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NOWE W BIOCHEMII

Czy znamy juz gen Smierci?

Do we already know the death gene?

EWA SIKORA*

Hipoteza apoptozy, czyli genetycznego programo-
wania $mierci komdrek, po wielu latach lekcewazenia,
zyskata nalezne miejsce we wspotczesnej biologii mole-
kularnej. Poczatkowy sceptycyzm znikngt. Zastgpita
go fascynacja znaczgco przyczyniajgc sie do poznania
mechanizmow tego biologicznego zjawiska. Podobnie
jak podziaty komorek, apoptoza jest zjawiskiem fizjo-
logicznym, niezbednym do utrzymania homeostazy
organizmu i jako taka jest procesem genetycznie
kontrolowanyml Co wiecej, uwaza sie, ze obydwa
procesy, zaréwno $mier¢ programowana, jak i cykl
podziatowy komdrek, na pewnym etapie majg te same
wspolne mechanizmy regulacji (poprzez geny wczesnej
odpowiedzi komérkowej, takie jak c-myc, c-fos i c-jun,
niektére cykliny i cyklino-zalezne kinazy oraz geny
supresorowe nowotworu, p53 i Rb) [1,2]. Rozwigzanie
zagadki apoptozy przyczyni sie z pewnoscig do lep-
szego zrozumienia mechanizméw onkogenezy, a tym
samym do zracjonalizowania metod zwalczania cho-
roby nowotworowej. Mozna sie bowiem spodziewac,
ze komdrka nowotworowa to taka komorka, ktdra
uciekta nie tylko spod kontroli podziatéw, ale na
pewnym etapie transformacji nowotworowej wymkne-
ta sie takze spod kontroli $mierci.

Jednakze, chociaz kazdy tydzien przynosi nowe
ekscytujace doniesienia, musimy jeszcze troche po-
czeka¢ na mozliwo$é uporzagdkowania wszystkich fra-
gmentow tej biologicznej uktadanki. Badania mecha-
nizméw apoptozy zdajg sie obecnie koncentrowaé na
obserwacji, ze wiele roznych czynnikdéw stymulujgcych
rézne szlaki przekazywania sygnatu komdrkowego
indukuje apoptoze. Inaczej, chciatoby sie spytaé, czy
pomimo réznic w przekazywaniu sygnatow zaleznych
od stanu fizjologicznego komérki, takich jak dostep-
nos$¢ substratu i czynnikéw wzrostowych, wptyw sasia-
dujacych komorek jak rowniez etapu cyklu komor-
kowego, stopnia zroznicowania i ekspresji genow
indukujacych i hamujgcych apoptoze, dziata w nigj
uniwersalny ,wykonawca” programu $mierci. | cho-

* Zaktad Biochemii Komérki, Instytut Biologii DoSwiad-
czalnej im. M. Nenckiego, Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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ciaz zdecydowana wiekszo$¢ badaczy podejmujaca
zagadnienie apoptozy zastrzega sie, ze nie ma genu(éw)
Smierci, to jednak daje sie wyczu¢ mimowolne ukierun-
kowanie badan prowadzonych w najrézniejszych
uktadach doswiadczalnych w celu odkrycia wspélnych
mechanizmow $mierci. Bardzo obiecujgce pod tym
wzgledem wydajg sie by¢ proteazy cysteinowe z rodzi-
ny tzw. ICE/CED-3.

Gen ced-3 zidentyfikowano po raz pierwszy u nicie-
nia Caenorhabditis elegans. Mutacje tego genu powo-
dowaly zaburzenia apoptozy komorek gingcych pod-
czas morfogenezy tego nicienia [3]. P6zniejsze sklono-
wanie i zsekwencjonowanie genu ced-3 wykazato ho-
mologie jego produktu biatkowego z cysteinowg pro-
teazg wystepujacg w tkankach ssakéw, zwang ICE [4],
ICE (interleukin-1 -fi-converting enzyme) katalizuje re-
akcje konwersji prointerleukiny 13 do jej aktywnej
formy, IL-1@3 poprzez proteolityczne rozszczepienie
w miejscu reszty asparaginianowej [5]. Cytokina IL-
1@ odgrywa zasadniczg role w ostrych i przewlektych
stanach zapalnych i chociaz, jako taka, nie ma nic
wspolnego z apoptozg, to jednak wprowadzenie genu
ice do szczurzych fibroblastow indukowato w nich
Smieré programowang [6], Jednakze, ostatnie badania
myszy z amputowanym genem ice (tzw. knockout)
wykazaty wystepowanie procesu apoptozy w trak-
towanych deksametazonem lub promieniami gamma
tymocytach [7]. Zachodzi wiec podejrzenie, ze ICE
oraz cztery znane ludzkie proteazy cysteinowe rodziny
ICE-/CED-3 (ICEre-ll, ICEr-IIl, Nedd-2/ICH-I
i CPP-32) moga wywolywa¢ apoptoze w spos6b
niespecyficzny. Wiadomo bowiem, ze inne proteazy
takie jak np. trypsyna, chymotrypsyna, proteinaza K,
czy granzym B réwniez indukujg apoptoze. Stwier-
dzono jednak, ze specyficzny inhibitor proteazy ICE,
ktérym jest produkt biatkowy genu wirusa ospy
bydlecej CrmaA, hamowal apoptoze indukowang
przez r6zne czynniki w réznych komoérkach, co wska-

1 W Postepach Biochemii ukazaty sie dotychczas dwa
artykuty autorki poruszajgce zagadnienie apoptozy w tomie
39, str. 212-220 i tomie 40, str. 150-160.
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zuje na specyficzng role tej proteazy w apoptozie.
Wykazano to: w neuronach kurczecia indukowanych
do $mierci poprzez pozbawienie ich czynnika wzrostu
nerwu, w limfocytach ludzkich poprzez aktywacje
receptora Fas lub receptora czynnika nekrozy nowo-
tworu (TNF), ktérych rola w przekazywaniu sygnatu
do $mierci jest dobrze znana, w szczurzych fibroblas-
tach hodowanych bez surowicy [8 i odsytacze tamze].
Ponadto, aktywacja receptora Fas nie wywotywala
apoptozy w tymocytach myszy z amputowanym ge-
nem ice [7]. Tak wiec mozliwos$¢ specyficznego udziatu
w apoptozie proteaz z rodziny ICE/CED-3 wydaje sie
by¢ wcigz bardzo aktualna i otwarta. Tym bardziej, ze
wyniki doswiadczen przedstawione ostatnio w dwaéch
artykutach i opublikowanych w Celi i Nature [8 i 9]
wskazujg na proteaze z rodziny CED-3/ICE jako
bezposrednio zaangazowang w procesie Smierci komor-
kowej, oraz na jej substrat, ktéry autorzy jednej z tych
prac [8] podnie$li do rangi ,,substratu $mierci”. Mowa
tutaj o proteazie, ktdrej substratem jest enzym po-
lil(ADP-rybozo)polimeraza, w skrécie PARP.

PARP jest biatkiem jagdrowym, zwigzanym struk-
turalnie z chromatyng, wymagajagcym do swej en-
zymatycznej aktywnos$ci obecnosci nacietego DNA.
Ponadto, aktywnos$¢ tego enzymu wzrasta propor-
cjonalnie do uszkodzeri DNA. Uwaza sie, ze enzym ten
na réwni z innymi, uczestniczy w reperacji i replikacji
DNA, atakze wtranspozycji genow, do ktorej niezbed-
ny jest rozpad i ponowne igczenie taficuchéw DNA
[10]. Szczeg6towa rola PARP w apoptozie nie jest
dotagd opisana, aczkolwiek pojawianie sie jednego
z produktéow jego hydrolizy, o masie czgsteczkowej
85 kDa, opisano jako jeden z pierwszych symptoméw
apoptozy indukowanej przez leki przeciwnowotworo-
we w komdrkach wielu linii nowotworowych, czy
w tymocytach traktowanych glukokortykoidami [11].
Enzym o aktywnosci proteazy hydrolizujagcej PARP
zostat ostatnio zidentyfikowany niezaleznie przez duze
grupy badaczy [8,9]. Jest to proenzym kodowany
przez gen z rodziny ice/ced-3, ktdry wcze$niej zostat
opisany pod nazwg CPP-32 [12]. Dopiero proteolity-
czne rozszczepienie proenzymu uwalnia aktywng pod-
jednostke katalizujacg hydrolize PARP. Nieaktywny
proenzym zostal nazwany przez jednych badaczy
apopaing [9], a przez innych zostat ochrzczony imie-
niem hinduskiego Boga Smierci Jama (ang. Yama) [8].
Poniewaz rozpad PARP wydaje sie by¢ hiochemicz-
nym znacznikiem apoptozy, proteaza katalizujgca ten
proces moze odgrywac¢ zasadniczg role w apoptozie
komadrek ssaczych podobnie jak to ma miejsce w przy-
padku CED-3 w C.elegans. Nalezatoby jednak spraw-
dzi¢, czy komorki zwierzat z amputowanym genem
apopaina/yama nie sg zdolne do $mierci programowa-
nej. Pozostaje rowniez do wyjasnienia znaczenie in-
nych enzyméw z tej rodziny (chociazby samego ICE),
ktérych substratem nie jest PARP. Poniewaz jednak
aktywna forma enzymu apopaina/yama powstaje po-
przez proteolityczne rozszczepienie nieaktywnego pro-
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enzymu, nie wykluczone, ze jest to wiasnie zadanie dla
proteaz CED-3/ICE.

W Swietle przedstawionych danych apoptoza za-
czyna siejawic jako proces proteolitycznej kaskady, na
koncu ktorej r6zne sygnaty zbiegajg sie na aktywacji,
by¢ moze, jednej proteazy (apopaina/yama?) katalizu-
jacej rozpad PARP, a by¢ moze takze innych, dotych-
czas nie znanych ,,substratéw Smierci”. Nadal jednak
nie wiemy w jaki sposob ,,substrat Smierci” dokonuje
swojego dzieta. Na razie mozna jedynie spekulowac na
ten temat. Jednym 2z bardziej charakterystycznych
i powszechnych zjawisk apoptozy jest fragmentacja
DNA katalizowana przez endonukleazy, ktérych ge-
néw dotychczas nie sklonowano. A moze fragment
PARP, 85 kDa, aktywuje endonukleazy? Nie wy-
kluczone réwniez, ze niehydrolizowany PARP wrecz
blokuje aktywno$¢ endonukleaz. Te i inne pytania
muszg na razie zosta¢ bez odpowiedzi.

Artykut otrzymano 24 sierpnia 1995 r.
Zaakceptowano do druku 14 wrze$nia 1995 r.
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ARTYKULY

Gen SRY — pierwotny ,,witgcznik” determinacji pici

u cztowieka?*

SRY gen — primary ,,switch” in human sex determination?

KAROLINA MICHALCZAK-JANITZ],

MICHAL WITT2
JADWIGA JARUZELSKA3S
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VIIl. Wiasciwosci biatka SRY
VI1II. Ekspresja zmutowanego biatka SRY w uktadzie in vitro
IX. Ewolucja genu SRY
X.  Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotow: TDF — czynnik deter-
minujacy powstanie jadra u cztowieka; PAR — region
pseudoautosomalny; ZFY — region chromosomu Y koduja-
cy domniemany czynnik determinacji pici o strukturze
palcow cynkowych; SRY — region determinacji ptci na
chromosomie Y u cztowieka; Sry — region determinacji ptci
na chromosomie Y u myszy; kD — Kkilodalton; biatka
HM G—biatka o wysokiej ruchliwosci elektroforetycznej;
TCF-1 — czynnik transkrypcyjny specyficzny dla limfocy-
tobw T; LEF-1 — specyficzny limfoidalny czynnik wzmac-
niajacy; biatka M c— biatka odpowiedzialne za rozmnazanie
ptciowe drozdzy; Stel 1— czynnik nieptodnos$ci u drozdzy;
CAT — acetylotransferaza chloramfenikolu; NGF — czyn-
nik wzrostu nerwu; EGF — czynnik wzrostu naskérka; LTR
— dtugie sekwencje zasad powtarzajgce sie terminalnie; W T1
— czynnik odpowiedzialny za wystgpienie guza Wilmsa;
PCR — reakcja tancuchowa polimerazy; RT-PCR — od-
wrotna reakcja tafcuchowa polimerazy; AMH — hormon
antymiillerowski; SOX — sekwencja homologiczna z kon-
serwatywnym regionem genu determinacji ptci; DSS — czyn-
nik warunkujgcy odwrocenie pici, wrazliwy na efekt dawki.

* Artykut napisany w ramach realizacji projektu badaw-
czego KBN Nr 405319101
Mgr, 2 dr hab. 3 dr Zaktad Genetyki Cztowieka PAN,
ul. Strzeszynska 32, 60-479 Poznan

212

Contents:

l. Introduction

Il.  Mapping of the sex determining factor gene

Ill.  Sry transgene causes ,,sex reversal” in mouse

IVV.  Structure of the SRY gene

V. Expression of SRY
V-1. Expression of SRY in a primary gonad
V-2. Expression of SRY in mature testis

VI. Mutations of SRY gene and their influence on sexual
differentiation

VII. Characteristics of SRY protein

VIII. Expression in vitro of mutant SRY gene

IX. Evolution of SRY gene

X. Conclusions

l. Wstep

Badania réznicowania pici, a szczeg6lnie badanie
mechanizmu jej genetycznej determinacji sg kluczowe
dla genetyki cztowieka nie tylko ze wzgledéw poznaw-
czych, lecz réwniez ze wzgledéw praktycznych. Wy-
stepowanie bowiem do$¢ czestych i niejednorodnych
pod wzgledem objawéw przypadkéw patologicznych
oraz ich diagnozowanie i leczenie, na obecnym etapie
wiedzy, stanowig trudny problem medyczny. ROz-
nicowanie pici to ztozony proces, w ktérym arbitralnie
wyréznia sie kilka etapow: genetyczna determinacja
pici, powstanie wewnetrznych i zewnetrznych narza-
dow piciowych oraz dojrzewanie piciowe. Pojecie
genetycznej determinacji pitci oznacza mechanizm od-
powiedzialny za réznicowanie bipotencjalnej gonady
pierwotnej w gonade meska (jadro) lub zenska (jajnik).
Zaktadano, ze charakter réznicowania zalezy od spe-
cyficznego sygnatu, ktérym jest obecno$¢ czynnika
determinujacego rozwdj jadra (ang. testis determining
factor — TDF). Sygnat ten pojawia sie na przetomie
szbstego i siodmego tygodnia zycia zarodka o karioty-
pie meskim (XY). Po jego zadziataniu pierwotna
gonada réznicuje sie w jadro. W przypadku zarodka
0 kariotypie zeAskim XX, w ktdrym TDF nie wy-
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stepuje, gonada rozwija sie w jajnik. Poczatek réz-
nicowania siejajnika nastepuje jednak dopiero miedzy
jedenastym a dwunastym tygodniem zycia ptodowego.
Drugi etap réznicowania pici to powstanie wewnetrz-
nych i zewnetrznych narzagdéw piciowych. W przypad-
ku ptodu meskiego proces ten uwarunkowany jest
wptywem hormonéw wydzielanych przez ptodowe
jadro, natomiast w przypadku ptodu zenskiego rozwaj
wewnetrznych i zewnetrznych narzagdéw piciowych
wydaje sie zachodzi¢ niezaleznie od réznicowania
jajnika; takze w przypadku patologii charakteryzuja-
cych sie brakiem gonady nastepuje réznicowanie pici
typu zenskiego [1]. Trzeci etap to okres dojrzewania
ptciowego, w ktdrym pojawiajg sie cechy piciowe
wtdrne. Uksztattowana ostatecznie pte¢ fenotypowa
wyznaczona jest przez roznice w budowie zewnetrz-
nych narzadow piciowych oraz roznice we wtérnych
cechach ptciowych [2]. Prawidtowy rozwdj cech picio-
wych zalezny jest od wielu genéw, wystepujacych
w chromosomie Y, X oraz w autosomach. Geny te
zapewniajg synteze czynnikow, hormondw, biatek rece-
ptorowych w odpowiedniej ilosci i sekwencji czasowej.

Il. Mapowanie genu kodujgcego czynnik
determinacji pici

Molekularne badania mechanizmu determinacji pici
skupiaty sie w ostatnich latach na probie sklonowania
i charakterystyki genu kodujgcego czynnik TDF.
Zaktada sie, ze czynnik ten jest aktywny w bardzo
krotkim przedziale czasowym na wczesnym etapie
rozwoju zarodkowego i dziata jako ,,wigcznik” uru-
chamiajgcy kaskade reakcji prowadzgcych do powsta-
nia fenotypu meskiego.

Podjeto préby zlokalizowania genu TDF w ludzkim
chromosomie. Byt to klasyczny przykiad strategii
zwanej klonowaniem pozycyjnym, dawniej okreslanej
jako odwrotna genetyka (ang. reverse genetics). Strate-
gie te stosuje sie w poszukiwaniu genu odpowiedzial-
nego za chorobe, gdy produkt genu ijego funkcja nie sg
znane. Pomocne w lokalizacji genu TDF okazaty sie
przypadki pacjentéw z aberracjami liczby i struktury
chromosomow pici. Wskazywaty one, ze niezaleznie od
liczby chromosomo6w X, obecno$é chromosomu Y de-
terminowata fenotyp meski. Stagd wyciggnieto wniosek,
ze gen TDF zlokalizowany jest w chromosomie
Y [3,4], Ludzkie chromosomy pici X i Y, w odroz-
nieniu od autosomoéw, nie stanowig pary chromo-
somoéw homologicznych. Jednak w obrebie krotkich
ramion chromosomu Y oraz X wystepuje niewielki
region homologiczny, zwany przez to regionem pseu-
doautosomowym (ang. pseudoautosomal region-PAR)
(Rye. 1) [5], W procesie spermatogenezy podczas
mejozy dochodzi w tym regionie do rekombinacji typu
crossing-over pomiedzy chromosomami X i Y [6,7]
(Rye. 1A).

Zaobserwowana patologia rekombinacji mejotycz-
nej w regionie pseudoautosomowym byta dalszg wska-
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z6wka dla lokalizacji TDF w obrebie chromosomu Y.
Stwierdzono mianowicie, ze u niektérych bezptodnych
mezczyzn wystepowa¢ moze kariotyp 46,XX, nato-
miast u niektédrych kobiet z pierwotnym brakiem
miesigczki zdarza sie kariotyp 46,XY. Zastosowanie
technik cytogenetycznych i molekularnych doprowa-
dzito do stwierdzenia, ze podtozem obydwu patologii
byta nieprawidtowa rekombinacja w regionie pseudo-
autosomowym [8-10], Zaburzenie to polegato na tym,
ze fragment chromosomu Y przylegajacy do regionu
pseudoautosomowego byt przeniesiony na chromo-
som X (Rye. IB). To nieprawidtowe przegrupowanie
DNA jest przyczyng niezgodnos$ci pici genetycznej
z picig fenotypowa (mezczyzni o kariotypie 46,XX
i kobiety o kariotypie 46,XY), okreslanej jako ,o0d-
wrécenie pici” (ang. sex reversal). Powyzsze odkrycie
wskazywato, ze locus TDF wystepuje w przeniesionym
fragmencie chromosomu Y w poblizu regionu pseudo-
autosomowego, wiec szukano tutaj locus TDF. Pomo-
cne w tym zakresie okazato sie mapowanie delecyjne
chromosomu Y. Technika ta polega na hybrydyzacji
DNA, pochodzacego od pacjentéw o réznym zakresie
delecji chromosomu Y okre$lonych cytogenetycznie,
ze specyficznymi sondami komplementarnymi do loci
chromosomu Y. Korzy$ci mapowania delecyjnego sg
dwojakie: umozliwia ono doktadniejszg ocene zakresu
delecji oraz uszeregowanie loci chromosomu Y [11].
Mapowanie delecyjne doprowadzito do wyréznienia
w chromosomie Y siedmiu interwatow delecyjnych
[12]; w niektdrych dodatkowo wyrdzniono podinter-
waty [13-15] (Ryc. 2). Mapowanie delecyjne regionu
sasiadujacego z regionem PAR wykonywano przy
uzyciu DNA mezczyzn o kariotypie 46,XX, u ktérych
cytogenetycznie stwierdzono roznej dtugosci fragmen-

xob:eta
—— —_—
mgzczy-ma

Y
PAR XX
mezczyzna
XY
kobieta

Y

Rvs. 1 Rekombinacja mejotyczna (crossing over) pomiedzy chromo-
somami X iY.
A — prawidtowy crossing over w obrebie regionu pseudo-
autosomowego. prowadzacy do powstania kobiety o karioty-
pie 46.XX oraz mezczyzny o kariotypie 46.XY. B — Nie-
prawidtowy crossing over w obrebie regionu pseudoautoso-
mowego, polegajacy na przeniesieniu fragmentu z locus TDF
na chromosom X. Rekombinacja taka jest podtozem patolo-
gii tak zwanej odwroconej pici: locus TDF na chromosomie
X warunkuje fenotyp meski (mezczyzni o kariotypie 46.XX),
a delecja locus TDF na chromosomie Y warunkuje fenontyp
zenski (kobiety o kariotypie 46,XY).
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CHROMOSOM Y

1T
ZFYy
Ryc. 2 Etapy mapowania genu SRY w obrebie chromosomu Y.
p — krotkie ramige chromosomu Y; g — dtugie ramie
chromosomu Y; cen — centromer; PAR — region pseudo-
autosomowy; H — region heterochromatyny; 1-7 — inter-
waty delecyjne; 1A-1C oraz 4A i 4B — podinterwaly

delecyjne; SRY — region determinacji pici wystepujacy
w chromosomie Y u cztowieka; ZFY — region chromosomu
Y cztowieka kodujgcy biatko o strukturze palcéw cyn-
kowych.

ty krétkiego ramienia chromosomu Y. W ten sposéb
w podinterwale 1A2 okre$lono najmniejszy region
chromosomu Y, wystarczajgcy do powstania fenotypu
meskiego u osoby o Kkariotypie zenskim (46,XX).
W regionie tym, obejmujacym 140 kz zidentyfikowano
gen ZFY (ang. zinc finger Y), ktéremu przypisano
funkcje TDF [16] (Ryc. 2). Wykazano, ze gen ZFY
wystepuje u wszystkich wyzszych ssakow. Stwierdzono
takze, iz gen ten koduje biatko zawierajace 13 domen
o strukturze palcow cynkowych, wykazujace znaczny
konserwatyzm ewolucyjny. Wystepowanie struktury
palcow cynkowych sugerowato, ze biatko ZFY jest
czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry poprzez wigzanie
z DNA mogtby inicjowaé procesy roéznicowania pici
w kierunku meskim [16]. Wykazano ponadto, ze
homologiczne geny u myszy (Zfy-1, Zfy-2) wystepujg
w regionie Sxr chromosomu Y, ktérego udziat w deter-
minacji pici zostal juz wczedniej opisany [17,18].
Jednak dalsze badania podwazyty role ZFY jako TDF.
Stwierdzono mianowicie, ze u cztowieka sekwencje
wykazujace homologie z genem ZFY wystepujg row-
niez w chromosomie X (locus ZFX) [16,19]; natomiast
u torbaczy wystepujg one w autosomach [20]. Ponad-
to, ekspresja genu Zfy-1 w zarodku mysim ma miejsce
w komorkach gametogenicznych, ktdre nie biorg
udziatu w rdznicowaniu jgdra [21]. Opisano takze
cztery przypadki mezczyzn o kariotypie 46,XX u kt6-
rych fragment chromosomu Y o diugosci 35 kz,
pochodzacy z podinterwatu 1A2, przeniesiony na
X (translokacja), nie zawierat locus ZFY [22]. Krétko
potem, we fragmencie tym zidentyfikowano nowy gen
nazywany SRY (ang. sex-determining region Y) (Ryc. 2).
Gen SRY, podobnie jak gen ZFY, wystepuje u wszyst-
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kich ssakow wyzszych, jednak wytacznie w chromo-
somie Y [23]. Wykazano ponadto, ze w przypadku
mutantéw myszy z delecja homologu tego genu (Sry)
[24], nie dochodzito do réznicowania sie pierwotnej
gonady w jadro [25]

I1l. Transgen Sry powoduje ,,odwrdcenie ptci”
u myszy

Najbardziej spektakularnym doswiadczeniem, sta-
nowigcym bezposredni dowdd na to, ze gen Sry jest
czynnikiem determinujagcym pte¢ meska, byto uzys-
kanie myszy transgenicznej pod wzgledem genu Sry.
Fragment genomowego DNA myszy o dtugosci 14 kz,
zawierajacy gen Sry oraz jego sekwencje regulatorowe,
wprowadzono do zaptodnionej komérki jajowej o ka-
riotypie 46,XX. W 25% przypadkow uzyskanych w ten
sposOb myszy transgenicznych wystepowat fenotyp
meski o prawidtowej strukturze histologicznej jader,
pozbawionych jednak komdrek gametogenicznych.
Doswiadczenie to wskazywato, ze gen SRY jest wystar-
czajacym czynnikiem w determinacji roznicowania
gonady. Sugerowano, ze zaburzenie ekspresji genu Sry
byto przyczyng tego, ze w niektérych myszach trans-
genicznych ,odwrocenie pici” nie wystapito. Proby
uzyskania myszy transgenicznych zawierajgcych lu-
dzki gen SRY nie powiodly sie. By¢ moze w trans-
fekowanym fragmencie DNA zawierajacym gen SRY
nie byto wszystkich regionéw regulatorowych niezbed-
nych dlajego prawidtowej ekspresji. Mozna przypusz-
czaé, ze réznice w budowie genéw SRY i Sry warun-
kujg ich odmienng interakcje z biatkami regulatorowy-
mi igenami docelowymi. Mozliwe réwniez, ze w komé-
rkach mysich dochodzi do zahamowania lub nie-
prawidtowej translacji transkryptu genu SRY, albo po-
wstate biatko SRY niejest stabilne i ulega degradacji [26].

IV. Struktura genu SRY

Gen SRY nie zawiera intronow i koduje biatko
0 wielkosci 204 aminokwaséw i masie 23.9 kD [23,27]
(Ryc. 3). W Srodkowej czesci jego czasteczki wystepuje
motyw o dtugosci 80 aminokwaséw, homologiczny
z odpowiedzialnym za wigzanie sie z DNA motywem
biatek HM G (ang. high mohility group). Motyw HMG
jest typowy dla wielu biatek regulujgcych transkrypcje
1 réznicowanie [28,29]. Wystepowanie pojedynczej
domeny HMG i specyficzno$¢ tkankowa wskazujg na
Sciste pokrewieAstwo biatka SRY z kilkoma czyn-
nikami transkrypcyjnymi. Nalezy do nich czynnik
transkrypcyjny wystepujacy w limfocytach T tj. TCF-1
(ang. T lymphocyte-specyfic transcription factor), LEF-
1 (ang. lymphoid-specyfic enhacerfactor) [30,31], regu-
latorowe biatko Mc odpowiedzialne za rozmnazanie
ptciowe drozdzy [32] oraz czynnik nieptodnosci droz-
dzy Stell (ang. yeast sterility factor) [33]. Obecnos¢
w transfekowanych komaérkach mysich dwéch trans-
kryptow genu SRY o dtugosci okoto 1.1 kz wskazuje na
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Rye. 3 Struktura locus SRY

SP1  SP1

SRY(+)

AT —

HM G — konserwatywny region HM G genu SRY; AT — regiony bogate w pary AT; P — region promotorowy; CG — region o wysokiej
zawarto$ci par CG; PG — pseudogen genu SRY. Zaznaczono miejsca wigzania sie czynnikéw transkrypcyjnych (SP1, TFIID, WT1),
wzmacniach transkrypcji kB; sekwencje ostabiajace transkrypcje S (ang. silencers) oraz miejsca wigzania si¢ biatka SRY [SRY(+),

SRY (—)] wystepujacych w przeciwnej orientacji.

wystepowanie dwdch miejsc inicjacji transkrypcji [27].
Wykazano, ze promotor genu SRY zawarty jest w re-
gionie 310 pz bezposrednio sagsiadujgcym z genem
struktury. Jest zaskakujgce, ze promotor genu SRY
wykazuje cechy charakterystyczne dla promotordw
gendw o ekspresji konstytutywnej: brak regionu TA-
TA, znaczna liczba par G-C (60%) a ponadto dwa
miejsca wigzania czynnika Spl [34]. W regionie 5'
bardziej oddalonym od miejsca inicjacji transkrypcji
zidentyfikowano motyw TATAAA zgodny z motywem
TATA wigzacym czynnik transkrypcyjny TFIID.
W regionie tym jest rowniez obecny motyw
GGGGACTTTCC homologiczny z sekwencjg wzma-
chiacza (ang. enhancer) kB promotoréw genéw kodu-
jacych tancuch ciezki immunoglobulin, lekki taricuch
k, promotora LTR wirusa HIV oraz promotora genu
kodujacego tancuch a receptora interleukiny 2. W re-
gionie flankujgcym 5' zidentyfikowano ponadto sek-
wencje ostabiajgce transkrypcje (ang. silencers) (Ryc. 3)
[27]. Obecnos¢ dwéch regionéw AACAAG opisanych
jako miejsca wigzania biatka SRY (SRY1 + i SRY-)
sugeruje, ze biatko to wiaze sie z wtasnym promotorem
(Ryc. 3) [27,35,36]. W regionie flankujagcym 5 wy-
stepuje ponadto sekwencja CGCCCCCGC (Ryc. 3),
opisana jako miejsce wigzania biatek zawierajgcych
palce cynkowe, np. biatka WT1 (czynnik odpowiedzia-
Iny za wystgpienie guza Wilmsa). Jest interesujace, ze
delecje i mutacje punktowe genu WT1 powodujg
nieprawidtowosci w rozwoju gonad oraz zewnetrznych
narzadoéw piciowych, u 0s6b zchromosomami pici XY.
Biatko WT1 jest przypuszczalnie represorem trans-
krypcji i przynajmniej u myszy ulega ekspresji w listwie
ptciowej. Byé moze niektore biatka zawierajgce palce
cynkowe, w sposéb bezposredni aktywujg lub hamuja
transkrypcje ludzkiego genu SRY [37].

Brak intronéw w genie SRY moze wskazywac na to,
ze gen SRY jest retropozonem powstatym poprzez
przepisanie transkryptu genu przodka na DNA iwbu-
dowanie do genomu. Wskazywataby na to rowniez
obecnos$¢ dwaéch blokow bogatych w pary A-T w regio-
nie flankujacym 5'i 3. W obydwu blokach A-T oraz
pomiedzy nimi wystepujg liczne powtdrzenia tande-
mowe (ang. tandem repeats), odwrdcone powtdrzenia
(ang. inverted repeats), powtarzalne sekwencje o od-
wrotnej orientacji (ang. complementary inverted repe-
ats) oraz struktury szpilki do wtoséw (ang. hairpin).
Niektdre z nich wystepujg w sgsiedztwie transposonow
bioragc udziat wich przemieszczaniu w obrebie genomu
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[praca przeglad. 38]. W regionie 3' cDNA genu SRY
zidentyfikowano przypuszczalny sygnat poliadenylacji
AATAAA oraz pie¢ sekwencji powtorzonych, przypo-
minajacych sygnaly poliadenylacji w bloku A-T 3.
Podobnie w bloku A-T 5 wystepuje pie¢ odwréconych
powtdérzen komplementarnych. Ta szczegdlna organi-
zacja flankujgcych gen SRY wspiera twierdzenie, ze
bloki A-T mogty bra¢ udziat w transpozycji genu SRY
[27] (Ryc. 3).

V. Ekspresja genu SRY
V-l. Ekspresja genu SRY w pierwotnej gonadzie

Ekspresja genu SRY u ssakéw ma miejsce w pierwo-
tnej, niezréznicowanej gonadzie. Gonada ssakéw skita-
da sie z komorek gametogenicznych, oraz komdrek
somatycznych trzech typéw. Komorki somatyczne
gonady to komérki podporowe (komérki Sertoliego
u samca i komorki pecherzykowe u samicy), komorki
steroidogenne (komorki Leydiga u samca i komarki
ostonki pecherzyka u samicy) i wreszcie komorki
tkanki tacznej. Doktadny moment, w ktérym Sry
determinuje rozw6j gonady meskiej nie jest znany.
Stwierdzono, ze Sry ulega ekspresji w okresie od 10.5
do 12.5 dnia po zaptodnieniu, w ktérym dochodzi do
charakterystycznego uszeregowania pierwotnych ko-
morek Sertoliego w sznury piciowe (ang. genital cords)
[39]. Ekspresja Sry wystepuje byé moze juz wczesniej,
ale wykrycie transkryptéw byto trudne, poniewaz
izolowano je z catych embrionéw. Potwierdzeniem
przypuszczenia wczesniejszej ekspresji Sry byto donie-
sienie, w ktdrym transkrypty Sry wykryto w mysim
zarodku w stadium preimplentacyjnym, co $wiadczy,
ze inicjacja determinacji pici zachodzi przed rozpo-
czeciem réznicowania sie gonady w jadro [40]. Nie-
znany jest réwniez doktadny okres w ktérym proces
determinacji pici zostaje zakoriczony. Poprzez analize
RNA pochodzgcego z gonad przy pomocy techniki
RT-PCR wykazano jedynie, ze w 13.5 dnia po zaptod-
nieniu transkrypty Sry nie sg juz wykrywalne [39],

Dla poznania kaskady procesow zwigzanych z dete-
rminacjg i roéznicowaniem pici istotne byto wyjas-
nienie, w ktérych komdrkach pierwotnej gonady Sry
ulega ekspresji. Obecno$¢ transkryptow Sry w listwie
ptciowej w okresie od 10.5 do 125 dnia po zaptod-
nieniu sugeruje, ze gtdwnym miejscem transkrypcji
tego genu sg prekursory komaérek Sertoliego. Potwier-
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dzenie tej hipotezy przyniosty badania przeprowadzo-
ne u myszy homozygotycznych pod wzgledem mutacji
w locus W (ang. white spotting) [39]. Charakterystycz-
na cechg tych myszy jest brak w nich komorek
gametogenicznych w prawidtowo rozwijajgcym sie
jadrze. Stwierdzenie w nich ekspresji genu Sry wy-
kluczyto udziat prekursoréw komorek gametogenicz-
nych w procesie wyksztatcania sie jadra.

V-2. Ekspresja genu SRY w dojrzatym jadrze

Zaskakujace byto odkrycie, ze zar6wno ekspresja
mysiego Sry jak iludzkiego SRY ma miejsce ponownie
w jadrze osobnika dorostego [23,24]. Co wiecej, eks-
presja Sry u myszy jest znacznie silniejsza wjadrze niz
w pierwotnej gonadzie. Ta ponowna ekspresja genu
Sry jest obserwowana u myszy pomiedzy dwudziestym
pierwszym a dwudziestym 6smym dniem po urodze-
niu. Stwierdzono to gtdwnie w komorkach gametoge-
nicznych [39], a w znacznie mniejszym stopniu w ko-
maérkach Sertoliego [41]. Sugeruje sig, ze w dojrzatym
jadrze gen Sry moze uczestniczy¢ w regulacji procesu
spermatogenezy.

Stwierdzono, ze u myszy ponad 89% transkryptow
genu Sry wystepowato w formie kolistej. Zatem u my-
szy transkrypt Sry w pierwotnej gonadzie i w jadrze
osobnika dorostego réznig sie znacznie. Koliste trans-
krypty wykrywano wylgcznie w cytoplazmie, nato-
miast w jadrze komorkowym niewielkg ilos¢ formy
liniowej reprezentujacej by¢ moze niedojrzatg postac
transkryptéw genu Sry. Nie wykryto aktywnosci
translacyjnej kolistych transkryptéw. Analiza sekwen-
cyjna klonu genomowego Sry wykazata obecnosé
ramki odczytu obejmujgcej 2.7 kz, zawierajgcej region
HMG, a po jej obydwu stronach wystepowanie diu-
gich odwroconych sekwencji powtérzonych (ang. large
inverted repeat). Mozna zatlozy¢, ze sekwencje te od-
grywaja role w generowaniu kolistych transkryptow.
Znaczenie kolistych transkryptow' wjgdrach myszy nie
jest ostatecznie wyjasnione. Mozna zatozy¢, ze poprzez
brak aktywnosci translacyjnej mogtyby one stanowi¢
element regulacyjny w ekspresji genu Sry. [42,43].
Wykazano, ze w jadrze dorostego mezczyzny brak
kolistych transkryptéw genu SRY [37]. Moze to
wynikac¢ z faktu, ze w locus SRY cztowieka powtdrzone
sekwencje odwrdcone nie wystepuja.

V1. Mutacje genu SRY oraz ich wplyw na
réznicowanie pici

Mutacje genu SRY powodujg ,odwrdcenie pici”
i przez to stanowig jeden z najwazniejszych dowoddw,
ze gen SRY koduje czynnik TDF. Zidentyfikowano
dotad 23 mutacje genu SRY [44-57]. Mutacje te
hamujg réznicowanie gonady meskiej, czego skutkiem
jest jej wczesna degeneracja w okresie zarodkowym,
prowadzaca do catkowitej dysgenezji (ang. complete
gonadal dysgenesis). Ten skrajny typ dysgenezji (nie-
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prawidtowego rozwoju gonad) polega na wystepo-
waniu w miejscu gonad pasm {gcznotkankowych.
Pte¢ fenotypowajest wtym przypadku zeriska. W genie
SRY wykazywano najcze$ciej mutacje zmiany sensu.
Inne, to mutacje nonsensowe i mutacje zmiany fazy
odczytu. Wszystkie znane mutacje, z wyjatkiem jednej,
wystepowaty w konserwatywnym regionie HMG.
Chociaz wiekszo$¢ wykrytych mutacji genu SRY po-
wstata de novo, opisano kilku pacjentéw, ktdrzy odzie-
dziczyli je od swoich ojcéw. Przypadki te wskazuja,
ze ten sam zmutowany allel genu SRY u jednej
osoby (ojciec) nie powoduje zaburzen, natomiast u in-
nej (dziecko) prowadzi do patologii. Fenotyp o0s6b
ze zmutowanym genem SRY, jest albo Zzeriski z to-
warzyszagcg mu dysgenezjg gonad, albo meski i pra-
widtowy (brak zaburzen w réznicowaniu pici). Wy-
jatkiem od tej reguty bytjeden przypadek obojnactwa
[58]. U tego pacjenta mutacja genu SRY mogta
wystgpi¢ w stadium postzygotycznym wczesnego eta-
pu rozwoju, co mogto prowadzi¢ do mozaicyzmu
w obrebie gonady. Stwierdzono, ze tylko u okoto
15% kobiet o kariotypie 46, XY wystepuje mutacja
genu SRY. Mogtoby to oznaczaé, ze u pozostatych
pacjentek mutacja wystepuje w regionie regulatoro-
wym genu SRY lub w innym genie odpowiedzialnym
za determinacje pici.

VII. Witasciwosci biatka SRY

Obecnos¢ konserwatywnego motywu HMG w genie
SRY wskazywata na mozliwo$¢ wigzania sie biatka
SRY z DNA. Badania biatka SRY technikg opdznienia
migracji w zelu (ang. gel retardation) potwierdzity te
przypuszczenia. Badania komplekséw SRY/AACAA-
AG uzyskanych w uktadzie in vitro wskazywaty, ze
biatko SRY wykazuje powinowactwo tylko do po-
dwéjnoniciowego DNA [36]. Stwierdzono, ze biatko
SRY moze sie wigzac z DNA w r6zny sposob, jak to
przedstawiono na rycinie 4. Pierwszy z nich to moz-
liwos¢ specyficznego wigzania biatka SRY z bogata
w pary A-T sekwencja AACAAAG (Rye. 4A). Interak-
cja biatka SRY z DNA nastepuje w mniejszym rowku
DNA ipowoduje wygiecie czasteczki DNA o okoto 83°
[56, 60]. Wykazano, ze czynniki transkrypcyjne TCF-
la, LEF-1 i Stel 1 z rodziny biatek zawierajacych
HMG rozpoznaja te samg co biatko SRY sekwencje
DNA. Jest to zaskakujagce, poniewaz biatka te cechuje
niewielkie podobiefAstwo strukturalne z motywem
HMG genu SRY ibiorg udziat w regulacji transkrypcji
gendéw o innej specyficznosci tkankowej niz gen SRY.
Sugerowano, ze wtasciwos¢ biatka SRY zginania helisy
DNA moze prowadzi¢ do utworzenia stabilnego spe-
cyficznego kompleksu nukleoproteinowego, umozli-
wiajgcego wzajemne oddziatywanie wchodzgcych wije-
go skiad biatek. Mozliwe jest takze (Rye. 4B) nie-
specyficzne oddziatywanie biatka SRY z fragmentami
DNA o nieregularnej strukturze, przypominajgcej lite-
re X (ang. four-way junctions) [59]. Oddziatywanie
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Rye. 4 Oddziatywanie biatka SRY z DNA. Modyfikacja z Fer -
rari i wsp. [59],
A — Biatko SRY wiaze si¢ w specyficzny sposéb z sekwencja
AACAAAG w DNA (zaciemniony prostokat), co prowadzi
do wygiecia DNA i biatka SRY. Umozliwia to interakcje
czynnikow transkrypcyjnych (biatka B) i utworzenie stabil-
nego kompleksu rybonukleoproteinowego. B— Biatko SRY
moze rozpoznawac niespecyficzne sekwencje DNA o niere-
gularnej strukturze.

'
@
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-
B -
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innych biatek HMG z DNA o takiej strukturze ma
miejsce w takich procesach, jak naprawa i rekombina-
cja DNA oraz tworzenie nukleosomow [61].
Poznanie sekwencji regionu DNA wykazujgcego
powinowactwo do biatka SRY byto cenng wskazowka
w poszukiwaniach gendéw wspoétdziatajagcych z biat-
kiem SRY w r6znicowaniu jadra. W badaniach in vitro
wykazano, ze biatko odpowiadajgce regionowi HMG
biatka SRY specyficznie rozpoznawato promotor ludz-
kiego genu kodujgcego hormon antymiillerowski
(AMH — anti-Mullerian hormone) oraz ludzkiego genu
kodujgcego aromataze P450. AMH jest odpowiedzial-
ny za regresje zenskich przewoddw (ang. Mullerian
ducts) w pierwotnej gonadzie réznicujacej sie w jadro.
Z kolei aromataza P450 katalizuje przeksztatcenie
testosteronu w estradiol ijej aktywnos$¢ jest zahamo-
wana w zarodku meskim. Biatko SRY mogtoby zatem
aktywowac transkrypcje genu kodujagcego AMH ijed-
nocze$nie hamowac transkrypcje genu aromatazy
P450 [62]. Sugestie dotyczgce oddziatywania biatka
SRY z innymi genami tylko na podstawie ich obecno-
§ci w sasiedztwie motywu AACAAAG winny by¢
traktowane z nalezyta ostrozno$cia. Wprawdzie liczba
kopii tego motywu nie zostata okre$lona, mozna sie
jednak spodziewaé, ze jest ona stosunkowo wysoka
w ludzkim genomie. Stwierdzono niedawno, ze w linii
embrionalnych komorek jadra wykazujgcych ekspre-
sje genu SRY dochodzito do inicjacji transkrypcji
AMH, natomiast w komdrkach transfekowanych
zmutowanym klonem SRY aktywacji transkrypcji
AMH nie obserwowano. W badaniach tych wykazano
ponadto, ze w aktywacji transkrypcji AMH przez SRY
uczestniczy dodatkowy niezidentyfikowany dotad

HHRAIKPY I pOCHENAPAS EaN i ggEOm Otorem genu
AMH [63]. Badania te sg poparciem hipotezy, ze

VIIl. Ekspresja zmutowanego biatka SRY
w ukladzie in vitro

W przeciwienstwie do mutacji nonsensownych oraz
powodujacych zmiane ramki odczytu, wptyw mutacji
zmiany sensu na zaburzenie funkcji biatka SRY niejest
oczywisty. Pamieta¢ nalezy, ze substytucja amino-
kwasu nie musi prowadzi¢ do dysfunkcji biatka. Opra-
cowanie uktadu doswiadczalnego ekspresji mutacji
genu SRY in vitro umozliwito rozwigzanie tego prob-
lemu, pozwalajgc na analize funkcjonalng zmutowane-
go biatka SRY. W tym uktadzie doswiadczalnym
zmutowane biatko izolowano z komo6rek Escherichia
coli po transfekcji zrekombinowanym plazmidem
SRY. Po oczyszczeniu, biatko poddawano ocenie pod
wzgledem zdolnos$ci wigzania sie zdocelowg sekwekcjg
DNA (AACAAAG) przy zastosowaniu techniki op6z-
nienia migracji w zelu [35, 36, 54, 57]. Metoda ta
pozwolita wykazaé utrate lub zmniejszenie zdolnosci
wigzania zmutowanego biatka SRY ze specyficzng
sekwencjg w DNA.

Bardzo interesujgce okazaty sie wyniki ekspresji in
vitro w czterech przypadkach rodzinnych mutacji genu
SRY. W dwbéch z nich, mutacje genu SRY wykryto
u dwoch kobiet o kariotypie 46, XY oraz u ich ojcoéw
[36]. W pierwszym przypadku wykazano zredukowa-
ne powinowactwo biatka SRY do DNA, natomiast
w drugim stwierdzono catkowity brak powinowactwa
zmutowanego biatka do DNA. W pozostatych dwoch
przypadkach rodzinnej mutacji genu SRY, mutacje
wystepowaty zaréwno u ojcéw jak i zdrowych czton-
kéw rodziny. W pierwszym przypadku (mutacja wy-
stepowata u ojca i braci pacjentki) stwierdzono, ze
wiasciwosci wigzania zmutowanego biatka do DNA
byty takie same jak biatka prawidtowego [50]. Nato-
miast w drugim przypadku (mutacja wystepowata
u ojca i siostr pacjentki) wykazano zredukowang
aktywnos$¢ biatka SRY [57]. Pomijajac mozliwosé
metodycznego biedu w badaniach in vitro, powyzsze
kontrowersyjne wyniki ttumaczy sie odmiennym tiem
genetycznym i $Srodowiskowym poszczeg6lnych osob-
nikéw. lIstnieje réwniez mozliwos$¢ wystapienia u ojca
pacjentki mozaicyzmu (prawidtowa kopia genu SRY
i zmutowana wersja genu SRY). Nalezy pamietac, ze
zastosowany uktad ekspresji (oddziatywanie biatka
SRY z fragmentem DNA AACAAAG) byt zbyt zawe-
zony. Stwierdzono bowiem niedawno, ze réwniez
motyw AACAATG wykazuje wysokie powinowactwo
do biatka SRY [64],

IX. Ewolucja genu SRY

Jednym z istotnych kryteridw, ktore brano pod
uwage w ocenie czy dany gen koduje czynnik TDF,
byta jego ewolucyjna konserwatywno$é. Gen SRY
cechy tej nie posiada. Poza konserwatywnym regio-
nem HMG, gen SRY cztowieka, myszy i torbaczy nie
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wykazuje homologii [65]. Badania poréwnawcze sek-
wencji genu SRY u naczelnych wykazaty, ze jedynie
region HMG jest konserwatywny [66]. Co wiecej,
stosunkowo wysoka liczba réznic nukleotydow wy-
stepuje na poziomie sekwencji aminokwasowej. Ziden-
tyfikowano ponadto rodzine gendw wystepujgcych
w autosomach i chromosomie X zawierajacych region
HMG, wykazujacy pod wzgledem sekwencji amino-
kwasowej ponad 60% podobieAstwa do HMG genu
SRY i stad ich nazwa: geny SOX (SRY-box) [24, 67].
Powstaje zatem pytanie, czy geny SOX i SRY po-
chodzg od jednego genu przodka. Dywergencja genu
SRY i petnienie przez niego funkcji czynnika deter-
minujagcego pte¢ mogto poprzedzaé i inicjowaé r6z-
nicowanie chromosomoéw pici X iY. Albo tez, petnienie
tej funkcji mogto by¢ konsekwencjg dywergencji chro-
mosomu X i Y, zainicjowanej przez poprzednio wy-
stepujace geny determinacji pkci, ktérych funkcje prze-
jat gen SRY.

X. Podsumowanie

Badania molekularnego podioza determinacji pici
opisane w niniejszym przegladzie dostarczyty wystar-
czajacych dowoddw na to, by przyja¢, ze gen SRY
koduje czynnik determinujacy rozw6j gonady meskiej.
Najwazniejsze z nich to: i/ekspresja genu SRY w pier-
wotnej, niezr6znicowanej gonadzie w okresie poprze-
dzajacym formowanie sie jader, ii/ ,odwrocenie pici”
u myszy transgenicznej pod wzgledem genu Sry oraz
»odwrdcenie pici” u pacjentek 46, XY, z mutacjg genu
SRY. W Swietle dotychczasowych badan nie wiadomo
nadal, czy gen SRY stanowi pierwotny oraz jedyny
element inicjujgcy ten proces. Istniejg przestanki, ze
inne geny wystepujace w autosomach iwchromosomie
X maja istotne znaczenie w determinacji pici. Swiadczy
o tym m.in. fakt, ze u znacznej liczby fenotypowych
kobiet o kariotypie 46, XY gen SRY jest prawidtowy.
U czesdci tych kobiet wykazano duplikacje w krotkim
ramieniu chromosomu X w hipotetycznym locus DSS
(dosage sensitive sex reversal) [68], W innych przypad-
kach ,,odwrécenia pici” wykazano delecje w krétkim
ramieniu chromosomu 9 [69], a w jeszcze innych
delecje w dtugim ramieniu chromosomu 10 [70] lub
translokacje w obrebie diugiego ramienia chromo-
somu 17 [71]. Klonowanie pozycyjne tych regiondw
zapewne przyczyni sie do identyfikacji nowych genéw
zaangazowanych w determinacje i réznicowanie sie
pici. Zastosowanie dotychczasowej wiedzy na temat
determinacji ptci ma miejsce w diagnostyce Klinicznej
oraz prognozowaniu leczenia. Przykladem tego jest
wykrywanie genu SRY poprzez PCR oraz ocena
aberracji chromosomu Y u pacjentow z nieprawid-
towosciami rozwoju piciowego [72, 73]. Opisano
réwniez préby prenatalnego okre$lenia pici zarodka
poprzez detekcje genu SRY w chorobach sprzezonych
z chromosomem X [74]. Nalezy oczekiwaé, ze w krot-
kim czasie zakres zastosowan w medycynie wiedzy na
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temat molekularnego mechanizmu determinacji pici
znacznie sie poszerzy.

Artykut otrzymano 1 czerwca 1995 r.
Zaakceptowano do druku 11 wrze$nia 1995 r.
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Diagnostyka molekularna: amplifikacja sekwencji

czy wzmacnianie sygnatu?

Molecular diagnostics: sequence or signal amplification?

RYSZARD StOMSKI1
JOLANTA KWIATKOWSKA?2

Spis tresci:

1. Wstep
11. Rynek badan kwaséw nukleinowych
I11.  Amplifikacja DNA
I11-1. Reakcja tancuchowa polimerazy (PCR)
111-2. Reakcja fancuchowa ligazy (LCR)
111-3. Reakcja tancuchowa polimerazy iligazy (P/LCR)
IV. Ampflikacja RNA
V. Amplifikacja sygnatu
VI.  Perspektywy rozwoju diagnostyki molekularnej opartej
o amplifikacje sekwencji i sygnatu

Wykaz stosowanych skrotéw: ASA — amplifikacja DNA ze
starterami o specyficznosci dla allelu; ASO — sonda moleku-
larna, oligonukleotyd o specyficznosci dla allelu; bDNA
— sonda molekularna, rozgateziony DNA do amplifikacji
sygnatu; CFTR — gen biatka CFTR petnigcego funkcje
kanatu chlorkowego, mutacje genu CFTR prowadzg do
mukowiscydozy; CML — przewlekta biataczka mieloblas-
tyczna; CM V — cytomegalowirus; CPR — cykliczna reakcja
sondy molekularnej; DG — gradient czynnika denaturujace-
go; DMD — gen dystrofiny, mutacje genu DMD prowadza
do wystgpienia dystrofii miesniowej Duchenne’a; ELISA
—immunoenzymatyczna metoda detekcji; HBC — wirus
C zapalenia watroby; HBV — wirus B zapalenia watroby;
HD — heterodupleksy; HIV — wirus niedoboru odpornosci
immunologicznej cztowieka; HLA — antygeny zgodnosci
tkankowej; LCR — reakcja tancuchowa ligazy; MCC — me-
toda chemiczna wykrywania niesparowan w DNA; MTB
— Mycobacterium tuberculosis; NASBA — ampifikacja
kwasow nukleinowych; PCR — reakcja tancuchowa poli-
merazy; RCR — reakcja tancuchowa naprawy; RFLP — po-
limorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych; RIA — me-
toda radioimmunologiczna; SSCP — polimorfizm konfor-
macji pojedynczoniciowych DNA; STD — choroby przeno-
szone drogg piciowa.

1Prof. dr hab., Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, ul. Strze-
szynhska 32, 60-479 Poznan, Katedra Biochemii i Biotech-
nologii A.R. ul. Wotyriska 35 60-637 Poznan, Laborato-
rium Genetyki Molekularnej, ul. Szeherezady 100, 60-195
Poznan

2dr, Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, ul. Strzeszynska 32,
60-479 Poznan
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Contents:

l. Introduction
1. Market of nucleic acids analysis
111, Amplification of DNA
I11-1. Polymerase chain reaction (PCR)
I11-2. Ligase chain reaction (LCR)
111-3. Polymerase and ligase chain reaction (P/LCR)
1IV. Ampflication of RNA
V. Signal amplification
V1. Perspectives of further development of molecular diag-
nostics based on sequence and signal amplification

I. Wstep

Opracowane w minionej dekadzie metody badan
owocujg obecnie coraz szerszym wprowadzaniem ana-
lizDNA do badan diagnostycznych. Mozna przyjac, ze
lata 90-te przejdg do historii jako okres rozpowszech-
nienia diagnostyki molekularnej. Badania DNA dota-
czyly w ten sposéb do zaakceptowanych technik
diagnostycznych, ktdre do tej pory polegaty gtéwnie na
reakcjach immunochemicznych antygenu z przeciw-
ciatem. W tabeli 1 przedstawiono rozwdj analitycz-
nych technik diagnostycznych na tle najwazniejszych
wydarzen w badaniach DNA. Przede wszystkim za-
uwazy¢ mozna znaczne opOznienie w powszechnym
wdrozeniu analizy DNA w poréwnaniu do innych

Tabela 1.

Rozwdj badan diagnostycznych na tle wazniejszych osiggnie¢ w ba-
daniach DNA.

Test diagnostyczny Badania molekularne DNA

Precypitacja biatek 1945

1953 Struktura DNA
Test aglutynacji 1965

1968 Enzymy restrykcyjne
RIA 1970

1972 Klonowanie DNA
1975 Transfer Southerna
1977 Izolacja genu cztowieka
1977 Sekwencjonowanie DNA

1978 RELP
ELISA 1983

1985 PCR
DNA 1990
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technik np. techniki ELISA, ktérg prawie natychmiast
wdrozono w badaniach rutynowych. Op6Znienie wy-
nika nie tyle z kosztow wykonywania analiz DNA,
chociaz i te odgrywaja waznga role, lecz przede wszyst-
kim z silnej pozycji testdw immunochemicznych na
rynku diagnostycznym. Udziat badan DNA na rynku
diagnostycznym w 1994 r. nie przekroczytjeszcze 10% [!]e

Pierwsze badania diagnostyczne z zastosowaniem
analizy DNA zostaty przeprowadzone w 1978 r. przez
Kana i Dozy’ego [2] i niezaleznie przez O r -
kina i wsp. [3]. Kan i Dozy w swoich bada-
niach zastosowali analize restrykcyjng DNA dla miejs-
ca mutacji prowadzonej do wystgpienia anemii sier-
powatej oraz jako sonde molekularng fragment genu
P globiny cztowieka. Okazato sig, ze ta metodg, zwang
obecnie analiza polimorfizmu dtugosci fragmentéw
restrykcyjnych (RFLP) mozna byto rozrézni¢ osoby
chore od heterozygot (nosicieli choroby) i os6b zdro-
wych. Z kolei O rkin do wykrycia tej samej mutacji
w 6 kodonie P globiny, w ktérym doszto do tranzycji
A->T zastosowal hybrydyzacje z dwoma wariantami
oligonukleotydowej sondy molekularnej umozliwiajg-
cymi rozroznienie alleli prawidtowych od zmutowa-
nych. Ta technika diagnostyczna zostata okreslona
jako ASO ipodobnie jak technika RFLP umozliwiata
wykrywanie nosicielstwa choroby. Zarébwno Kani
Dozy jak i Orkin i wsp. stosowali w swych
badaniach sondy molekularne znakowane 32P. W ba-
daniach zachodzito zatem wzmocnienie sygnatu sondy
molekularnej poprzez zastosowanie radioizotopu do
wykrywania charakterystycznych prazkéw hybrydy-
zacyjnych, ztym, ze badanie RFLP posiadato zdecydo-
wanie wiekszg czutos¢, gdyz do sondy molekularnej
wbudowa¢ mozna byto wiecej 32P-aNTP niz w przy-
padku badania ASO, w ktorym najczesciej znakowany
byt koniec 5' oligomeru 32-yNTP, a wprowadzenie
wiekszej liczby znakowanych nukleotydéw do sondy
oligonukleotydowej (najczesciej 19 nukleotydowej)
prowadzito do jej szybkiej radiolizy. Nic dziwnego
zatem, ze badanie typu RFLP ulegto w latach 80-tych
rozpowszechnieniu i dominowato nad badaniami
ASO. Prace przegladowe omawiajgce te aspekty zostaty
zamieszczone na tamach Postepéw Biochemii [4, 5]
i Biotechnologii [6, 7], Rynek badan diagnostycznych
ograniczony byt jednak gtéwnie do chordb genetycz-
nych. Obecny rynek badan DNA ulega rozszerzeniu
i obejmuje coraz wiecej zastosowan (Tab. 2).

Szersze zastosowanie technologii badan DNA
w diagnostyce molekularnej rozpoczeto sie po wpro-
wadzeniu metody amplifikacji DNA in vitro przez
Saiki i wsp. w 1985 r. [8], Uzyskali oni ponad
200.000-krotng amplifikacje fragmentu genu @3globiny
stosujgc pare starter6w (primerow) komplementar-
nych do fragmentu tego genu i flankujacych region
amplifikacji oraz fragment Klenowa polimerazy z Es-
cherichia coli. Zaledwie rok p6Zniej amplifikacja DNA
zmienita sie w reakcje tancuchowga polimerazy (PCR),
ktérej odkrywcg byt M u1lis [9]. Technika PCR jest
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Tabela 2.

Mozliwosci zastosowania analizy DNA w diagnostyce molekular-
nej.

1. Badania bezpos$rednio dotyczgce cztowieka
Choroby infekcyjne
Wirusy
STD
MTB
H1V
Pasozyty
Genetyka
Wady wrodzone
Predyspozycje
Prognozowanie
Choroby nowotworowe
Diagnostyka
Monitorowanie
Prognozowanie
Predyspozycja
Identyfikacja
Badanie ojcostwa
Kryminalistyka
Transplantologia
2. Badania posrednio zwiazane z cztowiekiem
Produkcja zywnosci
Choroby zwierzat
Biotechnologia
3. Badania naukowe

bez watpieniajedng z najwazniejszych technik biologii
molekularnej i umozliwita gwattowny rozwoj diagnos-
tyki molekularnej ostatnich 10 lat (Tab. 3). Duze firmy
farmaceutyczne o ugruntowanej pozycji na rynku
diagnostycznym bardzo szybko zauwazyty potencjat
tej techniki i zaczety stopniowo wprowadzaé na rynek
zestawy diagnostyczne do badan DNA. Mozna zada¢
pytanie czy amplifikacja sekwencji, bo z nig mamy do
czynienia w technice PCR powto6rzy rewolucje klinicz-
na, ktéra nastgpita po wprowadzeniu przeciwciat
monoklonalnych. Gtowne zainteresowanie firm far-
maceutycznych zwrécito si¢ na choroby trudne do
jednoznacznego diagnozowania. Wszyscy potentaci
diagnostyczni zwrocili sie do badan w kierunku cho-
rob zakaznych, natomiast zainteresowania chorobami
genetycznymi przesunety sie na dalszy plan. Krok ten
uczyniono gtéwnie dlatego aby wykaza¢ znaczenie
kliniczne wynikow badan DNA, oszacowal koszty
analizy chorob zakaznych a dopiero w drugim etapie
przesunaC zainteresowania w kierunku badarnn nowo-
tworow i choréb genetycznych. Zaktada sie, ze okoto
300 min dolarow w skali roku przeznaczonych jest
wiasnie na ten cel. Pierwszy etap wdrozenia badan
DNA do analizy choréb zakaznych poswiecony jest
gtéwnie opracowaniu testow molekularnych dla ba-
daf AIDS, chlamydii, wirusowego zapalenia watroby
i gruzlicy.

Il. Rynek badan kwasow nukleinowych

Rynek badan DNA pomimo gwattownego rozwoju
w ostatnich latach stanowi jedynie niewielkg cze$¢
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Tabela 3.

Przyktady mozliwos$ci zastosowania amplifikacji kwaséw nukleinowych w testach diagnostycznych.

Czesto$¢ wystepowania

1 Choroby genetyczne

Plagsawica Huntingtona
Zesp6t kruchego chromosomu X

1/10000
1/1250 mezczyzn

Populacja

30.000 R(A)

1/2000 kobiet

Dystrofia miotoniczna 1/7500
Choroba Alzheimera 1-6% ludzi powyzej 65 5.000.000 P(A)
lat (A)
Dystrofia migéniowa Duchenne’a 1/3000
Hemoglobinopatie 7% populacji
Mukowiscydoza 1/2000 8.000.000 N(A)
30.000 P(A)
2. Choroby nowotworowe
Rodzinna polipowato$¢ jelita (FAP) 1/5000
Rak okreznicy 1/200
Rak macicy 3.000.000 T(A)
Rak sutka 1/10
Ogdlna $miertelnos¢ 4.500.000 P(W)
3. Choroby infekcyjne
HIV 20.000.000 P(W)
AIDS 8.000.000 P(W)
Chlamydia trachomatis 280.000.000 |
Neisseria gonorrhoea 0,5% populacji
31.000.000 T(A)
Herpes simplex 40.000 P
28.000.000 T
Hepatitis B 300.000.000 P
Tuberculosis 8.000.000 P
15.000.000 1(W)
A — dane z USA; | — liczba zainfekowanych; N — liczba nosicieli; P — liczba przypadkéw; R — liczba rodzin; T — liczba testéw; W — dane

WHO.

rynku diagnostycznego. Nie ma jednorodnych infor-
macji na ten temat, mozna jednak przyja¢, ze badania
DNA stanowia okoto 1-10% dochodéw z badan
diagnostycznych, ktére w 1993 r. przekroczyly na
Swiecie 15 mld dolaréw. Przewiduje sie, ze badania
DNA w najblizszych latach przekroczg warto$¢ 1.7
mld dolaréw [1]. Wediug sceptycznych oszacowan
amerykanskich w roku 2000 warto$¢ analiz DNA
bedzie wynosita okoto 600 min dolaréw, a wg bardziej
optymistycznych prognoz powyzej 2.8 mld dolaréw,
przy czym potencjalny roczny wzrost moze dochodzié
nawet do 35%. Jak juz wspomniano gtéwnym zainte-
resowaniem w tych badaniach, ktdre jak dotgd stanowi
amplifikacja sekwencji DNA sg choroby przenoszone
droga piciowa, diagnozowane dotychczas w oparciu
0 pracochtonne hodowle. Zréznicowana diagnostyka
rzezaczki i chlamydii jest stosunkowo trudna z za-
stosowaniem technik klasycznych, stanowi wiec ideal-
ny obiekt do opracowan testéw genetycznych. Bezpo-
Srednie wykrywanie wiruséw HIV i hepatitis C przy-
czynia sie rowniez do rozwoju badan nad poszukiwa-
niem nowych lekéw i monitorowaniem terapii, ktérej
koszt jest obecnie bardzo wysoki. Innym przyktadem
zainteresowan firm farmaceutycznych jest badanie
mycobacterii. Wystepuje tutaj istotna przewaga badan
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molekularnych nad badaniami obejmujgcymi hodow-
le, poniewaz w badaniach molekularnych uzyskuje sie
wynik w ciggu 1dnia, podczas gdy badania klasyczne
trwajg nieraz kilka tygodni.

Wsrod firm farmaceutycznych, ktére w swoich tes-
tach stosujg amplifikacje DNA na czolowe miejsce
wysuwajg sie Abbott Laboratories, ktore obejmujg
ponad 53% rynku diagnostycznego. Dla badafh DNA
firma Abbott opracowata dwie nowe reakcje zblizone
do PCR — reakcje tancuchowg ligazy (LCR) i reakcje
tancuchowa naprawy (RCR — repair chain reaction).
W ubiegtym roku Abbott donidst o bardzo pozytyw-
nych wynikach badan z zastosowaniem LCR u kobiet
z chlamydig w poréwnaniu z hodowlami materiatu
pobranego z wymazéw cytologicznych. Podobne testy
wykonane u mezczyzn w badaniach moczu wykazaty
jednak duzy odsetek wynikow fatszywie negatywnych,
co spowodowato wzrost zainteresowan wstepnym eta-
pem przygotowan prébek do badan, w taki sposéb aby
zostaty usuniete inhibitory reakcji. W kwietniu 1994 r.
Abbott i Perkin EImer zawarty porozumienie o wzaje-
mnej wymianie patentéw odnos$nie metody amplifika-
cji DNA jak réwniez sprzetu do wykonywania reakcji.

Kolejng wielkg firmg farmaceutyczng, ktéra bardzo
szybko docenita przydatno$é PCR w diagnostyce jest
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firma HofTmann-La Roche. Ta firma dysponuje naj-
wazniejszg technologig badania DNA — reakcjg tan-
cuchowg polimerazy (PCR), ktdrg odkupita za 300 min
dolarow od firmy Cetus w 1992 r. Roche bardzo
ostroznie dysponuje licencjami na wykonywanie reak-
cji PCR ijak dotad udzielitjej tylko Kodakowi. Jak juz
zaznaczono Abbott i Roche w 1994 r. zawarty porozu-
mienie o wymianie swoich technologii. Tak wiec Roche
stosowa¢ moze w badaniach diagnostycznych PCR,
LCR, RCR jak réwniez testy hybrydowe P/LCR.
Firma Roche potozyta duzy nacisk na przygotowanie
testow diagnostycznych dla okreslania HLA-DRB
oraz wykrywania enterowiruséw, wirusa HIV, cyto-
megalowirusa, Mycobacterium avium i Mycobacterium
intracelulare a takze testu wykrywajgcego 15 mutacji
genu CFTR, prowadzacych do wystapienia mukowis-
cydozy. W najblizszej przysztosci wdrazaniem objete
maja by¢ badania opornosci na ryfampicyne w gruz-
licy. Jesli chodzi o osiggniecia techniczne firma przygo-
towata analizator Cobas Amplicor umozliwiajgcy
przeprowadzenie detekcji 210 probek, przy czym moz-
liwe jest jednoczesne wykonanie 24 amplifikacji i 6 tes-
tow diagnostycznych dla kazdej prébki. Szybkos¢
detekcji oceniana jest na 50 na godz. Mozna tutaj
zauwazy¢, ze mino istotnego postepu metodycznego
w diagnostyce molekularnej w dalszym ciggu duzym
problemem jest wstepne przygotowanie materiatu do
badania diagnostycznego, ktére réwniez dla omawia-
nych wyzej przypadkéw nie jest zautomatyzowane.
W minionym roku na rynku diagnostycznym DNA
pojawita sie firma Johnson & Johnson. Stato sie to
mozliwe po zakupieniu przez te firme oddziatu diag-
nostyki klinicznej Kodaka. Firma Johnson & Johnson
jako jedyna nie zajeta sie jeszcze chorobami zakaznymi
ljej gtdwne zainteresowanie zwr6cone jest na badania
genetyczne. W 1995 r. ukaza¢ sie majg trzy nowe testy
diagnostyczne, w tym jeden na mukowiscydoze. Opa-
rte sg one o wariant PCR tzw. ASA-PCR, w ktorym
startery do reakcji PCR charakteryzujg sie specyficz-
noscig dla DNA typu dzikiego lub zmutowanego.
Firma rozwaza rdwniez mozno$¢ wprowadzenia spec-
jalistycznego sprzetu do amplifikacji DNA w okresie
2 lat. Do grupy firm wprowadzajgcych badania DNA
w swoich testach diagnostycznych nalezy réwniez
firma Chiron, sprzedajgca swoje testy pod nazwg
Quantiplex. Rozprowadza ona zestawy diagnostyczne
do badan HBV-DNA, HCV-RNA, HIV-RNA, CMV
i mMRNA dla cytokin, co wskazuje na zwrocenie sie
w kierunku badan onkologicznych. W badaniach
dotyczagcych RNA duzy udziat ma rowniez firma
Organon-Teknika. Ta firma co prawda nie ujawnia
dochodow ze sprzedazy zestawdw diagnostycznych,
lecz na pewno znajduje sie w czotowce. W prébnych
badaniach jest juz zestaw diagnostyczny do wykrywa-
nia RNA wirusa HIV. Dotychczasowe gtéwne osigg-
niecia firmy to dwa zestawy dostepne w USA i Europie
do wykrywania HIV: testjako$ciowy HIV-1 RNA QL
i test ilosciowy HIV RNA QT. Firma Organon Tek-
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nika jest wiascicielem technologii okreslonej jako
NASBA, umozliwiajagcej amplifikacje RNA, a ktorej
wykonanie nie jest uzaleznione od specjalistycznego
sprzetu. W najblizszym czasie ukaza¢ si¢ majg zestawy
do wykrywania translokacji w CML, mutacji czynnika
V, hepatitis, CMV, chlamydii i MTB.

Japonia reprezentowana jest na rynku diagnostycz-
nym DNA przez firme Gene-Probe, ktdra opracowata
zestawy diagnostyczne do badan DNA Chlamydia
trachomatis i Neisseria gonorrhoea. Z kolei Boehringer
Mannheim, drugi co do wielkoSci potentat diagnos-
tyczny, zakupit pod koniec 1994 r. dunskg firme PNA
Diagnostics i w ten sposob dotgczyt do grupy sprzeda-
jacych zestawy do badan DNA.

I11. Amplifikacja DNA

Od chwili opublikowania pierwszej pracy dotycza-
cej amplifikacji DNA in vitro, metody amplifikacji
DNA bardzo rozwinety sie i ulegty réznym modyfikac-
jom. Doprowadzito to do powstania co najmniej 12
roznych technologii umozliwiajgcych zwielokrotnienie
ilosci DNA lub RNA. Réwnolegle rozwijaja sie tech-
niki wzmacniania sygnatu detekcji. Na czele technik
amplifikacji kwaséw nukleinowych znajdujg sie PCR,
LCR i NASBA, a takze przy mniejszym udziale CPR.

I11-1. Reakcja tafncuchowa polimerazy (PCR)

Metoda PCR zostata wprowadzona w potowie lat
80-tych przez firme Cetus, ktdra wczesniej prébowata
skonstruowac hybrydy komdrek somatycznych z przez-
naczeniem do immunoterapii nowotworéw. Wprowa-
dzenie techniki PCR stanowito przetom w badaniach
molekularnych. Technika PCR stosuje termofilng po-
limeraze DNA (polimeraze Taq) do uzyskania amp-
lifikacji odcinka DNA miedzy parami starteréw (pri-
merow). Reakcja przebiega przy nadmiarze primerow,
ktére hybrydyzuja z matrycg w 60-65°C, natomiast
wydtuzanie primeréw przebiega w 72°C. Matryca
DNA jak ipowstajagce amplikony (produkty PCR) sg
cyklicznie denaturowane przez ogrzewanie w 94°C
(Rye. 1). Reakcja przebiegajgca w ten sposéb wymaga
specjalistycznego sprzetu. Kazdy cykl trwa ponizej
3 min. i powstajgce amplikony stuza jako matryce
w nastepnych cyklach reakcji prowadzgc do logaryt-
micznego przyrostu ilosci produktow.

Metoda PCR w krdtkim czasie data poczatek Kilku
innym metodom, wariantom PCR umozliwiajgcym
amplifikacje nie tylko znanych sekwencji lecz réwniez
sekwencji, co do ktérych brakuje jeszcze informacji
o sekwencji, przyktadem moze by¢ wariant PCR tzw.
odwrdcona PCR (ang. inverted PCR), w ktérej badany
fragment DNA faczy sie z fragmentem znanym lub
wklonowanym w wektor a startery sg specyficzne dla
znanego odcinka DNA [10]. Innym wariantem jest
wewnetrzny PCR (ang. nested PCR), w ktorym korzys-
ta sie z dwodch par starter6w, a przy czym druga para
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Amplifikacja matrycy DNA -» DNA
PCR

1 Materiat badawczy

2. lzolacja DNA

3. Denaturacja

4. Inkubacja ze starterami

5. Synteza
Polimeraza DNA

6. PCR
Akumulacja DNA

7. Wykrywanie produktu

Rye. 1 Amplifikacja DNA in vitro metodg PCR.

umieszczonajest wewnetrznie w stosunku do pierwszej
pary [11]. Przez amplifikacje z pierwszg parg star-
terow, w ktorej zalecane jest aby amplifikowano duze
fragmenty (1000-2000 pz), a nastepnie drugg amplifika-
cje znacznie mniejszych fragmentow, uzyskaé mozna
podwyzszenie specyficznosci reakcji przy jednoczes-
nym wyeliminowaniu fragmentow niespecyficznych.
Matrycg w reakcji PCR moze by¢ rdwniez RNA,
a enzymem stosowanym w tej sytuacji jest odwrotna
transkryptaza z Haemophilus. Ostatnio dokonywane
sg proby koamplifikacji nieznanej matrycy jednoczes-
nie z matrycag o znanym stezeniu, co umozliwi¢ ma
uzyskanie wynikéw ilosciowych. Jest to rozwiniecie
jednego z najwazniejszych wariantow PCR tzw. multi-
pleks PCR, w ktérym przy zastosowaniu Kkilku par
starterow mozna jednocze$nie przeprowadzaé am-
plifikacje Kilku regiondéw jednego genu lub wykrywac
okre$lone mutacje kilku gendw [12]. Tego typu po-
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stepowanie stosowane jest powszechnie w wykrywaniu
delecji genu DM D (dystrofia miesniowa Duchenne’a)
lub mutacji punktowych w CFTR (mukowiscydoza).
Uzyska¢ mozna nawet 13 amplikonéw, jednak z przy-
czyn praktycznych wskazane jest, aby ich liczba waha-
fa sie miedzy 5-7 bo utatwia to znacznie dobranie
warunkoéw PCR jak irozdziatow amplikondw w zelach
analitycznych. Teoretycznie wariantébw PCR mozna
by przygotowaé znacznie wiecej jednak w praktyce,
szczegO6lnie ostatnio, coraz wiecej, uwagi poswieca sie
rozwojowi metod ograniczajacych zanieczyszczenie
reakcji, a réznego rodzaju warianty podstawowej
reakcji PCR znalazty si¢ na drugim planie. Jak dotad
najwiekszy postep w zwalczaniu zanieczyszczen towa-
rzyszacych metodzie PCR w badaniach Kklinicznych
odnotowata firma Roche, ktéra przy wykonywaniu
testow diagnostycznych w mieszaninie reakcyjnej
w miejsce TTP wprowadzita UTP. Umozliwia to
dziatanie na matrycowy DNA N-glikozylazg uracylo-
wg celem usuniecia ewentualnych amplikondw zanie-
czyszczajacych matrycowy DNA, przy czym N-gliko-
zylaza uracylowa dziata wytacznie na DNA zawieraja-
cy uracyl i moze by¢ po dziataniu na taki DNA tatwo
zinaktywowana poprzez ogrzewanie we wstepnym,
denaturujgcym etapie PCR. Ta ciekawa technologia
pochodzi z licencji firmy Life Technologies i okre$lona
zostata jako AmpErase.

I11-2. Reakcja tancuchowa ligazy (LCR)

Metoda PCR nalezy bez watpienia do najwazniej-
szych technik amplifikacji DNA in vitro i wykorzys-
tywana jest w 70% laboratoriéw diagnostycznych lecz
uzyskata réwniez konkurenta w postaci reakcji LCR,
ktéra z powodu unikatowych wiasciwosci stata sie
bardzo atrakcyjna dla badan diagnostycznych. W me-
todzie LCR stosowane sg 4 startery o dtugosci 50-60
nukleotydow itermofilna ligaza. Startery przygotowa-
ne sa w ten sposob, aby hybrydyzowaty z matrycg nie
pozostawiajgc lub pozostawiajgc jedynie jeden wolny
nukleotyd miedzy nimi. Jedynie startery, ktére hyb-
rydyzowaty z matrycg ulegaja ligacji. Po ligacji i dena-
turacji przebiegajacych cyklicznie podobnie jak
w PCR powstajgce fragmenty DNA stuzg jako mat-
ryca w kolejnych cyklach amplifikacji [13,14], Podob-
niejak w PCR reakcja LCR charakteryzuje sie logaryt-
micznym przyrostem ilosci produktow (Ryc. 2). Oka-
zato sie, ze modyfikacje podstawowych wersji metody
LCR moga znalez¢ natychmiastowe zastosowanie
w diagnostyce i jednocze$nie stanowi¢ punkt wyjscia
do automatyzacji diagnostyki. Dla testow klinicznych
obydwa startery mogg by¢ przygotowane w ten spo-
sob, ze do ich kohAcow 5' przytgczone sg tigandy
zakotwiczajace i ligandy detekcyjne, co w rezultacie
prowadzi do tego, ze jedynie startery, ktore ulegty
ligacji moga by¢ zidentyfikowane dzieki jednoczes-
nemu zakotwiczeniu i detekcji. Ta strategia pozwolita
firmie Abbott na dostosowanie reakcji LCR do ist-
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Ryc. 2 Amplifikacja DNA in vitro metod;} LCR.

niejgcego juz sprzetu firmy. Firma wprowadza na
rynek 3-czesciowy zestaw LCX umozliwiajagcy wyko-
nanie reakcji LCR i immunodetekcji produktu. Reak-
cja LCR wykorzystywana jest rowniez do wykrywania
mutacji punktowych i stosowane sg wtedy dwie pary
starterébw komplementarnych do obydwu nici mat-
rycy. Niesparowanie zasad w miejscu mutacji unie-
mozliwia przebieg reakcji LCR. Oznacza to, ze reakcja
LCR jest szczegOlnie przydatna do wykrywania roz-
nego rodzaju mutacji punktowych w produktach PCR.

I11-3. Reakcja fancuchowa polimerazy i ligazy
(P/LCR)

Poniewaz w LCR stosowane sg diugie startery,
prawdopodobienistwo ich niespecyficznego wigzania
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z matrycg jest niskie, jednakze moze wystapi¢ tto
amplifikacji z powodu ligacji tepych koncéw star-
terow. Potgczenie reakcji PCR i LCR zaproponowane
przez firme Imclone i Abbott wydaje sie przezwyciezac
problem tla, a wiec podwyzszenia specyficznosci, co
czyni te reakcje szczegdlnie przydatng w badaniach
diagnostycznych. Podobnie jak LCR przy wykrywa-
niu mutacji punktowych P/LCR stosuje 2 pary star-
terow, ale pozostawia miedzy starterami odstep kilku
nukleotydow. W przciwienstwie do LCR odstep mie-
dzy starterami wynosi jedynie kilka nukleotydéw i co
najwazniejsze w odstepie miedzy starterami w sktadzie
nukleotydowym matrycy wystepowaé majg jedynie
trzy rdézne nukleotydy. W mieszaninie reakcyjnej
P/LCR umieszcza sie trzy nukleotydy wystepujace
w matrycy. W wyniku wspdtdziatania polimerazy
i ligazy dochodzi do ligacji obydwu starter6w. Pow-
stawanie niespecyficznych fragmentéw uniemozliwia
brak petnego zestawu czterech nukleotydow w miesza-
ninie reakcyjnej. Podobnie jak LCR i PCR rowniez
P/LCR przebiega w spos6b cykliczny. Pojawia sie
jednak jeszcze dodatkowa mozno$¢ podwyzszenia
specyficznosci reakcji poprzez dobranie odrebnych
optymalnych temperatur dla wydtuzania starteréw
i ligacji.

IV. Amplifikacja RNA

Amplifikacja sekwencji RNA jest czesto szybsza
i wydajniejsza niz amplifikacja DNA, lecz wystepuja tu
ograniczenia — przede wszystkim dobrego oczysz-
czenia badanej matrycy jak ijej zabezpieczenia przed
dziataniem nukleaz. Amplifikacje RNA w swoich ze-
stawach diagnostycznych stosuje firma Organon Tek-
nika. Technika ta, okreslanajako NASBA (ang. nucleic
acid sequence based amplification) stosuje 3 enzymy do
amplifikacji pojedynczoniciowych RNA (Ryc. 3) lub
dwuniciowych DNA (Ryc. 4). Reakcja przebiega w wa-
runkach izotermicznych, a najczesciej stosowanymi
enzymami sg odwrotna transkryptaza AMV-RT, poli-
meraza RNA T7 i RNaza H [15,16]. Reakcje opraco-
wano do wykrywania wirusow DNA, lecz obecnie jej
aplikacja zostata rozszerzona o wykrywanie wirusow
RNA, retrowiruséw, wykrywanie zywych patogenoéw
i monitorowanie proliferacji komoérek nowotworo-
wych. Technika NASBA okazata sie tak samo czutajak
PCR przy wykrywaniu wirusa HIV-1. Jak juz za-
znaczono NASBA jest reakcjg izotermiczng, a wiec nie
korzysta sie dla jej wykonania z amplifikatora.

V. Amplifikacja sygnatu

Przed opracowaniem metody PCR gtéwny nacisk
w diagnostyce molekularnej ktadziono na zwiekszenie
sygnatu detekcji. Pojawity sie metody wbudowania do
sond molekularnych 32P-aNTP (,nick” translacja,
metoda heksamerowa, z zastosowaniem polimerazy
DNA), znakowania konca 5 sondy 32P-yNTP (z
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7 Wykrywanie produktu
Ryc. 3 Amplifikacja RNA in vitro metodg NASBA.

zastosowaniem kinazy polinukleotydowej) i znakowa-
nia 3’sondy 32P-aNTP (z zastosowaniem terminalnej
transferazy). W wielu laboratoriach diagnostycznych
stanowig one nadal podstawowe narzedzie pracy. Ich
gtéwne ograniczenie polega na stosowaniu radioizoto-
péw. Dlatego coraz wiecej uwagi poswieca sie opraco-
wywaniu metod znakowania sond molekularnych nie-
radioaktywnymi ligandami, przy czym najczesciej sto-
sowana jest fluoresceina, digoksygenina i biotyna.
Etap detekcji polega na wigzaniu ligandu z przeciw-
ciatem skoniugowanym z enzymem, przy ktdrego
udziale w obecno$ci substratu zachodzi reakcja chemi-
luminiscencji lub kolorymetrii.

Przyktadem reakcji posrednich miedzy amplifikacjg
sygnatu, a amplifikacjg sekwencji jest CPR — cyklicz-
na reakcja sondy molekularnej. Reakcja ta zostata
zaproponowana do badan diagnostycznych przez fir-
me ID Biomedical. Sonda molekularna jest hybrydem
DNA: RNA i faczy sie z sekwencjg docelowg DNA,
aw drugim etapie nastepuje przeciecie czasteczki RNA
RNazg H, co prowadzi do powstania dwdch fragmen-
téw RNA. CPR jest reakcjg izotermiczna.

Nowa, oryginalna propozycja amplifikacji sygnatu
na cele diagnostyczne jest tzw. bDNA (ang. branched
DNA) zaproponowany przez firme Chiron. W systemie
tym zachodzg dwie reakcje: hybrydyzacji do detekcji
DNA iamplifikacji sygnatu. W pierwszej reakcji sonda
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Ryc. 4 Amplifikacja DNA in vitro metodag NASBA.

molekularna hybrydyzuje z komplementarng sekwen-
cjg matrycy. Sonda molekularna najczesciej zwigzana
jest ze statym podtozem, np. Sciankg mikroptytki (Ryc.
5). Druga sonda molekularna wigze wychwycong przez
pierwszg sonde matryce z amplifikujgcym sygnat
DNA, ktérym jest syntetyczny DNA, silnie rozgatezio-
ny o dtugosci ok. 1000 pz. — bDNA. Rozgateziony
DNA jest zsyntetyzowany w ten spos6b, ze zawiera
tysigce chemiluminiscencyjnych ligandéw, ktére wy-
krywane sg przez chemiluminiscencje digoksyetanu
[1]. W metodzie bDNA nie wymagane jest oczysz-
czenie prébek. Wedlug zapewniern firmy metoda
bDNA moze wykryé juz 60 czasteczek danej matrycy
w 1ml.

VI. Perspektywy rozwoju diagnostyki mole-
kularnej opartej o amplifikacje sekwencji
i sygnatu

W najblizszej przysztosci oczekiwa¢ mozna dalszego
postepu badan DNA i rozszerzania wynikow dla
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Ryc. 5 Amplifikacja sygnatu — bDNA.

potrzeb diagnostyki molekularnej. Autorzy zaktadaja,
ze postep obejmowat bedzie zarowno dob6r materiatu
badawczego jak i zwiekszenie czutosci metod oraz
automatyzacje procedur analitycznych. Jak wynika
z przyktaddéw zamieszczonych w tabeli 3 zapotrzebo-
wanie na nowe testy diagnostyczne jest ogromne
i w krajach zachodnich, dla wielu choréb genetycz-
nych, nowotworowych i wykrywania patogenéw wy-
konywane sg one juz rutynowo. Szczegdlnie w przypa-
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dkach zakazen, metody amplifikacji sekwencji umoz-
liwiaja wykrycie patogenu w czasie zdecydowanie
krotszym niz hodowle. W obawie przed ewentualnymi
konsekwencjami wynikajgcymi z op6Znienia terapii
poprzez oczekiwanie na wynik hodowli (nieraz 3 tygo-
dnie) szpitale wdrazaja testy molekularne. Zgodnos¢
wynikoéw takich testow uzyskanych metodami am-
plifikacji DNA z wynikami hodowli, dla ktérych
przyjmuje sie 100% jest bardzo wysoka — powyzej
99% [1].

W etapie wstepnym przygotowania materiatu do
badan wystepuje op6znienie metodyczne i sprzetowe
w stosunku do samej strategii badan DNA, ktéra
poprzez sekwencjonowanie umozliwia wykrycie zmian
pojedynczych nukleotydéw w DNA. Etap przygoto-
wania DNA do badanh jest jednak najwazniejszy, gdyz
rzutuje na pozostate etapy wykonywania analizy. Dla
przyktadu obecnos$¢ inhibitoro6w enzymoéw w prepara-
tach DNA uniemozliwia jego badanie lub powoduje
powstanie artefaktow. Jest to szczegdlnie niebezpiecz-
ne przy stosowaniu badan opartych wytgcznie o en-
zymatyczng amplifikacje DNA in vitro. Moze do-
chodzi¢ tu do wybiorczej amplifikacji niektérych alleli.
Z kolei postep w samych badaniach DNA jest ogrom-
ny i mozliwe jest badanie bardzo matych ilosci DNA,
nawet z pojedynczych komérek. W przypadkach mate-
riatu przeznaczonego do badan medyczno-sadowych
czestym zjawiskiem jest zdegradowanie DNA. Bada-
nia DNA moga da¢ wtedy wynik fatlszywie negatywny,
dlatego wszelkie badania DNA poprzez jego am-
plifikacje powinny przebiega¢ w obecnosci kontroli
dosSwiadczenia.

Zwiekszenie czutosci metod obejmowac bedzie co-
raz szersze wprowadzanie chemiluminiscencji i kolory-
metrii do wykrywania DNA, co w przyszto$ci zaowo-
cowa¢ ma zautomatyzowaniem badania DNA na
poziomie rozdziatu elektroforetycznego i detekcji wy-
niku. Trwajg rowniez poszukiwania nowych, optymal-
nych markeréw do badan DNA, ktére charakteryzo-
watyby sie wielko$cig w zakresie 100-500 pz i wykazy-
watyby duzy polimorfizm wielko$ci oraz wysoki sto-
pien heterozygotycznoséci a jednocze$nie niewielka
czesto$¢ mutacji.

Matrycami do amplifikacji sekwencji i sygnatu w ce-
lach diagnostycznych moze by¢ zar6wno RNA jak
i DNA (Ryc. 6). Diagnostyka molekularna przebiega
gtownie poprzez amplifikacje DNA metodg PCR.
PCR jest réwniez metodg wyjSciowg dla wiekszosci
innych analiz molekularnych, ktére moga prowadzié
do wykrycia obecnosci defektu molekularnego lub/i
podania doktadnej jego charakterystyki (Poziom
I i Poziom 1l na Ryc. 6).

Rozw¢j informatyki umozliwi przygotowanie spec-
jalistycznych baz danych, jednak z tym zagadnieniem
bardzo silnie wigze sie standaryzacja badan wykony-
wanych przez rézne placéwki czy kraje. Problem ten
na pewno nie ulegnie rozwigzaniu w najblizszej przy-
sztosci, gdyz metody biologii molekularnej, a w szcze-
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Rye. 6 Amplifikacja materiatlu genetycznego w celach diagnostycz-
nych.
Wyjsciowy materiat badawczy mozna zakwalifikowaé do
dwaéch grup, w ktérych materiat genetyczny (RNA lub DNA)
izolowany jest bezposrednio po pobraniu krwi (tkanki) lub
z materiatu przechowywanego, przesytanego droga poczto-
wa lub utrwalonego. W pierwszym przypadku mozliwe jest
uzyskanie zaréwno wysokoczasteczkowego DNA jak i RNA.
W drugiej grupie najczesciej izolowany jest DNA. RNA
i DNA moga by¢ stosowane w diagnostyce molekularnej
w formie wyjsciowej lub po amplifikacji in vitro. Pogrubiony-
mi strzatkami oznaczono metody analityczne stosowane
najczesciej. Zauwazy¢ mozna, ze obecna diagnostyka mole-
kularna przebiega gtéwnie przez amplifikacje DNA metoda
PCR. Metoda PCR stanowi metode wyj$ciowa dla wiekszo-
éci analiz molekularnych. Wyr6zni¢ mozna dwa poziomy
uzyskiwania informacji o defekcie molekularnym (poziom
1'i I1). Metody analityczne | poziomu umozliwiaja wykrycie
mutacji,jednak bezjej blizszej charakterystyki. Poziom drugi
umozliwia poznanie molekularnego podtoza choroby, przy
czym sekwencjonowanie, ASO, RFLP i LCR dajg najdok-
tadniejsze wyniki.
Wyijasnienie skrotow:

ASA — Amplifikacja okre$lonych alleli z zastosowa-
niem starteréw rozpoznajacych allel dziki i al-
lele zmutowane.

ASO — Hybrydyzacja oligomeréw specyficznych dla
allelu z badanym DNA. Oligomery #acza sie
wybidrczo z allelem dzikim lub zmutowanym.

DG — Metoda analityczna polegajgca na obserwacji
denaturacji dwuniciowego DNA we wzras-
tajagcym gradiencie czynnika denaturujgcego
(mocznika lub temperatury) podczas rozdziatu
elektroforetycznego w zelach poliakryloami-
dowych.

HD — Metoda analizy mutacji poprzez obserwacje
heteroduplekséw DNA :DNA miedzy zmuto-
wanymi DNA a DNA typu dzikiego. Nie-
sparowania heteroduplekséw op6zniaja mig-
racje w zelach poliakryloamidowych.

LCR — Reakcja tancuchowa ligazy na poziomie I mo-
ze wykry¢ DNA (lub patogen) a na poziomie Il
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umozliwia identyfikacje mutacji poprzez dob-
ranie starteré6w dla miejsca zmutowanego.

MCC — Metoda chemiczna, wykrywanie mutacji pole-
ga na dziataniu czterotlenku osmu, hydroksy-
loaminy i piperydyny w miejscach niespa-
rowan heteroduplekséw DNA :DNA. Hetero-
duplcks ulega fragmentacji, a powstate frag-
menty wykrywane sg w badaniu elektroforety-
cznym.

NASBA — Metoda amplifikacji kwaséw nukleinowych
umozliwiajagca uzyskanie wielu kopii RNA na
matrycy RNA lub DNA.

RFLP — Analiza polimorfizmu dtugosci fragmentéw
restrykcyjnych DNA. Na poziomie | stosowa-
na jest do wykrywania polimorfizmu,

Na poziomie Il poprzez zastosowanie enzymu
restrykcyjnego dla miejsca mutacji moze wy-
kry¢ mutacje.

RNaza A — Na poziomie | dziatanie RNaza A na hybrydy

RNA: DNA i przeciecie RNA w miejscu nie-
sparowania hybrydu.
Na poziomie Il dziatanie RNazg A na hybrydy
RNA: DNA z tg r6znicg, ze stosowany jest
RNA lub DNA zawierajacy okre$long muta-
cje.

SSCP — Metoda analizy polegajgca na wykrywaniu
polimorfizmu konformacji pojedynczonicio-
wych fragmentéw DNA. Mutacje punktowe
i -anikrodelecje moga prowadzi¢ do zmiany
migracji pojedynczych nici DNA w warunkach
natywnych po uprzedniej denaturacji.

g6lnosci PCR uwarunkowane sg wieloma paramet-
rami i ich standaryzacja nie jest obecnie mozliwa. Nie
ma réwniez jasnosci jakie organizacje powinny czuwac
nad poprawnoscig wykonywania badan diagnostycz-
nych w oparciu o testy molekularne.

Obecnie w diagnostyce molekularnej wykonywanej
przez placéwki badawcze przewaza amplifikacja sek-
wencji metodg PCR, a wzmacnianie sygnatu w bada-
niach hybrydyzacyjnych z sondami molekularnymi
(transfer Southernajjest na pewno rzadziej wykonywa-
ne niz w latach ubiegtych. Nie wszystkie badania
diagnostyczne moga by¢ wykonywane technikami
amplifikacji sekwencji. Wszedzie, gdzie wykrywane sg
allele o wielko$ci powyzej 2000 pz. nadal dominuje
amplifikacja sygnatu sondy molekularnej. Firmy far-
maceutyczne produkujgce gotowe zestawy diagnos-
tyczne do badan rutynowych w laboratoriach przy-
szpitalnych umiejetnie fgczg, w zaleznosci od potrzeb
amplifikacje sekwencji z wzmocnieniem sygnatu. Moz-
na zatem przyjaé, ze amplifikacja sekwencji stosowana
do niedawna jako osobna strategia, po potaczeniu
z wzmocnieniem sygnatu bedzie podstawowg metoda
diagnostyki molekularnej.

Praca wykonana w ramach gruntu KBN 4S 405 054 04.
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Terapia genowa — wektory i strategie

Gene therapy — vectors and strategies

t UKASZ HUMINIECKI*

Spis tresci:

1 Wstep
1. Metody transferu gendw
IM. Wektory wirusowe
11-2. Wektory niewirusowe
11-3. Nakierowanie wektoréw
I11.  Strategie terapii genowej
I11-1. Choroby nowotworowe
111-2. Choroby dziedziczne
111-3. Nabyty zespét niedoboru odpornosci — AIDS
IV. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotow: ADA — ostry ztozony zespét
niedoboru odpornosci; AIDS — nabyty zesp6t niedoboru
odpornosci; LTRs — long terminal repeats; ITRs — inverted
terminal repeats: AAV — Adeno Associated Virus; HSV-tk
— kinaza tymidynowa wirusa Herpes simplex; TILs — lim-
focyty naciekajace guz; TNF — czynnik nekrozy nowo-
tworéw; sIL-6R — rozpuszczalna forma receptora dla
interleukiny 6; MHC — zespdt gtéwnych antygenéw zgod-
nosci tkankowej; MDR — geny opornosci wielolekowej;
HIV — Human ImmunodeRciency Virus: Tat i Rev — biatka
regulatorowe HIV; TAR i RRE — sekwencje rozpoznawane
przez Tat i Rev; RevMIO — transdominujacy mutant Rev;
Sfv — wewnatrzkomoérkowe mono-taficuchowe przeciwciato.

I. Wstep

Rozwo6j biologii molekularnej, a w szczegdlnosci
metod rekombinacji DNA, zasugerowat nowe podej-
Scie do leczenia niektérych chor6b — terapie genowsa.
Z dos¢ duza pewnoscig mozna przewidywacé, ze w przy-
sztosci bedzie ona przydatna w leczeniu nowotworow,
choréb dziedzicznych i infekcji wirusowych. Podsta-
wowag jej zasadg jest dostarczanie do komorki genu
tak, aby ulegat transkrypcji. Powstajgce w wyniku
ekspresji wprowadzonej informacji genetycznej RNA
moze stuzy¢ do syntezy biatka, badZ samo w sobie
spetniaé funkcje terapeutyczna.

Terapia genowa jest dziedzing niezwykle mioda.
Pierwsza kliniczna préba prowadzona przez An -
derson a, Rosenberga i Blaese miata miejsce
w 1990 r. i dotyczyta leczenia ostrego ztozonego
zespotu niedoboru odpornosci — ADA [1]. Do konca
1994 r. na catym Swiecie zostato zatwierdzonych do
badan klinicznych ponad 100 r6znych programéw [2].

* Student, Uniwersytet im. A. Mickiewicza, Wydziat Bio-
logii, ul. Miedzychodzka 5, 60-371 Poznan
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Préby te objety ponac 300 pacjentéw. Okoto 60% tych
badan dotyczyto nowotwordow, 25% chorob dziedzicz-
nych, 10% nabytego zespotu niedoboru odpornosci
— AIDS. Wigkszo$¢ z nich to préby kliniczne pierw-
szej fazy, majace na celu oszacowanie bezpieczenstwa
analizowanych metod. Terapia genowa stwarza wiele
teoretycznych zagrozen. Dlatego do prob klinicznych
tak dobierano pacjentéw, aby stan ich zdrowia uzasad-
niat stosowanie stabo zbadanej, eksperymentalnej me-
tody leczenia. W wielu przypadkach byli to ludzie
Smiertelnie chorzy. W S$wietle wspomnianych obaw
wyniki testow bezpieczenstwa wydaja sie niespodzie-
wanie dobre. Doniesiono o powazniejszych efektach
ubocznych tylko w przypadku jednego pacjenta z mu-
kowiscydozg (zapalenie ptuc) i kilku z nowotworem
mézgu [3].

Il. Metody transferu genow

Techniki wprowadzania genéw mozna posegrego-
waé na takie, w ktorych DNA wprowadza sie do
komoérek stosujac pewne metody Fizyczne lub chemicz-
ne oraz takie, gdzie konstruuje sie wektory zdolne do
samodzielnego przekazywania informacji genetycznej
do komorki.

Do pierwszych zalicza sie precypitacje z CaP 04,
elektroporacje, mikroiniekcje, techniki biobalistyczne.
Metody te sg jednak mato wydajne [4] i ucigzliwe
w stosowaniu. Trudno sobie wyobrazié¢ ich uzycie in
vivo. Obecnie zdajg sie stuzy¢ przede wszystkim do
konstruowania linii komérek produkujgcych wektory
wirusowe.

Dopiero opracowanie systeméw wektorowych
umozliwito wydajne i selektywne wprowadzanie ge-
néw do komdrek. Mozna wyr6zni¢ wektory oparte na
rekombinowanych wirusach (retrowirusach, adenowi-
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rusach, defektywnych parwowirusach, wirusach Her-
pes simplex, Vaccinia, Polio, Sindbis [4]) i niewirusowe
(liposomy, koniugaty molekularne [5]). Nalezy jednak
pamietac, ze tylko wektory retrowirusowe, adenowiru-
sowe i lipofekcja sg dopuszczone do préb klinicznych
[6], reszta to systemy eksperymentalne testowane na
zwierzetach i hodowlach komdrek in vitro. O tym czy
i wjakim stopniu terapia genowa bedzie miata wptyw
na codzienng praktyke lecznicza, zadecyduje rozwdj
coraz doskonalszych systemoéw wektorowych. Konie-
czne jest przelamanie zjawiska znacznie obnizonej
wydajnosci modyfikacji przy zwiekszaniu jej specyficz-
nosci. Wektory przysztoSci powinny cechowal sie
wysoka pojemnoscig, wydajnoscig i selektywnoscia,
zapewnia¢ integracje genu terapeutycznego z geno-
mem komorki-gospodarza w $cisle okreslonym miejs-
cu, jesli to konieczne poddawacé jego ekspresje mecha-
nizmom regulacyjnym komorki-gospodarza oraz dzia-
ta¢ bez wywotywania skutkdw ubocznych.

Przyktadem dokonujgcego sie postepu jest opraco-
wanie nowatorskiej metody transportu gendw do
mitochondriéw [7]. Udowodniono, ze kowalencyjne
zwigzanie DNA z peptydem tranzytowym specyficz-
nym dla transportu biatek do matriks mitochondrial-
nej (np. z peptydem tranzytowym transkarboksylazy
ornitynowej), wydajnie stymuluje jego transport po-
przez btone mitochondrialng. Perspektywicznym ce-
lem tych prac jest terapia choréb spowodowanych
mutacjami mitochondrialnego DNA.

I1-1. Wektory wirusowe

a) Retrowirusy — sg to RNA wirusy. Po wniknieciu

retrowirusa do komadrki nastepuje synteza wasciwego
mu DNA, ktéry nastepnie integruje z genomem gos-
podarza w przypadkowym miejscu, przy czym niez-
bednym warunkiem integracji jest podziat komoérki.
Jedynym wyjatkiem od tej ostatniej reguty sag len-
tiwirusy mogace integrowac takze w komadrkach nie-
dzielgcych sie. Terapia retrowirusowa daje trwatg
ekspresje wprowadzonego genu (takze u potomstwa
zmodyfikowanej komdrki). Przypadkowe miejsce in-
tegracji, stwarza tez jednak niebezpieczenstwo trans-
formacji komorki w wyniku mutagenezy insercyjnej
(aktywacja lezgcego ponizej protoonkogenu, albo in-
aktywacja znajdujgcego sie w miejscu integracji anty-
onkogenu). Kod retrowirusa zawarty wjego RNA po
»przepisaniu” na DNA mozna przedstawi¢ nastepuja-
co: LTR-gag-pol-env-LTR. LTRy (ang. long terminal
repeats — LTRs) to regiony niekodujgce, odpowie-
dzialne za integracje i regulacje transkrypcji. Region
gag koduje biatka rdzenia wirusa, poi odwrotng trans-
kryptaze i integraze, a env glikoproteiny otoczki.
Genem terapeutycznym (z ewentualnym genem mar-
kerowym) zastepuje sie gag-pol-env. Taka pochodna
retrowirusa ulega integracji, ale nie jest zdolna do
autoreplikacji. NajczeSciej uzywany wektor retrowiru-
sowy to rekombinowany wirus leukemii mysiej (ang.
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Murine Leukemia Virus— MuLV) [8]. Wyjatkowo dla
terapii AIDS korzystniejsze wydaje sie zastosowanie
jako wektora (mimo trudnosci w produkcji) zrekom-
binowanego wirusa HIV [9] (selektywne infekowanie
limfocytdw CD4 oraz wiasciwa lentiwirusom zdolnos¢
do integracji nawet przy braku podziatéw komorki).

b) Adenowirusy — sg to podwdjnoniciowe DNA
wirusy, nie integrujgce sie zgenomem gospodarza. Nie
wymagajg one do produktywnej infekcji podziatow
komorek. Wirusowe DNA funkcjonuje w postaci
nietrwatego episomu, fatwo podlegajgcego inaktywacji
(szczegblnie w trakcie podziatu komorki). Dlatego
efekt terapii jest stosunkowo krétkotrwaty, ale zmini-
malizowane jest niebezpieczenstwo transformacji ko-
morki-gospodarza. Uniemozliwienie autoreplikacji
osigga sie przez usuniecie z genomu adenowirusa
regionu El [10, 11]. Wadg adenowiruséw jest ich
immunogenno$¢, przy czym indukowana jest takze
odpowiedz cytotoksyczna wobec komorek stransdu-
kowanych. Jest to kolejny czynnik decydujacy o krét-
kotrwatosci efektow terapii przeprowadzanej za po-
$rednictwem rekombinowanych adenowiruséw. Nie
nalezy jednak wyklucza¢ ich uzycia jako wektoréw
w terapii genowej. Moga one by¢ z powodzeniem
stosowane w sytuacjach kiedy krotkotrwato$¢ osigga-
nego efektu nie jest wielkg przeszkodga, a wywotywana
reakcja immunologiczna nie ma praktycznego znacze-
nia (na przyktad w mukowiscydozie).

c) Defektywne parwowirusy — sg to pojedynczoni-
ciowe DNA wirusy. Ich zaletg jest to, ze do autore-
plikacji wymagajg koinfekcji adenowirusa. Stad nazwa
wirus adenosatelitarny (ang. Adeno Associated Virus
— AAYV). Ponadto preferencyjnie integrujg zgenomem
gospodarza w okreslonym miejscu chromosomu 19.
Ceche tg warunkuja dwie odwrotnie powtorzone sek-
wencje koncowe (ang. inverted terminal repeats
— ITRs) wraz z biatkami kodowanymi przez region
rep [12]. Niestety biatka Rep sg toksyczne dla komo-
rki-gospodarza. Specyficznej co do miejsca integracji
towarzyszy rownie czesta integracja niespecyficzna.
Trudno jest takze otrzymywaé¢ AAV bez zanieczysz-
czefi tzw. pomocniczymi adenowirusami. Kolejng wa-
da jest niska (nawet jak na wektor wirusowy) pojem-
no$¢ — okoto 4000pz. Wszystko to sprawia, ze rekom-
binowane AAV — wektory wzbudzajgce poczatkowo
duze nadzieje, ciggle nie sg stosowane w probach
klinicznych.

11-2. Wektory niewirusowe

a) Liposomy — charakteryzuje je duza pojemnos¢,

niska immunogennos$¢, nietoksycznos¢. W przypadku
koniecznosci dtugotrwatej terapii mozna lipofekcje bez
przeszk6d wielokrotnie powtarzac. Jesli uzyjemy ka-
tionowych liposomo6w in vivo we wlewie dozylnym to
gtownymi odbiorcami bedg komorki prowadzace in-
tensywng endocytoze (przede wszystkim makrofagi
wolne oraz osiadte watroby, szpiku kostnego i $ledzio-
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ny). Aby tego unikng¢ stosuje sie w taki sposdb
liposomy typu ,niewidzialne” (ang. stealth), z dodat-
kiem gangliozydu GM1 lub glikolu polietylenowego
(PEG), co nadaje ich powierzchni tadunek ujemny
i czyni ,niewidocznymi” dla makrofagéw [5]. Aby
nada¢ liposomowi powinowactwo do okreslonych
komoérek mozna umiesci¢ na jego powierzchni prze-
ciwciato, hormon albo czynnik wzrostu. Stymulacje
fuzji liposomu z blong cytoplazmatyczng komoérki
docelowej zapewni¢ moze biatko fuzjogenne F (ang.
fusiogenic protein) wirusa Sendai.

Wysoce wydajne, tatwo integrujgce sie z biong
komérkowg liposomy kationowe powinno sie raczej
stosowac ex vivo, ewentualnie in vivo miejscowo (iniek-
cja wprost do guza, wlew dotetniczy, podanie do drog
oddechowych w postaci aerozolu itp.).

b) FConiugaty molekularne (ang. molecular conjugate

vectors) — sktadajg sie z okreslonego liganda potgczo-
nego kowalencyjnie z polilizyng (polikation), ktéra
dzieki oddziatywaniom elektrostatycznym wigze plaz-
mid. Taki koniugat wnika do komdrki na zasadzie
endocytozy sterowanej receptorem (dla w/w liganda
[13]). Aby wektor opuscit endosom przed przytgcze-
niem lizosomu i strawieniem, dodaje sie do niego
fragment otoczki adenowirusa [13]. Zwigzane jest to
z wiasciwg adenowirusom, powodowang przez pewne
biatka otoczki, zdolnoscig do szybkiego opuszczania
endosomu.

11-3. Nakierowywanie wektordéw

W wielu przypadkach krytyczne znaczenie dla po-
wodzenia terapii genowej ma skonstruowanie wektora
doprowadzajgcego do ekspresji genu terapeutycznego
tylko w niektérych rodzajach komoérek. Wektory
o takiej wiasciwosci okresla sie mianem kierowanych
(ang. targeted), a terapie prowadzong z ich uzyciem
nazywa sie selektywng. Opisany efekt mozna osiggngé
na dwa sposoby:

a) Wybiércze infekowanie. Wektor przekazuje gen
terapeutyczny tylko niektérym rodzajom komorek.
W absolutnej wiekszosci wirusy aby wnikng¢ do
komorki muszg zwigza¢ sie ze specyficznym recep-
torem na jej powierzchni. Powinowactwo do tych
receptoréw zapewniajag pewne elementy otoczki (np.
glikoproteiny kodowane przez geny env u retrowiru-
sOw). Zmieniajac te ligandy na drodze rekombinacji
genetycznej, przytgczenia przeciwciata, czy chemicznej
modyfikacji, mozemy sterowaé tropizmem tkanko-
wym wirusa [5].

b) Wybiorcza transkrypcja genu terapeutycznego.
Dokonuje sie przez umieszczenie genu terapeutycz-
nego pod kontrolg promotora tkankowo-specyficz-
nego. Na przyktad aby osiggnac¢ ekspresje w hepatocy-
tach mozna zastosowa¢ promotor albuminy [14],
w przypadku melanocytéw odpowiedni bedzie promo-
tor tyrozynazy [15]. Proponuje sie takze szereg pro-
motorow nowotworowo-specyficznych. Przykiady to
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promotor a-fetoproteiny dla nowotworu watrobowo-
komdrkowego; promotor onkogenu ERBB2 dla raka
sutka, zotgdka, jelita cienkiego i grubego; promotor
antygenu karcynoembrionalnego dla raka jelita grube-
go, pluca, zotadka [16]. Mozna tez wykorzystac
naturalne powinowactwo retrowiruséw (uzytych jako
wektor) i niedefektywnych parwowiruséw (wykorzys-
tujemy tylko wirusowy promotor) do komdrek nowo-
tworowych.

I1l. Strategie terapii genowej

Podstawowga decyzja jaka nalezy podja¢ w trakcie
opracowywania programu terapii genowej jest wybér,
czy ingerencji genetycznej bedziemy dokonywaé poza
(ex vivo), czy wewnatrz (in vivo) organizmu pacjenta.
Wygodniejsza jest modyfikacja ex vivo. Nie jest wtedy
tak wazna selektywnos¢ (izolujemy tylko interesujacy
nas typ komérek). Ex vivo mozliwe jest wprowadzenie
genu terapeutycznego w uprzednio upatrzone miejsce
w genomie, w drodze tzw. somatycznej rekombinacji
homologicznej [17]. Jak na razie jest to nie do
przeprowadzenia in vivo ze wzgledu na matg wydaj-
nos$¢ procesu powodujgca koniecznos¢ selekcji negaty-
wnej komorek, w ktérych integracja nie zaszta, badz
miata miejsce bez selektywnosci. Wektory stosowane
ex vivo zawierajg najczesciej oprocz genu terapeutycz-
nego takze gen opornos$ci na antybiotyk, umozliwiaja-
cy pozytywng selekcje komérek, do ktdrych udato sie
wprowadzi¢ materiat genetyczny, i w ktérych ulega on
ekspresji. Taka selekcja nie jest oczywiscie mozliwa in
vivo. Przyktadem jest gen opornosci na neomycyne,
czynigcy komarki niewrazliwymi na stosowany analog
neomycyny G418. Gen niewrazliwo$ci na antybiotyk
moze stuzy¢ takze jako gen markerowy.

W wielu przypadkach koniecznajestjednak modyfi-
kacja komdrek in vivo. Szczeg6lnie trudna jest terapia
obliczona na eliminacje komdrek nowotworowych.
Wymaga ona wysokiej wydajnosci (celem jest zabicie
wszystkich nieprawidtowych komdrek) oraz doskona-
tej wprost selektywnosci. Nieco mniej wymagajaca jest
terapia chorob dziedzicznych (terapie genowg in vivo
trzeba np. stosowaé w leczeniu mukowiscydozy [18]).
Czesciowo traci wtedy na znaczeniu wymog wydajno-
$ci (czesto dla skorygowania nieprawidtowego fenoty-
pu wystarcza, ze tylko pewien procent komoérek nor-
malnie produkujgcych dang substancje podej-
mie swojg funkcje). Podobnie mniej rygorystyczne jest
kryterium selektywnosci (produkcja w tkance biatka,
ktore normalnie sie tam nie znajduje, o ile zachodzi
w znikomych ilosciach, nie jest zwykle toksyczna).

W przypadku terapii genowej infekcji wirusem HIV
(Human Immunodeficiency Virus) najczestszym celem
jest modyfikacja limfocytow CD4. Z powodu ryzyka
zakazenia personelu, zastosowanie programow ex vivo
na szerszg skale w leczeniu klinicznym wydaje sie wrecz
niemozliwe. Dlatego w tym wyjatkowym przypadku
istnieje tendencja do rozwijania technik in vivo.
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I11-1. Choroby nowotworowe

Obecnie iloSciowo zdajg sie przewaza¢ programy
zwigzane ze szczepionkami przeciwnowotworowymi
[4], Powodem jest zapewne duze bezpieczeAstwo
i stosunkowa tatwo$¢ wykonania (modyfikacji doko-
nuje sie ex vivo). Bardzo obiecujace, cho¢ trudne
i ryzykowne, sg strategie wprowadzania do komorek
nieprawidtowych gendéw wrazliwosci na pewne leki
(tzw. ,,genéw samobdjczych” ang. suicide genes).

a) W prowadzanie ,,genéw samobojczych”. Zabiegu

dokonuje sie in vivo poprzez iniekcje wektora (badz
fibroblastow produkujacych wektor wirusowy) wprost
do guza (w celu zniszczenia guza pierwotnego), ewen-
tualnie dozylnie (chcac wyeliminowaé przerzuty). Po
uptywie czasu koniecznego do transferu gendw do
komoérek nowotworowych i ekspresji zawartej w nich
informacji genetycznej, podaje sie systemicznie od-
powiedni lek, normalnie nietoksyczny albo stabo tok-
syczny dla komorek cztowieka.

Najczesciej stosowany jest gen kinazy tymidynowej
wirusa Herpes simplex (HSV-tk) kodujgcy biatko fos-
forylujgce gancyklowir (ew. nieco inng pochodng gua-
niny — acyklowir) do monofosforanu, ktéry pod
wpltywem enzyméw komdrki-gospodarza, ulega prze-
mianie w silnie toksyczny tréjfosforan [19-21]. Jedno-
czesnie niszczace dziatanie nie jest ograniczone do
komorki produkujacej biatko HSV-tk, ale obejmuje
takze komorki kontaktujace sie z nig swa powierzch-
nig (ang. bystander killing effect). Umozliwia to cat-
kowite zniszczenia guza nawet wtedy, gdy tylko do
czescijego komdrek wprowadzony zostat gen HSV-tk.

Inny przyktad to gen kodujgcy dezaminaze cyto-
zynowg. W obecnosci tego enzymu przy podawaniu
5'-fluorocytozyny powstaje toksyczny 5'-fluorouracyl.
Nie moze onjednak migrowac¢ poza komorke wzwigz-
ku z czym brak jest efektu bystander Killing [22-24].

Niedawno wykazano [25-27], ze w przypadku HSV-
tk igenu dezaminazy cytozyny w gre wchodzi nie tylko
wytwarzanie toksycznych metabolitéw, ale takze sty-
mulacja uktadu immunologicznego, gdyz pozytyw-
nych efektow terapii nie obserwowano u zwierzat
z niedoborem odpornosci.

Ostatnio zaproponowano uzycie jako ,,genu samo-
bojczego” genu cytochromu p-450 [28]. Zdziwienie
moze budzi¢ wykorzystanie enzymu silnie aktywnego
w watrobie. Rzeczywiscie, mamy tu do czynienia
z odmiennym podej$ciem terapeutycznym. Stosowa-
nymi lekami sg pochodne oksazofosforynowe: cyklo-
fosfamid i jego izomer ifosamid — cytostatyki ,,nor-
malnie” stosowane w leczeniu niektérych nowotwo-
rébw. Sg to w rzeczywistosci proleki, przeksztatcane
w aktywng forme w watrobie pod wplywem cyto-
chromu p-450. Oksazofosforyny wykazujg bardzo
silny, nie wymagajacy nawet bezposrednio kontaktu
komérek, bystander killing effect. Ponadto cytostatyki
te sg skuteczne we wszystkich fazach cyklu komor-
kowego (system HSV-tk niszczy tylko w fazie S, pewna
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za$ pula komorek nowotworu pozostaje w fazie Go, co
powoduje duze niebezpieczenstwo wznowy). Aby uni-
kng¢ uktadowej toksycznos$ci oksazofosforynow pla-
nuje sie stosowac ich iniekcje wprost do masy guza
i/albo selektywne hamowanie aktywnosci watrobowe-
go cytochromu p-450 (dominuje tam inny izoenzym
niz wszczepiany komadérkom nowotworu).

b) ,Naprawa nowotworéow”.

Powszechnie wskazuje sie na genetyczne podioze
choroby nowotworowej [29, 31, 32], Za proces kar-
cinogenezy odpowiedzialne sg gromadzone w ciagu
zycia (w pewnych przypadkach takze odziedziczone)
mutacje w rézny sposéb powodujace aktywacje on-
kogendw lub inaktywacje antyonkogendéw. Przypusz-
cza sie, ze bez wzgledu na charakter mutacji, wprowa-
dzenie funkcjonalnej kopii antyongogenu, czy ,,wyci-
szanie” onkogenéw za pomocg ktorejs ze strategii
antysensu [30], powinno hamowac¢ niekontrolowane
podziaty komorek nowotworowych.

¢) Immunostymulacja.

Komdrki nowotworowe sg rozpoznawane jako obce
i s w pewnej mierze atakowane przez uktad odpornos-
ciowy. Najwazniejszg role gra tu odpowiedZ komor-
kowa za pomocg limfocytéw T cytotoksycznych. Re-
akcja ta jest jednak staba i w efekcie nie dochodzi do
zwalczenia choroby.

Chcgc wykorzysta¢ mozliwosci terapii genowej dla
wzmocnienia odpowiedzi immunologicznej przeciw
nowotworowi, prébowano bezposredniej stymulacji
limfocytow przez wprowadzenie do nich genéw cyto-
kin. W tym celu pobierano limfocyty naciekajgce guz
(ang. tumour infiltrating lymphocytes), namnazano je in
vitro i wprowadzano gen czynnika nekrozy nowo-
tworéw (ang. tumour necrosis factor — TNF) w celu
nadania im wiekszej zjadliwosci oraz gen interleukiny
2, dla stymulacji ich iloSciowego rozwoju. Proby
kliniczne prowadzone w Narodowym Instytucie Zdro-
wia USA w 1991 r. daty zniechecajgce rezultaty. Nie ma
podstaw aby twierdzi¢, ze zmodyfikowane limfocyty
po wszczepieniu w wiekszych ilosciach ponownie
atakujg guz. Monitorowanie wynikéw krwi pacjentow
i testy laboratoryjne na zwierzetach zdajg sie potwier-
dzaé¢ obawy przed ich niekontrolowanym autokrynnie
stymulowanym namnazaniem [33].

W innym podejsciu stosuje sie specyficzne szcze-
pionki przeciwrakowe. Dla ich przygotowania pobiera
sie komorki nowotworu, namnaza in vitro i wprowa-
dza do nich gen ktérej$ z cytokin. Wyniki badan zdajg
sie sugerowac szczeg0lng aktywnos$é potagczenia dwaéch
genow: interleukiny 6 i rozpuszczalnej formy jej recep-
tora (sIL-6R) [4]. Przed przeprowadzeniem szczepie-
nia nalezy jeszcze naswietlic komorki nowotworowe
odpowiednig dawka promieni Rtg, aby uniemozliwié
ich dalszy wzrost.

Kolejna strategia immunostymulacji polega na
wszczepieniu komorkom nieprawidtowym in vivo genu
kodujacego silnie immunizujacy antygen (np. allogeni-
czne gtéwne antygeny zgodnos$ci tkankowej — MHC
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[34]), ewentualnie tzw. kostymulatoréw powierzch-
niowych (np. B7.1 [35]), ktérych obecnos$¢ silnie
aktywuje swoiste limfocyty T cytotoksyczne.

d) Ochrona komérek szpiku w trakcie chemioterapii
poprzez wprowadzenie genu opornosci wielolekowej
(ang. multi drug resistance — MDR1).

Opracowanie tej strategii umozliwity badania nad
mechanizmami opornosci niektérych nowotworéw na
stosowane chemioterapeutyki [36]. Cytostatyki sg
lekami o niskim indeksie terapeutycznym, w zwigzku
z czym wywotujg liczne efekty uboczne. Jedng znajbar-
dziej narazonych jest silnie proliferujgca populacja
komorek krwiotwdrczych szpiku. Nadawanie jej opor-
nosci na nastepnie podawane leki poprzez wprowadza-
nie genu MDR1, pozwalatoby na dtuzszg i intensyw-
niejszg kuracje [37].

e) Proby stosowania terapii genowej dla udoskona-
lenia techniki przeszczepdw autologicznych szpiku
w leczeniu biataczek.

Stosowanie chemioterapeutykéw w przebiegu no-
wotworéw krwi daje czesto tylko okresowa remisje.
Wykonanie przeszczepu allogenicznego wymaga zna-
lezienia odpowiedniego dawcy i stwarza duze niebez-
pieczenstwo powiktan. Niedogodnos$ci te nie istnieja
w przypadku przeszczepu witasnego, uprzednio oczysz-
czonego z komdrek nowotworowych szpiku kostnego
[38]. Niestety stosowane dotychczas procedury oczy-
szczania wydajg sie by¢ nieskuteczne. Zastosowanie
transferu genéw moze byé dwojakie. Po pierwsze,
znakowanie oczyszczonego szpiku genem markero-
wym pozwoli ustalié¢, czy wznowa rzeczywiscie powo-
dowana jest niedoktadnos$cig procesu oczyszczania
(komorki nowotworowe beda posiadaty gen markero-
wy), czy tez zawodzi stosowana in vivo chemioterapia

Tabela 1.

(komorki wznowy bez genu markerowego). Istniejg
bowiem przypuszczenia, ze o sukcesie przeszczepu
allogenicznego decyduje reakcja przeszczep-przeciw-
biataczce (ograniczony wariant zespotu przeszczep-
przeciw-gospodarzowi). Jezeli obawy te nie potwierdzg
sie, terapia genowa moze postuzyé¢ do lepszego oczysz-
czania szpiku.

I11-2. Choroby dziedziczne

W tabeli 1wymienione sg niektére z choréb dziedzi-
cznych, w przypadkach ktérych prébuje sie stosowac
terapie genowsa.

Wydaje sie, ze aby terapia genowa mogta byé
obecnie skutecznie zastosowana dla leczenia danej
choroby dziedzicznej powinny byé spetnione nastepu-
jace warunki: a) jednogenowos¢; b) ograniczona liczba
komérek, ktérych korekcja ma krytyczne znaczenie
dla przywrécenia prawidtowego fenotypu; c) brak
koniecznosci regulacji ekspresji wprowadzonego genu
w zaleznosci od fazy cyklu komoérkowego, czy od
sygnatow ze Srodowiska zewnetrznego; d) szeroki
przedziat terapeutyczny pomiedzy zbyt niskg (nie-
skuteczna), a zbyt wysoka (toksyczna) ekspresjg genu.

W przypadku kiedy patologiczny fenotyp jest rece-
sywny wystarczy tzw. wzmocnienie genu (dostarczenie
prawidtowej kopii bez eliminacji zmutowanego alellu).
Jednak, gdy bedzie on dominowat, potrzebna jest
wymiana genu (,uciszenia” nieprawidtowego alellu
mozna dokonaé w strategii antysensu [30], albo
z wykorzystaniem somatycznej rekombinacji homo-
logicznej [17]).

Prowadzi sie intensywne badania nad transferem
genéw do komérek prekursorowych krwi, tak aby

Niektére z chordéb dziedzicznych, dla ktérych prébuje sie stosowac terapie genowa

Choroba Biatko kodowane przez wprowadzany gen Typ modyfikowanych komérek
Ostry ztozony zesp6t niedoboru odporno$ci — Dezaminaza adenozynowa Limfocyty T obwodowe iich komorki pre-
ADA kursorowe
Mukowiscydoza CFTR Nabtonek drég oddechowych

Rodzinna hipercholesterelonemia Receptor LDL

Hemofilia A Czynnik VII
Hemofilia B Czynnik IX
Fenyloketonuria

Choroba Gauchera

Adrenoleukodystrofia ALDP
Anemia zto$liwa P-globina
Dystrofia Duchenne’a Dystrofina

Zesp6t Lesch-Nyhana

Przewlekta choroba ziarniniakowa
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Hydroksylaza fenyloalaninowa

Glukocerebrozydaza

Fosforybozylotransferaza hipoksantynowa

Biatko cytochromu b

Hepatocyty

Ptytki krwi

Fibroblasty skéry

Hepatocyty

Makrofagi, komérki prekursorowe krwi
Komoérki prekursorowe krwi
Erytrocyty

Mioblasty

Komoérki zwojéw podstawnych

Neutrofile
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wyeliminowac konieczno$¢ powtarzania terapii istniejg-
cg przy modyfikowaniu komérek obwodowych [39].

Nalezy podkresli¢, ze wszystkie dotychczas prowa-
dzone prdéby kliniczne leczenia choréb dziedzicznych
(takze, co jest wiasciwie oczywiste AIDS i nowo-
tworéw) — to somatyczna terapia genowa (modyfikuje
sie komorki somatyczne). Teoretycznie mozliwe sg
takze manipulacje dokonywane na komdrkach gene-
ratywnych, czy we wczesnych stadiach rozwoju zarod-
ka. Nie przeprowadza sie ich ze wzgledu na trudnosci
metodyczne, watpliwe znaczenie praktyczne i silne
opory etyczne [40]. Z podobnych powodéw pomijam
ich doktadniejszy opis w niniejszym artykule.

111-3. Nabyty zespo6t niedoboru odpornosci
— AIDS

Wydaje sie, ze terapia genowa AIDS napotyka na te
samg trudnos$¢, co préby opracowania skutecznych
chemioterapeutykéw. Tym problemem jest szybkie
powstawanie opornych odmian wirusa HIV (Human
Immunodeficiency Virus) w wyniku jego duzej niestabil-
nosci genetycznej. Skuteczng terapie mogtoby praw-
dopodobnie zapewni¢ dopiero potgczenie kilku metod.

Na podstawie badan in vitro zaproponowano na-
stepujace strategie terapii genowej infekcji wywotanej
wirusem HIV:

a) Kompetycyjne sensowne RNA

1. ,Putapki RNA” (ang. RNA decoys) — replikacja
wirusa HIV jest mozliwa w obecnosci dwoch biatek
Tat i Rev (stymulujg one transkrypcje i transport
syntetyzowanego RNA z jadra do cytoptazmy). Sek-
wencje wigzace Tat i Rev to odpowiednio TAR i RRE.
Sensowne RNA zawierajgce wielokrotnie powtdrzone
sekwencje TAR albo RRE, poprzez kompetycyjne
wigzanie w/w biatek, sg w stanie hamowac replikacje
wirusa [41].
2. Sensowne RNA z sygnatem pakowania — w bada-
niach in vitro wykazywaly silniejszy efekt przeciw-
wirusowy niz ,putapki RNA” [42]. W trakcie for-
mowania sie wirionéw o interakcji genomowego RNA
wirusa z biatkami rdzenia decyduje specyficzna sek-
wencja zwana sygnatem pakowania. Obecnos$é ,fat-
szywych” genomowych RNA z sygnatem pakowania
owocuje produkcjg defektywnych wiriondw.

b) Strategie antysensu — w zwigzku z cyklem
zyciowym wirusa HIV atrakcyjnym celem antysen-
sownych oligonukleotydow sg sekwencje TAR i RRE
(przytaczanie Tat i Rev do transkryptow stymuluje ich
transport z jgdra do cytoptazmy). Z kolei rybozymy
mogtyby nie tylko unieczynnia¢ produkty ekspresji
prowirusa, ale takze niszczy¢ wprowadzane w trakcie
infekcji genomowe RNA (zapobiegajac syntezie DNA,
a poprzez to powstawaniu prowirusa) [43].

c) Produkcja wewngtrzkomdrkowych przeciwiruso-
wych biatek.

1. Wyro6zniono grupe biatek zwanych mutantami
transdominujacymi (ang. transdominant mutant). Od-
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krywano je w trakcie badan nad szczepami wirusa,
ktére utracity ,zjadliwo$¢”. Przyktad to Rev1OM
— zmutowana forma biatka Rev, zdolna wigzac sie
z sekwencjg RRE, ale niespetniajgca roli regulatorowej
i transportowej [45].

2. Wewnatrzkomorkowe mono-tancuchowe przeciw-
ciata (intracellular single-chain antibodies — Sfv). Sfv
specyficzny dla gpl60 (glikoproteina otoczki wirusa
odpowiedzialna za interakcje z receptorem CD4) po-
przez taczenie sie z gpl60 powoduje jego uwiezienie
wewnatrz retikulum endoplazmatycznego i w efekcie
produkcje wiriondw nieinfekcyjnych. Z kolei Sfv spe-
cyficzny dla Rev uniemozliwia jego migracje z cyto-
plazmy do jadra (z miejsca syntezy do miejsca aktyw-
nosci), hamujac w ten sposéb replikacje wirusa [46].

d) Eliminacja zainfekowanych komdrek. Dokonuje
sie poprzez dostarczenie ,,genu samobojczego” pod
kontrolag wirusowego promotora (ekspresja tylko
w komadrkach zainfekowanych gdzie wystepuja biatka
Tat i Rev) [47].

e) Szczepionki genetyczne. Uktad immunologiczny
jest w stanie walczy¢ z infekcjg wirusem HIV. Najwaz-
niejszg role zdaja sie tu gra¢ limfocyty CD8 cytotok-
syczne i odpowiedZ humoralna. Wprowadzenie do
pewnej grupy komorek gendw biatek wirusowych,
z nastepczg ich ekspresja i prezentacjg antygenéw na
powierzchni komérek za pomocg (MHC Il-odpowiedzZ
komérkowa) lub MHC 11 (odpowiedZz humoralna),
moze zwiekszac site reakcji immunologicznej [48].

Niektore z w/w strategii juz dzi$ testuje sie w pro-
bach klinicznych | i Il fazy. Przykfady podane sg
w tabeli 2.

IV. Uwagi koncowe

Niezwykle mato pisze sie dzisiaj o skutecznosci
testowanych klinicznie programo6w terapii genowe;j.
Wiadomo o dwoch przypadkach dtugotrwatej skutecz-
nej kuracji ostrego ztozonego zespotu niedoboru od-
pornosci. Byt jeden pacjent z rodzinng hipercholes-
terelonemia, u ktérego mial miejsce znaczacy spadek

Tabela 2.

Niektére z prowadzonych w USA préb klinicznych terapii genowej
AIDS

Osrodek Opis programu
Viagene Wszczepienie zmodyfikowanych ex vi-
vo fibroblastow (wektor retrowirusowy
niosacy geny env i rev)
Viagene Iniekcja retrowirusowego wektora

niosacego geny env i rev

Univ. of Michigan Wszczepienie zmodyfikowanych ex vi-
vo autologicznych limfocytow CD4

(gen rev MIO)

Univ. of California Jak wyzej, ale wprowadzony gen kodu-

je rybozym
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poziomu cholesterolu we krwi. Zaobserwowano kilka-
nascie remisji u 0séb z nowotworami [2], Jednak
nawet i te wyniki obcigzone sg watpliwosciami inter-
pretacyjnymi [49] i niepewnos$cig co do dtugoter-
minowych skutkoéw terapii. Stawia to pod znakiem
zapytania celowos¢ olbrzymich naktadéw pracy i pie-
niedzy: liczne o$rodki prowadzace badania, dwa czaso-
pisma tematyczne: Gene Therapy i Human Gene Thera-
py, inwestycje prywatnych firm biotechnologicznych
[50] kierowanych na rozwo0j terapii genowej. Wspo-
mniany stan dezinformacji mozna jednak po czesci
wyttumaczy¢ niechecig do ujawniania wynikéw badan
w miare zblizania sie do ich komercyjnego wdrozenia.

Uzasadnieniem entuzjazmu wokot terapii genowej
mogg by¢ olbrzymie teoretyczne mozliwosci jej za-
stosowan (cho¢ w chwili obecnej jej przydatnosé
w praktyce leczniczej jest bardzo nikta). Korekcja
nieprawidtowego fenotypu rozwijajagcego sie w prze-
biegu chordb dziedzicznych to w rzeczywistosci tylko
niewielka ich czesé. Transfer genéw moze by¢ praw-
dopodobnie uzyteczny w wiekszosci chorob cztowieka.
Chodzi tu bowiem nie tylko o przywracaniu normal-
nych funkcji komorek, ale takze nadawanie im zupet-
nie nowych wiasciwosci (np. opornosci na infekcje
wirusowg), znakowanie, a takze selektywne niszczenie.

Artykut otrzymano 25 maja 1995 r.
Zaakceptowano do druku 28 sierpnia 1995 r.
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Markery molekularne w genetyce i hodowli roslin

Molecular markers in plant genetics and plant breeding

WALDEMAR MARCZEWSKI*

Spis tresci:

l. Wstep

Il.  Metoda RFLP

I11. Metody MAAP

IV. Poréwnanie metod RFLP i RAPD

V. Konwersja dominujacych loci RAPD na markery kodo-
minujace

VI. Metoda SRFA

VII. Mikrosatelitarne markery DNA

VIII. Metody AS-PCR i SSCP

IX. Metoda YAC

X. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétébw: PCR — polymerase chain
reaction, tancuchowa reakcja polimerazy; RFLP — restric-
tionfragment length polymorphism; Q TL — quantitative trait
loci: MAAP — multiple arbitrary amplicon profiling: DAF
— DNA amplification fingerprinting; RAPD — random
amplified polymorphic DNA: AP-PCR — arbitrarily primed
PCR: BSA — bulked segregant analysis: AFLP — amp-
lification (amplified) fragment length polymorphism: SRFA
— selective restriction fragment amplification: ARF — amp-
lified restriction fragment: DGGE — denaturing gradient gel
electrophoresis: SCAR — sequence-characterized amplified
region: STS — sequence tagged site: STAR — sequence-
tagged amplified region: CAPS — cleaved amplified polymorp-
hic sequence: SSR — simple sequence repeat: AS-PCR —al-
lele-specific PCR: SSCP — single-strand conformational
polymorphism: YAC — yeast artificial chromosome, sztuczny
chromosom drozdzowy; kb — tysigc par zasad; nt — nukleo-
tyd.

I. Wstep

Wykorzystanie markeré6w molekularnych w bada-
niach genetycznych roslin zostato zapoczatkowane
wraz z odkryciem izoenzyméw. Ekspresja markeréw
izoenzymowych, w przeciwienstwie do markeréw mor-
fologicznych i cytologicznych, jest niezalezna od feno-
typu rosliny, warunkéw srodowiskowych oraz nie jest
zwigzana z wystepowaniem zjawiska epistazy [1-3].
Jednak niewielka liczba znanych loci markerow izoen-
zymowych stanowi przeszkode w ich szerszym wyko-
rzystaniu [1, 4, 5]. Dopiero wprowadzenie metod
wykorzystujacych markery DNA doprowadzito do
przetomu w badaniach genetycznych roslin.

Mozna wyrézni¢ trzy podstawowe rodzaje mar-
kerbw DNA;

* Dr, Zaktad Genetyki i Syntezy Materiatow Wyjsciowych,
Instytut Ziemniaka, Mtochéw, 05-832 Rozalin
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Contents:

l. Introduction

1. RFLP method

111,  MAAP methods

IV.  Comparison of RFLP and RAPD methods

V. Conversion of dominant RAPD loci into codominant

markers
VI. SRFA method
VII. Microsatellites

VIIl. AS-PCR and SSCP methods
IX.  YAC method
X. Concluding remarks

1 — markery bedgce fragmentami DNA, powstatymi
w wyniku trawienia DNA enzymami restrykcyj-

nymi
2 — markery wykorzystujagce tancuchowg reakcje
polimerazy (polymerase chain reaction — PCR)
3 — markery bedace powtarzajgcymi sie sekwenc-

jami genomu.

Celem tego artykutu jest przedstawienie metod
badawczych wykorzystujagcych markery DNA, ktére
znalazty zastosowanie w mapowaniu genomu roslin-
nego.

Il. Metoda RFLP

Metoda RFLP (restrictionfragment length polymor-
phism) zostata opracowana w 1974 r. [6]. Jej schemat
przedstawiono w tabeli 1. Wyizolowany genomowy
lub organellowy DNA jest poddany trawieniu jednym

Tabela 1.
Schemat procedur stosowanych w metodach RFLP i MAAP.
RFLP MAAP
Izolacja DNA
Trawienie enzymami restrykcyjnymi PCR

Elektroforeza na zelu agarozowym
Elektroforeza na

Hybrydyzacja DNA typu ,Southern” zelu agarozowym
lub poliakrylami-
Znakowanie sond i hybrydyzacja: dowym

nieradioaktywna radioaktywna

Detekcja optycz- Autoradiografia Detekcja optyczna
na, luminoscen- lub autoradiogra-
cyjna lub fluore- fia

scencyjna
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lub kilkoma enzymami restrykcyjnymi. W wyniku
dziatania kazdego enzymu restrykcyjnego powstaje
duza liczba (rzedu 106) réznej diugosci fragmentow
DNA [7-9], ktére sg rozdzielane metodg elektroforezy
na zelu agarozowym, a nastepnie ,przenoszone” na
filtr nylonowy. Hybrydyzacja tak przygotowanych
filtrow ze specyficznymi sondami molekularnymi jest
kluczowym etapem metody RFLP. Sondy molekular-
ne hybrydyzuja do okreslonych fragmentéw chromo-
somoéw co umozliwia identyfikacje pojedynczych frag-
mentdw restrykcyjnych DNA. Identyfikacja hybrydy-
zujacych fragmentow DNA odbywa sie metodg auto-
radiografii [10, 11], badZ metodami nieradioaktyw-
nymi [12, 13]. Odzwierciedleniem zréznicowania ge-
netycznego (polimorfizmu) badanych genotypow jest
wystepowanie réznego spektrum identyfikowanych
fragmentdw restrykcyjnych. Istotg metody RFLP jest
»Wyszukanie” takich fragmentéw restrykcyjnych (mar-
kerébw RFLP), ktdre sag wyr6znikiem badanej cechy.

Polimorfizm moze wynika¢ zaréwno z pojedyn-
czych zmian zasad, jak i zmian obejmujgcych wieksze
fragmenty DNA, co zostatlo schematycznie przedsta-
wione na rycinie 1 Genotypy A i B charakteryzuja sie
rézng dtugoscig homozygotycznych fragmentéw DNA
miedzy identycznymi miejscami restrykcyjnymi (Ryc.
1A, B). Natomiast genotyp C jest heterozygotg wzgle-
dem badanego locus, co wyraza sie¢ wystepowaniem
odmiennych miejsc restrykcyjnych dla obu alleli
(Ryc. 1C).

Wykorzystanie metody RFLP w badaniach genety-
cznych organizmdw eukariotycznych datuje sie od
poczatku lat 80. Zastosowano jg do mapowania geno-
mu cztowieka [15, 16] a takze w wielu dziatach
genetyki i hodowli zwierzat i roslin [1, 5, 17]. W opar-
ciu o markery RFLP powstaty mapy genetyczne dla
wielu gatunkéw roslin [1, 18, 19]. Metode RFLP
zastosowano do mapowania genow odpowiedzialnych
za odpornosé dzikich i uprawnych gatunkéw roslin na
zakazenia rozmaitymi patogenami [20]. Stata sie ona
przydatna do identyfikacji cech determinowanych
przez pojedyncze geny, a takze do analizy cech dziedzicz-
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Ryc. 1 Schemat ilustrujacy trawienie enzymem restrykcyjnym DNA
z trzech roélin diploidalnych (A, B, C) oraz autoradiogram
identyfikujacy produkty trawienia (D).

Opracowano na podst. [7,17],

Kreskami pionowymi zaznaczono miejsca trawienia DNA
endonukleazg. Pogrubiong kreska zaznaczono miejsce wig-
zania sondy do DNA.
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nych poligenicznie (tzw. QTL — quantitative trait loci)
[1, 4, 21, 22]. Metoda RFLP znalazta réwniez za-
stosowanie w badaniach filogenetycznych i taksono-
micznych roslin [23-25].

I11. Metody MAAP

Termin MAAP (multiple arbitrary amplicon profi-
ling) [26] odnosi sie¢ do trzech metod wykorzystuja-
cych technike PCR. S3 to:

DAF — DNA amplification fingerprinting [28]

RAPD — random amplified polymorphic DNA [29]

AP-PCR — arbitrarily primed PCR [30]

Technika PCR jest najczesSciej stosowanym sys-
temem powielania (amplifikacji) kwaséw nukleino-
wych in vitro [31]. Polega ona na hybrydyzacji star-
terow (primers) do koncow 3'identyfikowanej sekwen-
cji na obu niciach DNA i amplifikacji tego fragmentu
przy pomocy termostabilnej polimerazy DNA. Syn-
teza nowej nici odbywa sie wiec od konca 3'-OH
kazdego startera. Po termicznej denaturacji proces ten
jest powtarzany nawet kilkadziesigt razy [31, 32],

Wyrdznia sie dwa rodzaje starteréw:

— specyficzne, wykorzystywane jako startery do amp-
lifikacji okreslonych alleli [33], sekwencji minisate-
litarnych i mikrosatelitarnych [34, 35]. Zagad-
nienia te s3 omowione w dalszej czesci artykutu.

— dowolne (arbitrary), ktére sa wykorzystywane
w metodach MAAP. Sa to kilkunastonukleotydo-
we sekwencje DNA, 0 50-80% sktadzie zasad G i C,
ktéore wyznaczajg amplifikacje od kilku do kilku-
dziesieciu réznych fragmentéw genomu [36].

Produkty amplifikacji DNA technikg PCR sg iden-
tyfikowane elektroforetycznie (Tab. 1). W tabeli
2 przedstawiono réznice wystepujace miedzy kluczo-
wymi parametrami metod DAF, RAPD i AP-PCR.

Tabela 2.
Podstawowa charakterystyka metod DAF, AP-PCR i RAPD.

Cecha DAF AP-PCR RAPD
Dtugos¢ startera (nt) 5-15 18-32 9-10
Stezenie startera (pM) 3-30 1-10 0.3
Stezenie DNA (ng/pl) 0.01-1 0.1-5 1
Temperatura 30-70 35-50 35-42

wigzania startera (°C)

Zel rozdzielajacy poliakrylamid agaroza
Identyfikacja srebro autoradiografia bromek
etydyny

Opracowano na podst. [28, 36, 55].

Metody MAAP znalazty zastosowanie w wielu
dziedzinach biologii molekularnej, szczeg6lnie w bada-
niach roélin, do mapowania genoméw [36-38]. Zrdd-
tem polimorfizmu, na ktérym opiera sie mapowanie sa:
— zmiany nukleotydowej sekwencji w obrebie miejsca
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przytgczania startera do matrycy DNA, co moze
prowadzi¢ do eliminacji lub utworzenia nowego
miejsca hybrydyzacji startera do DNA

— zmiany w diugosci amplifikowanego segmentu
DNA "

— zmiany konformacyjne DNA powodujgce zroz-
nicowanie efektywnosci hybrydyzacji startera lub
procesu amplifikacji [28, 39-42],

Bardzo istotnym etapem mapowania genomu meto-
dami MAAP jest odpowiednie przygotowanie badanej
populacji roslin. Ponizej wyszczegdlniono trzy metody
umozliwiajgce wyodrebnienie genowego regionu za-
wierajagcego badana ceche.

Pierwszg jest metoda linii izogenicznych (near-isoge-
nic lines), ktéra umozliwia uzyskanie, przez serig
krzyzowan wstecznych (backross), linii genetycznych
cechujacych sie obecnoscig fragmentu DNA z genem
kodujagcym pozadang ceche [18, 43, 44]. Metoda ta
zostata zastosowana w badaniach wielu gatunkow
roslin, do identyfikacji region6w zawierajgcych geny
odpornos$ci [14] a takze geny warunkujace wystepo-
wanie réznych cech fenotypowych [43]. Niekorzystng
cecha metody linii izogenicznych jest koniecznos$é
wykonywania wielu krzyzowan wstecznych, co wy-
dtuza okres przygotowywania materiatu roslinnego do
kilku lat [14, 45].

Druga metoda nazywana BSA (bulked segregant
analysis) jest zdecydowanie szybsza [46]. Z badanej
populacji wybiera si¢ 15-20 ros$lin charakteryzujgcych
sie obecnos$cig analizowanej cechy oraz tak samo
liczng grupe roslin nie posiadajgcych danej cechy.
Wyizolowane DNA zindywidualnych roslinjest taczo-
ne zgodnie z podziatem badanej populacji na dwie
grupy. Badanie polimorfizmu miedzy wyodrebniony-
mi pulami DNA polega na szukaniu startera PCR
(markera RAPD) wystepujacego tylko w grupie roslin
majgcych badang ceche. Metode BSA zastosowano do
identyfikacji loci sprzezonych z genami odpornosci [14].

W trzecim podejsciu, zaproponowanym przez
Giovannoni i wsp. [47], wykorzystano metody
RFLP i RAPD. Sg to najczesciej stosowane metody
mapowania genomu roslinnego [48]. W metodzie
tej mapa markerow RFLP jest wykorzystywana do
wyodrebnienia dwoch grup roslin. Wyréznikiem takie-
go podziatu nie jest cecha fenotypowa jak w klasycznej
metodzie BSA, a sag nim dwa markery RFLP. Badanie
polimorfizmu polega na szukaniu markera RAPD
odrozniajgcego te dwie grupy roslin. Jednym z za-
stosowan tej metody jest ,,uzupetnianie luk” wystepu-
jacych w mapach markeréw RFLP [47].

IV. Poréwnanie metod RFLP i RAPD

Zaletag markerow RFLP jest kodominujacy charak-
ter, co oznacza, ze heterozygote mozna odr6zni¢ od
homozygoty. Natomiast markery RAPD sgdominuja-
ce. Oznacza to, ze nie mozna ustali¢, czy amplifikowa-
ny fragment DNA wystepuje w obu allelach, czy tylko

POSTEPY BIOCHEMII 41(4), 1995

RFLP

| I
0 E

1§ iRl | B IR
JB8d BEU

Ryc. 2 Schemat ilustrujacy kodominujacy charakter markeréw
RFLP idominujagcy markeréw RAPD.
a— identyfikacja prazkéw na filtrze nylonowym w metodzie
RFLP
b — identyfikacja pragzkdw na zelu agarozowym w metodzie
RAPD

w jednym allelu [36, 45, 49]. Na rycinie 2 przed-
stawiono schemat gdzie w przypadku metody RFLP
w pokoleniu F2 wyréznikiem heterozygoty jest obec-
nos$¢ dwoéch prazkéw hybrydyzacyjnych. Natomiast
w przypadku metody RAPD obraz elektroforetyczny
produktéw amplifikacji jest taki sam dla homozygoty
dominujacej i heterozygoty. Jest to zasadnicza roznica
miedzy metodami RFLP i RAPD.

Sondy molekularne stosowane w metodzie RFLP
z reguly zawierajg sekwencje homologiczne do poje-
dynczych kopii badanego DNA, co umozliwia uzys-
kanie informacji o jednym genetycznym locus. Nato-
miast kazdy starter uzyty w metodzie RAPD zapoczat-
kowuje reakcje amplifikacji wielu loci genomu [14,49]

Badanie polimorfizmu metodg RAPD nie wymaga
wstepnej informacji o sekwencji analizowanego DNA
[41]. Metoda RAPD jest rowniez mniej pracochtonna
i zdecydowanie szybsza, niz RFLP [41, 45, 48, 50].

V. Konwersja dominujgcych loci RAPD
na markery kodominujgce

W celu rozréznienia homozygotycznego i hetero-
zygotycznego charakteru markerow RAPD mozna
zastosowacé krzyzowania wsobne (recombinant inbred)
i wsteczne badanej populacji. Procedury te sg jednak
czasochtonne [14].

Mato skuteczna wydaje sie tez technika densytomet-
rycznego pomiaru na zelu intensywnosci prazkow
RAPD [32].

Zawodne jest takze zastosowanie w metodzie RFLP
sond molekularnych, otrzymanych przez klonowanie
produktow amplifikacji uzyskanych przy uzyciu star-
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terow RAPD [14, 32].

Innymi utrudnieniami sg wielo$¢ amplifikowanych
loci i wrazliwo$¢ na zmiany warunkéw amplifikacji
w metodzie RAPD [14, 51].

Jednym ze skutecznych sposob6éw umozliwiajacych
rozréznienie homozygotycznych i heterozygotycznych
marker6w RAPD jest metoda DGGE (denaturing
gradient gel electrophoresis). W tej metodzie wykorzys-
tywane jest zjawisko odmiennej podatno$ci na ter-
miczna denaturacje alleli tworzacych locus hetero-
zygotyczny, czego efektem jest ich zréznicowana mig-
racja w zelu zawierajagcym wzrastajacy gradient zwigz-
ku denaturujgcego [36, 49, 52].

W drugiej metodzie, nazwanej SCAR (sequence-
characterized amplified region) [14, 42], oba korce
fragmentéw DNA, bedacych produktami amplifikacji
ze starterow RAPD, sg sekwencjonowane. Na pod-
stawie ustalonych sekwencji syntetyzowane sa specyfi-
czne pary starteréw, zawierajagce 10 oryginalnych
nukleotyddéw starterow RAPD oraz 14 kolejnych
nukleotydéw z kazdego konca amplifikowanego frag-
mentu DNA. Zastosowanie takich starter6w — mar-
kerow SCAR — do ponownej amplifikacji DNA
pozwala ustali¢ dominujacy lub kodominujgcy chara-
kter wyjsciowego markera RAPD. Metoda SCAR jest
podobna do metody STS (sequence tagged site), za-
stosowanej do badania genomu cztowieka [53], By¢
moze dlatego dla metody STS zaproponowano nazwe
STAR (sequence-tagged amplified region) [49],

Trzecia technika, okreslana terminem CAPS (clea-
ved amplified polymorphic sequence) [49, 54], polega na
amplifikacji metodg RAPD fragmentdw DNA, Kktore
sg nastepnie poddane trawieniu enzymami restrykcyj-
nymi. Elektroforetyczna analiza produktow tego tra-
wienia pozwala na identyfikacje roznic miedzy al-
lelami. Schemat tej metody przedstawiono na rycinie 3.
Wystepowanie miejsca restrykcyjnego tylko wjednym
allelu heterozygoty R/r prowadzi do powstania wiek-
szej liczby prazkéw na zelu (Rye. 3B), (prazki od-
powiadajg sumie fragmentdw restrykcyjnych charak-
terystycznych dla homozygot R/R i r/r).

V1. Metoda SRFA

Metoda SRFA (selective restriction fragment amp-
lification) zostata opatentowana w 1993 r. przez firme
biotechnologiczng KEYGENE N.V. w Holandii [56].
Polega ona na amplifikacji technikg PCR fragmentow
DNA otrzymanych po trawieniu co najmniej jednym
enzymem restrykcyjnym. NowosScig tej metody jest
konstrukcja miejsca rozpoznawanego przez specyficz-
ne startery oraz samego startera. Do fragmentu re-
strykcyjnego dotaczone sg krotkie, 10-30 nukleotydo-
we, sekwencje DNA nazywane adaptorami, ktore
razem z sekwencjami rozpoznawanymi przez endonu-
kleazy, stanowig cze$¢ statg, do ktdrej przytaczaja sie
startery. Sekwencja nukleotydowa starteréw odpowia-
da sekwencji czesci statej (adaptor plus miejsce restryk-
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Ryc. 3 Schemat ilustrujgcy sposéb rozréznienia homozygoty (R/R

ir/r) od heterozygoty (R/r) przy zastosowaniu metody CA PS.
Opracowano na podst. [54].
(A) Kreskami pionowymi zaznaczono miejsca trawienia
enzymem restrykcyjnym. Pogrubiona kreska oznacza miejs-
ce wigzania startera. (B) Rozdziat elektroforetyczny produk-
tow amplifikacji.

cyjne) i jest uzupetniona o czes¢ selekcyjng. Czesc
selekcyjnajest elementem roznicujgcym startery iskla-
da sie z 1do 4 nukleotydéw, ktére rozpoznajg konce
fragmentow restrykcyjnych zgodnie z formutg 42n,
gdzie n jest liczbg zasad selekcyjnych. Gdy réznica
miedzy czescig selekcyjng a koicem fragmentu restryk-
cyjnego dotyczy tylko jednej zasady, to zgodnie z po-
wyzszg formutg 1 z 16 restrykcyjnych fragmentow
DNA bedzie amplifikowany. Gdy rdznica ta obejmuje
2, 3 lub 4 zasady, to odpowiednio jeden z 256, 4096 lub
65536 fragmentow DNA zostanie powielony. W meto-
dzie SRFA uwzglednione sg nie tylko réznice w trawie-
niu DNA enzymami restrykcyjnymi (jak w metodzie
RFLP), ale takze r6znice w sekwencji przylegtych do
miejsca trawienia zasad, ktdre sg rozpoznawane przez
startery selekcyjne. Schemat tworzonego w tej meto-
dzie uktadu starter — amplifikowany fragment re-
strykcyjny przedstawiono na rycinie 4.

Pierwsze doniesienia o zastosowaniu metody SFRA
ukazaty sie¢ w formie streszczen i dotycza mapowania
genomu petuni (Petunia hybrida) [57] oraz genu RI,
warunkujacego odporno$¢ na Phytophthora infestans,
w ziemniaku (Solanum tuberosum) [58]. Pierwsze pub-
likacje dotyczace wykorzystania metody SRFA w ba-
daniach genetycznych ziemniaka powinny sie ukazaé
jeszcze w tym roku (Dr C. Gebhardt, Max-

starter 1

adapter sel.
fragment restrykcyjny

sel. mr. adapter

starter 2

I cz.stata cz.zmienna — 2~ cz.stata -

Ryc. 4 Schemat ilustrujacy konstrukcje starterow stosowanych
w metodzie SRFA. Opracowano na podst. [56],
Oznaczenia: m.r. — sekwencja startera komplementarna do
miejsca restrykcyjnego rozpoznawanego przez endonuk-
leazy; sel. — czes$¢ selekcyjna;
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-Planck-Institut fur Ziachtungforschung, Kolonia, in-
formacja ustna).

Ostatnie zagadnienie w tej czedci artykutu dotyczy
rozbieznosci stosowania terminu AFLP. Termin
AFLP, bedacy skrotem nazwy amplification fragment
length polymorphism, wprowadzili Caetano-A-
nolles i wsp. [28] przez analogie do terminu
RFLP. Odnosi sie on do polimorfizmu fragmentow
DNA amplifikowanych przy zastosowaniu metody
DAF. Inni autorzy [55] skrot AFLP tlumaczg jako
amplified fragment length polymorphism.

Autorzy metody SRFA [56] do okreSlenia tej meto-
dy stosujg réwniez termin AFLP. W tym przypadku
skrét ten odnosi sie do polimorfizmu miedzy produk-
tami amplifikacji fragmentéw restrykcyjnych (amp-
lified restriction fragment - ARF).

VII. Mikrosatelitarne markery DNA

Mikrosatelitarne markery DNA (microsatellites)
[59] okres$la sie réwniez terminami: SSR (simple sequ-
ence repeat) [60], short tandem repeat [61] oraz STMS
(sequence tagged microsatellite sites) [62]. Sg to dwu-
1 tréjnukleotydowe, powtarzajace sie jednostki sek-
wencyjne DNA, ktérych liczba zmienia sie od kilku do
kilkudziesieciu [63-65]. Czteronukleotydowe sekwencje
mikrosatelitarne zidentyfikowano w pomidorze (Lyco-
persicon esculentum) za pomocg sondy (GATA)4 [66].

W badaniu polimorfizmu wykorzystuje sie specyfi-
czne startery komplementarne do fragmentéw DNA
otaczajacych sekwencje mikrosatelitarne. Zrédtem po-
limorfizmu jest ré6zna dtugo$¢ amplifikowanych frag-
mentéw DNA, wynikajgca z réznej liczby powtarzaja-
cych sie jednostek [62, 63]. Identyfikowane markery
mikrosatelitarne majg kodominujgcy charakter [49,
64]. Znalazty one zastosowanie w badaniach wielu
roslin [63-65, 67].

Sekwencji mikrosatelitarnych nie nalezy myli¢ z sek-
wencjami minisatelitarnymi (minisatellites), ktdre sg
réwniez powtarzajacymi sie fragmentami DNA o dtu-
gosci 11-60 par zasad, wykorzystywanymi szczegdlnie
w badaniach genomu cztowieka [63].

VIIl. Metody AS-PCR i SSCP

Istnieje wiele wariantow metody AS-PCR (allele-
specific PCR) [53]. W podstawowej wersji [33] metoda
AS-PCR polega na amplifikacji fragmentdow DNA za
pomocg trzech specyficznych starteréw:

— SI — specyficzny dla jednego allelu
— S2 — specyficzny dla drugiego allelu
— S3 — specyficzny dla obu alleli.

Dopasowanie starterow Sl i S3 do allelu 1prowadzi
do powielania tego fragmentu DNA. Mutacja allelu
2 wystepujaca w miejscu rozpoznawanym przez starter
SI blokuje reakcje amplifikacji (Ryc. 5). W przypadku
zastosowania startera S2 zamiast S| sytuacja bedzie
odwrotna. Istnieje mozliwo$¢ wyznakowania starte-
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réw na koicach 5 ré6znymi znacznikami, np. starter SI
biotyng, a starter S2 barwnikiem fluorescencyjnym.
Stwarza to mozliwo$¢ identyfikacji obu alleli jedno-
czesnie. Stosuje sie w tym celu chromatografie na
kolumnie agarozowej z dotgczong streptoawidyng (dla
wyro6znienia Sl) i badanie fluorescencji (dla wyréz-
nienia S2).

Metodg AS-PCR wykorzystano do mapowania ge-
nomu ryzu (Oryza sativa), stosujac ja razem z metoda-
mi: RFLP i RAPD [69, 70], a takze SSCP [70],
Wykryto dzieki temu polimorfizm spowodowany
zmiang jednego tylko nukleotydu.

W metodzie SSCP (single-strand conformational po-
lymorphism) wykorzystywany jest fakt odmiennej kon-
formacji denturowanych fragmentéw DNA, ktore sg
identyfikowane elektroforetycznie na zelu poliakryia-
midowym [42, 49, 68].

IX. Metoda YAC

Do mapowania genomu stosuje sie rdozne typy
wektoréw [14]. Jednym z nich jest sztuczny chromo-
som drozdzowy (yeast artificial chromosome - YAC)
[71]. Podstawowg zaleta YAC jest mozliwo$¢ klono-
wania bardzo duzych fragmentéw DNA, od 150 kb do
1600 kb [14, 72, 73], co jest istotne w metodzie zwanej
»spacerowaniem po chromosomie” (chromosome wal-
king) [14, 72, 74, 75]. Jest to jednak technika skom-
plikowana, a zatem dostepna dla nielicznych laborato-
riow [73], Metoda YAC polega na czeSciowym trawie-
niu wyizolowanego DNA enzymem restrykcyjnym,
eliminacji frakcji zawierajgcej mate fragmenty DNA,
przytaczeniu duzych fragmentéw do ramion wektora
YAC i wprowadzeniu ich do drozdzy za pomocg
techniki transformacji. Cechg wektora jest posiadanie
sekwencji spetniajacych funkcje centromeru i telome-
ru, co zapewnia replikacje sztucznego chromosomu

Allel 1 Allel 2

SI ST-

S3 S3

| PCR

Brak
amplifikacji

Ryc. 5 Schemat ilustrujgcy identyfikacje alleli za pomocg specyficz-
nych starter6w w metodzie AS-PCR.
Opracowano na podst. [33],
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[14, 72]. Metode YAC zastosowano do mapowania
genomu soi [76] i buraka (Beta vulgaris) [77],

X. Uwagi koncowe

Mapy genetyczne opracowane za pomocg metody
RFLP sg uzupetniane o inne markery. Jest to zwigzane
z tworzeniem tzw. gestych map chromosomowych
[78]. Przyktadowo, mapa genetyczna Arabidopsis tha-
liana obejmuje markery RFLP, RAPD, CAPS, YAC
oraz markery morfologiczne i mikrosatelitarne [54,
79], natomiast mapa Pisum sativum skiada si¢ z mar-
kerow RFLP, RAPD, morfologicznych, izoenzymo-
wych i mikrosatelitarnych [80]. Uzyskanie gestych
map genetycznych stanowi punkt wyjscia do mapowa-
nia genéw zgodnie z procedurg chromosome walking
[54, 78, 79].

Osobng kwestig jest zastosowanie przedstawionych
w tym artykule metod w rutynowych pracach hodow-
lanych. Trudno jest dzisiaj znalezé takie przykiady.
Jednak rozwdéj metod wykorzystujacych reakcje PCR,
ktére sg szybsze, tansze i bardziej dostepne od innych
dla przecietnie wyposazonych laboratoriow stwarza
szanse na znaczny postep w tej dziedzinie [81].
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Czy przemiany rodnikow tlenowych w organizmie

przebiegaja cyklicznie?**

Does the oxygen — radical metabolic — cycle exist in the

organism?

ROMAN GONDKO*

Wykaz stosowanych skrotow: RFT — reaktywne formy tlenu

(rodnikowe i nierodnikowe pochodne tlenu), 07 — aniono-
rodnik ponadtlenkowy, OH — rodnik wodorotlenowy

(hydroksylowy), 07 — rodnik ozonowy, LH — wielo-
nienasycony kwas ttuszczowy, L' — rodnik alkilowy, LO
— rodnik alkokslowy, LOO — rodnik nadtlenkowy, SOD
— dysmutaza ponadtlenkowa, CAT — katalaza, GPx — per-
oksydaza glutationowa, GSH — zredukowany glutation,
GSSG — disulfid glutationu (utleniony glutation).

* Prof. dr hab., Katedra Biofizyki Og6lnej U.L., Banacha
12/16, 90-237 £.6dz
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Odkrycie reakcji dysmutacji, zachodzacej przy
udziale enzymu dysmutazy ponadtlenkowej (SOD),
zapoczatkowato w biologii i medycynie dziedzine
badan reakcji wolnorodnikowych [1]. W wyniku
jednoelektronowej redukcji czgsteczki tlenu powstaje
anionorodnik ponadtlenkowy (07). Jego spontaniczna

** W tomie 34 (1988) Postepéw Biochemii ukazaly sie
nastepujace artykuty n.t. rodnikéw tlenowych:
Liczmanski AE — Toksyczno$¢ tlenu. I. Uszkodzenie
zywych komérek: 273-291.

Liczmanski AE — Toksycznos¢ tlenu. 11. Mechanizmy
obronne: 293-310.

Kwiatowski JA — Dysmutaza ponadtlenkowa — stru-
ktura, funkcja i filogeneza: 311-333.
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czy niespontaniczna dysmutacja, lub dwuelektronowa
redukcja tlenu prowadza do powstania nadtlenku
wodoru (H20 2).

W reakcji Habera-Weissa czy Fentona ponadtlenek
z nadtlenkiem w obecnosci metali (Cu+, Fe2+) tworza
rodnik wodorotlenowy (hydroksylowy — OH)
(Ryc. 1). Powyzsze rodniki oraz H20 2 zwane ,reak-
tywnymi formami tlenu” (RFT) okazaty sie bardzo
szkodliwe dla organizméw (,,szok tlenowy™), a takze sg
zdolne do naruszenia struktur materii nieorganicznej.
»~Aktywny tlen” uczestniczy w procesach peroksydacji
lipidow (Ryc. 1), co prowadzi do destrukcji bton
i innych struktur komdrkowych [2]. Wolne rodniki
powodujg m.in. korozje metali, uszkodzenie skat,
plastiku, a takze jetczenie masta i innych tluszczow.

ZMIATACZE
/— 02 'XOH + HO LH
e ;
\ 03 Me("1) Hzoz L' +H0
SOD +0;
é' KATALAZA LOO
v LLH
2e’,
*>H30; LOOH +L
A B C

Ryc. 1 Jedno- i dwuelektronowa redukcja tlenu (A) w powiazaniu
z reakcja Fentona (B):
Me(n 1)'/Men+

0N+ H 202 ¢ OH+ OH + 0 2 oraz inicjacja
peroksydacji lipidéw (C): OH + LH > L+ H20.

W $rodowisku naturalnym gtéwnym Zrodiem rod-
nikbw sg reakcje tlenu z weglowodorami. Powstajg
one w procesie spalania statych i ptynnych paliw,
a takze tytoniu. Fotodysocjacja HNO3 w wyniku
ktérej w atmosferze generowane sg rodniki hydroksy-
lowe iozonowe (0 3),to w naturze drugie bogate zrédto
reakcji wolnorodnikowych. W wyniku reakcji foto-
chemicznych anionorodnik ponadtlenkowy i nadtle-
nek wodoru powstajg w wodach stodkich i morskich.
Po napromieniowaniu (X, y, UV) (np. radioliza wody)
lub przytgczeniu zwigzkdéw inicjujgcych szereg zwigz-
kéw chemicznych moze ulec przeksztatceniu w wolne
rodniki [3]. W organizmach aerobowych wolne rod-
niki powstajg w procesach metabolicznych w trakcie
autooksydacji wielu zwigzkéw, badz w wyniku od-
dziatywan czynnik6éw zewnetrznych. Stwierdzono, ze
wolne rodniki moga byé przyczyng pewnych stanéw
chorobowych, zwilaszcza w warunkach ostabionej
ochrony antyoksydacyjnej, a takze proceséw starzenia
[4-8]. Prawie wszystko o budowie, wiasnos$ciach i roli
tlenu oraz jego reaktywnych pochodnych (23 dotych-
czas zidentyfikowanych) w organizmach (przyrodzie),
a takze wiele dodatkowych informacji (np. metody
oznaczen) znajdzie czytelnik w monografii Barto -
sza [9].

W warunkach fizjologicznych wolne rodniki genero-
wane sg w toku wielu proceséw fizjologicznych (tj.
oddychanie, fotosynteza, autooksydacja chinonow,
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leukoflawin, hemoglobiny i innych zwigzkow). Gtow-
nym zrodtem rodnikéw tlenowych w organizmach jest
mitochondrialny tancuch oddechowy. Czteroelektro-
nowa redukcja tlenu czasteczkowego do wody w tan-
cuchu oddechowym zachodzi wytacznie na poziomie
oksydazy cytochromowej (kompleks 1V). Jednakze
przeptyw elektrondw przez skiadowe tancucha od-
dechowego nie jest szczelny: czes$¢ elektrondw ,wycie-
ka” redukujac czasteczke tlenu na drodze procesu
jednoelektronowego. Odpowiedzialnymi za ,jedno-
elektronowy wyciek” z tancucha oddechowego sa:
dehydrogenaza NADH i koenzym Q. Zredukowane
formy: koenzymu dehydrogenazy NADH i ubihyd-
rochinonu na drodze jednoelektronowej reakcji z tle-
nem tworzg O”. Tym samym mitochondrialny tafncuch
oddechowy niejest w 100% wydajny. Z catkowitej puli
tlenu czasteczkowego, 99-96% ulega w mito-
chondriach petnej czteroelektronowej redukcji do
H?20. Pozostata czes¢ (1-4%) po czeSciowej redukcji
stanowi ,jednoelektronowy wyciek” (O”) z uktadu.
Fakt ten $wiadczy¢é moze o ,niedoskonatosci” czy
btedzie procesu ewolucyjnego. Wystepujagca w macie-
rzy  mitochondrialnej dysmutaza manganowa
(MnSOD) transformuje do H20 2 okoto 80% ,jedno-
elektronowego wycieku”. Pozostata cze$¢ (20% tzn.
0,2% z wyjsciowej catosci) wnika do cytoplazmy gdzie
napotyka dysmutaze cynkowo-miedziowg (Cu,
ZnSOD). Anionorodnik ponadtlenkowy powstaje tak-
ze w mikrosomalnym tafcuchu oddechowym przy
udziale reduktazy cytochromu P-450 i cytochromu
P-450. Rodnik ten wytwarzany jest rowniez podczas
fotosyntezy, kiedy stezenie C02 w chloroplastach
ulega obnizeniu [9, 10].

Nasuwa sie pytanie, czy state generowanie wolnych
rodnikéw w komoérce jest ,,btedem” ewolucyjnym, czy
tez niezbednym, wyselekcjonowanym w trakcie ewolu-
cji, szlakiem metabolicznym. Gdyby RFT byly tylko
szkodliwe dla organizméw, to na drodze doboru
naturalnego powinny zosta¢ wyeliminowane reakcje,
ktore je generujg [11]. Takie witasnie przypuszczenia
wysunieto po analizie produktéw redukcji tlenu
z udziatem niektérych enzyméw, w tym oksydazy
cytochromowej [12]. Zrédtem RFT w komodrkach sg
takze reakcje enzymatyczne z udziatem oksydaz (ok-
sydoreduktaz). Enzymy te uczestniczg w przeniesieniu
elektronu lub atomu wodoru na tlen. Jedna z grup
oksydaz zawiera w centrum aktywnym tylko metal,
a ich produktem redukcji jest H20. W innej grupie
oksydaz, obok metalu, koenzymem jest dinukleotyd
flawinoadeninowy (FAD). Z udziatem tych oksydaz
powstaje H20 2. Jest interesujace, ze oksydaza ksan-
tynowa (grupa prostetyczna: Mo, FAD) moze reduko-
wac tlen jedno lub dwuelektronowo tj. wytwarzajac
Oi badz H20 2. llo$¢ tlenu, ktérg enzym zredukuje
jednoelektronowo lub dwuelektronowo zalezy od ste-
zenia tlenu w roztworze i pH. W roztworze zréw-
nowazonym z tlenem pod ci$nieniem 101 kPa
w pH = 10, szlakiem jednoelektronowym przemiesz-
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czonych zostaje 100% elektrondw. Natomiast w pH
7,8 w roztworach dobrze napowietrzonych tylko 15%
elektrondw. Wyzsze stezenia tlenu i wyzsze wartosci
pH nasilajajednoelektronowa redukcje tlenu, a wyzsze
stezenie substratu odwrotnie [9]. W uktadzie in uitro
zudziatem oksydazy dytochromowej produktem redu-
kcjijest H20 [12]. Rozwazenie wyzej przedstawionych
danych prowadzi do wniosku, ze redukcja czastecz-
kowego tlenu do wody nie musi zachodzi¢ etapowo
z utworzeniem reaktywnych rodnikéw tlenowych.
Tym samym hipoteze o ,btedzie” nalezy odrzucié,
przyjmujac hipoteze o fizjologicznej koniecznosci ge-
nerowania rodnik6éw tlenowych w mitochondrialnym
tancuchu oddechowym. Tym bardziej, ze mamy coraz
wiecej faktow Swiadczacych o roli i znaczeniu wolnych
rodnikéw tlenowych w normalnych reakcjach metabo-
licznych. W organizmach aerobowych reaktywne for-
my tlenu wydaja sie by¢ niezbednymi, ,normalnymi”,
metabolitami, a ich generowanie i usuwanie utrzymuje
stan dynamicznej rownowagi (homeostaza prooksyda-
cyjno-antyoksydacyjna), ktérego naruszenie prowadzi
do patologii [13]. Na podstawie danych literaturo-
wych Bartosz opisat szczegdtowo ponad 20 reakcji
fizjologicznych w ktdrych RFT sg niezbedne [9].
Ponizej przytoczone przyktady Swiadcza o szczegdlnej
roli wolnych rodnikéw w prawidtowej funkcji komo-
rek itkanek. Tak na przyktad, zmiana stezenia cGMP
zachodzi pod wptywem Oy, OH i H20 2, a hiperoksja,
czy rozktad H20 2 z udzialem katalazy, warunkuje
aktywnos$¢ cyklazy guanylowej [14-17]. Organiczne
rodniki pojawiaja sie podczas syntezy deoksyrybonu-
kleozyddéw, przebiegajgcej z udziatem reduktazy difos-
forybonukleozydowej [18]. Okazato sie, ze nie tylko
komérki endotelialne, ale takze neurony wytwarzajg
0 2oraz rodnik — NO', z ktérego tworzy sie nadtleno-
azotyn (ONOO-), a sg to dwie zawierajgce azot
bardzo wazne formy ,reaktywnego tlenu” [19]. Nisz-
czenie obcych komérek badz struktur przez fagocyty
nastepuje w wyniku wybuchu (szoku) tlenowego wy-
wotanego przez O” generowanego przy udziale
oksydazy NADPH w btonie neutrofilii, makrofagéw,
monocytow i eozynofili [20], Nadtlenek wodoru
powstajagcy w blonie adipocytéw szczurdw uwazany
jest za drugi regulator insuliny [21]. Stezenia nadtlen-
kéw lipidéw oraz H20 2 warunkuja synteze prostag-
landyn, leukotrien i tyroksyny (melanin) [22-24], Tak
wazne procesy fizjologiczne jak: potencjat btonowy,
wplyw witaminy na synteze protrombiny i koagula-
cje czynnikéw VII i IX; agregacja ptytek, metabolizm
ksenobiotykéw, zachodza przy udziale [25-27],
Anionorodnik ponadtlenkowy jest substratem Kkilku
enzymoéw takich jak: dioksygenaza 2- nitropropanu,
dioksygenaza indofenylowa; oksydaza galaktozowa,
indoloamino-2,3-dihydroksylaza, dopamino-dihydro-
ksylaza [28]. Uwaza sig, ze wolne rodniki tlenowe sg
niezbedne w tak podstawowych procesach zyciowych,
jak podziat komoadrek i rozwdj organizméw [29].
Wytwarzanie wolnych rodnikéw i peroksydacja lipi-

POSTEPY BIOCHEMII 41(4), 1995

déw sg silnie stymulowane w okresach duzego zuzycia
tlenu jaki ma miejsce w witéknach mieSniowych w trak-
cie wysitku fizycznego lub w bragzowej tkance podczas
termogenezy [30, 31].

U bezkregowcdw iroslin szereg prawidtowych fizjo-
logicznych funkcji tkanek (organéw) uwarunkowa-
nych jest obecnoscig wolnych rodnikéw. Obecne
w btonie zaptodnionych jaj jezowca morskiego wolne
rodniki zapobiegajg polispermii [32]. U niekt6rych
bezkregowcow wywotujg bioluminescencje [33] i bio-
rg udziat w specyficznej reakcji obronnej niektorych
chrzaszczy biegaczowatych [34], W S$wiecie roslin
proces peroksydacji utatwia synteze gtdwnego sktad-
nika drewna — ligniny [35]. Nadtlenki lipidéw i al-
dehydy powstate w uszkodzonych tkankach roslin
moga petni¢ istotng role w obronie roslin przed
bakteriami i grzybami wnikajagcymi w miejsce zranie-
nia [36]. *

Analiza danych literaturowych dotyczacych wolno-
rodnikowych reakcji sktonita Barj a’e do zapropono-
wania hipotezy cyklicznej przemiany w organizmie
anionorodnika ponadtlenkowego (Ryc. 2) [10]. W prze-
mianie tej kluczowg role gra¢ majg enzymy: dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD) i katalaza (CAT) przy czym
produkt(y) reakcji miatby regulowac cykliczno$¢ prze-
mian na drodze sprzezenia zwrotnego. Tym samym
wymienione enzymy przede wszystkim gratyby role
regulacyjng, a nie obronng (antyoksydacyjng).

W stosunku do ilosci tlenu uwolnionego z hemo-
globiny, ilo$¢ uwalnianego tlenu przy udziale SOD
i CAT w hipotetycznym cyklu jest nieznaczna. Mimo
to cykliczno$¢ procesu moze, w przypadku duzego
przyrostu wolnych rodnikéw, spowodowac miejscowe
obnizenie p02 w tkankach. Gdyby uktad nie mégt
wytwarza¢ 0 2, to wybuch tlenowy (duze punktowe
stezenie rodnikéw) potaczony ze zmiataniem rodni-
kéw (tj. zuzyciem tlenu) mogiby doprowadzi¢ do
lokalnej hipoksji oraz ograniczenie reakcji tlenowo-
zaleznych.

W proponowanym cyklu, podczas jednego petnego
obrotu, nie ma rownowagi pomiedzy iloScig zuzytego
i wytworzonego tlenu (ilos¢ O j plus reakcje z SOD
i CAT). Stechiometria reakcji wskazuje, ze na kazde
4 czasteczki zuzytego tlenu podczas jednego obrotu
cyklu, odtworzone sg tylko 3 czasteczki 0 2 (Ryc. 2)).
Cztery czasteczki 0 2 zostajg zredukowane do 2 czas-
teczek H20. Takie samo zdarzenie tj. nierbwnowaz-
nos$¢ w ilosci zuzytego i wytworzonego tlenu ma
miejsce w mitochondrialnym fancuchu oddechowym
z udziatem oksydazy cytochromowej, sprzezonym
z syntezg ATP. W proponowanym cyklu nie uwzgled-
niono tworzenia wigzad wysokoenergetycznych
(ATP).

Cykl rozpoczyna tlen i elektrony pochodzgce ze
Srodowiska zewnetrznego (dieta, oddychanie). Pro-
dukt posredni cyklu — H20 2eliminuje peroksydaza
glutationowa (GPx). Enzymy antyoksydacyjne: SOD
i CAT w pierwszym rzedzie stanowia fizjologiczny
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Ryc. 2 Hipotetyczny cykl rodnikéw tlenowych [10]. Enzymy: SOD i CAT sg regulatorami cyklu, a gtéwng funkcje antyoksydacyjna tj.

usuwanie H20 2 przy udziale GSH petni PGx.
uktad regulatorowy, odpowiedzialny za ilos¢ wolnych
rodnikdw tlenowych w komdrkach i tkankach.

Z obecnosci cyklu wynikajg nastepujagce konsek-
wencje.

(a) Kiedy przyrostowi zawartosci SOD nie towarzy-
szy przyrost katalazy, to nastapi wzrost stezenia H20 2.
SOD nie eliminuje produktéow cyklu, katalizuje two-
rzenie H20 2. Nadmiar H20 2 moze spowodowac bez-
posrednie uszkodzenie komorek, badz posrednie, po-
przez generowanie w obecnosci jonow zelazawych
— rodnika OH w reakcji Fentona.

(b) Nadmiar katalazy nie ma tak negatywnych
skutkéw, bowiem przy jej udziale powstaje tlen czas-
teczkowy i woda.

(c) Rownoczesny przyrost SOD i katalazy spowo-
duje wydatkowanie energii (w wyniku redukcji tlenu
do wody), zuzytkowujac w tym celu elektrony z meta-
bolizmu, bez syntezy ATP.

(d) Wzrost spozycia pokarmow teoretycznie moze
podwyzszyé w tkankach ilosci O™ i H20 2. Jezeli
rodniki tlenowe sg uwalniane w procesie starzenia to
szybko$¢ starzenia moze zosta¢ spowolniona poprzez
regulowanie (ograniczenie) wartosci kalorycznej diety.

(e) Podobnie, wzrost utlenienia tkankowego — zu-
zycie tlenu majgce miejsce podczas wysitku fizycznego
(praca — sport) moze by¢ powodem stresu tlenowego
spowodowanego przyrostem w komadrkach stezen pro-
duktéw posrednich cyklu.

Przedstawiona hipoteza Barj a, co jest oczywiste,
wymaga doswiadczalnej weryfikaciji.

Artykut otrzymano 17 marca 1995 r.
Zaakceptowano do druku 11 wrze$nia 1995 r.
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Domeny w bitonach biologicznych i ich znaczenie

fizjologiczne

Domains in biological membranes and their physiological

iImportance
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fatydyloinozytol; PIP — fosfatydyloinozytolo-4-fosforan;
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* Dr, Zaktad Biologii Komérki, Instytut Biologii Dos$wiad-
czalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093
Warszawa.

POSTEPY BIOCHEMII 41(4), 1995

Contents:

l.  Preface
Il. Classification of domains in biological membranes
I1-1. Domains formed by proteins
11-2. Lipid microdomains
I1l. Some aspects of phospholipid assembly into domain
structures
I11-I. Membrane fusion
111-2. An influence of lipids on the activity of enzymatic,
transport and receptor proteins
111-3. Mechanisms of interaction of phospholipids with
some proteins
IV. Conclusion remarks

To befunctionally meaningful, (...) membrane domains must
be larger than (...) the size of an enzyme (...), 10-100 nm,
(and) to have a lifetime ofat least a typical enzyme turnover
time, say 1-1000 microseconds.

Ken Jacobson i Winchil L.C. Vaz, 1992 [1]

I. Uwagi wstepne

Model budowy bton biologicznych zaproponowany
przez Singera i Nicolsona [2], opisuje blony
jako ptynng mozaike przypadkowo rozmieszczonych
sktadnikéw. Podiloze mozaiki stanowi dwuwarstwa
lipidowa, w ktorg pozostate skiadniki btony, biatka
strukturalne i enzymy, sg wbudowane, lub z ktorg
oddziatujg elektrostatycznie. Dynamike takiej struk-
turze zapewniajg lipidy zdolne do wykonywania ru-
chow warunkujacych ptynnos¢ dwuwarstwy. Dzieki
temu pozostate sktadniki btony maja mozliwosé poru-
szania sie w ptaszczyznie btony irotacji wokét wiasnej
osi. Ruchy te sg nieodzowne dla ich biologicznej
funkcji [3, 4].

Nie jest to jednak pelny obraz btony biologicznej.
Btona plazmatyczna komérek organizméw eukario-
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wnetrze
komorki

Ryc. 1 Budowa btony biologicznej.

Opracowano na podstawie modelu ptynnej mozaiki Singera
i Nicolsona [2], z modyfikacjami [3, 5], Oznaczenia:
1 — biatka integralne btony i glikoproteidy; 2 — biatka
peryferyjne btony, tylko czesciowo penetrujagce w dwuwar-
stwe lipidowg lub wigzace sie z nig elektrostatycznie;
3— mikrodomeny lipidowe o r6znym sktadzie chemicznym;
4 — reszty cukrowe glikoproteidow i glikolipidow eks-
ponowane po zewnetrznej, ekstracytoplazmatycznej stronie
btony komérkowej; 5 — elementy cytoszkieletu; niektore
z biatek wchodzacych w jego sktad wigzg sie z dwuwarstwa
lipidowag btony; + i -, oznaczajg tadunek wypadkowy
odpowiednio na zewnetrznej i wewnetrznej powierzchni
btony plazmatycznej komaérki.

tycznych (Ryc. 1) pokryta jest ptaszczem glikokalik-
sowym, a od strony cytoplazmatycznej wsparta rodza-
jem ,rusztowania”, utworzonego przez biatka cyto-
szkicletu. Btona biologiczna jest takze strukturg asy-
metryczng, zaréwno w rzucie prostopadtym, jak irow-
nolegtym do ptaszczyzny dwuwarstwy. Asymetria jest
skutkiem specyficznych oddziatywan pomiedzy sktad-
nikami btony, ktére moga prowadzi¢ do powstania
zréznicowanych chemicznie i strukturalnie rejonow
w blonie o odmiennej wielkoSci, czasie péitrwania
i prawdopodobnie funkcji, tzw. domen [3, 6-9].

1. Klasyfikacja domen w btonach
biologicznych

Rozmieszczenie czgsteczek lipidow w liposomie
0 odpowiednio duzej $rednicy jest uwarunkowane ich
ruchami termicznymi. Ruchy te winny sprzyjac¢ przy-
padkowemu rozmieszczeniu sktadnikéw réwniez
w bionie naturalnej. W tym ostatnim przypadku do-
chodzi jednak do zaktocenia rownomiernego rozmie-
szczenia czasteczek, np. nagromadzenia biatek. Fakt
ten spowodowany jest ograniczeniem ich ruchu bocz-
nego [1, 4, 6, 10-12], co zapobiega ,,wymieszaniu sie”
sktadnikow i moze prowadzi¢ do utworzenia domen.

I1-1. Domeny utworzone przez biatka
Integralne i powierzchniowe biatka btony sa roz-
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mieszczone w dwuwarstwie lipidowej w nieprzypad-
kowy sposéb. W mikroskali (< 103 nm2) mamy do
czynienia z kompleksami biatek (np. zgrupowania
oligomerycznych receptorow acetylocholiny), taczacy-
mi ze sobag btony organelli komérkowych lub cate
komorki. W skali posredniej (103-104 nm 2) postrzega-
my ,tatki”, domeny bogate w receptory lub inne
integralne czy powierzchniowe biatka btonowe. Dome-
ny te powstaja czesto na skutek kontaktéw pomiedzy
komoérkami, adhezji lub oddziatywan z elemen-
tami cytoszkieletu [13]. W skali makroskopowej
(> 104 nm2 na powierzchni biony plazmatycznej
komérek nabtonkowych, erytrocytéw, fibroblastow,
plemnikéw i komoérek nowotworowych zaobserwowa-
no wystepowanie duzych rejonéw o réznym skiadzie
lipidowym i biatkowym [14, 15]. Domeny te sg
stabilne przez wiele godzin i mozna je obserwowac
nawet w mikroskopie $wietlnym2. Nalezy podkreslié,
ze badajac tylko sktad chemiczny bton nie stwierdza sie
istnienia domen, a przeciez musza one wpitywaé na
funkcjonowanie sktadnik6w btony, szczegdlnie aktyw-
nos$¢ enzymow.

Domeny bogate w specyficzne biatka powstajg
w wyniku agregacji lub asocjacji biatek na powierzchni
btony pod wpltywem zmian stezenia kationow lub
zmian stanu fizycznego i skiadu lipidowego btony.
Moze dochodzi¢ réwniez do zakotwiczenia skiad-
nikdw btony na elementach cytoszkieletu, czy czastecz-
kach wiruséw w trakcie infekcji komorki, lub plem-
nikach podczas zaptodnienia komorki jajowej, oraz
tworzenia sie biatkowych barier, ktére dzielg dwuwar-
stwe lipidowa na odrebne rejony [3, 9-13, 19, 20],

11-2. Mikrodomeny lipidowe

Zréznicowana szybko$é ruchu bocznego czasteczek
lipidow prowadzi do powstania domen lipidowych.
Domeny tworzg sie w efekcie nie mieszania3 sie
sktadnikéw bedacych w tej samej fazie, lub ogranicze-
nia ruchu czasteczek na skutek zmian temperatury,
cisnienia, sity jonowej, stezenia kationéw, czy specyfi-
cznych oddziatywan lipidow z peryferyjnymi i integral-
nymi biatkami btony [4, 9, 21-23] (Ryc. 2).

Jednym z podstawowych parametréow charaktery-
zujacych zachowanie sie lipidow w dwuwarstwie lipi-
dowej btony jest temperatura ich przejscia fazowego.
W przypadku sztucznych bton, zbudowanych z jed-
nego rodzaju molekularnego lipidow, w niskiej tem-
peraturze czgsteczki sg w stanie uporzgdkowanym
(stan krystaliczny, zel). W miare wzrostu temperatury
stan ten przechodzi w pdiptynny (ciekto-krystaliczny).
Lipidy zaczynajg poruszaé sie na boki (dyfuzja lateral-
na), rotowaé wokét wihasnej osi (dyfuzja rotacyjna),
a takze wykonywac ograniczone ruchy w ptaszczyznie

2 przeglad metod stosowanych w badaniach domen zamie-
szczono w tabeli 1
3 ang. immiscibility
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Przypadkowe rozmiesz-
czenie sktadnikow

T(°C), ii, p (Pa)
pH, [Ca24), bialka,

_domen

Ryc. 2 Czynniki wptywajace na tworzenie si¢ domen lipidowych
w btonie.
T — temperatura; p — sifa jonowa; p — cisnienie.

poprzecznej btony (Jlip-flop). Jednoczesnie, tancuchy
acytowe kwasow ttuszczowych w czasteczkach lipidow
nabywajg zdolnosci do wykonywania ruchéw segmen-
talnych, szczeg6lnie wokot wigzania podwdjnego [6,
19, 24]. Btona traci uporzagdkowanie. W przypadku
dwuwarstwy zbudowanej z wiecej niz jednego rodzaju
lipidu, zmiany zwigzane z przejSciem fazowym w bto-
nie sg kompleksowe, tgcznie z nierownomiernym roz-
dziatem sktadnikéw w ptaszczyznie btony. Obraz jest
jeszcze bardziej skomplikowany, kiedy dwuwarstwe
lipidowa penetrujg biatka integralne lub oddziatuja
z nig biatka powierzchniowe [25, 26],

Haverstick i Glaser [27], stosujagc fluores-
cencyjne pochodne fosfatydyloetanoloaminy, fosfaty-
dylocholiny i kwasnych fosfolipidéw, fosfatydylosery-
ny i kwasu fosfatydowego, w potgczeniu z metodami
mikroskopowymi, stwierdzili, ze pod wptywem Ca2+
w liposomach o $rednicy 5-15 pm i w blonie ery-
trocytdw powstajg domeny zbudowane tylko z kwas-
nych fosfolipidow. Van Dijck i wsp. [28] oraz
Feigenson [29] wykazali, ze Ca2+ i H + odpowie-
dzialne sg za segregacje anionowych fosfolipidéw
w liposomach, czemu towarzyszy powstawanie kom -
plekséw Can(PS)mi zelifikacja pewnych rejonéw btony.
Konsekwencjg opisanych zjawisk jest wspétistnienie
w btonie mikrodomen lipidowych wykazujacych upo-
rzgdkowanie oraz mikrodomen o wysokim stopniu

POSTEPY BIOCHEMII 41 (4), 1995

ptynnosci. W btonie Acholeplasma laidlawii czy E. coli,
w temperaturze sprzyjajacej wzrostowi komorek, ob-
serwowano obecnos$é zzelifikowanych lipidow, szcze-
golnie jesli komorkom dodano do pozywki nasycone
lub iruns-nienasycone kwasy tluszczowe. Obecno$é
podobnych domen stwierdzono rdéwniez w btonie
plazmatycznej plemnikéw [14, 16, 30].

Sktad fosfolipidowy bton wiekszo$ci komorek jest
bardzo r6znorodny. Charakteryzuje go wysoka zawar-
tos¢ ds-jedno- lub wielonienasyconych kwaséw ttusz-
czowych, a w przypadku bton plazmatycznych, dodat-
kowo wysoka zawartos¢ cholesterolu [4, 5]. Chole-
sterol w wyzszym stezeniu dziata jako czynnik ,uplas-
tyczniajacy” btony. Asocjuje z czterema czagsteczkami
sfingomieliny, dwiema fosfatydylocholiny lub jedng
fosfatydyloetanoloaminy [25]. W zwigzku z powyz-
szym, w temperaturze ciata organizmu, w wiekszosci
bton biologicznych fosfolipidy w stanie zelu praktycznie
nie wystepuja. Zostato to potwierdzone np. w przypad-
ku mysich fibroblastow i ludzkich erytrocytow [16].

Domeny lipidowe moga mie¢ strukture inng niz
dwuwarstwa (Tab. 2). Zdolnos$cig do tworzenia takich
domen odznaczajg sie szczeg6lnie fosfatydyloetanolo-
amina i kwasne fosfolipidy. Specyficznym przyktadem
domeny lipidowej jest warstwa czgsteczek lipidéw
wokot integralnego biatka bionowego, silnie z nim
zwigzana, tzw. annulus. Wystepowanie hipotetycznego
annulusa przewidywano w przypadku Ca2+-ATPazy
z bton sarkoplazmatycznego retikulum [32]. Lipidy
wchodzace w jego sktad miatyby odgrywac role w re-
gulacji aktywnosci enzymu. Hipoteza ta jest krytyko-
wana przez wielu badaczy. Z drugiej strony jednak,
niektérzy z nich stwierdzajg w obecnosci biatek integ-
ralnych zmiane ruchliwosci tancuchow acylowych lipi-
dow, szybkosci dyfuzji lateralnej czasteczek, a takze
zmiane asymetrii [6, 19].

I1l. Niektore aspekty organizowania sie
fosfolipidow w domeny

Funkcje, jakie petnig btony w komorce, zalezg
w duzym stopniu od skiadu lipidowego dwuwarstwy.
Znaczenie zjawiska polimorfizmu lipidéw dla fizjologii
komérki moze by¢ rozpatrywane w kategoriach specy-
ficznych oddziatywan lipidy-biatka, modulowanych
przez lipidy oddziatywan biatka-biatka, i w katego-
riach zmian ptynnosci btony. Ptynnos¢ jest zjawiskiem
odwrotnym do lepkoSci, wielkoSci fizycznej zwigzanej
z ograniczeniem ruchu bocznego czasteczek [3, 4, 6,
23], W zwiagzku z tym asymetryczne rozmieszczenie
fosfolipidow w bionie moze mie¢ duze znaczenie dla
fizykochemicznych wtasciwosci dwuwarstwy. Rowniez
kwasy ttuszczowe wchodzace w sktad fosfolipidéw sg
rozmieszczone asymetrycznie. W przypadku bitony
erytrocytow (Ryc. 3) i fibroblastow skiad kwaséw
ttuszczowych fosfolipidéw zalezy od rodzaju polarnej
gtowy czasteczki. Aminofosfolipidy w pozycji sn2
bogate sg w reszty kwasu arachidonowego i innych
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Tabela 1.

Metody stosowane w badaniach domen w btonach biologicznych.

Btona biologiczna
lub sztuczna

btona plazmatyczna

btona plazmatyczna

btona plazmatyczna i bto-
ny organelli komorko-
wych

btony zewnetrzne i wew-
netrzne

btony tylakoidéw

btona plazmatyczna

btona plazmatyczna

btona plazmatyczna

btona plazmatyczna
retikulum sarkoplazmaty-
czne

btona plazmatyczna i ER

btona plazmatyczna

btona plazmatyczna (re-
jon bogaty w Na +,
K +-ATPaze)

liposomy

btona plazmatyczna

btona plazmatyczna

fragmenty btony plazma-
tycznej bogate w recepto-
ry dla acetylocholiny
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Organizm, tkanka,
komérka

ludzkie erytrocyty

Acholeplasma laidlawii

komorki neuroblastomy

E. coli

chloroplasty

embriony jezowca

ludzkie erytrocyty

Micrococcus luteus

plemniki szczura

miegénie szkieletowe kréli-
ka

watroba szczura

ludzkie erytrocyty

organ elektryczny
Torpedo marmorata

btony z PS/PC lub PE/PC;
oddziatywanie z aneksy-
nami

Zastosowana metoda

Metody biochemiczne
1 zastosowanie fosfolipaz

o roznej specyficznosci
substratowej

2. badania metabolizmu
lipidow

3. frakcjonbwanie bton
biologicznych

4. chemiczne sieciowanie
biatek i lipidow

5. fotochemiczne siecio-
wanie biatek i lipidow
Metody fizyko-chemiczne

1 réznicowa kalorymetria
(DSC)3

2. 32P-NMRb

3. frakcjonowanie bton
i EPR

4. EPRC

Whnioski uzyskane z obserwacji

istnienie domen bogatych w PC

istnienie domen bogatych w PG; wptyw biatek integral-
nych btony

nierbwnomierne rozmieszczenie PC w btonie

nierbwnomierne rozmieszczenie PG w btonie

istnienie duzych r6znic w skiadzie chemicznym rejo-
néw btony eksponowanych do stromy i do wnetrza
tylakoidu

istnienie domen o réznym sktadzie chemicznym

istnienie domen bogatych w PC i PS oraz specyficznych
oddziatywan pomiedzy glikolipidami i biatkami inte-
gralnymi

istnienie domen bogatych w DAG idimannozylo-DAG

wspoétistnienie domen w btonie o réznej ptynnosci

wptyw biatek integralnych btony na powstawanie do-
men lipidowych

wspotistnienie domen o réznej ptynnosci w temperatu-
rze < 32°C;istnienie domen bogatych i ubogich w cho-
lesterol

zaobserwowanie zjawiska rozdziatu sktadnikow w pta-
szczyznie btony, powstawanie domen bogatych w cho-
lesterol

istnienie lipidowego annulusa wokot czasteczek ATP-
azy zbudowanego z czasteczek fosfolipidow aniono-
wych

wpltyw aneksyn IV i VI na obnizenie dyfuzji lateralnej
lipidéw wywotanej przez jony Ca2+; efekt specyficzny
w stosunku do bton zbudowanych z PS

Metody mikroskopowe w potaczeniu z modyfikacjami chemicznymi

plemniki $winki morskiej

ludzkie erytrocyty

miotuby szczura

1 PXB

2. PXB, trawienie PLC
i immunocytochemia0

3. saponina, filipina

zniszczenie struktury btony w specyficznych rejonach,
prawdopodobnie wzbogaconych w PS

istnienie domen bogatych w fosfolipidy anionowe

istnienie domen lipidowych o réznym sktadzie i ptyn-
nosci
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Tabela 1. (cd.)

btona plazmatyczna

Metody mikroskopowe w potgczeniu z metodami fluorescencyjnymi

limfocyty myszy, komérki

1 pochodne fluorescen-

istnienie domen o réznej strukturze lipidéw wchodza-

CHId limfomy, komérki cyjne kwasow tluszczo-

nerki chomika (BHK)e wych
komérki nabtonkowe ao-
rty wotu (BAE)r

btona plazmatyczna
morki BAEf

btona plazmatyczna
chinskiego
nymi

ludzkie fibroblasty; ko- 2. FRAPS8

cych w ich sktad

istnienie lipidowo-biatkowych domen w ptaszczyznie
btony o réznym skiadzie i réznej dyfuzji lateralnej;
stwierdzenie, ze potgczenia miedzy komaérkami stano-
wig bariere uniemozliwiajaca ruch boczny sktadnikéw
w pewnych rejonach btony

komorki jajowe chomika 3. FRAP8 w potaczeniu istnienie domen lipidowych
z badaniami metabolicz-

Dane zamieszczone w tabeli zaczerpnieto z pracy Glaser a [16] omawiajagcej metody badania domen w ptaszczyznie bton biologicznych,

a takze uwzgledniono wyniki wiasne.
aDSG, ang. differential scanning calorimetry,

bNMR, ang. nuclear magnetic resonance, magnetyczny rezonans jadrowy;

°wyniki wtasne;

dCH, ang. Chinese hamster, chomik chinski;
eBHK, ang. baby hamster kidney cells;
rBAE, ang. bovine aortic endothelial cells;

B-RAP, ang. fluorescence recovery after photobleaching, nieinwazyjna metoda polegajaca na znakowaniu lipidéw i biatek sondami
fluorescencyjnymi w btonie komoérek, naswietlaniu okreslonego rejonu btony wiazka $wiatta laserowego, w celu zniszczenia w tym rejonie
znacznika fluorescencyjnego, i mikroskopowej obserwacji powrotu znacznika, dzieki ruchliwos$ci sktadnikéw btonowych [17, 18].

dtugotancuchowych, wielonienasyconych kwasdw ttu-
szczowych, podczas gdy w czasteczkach fosfolipidow
cholinowych wystepuje w tej pozycji przewaznie reszta
kwasu palmitynowego [4-7,26], Mozna zatem przewi-
dywac réznice w ptynnosci obu monowarstw bony.
Istotnie, cytoplazmatyczng monowarstwe btony eryt-
rocytu, bogatg w aminofosfolipidy, charakteryzuje
nizsza mikrotepkos$¢ (wyzsza ptynnosc¢), niz mikrolep-

Tabela 2.

Niektore wiasciwosci fosfolipidéw bton biologicznych.

kos¢ przeciwnej monowarstwy.

Asymetryczne rozmieszczenie aminofosfolipidéw
w btonie jest jednym z czynnikéw, ktéry odpowiada za
prawidtowy charakter kontaktow pomiedzy komdr-
kami czy oddziatywan elementow cytoszkieletu z bto-
ng. Dzieki temu zjawisku ulegaja wytworzeniu rejony
btony plazmatycznej ptytek krwi biorgce udziat w ko-
agulacji komérek po ich aktywacji. Takie rejony btony

Klasa Polarna gtowa tadunek Pole powierzchni Srednia m.cz. Struktury tworzone w btonie
fosfolipidow lipidu wypadkowy w bionie (A2)

CL difosfoglicerol ujemny 1450 dwuwarstwowa lub heksagonalna H,,
(+ Ca2+)

PA -OH ujemny 750 dwuwarstwowa lub heksagonalna H,,
(+ Ca2+ w pH < 6,0 lub -Ca2+
w pH < 3,0

PC fosfocholina brak 750 dwuwarstwa

PE fosfoetanoloamina brak 750 heksagonalna Hn

PG fosfoglicerol ujemny 750 dwuwarstwa

Pl fosfoinozytol ujemny 850 dwuwarstwa

PS fosfoseryna ujemny 750 dwuwarstwa (+ Ca2+) lub heksagonal-
na H,i (w pH < 4,0)

SM fosfocholina brak 750 dwuwarstwa

Dane zamieszczone w tabeli zaczerpnieto z monografii Gennisa

i Wallsa [22].
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[6], Vance’a i Vance [21], Kozubka i wsp. [31]
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(btona komérkowa) strona ekstracytopiaz-

\matyczna btony Y

wnetrze komaérki)

RS

(“krwinka czerwona”)

Ryc. 3 Asymetryczne rozmieszczenie fosfolipidow w ptaszczyznie
poprzecznej btony erytrocytu ludzkiego.
Objasnienia symboli znajdujg sie w wykazie stosowanych
skréotéw. Opracowano na podstawie [7, 33, 34],

odgrywajg role rowniez we wzajemnym rozpoznawa-
niu sie komorek w stanach patologicznych (anemia
sierpowata, hemofilia, malaria), lub zwigzanych z pro-
cesami ich starzenia sie (eliminacja z krwioobiegu
starzejacych sie erytrocytow). We wszystkich wymie-
nionych przypadkach mechanizm zjawiska polega na
zniesieniu asymetrii w rozmieszczeniu fosfatydylosery-
ny, w wyniku zahamowania, przez wzrost stezenia
Ca2+ w cytoplazmie, aktywnosci translokazy amino-
fosfolipidow. Dzieki ruchowi flip-flop wyréwnuje sie
stezenie PS w obu monowarstwach btony [6, 7, 35].

Wazng cechg lipidow bton biologicznych jest réw-
niez mozliwo$¢ regulacji lokalnych zmian struktury
btony. Zaréwno zmiany temperatury, pH, stezenia
jonow, jak i peroksydacja lipidow czy specyficzne
oddziatywania z biatkami integralnymi btony, biat-
kami powierzchniowymi i elementami cytoszkieletu
podbtonowego, moga wptywacé na wiasciwosci dwu-
warstwy lipidowej, np. przejscie struktury dwuwarst-
wowej w strukture odwrdconej micelli Hj czy hek-
sagonalng H,, [5, 6, 21, 36-38].

I11-1. Fuzja bton

Fuzja bton biologicznych jest zjawiskiem towarzy-
szacym m.in. egzo- i endocytozie. Wielu badaczy
uwaza, ze w procesie tym istotng role odgrywajg
aminofosfolipidy jako czynniki fuzjogenne. W lipo-
somach zbudowanych z tych fosfolipidow Ca2+ in-
dukuje segregacje czasteczek w plaszczyznie btony.
Domeny fosfatydyloseryny ulegajg zelifikacji, czastecz-
ki PS przestajg stabilizowa¢ dwuwarstwe, za$ czastecz-
ki fosfatydyloetanoloaminy, zmieniajac swojg kon-
figuracje, tworzg struktury heksagonalne H,,. Fos-
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fatydyloetanoloamina odznacza sie bowiem innym
wspotczynnikiem upakowania w btonie niz lipidy
tworzgce dwuwarstwe (patrz Ryc. 4 i [6]). Powstawa-
nie struktur H,, sprzyja fuzji, hemifuzji i lokalnym
zmianom ksztattu btony (tworzenie wpuklen w trakcie
endocytozy). Jesli w btonie znajduje sie cholesterol (30
mol%), w obecnosci Ca2+ nie dochodzi do segregacji
czasteczek PS i wszystkie lipidy tworza struktury
H,[5]. '

Szczeg6lnie wazng funkcje w procesie fuzji petnig
jony wapnia [39]. Odznaczajg sie one wyzszym powi-
nowactwem do anionowych fosfolipidow (stata dyso-
cjacji, 0,5-1 x 10“1 M), w poréwnaniu z fosfatydylo-
choling i fosfatydyloetanoloamina (3 x 10“1 M) [6].
Dodatkowo w poblizu powierzchni btony, na skutek
oddziatywan pomiedzy r6znoimiennymi tadunkami
kationu a warstwg przeciwjonow i lipidami anionowy-
mi powstaje zageszczona warstwa Ca2+ [6]. Pierw-
szym etapem w procesie fuzji jest zblizenie sie dwoch
bton. W procesie tym przeszkode stanowi warstwa
hydratacyjna o grubos$ci 2 nm, bedgca fizyczng barierg
w zblizeniu bton. Jony wapnia i fosfatydyloseryna
»pozwalajg” btonom na bliski kontakt, mimo istnienia
warstwy hydratacyjnej [23]. Rowniez lipidy o niskim
poziomie hydratacji, np. fosfatydytoetanoloamina,

Stan ciekto-krystaliczny, L a.
(ang. liquid crystalline
state, fluid)

Stan krystaliczny, staty,
Lp (ang. crystalline
state, solid)

TR, = T
DN - AALAAAAAALARA

tancuchy kwasow
tluszczowych w
formie nieuporzad-
kowanej

tancuchy kwaséow
tluszczowych w
formie uporzadko-
wanej

Przejscie
fazowe

B [ dwuwarstwal
; lipidowa J‘

[struktura \
odwréconej

L micilli_th_j

RN Zi

Ryc. 4 Struktury tworzone przez lipidy w btonach.
A — zmiana stanu krystalicznego (staty) w ciekto-krystalicz-
ny (ptynny) i zwigzana z nig zmiana uporzgdkowania
tancuchéw acylowych w czasteczkach lipidéw; B — prze-
strzenna organizacja czasteczek lipidéw w btonach [5, 6].

struktura
heksagonalna

H.i
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utatwiajg fuzje [40]. Prawdopodobnie zjawisko to
moze zachodzi¢ na granicy domen o réznym skiadzie
i roznej ptynnosci [41, 42], a takze w rejonie btony
o strukturze heksagonalnej H,,. Lipidami tworzacymi
struktury H, i odwrdconej micelli sg oproécz fos-
fatydyloetanoloaminy, cholesterol, kwasy ttuszczowe,
lizofosfolipidy, a takze w pewnych warunkach diacylo-
glicerol, kardiolipina, kwas fosfatydowy i fosfatydylo-
seryna [6, 7, 26, 43-47].

11-2. Wptyw lipidébw na aktywnos$¢ enzymow,
biatek transportujacych i receptorowych

Wykazano wprawdzie, ze wiekszos¢ lipidow znaj-
dujacych sie w poblizu biatka integralnego bardzo
szybko (107 sek.-1) wymienia sie z innymi lipidami
btony, ale stwierdzono réwniez, ze np. anionowe
fosfolipidy (PS, PA), przebywajg diuzej w poblizu
biatek integralnych [35]. Lipidy mogg zatem regulo-
waé aktywno$¢ niektérych biatek np. receptora in-
suliny (cholesterol hamuje jego aktywno$¢, kwasy
ttuszczowe dziatajag odwrotnie), Na+, K+-ATPazy
(cholesterol hamuje aktywno$¢é enzymu), Ca2+-
-ATPazy z btony plazmatycznej (enzym aktywowany
jest m.in. przez kwasne fosfolipidy i wielonienasycone
kwasy ttuszczowe), receptora acetylocholiny (aktyw-
no$s¢ modulowana jest przez cholesterol), czy izoen-
zymow kinazy biatkowej C [5, 15, 26, 32, 35]. W przy-
padku tego ostatniego enzymu podstawowg role w mo-
dulacji jego aktywnosci odgrywa wigzanie z fosfatydy-
loseryna, za$ Ca2+idiacyloglicerol podwyzszaja powi-
nowactwo kinazy do tego fosfolipidu [48, 49].

I11-3. Mechanizmy oddziatywania fosfolipidow
z niektdrymi biatkami

Rozwazania dotyczace mechanizméw oddziatywan
fosfolipidow z biatkami przeprowadzono w oparciu
0 trzy przykiady: fosfolipaz A2zjadu wezy (grupy I, II),
ktére wykazujg specyficznos¢ w stosunku do fos-
folipidéw zestryfikowanych w pozycji sn2 resztg kwasu
arachidonowego, izoform kinazy biatkowej C, specyfi-
cznie oddziatujgcych z czgsteczkami PS oraz aneksyn,
biatek ktére w sposéb zalezny od stezenia jonow
wapnia wigzg sie z fosfolipidami anionowymi.

Jeden z lepiej poznanych mechanizméw katalizy
enzymatycznej dotyczy reakcji hydrolizy fosfolipidéw
przez fosfolipaze A2zjadu wezy. Tworzenie komplek-
su enzym/fosfolipid nastepuje przed zwigzaniem sub-
stratu w centrum katalitycznym i jest uwarunkowane
zjawiskami zachodzacymi na granicy fazy wodnej
ldwuwarstwy lipidowej4; fosfolipaza jest aktywniejsza
na granicy faz niz w roztworze [35,50,51]. Czynnikiem
ograniczajagcym aktywno$¢ enzymu jest organizacja
strukturalna substratu, gdyz wigzanie hydrolazy za-
chodzi tylko z lipidami tworzacymi uporzadkowang

4 ang. interfacial activation
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strukture dwuwarstwowg. Jakiekolwiek zaburzenie
takiej struktury btony (przez detergenty, kwasy ttusz-
czowe, lizofosfolipidy, diacyloglicerol, alkohole, czy
zmiane temperatury) obniza aktywno$¢ enzymu [35].
tadunek grupy polarnej fosfolipidu w znaczacy spo-
s6b zmienia powinowactwo enzymu do substratu,
z 1(T13 M w przypadku fosfolipidow anionowych, do
10“6 M w przypadku fosfolipidéw neutralnych [52].
Wigzanie substratu jest odpowiedzialne za aktywacje
fosfolipazy A2, bez zmiany struktury biatka, ktéra jest
stabilizowana przez 7 mostkéw S-S [53-55].

Czas poltrwania kompleksu fosfolipaza A2/lipid jest
stosunkowo diugi. W tym okresie biatko oddziatuje
z 35 czasteczkami fosfolipidow [52, 56], poruszajac sie
nad okreSlonym rejonem biony i przez bardzo krotki
czas wiazac sie z pojedynczg czasteczka, ktéra ma ulec
hydrolizie. Kolejnym etapem (zaleznym od Ca2+) jest
wejscie substratu przez hydrofilowy kanat w biatku do
centrum aktywnego fosfolipazy. Znajdujaca sie w cen-
trum aktywnym reszta histydyny, H48, a w jej otocze-
niu reszty kwasu asparaginowego, D99 i D49, polary-
zujg czasteczke wody. Zachodzi wtedy atak nukleo-
filowy na grupe karboksylowg w czasteczce fosfolipi-
du. Ca2+w centrum aktywnym enzymu, koordynowa-
ny przez reszte D49, jest czynnikiem kierujgcym sub-
strat we wiasciwe miejsce i stabilizujagcym produkt
przejsciowy reakcji [50, 51, 54], Stata powinowactwa
procesu dla Ca2+ wynosi 10~4 M.

Najlepiej scharakteryzowana fosfolipaza A2 enzym
wewnatrzkomdrkowy, odznacza sie wysoka specyficz-
noscia wobec kwasu arachidonowego. Enzym wymaga
obecnosci Ca2+ nie tylko do katalizy, ale réwniez do
wigzania z btong. W procesie tym odgrywa role rejon
C-koncowy biatka [57], Jedna z cytosolowych fos-
folipaz, specyficzna w stosunku do fosfolipidow zawie-
rajagcych kwas arachidonowy, charakteryzuje sie obec-
noscig rejonu oddziatujgcego z Ca2+, ktory jest ana-
logiczny do domeny wigzacej fosfolipidy anionowe
w czasteczce kinazy biatkowej C [58].

Kinaza biatkowa C jest zaangazowana w regulacji
wielu proceséw w komaorce, w tym egzocytozy, aktyw-
nosci receptorow, ekspresji gendw i proliferacji komo-
rek [15, 35, 59-61]. Znanych jest ponad dziesie¢
izoenzymoéw PKC o podobnej budowie czasteczki,
charakteryzujgcej sie obecnoscig N-koricowej domeny
regulatorowej, zawierajgcej miejsca wigzace dla fos-
folipidéw i diacyloglicerolu oraz domeny odpowie-
dzialnej za aktywno$¢ enzymatyczng. lzoenzymy te
dzieli sie na trzy podrodziny: o aktywnosci zaleznej od
Ca2+ i diacyloglicerolu, zaleznej tylko od diacylo-
glicerolu lub niezaleznej od obu wymienionych zwiaz-
kéw [62, 63]. W cytosolu enzym wystepuje w formie
nieaktywnej. JesSli w wyniku pobudzenia komdarki
w bionie plazmatycznej powstanie 1,2-diacyloglicerol
(produkt specyficznej w stosunku do fosfatydylocholi-
ny fosfolipazy Cc), kinaza ulega zwigzaniu z btong
i aktywacji. Proces wymaga Ca2+ (® 10-6 M w obec-
nosci diacyloglicerolu) i czasteczek fosfatydyloseryny;
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enzym jest réwniez aktywowany przez estry forbolu
[59], Przyjmuje sie, ze po aktywacji kinaza biatkowa
C wigze sie z fosfolipidami btony (przede wszystkim
z czasteczkami fosfatydyloseryny, ktére grajg role
koenzymu), podczas gdy diacyloglicerol dziata jak
aktywator, by¢ moze wspdlnie z fosfatydyloinozytolo-
4,5-bisfosforanem przytgczajgcym sie do innego miejs-
ca wigzgcego w czasteczce biatka [64] i cis-nienasyco-
nymi kwasami ttuszczowymi [65]. Co do liczby wigza-
nych czasteczek fosfatydyloseryny przez enzym panuje
wsérdd badaczy duza rozbiezno$¢ [15, 35, 66, 67].

Bazzi i Nelsestuen [68, 69] przyczynili sie do
czeSciowego wyjasnienia mechanizmu oddziatywania
PKC z lipidami. Enzym, po zwigzaniu z btong, przyj-
muje dwa podstawowe stany konformacyjne. Pierw-
szy, w obecnosci Ca2+ (ulega odwrdceniu po usunieciu
kationéw), drugi za$ biatko przyjmuje w obecnosci
estrow forbolu. Wigzanie Ca2+ przez Kkinaze jest
procesem kooperatywnym (wysoki wspo6tczynnik Hil-
la), zaleznym od obecnosci fosfolipidéw [35, 70].
Zwigzaniu z czasteczkg enzymu ulega co najmniegj
osiem jonow [71]. Kinaza biatkowa C wigze sie
z fosfolipidami z wysokim powinowactwem. Mecha-
nizm wigzania jest sekwencyjny i prowadzi do zwigza-
nia ponad 10 czgsteczek aminofosfolipidow z czastecz-
ka biatka [72, 73].

Wysoka specyficzno$é w stosunku do fosfolipidow
anionowych wykazujg aneksyny. Aneksyny (oznacza-
ne rzymskimi cyframi od | do XIIl) tworzg grupe
homologicznych biatek rozpuszczalnych, wigzacych
fosfolipidy i Ca2+. Niekt6re ich wiasciwosci zblizaja je
wprawdzie do biatek integralnych btony, ale powsze-
chnie uznaje sie, ze oddzialywanie aneksyn z dwuwar-
stwa lipidowa w obecnosci Ca2+ jest zjawiskiem
powierzchniowym [74-76]. Od tej reguty sa wyjatki.
Na przyktad odpornos$¢ izoform aneksyn V i VI
z tkanek wotu na ekstrakcje EGTA i mozliwosé
solubilizacji z btony tylko z uzyciem detergentu jest
charakterystyczna dla biatek integralnych [75], Kont-
rowersje wzbudza takze zdolno$¢ aneksyny V do
tworzenia zaleznych od potencjatu btonowego kana-
6w wapniowych [77-81]. Jeden z powazniejszych
zarzutow opiera sie na fakcie, ze segmenty o strukturze
a-helikalnej w czasteczce aneksyny V sg o 6-8 reszt
aminokwasowych krotsze, niz segmenty transhtonowe
o0 tej strukturze w czagsteczkach biatek integralnych
btony [77]. Co wiecej, wnikanie aneksyny w hydro-
fobowy rejon btony, zwazywszy na duze powierzchnie
hydrofilowe w jej czgsteczce, wymagatoby olbrzymich
zmian struktury trzeciorzedowej, a tego nigdy nie
obserwowano [8, 82]. Przyjmuje sie wiec, ze wigzanie
aneksyny V z btong polega na wywotywaniu przez to
biatko miejscowego zaburzenia struktury dwuwarstwy
lipidowej, co prowadzi do jej zwiekszonej przepusz-
czalnosci dla elektrolitdw [80]. Reorganizacja dwu-
warstwy lipidowej moze by¢ réwniez, jak sie wydaje,
spowodowana oddziatywaniem zwigzanych z anek-
syng jonow wapnia z grupami fosforanowymi fos-
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folipiddw i zmiang geometrii ich czasteczki lub zabu-
rzeniem przez aneksyne lokalnego pola elektrostatycz-
nego i utworzeniem hydrofilowych poréw w btonie [8,
80, 83],

Powierzchniowy charakter oddziatywania aneksyn
z biong zostat potwierdzony przez Newmana
i wsp. [84, 85]. Badacze ci stwierdzili, ze wigzanie
aneksyny VI z monowarstwg lipidowg w obecnosci
Ca2+ w niewielkim stopniu podwyzsza ci$nienie po-
wierzchniowe monowarstwy utworzonej z aminofos-
folipidow. Badania z zastosowaniem metody rozpra-
szania neutronow5wykazaty, ze aneksyna V tworzy na
powierzchni jednowarstwowych liposomdw warstwe
0 grubosci 3,5 nm. Znajac wielko$¢ czasteczki biatka
(~3,0 nm) mozna wnioskowa¢, ze aneksyna V nie
wnika w dwuwarstwe lipidowg [86]. Do podobnych
konkluzji doszli Pigault i wsp. [87], analizujac
strukture dwuwymiarowych krysztatéw aneksyny V.
Konsekwencje zwigzania aneksyny V z liposomami
badano takze przy uzyciu spektroskopii NMR i krio-
mikroskopii elektronowej. Stwierdzono brak wptywu
biatka na ruchy segmentalne taficuchéw acylowych
reszt kwasow ttuszczowych fosfolipidow. Rdéwnolegle
zaobserwowano znaczacy wptyw aneksyny na zmiany
konfiguracyjne w reszcie fosforanowej gtéwki fosfolipi-
doéw [88-90] i redukcje krzywizny btony [8, 91]. Fakty
te przemawiajg za koncepcja, ze wigzanie aneksyn
z lipidami odbywa sie bez penetracji biatka w dwuwar-
stwe lipidowa i wprowadza w btonie rodzaj miej-
scowego zaburzenia, bez zniszczenia integralnosci
dwuwarstwy.

Oddziatywanie aneksyny z dwuwarstwg lipidowa
moze dodatkowo wptywac¢ na zmiany ruchu bocznego
fosfolipidéw w btonie [92] i segregacje czasteczek
fosfolipiddw, czyli tworzenie i rozpad domen [71-73].
Sobota i wsp. [93], stosujgc pomiar widm EPR
liposoméw o zdefiniowanym skiadzie wykazali, ze
aneksyna IV i aneksyna VI rozbijaja kompleksy
Can(PS)mw btonie, w wyniku powstawania niekowa-
lencyjnych potaczen aneksyna-lipid przez mostki wap-
niowe. W nieobecnosci aneksyn, kompleksy Can(PS)m
moglyby tworzy¢ zaczatki wiekszych domen w ptasz-
czyznie btony, wzbogaconych w fosfatydyloseryne.

W tabeli 3 zebrano przyktady innych biatek specyfi-
cznie oddziatujgcych z lipidami.

IV. Podsumowanie

W ptynno-mozaikowym modelu budowy btony bio-
logicznej przyjeto zatozenie, ze lipidy w formie dwu-
warstwy tworza $rodowisko dla integralnych i po-
wierzchniowych biatek btonowych, w ktérym czaste-
czki biatek moga poruszac sie w nieskrepowany spo-
sob. Bezposrednig konsekwencjg tego zatozeniajest, ze
biatka i lipidy sa w przypadkowy sposéb rozmiesz-

5 SANS, ang. small-angle neutron scattering [86]
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Tabela 3.

Niektére biatka i oddziatujgce z nimi klasy lipidow.

Biatka Lipidy
ot-spektryna PS, PE
biatko pasma 4.1 PS
biatko pasma 4.1/glikofory- PIP, PIP2
na C
a-aktynina DAG, FA
profilina/profilaktyna PIP2, PIP
zelzolina PIP2
aneksyny I-XII11 PA > PS> Pl > PE
winkulina Pl, PIP2, PS

biatko z mikrokosmkéw jeli- PE, PS, PA, PI, PC
towych o m.cz. 110 kDa

izoformy kinazy biatkowej C PS, PA, PI, DAG, FA

kinaza pp60scoraz inne kina- PS, DAG, PI, PIP, PIP2, FA
zy serynowo-treoninowe i ty-
rozynowe

biatka zalezne od witaminy KPS, PA, PI

PS> PL>PA> PG >Pl>PE>
>pPC

zasadowe biatko mielinowe

cytochrom c CL>PS« PlI>PC« PE

fosfolipazy A2 (grupy I, Il, IV) fosfolipidy zawierajgce kwas ara-
chidonowy

fosfolipazy C(i Cc Pl i pochodne PI (PLCj) oraz PC

(PLCo), a takze zawierajgce kwas
arachidonowy

lizozym CL>PG>PE>PC>PS>PI

Tabele opracowano na podstawie prac przeglagdowych i doswiad-
czalnych dotyczacych biatek cytoszkieletu [6, 94-99], biatek od-
dziatujgcych z aktyna [94, 95, 100], fosfolipaz [23, 50-53], izoform
kinazy biatkowej C [71-73,101], aneksyn [44, 74-76] i innych biatek
[6, 13, 19, 23, 94, 102-104],

czone w btonie [3]. W rzeczywistosci wiele zebranych
w niniejszej pracy obserwacji $wiadczy o czym$ prze-
ciwnym. W bitonach biologicznych wystepuje prze-
strzenna regionalizacja sktadnikow. Regionalizacja ta
ma charakter mikro- i makrodomen, i obejmuje obie
powierzchnie btony. Domeny to wyspecjalizowane
ponadczasteczkowe struktury o rdznej wielkosci, ist-
niejace w réznej skali czasowej. Pomigedzy ich chemicz-
nym sktadem, stanem fizycznym, organizacjg a funkcjg
istnieje Scisty zwigzek [3, 9, 13]. Rozdziat lipidéw
pomiedzy réznymi domenami moze byé wynikiem
zmian w szybkosSci ruchu bocznego czasteczek, zjawis-
ka wzajemnego nie mieszania sie sktadnikbw w tej
samej fazie, a takze oddziatywania lipidow z powierz-
chniowymi i integralnymi biatkami btonowymi [9].
Wyspecjalizowane domeny lipidowe moga petnic
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w komorce istotne funkcje, wptywac na stopien i szyb-
kos¢ reakcji w btonie oraz funkcjonowac jako recep-
tory dla specyficznych biatek. Szczeg6lnie dotyczy to
biatek powierzchniowych, ktérych aktywnos$c¢ jest re-
gulowana w wyniku niekowalencyjnego wigzania sie
z lipidami btonowymi [13], Domeny lipidowe sg
zaangazowane takze w tak waznych dla komorki
procesach, jak rozdziat lipidow pomiedzy rézne prze-
dzialy komorkowe oraz egzo- i endocytoza [9].
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Rola allosterycznej RNazy L w indukowanym
przez interferon uktadzie obronnym komorki

The role of allosteric RNase
system of the cell

ANDRZEJ WIERZBICKI*

Spis tresci:

1. Wprowadzenie

1. Wystepowanie uktadu 2-5A/RNaza L

Il.  Zmiany aktywnosci RNazy L w czasie wzrostu i roz-
nicowania komoérki

IV. Budowa RNazy L

V.  Aktywacja enzymu i budowa Uganda 2-5A

VI. Oddziatywania strukturalne aktywator — enzym

VII. Swoisto$¢ substratowa

VIIIl. Lokalizacja genu RNazy L — RNS4

IX. Wpykorzystanie RNazy L w diagnostyce medycznej
i leczeniu niektérych schorzen

Wykaz stosowanych skrdétéw: 2-5A — oligonukleotyd o bu-
dowie pXA)2'p5'(A)n, gdzie x = 1-*3, n = 2h-4; jezeli w tek-
Scie nie jest to osobno zaznaczone, 2-5A oznacza
p3(A)2'p5'(A)2, czyli 5' trifosfo-adenylo-(2'-5")-adenylo-(2'-5")-
-adenozyne; AS RNA — antysensowny RNA; 2-5AS — syn-
tetaza 2-5A (ATP: (2'-5"0ligo(A) adenylotransferaza, EC
2.7.7.1); cDNA — DNA komplementarny do mRNA;
dsRNA — dwuniciowy RNA; EBV — wirus Epsteina-Barr
(Epstein-Barr virus, herpetowirus) HBV — wirus zapalenia
watroby typu B (hepatitis B-virus); eiF2a — eukariotyczny
czynnik inicjacji translacji (podjednostka alfa); EMCV — wi-
rus zapalenia miesnia sercowego i mdzgu (encephalomyocar-
ditis virus, pikornawirus); HSV — wirus opryszczki (herpes
simplex virus, herpetovirus), HIV — wirus nabytego zespotu
niewydolno$Sci immunologicznej (human immunodeficiency
virus, retrowirus); IFV — wirus grypy (influenza virus,
ortomyksowirus), MGV — wirus Mengo (mengovirus, pikor-
nawirus); MHC — gtéwny kompleks antygenéw zgodnosci
tkankowej (major histocompatibility complex); PK-1 (PKR)
—aktywowana przez dsRNA kinaza biatkowa fosforylujgca
podjednostke a czynnika elF-2 (2-go eukariotycznego czyn-

*Mgr, Katedra i Zaktad Chemii Fizjologicznej, A.M. im.
Karola Marcinkowskiego, ul. Swiecickiego 6,60-781 Poznan
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L in interferon-induced defence

Contents:

I Introduction

1. Distribution of the 2-5A/RNase L system

I11.  Changes in activity of the 2-5A system during cell
growth and differentiation

IV.  Structure of RNase L

V. Activation of the enzyme and structure of the ligand

V1.  Structural interactions between the enzyme and the
activator

VII. Substrate specifity

VI1II. Localization of the RNase L gene

IX. Medical correlations

nika inicjujacego translacje); RNaza L (= RNaza F, DRNa-
za) — nukleaza hydrolizujgca jednoniciowy RNA aktywo-
wana przez oligonukleotyd 2-5A [EC 3.1.27]; RNS4 — lu-
dzki gen kodujacy 2-5A zalezng RNaze L; SFV — wirus lasu
Semliki (Semliki Forest virus): VSV — wirus pecherzykowate-
go zapalenia jamy ustnej (vesicular stomatitis virus).

I. Wprowadzenie

Interferony indukujg dziatanie uktadu obronnego
kregowcow przed wirusami, bakteriami, pasozytami
i niektérymi nowotworami [1-3]. Dziatanie interfero-
néw wywotuje w metabolizmie komoérki docelowej
szereg zmian, polegajacych na rozpoczeciu lub wzmo-
zeniu syntezy wielu réznych biatek (do tej pory wy-
kryto ich ponad 30 — roli czeSci z nich jeszcze nie
znamy) (Ryc. 1) [1-4]. Interferon pobudza wewnatrz-
komérkowy uktad obronny indukujac lub zwiekszajac
synteze jego czesci sktadowych: (1) syntetazy oligo-
(2-5A) i RNazy L; (2) kinazy biatkowej PI; (3) biatek
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Ryc. 1 Miejsce RNazy L w uktadzie obronnym komorki (zakre$lone linig przerywanag).
Interferon powoduje indukcje lub zwiekszenie syntezy szeregu biatek: (1) syntetazy oligonukleotydéw 2'-5'A, (2) kinazy biatkowej PI, (3)
biatek Mx, (4) gtdwnego kompleksu antygendw zgodnosci tkankowej (MHC), (5) czynnikéw IRF, (6) innych biatek; roli czesci z nich
dotychczas nie znamy. (1) i (2) do swej aktywnoséci wymagaja obecnos$ci aktywujacego je dwuniciowego RNA. Wynikiem dziatania
interferonu jest zahamowanie namnazania wirusa badz podziatéw komérki.

Mx; (4) gtownego kompleksu antygenow zgodnosci
tkankowej (MHC); (5) czynnikéw transkrypcyjnych
interferonéw (IRF); (6) biatek innych niz w/w; funkcji
niektorych z nich dotychczas blizej nie okreslono [3].
Poniewaz, wymienione wyzej jako (1)-(6), czesci we-
wnatrzkomorkowego uktadu obronnego dziatajg w ra-
mach komoérkijako odrebne catosci, dlatego nazywane
sg ukiadami, np. syntetaza 2-5A wytwarzajgca oligo
2'-5'A i zalezna od niej RNaza L sg okreslane jako
uktad 2-5A/RNaza L (ang. system 2-5A Ilub system
2-5A/RNaza L), dalej: uktad 2-5A. CzeSci wewnatrz-
komdérkowego uktadu obronnego (I)-(6) uzupetniajg
wzajemnie swoje dziatania, przy czym kazda z nich
przypuszczalnie zwalcza inne wirusy. Uktad 2-
5A/RNaza L: (1) hamuje (i) namnazanie MGV i EMCV
(pikornawirusy); (ii) wirusa ospy bydlecej (poxowirus)
[2,5-8] i HIV (retrowirus) [3a, 9, 9a]; (iii) w ograniczo-
nym stopniu opryszczki (HSV, herpetowirus) i peche-
rzykowatego zapalenia jamy ustnej (VSV, rabdowirus)
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[6-8, 10]; (2) bierze udziat w degradacji mMRNA, rRNA
oraz kontroli wzrostu i réznicowania komorek [1-3,
11-13]; (3) odgrywa role w zwalczaniu nowotworow
[14, 15]. Ludzkie biatko MxA hamuje namnazanie
wirusa grypy (IFV; ortomyksowirus) [12] i VSV, nie
dziata natomiast na pikornawirusy (MGV i EMCV)
i wirusa lasu Semliki (SFV). U myszy biatko MxI
wykazuje wybiércze dziatanie przeciw IFV [2].
Kinaza biatkowa Pl wystepuje w niewielkich ilos-
ciach w komorkach nie poddanych dziataniu inter-
feronu. Jego dziatanie wywotuje znaczny przyrost
ilosci tego enzymu. Wirusowy dwuniciowy RNA ak-
tywuje kinaze PI, w wyniku czego najpierw ulega ona
autofosforylacji, a nastepnie fosforyluje podjednostke
elF-2a unieczynniajac ja i hamujagc w ten sposob
synteze biatka w komorce. W taki spos6b hamowane
jest namnazanie VSV [16], pikornawiruséw (np. Men-
go), reowirusow i adenowirusow. Substancje hamujace
aktywnos¢ kinazy Pl wytwarzane sg przez wirusy IFV,
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polio, HIV, ospy i adenowirusy [2, 9a]. Mechanizmu
hamowania replikacji wirusow SV40, HBV (hepatitis
type— B virus) i HSV (herpes simplex virus) nadal nie
znamy [2].

Dwuniciowy RNA—jeden zproduktéw posrednich
replikacji RNA wiruséw aktywuje indukowane przez
interferon syntetazy oligonukleotydéw 2-5A (Ryc. 1).
Wystepuja one w komorce w postaci kilku (do 4)
izoenzymow, o masie czasteczkowej (Mw) 40 do 100
kDa [3, 3a, 6, 11, 17-20]. Syntetyzowane przez syn-
tetazy oligonukleotydy 2-5A juz w stezeniach nano-
molowych aktywujg nieaktywng RNaze L (m.in. [2, 3,
13,21,22]). W komorkach HeLa poddanych dziataniu
interferonu i zakazonych wirusem EMCV stwier-
dzono obecnos¢ dwuniciowego RNA tego wirusa
zwigzanego z syntetazg 2-5A [21]. Podanie interferonu
powoduje w komérkach mysich linii L929 ok. 3-krotny
wzrost ilosci RNazy L i kodujgcego ja mRNA, z mak-
symalnym efektem po ok. 14 godzinach [24], W przy-
padku komorek niepoddanych dziataniu interferonu
i zakazonych EMCV zaktywowana przez dwuniciowy
RNA wirusa syntetaza wytwarza zwiekszone ilosci
2-5A, jednak hamowana przez wirusa RNaza L pozo-
staje nieaktywna [23]. Ciggta ekspresja kodowanej
przez cDNA 2-5A syntetazy hamuje replikacje pikor-
nawiruséw i namnazanie sie komérek [21]. Ekspresja
nieaktywnej formy RNazy L, wigzacej 2-5A w mysich
komérkach linii SVT2 powoduje, ze podanie inter-
feronéw a i B nie chroni komorek przed zakazeniem
wirusem EMCV. Produkowana w duzych ilosciach
uszkodzona, lecz nadal wigzgca 2-5A forma enzymu
wychwytuje specyficznie swoj normalnie aktywujacy jg
ligand nie dopuszczajac do petnej aktywacji ukiadu
2-5A [16].

Il. Wystepowanie uktadu 2-5A/RNaza L

Uktad 2-5A/RNaza L wystepuje u gadéw, ptakéw
i ssakow [1, 2, 4, 13, 24-26]. Jego obecnosci nie
stwierdzono u ryb, owaddéw i roslin [25, 27]. RNaza
L wystepuje w niewielkich ilosciach (ok. 0,44 mg/kg
w watrobie myszy [18], w nieco wiekszych iloSciach
w S$ledzionie — 3,7 mg/kg biatka [28]) w komdrkach
wiekszosci tkanek jako enzym konstytutywny [2,9,16,
18, 29-31], W wiekszych iloSciach RNaza L wystepuje
w trofoblastach tozyska, gdzie stanowi skiadnik barie-
ry ochronnej pomiedzy organizmem matki i ptodu
[32]. Aktywnos$¢ uktadu 2-5A/RNaza L zmienia sie
z wiekiem: w watrobie starych szczuréw aktywnos$é
RNazy L jest 5-6 krotnie nizsza niz w watrobie
zwierzat dorostych, cho¢ ilos¢ enzymu zmienia sie
tylko nieznacznie. Réwniez aktywnos¢ syntetazy 2-5A
zmienia sie w czasie zycia: silnie wzrasta po urodzeniu,
osigga maksimum u osobnikéw mitodych i w wieku
$rednim, a pdzniej spada. Natomiast aktywnos$¢ 2'-3'
egzonukleazy hydrolizujgcej 2-5A [EC 3.1.13.4] i ha-
mujacej w ten sposob uktad 2-5A wzrasta w ciggu zycia
(ok. 3-krotnie) [33, 33a].
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I1l. Zmiany aktywnosci RNazy L w czasie
wzrostu i réznicowania komorki

W komorkach niektérych typéw ilos¢ RNazy
L podlega niewielkim wahaniom (zmienia sie do 2 razy
w czasie cyklu komdrkowego) [34]; w innych zmienia
sie podczas wzrostu i roznicowania: jest najnizsza (lub
prawie niewykrywalna) w komorkach réznicujacych
sie, a najwyzsza w komaérkach zréznicowanych (kom@-
rki linii nowotworowych PC 13, F9 i L myszy,
zréznicowanie wywotane zostato kwasem retinojo-
wym) [9, 34, 35]. Réwnoczesne podanie interferonu
i aktynomycyny D nie powoduje wzrostu ilosci RNazy
L, co sugeruje udziat transkrypcji w procesie wzrostu
aktywnosci tej nukleazy w komorce [34].

RNaza L wystepuje zarbwno w cytoplazmie (ok.
80% [30], 55% [9] catkowitej ilosci enzymu), jak
iwjagdrze komdrkowym (zar6wno zwigzana z matriks
jadrowa, jak iwolna) [5, 9, 33]. W cytosolu rosngcych
komérek biataczki limfatycznej (CEM i Jurkat) ilos¢
RNazy jest stata, a w ich jadrze komérkowym zmien-
na. Enzym w cytoplazmie wystepuje w postaci wolnej,
a w jadrze 75% enzymu jest zwigzane z oligo 2-5A.
W jadrze komorkowym enzym wystepuje jako zwigza-
ny z matriks jadrowa (70%) oraz wolny. Po zakazeniu
wirusem HIV-1 ludzkich komoérek T linii H9 wzrost
aktywnosci enzymu w jadrze ttumaczony jest zwigza-
niem enzymu przez matriks [9], Znajdujgce sie na
terenie jadra, zawierajagce sekwencje TAR mRNA
wirusa HIV aktywujg syntetaze 2-5A, a réwnoczes$nie
oddziatujg z biatkiem Tat hamujgcym te aktywacje
itgczacym wirusowe mRNA z matriks jadrowga [3a, 9a,
36]. Ograniczona proteoliza wskazuje na odmiennos$¢
formy jadrowej i cytosolowej (powstajg réznigce sie
elektroforetycznie fragmenty) [30]. Stwierdzono od-
mienne wzorce trawienia rRNA przez enzymy z retiku-
locytéw krolika i mysich komoérek L [37]. W réznych
tkankach tego samego organizmu moga wystepowac
izoenzymy RNazy L, r6znigce sie swoistosScig sub-
stratowg i budowg aktywujgcego je oligo 2-5A (patrz
— podrozdziat VI) [31].

IV. Budowa RNazy L

Zarowno ludzka, jak i mysia RNaza L skiada sie
z ok. 740 aminokwaséw i ma mase czgsteczkowg ok.
Mw= 80 kDa [13, 16, 18, 24]. Analiza sekwencji
aminokwasowej (na podstawie sekwencji z baz danych
i informacji dotyczgcych struktury przestrzennej) po-
zwolita wyodrebni¢: (1) czes¢ o sekwencji podobnej do
RNazy Ez£. coli (nukleazy zwigzanej z metabolizmem
mRNA i rRNA), (2) region bogaty w cysteine, (3)
9 sekwencji ankiryno-podobnych, (4) domene C-kon-
cowa o aktywnosci RNazy [16, 24, 26, 38], (5) domene
0 budowie kinazy biatkowej (wigzaca ATP) [24, 38]
(Ryc. 2 i 5). Domene odpowiedzialng za aktywnos$¢
rybonukleolityczng RNazy L tworzy ok. 130 C-kon-
cowych aminokwaséw. Region bogaty w Cys moze by¢
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Ryc. 2 Schemat budowy tafncucha biatkowego RNazy L. Zaznaczono czesci sekwencji o znanej badz przewidywanej funkcji: | — homologiczna
do sekwencji ankiryny (9 powtérzen); la — homologiczna do RNazy Ez£. colr, Ib — wigzaca oligo 2'-5'A (aktywator RNazy L);
Il — bogata w cysteine; 1ll — homologiczna z kinazami biatkowymi; IV — C-koficowa o aktywnosci rybonukleolityczncj.

odpowiedzialny za dimeryzacje enzymu, lub tworzyé
palce cynkowe biorgce udziat w przytgczaniu substratu
[24]. Domena ankiryny to 320 aminokwaséw N-
koAcowych. Tworzy ja 9 powtdrzerh sekwencji ,an-
kirynopodobnych”, wykazujgcych ok. 35% identycz-
nosci aminokwaséw z sekwencjg ankiryny z eryt-
rocytow [38]. Sekwencje ,,ankirynopodobne” RNazy
L sg prawdopodobnie odpowiedzialne za oddziatywa-
nia z innymi biatkami (wiele biatek regulujacych cykl
komérkowy i réznicowanie sie komorek posiada sek-
wencje tego typu) [16]. W 7 i 8 powtdrzeniu ankiryny
wystepuje sekwencja: glicyna-lizyna (w poz. 240 i 274)
— treonina poprzedzone sekwencjg bogatg w glicyne
(Ryc. 5). Ta sekwencja aminokwasowa okreslana jako

Powtorzenia sekwencji
typu ankiryny NH
2

la

petla P (wigzaca fosforan) jest znana jako wigzacg
nukleotydy adeninowe i guaninowe w wielu biatkach.
W RNazie L obie petle P (aminokwasy 229-241
i 253-275) wigzg aktywujgce ten enzym oligo 2-5A [16,
24, 26], Ekspresja zmodyfikowanego genu kodujgcego
RNaze L, z ktérego usunieto 7 i 8 powtdrzenie
ankiryny, daje w efekcie enzym niezdolny do wigzania
2-5A [24]. Za obszarem ankirynopodobnym znajduje
sie region o sekwencji wykazujgcej homologie z sek-
wencjg kinaz biatkowych. Zachowane sg w nim wszyst-
kie (jedenascie) obszary charakterystyczne dla kinaz
biatkowych; najbardziej podobna jest drozdzowa Ki-
naza KIN82 [38]. W nieaktywnej formie enzymu
wystepujg przypuszczalnie oddziatywania pomiedzy

homologii
z kinazg P

Region Req! b
homologii % egion bogaty
z RNaza E v. w cysteine
Region
wigzania 2-5A
Ryc. 5 Schemat budowy czasteczki RNazy L. Zaznaczono regiony: | — sekwencji typu ankiryny (9 powtdrzen), obejmujacy obszary:
la — homologii z RNazg E, Ib — wigzania oligo 2-5A; Il — bogaty w cysteine, prawdopodobnie odpowiedzialny za dimeryzacje;

Il — homologiczny z kinazg P, wigzacy ATP; IV — katalityczny, zawarty pomiedzy C-koricem a regionem 1.
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Ryc. 3 Proponowany schemat dziatania RNazy L jako heterodimeru podjednostek (i) RNA BP — katalitycznej, hydrolizujacej RNA i (ii)
2-5A BP — regulatorowej, aktywowanej przez 2-5A (wg [13, 28], zmodyf.). Heterodimer przytgcza jednoniciowy RNA do podjednostki
RNA BP i hydrolizuje go po przytaczeniu oligo 2-5A do podjednostki 2-5A BP. Hydroliza RNA nastgpuje swoiécie po stronie 3'
sekwencji UA lub UU (N = U lub A, X = dowolna zasada). Oligo 2-5A sa hydrolizowane przez 2' fosfodiesteraze i 5' nukleotydaze.

domeng ankiryny i wykazujacym (po aktywacji) ak-
tywnos$¢ rybonukleolityczng C-koricem: zwigzanie 2-
5A powoduje zmiany konformacyjne uzewnetrzniaja-
ce sie aktywnoscig enzymatyczng [16, 22].

Wedtug [13, 28] aktywny enzym z komo6rek HelLa
(Ryc. 3) sktada sie z dwéch podjednostek o masie
czasteczkowej ok. 80 kDa kazda: (1) katalitycznej,
wigzgcej i hydrolizujacej RNA (RNA BP — RNA
Binding Protein) i (2) regulatorowej (2-5A BP — 2-5A
Binding Protein), wiazacej specyficznie pppA(2'p5'A)n.
In vivo hydrolize RNA przeprowadza tylko aktywowa-
ny dimer 2-5ABP RNA-BP, zwigzany z pppA(2'p5'A)n;
in vitro witasciwos¢ hydrolizowania RNA wykazuje
oczyszczona podjednostka RNA-BP, nie podlega ona
jednak regulacji przez 2-5A [13, 28]. Oczyszczona
podjednostka 2-5A BP nie hydrolizuje RNA nawet po
dodaniu 2-5A. RNaza L w formie natywnej ma mase
czasteczkowag 185.000 [22], 160 kDa [13,28], lub 78-80
kDa [24]. Natomiast wg [26] RNaza L jest mono-
merem o wszystkich witasciwosciach charakterystycz-
nych dla tego enzymu. Na przykiad ekspresja ludz-
kiego genu RNazy L w komérkach owadzich (normal-
nie nie posiadajacych tego enzymu) data w efekcie
enzym o petnych whasciwosciach katalitycznych iregu-
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lacyjnych. Rozbieznosci, czy RNaza L w formie natyw-
nej jest mono-, czy tez dimerem mozna by wyjasnicé
dimeryzacjg czasteczek enzymu w warunkach natyw-
nych (np. oddziatywaniem regionéw bogatych w cys-
teine).

V. Aktywacja enzymu i budowa liganda 2-5A

In vivo RNaza L jest aktywowana przez oligonuk-
leotydy o budowie px2'p5) (A)n, gdzie x = 1h-3,
n = 3+15 (Ryc. 4), w stezeniu rzedu nanomoli [m.in. 7,
25, 27, 29, 39]. Aktywacja RNazy L przez 2-5A jest
odwracalna: oddysocjowanie zwigzanego liganda po-
woduje zanik aktywnosci, a jego ponowne przytgcze-
nie aktywuje enzym [2, 13, 22, 40, 41]. llo$¢ enzymu
mierzy sie najczesciej okreslajagc stopien wigzania
znakowanego izotopowo oligonukletydu 2-5A. Meto-
da ta oczywiscie nie wykrywa czasteczek enzymu juz
zwigzanych z oligonukleotydem. W celu okreslenia
catkowitej ilosci enzymu stosuje sie procedure de-
naturacji i renaturacji [24, 30]. Oligonukleotyd
ppp(2'-5'A)3 wigze sie z enzymem w pojedynczym
miejscu wigzania specyficznie i b. silnie z KHrzedu
10“11 M [18, 28],
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Ryc. 4 Schemat struktury aktywator6w RNazy L — oligonu-
kleotydow o budowie typu pxA)2'p5'(A)n gdzie n * 3;
x = reszty kwasu fosforowego 1--3; charakterystyczne sg
nietypowe wigzania 2'-5'. (A)1-(A)3: adeniny kolejne od 5'
konca. Zaznaczono obszary decydujae o (i) wigzaniu z RNa-
zg L (zacienione) i (ii) aktywacji RNazy L (obwiedzione linig
przerywang). Grupa 3'OH przy A(2) wptywa zaréwno na
wigzanie, jak i na aktywacje.
Struktura 2-5A przedstawiona jest na rycinie
4 (m.in.: [11,27,39,42,43]). Oligonukletydy ppp(2'p5")
(A)nsktadajgce sie z wiecej niz 3 nukleotydow adenino-
wych sg lepszymi aktywatorami RNazy L niz 2-5A3
chociaz ulegajg wielokrotnie szybszemu rozkfadowi
przez nukleazy [44]. Ludzka RNaza L aktywowana
jest przez oligonukleotydy 2-5A posiadajgce przynaj-
mniej 1 reszte fosforanowg na koncu 5' [20, 42],
a mysia wymaga obecnosci na 5' koncu trifosforanu
[42]. RNaza L nie jest aktywowana ani przez dimery,
ani przez nieufosforylowane na koficu 5' trimery 2-5A
(tzw. ,rdzen”) [18], lub aktywacja jest stukrotnie
mniejsza niz trimeréw ufosforylowanych na koncu 5'
[26]. Retikulocyty krdlika zawierajg izoenzym RNazy
L wymagajacy do aktywacji tetrameru 2-5A [31,37,45],
a jego nerki izoenzym aktywowany przez trimer [31].
Po6tokres trwania oligonukleotydéw ppp2-5An wy-
nosi ok. 50 min [2]. Sg one rozktadane przez: (1) 2'-5'
fosfodiesteraze do ATP i 5’AMP; (2) 5' nukleotydaze
do nieaktywnego ,rdzenia” 2-5A3, (3) niespecyficzne
fosfatazy. Fosfodiesteraza hydrolizujgca preferencyj-
nie od konca 2' wigzania fosfodiestrowe 2'-5' to enzym
konstytutywny; interferon powoduje 4-5 krotny
wzrost aktywnosci tej hydrolazy [33, 41]. Jej aktyw-
no$¢ wzrasta z wiekiem, obnizajac sprawnos¢ systemu
2-5A [33, 33a]. Oprbécz hydrolizy 2-5A enzym ten
hydrolizuje rowniez koniec -CCA w tRNA, blokujac
w ten sposob translacje. Proces ten jest odwracalny
w wyniku dziatania nukleotydylotransferazy tRNA
[41]. Poniewaz RNaza L jest aktywowana tylko
w obecnosci 2-5A, jej aktywnos$¢ jest ograniczona do
przedziatu komorki w ktorym powstat 2-5A. Dziatanie
enzymdw hydrolizujgcych 2-5A moze zabezpieczy¢
wiasny RNA komdrki przed catkowita degradacja,
ograniczajac hydrolize RNA do miejsc wystepowania
dwuniciowego RNA aktywujgcego syntetaze 2-5A.
Oligonukleotydy typu ppp2-5A z powodu duzego
ujemnego tadunku nie przechodzg przez btony komor-
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kowe i sa szybko hydrolizowane. Dlatego w celach
badawczych i docelowo leczniczych syntetyzowane sg
rézne ich pochodne ianalogi, m.in. 2'-0-fosfoglicerylo-
we pochodne 2-5A oporne na hydrolize przez 2'-
fosfodiesteraze [18, 20, 43, 46-51]. Opracowywane sg
rézne sposoby dostarczania ich do komorek: (1) przez
koprecypitacje z Ca2+, (2) mikroiniekcje [8, 46], (3)
dostarczenie analogéw 2-5A za pomocg liposoméw
z biatkiem A do komorek rozpoznanych przez przeciw-
ciata przeciwko MHC [46], (4) w postaci koniugatu
z poli(l-lizyng) utatwione dziataniem lizolecytyny (utat-
wiajacej przenikanie przez btone komdrkowg). Zwig-
zek powstaty ze sprzezenia 2-5A z poli(l-lizyna) bardzo
dobrze wigze sie z RNazg L i aktywuje ja, jest tez
odporny na dziatanie 2'-fosfodiesterazy [2, 10]. Trime-
ry o budowie typu 2'-5'A w ktdrych zamiast adeniny
wystepuje cytozyna, uracyl lub inozyna bardzo stabo
wigzg sie z RNazg L (np. pppl(2'-5'A)2 — ok. 10 razy
stabiej [26]). Pochodne 2-5A podstawione w pozycji
8 pierscienia purynowego: bromowe, hydroksypropy-
loadenozynowe i -OH wigzg sie do RNazy L z Km
rzedu 10”9 M [50], a pochodne 8-SH znacznie stabiej
— z Km= 1*10~6 M. W warunkach doswiadczenia
pétokres trwania 2-5A wynosi ok. 50-60 min., nato-
miast jego syntetyczne pochodne sg znacznie trwalsze,
np. 8-OH pochodne podstawione w pozycji 8 piers-
cienia purynowego po 3 godz. inkubacji sg rozktadane
tylko w 8-10% [48]. Duza aktywnos$¢ biologiczna
i trwatosé tych 2-5A analogéw powoduje, ze sg one
badane jako ewentualne $rodki przeciwwirusowe
i przeciwnowotworowe.

VI. Oddzialywania strukturalne
aktywator — enzym

W strukturze 2-5A grupa aminowa i azot 1 (NI)
pierwszej adeniny (A(l), (Ryc. 4) decydujg o wigzaniu
z RNazg L (np. pppl(2'p5'A)2— czyli analog 2-5A bez
grupy aminowej wigze sie z enzymem 10 razy stabiej;
1= inozyna). Brak grup aminowych przy adeninie
21 3 (czyli A(2) i A (3)) tylko nieznacznie zmniejsza
wigzanie ligandu. Brak grupy aminowej w A(3) powo-
duje zmniejszenie aktywacji RNazy L o ok. 104 razy
[42, 47]. Analogi zbudowane z 7-deazaadenozyny
(tuberycydyny) wigzaty sie zenzymem z mysich komé-
rek L réwnie silnie jak 2-5A, lecz nie aktywowaty go,
natomiast enzym z retikulocytow krélika wigzat tetra-
mer tuberycydyny (ppp5'(c7A)4) i byt przez niego
aktywowany. Trimery i tetramery zbudowane z tube-
rycydyny sg antagonistami 2-5A w aktywacji RNazy
L w ekstraktach komorkowych mysich komoérek L:
azot 7 nie jest konieczny do wigzania z enzymem, lecz
jest niezbedny do jego aktywacji [52]. Podstawienie
w 2-5A w miejsce pierwszej lub drugiej adenozyny od
korica 5'jej pochodnej bromowanej w poz. 8 (= Br8A)
powoduje gwatowny spadek zdolno$ci wigzania sie
ligandu zenzymem. Podstawienie Br8A na korcu 2' nie
zmienia wigzania, natomiast 10 krotnie wzrasta zdol-
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no$¢ hamowania translacji (przy niezmienionym pét-
okresie trwania) [50],

Bardzo duzy wplyw na wigzanie 2-5A i aktywacje
RNazy L z mysich komérek L ma takze grupa 3'-OH
przy resztach rybozy oligonukleotydu 2-5A: jej brak
przy 5 koncowej adenozynie (A(l), Ryc. 4) powoduje
3-krotne ostabienie aktywacji, lecz nie zmienia wigza-
nia tego liganda do RNazy L. Brak 3'-OH przy
Ssrodkowej rybozie powoduje ok. 8-krotne ostabienie
wigzania i prawie 1000-krotne ostabienie aktywacji,
natomiast brak grupy 3'-OH przy rybozie 2' koricowej
adenozyny powoduje znaczny wzrost zarbwno wigza-
nia, jak i aktywacji [53]. Wedtug [44] obecnos$é grup
3'-OH nie jest niezbedna do aktywacji RNazy L;
tetramery zsyntetyzowane z kordycepiny (3'dA analogi
2-5A) wykazuja bowiem zwiekszong aktywno$¢ w ha-
mowaniu translacji i zwiekszona oporno$¢ na trawie-
nie przez nukleazy. Poniewaz warunkiem podatnosci
2-5A na hydrolize przez 2'-5' fosfodiesteraze jest obec-
no$¢ wolnych kohAcowych grup 2' i/lub 3 i 3'-OH
drugiej rybozy, dlatego badane sg réwniez fluorowe
pochodne 2-5A (podstawione w miejscu tych grup
-OH) [47].

Analogi 2-5A zbudowane z nukleozyd6éw kordycepi-
ny 2-5(3'dA)3 (,,rdzen”) potaczonych tiofosforanem,
niezaleznie od chiralno$ci potozenia atomu siarki (Rp
lub Sp) wiagzg sie z RNazg L z mysich komérek linii
L 929, lecz jej nie aktywujg. Analogi 2-5A3 potgczone
tiofosforanem wigza sie z nukleazg i aktywuja ja
podobnie jak monofosforany 2-5p(3'dA)3RpRp i SpRp;
podczas gdy 2-5p(3'dA)3RpSp i SpSp nie wigzg sie i nie
aktywujg enzymu [49]. Podobnie nie aktywowat go
(5'p)2-5p(A)4 — tetramer pSpSpSp [39].

W lecznictwie duze nadzieje wigze sie z (3'dA)
analogami 2-5A z uwagi na ich rbwnoczesng zdolno$¢
do hamowania aktywnosci odwrotnej transkryptazy
wirusa HIV-1, aktywacje RNazy L i wiekszg odpor-
no$¢ na hydrolize [51].

VII. Swoistos¢ substratowa

Mysia i ludzka RNaza L hydrolizujg jednoniciowy
RNA (MRNA, rRNA, RNA wirusowy) po stronie 3'
sekwencji UU i UA (m.in. [24,26,29]), a ludzka RNaza
L rowniez po stronie 3' reszt adenylowych nie poprze-
dzonych przez U [26]. Aktywacja enzymu zar6wno
trimerem, jak tetra i pentamerem 2-5A [26] wywotuje
hydrolize poli(rU) i poli(rA) na fragmenty o okre$lonej
dtugosci (discrete), np. poli(rU) na odcinki o dtugosci 5,
7, 8, 12, 16 i 22 zasad, a poli(rA) przy 10-100 krotnie
wyzszym stezeniu 2-5A na odcinki dtugosci 13, 21 i 22
zasad. RNaza L nie hydrolizuje poli(rG), poli(dA),
poli(dT) [26] i poli(C) [24]. Do swojej petnej aktywno-
$ci enzym ten wymaga rownoczesnej obecnosci ATP
i jonbw Mg2+ lub Mn2+, a takze Ca2+ [26, 40].
W obecnoséci 100 nM 2-5A nastepuje hydroliza po-
li(rU) nawet przy catkowitym braku jonéw dwuwar-
tosciowych i ATP, przy czym ATP wydaje sie petnié
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role wyltgcznie strukturalng. Jony cynku hamujg ak-
tywnos$é rybonukleolityczng nawet w obecnosci ATP,
rownocze$nie bardzo silnie zwiekszajagc wigzanie sie
2-5A z enzymem (zestawienie funkcjonalnych obsza-
réw enzymu przedstawione jest na rycinie 5) [26].

rRNA catych rybosomoéw jest trawiony przez RNaze
L specyficznie na fragmenty o statej dtugosci, ktére po
elektroforezie dajg Scisle okreslony wzoér (podobnie jak
poli (rU) i poli(rA) [26]) [16, 24, 29, 34, 37, 39, 52, 54].
W tych samych warunkach produkty dziatania rybo-
nukleazy Tl i RNazy trzustkowej byty inne. Produkty
trawienia nie odzwierciedlajg wytgcznie obecnosci
miejsc odstonietych i eksponowanych [37]: hydro-
lizowane s tylko niektdre miejsca o preferowanej
sekwencji [29]. Poza tym RNaza L wigze sie wybidr-
czo z polisomami [2, 13].

W wyciagach zkomdérek HeLa poddanych dziataniu
interferonu RNaza L preferencyjnie hydrolizuje jedno-
niciowy RNA potgczony kowalencyjnie z dwunicio-
wym RNA. Przypuszczalnym powodem tego jest sgsie-
dztwo miejsca aktywacji (ASRNA aktywuje syntetaze
2-5A) i miejsca znajdowania sie substratu (czyli jedno-
niciowego RNA). W komoérce RNaza L moze byé
aktywowana i dziata¢ gtéwnie w miejscu wystepowania
wirusowego dwuniciowego RNA, bedgcego produk-
tem posrednim replikacji wirusa (por. rozdz. V) [40].
To zjawisko moze by¢ odpowiedzialne za hamowanie
przez uktad 2-5A namnazania tylko niektérych wiru-
séw. Wynika to byé moze z réznic w ich cyklach
zyciowych i wigze sie z r6zng lokalizacjg komorkowa
poszczegblnych etapow ich namnazania. Tak np.
dsRNA powstajacy podczas namnazania wirusa SV40
wystepuje gtownie w jadrze komoérkowym, VSV wy-
stepuje w cytoplazmie w powigzaniu z uktadem mikro-
tubul komérki, a dsSRNA pikornawiruséw (np. EMCV
i polio) w powigzaniu z gtadkim retikulum endoplaz-
matycznym [2, 55].

VIIIl. Lokalizacja genu RNazy L — RNS4

Ludzki gen kodujgcy RNaze L (RNS4) zlokalizowa-
no za pomocg metody hybrydyzacji i fluorescencji in
situ (FISH) w chromosomie 1 (Ig32). Wystepowanie
aberracji w regionie Iq zwigzane jest z czestymi
przypadkami nowotwordw u ludzi, np.: rak zotgdka
(gastric adenocarcinoma), rak jamy ustnej (oral squa-
mous cell carcinomas) i rak sutka (breast carcinomas).
To pozwala wnioskowa¢, ze RNS4 jest by¢ moze
genem supresorowym nowotworéw [14].

IX. Wykorzystanie RNazy L w diagnhostyce
medycznej i leczeniu niektérych schorzen

Wirusy atakujac organizmy wyzsze potrafig za-
blokowaé skierowane przeciwko nim dziatanie uktadu
2-5A. Wirus EMCV po zakazeniu komorki hamuje
RNaze L, przed czym mozna zabezpieczy¢ komorki
zapobiegawczo podajac interferon [3, 23]. W hodowli
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ludzkich komé6rek Chang wirus HSV tworzy kom-
petycyjne inhibitory RNazy L (pochodne 2-5Ano stru-
kturze na razie blizej nieokres$lonej), hamujace jej
aktywacje przez 2-5A [7]. W malpich komdrkach
CV-1 zakazonych wirusem SV-40 wystepuja inhibitory
RNazy L o budowie oligonukleotydéw 2-5A [55],
podobnie w komérkach HelLa zakazonych EMCV
[23] i HIV [56].

mRNA wirusa HIV-1 zawierajg po stronie 5' sek-
wencje TAR tworzaca dwuniciowg strukture typu
»,hairpin”. Moze ona aktywowa¢ wewnatrzkomérko-
we enzymy uaktywniane przez dsRNA, jednak efekt
ten jest znoszony przez wirusowe biatko TAT wigzace
sie z sekwencjg TAR i ostaniajgce jg przed rozpo-
znaniem [3a, 9a, 5, 32, 57-59]. W limfocytach osob
chorych na AIDS stwierdzono zwiekszone stezenie
2-5A; pomimo tego RNaza L z tych komdrek byta
nieaktywna. Poniewaz w badaniach in vitro wykazano,
ze podanie 2-5A w stezeniu 10-8 M nie wywotato
aktywacji RNazy L, moze to wskazywaé, ze w za-
infekowanych komdrkach wystepuje inhibitor (o niezi-
dentyfikowanej strukturze) tej nukleazy. Podanie Am-
pligenu (,,niedopasowanego” dsRNA (rl13:rC 12CJ1)n,
n = 20-"30) przejsciowo odtwarza jej aktywnosé
i zmniejsza ilos¢ wykrywanego RNA wirusa oraz
polepsza stan zdrowia pacjentéw [56]. Podobnie za-
stosowanie AZT (3'-azydo 3'-deoksytymidyny) wy-
dtuza czas aktywnosci tej nukleazy [9]. Aktywnos¢
RNazy L (mierzona zdolnoSciag do trawienia trans-
kryptow HIV) po zakazeniu HIV komérek linii H9
rosta do 3 dnia po infekcji, a nastepnie wracata do
poziomu wyj$ciowego; rownoczes$nie komadrki wydala-
ty wirusy HIV. Piatego dnia po infekcji RNaza L byta
juz nieaktywna i nie dawato sie juz stwierdzi¢ charak-
terystycznych dla jej dziatania produktow trawienia
transkryptow wirusa HIV [9].

Planujac wykorzystanie uktadu 2-5A w zwalczaniu
zakazenia wirusem HIV proponuje sie m.in.: (1) wy-
twarzanie i podawanie analogéow 2-5A (por. — punkt
IV — Aktywacja i budowa liganda); (2a) immunizacje
wewngatrzkomorkowg (intracellular immunization) —
np. przez wprowadzenie do komarki hybrydowego genu
ludzkiej 2-5A syntetazy pod kontrolg HIV 3 LTR
— rycina 6 [5, 59, 60], (2b) wprowadzenie genu a2-
interferonu (réwniez pod kontrolg HIV-1 3' LTR) [61].

Niektére wirusy hamujg aktywacje uktadu obron-
nego gospodarza poprzez wytwarzanie biatek hamuja-
cych ekspresje wielu gendw indukowanych przez inter-
feron [62, 63]. Na przykiad HBV (hepatitis B-virus)
hamuje indukcje syntetazy 2-5A i kinazy Pl [64].
W irus ospy hamuje réwnocze$nie uktad 2-5A i kinazy
PI, produkujgc biatka bedgce inhibitorami kinazy PI
i indukujac fosfataze hydrolizujgca 2-5A [2]. Wspo-
mniany juz Ampligen wykazuje silne dziatanie prze-
ciwwirusowe i ostaniajagce komérki. W zainfekowa-
nych wirusem HIV-1 limfocytach T CEM i T H9
(human T-lymphoblastoid CEM cells and human T-cell
line H9) komorki bez dodatku Ampligenu zaczynaja
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wydala¢ wirusy 3 dni po infekcji, a potraktowane nim
po 5-6 dniach. Ampligen wiaze sie z syntetazg 2-5A
aktywujac jg i powodujac synteze diuzszych ("3)
oligomeréw 2-5A, bedacych lepszymi (niz trimery)
aktywatorami RNazy L [57].

Tak zwany zesp6t przewlektego znuzenia (CSF
— Chronic Fatigue Syndrome), to schorzenie towarzy-
szace zakazeniu réznymi wirusami (HHV-6 human
herpeswirus-6, wirus Epstein-Barr). U chorych stwier-
dzono zwigkszone: (1) aktywno$¢ RNazy L (2-5 razy),
(2) aktywno$¢ syntetazy 2-5A (3) stezenie 2-5A (do 220
razy). Podwyzszona aktywno$¢ uktadu 2-5A wynika
przypuszczalnie z przewlektej infekcji wirusem, a za-
tem ciggtej aktywacji enzymu. Stosowanie Ampligenu
w tych przypadkach spowodowato spadek aktywnosci
(1) syntetazy 2-5A, (2) RNazy L, (3) stezenia 2-5A do
wartosci normalnych (mierzonych w leukocytach jed-
nojadrzastych krwi obwodowej) i poprawe samopo-
czucia pacjentéow [65, 66]. Ampligen dziatajac jako
allosteryczny modyfikator aktywnosci 2-5A syntetazy
zmniejsza aktywnos$¢ tego enzymu i w efekcie zmniej-
sza aktywno$¢ RNazy L. W przypadku zakazenia
wirusem HIV sytuacja jest odwrotna: (1) aktywnos$¢
syntetazy 2-5A jest obnizona (do 40 razy), (2) niewy-
krywalne 2-5A i aktywno$¢ RNazy L. Zastosowanie
Ampligenu powoduje aktywacje syntetazy i powrdt
do normy: (1) stezenia 2-5A, (2) aktywnos$ci RNazy L
[56, 66],

Prowadzone sg préby zwalczania zakazenia wirusa-
mi (m.in. HIV-1) poprzez aktywacje RNazy L przy
uzyciu zwigzkéw chemicznych bedacych chimerami
typu: oligo 2-5A-antysensowny RNA. Zwigzki te umo-
zliwiajg swoiste hydrolizowanie RNA dzigki temu, ze
ich cze$¢ antysensowna (AS RNA) taczy sie z kom-
plementarnym RNA, a cze$¢ 2-5A aktywuje RNaze L,
ktéra hydrolizuje rozpoznany RNA. Poza swoisto$cig
taki hybrydowy oligonukleotyd jest bardziej odporny
na trawienie przez nukleazy. Planowane wykorzys-
tanie tych zwigzkéw to: (1) zwalczanie zakazenia
wirusowego (m.in. HIV-1 [20, 68]), (2) posttranskryp-
cyjna kontrola ekspresji gendw przez swoistg hydrolize
MRNA [67]. Na przykitad chimera 2-5A z antysensow-
nym RNA komplementarnym wobec mRNA dla kina-
zy biatkowej PK-1 zahamowata ekspresje tej kinazy
w komérkach HelLa [67].

Duze znaczenie uktadu 2-5A powoduje zaintereso-
wanie nim zaréwno ze wzgledéw poznawczych, jak
i z uwagi na mozliwe zastosowania w leczeniu zakazen
wirusami (m.in. [2, 9, 20, 51]) i zwalczaniu nowo-
tworéw (np.: [14, 15]). Obiecujace sg zwtaszcza proby
wykorzystania samego efektora uktadu 2-5A, czyli
RNazy L, z pominieciem wczes$niejszych etapow ak-
tywacji. Strategie wiodgce do tego celu to: (1) synteza
analogéw 2-5A odpornych na hydrolize przez wew-
natrzkomérkowe nukleazy, rownocze$nie posiadaja-
cych silniejsze wiasciwosci aktywacyjne, (2) spowodo-
wanie syntezy elementow uktadu przeciwwirusowego
w momencie zakazenia wirusem (Ryc. 6) [5, 59, 60], (3)
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WEKTOR W KOMORCE NIEZAKAZONEJ

DNA
LTR 2-5SA i —
TAR BRAK EKSPRESJI
2.
WEKTOR W KOMORCE ZAKAZONEJ ONA
CELTR =0 2.8S AT s )
:ri;;aktywac‘-a’(—,)TAR @ TRANSKRYPCJA
Hiv- A
BIALKO 2-55A
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TAR ‘@ TRANSLACJA
Tat - ) //—_\4’“\\
transaktywacja \\7@ BIALKO
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RNAza L RNaza L

DEGRADACJA RNA

Ryc. 6 Schemat dos$wiadczenia w ktérym przeprowadzono we-
wnatrzkomaérkowga immunizacje przeciwko wirusowi HIV.
W prowadzono do komérki hybrydowy gen ludzkiej syn-
tetazy 2-5A, znajdujacy sie pod kontrolg HIV 3LTR.
Prowadzi to do aktywacji RNazy L w chwili zakazenia
wirusem HIV (wg [5], zmodyf.).

synteza zwigzkdw o budowie chimer 2-5A: AS RNA
[20, 67, 68],
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W step

Doktadno$¢ mechanizmu biosyntezy biatka, jed-

nego z najwazniejszych procesow komorkowych, pole-

ga

nie tylko na specyficznym oddziatywaniu infor-

macyjnego RNA z transferowym RNA, ale takze na
przytagczeniu swoistego aminokwasu do tRNA. Etap
ten katalizowany jest przez niezwykle zréznicowane
strukturalnie syntetazy aminoacylo-tRNA (ligazy ami-
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noacylo-tRNA; E.C.6.1.1.-), ktdre rozpoznajg struk-
turalnie podobne, specyficzne tRNA. Bardzo duza
roznorodnos$é budowy syntetaz, przy tak duzym podo-
bieAstwie katalizowanej reakcji aminoacylacji-tRNA
jest fascynujgcym problemem badawczym. Poniewaz
niektdre aspekty tego zagadnienia byty juz omawiane
na tamach Postepédw Biochemii(H. Jakubowski —
Post. Bioch. 21,95,1975), w niniejszym artykule ograni-
czymy sie do przedstawienia nowych danych, unikajac
powtarzania informacji zawartych w poprzednim
opracowaniu. Intensywne badania biochemiczne
i strukturalne prowadzone w ciggu Kilku ostatnich lat,
doprowadzity do rozwigzania struktury krysztatow
i poznania budowy przestrzennej kilku syntetaz oraz
ich komplekséw z tRNA. Analiza tych krysztatéw
przybliza poznanie i zrozumienie mechanizmu rozpo-
znawania kwasu nukleinowego przez biatko.

Il. Struktura i organizacja syntetaz
aminoacylo-tRNA

W komdrce prokariotycznej wystepuje 20 syntetaz
aminoacylo-tRNA (AARS) specyficznych dla okres-
lonego aminokwasu. Katalizujg one reakcje przytgcze-
nia swoistego aminokwasu do wszystkich izoakcep-
torowych tRNA o danej specyficznosci. Komorki
eukariotyczne, ze wzgledu na obecnos$¢ organelli ko-
modrkowych takich jak mitochondria i chloroplasty,
zawierajg kilka syntetaz dla jednego aminokwasu.
Organellowe AARS kodowane sg w genomie jad-
rowym. Cytoplazmatyczna i mitochondrialna forma
syntetaz histydylo-tRNA u drozdzy kodowana jest
przezjeden gen, przy czym mitochondrialny enzym ma
przy koncu aminowym 20 dodatkowych aminokwa-
sOw. Jest to sygnalna sekwencja niezbedna dla trans-
portu enzymu do mitochondriéw [1,2]. Podobnie gen
syntetazy izoleucylo-tRNA (lle RS) ilsA u Tetrahymena
thermophila koduje dwa biatka, cytoplazmatyczng
i mitochondrialng forme IleRS, r6znigce sie dodat-
kowym 20 aminokwasowym peptydem przy N-koAcu
[3], Natomiast cytoplazmatyczne i mitochondrialne
syntetazy treonylo-tRNA u drozdzy kodowane sg
przez dwa oddzielne geny jagdrowe [1].

Znane sg réwniez przyktady wystepowania syntetaz
aminoacylo-tRNA w kilku formach molekularnych
dla tego samego aminokwasu. U ssakéw znaleziono
dwie formy syntetazy arginylo-tRNA (ArgRS), z kt6-
rych jedna wystepuje w postaci wolnej, a druga jest
sktadnikiem wysokoczgsteczkowego kompleksu syn-
tetaz i zawiera 100 dodatkowych aminokwaséw na
koricu aminowym. Enzym znajdujacy sie w komplek-
sie katalizuje synteze arginylo-tRNA, ktéry wykorzys-
tywany jest nastepnie w biosyntezie biatka, podczas
gdy produkt reakcji aminoacytacji katalizowanej przez
enzym nie zaangazowany w tworzenie kompleksu jest
substratem w potranslacyjnej reakcji modyfikacji bia-
tek. Modyfikacja ta stanowi sygnat dla ich degradacji
w reakcji zaleznej od ubikwityny (Ryc. 1) [4]. Zapo-
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Arginina Arginina tRNA49

ArgRS (72 kDa) w C Wolna forma ArgRS
kompleksie wielo- \ (60 kDa)
syntetazowym T
1 0
I P
[Arg-tRNA*q EF-1 L Arg-tRNA"9
A
z
Rybosom Transferaza
y A Arg-tRNAAgbiatko
Nowosyntetyzowane Biatko modyfikowane argining
biatko przy koricu aminowym

Ryc. 1. Udziat syntetazy arginylo-tRNA w procesach komdrko-
wych. Wolna forma ArgRS (60kDA) katalizuje synteze
Arg-tRNAAg substratu do modyfikacji biatek, natomiast
forma wchodzaca w sktad kompleksu wielosyntetazowego
katalizuje synteze Arg-tRNAAg (72kDA) do rybosomalnej
biosyntezy biatek. Nawias kwadratowy oznacza, ze utwo-
rzony Arg-tRNAAgtworzy natychmiast kompleks z czyn-
nikiem elongacyjnym 1 (EF1) bez uwalniania do cytoplaz-
my.

trzebowanie komdérki na arginylo-tRNA jako substrat

w reakcji modyfikacji biatek sugeruje, ze aminoacylo-

tRNA (AA-tRNA) biorgcy udziat w rybosomalnej

biosyntezie biatka jest niedostepny dla innych proce-
sow komorkowych [5]. Réznicowa synteza arginylo-
tRNA jest przyktadem ukierunkowanego przeptywu
produktow reakcji (ang. channeliny) wystepujacego

w komoérkach.

Wystepowanie kilku syntetaz aminoacylo-tRNA dla
danego aminokwasu stwierdzono réwniez u proka-
riontow. U E. coli wystepujg dwie syntetazy lizylo-
tRNA o réznej sekwencji aminokwasowej, stanowigce
produkt dwoch gendéw. Ekspresja jednego z tych
genow, LysS, zachodzi konstytutywnie (w sposdb
ciaggly), podczas gdy ekspresja drugiego LysU odbywa
sie pod kontrolg promotora wrazliwego na szok
temperaturowy lub oksydacyjny [6-8]. U Bacillus
subtilis znaleziono dwie syntetazy treonylo-tRNA,
z ktorych kazda oddzielnie jest wystarczajgca dla
wzrostu komorki. Jedna z nich wystepuje gtownie
w wegetatywnej fazie wzrostu, druga natomiast pod-
czas sporulacji [6, 9].

Geny kodujagce AARS u nizszych eukariontow zasa-
dniczo nie zawierajg intronéw. Wyjatkiem sa: cyto-
plazmatyczna LeuRS oraz mitochondrialne LeuRS
i TYrRS u Neurospora crassa [10]. Sekwencje kodujace
geny AARS u wyzszych eukariontéw zbudowane sg
z kilku eksonéw oskrzydlonych duzymi intronami.
U chomika Mesocricetus auratus gen AspRS skitada sie
z 16 eksonéw a HisRS z 13 eksonéw [10].

Na podstawie analizy dotychczas poznanych sek-
wencji aminokwasowych prokariotycznych i eukario-
tycznych syntetaz aminoacylo-tRNA mozna stwier-
dzi¢, ze podobienstwo enzymow swoistych dla tego
samego aminokwasu jest stosunkowo duze i wynosi
okoto 60%, natomiast dla roznych aminokwasow nie
przekracza 20% iogranicza sie jedynie do identyczno-
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sci zachowywanych (conserved) fragmentow (moty-
woéw) [1, 6, 10, 11],

Syntetazy aminoacylo-tRNA eukariontéw maja
mase czgsteczkowg wiekszg od ich homologéw proka-
riotycznych np. LeuRS: E. coli-91 kDa, S. cerevisiae-
124 Da; ArgRS: E. coli-64 kDa, M. auratus-15,5 kDa;
HisRS: E. coli-Al kDa, S. cerevisiae-58 kDa [11].
Przyczyng tej réznorodnosci jest wystepowanie dodat-
kowych peptyddw na koncu karboksylowym lub ami-
nowym. Sekwencje te wydajg sie byC istotne dla
przebiegu procesdw komdérkowych innych niz reakcja
aminoacylacji, np. moga determinowac rodzaj hydro-
fobowych oddziatywan podczas tworzenia wysoko-
czasteczkowych komplekséw enzymatycznych [12-14].

Syntetazy aminoacylo-tRNA mogg wystepowad
w postaci dwoch rodzajow kompleksow. Jeden z nich
ztozony jest z syntetazy oraz innych biatek np. syn-
tetaza walilo-tRNA wystepuje w kompleksie z euka-
riotycznym czynnikiem elongacyjnym eEF-1 [15].
Drugi kompleks, okre$lany jako kompleks wielosyn-
tetazowy, zawiera dziewie¢ AARS specyficznych dla
Pro, Glu, lle, Leu, Met, Gin, Lys, Arg, Asp [ 13]. W jego
sktad mogg réwniez wchodzi¢ inne makroczasteczki,
np. kompleks 55 rRNA z biatkiem rybosomalnym
duzej podjednostki — L5 (7S RNP-7S rybonukleo-
proteina) [16]. Sktadnik ten stymuluje prawdopodob-
nie aktywno$¢ niektérych syntetaz gtdwnie MetRS
i 1leRS [17]. W kompleksie wielosyntetazowym wy-
krytym u Drosophila zaobserwowano, ze dziewigé
aktywnos$ci syntetaz aminoacylo-tRNA byto zwigzane
z wystepowaniem osSmiu polipeptydéw. Jeden z nich
wykazywal jednocze$nie aktywnos$¢ dwoéch réznych
syntetaz: GIURS i ProRS. Jest to pierwszy znany
przyktad chimerycznej syntetazy okre$lanej jako syn-
tetaza gluprolilo-tRNA [13], Funkcjonalne znaczenie
kompleksowej organizacji syntetaz nie jest do konca
poznane, chociaz jest zrozumiate z punktu widzenia
ukierunkowanego przeptywu substratéw (ang. chan-
neling). Prawdopodobnie istnienie takich wieloenzy-
matycznych kompleks6éw jest konieczne dla wydaj-
nego funkcjonowania aparatu translacyjnego [14].

Syntetazy aminoacylo-tRNA wykazujg olbrzymie
zréznicowanie zaré6wno w sekwencji aminokwasowej
jak istrukturze przestrzennej. Lancuchy polipeptydo-
we zawierajg od 334 reszt aminokwasowych dla TrpRS
E. coli do 1112 dla PheRS E. coli. Ich masa czastecz-
kowa waha sie od 51 kDadlaCysRS E. colido 384 kDa
dla AlaRS E. coli. Syntetazy aminoacylo-tRNA sg
monomerami, homo i heterodimerami, a takze homo-
tetramerami (Ryc. 2) [11, 18, 19].

Opierajgc sie na wynikach analiz sekwencji amino-
kwasowych znanych syntetaz aminoacylo-tRNA, oraz
na poréwnaniu struktur krysztatow TyrRS i TrpRS
z Bacillus stearothermophilus [20, 21], MetRS z E. coli
[22], LysRS z E. coli [23], SerRS z Thermus thermop-
hilus [24] i E. coli [25] oraz kompleksow GInRS-
-tRNAGnz E. coli [26] oraz AspRS-tRNAApz drozdzy
[27] oraz SerRS-tRNASxz Thermus thermophilus [28]
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Syntetazy

Klasa |

T T T
0 1000 2000 3000

Liczba aminokwasoéw

| 875 [ 875

Syntetazy

Klasa ll

T T
2000 3000

Liczba aminokwasoéw

Ryc. 2. Strukturalna réznorodno$¢ dwoéch klas syntetaz amino-
acylo-tRNA. W ramkach podano liczbe aminokwaséw
w podjednostce lub w catym enzymie.

wszystkie syntetazy aminoacylo-tRNA podzielono na
dwie klasy w zalezno$ci od zachowywanych amino-
kwasdw lub peptydow wystepujacych w strukturze
tych biatek. Kazda z klas obejmuje dziesie¢ réznych
syntetaz [18] (Ryc. 3). Do klasy | nalezg syntetazy:
ArgRS, GIuRS, GInRS, TrpRS, TyrRS, MetRS,
CysRS, lleRS, LeuRS, ValRS. Zawierajg one dwa state
peptydy pentapeptyd Lys-Met-Ser-Lys-Ser (KMSKS)
oraz tzw. sekwencje znacznikowg (ang. signature segu-

Klasa | HIGH KMSKS

ArgRS —8— —_—,-
GIURS - = E—
GInRS - .
TrpRS - —_—
TyrRS —- ——
MetRS - bl

CysRS - S A—
lleRS - L

LeuRS —i L

ValR$ - L

Klasa ll motyw 1 motyw 2 motyw 3

AlaRS —— —

GRS —————
ProRS —& -
TWRS =l —-— ——
HiISRS R R — .
SerRS ——— ——

AspRS —f -

AsnRS —_—l - —

LysRS S - —a

PheRrS —_— - -

Ryc. 3. Wystepowanie konserwatywnych fragmentéw polipepty-
doéw w sekwencji aminokwasowej syntetaz aminoacylo-
-tRNA klasy 1ill. HIGH i KMSKS oznaczajg sekwencje
aminokwasowe (zob. tekst).
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ence), ktorg stanowi dodekapeptyd, zakoriczony naj-
bardziej zachowawczym tetrapeptydem His-X-Gly-
-His (HXGH), gdzie X oznacza hydrofobowy amino-
kwas, ktorym jest najczesciej izoleucyna. Oba motywy
HXGH i KMSKS tworzg centrum aktywne (tzw.
,»Rossmann fold”), w ktérym wystepujg na przemian
odcinki helikalne (a-helisy) i struktury (3-daszkowe
(ang. (3-sheet) [19]. Podobne motywy obserwowane sg
w wielu innych biatkach wigzgcych mono i dwunuk-
leotydy np. w dehydrogenazach [29]. Prawdopodob-
nie dwie reszty histydyny tetrapeptydu HXGH od-
dziatujg z resztami fosforanowymi ATP, a pentapeptyd
KMSKS, oprocz wigzania ATP, jest miejscem wigza-
nia (lub zakotwiczania) konca 3’ czasteczek tRNA [6].

Na podstawie rozwigzanych dotychczas struktur
krysztatow enzyméw klasy I, czyli TryRS, TyrRS z B.
stearothermophilus oraz MetRS i GInRS z E. coli
wyrozniono trzy podklasy syntetaz. Pozostate enzymy
0 nieznanej dotychczas strukturze przestrzennej, moz-
na zakwalifikowa¢ do jednej z tych trzech podklas.
Podklase la tworzg syntetazy aminoacylo-tRNA swoi-
ste dla aminokwaséw hydrofobowych oraz zawieraja-
cych siarke. Sg to: MetRS, CysRS, ValRS, IleRS,
LeuRS. Podklase Ib stanowig syntetazy aminokwasow
aromatycznych TyrRS, TrpRS, natomiast podklase Ic
syntetazy dla aminokwaséw obdarzonych tadunkiem
ArgRS, GInRS, GIuRS (Tab. 1) [18],

Klasa Il syntetaz aminoacylo-tRNA obejmuje en-
zymy swoiste dla kwasu asparaginowego, asparaginy,
glicyny, fenyloalaniny, proliny, seryny, treoniny, his-
tydyny, alaniny, lizyny. Enzymy te zawierajg trzy
zachowawcze konserwatywne fragmenty sekwencji
zwane motywami (Ryc. 3). Motyw 1 stanowi 18
aminokwasowy peptyd odpowiedzialny za dimeryza-
cje. Syntetazy GIlyRS i AlaRS nie posiadajag motywu 1

Tabela 1.

Klasyfikacja syntetaz aminoacylo-tRNA. Charakterystyczne sek-
wencje amiookwasowe przedstawiono w kodzie jednoliterowym,
podklasy w kodzie tréjliterowym.

Klasa AARS | 1

Miejsce 2'0H 3'OH
aminoacy-

lacji na

koncowe;j

rybozie

tRNA

Charakte- HIGH
rystyczna KMSKS (2) ..FRXE...
sekwencja 3) ...GXGXGXER...
aminokwa-

sowa

Podklasy a b c a b c d
LeuRS TyrRS ArgRS HisRS AspRS GIlyRS PheRS
1leRS TrpRS GInRS ProRS AsnRS AlaRS

ValRS GIuRS SerRS LysRS
CysRS ThrRS
MetRS
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U E. coli AlaRS wystepuje on jako tetramer, chociaz
monomer jest rowniez aktywny. U organizmow wy-
zszych np. u Bombyx mori, AlaRS wystepuje jako
monomer [30], Motyw 2 obejmujacy 23-31 amino-
kwasow z charakterystycznym tetrapeptydem Phe-
Arg-Asp-Glu (FRNE) i motyw 3, liczacy 29-34 amino-
kwaséw z konserwatywng sekwencjg Gly-Leu-
-Glu-Arg (GLER) stanowig aktywne miejsce enzymow
klasy Il [31], Wydaje sie, ze aminokwasy w motywie
2 oddziatujg z ramieniem akceptorowym tRNA, aami-
nokwasy w motywie 3 zaangazowane sag W wigzanie
ATP i aminokwasu [32] (Ryc. 3.). Syntetazy amino-
acylo-tRNA nalezgce do klasy Il mozna podzieli¢ na
kilka podklas roznigcych sie konserwatywnymi moty-
wami sekwencyjnymi (Tab. 1). Podklase lia stanowig
enzymy ProRS, ThrRS, HisRS, SerRS, podklase Ilb
AspRS, AsnRS i LysRS, a podklase llc syntetazy dla
Gly i Ala, nie posiadajgce wszystkich charakterystycz-
nych motywow strukturalnych. Do podklasy Ild nale-
zy PheRS [18],

Podziat syntetaz aminoacylo-tRNA na dwie klasy,
w zaleznosci od wystepowania charakterystycznych
elementéw strukturalnych, zwigzany jest takze z me-
chanizmem dziatania tych enzymow. Dotyczy to miejs-
ca acylacji rybozy adenozyny znajdujacej sie przy
koncu 3’ tRNA. Wszystkie syntetazy klasy | przytgcza-
ja aminokwas w pozycji 2’ rybozy, podczas gdy
syntetazy klasy Il z wyjatkiem PheRS w pozycji 3’
(Tab. 1) [6, 18]. Interesujgca pod tym wzgledem jest
syntetaza fenyloalanylo-tRNA z T. thermophilus, przy-
facza ona jednoczes$nie dwie czasteczki fenyloalaniny
do rybozy w pozycji 2’ i 3’ [33].

Jednym z kluczowych zagadnien w badaniach syn-
tetaz jest mechanizm dziatania tych enzyméw. Na
drodze do rozszyfrowania tego problemu poznano
organizacje domen funkcjonalnych dla syntetazy tyro-
zylo-tRNA z Bacillus stearothermophilus, [34] naleza-
cej do klasy I isyntetazy alanylo-tRNA z E. coli, [35]
nalezacej do klasy Il. Analizowano je wykorzystujgc
rézne mutanty delecyjne. Stwierdzono, ze na koficu
aminowym enzymu znajduje sie domena aktywacji
aminokwasu oraz sekwencja, ktdra oddziatuje z ramie-
niem akceptorowym tRNA. Dalej, w kierunku konca
C-wystepuje fragment wigzacy tRNA, gtéwnie poprzez
ramie i petle D oraz ramie antykodonowe. Karbok-
sylowy koniec enzymu odpowiedzialny jest za dimery-
zacje podjednostek (Ryc. 4) [31, 34, 35]. Syntetazy
aminoacylo-tRNA klasy Il wydaja sie mie¢ bardziej
zroznicowang strukture niz syntetazy klasy I. Obser-
wuje sie w nich odstepstwa od przedstawionej liniowej
organizacji domen funkcjonalnych (Ryc. 4).

I1l. Funkcje syntetaz aminoacylo-tRNA
I11-1. Aminoacylacja tRNA

Podstawowg funkcjg syntetaz aminoacylo-tRNA
jest katalizowanie reakcji przytagczania aminokwasu
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Kataliza

Ramieg akceptorowe

NH- Miejsca wigzania ATP i aminokwasu Ramie i petla T+C

Wigzanie i rozpoznanie tRNA

Oligomeryzacja

Ramie i petla antykodonu
Ramieg i petla DHU Ff

-COOH

Ryc. 4. Schemat budowy syntetaz aminoacylo-tRNA. N-koniec odpowiedzialny jest za katalize reakcji aminoacylacji, a C-koniec za

oligomeryzacje podjednostek enzymu.

do czasteczki tRNA. Reakcja aminoacylacji jest dwu-
etapowa (Ryc. 5). W pierwszym etapie nastepuje ak-
tywacja aminokwasu (AA) przez AARS, w obecnosci
ATP i powstanie aminoacyloadenylanu. Jest to mie-
szany bezwodnik, w ktéorym grupa karboksylowa
aminokwasu potgczona jest z grupag fosforanowg
AMP. W drugim etapie aminokwas zostaje przeniesio-
ny na czasteczke odpowiedniego tRNA. W wigkszosci
przypadkéw pierwszy etap moze odbywac sie bez
tRNA. Wyjatkami sg ArgRS, GIuRS, GInRS, gdzie dla
reakcji wymiany PPi-ATP konieczna jest obecnos¢
tRNA [6, 18]. Procesowi syntezy aminoacylo-tRNA
towarzyszy naprawa btedéw (ang. proofreading) [36,
37]. 1leRS oprdcz syntezy izoleucylo-tRNA, moze
réwniez aktywowa¢ waline tworzac zwigzany z en-
zymem walilo-AMP. Jednakze aktywowana walina nie
zostaje przeniesiona na tRNAIlle poniewaz wiasnie
tRN A llekatalizuje hydrolize walilo-AMP, co zapobie-
ga wbudowaniu btednego aminokwasu. W procesie
syntezy aminoacylo-tRNA, etap przeniesienia amino-
kwasu jest bardziej specyficzny niz etap aktywacji [38].
Selekcja odpowiedniego tRNA i swoistego amino-
kwasu odbywa sie poprzez tworzenie unikatowego,
specyficznego kompleksu tRNA — syntetaza amino-
acylo-tRNA. O swoistosci tego procesu decydujg dwa

H O O 0 O HO O 0
i i I AARS Lo I Ad o | i
R-C-C + 0-P-0-P-0-P-0- o [ —> R-(-C-0-P-0q o | + 0-p-0-P-0
OuN 0P 0 .0 &0 ®HN &0 L 0
HO OH HO OH
AARS
AA + ATP %% AA-AMP + PP
5
y
1 Ad Ade Ade G Ade
~C+0~P=0) b € + RNAT 0 —> RNAT _0 + 0-P-07 .0
0 Q 7OH 0
I
HO OH HO OH HO 0-C-C-R HO OH
NH®
3

]Antykodon

czynniki: rozpoznawanie iidentyczno$¢ tRNA. Rozpo-
znawanie odnosi sie do identyfikacji danego tRNA
przez odpowiednig syntetaze na podstawie specyficz-
nych elementéw strukturalnych tRNA (ang. recog-
nition elements). Identyczno$¢ tRNA obejmuje elemen-
ty rozpoznawalne przez swoistg syntetaze ijednoczes-
nie cechy strukturalne, ktére uniemozliwiajg rozpo-
znawanie tRNA przez niehomologiczng syntetaze
(ang. discrimination elements) [39]. Wiekszo$¢ elemen-
tow tRNA rozpoznawanych przez syntetazy amino-
acylo-tRNA znajduje sie w ramieniu akceptorowym
iantykodonie. Do wyjatkow nalezg: tRNA Ala tRN A S,
tRNALey, ktdrych antykodon nie jest zaangazowany
w bezposrednie oddziatywanie z AARS. W antykodo-
nie LAU w tRNAIlez E. coli wystepuje modyfikowana
cytozyna-lizydyna, uniemozliwiajgca przytgczenie me-
tioniny. W drozdzowym tRNAAgpdla unikniecia przy-
taczenia btednego aminokwasu zasada w pozycji 37
jest modyfikowana. W tRNAHSs istotnym elementem
strukturalnym jest guanozyna w pozycji G(_1} Brak
jest jednak bezposredniej korelacji miedzy waznymi
dla rozpoznawania przez enzym pozycjami nukleo-
tydéw w tRNA, a podziatem syntetaz aminoacylo-
tRNA na klasy (Tab. 2) [40].

AA-AMP + tRNA AA-tRNA + AMP

Ryc. 5. Schemat dwuetapowej reakcji aminoacylacji tRNA w obecnosci syntetazy AARS. W pierwszym etapie nastgpuje aktywacja
aminokwasu z wytworzeniem aminoacyloadenylanu, w drugim aminoacylacja tRNA.
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Tabela 2.

Elementy strukturalne tRNA zaangazowane w rozpoznawaniu przez syntetazy.

Aminokwas
Klasa I AARS Met Cys Leu lle Val Trp Tyr Arg Glu Gin
Antykodon + + + + + + + + +
Petla dodatkowa w tRNA - - + +
Nukleozyd w pozycji 73 A U A A A G A AlG G G
Aminokwas
Klasa Il AARS Asp Asn Lys His Ser Thr Pro Ala Gly Phe
Antykodon + + + + + + + +
Petla dodatkowa w tRNA +
Nukleozyd w pozycji 73 G G A G-I G A A A U A

I11-2. Autoregulacja

Znaleziono dowody wskazujgce, ze syntetazy ami-
noacylo-tRNA autoregulujg ekspresje swoich genow,
zarbwno na poziomie transkrypcji jak i translacji.
Ekspresja genu thrS E. coli, kodujgcego syntetaze
treonylo-tRNA (ThrRS) regulowana jest na poziomie
translacji, pod wptywem produktu korficowego [41].
Gdy poziom ThrRS jest zbyt wysoki w poréwnaniu
z zapotrzebowaniem komérkowym, wéwczas powsta-
jace w nadmiarze biatko wigzac sie do tzw. sekwencji
liderowej zlokalizowanej przed startem translacji witas-
nego mMRNA blokuje miejsce wigzania rybosomu i za-
trzymuje biosynteze. Odcinek liderowy mRNA wyka-
zuje sekwencyjne i strukturalne podobiefstwo do
czasteczki tRNA. Wyrézni¢ w nim mozna 4 elementy
(domeny) struktury Il-rzedowej. Domena 1 zawiera
tzw. sekwencje Shine-Dalgarno, czyli miejsce wigzania
do rybosomu, oraz kodon inicjacji translacji. Domena
2 podobna jest do siedmionukleotydowej petli anty-
kodonowej tRNATH, zawiera antykodon treoniny
CGU petli. Domena 3 rozdziela domeny 2 i 4 i utrzy-
muje je w odpowiedniej odlegtosci przestrzennej. Do-
mena 4 wykazuje podobienistwa do ramienia akcep-
torowego i zawiera sekwencje CCA (Ryc. 6). tRNATh
podobnie jak odcinek liderowy mRNA wykazuje po-
winowactwo do syntetazy treonylo-tRNA idziatajako
antyrepresor translacji. Usuwa on ThrRS z mRNA
i umozliwia prawidtowe funkcjonowanie rybosomu.
System represji i derepresji inicjacji translacji po-
zwala na utrzymanie réwnowagi miedzy biosyntezg
syntetazy aminoacylo-tRNA a iloscig tRNA i unik-
niecie kumulowania sie wolnego tRNA w kom@drce
[6, 41, 42].

Podobng funkcje regulatorowg wykazano dla syn-
tetazy alanylo-tRNA z E. coli, ktéra wigze sie specyfi-
cznie do palindromowej sekwencji otaczajagcej miejsce
startu transkrypcji wiasnego genu. Wydaje sie, ze
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domena AlaRS zaangazowana w oddziatywanie
z DNA nie jest konieczna dla katalizowania reakcji
aminoacylacji [1, 6].

Poziom drozdzowej syntetazy lizylo-tRNA zalezy
od ilosci enzymu i tRNALs w komérce [43]. Przy
obnizonej aktywnos$ci LysRS iniepetnej aminoacylacji
tRNALs nastepuje aktywacja biatka GCN2. Analiza
jego sekwencji aminokwasowej wskazuje, ze biatko to
zawiera domene podobng do syntetazy histydylo-
-tRNA. Przypuszcza sig, ze niezaminoacylowany
tRNA wigze sie do regionu podobnego do HisRS
i w ten sposob wpltywa na wzrost aktywnos$ci domeny
kinazowej biatka GCN2. Domena HisRS w GCN2
moze wigza¢ tez inne tRNA. Aktywne biatko GCN2
fosforyluje podjednostke o czynnika inicjatorowego
elF-2, powodujac obnizenie jego aktywnosci oraz

Domena 3

&
)

(@]
>
>
>
(e

A
-AUUGCGAll\OCCAUUUAGCé

I T O O O T O IO B
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AAGUAACGCUUGGUAGAUCGg U
U

- r

uu
u
yG

120
GUCCAUGUGUUUAC-5 bomena 4

(ramie akceptorowe)

&
<]

rcCcOHOCcccoOocCccccc>»™>»>

AUAAGGAUAUAAAAUG-3’
A Domena 1

[l ep N @]

& <
(ep]

Domena 2
(ramie antykodonu)

cocrToc
OO0 >

Ryc. 6. Model struktury 11-rzedo-
UU UG 20 wej mMRNA thrS (genu
ThrRS)  przypominajacy

CUG

strukture tRNAThr
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zwigkszenie syntezy innego biatka GCN4. GCN/4 jest
transkrypcyjnym aktywatorem genu GCD5, koduja-
cego syntetaze lizylo-tRNA. Synteza biatka GCN4
kontrolowana jest na poziomie translacji przez 4 kr6t-
kie, otwarte ramki odczytu znajdujgce sie w kierunku
5" od startu translacji (UORF-upstream open reading
frame) [43]. Przy obnizonej aktywnosci elF-2a, inicja-
cja translacji jest mniej wydajna i wiekszo$¢ krdtkich
UORF jest omijana, a translacji ulega wtasciwa ramka
odczytu biatka GCN4. Wynika z tego, ze ufosforylo-
wana forma czynnika inicjatorowego elF-2a powodu-
je derepresje translatacji GCN4. Biatko GCN4 wigze
sie do sekwencji TGACTC genu GCD5, aktywujac
transkrypcje. Zwiekszenie ilosci LysRS powoduje pod-
wyzszenie poziomu Lys-tRNALs i jednoczes$nie
zmniejszenie ilosci nieaminoacylowanego tRNALs
W konsekwencji zredukowany poziom wolnego
tRNALs prowadzi do spadku aktywnos$ci kinazy
GCN2, przez co fosforylacja elF2a powraca do pozio-
mu wyjsciowego, a translacja GCN4 ulega ponownej
represji (Ryc. 7) [43].

111-3. Udziat w dojrzewaniu RNA

Niektére geny mitochondrialne zawieraja introny,
ktore ulegajg samowycinaniu in vitro. Jednak in vivo
wydajno$¢ procesu dojrzewania RNA (ang. splicing
RNA) zalezy od obecnosci specyficznych czynnikéw
biatkowych. Moga to by¢ maturazy, biatka kodowane
przez introny, lub tez biatka kodowane przez genom
jadrowy. Wsrdd tych biatek sg réwniez syntetazy

aminoacylo-tRNA [44, 45].

U Neurospora crassa biatko Cyt-18, produkt genu
cyt-18, niezbedne jest do sktadania mtRNA. Biatko to
zostato zidentyfikowane jako mitochondrialna syn-
tetaza tyrozylo-tRNA [46, 47]. Zawiera ona na N-
koncu istotng dla procesu dojrzewania RNA domene,
ktérej nie zawierajg syntetazy tyrozylo-tRNA z bak-
terii czy drozdzy. Nie jest ona istotna dla katalizowa-
nia reakcji aminoacylacji. Wystepowanie tej domeny
sugeruje, ze mitochondrialna syntetaza tyrozylo-
-tRNA z N. crassa nabyta zdolno$¢ wycinania intro-
noéw stosunkowo po6zno w ewolucji lub tez, ze inne
AARS podczas ewolucji utracity te koAcowa domene.
Biatko Cyt-18 zaangazowane jest w wycinanie wielu
ré6znorodnych intronéw grupy I, ktdre wykazujg mini-
malng homologie w sekwencji nukleotydowej. Moty-
wami rozpoznawanymi przez biatko wydajg sie by¢
wysoko konserwatywne elementy strukturalne katali-
tycznego rdzenia tych intronéw, ktére przypominaja
strukture tRNA. Introny RNA oraz tRNATyrwykazuja
powinowactwo do miejsca wigzania w biatku Cyt-18.
Sugeruje sie, ze biatko Cyt-18 wigzac sie do intronu
formuje i stabilizuje go w konformacji wymaganej dla
katalitycznej aktywnosci rdzenia intronu [44, 46-48].
Mutacje TyrRS w domenie odpowiedzialnej za wigza-
nie tRNA hamujg zaréwno reakcje aminoacylacji jak
i proces dojrzewania RNA, jednakze bez utraty zdol-
nosci biatka do formowania tyrozylo-adenylanu.

U Podospora anserina znaleziono rowniez dwufunk-
cyjne mitochondrialne biatko YST1, ktére wykazuje
aktywno$¢ syntetazy tyrozylo-tRNA ijest zaangazo-

%@\

tRNAYS
GCN2
Kinaza .
biatkowa I

Nt

fosforylacja elF-2a

Lys-tRNAY

5' —TGACTC Gen GCD5

RCY

Ryc. 7. Model autoregulacji ekspresji genu kodujagcego LysRS (GCDS5) u drozdzy. GCN2 — biatko wykazujace aktywno$¢ kinazy oraz
strukturalne podobienstwo do HisRS, etF — eukariotyczny czynnik inicjatorowy, GCN4 — aktywator transkrypcji.

derepresja translacji GCN4
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wane w dojrzewaniu RNA [49].
I11-4. Biosynteza alarmondéw

W kazdym organizmie eukariotycznym i prokario-
tycznym znajdujgcym sie w warunkach stresowych
spowodowanych np. podwyzszong temperaturg, wy-
sokim stezeniem alkoholu lub utleniacza, nastepuje
indukcja syntezy biatek szoku. Ws$rod nich u E. coli
zidentyfikowano syntetaze lizylo-tRNA [7]. Niektére
syntetazy maja zdolno$¢ katalizowania reakcji syntezy
alarmondw, czyli czasteczek regulatorowych, ktére sg
»Czujnikami szoku” i informujg komorke o zmienio-
nych warunkach, powodujgc rozpoczecie tzw. ,0d-
powiedzi na stres”. Do alarmonow zalicza sie dwunuk-
leotydowe oligofosforany: Ap4A, Ap3Gpp, Ap4G,
Ap3G, Ap3A, ktorych synteze przedstawia (Ryc. 8).
Jedna z czasteczek ATP (pppA) w tych dwunuk-
leotydach moze by¢ zastgpiona przez ppGpp, GTP,
GDP, ADP. Mikromolarne stezenie jondw cynku
stymuluje synteze alarmonéw przez niektdre syntetazy
np. AlaRS, PheRS, ProRS a zwtaszcza LysRS u E. coli
[50]. Sugeruje sig, ze syntetazy aminoacylo-tRNA
moga by¢ wrazliwe na stres oksydacyjny, poniewaz
niektére z tych enzymow posiadajg grupy tiolowe
tatwo ulegajace utlenieniu. Takie utlenienie moze
obniza¢ aktywnos$¢ syntetaz w reakcji aminoacylacji
tRNA, natomiast podwyzszona zostaje wowczas ak-
tywno$¢ syntezy dwunukleotydowych oligofosfora-
néw [50], Inna hipoteza zaktada, ze czasteczki tRNA
moga by¢ czujnikami stresu. Zmiany w modyfikowa-
nych nukleotydach tRNA spowodowane warunkami

COOH
I
CHNH2

tRNAGU ATP . NADPH
ch? & Glu-tRNA®
| syntetaza reduktaza
ch?2 Glu-tRNA Glu-tRNA
I
COOH

Ryc. 9. Schemat biosyntezy kwasu 5-aminolewulinowe-
go (ALA), prekursora zwigzkéw tetrapirolowych
np. chlorofilu.
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Lys + ATP

LysRS

Lys - pA - LysRS

(AMP)

+pppA

+pppG
+ppG +ppG +ppA
(ATP) pPpPGpp pp PP

(GTP),

AppppA  ApppGpp AppppG  ApppG  ApppA

Lys + LysRS

Ryc. 8. Schemat biosyntezy alarmonéw. W reakcji aminokwasu
z ATP katalizowanej przez syntetaze AARS powstaje
aminoacyloadenylan jako produkt przejSciowy. Moze on
ulega¢ reakcji z roznymi pochodnymi ATP i GTP z wy-
tworzeniem odpowiednich dwunukleotydéw oligofosfora-
néw uwalniajgc aminokwas i enzym.

stresowymi moga aktywowaé odpowiednig syntetaze
do katalizowania reakcji syntezy alarmonéw [51].

I11-5. Udziat w biosyntezie chlorofilu

Syntetaza glutamylo-tRNA (GIuRS) jest zaangazo-
wana w proces hiosyntezy chlorofilu u roslin wyzszych,
glonéw, cyjanobakterii i niektérych fotosyntetyzuja-
cych iniefotosyntetyzujacych bakterii [52]. Biosynteza
chlorofilu rozpoczyna sie od utworzenia glutamylo-
tRNAGuU (GIutRNAolu) przy udziale syntetazy gluta-
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mylo-tRNA. W nastepnym etapie reduktaza glutamy-
lo-tRNA (GIuTR) przeksztatca glutamylo-tRNAGQudo
glutamino 1-semialdehydu. Nastepnie czasteczka ta
ulega transaminacji, a powstajgcy kwas 5-aminolewu-
linowy (ALA) jest prekursorem zwigzkdéw tetrapirolo-
wych m.in. chlorofilu (Ryc. 9). U zielenicy Chlamydo-
monas reinhardtii wykazano, ze syntetaza glutamylo-
tRNA tworzy stabilny kompleks z reduktazg glutamy-
lo-tRNA. Kompleks ten umozliwia bezposrednie prze-
niesienie utworzonego glutamylo-tRNAGuz GIuRS na
GIUTR. Jest to mechanizm ukierunkowania Glu-
tRNAQudla biosyntezy chlorofilu umozliwiajgcy unik-
niecie wspotzawodnictwa o produkt reakcji amino-
acylacji ze szlakiem biosyntezy biatek w chloroplas-
tach [52-54],

111-6. Udziat AARS w powstawaniu choréb
autoimmunologicznych

Wydaje sie, ze jedng z przyczyn chordb zwigzanych
z autoimmunoagresjg jest wystepowanie przeciwciat
dla syntetaz aminoacylo-tRNA (anty-AARS). Niekto-
re syntetazy aminoacylo-tRNA np. AlaRS, GIyRS,
HisRS, IleRS, SerRS, ThrRS sg antygenami dla prze-
ciwciat znajdujgcych sie w surowicy pacjentéw cier-
piacych na myositis (zapalenie mies$ni), potimyositis
(zapalenie wielomiesniowe) oraz dermatomyositis (za-
palenie skorno-mie$niowe) [55-61]. Przeciwciata te
hamuja reakcje aminoacylacji tRNA poprzez wysoce
specyficzne wigzanie sie do centrum aktywnego en-
zymu [55-61]. Wydaje sig, ze sg one skierowane
przeciwko konformacyjnym epitopom pojedynczych
syntetaz, poniewaz anty-AARS nie wigzg sie do ter-
micznie zdenaturowanych enzymoéw [56], Wiekszo$¢
przeciwciat tworzy swoiste kompleksy z jedng syn-
tetazg aminoacylo-tRNA, ale w przypadku przeciwciat
skierowanych przeciwko syntetazie izoleucylo-tRNA
(anty-0J), ktéra jest sktadnikiem kompleksu wielosyn-
tetazowego, immunoprecypitacji ulega calty kompleks.
Jest to wyjatek, w ktérym jeden rodzaj przeciwciat
rozpoznaje wiecej niz jedng syntetaze [55, 56]. Ponad-
to znaleziono anty-AARS skierowane jednoczesnie
przeciwko AlaRS i tRNAAa [56, 57]. Najczesciej
spotykanymi w surowicy s przeciwciata anty-Jo-1,
skierowane przeciwko HisRS, wystepujace u 35-45%
cierpigcych na myositis [56]. Pomimo, ze surowice
poszczegllnych pacjentéw zawierajg zrdznicowane
spektrum poliklonalnych anty-Jo-1, wszystkie one roz-
poznajg prawdopodobnie ten sam fragment struktury
HisRS. Surowice zawierajgce przeciwciata anty-Jo-1,
oprécz immunoprecypitacji HisRS, wytracajg takze
tRNAHSs. Przypuszcza sie, ze anty-Jo-1 uniemozliwiajg
dysocjacje AARS-tRNA iw ten sposéb inhibuja dzia-
tanie HisRS [58]. Przeciwciata anty-Jo-1 obnizajg
katalityczng aktywnos$¢ ludzkiej syntetazy histydylo-
-tRNA 090%. U innych kregowcdw inhibicja wynosi:
89% dla gaddw, 83% dla ptakéw i 52% dla ryb. Jak
ztego wynika spadek aktywnosci HisRS powodowany
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przez anty-Jo-1 maleje wraz ze wzrostem odlegtosci
filogenetycznej danej gromady systematycznej od czto-
wieka. Wiadomo réwniez, ze aktywnos$¢ syntetaz his-
tydylo-tRNA z drozdzy, glonéw i bakterii nie zmienia
sie pod wptywem anty-Jo-1, co jednoznacznie sugeruje,
ze epitopy HisRS rozpoznawane przez anty-Jo-1 sg
state dla enzyméw zwierzecych.

Dotychczas niewiele wiadomo o molekularnym me-
chanizmie powstawania myositis. Przypuszcza sie, ze
przeciwciala powstajg poczatkowo jako wynik im-
munologicznej odpowiedzi organizmu na obecno$¢
obcego antygenu, ktéry na zasadzie molekularnej
mimikry przypomina strukture biatek gospodarza.
Potwierdzeniem tego moze by¢ tworzenie kompleksu
syntetaz aminoacylo-tRNA i wirusowych RNA, ktére
majg strukture podobng do czasteczek tRNA (ang.
tRNA-like structure) [57].

Artykut otrzymano 15 lutego 1995 r.
Zaakceptowano do druku 20 sierpnia 1995 r.
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Serynowo/treoninowe fosfatazy fosfoproteinowe w tkance

mozgowej

Serine/Threonine phosphoprotein phosphatases in brain tissue

LUDMILA ZYLINSKAL
LILLA LACHOWICZ2

Spis tresci:

. Wstep
Il. Charakterystyka fosfataz fosfoproteinowych w tkance
nerwowej
I1-1. Fosfataza PP1
11-1A. Regulacja aktywnosci PP1 przez
DARPP-32
11-2. Fosfataza PP2A
11-3. Fosfataza PP2B
11-4. Fosfataza PP2C
11-5. Fosfataza PP3
11-6. Inhibitory fosfataz fosfoproteinowych
I11. Udziat defosforylacji biatek w procesach neuronalnych

Wykaz stosowanych skrétow: NMDA kwas N-metylo

D-asparaginowy; PKA — Kkinaza biatkowa zalezna od
cAMP; PKC — kinaza biatkowa zalezna od Ca2+ i fos-
folipidow; CaM-kinaza Il — wielofunkcyjna kinaza biat-

kowa zalezna od Ca2+ i kalmoduliny; LTP dtugotrwate
wzmochienie synaptyczne (ang. long-term potentiation): LTD

dtugotrwate ostabienie synaptyczne (ang. long-term de-
pression); cAMP — cykliczny adenozynomonofosforan;
cGMP — cykliczny guanozynomonofosforan; CaM — kal-
modulina; DARPP-32 — (ang. dopamine and cyclic AMP-
regulated phosphoprotein), naturalny biatkowy inhibitor fosf-
atazy PP1; OA — kwas okadejowy (ang. okadaic acid);
D-APV — kwas D-amino-5-fosfonowalerianowy, antagoni-
sta receptorow NMDA.

I. Wstep

Odwracalna fosforylacja biatek w tkance nerwowej
uwazana jest obecnie za jeden z gtéwnych mechaniz-
mow kontrolujgcych wewngtrzkomdrkowe procesy
takie jak; transport btonowy, neurosekrecja, przewod-
nictwo kanatdow jonowych czy sekwencja wydarzen
odpowiedzialnych za zjawisko pamieci. Fosforylacja
seryny, treoniny lub reszt tyrozylowych przez specyfi-
czne kinazy biatkowe moduluje ich funkcje biologicz-
ne, na skutek zmiany konformacji biatek. W wiekszosci
biatek neuronalnych fosforylowana jest seryna, w nie-
ktérych treonina, w niewielu natomiast tyrozyna.
Czesto takze wystepuje w biatkach kilka miejsc fos-
forylacji. Poszczegdlne z nich moga by¢ fosforylowane

1 Dr, 2 prof. dr hab., Il Zaktad Biochemii Instytutu Fizjo-
logii i Biochemii, A.M. ul. Lindleya 6, 90-131 t6dz
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przez jedng kinaze, cho¢ wykazano tez, ze pojedyncze
miejsca ulegajg fosforylacji katalizowanej przez rézne
kinazy biatkowe. Aktywnos$¢ kinaz biatkowych regulo-
wana jest przez wiele czynnik6w m.in. wtérne przekaz-
niki, allosteryczne efektory oraz fosforylacje.

Defosforylacja biatek, stanowigca mechanizm wytg-
czajacy procesy uruchamiane przez kinazy biatkowe,
przeprowadzana jest przez specyficzne fosfatazy fosfo-
proteinowe, jednak ich rola w tkance nerwowej niejest,
jak dotad, w petni poznana. W 1989 r. w tomie 39 Post
Biochem [1] ukazata sie praca przeglagdowa poswieco-
na fosfatazom biatkowym, natomiast niniejszy artykut
ma na celu podsumowanie obecnie dostepnych infor-
macji, dotyczacych wystepowania i udziatu seryno-
wo/treoninowych fosfataz biatkowych w procesach
zachodzacych w tkance nerwowej.

Pierwszym kryterium podziatu fosfataz biatkowych
byta ich zdolnosé do specyficznej defosforylacji pod-
jednostki @kinazy fosforylazowej oraz wrazliwo$é na
inhibicje powodowang przez nanomolarne stezenia
dwdch matych, termo- i kwasoodpornych biatek, na-
zwanych inhibitorem 1 i inhibitorem 2 Cechy te
wykazywat typ 1fosfataz (PP1). Typ 2 (PP2) preferen-
cyjnie defosforylowat podjednostke a kinazy fosforyla-
zowej oraz wykazywat brak wrazliwosci na inhibitory
1li2. Podziat typu 2 na podtypy 2A, 2B i2C nastgpit na
podstawie kolejnego kryterium, jakim byta obecnos$é
jonow dwuwarto$ciowych, niezbednych do aktywacji
poszczeg6lnych fosfataz. PP2A nie wymaga zadnych
jonéw, PP2B osigga petng aktywno$¢ w obecnosci
Ca2+, natomiast PP2C zalezna jest od jonow Mg2+.
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Nalezy podkresli¢, ze ze wzgledu na wszechobecno$c
fosfataz biatkowych, kryteria te majg zastosowanie dla
enzyméw wystepujacych w réznych tkankach i or-
ganizmach.

Dotychczas poznano okoto 100 fosfataz biatko-
wych, przy czym okoto 1/3 stanowig fosfatazy seryno-
wo/treoninowe [2, 3]. Klasyfikacja fosfataz fosfoprote-
inowych oraz wymienione wyzej kryteria, zapropono-
wane przez Ingebritsena i wsp. [4, 5], mimo
uptywu lat nie stracity swojej aktualnosci. Z wyjatkiem
PP2B, pozostate fosfatazy defosforylujg dos$¢ duzg
ilos¢ substratdéw. W przeciwienstwie do kinaz bial-
kowych, nie zostata wyodrebniona charakterystyczna
sekwencja aminokwasowa, ulegajgca specyficznej de-
fosforylacji. W oparciu o do$¢ duzg homologie sekwen-
cji podjednostek katalitycznych czterech typéw fo-
sfataz uwaza sie, ze wywodzg sie one z tego samego
drzewa genealogicznego [6], Najwiekszg zbieznos¢
sekwencji posiadaja PP1 i PP2A, mniejsza PP2B,
natomiast najwieksze roznice obserwuje sie dla typu
PP2C. Z tego powodu PP2C czesto traktowana jest,
jako niezalezna rodzina enzymow. Dos¢ ciekawa infor-
macja uzyskana w ostatnich latach, cho¢ na razie nie
dotyczacg tkanki nerwowej, bylo wykazanie, ze dla
obu gtéwnych typéw fosfataz, réwnie dobrym sub-
stratem jak fosfoseryna czy fosfotreonina, moze by¢
fosfohistydyna [7].

W ostatnich latach zidentyfikowano takze Kkilka
nowych, serynowo/treoninowych enzymoéw, nie spet-
niajgcych klasycznych kryteri6w opracowanych przez
Ingebritsena i wsp. Przykladem moze by¢ fos-
fataza PP3, aktywowana w obecno$ci inhibitora 2 [8].

Il. Charakterystyka fosfataz fosfoproteino-
wych z tkanki nerwowej

I1-1. Fosfataza PP1

Fosfataza PP1 wystepuje gtéwnie jako forma zwia-
zana z btonami (ang. particulate fraction). W ho-
mogenatach moézgowych 50% aktywnosci fosfata-
zowej sedymentuje przy 10.000 x g, a do 70% przy
100.000 xg [6]. Obecnosé fosfatazy PP1 wykryto we
frakcji okreSlanej jako potgczenia synaptyczne (ang.
synaptic junction), ktérg uzyskiwano w procesie réz-
nicowego ultrawirowania homogenatow z réznych
obszar6w mozgowia [9]. Frakcja ta zawiera btony
synaptyczne, materiat obecny w szczelinach synaptycz-
nych oraz tzw. gestosci postsynaptyczne. Z ostatnich
badan wynika, ze fosfataza PP1 wystepuje gtdwnie
w gestosciach postsynaptycznych, gdzie stwierdzono
takze duze ilosci kinazy biatkowej zaleznej od Ca2+
iCaM [10]. Wykazano ponadto udziat PP1 w procesie
endogennej defosforylacji podjednostki a CaM-kinazy
Il. Tak wiec wczeSniejsze obserwacje zostaty roz-
szerzone o doktadniejszg lokalizacje fosfatazy PP1, co
pozwala na bardziej precyzyjng analize procesow
neurotransmisji. Z badan Cohena i wsp. [11]
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wynika, ze ponad 90% aktywnos$ci fosfatazowej typu
1w ekstraktach z tkanki mézgowej, a takze z watroby
i mieéni szkieletowych krélika, ulegato zahamowaniu
po 15 min. inkubacji w obecnosci 0.1 pM stezenia
inhibitora 1 oraz 0.2 pM stezenia inhibitora 2.

Oprdcz aktywnej formy PP1 w cytozolu komorek
nerwowych stwierdzono takze wystepowanie nieak-
tywnej fosfatazy biatkowej, nazwanej PP 1-1 [12].
Poczatkowo okre$lana byta jako fosfataza zalezna od
MgATP, gdyz do aktywacji niezbedny byt ten kom-
pleks, a takze czynnik regulatorowy FA. Czynnik ten
zostat zidentyfikowany jako zalezna od cAMP i nieza-
lezna od Ca2+ kinaza biatkowa [13]. W synaptoso-
mach kory mézgowej Yang i wsp. [14] wykazali
obecno$¢ w cytozolu nieaktywnej formy PP1, nato-
miast w btonach synaptosomalnych — nieaktywnego
czynnika FA. Wedlug autoréw, aktywacja FA na-
stepuje poprzez uwolnienie go do synaptozolu, wsku-
tek obnizenia procentowego udziatu anionowych fos-
folipidow btonowych, gtéwnie fosfatydyloinozytolu
(P1) oraz fosfatydyloseryny (PS). Nie wyklucza sie
mozliwosci, ze te fosfolipidy wigzg sie z domeng
katalityczng czynnika FA, powodujacjego dezaktywa-
cje. Za degradacje PS i Pl w btonie odpowiedzialna jest
fosfolipaza C, dlatego tez autorzy sugeruja, ze urucho-
mienie przez ten enzym dalszych etapow kaskady
przemian fosfolipidowych, moze stanowi¢ skuteczny
mechanizm kontrolujagcy transdukcje sygnatéw w cen-
tralnym uktadzie nerwowym. Roéwniez badania Y an -
ga i wsp. [15] wykazaty, ze czynnik FA jest potenc-
jalng iunikatowg kinazg biatek MAP 2 itau, reguluja-
cg funkcje mikrotubul mézgowych.

I1-1A. Regulacja aktywnosci PP1 przez
DARPP-32

Cytosolowe biatko DARPP-32 (ang. dopamine and
cyclic AM P-regulated phosphoprotien), wystepujace
gtéwnie w tkance nerwowej jest specyficzng forma
inhibitora 1, hamujgcego fosfataze PP1 [16]. W porow-
naniu z inhibitorem 1, biatko to zawiera dodatkowo 36
reszt aminokwasowych w karboksylowym koricu czas-
teczki isktada sie z 202 aminokwasdw. Ciezar moleku-
larny w zelu poliakryloamidowym z SDS oszacowano
na 32 kDa, wyznaczony natomiast z sekwencji amino-
kwasowej wynosi 22.1 kDa. Forma aktywna inhibitora
powstaje po ufosforylowaniu przez PKA pojedynczej
reszty treoniny (Thr-34). (Ryc. 1). Specyficzna defos-
forylacja tego miejsca przez fosfataze PP2B, zlokalizo-
wang w tych samych obszarach mézgowia co DARPP-
-32, powoduje zniesienie witasnosci inhibitorowych
i poSrednio aktywacje fosfatazy PP1 [6]. DARPP-32
wystepuje przede wszystkim w neuronach posiadajg-
cych receptory dopaminowe D-I [17, 18], W ekstrak-
tach jader ogoniastych wotu stanowi okoto 0.25%
catkowitego biatka. Jego obecno$¢ wykazano réwniez
w zwojach podstawy mézgu, splocie naczyniéwko-
wym, prazkowiu, istocie szarej pnia moézgu, korze
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Ryc. 1. Schemat regulacji fosfatazy PP1 przez DARPP-32.

Biatko DARPP-32 zwigzane z fosfatazg PP1 utrzymuje
enzym w formie nieaktywnej. Fosforylacja biatka przez
kinaze A powodujejego odtgczenie i tym samym uaktywnia
fosfataze. Defosforylacje DARPP-32 do postaci taczacej sie
ponownie z PP1 przeprowadza kalcyneuryna (PP2B). Ak-
tywne formy enzyméw biorgcych udziat w regulacji za-
znaczono gwiazdkg. PKA—Kkinaza biatkowa zalezna od
cyklicznego AMP(cAMP), PP2B—fosfataza fosfobiatkowa
typu 2, regulowana przez kalmoduling. Pozostate objas-
nienia w tekécie. Wg [27], [44], [47] zmodyfikowane.

moézgowej oraz — na nizszym poziomie — w moézdzku
[19]. Stata inhibicji dla DARPP-32 wynosi ~ 1nM.
W centralnym uktadzie nerwowym szczura, w przeci-
wienstwie do powszechnie wystepujacego inhibitora 1,
DARPP-32 w bardzo duzym stezeniu znajduje sie
przede wszystkim w zwojach podstawy mézgu. Z porow-
nania stezenia obu biatek w cyklu rozwojowym szczu-
ra wynika, ze ich ekspresja zalezna jest od wieku [19],
Poniewaz inhibitor 1 i DARPP-32 majg rézng, cho¢
naktadajacg sie lokalizacje, moze to sugerowac, ze ich
funkcje nie sg w petni identyczne.

I1-2. Fosfataza fosfoproteinowa PP2A

Badania ostatnich lat pozwolity na doktadniejszg
charakterystyke tego enzymu. PP2A stanowi kom-
pleks trzech podjednostek: katalitycznej C (36-38 kDa),
podjednostki towarzyszacej A (60-65 kDa) (ang. ac-
cesory) i podjednostki regulatorowej B (54-74 kDa).
Heterogennos¢ PP2A, jak wykazano na podstawie
analizy cDNA, wynika z obecnosci réznych podjed-
nostek B (B-55 kDa, B'-54 kDa, B"-74 kDa) oraz wielu
izoform podjednostek A i C [21]. Ostatnie prace
sugerujg, ze podjednostka B reguluje aktywnos$¢ kata-
lityczng i specyficzno$¢ substratowg kompleksu AC
[22, 23]. Izoformy podjednostki katalitycznej C kodo-
wane sa przez co najmniej dwa geny. mRNA kodujace-
go PP2A a jest okoto 10 razy wiecej, niz mRNA dla
PP2A P, natomiast mMRNA dla PP2A a i PP2A P, jest
dziesieciokrotnie wiecej w mézgowiu i sercu, niz w in-
nych tkankach [6, 21]. Obie izoformy charakteryzuje
wysoki stopienn homologii, osiggajacy 97% oraz nieza-
lezno$¢ od jonéw dwuwartosciowych. Badania Dob -
rowsky’ego i wsp. [24] wykazaly natomiast, ze
ceramid, produkt metabolizmu sfingolipidéw, moze
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by¢ specyficznym aktywatorem fosfatazy PP2A zmoéz-
gowia szczura. Wzrost aktywnos$ci enzymu obserwo-
wano w btonach synaptosomalnych inkubowanych
w obecnosci polikationéw takich, jak histon H 1isper-
mina. Sperminie, obecnej w komorce w do$¢ duzym
stezeniu (~1 mM), przypisuje sie role modulatora
komdrkowej aktywnosci fosfatazowej [25]. Warto
podkresli¢, ze aktywno$¢ PPl zwykle jest przez te
zwigzki hamowana.

PP2A wystepuje w synaptosomach zaréwno jako
forma cytozolowa, jak i zwigzana z btonami. Z szeregu
badan przeprowadzonych na btonach kory mézgowia
wynika, ze aktywno$¢ PP2A stanowi 15-20% cal-
kowitej aktywnos$ci fosfatazowej obecnej w tej frakcji,
cho¢ generalnie jest nizsza, niz fosfatazy PP1. Stosunek
aktywnosci fosfatazy PP1 do PP2A w btonach synap-
tosomalnych jest $rednio 10 razy wiegkszy, niz obser-
wowany dla synaptozolu [9]. Takie zageszczenie fos-
fataz wskazuje na istotny udziat tych enzymoéw w regu-
lacji stanu ufosforylowania biatek w zakorczeniach
nerwowych.

I1-3. Fosfataza fosfoproteinowa PP2B

Sposrod wszystkich fosfataz, PP2B zwana takze
kalcyneuryna, wydaje sie by¢ najlepiej zbadanym
enzymem w tkance nerwowej. Kalcyneuryna wyizolo-
wana z ekstraktow moézgowych jest heterodimerem,
sktadajgcym sie z podjednostki katalitycznej kalcyneu-
ryny A (61 kDa) oraz podjednostki regulatorowej
— kalcyneuryny B (19 kDa), podobnej do kalmoduliny
(CaM) i zawierajacej 4 miejsca wigzace Ca2+ [21, 26].
Identycznos$¢ sekwencji aminokwasowej miedzy CaM
i kalcyneuryng B wynosi ~ 35% [6], W obecnosci
fizjologicznego stezenia wapnia, kalmodulina takze
aktywuje PP2B, tworzac stechiometryczny kompleks
1:1, ze statg powinowactwa Ka= 01 nM [27]. Cho¢
PP2B stanowi okoto 1% catkowitego biatka w eks-
traktach mozgowia, to posiada aktywno$¢ porow-
nywalng z enzymem mieéni szkieletowych, gdzie jego
ilos¢ szacuje sie na okoto 0.3% biatka. Sugeruje to, ze
aktywnos¢ specyficzna enzymu w moézgowiu moze byé
nizsza.

Kalcyneuryna A wystepujgca w tkance nerwowej
réznych ssakéw wykazuje immunologiczng heterogen-
no$¢ i obecna jest w postaci przynajmniej trzech
izoform [28], Dwie z nich — Kkalcyneuryna A a
i A 3 — sg produktami dwdch réznych gendw.
U cztowieka i wotu wystepuje natomiast forma 3 II,
roznigca sie sekwencjg w N- i C-terminalnych frag-
mentach czasteczki.

Funkcjonalne domeny podjednostki katalitycznej
wykazuja do$¢ konserwatywny charakter. W N-kof-
cowej czesci wystepuje domena regulatorowa, posia-
dajaca subdomeny wigzagce CaM i kalcyneuryne
B oraz subdomene autoinhibitorowg. W C-terminalnej
czesci podjednostki A wystepuje miejsce, ktore in vitro
ulega fosforylacji przy udziale PKC i CaM-kinazy Il
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[29]. Proces ten zwieksza Km dla substratéw. W reak-
cji defosforylacji kalcyneuryny fosfataza PP2A byita
zdecydowanie bardziej skuteczna niz PP1. Poniewaz
w oczyszczonej kalcyneurynie znajduje sie okoto 0.6
rownowaznikéw endogennego fosforanu na 1 mol
podjednostki A [29], powyzsze obserwacje mogg suge-
rowaé, ze in vivo procesy odwracalnej fosforylacji
stanowia rzeczywisty mechanizm regulacji aktywnosci
PP2B.

Kalcyneuryna BiCaM petnig r6zng role w mechani-
zmie aktywacji PP2B przez jony wapnia. Wapnh zwig-
zany z CaM wymusza przemieszczenie subdomeny
autoinhibitorowej i zwieksza Vnmex, za$ zwigzany
z kalcyneuryna B, zwigksza powinowactwo fosfatazy
do substratu [30]. Sekwencje aminokwasowe kalcy-
neuryny B oraz domeny wigzacej ja w kalcyneurynie
A sg jedynymi z bardziej konserwatywnych obszaréw
w PP2B.

W N-terminalnej czesci kalcyneuryny B mdzgowia
wotu wystepuje mirystylowana glicyna, utatwiajgca
taczenie sie enzymu z btonami [6]. Zaproponowano
dos¢ interesujacg hipoteze, przypisujaca kalcyneurynie
B role regulatora w oddziatywaniach z fosfolipidami
[31]. Proces zachodzacy dwustopniowo w pierwszym
etapie powodowatby wigzanie natywnej kalcyneuryny
z fosfolipidami w sposdb zalezny od wapnia, w drugim
zas, konformacyjna zmiana podjednostki B, specyficz-
na wobec substratu, zmieniatyby aktywno$é enzymu.

Fosfataza PP2B znajduje sie przede wszystkim
w neuronach, choé w réznym stezeniu, w zaleznosci od
subpopulacji poszczegdlnych neurondéw. Wewnatrz
komérki, w perikarionie, dendrytach, aksonach i za-
konczeniach aksondw, wystepuje w poréwnywalnych
ilosciach. Generalnie za$ tkanka moézgowa zawiera 10
do 20 razy wiecej PP2B niz inne tkanki. Wysoki
poziom obserwuje sie w pragzkowiu, jagdrze ogonias-
tym, gatce bladej, oraz istocie szarej pnia mdzgu,
umiarkowana ilos¢ znajduje sie w warstwach koro-
wych. Dos$¢ obficie natomiast kalcyneuryna wystepuje
w zakonczeniach nerwowych wzgérza. W hipokampie
najwiecej PP2B jest w komdrkach piramidalnych
regionu CA1-CA2 oraz w komdrkach granularnych
zakretu zebatego. W moézdzku najintensywniej wy-
stepuje w warstwie molekularnej, a w mniejszym
stezeniu w cytoplazmie komdrek Purkinjego [28].

I1-4. Fosfataza fosfoproteinowa PP2C

Ten enzym jest najmniej poznang fosfatazg seryno-
wo/treoninowga. Wystepuje jako monomer o ciezarze
molekularnym 43 kDa i do petnej aktywacji wymaga
jonow Mg2+ [6]. Maksymalng aktywno$¢ w warun-
kach in vitro osiagga przy 2 mM Mg2+. Dotychczas
zidentyfikowano dwie izoformy tego enzymu — PP2C
a i PP2C P [3]. Sekwencja aminokwasowa PP2C
wykazuje brak homologii z podjednostkami katality-
cznymi innych typow fosfataz, jak réwniez brak jest
typowej domeny Kkatalitycznej. W mézgowiu krélika
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PP2C posiada wyzszag aktywno$¢ niz w migéniach
szkieletowych, co moze sugerowac jej specyficzng role
w uktadzie nerwowym [5].

I1-5. Fosfataza fosfoproteinowa PP3

Przyktadem serynowo/treoninowej fosfatazy biat-
kowej, wykraczajgcej nieco poza klasyczne kryteria
Ingebritsena jest enzym wyizolowany z mézgu wotu,
nazwany PP3 [8]. Biatko o ciezarze molekularnym
36 kDa nie wymagato do swej aktywnos$ci dwuwartos-
ciowych kationdw. Zaréwno kwas okadejowy jak
i mikrocystin — LR hamowaty PP3 w sposdb analogi-
czny do omowionych wyzej typow fosfataz. Interesujg-
cym spostrzezeniem byt fakt nietypowego, bo ak-
tywujgcego dziatania inhibitora 2. Podjednostka @Kki-
nazy fosforylazowej byta natomiast specyficznie defos-
forylowana przez ten enzym. Charakterystyka przy
uzyciu specyficznych przeciwcial, sekwencja amino-
kwasowa oraz badanie specyficzno$ci substratowej,
wykluczyty mozliwos¢, ze PP3 jest izoforma innych,
poznanych dotychczas fosfataz serynowo/treonino-
wych.

I1-6. Inhibitory fosfataz fosfoproteinowych

Oprdcz naturalnych biatek — inhibitoréw 1i2 oraz
DARPP-32 — regulujacych aktywnos¢ fosfatazy fos-
fobiatkowej PP1, dodatkowym, wyjatkowo uzytecz-
nym narzedziem w identyfikacji poszczeg6lnych typéw
fosfataz okazat sie kwas okadejowy (OA). Jest to
polieterowy kwas tluszczowy wyizolowany z gabki
Halichondria okadaii (Ryc. 2). Sposob jego dziatania
polega na hamowaniu aktywno$ci PP1 oraz PP2A
[32]. Z dotychczasowych badan wynika, ze kwas
okadejowy nie wigze sie z centrum katalitycznym
fosfataz, a tgczy sie prawdopodobnie z C-terminalng
domeng czasteczki obu enzyméw. Jako zwigzek hyd-
rofobowy tatwo przechodzi przez btony komodrkowe,
jednak molekularny mechanizm inhibicji pozostaje
niewyjasniony. Aktywno$¢ PP2A ulega catkowitemu
zahamowaniu juz przy 1nM stezeniu kwasu okadejo-
wego. IC50 dla PP1 wynosi 10-15 nM, za$ przy 1 pM
OA obserwuje sie catkowity brak aktywnosci fosfatazy
[33]. Interesujgcg informacjg jest spostrzezenie, ze
inhibitor 2 oraz kwas okadejowy dziatajg addytywnie
[11]. Wewnatrzkomdrkowe stezenie PP1 i PP2A
miesci sie w zakresie 0.1-1.0 pM, dlatego w badaniach
in vitro stosowane sg czesto wyzsze stezenia kwasu
okadejowego [34]. Przy stezeniu nie przekraczajgcym
5 pM OA, fosfataza PP2B wykazuje brak wrazliwosci

Ryc. 2. Wzér kwasu okadejowego.
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na ten inhibitor [35]. W ocenie aktywnosci fosfatazy
PP2C czesto wykorzystywany jest fakt catkowitej
opornos$ci tego enzymu na kwas okadejowy [33].
W podobnym celu uzywana jest tez kalikulina A (Ryc. 3),
toksyna izolowana z gabki Discodermia calyx, specyfi-
cznie blokujgca aktywnosci fosfataz PP1 i PP2 [36].
Mimo odmiennej struktury, efekt hamowania aktyw-
nosci PP2A jest analogiczny, natomiast w przypadku
PP1 skutecznos$¢ kalikuliny jest nawet 100-krotnie
wieksza. PP1 i PP2A skutecznie hamowane sg takze
przez nodularin, cykliczny pentapeptyd syntetyzowa-
ny przez glony [37]. Do$¢ precyzyjnie pozwala réz-
nicowa¢ fosfatazy trifluoperazyna, antagonista kal-
moduliny, stanowigcej naturalny aktywator fosfatazy
PP2B [38]. Ostatnio czesto stosowane sg podczas
badania aktywnosci kalcyneuryny leki immunosupre-
syjne takie, jak cyklosporyna A i FK-506, bedace
wysoce specyficznymi inhibitorami tego enzymu [39,
40]. Nalezy dodac, ze omowione przyktady inhibito-
row fosfataz biatkowych stanowig uzyteczne narzedzie
nie tylko w badaniu uktadu nerwowego, ale powszech-
nie sa stosowane do hamowania aktywnosci fosf-
atazowych w innych tkankach i organizmach.

Ryc. 3. Wzér kalikuliny A.

I1l. Defosforylacja biatek w procesach
neuronalnych

Zewnatrzkomdrkowe sygnaty wywotujg szereg mo-
lekularnych wydarzerh poprzez regulacje stanu ufos-
forylowania mniej lub bardziej wyspecjalizowanych
biatek w uktadzie nerwowym. W Swietle dostepnej
wiedzy trudno jest wyjasni¢ wszystkie mechanizmy
i etapy prowadzace do powstania koncowej odpowie-
dzi komorki nerwowej, lecz czes¢ procesOw nalezy w tej
chwili do nieco bardziej poznanych. Badania H a -
avika i wsp. [41] wykazaly wpltyw fosfatazy PP2A
na aktywnos$¢ kluczowego enzymu w procesie biosyn-
tezy katecholamin — hydroksylazy tyrozynowej, ule-
gajacej in vitro fosforylacji przez kinaze A, CaM-kinaze
Il oraz PKC. Fosfatazy PP1 i PP2A defosforylujg
takze neuromoduline (B-50, GAP-43, F-1) [42], Biatko
to spetnia wielorakie funkcje w komdrce, poczawszy od
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regulacji aktywnosci kinazy fosfatydyloinozytolo-4-fos-
foranu, uwalnianiu noradrenaliny, az do udziatu
w procesie LTP (ang. long term potentiation), synap-
tycznym mechanizmie odgrywajgcym role w procesie
uczenia sie i pamieci [43].

Proces diugotrwatego ostabienia synaptycznego
(LTD, ang. long term depressiof) wigzany jest nato-
miast ze skutecznoscig przechowywania informacji.
Zjawisko to obserwowano w hipokampie, korze méz-
gowej i moézdzku, choé najbardziej dotychczas po-
znany przebieg tego procesu opisano dla komorek
Purkinjego [44, 45]. Kilka form LTD-homosynap-
tyczna, heterosynaptyczna czy tzw. typ niewrazliwy na
D-APV, wyrdzniono w komérkach piramidalnych CI
hipokampa. Na podstawie badar przeprowadzonych
na tym regionie Mulkey i wsp. [46] zaproponowa-
li do$¢ oryginalnag koncepcje, wedtug ktorej za wy-
stgpienie LTD odpowiedzialne sg gtéwnie fosfatazy
biatkowe, natomiast kinazy biatkowe indukujg LTP.
Oba procesy moga stanowi¢ odwracalng modyfikacje
jednego zjawiska. Krytyczne dla ich przebiegu jest
zarowno stezenie, jak i rownowaga miedzy kinazami
i fosfatazami wystepujacymi w zakonczeniach post-
synaptycznych oraz obecno$é kalmoduliny, stymula-
tora zar6wno PP2B jak i CaM-kinazy Il. Potencjal-
nym substratem dla tych oddziatywan moze by¢ takze
receptor glutaminianowy (GIluRI). Jedna z form LTD
wystepujaca w hipokampie wymaga aktywacji post-
synaptycznych receptorow NMDA, zmiany postsynap-
tycznego stezeniajonéw Ca2+ oraz aktywacji fosfataz
[27], Proponowany model zaktada, ze po przedtuzonej
stymulacji niskg czestotliwoscig (1 Hz), wejscie wapnia
poprzez kanaty zwigzane zreceptorami NMDA powo-
duje powstanie kompleksu Ca2+/CaM (Ryc. 4). Kom-
pleks aktywuje kalcyneuryne, ta za$ defosforyluje
inhibitor 1reaktywujgc fosfataze PPL Fosfataza PP1,
posiadajgca szeroki zakres substratow (kinazy biat-
kowe, podjednostki receptoréw niezaleznych od
NMDA, czy fosfobiatka, odpowiedzialne za wytworze-
nie przypuszczalnych retrogradowych przekaznikow)
uruchamia LTD. Model ten posiada duzo cech praw-
dopodobienistwa m.in. ze wzgledu na fakt, ze kal-
cyneuryna wykazuje zdecydowanie wyzsze powinowa-
ctwo do kompleksu Ca2+/CaM (stata dysocjacji
Kd= 0.1 nM), niz CaM-kinaza Il (Kd = 45 nM), ktdrej
przypisuje sie gtdwng role w wytwarzaniu LTP [27,
47]. Kalcyneuryna moze wiec byé bardzo istotnym
elementem kontrolujgcym badZ réznicujgcym sekwen-
cje wydarzen, prowadzacych do LTP i/lub LTD. Te
koncepcje potwierdzajg wyniki uzyskane przez Lie -
bermana i Mody’ego [40]. PP2B aktywowana
jonami wapnia wchodzacymi poprzez kanaty NMDA
skracata czas ich otwarcia, natomiast efekt ten byt
znoszony w obecnos$ci specyficznego inhibitora kal-
cyneuryny — FK 506. Niezalezne badania przeprowa-
dzono na kulturze neuronéw hipokampa z zastosowa-
niem innego inhibitora PP2B — kalikuliny A, a takze
kwasu okadejowego. Wyniki pozwolity na stwierdze-
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Ryc. 4. Schemat indukcji LTP i LTD.

W warunkach stymulacji wysoka czestotliwoscig (50 Hz),
poprzez kanaty zwigzane z receptorami NMDA nastgpuje
wejécie do komarki duzej iloSci jonéw wapniowych. Wyso-
kie stezenie powstajagcego kompleksu Ca2+/CaM preferen-
cyjnie stymuluje cyklaze adenylowa, odpowiedzialng za
powstanie cyklicznego AMP. cAMP powoduje w konsek-
wencji aktywacje kinazy biatkowej A. Istotnym ibezposred-
nim efektorem dla kompleksu Ca2+/CaM jest takze CaM-
-kinaza Il. Na skutek fosforylacji — przeprowadzonej przez
obydwie kinazy — wielu specyficznych substratéw, wy-
twarzane jest dtugotrwate wzmocnienie postsynaptyczne
(LTP). Niewielki wzrost wewnatrzkomérkowego Ca2+ za-
chodzi réwniez poprzez kanaly zwigzane z receptorami
NMDA, po stymulacji niska czestotliwosécig (1 Hz). Po-
wstajacy kompleks Ca2+/CaM w tych warunkach preferen-
cyjnie stymuluje fosfataze PP2B. Zaktywowany enzym
defosforyluje inhibitor 1 i/lub biatko DARPP-32, a tym
samym powoduje uaktywnienie fosfatazy PPL Aktywne
formy fosfataz defosforylujg szereg substratéw, prowadzac
w efekcie do wytworzenia zjawiska dtugotrwatego ostabie-
nia synaptycznego (LTD). Pozostate objasnienia w tekscie.
Wg [27], [44] i [47] zmodyfikowane.

nie, ze fosfatazy PPl i PP2A zmniejszajg aktywnos¢
kanatow typu NMDA, fosforytowanych przez seryno-
wo/treoninowe kinazy biatkowe [48], W korze wzro-
kowej wykazano udziat fosfataz PP1 i PP2A w wy-
twarzaniu homosynaptycznego LTD [49]. Obie fos-
fatazy nie wptywaly natomiast na indukcje LTP.
Kalcyneuryna w uktadzie nerwowym uczestniczy
takze w procesie wzrostu komorek nerwowych. W kul-
turze neuronéw mdzdzku szczura w obecnosci in-
hibitora PP2B — cyklosporyny A, nastepowato zaha-
mowanie wydtuzenia aksonow [39]. Wysoki poziom
kalceneuryny w mézgu wskazuje, ze prawdopodobnie
znajduje sie tam wiele substratow dla tego enzymu.
Z dotychczas poznanych, oprécz kanatbw NMDA,
biatka MAP-2, biatka KF o nieznanej jeszcze funkcji,
wystepuje tez tzw. G-substrat, obecny w komdrkach
Purkinjego i specyficznie fosforylowany przez kinaze
zalezng od cGMP [6]. Dos$¢ duzag grupe stanowia
biatka regulujace aktywnos$¢ kinaz i fosfataz. Nalezg
do nich wspomniane juz wcze$niej inhibitor
1 i DARPP-32, a takze podjednostka RIlI Kkinazy
A [28]. Przeprowadzana in vitro przez PP2B defos-
forylacja zaleznej od CaM fosfodiesterazy cAMP ak-
tywuje enzym, utatwiajac degradacje cAMP. W hipo-
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kampie wysokie stezenie kalcyneuryny oraz CaM-
kinazy Il dajg podstawe do sugestii, ze oba enzymy
kontrolujg procesy wywotywane przez neurohormony
i neurotransmitery zachodzgce przy udziale wapnia
[47], Wysoce prawdopodobne jest istnienie mechaniz-
mu kaskadowego w ktérym wapn, jako bezposredni
czynnik, aktywuje kalcyneuryne. PP2B poprzez defos-
forylacje do$é waskiej grupy substratow aktywuje
(badZz unieczynnia) zaréwno kinazy biatkowe, jak
i inne fosfatazy, wykazujgce aktywnos$¢ wobec szerszej
grupy substratéw. W komdrkach pobudliwych kolejne
zjawiska depolaryzacji i repolaryzacji wyrazane sg
nastepujagcymi kolejno po sobie procesami fosforylacji
i defosforylacji. Kalcyneuryna, z najwiekszg spos$réd
fosfataz specyficznos$cig substratowa, moduluje proce-
sy wywotywane przy udziale Ca2+ i cCAMP zwtiaszcza
wtedy, gdy te przekazniki regulujg zjawiska antagonis-
tyczne.

W asymetrycznym wzroscie neuronéw wazng fun-
kcje spetnia biatko tau, ktoérego stopien ufosforylowa-
nia determinuje prawidtowo$¢ tego procesu [50].
W chorobie Alzheimera zaobserwowano natomiast
jego hiperfosforylacje [51], Gong i wsp. [52] wyka-
zali, ze fizjologiczne biatko tau defosforylowane jest
przez fosfatazy PP1 i PP2C, natomiast tylko PP1 byta
aktywna wobec formy wystepujacej w chorobie Alz-
heimera.

Mimo wielu posiadanych juz informacji, udziat
serynowo/treoninowych fosfataz w defosforylacji sze-
regu biatek istotnych dla prawidtowego funkcjonowa-
nia komorek nerwowych, a zwtaszcza okreslenie fizjo-
logicznego badz patologicznego znaczenia tych proce-
sow, pozostaje jeszcze do wyjasnienia.
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Wykaz stosowanych skrotow: [Ca2+]c — stezenie wolnych
Ca2+ w cytoplazmie; ixkwum — przeptyw tadunkéw dodat-
nich przez kanat wapniowy aktywowany po uwolnieniu
Ca2+ z wewnatrzkomdérkowych magazynéw; KWUM
— kanat wapniowy w btonie plazmatycznej aktywowany
przez uwolnienie Ca2+ z wewngatrzkomorkowych magazy-

néw; lIcrac-Ca2+ — release activated Ca2+ current; TG
— tapsigargina; tBuBHQ — 2,5-di-(t-butylo)-1,4-benzohyd-
rochinon; SS — siateczka $rédplazmatyczna; BAPTA
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foran; cGMP — 3'5'-cykliczny guanozynomonofosforan;
CICR — calcium induced calcium release, czyli proces
uwalniania Ca2+ z wewngtrzkomérkowych magazynéw
wapniowych (zawierajgcych w swojej btonie receptory riano-
dinowe) aktywowany przez sam Ca2+.
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Wstep

Kontrola stezenia wolnych Ca2+ w cytoplazmie,
[Ca2+]c, ma zasadnicze znaczenie dla funkcjonowania
komorki. Zwykte w komorce niepobudzonej [Ca2+]c
nie przekracza 10“7 M. Tak niskie stezenie Ca2+ jest
charakterystyczne dla stanu spoczynkowego komaorki.
W S$rodowisku zewngtrzkomdrkowym stezenie Ca2+
jest 10000-razy wyzsze. Wiele czynnikéw swoim dzia-
taniem doprowadza do podwyzszenia [Ca2+]c. Zali-
czamy do nich zaréwno bodzce natury fizycznej (Swiat-
to, pole grawitacyjne itd.), jak i chemicznej (hormony,
czynniki wzrostu). Komorka o wyzszym stezeniu Ca2+
w cytoplazmie niz to, ktére wystepuje w niej w stanie
spoczynkowym okre$lana jest mianem komorki za-
ktywowanej. Aktywacji komaérki niepobudliwej towa-
rzyszg zmiany w jej metabolizmie (np. aktywacja
glikolizy w komorce watrobowej), przepuszczalnosci
bton, ksztatcie, a takze wydzielaniu substancji zmaga-
zynowanych w pecherzykach wydzielniczych (np. uwal-
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nianie insuliny z komaérek @trzustki). Tak wiec procesy
uczestniczace w kontroli stezenia Ca2+ w cytoplazmie
reguluja przejscie komdrki ze stanu spoczynkowego
w aktywny iodwrotnie. Utrzymanie wtasciwego pozio-
mu [Ca2+]c jest mozliwe dzieki dziataniu mechaniz-
moéw kontrolujacych blonowy transport Ca2+: kana-
téw, pomp wapniowych, wymieniaczy jonowych, jak
réwniez zwigzkdéw iorganelli buforujgcych iwigzacych
ten kation. Kanaly, pompy, wymieniacze jonowe zaan-
gazowane w transporcie Ca2+ wystepujg zaréwno
w btonie plazmatycznej, jak i w btonach wielu struktur
subkomoérkowych. Niektére z tych struktur uwaza sie
za magazyny Ca2+.

Il. Wewnatrzkomorkowe magazyny wapniowe

Lokalizacja magazynéw wapniowych w komérkach
niepobudliwych nie jest do korica wyjasniona. Ca2+ sg
wychwytywane przez takie struktury i organelle ko-
morkowe jak; siateczka srédplazmatyczna, kompleks
Golgiego, pecherzyki i granule wydzielnicze, endoso-
my, lizosomy, mitochondria, a takze jadro [5-10],

Omawiane magazyny pod wzgledem petnionych
przez nie funkcji, jak itempa wymiany Ca2+ pomiedzy
kompartmentami komo6rkowymi sg strukturami hete-
rogennymi. Mozna wyr6zni¢ wséréd nich ultrastruk-
tury szybko i wolno wymieniajgce Ca2+. Szybko
mobilizujgce zmagazynowane Ca2+ sg zdolne do
spowodowania wzrostu [Ca2+]c w czasie rzedu sekun-
dy. Wolno mobilizujace do uwolnienia Ca2+ potrze-
bujg minut, a nawet godzin [11].

Przestrzenie szybko wymieniajgce Ca2+ wystepujg
wylacznie w siateczce Srédplazmatycznej. Wyrédznia sie
w nich subkompartmenty wrazliwe na IP3oraz wraz-
liwe na rianodine. Jednak na pytanie — jaki jest
zwigzek funkcjonalno-strukturalny pomiedzy nimi na-
dal nie znamy odpowiedzi [11],

Stwierdzono, ze IP3 i kofeina uwalniajg tylko 30-
40% catkowitej ilosci Ca2+ zmagazynowanych w we-
wnetrznych przestrzeniach komérkowych [12]. Pozo-
statg cze$¢ stanowig organelle i struktury wolno wy-
mieniajgce Ca2+. Dawniej uwazano, ze jedyng ich
lokalizacja sa mitochondria. Stwierdzono jednak, ze
ilos¢ Ca2+ uwolniona przez rozprzegacze (zwigzki
niwelujgce elektrochemiczny gradient wystepujacy
w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej) nie
odpowiada oczekiwanej réznicy (60-70% catkowitej
iloSci Ca2+ zmagazynowanych w wewnetrznych prze-
strzeniach komérkowych) [11]. Ultrastruktury wolno
wymieniajagce Ca2+ lokalizuje sie obecnie takze
w kompleksie Golgiego, w tej czesci siateczki $rédplaz-
matycznej, ktdra nie zawiera receptoréw IP 3irianodi-
nowych, w pecherzykach wydzielniczych, endosomach
i lizosomach.

I1l. Procesy wychwytu i uwalniania Ca2+
z wewnatrzkomérkowych magazynow
wapniowych
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I1-1. Proces wychwytu Ca2+

W czasie gromadzenia Ca2+ w wewnatrzkomor-
kowych strukturach magazynujgcych pokonywany
jest duzy gradient chemiczny. W przypadku siateczki
Srodplazmatycznej potrzebna energia jest czerpana
z hydrolizy ATP, reakcji katalizowanej przez Ca-
ATP-azy [14]. W mitochondriach sitg napedowg jest
potencjat btonowy wytwarzany przez taricuch odde-
chowy [13], natomiast w strukturach subkomérko-
wych o kwasnym odczynie $wiatta (lizosomach, cyster-
nach trans Golgiego, granulach wydzielniczych, en-
dosomach) jest nig elektroneutralna wymiana przebie-
gajaca z udziatem antyporteréw H +-Ca2+ (antyporter
— jest to biatko nos$nikowe, wbudowane w dwuwarst-
we lipidowga btony, ktére umozliwia transportowanie
przez btone jednej substancji przy jednoczesnym trans-
porcie innej w kierunku przeciwnym) [11].

111-2. Procesy uwalniania Ca2+ ze struktur sub-
komorkowych szybko wymieniajgcych Ca2 f

I11-2.1. Kanaly zaangazowane w procesie uwal-
niania Ca2+

Wyroznia sie dwie gtdwne klasy kanaldw zaan-
gazowanych w procesie uwalniania Ca2+ z ultrastruk-
tur szybko wymieniajagcych Ca2+. Pierwszy regulowa-
ny jest przez wtorny przekaznik — IP3. Drugi, nato-
miast jest aktywowany przez rianodine [15-17],

Kanaty te odznaczajg sie duzym podobiefAstwem
pod wzgledem budowy i petnionych przez nie funkcji.
Otoczone sg one czterema polipeptydowymi podjed-
nostkami nalezacymi do biatek receptorowych (od-
powiednio do receptora IP3irianodinowego) [18-20],

Kanaty receptora stymulowanego przez IP3obecne
sg w prawie wszystkich komorkach. Oprécz wewnatrz-
komdérkowych magazynéw Ca2+ receptor IP30 nieco
innej strukturze, zlokalizowano takze w btonie plaz-
matycznej [21]. Do aktywacji kanatu wapniowego
czutego na IP3dochodzi po zwigzaniu IP 3. Zwigksza
sie wéwczas prawdopodobienstwo jego otwarcia.

Do niedawna uwazano, Ze receptory rianodinowe sg
zaangazowane gtownie w procesie uwalniania Ca2+
z siateczki sarkoplazmatycznej mies$ni szkieletowych
i migsnia sercowego. Obecnie pojawia sie coraz wiecej
doniesien, ze kanaty rianodinowe sg réwniez obecne
w komorkach niepobudliwych [22-24]. Wyr6znia sie
trzy rézne podtypy receptora rianodinowego:

Rrl — charakterystyczny dla migsni szkieletowych,

RR. — charakterystyczny dla miesnia sercowego i

Rr3 — zidentyfikowany w mdzgu i innych tkan-

kach [25, 26],

W przeciwienstwie do receptoréow rianodinowych
dwu pierwszych podtypdw (informacje dotyczace tego
zagadnienia znajdzie czytelnik w Post Biochem [27]),
o nowo odkrytym receptorze rianodinowym typu 3,
jak na razie, bardzo mato wiadomo. Jest wrazliwy na
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rianodine, a oporny na kofeing. Oznacza to, ze mobili-
zacja Ca2+ z wewnatrzkomdrkowych magazynéw,
w ktorych bionie zawarte bytyby wylgcznie receptory
rianodinowe typu 3, nastepowataby po podaniu riano-
diny, a nie kofeiny. Do tej pory nie wiadomo, czy
receptor rianodinowy typu 3 jest aktywowany w pro-
cesie CICR (calcium induced calcium release) [16,
28-31],

I11-2.2. Inne czynniki uwalniajgce Ca2+

Fosfolipaza C wyizolowana z ptytek krwi uczest-
niczy w tworzeniu zaréwno niecyklicznego, jak i cyk-
licznego IP3-cIP3. Stwierdzono, ze clP3 wstrzykniety
do fotoreceptorow Limulus uwalnia Ca2+ [32, 33].

Najsilniejszym znanym czynnikiem uwalniajgcym
Ca2+jest cykliczna ADP-ryboza (por. prace w4 nume-
rze 39 tomu Post Biochem z 1993 r., str.: 210-212). EC50,
czyli stezenie cyklicznej ADP-rybozy, przy ktdérym
wykazuje potowe maksymalnego uwolnienia Ca2+
z homogenatdéw komorek jajowych jezowca wynosi
18nM, a w przypadku IP3, EC50jest dziesigciokrotnie
wieksze. Cykliczna ADP-ryboza wigze sie z kanatami
wapniowymi btony siateczki srédplazmatycznej wraz-
liwymi na rianodine i aktywuje proces uwalniania
Ca2+. Cykliczna ADP-ryboza moze dziatan jako en-
dogenny regulator procesu CICR, a takze jako wtérny
przekaznik mobilizujgcy Ca2+ [34-40].

I11-3. Procesy uwalniania Ca2+ ze struktur sub-
komorkowych wolno wymieniajacych Ca2+

Ca2+ ze struktur subkomdrkowych wolno wymie-
niajgcych Ca2+ uwalniane sg na ogot przez odwrdce-
nie mechanizmu, wedtug ktérego byty pobierane [11].
Wyjatkiem sg mitochondria, w ktérych proces ten ma
bardziej skomplikowany przebieg. Moze odbywac sie
poprzez odwrocenie uniportu, na drodze elektroneut-
ralnego antyportu, lub z udziatem mega kanatéw
wrazliwych na cyklosporyne [11, 41, 42]. Pojecia
uniport iantyport oznaczajg transport bierny. Uniport
jest procesem, w ktérym biatko nos$nikowe transpor-
tuje substancje zjednej strony btony na druga. Z anty-
portem mamy natomiast do czynienia, gdy transpor-
towi jednej towarzyszy jednoczesny transport drugiej
substancji w przeciwnym Kkierunku.

1V. Kontrola naptywu Ca2+

IV-1. Mechanizmy naptywu Ca2+ zaleznego od
stopnia opréznienia wewnatrzkomorkowych
magazynéw wapniowych

W ostatnich latach we wszystkich badanych komor-
kach niepobudliwych zaobserwowano zwigzany
z opr6znieniem wewnatrzkomoérkowych magazynéw
wapniowych naptyw Ca2+ przez btone plazmatyczng
[43-50]. Zaobserwowanie zbieznosci pomiedzy zapet-
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nieniem wewnatrzkomdrkowych magazynéw wapnio-
wych, a przepuszczalnos$cig btony plazmatycznej po-
twierdzono przeprowadzajac doswiadczenia z tapsigar-
ging i 2,5-di-(t-butylo)-l,4-benzohydrochinonem [51].
Zwigzki te sg inhibitorami ATP-azy wapniowej znaj-
dujacej sie w btonach wewngtrzkomdérkowych struk-
tur magazynujgcych Ca2+. Gdy zahamowany jest
proces katalizujgcy naptyw Ca2+ do ich wewnatrz-
komdrkowych magazynéw zaczyna przewazaé proces
ich wyptywu. Tak wiec efektem dziatania tych in-
hibitorow jest opr6znienie wewnatrzkomdrkowych
magazynéw wapniowych i aktywacja naptywu Ca2+
do komérki [52].

Mechanizm zakladajgcy przestanie informacji
z oprdéznionego wewngtrzkomorkowego magazynu
wapniowego do btony plazmatycznej i nastepujgca
w konsekwencji tego zmiana jej przepuszczalnosci
w stosunku do Ca2+, nazwano procesem pojemnos-
ciowego naptywu wapnia [46],

Putneyw 1986 r. wysunat hipoteze o bezposred-
nim strukturalnym potgczeniu magazyndéw wapnio-
wych z btong plazmatyczng. Obnizenie zawartosci
Ca2+ w wewnetrznych magazynach moze powodowaé
otworzenie potgczenia typu neksus (jest to miejsce,
w ktérym zachodzi wymiana metaboliczna i jonowa
pomiedzy sasiadujgcymi komdrkami), a woéwczas
Ca2+ z medium zewngtrzkomdrkowego mogty by
naptywa¢ do magazynéw, a stamtad do cytoplazmy.
Za tego typu hipotezg przemawiata obserwacja zmiany
transmisji sygnatu z oprdéznionych magazynéw wap-
niowych do btony plazmatycznej po podaniu cyto-
chalazyny (czynnik wptywajgcy na cytoszkielet) [53].

W cztery lata p6zniej Irvine [54] zasugerowat
udziat receptoréw: IP3 i IP4 w pojemnosSciowym
naptywie wapnia. Przy zapetnieniu wewngtrzkomor-
kowych magazynow wapniowych, znajdujace sie w ich
Swietle Ca2+ tgczg sie z receptorami IP 3. Zwigksza sie
wowczas powinowactwo receptora IP3 do receptora
IP4 znajdujacego sie w btonie plazmatycznej. W chwili
sprzezenia receptoréw: IP3 i IP4 kanaly wapniowe
w btonie plazmatycznej przyjmujg konformacje zam-
knietg. Sytuacja zmienia sie po podaniu agonisty.
Nastepuje wtedy rozprzezenie receptorow IP3 i IP4,
a kanaty wapniowe w blonie plazmatycznej otwierajg
sie (Ryc. 1). Pdzniej jednak technika patch-clamp
wykazano, ze IP4jest bez wptywu na przeptyw tadun-
kéw dodatnich przez kanat wapniowy aktywowany po
uwolnieniu Ca2+ z wewngatrzkomdérkowych magazy-
néw [55]. Wysnuto tez hipoteze, ze transmisja sygnatu
wapniowego zwigzana jest ze zlaniem sie wyspec-
jalizowanych pecherzykdw zawierajgcych kanaty wap-
niowe z bitong plazmatyczng. Przypuszczenie takie
wysunieto na podstawie przeprowadzonego dos$wiad-
czenia z kwasem okadejowym. Jest on inhibitorem
transportu pecherzykowego. Podany komdérkom
HelLa powodowat zahamowanie naptywu Ca2+ in-
dukowanego tapsigarging [56, 57]. Wydaje sie, ze
aktywacja naptywu Ca2+ przez btone plazmatyczna
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Ryc. 1. Udziat receptoré6w 1P3 oraz IP4 w pojemno$ciowym na-
ptywie wapnia.
a) Wewnatrzkomoérkowe magazyny wapniowe zapetnione,
sprzezenie receptorow IP3 oraz IP4, kanaty wapniowe
w btonie plazmatycznej zamkniete.
b) Wewnatrzkomérkowe magazyny wapniowe opréznione,
rozprzezenie receptorow IP3 oraz IP4, kanaty wapniowe
w btonie plazmatycznej otwarte.
A — agonista, p.z. — przestrzen zewngtrzkomoérkowa, b.p
— btona plazmatyczna, w.k.m.w. — wewnatrzkomo6rkowe
magazyny wapniowe, IP3, IP4 — receptory IP3 oraz IP4.

nie jest wywotana przez bezposrednie dziatanie IP3na
kanaty wapniowe w btonie plazmatycznej [58], ani tez
nie jest modulowana przez [Ca2+]c [48, 59, 60].

Iv-2. Charakterystyka pojemnosciowego napty-
wu Ca2+ i kwum

Metodami biochemicznymi stwierdzono, ze aktywa-
cja naptywu Ca2+ przez btone plazmatyczng:

1. nie wymaga udziatu receptorow w btonie plaz-
matycznej,

2. moze byé wywotana przez rézne procedury eks-
perymentalne, ktérych cechg wspdlng jest, dopro-
wadzenie do opr6znienia wewnetrznych magazy-
néw wapniowych,

3. ma miejsce tak diugo, jak diugo magazyny wap-
niowe pozostajg opréznione i zachodzi nawet po
ustaniu stymulacji przez agoniste,

4. jest niewrazliwa na klasyczne inhibitory kanatow
wapniowych zaleznych od potencjatu, takich jak:
werapamil, nifedypina

5. jest hamowana przez dwu- i tréjwartosciowe katio-
ny, tj. Cd2+ i La3+, pochodne imidazolowe typu
SK&F96365 oraz przez liczne inhibitory cytochro-
mu P450, jak: CO, ekonazol, mikonazol, klotrima-
zol, a-naftoflawon, metyrapon [48, 61].

6. wystepuje powszechnie, we wszystkich do tej pory
przebadanych komérkach [48, 61].

Badajagc mastocyty metodg patch-clamp wykryto
przeptyw tadunkdéw dodatnich przez btone plazmaty-
czng — lkwum [55]. Przeptyw ten odpowiadat na-
ptywowi Ca2+ do wnetrza komérki przez kanat
KWUM o nastepujagcych wiasciwosciach:

1. bardzo niska przewodnos¢ elektryczna (ok. 20 fS) [58],
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2. wysoka selektywnos$é w stosunku do Ca2+ [55,58],
3. brak zauwazalnego wptywu potencjatu elektryczne-

go btony komérkowej na aktywnos¢ kanatu [55,58].

Obserwowane jest opOznienie (rzedu 1 minuty)
pomiedzy opréznieniem wewngtrzkomérkowych ma-
gazynéw wapniowych przez chelatory wapniowe, takie
jak: EGTA, czy BAPTA a przeptywem lkwum-Zjawis-
ko to nie jest do konca wyjasnione [49, 62-74]

IV-3. Czynniki uczestniczace w procesie pojem-
nosciowego naptywu Ca2+

IV-3.1. Cytochrom P450

Badania Montera i wsp. [48] zasugerowaly
udziat mikrosomalnego cytochromu P450 w regulacji
przepuszczalnosci btony plazmatycznej dla Ca2+. In-
hibitory cytochromu P450, takie jak: CO, antyok-
sydanty, imidazolowe zwiazki przeciwgrzybicze, in-
hibitory lipooksygenazy hamowaty nastepujaca po
opréznieniu wewnatrzkomoérkowych magazynéw wa-
pniowych aktywacje kanatéw wapniowych w tymocy-
tach szczurzych [48]. Sugeruje sie, ze cytochrom P450
moduluje proces pojemnosciowego naptywu wapnia
poprzez mechanizm zalezny od kalmoduliny (Ryc. 2).
Zwigzki antagonistyczne w stosunku do kalmoduliny,
zaréwno pochodne fenotiazynowe (trifluoroperazyna,
flufenazyna, chloropromazyna), jak i pochodne diben-
zodiazepiny (np. klozapina) znoszg dziatanie inhibito-
row cytochromu P450 [48].

Opierajac sie na powyzszych obserwacjach przed-
stawiono mechanizm kontrolujacy przepuszczalnosc
btony plazmatycznej w stosunku do Ca2+. Zgodnie
z nim obnizenie sie stezenia Ca2+ w wewnatrzkomér-
kowych kompartmentach magazynujacych powinno
prowadzi¢ do nastepujacych zmian:

k.w. / Kow. /

Ca2+

Ryc. 2. Model regulacji przepuszczalnos$ci btony plazmatycznej dla
Ca2+ w zaleznosci od stopnia zapetnienia wewngatrzkomér-
kowych magazynéw wapniowych.

a) wewnatrzkomdrkowe magazyny wapniowe opréznione,
aktywacja P450,

b) wewnatrzkomoérkowe magazyny wapniowe zapetnione,
zahamowanie aktywnosci P450, CaM — kalmodulina,
P450 — cytochrom P450, w.k.m.w. — wewnatrzkomor-
kowe magazyny wapniowe, b.p — btona plazmatyczna, k.w.
— kanat wapniowy.
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— oddysocjowania Ca2+ z kompleksu Ca2+-kal-
modulina, znajdujgcego sie w tychze kompart-
mentach,

— przywrocenia aktywnos$ci mikrosomalnego cy-
tochromu P450,

— otwarcia kanatow wapniowych w btonie plaz-
matycznej [48].

Wyjasnienie udziatu cytochromu P450 w transmisji
sygnatu wapniowego w komdrkach niepobudliwych
przyniosty przeprowadzone w ostatnim czasie badania
komorek srédbtonka naczyniowego (Ryc. 3). Najwaz-
niejszym ich rezultatem byto odkrycie wtérnego prze-
kaznika koniecznego do aktywacji pojemnosciowego
naptywu wapnia. Tym wtérnym przekaznikiem jest
kwas 5,6-epoksyeikozatrienowy (5,6-EET). Powstaje
on z kwasu arachidonowego przy zaangazowaniu
mikrosomalnego cytochromu P450. Wykazano, ze
induktor cytochromu P450-P-naftoflawon zwieksza
tempo naptywu Ca2+ do komérek z opréznionymi
magazynami wapniowymi. Gdy pozostawaty one
w stanie spoczynkowym naptyw ten stymulowany byt
przez 5,6-EET.

Na podstawie powyzszych obserwacji zapropono-
wano przebieg zdarzen po obnizeniu sie stezenia Ca2+
w wewnatrzkomérkowych przestrzeniach magazynu-
jacych ten kation:

— aktywacja mikrosomalnego cytochromu P450,

— synteza 5,6-EET z kwasu arachidonowego uwol-
nionego z btony plazmatycznej katalizowana
przez cytochrom P450,

— posdrednia lub bezposrednia aktywacja kanatu
wapniowego w btonie plazmatycznej przez 5,6-
EET lub jego metabolit [79],

Jednakze, udziat cytochromu P450 w procesie pojem-
nosciowego naptywu wapnia jest kwestionowany
przez szereg danych doswiadczalnych, z ktérych wy-
snuto nastepujace wnioski:

1 ekonazol, inhibitor cytochromu P450, by¢ moze
hamuje aktywno$¢, a nie produkcje czynnika na-
ptywu wapnia [69],

2. brak jest korelacji pomiedzy ekspresjg gendw cyto-
chromu P450 i lkwum [61],

3. brak jest zaleznosSci pomiedzy statg inhibitorowa
(KJ wielu zwigzkéw w stosunku do cytochromu
P450, a przebiegiem procesu pojemnos$ciowego na-
ptywu wapnia [61],

4. inhibitory cytochromu P450 sg niespecyficznymi
inhibitorami kanatéw jonowych, np. moga hamo-
wacé kanaty K+ aktywowane przez Ca2+ i kanaty
Ca2+ zalezne od potencjatu [70].

1V-3.2. Czynnik indukujacy naptyw Ca2+

Wspbéiczesnie najbardziej akceptowana hipoteza
ttumaczaca pojemnosciowy naptyw wapnia zaktada
tworzenie wtdrnego przekaznika, ktory bytby uwal-
niany do cytoplazmy z wewnatrzkomdérkowych maga-
zynéw wapniowych, gdy zmniejszy sie w ich Swietle
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Ca2+

b.p.

Ryc. 3. Udziat cytochromu P450 w procesie pojemnosciowego
naptywu wapnia.
P450 — cytochrom P450, 5,6-EET — kwas 5,6-epok-
syeikozatrienowy, AA — kwas arachidonowy, PLA2— fos-
folipaza A2, RIP3— receptor IP 3,b.p. — btona plazmatycz-
na, w.k.m.w. — wewnatrzkomo6rkowe magazyny wapniowe.
stezenie Ca2+ [46]. Czynnik indukujacy naptyw wap-
nia, w skrocie CNW (w literaturze anglojezycznej CIF
— calcium influxfactor), bo tak przyjeto sie okreslaé ten
zwigzek, zostat wyizolowany z komdrek linii Jurkat
[69]. Czynnik naptywu wapnia jest matym ufosforylo-
wanym anionem (jego ciezar czgsteczkowy nie prze-
kracza 500 D). Najprawdopodobniej niejest peptydem
(podwyzszona temperatura i dziatanie proteaz nie
wplywa na jego aktywno$c¢). Stwierdzono, ze zawiera
grupy — hydroksylowg lub tez hydroksylowg iamino-
wga. Wykazano rdwniez, ze penetruje on przez btony
plazmatyczne. Wydaje sie, ze gldwnym krétkotermi-
nowym efektem oprdznienia magazynow wapniowych
nie jest synteza CNW, ale raczej jego wyrzucenie
zorganelli do cytoplazmy. Prawdopodobnie CNW jest
nieustannie produkowany w wewnetrznych magazy-
nach i uwalniany do cytoplazmy w chwili aktywacji
komaérki [69],

Niezalezne elektrofizjologiczne badania potwierdzi-
ty opisane wczes$niej wtasciwosci nowego, rozpuszczal-
nego przekaznika. Badajac oocyty Xenopus laevis
wykazano, ze kwas okadejowy — bedacy inhibitorem
fosfatazy serynowo/treoninowej nasila pojemnoscio-
wy naptyw wapnia. Stad wnioskuje sie, ze przekaznik
ten jest wrazliwy na fosfatazy, a wiecjest ufosforylowa-
ny [74].

1V-3.3. Mate biatko G

Wstrzykniecie analogu GTP-GTP(y)S do uprzednio
stymulowanych agonistg komoérek gruczotéw tzowych
powodowato zahamowanie naptywu do cytoplazmy
Ca2+ ze Srodowiska zewnatrzkomdrkowego [75]. Ta-
ki efekt mogt by¢ wywotany dziataniem GTP(y)S na
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mate biatko G. GTP(y)S hamuje naptyw Ca2+ tylko,
gdy zostaje wstrzykniete przed aktywacjg komoarki
przez 1P 3, ktéra nastepuje tuz po podaniu agonisty
[56], Opierajgc sie na tych obserwacjach zapropono-
wano 3 hipotezy ttumaczgce sposob, wjaki mate biatko
G aktywuje naptyw Ca2+. By¢ moze mate biatko G:

- bezposrednio aktywuje kanat wapniowy w bto-

nie plazmatycznej,

— posrednio, uczestniczac w syntezie czynnika
zdolnego do dyfuzji do btony plazmatycznej,
aktywuje w niej kanat wapniowy,

— indukuje witgczenie do btony plazmatycznej wy-
specjalizowanych pecherzykéw zawierajgcych
w swej btonie kanaty wapniowe [56].

IV-4. Regulacja naptywu Ca2+ przez fosforyla-
cje/defosforylacje

Wyniki badan przeprowadzonych na neutrofilach,
ptytkach, komdrkach Hela przemawiajg za udziatem
etapu fosforylacji/defosforylacji w procesie pojemnos-
ciowego naptywu wapnia. Fosforylacja/defosforylacja
kontroluje aktywnos$¢ biatka regulatorowego w ten
sposoéb, ze defosforylacja tego biatka stymuluje naptyw
Ca2+ [76], Z kolei inhibitory fosfataz 1i 2A typu takie,
jak: kalykulina A, tautomycyna, czy kwas okadejowy
hamujg pojemnosciowy naptyw wapnia [77]. W pilyt-
kach — fosforylacja/defosforylacja wydaje sie odgry-
wacé wazng role w regulacji naptywu Ca2+ wynikajgce-
go zopr6znienia kompartmentéw wrazliwych na agoni-
ste i mniejszg role w przekazywaniu sygnatu powstajg-
cego w wyniku opréznienia kompartmentdw magazy-
nujacych wapn, wrazliwych na tapsigargine [78].

V. Podsumowanie

Wiasciwa regulacja [Ca2+]c jest podstawowym
warunkiem dziatania Ca2+ jako wtdrnego przekaz-
nika informacji w komorce. W utrzymaniu prawid-
towego [Ca2+]c biorg udziat btonowe uktady trans-
portujgce Ca2+, a takze zwigzki i organelle buforujgce
i wigzace ten kation. Podwyzszone [Ca2+]c obser-
wowane w stymulowanej komoérce jest wynikiem,
z jednej strony, naptywania Ca2+ ze $rodowiska
zewnatrzkomdrkowego, z drugiej za$ uwalniania ich
z wewnatrzkomdrkowych przestrzeni magazynuja-
cych. Kolejnos$¢ przebiegu tych dwéch proceséw (na-
ptywu i uwalniania) w komdérkach niepobudliwych jest
Scisle okreslona. Wzrost przepuszczalnosci btony plaz-
matycznej dla Ca2+ nastepuje dopiero po rozpoczeciu
mobilizacji Ca2+ z ich komdérkowych magazyndéw.
Powstaje pytanie — w jaki sposob informacja o stanie
zapetnienia tychze magazynéw jest przesytana do
btony plazmatycznej? Prowadzone w ostatnich latach
badania przyniosty czesSciowe wyjasnienie. Zostato
udokumentowane mianowicie, ze niezbednym czyn-
nikiem w przekazywaniu tego sygnatu jest zwigzek
o charakterze wtérnego przekaznika. W jednym z eks-
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perymentéw [79] badacze stwierdzili, ze przekazni-
kiem takim jest kwas 5,6-epoksyeikozatrienowy. Nie
wiadomo jednak, czy kanalty wapniowe w bfonie
plazmatycznej aktywowane sa bezposrednio przez
5,6-EET, czy przez jego metabolit. Powstaje takze
pytanie, czy 5,6-EET jestjedynym mozliwym wtérnym
przekaznikiem informacji o stanie zapetnienia magazy-
néw wapniowych. Rysujg sie zatem dalsze perspek-
tywy badan regulacji kanatéw wapniowych w komor-
kach niepobudliwych.
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zamawia¢ i nabywac¢ podrecznik.
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XXX ZIAZD
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Zarzad Krakowskiego Oddziatlu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego pragnie poinfor-
mowac, ze w dniach 18—21 wrzes$nia 1996 roku w Krakowie odbedzie sie XXXII Zjazd
PTBioch. Komitet Organizacyjny ma zaszczyt i przyjemnos¢ zaprosi¢ wszystkich Czlonkow
Towarzystwa i Osoby zainteresowane do udzialu w Zjezdzie.

Obrady Zjazdu odbywac sie beda na terenie Centrum Kongresowego Akademii Rolniczej
w Krakowie przy ulicy 29 Listopada 46-54. Przewidujemy zakwaterowanie Uczestnikéw Zjazdu
w Domach Akademickich w poblizu Centrum Kongresowego oraz w hotelach. Serdecznie
zapraszamy!

Komunikat nr 1 wraz z kartg zgtoszenia ukaze sie w pazdzierniku 1995 r.

KOMITET NAUKOWO-ORGANIZACYJNY
A. Dubin, F. Dubert, J. Frendo, M. Guminska, T. Kedryna, A. Klein, P. Laidler. M. Leja, A. Lityriska, J.

Naskalski, W. Ostrowski, J. Potempa, H. Rokita, T. Sarna, Z. Szafran, T. Stelmaszynska-Zgliczynska,
Z. Wasylewski, Z. Zak

PROGRAM NAUKOWY ZJAZDU

1. Genetyka molekularna cztowieka.

2. Zalezno$¢ struktury i funkcji biatek oraz kwaséw nukleinowych.
3. Potranslacyjna modyfikacja biatek.

4. Rodniki tlenowe iich znaczenie w biologii i w medycynie.

5. Proteinazy i ich inhibitory.

6. Biotechnologia w medycynie i rolnictwie.

7. Biochemia i $rodowisko.

8. Biochemia kliniczna.

9. Nauczanie biochemii.

10. Doniesienia rézne.

KONTAKT Z ORGANIZATORAMI

KOMITET ORGANIZACYJNY
XXXl ZJAZDU P.T. BIOCHEMICZNEGO

Instytut Biochemii Lekarskiej CM UJ
31 -034 Krakoéw, ul. Kopernika 7

tel: (012) 22-74-00, 18-85-05,

fax: (012) 33-69-07

Dr hab. Piotr Laidler e-mail: mblaidle@ kinga.cyf-kr.edu.pl
Dr Teresa Kedryna e-mail: mbkedryn@ kinga.cyf-kr.edu.pl
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Recenzje

Recenzja ksigzki pt. ,,Podstawy genetyki dla studentéw i lekarzy”, pod redakcjg prof. G. Drewy,
wydawca — Votumed, Wroctaw

Ze wzgledu na niestychanie szybki rozwdj genetyki cztowieka w ciggu ostatnich 10 lat studenci medycyny muszg
obecnie zapoznawac sie z pojeciami, ktére 20 lat temu nie tylko nie wchodzity do programu nauczania ale nawet nie
istniaty (PCR, cyklina itp.).

Dwa lata temu Komisja Genetyki Cztowieka Komitetu Patofizjologii PAN przedstawita ,Uwagi ogolne
dotyczace nauczania genetyki w Akademiach Medycznych”, w ktérych nauczanie podzielone jest na dwa etapy.
Program pierwszego z nich ma na celu ,rozwiniecie wiadomosci z zakresu genetyki ze szkoty S$redniej, ze
szczeg6lnym uwzglednieniem wspdiczesnych osiagnie¢ genetyki ogélnej, molekularnej i cztowieka”. Drugi etap
obejmuje genetyke kliniczng i nie jest zwigzany z zakresem tej recenzji.

Recenzowana ksigzka zostata przygotowana jako podrecznik witasnie dla podstawowego etapu nauczania
genetyki na Akademiach Medycznych. We wstepie redaktor pisze ,,podrecznik... nie wyczerpuje wiedzy ostatnich
lat, zaznajamiajednak z problemami genetyki nie tylko w aspekcie wspdtczesnej biologii molekularnej ale i genetyki
cztowieka”. Pisze tez, ze zakres podrecznika odpowiada ogdélnym tresciom programowym przedmiotu ,biologia
z genetykg” na wydziatach lekarskich.

O ile to drugie twierdzenie jest prawdziwe (w rozdziatach poruszane sg hasta podane w uwagach ogolnych
Komisji Genetyki Cztowieka PAN) o tyle pierwsze twierdzenie w znacznym stopniu naduzywa znaczenia stowa
wspotczesne.

Gidwng wadg recenzowanego podrecznika jest wiasnie jego absolutna niewspdtczesno$¢. Drugg jest powazna
liczba btedéw. Rozdzialy o genetyce klasycznej sg w miare poprawne ale jednak nie do kofca. Na pierwszej stronie
wprowadzone sg pojecia mutonu irekonu, ktére w zasadzie nie pojawiajg sie juz od ponad 20 lat w podrecznikach
genetyki (jako zejednostkg mutacji czy rekombinacji nie jest przeciez gen). Podziat gendw na trzy grupy (takie, ktére
nie koduja nic, kodujg RNA i kodujg biatka) jest tez do$¢ unikatowy, szczeg6lnie, ze nie jest przyjete nazywanie
genami sekwencji, ktére sg odpowiedzialne za poczatek replikacji chromosomu. Enzymy restrykcyjne wystepuja
w tym rozdziale wpasowane pomiedzy denaturacje DNA isekwencje repetytywne, co moze nie jest btedem, ale nie
jest tez logiczne. Na str. 11 podane jest, ze mitochondrialny DNA koduje biatka rybosoméw (to nieprawda, zjednym
wyjatkiem genu var u drozdzy). Na str. 20 o snRNA podane jest, ze ,jest to jedyny znany przypadek, gdy funkcje
enzymu spetnia RNA nie biatko” co znowu nie jest prawda. | w koncu rozdziatu podaje sig, ze wirusy RNA
nazywane sg retrowirusami, cho¢ istnieje np. wirus grypy, wirus mozaiki tytoniu i wiele, wiele innych, ktére choé
majg genomy zbudowane z RNA na pewno nie sg retrowirusami.

W rozdziale 2 podane jest, ze gen moze mie¢ kilka do Kilkunastu eksonéw, wiadomo, ze moze by¢ ich znacznie
wiecej, i tu znowu podane jest, ze wycinanie tych intronéw jest katalizowane przez RNA. Podpisy pod rysunkami
7i8sgznowu btedne — na rysunku 7 ITS (internal transcribed sequence) podana jest jako intron, a ETS — exter-
nal transcribed sequence jako ekson, obie sekwencje nie sg w zasadzie, ani tym, ani tym, bo sg usuwane w procesie
dojrzewania pre-rRNA, ale znajdujgce sie po ich obu stronach odcinki nie sg tgczone. Na rys. 8 w podpisie jest
mowa o0 dojrzewaniu rybosomow w komadrkach ludzkich HelLa, ale wielkosci rRNA wyraznie dotyczg E. coli.

Tego typu analize mozna zrobi¢ dla kazdego rozdziatu, ale kilka jest szczeg6lnie niepoprawnych — 3. o regulacji
funkcji genu, 6. o dziedziczeniu monogenowym, 15. o genetycznych podstawach onkogenezy, 17. — Inzynieria
genetyczna, 19. — Genetyka zachowania, 20. — Podstawy poradnictwa genetycznego, 21. — Mapowanie
chromosomoéw. Nie znaczy to, ze pozostate sq dobre (sa btedy w rozdziatach o starzeniu, o immunologii,
0 cytogenetyce), ale nie jest mozliwa szczegdtowa ich krytyka ze wzgledu na brak miejsca.

Zrozumienie regulacji dziatania genéw jest bardzo wazne, poniewaz zaburzenia ekspresji genéw prowadza do
wielu réznych chorob u cztowieka. Zaré6wno rozdziat o regulacji funkcji genu jak i rozdziat o genetycznych
podstawach onkogenezy w zaden sposéb nie przedstawiajg wspOtczesnego stanu wiedzy na ten temat. Nie sg
omowione ani czynniki transkrypcyjne ani cykl komorkowy. Zrozumienie powigzad cyklu komorkowego
z procesem powstawania nowotworéw jest jednym z najwazniejszych osiggnie¢ ostatnich kilku lat. W opisie
genomu retrowiruséw znowu promotory ienhancery sg nazywane genami, co jest btedem. W opisie genetycznych
predyspozycji do choroby nowotworowej brak opisu zespotu Li-Fraumeni, ktéry jest Swietnym przyktadem
— wtiasnie dla studentéw — jak wazny jest p53.

Rozdziat 6— 0 dziedziczeniu monogenowym Zle koresponduje z rozdziatem o raku, np. na str. 281 podano, ze gen
NF1 lezy w chromosomie 17 (nie wspomina sie co koduje ten gen, choé obecnie to wiadomo), a na str. 82, ze nie ma
diagnostyki prenatalnej dla zespotu von Recklinghausena, wywotywanego przez mutacje w tym genie, cho¢ byta ona
mozliwa juz przed 1993 r. Na str. 283 gen RB jest zlokalizowany w 13q 14, ale na str. 83 przy opisie siatkowczaka
jego powstanie wywotane jest przez delecje ,ramienia dtugiego chromosomu 13 najczesciej prazka 14”. Bardziej
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logiczne jest oméwienie najpierw podstaw molekularnych a potem choréb, ale na pewno nie mozna podawac
poszatkowanych irozrzuconych danych. Podobnie jest z chorobg Alzheimera — na str. 358 na rysunku zwigzany
z nig gen jest zlokalizowany w chromosomieT4, za$ w opisie na str. 86— 87 mowa jest o genach w chromosomach 21
i 19. Opis mukowiscydozy maogtby byé pisany 10 lat temu, a opis dystrofii miesniowej Duchenne’a nie wspomina
o dystrofii miesniowej Beckera, wynikajgcej z mutacji w tym samym genie.

W rozdziale o podstawach poradnictwa genetycznego brakuje istotnych informacji. Wiadomo, ze studenci
medycyny nie przepadajg za matematyka, ale jednak w rozdziale tym nalezato przynajmniej wspomniec
o twierdzeniu Bayesa, bo bez niego pewne rzeczy trudno jest wyliczy¢. Z drugiej strony, moze w tym momencie
przyszli lekarze powinni dowiedzie¢ sie jak powinna by¢ traktowana osoba zgtaszajaca sie po porade genetyczna,
jaki jest sens udzielania takiej informacji i jak nalezy interpretowac¢ ryzyko genetyczne. Podane przyktady
interpretacji ryzyka genetycznego sa zaprzeczeniem zasad stosowanych w poradnictwie genetycznym. Swiadczg tez
0 braku wiedzy i doSwiadczenia w tej dziedzinie autora rozdziatu.

Rozdzialy o cytogenetyce i mapowaniu chromosomdw nie uwzgledniaja osiggnie¢ ostatnich lat, a powinny.
Rozdziat o inzynierii genetycznej — ktory obejmuje tez pewne aspekty terapii genowej, zwanej nie wiadomo
dlaczego genoterapig — zawiera bardzo wiele btedéw. Na 0go6t nie podaje sie studentom informacji o enzymach
klasy 111, EcoRI nie tnie w odlegtoSci 25— 27 bp od rozpoznawanej sekwencji tylko w jej obrebie. Plazmidy z serii
colEIl nie zawsze posiadajg geny opornosci na tetracykline iampicyling. Opis wektoréw opartych o faga lambda nie
uwzglednia wektoréw, w ktérych klonowany fragment zastepuje fragment DNA bakteriofaga, stad tez niewtasciwie
podana jest wielko$¢ fragmentu, ktéry mozna klonowac¢ w tym wektorze. Wektory stuzagce do klonowania w pro-
1 eukariota sg przemieszane. Cze$¢ dotyczaca terapii genowej miesza teoretyczne mozliwosci z realnymi
dokonaniami tak, ze po jej przeczytaniu bardzo trudno wiedzie¢ co zrobiono, o czym sie mysli ijakie sg perspektywy
tej niestychanie ciekawej dziedziny.

W ksigzce brak tez pewnych podstawowych definicji, koniecznych dla zrozumienia podstaw genetyki cztowieka
takich jak np. allel, genotyp, fenotyp, penetracja i ekspresja. Nie sg tezomowione choroby wywotywane przez priony
ani przez mutacje w mitochondrialnym DNA.

Reasumujac, sgdzimy, ze ksigzka ta jest nieodpowiednia zaréwno dla studentéw jak idla lekarzy z powodu wielu
btedéw oraz ze wzgledu na bardzo niewspodtczesne podejscie do wielu zagadnien.

proj. dr hab. Ewa Bartnik, Zaktad Genetyki Uniwersytetu Warszawskiego
doc. dr hab. Tadeusz Mazurczak, Zaktad Genetyki Instytutu Matki i Dziecka
prof. dr hab. Andrzej Paszewski, Zaktad Genetyki Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN

Aby zaprenumerowaé¢ ,Po- sanie imienia, nazwiska (lub

stepy Biochemii" w 1996 r.
nalezy wptaci¢ odpowiednia
kwote na konto bankowe wy-
dawcy (Polskiego Towarzys-
twa Biochemicznego) za po-
mocag przekazu zamieszczo-
nego na odwrocie. Zamowio-
ne egzemplarze bedziemy
wysytaé pocztg na adres po-
dany nam na przekazie. Po-
niewaz odcinek przekazu do-
cierajacy do nas jest jedno-
czesSnie zamoéwieniem, prosi-
my o bardzo wyrazne napi-
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nazwy instytucji) i doktadne-
go adresu wraz z kodem po-
cztowym (DRUKOWANYMI
LITERAMI) na wszystkich
trzech odcinkach przekazu.

Prenumerata krajowa dla
instytuciji:
60.00 zt

Prenumerata krajowa in-
dywidualna:

28.00 zt (50% znizki dla
cztonkéw Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego).

02
Prenumerujac

,Postepy
Biochemii”
wspierasz
swoje
czasopismo!
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Pokwitowanie dla wptacajgcego

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

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

stempel
Pobrano oplaig

Zh e,

podpis przyjmujacego

Kwartalnik ,, Postepy Biochemii
wydawany z pomoca finansowa
Komitetu Badan Naukowych

Odcinek dla posiadacza rachunku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodera pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XIlI/O W-wa, Al. Jerozolimskie
37 0044-1225-139-11

I
stempe Pobrano oplatg

podpis przyjmujacego

Odcinek dla poczty lub banku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztow

na rachunek

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

stempel
Pobrano opla

Zt.
podpis przyjmujacego



WskazowKki
dla autoréw

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne
kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje prace prze-
gladowe omawiajgce biezace 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 zjazd6éw, konferen-
cji iszkoét, w ktorych biorg udziat cztonkowie Towarzystwa.

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

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

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na
rozdziaty i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuly tworza
spis tresci. Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdziaty nosza
cyfry rzymskie podrozdzialy odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 1-1, I-2. Poprawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznacznos$¢ i czytelnosé. Autorzy
przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skrotow, 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 rGwnoznacznie
zoswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie
publikowana w innym czasopi$Smie, jezeli zostanie ogto-
szona w ,Postepach Biochemii”. W przypadku, gdy Au-
tor(zy) zamierza(ja) witaczy¢ do swego autora artykutu
ilustracje publikowane przez autoréw prac cytowanych,
nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpowiednig zgode na
przedruk.

Redakcja prosi AutorOw o przestrzeganie nastepujacych
wskazoéwek szczegotowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jedno-

stronnie, czcionkag wielkosci standardowej, z podwdjng
interlinia, z lewym marginesem ok. 4 cm z trzydziestoma
wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu (litery
+ odstep), odstepy pomiedzy wyrazami powinny od-
powiada¢ jednemu znakowi (nie réwnaé do prawego
marginesu).
W tek$cie nie nalezy stosowac zadnych podkreslen, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej moga Autorzy zaznaczy¢ otow-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w tekscie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana,
zawiera imiona i nazwisko (a) autora (6w ), nazwy, adresy
wraz z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polskim

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

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

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

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

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukcji.
Fotografie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wy-
konane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy
wykonac tuszem na biatym papierze lub kalce techniczne;j.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od
przysziej reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzace
do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos¢ nie mniejsza
niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opisOw
stownych, lecz postugiwaé sie skrétami. Osie wykresow
winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumialym. Decy-
Zje 0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmie redakcja.
llustracji nie nalezy wigcza¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele i ryciny noszag cyfry
arabskie, wzory zas$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy
zaznaczy¢ otdwkiem preferowane miejsce umieszczenia
tabeli, ryciny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porub-
rykowane, winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem
i ewentualnie takze niezbednymi objasnieniami. Stowne
objasnienia znakéw graficznych mozna umiesci¢ w pod-
pisie pod rycing, rysunkowe zas$ jedynie na planszy ryciny.
Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie w postaci oddziel-
nego wykazu. llustracje nalezy podpisa¢ nazwiskiem
pierwszego z autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy
oraz oznaczy¢ ,gora-dot’ (otdwkiem na odwrocie). Ze
wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ artykutu wskazane jest
konstruowanie orginalnych rycin i zbiorczych tabel na
podstawie danych z piSmiennictwa.

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

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

02-093 Warszawa



http://rcin.org.pl
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