hybrydyzacyjna. Zalezy to od

nej sekwencji nukleotydowej [18]. Wynika to z faktu,
ze do wskazania okre$lonej pozycji pojedynczej pary
zasad niezbedne jest uzyskanie sygnatu hybrydyzacyj-
nego przy uzyciu 5 lub wiecej sond, ktérych sekwencje
wzajemnie sie naktadajg (Ryc. 2). Oligosondy znako-
wane sg [y-32P]JATP na konicu 5' przy uzyciu kinazy
polinukleotydowej [19].

11-2. Biblioteki DNA

Jedng ze strategii sekwencjonowania DNA jest
analiza sekwencji bibliotek DNA lub cDNA. W pierw-
szym przypadku przed procesem sekwencjonowania
genomowy DNA zostaje poddany trawieniu przez

5’ AATGCCGATTAGCACTZ<C A- 3'

Ryc. 2. Ustalenie pozycji danego nukleotydu w ftancuchu DNA wymaga hybrydyzacji z zastosowaniem przynajmniej 5 oligosond

o naktadajgcej sie sekwencji.
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enzymy restrykcyjne, a powstate fragmenty wbudowu-
je sie do wektoréw w celu ampliflkacji. W zaleznosci od
dtugosci wbudowanego fragmentu stosuje sie: fagi
A(odcinki 100-20 000 pz) [20], fagi M 13 (1000-5000 pz)
[21], kosmidy (30000-45000 pz) [22], fagi Pl (50000-
100000 pz) [23] lub sztuczne chromosomy drozdzowe
(YAC-yeast artificial chromosome), w ktérych diugosc
insertu waha sie w granicach 105-106 pz [24]. Sklono-
wane fragmenty w odpowiednich komorkach gos-
podarza (bakterie, drozdze) tworza biblioteke geno-
mowego DNA.

Inng mozliwo$¢ stanowi konstrukcja bibliotek
cDNA obejmujgcych sekwencje kodujgce w genomo-
wym DNA. Przedmiotem klonowania jest DNA
(cDNA) syntetyzowany na matrycy mRNA przy uzy-
ciu odwrotnej transkryptazy. Poniewaz aktywnos$¢
transkrypcyjna genomowego DNA r6zni sie w po-
szczegOlnych tkankach organizmu, daje to mozliwos¢
tworzenia bibliotek cDNA tkankowo specyficznych.
Biblioteki cDNA nie pozwalajg jednak na analize
sekwencji niekodujacych znajdujacych sie zaréwno
w strukturze genoéw (introny, sekwencje promotorowe),
jak i w ich otoczeniu (np. wzmacniacze transkrypcji).

Wybdr odpowiedniej biblioteki (genomowego DNA
lub cDNA) zalezy wiec od celu jaki chcemy osiggnac¢ za
pomocg analizy sekwencyjnej.

11-3. Technika dot-blot

Uzyskane klony genomowego DNA Ilub cDNA
(najczesciej w fagu M13 jako wektorze) stuzg jako
matryca w procesie hybrydyzacji. Zaproponowano
dwa zasadnicze sposoby hybrydyzacji oligosond
z DNA (Ryc. 3):

(1) taricuch badanego DNA jest immobilizowany

w fazie statej, a nastepnie hybrydyzowany ze znako-

wang radioizotopem oligosondg [16];

(2) Analizowany DNA znakuje sie izotopem, po

czym hybrydyzuje z szeregiem oligosond przytwier-

dzonych do podtoza [25, 26];

Poniewaz wariant pierwszy jest czesciej stosowany,
zostanie on blizej przedstawiony.

W pierwszym etapie techniki SBH, DNA przenosi
sie na filtr nylonowy metodg dot-blot [27]. Rozpusz-
czony w buforze alkalicznym DNA (zdenaturowany
wektor -I- insert) jest osadzony na filtrze przy za-
stosowaniu niewielkiego podci$nienia (ang. vacuum
transfer). Przy wysokim pH $rodowiska, czasteczki
DNA ulegajg kowalencyjnemu zwigzaniu z filtrem, co
utatwia denaturacje DNA. Opisana metoda pozwala
przenie$¢ wiele prébek DNA na filtr w stosunkowo
krotkim czasie.

Inne techniki transferu DNA (Southern biot) lub

A
ki 1i m -badany fragment DNA
NN -oligosondag
*0]Jl -oligosondg znakowanaizotopem
*illl11 -znakowany 1izotopem badany

- filtr

odcinek DNA

Ryc. 3. Rodzaje uktadéw hybrydyzacyjnych: A — badany fragment DNA wigzany jest kowalencyjnie z filtrem, a nastepnie hybrydyzowany ze
znakowang oligosonda; B — znakowany odcinek DNA jest hybrydyzowany z szeregiem oligosond unieruchomionych na filtrze.

74

POSTEPY BIOCHEMII 40(2), 1994



RNA (Northern hlot) obejmujg elektroforeze kwaséw
nukleinowych przed przenoszeniem na Filtr. Elektro-
foreza dostarcza informacji na temat dtugosci badane-
go odcinka, ale jednoczes$nie wydtuza czas procedury
i ogranicza liczbe probek na Filtrze. Wydajno$¢ metody
dot-blot zwieksza uzycie specjalnych aparatéw (np.
Bio-Dot SF Firmy Bio-Rad lub Minifold Il Firmy
Schleicher and Schuell) lub robotéw zdolnych do
umieszczenia nawet 36 000 prébek DNA na Filtrze
0 wymiarach 22 na 22 cm.

I1-4. Warunki hybrydyzacji

Technika sekwencjonowania przez hybrydyzacje
wymaga dos¢ specyFicznych warunkéw hybrydyzacji
badanego DNA ze znakowang sondg, m.in. ze wzgledu
na mata dtugos¢ sond. Czas hybrydyzacji wynosi ok.
3 h w temperaturze 12°C. Dla pordwnania, czas
hybrydyzacji wyznaczony metodg klasyczng wynosi
kilka do kilkunastu godzin, a temperatura hybrydyza-
cji utrzymywana jest w przedziale od 42 do 68°C
w zaleznosci od obecnosci lub braku formamidu
w ptynie hybrydyzacyjnym [29].

Kolejny etap, ptukanie Filtru, jest niezmiernie istotny
dla oceny sygnatu, gdyz pozwala zar6wno na usuniecie
sondy niespecyFicznie zwigzanej z Filtrem jak i na
rozerwanie komplekséw hybrydyzacyjnych o niepet-
nej komplementarnosci. Jest to szczeg6lnie wazne, gdy
sekwencjonuje sie fragmenty DNA o wysokim stopniu
homologii. W zaleznosci od dtugosci oligosondy i jej
sktadu nukleotydowego (liczha par GC) ptukanie
przeprowadza sie w okreslonych warunkach tempera-
tury iczasu [30]. Stosujagc metode SBH, ze wzgledu na
duza liczbe stosowanych sond przeprowadza sie ruty-
nowo wielokrotne cykle dehybrydyzacji i hybrydyzacji
pojedynczego Filtra z kolejng sondg (w przypadku filtra
nylonowego do 12 cykli). W procesie dehybrydyzacji
wykorzystywany jest fakt, ze sita wigzania badanego
DNA z Filtrem (wigzanie kowalencyjne) jest wieksza niz
DNA z oligosondg (wigzanie wodorowe). Intensyw-
nos¢ przeprowadzanej dehybrydyzacji (spadek sity
jonowej roztworu dehybrydyzacyjnego) jest wprost
proporcjonalna do dtugosci kompleksu hybrydyzacyj-
nego i zawartosci par GC w tym kompleksie [31].

11-5. Odczyt sygnatu

Poniewaz sondy znakowane sg radioizotopem, mia-
ra efektywnos$ci hybrydyzacji jest ilos¢ promieniowa-
nia emitowana z Filtra w miejscach wytworzenia kom-
pleksu hybrydyzacyjnego. Wedtug tradycyjnych me-
tod sekwencjonowania najczesciej do odczytu sygnatu
stosowane sg klisze rentgenowskie, ktére natozone na
Filtr ulegajg zaczernieniu w miejscach hybrydyzacji.
Zaczernienia maja posta¢ prazkéw w przypadku tech-
nik opartych na rozdziale elektroforetycznym, lub
plamek w przypadku uzycia techniki dot-blot. Eks-
pozycja Filtru odbywa sie w temperaturze —80°C,
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przez 4-48 godz. Przy sekwencjonowaniu przez hyb-
rydyzacje stosuje sie urzadzenie wzmacniajgce promie-
niowanie (ang. Phosphor-Imager), uzywane réwniez
w Kklasycznej autoradiograFii. Filtr umieszczany jest
w specjalnej kasecie zawierajgcej ekran pokryty euro-
pem. Promieniowanie emitowane z poszczeg6lnych
kropek na Filtrze wzbudza promieniowanie wtorne na
ekranie ograniczone do rozmiar6w kropek. Po czasie
ekspozycji kilkakrotnie krétszym w poréwnaniu z kla-
syczng autoradiograFia, sygnat odczytuje sie przy uzy-
ciu wigzki laserowej sterowanej komputerem. Miejsca
wzbudzenia przedstawione sg na monitorze kompute-
ra w postaci zaczernien. Mozliwa jest zaréwno ocena
iloSciowa ttajak istopnia zaczernienia poszczegdlnych
plam. Przy ustalonym standardzie, pozwala to na
precyzyjne oszacowanie komplementarnos$ci sondy
w stosunku do badanej sekwencji oraz efektywnosci
hybrydyzacji przy réznych stezeniach DNA. Po po-
miarze sygnatu, ekran po krétkiej ekspozycji na Swiat-
to dzienne, gotowy jest do ponownego uzycia [32].

I1-6. Interpretacja sygnatu

Podstawowym elementem w ocenie sygnatu jest
ustalenie przy jakiej wartosci sygnatu hybrydyzacje
mozna uzna€ za pozytywng badz negatywng. W tym
celu, na kazdy Filtr oprocz DNA o nieznanej sekwencji
naktadany jest kontrolny DNA w szeregu rozciefAczen
(np. DNA faga M13 z insertem o znanej sekwencji)
catkowicie lub czesciowo komplementarny wobec kaz-
dej oligosondy stosowanej w danej serii hybrydyzacji.
Stosunek intensywnos$ci sygnatu hybrydyzacji sondy
z kontrolnym DNA o petnej komplementarnosci (kon-
trola pozytywna) i niepetnej komplementarnosci (kon-
trola negatywna) wyznacza wspéiczynnik pozytyw-
nego sygnatu dla okreslonej oligosondy. W prawid-
towo dobranych warunkach hybrydyzacji powinien on
wynosi¢ 10 [33].

Pomimo dobrania optymalnych warunkéw hyb-
rydyzacji w przypadku kazdej sondy notuje sie 2-5%
falszywie pozytywnych i negatywnych sygnatow. Fat-
szywie pozytywny wynik spowodowany jest najczes-
ciej brakiem komplementarnosci pojedynczych nuk-
leotydéw miedzy sondg a DNA. Falszywie negatywny
wynik spotyka sie podczas analizy sekwencji korica 5,
gdzie drugo- i trzeciorzedowa struktura DNA powo-
dujg destabilizacje kompleksu hybrydyzacyjnego (ang.
SBH compression) [34], W celu wzmocnienia sygnatu
stosuje sie dtuzsze sondy (do 12 pz) i tagodniejsze
warunki ptukania (np. 5 min. w 0°C).

I1-7. Automatyzacja techniki SBH

Ze wzgledu na ogromng liczbe stosowanych sond
i konieczno$ci interpretacji wynikéw setek hybrydyza-
cji na pojedynczym Filtrze, opracowano dla potrzeb
SBH specjalne programy komputerowe pozwalajgce
na odtworzenie badanej sekwencji na podstawie pozy-
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tywnych sygnatow z oligosondami o naktadajgcej sie
sekwencji. Stosujgc odpowiednie testy symulacyjne
wykazano, iz nawet 10% btedéw w odczycie nie ma
wpiywu na ostateczne ustalenie sekwencji [35].
Oproécz ustalonych programoéw, na zmniejszenie pra-
cochtonnosci i obnizenie kosztéw stosowania metody
SBH miata wplyw automatyzacja procesu transferu
klonéw z kolonii bakteryjnych [36], zastosowanie
metody PCR w celu amplifikacji sklonowanych frag-
mentéw DNA oraz konstrukcja robotéw laboratoryj-
nych wykorzystywanych w technice dot-hlot do prze-
noszenia poszczegdlnych klondw na filtr [28].

I11. Perspektywy

Mimo wielu technicznych odrebnosci, sekwencjono-
wanie poprzez hybrydyzacje moze sta¢ sie waznym
elementem uzupetniajgcym tradycyjne metody sek-
wencjonowania. Przyktadem tego moze by¢ koncepcja
wstepnej charakteryzacji nieznanych sekwencji przy
uzyciu SBH (ang. partial SBH) [37], a nastepnie
catkowite sekwencjonowanie danego klonu w oparciu
o metody klasyczne. Taka strategia moze by¢ szczego6l-
nie przydatna przy badaniu bibliotek cDNA. Stosujgc
30 do 100 razy mniej oligosond w poréwnaniu z liczbg
potrzebng do catkowitego zsekwencjonowania mozna
wstepnie okresli¢ przynalezno$¢ danego klonu do
okreslonej rodziny genéw. Znajac sekwencje jednego
z alleli genu mozna opracowac zestaw sond zdolny
wykry¢ sekwencje homologiczne w poszczeg6lnych
tkankach lub blisko spokrewnionych organizmach.
W wyniku czesciowego SBH, klony cDNA bytyby
opatrzone wizytéwka pozwalajacgq na uporzadkowa-
nie sekwencji w ramach bibliotek cDNA [38].

Kolejng perspektywe stanowi miniaturyzacja proce-
su hybrydyzacji. We wstepnych badaniach znajdujg sie
mikrofiltry (tzw. sequencing chips), na ktérych w odleg-
tosciach rzedu mikrometréw znajdujg sie miliony
oligosond o réznej sekwencji. Mikrofiltry hybrydyzuje
sie z mieszaning znakowanych fluorescencyjnie, krdt-
kich fragmentéw genomowego DNA lub cDNA (patrz
podrozdz. 11-3.), a nastepnie odczytuje sie sygnat przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego [39].

Biorac pod uwage dynamiczny rozwoj sekwenc-
jonowania przez hybrydyzacje nalezy sie spodziewac,
ze w stosunkowo krotkim czasie znajdzie ona wiele
zastosowan w procesie sekwencjonowania kwasow
nukleinowych.

Artykut otrzymano 7 pazdziernika 1993 r.
Zaakceptowano do druku 4 lutego 1994 r.
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Naprawa DNA w genomie ludzkim

DNA repair in human genome

MALGORZATA WALICKA*

Spis tresci:

l. Wstep

Il.  Mechanizmy naprawy

I1l.  Choroby dziedziczne z uposledzona naprawa

IV. Heterogenno$¢ naprawy w genomie. Naprawa genowa
V. Genetyczna kontrola naprawy

Wykaz stosowanych skrétéw: XP — xeroderma pigmen-
tosum; CS — zesp6t Cockayne’a; TTD — trichotiodystrofia;
HSSB — ludzkie biatko wigzace jednoniciowy DNA (human
single-stranded binding protein); PCNA — antygen jadrowy
komérek proliferujagcych (proliferating cell nuclear antigen);
RF-C — czynnik replikacyjny C (replication factor C); DP
- (5-5, 6-6) cyklobutanowy dimer pirymidynowy; Foto-
produkt 6-4 — fotoprodukt 6,4-tyminy-cytozyny; ERCC
— ludzkie geny komplementujgce wrazliwe na UV mutanty
komdrek chomika chinskiego (excision repair Chinese hams-
ter complementing); N-AA AF — N-acetoksy-2 acetylo-amino
fluoren; AAF — 2-acetylo-aminofluoren; MNU — metylo-
nitrozomocznik; DHFR — gen dehydrogenazy dihydrofolia-
nowej; ADA — gen dezaminazy adeniny; TRCF — czynnik
sprzezenia naprawy z transkrypcja (transcription repair coup-
ling factor); mdf — gen E. coli odpowiedzialny za spadek
czestosci mutacji (mutation frequency decline); kz — Kilo-
zasada; kDa — kilodalton.

. Wstep

Mutageny i kancerogeny $rodowiskowe, produkty
metabolizmu komdrkowego np. utleniania, niestabil-
nos$¢ chemiczna DNA ispontaniczne biedy w replikacji
powodujg powstawanie uszkodzeA w genomie. Ich
letalne i mutagenne skutki sg tagodzone przez en-
zymatyczne procesy naprawy.

W niniejszym artykule przedstawie obejmujgcg sze-
rokie spektrum uszkodzen i najlepiej znang naprawe
przez wycinanie nukleotydu. Nasza wiedza dotyczy

* Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia, Instytut Chemii
i Techniki Jagdrowej, ul. Dorodna 16, 03-195 Warszawa
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w gtéwnej mierze usuwania dimerédw pirymidynowych
(DP), indukowanego przez UV. Aby zrozumiec ten
proces prowadzi sie badania komdrek ludzi cierpia-
cych na dziedziczne choroby: xeroderma pigmentosum
(XP), zesp6t Cockayne’a (CS) i trichotiodystrofie
(TTD). W chorobach tych wystepuje nadwrazliwo$¢ na
Swiatto, nowotworzenie i/lub anomalie neurologiczne
oraz duze zréznicowanie fenotypdw.

Do przeprowadzenia wstepnego etapu naprawy, tj.
rozpoznania uszkodzenia ijego wyciecia, niezbednych
jest wiecej niz osiem biatek zmienionych w XP [1],
w tym endonukleaza wycinajgca DP [2]. W etapie
replikacji naprawczej, wykonanej przez polimerazy
5ie [3], niezbedne sg biatka HSSB, PCNA i RF-C [1].

Obecnie umiemy oceni¢ poziom naprawy nie tylko
w catym genomie (bulk DNA repair), ale i dowolnej
znanej sekwencji DNA. Naprawa genomu jest hetero-
genna: uszkodzenia genéw czynnych, w szczeg6lnosci
nici transkrybowanej, sg usuwane szybciej niz uszko-
dzenia gendw nieczynnych. Zjawisko to obejmuje sie
mianem naprawy preferencyjnej (preferential repair) [4].

Sposrod dziesigtkéw gendw, od ktérych zalezy
przebieg naprawy w komaérkach zwierzecych, sklono-
wano ponad dwadziescia [3]. Sze$¢ z nich: ERCCL,
ERCC2, ERRC3, ERCC5(XPGc), ERRC6, XPAC [5,
6] sa to ludzkie geny majgce udzial w rozpoznaniu
i wycieciu uszkodzenia wywotanego przez UV. Sg one
zmutowane w XP, CS i TTD, a zatem moga by¢
posrednio zwigzane z procesami nowotworzenia i po-
wstawania anomalii neurologicznych. Geny ERCC nie
wykazujg homologii do genéw UvrABC sterujgcych
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etapem rozpoznania i naciecia w komorkach E. coli.
Wynika to z odmiennos$ci substratu dla enzymow
naprawczych w komodrkach bakteryjnych i zwierze-
cych [6, 7], W tych ostatnich jest nim chromatyna.
Natomiast homologia do gendéw komdrek gryzoni,
drozdzy i muszki owocowej wskazuje na zachowawczy
charakter naprawy przez wycinanie u Eukaryota [8].

Geny ERCC2, ERCC3 i ERCC6 koduja helikazy
RNA i DNA. Swiadczy to o istotnej roli helikaz
w procesie naprawy [8], Najwazniejszym ostatnim
odkryciem jest stwierdzenie przez Schaeffera
i wsp. [9], ze helikaza naprawcza ERCC3 stanowi
sktadnik czynnika transkrypcyjnego BTF2 (TFIIH).
Nalezy on do podstawowych czynnikéw transkrypcyj-
nych inicjujacych wraz z polimerazg Il RNA wigkszos¢
promotordw i przeprowadzajacych transkrypcje pod-
stawowg. Analiza genu ERCC6 [10] korygujacego
upos$ledzenie naprawy preferencyjnej w CS iwykazujg-
cego homologie do gendéw regulatorow transkrypcji
u drozdzy i muszki owocowej, rowniez wskazuje, ze
transkrypcja i naprawa przez wycinanie posiadajg
wspdlne sktadniki biatkowe isg funkcjonalnie potaczo-
ne [11].

W Swietle tych doniesief [9-12] oczywiste staje sie,
ze prawdopodobnie wiele genéw uznawanych za geny
naprawy DNA peini w naprawie role posrednig [12]:
od kodowanej przez nie aktywno$ci moze zaleze¢
transkrypcja, sktadanie RNA itranslacja genéw kodu-
jacych enzymy naprawcze, za$ w zespotach XP, CS
i TTD nalezy raczej widzie¢ skutki zaburzonej trans-
krypcji [13] niz upoS$ledzenia naprawy DNA.

Il. Mechanizmy naprawy

Uszkodzenia DNA indukowane przez czynniki fizy-
czne i chemiczne zostaty wyczerpujaco przedstawione
w [4], Tutaj pragne zwr6ci¢ uwage, ze w komaérkach
zwierzecych rodzaj i zlokalizowanie uszkodzen zalezy
nie tylko od sekwencji nukleotydéw w nici DNA, lecz
od struktury chromatyny [15]. Przedmiotem niniej-
szego artykutu jest naprawa zmian wywotanych
w DNA przez UV. Sa to gtéwnie DP i powstajace
z 5-10 razy mniejszg czestoscig fotoprodukty 6-4 [16],
Wydajno$¢ kwantowa tworzenia DP jest zalezna od
sekwencji nukeotydow [17]. Znajagc sekwencje moze-
my z duzym prawdopodobienistwem podaé miejsca
mutacji (mutation hot spots) w badanym genie, np. [16,
18]. Mimo, ze fotoprodukty 6-4 powstajg z mniejszg
czestoScig niz DP, we fragmentach DNA w ktérych
czestsze sg dwojki TC niz TT beda one dominowaty
[16]. Sekwencja zasad odgrywa réwniez role w tworze-
niu adduktéw przez kancerogeny chemiczne [19, 20],
Addukty kancerogenéw chemicznych charakteryzuje
ponadto nierownomierny rozktad miedzy DNA rdze-
nia nukleosomu i DNA {gcznikowy: np. przytgczenie
metabolitow benzo(a)pyrenu do #acznikowego DNA
jest 3-4 razy czestsze niz do rdzenia [21, 22], Podobna
preferencja wystepuje w przypadku czynnikéw mety-
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lujacych [23, 24], furokumaryn [25] i N-AAAF [26].
Na wyzszym poziomie organizacji chromatyny jej stan
funkcjonalny dodatkowo wptywa na dostepnos¢ DNA
dla czynnikdw geno-toksycznych. Obszary transkryp-
cyjnie czynne majg bardziej otwartg strukture niz
reszta genomu poniewaz sa pozbawione nukleosomow
[27]. Powoduje to, ze wiele kancerogendw preferencyj-
nie tworzy addukty w tych obszarach np. AAF N-
hydroxy-AAF, dimetylo-N-nitrozoamina, MNU
i diol-epoksyd benzo(a)pyrenu [28, 29]. R6wniez pro-
mieniowanie jonizujgce wytwarza wiecej wigzan krzy-
zowych miedzy biatkiem i DNA w chromatynie czyn-
nej w poréwnaniu z nieczynng [30], Rdznica taka nie
wystepuje w przypadku DP [31].

Dla naprawy uszkodzen DNA w komdrkach ssa-
kéw przyjmuje sie zmodyfikowane schematy dotycza-
ce komoérek bakteryjnych. Skomplikowana organiza-
cja genomu eukariotycznego wymaga jednak specjal-
nych zmian dopasowujacych chromatyne do stanu
umozliwiajgcego usuniecie uszkodzenia DNA. Z tego
wzgledu w procesie naprawy bierze udziat wieksza
liczba biatek, tym samym wieksza liczba genéw deter-
minuje jej przebieg [7],

Analizujgc procesy naprawy mozemy wyodrebnic
naprawe bezposrednig, przez wycinanie (excision
repair) i postreplikacyjng zwang tez naprawg w nici
potomnej (post-replication, daughter strand repair)
[32]. Ten ostatni typ naprawy ma miejsce po zrep-
likowaniu uszkodzonego DNA. Replikacja moze za-
chodzi¢ z obejSciem uszkodzenia przez polimeraze
(translesion synthesis), tj. synteze ciggtej nici potomnej
zawierajacej btedy, lub z przeskakiwaniem uszkodze-
nia przez enzym i powstawaniem ubytkéw (gaps) na
przeciwko uszkodzenia. Mechanizm wypetniania uby-
tkdbw w potomnym DNA komorek zwierzecych jest
stabo poznany [33].

Naprawa bezposrednia, z udziatem jednego enzymu,
jest prostym przywrdoceniem stanu sprzed uszkodze-
nia. W przypadku DP polega ona najego rozszczepie-
niu przez fotoliaze w obecnosci Swiatta [34], W przy-
padku alkilacji, alkilotransferaza DNA przynosi maty
podstawnik alkilowy z alkilowanej guaniny na reszte
cysteiny w swoim centrum aktywnym, tym samym
inaktywujac sie (artykut przeglagdowy w [35]).

W naprawie przez wycinanie rozpatruje sie naprawe
przez wycinanie nukleotydu i wycinanie zasady. Ab-
solutne ich rozréznienie nie zawsze jest mozliwe.
Naprawa przez wycinanie zasady (base excision ) usu-
wa zasady uszkodzone przez promieniowanie jonizu-
jace i monofunkcyjne czynniki alkilujgce. W jej pierw-
szym etapie swoista glikozylaza rozpoznaje i usuwa
uszkodzenie poprzez hydrolize wigzania N-glikozylo-
wego miedzy uszkodzong zasadg i deoksyrybozg [36].
Nastepnie endonukleaza apurynowa lub apirymidy-
nowa nacina wigzania fosforanowe miedzy resztami
cukrowymi. Polimeraza DNA, najprawdopodobniej
polimeraza (3 wypeinia powstatg luke 2-3 nukleo-
tydowag, wykorzystujac ni¢ komplementarngjako mat-
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ryce, za$ ligaza tagczy fosforan deoksyrybozy ze szkiele-
tem DNA [37],

Naprawa przez wycinanie nukleotydu (nucleotide
excision repair) usuwa duze uszkodzenia. Mechanizm
tej naprawy u E. coli jest poznany w szczegotach
w przypadku usuwania DP, lub innych uszkodzen
powodujgcych podobne zmiany w dwuniciowej struk-
turze DNA. DP jest rozpoznawany przez endonuk-
leaze wycinajgcg UVrABC (UVrABC excinuclease).
Produkty genéw UVrA, UVrB, UVrC dziataja na
wiele typow uszkodzen [38]. Brak swoistosci tych
biatek wobec uszkodzen ttumaczy w sposdéb przekonu-
jacy hipoteza [39] wediug ktorej biatko UVrB petni
role mierniczego oddziatywan warstwowych miedzy
zasadami. W przypadku zaburzenia w tych oddziaty-
waniach kompleks UVrA2B nacina ni¢ DNA po obu
stronach uszkodzenia, w odlegtosci 6-ciu nukleotydow
od strony 5'i 3 od strony 3. Nastepnie biatko UYrD tj.

etap i

Rozpoznanie, nadecie

helikaza Il, polimeraza | i ligaza dokonujg dalszych
etapow naprawy: odsuniecia oligonukleotydu zawiera-
jacego uszkodzenia, poszerzenia luki, polimeryzacji
i potgczenia fragmentu nowozsyntetyzowanego ze
starym.

W komdrkach zwierzecych badania nad natural-
nymi i indukowanymi mutantami i opracowanie bez-
komoérkowego uktadu do odtwarzania naprawy z wy-
korzystaniem uszkodzonego plazmidu jako substratu
[40] pozwolity na zaproponowanie modelu [1] przed-
stawionego na rycinie 1

W pierwszym etapie, po rozpoznaniu uszkodzenia,
nastepuje naciecie nici w 23 lub 21 wigzaniu fosfodiest-
rowym od strony 5'i6lub 50d strony 3' przez nukleaze
nukleotydowg wycinajacg (nucleotide excision nuclea-
se) [2]. Etap ten wymaga skoordynowanego dziatania
ponad osSmiu biatek kodowanych przez geny zmuto-
wane w XP igeny ERCC — patrz paragraf V. Stabilne

blalka XP i ERCC

Odsuniecie wydetego fragmentu

T

NSNS NN LLL L

v

HSSB

Stabilizacja luki

IIRERNRERREINY

] 1111111
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Inicjacja replikacji naprawczej T
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PCNA, RF-C ?

Replikacja naprawcza
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ligaza DNA

TTTT e '

Potaczenie zreplikowanego fragmentu TITITTITTT]
ze starg cz”cig nici

Ryc. 1. Naprawa przez wycinanie nukleotydu w uktadzie bczkomérkowym. Modyfikacja modelu proponowanego przez Shi vji i wsp. [1],
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produkty posrednie powstate w wyniku naciecia wy-
krywa sie tylko w obecnosci biatka HSBB. Shivji
i wsp. uwazajg, ze biatko HSBB moze stuzyé do
ochrony powstatej luki przed degradacjg lub obrobka
w niepozadanym kierunku, np. rekombinacjg. Biatko
to moze réwniez pomagac w odtgczeniu uszkodzonego
oligonukleotydu od biatek rozpoznajgcych i nacinaja-
cych i w ten sposéb umozliwi¢ powtdrne ich uzycie.
Nastepny etap, synteza naprawcza, zachodzi w obec-
nosci biatka PCNA, ktdére przytgcza sie wraz z bial-
kiem RF-C do miejsca zwigzania matrycy z primerem.
Syntezy naprawczej dokonuje polimeraza 5 lub e [3].
Na koniec ligaza | tgczy grupe OH 3' nowosyn-
tetyzowanego fragmentu z konncowym fosforanem 5'
starej czesci nici [37, 41].

Biatko HSSB, polimerazy DNA, biatka PCNA
i RF-C oraz ligazy dziatajace w drugim etapie naprawy
przez wycinanie sg niezbedne dla normalnego metabo-
lizmu DNA, to jest dla zycia komorki. Dlatego, by¢
moze, udaje sie tylko izolowa¢ mutanty naturalne
i indukowane o podwyzszonej wrazliwosci na promie-
niowanie UV, ktére wykazujg uposledzenie w etapie
naprawy dotyczgcym rozpoznania uszkodzenia i na-
ciecia nici, nie za$ w etapie syntezy naprawczej i ligacji
— por. paragraf V.

Warto w tym miejscu wspomnieé, ze mutacja w ge-
nie ligazy | powoduje wrazliwo$¢ na wiele czynnikéw
uszkadzajgcych DNA, gdyz enzym ten jest wspdlny dla
naprawy przez wycinanie zasady i nukleotydu oraz
faczy proste pekniecia szkieletu fosforanowo-cukrowe-
go DNA wywotane przez promieniowanie jonizujgce.
Mutacje w genie ligazy | stwierdzono u pacjentki ze
zwiekszong wrazliwoscig na czynniki $rodowiskowe,
upoS$ledzeniem immunologicznym i domniemanym
nowotworzeniem (tzw. komorki 46 BR) [41].

I11. Choroby dziedziczne z upo$ledzong na-
prawa

Naturalne mutanty ludzkie, za jakie mozemy uwa-
za¢ dziedziczne zespoty chorobowe z nadwrazliwoscia
na czynniki genotoksyczne, stanowig podstawowy
materiat w badaniu mechanizméw naprawy w geno-
mie ludzkim. Najpierw wykryto upos$ledzenie naprawy
w XP [42, 43]. W wyniku tego odkrycia zwrdcono
uwage na takie zespoty chorobowe jak: zesp6t Wer-
nera, anemia Falconiego (AF), zesp6t Blooma, zespét
Downa, ataxia telangiectasia (AT), zesp6t Cockayne’a,
(CS) actinic keratosis, chroniczna biataczka limfatycz-
na, porfirie, epidermodysplasia veruciformis, progerie
i inne. Odnos$niki do wspdiczesnych badarn znajdzie
czytelnik w przegladzie Lehmanna i Karrana
[44]. Z czasem ograniczono sie gtéwnie do badan nad
XP, CS, AT i AF, za$ w latach osiemdziesigtych
wigczono do tej listy trichotiodystrofie (TTD). Wyczer-
pujace omowienie badan naprawy DNA w AT i AF
przedstawiono w pracy Lehmanna i Deana
[45], Molekularne podioze uposledzenia naprawy
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poznano najlepiej w przypadku XP, ZC i TTD iz tego
wzgledu konieczne jest skrotowe przedstawienie ob-
jawoéw Klinicznych i fenotypu komdrek XP, ZC iTTD
w hodowlach in vitro.

XP jest rzadko wystepujgcg choroba, dziedziczong
w sposbb recesywny, autosomalny. Pacjentow cechuje
nadwrazliwo$¢ na Swiatto, anomalie barwnikowe
i przednowotworowe zmiany w skdérze eksponowanej
na Swiatto stoneczne, ponad tysigckrotnie zwigkszona
czestotliwo$¢ wystepowania nowotworow  skoéry
i oczu, dziesiecio-dwudziestokrotnie zwiekszona czes-
to§¢ nowotworzenia w organach innych niz skora,
a w wielu przypadkach postepujgca degradacja neuro-
logiczna [43, 46], Komorki pacjentéw XP hodowane
in vitro sa wrazliwe nie tylko na UV lecz rowniez
kancerogeny tworzace duze addukty [47]. Defekt
polega na uposledzeniu naprawy przez wycinanie
nukleotydu. Doswiadczenia z fuzjg komo6rkowg wyka-
zaly, ze komarki réznych pacjentéw mogg wzajemnie
uzupetniaé braki w naprawie. Istnieje siedem grup
komplementacyjnych oznaczonych od XP-A do XP-G
[48-50]. Mikroinjekcje endonukleaz prokariotycz-
nych swoistych dla DP przywracajg zdolno$¢ do
przeprowadzenia naprawy [51]. W nielicznych przy-
padkach zwanych wariantami XP naprawa przez
wycinanie przebiega normalnie, lecz zwigkszona wraz-
liwos¢ na UV i podwyzszona czestoS¢ mutacji wy-
stepuje tacznie z defektem w naprawie postreplikacyj-
nej [52-54],

Pacjenci CS [55] wykazujg silny niedorozwéj umys-
towy i fizyczny, deformacje szkieletu, brak anomalii
w ubarwieniu skéry i zmian nowotworowych. Sa
wrazliwi na Swiatto stoneczne, za$ ich komorki hodo-
wane in vitro — na promieniowanie UV. Zidentyfiko-
wano trzy grupy komplementacyjne komorek CS:
CS-A, CS-B i CS-C [56]. Komérki CS wykazujg
normalny poziom naprawy genowej ale sg upos$ledzo-
ne w naprawie genéw aktywnych transkrypcyjnie [57],
Istnieja pacjenci z Kklinicznymi cechami XP i CS.
W tych przypadkach defekt w naprawie zostat za-
klasyfikowany jako charakterystyczny dla grup kom-
plementacyjnych XP-B, XP-D i XP-G [3].

TTD jest chorobg dziedziczng autosomalng, recesy-
wna charakteryzujaca sie niedorozwojem umystowym
i fizycznym oraz niedoborem siarki we witosach, co
powoduje ich wykruszanie sie. Okoto 20% przypad-
kéw cechuje nadwrazliwo$é na Swiatto, ktérej towa-
rzyszy upos$ledzenie naprawy DNA [58]. UpoS$ledzenie
to wydaje sie by¢ identyczne z wystepujagcym w XP-D
[59]. Poniewaz grupa komplementacyjna XP-D za-
wiera komérki XP, CS i TTD, Hoeij makers
i Bootsma zaproponowali [5], ze lokus XP-D
moze kodowac wiele funkcji. Wyjasnitoby to hetero-
genno$¢ tej grupy komplementacyjnej.

Wrdd trzech opisanych naturalnych mutacji ludz-
kich podwyzszone nowotworzenie wystepuje tylko
w XP. Z tego powodu nie mozna uwazaé, ze nowo-
tworowy fenotyp XP zalezy tylko od upos$ledzenia
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naprawy uszkodzen DNA wywotanych przez czynnik
srodowiskowy. Lehman i Norris [60] zapropo-
nowali wobec stwierdzonego niedoboru przeciwciat, ze
fenotyp nowotworowy XP jest rezultatem zaréwno
uposledzenia naprawy DNA jak i upos$ledzenia nad-
zoru immunologicznego. Ten ostatni defekt uniemoz-
liwia zapobieganie rozwojowi zmian nowotworowych
skéry. Grupa Sarasina [61] sugerowata, ze nowo-
tworowy fenotyp XP moze by¢ zwigzany ze zwiek-
szonym poziomem uszkodzen oksydacyjnych, gdyz
w komérkach XP stwierdzono pieciokrotne zmniej-
szenie aktywnosci katalazy. Wobec braku wrazliwosci
komdrek XP na uszkodzenia oksydacyjne [62] nalezy
jednak te hipoteze odrzucic.

IV. Heterogenno$¢ naprawy w genomie. Na-
prawa genowa

Naprawe w catym genomie (bulk DNA repair) po-
znano w istotnym stopniu dzieki badaniom na komdr-
kach XP, natomiast doswiadczenia na komé6rkach CS
zapoczatkowaty badania naprawy na poziomie poje-
dynczego genu. Komérki CS, napromieniowane UV,
mimo poziomu naprawy w catym DNA charakterys-
tycznego dla komorek ludzi zdrowych, przejawiaja
dtugotrwate zahamowanie syntezy RNA. Fakt ten
sktonit Mayne i Lehmanna [63] do przypusz-
czenia, ze w zespole Cockayne’a mamy do czynienia
z brakiem usuwania uszkodzen z genéw aktywnych.
Hipoteza ta potwierdzita sie po kilku latach [57,64,65].

Geny czynne stanowig jak wiadomo ok. 1% geno-
mu. W komoérce zachodzi usuwanie uszkodzen z ge-
néw czynnych, w szczegdlnosci z ich transkrybowa-
nych nici, a zatem naprawa preferencyjna. Jej wykrycie
byto mozliwe dzieki zastosowaniu technik biologii
molekularnej, tj. ciecia enzymami restrykcyjnymi, hyb-
rydyzacji do dwuniciowych sond DNA (Southern blot-
ting) [66], lub w przypadku gdy badamy naprawe
w nici transkrybowanej, do jednoniciowych sond RNA
[67], Naprawe preferencyjng wykryt Bohr i wsnp.
[68] w genie DHFR komérek chomika chinskiego.
WKkrétce okazato sie, ze naprawa preferencyjna wy-
stepuje w komdrkach na réznym poziomie organizacji:
bakteryjnych [69], drozdzowych [70] oraz ludzkich
(671, [71],

Pierwotnie naprawe preferencyjng wigzano ze szcze-
g6lnymi wiasnosciami strukturalnymi chromatyny ak-
tywnej transkrypcyjnie, z utratg struktury nukleo-
somowej tj. co utatwia dostep enzymow naprawczych
do DNA, jak rowniez zjej lokalizacjg w poblizu miejsc
przyczepu petli DNA do matrix jadrowej [64, 65].
W miejscach tych lub w ich poblizu upatruje sie
funkcjonalne i strukturalne punkty kontroli replikacji
i transkrypcji [72]. Warto zauwazy¢, ze obszar na-
prawy preferencyjnej DNA jest wiekszy niz badany
gen. Np. dla genu DHFR o wielkosci ~30 kz wynosi
on 60-80 kz [73], co odpowiada $redniej wielkosci petli
DNA. Zatem petla DNA mogtaby by¢ réwniez funkc-
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jonalng i strukturalng jednostkg naprawy DNA.

Zaobserwowanie naprawy preferencyjnej w komor-
kach E. coli [69], w ktérych nie ma chromatyny
0 budowie charakterystycznej dla komdrek eukarioty-
cznych oraz brak naprawy preferencyjnej u Drosophila
melanogaster [74] odwrocity uwage od uwarunkowan
naprawy preferencyjnej zwigzanych ze strukturg ak-
tywnej chromatyny i doprowadzity do hipotezy na-
prawy sprzezonej z transkrypcja [75], Wediug tej
koncepcji istotng role w naprawie nici transkrybowa-
nej ma petni¢ tzw. czynnik sprzezenia naprawy z trans-
krypcjag, TRCF (transcription repair coupling factor).
Selby i wsp. [76] wyizolowali biatko TRCF z ko-
morek E. coli mfd+. W uktadzie bezkomoérkowym
biatko to stymuluje kilkakrotnie selektywne usuwanie
duzych podstawnik6éw takich jak DP i monoaddukty
psoralenu z transkrybowanej nici genu przepisywane-
go z duzg czestoScig [76, 77], Sprzezenie transkrypcji
1naprawy w komorkach zwierzecych zostanie omo-
wione w paragrafie V.

Istnienie naprawy preferencyjnej wyjasnia, jak to
dowcipnie sformutowat Hanawall “repairadox”
komorek gryzoni. Polega on na tym, ze komorki te sg
w takim samym stopniu wrazliwe na UV co komarki
ludzkie, za$ naprawa catego DNA komdrkowego
stanowi 10-20% poziomu obserwowanego w komor-
kach ludzkich [79, 80], Komd6rkom gryzoni wystarcza
selektywna naprawa uszkodzen z transkrybowanej
nici gendéw aktywnych [69], podczas gdy komdrki
ludzkie usuwajg DP zar6wno z genéw aktywnych jak
i z calego genomu [68].

Obecnie dostepne dane sugerujg istnienie hierarchii
w naprawie genomu [4, 81]: najwolniej naprawiana
jest chromatyna transkrypcyjnie nieczynna, np. chro-
mosomu X, naprawa gendéw aktywnych jest szybsza,
za$ naprawa transkrybowanych nici genéw aktywnych
przyspieszona. W hierarchii tej nie mieszcza sie geny
rRNA, co wykryli Vos i Wauthier [82]; geny te
naprawiane sg z mniejsza wydajnoscig niz $rednio
biorgc caty genom. Vos w swoim btyskotliwym
przegladzie [83] nazwatje “repair cold spots” i prébo-
wat ttumaczy¢ ich istnienie swoistymi witasciwosciami
polimerazy | RNA lub rodzajem tworzonego przez nia
kompleksu transkrypcyjnego. W odr6znieniu od in-
nych gendéw, ktérych transkrypcje prowadzi polimera-
za Il, geny rRNA sg bowiem transkrybowane przez
polimeraze I RNA.

Ptodng badawczo wydaje sie zaproponowana przez
Mullendersa i wsp. [8] hipoteza zwigzku przy-
czynowego miedzy upo$ledzong naprawg gendéw
utrzymujacych komorke przy zyciu (house keeping
genes) i powstawaniem anomalii neurologicznych. Jest
ona oparta na analizie naprawy w genach HPRT
i ADA w grupach komplementacyjnych XP i CS.
Waznym biologicznie skutkiem heterogennosci na-
prawy jest nierownomierny rozktad mutacji w ré6znych
obszarach genomu, oraz zmniejszenie czesto$ci w ni-
ciach transkrybowanych [18, 84, 85], Wolniejsza i nie-

81



kompletna naprawa genéw nieczynnych, w szczegol-
nosci niektdrych protoonkogenéw, moze prowadzié
do mutacji i transformacji nowotworowej. W ten
spos6b tlumaczy sie wystepowanie nowotworzenia
w XP-C, grupie komplementacyjnej, w ktérej naprawa
w genach czynnych jest normalna, za$ uposledzenie
dotyczy naprawy catego DNA komérkowego [81].

Komarki wrazliwe na UV czy to ludzkie, czy gryzoni
wykazujg uposledzenie naprawy nici transkrybowanej
i—jak wynika z badan prowadzonych na genie HPRT
— w tej wiasdnie nici, w przeciwienstwie do komorek
normalnych, zlokalizowana jest wiekszo$¢ mutacji
[84-86]. Wynik ten probuje sie ttumaczyé rdznicg
czestosci btedéw w syntezie DNA na uszkodzonych
niciach, transkrybowanej i nietranskrybowanej [18, 81].
V os [83] sugeruje, ze czestos¢ mutacji w obu niciach
moze zaleze¢ od wzglednej orientacji replikacji i trans-
krypcji w danym genie. Hipoteze te mozna sprawdzi¢
przy uzyciu uszkodzonych promieniowaniem UV
wektorow wahadtowcowych (shuttle vectors) zawiera-
jacych odpowiednie geny reporterowe. Wektory te,
po wprowadzeniu do komdrek zwierzecych, sg w nich
naprawiane, replikowane i transkrybowane [87, 88],
za$ skuteczno$¢ naprawy mozna oceni¢ na podstawie
ekspresji w komaérkach bakterii.

Osobiscie sadze, ze w mutantach wrazliwych zwiek-
szona czesto$¢ mutacji w nici transkrybowanej wigze
sie raczej z defektem ktorego$ z czynnikéw TRCF,
ktérych komdrka zwierzeca musi zawiera¢ kilka. De-
fekt taki prowadzitby bowiem do uposledzenia na-
prawy uszkodzen w nici transkrybowanej, a tym
samym do zwiekszonej czestosci mutacji. Zauwazmy,
ze bakteryjny czynnik TRCF jest kodowany przez gen
mdf+, tj. gen odpowiedzialny za spadek mutacji.

V. Genetyczna kontrola naprawy

Liste sklonowanych genéw majacych udziat w na-
prawie réznego rodzaju uszkodzen znajdzie czytelnik

w pracy [3]. W sumie sklonowano ich ponad 20.
Tabela 1 przedstawia najlepiej poznang grupe genow
zwigzanych z naprawg przez wyciecie nukleotydu. Do
ich sklonowania uzyto, z wyjgtkiem genu XPAC
i XPGC, otrzymane w laboratorium mutanty komorek
chomika chinskiego, wrazliwe na UV [89]. Mutanty te,
uposledzone w etapie rozpoznania i nacinania, zostaty
zaklasyfikowane do 10 grup komplementacyjnych
oznaczonych numerami od 1do 10. Okazaty sie one
dobrymi odbiorcami ludzkiego DNA. Z transfektan-
tow, ktore odzyskaty normalng wrazliwo$¢ na promie-
niowanie UV, izolowano ludzki DNA odpowiedzialny
za skorygowanie defektu. Tak otrzymane geny kory-
gowaty wrazliwos$¢ na promieniowanie UV wystepujg-
ce w naturalnych mutacjach ludzkich: XP, CS i TTD.

ERCCL1 jestjedynym ludzkim genem etapu naciecia
ktérego koniec C wykazuje stabg homologie do bak-
teryjnego genu UVrA i UVrC [90]. Fakt, ze inne geny
nie wykazujg homologii do genéw bakteryjnych, nato-
miast sekwencja ich u Eukaryota jest w niewielkim
stopniu zmienna, ttumaczy sie tym [ 6, 7], ze w organiz-
mach eukaryotycznych odmienny jest substrat en-
zyméw naprawczych, tj. DNA upakowany w skom-
plikowany sposéb w chromatynie.

Gen ERCC2 koryguje defekt w XP-D i TTD [91]
i ma swoje homologie w genach RAD3 S. cerevisiae
[92] i rad 15 S. pombe [93], Oba geny sa niezbedne
ssential) dla istnienia komérki; RAD3 koduje aktyw-
nos¢ helikazowg, ktéra prawdopodobnie nie jest istot-
na dla jego podstawowej funkcji [94], za$ petni role
w naprawie DNA. Aktywnos$¢ ta jest hamowana przez
wiele uszkodzen DNA, co sugeruje, ze spetnia ona
funkcje tropiciela i znacznika ich lokalizacji. Mozemy
przypuszczaé, ze biatko ERCC2 pelni podstawowg
role w komorkach ludzkich.

Gen ERRC3, ktéry koryguje fenotyp XP-B i CS-C
i koduje aktywno$¢ helikazowa [95] ma swoje od-
powiedniki w genach RAD25 (SSL2) w S. cerevisiae
[12, 96], ERCC2S w S. pombe [97] i haywire w D.

Homologiac

Tabela 1.

Ludzkie geny naprawy przez wycinanie nukleotydu zaangazowane w etapie naciecial
Ludzka Lokalizacja Cechy

Genb . .

mutacja chromosom. biatka

ERCC1 199 13.2

ERCC2 XP-D, TTD 199 13.2 helikaza

ERCC3 XP-B, CS-C 2g21 helikaza

ERCC5 XP-G

ERCC6 Cs-B 10qll helikaza

XPAC XP-A 9934

E. coli S. cerevisiae S. pombe D. melanogester

d RADIO swi 10C

- RAD3 rad 15

— RAD25 ERCC3® haywire
(SSL2)
RAD2 radl3e
RAD54, RAD16 brahma
SNF2, STH1 lodestar
MOT1, FUN30
RAD5

— RAD14

a Szczegdtowa charakterystyke genoéw znajdzie czytelnik w przegladach [2, 5-8, 13]

b Geny ERCC4, ERCC7 — 10 komplementujagce mutanty nalezace do grup komplementacyjnych 4,7-10 czekaja na sklonowanie [89]
¢ — oznacza brak homologii, miejsce puste oznacza, ze mutant jest nieznany lub gen nie sklonowany

d Koniec C genu wykazuje stabg homologie do fragmentu genu UVrA i UVrC [90]

e Niepublikowane dane Lehmanna i wsp. wg [8]
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melanogaster [94], Geny RAD25 i haywire sg komérce
niezbedne. Gulyas i Donahue [12] przypisuja
genowi SSL2 role posredniag w naprawie DNA. We-
dtug tej hipotezy domniemana helikaza SSL2 jest
istotna w inicjacji transkrypcji jednego lub wiekszej
liczby genow kodujacych polipeptydy bezposrednio
biorgce udziat w procesach naprawy.

Ostatnie rewelacyjne doniesienie [9] potwierdza
przypuszczenie, ze réwniez gen ERCC3 pelni role
posrednig w naprawie DNA. Kodowane przez ERCC3
biatko odpowiada jednej z podjednostek niezbednego
komorece czynnika transkrypcyjnego BTF2 (TFIIH).
Jednostka ta o masie 89 kDa posiada aktywnos$¢
helikazy zalezng od ATP oraz aktywno$¢ kinazowa
w obszarze konca C. Ta sama helikaza moze wiec
dokonywac rozdzielenia nici DNA zaré6wno w trans-
krypcji, jak i naprawie, za$ sprzezenie obu proceséw
zachodzi w spos6b przedstawiony na rycinie 2.

Na koniec warto zauwazy¢, ze nieprawidtowa kont-
rola transkrypcji przeprowadzona przez gen ERCC3
zmutowany u pacjentéw XP-B i CS-C moze stanowi¢
molekularng podstawe zréznicowania fenotypow tych
pacjentow.

Niedawno opublikowano doniesienia, iz gen
ERCC5 jest tozsamy z XPGC i homologiczny do genu
zabiego oraz do genu RAD2 S. cerevisiae [99, 100],

Hipoteza roli po$redniej dotyczy, jak sadze, takze
genu ERCC6 sklonowanego przez Troelstra’e
i wsp. [101]. Ten duzy gen (kodujacy biatka ztozone
z 1460 aminokwaséw) koryguje uposledzenie komorek

Transkrybujjca polimeraza

Zatrzymanie kompleksu
elongacyjnego przez uszkodzenie

Odsunigcie polimerazy
Wytworzenie kompleksu naprawczego

ATP ?
Oddzialywania
bialko-bialko

Ryc. 2. Sprzezenie naprawy i transkrypcji. Modyfikacja propozy-
cji Buratowskiego [11]. Polimeraza RNA (poi)
syntetyzuje  RNA na transkrybowanej nici DNA (—).
Synteza jest poprzedzona rozdzieleniem obu nici przez
helikaze (h), z wytworzeniem oczka transkrypcyjnego (O).
Napotykajgc uszkodzenie DNA (A) helikaza (w przypadku
komédrek zwierzecych bedzie to kodowane przez gen
ERCC3 [9] biatko TFIIH i/lub by¢ moze inne biatka, np.
kodowane przez ERCC6 [10], zas§ w przypadku E. coli
biatko TRCF [75]) moze odsung¢ zatrzymang polimeraze,
umozliwiajac enzymom naprawczym dostep do uszkodze-
nia. Wytworzenie kompleksu naprawczego polega, przynaj-
mniej w przypadku TRCF (E. coli), na aktywnym dokoop-
towaniu biatek naprawczych poprzez oddziatywania biat-
ko-biatko.

POSTEPY BIOCHEMII 40(2), 1994

CS-B w przeprowadzeniu naprawy preferencyjnej
[10]. Koduje on 7 biatek z silng homologig do
podrodziny helikaz DNA i RNA bioragcych udziat
w replikacji, rekombinacji, naprawie i ekspresji DNA
[102]. Identyfikacja mutacji w obu alellach komdrek
pacjentéw CS-B wskazuje, ze zmutowane grupy kodu-
ja skrocone (truncated) polipeptydy. Jak mozemy do-
mniemywac na podstawie duzej liczby genéw homo-
logicznych [10, 103], potencjalne funkcje ERCC6 sg
wielorakie. RAD54 jest wymagany do rekombinacyj-
nej naprawy peknie¢ podwojnoniciowych DNA [92].
RAD 16 jest potrzebny do przeprowadzenia naprawy
przez wyciecie w nieczynnym genie HM La [104]
i prawdopodobnie w innych nieczynnych obszarach
genomu S. cerevisiae. RADS5, znany réwniez jako
REV2, jest wymagany dla mutagenezy indukowanej
przez promieniowanie UV idla bezbtednej (errorfree)
naprawy zaleznej od genu RAD18 [103]. Inne geny
homologiczne do genu ERCC6 nie majg zidentyfiko-
wanej roli w naprawie DNA, natomiast uwaza sie, ze
biorg udziat w regulacji transkrypcji: SNF2 [105,106],
MOT1 [107], FUN30 [105], brahma (brm), [108] igen
zahamowania niestabilno$ci chromosomoéw: lodestar
[109], Istniejg zatem podstawy aby na zesp6t CS
spojrze¢ jako na ,zesp6t zaburzonej transkrypcji”.
Troelstra i wsp. [9] sadza, ze aktywnos$¢ helika-
zy biatka ERCC6 stuzy odszczepieniu kompleksu
polimerazy RNA od DNA lub, ze biatko to zmusza
polimeraze do przejscia przez uszkodzenie albo do
cofniecia sie (por. Ryc. 2.). Oba mechanizmy zapew-
niatyby mozliwos¢ przytaczenia sie biatek napraw-
czych do uszkodzenia. Dalej Troelstra i wsp.
przypuszczajg réwniez, iz wazng funkcjg helikaz kodo-
wanych przez ERCC6 moze by¢ uwolnienie okres-
lonych obszar6w DNA z biatek, czy to w celu prze-
prowadzenia naprawy, czy tez transkrypcji i sktadania
RNA — por. [110],

Warto zauwazy¢, ze na sze$¢ ze sklonowanych
gendéw etapu rozpoznania i naciecia az trzy koduja
aktywnos¢ helikazowga. Nie sadze, zeby byta to ostate-
czna liczba helikaz czynnych we wczesnym etapie
naprawy przez wycinanie w komaérkach zwierzecych.
W organizmie tak prostym jak E. coli wnaprawie przez
wycinanie biorg udziat helikazy UVrA i UVrD, za$
ogo6lna znana liczba helikaz wystepujgcych w tej
komadrce wynosi 10 [111], Obecnie znamy 30 helikaz,
w tym 7 wirusowych i 6 ludzkich [112].

Na koniec pragne zauwazyé¢, iz omawiana hipoteza
roli ,,genéw naprawy DNA?” nie tylko ttumaczy rézno-
rodnos¢ fenotypowg XP, CS i TTD w obrebie cech
takich jak nowotworzenie, anomalie rozwojowe i neu-
rologiczne; ma ona tez istotne znaczenie dla naszego
myslenia o genetycznej kontroli naprawy DNA. Pod-
stawowym zatozeniem w klonowaniu genéw naprawy
DNA jest, iz zmutowany gen naprawy powoduje
wrazliwo$¢ na dany czynnik genotoksyczny. Kazdy
mutant wrazliwy uwazany jest zatem za organizm ze
zmienionym genem naprawy DNA. Rozumowanie
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takie, wygodne ze wzgledéw praktycznych, powoduje,
iz zapominamy czasem, ze genetyczna kontrola na-
prawy moze mie¢ charakter zaré6wno bezposredni jak
i posredni. Badania ostatnich dwéch lat dowodza, iz
naprawa zalezy bezposrednio od gendéw kodujgcych
biatka biorgce w niej udziat, posrednio za$ od gendw
kontrolujagcych transkrypcje, redagowanie RNA isyn-
teze biatek naprawczych.

Artykut 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 tresci:
l.  Wstep
Il. Podtoze molekularne mukowiscydozy — osiggniecia

ostatnich lat
I11. Somatyczna terapia genowa mukowiscydozy
I11-1. Model zwierzecy terapii genowej
I11-1-1. Konstrukcja modelu zwierzecego CF
111-1.2. Somatyczna terapia genowa u zwierzat
I11-2. Somatyczna terapia genowa u cztowieka.
IV. Nowe koncepcje terapeutyczne
V. Zakonczenie

Wykaz stosowanych skrétéow: CF — mukowiscydoza (cystic
fibrosis): CFTR — nazwa genu i kodowanego w nim biatka
(cystic fibrosis transmembrane regulator): HPRT — gen
kodujacy fosforybozylotransferaze hypoksantynowsa, kb
— tysigc par zasad.

. Wstep

Mukowiscydoza jest chorobg genetycznie uwarun-
kowang, dziedziczacg sie jako cecha autosomalna
recesywna. Niewydolno$é funkcjonowania gruczotéw
wydzielania zewnetrznego i nawracajace infekcje drog
oddechowych sg bezposrednig przyczynag zgonu cho-
rych na muskowiscydoze. W populacji europejskiej
choroba wystepuje z czestoscig 1 na 2500 noworod-
kéw. Jest ona wynikiem mutacji potozonego w chro-
mosomie 7 genu CFTR. Gen ten o wielkoSci okoto
250 kb zbudowany jest z 27 eksonow i koduje biatko
ztozone z 1480 aminokwasOw. Pie¢ procent populacji
jest nosicielami zmutowanego genu CFTR.

Mukowiscydoza jest chorobg nieuleczalng. Dzigki
nowym $rodkom farmakologicznym i nowym meto-
dom terapeutycznym S$rednia dtugos$é zycia chorych na
mukowiscydoze wydtuzyta sie i przekracza obecnie 30
lat. Postepy Biochemii zamie$city artykuty zaréwno
o podtozu molekularnemu mukowiscydozy jak i funk-
cji biatka kodowanego w genie CFTR [1, 2].

* Dr, Zaktad Genetyki Instytut Matki i Dziecka 01-211
Warszawa, ul. Kasprzaka 17a
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Pierwsza eksperymentalna terapia genowa mukowi-
scydozy u cztowieka, zostata przeprowadzona w kwiet-
niu 1993 r. w zespole R. C rysta la (Bethesda, USA).
Zdolny do peinej ekspresji cDNA genu CFTR, sklono-
wany w adenowirusie wprowadzono do komorek
nabtonkowych drég oddechowych chorego na muko-
wiscydoze. Podjeta w sierpniu 1993 r., przez zespoét
brytyjski, terapia genowa mukowiscydozy r6zni sie od
amerykanskiej sposobem przenoszenia genu CFTR.
W projekcie brytyjskim sklonowany w plazmidzie
cDNA genu wprowadzany jest do komorek nabton-
kowych w liposomach.

Terapia genowa mukowiscydozy jestjedyng z pierw-
szych tego typu préb leczenia jakie podjeto w choro-
bach genetycznie uwarunkowanych. W 1990 r. terapie
genowga zastosowano w leczeniu zespotu ziozonego
braku opornosci, a niedawno w rodzinnej hypercholes-
terolemii. Planowane jest rdwniez rozpoczecie badan
klinicznych w terapii jednej z form hemofilii [3].

Il. Podtoze molekularne mukowiscydozy
— osiggniecia ostatnich lat

Do konca 1993 r. opisano ponad 450 r6znych zmian
w genie CFTR z czego 380 stanowity mutacje (CF
Genetic Analysis Consortium). Wiekszo$¢ z nich to
mutacje punktowe. Dopiero ostatnio opisano duzg
40 kb delecje obejmujaca eksony od 11 do 18 [4],
Najczesciej wystepujacg mutacjag w genie CFTR jest
— tréjnukleotydowa delecja w eksonie 10 — AF508.
W populacji kaukaskiej (biatej) wystepuje ona z czes-
toscig okoto 70% [5], Na podstawie badania miedzy
innymi sprzezenia z wysoce informacyjnymi (zmien-
nymi) wewngtrzgenowymi markerami polimorficznymi
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wyliczono, ze mutacja ta powstata co najmniej 53
tysigce lat temu [6].

Wiekszo$¢ z poznanych do tej pory zmian w genie
CFTR to mutacje rzadkie, charakterystyczne dla gru-
py etnicznej lub okreslonej rodziny. Poza wspomniang
mutacjg AF508, czestos¢ wystepowania kilkunastu
innych mutacji, zlokalizowanych gtéwnie w eksonach
kodujgcych biatkowe domeny wigzgce nukleotydy,
miesci sie w granicach 1-3% [5]. Tylko w populacji
Zydow askenazyjskich [7], populacjach celtyckich [8]
i u Francuzéw z Quebecu [9] wykrywalno$¢ mutacji
w genie CFTR przekracza 93%.

W diagnostyce mukowiscydozy wykorzystanie iden-
tyfikacji mutacji jako jedynego badania diagnostycz-
nego jest wiec ograniczone do kilku populacji. Warto
jednak przypomnie¢, ze — w rodzinach gdzie nie
zidentyfikowano zadnej lub tez zidentyfikowano jedng
mutacje — analiza dziedziczenia sie wewnatrzgeno-
wych lub sprzezonych z genem markeréw polimorficz-
nych umozliwia uzyskanie wyniku diagnostycznie in-
formacyjnego. Nawet wiec w populacjach o niskiej
czestosci wykrywania mutacji, diagnostycznie pozada-
ny wynik (identyfikacja mutacji i/lub okreslenie sposo-
bu dziedziczenia sie¢ zmutowanego genu w rodzinie
ryzyka) bywa bliski 100%.

Badania korelacji genotyp/fenotyp umozliwity wy-
odrebnienie mutacji tzw. ,,silnych”, ktérym towarzyszy
niewydolno$¢ enzymatyczna trzustki izmienne objawy
ptucne oraz mutacje ,stabe” z granicznymi wartos$-
ciami chlorkéw w pocie, charakteryzujace sie tagod-
nymi zmianami ptucnymi. Pewnym paradoksem wy-
daje sie by¢ fakt, ze o ile 95% chorych na mukowis-
cydoze umiera w wyniku powik#tan ptucnych to korela-
cja genotyp/fenotyp w wiekszym stopniu dotyczy
zmian trzustkowych [5,10,11]. Wazng obserwacjg jest
wykazanie wystepowania mutacji w genie CFTR
w chorobach klasyfikowanych do niedawna jako od-
dzielne zespoty kliniczne [12, 13].

Biatko kodowane przez gen CFTR peini role wielo-
jonowego kanatu chlorkowego w komorkach nabton-
kowych ptuc i gruczotow wydzielania zewnetrznego
[14]. Przypisuje mu sie rowniez udziat w transporcie
jonow sodowych [15].

Ekspresje biatka CFTR wykazano w wielu tkankach
organizmu cztowieka. Najwiekszg koncentracje
stwierdzono w tkankach nabtonkowych trzustki, jelita,
gruczotow potowych i przewodoéw rozrodczych [16].
Badania immunochemiczne wykazaty, ze w pods$luzéw-
kowych gruczotach komdrek nabtonkowych drég
oddechowych biatko CFTR wystepuje w stosunkowo
matym stezeniu [17].

Biatku CFTR przypisuje sie¢ wazng role w rozwoju
ptodowym. Obecno$¢ mMRNA CFTR wykazano w ko-
morkach nabtonkowych wielu narzadéw, a poziom
ekspresji w komdrkach nabtonkowych ptuc u ptodu
jest wyzszy niz u oséb dorostych [18].

Z punktu widzenia terapii genowej istotna okazata
sie informacja, ze do prawidtowego fenotypu wystar-
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czajag 1-2 kopie mRNA CFTR na komérke [19] i ze
6-8%o0 transkryptu CFTR wystarcza do supresji fenoty-
pu CF [20]. Wykazano ponad to, ze nadmiar produkcji
biatka CFTR nie wptywa szkodliwie na funkcjonowa-
nie komérek [21].

Nie udato sie okres$li¢ zasad regulacji genu CFTR.
Nie sg tez znane zadne mutacje promotorowe tego
genu. W dalszym ciggu nie wyjasniona jest rowniez
rola produktéw alternatywnej obrdbki transkryptéow
stwierdzanych w wielu tkankach. Wydaje sie, ze ich
obecno$¢ moze, poza jadrami [22], mie¢ niewielkie
znaczenie fizjologiczne, wystepujg bowiem zaréwno
w tkankach ludzi zdrowych, jak ichorych na mukowis-
cydoze [23].

I11. Somatyczna terapia genowa mukowiscy-
dozy

Sklonowanie genu CFTR zapoczatkowato serie
eksperymentéw, ktére doprowadzity w efekcie do
podjecia somatycznej terapii genowej u cztowieka.
W pierwszych doswiadczeniach wykazano, ze sklono-
wany w retrowirusie cDNA genu CFTR jest zdolny
do korekcji fenotypu CF w hodowlach tkankowych
[24, 25], Od tego momentu uksztattowaty sie wiruso-
wa i nie wirusowa strategia wprowadzania genu CFTR
do komérek nabtonkowych.

Wybor adenowirusa, ktory zastgpit wektor retro-
wirusowy, byt nieprzypadkowy. Infekuje on naturalnie
nabtonki drég oddechowych, do infekcji nie wymaga
podziatu komérek, nie powoduje zmian nowotworo-
wych, oraz tatwo jest uzyskaé jego wysokie miano.
Jako wektor pozbawiony jest gendw niezbednych do
samoreplikacji i infekcji. Moze przenosi¢ fragmenty
DNA do 10 kb [26],

W terapii mukowiscydozy rozwazane jest takze
uzycie jako wektora wirusa adenosatelitarnego (AAV).
Gtoéwng zaleta tego systemu jest preferencyjna integra-
cja z genomem gospodarza w okreslonym miejscu
chromosomu 19. Podstawowg natomiast wadg jest
ograniczona wielko$¢ przenoszonych fragmentow
DNA, ktéra nie moze przekraczaé¢ 4 kb [27],

Kationowe liposomy moga wprowadzaé z kolei do
komorek fragmenty DNA o wielkosci do 150 Kkb.
Charakteryzuja sie ponad to niskag immunogennoscia
i sg handlowo tatwo dostepne [28].

Roéwnie wielkie czasteczki kwaséw nukleinowych
moga by¢ wprowadzane do komorek na drodze en-
docytozy poprzez odpowiednie receptory komaérkowe
[29]. W niedtugim czasie nalezy oczekiwac zastosowa-
nia tej metody w terapii mukowiscydozy.

I11-1. Model zwierzecy terapii genowej

Potrzeba lepszego zrozumienia patogenezy i patofi-
zjologii chorob, testowanie nowych srodkow farma-
ceutycznych oraz mozliwo$¢ dokonywania manipula-
cji genetycznych staty sie gtéwnymi przestankami do
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badan, ktorych celem byto stworzenie zwierzecych
modeli choréb genetycznie uwarunkowanych [30],
Szereg chorob dziedzicznych wystepujgcych u cztowie-
ka ma swoje naturalne modele zwierzece. Przyktadem
moze by¢ hemofilia u psa czy hypercholesterolemia
u krélika [31]. W przypadku mukowiscydozy stworze-
nie odpowiedniego modelu zwierzecego wymagato
przeprowadzenia szeregu eksperymentéw genetycz-
nych.

I11-1.1. Konstrukcja modelu zwierzecego CF

Myszy o genotypie cf/cf wyhodowano niezaleznie
w kilku o$rodkach badawczych. Chociaz zasada two-
rzenia takich myszy byta identyczna [32], to w zalez-
nosci od zastosowanej metody konstruowania defektu
w genie CFTR otrzymano zwierzeta réznigce sie
cechami fenotypowymi. W do$wiadczeniach wykona-
nych w Cambridge i na Uniwersytecie Pdinocnej
Karoliny strukture genu CFTR rozbijano wstawiajac
w ekson 10 ,,obcy” fragment DNA. Wstawkami tymi
byty, odpowiednio, mini gen HPRT [33] igen oporno-
§ci na neomycyne [34], W obu przypadkach stwier-
dzano brak biatka CFTR. W przypadku myszy
z Edynburga rozerwanie struktury genu polegato na
czesSciowej duplikacji intronu 9 i eksonu 10. Jak sie
okazato nie eliminowato to calkowicie mozliwoSci
powstania prawidtowego transkryptu CFTR w wyni-
ku alternatywnej obrébki. U myszy takich stwierdzano
0.4-3.2% normalnej aktywnosci biatka CFTR [35].

Oprdcz myszy z defektem genu CFTR, powstatym
w wyniku ,rozerwania” jego struktury, tworzone sg
modele, w ktdrych w strukturze genu wystepujg okres-
lone (znane) mutacje, takie np. jak AF508 [36], W pier-
wszych dosSwiadczeniach z terapig genowg u zwierzat
wykorzystano jednak myszy cf/cfz Potnocnej Karoli-
ny i Edynburga.

Myszy z Péinocnej Karoliny podobnie jak myszy
z Cambridge ginety w ciggu 30 dni od urodzenia.
Myszy z Edynburga w 90% osiggaty dojrzatosé a ptod-
no$¢ samcOw byta jedynie ograniczona (bezptodnosé
mezczyzn z CF jest jedng z podstawowych cech
klinicznych mukowiscydozy). Charakterystyczne dla
wszystkich myszy o genotypie cf/cf byto wykazywanie
zmian ze strony zotgdka i jelita. Nie stwierdzono
zadnych objawéw trzustkowych. tagodne objawy
ptucne wykazywano jedynie u dluzej zyjagcych myszy
edynburskich.

Brak korelacji cech klinicznych choroby dziedzicz-
nej cztowieka z objawami wystepujacymi w ,,modelach
zwierzecych” obserwowano kilkakrotnie. Myszy z de-
fektem fosforybozylotransferazy hypoksantynowej
(hprU) nie wykazujg zadnych objawdw fenotypowych
charakterystycznych dla cech klinicznych chorego
z zespotem Lesch-Nyhana. Mniej dramatycznie niz
u ludzi przebiega rozwdj myszy z mutacjg w genie
DMD (dystrofi mie$niowej typu Duchenna i Beckera),
czy w genie kodujgcym biatko p53 [32]. Mimo braku
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petnej korelacji cech Kklinicznych mukowiscydozy
u cztowieka z objawami fenotypowymi myszy o geno-
typie cf/cf, stworzenie takiego modelu umozliwito
wprowadzenie eksperymentalnej terapii genowej.

I11-1.2. Somatyczna terapia genowa u zwierzat

W pierwszych doswiadczeniach na zwierzetach wy-
kazano przydatno$¢ adenowirusa jako wektora
w ewentualnej terapii genowej. W doswiadczeniach in
vivo w komorkach nabtonkowych ptuc matp, myszy
jak iw ludzkich komérkach nabtonkowych wszczepio-
nych myszom wykazano ekspresje sklonowanego
w adenowirusie genu lacZ i ludzkiego genu aj anty-
trypsyny [37-40]. Sklonowany w adenowirusie cDNA
ludzkiego genu CFTR rowniez ulegat ekspresji w ko-
morkach nabtonkowych zwierzat. Nie obserwowano
zadnych ubocznych skutkow tej ekspresji. Nie stwier-
dzono rowniez zmian histologicznych a zrekombino-
wane czasteczki wirusa odnajdywano w zasadzie tylko
w drogach oddechowych badanych zwierzat. Wykaza-
no, ze w komdrkach nabtonkowych szczura biatko
CFTR jest obecne przynajmniej do 6 tygodni od
infekcji. Po tym czasie niezbedna jest powtérna infek-
cja poniewaz adenowirus nie integrujac sie zgenomem
gospodarza jest naturalnie eliminowany wraz z ulega-
jacg ztuszczeniu warstwg komorek nabtonkowych.

Konieczno$¢ powtdérnego wprowadzania do komoé-
rek nabtonkowych genu CFTR jest jedynym wspol-
nym elementem metody infekcji komérek zrekom-
binowanym adenowirusem i metody wprowadzania
do komorek genu w liposomach. W pierwszych do-
Swiadczeniach na myszach, z zastosowaniem lipo-
somow wprowadzono do komodrek nabtonkowych
drég oddechowych geny (3-galaktozydazy oraz acety-
lotransferazy chloramfenikolowej uzyskujgc petng eks-
presje obu tych genéw [41]. Sklonowany w plazmidzie
cDNA gen CFTR wprowadzony, w podobny sposéb,
do komoérek nabtonkowych myszy o genotypie cf/cf
znosi defekt genu CFTR zar6wno w myszach z Edyn-
burga [42] jak i Cambridge [28],

Znacznie mniej doswiadczeA wykonano z wirusem
AAV. Wykazano, ze sklonowany w nim cDNA genu
CFTR ulega ekspresji in vivo w komdrkach nabton-
kowych ptuc krélika, a obecnos$¢ biatka CFTR wy-
krywa sie jeszcze w 6 miesiecy od wprowadzenia genu
[43]. W czasie pisania tej pracy nie znane byly
doniesienia o zastosowaniu wektora AAV-CFTR w te-
rapii genowej cztowieka.

I11-2. Somatyczna terapia genowa u cztowieka

W grudniu 1992 r. Doradczy Komitet d/s Rekom-
binowanego DNA Amerykanskiego Instytutu Zdro-
wia (NIH) zatwierdzit trzy projekty terapii genowej
mukowiscydozy. Przewidywaly one wprowadzenie
sklonowanego w adenowirusie cDNA genu CFTR do
komoérek nabtonkowych oskrzeli lub nosa chorych na
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mukowiscydoze. W projektach zaplanowano terapie
kilkunastu oséb dorostych. W kwietniu 1993 r. jako
pierwszy zostat poddany terapii 23-letni mezczyzna (z
genotypem AF508/A508) z zaawansowang postacig
mukowiscydozy. W kilka miesiecy pdzniej w zespole,
kierowanym przez J. W e 1sh a, poddano terapii trzy
osoby: dwie kobiety: 21-letnig i 50-letnia, obie o geno-
typie AF508/A508 i 36-letniego mezczyzne o genotypie
AF508/G551D. W chwili pisania tej pracy niewiele
wiadomo o wynikach prowadzonych badan. Stwier-
dzenie wzrostu przewodnictwa jonéw w komorkach
nabtonkowych (odbudowa funkcji biatka CFTR jako
kanatu chlorkowego) u poddanych terapii 0s6b, w pro-
gramie J. W e 1s h a, byto obiecujgcym sygnatem [44].
Z drugiej strony w projekcie kierowanym przez
R. Crystala wstrzymanie terapii u jednej z 0séb
z powodu zapalenia ptuc wskazuje na problemy jakie
mogg towarzyszy¢ podjetej metodzie terapeutycznej.

W projekcie kierowanym przez B. Williamso -
na (Londyn) i D.Porteousa z Edynburga za-
stosowano metode liposomowg. Terapii poddano gru-
pe dziewieciu chorych na mukowiscydoze a liposomy
z cDNA genu CFTR wprowadzano donosowo. Za-
gwarantowanie praw chorych nadzorowane jest przez
specjalnie wyznaczong osobe o uznanym autorytecie
naukowym. Po zakoAczeniu programu rozszyfrowane
zostanie, kto otrzymywat liposomy z funkcjonalnym
genem, a kto placebo.

IV. Nowe koncepcje terapeutyczne

Leczenie mukowiscydozy w dalszym ciggu pozo-
staje leczeniem objawowym. Ewentualne wprowadze-
nie do praktyki lekarskiej somatycznej terapii genowej
jest tylko nowym, nie zmieniajgcym jednak istoty
leczenia, elementem. Jak sie przewiduje w najblizszej
dekadzie terapia wilasciwych dla mukowiscydozy
zmian chorobowych ze strony uktadu oddechowego
przebiega¢ bedzie w trzech ptaszczyznach: zwalczania
infekcji bakteryjnych, ewakuacji $luzu zalegajacego
drogi oddechowe i kierunkowego dostarczania biatka
CFTR na drodze terapii genowej badz tezjego aktywa-
cja w tych przypadkach, w ktérych jest to mozliwe.
Trudno przypuszczaé, ze stosowany w wyjatkowych
przypadkach zaawansowanej mukowiscydozy prze-
szczep ptuc, czy ptuc i serca byt rutynowym zabiegiem
terapeutycznym.

Na uwage zastugujg nowe metody farmakologiczne
stosowane w leczeniu mukowiscydozy [10]. Uptyn-
nianie $luzu zalegajagcego drogi oddechowe a co za tym
idzie jego lepsze wydalanie, osigga sie podajgc chorym
amilorid czy rekombinacyjng ludzkag DNaze. Amilo-
rid, diuretyk blokujac pobieranie jonéw sodowych,
przyczynia sie do wiekszego uwodnienia $luzu. DNaza,
podawana podobnie jak amilorid, w postaci aerozolu
trawi pochodzacy z leukocytow DNA — istotny
element wplywajacy na zwiekszenie lepkosci Sluzu
[45]. Innymi, poza DNazg, bioproduktami uzyskany-
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mi dzieki technologii rekombinowania DNA, znaj-
dujagcymi zastosowanie w leczeniu chorych na muko-
wiscydoze sg inhibitory proteaz. Podawana w aerozolu
ludzka oll antytrypsyna zmniejsza stan zapalny drog
oddechowych obnizajagc jednocze$nie poziom enzy-
moéw proteolitycznych (szczegélnie wolnej neutrofilo-
wej elastazy) [46], Wykazano réwniez, ze przywrdce-
nie u chorych na mukowiscydoze przeptywu jonow
chlorkowych mozna osiggng¢ indukujgc inny niz
CFTR kanat chlorkowy. Czynnikami indukujacymi sa
ATP i UTP.

Ciekawe implikacje kliniczne wydaje sie mie¢ wyka-
zanie, ze defekt spowodowany mutacjg AF508 polega
na nieosigganiu przez polipeptyd wiasciwej lokalizacji
w komorce. Prawidtowe funkcjonowanie zmutowane-
go biatka CFTR jako kanatu chlorkowego daje sie
przywrdci¢ po obnizeniu temperatury reakcji z 37°C
do 26°C [48]. W przypadku stwierdzenia mutacji
AF508 zaleca sie wiec stosowanie inhalacji np. zimnym
powietrzem.

Postep w biologii molekularnej jest bardzo szybki
a metody coraz doskonalsze. Mozliwa jest na przykitad
identyfikacja mutacji w genie CFTR w przypadku gdy
»,materiatem” do badan jest pojedyncza komodrka
blastomeru [48]. Pytanie o mozliwos$¢ terapii genowej
na poziomie zarodka takze w $wietle innych ogtoszo-
nych niedawno osiggnie¢ naukowych, przestaje sie
wiec mie¢ znaczenie tylko teoretyczne [49]. Trudno
obecnie przewidzie¢ jakie bedg decyzje spotecznosci
naukowej. Wydaje sie jednak, ze wieksze znaczenie
w przypadku niektérych chor6b genetycznie uwarun-
kowanych bedzie miata w dalszym ciggu profilaktyka
pierwotna, badania przesiewowe i poradnictwo gene-
tyczne. Przyktadem skuteczno$ci takich dziatan moga
by¢ zainicjowanie w 1970 r. badania przesiewowe
w chorobie Tay-Sachsa i (3-talasemii. Niewatpliwym
skutkiem uzyskiwania w ten sposéb informacji przez
rodziny ryzyka genetycznego, zar6wno w chorobie jak
i nosicielstwie zmutowanego genu, byta 20-krotna
redukcja wystepowania obu choréb w populacji [50].

Ostatnio szereg autorytetow z dziedziny badan nad
mukowiscydozg zwrécito sie do spotecznosci nauko-
wej z programem podjecia badan przesiewowych w ro-
dzinach ryzyka mukowiscydozy [51].

IV. Zakonczenie

W wieloletnich badaniach nad mukowiscydozg
okres ostatni wydaje sie by¢ najbardziej owocny.
W odstepach czteroletnich zlokalizowano gen CFTR
w chromosomie 7 [1985], dokonano jego klonowania
[1989] i rozpoczeto terapie genowg [1993]. Przed-
stawione w artykule osiggniecia ostatnich lat, dla
okoto 50 tys. ludzi na Swiecie chorych na mukowis-
cydoze stanowig podstawe nadziei.

Artykut otrzymano 3 stycznia 1994 r.
Zaakceptowano do druku 25 lutego 1994 r.
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Niekonwencjonalne strategie ochrony roslin przed infekcjami

wirusowymi

Non-conventional strategies to protect plants against viral infections

DANUTA HULANICKA],
ANDRZEJ PALUCHAZ,
WLODZIMIERZ ZAGORSKI3

Spis tresci:

l. Wstep
Il.  Strategie stosowane w walce z infekcjami wirusow
roslinnych
11-1. Wprowadzenie do genomu rosliny genu hiatka
ptaszcza (CPMP)
11-2. Wprowadzenie do genomu roslinnego niestruk-
turalnych genéw wirusowych (RMP)
11-3. Konstrukcje antysensownych RNA
11-4. Wykorzystanie wiruséw satelitarnych
11-5. Wykorzystanie defektywnych interferujgcych
czgsteczek kwaséw nukleinowych wirusa (D1)
11-6. Zastosowanie rybozymoéw

Wykaz stosowanych skrotéw: BP — biatko ptaszcza; CPMP
— oporno$¢ warunkowana obecnos$cig biatka ptaszcza (ang.
coat protein mediated protection): RMP — oporno$¢ warun-
kowana obecnos$cig replikazy (ang. replicase mediated protec-
tion): DI — defektywne interferujgce czasteczki kwasow
nukleinowych wirusa (ang. defective interfering viral nucleic
acids): ORF — otwarta ramka odczytu (ang. open reading
frame).

. Wstep

Klasyczne obserwacje dotyczgce replikacji defek-
tywnych wirusé6w wskazywaty, ze ich namnazanie
ostabia plon wirusa wtasciwego. W potowie lat osiem-
dziesigtych Sanford i Johnston [1] sformuto-
wali hipoteze, zgodnie z ktérg zaktdcenie replikacji
wirusa moze byé obiecujaca strategig walki z infekc-
jami wirusowymi.

Rozwdj technik inzynierii genetycznej, a przede
wszystkim otrzymanie roslin transgenicznych, otwo-
rzyto nowe mozliwosci w walce z patogenami roslin
[2]. Oczywistym jest, ze to podejScie wymaga poznania

1 Prof. dr hab., 2 mgr, 3 prof. dr hab., Zaktad Biosyntezy
Biatka, Zaktad Biochemii Drobnoustrojéw Instytutu Bio-
chemii i Biofizyki PAN, ul. Pawinskiego 5 A, 02-106 W ar-
szawa.
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molekularnych mechanizméw cyklu zyciowego wiru-
séw. Mowiagc bardziej obrazowo, trzeba dobrze po-
znac¢ cel, aby wiedzie¢ jakg bron zastosowac. Stad tez
badania podstawowe sg niezbednym etapem w pra-
cach aplikacyjnych majgcych na celu zaplanowanie
i wybranie strategii walki z infekcjami wirusowymi.
Metody ochrony roslin przed infekcjami wirusowymi
za pomocg tzw. obrony krzyzowej (ang. cross-protec-
tion) sprowadzajg sie do otrzymania transgenicznej
rosliny zawierajacej w swym genomie fragment wiru-
sowego DNA, ktérego produkt zaktéca replikacje
wirusa.

Il. Strategie stosowane w walce z infekcjami
wirusowymi roslin

Od czasu ukazania sie w 1986 r. pierwszej pracy [3]
donoszacej o konstrukcji transgenicznej rosliny wyka-
zujacej zwiekszong opornosé na infekcje wirusowe
rozwinieto szereg nowych metod. Obecnie wyréznié¢
mozna nastepujgce:

1 Wprowadzenie do genomu rosliny genu biatka
ptaszcza (CPMP)

2. Wprowadzenie do genomu roslinnego niestruktu-
ralnych genéw wirusowych (RMP)

3. Konstrukcje antysensownych RNA

4. Wykorzystanie wirusow satelitarnych

5. Wykorzystanie defektywnych interferujacych czas-
teczek kwasow nukleinowych wirusa (DI)

6. Zastosowanie rybozymoéw
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I1-1. Wprowadzenie do genomu roéliny genu biatka
ptaszcza wirusa

Wystepowanie naturalnej obrony krzyzowej, tj.
ostabienie objawéw choroby wirusowej na skutek
uprzedniej infekcji zblizonym wirusem tagodnym, zna-
ne byto od lat trzydziestych [4], Ogo6lnie przyjetg
hipotezg tlumaczaca zwiekszenie opornos$ci rosliny
byto zatozenie, ze biatko ptaszcza wirusa tagodnego,
obecne w roélinie na skutek wcze$niejszej infekcji,
hamuje odptaszczenie wirusa wnikajacego do roslin
w czasie wtornej infekcji. Nic tez dziwnego, ze poczat-
kowo badania nad otrzymaniem opornych ro$lin
transgenicznych polegaly gtdwnie na wprowadzaniu
genu biatka ptaszcza (BP) do genomu rosliny. Od czasu
pionierskiej pracy Beachy i wsp. w 1986 r. [3]
donoszacej o otrzymaniu transgenicznego tytoniu,
zawierajagcego w genomie gen BP wirusa mozaiki
tytoniowej (TMV) i wykazujgcego zwiekszong opor-
nos$¢ na infekcje tym wirusem, ukazato sie szereg prac
0 konstrukcji roslin transgenicznych opornych na
okoto 20 réznych wiruséw [5-7]. Tego rodzaju opor-
nos$¢ okreslamy jako obrone zalezng od biatka ptasz-
cza CPMP (ang. coat protein mediated protection).
Szereg faktow takich jak brak opornosci w przypadku
infekcji wirusowym RNA, czy zalezno$¢ opornosci od
stopnia homologii aminokwasow w biatkach ptaszcza
wirusa infekcyjnego i wirusa wprowadzonego do geno-
mu rosliny, sugeruje, ze BP jest istotnie odpowiedzial-
ne za oporno$é. Trzeba jednak pamietac, ze niekiedy
(miedzy innymi w przypadku transgenicznych ziem-
niakdw otrzymanych niezaleznie w 3 o$rodkach i za-
wierajacych gen BP wirusa lisciozwoju ziemniaka)
[8-10] nie stwierdza sie obecnosSci BP w roSlinie,
a mimo to rosliny wykazujg oporno$¢ na infekcje
wirusem. Mechanizm tego rodzaju opornosci nie jest
w peini poznany i wydaje sig, ze moze by¢ rozny
w przypadkach réznych wirusow.

Beachy [5], rozwazajagc mechanizm obrony krzy-
zowej przyjmuje, ze biatko ptaszcza jest odpowiedzial-
ne za ochrone rodliny. Wysuwa przy tym dwie hipo-
tezy: pierwsza zaktada obecnos¢ receptoréw BP, ktére
sq zablokowane przez BP produkowane przez trans-
geniczny fragment DNA, druga za$ sugeruje, ze zostaje
zaburzona rownowaga miedzy BP wirusa infekcyjnego
a BP produkowanym przez transgeniczny fragment
DNA; BP produkowane w roslinie zaktéca rowno-
wage i utrudnia odptaszczenie wirusa. Biorac pod
uwage ograniczenie rozprzestrzenienia sie wirusa w ro-
$linie (ang. systemie spread) wydaje sie jednak, ze
mechanizm obrony jest bardziej ztozony. Lepsze po-
znanie tego mechanizmu moze umozliwi¢ konstrukcje
transgenicznych roslin o wyzszym stopniu opornosci.

I1-2. Wprowadzenie do genomu ros$linnego nie-
strukturalnych genéw wirusowych

Jak to czesto bywa w nauce, przypadek zadecydowat
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0 powstaniu nowej strategii w walce z infekcjami
wirusowymi. Grupa Zaillina z Cornell University,
Ithaca, USA zajmuje sie od lat replikazami wirusowy-
mi. W laboratorium tym otrzymano oporne rosliny
transgeniczne zawierajace zintegrowany z chromo-
somem gen kodujgcy podjednostke wirusowej reptika-
zy RNA. W trakcie badan nad replikazg TMV otrzy-
mano transgeniczny tyton, zawierajacy gen biatka
54K, ktérego produkt stanowi prawdopodobnie skta-
dnik kompleksu replikazy wirusa [11, 12]. Celem tych
doswiadczen byto sprawdzenie czy produkt transgenu
(biatko 54KDa) moze umozliwié replikacje wirusa
z mutacjg w genie 54K. Przypadkowo okazato sie, ze
otrzymany transgeniczny tyton, zawierajacy gen 54K,
jest oporny na infekcje wirusem TMYV, a stopien
opornosci jest znacznie wyzszy niz uzyskany w wyniku
wprowadzenia genu BP. Oporno$é te nazywamy
ochrona zalezna od replikazy -RMP (ang. replicase
mediated protection). Oporno$é RMP wywotana przez
integracje genu 54K, rdzni sie znacznie od opornosci
uzyskanej przez wprowadzenie genu BP. Wystepuje
ona niezaleznie od tego czy infekcje rosliny prze-
prowadza sie wirionem czy wirusowym RNA. Ponad-
to, opornos$¢ pojawia sie nawet przy stosowaniu wyso-
kich dawek wirusa (inokulum 0,5— 1,0 mg wirusa/ml).

Dalsze badania Zaitlina i wsp. wykazaly, ze
RMP nie jest spowodowana brakiem rozprzestrzenia-
nia sie wirusa, lecz silng represjg (20 do 80 krotng) jego
replikacji [13]. Uzywajac protoplastow otrzymanych
z roélin transgenicznych i kontrolnych, Zaillin
wykazat, ze nie zachodzito namnazanie sie wirusa
w protoplastach z ro$lin transgenicznych, a zatem
opornos$é jest wynikiem zahamowania replikacji wiru-
sa w komorce a nie braku rozprzestrzeniania sie
wirusa. Stosujgc sondy RNA homologiczne do (+)
1(—) RNA TMV wykazano synteze Sladowych ilosci
nici (+)i (—) TMV RNA co sugerowato, ze biatko
54KD moze by¢ syntetyzowane, chociaz nie udato sie
tego stwierdzi¢ metoda immunologiczng. Dalsze do-
Swiadczenia potwierdzajg przypuszczenie, ze to jednak
biatko 54KD jest odpowiedzialne za opornos¢. Carr
i wsp. [14] wprowadzali do protoplastow tytoniu
jednoczesnie RNA wirusa TMV iplazmid zawierajacy
nienaruszony gen 54K lub jego zmodyfikowana wersje.
W przypadku transfekcji plazmidem z petnym genem
54K lub jego delecyjnym mutantem (ktérego produkt
nie zawierat pierwszych 14 N-koAcowych aminokwa-
sow) wydajnos¢ replikacji wirusa byta znacznie ob-
nizona. Natomiast, jesli do transfekcji uzyto mutanta
produkujgcego tylko fragment (20% czgsteczki) biatka
dzikiego, tempo replikacji infekujacego wirusa nie
odbiegato od kontroli.

Mimo intensywnych prac nad procesem RMP, jej
mechanizm pozostaje nieznany. Dopiero opracowanie
metody replikacji in vitro wirusa TMV umozliwi
stwierdzenie czy to biatko 54KD, czy tez RNA trans-
genu odpowiedzialne sg za wystepowanie opornosci.
Na razie mozna wysuwaé jedynie hipotezy. Jedna
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z nich przyjmuje, ze wiasnie RNA transgenu jest
odpowiedzialne za niewrazliwo$¢ na infekcje wirusowg
izaktada, ze syntetyzowany RNA wigzac sie z nicig (—)
RNA wirusa utrudnia jego replikacje. Hipoteza ta jest
podobna do hipotezy proponowanej przez Morch
i wsp. [15], wedlug ktorej syntetyczny oligonuk-
leotyd zaktdca wiagzanie replikazy, utrudniajac na-
mnazanie wirusa.

Inne hipotezy przypisuja zasadniczg role samemu
biatku 54KD lub jego fragmentowi, ktére mogg utrud-
nia¢ proces powstawania aktywnego kompleksu re-
plikujacego.

Doniesienie o konstrukcji transgenicznego tytoniu,
opornego na infekcje wirusowg w wyniku wprowadze-
nia genu kodujgcego podjednostke replikazy, wzbu-
dzito duze zainteresowanie.

Wkrotce opublikowano informacje o transgenicz-
nych ros$linach zawierajacych geny replikaz innych
wirusow [16, 17].

Zesp6t Daviesa zJohn Innes Institute w Anglii
od paru lat pracuje nad badaniem wirusa wczesnego
bragzowienia grochu (PEBV). PEBV zaliczamy do
grupy tobrawiruséw [16]. Genom tych wiruséw skta-
da sie¢ z dwoch niezaleznych nici (+) RNA, RNA
I koduje dwa biatka replikazy, 141KD i 201KD, ktore
wykazujg homologie do biatek 123 i 183 KD TMV.
Biatko 201 KD, analogicznie jak biatko 183 KD TMV,
jest syntezowane w wyniku supresji zlokalizowanego
w regionie 3' koAca RNA | kodonu stop UGA
i rowniez zawiera wewnetrzng ramke odczytu (ORF).
W ramce tej wystepuje motyw aminokwasowy homo-
logiczny z odpowiednim motywem w biatku 54KD
wirusa TMV. To podobieAstwo nasuneto pomyst
sprawdzenia czy wprowadzenie do rosliny cDNA
kodujgcego ten region wywota oporno$é na infekcje.
W rezultacie otrzymano transgeniczny tyton Nicotiana
benthamiane, oporny na wysokie miana wirusa PEBV
w inokulum . Charakterystyka uzyskanej RMP byta
podobna do opisanej przez grupe Zaillina dla
wirusa TMV. RMP wystepowata zaréwno przy zaka-
zeniach wirionem jak i wirusowym RNA i nie znikata
po zastosowaniu wysokich dawek inokulum.

Wprowadzenie do rosliny genu biatka 54KD wirusa
PEBV, z mutacjg powodujgcag przedwczesng termina-
cje translacji, nie powodowato opornosci. Wynik ten
sugeruje bezposredni udziat biatka w powstawaniu
opornos$ci. Zaobserwowano, ze wielokrotne zakazanie
rosliny transgenicznej wirusem PEBV prowadzi do
pojawienia sie ponownej wrazliwosci na infekcje, na-
stepuje zatem przetamanie bariery opornosci. Wyizo-
lowanie mutantow PEBV i ich zsekwencjonowanie
pozwoli na uzyskanie informacji, ktére regiony biatka
sg zaangazowane w powstawaniu opornosci.

Zaréwno TMV jak PEBV majg podobng organiza-
cje i ekspresje genomu; w przypadku obu wiruséw
w jednej z podjednostek replikazy wystepuje wewnet-
rzna ramka odczytu (ORF) zawierajgca informacje
o biatku z sekwencjg GDD, charakterystyczng dla
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replikaz.

Interesujgcym bytoby sprawdzenie, czy mozna uzys-
ka¢ RMP dla wiruséw o innej organizacji genomu niz
TMV czy PEBV np. dla wirusa mozaiki ogorka
(CMYV). Wirus ten jest patogenem o duzym znaczeniu
ekonomicznym poniewaz atakuje szereg roslin upraw-
nych. Genom wirusa CMV sktada sie z trzech jedno
niciowych (+) RNA. RNA1 i RNA2 kodujg podjed-
nostki replikazy 111KD i 97KD. W biatku 97KD
kodowanym przez RNA2 wystepujg sekwencje amino-
kwasowe (GDD) charakterystyczne dla polimerazy
RNA zaleznej od RNA. Fragment genu 97KD zawie-
rajagcy domeny replikazy wprowadzono do tytoniu.
Transgen nie zawierat petnej sekwencji replikazy, mimo
to otrzymany transgeniczny tyton charakteryzowat sie
RMP o witasnosciach analogicznych do uzyskanych po
wprowadzeniu genu 54K wirusa TMV czy PEBYV,
(RMP wystepowata nawet przy inokulum o wysokim
mianie wirusa, niezaleznie od tego czy infekcje prze-
prowadzano wirionem czy RNA wirusowym).

Nad otrzymaniem transgenicznego tytoniu zawiera-
jacego sekwencje ORF1 wirusa PVX pracowaty nieza-
leznie dwa o$rodki. Braun i Hemenway [18]
wprowadzili do tytoniu peing sekwencje ORF1 (a
takze rézne jej fragmenty), kodujacg biatko 165KD
zawierajace sekwencje aminokwasowe charakterysty-
czne dla polimeraz RNA. RMP wystepuje zaréwno
w ros$linie zawierajgcej peilng kopie genu biatka
165KD, jak réwniez w ro$linie zawierajacej fragment
genu odpowiadajacy N-koncowej czesci biatka, bez
sekwencji charakterystycznych dla replikaz. Nato-
miast rosliny zawierajgce cze$¢ sSrodkowa genu, kodu-
jaca fragmenty wigzace nukleotydy, czy tez czesé
C-terminalng z sekwencjg GDD nie byly oporne na
infekcje.

Nieco inne wyniki otrzymata grupa z John Innes
Institute, Anglia [19], co z pewnos$cig utrudnia inter-
pretacje uprzednio oméwionych danych. Wprowadzili
oni do tytoniu mutanty genu biatka 165KD ze zmie-
niong sekwencjg GDD. Sekwencja GDD jest niezbed-
na dla aktywnosci szeregu replikaz RNA jak i replikaz
fagowych [20]. Zatozono, ze powstajagce w komorce
zmutowane biatko moze zaktdécaé replikacje wirusa.
Wykazano, ze zmiana sekwencji GDD na GAD, GED
lub ADD powoduje kompletne zablokowanie infekcji
wirusowej [19]. Niestety praca ta nie zawiera danych
0 opornosci rosliny zawierajacej niezmieniong sekwen-
cje GDD, co utrudnia poréwnanie wynikow obu grup
badaczy. O ile Baulcombe i wsp. [19] stwier-
dzili obecno$¢ zmutowanego biatka 165KD w roslinie,
to Braun i Hemenway [18] wykryli jedynie
transkrypt wprowadzonego genu. Trzeba pamietac, ze
wykrycie produktéw transgenu jest czesto trudne,
prawdopodobnie z powodu szybkiego rozkiadu po-
wstajgcego biatka albo z powodu integracji transgenu
w mato aktywny transkrypcyjnie region genomu ros-
liny. A wiec, nie stwierdzenie obecnosci poszukiwane-
go biatka nie jest réwnoznaczne z brakiem translacji
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MRNA transgenu.

Podsumowujgc, mozna zaproponowac nastepujace

hipotezy dotyczace mechanizmu dziatania RMP.

1. Kodowane przez transgen biatko zaktéca regula-
cje replikacji, np. zmieniajgc rownowage miedzy
wirusowymi niciami (+ )i niciami (—). Funkcja
takiego regulatora jest przypisywana biatku
54KD wirusa TMV, chociaz do tej pory tego nie
udowodniono [12].

2. Syntetyzowana konstytutywnie w roslinie zmu-
towana replikaza wspotzawodniczy z aktywnym
biatkiem wirusowym w tworzeniu kompleksu
replikacyjnego co prowadzi do powstania nieak-
tywnego kompleksu. Ten hipotetyczny mecha-
nizm, polegajacy na wykluczeniu czynnos$ci genu
wirusowego przypomina hipoteze Hersko-
witz’a o tzw. negatywnej dominacji mutanta
[21] zgodnie z ktérg nadprodukcja zmutowanej
podjednostki powoduje inaktywacje aktywnego
kompleksu.

3. Syntetyzowane biatko aktywne lub zmutowane
~wytapuje” w komoérce kofaktory niezbedne
w procesie replikacji, hamujagc w ten sposéb
namnazanie sie wirusa.

4. Transgeniczny transkrypt tworzy dupleks z kom-
plementarnym wirusowym RNA co uniemoz-
liwia replikacje.

Sg to na razie tylko hipotezy. Sprawdzenie, ktéry

z omowionych mechanizméw jest rzeczywiscie od-
powiedzialny za RMP, bedzie mozliwe dopiero po
opracowaniu uktadow replikacji wiruséw in vitro.
Warto podkresli¢, ze transformacja roslin fragmen-
tami cDNA wiruséw zawierajagcych geny replikazy
moze wywotywa¢ obnizenie lub zahamowanie na-
mnazania sie wirusa. Ta strategia umozliwita otrzyma-
nie opornych roslin transgenicznych.

11-3. Konstrukcje antysensownych RNA

Zastosowanie tzw. antysensownego RNA, czyli
RNA komplementarnego wobec genomu wirusa, jest
jedng z mozliwych strategii w walce z infekcjami
wirusowymi [22]. Jednak, jak dotad, efekty tego
podejscia sg niewielkie. Wynika to prawdopodobnie
z nastepujacych powoddéw:

1. Wiekszos$¢ wiruséw roslinnych namnaza sie w cy-
toplazmie, natomiast antysensowny RNA po-
wstaje w jadrze i aby mogto dojsé do parowania
obu rodzajéw RNA, musi on przedostac sie do
cytoplazmy. Antysensowny RNA moze przy tym
ulega¢ degradacji zanim dotrze do ,,docelowego”
RNA wirusowego.

2. W procesie tworzenia kompleksu RNA-RNA
wazny jest stosunek ilosciowy czasteczek RNA
obu typow. Stezenie antysensownego RNA moze
nie by¢ wystarczajgce, aby unieczynni¢ szybko
powstajagcy RNA wirusowy.

Wiekszos¢ opublikowanych prac dotyczy wprowa-
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dzenia genu biatka ptaszcza w orientacji antysensow-
nej [23-25], zaréwno w przypadku wirusa PLRV [26,
27] jak i wirusa PVX opornos$¢ nie byta wysoka
i wystepowata jedynie przy niskich stezeniach
inokulum [24, 28], Prawdopodobnie lepsze wyniki,
czyli wieksza opornos$¢ na infekcje, mozna bedzie
uzyskaé w przypadku wiruséw, ktéorych replikacja
przebiega w jadrze komdrek roslinnych (np. Geminivi-
rus, czy Caulimovirus). Przemawiajg za tym wyniki
pracy opublikowanej niedawno [29], w ktérej autorzy
opisujg otrzymanie transgenicznego pomidora opor-
nego na infekcje wirusem Tomato Golden Mosaic Virus
(TGMV), w wyniku integracji do genomu gospodarza
wirusowego genu ALl w orientacji antysensownej.
Autorzy obserwowali pozytywng korelacje miedzy
stezeniem antysensownego RNA powstajgcego w ros-
linie a stopniem opornosci.

Zainteresowanych czytelnikéw odsylamy do nie-
dawno opublikowanego artykutu przeglgdowego na
temat zastosowania antysensownego RNA w zwal-
czaniu infekcji wirusowych [22].

I1-4. Wykorzystanie wiruséw satelitarnych

Satelitarne RNA (sat RNA) sg to mate czasteczki
RNA wymagajace do replikacji obecnosci wirusa
pomocniczego (ang. helper virus) [30]. Niejednokrot-
nie obserwowano, ze obecno$¢ sat RNA w wirusie
infekujagcym powodowata atenuacje objawéw zakaze-
nia [31, 32]. Obserwacja ta sugerowata mozliwo$¢
zwiekszenia opornosci rosliny przez wprowadzenie
cDNA zawierajgcego informacje o sat RNA do geno-
mu. Zastosowanie tej strategii walki z infekcjami
wirusowymi jest mozliwe tylko w przypadkach wiru-
séw niosacych sat RNA. Z tego powodu, jak rowniez
wobec ryzyka powstania bardziej zjadliwej formy sat
RNA [34], metoda ta nie znalazta szerokiego za-
stosowania.

Mechanizm dziatania sat RNA jest wiasciwie nie-
znany, a poznanie go mogtoby ulatwi¢ szersze za-
stosowanie transgenu sat RNA. Jezeli np. udatoby sie
stwierdzié, ktére sekwencje w sat RNA powoduja
redukcje replikacji wirusa bez moznos$ci optaszczenia
w kapsydzie wirusa pomocniczego, mozna by unikngé
niebezpieczenstwa zwiekszenia wirulencji.

Konstrukcje transgenicznych roslin, zawierajacych
cDNA dla sat RNA przeprowadzono w przypadku
dwéch wirusow CMV i kulistej plamisto$ci tytoniu
(ang. Tobacco Ringspot Virus) [32-34]. W przypadku
obu transgenicznych roslin obserwowano zmniejszenie
objawow chorobowych po infekcji wirusami pomoc-
niczymi. Ciekawe, ze obecno$¢ cDNA sat RNA CMV
zapewniata rowniez ochrone przeciw infekcji pokrew-
nym wirusem sterylnosci pomidora (ang. Tomato Aspe-
rmy Virus) mimo, ze nie obserwowano zmniejszenia
replikacji infekujgcego wirusa. Jak juz wspomniano
wyzej, mechanizm dziatania sat RNA jest nieznany, ale
ogolnie przyjeto hipoteze, ze sat RNA zaktdca replika-

POSTEPY BIOCHEMII 40(2), 1994



cje wirusa pomocniczego [35],

I1-5. Wykorzystanie defektywnych interferuja-
cych czgsteczek kwaséw nukleinowych wiru-
sa (DI)

Defektywne interferujgce czasteczki RNA (DI) wy-
stepuja w niektorych wirusach zwierzecych [35],
a ostatnio znaleziono je takze w wirusach roslinnych
grupy Tombusvirus i Carmovirus [36, 37]. DI sg to
czastki RNA, ktére wymagajg do namnazania obecno-
§ci wirusa rodzicielskiego, powstajag za$ w wyniku
delecji fragmentéw genomu wirusa rodzicielskiego.
Podobnie jak sat RNA, obecno$¢ DI moze inten-
syfikowac lub zmniejsza¢ objawy chorobowe wywoty-
wane infekcjg wirusa rodzicielskiego. Prawdopodob-
nie jest to wywotywane zaktdcaniem procesu replika-
cji. Obserwacja ta nasuneta mys$l zastosowania DI
w walce z infekcjami.

Stanley [38] opisat wykorzystanie naturalnych
DI do otrzymania transgenicznej rosliny, w ktorej
zachodzita ekspresja subgenomowego DNA B wirusa
afrykanskiej mozaiki kassawy (ang. Africana Cassava
Mosaic). Ekspresja tego fragmentu prawdopodobnie
zaktdcata replikacje DNA A i B, co powodowato
zwigkszenie opornos$ci na infekcje tym wirusem, ale nie
ograniczato infekcji innym geminiwirusem.

Naturalne DI wystepujg w niewielu wirusach roslin-
nych. Ostatnio stwierdzono, ze delecyjne mutanty
RNA-2 wirusa mozaiki stoktosy (BMV) redukuja,
a nawet eliminujg namnazanie si¢ RNA-1 i RNA-2;
(RNA-1 i RNA-2 kodujg biatka produktéw zwigza-
nych z replikacjg BMV) [39], Te delecyjne mutanty
BMV wystepujg rzadko i zostaly zidentyfikowane
niedawno.

I1-6. Zastosowanie rybozyméw

Zastosowanie rybozymow, czyli matych czasteczek
RNA zdolnych do katalitycznego ciecia charakterys-
tycznych sekwencji RNA, jest nowg strategig w walce
z infekcjami wirusowymi. Jeden z typéw rybozymoéw
charakteryzuje sie obecnos$cig struktury “hammer-
head”. Sekwencje rozpoznawane przez rybozymy sg to:
GUN, gdzie N moze by¢ C, lub w mniejszym stopniu,
U i A. Warunkiem katalitycznego ciecia RNA, poza
konserwowang sekwencjag GUN, jest homologia po-
miedzy sekwencjami ograniczajacymi GUN isekwenc-
jami ramion rybozymu. Poniewaz jedynie sekwencja
GUN w RNA jest niezbedna dla zajscia katalitycznego
ciecia, mozna zaprojektowaé syntetyczny rybozym,
ktérego ramiona bedg wykazywaly homologie do
region6w otaczajagcych dowolny triplet GUN. Ha -
seloff i Gerlach [40] skonstruowali trzy rybo-
zymy, ktére in vitro ciety specyficzne mRNA acetylo-
transferazy chloramfenikolu w trzech réznych miejs-
cach za tripletem GUC. Dalsze prace miaty na celu
opracowanie optymalnych warunkéw reakcji oraz
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konstrukcje bardziej aktywnych rybozyméw [41].
W rok pézniej ukazata sie praca [42] donoszaca
o konstrukcji dwéch rybozymdw, ktére in vitro prze-
prowadzaty ciecie nici (+) RNA w regionie biatka
ptaszcza i polimerazy RNA PLRV. Sekwencje DNA
zawierajgce informacje o syntezie rybozyméw pod-
tgczano pod promotor T7, a enzymatycznie aktywny
transkrypt otrzymywano w wyniku transkrypcji in
vitro. Otrzymane rybozymy przeprowadzaty reakcje
zarbwno z RNA PLRV, izolowanym z wirionu, jak
réwniez z transkryptem otrzymanym po podigczeniu
wybranych regionéw wirusowego cDNA pod promo-
tor T7.

Przedstawione powyzej strategie sg przyktadem
nowego podejscia w walce z infekcjami wirusowymi.
Wprowadzenie tych metod stato sie mozliwe dzieki
rozwojowi szeregu dyscyplin naukowych, takich np.
jak klasyczna wirusologia czy biologia molekularna.

Z cala pewnoscig, w miare rozwoju naszej wiedzy
0 wirusach, rozwijane beda nowe strategie walki
z powodowanymi przez nie infekcjami.

Artykut otrzymano 16 lutego 1994 r.
Zaakceptowano do druku 4 marca 1994 r.
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Cytoplazmatyczne biatka motoryczne

Cytoplasmic motor proteins
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Wstep

Nadrodzina miozyny

I1-1. Miozyny konwencjonalne
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11-2A. Miozyny |

11-2B. Miozyny 111

11-2C. Miozyny IV

11-2D. Miozyny V
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11-2F. Miozyny VII

11-2G. Miozyny VIII
Nadrodzina kinezyny

I11-1. Kinezyna konwencjonalna
I11-2. Biatka podobne do kinezyny

-2

. Nadrodzina dyneiny

Poréwnanie strukturalnych i funkcjonalnych witasciwosci
biatek motorycznych

Wykaz stosowanych skrotow: AMP PNP — 5’-adenylyloimi-
dodifosforan; EHNA — erytro-9[3-(2-hydroksynonylo)]a-
denina; PCR — reakcja tancuchowa polimerazy.
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1-2.

Wstep

Miozyna, dyneina i kinezyna sg biatkami motorycz-

nymi, ktorych wsp6lng wasciwoscia jest zdolnos$¢ do
przetwarzania energii chemicznej pochodzacej z hyd-
rolizy trifosforanéw nukleozydéw w energie mechani-
czng. Proces przemiany energii wymaga cyklicznego
oddziatywania czasteczek biatka motorycznego z cyto-
szkieletowymi, liniowymi polimerami: filamentami ak-
tynowymi (mikrofilamentami) w przypadku miozyny
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i mikrotubulami w przypadku dyneiny i kinezyny
[1-3]. Podstawowg podjednostkg pierwszych sg ak-
tyny, biatka o masie 42 kDa, a drugich tubuliny
0 masach 56 kDa (izoforma a) i 53 kDa (izoforma (3.
Po zwigzaniu z polimerem biatko motoryczne ulega
zmianom konformacyjnym, ktére sa niezbedne dla
jego przesuniecia wzdtuz polimeru, a nastepnie od
niego oddysocjowuje. Ponowne wigzanie z kolejnym
miejscem polimeru inicjuje nowy cykl reakcji. Zmiany
powinowactwa biatka motorycznego do polimeru
1 czas trwania jego jednostkowego przesuwu koor-
dynujg przejscia pomiedzy posSrednimi etapami cyklu
hydrolizy nukleotydu.

Ruch biatka motorycznego wzdtuz czasteczki poli-
meru jestjednokierunkowy iwyznacza go strukturalna
asymetria polimeru; jego koniec szybko rosngcy (+)
jest zaréwno pod wzgledem biochemicznym, jak istru-
kturalnym rézny od korica wolno rosngcego (—).
Miozyna przesuwa sie w kierunku konca szybko
rosnacego (+ ) filamentu aktynowego [4]. Biatka mo-
toryczne mikrotubul mogag przemieszcza¢ sie albo
w kierunku ich konca szybko rosngcego (+ ), (kinezy-
na) [5], albo w kierunku konca wolno rosngcego (—)
(dyneina) [6]. Ostatnio jednak zidentyfikowano biatka
zaréwno nadrodziny kinezyny jak idyneiny, ktdre nie
stosujg sie do tych regut.

Wzajemna organizacja biatek motorycznych i poli-
merdéw warunkuje rézne formy ruchu (Ryc. 1). W przy-
padku transportu wewnatrzkomérkowego, biatka mo-
toryczne wigzg ,tadunek” (organelle, chromosomy)
i przenosza go wzdtuz nieruchomych polimeréw. Dla
wywotania skurczu mieénia, czy wydtuzenia wrzeciona
miototycznego podczas anafazy B, a takze generacji
ruchu wici i rzesek biatka motoryczne tworzg mostki
poprzeczne pomiedzy przeciwnie zorientowanymi po-
limerami cytoszkieletowymi i powodujg ich przesuwa-
nie wzgledem siebie [7-9].

W Swietle ogromnej liczby zjawisk ruchowych za-
chodzacych w komdrce, powstaje problem w jaki
sposéb wiasciwe biatko motoryczne rozpoznaje od-
powiednig organelle w odpowiednim czasie. Komoérka

wydaje sie rozwigzywac ten problem przez wytwarza-
nie licznych biatek motorycznych o konserwatywnej
domenie generujacej ruch, potagczonej zré6znymi dome-
nami, odpowiedzialnymi za specyficzne przytgczanie
okreslonego ,,tadunku”. Niniejszy artykut poSwiecony
jest nadrodzinom biatek motorycznych, ich wystepo-
waniu, strukturze i funkcji. Do opisania struktury
i funkcji wielu cztonkéw tych nadrodzin przyczynity
sie, oprocz klasycznych metod biochemicznych i bio-
logii komérki, metody analizy genetycznej i sekwenc-
jonowania sklonowanych genéw.

Il. Nadrodzina miozyny

Miozyna, podobnie jak aktyna, wystepuje powsze-
chnie w komorkach Eukaryota: jest obecna we wszyst-
kich komérkach miesniowych i niemiesniowych kre-
gowcow i bezkregowcédw (w tym takze w komoérkach
pierwotniakow) oraz wyzszych ro$lin. Strukturalne
zréznicowanie izoform miozyny jest znacznie wieksze
niz izoform aktyny. Nadrodzine miozyny stanowig
tzw. konwencjonalne miozyny dwugtéwkowe (miozy-
ny Il), ktére wykazujg zdolnos$ci do tworzenia filamen-
téw, i nie wykazujgce tych wiasciwosci niekonwenc-
jonalne miozyny jednogtéwkowe lub dwugtéwkowe
[10] (Ryc. 2). Wspo6lIng cechag wszystkich biatek nad-
rodziny miozyny, niezaleznie od ich wystepowania
w organizmach odlegtych ewolucyjnie, jest obecnosé
w ich strukturze konserwatywnej domeny motorycznej
0 masie 80 kDa. Domena ta odpowiedzialna jest za
wigzanie filamentéw aktynowych, wigzanie i hydrolize
ATP oraz zdolno$¢ catej czasteczki biatka do prze-
mieszczania sie wzdtuz filamentow aktynowych.

I1-1.  Miozyny konwencjonalne
I1-1A. Miozyny Il
Wszystkie miozyny wystepujagce w komdérkach mies-

niowych, a takze homologiczne miozyny Il komoérek
niemie$niowych stanowiag grupe miozyn konwencjo-

—— Dyneina

e e, ,sTssms,rrs)

koniec
szybko rosnacy (+)

AT Pefier I

koniec
wolno rosnacy (—)

Miozyna
Kinezyna

.

Ryc. 1. Transport organelli wzdtuz polimeréw cytoszkieletowych oraz przesuwanie polimeréw wzgledem siebie przez biatka motoryczne

(modyfikacja ryciny wg Yale i inn. [9]).
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Miozyny konwencjonalne

Klasa wystepowanie

0 komoérki
miesniowe
i niemie$niowe

Miozyny niekonwencjonaln2

komorki
ameb (a,b),
kresowcoéw (c)

komaorki
fotoreceptorowe

I

Drosophila

Acanrhamoeba

M
%V?\/
komoérki
niemie$niowe
kregowcow
(melanocyty,
v komorki uktadu
‘ nerwowego),

drozdze

komérki
niemie$niowe
bezkregowcow
(Drosophila)

i kregowcow
(nerki $wini)

VI

VIl ? jak wyzej

komérki roslinne
VI

Ryc. 2. Nadrodzina miozyny. Struktura czasteczek konwencjonal-
nej i niekonwencjonalnej miozyny (wg Cheney’a i inn. [10]).
Gtoéwki zaznaczone czarnym kolorem, tafncuchy lekkie (w
rejonie ,szyjki”) biatymi odcinkami (liczba biatych odcin-
kéw odpowiada liczbie fancuchéw lekkich). Miejsca wigza-
nia z btong miozyn | sa zakreskowane.

nalnych. Sg one heksamerami zbudowanymi z dwoch
taricuchéw polipeptydowych zwanych ciezkimi o ma-
sie okoto 200 kDa, ktdre sg potagczone z parg regulato-
rowych (20 kDa) i parg istotnych (16-25 kDa) tan-
cuchow lekkich [11]. Lancuchy lekkie sg niekowalen-
cyjnie zwigzane z globularnymi regionami konca
N tancuchdw ciezkich miozyny tworzacymi gtéwki. Na
pozostatym odcinku tafcuchy ciezkie majg strukture
a-helikalna i sa potgczone wigzaniami hydrofobowy-
mi w superhelise. Taka struktura C-kornca odcinka
fancuchéw ciezkich jest niezbedna dla wytworzenia
— dzieki oddziatywaniom elektrostatycznym miedzy
czasteczkami miozynowymi — dwubiegunowych
przeciwréwnolegtych filamentéw, na ktérych powierz-
chni (z wyjatkiem strefy centralnej) regularnie roz-
mieszczone sg gtowki. Gtdwki miozynowe zawierajg
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domeny motoryczne biatka [12, 13]. Analizy sekwencji
reszt aminokwasowych lub reszt nukleotydowych
cDNA miozyn Il z réznych Zrodet, wykazaty niski
stopien homologii ogdlnej tancuchow lekkich i ciez-
kich. Jednakze sekwencja reszt aminokwasowych frag-
mentu ciezkiego tafcucha tworzgcego gtowke réznych
izoform miozyny, a szczeg6lnie jej regiondw wigzacych
ATP i aktyne, jest znacznie bardziej konserwatywna
niz sekwencja pozostatej czesci czgsteczki. U izoform
miozyny z mie$ni poprzecznie pragzkowanych homo-
logia tej domeny wynosi 80%, natomiast u izoform
miozyny z miesni pragzkowanych igtadkich tego same-
go gatunku okoto 50% [10]. Sekwencja C-koricowego
fragmentu faricuchéw ciezkich miozyn niemie$nio-
wych klasy Il znacznie odbiega od sekwencji izoform
miesniowych, zachowujac jednak periodyczne rozmie-
szczenie reszt hydrofobowych i polarnych, konieczne
dla wytworzenia struktury helikalnej i agregacji w fila-
menty [11]. Innym warunkiem koniecznym dla two-
rzenia filamentéw przez miozyne niemie$niowa klasy
Il (podobnie jak przez miozyne z miesni gtadkich) jest
fosforylacja jej regulatorowych tancuchdw lekkich,
ktéra powoduje zmiane struktury czasteczki ze zwinieg-
tej (o statej sedymentacji 11S) w wyprostowang (6S)
[14]. W warunkach zblizonych do fizjologicznych
ufosforylowana, cytoplazmatyczna miozyna Il tworzy
jednakze znacznie mniejsze filamenty. Podczas gdy
filamenty miozyny mieéni szkieletowych zbudowane sg
z 300-400 monomerdw i majg dtugos$¢ 1.5 pm, filamen-
ty miozyny Il z ptytek krwi tworzy okoto 30 czgsteczek
i ich dtugo$¢ wynosi 0.3 pm; wymiary filamentow
miozyny Il z Acanthamoeba castellani sg jeszcze mniej-
sze [15]. Wydaje sie, ze w kom6rkach niemie$niowych
miozyna wystepuje w postaci monomerycznej lub
oligomerycznej (oktamery), a filamenty tworzone sg
w miare potrzeby, dla wykonania okreslonej czynnosci
ruchowej [16]. Aktywno$¢ enzymatyczna miozyny Il
komoérek niemieSniowych ijej efektywno$¢ w genero-
waniu ruchu in vitro sg znacznie nizsze od tych, ktére
charakteryzuja miozyny Il z miesni szkieletowych [17,18],
Wydaje sie to byé w zgodzie z niepordwnanie wigk-
szym wydatkowaniem energii potrzebnej dla wywota-
nia skurczu miesni, niz dla generacji proceséw zwigza-
nych z ruchliwos$cig komdrkowsg.

Przy uzyciu technik immunocytochemicznych zna-
leziono filamenty miozyny Il razem z filamentami
aktynowymi w pierscieniu kurczliwym dzielagcych sie
komérek [16, 19-20], u podstawy mikrokosmkow
enterocytow [21, 22], pod btong komo6rkowga podczas
czapeczkowania (capping) receptoréw w limfocytach
T [23], we widknach naprezeniowych komoérek stac-
jonarnych [24, 25] i w tylnym biegunie migrujacych
komorek [16, 26, 27]. Powyzsze obserwacje wskazuja
na udzial miozyny Il w cytokinezie, w falowaniu
mikrokosmkow enterocytéw, gromadzeniu recepto-
row i lokomocji komdérek na zasadzie S$lizgowego
mechanizmu filamentow miozynowych i aktynowych
charakterystycznego dla skurczu miesni.
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I1-2.  Miozyny niekonwencjonalne
I1-2A. Miozyny |

W cytosolu komdérek niemie$niowych oprécz mio-
zyny dwugtéwkowej wystepuja izoformy miozynyjed-
nogtéwkowej, okres$lane jako miozyny | [28]. Naj-
wczesniej miozyny | zostaly wyizolowane z komérek
ameb Acanthamoeba castellani (IA, 1B, IC) i Dictyos-
telium discoideum (IB) (prace cytowane w [28]), pdzniej
homologiczne biatka znaleziono réwniez w komor-
kach kregowcow: np. w mikrokosmkach enterocytow
[29], rdzeniu nadnerczy [30], mdzgu [30], nerce [31]
i komdrkach mies$ni gtadkich [32]. Miozyny | s3
zbudowane z pojedynczego tancucha ciezkiego (105-
140 kDa), niehelikalnej, stosunkowo krotkiej czesci
pateczkowatej niezdolnej do wytwarzania filamentow,
i roznej liczby (1-4) specyficznych tancuchéw lekkich
(Ryc. 2). Wszystkie wykazujg aktywno$¢ ATP-
azy aktywowanej przez aktyne (chociaz w znacznie
mniejszym stopniu niz w przypadku miozyny II),
zdolnos¢ wigzania aktyny igenerowania ruchu wzdtuz
filamentéw aktynowych in vitro [28]. Wiasciwosci te
zwigzane sg z N-koncowym regionem fancucha ciez-
kiego tworzacym gtowke, ktory, jak wykazaly badania
sekwencji cDNA, jest w okoto 55% homologiczny
z odpowiednim regionem tafAcucha ciezkiego tworza-
cego gtowke miozyny Il. Sekwencja regionu C-konca
tancucha ciezkiego miozyn klasy | nie wykazuje zad-
nego podobienstwa do regionu C-konca tancucha
ciezkiego miozyn klasy Il. Mimo znacznych rdznic
w sekwencji tego fragmentu, réwniez wsrdd poszcze-
golnych izoform miozyny |, fgczy je zdolno$¢ bezpo-
$redniego wigzania z btonami zawierajagcymi fosfolipi-
dy anionowe (fosfatydyloseryne, fosfatydyloinozytol,
difosforan fosfatydyloinozytolu) [29, 33,34], Za wigza-
nie to odpowiedzialna jest silnie zasadowa domena
miozyn | znajdujgca sie w regionie korica C ciezkiego
tancucha.

W poréwnaniu z miozynami | komérek kregowcow
oraz miozynami IA i IE Dictyostelium, ktérych C-
konicowy region ciezkiego taficucha zakoriczony jest
domeng zakotwiczajacg go w btonie komérkowej,
koniec C pozostatych izoform miozyny | ameb jest
wydtuzony o dodatkowy odcinek, ktérego sekwencja
aminokwasowa wzbogacona jest w glicyne, proline
i alanine lub glutamine (domena GPA lub GPQ) [28]
iobejmuje drugie, niezalezne od ATP, miejsce wigzania
aktyny [35], Domena ta sgsiaduje z 50 aminokwasowg
domeng SH3st charakterystyczng dla biatek zwigza-
nych z aktynowym cytoszkieletem btonowym [33].
Drugie miejsce wigzania aktyny sprawia, ze miozyna
I moze mieé¢ takg samg role funkcjonalng jakag ma
tworzgca filamenty miozyna Il; obie, sieciujgc filamen-
ty aktynowe, moga przesuwaé je wzgledem siebie
dzieki statemu potaczeniu zjednym filamentem isprze-
zonemu z hydrolizg ATP cyklicznemu oddziatywniu
z drugim (patrz Ryc. 1).
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Badania biochemiczne i immunofluorescencyjne
wykazaty, ze miozyny | zwigzane sg z btong in situ [33,
34, 36]. U ameb wystepujg one szczegOlnie w krawe-
dziach wiodacych migrujagcych komérek [20, 37-38],
w fagocytarnym kubku [37] i na powierzchni takich
pecherzykow komorkowych, jak kurczliwe Wodniczki
tetniace, ktore kontrolujg cisnienie osmotyczne w ko-
morce [39]. Wyniki badan izoform miozyny | ameb
wydaja sie sugerowac ich funkcjonalng specjalizacje.
Podczas gdy miozyna IA i IB Dictyostelium praw-
dopodobnie wptywa na subtelne zmiany w zachowa-
niu komérki towarzyszace lokomocji, fagocytozie
itransportowi pecherzykéw typu endosomow [40,41],
miozyna IC Acanthamoeba jako jedyna wigze sie
z wodniczkami tetnigcymi i wspétdziatajac z filamen-
tami aktynowymi powoduje skurcz cytoszkieletu wo-
kot nich, usuwajac w ten sposdb zawartg w nich wode
do przestrzeni pozakomérkowej [42].

Izoformy miozyny | réznig sie iloScig i strukturg
tancuchow lekkich. Miozyny ameb zawierajg jeden lub
dwa specyficzne tancuchy lekkie [28], natomiast mio-
zyny | kregowcdw majg trzy do czterech tancuchéw
lekkich, ktdrymi sg czasteczki kalmoduliny [43]. Miej-
scem zakotwiczenia czasteczek kalmoduliny jest po-
wiekszony region ,szyjki” (taczacy gtowke z czescig
pateczkowatg) miozyny |, zawierajagcy przynajmniej
trzy razy powtérzony motyw aminokwasowy 1Q
(IQXXXRGXXXR) [44]. Pbézniej wykazano, ze region
0 podobnej strukturze, wigzacy w nieobecnosci Ca2+
kalmoduline (lub inne biatko o strukturze ,,EF hand”)
wystepuje we wszystkich miozynach, a takze innych
biatkach wiagzacych kalmoduline [45], Obecnos$¢ kal-
moduliny w czgsteczce miozyny | niemig$niowych
komdrek kregowc6éw sugeruje, ze regulacja jej aktyw-
nosci zalezy od Ca2+. Ostabienie wigzania tancuchdéw
kalmodulinowych z tahAcuchami ciezkimi miozyny
1z mikrokosmkow enterocytéw pod wptywem Ca2+
i towarzyszagce mu zahamowanie przesuwania miozy-
ny wzdtuz immobilizowanych filamentéw aktynowych
in vitro [29] przemawiaja za stusznos$cia tego pogladu.

Rola miozyny | w komérkach kregowcéw nie jest
jeszcze w pelni poznana; przypisuje sie jej udziat
w taczeniu aktyny z biong komoérkowa, a takze
w generowaniu ruchu mikrokosmkéw itransportowa-
niu pecherzykéw btonowych [10, 29].

11-2B. Miozyny Il

Jednogtéwkowa miozyna Ill, biatko najbardziej
réznigce sie od innych miozyn, kodowane jest przez
gen ninaC i ulega ekspresji w komdrkach fotorecep-
torowych oczu Drosophila [46]. Wystepuje ono w po-
staci dwoch izoform o masach 174 kDa i 132 kDa
réznigcych sie dtugoscig czesci pateczkowatej. C-kon-
cowe domeny obydwu izoform réznig sie miedzy sobag,
nie sg tez podobne do domen C-koficowych innych
dotad poznanych miozyn, z wyjatkiem regionu zawie-
rajacego jeden lub dwa motywy sekwencji 1Q. Ogdlna
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homologia miozyn Il i miozyn | oraz miozyn Il
wynosi tylko dwadzie$cia kilka procent. Unikalng
cechg obydwu miozyn klasy Il1jest dodatkowa 30 kDa
domena o aktywnos$ci kinazy biatkowej, potgczona
z N kohicowym fragmentem gtéwki (Ryc. 2).

Mikroskopia immunofluorescencyjna wykazata, ze
izoforma miozyny Il o wyzszej masie jest obecna
w organellach zwanych rabdomerami, strukturach
zblizonych do mikrokosmkdéw, ktére zawierajg ele-
menty cytoszkieletu, rodopsyne i inne biatka zwigzane
z procesem fototransmisji. Izoforma o nizszej masie
znajduje sie w cytosolu komérek fotoreceptorowych
[47]. Przypuszcza sie, ze miozyny te biorg udziat
w falowaniu bton rabdomeru lub/i w fototransmisji.
Mutacja ich genéw powoduje degeneracje komadrek
fotoreceptorowych poprzez redukcje wielkoSci rab-
domeréw oraz zmniejszong zawarto$¢ rodopsyny
w ich wnetrzu [46].

11-2C. Miozyny IV

Przedstawicielem miozyn klasy IV jest niekonwenc-
jonalna miozyna jednogtéwkowa z Acanthamoeba
0 masie 177 kDa [48], Region jej gtéwki oraz gtowki
innych miozyn sg homologiczne, podczas gdy domena
pateczkowata o masie 87 kDa jest zupetnie inna za
wyjatkiem 50 aminokwasowej sekwencji SH3st na
koncu C czasteczki. Biatko to nie zawiera znalezionej
u miozyny | ameb sekwencji odpowiadajacej miejscu
wigzania z btong.

11-2D. Miozyny V

Miozyny klasy V sg niekonwencjonalnymi miozyna-
mi dwugtdwkowym. Ich taricuchami ciezkimi sg m.in.:
produkt mysiego genu dilute o masie 215 kD a (ktérego
mutacja powoduje rozjasnienie siersci zwierzat z po-
wodu dysfunkcji melanocytow, a czesto takze ciezkie
zaburzenia neurologiczne) [49], produkt genu MYO02
drozdzy Saccharomyces cervisiae 0 masie 180 kDa [50]
oraz homologiczne biatko o masie 190 kDa z mdzgu
kurczakéw [51]. Oprécz podobnych do innych mio-
zyn regionéw gtowek, wszystkie te biatka charak-
teryzujg sie bardzo rozbudowanym, 18 kDa regionem
»S2yjki”, w ktérej wystepuje sze$¢ tandemowych po-
wtérzerh sekwencji motywu 1Q, i ktora jest miejscem
wigzania 12 czasteczek kalmoduliny [52]. ,,Szyjka”
potagczona jest z okoto 30 nm odcinkiem patecz-
kowatym zakorczonym unikalng domeng globularng
0 masie 47 kDa. Obecno$¢ w regionie pateczkowatym
tancuchéw ciezkich a-helikalnych odcinkéw (obejmu-
jacych od 150-500 reszt aminokwasowych) powoduje,
ze miozyny V tworza dimery, ale nie tworzg filamen-
tow. Wykazano, ze przemieszczanie miozyny V wzdtuz
immobilizowanych filamentéw aktynowych in vitro,
podobnie jak w przypadku miozyny | z mikrokosm-
kow enterocytéw, jest regulowane przez zmiane steze-
nia Ca2+ i kalmoduline [53]. Jakkolwiek funkcja tej
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grupy miozyn nie jest jeszcze poznana, przypuszcza sie,
ze sg one sktadnikami organelli btonowych na ob-
wodzie komorki lub kortykalnego cytoszkieletu. Ba-
dania immunofluorescencyjne wykazaty, ze miozyny
klasy V sg rzeczywiscie zwigzane z jedna lub kilkoma
btonowymi organellami znajdujagcymi sie w regionie
perinuklearnym [54], co sugeruje, ze moga one bra¢
udziat w transporcie tych organelli.

I1-2E. Miozyny VI

Niekonwencjonalng miozyne dwugtéwkowa klasy
VI zidentyfikowano w chromosomalnym locus 95F
Drosophila [55]. Na podstawie analizy sekwencji sklo-
nowanego cDNA genu kodujgcego region gtowki
wykazano, ze jej homolog wystepuje rowniez w linii
komorkowej nerek swini [56]. Sasiadujaca z gtowkami
domena tych miozyn zawiera krétki odcinek ktdrego
reszty aminokwasowe zdolne sg do tworzenia super-
helisy, pozostata czes¢ fragmentu konca C jest charak-
terystyczna tylko dla miozyn klasy VI. Miozyna VI
z Drosophila wystepuje w cytoplazmie zarodkdw much
[55], Jej rola fizjologiczna nie jest jeszcze poznana.

I1-2F. Miozyny VII

VI klase niekonwencjonalnych miozyn jednogtéw-
kowych stanowi miozyna Drosophila kodowana przez
chromosomalne locus 35B,C [57]. Podobne biatko
zidentyfikowano w linii komdrkowej nerek $wini [56].
Do tej pory zsekwencjonowano tylko domeny gtowki
tych miozyn. Nie jest znana struktura pozostatej czesci
ich czgsteczek, a takze funkcja.

11-2G. Miozyny VIII

Do klasy VIII zaliczana jest nowoodkryta, na
podstawie sklonowanego kodujacego ja cDNA, mio-
zyna z wyzszych roélin (Arabidopsis thaliana) [58]. Jest
to biatko o masie 131 kDa, charakterystycznej dla
wszystkich miozyn domenie motorycznej gtowki i uni-
kalnej strukturze fragmentéw korica N i C. Nieco
oddalony od konhica C fragment posiada cztery potenc-
jalne miejsca wigzania kalmoduliny (motywy 1Q),
a w ich sasiedztwie maty region tworzacy superhelise.
Wysunieto przypuszczenie, ze miozyna VIII bierze
udziat w przenoszeniu w komadrkach roslinnych orga-
nelli, takich jak chloroplasty czy siateczka endoplaz-
matyczna.

I11. Nadrodzina kinezyny

Nadrodzina Kkinezyny, podobnie jak nadrodzina
miozyny, obejmuje liczng grupe biatek [59,60] (Ryc. 3).
Wiekszos$¢ z nich identyfikowano przez poréwnanie
sekwencji genéw izolowanych réznymi metodami,
witgczajac klonowanie genetycznie zidentyfikowanych
loci i PCR [61]. Wszystkie te biatka charakteryzujg sie
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Ryc. 3. Nadrodzina kinezyny. Struktura czasteczki kinezyny kon-
wencjonalnej i przewidywanych biatek podobnych do kine-
zyny (wg Goldsteina [59]). Gtéwki zaznaczone czarnym
kolorem. W przypadku biatek podobnych do kinezyny
podano strukture tancuchow ciezkich. Lekkie tancuchy
konwencjonalnej kinezyny zaznaczono dwoma odcinkami
w regionie konca czasteczki.

Drosophila

unc-104

homologiczng domeng motoryczng, obejmujgcg 340
reszt aminokwasowych, ktéra odpowiedzialna jest za
wigzanie z mikrotubulami, wigzanie i hydrolize ATP
oraz generacje ruchu wzdtuz mikrotubul.

I11-1. Kinezyna konwencjonalna

Kinezyne po raz pierwszy odkryto w aksonie olb-
rzymim matwy [62], a nastepnie takze w réznych
tkankach i komorkach zwierzecych (mo6zg ssakéw
[63], watroba szczura [64], rdzen nadnerczy wotu
[65], jaja jezowca [66], fibroblasty zarodk6w kurzych
[67], komorki Drosophila [68], Acanthamoeba [69]
i Dictyostelium [70]). Natywny enzym, o masie okoto
360 kDa, jest tetramerem ztozonym z dwdch identycz-
nych fancuchoéw ciezkich o masach 110-134 kDa
i dwéch tancuchow lekkich o masach 60-80 kDa [59].
Czasteczka kinezyny ma dtugos$é okoto 80 nm i sktada
sie z trzech strukturalnych domen (Rys. 3). Na koncu
N kazdego z tancuchow ciezkich znajduje sie region
globularny o masie 50 kDa i wymiarach 9x10 nm,
zwany gtdwka, w ktérej miesci sie domena motorycz-
na. Jak wykazaty badania natywnych, pozbawionych
koncowych reszt aminokwasowych i chimerycznych
tancuchow ciezkich, wytwarzanych przez E. coli, spo-
§rod 450 reszt aminokwasowych tworzacych gtowke,
domene motoryczng tworzy 340 reszt. Gtowki pota-
czone sg z dituga (50-60 nm) czescig pateczkowata,
w ktérej a-helikalne odcinki ciezkich taricuchéw two-
rzg superhelise. W S$rodkowej czesci pateczki super-
helisa jest zaburzona, co powoduje obserwowane
czesto w mikroskopie elektronowym zagiecie czgste-
czki. W regionie konca C tancuchy ciezkie nie tworzg
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struktury a-helikalnej i razem z tgczacymi sie z nimi
tancuchami lekkimi tworzg wachlarzowate zakoncze-
nie czasteczki. C-koricowa domena globularna fan-
cuchédw ciezkich, o masie 10-15 kDa, z nagromadzo-
nym ftadunkiem dodatnim bierze prawdopodobnie
udziat nie tylko w wigzaniu tancuchéw lekkich, ale
réwniez przenoszonych przez kinezyne organelli. Jej
dodatkowa funkcjg moze by¢ regulacja aktywnosci
motorycznej enzymu. Poniewaz kinezyna, podobnie
jak miozyna Il z miesni gtadkich i komorek niemigs-
niowych, wystepuje w dwoch formach konformacyj-
nych: enzymatycznie nieaktywnej, zwinietej (o statej
sedymentacji 9 S) i aktywnej, wyprostowanej (6 S),
mozna przypuszczac, ze jej aktywacja zachodzi po-
przez fosforylacje fancuchdédw lekkich lub ciezkich [71].
Informacje dotyczace oddziatywania kinezyny z mik-
rotubulami iczgstkami przez nig transportowanymi sg
nadal fragmentaryczne. Ostatnio z mikrosomoéw mozgu
zarodk6w kurzych wyizolowano integralne biatko bto-
nowe o0 masie 160 kDa, ktére w sposob zalezny od ATP
wigze kinezyne i moze petnic¢ funkcje jej receptora [72].

Wprowadzenie do komorki nerwowej przeciwciat
skierowanych przeciw kinezynie lub specyficznego
inhibitora — niehydrolizowalnego analogu ATP,
AMP-PNP — utrwalajgcego jej wigzanie z mikro-
tubulg pozwolito wykazac, ze biatko to jest odpowie-
dzialne za szybki wstepujacy (+ ) transport aksonalny
(w kierunku obwodu neuronu) pecherzykéw synap-
tycznych [73, 74]. Immunolokalizacja kinezyny na
organellach gromadzgcych sie w proksymalnej czesci
podwigzanych nerwdw obwodowych [75], odpowiada
tej roli. Przy uzyciu przeciwciat wykazano, ze kinezyna
bierze réwniez udziat w organizacji tubularnych ukta-
dow bionowych (endoplazmatycznego reticulum, apa-
ratu Golgiego, endosomo6w i lizosoméw) przez wy-
dtuzanie i umieszczanie elementow btonowych wzdtuz
mikrotubul [76], a takze w dyspersji organelli zawiera-
jacych pigment [77],

111-2. Biatka podobne do kinezyny

Pierwszym zidentyfikowanym biatkiem podobnym
do kinezyny byt produkt genu bimC (blocked in mitosis
C) grzyba Aspergillus nidulans [78]. Gen ten ziden-
tyfikowano dzieki jego mutacji, ktérej fenotypowym
efektem byto zaburzenie zdolnosci do podziatu jadra.
Analiza sekwencji sklonowanego cDNa wykazata, ze
koduje on biatko, o masie 132 kDa, ktére sktada sie
z gtowy znajdujacej sie w koficu N czasteczki isgsiadu-
jacego z nig dtugiego, obejmujgcego 700 reszt amino-
kwasowych odcinka pateczkowatego o sekwencji nie-
podobnej do odcinka pateczkowatego konwencjonal-
nej kinezyny (Ryc. 3). Domena motoryczng biatka
kodowanego przez bimC wykazuje wiekszy stopien
identycznos$ci z domeng motoryczng biatka o masie
121 kDa kodowanego przez gen cutl drozdzy Schizo-
saccharomyces pombe [79] i biatka o masie 120 kDa
kodowanego przez gen Eg5, Xenopus laevis [80] niz
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z domeng motoryczng kinezyny konwencjonalnej.
Wszystkie trzy biatka wykazujg ponadto pewien sto-
pien homologii regionu C korica odpowiedzialnego za
ich dimeryzacje. Podobna struktura tych biatek, a tak-
ze zaburzenie wczesnych etapéw mitozy przez mutacje
ich genoéw sugeruje, ze petnig one podobng funkcje
w komoarce. Przypuszcza sie, ze polega ona na roz-
suwaniu biegunéw wrzeciona podczas mitozy w efek-
cie tworzenia mostkéw miedzy zachodzacymi na siebie
przeciwrownolegtymi mikrotubulami z obydwu pot6-
wek wrzeciona podziatowego i przesuwanie ich wzgle-
dem siebie w kierunku obwodu koméarki [78, 79].

Inne biatko podobne do kinezyny zidentyfikowano
jako produkt genu KAR3, S. cervisiae [81]. Mutant
KAR3 wykazuje obnizong zdolnos$¢ do fuzji jadrowej
podczas kariogamii. Analiza sekwencji cDNA wykaza-
fa, ze kodowane przez KAR3 biatko o masie 84 kDa
ma sekwencje 328 reszt aminokwasowych regionu
konca C w 39% identyczng z sekwencjg tancucha
ciezkiego kinezyny Drosophila, oraz ze region identycz-
nosci odpowiada domenie motorycznej. Ponadto
stwierdzono, ze zawierajagcy 390 reszt aminokwaso-
wych, i majacy na pewnym odcinku zdolno$¢ do
wytworzenia struktury a-helikalnej, fragment konca
N biatka KAR3 nie jest podobny do C-koficowego
fragmentu kinezyny. Obserwacje te wskazujg, ze do-
mena motoryczng kazdego z tafcuchow ciezkich biat-
ka KAR3 znajduje sie wjego C-koncowym fragmencie.
Dotad nie wiadomo, czy odmienna lokalizacja domen
motorycznych wpltywa na kierunek ruchu tego biatka
wzdtuz mikrotubul, jak to ma miejsce w przypadku
produktu genu ndc (patrz nizej). Przewidywana rola
biatka KAR3 to udziat w wydtuzaniu wrzeciona mito-
tycznego na zasadzie opisanej dla biatek bimC i cut7
oraz w przenoszeniu jagdra podczas kariogamii.

Badania genu ndc (claret non disjunctional) Drosop-
hila, ktory wptywa na kolor oczu (dyspersje organelli
zawierajacych pigment) i dystrybucje chromosomow
podczas mejozy, doprowadzity do wykrycia nastep-
nego biatka nadrodziny kinezyny [82], Analiza sek-
wencji cDNA wykazata, ze domeny motoryczne tego
biatka o masie 70 kDa znajdujg sie réwniez we
fragmencie C-kofAcowym tahAcucha ciezkiego. Koniec
N zawierajgcy 320 reszt aminokwasowych jest podob-
ny do konca N hiatka KAR3 i moze tworzy¢ strukture
a-helikalng. Testy ruchliwosci in vitro wykazaty, ze
sklonowane w bakteriach biatko ndc przemieszcza sie
w kierunku konca (—) mikrotubuli [83], cojest zgodne
z jego sugerowang rolg w przemieszczaniu chomoso-
méw w kierunku biegunéw podczas podziatu komér-
kowego. Jest wiec interesujgce, czy biatko nadrodziny
kinezyn o masie 74 kDa kodowane przez inny gen, nod
(no distributive disjunction) Drosophila [84], ktore
asocjuje z chromosomami, przemieszcza sie w kierun-
ku konica (+ ) mikrotubuli.

W odrdznieniu od biatek biorgcych udziat w mito-
zie, produkt genu unc-104 nicienia Caenorhabditis
elegans jest biatkiem podobnym do kinezyny, ktore
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odgrywa role w wstepujagcym (+ ) szybkim transporcie
aksonalnym pecherzykéw synaptycznych [85]. Biatko
to ztozone jest z 1584 reszt aminokwasowych iposiada
domene motoryczng w regionie korica N.
Zastosowanie techniki PCR potgczonej z sekwenc-
jonowaniem doprowadzito do wykrycia kolejnych
biatek nadrodziny kinezyny u Drosophila [82, 86, 87]
i S. cerevisiae [88, 89]. Biatka te biorg udziat w po-
dziatach komdrkowych, a niektdre z nich, podobnie
jak kinezyna, uczestniczg w transporcie aksonalnym.

IV. Nadrodzina dyneiny

Cytoplazmatyczne dyneiny sg rozpuszczalnymi ho-
mologami aksonemalnych dynein wici i rzesek [60,
90], a takze ich prekursorami w aksonemach podczas
wczesnej embriogenezy [91]. Zidentyfikowano je
w wielu tkankach i komdrkach zwierzecych (mézg
wotu [92], watroba ijadra szczura [64, 93], nicien C.
elegans [94], matwa [95], jaja jezowca [96], Parame-
cium [97], ameba Reticulomyxa [98], Dictyostelium
[99], komdrki HeLa [100]). Badania przy uzyciu
skaningowego transmisyjnego mikroskopu elektrono-
wego (STEM) wykazaly, ze czgsteczka cytoplazmaty-
cznych dynein ma dtugos$¢ 50 nm i sktada sie z dwéch
globularnych regionéw o $rednicy 13.4 nm, zwanych
gtéwkami, ktore potgczone sg cienkimi pateczkowaty-
mi odcinkami z mniejszym regionem globularnym
[92]. Jej masa wynosi ~ 1200 kDa. Dyneiny sg
kompleksem wielu ré6znych podjednostek; np. dyneina
z mdzgu, znana uprzednio pod nazwg MAP (mic-
rotubule associated protein) 1C, zbudowana jest
z dwoch tancuchdéw ciezkich (kazdy o masie okoto 500
kDa), trzech tancuchéw posrednich (70-74 kDa) i czte-
rech tancuchow lekkich (53-59 kDa) [90, 101] (Ryc. 4).
tancuchy ciezkie tworzg gtowki (a i @ (dyneina
aksonemalna moze zawiera¢ dodatkowg gtowke vy)
i gietkie pateczkowate odcinki, ktére u podstawy #acza
sie z tancuchami posrednimi i lekkimi. Gowki sg
miejscem wigzania mikrotubul oraz miejscem wigza-
nia i hydrolizy ATP. Rola tahncuchéw posrednich
dyneiny wydaje sie byé zwigzana z zakotwiczaniem
przenoszonych obiektow, podczas gdy taficuchy lekkie
biorg udziat w regulacji jej aktywnosSci enzymatycznej.

Ryc. 4. Przedstawiciel nadrodziny dyneiny. Struktura dyneiny
z mézgu (MAP IC) (wg Vallee [90]). Gtowki zaznaczone
kolorem czarnym, faricuchy posrednie sa zakreskowane,
a tancuchy lekkie niezakreskowane.
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Ostatnio, przy zastosowaniu dwu réznych strategii
klonowania oznaczono sekwencje 4466 aminokwasow
tafncucha ciezkiego @dynein pochodzacych z aksonem
wici plemnikéw dwu gatunkow jezowcéw [102, 103].
Analiza sekwencji aminokwaséw wskazuje, ze jest to
biatko motoryczne zupetnie r6zne od kinezyn imiozyn,
oraz ze tylko region ztozony z nie wiecej niz 120 reszt
aminokwasowych zdolny jest do tworzenia struktury
a-helikalnej. W odr6znieniu od miozyny i kinezyny,
ktdre wigzg jedng czasteczke ATP, dyneina ma kilka
przypuszczalnych miejsc wigzania tego nukleotydu.
Poniewaz hydroliza tylko jednej czasteczki ATP wy-
starcza dla funkcji motorycznych tego biatka, sadzi sie,
ze przylgczanie ATP do pozostatych miejsc reguluje
allosterycznie dziatanie enzymu [87]. Hamowanie
przemieszczania mikrotubul pod wptywem dyneiny
przy duzych stezeniach ATP wskazuje, ze koncepcja ta
jest stuszna.

Badania immunocytochemiczne, a takze zastosowa-
nie specyficznych inhibitoré6w dyneiny (wanadanu,
ktory w obecnosci ATP i promieni ultrafioletowych
powoduje rozszczepienie domeny motorycznej, oraz
analogu adenozyny EHNA), pozwolito na wykazanie
udziatu dyneiny we wstecznym (—) transporcie orga-
nelli z synapsy do centrum aksonu [104, 105], w prze-
mieszczaniu chromosomoéw w kierunku biegunow
wrzeciona mitotycznego [106,107] oraz wendocytozie
[108]. We wszystkich tych procesach kierunek trans-
portu ,tadunku” przez cytoplazmatyczna dyneine kre-
gowcow zgodny jest z kierunkiem okreslonym w bada-
niach in vitro (tj. kierunkiem ku koncowi (—) mikro-
tubul) oraz polarnoscig mikrotubul w aksonie i wrze-
cionie kariokinetycznym. Ewenementem jest wiec
dwukierunkowy ruch dyneiny obserwowany w przy-
padku ameby Reticulomyxa [87].

Mato dotad wiadomo o regulacji aktywnos$ci moto-
rycznej dyneiny. Przypuszcza sie, ze role w tym proce-
sie odgrywa badz fosforylacja dyneiny, badz biatka
wigzgce sie z dyneing. Ostatnio zwraca sie uwage na
kompleks dynaktyny, ktéry skiada sie z izoformy
a centraktyny (biatka homologicznego do aktyny) oraz
biatek o masach 150 kDa i 50 kDa, i towarzyszy
preparatom cytoplazmatycznej dyneiny [109], Wyka-
zano, ze kompleks ten promuje indukowany przez
dyneine ruch pecherzykéw in vitro, podczas gdy dynei-
na bez tego kompleksu jest w tym oznaczeniu nieak-
tywna [110]. Kolokalizacja dynaktyny z koncem (—)
mikrotubuli sugeruje interakcje dynaktyny z cytoplaz-
matyczng dyneing in vivo. Poznano rowniez biatka
nazwane ,spinaczami” (elips), ktérych zadaniem jest
przywigzywanie organelli do mikrotubul [111].

Zaréwno dyneina cytoplazmatyczna, jak i aksone-
malna, wystepuja w wielu formach polimorficznych,
réznigcych sie liczbg podjednostek, a takze ich struk-
turg [8]. Przypuszcza sig, ze poznanie sekwencji tan-
cucha ciezkiego P dyneiny pozwoli na zidentyfikowa-
nie, sklonowanie i zsekwencjonowanie genéw nowych
cztonk6éw nadrodziny dyneiny, zawierajacych podob-
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ng domene motoryczng, ale potgczong z innymi dome-
nami niz dotagd poznane.

V. Pordwnanie strukturalnych i funkcjonalnych
wiasciwosci biatek motorycznych

Przedstawiony w poprzednich rozdziatach przeglad
biatek motorycznych trzech nadrodzin: miozyny, kine-
zyny i dyneiny zwraca uwage na, niezalezne od
wielko$ci ich czasteczek, podobienstwo strukturalne.
Wszystkie posiadajg jedng lub dwie domeny moto-
ryczne znajdujace sie¢ w globularnym regionie czaste-
czki (na ogdt koncu N ciezkich tancuchéw). Domeny te
potaczone sg z czeScig pateczkowatg, w przypadku
wielu miozyn i kinezyn tworzgca strukture a-helikalna,
odpowiedzialng za dimeryzacje tancuchow ciezkich.
Na koricu C biatek motorycznych znajduje sie region
odpowiedzialny prawdopodobnie za przytgczanie
przenoszonych przez nie organelli. Dodatkowy ele-
ment stanowig taricuchy lekkie lub inne biatka wpty-
wajgce na aktywno$¢ biatek motorycznych. Mimo
podobnej morfologii miozyn, kinezyn idynein, analiza
sekwencji aminokwasoéw ich ciezkich tancuchdédw nie
wykazata zadnych regionéw homologicznych, z wyjat-
kiem sekwencji wigzacej ATP (ktora jest charakterys-
tyczna dla wszystkich biatek wigzacych ATP) i ewen-
tualnych sekwencji aminokwasdw tworzacych struk-
ture oc-helikalng [112].

Cykl hydrolizy ATP przez wszystkie trzy biatka
motoryczne jest podobny i sktada sie z trzech zasad-
niczych etap6w: wigzania ATP z miejscem aktywnym
biatka, hydrolizy ATP istymulowanego przez mikro-
filamenty (w przypadku miozyny) i mikrotubule (w
przypadku kinezyny idyneiny) uwolnienia produktow
hydrolizy ATP (ADP i Pn) [113, 114]. Ostatni etap
zwigzany z generacja sity jest etapem wolnym, ograni-
czajacym szybko$¢ procesu. Jednakze w przeciwienst-
wie do miozyny, gdzie uwolnienie Pndecyduje o szyb-
kosci hydrolizy, w przypadku kinezyny i dyneiny
najwolniejszym etapem jest uwolnienie ADP. Wy-
stepuja tez réznice w specyficznosci substratowej tych
trzech enzymow; podczas gdy konwencjonalne miozy-
ny ikinezyna moga hydrolizowaé rdwniez inne natura-
Inie wystepujace nukleotydy, dyneina aksonemalna
wykazuje preferencje wobec ATP [115], natomiast
dyneina cytoplazmatyczna moze hydrolizowac¢ réw-
niez GTP, TTP i CTP, ale tylko hydroliza ATP
generuje ruch biatka [101]. Dla aktywnosci wszystkich
biatek motorycznych niezbedne sg dwuwarto$ciowe
jony magnezu lub wapnia.

Obecnos$¢ izoform biatek motorycznych: miozyny
idyneiny wwyspecjalizowanych komdrkach lub struk-
turach komoérkowych, takich jak komorki miesniowe
i wici, w ktérych organizacja bialek jest wysoce
uporzagdkowana, pozwolita zrozumieé strukturalne
podstawy ruchu. Cytoplazmatyczne biatka motorycz-
ne wystepujg w stosunkowo niskim stezeniu i ich
organizacja w komdrce jest trudna do $ledzenia przy
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pomocy mikroskopu elektronowego. Rozwinieto jed-
nak techniki mikroskopowe potaczone z mozliwoscia
obserwacji na ekranie obiektow tak matych jak 25 nm
mikrotubule czy 40 nm pecherzyki btonowe w stanie
natywnym [116]. Powszechnie wykorzystano takze
tzw. testy ruchliwosci in vitro (motility assays), polega-
jace na Slizganiu w obecnosci ATP cytoplazmatycz-
nych polimeréw po powierzchni szklanej z zaadsor-
bowanym biatkiem motorycznym, lub odwrotnie,
przemieszczaniu kuleczek optaszczonych biatkami
motorycznymi wzdtuz immobilizowanych filamentow
aktynowych lub mikrotubul [117, 118]. Pozwolity one
na okres$lenie szybkosSci i kierunku ruchu, a takze
minimalnej sekwencji ciezkich tancuchow odpowiada-
jacej domenie motorycznej. W ten spos6b wykazano,
ze $rednia szybko$¢ ruchu generowanego przez miozy-
ne konwencjonalng z miesni szkieletowych wynosi
52 pm/sek, podczas gdy S$rednie szybkosci ruchu
generowanego przez dyneine i kinezyne sg nizsze
i wynoszg odpowiednio 1,31i0,3-0,4 gm/sek [115,118].
Kierunek ruchu, jakkolwiek w przypadku miozyn
zdeterminowany przez polarno$¢ filamentéw aktyno-
wych, a w przypadku kinezyn idynein przez polarno$¢
mikrotubul, wydaje sie rdwniez zaleze¢ od budowy
domeny motorycznej biatek generujacych ruch [119].
Mimo, ze podobieAstwo sekwencji aminokwasowej
domen motorycznych biatek danej nadrodziny jest
znaczne, to jednak subtelne zmiany strukturalne wy-
wotane na przyktad zmiang okreslonych sekwencji
tych domen podczas ewolucji lub ich modyfikacjg
postranslacyjng mogg wptywaé na kierunek ruchu.
Wstepne badania wskazujg, ze zmiana pozycji domeny
motorycznej Kkinezyny, np. przez przeniesienie jej
z kofica N na koniec C czasteczki nie wystarcza do
zmiany kierunku generowanego przez nig ruchu [59],

Dotychczasowe badania biatek motorycznych
wskazuja, ze okreslone biatko moze ulega¢ ekspresji
w wielu komdrkach, niektére komorki wytwarzajg
wiele bialek motorycznych, a niektére biatka moto-
ryczne moga miec¢ funkcje, ktére sa wazne tylko dla
okreslonych tkanek. Jest wiec mozliwe, ze kazde hiatko
motoryczne ma funkcje istotne i nieistotne, co stwarza
mozliwo$¢ funkcjonalnej wymiennoSci réznych biatek
motorycznych. Rozwazane sa dwie mozliwosci za-
stepowaniajednego biatka motorycznego innym. Pier-
wsza, kiedy dany transport ,fadunku” nie jest istotny
i moze byé kompensowany przez inne procesy; druga,
kiedy dwa biatka motoryczne moga przenosic¢ ten sam
~tadunek” dzieki na przyktad podobnej sekwencji
miejsca zakotwiczajgcego go. Na tej drugiej zasadzie
wydaje sie opiera¢ kompensacja defektu genetycznego
biatka z nadrodziny miozyny (kodowanego przez gen
MYO02 z S. cerevisiae), przejawiajgcego sie zaburzenia-
mi sekrecji, przez zwiekszong ekspresje biatka z nad-
rodziny kinezyny (kodowanego przez gen SM Y7) [ 120].
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1. Struktura HSPG i ich metabolizm

I11. Interakcje HSPG z makroczgsteczkami

IV. HSPG macierzy zewngtrzkomoérkowej

V. Rola HSPG w oddziatywaniach miedzy komoérka a ma-
cierza zewnatrzkomorkowa — zjawiska przylegania i mi-
gracji komorek

VI. Wptyw HSPG na wzrost i réznicowanie komorek

Wykaz stosowanych skréotéw: HSPG — proteoglikany hepa-
ranosiarczanowe; FGF — czynnik wzrostowy fibroblastéw;
aFGF — kwasny czynnik wzrostowy fibroblastow; bFGF
— zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastéw; GIcA — kwas
glukuronowy; GIcNAc— N-acetyloglukozoamina; N-CAM
— blonowe receptory adhezyjne neuronow

I. Wprowadzenie

Proteoglikany heparanosiarczanowe (HSPG) sg gli-
koproteinami cechujgcymi sie znaczng heterogennos-
cig, szeroko rozpowszechnionymi w tkankach zwierze-
cych [1-4]. Wystepujg one w komdrkach jak i w prze-
strzeni pozakomérkowej. W komorkach zwigzane sg
gtéwnie z btonami zewnetrznymi [1, 3-5] i ziarnisto$-
ciami wydzielniczymi [4-6], a produkty ich czeSciowej
degradacji znajdowane sa takze w jadrze komérko-
wym [7]. W przestrzeni pozakomorkowej natomiast,
omawiane makroczasteczki wchodzg w sktad macierzy
zewnatrzkomorkowej i bton podstawnych [2, 6, 8, 9].
Istniejg przestanki, sugerujagce, ze HSPG mogg od-
grywacé istotng role w regulacji oddziatywania komoé-
rek ze Srodowiskiem zewnetrznym, wptywajac na
wzrost i procesy ré6znicowania komorek. Do przypusz-
czen takich sktaniaja:

1 wymieniona wyzej lokalizacja poza- i wewnatrz-

komorkowa HSPG lub produktéw ich rozpadu,

2. pojawianie si¢ HSPG na okre$lonych etapach

morfogenezy [1, 3, 9, 10],

1 Mgr, 2 doc. dr hab., Katedra, i Zaktad Chemii Klinicznej
i Diagnostyki Laboratoryjnej, Slagska Akademia Medyczna,
ul. Jagiellonska 4, 41-200 Sosnowiec
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3. pewne cechy struktury omawianych proteoglika-
néw, takie, jak znaczna gesto$¢ tadunku elekt-
rycznego czesci cukrowej, umozliwiajgca specyfi-
czne badz niespecyficzne oddziatywania z wielo-
ma réznymi molekutami i duza réznorodno$¢
budowy [2, 11].

Il. Struktura HSPG i ich metabolizm

Czasteczki HSPG skitadajg sie z dwoch czesci:
rdzenia biatkowego i kowalencyjnie z nim zwigzanych,
poprzez grupe hydroksylowg reszty serynowej, tan-
cuchow siarczanu heparanu o roznej dtugosci. Liczba
taricuchéw glikanowych moze byé rézna — od jednego
do kilku, a nawet do 30, jak w przypadku HSPG
z hodowli nowotworowych komdrek okreznicy czto-
wieka. Zdarza sie takze, ze do jednej czasteczki biatka
rdzeniowego, obok tancuchéw siarczanu heparanu,
moze by¢ przytaczony siarczan chondroityny. Wspo-
mniany uktad wystepuje w przypadku: syndekandéw
1i 3 (btonowych proteoglikan6w, syntetyzowanych
przez r6znorodne komorki réznicujgce sie oraz przez
nabtonki) [1,9-1,2], CD-44 (receptora zasiedlania lim-
focytéw) [4, 13] czy betaglikanu (receptora dla trans-
formujacego czynnika wzrostowego @i zasadowego
czynnika wzrostowego fibroblastéw) [14].

Précz tancuchow glikanowych, biatka rdzeniowe
maja jeszcze tancuchy oligosacharydowe, przytaczone
do reszt asparaginy i seryny za pomocg wigzan N-
i O-glikozydowych. Masy czasteczkowe tak zbudowa-
nych molekut HSPG z hepatocytéw szczura wynoszg
73 kDa, a z komdrek nowotworowych okreznicy
cztowieka nawet 950 kDa [2].
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Poznano juz budowe pierwszorzedowg ro6znych
biatek rdzeniowych wielu HSPG [ 1,4,9]. Nie znalezio-
no jednak sekwencji aminokwasowej, ktdra Scisle
determinowataby przytgczenie tancucha glikozoami-
noglikanowego. Tym niemniej, analiza struktury bia-
tek rdzeniowych ujawnita, ze reszty seryny whudowane
w odcinki peptydowe o konformacji (3 sg szczegdlnie
czesto podstawiane tafcuchami cukrowymi [11].

Biatka rdzeniowe, précz stref wigzacych fancuchy
siarczanu heparanu, zawierajg obszary peinigce inne
funkcje np.: kotwiczenie w btonach komdérkowych czy
posredniczenie w interakcjach z biatkami substancji
podstawowej. Niekt6ére biatka rdzeniowe proteoglika-
néw wykazujg znaczng strukturalng homologie z in-
nymi czasteczkami. | tak, biatko rdzeniowe HSPG
bton podstawnych zawiera regiony o duzym podobien-
stwie do lamininy czy do tzw. czgsteczki N-CAM
odpowiedzialnej za adhezje komorek nerwowych [8,
11]. Sugeruje sie, ze owe obszary biatek rdzeniowych sg
odpowiedzialne za zdolno$¢ tych HSPG do samoag-
regacji.

Prekursory biatek rdzeniowych, syntetyzowane
w szorstkiej siateczce $rédplazmatycznej, podlegaja
tam wstepnym modyfikacjom [2, 5, 11, 15]. Modyfika-
cje te polegaja na przytaczeniu tancuchéw oligosacha-
rydowych do grupy amidowej asparaginy, wystepuja-
cej w uktadzie Asn-X-Ser (Thr) (gdzie X — dowolny
aminokwas). Nastepnie, po przetransportowaniu do
aparatu Golgiego, omawiane prekursory sg poddawa-
ne dalszej obrdébce, ktéra obejmuje: modyfikacje
N-glikozydowo potgczonych oligosacharyddw, syn-
teze oligosacharydow przytaczonych poprzez wigzanie
O-glikozydowe i wreszcie, synteze tancuchéw glikozo-
aminoglikanowych. Ostatni z wymienionych proce-
sOw zaczyna sie od rozpoznania przez ksylozylotrans-
feraze odpowiednich reszt seryny biatka rdzeniowego
i przeniesienia na nie reszty ksylozy. Do tej za$
przytaczaja sie, przenoszone z odpowiednich
UDP-pochodnych przy udziale transferaz o réznej
specyficznosci, dwie reszty galaktozy i jedna kwasu
glukuronowego. Utworzona tetrasacharydowa sek-
wencja stanowi region tgczacy czes$é biatkowag z kom-
ponentem cukrowym. Dalsze wydluzenie tancucha
cukrowego jest wynikiem katalizowanego enzymaty-
cznie, naprzemiennego przyfaczania do konca nieredu-
kujacego tego tancucha, reszt N-acetyloglukozoaminy

CHzoso—

OSO_

CHZOR

i kwasu glukuronowego. Powstajgce polimery o réznej
masie czasteczkowej, zbudowane sg z jednostki pod-

stawowej o strukturze [GIcA-"-> GIcNAc”-L], Te

polisacharydowe szkielety w cysternach aparatu Gol-
giego podlegajg dalszym, intensywnym przemianom,
zachodzacym w S$cisle okreSlonym porzadku [2, 11,
15]. Przemiany te, katalizowane przez enzymy modyfi-
kujace, obejmujg N-deacetylacje reszt glukozoaminy
Zjej nastepowym siarczanowaniem przy grupie amino-
wej, epimeryzacje sagsiednich reszt kwasu glukurono-
wego z powstaniem kwasu iduronowego, a wreszcie
wprowadzenie grup siarczanowych w pozycje ugrupo-
wahn 2-O-kwasu iduronowego i 6-O-glukozoaminy.
Rzadko zdarzaja sie inne O-siarczanowane pochodne
reszt cukrowych, obejmujgce na przykiad 3-O-siar-
czanowang-N-siarczanowang glukozoamine czy 2-0-
siarczanowany kwas glukuronowy. Te nietypowo siar-
czanowane reszty odgrywajg wazne biologiczne funk-
cje. | tak, 3-O-siarczanowana glukozoamina stanowi
centralng i zasadniczg cze$¢ pentasacharydu swoiscie
wigzgcego antytrombine 111 [2, 11, 16]. Takie pen-
tasacharydowe struktury, ktérych budowe przedsta-
wia wz6r |, zwigzane sg z podfrakcja HSPG, wy-
twarzang przez komorki srédbtonka naczyniowego [1,
2, 11, 16]. Z kolei, 2-O-siarczanowany kwas glukuro-
nowy wystepuje szczeg6lnie czesto w tanicuchach siar-
czanu heparanu, znajdowanych w jadrze komorko-
wym hepatocytéw ibiorgcych prawdopodobnie udziat
w regulacji procesow proliferacyjnych [7], Niejasne sg
mechanizmy odpowiadajagce za powstawanie owych
rzadkich ugrupowahA. Wydaje sie, przynajmniej
w przypadku pentasacharydu wigzacego antytrom-
bine, ze powstaje on w wyniku dziatania oddzielnie
zlokalizowanego w aparacie Golgiego, specjalnego
kompleksu enzyméw modyfikujacych [5].

Etapem niezbednym do opisanego wczesniej ciggu
modyfikacji tancucha glikozoaminoglikanowego jest
N-deacetylacja i N-siarczanowanie reszt glukozoami-
ny. Sajednak regiony tafcucha, ktére z niewiadomych
przyczyn nie ulegajg tym procesom, a co za tym idzie,
nie podlegajg takze zadnym dalszym zmianom. Kon-
sekwencjg tego jest powstanie w obrebie jednego
taricucha siarczanu heparanu obszaréw o niskim stop-
niu siarczanowania, duzej zawartosci jednostek
N-acetyloglukozoaminy i kwasu glukuronowego oraz
regionéw wysoce zmodyfikowanych, z duza iloscig

cr+2oso3

NHSO3 0S03 NHSO5

Wzér 1. Sekwencja pentasacharydowa, wystepujagca w niektédrych subpopulacjach siarczanu heparanu i heparyny, wigzaca swoiscie

antytrombine Ill. W pozycji

moze wystepowac grupa-S03 lub-COCH3a wpozycji R2-H lub-SO~. Charakterystyczna, centralnie

usytuowana reszta N-siarczano-3-O-siarczano-glukozoaminy jest niezbedna do promowania tego potagczenia.
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reszt kwasu iduronowego igrup siarczanowych [2, 11,
15]. Te r6znigce sie stopniem modyfikacji domeny
maja rézne rozmiary i r6zng lokalizacje na tahcuchu
polisacharydowym, co pocigga za sobg duzg struk-
turalna heterogennos$é tegoz tancucha. Budowe sek-
wencji disacharydowych, wchodzacych w sktad oma-
wianych wyzej domen, przedstawia wzdr Il

SO,
CH,OH COOH
a) 2
—J\OH
N-acetylo-D-glukozoamino-al— » 4-D-glukuronid
SO3
b) CH,OH
0]
qH
SO, NH
SO3

SO5
N-sulfo-D-glukozoamino-al—» 4-L-iduronid

Wzér Il. Sekwencje disacharydowe budujace tancuch siarczanu
heparanu:
a) sekwencje, ktore nie ulegty procesom modyfikacyjnym
b) sekwencje zmodyfikowane. Strzatkami oznaczono gru-
py hydroksylowe mogace podlega¢ siarczanowaniu.

Siarczany heparanu o wysokim stopniu N-siarcza-
nowania i duzej zawartosci kwasu iduronowego, pro-
dukowane przez mastocyty, okreslane sg mianem
heparyny [2, 6, 11]. Glikozoaminoglikan ten, ktérego
metabolizm oraz funkcje oméwiono w piSmiennictwie
polskim w paru opracowaniach poglgdowych [17,18],
wykazuje, mimo szeregu funkcjonalnych podobienstw
z HSPG, takze pewne ro6znice dziatania. | tak na
przyktad heparyna, w odroznieniu od HSPG, oddziaty-
wuje z lipoproteinami o matej gestosci (LDL) [19].

Siarczanowanie jest ostatnim etapem modyfikacji
HSPG. Nastepnie wiekszo$¢ tych zwigzkdéw jest trans-
portowana z pecherzykami wydzielniczymi do btony
komaérkowej [20], gdzie, w zaleznosci od rodzaju
komorek, czasteczki te sg w rézny sposéb wigzane.
Wyrdznia sie trzy typy powigzania HSPG z btonami
komérkowymi, co ilustruje Ryc. 1

1 HSPG moga by¢ bezposrednio wbudowane

w podwdjng warstwe fosfolipidbw — biatko
rdzeniowe jest tu czynnikiem kotwiczagcym. Sg to
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Ryc. 1. Sposoby powigzania HSPG z btong komdrkowa:

a) HSPG wbudowane w btone (transmembranowe)

b) HSPG potagczone z btong poprzez glikozylofosfatydyloi-
nozytol (GPI)

c) HSPG potaczone z btong za posrednictwem oddziaty-
wan miedzy ich tancuchami siarczanu heparanu a rece-
ptorami btony komoérkowej.

Pogrubionymi liniami oznaczono biatka rdzeniowe HSPG,

linie cienkie obrazujg tafncuchy siarczanu heparanu, a krop-

kowane — tafAcuchy siarczanu chondroityny.

tzw. HSPG transmembranowe. Najlepiej pozna-
nymi przedstawicielami sg tu: rodzina syndeka-
néw, betaglikan oraz receptor zasiedlania lim-
focytéw CD-44 [1, 3, 4]

2. HSPG moga wigzaé sie z btong za. posrednict-
wem kowalencyjnego wigzania miedzy biatkiem
rdzeniowym i btonowym glikozylofosfatydyloi-
nozytolem [21].

3. HSPG moga wreszcie faczy¢ sie w sposob mniej
lub bardziej swoisty za pomoca swoich tancu-
chéw siarczanu heparanu z roznymi czgstecz-
kami bton komo6rkowych. Sa to HSPG zewnatrz-
membranowe [5, 6, 20, 22].

Proteoglikany transmembranowe oraz te, zwigzane

z btong przez glikozylofosfatydyloinozytol, cechujg sie
Srednim okresem pottrwania na powierzchni komarki
od 3do 8godzin. Po tym czasie moga, zaleznie od typu
komérki, albo, po enzymatycznym odcieciu, by¢ ,,zrzu-
cane” do przestrzeni zewnatrzkomaérkowej, albo pod-
lega¢ endocytozie i wewnatrzkomorkowej degradacji
[3, 5 9, 20]. Pojawity sie jednakze doniesienia, ze
w przypadku komorek przytarczyc szczura oraz ko-
morek $rédbtonka naczyn, w warunkach in vitro,
przynajmniej czes$¢ internalizowanych blonowych
HSPG moze wrdéci¢ ponownie na powierzchnie btony
[5, 9, 23]. W komorkach $rodbtonka naczyn opisane-
mu zjawisku krgzenia podlegaja proteoglikany hepara-
nosiarczanowe zwigzane z lipazg lipoproteinowg [23].
Znaczenie tego faktu pozostaje niejasne. Byé moze jest
to sposéb regulacji puli czynnego enzymu.

Dwie niezalezne $ciezki degradacyjne HSPG opisa-
no w komoérkach ziarnistych jajnikéw szczura [5, 20].
Pierwsza (tzw. Sciezka szybka) jest przeznaczona wyta-
cznie do katabolizmu HSPG zwigzanych z btong za
posrednictwem glikozylofosfatydyloinozytolu. Endo-
cytowane proteoglikany sg transportowane do lizoso-
moéw, gdzie podlegaja szybkiej enzymatycznej degra-
dacji. Inaczej wyglada katabolizm HSPG transmem-
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branowych (wbudowanych w btony). Po endocytozie
podlegaja one procesom stopniowego rozpadu co
najmniej w trzech oddzielnych kompartmentach o réz-
nym pH. W przypadku omawianej $ciezki degradacyj-
nej oznaczono posrednie produkty rozpadu w postaci
tancuchéw siarczanu heparanu o masie 10 kDa iokoto
5 kDa. Moga one podlega¢ kumulacji w komérce.
Znaczenie tego procesu nie jest w petni jasne. W przy-
padku hepatocytéow stwierdzono [7], ze takie groma-
dzace sie subpopulacje krotkotaricuchowego siarczanu
heparanu, zawierajagce przy tym duzo reszt 2-O-siar-
czanowanego kwasu glukuronowego, sg transporto-
wane do jadra, gdzie regulujg prawdopodobnie aktyw-
nos$¢ proliferacyjng komaérki. Mechanizm przeniesie-
nia tych czasteczek do jadra pozostaje niejasny. Moz-
liwe, ze wymagane jest sprzezenie fragmentow hepara-
nowych z biatkami dziatajagcymi w jadrze, na przyktad
czynnikiem wzrostowym fibroblastéw [5, 24].

1. Interakcje HSPG z rdéznymi czgsteczka-
mi

HSPG oddziatywuja z czasteczkami wielu typdw.
W interakcjach tych moze bra¢ udziat albo czesc¢
cukrowa, albo biatkowa omawianych proteoglikanéw
[2, 11, 13, 25]. Najczesciej jednak dla zaistnienia
okreslonego efektu biologicznego wymagane jest
wspotdziatanie obu tych komponentéw [11, 25],

Intrakcje, w ktérych ze strony HSPG uczestniczg
tancuchy cukrowe, maja charakter oddziatywan elek-
trostatycznych, nie wymagajacych specjalnej struktury
szkieletow weglowodanowych (wyjatki — wigzanie
antytrombiny IIl i czynnika wzrostowego fibroblas-
téw) [26, 27]. Biorgce udziat w powyzszych reakcjach
biatka, zawierajg w miejscach oddziatywania z siar-
czanem heparanu charakterystyczne ugrupowania
aminokwaséw zasadowych, zwane sekwencjami zgod-
nosci [28]. Powstajgce potaczenia odznaczajg sie niska

Tabela 1.

Interakcje HSPG z r6znymi czasteczkami

Nazwa czasteczki

statg dysocjacji rzedu 1do 5 nM [1],

Biatka rdzeniowe uczestniczag w réznych oddziaty-
waniach HSPG. Moga one kotwiczy¢ sktadniki cuk-
rowe proteoglikanow w okreslonych miejscach (na
btonie komoérkowej lub w przestrzeni pozakomér-
kowej), nadajac jednoczes$nie tafncuchom siarczanu
heparanu niezbedng do reakcji orientacje przestrzenng
[11,25]. Biatka rdzeniowe moga takze uczestniczyé np.
w transdukcji sygnatéw z przestrzeni zewnetrznej,
poprzez tancuchy siarczanu heparanu, do wnetrza
komérki [1, 10, 11, 13]. Moga one w koncu reagowac
zréznymi czasteczkami niezaleznie od czesci cukrowej
HSPG [8, 9, 11, 23],

Przyktady oddziatywan miedzy HSPG a réznymi
rodzajami czgsteczek zamieszczono w tabeli 1

IV. HSPG macierzy zewnatrzkomorkowej

Przestrzen zewnatrzkomorkowa w tkankach wypet-
niona jest tzw. macierzg. Jest to mieszanina wielko-
czasteczkowych, oddziatujacych ze sobg biatek (gtow-
nie ztozonych) [8, 25, 29]. Makroczasteczki te tworzg
struktury fibrylarne lub btonowe (wtdkna kolagenowe
i elastynowe), albo wchodzg w sktad koloidalnej tzw.
substancji podstawowej (glikoproteiny i proteoglikany).

Macierz, wytwarzana przez komorki nabtonkowe
i Srédbtonkowe, zorganizowana jest w postaci bton
podstawnych [1, 8, 9]. G¥dwnymi proteoglikanami
tych biton sg HSPG [8]. Ze wzgledu na strukture
mozna wyréznic:

1 HSPG zawierajgce biatko rdzeniowe o znacznej

masie, z kilkoma domenami globularnymi, oraz
3 tancuchy heparanowe. Proteoglikany te wy-
stepujg takze w macierzy pozakomaorkowej, syn-
tetyzowanej przez inne niz nabtonki, typy komo-
rek [8, 9],

2. HSPG o znacznej zawartos$ci siarczanu hepara-

nu, przy stosunkowo niewielkiej masie czgstecz-

Znaczenie interakcji z HSPG PisSmiennictwo

biatka macierzy miedzykomaérkowej: laminina, fibronektyna, wzrost spoisto$ci substancji miedzykomdrkowej, adhezja [1-3, 6, 8, 9,

trombospondyna, tenascyna, kolageny typu I, Il iV

komérek, wptyw na organizacje cytoszkieletu

12, 13, 19, 25,
36-38]

czynniki wzrostowe i cytokiny: interferon gamma, kwasny ochrona czynnikéw wzrostowych przed proteoliza i maga- [1, 10, 12, 13,
i zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastéw, siatkowkowy zynowanie ich w macierzy pozakomérkowej, HSPG — ko- 25, 27, 30, 39]
czynnik odzywczy, czynnik wzrostowy hepatocytow, czynnik receptorami dla czynnikéw wzrostowych fibroblastow

wzrostowy komoérek Schwanna

serpiny: antytrombina Ill, heparynowy kofaktor Il, neksyna-1  zwiekszenie powinowactwa serpin do trombiny

zewnatrzkomdérkowa dysmutaza ponadtlenkowa

[11, 16, 25, 49]

kotwiczenie na powierzchni komérek i w macierzy poza- [16, 50]

komorkowej

lipaza lipoproteinowa

kotwiczenie na powierzchni komérek $rédbtonka, ochro- [11, 23, 25]

na przed proteoliza

elastaza leukocytarna hamowanie aktywnosci enzymu [24]
witronektyna regulacja aktywnos$ci uktadu dopetniacza [1, 16]
biatka ptaszcza wiruséw HIV i HSV zwiekszenie inwazyjnosci wirusow [25, 51]
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kowej biatka rdzeniowego; précz wymienionego
glikanu niesie on takze tancuchy siarczanu chon-
droityny [8, 9].

HSPG macierzy zewnatrzkomorkowej spajaja skta-
dniki tej macierzy, regulujag przepuszczalno$é¢ bion
podstawnych, modulujg dziatanie inhibitoréw proteaz
(neksyny-1 iheparynowego kofaktora Il) a takze wigzg
niektére czynniki wzrostowe, co powoduje ich izolacje
od powierzchni komarki [2, 8, 9, 13, 16, 25, 27, 30].

Obserwowana w miejscach tworzenia przerzutéw
nowotworowych, utrata spoistosci bton podstawnych
naczyn krwionos$nych jest wynikiem wydzielania przez
komérki nowotworowe endoglukozydaz (heparanaz),
hydrolizujgcych HSPG tych bton [31]. Zjawisko upo-
$ledzenia funkcji spajajagcej omawianych HSPG, opar-
te na podobnym mechanizmie, wystepuje podczas
wedréwki aktywowanych limfocytéw T do ognisk
zapalnych w tkankach [32].

Wptyw HSPG bton podstawnych na przepuszczal-
nos¢ tych bton wydaje sie szczegdlnie istotny w przypa-
dku cukrzycy. U cukrzykéw dochodzi do spadku
stopnia siarczanowania sktadnika cukrowego proteo-
glikanéw zjednoczesnym spadkiem zawarto$ci HSPG
bton podstawnych kiebuszkdw nerkowych. Powoduje
to wzrost przepuszczalnosci tych bton i utrate z mo-
czem biatek osocza krwi [33-35].

V. Rola HSPG w oddziatywaniach miedzy
komorka a macierzg zewnatrzkomérkowa
— zjawiska przylegania i migracji komé-
rek

Na granicy komorka-srodowisko zewnetrzne (ma-
cierz zewnatrzkomorkowag, inne komarki) odbywa sie
ciggty, dwukierunkowy przeptyw informacji, polegajg-
cy na odbieraniu bodzcéw zewnetrznych oraz adapta-
cyjnej reakcji komorki. Molekutami odgrywajacymi
istotng role w omawianych zjawiskach sg transmemb-
ranowe proteoglikany, gtdwnie HSPG. Najlepiej po-
znanymi transmembranowymi HSPG sg syndekany,
pojawiajace sie bardzo wczesnie w rozwoju embrional-
nym [1, 3, 4,9, 10, 12]. Syndekany gromadzg sie na
pewnych obszarach bton komoérkowych, gdzie t3czac
sie ze sktadnikami substancji podstawowej (gtéwnie
fibronektyng), biorg udziat w tworzeniu miejsc ognis-
kowego przylegania komérki do poditoza, zwanych
inaczej ptytkami przylegania [1, 36-38]. Syndekany,
dzieki zdolnosSciom do samoagregacji, moga takze
stabilizowaé miejsca kontaktu komoérka — komdrka
[1-3, 13, 19].

Udziat syndekanéw w zjawisku adhezji wydaje sie
by¢jednak tylko mechanizmem pomocniczym, uzupet-
niajacym specyficzne oddziatywania gtéwnie koméor-
kowych receptoréw integrynowych z fibronektyng [ 13,
37, 38], Zasadnicze znaczenie interakcji syndekandw
ze sktadnikami macierzy zewnatrzkomorkowej wydaje
sie sprowadza¢ do wptywu na organizacje mikro-
filamentéw aktynowych cytoszkieletu [1, 19, 36, 37].
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Istotg powyzszego zjawiska jest udziat syndekanow
w przenoszeniu sygnatu miedzy mikrootoczeniem
a szkieletem komérki, co prowadzi do utrzymania
przez nig okre$lonego ksztattu.

Zmiany ksztattu komorek w procesie morfogenezy
lub przy odbudowie tkanek, zwigzane sg z eliminacjg
syndekanow z powierzchni bton komorkowych [1,
10], W przypadku natomiast zjawiska migracji koméo-
rek srédbtonka naczyniowego, dodatkowo obserwuje
sie zmiany typu proteoglikanéw wytwarzanych przez
wzmiankowane komadrki. Zmiany owe przejawiajg sie
spadkiem produkcji HSPG, a nasileniem syntezy pro-
teoglikanéw chondroityno idermatanosiarczanowych
[19]. Rozpuszczalne proteoglikany chondroitynosiar-
czanowe blokujg interakcje syndekanéw i integryn
z fibronektyng, powodujac rozluznienie kontaktu ko-
morki z macierzg [13, 19].

Udziat proteoglikandw heparanosiarczanowych
w zjawiskach adhezji nie ogranicza sie jedynie do
oddziatywania tych czasteczek z fibronektyng. W przy-
padku tkanki nerwowej, HSPG neuronéw powodujg
zmiany konformacyjne btonowych receptoréw adhe-
zyjnych N-CAM, lub, jak to ma miejsce w siatkowce,
wigzg sie z biatkami tzw. adheronu, uczestniczagc w ten
sposéb w zjawiskach przylegania komorek do siebie
i do podtoza [2, 3, 6, 11, 25].

VI. Wpltyw HSPG na wzrost i réznicowanie
komorek

Komdrki hodowane w obecnosci macierzy lub bez
niej, posiadajg odmienny fenotyp [25]. | tak np.:
hepatocyty hodowane na poditozach statych, pokry-
tych macierzag zewnatrzkomorkowg zawierajaca
HSPG (lub heparyne), laminine oraz kolagen typu IV,
réznig sie od komorek hodowanych bez macierzy.
Komérki w kulturach zawierajgcych macierz, maja
kulisty ksztatt, wykazujg mniejszg wrazliwos¢ na czyn-
niki wzrostowe, wytwarzajg potgczenia jonowo-meta-
boliczne (typu neksus) oraz syntetyzujg biatka charak-
terystyczne dla form zréznicowanych [19, 25]. Wyka-
zano, ze trzy ostatnie cechy sg bezposrednio zwigzane
z obecnoscia w hodowlanym medium HSPG lub
heparyny.

Mechanizmy, za pomocg ktérych HSPG wplywaja
na procesy wzrostu i réznicowania komaérek, nie sg
jeszcze dobrze poznane. Dziatanie HSPG wydaje sie
mie¢ kilka, omoéwionych ponizej, aspektow.

Czasteczki HSPG bton podstawnych mogg wigzac
niektére czynniki wzrostowe (Tabela 1), chronigc je
przed enzymatyczng degradacja, ale jednoczesnie blo-
kujac ich dziatanie na komérki [13, 25, 27, 30, 39].
Czynniki owe, uwalniane ze wspomnianych potgczen
w wyniku dziatania enzymow proteolitycznych, hepa-
ranazy badz obecnosci heparyny, moga reagowaé
z receptorami komdrkowymi. Dobrze poznano 2 typy
receptorow zasadowego czynnika wzrostowego fibro-
blastéw (bFGF) [1,10,12,27, 30]. Tak zwany receptor
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typu I, o charakterze kinazy tyrozynowej, cechuje sie
wysokim powinowactwem przytgczania do bFGF.
Receptor typu Il, bedacy proteoglikanem heparano-
siarczanowym biony komérkowej, cho¢ wykazuje zde-
cydowanie nizsze powinowactwo do omawianego
czynnika, jest jednak niezbedny dla zaistnienia p6z-
niejszego wigzania bFGF z receptorem typu I. Btono-
wy HSPG odgrywa wiec w wymienionym ukitadzie role
koreceptora bFGF. Znaczenie omawianej funkcji
HSPG wydaje sie by¢ wielorakie. Sugeruje sie, ze
powstanie kompleksu proteoglikan-bFGF moze chro-
ni¢ czynnik przed enzymatyczna degradacja lub lokal-
nie zwiekszac jego stezenie [5, 27]. Szczego6lnie jednak
istotnym aspektem dziatania HSPG jest generowanie
w wigzanej czasteczce bFGF zmian konformacyjnych,
niezbednych do reakcji z receptorem o wysokim
powinowactwie wigzania [10, 27]. Podobna funkcje
wydaje sie petni¢ hepryna w stosunku do bFGF
i aFGF w procesie angiogenezy [24],

Uktad receptor-bFGF-HSPG ulega procesowi en-
docytozy. Prawdopodobnie wewnatrz komarki bFGF
wystepuje juz tylko w kompleksie z siarczanem hepa-
ranu [5, 20, 30]. Potgczenie to wydaje sie gwarantowaé
ochrone omawianego czynnika przed wewnagtrzko-
morkowg proteolizg. Przypuszczalnie tez, kompleks
bFGF-siarczan heparanu jest transportowany do jad-
ra komorkowego — miejsca dziatania czynnika wzros-
towego. Podobne mechanizmy wydajga sie leze¢ u pod-
staw dziatania heparyny, stymulujgcej w obecnosci
bFGF proliferacje komorek srédbtonka naczyniowe-
go w procesie angiogenezy [24,40,41], Wptyw hepary-
ny na procesy namnazania komorek jest jednak rozny
w zaleznosci od rodzaju tkanki [11, 13, 19, 25].
W odroznieniu od stymulujacego wptywu na podziaty
(atakze migracje) komaérek srodbtonka naczyniowego,
heparyna hamuje proliferacje fibroblastow i komdérek
mieé$ni gtadkich naczyn. Wykazano [25,42], ze hepary-
na blokuje indukowany dziataniem estréw forbolu
cykl komoérkowy w pdznej fazie Gt (miesnie gtadkie)
lub przy przejsciu z fazy GO0 do fazy Gj (fibroblasty).
W wyniku dziatania heparyny, w obu przypadkach, nie
dochodzi do ekspresji niezbednych do proliferacji
protoonkogendw c-fos i c-myc [42-44], Zwazywszy, ze
indukcja dziatania tych protoonkogen6w przez estry
forbolu odbywa sie za posrednictwem Sciezki zaleznej
od kinazy biatkowej C, przyjmuje sie [42, 43], ze
heparyna blokuje wiasnie ten szlak na jednym z jego
dalszych etapéw. Prdcz supresji wymienionych proto-
onkogenéw, w obecno$ci heparyny, w komorkach
miesnidwki gtadkiej obserwuje sie zmiany biosyntezy
i sekrecji trombospondyny, apolipoproteiny E, recep-
toréw nabtonkowego czynnika wzrostowego — biatek
waznych dla zjawisk adhezji i r6znicowania komaérek
[19, 25],

Proby okreSlenia strukturalnych cech heparyny-
odpowiedzialnych za wyzej opisany efekt antyprolife-
racyjny- wskazaty na O-siarczanowane fragmenty do-
dekasacharydowe, zawierajgce specyficzng reszte
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3-0O-siarczanowanej N-siarczanowanej glukozoaminy
[45, 46]. Takie ugrupowania wystepuja w obrebie
tancuchéw siarczanu heparanu HSPG, produkowa-
nych przez komorki srédbtonka naczyniowego [1, 19,
25]. Ten fakt sugeruje mozliwos$¢ wigczenia srédbton-
ka do kontroli proceséw proliferacyjnych komérek
miesniowki gtadkiej.

Wspomniany wcze$niej, ambiwalentny wptyw hepa-
ryny na aktywnos$¢ proliferacyjng réznych komoarek
ma jednak w warunkach fizjologicznych niewielkie
znaczenie, poniewaz wystepowanie heparyny jest ogra-
niczone. W odr6znieniu od heparyny, inne siarczany
heparanu sa w postaci proteoglikanow, szeroko rozpo-
wszechnione w organizmach zwierzecych [1-4].
HSPG, podobnie jak heparyna, mogg zarbwno wzma-
ga¢, jak i hamowac podzialy komérek. | tak, HSPG
pochodzace z kultur hepatocytéw rosnacych wykitad-
niczo, dodane do hodowli bedacych w fazie spoczyn-
kowej, stymulujg tam podziaty komdrek [46]. Jest to
prawdopodobnie zwigzane z opisanym wyzej zjawis-
kiem wspoétdziatania HSPG i siarczanu heparanu
zczynnikami wzrostowymi. Natomiast HSPG hepato-
cytow kultur stacjonarnych, dodane do hodowli hepa-
tocytow intensywnie dzielagcych sie, powodujg zaha-
mowanie ich podziatow, réwnoczesne ze wzrostem
wewnatrzjgdrowej zawarto$ci siarczanu heparanu
[47], Jadrowa frakcja siarczanu heparanu, o duzej
zawarto$ci reszt 2-O-siarczanowanego kwasu gluku-
ronowego, wydaje sie pochodzi¢ z HSPG, absorbowa-
nych z hodowlanego medium i poddanych wewnagtrz
komorki czesciowej enzymatycznej degradacji. Ob-
nizenie stezenia omawianej frakcji przez dodanie do
Srodowiska hodowlanego inozytolo-2-fosforanu, LiCl
czy transformujacego czynnika wzrostowego (3 powo-
dowato wzrost predkosci proliferacji komdrek [48].

Wydaje sie, ze siarczan heparanu wpltywa na zjawis-
ka wzrostu komorek poprzez regulacje ekspresji od-
powiednich gendéw. Interesujacg hipoteze, probujaca
ttumaczy¢ regulacyjng role tego glikanu, przedstawili
Busch i wsp. [25, 43, 44]. Wedlug nich, wy-
stepujacy w jadrze siarczan heparanu, majacy przeciez
charakter polianionu, moze oddziatywa¢ z zasado-
wymi czynnikami transkrypcyjnymi. Konsekwencja
tych interakcji mogtby by¢ brak wigzania danych
czynnikéw transkrypcyjnych z odpowiednimi regiona-
mi promotorowymi DNA, a w wyniku tego zmiana
ekspresji genow.

Artykut otrzymano 16 listopada 1993 r.
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1994 r.
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1. Struktura hormonow glikoproteinowych
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11-2. Struktura oligosacharydéw
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z docelowym receptorem oraz w transdukcji sygnatu
1V-2. Rola oligosacharydéw w metabolicznym obrocie
glikohormonoéw

Wykaz stosowanych skrotow: h(e)CG — ludzka (konska)
choriogonadotropina; h(e)(b)LH — ludzka, (konska), (wolo-
wa) lutropina; hFSH — ludzka folitropina; hTSH — ludzka
tyreotropina; RER — szorstka siateczka $rédplazmatyczna;
Man — mannoza; Gal — galaktoza; Fuc — fukoza; GlcNac
— N-acetyloglukozoamina; GalNac — N-acetylogalaktozo-
amina; NeuAc = SA — kwas N-acetyloneuraminowy
= kwas sjalowy; Asn — asparagina; Pro — prolina; Arg
— arginina; Lys — lizyna; cAMP — cykliczny adenozyno-
monofosforan; GalNActransferaza — N-acetylogalaktozoa-
minotransferaza; S4GGnM — sekwencja: S04-4Gal-
NAcpi.4GIcNAcpi.2Mana-; MCA — przeciwciata mono-
klonalne.

I. Wprowadzenie

Hormony glikoproteinowe tworzg blisko spokrew-
niong rodzine biatlek produkowanych w przysadce
mozgowej itozysku do ktdrej nalezy folitropina (FSH),
lutropina (LH), tyreotropina (TSH) oraz choriogona-
dotropina kosméwkowa (CG). Ta ostatniajako jedyna
jest syntetyzowana poza przysadka, przez trofoblast
w tozysku naczelnych i koni [1-4].

1 Dr, 2 prof. dr hab. n. med., Katedra i Zaktad Biochemii
i Chemii, Slagska Akademia Medyczna, 40-752 Katowice,
ul. Medykéw 18.
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Il. Struktura hormonéw glikoproteinowych
I1-1. Struktura biatkowa

Kazdy glikohormon (FSH, LH, TSH, CG) jest
heterodimerem zawierajgcym wspdlng dla wszystkich
podjednostke-a oraz odmienna, lecz homologiczng
z innymi, hormonospecyficzng podjednostke-(3. Pod-
jednostki te potgczone sg wigzaniami niekowalencyj-
nymi w aktywny holohormon. Ekspresja aktywnosci
biologicznej hormonu wymaga interakcji obu podjed-
nostek.

W obrebie danego gatunku zwierzecia podjednos-
tki-a majg identyczng strukture | rzedowg, natomiast
pochodzgce od rdéznych gatunkéw przejawiajg duzg
homologie sekwencji aminokwasowej [1,3, 4]. Szcze-
goOlnie konserwowany obszar, w ktorym dotychczas
nie wykryto zadnej zmiennosci, to fragment C-kon-
cowy polipeptydu podjednostki-a, ktéry wydaje sie
odgrywac istotng role w ekspresji aktywnosci bio-
logicznych. W podjednostce-a wystepuje pie¢ we-
wnatrztancuchowych wigzan dwusiarczkowych. Re-
dukcja wigzania dwusiarczkowego miedzy 11 a 35
resztg cysteinowg nie przyczynia sie do tworzenia
konformacji polipeptydu, ktéra uniemozliwiataby przy-
faczenie podjednostki-(3. Natomiast redukcja nastep-
nego wigzania dwusiarczkowego miedzy 14 a 36 resztg
znosi strukture czwartorzedowg glikohormonu [5].

Tkanki, ktore produkujg hormony glikoproteinowe
czesto wydzielajg pojedyncze, wolne podjednostki-a
[6], ktore nie agregujg z podjednostka-(3 [7-11].
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Sekwencja aminokwasowa podjednostek-P, wszyst-
kich czterech hormondw pochodzacych od ludzi oraz
wielu réznych zwierzat, jestjuz znana [12-21]. Charak-
terystyczna jest duza homologia sekwencji amino-
kwasowej P-podjednostek pochodzacych z réznych
glikohormondéw. Zachowana jest niezmienno$¢ pozy-
cji 12 reszt cysteinowych uczestniczacych w tworzeniu
wewnatrztancuchowych wigzan dwusiarczkowych.

Konformacja przestrzenna heterodimerycznego ho-
lohormonu jest globularna (Ryc. 1). Laricuchy polipep-
tydowe poszczegdlnych podjednostek wydajg sie mie¢
strukture znacznie upakowana, na podobieristwo P-
podjednostki hCG przedstawionej na rycinie la, stabi-
lizowang wewnatrztancuchowymi wigzaniami kowa-
lencyjnymi -S-S. Na hydrofilnej powierzchni globular-
nego holohormonu hCG zidentyfikowano 14 réznych
epitopéw (determinant antygenowych) rozpoznawa-
nych przez monoklonalne przeciwciata (MCA) (Ryc.
Ib) [22-28]. Epitopy te tworzone sg przez rdzen
biatkowy, a nie przez taricuchy weglowodanowe, po-
niewaz deglikozylowany holohormon hCG nie jest
odréznialny antygenowo od natywnego hCG przez
stosowane przeciwciata monoklonalne.

I1-2. Struktura oligosacharydéw

Glikohormony zawierajg trzy lub cztery faricuchy
oligosacharydowe zwigzane N-glikozydowo poprzez
Asn. Choriogonadotropina i folitropina zawierajg
cztery, po dwa na kazdej z a- i P-podjednostek.
Lutropina i tyreotropina zawierajg trzy N-glikany, po
dwa na a-podjednostkach i po jednym na ich P-
podjednostkach [3, 4].

Zréznicowanie N-glikanéw glikohormonéw jest
znaczne i dotyczy zaréwno pojedynczego heterodime-
ru, wolnych podjednostek, poszczegélnych heterodi-
meréw miedzy sobg w obrebie jednego gatunku i mie-
dzy gatunkami [29-37], jak i okreSlonego etapu on-
togenezy [38-40]. Ponadto, Green i wsp. [3]
sugeruja, ze kazdy przysadkowy hormon glikoprotei-
nowy skitada sie z szeregu izoform, ktore r6znig sie
zaréwno tadunkiem jak i bioaktywnoscia. 1zoformy te
sg prawdopodobnie z jednej strony posrednimi pro-
duktami biosyntetycznymi, zwitaszcza terminalizacji
glikozylacji na r6znych etapach jej obrobki, a z drugiej
strony wynikiem r6znego stopnia ich siarczanowania
i sjalozylaciji.

Og6lna struktura N-glikanéw wystepujacych w gli-
kohormonach nie odbiega od typowych oligosachary-
doéw tej grupy w zakresie sekwencji rdzeniowej wigza-
cej jednostke oligosacharydowga z biatkiem [41-43].
Zasadnicze natomiast r6znice wskazujace na ich od-
rebnos¢ dotyczg tancuchow zewnetrznych tych oligo-
sacharydéw (Ryc. 2). Wyjatkowos$¢ czesci N-glikozy-
dowo zwigzanych oligosacharydow wynika z obecno-
§ci w ich tancuchach zewnetrznych reszt, ktérych nie
odnajdywano w innych typowych glikoproteinach np.
osoczowych. Takg resztg cukrowg jest P-D-GalNAc
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Ryc. 1. Model P-podjednostki hCG z zaznaczonymi pozycjami
wewnatrztancuchowych wigzan dwusiarczkowych [a], oraz
model globularnego holohormonu hCG z zaznaczonymi
epitopami, wykrywalnymi przez przeciwciata monoklonal-
ne (b) [wg 26].

[33], aminocukier, ktory wczesniej odnajdywany byt
przede wszystkim jako sktadnik glikozoaminoglika-
néw proteoglikanéw [41]. Reszta (3-GalNAc obecna
jest w miejscu zwykle zajmowanym przez reszte (3-Gal
wystepujagcg w tancuchu zewnetrznym typowych
N-glikanéw. Taka pozycja reszty P-GalNAc
w N-wigzanych oligosacharydach nie zostata wczes-
niej wykazana w zadnych innych glikoproteinach [29].
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Ryc. 2. Charakterystyczne, przyktadowe, jednostki oligosacharydowe, kompleksowe, obecne w hormonach glikoproteinowych.

P-GalNAc wystepuje we wszystkich ludzkich gliko-
hormonach z wyjatkiem hCG, a w hFSH obecna jest
jedynie na podjednostce-a. Drugg charakterystyczng
cechg omawianych oligosacharydéw jest obecnos$é
w nich grup -S04 [44], ktoére do czasu wykrycia ich
w hormonach glikoproteinowych uwazane byty przede
wszystkim jako sktadnik proteoglikandw [41]. Reszty
te zazwyczaj przytgczane sg w pozycji C4 terminalnych
reszt GalNAc [29-32], Specyficznymi jednostkami sg
réwniez te ktdére na jednym z ramion zewnetrznych
majg przytgczone grupy siarczanowe, a na drugim
reszty kwasu sjalowego, jak np. charakterystyczna
jednostka z hLH (Ryc. 2).

Wiekszo$¢ oligosacharydéw z ludzkich glikohor-
monéw sg jednostkami kwasnymi, wsrod ktorych te,
ktére zawierajg reszty kwasow sjalowych przewazajg
w hCG i hFSH nad tymi z hLH i hTSH, ale oligo-
sacharydy z tych ostatnich przewazajg stopniem siar-
czanowania. Przedzielone wieloantenowe oligosacha-
rydy zawiera jedynie hFSH (Ryc. 2).

Oligosacharydy z glikohormonéw pochodzacych
od réznych gatunkéw ssakéw zachowuja ogélne ce-
chy, ktére pozwalajg na strukturalne zréznicowanie
poszczegblnych glikohormondéw, podobnie jak to jest
mozliwe w obrebie jednego gatunku, cho¢jednocze$nie
posiadajg cechy swoiste gatunkowo [32], Kwasne
N-glikany, zawierajgce reszty kwaséw sjalowych do-
minujg w FSH, a zawierajgce grupy siarczanowe w LH
wsérod wszystkich badanych ssakéw. Natomiast
N-glikany np. z wotowego LH catkowicie pozbawione
sag kwaséw sjalowych i najczesciej oba tancuchy ze-
wnetrzne stanowig sekwencje S04-GatNAc-GIcNAc-
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przytaczone do typowej struktury rdzennej, a dwuan-
tenowe oligosacharydy ludzkich LH zazwyczaj zawie-
rajg obok jednej takiej sekwencji drugg juz typowg
ztancuchem zewnetrznym zakoriczonym resztg kwasu
sjalowego. Oligosacharydy CG niezaleznie od zrédta
pochodzenia zakonczone sg resztami kwasoéw sjalo-
wych, nigdy nie zawierajg reszt siarczanowych.
Ostatnio wykazano, ze wolna oc-podjednostka, kto-
ra nie tworzy heterodimeru hCG pozbawiona jest
jednego N-glikanu, mianowicie sjalozylowanego mo-
noantenowego charakterystycznego dla cx[3hCG holo-
hormonu skutkiem niekompletnej glikozylacji a-poli-
peptydu w RER, czego dalsza konsekwencjg ma byé
brak zdolnosci do interakcji z (3-podjednostka [45].
Przypuszczalnie jedynie w (3-podjednostkach ludz-
kiej i konskiej CG wystepujg O-glikozydowo zwigzane
oligosacharydy. W sekwencji C-kofAcowej polipeptydu
P-hCG wystepujg cztery potencjalne miejsca mogace
ulega¢ O-glikozylacji. Jednostki te zawierajg reszty
kwasow sjalowych, Gal, GIcNAc i GalINAc [46, 47],

I11. Biosynteza hormondw glikoproteinowych

Synteza poszczeg6lnych polipeptydéw hormonoéw
przysadkowych rozpoczyna sie od N-koricowej sek-
wencji sygnatowej po czym podobnie jak wiekszos$¢
sekrecyjnych biatek ssakéw w przestrzeni luminalnej
RER podlegajg N-glikozylacji [2, 4, 41-43]. Przypusz-
czalnie polipeptyd ulega N-glikozylacji zanim zacznie
wytwarzac sie jego struktura Il rzedowa, gdyz sfat-
dowania przestrzenne moga uniemozliwié¢ glikozylacje
ukrytej w zagieciach polipeptydu reszty asparagino-
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Ryc. 3. Model toru biosyntetycznego siarczanowanych i sjalozylowanych N-glikanéw hormonéw glikoproteinowych [wg 35].

wej, co przypuszczalnie ma miejsce w glikozylacji
wolnej a-podjednostki hCG [45]. Wkrétce po przenie-
sieniu tetradekasacharydu na polipeptyd, podlega on
wielu przemianom sktadajgcym sie na etap obrébki
pierwotnego oligosacharydu do jednostek hybrydo-
wych i kompleksowych, ktérego poczagtkowe fazy
majace miejsce w RER przebiegaja zgodnie z modelem
przyjetym dla innych glikoprotein (Ryc. 3) [2, 35, 41,
42]. Poza inicjacjg N-glikozylacji, réwniez w prze-
strzeni luminalnej RER podczas fatdowania polipep-
tydu powstajg wewnagtrztancuchowe wigzania dwu-
siarczkowe. Obecny na powstajgcym polipeptydzie
pierwotny oligosacharyd moze utatwi¢ witasciwe fat-
dowanie polipeptydu i tworzenie odpowiednich most-
kow dwusiarczkowych [48]. W tym samym czasie
nastepuje odcinanie sekwencji sygnatowej z N-konca
polipeptydu przez peptydaze sygnatowg oraz rozpo-
czyna sie tgczenie a-podjednostek z (3-podjednostkami
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[3, 49]. Dalsze przemieszczanie glikohormonow
z RER do aparatu Golgiego nastepuje w postaci
heterodimeru [2, 3, 49].

W aparacie Golgiego po usunieciu kolejnych al-2
zwigzanych Man i przytgczeniu GIcNAc do Man ramie-
nia oc-3 sekwencji rdzeniowej (Ryc. 3.) zgodnie z przyjetym
modelem syntezy oligosacharydow glikoprotein [41]
powstaje oktasacharyd GIcNAcMan5GIcNAc2-Asn-,
ktédry moze staé sie substratem dla wielu enzyméw,
m.in. dla hormonospecyficznej N-acetylogalaktozoa-
minotransferazy [50]. Pojawienie sie reszty GalNAc
przy jednostkach GIcNAcMan5GIcNAc2-Asn unie-
mozliwia dalszg obrébke tych oligosacharydéw przez
mannozydaze Il aparatu Golgiego z komorek przysa-
dki wotu [34, 35]. Dziatanie GalNActransferazy na
tym etapie obrobki determinuje kierunek syntezy do
jednostek hybrydowych, ktore nastepnie sg siarczano-
wane (Ryc. 3., etap 1). Dalsza synteza od oktasachary-
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du GIcNAcMan5GIcNAc2-Asn- do sjalozylowanych
oligosacharydéw (Ryc. 3., etap 2) np. hCG w komar-
kach trofoblastu czy FSH w przysadce wydaje sie
przebiega¢ typowym torem biosyntetycznym opisa-
nym dla innych glikoprotein [41]. Natomiast etapy
syntezy prowadzace do kompleksowych oligosachary-
dow zawierajacych grupy siarczanowe (Ryc. 3. etap
3i4) w glikohormonach przysadkowych znamiennie
réznia sie od syntezy N-glikanéw innych glikoprotein.
Zgodnie z zaproponowanym przez Greena i wsp.
[35] przebiegiem toru biosyntetycznego jednostek
cukrowych przysadkowych glikohormonéw (Ryc. 3.)
rozwidlenie dréog w kierunku kompleksowych oligo-
sacharydow siarczanowanych zdeterminowane jest
dziataniem  (J-GalNActransferazy, ktora lokuje
GalNAc w pozycji zajmowanej przez Gal w sjalozylo-
wanych tancuchach zewnetrznych. Hormonospecyfi-
czna GalNActransferaza do selektywnego transferu
reszty GaINAc na oligosacharydowe akceptory gliko-
hormonéw wykorzystuje specyficzng tréjaminokwa-
sowg sekwencje Pro-Xaa-Arg/Lys (Xaajest dowolnym
aminokwasem) oddalong od N-glikozylowanej Asn
0 6-9 reszt aminokwasowych liczagc od aminowej
strony polipeptydu, ktdra zwana jest ,peptydowym
markerem rozpoznania” [51]. Te markerowe motywy
obecne sg na wspoélnej a-podjednostce i poszczegol-
nych p-podjednostkach LH, TSH oraz hCG, lecz nie
wystepujg na P-podjednostce FSH [51]. Ostatnio
wykryto ,,peptydowy marker rozpoznania” rowniez
w innych biatkach, jak proopiomelanokortynie [52]
oraz osoczowym inhibitorze czynnika tkankowego
krzepniecia [53]. Obecno$¢ tego markera w obrebie
biatka ma by¢ gwarantem wykorzystania go jako
substratu przez GalNActransferaze dla wydtuzenia
jego N-glikanéw o reszte GalNAc i nastepnie jego
siarczanowania, natomiast brak markera ma by¢ jed-
noznaczny z faktem, ze oligosacharydy w tym biatku
nie moga zawiera¢ reszt GalNAc i w konsekwencji
grup siarczanowych. W trakcie biosyntezy prowadzga-
cej do siarczanowanych kompleksowych jednostek
(Ryc. 3) kluczowym substratem oligosacharydowym
dla GalNActransferazy jest GIcNAc2M an3GIcNAc2-Asn
[35, 50], Przytaczenie P-GalNAc nadaje tworzonemu
oligosacharydowi swoistg strukture, ktora jest wystar-
czajaca do rozpoznania przez przysadkowa sulfotrans-
feraze [3, 34, 35, 50]. W przeciwienstwie do przysadki
w tozysku nie wykryto oznaczalnych aktywnosci Gal-
NActransferaz ani sulfotransferaz [30, 33, 34, 51].
Udowodniono jednak, ze choriogonadotropina moze
by¢ dobrym substratem dla tych enzymow pochodzg-
cych z innych zrédet, np. z przysadki. Wynikac¢ to ma
z obecnosci ,,peptydowego markera rozpoznania” dla
GalNActransferazy w obrebie struktury | rzedowej
tego glikohormonu. Koncepcja zaktadajgca [51],
ze obecnos¢ w komoérkach hormonospecyficznej
GalNActransferazy oraz kompetentnego dla niej sub-
stratu z ,peptydowym markerem rozpoznania” jest
wystarczajgcym warunkiem dla zaistnienia przeniesie-
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nia reszty GalNAc oraz nastepczego jej siarczanowa-
nia, wydaje sie by¢ nadal niezadawalajacg dla wyjas-
nienia mechanizmu prowadzacego do syntezy jedno-
stek jednocze$nie siarczanowanych jak i sjalozylowa-
nych (Ryc. 3, etap 4). Wydaje sie ze w procesie tym
moze mieé znaczenie rowniez specyficzno$¢ Galtrans-
ferazy, ktorej wspotdziatanie z hormonospecyficzna
GalNActransferazg moze gwarantowaé wytworzenie
wspolnego substratu, zaréwno dla sulfotransferazy jak
i sjalozylotransferazy. Aktualnie nie jest jeszcze znany
mechanizm skierowywujgcy tor biosyntetyczny N-
glikanéw w kierunku jednostek z grupami siarczano-
wymi ijednoczesnie resztami kwaséw sjalowych [Ryc.
3. etap 4].

Obecnos$¢ na tych samych jednostkach oligosacha-
rydowych jednocze$nie terminalnych sekwencji S04-
GalNAc- oraz NeuAc-Gal- (np. w hLH) wskazuje, ze
siarczanowane struktury nie powstajg jedynie skut-
kiem segregacji biatka do odrebnych przedziatow
aparatu Golgiego przeznaczonych do syntezy siar-
czanowanych oligosacharydoéw. Przedziatowe rozmie-
szczenie enzymOw uczestniczacych w obrébce oligo-
sacharydéw w regionach cis, sSrodkowym itrans apara-
tu Golgiego ma miejsce [41, 42] i moze wspieraé
poglad o przestrzennym rozdzieleniu kolejnych reakcji
obrobki innych glikoprotein, lecz nie hormonow przy-
sadkowych, gdzie mechanizmy kontrolujgce wydajg
sie bardziej ztozone.

IV. Funkcja oligosacharydéw hormonow ghi-
koproteinowych

Oligosacharydy obecne na glikohormonach moga
przyczyniac sie do utrzymywania ich wewngtrzkomor-
kowej stabilnosci [48, 54], swoistej agregacji do hete-
rodimeru i sekrecji z komérki [55-59]. Jednocze$nie
moga modulowa¢ okres biologicznego potrwania
w o0soczu oraz moga by¢ odpowiedzialne za prawid-
towe oddziatywanie z receptorem komorek docelo-
wych i transdukcje sygnatu hormonalnego.

IV-1. Rola oligosacharydow w wiazaniu glikohor-
monoéw z docelowymi receptorami oraz
w transdukcji sygnatu

Hormony glikoproteinowe dziatajg na komérke
docelowg przez receptory sprzezone z cyklazg adenyla-
nowg, ktéra w wypadku gonadotropin przyczynia sie
do wzrostu m.in. steroidogenezy w komorkach docelo-
wych [62, 63]. Receptory dla glikohormonéw [64-66]
zaliczane sg do nowej klasy w obrebie nadrodziny
receptoréw sprzezonych z biatkami G, spos$rod kto-
rych wyrdzniajg sie obecno$cig duzej pozakomor-
kowej domeny stanowigcej N-koncowy fragment poli-
peptydu [67, 68]. Obie a-jak i P-podjednostki holoho-
rmonu uczestniczg w wigzaniu z receptorem [69].

Usuniecie terminalnych reszt kwaséw sjalowych np.
zhCG zwigksza powinowactwo hormonu do wigzania
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sie z receptorem na powierzchni komdrek docelowych,
natomiast obniza jego zdolno$¢ do stymulacji syntezy
CAMP. Ekspresja aktywnos$ci hormonalnej wydaje sie
by¢ zalezna od ujemnych tadunkéw niesionych przez
czasteczki kwasow sjalowych. Udokumentowano juz, ze
w transdukcji sygnatu biologicznego uczestniczg okres-
lone pod wzgledem pozycji oligosacharydy, a nie wszyst-
kie wystepujace w obrebie holohormonu [55-57, 70],
Schwarz i wsp. zaproponowali model wyjas-
niajacy interakcje hCG zreceptorem (Ryc. 4), uwzgled-
niajacy zachowywanie sie tej gonadotropiny, tak jak
typowy agonista lub kompetencyjny antagonista [26,
28]. Oddziatywanie glikohormonu z N-terminalng
pozakomdrkowg domeng receptora-CG ma charakter
»wielofasadowego” kontaktu typu biatko-biatko (a
multifacetted protein-protein contact) (Ryc. 4), w kto-
rym zaangazowana jest wiekszo$¢ epitopow wolnej
powierzchni hCG. Interakcja ta umozliwia przyjecie
przez hCG ostatecznej konformacji wymaganej dla
petnej aktywnosci holohormonu jako agonisty (Ryc.
4a). Konformacja przestrzenna hCG jako agonisty,
ktdrag mozna stwierdzi¢ tylko w stanie zwigzanym

z receptorem sprawia, ze wiekszos$¢ z 14 epitopow staje
sie niedostepna dla przeciwciat monoklonalnych, z wy-
jatkiem dwaoch, tj. epitopow (331 (35 (Ryc. 4a). Obecnosé
dwoéch waznych N-glikanéw otAsn-52 i (3Asn-13, wyda-
je sie determinowac ten agonistyczny typ oddziatywa-
nia hCG z receptorem, skoro usuniecie ich zmienia
charakter oddziatywania glikohormonu z receptorem.
Deglikozylowana hCG silniej oddziatywuje z recep-
torem ijednocze$nie zachowuje sie jak kompetycyjny
antagonista w transdukcji sygnatu (Ryc. 4b). Podczas
antagonistycznej interakcji deglikozylowana hCG
przybiera orientacje przestrzenna, ktéra uniemozliwia
wykrycie jakiegokolwiek epitopu na jej powierzchni
przez stosowane wczesniej przeciwciata monoklonalne
(Ryc. 4b). Ta odmienna orientacja hCG wynikajgca
z nieobecnosci weglowodanow jest stanem ,,nieprodu-
ktywnym?”, odzwierciedla niekompetentny w trans-
dukcji sygnatu, sposéb zwigzania tego glikohormonu
z receptorem.

Mikroheterogenno$¢ oligosacharydow w rdznych
izoformach tego samego holohormonu narzuca odreb-
ny, indywidualny tadunek poszczeg6lnym czasteczkom.

5 6 7 1 5 6 7 1
AC AC
| xpy T

A

B

Ryc. 4. Model przedstawiajacy interakcje glikohormonu z docelowym receptorem LH/CG, zaré6wno jako agonisty hCG (A),jak i kompetycyj-

nego antagonisty degli-hCG (B) [wg 26].

Z lewej strony schematu widoczna jest wolna, niezwigzana makroczasteczka hCG z wykrywalnymi wszystkimi epitopami; epitopy,
ktére nie sg widoczne znajduja sie po drugiej stronie makroczasteczki. Przedstawiono jedynie N-glikany majace istotne znaczenie
w transdukcji sygnatu hormonalnego. Epitopy (3 i (35 zaznaczono na ciemno, kiedy sa wykrywalne przez MCA na hCG zwigzanym
z receptorem (A), lub najasno, gdy nie sg wykrywalne przez MCA na degli-hCG zwigzanym z receptorem (B). Stan: A — produktywny,
dochodzi do transdukcji sygnatu hormonalnego; stan: B — nieproduktywny, brak transdukcji sygnatu hormonalnego.
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co moze modulowaé¢ ustalong potencje (site) hor-
monalnag [3, 61, 71]. Tym samym, oligosacharydy
obecne na hormonach glikoproteinowych, mogg mo-
dulowad site biologiczng hormonu poprzez swa mikro-
heterogennos$¢, a w konsekwencji wptywac¢ na stan
endokrynowy zwierzecia. Kraficowymi fazami modu-
lacji potencji hormonu wydaje sie by¢ stan agonistycz-
ny, badz antagonistyczny hormonu przedstawiony na
rycinie 4.

1V-2. Rola oligosacharydéw w metabolicznym ob-
rocie (turnover) glikohormonéw

Heterogenno$¢ glikozylacyjna oligosacharydow
moze leze¢ u podstaw istnienia zarGwno mniej jak
i bardziej trwatych form glikoprotein. Sugeruje sie, ze
ostateczny okres pdttrwania okreslonych glikohor-
monow w krazeniu jest zdeterminowany ich interakcja
z r6znorodnymi receptorami lektynowymi.

W 1991 roku wykryto [72] na powierzchni komorek
endotelialnych i komérek Kupffera watroby obecnos$é
receptora specyficznie rozpoznajgcego terminalne sek-
wencje S04-4GalNAcpi.4GIcNAcpi.2Mana- (S4GGnM)
w obrebie oligosacharydéw glikohormondw. Receptor
ten szczegdlnie licznie prezentowany jest na komor-
kach endotelialnych watroby. Funkcjonowanie recep-
tora na nieparenchymalnych komérkach watroby mo-
ze ttumaczy¢ szybkie usuwanie z krazenia glikohor-
mondw posiadajgcych unikalne terminalne sekwencje
oligosacharydowe S4GGnM, np. LH. Swoisto$¢ recep-
tora odrdéznia go od innych znanych dotychczas
receptoroéw uczestniczacych w usuwaniu glikoprotein
z krazenia, ktora w tym wypadku ukierunkowana jest
na ligand w petni wyeksponowany na natywnej gliko-
proteinie, a nie na ligand bedacy produktem czesciowej
degradacji, jak to ma miejsce w wypadku innych
lektynowych receptordw zaangazowanych w katabo-
lizm glikoprotein [41]. Obecno$é specyficznego recep-
tora dla siarczanowanych glikochormonéw prowadzi
do gwattownego ich wychwytu, internalizacji w kom@-
rkach endotelialnych watroby i w efekcie do krotkiego
okresu poétrwania w Kkrazeniu. Wykazano, ze po
dozylnej iniekcji natywnego bLH lub eLH wigkszo$¢
hormonu jest usuwana z krgzenia w poczatkowej
szybkiej fazie za posrednictwem S4GGnM-specyficz-
nego receptora, a okres biologicznego po6ttrwania dla
natywnej bLH ma wynosi¢ 1.2 min [73, 74]. Wiekszo$¢
hCG lub eCG jest usuwana z krazenia gtéwnie w wol-
nej fazie bez uczestnictwa S4GGnM-specyficznego
receptora klirensowego, lecz za posrednictwem innych
receptoréw lektynowych [41], a okres biologicznego
pottrwania w krazeniu dla natywnej hCG wynosi 119
min [73, 74]. Natomiast eLH usuwany jest z krazenia
okoto 6 razy szybciej niz eCG iklirens ten zlokalizowa-
ny jest gtéwnie w obrebie watroby. Skoro zasadnicze
strukturalne réznice miedzy tymi dwoma glikohor-
monami dotyczg terminalnych sekwencji N-glikozy-
dowo zwigzanych oligosacharydéw to one wiasnie,
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dzieki istnieniu receptora klirensowego, lezg u podstaw
odmiennego ich okresu pdéitrwania w krazeniu, jak
i biologicznych réznic miedzy eCG i eLH [74],
Choriogonadotropina uwalniana jest z trofoblastu
konstytucyjnie co w potgczeniu z przedtuzonym okre-
sem jej pottrwania w krgzeniu prowadzi do podwyz-
szonego poziomu we krwi, ktéry nie zmienia sie
znamiennie w ciggu 24 godz. Przeciwnie LH, ta
gonadotropina jest magazynowana w ziarnisto$ciach
sekrecyjnych i wydzielana pulsacyjnie pod wptywem
stymulacji, po czym szybko usuwana z krazenia przy
aktywnym udziale S4GGnM-specyficznego receptora
klirensowego. Krotki okres poéttrwania lutropiny
w krazeniu w potgczeniu z nieciggta sekrecjg wydajg sie
by¢ podstawowymi czynnikami gwarantujgcymi pul-
sacyjng stymulacje receptora docelowego, i przejawia-
nie specyficznej funkcji biologicznej przez LH.
Hipotez wyjasniajacych role jaka moga spetniac
oligosacharydy obecne w glikoproteinach jest wiele,
przedstawione sg we wczesniejszym opracowaniu [41].
W glikohormonach rola N-glikanéw ma znaczenie
w funkcji petnionej przez te glikoproteiny, nie tylko
przez zabezpieczenie agonistycznego lub antagonis-
tycznego sposobu oddziatywania z receptorem, ale
rébwniez poprzez determinowanie specyficznego okre-
su po6itrwania danego glikohormonu w krazeniu. To
ostatnie wydaje sie by¢ podstawg r6znic biologicznych
miedzy LH i CG. Ostatnio zaproponowana koncepcja
przez Drickamera [75] starajgcg sie wyjasnic
nadrzedny cel glikozylacji biatek powstata m.in. na
bazie danych dotyczacych glikohormonow iich recep-
toréw klirensowych. Zgodnie z ta koncepcja gtéwnym
celem glikozylacji ma by¢ zakodowanie informacji
0 pozadanym okresie pottrwania nie tylko glikohor-
monow lecz wszystkich biatek w organizmie. Kod ten
moze dotyczy¢ glikoprotein niezaleznie od ich ostate-
cznych, specyficznych funkcji petnionych w organiz-
mie. Kod olidosacharydowy poréwnywany jest przez
twoérce koncepcji z kodem paskowym obecnym na
ré6znorodnych artykutach konsumpcyjnych, z tym, ze
odpowiednikiem zakodowanych w paskach cen, ma
by¢ zakodowana w jednostkach oligosacharydowych
informacja o czasie péttrwania glikoprotein.

Artykut otrzymano 25 paZzdziernika 1993 r.
Zaakceptowano do druku 10 marca 1994 r.
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Udziat biatek w procesie aklimatyzacji roslin do niskiej

temperatury

Cold-regulated proteins in cold acclimated plants

DANUTA SOLECKA*

Spis tresci:
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1. Biatka syntetyzowane pod wptywem niskiej temperatury
(biatka COR)
11-1. Wystepowanie biatek COR u roslin
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I11. Regulacja syntezy biatek COR
I11-1. Identyfikacja genéw cor
111-2. Regulacja ekspresji genéw cor
111-3. Wplyw ABA na synteze biatek COR
I11-4. Inne czynniki regulujace synteze biatek COR
IV. Rola biatek COR
V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotow: CAP — biatka pojawiajgce sie
podczas aklimatyzacji roslin do niskiej temperatury (cold
acclimation protein); CAS — specyficzne biatka pojawiajace
sie podczas aklimatyzacji roslin do niskiej temperatury (cold
acclimation specific protein); COR — biatka, ktérych synteza
jest regulowana przez niska temperature (cold-regulated
protein); LTI — biatka, ktérych synteza jest indukowana
podczas aklimatyzacji ro$lin do niskiej temperatury (low
temperature induced protein);, cor — geny, ktérych ekspresja
jest regulowana przez niska temperature (cold regulated
gene); cas — geny, ktérych ekspresja jest regulowana przez
niska temperature (cold acclimation specific gene); Iti— geny,
ktorych ekspresja jest indukowana przez niska temperature
(low temperature induced gene); RAB — biatka, ktérych
synteza jest regulowana przez ABA (responsive to-ABA
protein); rab — geny, ktérych ekspresja jest regulowana przez
ABA (responsive to-ABA gene); AFP — biatka z arktycznych
ryb zapobiegajace zamarzaniu osocza krwi (antifreeze prote-
in); INP — biatka wywotujace krystalizacje lodu (ice nuc-
Iéation protein); LEA — biatka nagromadzajace sie w nasio-
nach w péznym okresie embriogenezy (late embryogenesis
abundant protein); HSC — biatka szoku cieplnego (heat shock
cognate protein); ABA — kwas abscysynowy; RUBPC — kar-
boksylaza rybulozo-bis-fosforanu; G6P — glukozo-6-fos-
foran; PEP — fosfoenolopirogronian.

I. Wstep

W komodrkach ro$lin chtodoodpornych poddanych
dziataniu niskiej temperatury zachodzg zmiany, ktdre
z jednej strony umozliwiajg dostosowanie tkanek do

* Mgr, Zaktad Fizjologii Odpornosci Ro$lin, Instytut Bio-
logii Eksperymentalnej Ros$lin, Uniwersytet Warszawski ul.
Krakowskie Przedmie$cie 26/28 00-927 Warszawa
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funkcjonowania w warunkach chtodu, a z drugiej
strony — prowadzg do przebudowy struktur komaor-
kowych, co umozliwia roslinom przetrwanie bez
uszkodzen stresu mrozowego [1-3]. Obserwacje te,
w Swietle wynikow badan fizjologicznych i genetycz-
nych sugerujg, ze proces aklimatyzacji jest zwigzany
z aktywacja pewnych gendéw, a wiec z syntezg biatek,
ktorych wiasciwosci umozliwiajg zachodzenie proce-
séw aklimatyzacyjnych.

Badania na temat roli biatek w procesie aklimatyza-
cji roslin trwaja od lat 50-tych. Pierwsze obserwacje
pochodzg z prac Siminovitcha, ktéory opisat
akumulacje biatek i innych sktadnikéw (fosfolipidow,
kwasoéw nukleinowych) w komoérkach parenchymaty-
cznych ped6éw topoli w okresie jesieni [4]. Zjawisko
to obserwowano zaréwno u ros$lin drzewiastych jak
i zielnych, poszukujac korelacji miedzy poziomem
biatka a mrozoodpornos$cig tkanki. Przeglad tych prac
przedstawiono w artykutach Siminovitcha [5]
i Guy’a [6]. Obserwowano réwniez zmiany jako$-
ciowe zwigzane z pojawianiem sie lub zanikaniem
pewnych frakcji biatek podczas procesu hartowania
[7-10]. Stwierdzono, ze w trakcie aklimatyzacji za-
chodzi m.in synteza izozym6w o zmienionych witasnos-
ciach. Zmiany te dotyczg wielkosci czasteczki biatka,
jego stabilnosSci, whasciwosci kinetycznych. Zjawisko to
opisano m.in. dla RUBPC, reduktazy glutationu, dehy-
drogenazy G6P, karboksylazy PEP, kinazy pirogronia-
nowej, inwertazy, fosfataz, peroksydaz, ATP-az [6].

Na poczatku lat 70-tych wykazano, ze zmianom
poziomu biatka podczas hartowania ro$lin towarzysza
zmiany poziomu RNA [5]. Pierwszym badaczem,
ktéry sugerowat, ze proces aklimatyzacji roslin do
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niskiej temperatury moze zaleze¢ od modyfikacji eks-
presji gendéw byt Weiser [11]. Nastepne lata przy-
niosty wiele danych potwierdzajgcych te hipoteze.
Informacje te przedstawiono w artykutach przeglado-
wych Guy’a [6] i Lee [12].

Biatka pojawiajace sie w komaérkach roslin w wa-
runkach dziatania niskiej temperatury okre$lano w
réznych pracach jako CAP [13], CAS [14], COR [15]
lub LTI [16], podkreslajac role niskiej temperatury
w regulacji ich syntezy. W obecnej pracy przyjeto
okresSlenie ,biatka COR” jako ogdlng nazwe wszyst-
kich biatek, ktérych synteza jest regulowana przez
niskg temperature.

Il. Biatka COR
I1-1. Wystepowanie biatek COR u roslin

W zwiazku z wprowadzaniem technik biologii mole-
kularnej do badan dotyczgacych mechanizmoéw aklima-
tyzacji u roslin, w Il potowie lat 80-tych pojawito sie
wiele prac informujacych o wykryciu biatek lub poli-
peptydéw, ktérych synteza byta wywotywana Ilub
wzmacniana dziataniem niskiej temperatury.

I tak, miedzy innymi, wykazano, ze w cytosolu
komorek lisci rzepaku Brassica napus v. oleifera cv.
Gorczanski pojawiaty sie podczas hartowania dwie
frakcje drobnoczgsteczkowych zasadowych biatek
0 matej zawartosci proliny i metioniny [7]. W siew-
kach rzepaku odmiany Jet Neufstwierdzono synteze
14 biatek oraz zahamowanie syntezy 6 innych podczas
48 godzin dziatania niskiej (+ 2°C) temperatury [17].

W hodowli komdérkowej stoktosy (Bromus inermis
cv. Manchar) wzrost mrozoodpornosci komorek (wy-
razanej jako temperatura powodujgca 50% uszko-
dzen) z -7 do -17°C, obserwowany po 5 dniach
inkubacji wtemperaturze +2°, byt skorelowany z syn-
tezg 7 nowych irepresjg syntezy 5innych biatek [18,19].

U psianki (Solanum commersonii) wykazano, ze
podanie cykloheksimidu do hodowli komdérkowej ha-
muje nabywanie mrozoodpornosci przez komorki
[20], Niska temperatura powodowata synteze 11-14
nowych polipeptydow, ktére zanikaty juz po 1 dniu
deaklimatyzacji w +20°C. Niektére sposréd induko-
wanych przez niskg temperature polipeptydéw wy-
stepowaty tylko w poczatkowych etapach hartowania.
Wydaje sie, ze przejSciowa synteza tych peptydéw moze
by¢ zwigzana z ich rolg regulatorowg w procesie nabywa-
nia maksymalnej tolerancji na zamarzanie [21, 22].

Porownujgc obraz elektroforetyczny biatek z siewek
pszenicy (Triticum aestivum) odmiany ozimej i jarej,
réznigcych sie odpornoscig na mrdz, stwierdzono, ze
wiekszos¢ biatek indukowanych przez niskg tempera-
ture pojawia sie u obu typéw roslin. Jedyng rdéznice
stanowito pojawianie sie pod wptywem obnizonej
temperatury biatka o masie 200 kDa u bardziej
odpornej odmiany ozimej [23], Ten fakt sugeruje, ze
wiekszo$¢ zmian wywotanych w komérkach roélin
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przez niskg temperature nie jest zwigzana z tolerancjg
zamarzania wody w tkance, ale z dostosowaniem
metabolizmu roé$lin do niskiej temperatury otoczenia
[23]. Analiza elektroforetyczna biatek z lisci, weztéw
krzewienia i korzeni pszenicy wykazata, ze biatko
200 kDa wystepuje we wszystkich tkankach, ale na-
gromadza sie w duzo wiekszej ilosci w tkankach
nadziemnych [24], Poniewaz tkanki te majg znacznie
wyzszg mrozoodpornos$¢ niz korzenie, sugerowano, ze
wyzszy poziom syntezy tego biatka jest scisle zwigzany
z wyzszg mrozoodpornosciag [24],

Podsumowanie danych na temat zmian skiadu
biatek w wyniku aklimatyzacji roslin do niskiej tem-
peratury przedstawiono w tabeli 1

11-2. Biatka COR u Arabidopsis thaliana

Najpetniejsze dane na temat biatek COR otrzymano
dla rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thaliana
(L.)Heynh) [15,16, 26,27, 38-45], W 1988 r. wykazano,
ze u roslin A. thaliana poddanych 24-godzinnej aklima-
tyzacji w temperaturze +4°C, pojawiato sie kilka
nowych biatek [38]. Biatka te byty hydrofilne i pozo-
stawaty rozpuszczone w roztworze wodnym po jego
zagotowaniu [38].

Analiza mRNA wykazata, ze transkrypcja genow
cor wzrastata znaczaco po 1-4 godzinach hartowania
w temperaturze +4°C, osiggata maksimum po 8-12
godzinach i pozostawata na tym poziomie przez caly
czas dziatania niskiej temperatury [38]. Powr6t do
temperatury + 22°C powodowat po 4-8 godzinach
zahamowanie transkrypcji do poziomu charakterys-
tycznego dla roslin niehartowanych [38].

Okres$lono sekwencje aminokwasowe biatek COR
[42, 44], We wszystkich tych biatkach stwierdzono
duzy udziat aminokwaséw polarnych. Biatko o masie
47 kDa (COR47), zawiera 20% kwasu glutaminowego
i 14% lizyny, polipeptyd o masie 6.6 kDa (COR6.6)
zawiera 24% alaniny, 14% lizyny i 11% glicyny,
a biatko o masie 15 kDa (COR 15) — 18% alaniny,
14% glicyny oraz 24% seryny i treoniny. We wszyst-
kich biatkach COR brak byto cysteiny i tryptofanu.

W biatku COR47 istnieje obszar bogaty w seryne
i trzy obszary bogate w lizyne [42]. Fragmenty takie
mozna znalez¢ w biatkach nalezacych do Grupy 11
LEA [46].

Biatko COR.6 wykazuje duze podobienstwo do
biatka KIN1, opisanego wczes$niej u Arabidopsis tha-
liana przez Kurkele i Franek [39]. ROznica
dotyczy tylko 5 aminokwaséw. Oba te biatka sg
podobne do matych biatek AFP, wystepujacych u ark-
tycznych ryb [47]. Poréwnujac sekwencje aminokwa-
sowg CORG6.6 odczytang z cDNA z sekwencja biatek
AFP stwierdzono, ze 69% reszt aminokwasowych jest
identycznych lub podobnych pod wzgledem wiasciwo-
§ci biochemicznych [39], Poza tym CORG6.6 i biatka
AFP maja podobnag mase czasteczek i sg bogate
w aminokwasy polarne [39].
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Tabela 1.

Zmiany zawarto$ci niektorych biatek pod wpltywem niskiej temperatury

Biatka [kDa]

Tempera-
Gatunek tura wykazujace in vivo Lit.
ekspozycji synteza
wzrost spadek in vitro
zawartosci zawartosci
Agrostemma 4°C 78,28 — — 25
githago
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 2
Bromus 3°C 200, 190, 165, 115, 54, 48, 47, 74, 27, 23, 22 — 19,
inermis 38, 31, 25 28
Brassica 0°c 17 pasm miedzy 80 a 14 11 pasm miedzy 50 a 14 9 pasm miedzy 80-14 17
napus
4°C 20, 17 —_ 20, 17 29
5°C 2 pasma o Rf49-52 — — 7
Citrus 5°C 160, 6 pasm miedzy 40-16 8 pasm miedzy 65-16 — 30
sinensis
Medicago 4°C 90,43,38,27,23,22,18,16,14, — 90, 86, 72, 48, 38, 36, 33 31
falcata 13
Medicago 4°C 180,145,135,90, 80,76, 70,53 — 90, 60, 33, 27, 16 31,
sativa 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 4°C 39 pasm miedzy 79-12 14 pasm miedzy 42-13 — 21,
commersonii 22
Spinada 5°C 13 pasm miedzy 160-15 9 pasm miedzy 50-16 — 30
oleracea 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 miedzy 50-15 — 9
Secale 2°C 46, 30 — — 35
cereale
Hordeum o°c 100, 87, 77, 67, 61, 52 56, 32 — 36
vulgare
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, 105, 79, 75, 60, 53, 51, 49, 45, — 24,
48, 45, 44, 36, 31 44, 43, 42, 41, 38, 35, 34 37

Wystepowanie genu 0 74% homologii sekwencyjnej
w stosunku do cor6.6, stwierdzono réwniez u Brassica
napus v. oleifera cv. Jet Neuf [48].

In planta biatko COR15 podlega przeksztatceniu 1.
w polipeptyd o masie 9.4 kDa, zwany COR15m [43,
44]. Analiza sekwencji aminokwasowej biatka COR15
wykazata istnienie na N-koncu fragmentéw charak-
terystycznych dla biatek wystepujagcych w stromie
chloroplastow. Biatko to izolowano wytacznie z lisci

roslin hartowanych, natomiast nie stwierdzono jego
syntezy w korzeniach [43, 44].

Regulacja syntezy biatek COR
I11-1. Identyfikacja genéw cor

Do chwili obecnej zidentyfikowano kilkanascie ge-
now, ktérych ekspresja zachodzi pod wptywem niskiej
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temperatury (Tab. 2). Cze$¢ z tych gendéw zostala
zsekwencjonowana, odczytano réwniez przypuszczal-
ne sekwencje aminokwasowe kodowanych przez nie
biatek.

I11-2. Regulacja ekspresji genéw cor

W roélinach A. thaliana okre$lono etap, na ktérym
zachodzi regulacja ekspresji 4 genéw cor [15]. Dla
gendw corAl, cor6.6 oraz cor 160jest to etap posttrans-
krypcyjny, a dla genu cor 15 — gtdwnie transkrypcja,
cho¢ wydaje sig, ze podczas procesOw posttranskryp-
cyjnych réwniez dziatajg mechanizmy regulujace [15].

U lucerny ekspresja genu cas18 jest regulowana

zaréwno na poziomie transkrypcjijak iposttranskryp-
cyjnie [51].

111-3. Wpiyw ABA na synteze biatlek COR

Pierwsze sygnaty o udziale fitohormondéw w har-
towaniu ros$lin pochodzity z korica lat 60. Dotych-
czasowe badania wykazaty, ze hormonem zaangazo-
wanym w regulacje procesu aklimatyzacji roslin do
niskiej temperatury moze by¢ kwas abscysynowy
(ABA). Dowodzg tego nastepujgce fakty:

1) poziom endogennego ABA wzrasta podczas har-

towania [56, 57, 58];
2) podanie ABA w temperaturze pokojowej moze

Charakterystyka niektorych biatek i genéw COR indukowanych przez niskg temperature (C), susze (D) lub ABA

Tabela 2.
Czynnik
Gatunek Gen/plazmid indukujacy Biatko
ekspresje

Arabidopsis cor6.6 C,ABA, D CORG6.6

thaliana
cor15 C,ABA, D COR15
cor47 C,ABA, D CORA47
:0r160 C,ABA, D COR 160
kinl C,ABA, D KIN1
kin2 C,ABA, D KIN2
Iti65 ABA, D, C LTI65
Iti78 C,ABA, D LTI78

Brassica BN28 c ?

sp.
Medicago cas 18 C,ABA, D CAS18
sp.

pSM2358 c,? ?
pSM2201 c,? 7
pSM 1409 c,? ?
pUM90-I c,? ?
pUM90-2 c,? ?
pUM90-3 c,? ?
MsaciA C,ABA, D ?

Hordeum pAF93 C,D ?

vulgare pT59 C, ABA? 7
pA086 C, ABA? ?
pA029 C, ABA? 7

Spinada ? C CAP79

oleracea 2 c.D CAPS5

124

Charakterystyka

) Lit.
biatka
6.6 kDa, hydrofilne, 38
“boiling-stable”, bogate w Gli i Ala, podobne do AFP
15 kDa, hydrofilne, 38
“boiling-stable” ochrania 40
btony chloroplastéw 38
47 kDa, hydrofilne, 38
“boiling-stable”, podobne 39
do biatek LEA 42
160 kDa, hydrofilne, 38
“boiling-stable” 16
6 kDa, hydrofilne, 39
podobne do COR6.6 i AFP
6 kDa, podobne do K.IN1 49
65 kDa, hydrofilne 50
78 kDa, hydrofilne 50
7 48
17.6 kDa, hydrofilne, bogate w Gli i Thr, 51
podobne do LEA
7 14
7 14
7 14
? 52
? 52
? 52
hydrofilne, bogate w Gli, His, Asn 53
7 54
7 54
7 54
? 54
79 kDa, podobne do hsc 13
85 kDa, hydrofilne, 55

bogate w Gli, Asn, podobne do cor47 i LEA
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wywota¢ wzrost mrozoodpornosci zaréwno
w catych roslinach [59, 60] jak i w kulturach
tkankowych [61, 62];

3) powodowana przez ABA indukcja tolerancji za-
marzania wody w tkankach jest mozliwa tylko
u tych gatunkéw, ktore sg zdolne do hartowania
pod wptywem niskiej temperatury [19];

4) ABA wywotuje zmiany metaboliczne podobne do
obserwowanych podczas dziatania niskiej tem-
peratury [59, 60, 63].

5) u mutantow niezdolnych do syntezy ABA lub
niewrazliwych na dziatanie ABA nie obserwuje
sie procesu hartowania [41, 64].

Aktualne dane na temat roli ABA w aklimatyzacji
roslin do niskiej temperatury zostat zawarty w artykule
przegladowym Lee i Chena [12].

Zmiany syntezy biatek podczas hartowania, induko-
wanego podaniem ABA, obserwowano m.in. u lucerny
[51,65], rzepaku [61,66], stoktosy [19,67], ziemniaka
[59], ryzu [68, 69] i A. thaliana [27, 41]. Stwierdzono,
ze 4 geny cor i 2 geny Iti, wyizolowane z A. thaliana, sg
indukowane zar6wno przez niskg temperature jak
i przez ABA [27, 39, 41, 50].

Jednakze, u wielu badanych roslin ABA indukowat
synteze innych polipeptyddw niz te, ktére pojawiaty sie
w wyniku dziatania niskiej temperatury. U A. thaliana
niska temperatura powodowata indukcje 11 nowych
polipeptydéw, podczas gdy ABA — 15. Tylko 8z nich
pojawiato sie zarowno u ros$lin poddanych dziataniu
chtodu jak i u roslin, ktérym podano ABA [27].
Podobnie w kulturach komdrkowych Bromus inermis
[19, 70] obraz elektroforetyczny polipeptydéw in-
dukowanych lub hamowanych przez chtéd lub ABA
byt rozny.

Dane otrzymane dla wielu gatunkoéw roslin sugeru-
ja, ze niska temperatura i ABA moga regulowal
ekspresje genéw na dwu niezaleznych drogach (Rys. 1).
W dzikich roslinach A. thaliana podanie egzogennego
ABA nie wywotuje tak wysokiego poziomu ekspresji
genu ItilS jak dziatanie niskiej temperatury [50].
Odwrotna sytuacja wystepuje w przypadku genu /ii65,
ktéry osiaga najwyzszy poziom ekspresji wylacznie
pod wplywem ABA [50]. Propozycja Nordin
i wsp. [71] opiera sie rowniez na obserwacjach, ze
u ahil, mutanta A. thaliana niewrazliwego na ABA,
podanie ABA nie powoduje ekspresji gendéw cor,
mimo, ze indukcja tych gendw zachodzi pod wptywem
niskiej temperatury [41, 64]. Poziom transkrypcji pod
wptywem niskiej temperatury jest jednak o ok. 50%
nizszy, niz u roslin typu dzikiego [41]. W roS$linach
Solanum commersonii gen regulowany przez ABA
i niskg temperature wykazuje obnizong ekspresje
w przypadku podania fluoridonu, inhibitora syntezy
ABA [72]. Natomiast synteza biatka RAB 18, induko-
wanego przez ABA i niskg temperature, u niewraz-
liwego na ABA mutanta A. thaliana (abil) jest cat-
kowicie zahamowana [73]. Wydaje sie wiec, ze geny
indukowane przez niskg temperature i ABA mozna
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Ryc. 1. Regulacja ekspresji genéw przez niska temperature, ABA
istres wodny, za Nordin i wsp. [71], zmodyfikowane.

podzieli¢ na dwie klasy [51]:

1) klasa I — geny indukowane przez niskg tem-
perature, lecz niekoniecznie via ABA (np. ItilS)
[50].

2) klasa Il — geny indukowane przez niska tem-

perature wytgcznie za posrednictwem ABA (np.
raM8, /r/65) [50, 71].

Interesujgce wydaje sie doniesienie o istnieniu specy-
ficznych miejsc regulatorowych (ABRE) w obrebie
promotora w genach rab [74, 75]. Okres$lenie roli
takich miejsc regulatorowych w ekspresji genow in-
dukowanych przez chtéd i ABA pozwoli by¢ moze
odpowiedzie¢ na pytanie dotyczace roli ABA w od-
powiedzi komérek na rézne czynniki srodowiska.

I11-4. Inne czynniki regulujace synteze biatek COR

U A. thaliana wszystkie geny cor sg indukowane
przez niskg temperature, ABA i stres dehydratacyjny
[39, 41, 50]. Jednak np. u lucerny, niektére geny
regulowane przez niskg temperature nie sg indukowa-
ne przez zadne inne czynniki stresowe [14, 31, 65].
Nie stwierdzono, by stres cieplny powodowat induk-
cje biatek COR [76].
Podsumowujac, u roélin spotykamy 3 typy genow
regulowanych przez niskg temperature:
1) geny regulowane wytgcznie przez niskg tempera-
ture [14],

2) geny regulowane przez niska temperature i ABA
[73, 76],

3) geny regulowane przez niskg temperature, ABA
i inne czynniki stresowe, np. odwodnienie, zranie-
nie, itp. [76].

V. Rola biatek COR

Mimo ogromnej liczby doniesiei o pojawieniu sie
nowych biatek pod wptywem niskiej temperatury, rola
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i sposéb dziatania tych biatek pozostajg w zasadzie
nieznane. W niewielu przypadkach, okre$lenie sekwen-
cji aminokwasowych i poznanie lokalizacji biatka na
terenie komarki oraz podobienstwo do biatek, ktorych
funkcja zostata juz poznana, pozwala wysuwac przy-
puszczenia na temat roli biatek COR.

Bardzo atrakcyjna hipoteza dotyczgca funkcji biat-
ka COR6.6 z A. thaliana zakiada, ze biatko to,
podobnie jak biatka AFP z ryb [47], moze zapobiegac
tworzeniu duzych krysztatdw lodu przez selektywne
wigzanie sie do ich powierzchni [47, 77]. Biatka
0 podobnej funkcji nagromadzajg sie w apoplascie
podczas aklimatyzacji pszenicy [78].

Do grupy krioprotektantow zalicza sie rowniez
biatko COR 15 [43]. W hartowanych lisciach roslin A.
thaliana, biatko to ulega przeksztatceniom ijest trans-
portowane do stromy chloroplastow, gdzie prawdopo-
dobnie chroni btony tylakoidéw przed uszkodzeniami
mrozowymi. Zdolnos$¢ ochronng biatka COR 15 okres$-
lono w doswiadczeniach in vitro jako 1.000.000 razy
wiekszg niz sacharozy i 100 — 1000 razy wiekszg niz
albuminy [43, 44],

Biatko CORA47 z A. thaliana zaréwno pod wzgledem
budowy jak i witasciwosci przypomina biatko pojawia-
jace sie w lisciach pszenicy pod wptywem niskiej
temperatury [37, 40]. Oba biatka sg odporne na
wysokg temperature. Wystepowanie biatka o podob-
nych wiasciwosciach (CAP85) stwierdzono rowniez
w roslinach szpinaku [55]. Podobienstwo strukturalne
tych biatek do biatek LEA sugeruje, ze mogg one
chroni¢ struktury komdrkowe przed odwodnieniem.
Potencjalne znaczenie tych biatek w aklimatyzacji do
niskiej temperatury wigze si¢ z odwodnieniem komoé-
rki w wyniku pozakomoérkowego zamarzania wody
lzwigzanego z tym wzrostu stezenia wielu substancji
w cytosolu i wakuoli, zmiany sity jonowej i pH
roztworu komdérkowego, co stwarza warunki sprzyja-
jace denaturacji biatek [79, 80]. Potwierdzeniem tej
hipotezy moze by¢ obserwacja, ze gen rab 16A z ryzu,
ktory koduje biatko Grupy Il LEA, ulega indukcji pod
wptywem niskiej temperatury [68].

Biatko CAP79 ze szpinaku, wystepujagce w Kilku
izoformach moze odgrywac¢ wazng role w dostosowa-
niu metabolizmu komorki do warunkdw stresu nisko-
temperaturowego [13]. Neven i wsp. [13] propo-
nujg, iz CAP79, podobnie jak inne biatka z rodziny
HSC, moze zapobiega¢ dysocjacji lub agregacji bia-
fek a takze utatwiaé utrzymanie wiasciwej ich konfor-
macji [81].

V1. Podsumowanie

Prace nad identyfikacjg genow i biatek zwigzanych
bezposrednio z procesem nabywania przez roS$liny
odpornosci na niskg temperature prowadzone sgz du-
z3 intensywnoscig. Rozwoj technik badawczych, uzys-
kanie mutantéw niezdolnych do aklimatyzacji, muta-
cje in vitro gendéw przypuszczalnie zaangazowanych
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w ten proces lub wprowadzanie do komdrek antysen-
sownego RNA, pozwoli by¢ moze niedtugo na wyjas-
nienie zaréwno roli biatek COR, jak iregulacji procesu
aklimatyzacji w komorkach roslin poddanych dziata-
niu niskiej temperatury.

Podjeto takze proby praktycznego zastosowania
uzyskanych juz informacji. Wprowadzono np. gen
kodujacy biatko AFP zryb do rosliny chtodowrazliwej
— pomidora i uzyskano, w hodowli komorkowej,
mniejszg podatno$é komoérek na uszkodzenia wywoty-
wane mrozem [82]. W 1992 roku Murata i wsp.
wprowadzili gen kodujgcy chloroplastowg acylotrans-
feraze glicerolo-3-fosforanu z A. thaliana do wraz-
liwych na chtéd komdrek tytoniu. Spowodowato to
u ros$lin transgenicznych zmniejszenie utraty aktywno-
$ci fotosyntetycznej pod wptywem niskiej temperatury
[83, 84].

Dalsze prace w tym kierunku moga przyczynic¢ sie
do otrzymania nowych odmian roslin, odpornych na
niekorzystne warunki $rodowiska.
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WskazowkKi
dla autorow

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

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

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

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

Przekazanie artykutu do redakcji jest réwnoznacznie
zoswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie
publikowana w innym czasopismie, jezeli zostanie ogto-
szona w ,Postepach Biochemii”. W przypadku, gdy Au-
torzy) zamierza(jag) wtaczy¢ do swego autora artykutu
ilustracje publikowane przez autoréw prac cytowanych,
nalezy uzyskac i przekaza¢ nam odpowiednig zgode na
przedruk.

Redakcja prosi AutorOw o przestrzeganie nastepujgcych
wskazéwek szczegotowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostron-

nie czcionkg wielkosci standartowej, z podwojng inter-
linig, z lewym marginesem ok. 4 cm z trzydziestoma
wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu (litery
+ odstep), odstepy pomiedzy wyrazami powinny od-
powiada¢ jednemu znakowi (nie réwnac¢ do prawego
marginesu).
W teks$cie nie nalezy stosowaé zadnych podkres$len, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej moga Autorzy zaznaczy¢ otow-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w tekscie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisac¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana,

zawiera imiona i nazwisko (a) autora (6w ), nazwy, adresy
wraz z numerem telefonu zakladéw (w jezyku polskim
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i angielskim), w ktérych pracujg autorzy, adres do kore-
spondencji nr telefonu i ewentualnie fax, adresy prywatne
autoréw, tytut artykutu w jezyku polskim iangielskim oraz
— w prawym dolnym rogu — liczbe tabel, rycin, wzoréw
i fotografii oraz skrét tytutu pracy (do 25 znakow).

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska autoréw,
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3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of
Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
541-553
4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red)
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier,
North-Holland Amsterdam, str 1-77
5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red)
Research Monographs in Cell and Tissue Physiolo-
gy, t 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukcji.
Fotografie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wyko-
nane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy
wykonac¢ tuszem na biatym papierze lub kalce techniczne,;.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od
przysztej reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzgce
do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejsza niz
5 mm. Na rysunkach nie naley umieszcza¢ opis6w stow-
nych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie wykreséw winny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o sto-
pniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. llustracji nie
nalezy wigcza¢ w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio
ponumerowac: tabele i ryciny nosza cyfry arabskie, wzory
za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczyc¢
otowkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryci-
ny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny
by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem i ewentualnie takze
niezbednymi objasnieniami. Stowne objasnienia znakoéw
graficznych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysun-
kowe za$ jedynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia
rycin sporzadza sie w postaci oddzielnego wykazu. llust-
racje nalezy podpisa¢ nazwiskiem pierwszego z autorow
i pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,go0-
ra-dot” (otéwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnet-
rzng spoisto$¢ artykutu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin izbiorczych tabel na podstawie danych
z piSmiennictwa.

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

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

02-093 Warszawa
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Dr Piotr Chomczynski najbardziej cytowanym polskim biochemikiem

Current Contents (Life Sciences) z 6 wrzesnia 1993, Vol 36, nr 36, w sekcji "This
Week Citation Classic" przynosi informacje o sukcesie polskiego biochemika dr Piotra
Chomczynskiego, ktérego praca "Sigle-step method of RNA isolation by acid guanidi-
nium thiocyanate-phenol-chloroform extraction”, opublikowana w Analytical Bio-
chemistry 162, 156-159, 1987, stala sie jedng z najliczniej cytowanych publikacji,
w potowie 1993 przewyzszyta tu 7330 cytowan. Opracowana przez dr Chomczynskiego
metoda zyskata wielka popularno$¢ dzieki sprawdzeniu procedury izolowania cal-
kowitego RNA z tkanek zwierzecych Ilub roslinnych do jednostopniowej szybkiej
ekstrakcji, charakteryzujgcej sie doskonatg wydajnoscig i powtarzalno$cig. Autor
zastosowat tu tiocynian guanidyny, zwigzek silnie denaturujgcy biatka i zarazem
inhibitor RNaz, oraz ekstrakcje RNA mieszanina fenolowochloroformowa.

Dr Chomczynski jest polskim biochemikiem pracujgcym obecnie naukowo w USA.
Stopieri magistra biochemii uzyskat w Uniwersytecie Warszawskim, nastepnie dok-
toryzowat sie w 1971 roku w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie,
a habilitacje uzyskatw 1978 roku. W Polsce poczatkowo kierowat pracownig biochemii
w Instytucie Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu, a nastepnie pracownig
biochemii w Zakladzie Weterynarii i Zootechniki SGGW w Warszawie. W Stanach
Zjednoczonych pracowat w NIAMDD i NIH. Obecnie dr Chomczyniski prowadzi
Laboratorium Molekularnej Endokrynologii w Zaktadzie Endokrynologii i Metabolizmu
Uniwersytetu w Cincinnati. Jego badania dotyczg zagadnieh zwigzanych z neuro-
endokrynologiczng kontrolg ekspresji genu hormonu wzrostu w przysadce cztowieka

i zwierzat.

Warto przypomnie¢, ze w latach 50-tych i 60-tych najpopularniejsza metoda
ilosciowego oznaczania RNA byla metoda wykorzystujgca relacje pentoz z orcyna.
Autorem pracy o oznaczaniu pentoz metodg orcynowa byta Wanda Mejbaum-Katzenel-
lenbogen. Jej oryginalna praca opublikowana w Zeitschrifft fiir Physiologische Chemie
1939, 258, 117 cytowana byta w ciggu wielu lat w wiekszosci publikacji dotyczacych
RNA. Niestety nie publikowano wéwczas Current Contents. Autorka przed wojng byla
doktorantka w Zaktadzie Chemii Lekarskiej Uniwersytetu Jana Kazimierza we Lwowie.
Po wojnie profesor Wanda Mejbaum-Katzenellenbogen byfa wieloletnim kierownikiem
Zaktadu Biochemii Uniwersytetu Wroctawskiego.



3rd International Union of Biochemistry
and Molecular Biology Conference
“MOLECULAR RECOGNITION”

23 to 27 April 1995, Singapore

SCIENTIFIC PROGRAMME

PLENARY LECTURES INCLUDE

Dr. A R Fersht :
Dr. D Metcalf :
Dr. S Nakamshi

Protein Folding
The Molecular Regulation of Blood Cell Formation
Molecular Biology of Glutamate Receptors and their

Roles in Brain Functions

SYMPOSIA

SIGNALS AND RECEPTORS

* lon channels

* Inhibins and activins

* Kinases

* Phosphatases

* G proteins and accessory factors
* Growth factors and cytokines

* Gaseous mediators

MOLECULAR RECOGNITION IN
CATALYSIS AND DRUG ACTION

Catalytic centres

Protein engineering and unconventional
enzymes

Drug receptors and drug metabolizing
enzymes

Toxins

Computer modelling of binding sites and

drugs

Biosynthesis and recognition of
glycoconiugates

Enzyme biotechnology

Colloquia and Poster Sessions

Welcome reception with cultural
show

Mid-week Chinese banquet

Sight-seeing tours in Singapore
and neighbouring countries

Trade exhibition

NEUROBIOLOGY

* Neurodeveiopment

* Neurotrophic factors and receptors

* Gene regulation in the nervous system
* Neuronal signalling

* Neurochemistry of sensor systems

* Molecular neuropathology

* Neuroglia

MOLECULAR IMMUNOBIOLOGY

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

For details contact :

Dr. Hoon-Eng Khoo

Hon. Secretary, 3rd IUBMB Conference
Department of Biochemistry

National University of Singapore

Kent Ridge

Singapore 0511.

Phone : 65-7723250

Fax : 65-7791453

Email : bchkhe@]leonis.nus.sg

Conference Secretariat:
Ken-Air DMC Pte Ltd, 35 Selegie Road. #09-19 Parklane Shopping Mall, Singapore 0718
Tel: (65) 336-8857/8 Fax: (65) 336-3613
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