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Przy uzyciu faz BAKERBOND Wide-Pore.

Dla biatek o punkcie izoelektrycznym (p.i.) pomiedzy
6 i 12 wtasciwym adsorbentem jest faza karboksylowa
(WCX). Faze PEI (WAX) wybiera sie wowczas gdy p.i.
biatek lezy pomiedzy 7 i 3. Uniwersalnym sorbentem dla
biatek jest faza Hi-Propyl. Wszystkie klasy przeciwciat,
ich fragmenty i koniugaty oczyszcza z wysoka powtarzal-
noscig faza BAKERBOND ABx. Do wszystkich faz stosu-
je sie jedynie stabe roztwory soli. Mozna zapomniec
o kiopotach zwigzanych z odczynnikami do HPLC.
Dostepny jest nr wzorcowego rejestru FDA oraz bezpta-
tna broszura.

Dalsze informacje: EUROCOLOR Chemikalia Laboratoryjne
skr. poczt. 46, 90-980 to6dz-7, tel. (042) 813140, 844614
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Stabilnos¢ kolumn HPLC

Kolumny BAKERBOND. Wide-Pore rozdzielajg biopolimery niezwykle ostro,
specyficznie i czysto. Po 1000 godzinach pracy rozdzialy sa nadal bardzo
dobre i wysoce powtarzalne zaréwno pod wzgledem masy jak i aktywnosci
substancji. Wypetnienia o charakterze hydrofobowym, jonowymiennym Iub
faz odwréconych moga by¢ dostarczone w postaci gotowych kolumn Ilub
materiatu do napetniania. Nosénikiem jest szerokoporowaty zel krzemionkowy
modyfikowany powierzchniowo. Jest on odporny na wysokie ci$nienie i wartosci
pH 2-12. Mozna go tatwo oczyszczac i sterylizowaé. Szczegoéty w broszurze.
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ARTYKULY

W siedemdziesigtg pigtg rocznice utworzenia w Warszawie

Instytutu Biologii
Nenckiego

Doswiadczalnej

Imienia Marcelego

On the seventy fifth Anniversary of the Marceli Nencki Institute
of Experimental Biology in Warsaw

STELLA NIEMIERKO],
ZOFIA ZIELINSKA1

W grudniu 1993 roku Instytut im. Nenckiego $wie-
tuje 75-lecie swego istnienia. Okragte rocznice sktania-
ja zazwyczaj do refleksji nad osiggnieciami Jubilata.
Takze, gdy jest nim placéwka naukowa. Trudno
wéwczas odcigé sie od przedstawienia jej rozwoju,
w duzej mierze zaleznego — nie tylko w Polsce — od
warunkéw politycznych i ekonomicznych kraju. Wiek
naszego Jubilata sprzyjat obchodzeniu niejednej rocz-
nicy, oraz wydaniu zwigzanych z tym publikacji. Nie
chcemy powtarzac tego, co o organizacji i dziatalnosci
Instytutu w latach 1918-1993 Czytelnik tatwo znajdzie
w dostepnym pismiennictwie [1-5]. Skoncentrujemy
sie natomiast na zobrazowaniu sylwetek naukowych
patrona Instytutu, wielkiego biochemika korica XIX
wieku, Marcelego Nenckiego (1847-1901) oraz zatozy-
ciela Instytutu, wybitnego fizjologa z lat miedzywojen-
nych, Kazimierza Biataszewicza (1882-1943).

Marceli Nencki ksztatcit sie i pracowat poza krajem.
Jako szesnastoletni uczen gimnazjum w Piotrkowie
wzigt udziat w Powstaniu Styczniowym, co zawazyto
na jego przysztosci. Aby unikng¢ zestania na Syberie
musiat opuscié zabo6r rosyjski. W Krakowie zatem,
w Uniwersytecie Jagiellonskim, podjat studia filozofii
i filologii klasycznej. Lecz i tu, w Krakowie, nie czut sie
bezpieczny, przenidst sie przeto do Niemiec, gdzie na
poczatku w Jenie, a potem w Berlinie kontynuowat
studia humanistyczne. Fascynacja jednak odkryciami
w réznych dziedzinach nauk przyrodniczych — oraz
zapewne wpltyw przyjaciot lekarzy — spowodowaly, ze

1 Prof. dr, Instytut Biologii DoSwiadczalnej im. M. Nenc-
kiego, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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zmienit kierunek zainteresowan i wstapit na wydziat
lekarski Uniwersytetu Berlifiskiego. Juz jako poczat-
kujacy medyk postanowit poSwieci¢ sie badaniu prze-
mian chemicznych w ustroju zywym. Aby poznaé
nowoczesny nadwczas chemiczny warsztat badawczy
pracuje jednocze$nie przez pare lat pod Kierunkiem
stynnego chemika Adolfa Baeyera. W wieku 23 lat,
w 1870 roku, uzyskuje Nencki doktorat z medycyny na
podstawie rozprawy: ,,O utlenianiu zwigzkéw aroma-
tycznych w organizmie zwierzecym”. Wczesniej, jesz-
cze jako student, publikuje wraz z Ottonem Schult-
zenem prace ,,O pochodzeniu mocznika w organiz-
mie”; rok pézniej prace na temat budowy kwasu
moczowego. Zagadnienia te byly przedmiotem jego
szczegOtowych badan przez dalsze lata.

Osiagniecia mtodego Nenckiego wzbudzity zainte-
resowanie jego osobg. W 1872 roku zaproponowano
mu stanowisko asystenta chemii w Zaktadzie Patologii
Uniwersytetu w Bernie. W 1877 zostaje juz profesorem
zZwyczajnym z misjg zorganizowania pierwszej
w Szwajcarii katedry Chemii Fizjologicznej w Bernie,
ktdra tworzy od podstaw i kieruje nig przez kilkanascie
lat. W okresie tym Nencki wraz z coraz liczniejszymi
uczniami prowadzi wielokierunkowe badania o pierw-
szorzednym znaczeniu dla rozwoju biochemii. Sg to
prace nad barwnikiem krwi — hemoglobing, a takze
m.in. barwnikami zdlciowymi. Badania nad budowa
biatek dotyczg produktow ich rozktadu, zaréwno pod
wptywem $rodkéw chemicznych, jak i soku trawien-
nego oraz bakterii gnilnych. Wykryto przy tym po-
wstawanie skatolu i indolu. Wykazano, ze warto$¢
biologiczna niektérych biatek zalezy od obecnosci
w nich okre$lonych aminokwaséw. Wiele prac doty-
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czyto dziatania enzymow. Nencki przypisywat im juz
budowe biatkowg. Zajmowat sie tez przemiang posred-
nig w organizmie zwierzecym, na przyktad przeksztat-
caniem weglowodanéw w tluszcze. Osiggniecia Nenc-
kiego w zakresie bakteriologii spowodowaty powierze-
nie mu w 1888 roku dodatkowo Katedry Bakteriologii
w Uniwersytecie Berneriskim.

Szerokie zainteresowania Nenckiego, talent ekspe-
rymentatorski, intuicja naukowa i dociekliwo$¢ oraz
umiejetnos¢ wspotpracy z naukowcami réznych spe-
cjalnosci owocowaty ogromng liczbg publikacji i wy-
ksztatceniem wielu uczniéw, takze z Polski. Otrzymuje
cztonkostwa honorowe kilku europejskich towarzystw
naukowych oraz doktoraty honoris causa kilku uni-
wersytetow [6, 9].

W 1891 roku Nencki otrzymat zaproszenie do
Petershurga z propozycjg objecia kierownictwa Dziatu
Chemii w nowopowstajagcym Instytucie Medycyny
DosSwiadczalnej. Warunki jakie mu dawano byly
wspaniate. Budowa duzego zaktadu wedtug wiasnego
projektu, fundusze gwarantujgce dobre jego wyposaze-
nie. Wspoitpraca ze stynnym fizjologiem lwanem Piot-
rowiczem Pawtowem. Zwolnienie od pracy dydaktycz-
nej i mozliwos¢ zabrania ze sobg kilku asystentow. Jak
wynika z korespondencji Nenckiego z rodzing i przyja-
ciotmi miat on duze opory przed wyjazdem do Peters-
burga. Zdecydowat sie jednak, by¢é moze pod nacis-
kiem kolegow z Kraju, ktérzy sadzili, ze objecie przez
Nenckiego w Rosji powaznego stanowiska naukowego
moze utatwi¢ bardzo trudng wowczas sytuacje nauki
polskiej. W 1891 roku z kilku wspétpracownikami,
a takze z Nadiezdg Sieber i Martinem Hahnem,
przenosi sie Nencki do Petersburga.

Okres petersburski Nenckiego, choé¢ trwatl tylko
dziesie€ lat, byt bardzo ptodny w osiggniecia naukowe
[6-10]. W duzej mierze byly to wyniki rozwijanej juz
w Bernie tematyki badawczej. A wiec badania zwigz-
kdw organicznych wystepujacych w organizmach zy-
wych, dalsze prace dotyczace powstawania mocznika
i utleniania zwigzk6éw aromatycznych, badania wias-
ciwosci biatek, metodyka analityczna, synteza $rod-
kéw farmaceutycznych (w tym do dzi$§ stosowanego
w lecznictwie salolu). Zajat sie tez wraz z wspotpracow-
nikami metabolizmem bakterii i metodyka uodpor-
niania zwierzat przeciw chorobom zakaznym. Dzigki
zaproponowanej technice szczepien udato sie na wiel-
kich terenach Rosji zwalczy¢ silnie infekcyjng, dziesiat-
kujacg bydio rogate epidemie ksiegosuszu. Bylo to
wielkie osiggniecie Nenckiego i wielki dar nauki dla
praktyki (szczegétowo na ten temat pisze M. H. Bickel)
[9]. W tym czasie takze rozwineta sie stawna wspoét-
praca Marcelego Nenckiego z mtodym biochemikiem
z Krakowa, Leonem Marchlewskim, nad pokrewien-
stwem chemicznym barwnikéw krwi i lisci. Historia
badan nad hemoglobing, prowadzonych przez Nenc-
kiego w Petersburgu i nad chlorofilem przez Mar-
chlewskiego i Schuncka w Manchesterze, a pdzniej
kontynuowanych przez Marchlewskiego w Krakowie,
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jest rzadkim przyktadem miedzynarodowej wspétpra-
cy naukowej na odlegtos¢ w koricu XIX wieku [10,11],
Jak wiadomo, badania te pozwolity Nenckiemu na
daleko idace uogOlnienia. ,,Wyniki prac Schuncka
i Marchlewskiego majg dla chemii biologicznej wielkie
znaczenie, rzucajg bowiem S$wiatto na najdawniejsze
okresy historii rozwoju Swiata ustrojowego, a zarazem
wskazujg na wspdlnos¢ pochodzenia panstwa zwierze-
cego i roslinnego” [12].

Jednakze, pomimo osobistej satysfakcji i uznania
miejscowych wiadz, Nencki nie czut sie dobrze w Rosji.
W listach wspominat o zaproszeniu przez Uniwersytet
Lwowski na tamtejszg Katedre Higieny. Wyrazat che¢
zamieszkania w rodzinnym majatku Boczkach koto
Sieradza. Zastanawial sie takze czy nie wréci¢ do
Szwajcarii i tam pracowa¢ w prywatnym laborato-
rium. Zamierzenie to uniemozliwita przedwczesna
$mier¢ w 1901 roku.

Kontakt Nenckiego z Polskg byt bliski. Czesto
przyjezdzat do Krakowa, Warszawy i Lwowa, biorgc
czynny udziat w zyciu naukowo-organizacyjnym. Cze-
sto publikowat wyniki swych badan wjezyku polskim:
w Kosmosie, wydawnictwach PAU, w wielu innych
czasopismach naukowych ilekarskich [6]. Jak bardzo
byt ceniony w polskim $rodowisku naukowym $wiad-
czg nadane mu godnosci. Cztonkostwo Polskiej Aka-
demii Umiejetnosci, doktorat honoris causa Uniwer-
sytetu Jagiellonskiego, cztonkostwa honorowe licz-
nych towarzystw lekarskich i naukowych, takze towa-
rzystw dziatajgcych w miastach prowincjonalnych [6].
W 1900 roku na IX Zjezdzie Przyrodnikow i Lekarzy
w Krakowie Nencki oméwit osiggniecia chemii bio-
logicznej w koncowym trzydziestoleciu XIX wieku
— to jest w okresie swej wiasnej tworczosci naukowej
— oraz nakreslit kierunki dalszego jej rozwoju [13],
Trzydziesci kilka lat pézniej, w wyktadzie inauguruja-
cym dziatalno$¢ Polskiego Towarzystwa Fizjologicz-
nego, Jakub Karol Parnas powiedziat: ,,Nencki nalezy
do tych, ktérzy kieruja si¢ zupetnie pewnym przekona-
niem, ze gtdbwnym zagadnieniem chemii fizjologicznej
jest zagadnienie mechanizmu reakcji ustrojo-
wych”. Warto zauwazy¢, ze moéwiac o zmartym w 1901
roku Nenckim mowca uzyt czasu terazniejszego wyra-
zajac tym najwyzsze uznanie dla umystowosci, twor-
czosci i osiggnie¢ Nenckiego.

Zgodnie ze swag wolg, Nencki zostat pochowany
w Warszawie na cmentarzu ewangelicko-reformowa-
nym. Najblizsi jego wspotpracownicy uporzadkowali
spuscizne naukowg Nenckiego i wydali tgcznie pub-
likacje, rozproszone w réznych wydawnictwach. Tak
powstaty stynne ,,Opera Omnia” wydane w 1905 roku
[14]. Osoba Nenckiego ijego dziatalno$¢ naukowa sa
przedmiotem publikacji zrodtowych oraz popularno-
naukowych wjezyku polskim, niemieckim i rosyjskim
[6,9].

Inicjatywy powotania towarzystwa naukowego
imienia Nenckiego lub instytutu badawczego jego
imienia, podejmowane juz od 1902 roku, spotykaty sie
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z odmowami wiladz carskich. Po wielu staraniach
udato sie w 1907 roku zarejestrowa¢ Towarzystwo
Naukowe Warszawskie, TNW, ktérego zadaniem byto
tworzenie placowek naukowych w Warszawie. W dwa
lata pézniej do Towarzystwa Lekarskiego Warszaws-
kiego wptyneta znaczna prywatna dotacja z prze-
znaczeniem na potrzeby przysztego Instytutu Bio-
logicznego im. Marcelego Nenckiego [2, 6]. Przy
TNW stopniowo powstawaly pracownie badawcze,
ktore z czasem miaty utworzy¢ instytut, ale zwyczajo-
wo nosity juz imie Nenckiego. Formalne utworzenie
Instytutu Biologii Doswiadczalnej imienia Marcelego
Nenckiego stato sie prawnie mozliwe dopiero po
odzyskaniu przez Polske niepodlegtosci w 1918 roku.
Tradycja Instytutu przyjmuje zatem rok 1918 jako
date jego powstania oraz stosuje zwyczajowo skrot:
Instytut im. Nenckiego, jako jego nazwe potoczna.
Zadaniem Instytutu, jak odnotowano to w Roczniku
Kasy imienia J. Mianowskiego (tom 2, str. 579, War-
szawa, 1919) byta: ,badawcza praca naukowa w za-
kresie tych gatezi doswiadczalnych nauk biologicz-
nych, ktére znajduja sie w okresie intensywnego roz-
woju”.

Zadania te, w swych dziataniach dla dobra i rozwoju
biologicznych nauk doswiadczalnych, konsekwentnie
realizowat profesor Kazimierz Biatasiewicz, zatozyciel
i gtowny organizator Instytutu, jego pierwszy dyrek-
tor, a takze cztonek jego kierownictwa w catym okresie
miedzywojennym. Juz od 1913 roku asystent i kierow-
nik Pracowni Fizjologii, od 1920 roku cztonek Polskiej
Akademii Umiejetnosci i profesor zwyczajny Uniwer-
sytetu Warszawskiego stat sie twoérca i kierownikiem
pierwszej w Polsce uniwersyteckiej Katedry Fizjologii
Zwierzat. Do roku 1934, jednakze, Katedra nie miata
swego lokalu. Profesor wyktadat w gmachu Szkoty
GHéwnej, a studentom umozliwiat prace doswiadczal-
nag w Zaktadzie Fizjologii Instytutu im. Nenckiego
przy ul. Sniadeckich 8, w budynku nalezacym do
TNW. Przetrwat on okres wojny i mieSci sie w nim
obecnie Instytut Matematyki PAN. Profesor umiejet-
nie taczyt obowiazki kierownika obu zaktadoéw, oczy-
wiscie korzystajgc jedynie z uposazenia uniwersytec-
kiego. Nota bene, ze wzgledu na ograniczone fundusze
jakimi dysponowat Instytut, wiekszo$¢ dwczesnych
pracownikéw traktowato swg prace badawczg jako
pasje zyciowa utrzymujac sie najczesciej z pensji nau-
czycielskiej.

Profesor byt catkowicie oddany nauce. Byt wymaga-
jacy, lecz umiat budzi¢ entuzjazm w miodych wspot-
pracownikach, swietnie wyktadat. Zawsze skupiony,
z kazdym omawiat jego doswiadczenia, stosowang
metodyke, wyniki — budzit krytycyzm, doradzat.
Zainteresowania profesora byly szerokie: fizjologia
poréwnawcza i biochemia rozwoju organizmu zwie-
rzecego, zalezno$é sktadu mineralnego cieczy ciata od
sktadu srodowiska zewnetrznego, fizjologia wchtania-
nia jelitowego, przemiana materii i energii w migsniu
i organizmie zwierzecym podczas gtodu, zapotrzebo-
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wanie cztowieka na skiadniki mineralne, fizjologia
pracy cztowieka. W swych badaniach i badaniach
uczniéw bardzo dbat o poprawnos$¢ metodyczng eks-
perymentédw, czesto sam proponowat lub adaptowat
stosowne metody. Otwarty na nowe problemy i tech-
niki badawcze popierat inicjatywy naukowe wspot-
pracownikéw.

W skiad Instytutu wchodzity w miedzywojniu
oprdécz Zaktadu Fizjologii takze, dziatajace trwale lub
okresowo, Zaktady: Biologii Ogoélnej, Neurobiologii,
Embriologii Doswiadczalnej, Morfologii Doswiadcza-
Inej oraz Biometrii [1-3]. Szczegblng uwage kierowat
Profesor na potrzebe badan $rodowiskowych. Znalaz-
o to swa realizacje w powotaniu przez Instytut trzech
stacji terenowych: Stacji Hydrobiologicznej na Wig-
rach, Stacji Morskiej na Helu i Stacji Rzecznej w Pins-
ku. W poszczeg6lnych pracowniach Instytutu w r6z-
nych okresach dwudziestolecia pracowato takze wielu
badaczy z innych placéwek naukowych Warszawy.

Wazng aktywnoscig Instytutu im. Nenckiego byty
wydawnictwa. Profesor wiasnie byt inicjatorem ireda-
ktorem zeszytéw pod nazwg ,Prace Instytutu im.
Nenckiego”, a pozniej az do wybuchu wojny czasopis-
ma ,,Acta Biologiae Experimentalis”, w ktérych pub-
likowali swe prace i artykuly takze badacze spoza
Instytutu.

Uznajac spotkania dyskusyjne specjalistow z rdz-
nych dziedzin fizjologii za konieczny element rozwoju
nauki profesor Biataszewicz zorganizowat w 1937 roku
Polskie Towarzystwo Fizjologiczne i zostatjego pierw-
szym prezesem. Towarzystwo skupito oprécz fizjo-
logobw sensu stricto, takze biochemikéw i farmako-
logow.

Jako biochemik, Kazimierz Biataszewicz byt wias-
ciwie samoukiem. Studia swe rozpoczat w roku 1900
w Warszawie w Uniwersytecie, wowczas carskim,
podejmujac specjalizacje w zakresie zoologii. Za prace
na temat histogenezy u hydry uzyskat zioty medal
w 1904 roku. Niedlugo po tym zostat z Uniwersytetu
relegowany za udziat, czy sprzyjanie ruchom niepod-
legtosciowym 1905 roku. Dalsze studia odbyt w Uni-
wersytecie Jagiellonskim w Zaktadzie Embriologii
kierowanym przez znanego biologa i embriologa,
Emila Godlewskiego, juniora. Tam w 1909 roku
otrzymat tytut doktora na podstawie dysertacji n.t.
wzrostu zarodkéw ptazéw. By zapoznac sie ze stoso-
wanymi wtedy metodami biochemicznymi udat sie do
Laboratorium Chemii Fizjologicznej profesora F.
Tangla w Uniwersytecie Budapeszteniskim. Byt to
wiasciwie jedyny staz naukowy Biataszewicza w tym
zakresie. Podstawowe kierunki rozwijajgcej sie fizjo-
logii i biochemii poznawat z piSmiennictwa. Techniki
i metody adaptowat wedtug potrzeb i skromnych
mozliwosci laboratoryjnych. Byt to przeciez czas two-
rzenia sie zrebdw panstwowosci polskiej, okres po
straszliwych zniszczeniach, przechodzacych przez nasz
Kraj frontéw, oraz wielkiego S$Swiatowego kryzysu
gospodarczego lat trzydziestych [15-17],
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Podczas okupacji Profesor prowadzit seminaria dla
zaufanych magistrantow oraz pisat monografie o prze-
mianie posredniej u zwierzat. Zmart, nie dokonczyw-
szy swej ksigzki na poczatku 1943 roku i pochowany
jest na warszawskich Powazkach. Wkrotce po wojnie
monografia ta ukazata si¢ pod tytutem: ,Przemiany
chemiczne w organizmie zywym” w opracowaniu
profesora Wodzimierza Niemierki [18].

Profesor Biataszewicz wyksztalcit duze grono
uczniéw zdolnych do samodzielnych badan w zakresie
fizjologii i biochemii. Niektdrzy objeli kierownicze
stanowiska jeszcze przed wojng. Znaczna cze$¢ tych,
ktérym udato sie przezy¢ okupacje badz w Kraju, badz
zagranica, wzieta czynny udziat w organizacji zycia
naukowego w Polsce. Zasilili oni zmniejszone wskutek
dziatan wojennych kadry pracownikéw naukowych
réznych szczebli, zarowno na uniwersytetach jak i in-
stytutach badawczych.

Dzieki wysitkom bliskich  wspotpracownikéw
i ucznidéw profesora Biataszewicza reaktywowano juz
w 1945 roku Instytut im. M. Nenckiego, z siedzibg
poczatkowo wtodzi, a od 1953 roku w Warszawie, we
wiasnym nowowybudowanym gmachu przy ul. Pas-
teura 3. W odczuciu zyjacych jeszcze uczniéw Profeso-
rajego indywidualno$¢ wptyneta na zachowanie, takze
po wojnie — zwilaszcza w Lodzi — dobrych tradycji
panujacych zajego zycia w Instytucie. Mimo niezwyk-
le trudnych warunkoéw udato sie w Instytucie od-
tworzy¢ dawng atmosfere, ktéra sprzyjata pracy nau-
kowej i poczuciu kazdego z pracownikdw, ze jest on
waznym ogniwem w ogolnych osiggnieciach.
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Cykliczna ADP-ryboza — modulator uwalniania Ca2+
Z magazynow wewnatrzkomorkowych

Cyclic ADP-ribose —

modulator of Ca2+ release from

intracellular stores

JAN PAWEL WORONCZAK1
JOLANTA BARANSKAZ2

Wykaz stosowanych skrotéw: cADPR—cykliczna ADP-ry-
boza; InsP3—trisfosfoinozytol

Komdrki eukariotyczne utrzymuja w cytoplazmie
niskie (10“ 7M) stezenie Ca2+, aktywnie usuwajgc jony
wapnia na zewnatrz oraz magazynujac je wewnatrz
retikulum endoplazmatycznego. Zmagazynowany
w retikulum wapn uwalniany jest do cytosolu podczas
odpowiedzi komorki na bodZzce zewnetrzne. Zwiek-
szone stezenie wapnia wywotuje z kolei wiasciwg dla
danej komérki odpowiedz metaboliczng. W kom@r-
kach miesni szkieletowych uwolnienie Ca2+, powodu-
jace skurcz miesnia, indukowane jest przez depolaryza-
cje btony plazmatycznej. We wszystkich innych komd-
rkach czynny jest szlak sygnatowy biegnacy poprzez
hydrolize fosfolipidéw inozytolowych. Uwolniony
w tej reakcji 1,4,5-trisfosfoinozytol (w skrécie InsP3)
wigze sie ze specyficznym biatkiem receptorowym
w btonie retikulum endoplazmatycznego, otwierajac
znajdujacy sie w nim kanat wapniowy. Przez kanat ten
nastepuje uwalnianie Ca2+ do cytosolu. Szlak ten,
prowadzacy do powstania InsP3, bedacego wtérnym
przekaznikiem informacji w komorce, jest do$¢ dobrze
poznany [1-3].

1 mgr inz.; 2doc. dr hab. Instytut Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN, Zaktad Biochemii Komorki.
Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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Stosunkowo niedawno odkryto jednak nowg we-
wnatrzkomdrkowg substancje sygnatowg [4], Jest to
pochodna dinukleotydu nikotynowo-adeninowego
(NAD f),a mianowicie cykliczna ADP-ryboza, w skrd-
cie CADP-ryboza lub cADPR [5]. (Ryc. 1) Substancje
te znaleziono pierwotnie w jajach jezowca, a pézniej
takze w réznych komorkach i tkankach innych or-
ganizméw [6]. Powstaje ona z NADf w reakcji

CH, O~

O=P—OH
\ /N\C/c&
O\ HC Il
CH, O \N/ \NZ
H H
H H
HO OH

Ryc. 1. Wzér strukturalny cyklicznej ADP-rybozy.
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katalizowanej przez specyficzny enzym, cyklaze ADP-
rybozylowa. Okreslono juz sekwencje aminokwasowa
cyklazy ADP-rybozylowej wyodrebnionej z gruczotu
obojnaczego (tac.. ouotestis) mieczaka Aplysia [7].
Enzym o takiej samej funkcji, lecz o odmiennych
wiasciwosciach wystepuje w réznych tkankach krego-
wcow [8,9],

Stwierdzono, ze cADPR uwalnia waph z mikro-
somow w homogenatach jaj jezowca rownie silnie jak
InsP3, dziata jednak catkowicie niezaleznie [9,10],
Wskazuje na to miedzy innymi fakt, ze heparyna,
blokujaca receptor InsP3, nie wptywa na uwalnianie
wapnia stymulowane przez cADPR. Uwalnianie to jest
natomiast hamowane przez substancje blokujace (ria-
nodina), a zwiekszane przez substancje aktywujace
(kofeina) inny kanat wapniowy, a mianowicie kanat
receptora rianodinowego. Receptor ten uczestniczy
w uwalnianiu wapnia z retikulum endoplazmatycz-
nego w procesie indukowanym nie przez InsP3, a przez
sam waphn (ang. calcium induced calcium release). Jony
wapnia w stezeniu 10~7-10~6 M powodujg otwieranie
tego kanatu, a w stezeniu 10~5-10-4 M zamykaja go.
Receptorom rianodinowym przypisuje sie istotng role
w powstawaniu dtugotrwatej i ztozonej odpowiedzi
komorki, na przyktad nastepujacych po sobie oscylacji
stezenia wapnia. Wiasnie te receptory biorg zapewne
udziat w powstawaniu przemieszczajacych sie fal zwie-
kszonego stezenia Ca2+ w cytoplazmie komorki jajo-
wej podczas zaptodnienia. Samo dodanie do homo-
genatu jaj jezowca jondw wapnia nie wystarcza do
zapoczatkowania procesu uwalniania tych jonéw z mi-
krosoméw — niezbedna jest rowniez obecnos¢
cADPR [12]. Na podstawie powyzszych doniesien
przypuszcza sie, ze CADPR jest naturalnym modulato-
rem dziatania receptoréw rianodinowych, petnigc za-
pewne wazng role w regulacji ich funkcji.

Ostatnio wykazano réwniez, ze cCADPR posredniczy
w uwalnianiu insuliny przez komorki wysepkowe
trzustki [13]. Jest to doniesienie o tyle interesujace, ze
w procesie tym, bedagcym odpowiedzig na stymulacje

komérek glukoza, w ogéle nie bierze udziatu InsP3
jest to wiec przykitad innej, niezaleznej drogi przeka-
zywania sygnatu. Poszczeg6lne etapy tej drogi nie sg
jeszcze wyjasnione. Nie wiadomo przede wszystkim,
jaki jest mechanizm aktywacji cyklazy ADP-rybo-
zylowej. Poniewaz enzym syntetyzujacy cADPRu
Aplysia i antygen powierzchniowy ludzkich limfocy-
tow CD38 wykazujg homologie [14], Galione [15]
przypuszcza, ze cyklaza ADP-rybozylowa moze stano-
wi¢ integralng cze$¢ biatka receptorowego. Z dotych-
czasowych badan wynika wiec, ze cADPR jest nie
tylko modulatorem kanatu rianodinowego, lecz moze
by¢ takze nowym, réwnorzednym z InsP3, wewnatrz-
komérkowym przekaznikiem sygnatow [15].

Artykut otrzymano 11 maja 1993 r.
Zaakceptowano do druku 21 maja 1993 r.
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NieSmiertelnosc, starzenie i Smier¢ komorek
Rola protoonkogendw, onkogendw i antyonkogenow

Immortality, cellular aging and death
The role of protooncogenes, oncogenes and antioncogenes

EWA SIKORA*

Spis tresci:

l. Limit Hayflicka

1. Genetyczna natura komdrkowego starzenia

I11.  Represja gendw w starych komérkach

IV. Komorki unie$miertelnione i antyonkogeny

V. Dwustopniowy mechanizm komoérkowego starzenia

VI. Telomerowa hipoteza komérkowego starzenia
VII.  Smier¢ komoérki
VIIl. Geny $mierci i zycia

I. Limit Hayflicka

Cechg charakterystyczng komorek prawidtowych,
0 niezmienionym Kkariotypie, jest ich ograniczona
zdolnos$¢ do podziatow [1]. Fibroblasty pobrane z lu-
dzkiego ptodu dzielg sie w hodowli 50-60 razy, po czym
zyja do kilkunastu miesiecy nie dzielgc sie, az w korcu
umierajg [2], Cata hodowla nie trwa wiec dtuzej niz
dwa lata [3], Liczbe podziatéw, ktére komorki sg
w stanie osiggng¢ w hodowli nazywa sie limitem
Hayflicka, a bezpodziatowg faze hodowli Ill-fazg lub
fazg starych komorek. Podobnie zachowujg sie w ho-
dowli inne komérki ludzkie, takie jak komorki nabton-
ka i miesni gladkich, soczewki oka, keratynocyty
1limfocyty [4]. ROowniez komérki pobrane z tkanek
gryzoni i ptakow, o ile nie majg zmienionego karioty-
pu, umieraja w hodowli po okreslonej liczbie po-
dziatébw. Liczba ta jest wprost proporcjonalna do
$redniej dtugosci zycia osobnikéw danego gatunku,
a odwrotnie proporcjonalna do wieku dawcy [5].
Tylko komorki unieSmiertelnione i nowotworowe,
ktore majg zmieniony kariotyp dzielg sie w sposob
nieograniczony i nie wykazujg znamion procesu sta-
rzenia. Transformacje nowotworowg nazywa sie cza-
sem ucieczka od procesu starzenia. Fibroblasty ludzkie

* dr, Instytut Biologii DosSwiadczalnej im. M. Nenckiego,
Pasteura 3, 02-093, Warszawa
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stanowig do dzisiaj najwygodniejszy inajlepiej przeba-
dany typ komorek starzejgcych sie w hodowli. Coraz
czesciej mowi sie w odniesieniu do nich o replikacyj-
nym starzeniu, ktdre dziata zgodnie z licznikiem
podziatdw, a nie wedlug zegara chronologicznego
[6, 7]. Komorki w stanie zamrozenia mozna trzymac
przez okres dowolnie diugi. Po rozmrozeniu podzielg
sie tyle razy, ile im jeszcze zostato do osiggniecia limitu
Hayflicka. Dzieki temu w wielu laboratoriach mozna
bada¢ komoérki pochodzgce z jednego Zrédia i zaban-
kowane we weczesnej fazie podziatdw. Sg to ,linie”
W1-38, MRC-5, MRC-90.

Il. Genetyczna natura komorkowego starze-
nia

Od lat obserwuje sie dwie rézne tendencje w inter-
pretacji procesu starzenia komorek. Jedna z nich
przyjmuje, ze starzenie jest procesem przypadkowym,
ktory charakteryzuje nagromadzanie sie w komorce
uszkodzonych makroczasteczek, powstajgcych jako
skutek blednej replikacji,.mutacji, czy tez dziatania
wolnych rodnikéw tlenowych, co uniemozliwia dalsza
replikacje [8-11]. Druga zaktada, ze komoérkowe sta-
rzenie jest procesem aktywnym, genetycznie kont-
rolowanym [6, 7], Za genetyczng rolg procesu starze-
nia przemawiajg wyniki fuzji komdrek nowotworo-
wych, ktére sa niesmiertelne, z komoérkami prawid-
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towymi, oraz fuzji komérek prawidtowych z tzw.
unie$miertelnionymi [4, 12]. Wskazujg one na domi-
nacje fenotypu komérki prawidtowej nad fenotypem
komérki unieSmiertelnionej i nowotworowej [13, 14].
Moéwigc o komorkach unieSmiertelnionych trzeba
pamietac, ze sg one nieSmiertelne jako pula komorek
dzielacych sie bez ograniczen. NieSmiertelnej komorki,
ktéra — jako niepodzielna jednostka — zytaby w nie-
skonczonos¢ nie udato sie do dzisiaj nikomu zaobser-
wowac.

I1l. Represja genéw w starych komorkach

Pod wptywem r6znych czynnikdw mitogennych
komérki ze stanu spoczynkowego wchodzg w cykl
podziatdw zwany cyklem komdrkowym (Ryc. 1A).
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Ryc. 1. A) Schemat cyklu komérkowego.
B) Rézna ekspresja gendéw na granicy faz G1/S w mtodych
i starych fibroblastach stymulownych do wzrostu.

Mitogeny uruchamiajg w komorce calg kaskade zda-
rzen regulujaca jej podziaty. W regulacji podziatéw
komoérkowych bierze udziat bardzo wiele protoon-
kogenow. Produktami biatkowymi tych protoonkoge-
néw sg czynniki wzrostowe, biatkowe kinazy tyrozy-
nowe, biatka G, biatkowe kinazy serynowe oraz czyn-
niki transkrypcyjne. Pod wptywem bardzo réznorod-
nych uszkodzen genetycznych protoonkogeny nabie-
rajg wtasciwosci onkogennych [15]. Sumaryczny efekt
dziatania réznych onkogendw stanowi przyczyne wy-
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mkniecia sie podziatbw komoérkowych spod kontroli
i przeksztatcenia komdrek prawidtowych w nowo-
tworowe [16].

Komérki prawidtowe, ktére przeszty limit podzia-
tow Hayflicka, nie reagujg na zadne czynniki wzros-
towe [17]. Wykazano, ze majg one tyle samo nie-
zmienionych receptoréw takich czynnikéw wzrosto-
wych jak EGF, PDGF, IGF-1 co komérki miode,
bedace w poczatkowej fazie podziatow [18-20]. Nie
wykryto rowniez réznic w fosforylacji katalizowanej
przez kinaze tyrozynowg i stymulowanej przez EGF
i PDGF w komérkach mtodych i starych [21]. Takze
wiekszo$¢ z przebadanych gendéw cyklu komdrkowe-
go, ktore ulegajg ekspresji w miodych komérkach
wchodzacych w cykl podziatowy, byta aktywna réw-
niez w komorkach starych stymulowanych surowica
[22, 23]. Pomimo to stare komorki zatrzymane sg
w fazie G1 cyklu komdrkowego [24] i nie sg w stanie
syntetyzowa¢ DNA [23], Jednakze w starych ludzkich
i chomiczych fibroblastach nie wykazano ekspresji
genu cdc2 [26, 27], a w ludzkich fibroblastach genow
cyklin A'i B [27] oraz protonkogenu c-fos [25] (Ryc.
1B). Gen cdc2 koduje biatko p34, ktore jest podjednos-
tka kinazy biatkowej katalizujacej fosforylacje wielu
substratow komoérkowych, w tym m.in. biatka RB
[28, 29]. Biatko to w starych ludzkich fibroblastach
wystepuje w formie nieufosforylowanej [30]. Atrakcyj-
nosci temu odkryciu dodaje fakt, ze biatko RB kodo-
wane jest przez jeden z gendw supresji transformacji
nowotworowej (patrz nizej).

Cyklina A i cyklina B to biatka, ktore regulujg
procesy cyklu komoérkowego na réznych jego etapach
tworzac kompleksy z kinazg p34 [31]. Cyklina A jest
aktywna na granicy faz G U/S, podczas gdy cyklina Bna
granicy faz G2/M cyklu komoérkowego [32-34]. By¢
moze, w procesie starzenia gra role podwdéjne zabez-
pieczenie komorki przed wejsciem w faze podziatu.
I tak, nie dos$¢, ze w starych komérkach nie ma
ekspresji genu cdc2, a wiec nie ma syntezy biatka p34,
to jeszcze nie zachodzi synteza biatek regulujgcych
aktywno$¢ tego enzymu. Nie jest wykluczone, ze ma tu
miejsce blokada wczesniejszego etapu wspdlnej regula-
cji aktywnosci genu cdc2 i genéw kodujgcych biatka
cykliny A i cykliny B.

Protoonkogen c-fos jest jednym z genéw tzw. wczes-
nej odpowiedzi [35]. Obserwuje sie jego aktywacje we
wszystkich komorkach prawidtowych stymulowanych
do podziatéw oraz nowotworowych [36]. Biatkowy
produkt c-fos zlokalizowany jest wjadrze i uwazany za
jeden ze skiadnikéw czynnikéw transkrypcyjnych
[37]. Czynniki transkrypcyjne sg to biatka regulujace
pierwszy etap ekspresji genow, transkrypcje, poprzez
wigzanie sie z sekwencjg promotorowg lub wzmac-
niajaca genu docelowego [38]. Produkty biatkowe
protoonkogenéw, znajdujace sie w jadrze oddziatujg
bezposrednio z DNA, wykazujg wiec wiasciwosci
czynnikéw transkrypcyjnych [15]. Uwaza sie, ze ich
oddziatywanie z DNA stanowi jadrowy etap przekazy-
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Ryc. 2. Schemat dziatania czynnika transkrypcyjnego AP-1

wania sygnatu do stymulacji komoérki [39], Biatko Fos
oraz inne biatka z rodziny genéw fos tworzg komplek-
sy z biatkowymi produktami drugiego protoonkogenu
c-jun [40] (Ryc. 2). Kazdy z tych kompleksow nosi
nazwe czynnika transkrypcyjnego AP-1 (ang. activator
protein 1). Kazdy czynnik transkrypcyjny AP-1 wigze
sie z sekwencjg nukleotydéw (TGACTCA) zwang
réwniez sekwencjg AP-1. Po raz pierwszy sekwencje
AP-1 odkryto w promotorze genu matpiego wirusa
SV40, ale tez opisano bardzo wiele miejsc wigzacych
AP-1 w genomie ludzkim [36, 41]. Ws$r6d nich sg
przede wszystkim geny indukowane przez estry for-
bolu m.in. kodujgce metalotioneine, stromielozyne,
kolagenaze oraz interleukine-2 [41].

Zaréwno poziom mRNA genu c-Jos, jak tez zdol-
no$¢ wigzania AP-1 z DNA, s3 nizsze w komdrkach
starzejacych sie niz w modych. Wykazano to w przy-
padku ludzkich starych fibroblastow hodowanych in
vitro [23, 42], jak rdwniez w przypadku mysich
splenocytéw pobranych ze starych zwierzat [43]. Niz-
szg zdolno$¢ wigzania AP-1 z DNA obserwowano
takze w limfocytach otrzymanych od pacjentéw z ze-
spotem Downa [44]. Zesp6t Downa, z racji wielu
objawow charakterystycznych dla podesztego wieku,
jak ostabiona odpowiedZz immunologiczna, zwiekszo-
na czestos¢ zapadania na nowotwory i chorobe
Alzheimera, ogdlna demencja i obnizona dlugosé
zycia, uwazany jest za przyktad przedwczesnego sta-
rzenia [45]. Obnizona aktywno$¢ AP-1 wystepowata
réwnoczesnie ze zmniejszong zdolnoscig komérek do
proliferacji. Mozna przypuszczaé¢ zatem, ze ekspresja
protoonkogenu c-Jos stanowi konieczny warunek do
podjecia przez komorki syntezy DNA [46]. Z pewnos-
cig jednak jest to warunek niewystarczajacy. Ostatnio
na przyktad wykazano, ze transfekcja protoonkogenu
c-fos do starych fibroblastow nie indukowata w nich
syntezy DNA [47-49].
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IV. Komdérki unieSmiertelnione i antyonkoge-
ny

Bardzo przydatne w badaniu procesu starzenia sg
tzw. komdrki unieSmiertelnione (ang. immortalized).
Fenotypowo komorki unieSmiertelnione r6znig sie nie
tylko od komorek prawidtowych, lecz takze od nowo-
tworowych [50] (Tabela 1). Znacznie czesciej tez niz
prawidtowe, komarki uniesmiertelnione ulegaja trans-
formacji nowotworowej. Uwaza si¢, ze do transfor-
macji nowotworowej niezbedna jest aktywacja przy- ]
najmniej dwoch onkogendw, z ktérych jeden miatby
powodowa¢ immortalizacje [51, 52]. Hodowane in
vitro komérki gryzoni tatwo ulegajg immortalizacji
oraz transformacji nowotworowej pod wptywem dzia-
tania r6znych kancerogendéw, mutagendw, czy wiru-
sow onkogennych zawierajgcych DNA, a nawet spon-
tanicznie [53]. Natomiast ludzkie fibroblasty sa nie-
zwykle oporne na dziatanie wszelkiego typu kan-
cerogendéw oraz promieniowanie jonizujace. Opisano
tylko nieliczne przypadki transformacji ludzkich fibro-
blastéw w hodowli pod wptywem diugiej ekspozycji na
dziatanie promieniowania jonizujgcego [54, 55]. Jedy-
nymi czynnikami powodujacymi immortalizacje,
a takze transformacje nowotworowg ludzkich fibro-
blastow hodowanych in vitro, s onkogenne wirusy
zawierajagce DNA, takie jak ludzkie adenowirusy,
papilioma oraz matpi wirus SV 40 [56-58]. Ale nawet
te wirusy nie powodujg immortalizacji z duzg czestos-;
cig i w sposéb bezposredni [59]. Fibroblasty ludzkie
zarazone wirusem SV40, poczatkowo przyspieszaja
swoj wzrost, zmieniajg morfologie i kariotyp. Potem
wchodza w etap nazwany kryzysem, charakteryzujacy
sie duzg Smiertelnoscig komadrek [58]. Czasami jednak
posréd umierajgcych komorek pojawia sie ognisko,
kolonia, komérek intensywnie proliferujgcych. Sa to
ludzkie fibroblasty unieSmiertelnione [60]. Pojawiaja

d

POSTEPY BIOCHEMII 39(4), 1993



Tabela 1.

Niektére cechy charakteryzujgce komérki prawidtowe, unieSmiertelnione i nowotworowe.

Niektére cechy fenotypu komoérek

prawidtowe

Nieograniczona diugos$¢ zycia

Przyczepialno$¢ do podioza +

Wysoka gesto$¢ w hodowli jednowarstwowej
Wzrost w p6tptynnych pozywkach

W zrost w postaci nowotworéw zto$liwych w
»hagich” myszach

,+ 7 oznacza wystepowanie jakiej$ cechy, a, —” jej brak

sie z czestotliwoscig 3 x 10”7 w hodowli fibroblastow
IMR-90 [56] oraz 1x 10~7 w hodowli fibroblastéw
MRC-5 [61]. Dlaczego ludzkie fibroblasty w odrdz-
nieniu od fibroblastow gryzoni tak ,,niechetnie” ulega-
ja unie$miertelnieniu? Jakie zmiany powodujgce wy-
mkniecie sie komarki spod kontroli podziatéw niesie
ze soba wirus SV40? Biatkiem onkogennym wyizolo-
wanym z wirusa SV40 odpowiedzialnym za immor-
talizacje ludzkich fibroblastéw, a takze transformacje
nowotworowg fibroblastéw gryzoni, jak sie okazato,
jest tzw. duzy antygen T (ang. large T-antigen). Jak
wykazano niedawno, antygen T indukuje w starych
komorkach ekspresje genu c-fos [62], a takze tworzy
kompleksy z biatkami gospodarza, ktére sg produk-
tami genoéw supresji transformacji nowotworowej,

Komorki hodowane in vitro

unie$miertelnione nowotworowe

+ +

+

zwanych krocej genami supresorowymi lub antyon-
kogenami [58].

Geny supresorowe stanowig odkrycie ostatnich lat.
Cho¢ nazwa ich sugeruje aktywno$¢ przeciwnowo-
tworowag, to jednak aktywne sg w prawidtowo funkc-
jonujacych komdrkach jako negatywne regulatory
proliferacji. W komérkach wielu typéw komorek
nowotworowych wystepujg w formach zmutowanych,
lub obserwuje sie ich delecje [51]. Do dzisiaj ziden-
tyfikowano kilka genoéw supresoréw transformacji
nowotworowej. Z punktu widzenia immortalizacji
i starzenia sie komorek najciekawsze wydaja sie by¢
geny RB i p53. Delecje genu RB po raz pierwszy
wykazano w przypadku dzieciecego nowotworu siat-
kowki oka (siatkowczak) [52]. W latach pdzniejszych

Ryc. 3. Schemat aktywacji cyklu komérkowego przez biatkowy produkt genu Rb w komérkach
prawidtowych i unieSmiertelnionych. Strzatkg oznaczono przejécie od fazy G1 do S. @

KOMORKI

PRAWIDLOWE

fosforylacja Sva0
Sv40
E1A
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E7 \
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UNIESMIERTELNIONE E7
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wykazano mutacje tego genu wystepujagce w wielu
innych nowotworach. Forma niezmutowana genu RB
niezbedna jest do regulacji prawidtowych podziatow
komorkowych [63, 64], Na granicy faz cyklu komoér-
kowego GI/S nastepuje fosforylacja biatka RB, umoz-
liwiajaca wejscie komadrki w faze syntezy DNA [65,
66]. W starych fibroblastach, nie zdolnych do po-
dziatobw, nie znaleziono biatka RB w formie ufos-
forylowanej, a wiec nieaktywnej [30]. Podobnie jak
proces fosforylacji, biatka wiruséw zawierajgcych
DNA poprzez tworzenie kompleksow z RB, uniemoz-
liwiajg spetnienie jego funkcji inhibitorowej (Ryc. 3).
Komoérki uniesmiertelnione, odwrotnie niz komorki
stare niezdolne do podziatéw, dzielg sie nieustannie.

Historia ujawniajgca gen p53 jako gen supresor
transformacji nowotworowej jest zupetnie odmienna.
Przez diugi czas p53 uwazano za typowy onkogen,
ktérego ekspresje wykryto w bardzo wielu nowo-
tworach [67], Badania ostatnich lat wykazaty, ze za
transformacje nowotworowe odpowiedzialne sg zmu-
towane formy genu p53 [67]. MOwigc inaczej ekspresja
genu p53 jest niezbedna do prawidtowej kontroli
podziatéw komorki, a kazda mutacja sprzyja transfor-
macji nowotworowej. Jakie zmiany genu i biatka p53
wystepujg w komorkach starych niezdolnych do po-
dziatéw nie wiadomo. Natomiast jasny jest juz dzisiaj

SV40 LT Antygen

B.
@
E7 E6

C.

E1A E1B

Ryc. 4. Schemat wigzania genéw supresorow nowotworéw z biat-
kami onkogennymi wiruséw: a) SV 40 b) papilioma
i c) adenoma.
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zwigzek funkcjonalny pomiedzy immortalizujgcg ak-
tywnoscig antygenu T wirusa SV40 oraz biatkami RB
i p53. T-antygen ma dwa miejsca wigzania. Do jednego
ma powinowactwo biatko RB, a do drugiego biatko
p53 [66]. Tworzenie kompleksu antygenu T z biatkami
RB ip53 inaktywuje te ostatnie i prowadzi do nieogra-
niczonych podziatow komdrkowych. Mutacje punk-
towe antygenu T w miejscu wigzania jednego albo
drugiego biatka wykazaly, ze do zahamowania kont-
roli podziatow niezbedna jestjednoczesna inaktywacja
obydwu biatkowych produktéw genoéw supresoro-
wych [68],

Doswiadczenia przeprowadzone z innymi wirusami
onkogennymi zawierajacymi DNA wskazujg na wy-
stepowanie podobnego mechanizmu immortalizacji.
Wirus papilioma ma dwa biatka onkogenne E6 i E7,
awirus adenoma biatka EI Ai EI B. Ot6z wykazano, ze
biatko E7 wirusa papilioma i biatko EI A wirusa
adenoma wigzg komodrkowe biatko RB, natomiast
wirusowe biatka E6 i E1B wigzg biatko p53 [57]
(Ryc. 3 i 4). Biatka antyonkogendéw RB i p53 dziataja
w komorce jako czynniki transkrypcyjne. Przy czym
p53 moze oddziatywa¢ bezposrednio z DNA [69],
a RB poprzez wigzanie sie z innym czynnikiem trans- :
krypcyjnym zwawnym E2F [70]. Onkogenne biatka |
wiruséw poprzez tworzenie komplekséw z biatkami
antyonkogenéw wpltywajg na regulacje wigzania tych
ostatnich z DNA, a tym samym na regulacje transkryp-
cji gendw biorgcych udziat w cyklu komorkowym.

V. Dwustopniowy mechanizm komoérkowego
starzenia

Badania komoérek unieSmiertelnionych wirusem
SV40 pozwolity na sformutowanie hipotezy mowiacej
0 dwustopniowym mechanizmie kontrolujacym sta-
rzenie komorkowe [71]. Fibroblasty ludzkie otrzyma-
ne z ptodu dzielg sie w hodowli okoto 50 razy.
Fibroblasty transfekowane antygenem T dzielg sie
dodatkowo 20 razy, po czym wiekszos¢ umiera, a tylko
niewielka ich cze$¢ ulega unieSmiertelnieniu. Twarcy
hipotezy dwustopniowego mechanizmu starzenia
uwazajg, ze po 50 podziatach nastepuje wigczenie
pierwszego mechanizmu starzenia M 1 (ang. mortality
stage 1). Antygen T pozwala komdrkom na obejscie
tego etapu poprzez zwigzanie biatka RB i biatka p53
lumozliwia im dokonanie dalszych 20 podziatéw, po
czym moga wejsé w drugi etap starzenia (nazwany tu
kryzysem lub (ang. mortality stage 2), regulowany |
w odmienny sposob (nie przez biatka RB i p53). Do
wyjscia z kryzysu i uniesmiertelnienia komérek praw-
dopodobnie dochodzi na skutek nieznanych dzisiaj
jeszcze mutacji. Do przezycia komorek, ktére wyszly
z kryzysu potrzebna jest ekspresja antygenu T w prze-
ciwnym razie uaktywniajg sie biatka kodowane przez
antyonkogeny (RBip53) i wigcza mechanizm pierwszy
(MI). Tak wiec, zgodnie z tg hipoteza, komarki ludzkie
miatyby dwa rézne, niezalezne od siebie mechanizmy
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prowadzace do starzenia i $mierci, komadrki gryzoni
za$ tylko mechanizm pierwszy. Hipoteza ta wyjasnia
oporno$¢ komérek ludzkich na czynniki kancerogen-
ne, istnieje bowiem znacznie mniejsze prawdopodo-
bienstwo jednoczesnego zajscia dwdch niezaleznych
zdarzen niz jednego z nich. Bez odpowiedzi pozostaje
pytanie, jakie geny odpowiedzialne sg za regulacje
drugiego mechanizmu starzenia. Czy sg to inne geny
supresorowe? Odpowiedzi, by¢ moze juz niedtugo,
dostarczg wyniki badanh polegajacych na transfekcji do
komdrek uniesmiertelnionych i nowotworowych poje-
dynczych chromosoméw wyizolowanych z komorek
prawidtowych. Jesli aberacja chromosomowa w bada-
nych komérkach nowotworowych polega na delecji
gendw supresorowych, to przy odrobinie szczescia
mozna natrafi¢ na chromosom, ktéry ma te geny
i przywroci komdrkom normalny fenotyp i limit
podziatéw. Do tej pory wykazano, ze chromosom
1 — wyizolowany z normalnych starzejgcych sie
ludzkich fibroblastow — hamowat nieograniczone
podziaty nowotworowych komorek chomiczych [72].
Pozostaje ,tylko” zidentyfikowaé gen lub geny za to
odpowiedzialne. Jednakze wykazano, ze transfekcja
chromosomu 11, o ktérym wiadomo, ze jest no$nikiem
antyonkogenu WT1 nie przywraca komérkom prawi-
dtowego fenotypu [73]. Fakt ten przestaje dziwié, jesli
wezmie sie pod uwage ztozonos¢ procesu transformacji
nowotworowej. Na przyktadzie zto$liwego nowotworu
jelita grubego wykazano, ze w procesie transformacji
nowotworowej mozna wyrozni¢ kilka etapdw posred-
nich, morfologicznie zréznicowanych i charakteryzu-
jacych sie sekwencyjng ekspresjg roznych onkogenow
oraz delecjg antyonkogendw [74,75], Pamietac trzeba,
ze nowotwory roznych typéw wykazujg swoja wiasng
specyficznos$¢ w ekspresji onkogendw i represji antyon-
kogendw. Jesli wiec spojrzymy na proces starzenia od
strony odwrotnej, a mianowicie powstawania ,nie-
Smiertelnego” nowotworu to poszukiwanie uniwersal-
nego mechanizmu limitu podziatow komorkowych
wydaje sie sprawg beznadziejng. Shriber powie-
dziat, ,,jesli wydaje ci sie, ze proces nowotworzenia jest
skomplikowany to przyjrzyj sie starzeniul!” [76], Cza-
sami jednak bardzo z pozoru skomplikowane procesy,
znajduja nieoczekiwanie proste wyjasnienia. Do jednej
z bardziej przejrzystych hipotez wyjasniajagcych zasade
limitu podziatéw komorkowych nalezy powstata 20 lat
temu [77] odkryta na nowo w ostatnich latach telome-
rowa hipoteza starzenia [78].

VI. Telomerowa hipoteza starzenia

Autorzy hipotezy telomerowej zaktadajg, ze 1) kaz-
demu podziatowi komérkowemu towarzyszy utrata
niewielkiego, zwanego telomerem, koricowego frag-
mentu kazdego chromosomu; 2) skrocenie chromo-
somow do odpowiedniej dtugosci powoduje wiaczenie
programu starzenia, ktére prowadzi do zatrzymania
podziatow komorkowych; 3) komorki rozrodcze i no-
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wotworowe nie starzeja sie, gdyz wystepuje w nich
mechanizm chronigcy przed utratg telomeréw [79].
Wiele danych doswiadczalnych potwierdza zatozenia
tej hipotezy [78]. Zaobserwowano wystepowanie zale-
znosci pomiedzy dtugoscig telomerow a liczbg po-
dziatbw komdérkowych [79]. Ponadto wykazano, ze
ludzkie prawidtowe komorki hodowane in vitro nie
wykazywaty aktywnosci telomerazy, enzymu katalizu-
jacego replikacje telomeréw na matrycy RNA [80],
Aktywno$¢ tego enzymu obserwowano natomiast
w nowotworowych komérkach HelLa [81]. Podobnie,
w komorkach, ktdrym udato sie wyjs¢ z kryzysu
(unie$miertelnione) obserwowano pojawianie sie ak-
tywnej telomerazy [80]. Postuluje sie, ze regulacja
aktywnosci telomerazy moze stanowi¢ mechanizm
drugiego etapu S$miertelno$ci (M2) [81]. Uwaza sie
mianowicie, ze niezidentyfikowany jeszcze gen koduje
biatko hamujace aktywnos$¢ telomerazy. Mutacje tego
genu powodowatyby aktywacje telomerazy, i wyjscie
komorek z kryzysu [81].

VII. Smieré komoérki

Omawiane dotychczas wyniki badan zdecydowanie
przemawiajg za genetyczng naturg procesu starzenia
komorkowego. Czy istniejg jednak geny Smierci? W li-
teraturze dotyczacej Smierci komorek mozna sie spot-
ka¢ z opisem dwu jej rodzajow: nekrozy i apoptozy.
Nekroza stanowi rodzaj $mierci przypadkowej za-
chodzacej na skutek dziatania roznych czynnikow
toksycznych. Apoptoze, lub inaczej Smier¢ programo-
wang, obserwuje sie m.in. w czasie morfogenezy, delecji
klonalnej limfocytéw w grasicy, cytotoksycznego dzia-
tania limfocytéw CD +8, odnowy nabtonka wyscietaja-
cego przewdd pokarmowy i oddechowy. Moga ja
jednak réwniez wywota¢ te same czynniki, ktore
wywotujg nekroze [82-84]. Na og6t te dwa procesy sa
rozroznialne morfologicznie. Komorki nekrotyczne sg
powiekszone, podobnie jak ich jadra, a btony komér-
kowe i organelle uszkodzone. W koricowym etapie
nekrozy nastepuje liza komérki, ktéra stanowi przy-
czyne standw zapalnych jesli nekroza zachodzi w or-
ganizmie. W odro6znieniu od komdrek nekrotycznych,
komorki apoptyczne sa obkurczone, ich btony jadrowe
i komorkowe tworzg uwypuklenia, co prowadzi do
powstania tzw. ciatek apoptycznych, kt6re sg fagocyto-
wane przez sgsiadujgce komorki. Dzieki temu, apop-
tozie nigdy nie towarzyszy stan zapalny [82]. Ponadto
w wiekszos$ci opisanych przypadkéw apoptozy, obser-
wowano synteze RNA i biatka [84]. W komorce
apoptycznej dochodzi do wzrostu aktywnos$ci endonu-
kleaz, zaleznych od Ca2+ i Mg2+, co objawia sie
fragmentacjg DNA (widoczng w zelu agarozowym
jako charakterystyczna drabinka) [85], oraz trans-
glutaminaz komérkowych odpowiedzialnych za two-
rzenie wewnatrzkomorkowych usieciowan niezbed-
nych do powstawania ciatek apoptycznych [86-88].
Czy stara komorka umiera w sposdb, ktéry mozna
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opisa¢ jako nekroze, czy tez apoptoze? Tego tak
naprawde nie wiadomo, gdyz dotychczas nie prowa-
dzono szczeg6towych obserwaciji $mierci starej komorki.

VIIl. Geny $mierci i zycia

Smierci samobojczej, jak czasem réwniez bywa
nazywana apoptoza, zapobiega ekspresja protoon-
kogenu bcl-2. Biatkowy produkt tego protoonkogenu
znajduje sie w wewnetrznej btonie mitochondrialnej
[89]. Po raz pierwszy gen bcl-2 zidentyfikowano
w komérkach ziarnicy ztosliwej, nowotworu limfocy-
téw B, w miejscu translokacji chromosomu 14i 18 [90,
91]. Pézniej niejednokrotnie wykazywano, ze fizjo-
logiczna funkcja protoonkogenu bcl-2 zwigzana jest
raczej z przezywalnoscig komaorek niz stymulowaniem
ich do proliferacji. Produkt tego protoonkogenu ha-
mowat na przyktad $mier¢ wyselekcjonowanych ko-
mérek krwiotworczych, ktére pozbawiono limfokin
[92, 93]. Limfocyty T, zaréwno wyizolowane z grasicy
jak tez obwodowe otrzymane z myszy transgeniczych,
w ktérych dokonano transfekcji genu bcl-2 przezywaty
pomimo traktowania ich w sposob, ktéry normalnie
powoduje $mier¢ komérek (pozbawienie czynnikow
wzrostowych, ekspozycja na promieniowanie jonizujg-
ce, glukokortykoidy, estry forbolu, azydek sodu) [94],
W innych doswiadczeniach obserwowano hamowanie
przez biatkowy produkt genu bcl-2 procesu delecji
klonalnej (selekcji niedojrzatych tymocytow), ktéra
zachodzi poprzez apoptoze [95]. Wykazano réwniez,
ze btonowe biatko 1 wirusa Epstein-Barra powoduje
rozregulowanie ekspresji genu bcl-2 i zablokowanie
apoptozy w komadrkach zainfekowanych tym wirusem
[96]. Kom6rki nerwowe szczura, w ktérych dokonano
transfekcji ludzkiego genu bcl-2, wykazywaty w hodo-
wli znacznie wydtuzong przezywalnos¢ (do kilku tygo-
dni) nawet, gdy pozbawiono je czynnika wzrostu nerwu
(NGF) [97]. Szczegdtowe badania lokalizacji biatka
BCL-2 wykazaty jego obecno$¢ w tkankach, w ktérych
zachodzg procesy dojrzewania komorek i ich selekcji
przez apoptoze. BCL-2 wystepuje w tkankach zawiera-
jacych komorki macierzyste, proliferujgce, takie jak
narzady limfatyczne i nabtonek. Jednakze ekspresja
tego genu ogranicza sie do komdrek, ktére sg juz
koAcowo zréznicowane inie podatne na apoptoze [98].

Ostatnio wielokrotnie wykazywano, ze protoon-
kogen bcl-2 zapobiega apoptozie wywotanej przez
protoonkogen c-myc. Do komérek chomiczych, w kt6-
rych wystepowata zwiekszona ekspresja genu c-myc na
skutek szoku cieplnego (gen c-myc w tych komdrkach
znajdowat sie pod kontrolg promotora biatek szoku
cieplnego) transfekowano protoonkogen bcl-2. Ko-
morki, ktore wykazywaty ekspresje zaréwno jednego,
jak i drugiego genu, charakteryzowaty sie znacznie
wiekszg przezywalnoscig niz komarki, w ktérych in-
dukowano tylko protoonkogen c-myc [99]. Podobnie,
w szczurzych fibroblastach, w ktérych indukowano
estradiolem ekspresje protoonkogenu c-myc, znajduja-
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cego sie pod kontrolg promotora ludzkiego receptora
estrogenu obserwowano $mieré morfologicznie scha-
rakteryzowang jako apoptoze. Jesli jednak komérki te
transfekowano genem bcl-2 wtedy nie tylko przezywa-
ty, ale rowniez zaczynaty sie dzieli€. Zdaniem autoréw
tych doswiadczen, ekspresja protoonkogenu bcl-2 ha-
mowata jedng z funkcji protoonkogenu c-myc jakg jest
indukcja apoptozy, natomiast nie hamowata funkcji
c-myc zwiazanej z indukcjag komorek do proliferacji
[100]. Wyniki tych doSwiadczen intryguja juz nie tyle
ze wzgledu na role bcl-2, ktora jest dosy¢ jednoznaczna
i polega na hamowaniu apoptozy, ale ze wzgledu na
zdolnosci protoonkogenu c-myc do indukcji $mierci
programowanej. Do niedawna aktywno$¢ tego protoo-
nkogenu wiazano przede wszystkim z indukcja komo-
rek do proliferacji i ro6znicowania [101, 102], Tylko
nieliczne badania wskazywaty na ekspresje protoon-
kogenu c-myc w umierajagcych komoérkach prostaty po
podaniu hormonoéw [103-105] oraz po kastracji szczu-
row [106]. Zauwazono takze, ze antysensowny w sto-
sunku do mRNA c-myc oligonukleotyd hamowat
apoptoze w komdrkach mieszancowych stymulowa-
nych do $mierci [107], Natomiast antysensowny w sto-
sunku do mRNA c-Jos oligonukleotyd nie hamowat
w tych komorkach apoptozy [107], Z innych doSwiad-
czeh wynikato, ze podczas $Smierci komaérki nastepuje
zarowno indukcja ekspresji protoonkogenu c-myc jak
i c-fos [106, 108, 109] oraz, ze w mysich komérkach
szpiczaka indukowanych do apoptozy antysensowny
w stosunku do c-fos oligonukleotyd hamowat ten
proces [109], W szczurzych tymocytach indukowa-
nych do apoptozy wykazano wzrost nie tylko ekspresji
c-fos, lecz takze poziomu wigzania czynnika transkryp-
cyjnego AP-1 z DNA [110].

Jak pogodzi¢ ze sobg udziat protoonkogenéw c-fos
oraz c-myc w cyklu komoérkowym i transformacji
nowotworowej z jednej strony a $miercig komarki
z drugiej? Wydaje sie prawdopodobnym, zZe c-myc,
a w innych przypadkach c-fos, moga nies¢ ze soba
dwojaki sygnat: do proliferacji i do apoptozy. Dopiero
odpowiednie czynniki wzrostowe moga wprowadzi¢
drugi sygnal, ktory zahamuje apoptoze i zastymuluje
komorki do proliferacji. Dwustopniowy mechanizm
transformacji nowotworowej z indukcjg apoptozy mo-
ze reprezentowaé takze onkogenny adenowirus zawie-
rajagcy DNA. Ma on wspomniane wcze$niej dwa
onkogeny EIl A i El B. Kazdy z tych onkogenéw koduje
po dwa biatka [111], Ostatnie doswiadczenia wykaza-
ty, ze biatka EI A wywotujg apoptoze w komdrkach
nerki szczura, podczas gdy jedno z biatek El B (19-kDa)
hamuje $mier¢ komérki, podobnie jak ludzki protoon-
kogen bcl-2 [112, 113]. Do petnej transformacji nowo-
tworowej niezbedna jest kooperacja dwdch onkoge-
now (EI A i EIB) przy czym jeden z nich, paradoksal-
nie, niesie ze soba sygnat do Smierci, a drugi do
nieSmiertelnosci, ktora jednakze nie moze sie ujawnié
bez ekspresji genu indukujgcego $mier¢. Czy zasadny
zatem bylby podziat gendéw na geny S$mierci i geny
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zycia? Do jakiej kategorii genow zaliczy¢ protoon-
kogen c-myc! Wykazano, ze biatkowy produkt genu
c-myc wigze sie z bialkiem RB znoszac jego sup-
resorowg funkcje [114]. Wiadomo, ze RB jest genem
supresorowym, ale czy jest on zdolny do indukcji
apoptozy? Na razie nie opublikowano wynikéw do-
Swiadczen przemawiajgcych za tym. Natomiast wiado-
mo, ze ekspresja niezmutowanej formy genu sup-
resorowego p53 indukowata apoptoze w mysich ko-
mérkach biataczkowych [115] oraz w komdrkach
ludzkiego nowotworu jelita grubego [116]. Uwaza sie
ponadto, ze wystepuje wspoOtzaleznos¢ dziatania p53
i EI A w indukcji apoptozy [117].

Bardzo jasne zréznicowanie na geny Smierci i zycia
wydaje sie wystepowac u nicienia Caenorhabditis ele-
gans. Z 1090 komaérek somatycznych tego nicienia 131
umiera w czasie rozwoju osobniczego (az do osigg-
niecia formy dojrzatej). Wykazano w nich obecno$¢
dwu gendw ced-3 i ced-4, ktére sg aktywne w komér-
kach umierajacych. Jesli spowoduje sie mutacje tych
genow, komdrki te przezywajg. Antagonistycznie
w stosunku do tych gendw dziata gen ced-9. Ekspresja
tego genu zapobiega Smierci komorek, gdyz mutacje
hamujace jego aktywno$¢ powodujg przedwczesng
Smier¢ catlego organizmu [118].

Wracajac jednak do tkanek kregowcow irozwazan
0 $mierci komdrek miodych i starych mozna pokusié
sie 0 hipoteze zaktadajaca, ze komorki stare niezdolne
do ekspresji protoonkogenu c-fos — nie bedg w stanie
uruchomi¢ programu apoptozy, w ktérym ten proto-
onkogen ma swoj udziat. Niewykluczone jednak, ze
w S$mierci starych komorek gtéwng role moze od-
grywaé protoonkogen c-myc, ktérego ekspresja nie jest
zahamowana w starych komdrkach. Jak dotychczas
nic nie wiemy na temat ekspresji bcl-2 w starych
komorkach. Czy do apoptozy zdolne sg tylko komarki
proliferujgce, a niedzielagcym sie komdrkom starym
mozna by przypisa¢ catkiem inny rodzaj $mierci? Wy-
daje sie, ze odpowiedzi na te pytania, ijeszcze na wiele
innych zwigzanych z umieraniem komorek, udzielg
nam badania juz w ciggu najblizszych lat.

Artykut otrzymano 11 marca 1993 r.
Zaakceptowano do druku 20 wrze$nia 1993 r.
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Oligodeoksyrybonukleotydy jako narzedzie specyficznej

regulacji transkrypcji genow

Oligodeoxyribonucleotides as a tool for specific transcriptional

gene regulation

ARKADIUSZ SZKLARCZYK*

Spis tresci

I.  Wprowadzenie

1. Oligodeoksyrybonukleotydy tworzace z DNA potréjng
helise (THF-ODN) jako zwigzki regulujace transkrypcje
I1-1. Warunki powstania potrdjnej helisy
11-2. Specyficzno$¢ rozpoznawania sekwencji DNA

przez THF-ODN

11-3. Efekt biologiczny utworzenia potréjnej helisy
11-4. THF-ODN w regulacji transkrypcji in vivo

I1l. Dwuniciowe oligodeoksyrybonukleotydy (dsODN) wig-
zace czynniki transkrypcyjne, jako zwigzki regulujace

transkrypcje

I11-1. Dwuniciowe ODN w regulacji transkrypcji in
vitro

111-2. Dwuniciowe ODN w regulacji transkrypcji in
vivo
I11-2a. Iniekcje dwuniciowych ODN do jader ko-

moérkowych
111-2b. Dwuniciowe ODN w hodowli komoérkowej

Wykaz stosowanych skrotéw: A — adenina; C — cytydyna;
G — guanina; DNaza | — deoksyrybonukleaza I; I11-2Rfi
— podjednostka (I receptora interleukiny 2; I1I-Ra — podjed-
nostka a receptora interleukiny 2; 11-6 — interleukina 6; nt

nukleotydy; ODN — oligodeoksyrybonukleotydy; o+
ODN — ODN o konfiguracji & tzn. zasada znajduje sie pod
ptaszczyzng pierscienia cukrowego; dsODN — dwuniciowe
ODN; O-ODN — ODN z wigzaniem fosfodwuestrowym
(naturalny analog); M-ODN — metylofosforanowy analog
ODN; S-ODN — tiofosforanowy analog ODN; ssODN
— jednoniciowe ODN; PHA — fitohemaglutynina; PMA
—ester forbolowy kwasu mirystylowego i octowego; T — ty-
midyna; TF — czynnik transkrypcyjny; TH — potrdjna
helisa; THF-ODN — ODN tworzace potréjna helise; Tm
— temperatura topnienia.

* student Vroku | Wydz. Lek. Akademii Medycznej w W ar-
szawie, Pracownia Hodowli Komédrek i Tkanek, Instytut
Biologii DosSwiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pa-
steura 3, 02-093 Warszawa
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I. Wprowadzenie

Regulacja na poziomie transkrypcji ma najwiekszy
udziat w kontroli ekspresji wiekszosci gendéw eukario-
tycznych. Na transkrypcje sktadajg sie trzy, praw-
dopodobnie niezaleznie regulowane, procesy: inicjacja,
elongacja iterminacja. Przyjmuje sie, ze istota regulacji
tych proceséw lezy w oddziatywaniu pomiedzy réz-
nymi biatkowymi czynnikami transkrypcyjnymi (ang.
transcription factors, TF) swoiscie rozpoznajacymi
okreslone sekwencje genu [1-3] (Ryc. 1).

Sztuczny regulator transkrypcji musi spetnia¢ dwa
podstawowe warunki: (1) powinien zmienia¢ kluczowe
etapy tego procesu (np. zalezne od potgczenia biatek
z okreSlonymi sekwencjami genu) i (2) jego dziatanie
powinno by¢ mozliwie specyficzne (tj. nie wptywac na
transkrypcje innych gendéw). Duze nadzieje na uzys-
kanie sztucznego regulatora transkrypcji wigze sie
z oligodeokyrybonukleotydami (ODN), syntetyczny-
mi fragmentami DNA sktadajagcymi sie z ok. 10-40
nukleotyddw o strukturze jedno- lub dwuniciowe;j.
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Ryc. 1. Model regulacji inicjacji transkrypcji genéw zaleznych od
polimerazy RNA II; Ap- biatko dodatkowe, TF1 — ak-
tywator, Co — biatko kofaktorowe, Ad — biatko adaptoro-
we,

A, B, D, E — czynniki podstawowe transkrypcji

Jednoniciowe ODN moga w odpowiednich warun-
kach potaczy¢ sie specyficznie z docelowg sekwencja
dwuniciowego DNA tworzac potrdjng helise (ang.
triple helix, TH). W przypadku, gdy TH powstanie
w miejscu waznym dla transkrypcji, moze zmienic jej
przebieg. ODN tworzace TH (ang. triple helix forming
ODN, THF-ODN) moga by¢ réwniez wykorzystane
jako nosniki aktywnych grup, trwale lub czasowo
modyfikujgcych DNA w obrebie sekwencji docelowej.
Inng mozliwoscig jest zastosowanie dwuniciowych
(ang. double standed, ds) ODN o sekwencji rozpo-
znawanej przez okreSlony czynnik transkrypcyjny,
wigzacych kompetencyjnie to biatko i zapobiegajacych
jego potaczeniu z naturalng sekwencjg genu (Ryc. 2).

Istnieje wiele r6znych ODN (Ryc. 3) uzyskanych
w wyniku modyfikacji wigzania fosfodwuestrowego
woligodeoksyrybonukleotydach (obok formy natural-
nej O-ODN uzyskano np. S-ODN tiofosforanowy
analog ODN i M-ODN metylofosforanowy analog

ODN TWORZAC POTROJNA HELISE
HAMUJA TRANSKRYPCJE

dsODN WIAZA
CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE
AKTYWNA TRANSKRYPCJA

TAnmA/y".

MODYFIKACJA DNA ZA POMOCA ODN
Ryc. 2. Regulacja transkrypcji za pomocg ODN; TH — potrdjna

helisa; dSsODN — dwuniciowe oligodeoksyrybonukleotydy;
X oznacza zahamowanie transkrypcji
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ODN. W a-ODN zmieniono konfiguracje zwigzku,
zasada znajduje sie tu pod plaszczyzng pierscienia
deoksyrybozy, a nie nad jak w naturalnych f3-ODN.
Analogi roznig sie stabilnoscig w ptynach biologicz-
nych, mechanizmami wnikania do komorki, kinetyka
formowania kompleksu z kwasem nukleinowym, efek-
tami niespecyficznymi i innymi cechami. W pracach
omawianych ponizej stosowano przewaznie ODN
z naturalnym wigzaniem fosfodwuestrowym (O-ODN
o konfiguracji (3.

Innym rodzajem modyfikacji jest sprzezenie ODN

z aktywnymi zwigzkami: — zwigzkami tworzacymi
wigzanie krzyzowe pomiedzy DNA i ODN (np. psora-
len [4]; — interkalatorami stabilizujagcymi potrojng

helise (np. akrydyna [5]); — zwigzkami powodujgcymi
przeciecie DNA w miejscu zwigzania ODN np. fenant-
rolina [6], EDTA-Fe [7]. ODN rozpoznajac specyficz-
nie docelowe sekwencje DNA stuzy tu jako nosnik
aktywnych zwigzkow.

X
hoch2 0 z
O-ODN -0’
S-ODN -S
M-ODN -ch3
-CH

CH,

HO

Ryc. 3. Budowa chemiczna analogéw ODN; Z — zasada (T, A, G,
C), n — liczba nukleotydéw; O-ODN — oligodeoksyrybo-
nukleotydy niemodyfikowane, S-ODN — analog triofos-
fonianowy ODN; M-ODN — analog metylofosfonianowy
ODN

Il. ODN tworzace potréjng helise z DNA
jako zwiazki regulujgce transkrypcje

I1-1. Warunki powstawania potréjnej helisy

Podwadjna helisa DNA powstaje przez wytworzenie
wigzan wodorowych typu Watsona-Cricka pomiedzy
odpowiednimi zasadami w parach A-T i G-C. Zawiera
ona dwie bruzdy, z ktérych wieksza jest gtéwnym
miejscem oddziatywania biatek z sekwencjami genu.
W igzania typu Watsona-Cricka nie wyczerpujgjednak
wszystkich mozliwosci oddziatywan wewnatrz po-
dwadjnej helisy. Mozliwe jest utworzenie dodatkowych
wigzan wodorowych pomiedzy jedng z nici istniejgcej
juz podwadjnej helisy a pojedynczg nicig kwasu nuk-
leinowego np. oligodeoksyrybonukleotydem [6, 7].
Powoduje to w efekcie powstanie potrojnej helisy (ang.
triple helix, TH). Warunkiem utworzenia potrojnej
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helisy pomiedzy DNA a ODN jest obecno$¢ sekwencji
polipurynowej (sktadajacej sie gtdwnie z nukleotydéw
A i G), o odpowiedniej dtugosci, jednej z nici DNA.
Opisano dwa rodzaje potréjnej helisy tzw. motywy
zalezne od skitadu zasad ODN: pirymidynowy (ODN
sktada sie z C i T) oraz purynowy (ODN skfada sie
zGiA).

ODN z motywem pirymidynowym przytgcza sie do
polipurynowej sekwencji jednej z nici DNA w wielkiej
bruzdzie za pomocg wigzan wodorowych typu Hoogs-
teena (Ryc. 4). Powstajg wowczas nastepujace uktady
trojek nukleotydéw: T*A-T lub C*G-C (* oznacza
wigzania typu Hoogsteena, — wigzania typu Wat-
sona-Cricka, druk pochyty oznacza nukleotyd ODN).
Ni¢ ODN zorientowana jest zgodnie z kierunkiem 5'-3'
nici purynowej DNA (przeciwnie do nici pirymidyno-
wej DNA). Stabilno$¢ potrdjnej helisy z motywem
pirymidynowym zalezy od uprotonowania cytozyny,
jest zatem wieksza w $rodowisku kwasnym (pH 5-6).
Podstawienie cytozyny jej analogami umozliwia po-
wstanie potréjnej helisy, ktora jest trwata w pH
fizjologicznym [8].

O powstaniu potrdjnej helisy miedzy DNA a ODN
z motywem purynowym decydujg wigzania: G*G-C
oraz A(T)*A-T [9-11]. Stabilno$¢ TH tego typu nie
zalezy od pH S$rodowiska, zalezy natomiast w duzym
stopniu od liczby zasad G w sekwencji polipurynowej
DNA (tzw. sekwencje bogate w G). Orientacja nici
ODN w stosunku do nici polipurynowej DNA zalezy

wigzania Hoogsteena

' Y Il
A 0
A /)
Al N
R MOTYW PURYNOWY

Ryc. 4. Uktad wigzan chemicznych tworzacych potréjng helise
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od sktadu zasad ODN.

Podstawowy problem w powszechnym zastosowa-
niu ODN stanowi konieczno$¢ wystepowania w ob-
rebie jednej z nici DNA sekwencji polipurynowej.
Préby rozszerzenia mozliwosci rozpoznawczych ODN
tworzacych potréjng helise z DNA polegaja na projek-
towaniu struktur ztozonych z dwéch ODN potaczo-
nych koncami 3, ktére mogg rozpoznawac odcinki
oligopurynowe lezgce na przeciwlegtych niciach DNA
[12, 13]. Inng mozliwoscig jest opracowanie takich
analogoéw naturalnych zasad, ktére umozliwityby spe-
cyficzne rozpoznawanie dowolnej (nie tylko oligo-
purynowej) sekwencji DNA.

Podsumowujac, potrdjna helisa powstaje pomiedzy
sekwencja polipurynowg DNA iODN o odpowiednim
sktadzie zasad; za powstanie potrdjnej helisy odpowia-
dajg wigzania wodorowe typu Hoogsteena; orientacja
ODN w stosunku do jednej z nici DNA zalezy od
rodzaju potréjnej helisy.

11-2. Specyficzno$¢ rozpoznawania sekwencji DNA
przez THF-ODN

Krytyczng diugoscia dla ODN, rozpoznajacego
specyficznie pojedynczg sekwencje ludzkiego genomo-
wego DNA, jest 17 zasad [14]. Prawdopodobienstwo
potaczenia sie ODN z nieodpowiednig sekwencjg
— i co za tym idzie mozliwo$¢ nieporzadanych skut-
kéw — rosnie wraz ze zmniejszaniem dtugosci ODN.

bruzda wigeksza DNA,
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W rzeczywistosci, prawdopodobienstwo niespecyficz-
nego dziatania ODN (nawet tych krétszych niz 17
nukleotydéw) in vivo nie jest duze. ODN tworzace
potrojng helise z DNA majg oddziatywa¢ gtownie
z wybranymi sekwencjami regulatorowymi lub kodu-
jacymi genéw. Spodziewany efekt niespecyficzny poja-
wi sie jedynie wéwczas gdy dana sekwencja spetnia
takg role; potaczenie z sekwencjg nie bedaca czescig
genu (np. sekwencje powtarzajace sie) pozostanie bez
wplywu na transkrypcje. Ponadto w komorce jedno-
czesnie transkrybowanych jest tylko ok. 10% gendw co
réwniez znacznie zmniejsza mozliwos¢ niespecyficz-
nych efektow ODN; nawet jesli potrdjna helisa po-
wstanie jednoczesnie w obrebie sekwencji kilku genow,
efekt zalezny od jej powstania dotyczyt bedzie jedynie
genu aktywnego.

Z badan in vitro nad motywem pirymidynowym
wynika, ze zamiana puryny na pirymidyne w obrebie
sekwencji docelowej DNA powoduje destabilizacje
potréjnej helisy, przejawiajaca sie jako spadek tem-
peratury topnienia (Tm); temperatura topnienia po-
trojnej helisy oznacza temperature w °C, w ktorej
potowa czasteczek TH rozpada sie do ODN i DNA).
Najbardziej destabilizujgce sa mutacje w $rodku sek-
wencji docelowej. Zamiana G na T w $rodku sekwencji
homopurynowej o diugosci 13 par zasad powoduje
obnizenie Tm o 27°C, podczas gdy ta sama mutacja na
skraju sekwencji obniza Tm jedynie o 8°C [15].

Potwierdzenie wysokiej specyficznosci powstawania
potréjnej helisy uzyskano réwniez badajgc ukiady
bardziej skomplikowane. W jednym z dos$wiadczen
zaobserwowano przeciecie pojedyncze w DNA geno-
mu drozdzy (14000000 par zasad) powstate na skutek
utworzenia potréjnej helisy miedzy DNA a ODN
0 dtugosci 24 nt, do ktorego przytaczony byt zwigzek
aktywny EDTA-Fe [16]. W innym dos$wiadczeniu
THF-ODN (o dtugosci 15 nt) z pojedynczymi mutac-
jami punktowymi (ODN kontrolne) w uktadzie in vivo
nie zaburzaty transkrypcji, podczas gdy ODN bez
mutacji hamowaty znaczgco transkrypcje [4].

11-3. Efekt biologiczny utworzenia potréjnej helisy

Pierwsze dane uzyskane w doSwiadczeniach in vitro,
ktore pokazaty efekt utworzenia TH pochodzg z do-
Swiadczen przeprowadzonych przez Mahera
1wsp. [17]. Badacze ci skonstruowali plazmid zawie-
rajacy sekwencje homopurynowg zachodzaca na sek-
wencje rozpoznawane przez trzy rézne rodzaje biatek
oddziatywujacych specyficznie z DNA: endonukleazy
restrykcyjne Ava | i Taq |, metylaze restrykcyjng M.
Tag | oraz czynnik transkrypcyjny Spl. Dodanie
homopirymidynowego ODN tworzacego potréjna he-
lise z sekwencjg homopurynowg DNA zapobiegato
przecieciu DNA przez Ava | i Taq | oraz metylacji
przez M. Taq |. Podobnie, powstanie potréjnej helisy
w miejscu wigzania Spl powodowato znikniecie chara-
kterystycznego footprintu Spl po trawieniu DNazg |.
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Footprinting z uzyciem DNazy | réwniez potwierdza
fakt tworzenia sie potréjnej helisy. Zmiany w obrazie
trawienia DNA sg wynikiem powstania potrojnej
helisy. Poniewaz DNAza | oddziatuje z DNA w jego
mniejszej bruzdzie, zatem blokowanie dostepu dla
enzymu przez ODN, ktory wigze sie w wiekszej
bruzdzie nie moze by¢ wytlumaczeniem ochronnego
dziatania tego ostatniego. Zjawisko to polega praw-
dopodobnie na miejscowej zmianie konformacji DNA
(zwezenie mniejszej bruzdy) wywotanej utworzeniem
potrojnej helisy. Zmiana konformacji DNA nie ograni-
cza sie do miejsca wigzania ODN i dotyczy takze
sekwencji lezagcych o kilka par zasad od miejsca
tworzenia potréjnej helisy [18],

Wydaje sie jednak, ze zmiana konformacji DNA
wywotana powstaniem potrdjnej helisy nie wystarcza
do zablokowania wigzania biatka w wielkiej bruzdzie
jesli zwigzany ODN nie zachodzi (przynajmniej czes-
ciowo) na sekwencje rozpoznawang przez to biatko.
Taka obserwacje poczyniono tworzgc potrojng helize
w miejscu przylegajagcym (ale nie zachodzacym) do
sekwencji wigzacej biatko UL9 regulujace replikacje
wirusa HSV-1 [19]. Test opdznienia migracji w zelu,
wykorzystujacy réznice w ruchliwosci elektroforetycz-
nej dwuniciowego DNA, TH i DNA z przytaczonym
biatkiem, wykazatjednoczesne istnienie potrdjnej heli-
sy i kompleksu UL9-DNA.

Zatem powstanie potrdjnej helisy miedzy ODN
i dwuniciowym DNA blokuje wigzanie biatek (np.
czynnikow transkrypcyjnych, nukleaz i metylaz re-
strykcyjnych) pod warunkiem, ze sekwencja wigzgca
biatka pokrywa sie przynajmniej czesciowo z sekwen-
cja biorgca udziat w powstaniu potréjnej helisy. Praw-
dopodobna jest réwniez zmiana budowy przestrzennej
podwojnej helisy.

Kolejne doSwiadczenia potwierdzity, ze powstanie
potréjnej helisy w okreslonych miejscach genu moze
wptywaé na proces inicjacji transkrypcji. Cooney
i wsp. [11] zastosowali ODN o dlugosci 27 zasad
z przewaga G (po raz pierwszy pokazano mozliwosci
tworzenia TH z motywem polipurynowym), ktdry
rozpoznawat naturalng sekwencje polipurynowa
w promotorze ludzkiego protoonkogenu c-myc. Doda-
nie tego ODN do roztworu, w ktérym zachodzita
reakcja transkrypcji in vitro (z plazmidem zawierajg-
cym gen c-myc jako matryca oraz ekstraktem jad-
rowym jako Zrédiem czynnikéw transkrypcyjnych
i polimerazy RNA 1l) spowodowato zahamowanie
transkrypcji. Ostatnio wykazano, ze zahamowanie
inicjacji transkrypcji spowodowane jest prawdopodo- i
bnie zablokowaniem przez ODN wigzania czynnika
transkrypcyjnego PuF z odpowiednig sekwencja
w promotorze genu c-myc [20].

W innym eksperymencie [21] probowano wyjasnié
mozliwe mechanizmy zahamowania procesu inicjacji
transkrypcji. Do promotora adenowirusa E4, zawiera-
jacego sekwencje regulatorowg TATA, wprowadzono
fragmenty homopurynowe (bedace celem dla ODN)
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zachodzgce na miejsca wigzania czynnika transkryp-
cyjnego Spl. Fragmenty wprowadzono w pozycji 5'
w stosunku do TATA, w réznym oddaleniu od tej
sekwencji, w r6znej liczbie i w réznych orientacjach.
Badano nastepnie poziom transkrypcji podstawowej
i aktywowanej czynnikiem Spl. Stopieh zahamowania
transkrypcji podstawowej zalezat od oddalenia potrdj-
nej helisy od sekwencji TATA oraz od liczby potroj-
nych helis utworzonych po stronie 5 od miejsca
inicjacji translacji. Spl dodany po ODN nie przy-
wracat transkrypcji podstawowej. Autorzy proponujg
kilka wyttumaczen obserwowanych efektéow ODN
w stosunku do inicjacji transkrypcji (Ryc. 5).

AKTYWNA TRANSKRYPCJA ODN TWORZAC POTROJNA HELISE

HAMUJA TRANSKRYPCJE

THIMIHIN

THIHIHIH o

Ryc. 5. Modele zahamowania transkrypcji przez ODN tworzace
potréjng helise; TH — potrojna helisa; * — sekwencja
docelowa dla ODN; X — oznacza zahamowanie transkryp-
cji; n — nukleosom

I. Tworzenie potrojnej helisy moze: 1 blokowac
wigzanie aktywatora i w konsekwencji uniemoz-
liwia¢ aktywacje kompleksu inicjujacego transkryp-
cje; 2. blokowac¢ wiazanie czynnikow transkrypcyj-
nych decydujacych o transkrypcji podstawowej; 3.
uniemozliwia¢ wygiecie DNA (per se lub poprzez
zablokowanie dostepu czynnika wyginajacego
DNA) i prawidtowg interakcje aktywatora z kom-
pleksem transkrypcyjnym;

1. W miejscu powstania potrojnej helisy moze

wigzac sie czynnik lub czynniki hamujace transkryp-

cje (czynniki rozpoznajace potrojng helise);

1. Powstanie potrdjnej helisy zaburza strukture

chromatyny co pocigga za sobg zmiane w poziomie

transkrypcji.

Istotnym pytaniem jest, czy utworzenie potrojnej
helisy w obrebie sekwencji przepisywanych przez poli-
meraze RNA spowoduje zablokowanie transkrypcji
w tym miejscu i w efekcie powstanie RNA o niepeinej
dtugosci. Taka sytuacja (ingerencja w proces elongacji
transkryptu) stwarzataby mozliwo$é nie tylko bloko-
wania transkrypcji okre$lonego genu, ale réwniez
generowania transkryptéw o dowolnie zaplanowanej
dtugosci. Wyniki dotychczasowych doswiadczen sg
niejednoznaczne.
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W wyniku transkrypcji kierowanej z gtéwnego
promotora adenowirusowego powstaje RNA o dtugo-
§ci 280 nukleotydow. ODN oddziatujgcy z odcinkiem
homopurynowym (G box) DNA, znajdujgcym sie
0 180 par zasad w kierunku 3' od miejsca inicjacji
transkrypcji, powodowat powstanie RNA o diugosci
180 nukleotydow. Zastosowanie ODN sprzezonego ze
zwigzkiem alkilujgcym zablokowato w stabilny sposob
proces elongacji [22], W innym do$wiadczeniu, w kt6-
rym uzyto polimeraze RNA bakteriofaga T7 zahamo-
wanie transkrypcji obserwowano tylko w przypadku
gdy potrojna helisa byta umiejscowiona w obrebie
promotora, natomiast lokalizacja potréjnej helisy
w kierunku 3' od miejsca startu transkrypcji nie
powodowata zahamowania transkrypcji [23]. By¢
moze jakie$ znaczenie ma tu typ polimerazy RNA lub
réznice w warunkach doswiadczenia.

Podsumowujac, utworzenie potréjnej helisy w miej-
scu wigzania czynnikéw transkrypcyjnych (np. ak-
tywatorow) powoduje zahamowanie inicjacji trans-
krypcji. Zahamowanie procesu elongacji wymaga po-
twierdzenia.

I1-4. THF-ODN w regulacji transkrypcji in vivo

Zastosowanie oligodeoksyrybonukleotydéw two-
rzacych potrojng helise (THF-ODN) in vivo przed-
stawia bez poréwnania wiecej problemow. W jadrze
komérkowym DNA docelowe dla ODN jest w formie
chromatyny — kompleksu réznych biatek i kwaséw
nukleinowych, o skomplikowanej strukturze prze-
strzennej. Moze sie zdarzy¢, ze sekwencja docelowa
bedzie niedostepna dla ODN np. z powodu zabloko-
wania przez Sciste potgczenie z histonami. Trudno
przewidzie¢ jak warunki fizyczne, szczeg6lnie skiad
jonowy i pH wjadrze komoérkowym wptywac beda na
stabilnos$¢ potrdjnej helisy. Istotne jest tez to czy ODN
bedg reagowaty specyficznie tj. wylgcznie z sekwencjg
docelowsa, nie zaburzajac przy tym transkrypcji innych
genow. Wreszcie, aby uzyska¢ zamierzony efekt po-
trzebna jest doktadna znajomos¢ zaréwno Kinetyki
transkrypcji okreslonego genu, jak i kinetyki tworze-
nia potrojnej helisy. Wiele z tych problemow jest nadal
nierozwiazanych.

Pomimo tych zastrzezen podjeto proby sprawdzenia
dziatania THF-ODN jako regulatoréw transkrypcji in
vivo. W jednym z do$wiadczen [24] uzyto ODN (28
nukleotyddéw) rozpoznajace sekwencje -273 do -246
promotora ILRa (podjednostki a receptora dla inter-
leukiny 2). Wiadomo, ze po stymulacji fitohemag-
lutyning (PHA) limfocytéw krwi obwodowej nastepuje
ekspresja szeregu gendéw miedzy innymi genu dla
I12Ra. Po dodaniu do pozywki hodowlanej ODN
obserwowano 50% obnizenie transkrypcji tego genu
w poréwnaniu z jego transkrypcja w limfocytach
traktowanych ODN nie tworzacymi potréjnej helisy
z sekwencja docelowa. Transkrypcja innych gendéw
aktywowanych po stymulacji PHA: c-myc, (3-aktyny,
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IL2Rp (podjednostki p receptora dla interleukiny 2),
11-6 (interleukina 6) byta niezaburzona.

W innym doswiadczeniu [25] pokazano, ze ODN
wigzacy odpowiednig sekwencje w promotorze Pl
genu c-myc (ludzki c-myc posiada dwa niezaleznie
regulowane miejsca inicjacji transkrypcji Pl i P2)
blokowat transkrypcje z tego promotora, podczas gdy
transkrypcja z promotora P2 pozostata niezmieniona.
Powstanie TH potwierdzono przy uzyciu footprintin-
gu z uzyciem DNazy I. W obu eksperymentach
wykazano istnienie niezdegradowanych ODN w eks-
traktach z jader traktowanych komdrek po 4 godzi-
nach.

Ostatnio z powodzeniem zastosowano takze in vivo
strategie, w ktérej ODN byty nosnikami reaktywnych
zwigzkow [4], Plazmidy zawierajace gen reporterowy
CAT (acetylotransferaza chloramfenikolu) z promoto-
rem IL-2Roc zawierajgcg regulatorowg sekwencje ho-
mopurynowg (sekwencja docelowa dla ODN), rozpo-
znawang przez czynnik transkrypcyjny NF-xB, wpro-
wadzano do komorek linii HSB2 za pomocg transfek-
cji. Tak przygotowane komarki inkubowano z ODN
potgczonymi z psoralenem. Zahamowanie ekspresji
CAT obserwowano jedynie po naswietleniu komorek
UV, czyli po indukcji wigzania krzyzowego miedzy
ODN, psoralenem i DNA.

I1l. Dwuniciowe ODN (dsODN) wiagzace
czynniki transkrypcyjne jako zwigzki re-
gulujace transkrypcje

I11-1 Dwuniciowe ODN w regulacji transkrypcji
i/i vitro

Specyficzne wiazanie dwuniciowych ODN (dsODN)
z biatkami znalazto zastosowanie w badaniach eks-
presji czynnikéw transkrypcyjnych, ich izolowaniu,
okreslania powinowactwa do sekwencji regulatoro-
wych. Jedng z technik, w ktérych zasada ta znalazta
zastosowanie jest analiza ruchliwosci elektroforetycz-
nej w zelu (EMSA). Zwigzanie znakowanej radioak-
tywnie sondy dsODN przez okre$lony czynnik trans-
krypcyjny powoduje opdznienie migracji sondy w cza-
sie elektroforezy w zelu poliakryloamidowym. Do
izolowania czynnikow transkrypcyjnych stuzy¢ moze
chromatografia powinowactwa, w ktorej to dsODN
0 sekwencji rozpoznawanej przez dany czynnik zostaja
unieruchomione na no$niku kolumny, przez ktérg
przepuszcza sie ekstrakt biatek. Jedynie wiasciwy
czynnik transkrypcyjny potaczy sie z dsODN i pozo-
stanie w kolumnie.

Zatozenie strategii zastosowania dwuniciowych
ODN do regulacji transkrypcji jest proste. Obecnosé
w roztworze lub komoérce nadmiaru ODN konkuren-
cyjnie wigzacych okreslony czynnik transkrypcyjny
uniemozliwiatoby ich naturalne oddziatywanie z DNA
1w ten spos6b zaburzato proces transkrypciji.

W systemie in vitro badano efektywno$¢ transkrypcji
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genu z promotorem adenowirusa Elb zawierajgcym
jedno miejsce rozpoznawane przez czynnik Spl [26].
Delecja w sekwencji rozpoznawanej przez Spl powo-
duje obnizenie transkrypcji do 20% w poréwnaniu ze
szczepem dzikim. Zahamowanie transkrypcji o podob-
nym stopniu osiggnieto stosujgc dsODN zawierajace
miejsce wigzania Spl. Interesujagce byto to, ze ODN
z trzema miejscami wigzania Spl juz przy stezeniu
7-krotnie nizszym wywierat identyczny efektjak ODN
niosacy jedno miejsce wigzania Spl. Identyczny efekt
na transkrypcje wywierato jednoczesne podanie ODN
z sekwencjg TATA (wigzacg czynnik transkrypcji
podstawowej TFIID)i ODN o sekwencji rozpoznawa-
nej przez Spl w poréwnaniu z ODN zawierajgcym
obie te sekwencje. Stosujgc najbardziej efektywny
dsODN uzyskano zahamowanie transkrypcji przy
stosunku molarnym ODN do DNA 4 do 1

I11-2. Dwuniciowe ODN w regulacji transkrypcji
in vivo

I11-2a. Iniekcje dwuniciowych ODN do jgder ko-
morkowych

Jedng z mozliwosci wprowadzenia dsODN do ko-
morki jest iniekcja. Przyktadem zastosowania takiej
techniki jest dosSwiadczenie przeprowadzone przez
zespOt E. Kandela [27], Badacze ci pragneli okres-
li¢ szlak molekularny formowania diugotrwatego
wzmocnienia synaptycznego miedzy neuronami ru-
chowymi i czuciowymi (w hodowli komérkowej) Sli-
maka morskiego Aplysia californica, po stymulacji
serotoning. Zastosowanie dsODN z sekwencjg CRE
(cAMP responsive element) z genu somatostatyny,
stuzyto sprawdzeniu czy diugotrwate wzmocnienie
postsynaptyczne jest zalezne od aktywacji transkrypcji
gendéw przez CREBP — biatko reagujace z sekwencja
CRE. Wstrzykniecie do jadra komdrkowego neuronu
czuciowego dsODN o dtugosci 36 par zasad w objeto-
§ci 10-30 pL (10 min czagsteczek dsODN/jgdro) powo-
dowato brak wzrostu pobudzajacego potencjatu post-
synaptycznego po stymulacji serotoning, co potwier-
dzito waznos$¢ sekwencji CRE dla tego zjawiska.
Kontrolne dsODN z mutacjami punktowymi w ob-
rebie sekwencji wigzacych CREBP, oraz inne dsODN
zawierajgce np. HSE (ang. heat shock element, sekwen-
cja wigzaca czynnik szoku termicznego HSF) i xB
(sekwencja wigzaca czynnik NF-xB) nie wywieraty
takiego efektu.

I11-2b. Dwuniciowe ODN w hodowli komérkowej

Szacuje sie, ze przy stezeniu 10 pM w pozywce
hodowlanej do pojedynczej komorki wniknie 107-108
czasteczek dsS-ODN co stanowi duzy nadmiar ok.
1000-krotny nad okreslonym czynnikiem transkryp-
cyjnym (zwykle 10MO04 czasteczek biatka w jagdrze
komorkowym) [28].
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Pierwszy dowod doswiadczalny na to, ze dsODN sa
; w stanie specyficznie modyfikowac ekspresje genéw po
podaniu do hodowli komdrkowej pochodzi z pracy
A Bielifnskiej i wsp. [28]. Badacze ci wprowa-
dzili do limfocytow B reporterowe plazmidy (z sekwen-
cjg oct jako sekwencjg wzmacniajgcg i genem repor-
terowym CAT). Nastepnie dodano do pozywki hodo-
wlanej dsS-ODN o sekwencji oct i uzyskano zahamo-
wanie ekspresji genu reporterowego o 90%. ODN
z mutacja punktowg w sekwencji oct nie powodowaty
zmiany w ekspresji CAT. Aby oceni¢ wptyw ODN na
ekspresje genu endogennego inkubowano komarki lini
Jurkat zdsS-ODN o sekwencji oct. Sekwencja oct jest
jedna z kilku sekwencji wzmacniajagcych genu 11-2
ktory ulega ekspresji w tych komorkach po stymulacji
estrami forbolu (PMA) lub fitohemaglutyning (PHA).
Uzyskano zahamowanie ekspresji 11-2 o 30%. Zaha-
mowanie ekspresji o podobnym stopniu obserwuje sie
w przypadku gdy naturalna sekwencja oct zostaje
zmieniona przez mutacje w pozycji od -75 do -70.
Uzyskanie tylko czeSciowego zahamowania ekspresji
11-2 zwigzane jest, jak przewidywano, z istnieniem
kilku sekwencji wzmacniajacych.

Sumujac, dsODN wigzg specyficznie czynniki trans-
krypcyjne; wnikajg do komoérek w hodowli; istniejg
przez kilka godzin w formie niezdegradowanej; kon-
kurujac o wigzanie czynnika transkrypcyjnego zmie-
niajg ekspresje genow.

Podziekowania

Pragne serdecznie podziekowaé Panu Docentowi Lesz-
kowi Kaczmarkowi, kierownikowi Pracowni Ho-
dowli Komorek i Tkanek Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN, za konsultacje podczas przygotowy-
wania artykutu oraz wspétpracownikom z laboratorium za
cenne uwagi.

Artykut otrzymano 10 wrze$nia 1993 r.
Zaakceptowano do druku 28 wrzesnia 1993 r.

PiSmiennictwo

L Mitchell
2. Latchman

PJ, Tjian R (1989) Science 245: 371-378
D (1990) fiiodicm J 270: 281-289

Do cztonkdéw

10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
24.

27.

28.

Martin KJ (1991) BioEssays 13: 499-503

Grigoriev M, Praseuth D, Guieysse Al, Robin P,
Thuong NT, Helene C, Harel-Bellan A (1993) Proc
Natl Acad Sei USA 90: 3501-3505

Sun JS, Francois JC, Montenay-Garesiter T,
Saison-Behmoaras T, Roig V, Thuong NT, He-
lene C (1989) Proc Natl Acud Sei USA 86, 9198-9204

Le Doan T, Perrouault L Praseuth D, Habhoub
N, Dccout JL, Thuong NT, Lhomme J, Helene
C (1987) Nucleic Acids Res 15: 7749-7760

Moser HE, Dervan PB (1987) Science 238: 645-650
Krawczyk SH, Milligan JF, Wadwani S Moulds
C, Flroehler BC, Matteucci MD (1992) Proc Natl
Acad Sei USA 89: 3761-3764

Griffin LC, Dervan PB (1989) Science 245: 967-971
Beal PA, Dervan PB (1991) Science 251: 1360-1363
Cooney M, Czernuszewicz G, Postei EH, Flint
SJ, Hogan ME (1988) Science 241: 456-459

Jayasena SD, Johnston BH (1992) Nucleic Acids
Research 20: 5279-5288

Ono A, Chen C-N, Kan L (1991) Biochemistry 30:
9914-9921

Thein SL, Wallace RB (1986) W: Human Genetic
Diseases: A Practical Aproach (red) Davies KE, str. 33, IRL
Press, Oxford

MergnylJ-L, SunJ-S, Rougee M, Montenay-Ga-
restier T, Barcelo F,Chomilier J,Helene C (1991)
Biochemistry 30: 9791-9798

Strobel SA, Dervan PB (1991) Nature (Lond) 350:
172-174

Maher LJI11, Wold B Dervan PB (1989) Science 245:
725-730

Francois J-C, Saison-Behmoaras T, Helene

C (1988) Nucleic Acids Res 16: 11431-11440
Huang C-C, Nguyen D, Martinez
C A (1992) Biochemistry 31: 993-998
Postel EH, Berberich SJ, Flint SJ, Ferrone CA
(1993) Science 261: 478-483

Maher I11LJ), Dervan PB, Wold B (1992) Biochemistry
31: 70-81

Young SL, Krawczyk S Matteucci MD, Toole JJ
(1991) Proc Natl Acad Sei USA 88: 10023-10026

Maher 11l LJ (1992) Biochemistry 31: 7587-7594

Orson FM, Thomas DW, Me Shan WM, Kcssicr
DJ, Hogan ME (1991) Nucleic Acids Res 19: 3435-3441
Postel EH, Flint SJ, Kessler DJ, Hog an ME (1991)
Proc Natl Acad Sei USA 88: 8227-8231

Wu H, Holccnberg JS Tomich J Chen J Jones-
PA Huang SH, Calamc KL (1990) Gene 89: 203-209
Dash PK, Hochner B Kandel ER (1990) Nature
(Lond) 345: 718-721
Biclinska A Shivdasani
(1990) Science 250: 997-1000

R, Edwards

RA Zhang L Nabel GJ

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Zarzad P.T.Bioch.
i biezgcych sktadek cztonkowskich.

uprzejmie prosi wszystkich cztonkéw o wptate zalegtych

Jednoczesnie informujemy, ze w dniu 14 wrzes$nia 1993 roku, na zebraniu Zarzadu
Glownego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ustalono podwyzszenie od
roku 1994 rocznej optaty sktadek cztonkowskich do sumy 100 000 zt. Natomiast
koledzy bedacy cztonkami PTBioch status studenta winni wnosi¢ roczng optate

w wysokosci 50000 z.

Zachecamy takze do zaprenumerowania ,Postepow Biochemii”

POSTEPY BIOCHEMII 39(4), 1993

227



Mutacje dynamiczne. Funkcja niestabilnych sekwencji
DNA w niektorych chorobach genetycznych cztowieka

Dynamie mutations. The role of unstable DNA sequences in

human genetic disease

MICHAL MILEWSKI]
JERZY BALZ2

Spis tresci:

l. Wstep

1. Niestabilne sekwencje DNA
11-1. Zesp6t tamliwego chromosomu X
11-2. Dystrofia miotoniczna
11-3. Rdzeniowy zanik mies$ni typu Kennedy’ego
11-4. Plgsawica Huntingtona

I1l. Mutacje dynamiczne a antycypacja

IV. Niestabilne sekwencje a patogeneza

V. Mechanizm powstawania mutacji dynamicznych

V1. Diagnostyka molekularna choréb, wywotanych przez
mutacje dynamiczne

VII. Spoteczne i prawne konsekwencje odkrycia mutacji
dynamicznych

Wykaz stosowanych skrotéw: FMR-1— gen, ktérego defekt
jest przyczynag zespotu tamliwego chromosomu X; DAf-1
gen, ktérego mutacje wywotujg dystrofie miotoniczna; AR
— gen receptora androgenu; | T 15— gen, ktérego uszkodze-
nie jest odpowiedzialne za plagsawice Huntingtona; PCR
tancuchowa reakcja syntezy DNA; fra-X — tamliwy
chromosom X.

l. Wstep

Mutacje, czyli zmiany w sekwencji DNA prowadzga-
ce do zaburzenia funkcjonowania genéw, maja, wedtug
klasycznych zalozen genetyki, stabilny charakter.
Oznacza to, ze pojawienie sie mutacji w pewnej
sekwencji DNA nie zwieksza, ani nie zmniejsza praw-
dopodobienistwa pojawienia sie kolejnych mutacji.
Charakter wiekszosci odkrytych dotychczas mutacji
w genomie cztowieka jest zgodny z tym schematem.
Jednakze niedawne zidentyfikowanie przyczyn czte-
rech genetycznie uwarunkowanych chor6b — a mia-
nowicie zespotu tamliwego chromosomu X [1-4],
dystrofii miotonicznej [5-9], rdzeniowego zaniku mie-
$ni typu Kennedy’ego [10] i plasawicy Huntingtona
[11] — zmusito genetykéw molekularnych do opisa-
nia nowej klasy mutacji o szczegblnych witasciwos-

1 mgr, 2 dr, Zaktad Genetyki, Instytut Matki i Dziecka
01-211 Warszawa, ul. Kasprzaka 17a
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ciach. Za wystepowanie wyzej wymienionych choréb
odpowiedzialne sg bowiem tzw. niestabilne sekwencje
DNA [12-14], ktére w wyniku mutacji ulegajg wy-
dtuzeniu lub rzadziej skrdceniu, przy czym praw-
dopodobienstwo wystgpienia mutacji zalezy od dtugo-
ci niestabilnej sekwencji. Tego typu mutacje okres-
lono mianem mutacji dynamicznych [15].

Il. Niestabilne sekwencje DNA

Niestabilne sekwencje DNA, bedace przyczyng mu-
tacji dynamicznych, nalezg do grupy tzw. sekwencji
powtdrzonych. Sktadaja sie z wielu powtdrzen krétkiej
sekwencji  tréjnukleotydowej. Liczba powtdrzen
u 0s6b zdrowych utrzymuje sie w okreslonych grani-
cach, natomiast u os6b chorych znacznie przekracza
normalny poziom.

Sekwencje powtorzone, odznaczajgce sie zwiekszo-
na niestabilnoscig, znane sg od do$¢ dawna [16]. Na
0g06t zbudowane sg z licznych kopii sekwencji dwu-,
tréj- lub czteronukleotydowych, a ich rozmieszczenie
w genomie ludzkim jest w miare regularne. Dowodem
ich malej stabilnosci jest fakt, ze wiekszo$¢ z nich
charakteryzuje sie duzym polimorfizmem. Oznacza to,
ze dana sekwencja powtdrzona istnieje w wielu for-
mach, rdéznigcych sie miedzy sobg dlugoscia (czyli
iloscig powtorzen podstawowej jednostki). Przyczyna
tak znacznego polimorfizmu jest zapewne tatwosc,
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zjaka tego typu sekwencje ulegajg mutacji, polegajacej
na zmianie liczby jednostek sktadowych. Poniewaz sg
to na ogét sekwencje niekodujace, warianty polimor-
ficzne nie sg eliminowane droga doboru i utrzymujg sie
w populacji.

Niestabilno$¢ sekwencji powtdérzonych, odpowie-
dzialnych za zesp6t tamliwego chromosomu X i dys-
trofie miotoniczng przekracza dotychczas poznane
przyktady, a ponadto ma wyrazne konsekwencje feno-
typowe. Oryginalnemu charakterowi tych mutacji to-
warzyszg tez wyjatkowe cechy wywotywanych przez
nie choréb.

I1-1. Zespdt tamliwego chromosomu X

Jest to najczestsza po zespole Downa uwarunkowa-
na genetycznie forma upos$ledzenia umystowego [17].
Cechg wyro6zniajacg zesp6t tamliwego chromosomu
X (zespét fra-X, ang. fragile X syndrome) sposréd
innych choréb sprzezonych z chromosomem X jest
fakt, ze ok. 20% mezczyzn posiadajacych defektywny
gen odpowiedzialny za te chorobe nie wykazuje zad-
nych objawéw upo$ledzenia, gdy tymczasem 30%
kobiet nosicielek choroby, jest opdzniona w rozwoju
umystowym [18,19]. Inng charakterystyczng cechg zes-
potu jest to, ze corki bezobjawowego nosiciela, dziedzi-
czace po ojcu chromosom X z defektywnym genem,
nigdy nie wykazuja cech choroby, natomiast upo-
$ledzenie umystowe dotyka ich synow i czasami corki,
czyli wnukéw i wnuczki bezobjawowego nosiciela.

Do momentu odkrycia genu zwigzanego z tg cho-
robg diagnoza zespotu oparta byta na obrazie klinicz-
nym i cytogenetycznej analizie ekspresji tamliwego
miejsca w Xq27.3 (FRAXA) [20]. tamliwe miejsca sg
do$¢ czestymi markerami chromosomowymi, ktore
uwidaczniajg sie w specyficznych warunkach hodowli
komérek, jako charakterystyczne przewezenie w okre-
Slonym miejscu chromosomu. tamliwego chromo-
somu X, od ktérego wywodzi sie nazwa zespotu, nie
stwierdza sie jednak u mezczyzn — bezobjawowych
nosicieli i u ok. 50% kobiet, obligatoryjnych nosi-
cielek choroby.

W 1991 r. zidentyfikowano gen FMR-I (fragile
X mental retardation-1), odpowiedzialny za zespét
fra-X [3]. Okazato sie, ze w pierwszym eksonie tego
genu znajduje sie sekwencja ztozona z nastepujacych
kolejno po sobie powté6rzen tripletu CGG. Liczba tych
powtdrzen u oséb zdrowych wynosi od 6 do 60 (Ryc. 1).
U os6b dotknietych zespotem fra-X, liczba powtdrzen
przekracza 200 i moze dochodzi¢ nawet do 1000 (tzw.
petna mutacja). Natomiast u bezobjawowych nosicieli
i wiekszosci nosicielek nie wykazujgcych objawéw
choroby, liczba kopii CGG wynosi od 60 do 200 tzw.
premutacja).

W trakcie przekazywania defektywnego genu z po-
kolenia na pokolenie, liczba powtorzen prawie zawsze
wzrasta [21]. Tylko w nielicznych przypadkach, pod-
czas transmisji genu od jednego z rodzicéw do dziecka,
nastepuje zmniejszenie sie liczby powtdrzeA. Prze-
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Ryc. 1. Mutacje dynamiczne, lokalizacja i poziom amplifikacji

niestabilnych sekwencji w: A — zespole tamliwego chromo-

somu X; B — dystrofii miotonicznej; C — rdzeniowym

zaniku mieéni typu Kennedy’ego; D — plasawicy Hunting-

tona. Liczbe powtdrzen trojnukleotydowych podano przy

osiach wychodzacych z miejsc, odpowiadajgcych potozeniu
niestabilnych sekwencji, (wg. [15], zmodyfikowane)

ksztatcenie premutacji w peing mutacje ma miejsce
wytgcznie podczas przekazywania dziecku genu przez
matke, przy czym prawdopodobienstwo powstania
petnej mutacji jest proporcjonalne do liczby powt6rzen
CGG w premutacji matki. Gdy potomstwu przekazy-
wana jest premutacja ojca, liczba tripletéw CGG nie
ulega zmianie lub zwieksza sie tylko nieznacznie.

Przyczyng powstawania tamliwego miejsca X(q27.3)
jest prawdopodobnie niestabilna sekwencja w genie
FMR-I. W wyniku peinej mutacji powstaje bardzo
dtugi odcinek DNA, zbudowany wytacznie z G i C, co
moze mie¢ wptyw na opOznienie procesu replikacji
i powstawanie charakterystycznej struktury, obser-
wowanej pod mikroskopem jako przewezenie w du-
gim ramieniu chromosomu X.

Efektem towarzyszacym amplifikacji tripletu CGG
w genie FMR-I jest metylacja miejsca bogatego w sek-
wencje CpG (tzw. wyspy CpG), potozonego po stronie
5' pierwszego eksonu FMR-I [22-25], Obszar ten jest
jednym z wielu miejsc metylowanych podczas inak-
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tywacji chromosomu X — naturalnego procesu za-
chodzacego w komdérkach wszystkich kobiet, ktérego
efektem jest unieczynnienie jednego z chromosomoéw
X i doprowadzenie ekspresji wszystkich genéw do
poziomu charakterystycznego dla komoérek mezczyzn.
U zdrowych mezczyzn wyspa CpG obok pierwszego
eksonu FMR-1 nie jest metylowana, a u zdrowych
kobiet metylacji ulega tylko wyspa CpG na nieaktyw-
nym chromosomie X. W przypadku chorych mezczyzn
miejsce to jest zawsze metylowane, a u kobiet niosa-
cych petng mutacje metylacja ma miejsce bez wzgledu
na to, czy defektywny gen znajduje sie na chromosomie
aktywnym, czy nieaktywnym. Ponadto, w przypadku
petnej mutacji, metylowane sg poszczegélne cytozyny
w niestabilnych tripletach CGG [25].

Niestabilnos¢ sekwencji zbudowanej z duzej liczby
kopii CGG nie ogranicza sie tylko do momentu
przekazywania defektywnego genu potomstwu. Ko-
morki somatyczne tej samej osoby z peing mutacja
posiadajg czesto geny FMR-1 o réznym poziomie
amplifikacji niestabilnej sekwencji. Czasem obok pet-
nych mutacji pojawiajg sie nawet premutacje. Ta
mozaikowos$¢ somatyczna Swiadczy o duzej niestabil-
nosci mitotycznej petnej mutacji [21].

Dotychczas nie udato sie wyizolowac biatka kodo-
wanego przez gen FMR-1 Nie ma tez pewnosci, czy
niestabilna sekwencja w pierwszym eksonie genu za-
wiera informacje odczytywang w procesie translacji,
czy tez triplety CGG poprzedzajg kodon inicjujacy
synteze biatka. Gdyby pierwsza z tych hipotez byla
prawdziwa, sekwencja ta kodowataby cigg arginin
w N-koncowej czesci fancucha aminokwasow [3].

11-2. Dystrofia miotoniczna

W 1991 r. po odkryciu mutacji odpowiedzialnej za
zespot fra-X, zasugerowano, ze podobny typ mutacji
moze by¢ zwigzany z inng chorobg uwarunkowang
genetycznie — dystrofig miotoniczng (ang. myotonic
dystrophy). Ta dziedziczaca sie w sposob autosomalny
dominujacy choroba powoduje postepujace ostabienie
i zanik miesni, a jej charakterystyczng cechg jest
znaczne zroznicowanie objawéw, nawet wsrdd czton-
kow tej samej rodziny [26]. Zastanawiajacy jest fakt, ze
najostrzejsza, wrodzona forma tej choroby jest zawsze
dziedziczona od matki pacjenta, u ktérej schorzenie
ma tagodniejszy przebieg [27], Zazwyczaj, w nastepu-
jacych po sobie pokoleniach zaostrza sie przebieg
choroby i obniza wiek wystgpienia pierwszych ob-
jawow. Zjawisko to, zwane antycypacjg [28-29], do
momentu odkrycia molekularnego podtoza choroby,
uwazane byto za efekt subiektywnego doboru danych
klinicznych.

Na poczatku 1992 roku, w Kkilku pracowniach
jednoczes$nie, udato sie sklonowac¢ gen zwigzany z tg
chorobg i wyjasni¢ nature wywotujacych jg mutacji
[5-9, 30]. Odkryty gen, nazwany DM-1, ale znany tez
pod nazwg Mt-PK (ang. myotonin-protein kinase gene),
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koduje biatko z grupy kinaz biatkowych i jest zlokali-
zowany na chromosomie 19. W czesci 3' genu, w regio-
nie ulegajacym transkrypcji, lecz nie kodujgcym biat-
ka, znajduje sie sekwencja ztozona z wielu powtorzen
tripletu CTG. Podobnie, jak w przypadku zespotu
tamliwego chromosomu X, liczha tych powtérzen
u os6b zdrowych waha sie w okreslonych granicach
(5-27), podczas gdy u chorych przewyzsza 50 i moze
nawet osiggnaé kilka tysiecy (Rye. 1). Liczba po-
wtorzernn CTG u 0s6b dotknietych dystrofig miotonicz-
ng jest dosé Scisle skorelowana z ostroscig wystepuja-
cych objawoéw choroby [31, 32]. W trakcie przekazy-
wania genu potomstwu, liczba tripletéw prawie zawsze
wzrasta.

11-3. Rdzeniowy zanik migsni typu Kennedy’ego

W odniesieniu do przyczyny rdzeniowego zaniku
miesni typu Kennedy’ego (rdzeniowo-opuszkowy za-
nik miesni, choroba Kennedy’ego, ang. spinat and
bulbar muscular atrophy, Kennedy’ disease) nie mowi
sie wprawdzie o mutacji dynamicznej, nalezy jednak
wspomnieé, ze podobnie jak w dwdéch poprzednich
uwarunkowanych genetycznie chorobach, mutacja po-
lega tu rowniez na zwiekszeniu liczby powtorzen
sekwencji tréjnukleotydowej. Ta recesywna, sprzezona
z picig choroba wystepuje tylko u mezczyzn, a jej
gtéwne objawy to ostabienie i zanik mieéni, ginekoma-
stia oraz obnizona ptodnos¢ [33].

Przyczyng choroby jest mutacja w genie receptora
androgenu AR [10]. Amplifikacji ulega tu triplet CAG,
a wiec taka sama sekwencja powtdrzona, jak w przypa-
dku dystrofii miotonicznej, tyle ze w tym wypadku
odczytywna jest ona podczas transkrypcji z przeciw-
leglej nici DNA. Jest to sekwencja kodujgca i od-
powiada ciggowi glutamin w N-koncowej czesci recep-
tora androgenu.

W przeciwienstwie do wcze$niej omawianych przy-
padkéw, nie mamy tu do czynienia z tak wyraZzng
tendencja do wzrostu liczby powtérzen w kolejnych
pokoleniach [34, 35]. Najwiekszy zaobserwowany
wzrost liczby kopii CAG siegat zaledwie kilku po-
wtorzen. Geny AR o0s6b zdrowych majg od 13 do 30,
a geny zmutowane od 39 do 60 powtdrzen CAG
(Rye. 1). Cho¢ zaobserwowano pewng korelacje mie-
dzy liczbg powtdrzen a nasileniem objaw6éw chorobo-
wych, to wydaje sie, ze zmienno$¢ fenotypowa w tej
chorobie jest w znacznej mierze wynikiem dziatania
innych, nieznanych jeszcze, czynnikéw [35].

I1-4. Plgsawica Huntingtona

Niedawne odkrycie genu, ktérego defekt wywotuje
plagsawice Huntingtona (ang. Huntington’ chorea,
Huntington’s disease) byto ukoronowaniem wielolet-
nich, zmudnych badan, prowadzonych w tym kierun-
ku przez kilka, Scisle wspotpracujagcych ze sobg ze-
spotéw naukowcow. Tak wielki wysitek, wiozony w te

POSTEPY BIOCHEMII 39(4), 1993



badania, wynikat z duzego spotecznego znaczenia tej
nieuleczalnej i wyjatkowo ucigzliwej dla chorego ijego
otoczenia choroby.

Plgsawica Huntingtona dziedziczona jest w sposob
autosomalny dominujacy a jej gtéwne objawy to
zaburzenia psychiczne, postepujace otepienie oraz
wystepowanie mimowolnych ruchoéw plasawicznych
[36]. Pierwsze oznaki choroby pojawiajg sie zazwyczaj
w czwartej lub pigtej dekadzie zycia, a Smier¢ nastepuje
po 10-20 latach. Mtodocianej postaci plagsawicy Hun-
tingtona, zwiazanej na og6t z dziedziczeniem ojcows-
kim, towarzysza ostrzejsze objawy i szybszy przebieg
choroby. Podobnie, jak w przypadku dystrofii mioto-
nicznej, réwniez w plasawicy Huntingtona obserwuje
sie zjawisko antycypacji, przejawiajace sie we wczes-
niejszym wystepowaniu objaw6éw w kolejnych pokole-
niach.

Dopiero po dziesieciu latach od wykazania sprzeze-
nia defektu genetycznego, wywotlujgcego plasawice
Huntingtona z chromosomem 4 udato sie sklonowaé
gen I T 15, ktérego uszkodzenie jest przyczyng choroby
[11]. Okazato sie, ze mutacje w tym genie maja
charakter podobny do trzech opisanych powyzej mu-
tacji dynamicznych. Tak jak w przypadku choroby
Kennedy’ego, niestabilng sekwencjg jest tutaj ciag
powtorzen CAG, zlokalizowany w czesci 5' genu. Jest
to sekwencja kodujaca i odpowiada prawdopodobnie
ciggowi glutamin w produkcie biatkowym genu IT 15,
nazwanym huntingtyng (ang. huntingtin).

Poniewaz liczba chorych i zdrowych osob, przeba-
danych dotychczas pod katem mutacji w genie IT 15,
nie jest zbyt duza, brak jest precyzyjnych danych
dotyczacych poziomu amplifikacji niestabilnej sek-
wencji w tym genie. Otrzymane dotychczas wyniki
sugeruja jednak, ze mamy tu do czynienia z sytuacjg
podobng jak w chorobie Kennedy’ego, gdyz u oséb
zdrowych wykazano obecnos$¢ od 11 do 34 kopii CAG,
a u os6b chorych od 42 do ok. 100 kopii (Ryc. 1.
Wykazano przy tym, ze im wieksza jest liczba po-
wtérzeri CAG u chorego, tym wczesniej pojawiajg sie
u niego pierwsze objawy choroby.

I1l. Mutacje dynamiczne a antycypacja

GHdwng cechg mutacji dynamicznych jest ich nie-
stabilnos¢, dlatego wydaje sie oczywiste, ze choroby
bedace ich wynikiem odznacza¢ sie moga zmiennoscia
objawow. Poniewaz za$ niestabilne sekwencje DNA
majg tendencje do wydtuzania sie, ich efekt patogenny
moze by¢ w ten spos6b wzmacniany z pokolenia na
pokolenie. Proces antycypacji, obserwowany przy
przekazywaniu dystrofii miotonicznej i plgsawicy
Huntingtona, znalazt tu wiec swoje wytlumaczenie
[37-40],

Odpowiednikiem antycypacji w przypadku zespotu
tamliwego chromosomu X jest tzw. paradoks Sher-
man, mowiacy, ze prawdopodobienstwo wystapienia
choroby wsrdd rodzenistwa bezobjawowego nosiciela
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jest znacznie mniejsze, niz wérdd jego wnukdow i pra-
wnukéw [18, 19]. Stwierdzenie to, w sposéb posredni,
odnosi sie do teorii, ktora zaktada, ze stopied penet-
racji zmutowanego genu, a co za tym idzie, ryzyko
wystagpienia uposledzenia umystowego wzrasta w ko-
lejnych generacjach w rodzinie, w ktérej przekazywana
jest choroba. Podobnie, jak w przypadku dystrofii
miotonicznej i plgsawicy Huntingtona, takze i tu
odkrycie mutacji dynamicznej pozwolito na wyjas-
nienie tej zagadki, ttumaczac wzrost ryzyka zachoro-
wania zwiekszeniem sie prawdopodobienistwa amp-
lifikacji niestabilnej sekwencji DNA [21].

IV. Niestabilne sekwencje DNA a patogeneza

Patofizjologia chordb wywotywanych przez niesta-
bilne sekwencje nie zostata dotychczas wyjasniona.
Wydaje sie, ze decydujacy wpltyw na wystgpienie
objawdw dystrofii miotonicznej i zespotu fra-X ma
zahamowanie transkrypcji z uszkodzonego genu. Na
przyktad u dorostych oséb chorych na dystrofie mioto-
niczng stwierdzono obnizony poziom zar6éwno trans-
kryptu genu DMA, jak i kodowanego przezen biatka
[41], natomiast w komdrkach mezczyzn z pethg muta-
cja w genie FM RA nie wykryto w ogéle transkryptu
tego genu [42]. Przypuszcza sie jednak, ze w przypad-
ku zespotu fra-X amplifikacja niestabilnej sekwencji
nie jest bezposrednig przyczyng zablokowania eks-
presji genu, gdyz do zahamowania transkrypcji konie-
czna jest jeszcze metylacja pobliskiej wyspy CpG [43].
Amplifikacja tripletow nukleotydéw moze prawdopo-
dobnie wptywac na poziom ekspresji genu niezaleznie
od pozycji mutacji w jego obrebie, gdyz w poznanych
przypadkach, niestabilne sekwencje powtdrzone umie-
szczone sg zarOwno na kofcu 5', jak i 3' genu.

O ile nie dziwi wplyw zahamowania ekspresji genu
na wyrazanie sie choroby u mezczyzn z zespotem fra-X,
to wydaje sie zastanawiajace, dlaczego mutacje te maja
charakter dominujacy idlaczego zaréwno w przypad-
ku kobiet nosicielek zmutowanego genu FMR-1, jak
i u osob chorych na dystrofie miotoniczng, defekt
wjednym tylko genie decyduje o wystapieniu objawéw
choroby. Mozliwe, ze jest to prosty efekt obnizenia
poziomu biatkowego produktu genu. Bardziej praw-
dopodobng wydaje sie jednak sytuacja, gdy udziat
genu w szeregu procesdw regulacyjnych jest przyczyna
zwiekszonej wrazliwosci tego ukltadu na obnizenie
poziomu jednego z czynnikdw, ktérym wtym przypad-
ku zdaje sie by¢ transkrypt zmutowanego genu.

Innajest prawdopodobnie przyczyna dominujacego
efektu mutacji dynamicznej, wywotujacej plasawice
Huntingtona. Wiadomo, ze brak jednej kopii genu
IT15 nie powoduje wystapienia choroby. Osoby cier-
pigce na zesp6t Wolfa i Hirschhorna, ktéry jest skut-
kiem delecji fragmentu chromosomu 4 obejmujgcego
miedzy innymi gen IT15 nie wykazujg objawow
plasawicy Huntingtona. Mozliwe wiec, ze dodatkowe
wiasciwosci biatka bedacego produktem zmutowane-
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go genu sg przyczyng zaburzen w funkcjonowaniu
komorki, co z kolei prowadzi do wystagpienia choroby.
Jesli huntingtyna funkcjonuje jako multimer to moz-
liwe jest inne wyjasnienie patogennego charakteru
mutacji. W wyniku mutacji w jednym z gendw wiek-
szos$¢ formujacych sie multimeréw bytaby w takim
wypadku nieaktywna (wystarczy, ze jeden z polipep-
tydow kodowany bytby przez zmutowany gen) [44].

W przypadku gendw FMR-1 DM-1i IT\5 nie ma
pewnosci, czy sg to jedyne geny odpowiedzialne za
wystgpienie omawianych chorob. Mozliwe, ze defekty
w tych genach majg réwniez wptyw na funkcjonowanie
genow sasiednich, co ttumaczytoby réznorodnos¢ ob-
jawow klinicznych, towarzyszacych chociazby zespo-
towi fra-X, czy dystrofii miotonicznej.

Wyjasnienia wymaga réwniez kwestia udziatu in-
nych mutacji, poza niestabilnymi sekwencjami, w wy-
wotywaniu opisywanych tu schorzen. Dla zespotu
fra-X opisano na przyktad kilka przypadkéw o0s6b
z objawami typowymi dla tej choroby, u ktérych
jednak nie stwierdzono obecnosci tamliwego chromo-
somu X i nie wykryto charakterystycznej amplifikacji
tripletu CGG. U jednej z takich os6b wykryto mutacje
punktowg w genie FMR-1 powodujgcg zmiane jed-
nego aminokwasu w #tancuchu biatkowym [45],
a u dwdch innych znaleziono delecje, obejmujace caty
gen FMR-1 [46] lub jego cze$¢ z konca 5' [47].
Zastanawiajgce jest to, ze w przypadku wymienionej
powyzej mutacji punktowej, objawy kliniczne sg nieco
ostrzejsze, niz w Kklasycznych przypadkach choroby.
Znane sg takze przyktady chorych z dystrofig miotoni-
czna [8] lub plasawicg Huntingtona [10], u ktorych
nie stwierdzono amplifikacji odpowiedniej niestabilnej
sekwencji, przy czym w tej drugiej chorobie mamy
prawdopodobnie do czynienia z defektem w zupeknie
innym genie, zlokalizowanym na innym chromosomie,
niz gen 1T 15.

Gen AR, odpowiedzialny za rdzeniowy zanik miesni
typu Kennedy’ego wyrdznia sie na tle omawianych
powyzej genéw, gdyz znanych jest tu wiele innych
mutacji, poza amptifikacjg tripletu CAG, ktore sa
przyczyna szeregu chorob, zwigzanych z zaburzeniem
wrazliwosci na androgen [48-50]. Mozna przypusz-
cza¢, ze niestabilne sekwencje DNA wplywajg na
funkcjonowanie genu AR inaczej, niz pozostate muta-
cje, wywotujgc w zwigzku z tym inne objawy, Poniewaz
rola receptora androgenu w funkcjonowaniu organiz-
mu jest bardzo istotna, niektdrzy badacze wysuwajg
teze, ze amplifikacja tripletu CAG w takiej skali, jak to
ma miejsce w zespole fra-X i dystrofii miotonicznej,
mogtaby by¢ mutacjg letalng. Mozliwo$¢ wywotywa-
nia przez takg wzmozong amplifikacje objawo6w, zwia-
zanych z zupetnie inng chorobg jest jeszcze jedng préba
wyttumaczenia nietypowos$ci mutacji, odpowiedzialnej
za chorobe Kennedy’ego.

Jedng z najbardziej fascynujacych zagadek, zwigza-
nych z niestabilnymi sekwencjami DNA, jest rdznica
w poziomie amplifikacji sekwencji powtdrzonych
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w trakcie przekazywania dziecku genu przez matke
badZz przez ojca. Wzmozona niestabilno$¢ sekwencji
powtdrzonych, podczas przekazywania dziecku genu
przez matke, ma byé moze swoje zrédto w réznicy
miedzy przebiegiem mejozy podczas oogenezy i sper-
matogenezy. Decydujgce znaczenie moze mie¢ tu cho-
ciazby r6znica w poziomie puli dostepnych nukleo-
tydéw, badz tez ktéregos$ z czynnikéw replikacyjnych.
Wiadomo, ze czesto$¢ rekombinacji mejotycznej w nie-
ktorych regionach chromosomow jest rowniez zalezna
od pici [51, 52]. Niedawno odkryto ponadto sekwencje
powtdrzong, dla ktérej poziom mutacji podczas sper-
matogenezy jest znacznie wyzszy, niz podczas oogene-
zy [53],

Do ciekawszych hipotez dotyczgcych zespotu fra-X
i prébujacych wyjasni¢ zjawisko przeksztatcania pre-
mutacji w peing mutacje podczas oogenezy, nalezy
teoria naznaczenia (ang. imprinting), wysunieta w
1987 r. przez Lairda [54]. Koncepcja ta opiera sie
na zatozeniu, ze inaktywacja chromosomu X, niosgce-
go premutacje, powoduje trwate naznaczenie genu,
ktore jest warunkiem koniecznym dla zaj$cia procesu
przeksztatcenia premutacji w petng mutacje. Teoria
naznaczenia Lairda zwigzanajest z szerszym zjawis-
kiem, okreslanym mianem naznaczenia genomowego
(ang. genomie imprinting), w wyniku ktérego obserwuje
sie réznice w ekspresji genéw, w zaleznosci od tego, czy
lezg one na chromosomie pochodzenia matczynego,
czy ojcowskiego. By¢ moze, z naznaczeniem genomo-
wym mamy do czynienia réwniez w przypadku dys-
trofii miotonicznej, gdzie najostrzejsza posta¢ choroby
jest zwigzana wytacznie z matczynym pochodzeniem
mutacji, a takze w plgsawicy Huntingtona, gdzie
miodociana forma choroby jest na ogét dziedziczona
od ojca.

Wiekszo$¢ teorii wyjasniajagcych zjawisko naznacze-
nia genomowego przypisuje bardzo duze znaczenie
procesowi metylacji. Zwigzek pomiedzy amptifikacjg
niestabilnych tripletéw CGG w genie FMR-X a mety-
lacjg pobliskich sekwencji nasuwa pytanie o uniwersal-
nos$¢ tej zaleznosci. Poniewaz jednak dotychczasowe
préby znalezienia dodatkowo zmetylowanej sekwencji
na chromosomie 19, niosagcym mutacje odpowiedzial-
ng za dystrofie miotoniczna, nie przyniosty efektu [55],
nalezy uznac, ze metylacja nie musi by¢ nieodtgcznym
skfadnikiem mutacji dynamicznej.

V. Mechanizm powstawania mutacji dynami-
cznych

Na temat samego mechanizmu amplifikacji nie-
stabilnych sekwencji wiadomo niewiele. Wykluczono
dotychczas udziat rekombinacji w tym procesie. Ponie-
waz podejrzewa sie, ze za wydluzanie sie dwunuk-
leotydowych sekwencji powtérzonych AC odpowie-
dzialne jest tak zwane $lizganie sie polimerazy (ang.
polymerase slippage) [16, 56], nie wykluczone, ze
niestabilne sekwencje, odpowiedzialne za powstawanie
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mutacji dynamicznych, moga ulega¢ amplifikacji w po-
dobny sposob [21]. Jesliby jednak przyja¢ hipoteze,
zakladajaca, ze mozliwy jest drastyczny przyrost liczby
powtérzeri podczas pojedynczej mejozy, nalezatoby
wzig¢ pod uwage inne prawdopodobne mechanizmy
amplifikacji, jak chociazby wielokrotng wymiane chro-
matyd siostrzanych [1,21]. Przy konstruowaniu hipo-
tetycznego modelu amplifikacji nalezy uwzgledni¢ tak-
ze to, ze powinien on wyjasnia¢ mitotyczng niestabil-
no$¢ opisywanych sekwencji.

Mechanizm wydtuzania i skracania sekwencji
powtorzonych jest prawdopodobnie taki sam w przy-
padku wszystkich sekwencji niestabilnych. Wart uwagi
jest fakt, ze dotychczas poznane mutacje dynamiczne
to wylacznie sekwencje ztozone z tripletow, mimo ze
wsérod pozostatych sekwencji powtérzonych bardzo
czeste s powtorzenia dwu-, cztero-, a nawet piecio-
nukleotydowe. Wynika to byé moze z faktu, ze o ile
kazda zmiana liczby powtérzen tréjnukleotydowych
zachowuje w sekwencji kodujgcej poprzednig ramke
odczytu, to w przypadku powtdrzen sekwencji nukleo-
tydéw, nie bedacej wielokrotnoscia trzech, mutacja
taka grozi zmiang ramki odczytu i w konsekwencji
catkowitym uszkodzeniem funkcji genu.

Obecnie trwajg poszukiwania trojnukleotydowych
sekwencji powtérzonych w innych genach cztowieka
[57], Mimo istnienia 60 mozliwych tripletow, zbudo-
wanych przy uzyciu czterech typow nukleotydow
(wykluczyé nalezy z tych rozwazan triplety zbudowane
z jednego typu nukleotyddw, ktorych powtdrzenia
trudno zakwalifikowac jako trojnukleotydowe), mamy
do czynienia jedynie z dziesigcioma typami trojnuk-
leotydowych sekwencji powtérzonych, z ktérych kaz-
dy mozna opisa¢ na szes$¢ sposobdéw, wykorzystujac
rézne ramki odczytu i podajac sekwencje nukleotyddw
na roznych niciach.1

Stabilizujagcy wplyw na sekwencje powtdérzone ma
przerwanie ciggu identycznych powt6rzeh przez inng
sekwencje. W przypadku zespotu fra-X odkryto, ze gen
FMR-1 zawiera¢ moze triplety AGG, przerywajace
sekwencje ztozong z wielu powtérzen CGG [3]. Ponie-
waz obydwa triplety kodujg arginine, dla ewentual-
nego produktu biatkowego, zmiana ta bytaby bez
znaczenia. Fakt ten postuzyt za podstawe ciekawej
hipotezy, ktéra pojawienie sie sekwencji o zwiekszonej
niestabilnosci ttumaczy wystgpieniem mutacji punk-
towej, przywracajacej ciggtos¢ sekwencji powtérzonej,
a w zwigzku z tym zwiekszajacej jej niestabilnos¢ [15].
By¢ moze w taki sposob powstaly wiele lat temu

1 Cze$¢ badaczy stosuje zunifikowane symbole powtérzen
powtdrzonych, opierajac swoéj wybdr na kolejnosci alfa-
betycznej mozliwych kombinacji [58]. Wedtug tej reguty, dla
sekwencji niestabilnej zidentyfikowanej w genie FMR-1,
nalezatoby zastosowa¢ symbol p(CCG)n, a dla sekwencji
zwigzanych z dystrofig miotoniczng, chorobg Kennedy’ego
i plagsawicg Huntingtona obowigzywaé¢ powinien ten sam
symbol p(AGC)n. Poniewaz konwencja ta nie jest na razie
zbyt popularna, w pracy tej wykorzystano symbole najczes-
ciej spotykane w publikacjach naukowych.
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premutacje, ktore, ulegajac wydtuzeniu w kolejnych
pokoleniach sa przyczyna obserwowanych obecnie
przypadkow choroby. Istnieje wiele faktow przema-
wiajgcych za tym, ze we wszystkich czterech chorobach
zwigzanych z mutacjami dynamicznymi mamy do
czynienia z tak zwanym zjawiskiem zatozyciela (ang.
founder effect) [59, 60]. Jednym z takich faktéw jest
brak przypadkéw pojawiania sie $wiezych mutacji,
czyli mutacji, ktére powstaty by de novo u pacjenta,
a nie bylyby mu przekazane od jednego z rodzicéw
[61]. Sciste sprzezenie mutacji odpowiedzialnych za
zespot fra-X, dystrofie miotoniczng i plagsawice Hun-
tingtona z okreSlonymi allelami sasiednich markeréw
polimorficznych réwniez moze $wiadczy¢ o tym, ze
wiele wykrywanych obecnie mutacji pochodzi od
wspolnego przodka [62],

V1. Diagnostyka molekularna choréb, wywo-
tanych przez mutacje dynamiczne

Diagnostyka molekularna opisywanych choréb
opierata sie do niedawna gtdwnie na analizie sprzezo-
nych z genem markerow polimorficznych. Odkrycie
niestabilnych sekwencji, bedacych przyczyng tych cho-
réb pozwolito na opracowanie testéw diagnostycz-
nych, umozliwiajacych bezposrednig analize mutacji.
Sposob wykrywania nadmiernej amplifikacji niestabil-
nych sekwencji jest podobny w przypadku wszystkich
opisywanych tu chordb. Diagnostyka molekularna
oparta jest na analizie restrykcyjnej potgczonej z hyb-
rydyzacja (Fot. 1) [63] lub na reakcji PCR [64-66],

W przypadku zespotu fra-X, dodatkowg wartosc

- 7.0 kb

-w“- -

51 kb

Fot. 1. Wynik analizy amplifikacji niestabilnej sekwencji CGG
w rodzinie ryzyka zespotu fra-x.
Symbolami niewypetnionymi oznaczone sg osoby zdrowe,
nie bedace nosicielami mutacji dynamicznej. Kobieta, nosi-
cielka premutacji w genie FMR-1 oznaczona jest kotkiem
z kropka w $rodku, a chory chtopiec z objawami klinicznymi
zespotu fra-x przedstawiony jest jako wypetniony kwadrat.
Widoczne na zdjeciu prazki powstaty w wyniku hybrydyza-
cji znakowanej sondy molekularnej (fragment genu FMR-1)
ze zwigzanym z filtrem, pocietym enzymem restrykcyjnym
i rozdzielonym uprzednio w zelu agarozowym, DNA chro-
mosomalnym. Prazki odpowiadajace fragmentom DNA
o wielko$ci 51 kb oznaczaja obecnos¢ allelu dzikiego (nie-
zmutowanego). Prazki lezace powyzej odpowiadajg allelom
z premutacja (Sciezka 4) lub petng mutacja (Sciezka 5).
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diagnostyczng ma analiza metylacji sekwencji CpG,
potozonych obok kornca 5 genu FMR-1 Wykorzys-
tuje sie tu enzymy restrykcyjne odrozniajace sekwencje
metylowane od niemetylowanych.

Powyzsze metody nie tylko umozliwiajg weryfikacje
rozpoznania klinicznego, ale majg tez zastosowanie
przy wykrywaniu nosicielstwa choroby oraz w bada-
niach prenatalnych [67, 68].

VII. Spoteczne i prawne konsekwencje odkry-
cia mutacji dynamicznych

Z rozwazan na temat pochodzenia mutacji dynami-
cznych wynika, ze zdiagnozowani pacjenci, wykazuja-
cy wyrazne objawy kliniczne, to jedynie niewielka
grupa w poréwnaniu z liczbg oséb zdolnych w przy-
sztosci do przekazania choroby swym dzieciom i wnu-
kom. Na przyktadzie zespotu fra-X wida¢ najwyrazniej
konsekwencje takiej sytuacji. O ile czesto$¢ wystepo-
wania choroby wsréd mezczyzn rasy biatej wynosi ok.
1:1000, a u kobiet 1:2500, to ocenia sie, ze czestos¢
wystepowania mutacji wérod zdrowych kobiet moze,
przy ostroznych szacunkach, siega¢ 1:500 [69].
W przypadku wszystkich zdrowych nosicielek mutacji
istnieje duze ryzyko pojawienia sie choroby u potom-
stwa. Skoro w niektérych krajach rozwaza sie moz-
liwo$¢ wprowadzenia testow przesiewowych na muko-
wiscydoze, w ktérej prawdopodobienstwo wystgpie-
nia mutacji u obojga rodzicow warunkujagcego moz-
liwos¢ wystgpienia choroby u dziecka, wynosi ok.
1:600 (1 na ok. 25 os6b rasy biatej jest nosicielem
mutacji w genie CFTR), to tym bardziej zasadne
wydajg sie podobne zamierzenia w odniesieniu do
zespotu fra-X. Odkrycie mutacji dynamicznych obu-
dzilo nadzieje na poznanie przyczyn wielu innych
choréb o podtozu genetycznym, szczegolnie tych,
w ktérych obserwuje sie znaczne zrdéznicowanie ob-
jawow Kklinicznych i nietypowy sposéb dziedziczenia.
Podejrzewa sie rowniez, ze niestabilno$¢ mitotyczna
tego typu sekwencji moze by¢ przyczyna niektorych
choréb nowotworowych. Jesli poznane dotad przypa-
dki patogennych niestabilnych sekwencji nie sg wyjat-
kiem, to uzycie sond molekularnych, zawierajgcych
tréjnukleotydowe sekwencje powtdrzone, powinno
przyspieszy¢ identyfikacje kolejnych genow, ulegaja-
cych mutacjom dynamicznym.

Problem dyskryminacji oséb bedacych nosicielami
defektu genetycznego, nie ulegajacego chwilowo mani-
festacji, jest juz od diuzszego czasu poruszany na
tamach prasy [70-74]. Mozna oczekiwac, ze choroby
zwigzane z mutacjami dynamicznymi wzbudza nowa
fale dyskusji na ten temat. Wydaje sig, ze nieodzowne
jest ustanowienie zabezpieczen prawnych uniemoz-
liwiajagcych niezgodne z zyczeniem pacjenta wykorzys-
tywanie danych o jego informacji genetyczne;j.

Addendum

Juz po przestaniu powyzszego artykutu do Redakcji
ukazato sie kilka interesujacych artykutow dotyczgcych
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poruszanego tematu. Ustalono sekwencje biatka bedacego
produktem genu FMR-1 i okazato sig, ze zawiera ono
domeny charakterystyczne dla biatek wigzgcych RNA. Uda-
to sie tez wyprodukowac¢ przeciwciata przeciwko temu
biatku, ktére moga okazac sie bardzo pomocne przy diag-
nozowaniu chorych [75, 76], Najciekawszym jednak od-
kryciem jest zidentyfikowanie niestabilnych sekwencji jako
przyczyn dwdéch nastepnych choréb uwarunkowanych gene-
tycznie. Za wystepowanie ataksji rdzeniowo-mézdzkowej
typu 1 (ang. spinocerebellar ataxia type 1) odpowiedzialna
jest sekwencja powtdrzona ztozona z tripletow CAG [77],
a za lekkie upos$ledzenie umystowe zwigzane z ekspresja
tamliwego miejsca w Xq28 (FRAXE) odpowiada powt6rzo-
na sekwencja GCC [78], Ten drugi przypadek wydaje sie
potwierdza¢ hipoteze moéwiaca, ze wystepowanie miejsc
tamliwych towarzyszy amplifikacji tylko tych sekwencji
powtérzonych, ktére sktadajg sie wytacznie z par G-C.

Podziekowanie

Dzigkujemy doc. dr hab. med. T. Mazurczakowi,
mgr C. Zekanowskiemu imgr A Szpecht-Po-
tockiej za cenne wskazéwki, udzielone w trakcie pisania
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Pi1 inhibitora

Polymorphism of alpha,-antitrypsin gene (Pi locus of protease

inhibitor)
ANNA KOWALSKA*

Spis tresci:

1. Wstep

U. Budowa i funkcja alfa,-antytrypsyny

I11. Ekspresja genu alfa,-antytrypsyny

IV. Molekularne podtoze polimorfizmu lotus Pi

V. Udziat polimorfizmu locus Pi w patogenezie choréb

Wykaz stosowanych skrotow: A 1AT — alfa,-antytrypsyna; Pi
—inhibitor proteaz; kDa — kilodaltonéw; pz — par zasad;

kpz — 103 par zasad; A — adenina; G — guanina;

C — cytozyna; T — tymina; Val — walina; Ala — alanina;

Met — metionina; Ser — seryna; lle — izoleucyna; Pro
prolina; Glu — glutaminian.

I. Wstep

Zachowanie rownowagi pomiedzy enzymami prote-
olitycznymi i ich inhibitorami jest jednym z istotnych
czynnikbw w utrzymywaniu homeostazy organizmu
[1]. Inhibitory proteaz stanowig ok. 10% wszystkich
biatek ludzkiej surowicy krwi, tworzac najwiekszg po
albuminach i immunoglobutinach frakcje biatek funk-
cjonalnych krwi [2]. Szczegllnie wazng role graja
inhibitory proteaz serynowych, ktére kontrolujg sze-
reg proces6w obronnych ogranizmu zwigzanych m. in.
z krzepnieciem, fibrynolizg, aktywacjg komplementu,
uwalnianiem Kkinin, procesami zapalnymi, a takze
metabolizmem tkanki tacznej [3-5]. Podstawowymi
inhibitorami proteaz serynowych w surowicy sg m.in.
alfa,-antytrypsyna, antytrombina Ill, alfa2-antyplaz-
mina, alfa,-antychymotrypsyna, inhibitor-Cl, alfa2-

* dr n. przyrod., Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, 60-479
Poznan, ul. Strzeszynska 32
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-makroglobulina, beta,-antykolagenaza iin. [6]. Two-
rzg one rodzine glikoprotein okreslang w piSmiennict-
wie anglosaskim mianem “serpins”. Wszystkie wyka-
zujg duzy stopien podobienstwa, zarowno struktury
molekularnej, szczegolnie sekwencji aminokwasow
tworzacych centrum aktywne, jak i mechanizmu dzia-
tania [7, 8].

I1. Budowa i funkcja alfa,-antytrypsyny

Alfa,-antytrypsyna (AIAT), zwana takze alfa,-in-
hibitorem proteaz lub alfa,-antyproteazg, wchodzi
w skitad frakcji alfa“globulin ludzkiej surowicy krwi.
Hamuje dziatanie szeregu proteaz serynowych: przede
wszystkim elastazy neutrofilowej, a takze trypsyny,
chymotrypsyny, plazminy, plazminogenu, katepsyny
G, [9]. Podstawowg funkcjg AIlAT jest obrona or-
ganizmu przed zbyt silnym dziataniem elastazy neu-
trofilowej wydzielanej przez leukocyty i makrofagi.
Stata szybkosci reakcji dla Al AT i elastazy wynosi
107 M ~3s_1 ijest 25-krotnie wyzsza niz w przypadku
jakiejkolwiek innej proteazy [10].

Czagsteczka AI AT (55 kDa) sktada sie z pojedyn-
czego tancucha peptydowego zawierajacego 394 reszt
aminokwasowych oraz trzech tahncuchéw cukrowco-
wych o réznym stopniu rozgatezienia, zbudowanych
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z reszt N-acetyloglukozaminy, mannozy, galaktozy
i kwasu sialowego [11]. Badania krystalograficzne
przeprowadzone przez Loebermanna wykazaty,
iz Al AT jest biatkiem globularnym o wysoce uporzad-
kowanej strukturze trzeciorzedowej, stabilizowanej
przez trzy wewnetrzne mostki elektrostatyczne [12].
Czasteczka Al AT zawiera osiem rejonéw typu a-helisy
oraz trzy typu (3-harmonijki. Centrum aktywne biatka
tworzy sze$¢ reszt aminokwasowych zajmujacych po-
zycje od 358 do 363 w tancuchu peptydowym. Zasad-
nicze znaczenie dla oddziatywania z elastazg majg
metionina iseryna w pozycjach odpowiednio 358 i 359
(Ryc. 1). Mechanizm hamowania proteaz polega na ich
inaktywacji poprzez tworzenie trwatego, nieodwracal-
nego kompleksu inhibitor-proteaza, ktéry nastepnie
iest usuwany z krwiobieeu.

G,{,sar—““"’r'o~p "o~

G"l{

358 363

Centrum aktywne

Elastaza
Met Ser
358 359

KOMPLEKS ALAT- Elastazg

Ryc. 1. Schemat oddziatywan pomiedzy elastazg neutrofilowg a al-
far antytrypsyna.

I1l. Ekspresja genu alfa,-antytrypsyny

Gen AIAT, zlokalizowany na chromosomie 14q31-
32.3, sktada sie z 7 eksondéw i 6 intronéw o tacznej
dtugosci ok. 12.2 kpz [13, 14]. Sekwencja DNA catego
genu AIAT wraz z regionem regulatorowym zostata
poznana gtéwnie dzieki badaniom Kurach i’ego
[15] i Longa [16]. Pierwsze trzy eksony IA IB Ic
kodujg sekwencje regulatorowe oraz nie ulegajacy
translacji fragment 5 mRNA. Petna informacja o sek-
wencji aminokwasow biatka zawarta jest w eksonach
od Il do V (Ryc. 2). W odlegtosci ok. 12 kpz od korica 3'
genu AIAT znajduje sie sekwencja DNA o duzym
stopniu homologii do genu AIAT (“sequence-related
gene”), ktéra prawdopodobnie nie ulega ekspresji
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Il mn v \

=30 O

Asn“® Asn® Asn®*7  (sygnat polia-
| | denylacyi )
CHO CHO CHO

(Pm)-promotor (Py)-promotor
transkrypcjt w  transkrypcji w
makrofagach  hepatocytach

ATG (start)

~~TAA (stop)

Met 358

Pe.ptycL'™? (centrum aktywne.)

sygnalny

Lokalizacja : chromosom 14d 31-32.3

Dtugos$¢ : 12.2 kpz

Ryc. 2. Struktura genu alfar antytrypsyny.

i stanowi tzw. pseudogen Al AT [17].

Synteza A 1AT zachodzi gtéwnie w watrobie. Dodat-
kowym miejscem syntezy sg fagocyty jednojadrzaste,
monocyty krwi i makrofagi pecherzykéw ptuc. Synteza
Al AT w hepatocytach jest 200-krotnie bardziej inten-
sywna niz w pozostatych tkankach [18]. Ekspresja
genu ma charakter tkankowo-specyficzny ijest regulo-
wana przez dwa rézne, wzajemnie wykluczajace sie
promotory specyficzne dla hepatocytow i makrofagéw
[19]. Dlugos¢ mRNA Al AT w hepatocytach wynosi
ok. 14 kpz. W makrofagach wystepujg transkrypty
o dtugosci ok. 1.8 kpz. U podstaw powyzszej niejedno-
rodnosci lezy prawdopodobnie zjawisko alternatyw-
nego ,sktadania” (“splicing”) [20],

Cykl biosyntezy Al AT jest typowy dla glikoprotein
sekrecyjnych. W wyniku translacji powstaje prekursor
biatka o dtugosci 418 aminokwasow, przechodzacy
dzieki obecnosci N-koncowego peptydu sygnalnego
do cystern aparatu Golgiego. Po zakonczeniu procesu
glikozylacji, odcieciu peptydu sygnalnego i przyjeciu
odpowiedniej konformacji, dojrzate biatko jest wy-
dzielane do krwi.

IV. Polimorfizm loeus Pi

Gen alfar antytrypsyny wykazuje silny polimorfizm.
W populacji ludzkiej wystepuje wiele odmian fenoty-
powych AIAT tzw. wariantow, dziedziczacych sie
autosomalnie kodominujgco. Dzieki uzyciu technik
elektroforetycznych oraz molekularnych metod anali-
zy DNA, wykryto dotychczas ponad 75 wariantow
Al AT [21]. Wiekszo$¢ z nich zostata sklasyfikowana
na podstawie réznic w predkosci migracji czasteczek
Al AT podczas rozdziatu elektroforetycznego w zelu
skrobiowym lub izoelektroogniskowania (IEF) w zelu
poliakryloamidowym o gradiencie pH od 4 do 6 (Ryc.
3). Typowy wzér Al AT uzyskany metodg IEF skiada
sie z pieciu pasm, z ktérych dwa (pasmo 4 i 6)
zdecydowanie dominujg nad pozostatymi (pasma: 2, 7,
8). Ta mikroheterogennos$¢ czasteczek Al AT w obrazie
elektroforetycznym wynika z réznic w diugosci tan-
cucha peptydowego oraz bocznych tancuchéw cuk-
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rowcowych.

Poznane dotychczas allele Al AT mozna zaliczyé na
podstawie stezenia A1AT w surowicy do czterech grup
przedstawionych w tabeli 1 Dzieki sekwencjonowaniu
DNA poznano ostatnio molekularne podioze zmian
w genie A1AT, warunkujgce powstanie ponad 30 alleli
(Tabela 2).

Gtéwm
pasma
katoda 0 * T 0 anoda
5.0 45 4.°
PH M I 1 |  4—khH-IPH
8 76 4 2
| | |
l | BAlhambra
bl F
M1 (Val?'3)
M1 (Alaz'a)
11 M3
| | Mé
] s
i B /A

—l1 ' ' } 1
] L ] L) 1 T

Ryc. 3. Schemat izoclcktroogniskowania wybranych wariantéw
alfa,-antytrypsyny w zakresie pH 4-5.

Allele normalne charakterystyczne dla ludzi z prawi-
dtowym poziomem Al AT w surowicy dominujg w po-
pulacji, stanowigc ponad 95% wszystkich alleli. Po-
szczeg6lne subtypy podstawowego allelu M: Ml
(Val213), M 1 (Ala213), M2, M3 r6znig sie miedzy sobg
pojedynczymi nukleotydami [22, 23]. Allel M3 rézni
sie od allelu M1 (Val213) transwersjg A~ C w ekso-
nie V, natomiast allel M2 r6zni sie od M3 dodatkowaq
tranzycjg G->Aw eksonie Il. Tranzycja C->Tw po-
zycji 213 w eksonie 11l r6znicuje allel MI na: Ml
(Ala213)i M 1(Val213). Powstate warianty polimorficz-
ne nie réznig sie miedzy sobg ruchliwoscig elektro-
foretyczng wskutek czego mogg by¢ wykryte jedynie
metodami analizy DNA (Ryc. 4). Inne allele normalne,
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M (Ala213

AUZ*Val

GCG Gls

ML (Val213)

Viumck GAT G6CT
M6 — Ata®%eThr 61u* e Asp
6CC  ACC GAA  GAC
Pro®°—=Thr
M5 — CCG  AC6
. ArgteHis
M4 CGT  CAT
F-— Arg“—’-—Cgs
CGT 16T

M3

MIM' 1% \Y

Ryc. 4. Mutacje w sekwencjach kodujagcych warunkujace powsta-
nie podstawowych alleli normalnych genu alfa,-antytryp-

syny.

wystepujagce w populacji z czestoScia mniejszg niz
0.1%, okre$lane sg jako rzadkie [10].

Allele deficytowe nie zapewniaja prawidtowego ste-
zenia Al AT w surowicy. Do najczestszych alleli w tej
grupie naleza allele Z i S wystepujace w populacjach
rasy kaukaskiej z czesto$cig wahajaca sie od 1do 4%.
Allel Z powstat w wyniku tranzycji G->Aw eksonie V,
dajgcej w pozycji 342 fancucha peptydowego lizyne
zamiast glutaminy [25], Zmiana w sekwencji amino-
kwasdw narusza trzeciorzedowa strukture biatka.
Wprowadzenie aminokwasu z dodatkowa grupg ami-
nowa, wskutek zmiany tadunku czasteczki, powoduje
zerwnie mostka elektrostatycznego pomiedzy glutami-
ng 342 a lizyng 290. W wyniku tych zmian zwolnieniu
ulega tempo potranslacyjnego procesu fatdowania
biatka, co sprzyja oddziatywaniom pomiedzy resztami
hydrofobowymi przylegajacych do siebie czasteczek
Al AT i powoduje ich agregacje w siateczce endoplaz-
matycznej hepatocytéw. Okoto 10-15% zmutowanej
formy A 1AT jest wydzielane do krwi, gdzie wariant ten
wykazuje zmniejszong aktywno$¢ antyproteolityczng.
Wskutek zmian konformacyjnych kompleks A1AT-
-elastaza nie jest strukturg stabilng.

W allelu S transwersja A -» T w eksonie Il genu
prowadzi do zamiany glutaminy na waling w pozycji
264. W nastepstwie zerwania mostka elektrostatycz-
nego pomiedzy glutaming a lizyng w pozycji 290
zmniejsza sie stabilno$¢ biatka, co powoduje jego
rozpad w hepatocytach [16]. Jedynie 40% wariantu
S wydzielane jest do krwiobiegu. Mutacja ta nie
zmniejsza aktywnosci antyproteolitycznej inhibitora.
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Tabela 1.

Klasyfikacja podstawowych wariantéw oc,-antytrypsyny (wedtug Crystala i in., 1989).

G_rup){ Symbol wariantu
wariantow
Normalne M 1 (Ala213)
(normalny M 1 (Val213)
poziom M 2
Al AT) M 3
M 4
alhumhra
Vchristchurch
Deficytowe z
(zanizony S
poziom Mprocida
Al AT) ~ heerlen
M maltun
Mduane
Nuli N u'fCEUInghum
A U~ oranile falls
(brak Al AT Null miuwa
w surowicy) Nullho kog
Null procida
Dysfunkcjonalne Pittsburgh
(normalny poziom ale za-
burzona funkcja Al AT)
n.b. — nie badano
— brak Al AT w surowicy
**+ — zwiekszone ryzyko choréb

— — brak zwigkszonego ryzyka choréb

Nie obserwuje sie tez agregacji czasteczek w cytoplaz-
mie hepatocytow.

Inne zidentyfikowane allele deficytowe tj: M luiden

prooar auarte Pr L augenur, N21€28 do alleli rzadkich [26,
29]. Allel M hexrlen powstaje w wyniku tranzycji C ->T
w eksonie V, powodujacej zamiane proliny na leucyne
w pozycji 369 [30], Wariant M Vdzawiera tranzycje
T-iCw eksonie Il prowadzacg do zamiany leucyny
naprolinew pozycji 41 [31]. Analiza krystalograficzna
obu wariantéw sugeruje, ze powyzsze mutacje zmie-
niajg strukture Al AT w regionach ot-helisy, co wptywa
na zaburzenie procesu faldowania czesteczek AIAT
i przyczynia sie do ich degradacji przed wydzieleniem
z hepatocytdw. Do krwi przechodzi znikoma ilo$é
Al AT (ponizej 10%).

Przyczyng powstawania alleli “nuli” (niemych) sg
mutacje punktowe typu zmiana fazy odczytu oraz
mutacje nonsensowne, ktére uniemozliwiajg synteze
prawidtowego produktu biatkowego [32-36]. U wszys-
tkich homozygotycznych nosicieli alleli niemych ob-
serwuje sie catkowity brak Al AT w surowicy krwi. Ich
czestos¢ w populacji nie przekracza 0.1%. Allel
nu”beiungham powstat w wyniku transwersji A->Tw ko-
donie lizyny 217, wprowadzajacej w to miejsce sygnat
stop TAG [37]. W nastepstwie powstajg skrécone
MRNA, ulegajgce degradacji. Podobnie w allelu
nu”granitefaiis’ delecja cytozyny w eksonie Il kodonu
tyrozyny 160 powoduje przesuniecie ramki odczytu
zwytworzeniem sygnatu stop [38]. W allelu nullho,Skag
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Poziom Al AT Ryzyko choréb

W surowicy Czestos Funkcja watroby  ptuc
populacji Al AT -

(mg/dl)

150-350 0.20-0.23 normal. — —

150-350 0.44-0.49

150-350 0.14-0.19

150-350 0.10-0.11

150-350 0.01-0.05 .

150-350 rzadkan n. b.

150-350 rzadka n. b. — —

15-50 0.01-0.02 zreduk. + +

100-200 0.02-0.04 normal.
10 rzadka normal. +
10 » n. b. .
10 ” n. b. - +
10 " n. b. + +
0 rzadka +
0 +
0 — +
0 +
0 » —_ +

150-350 1 przypadek zmieniona

w eksonie IV w pozycji leucyny 318 wypadajg dwie
zasady: tymina i cytozyna, co powoduje utworzenie
kodonu stop w pozycji 334 [39],

Jedynym dotychczas poznanym wariantem dysfun-
kcjonalnym jest wariant PiPittsburg-Zamiana metioniny
na arginine w pozycji 358 centrum aktywnego czaste-
czki Al AT powoduje zamiane jej normalnej aktywno-
sci w aktywnos$¢ antytrombinowa, co u nosiciela tego
wariantu powodowato ciezkg skaze krwotoczng [40],

V. Udziat polimorfizmu locus Pi w patogene-
zie chorob

U wiekszos$ci nosicieli alleli niemych o fenotypach:
Pi nuli, Pi nuli Z oraz u 60% homozygot PiZZ
pomiedzy 30 a 40 rokiem Zzycia wystepujg objawy
rozedmy ptuc wskutek niedoboru AIAT [41-43].
Podwyzszone ryzyko rozwoju choréb ptuc wystepuje
takze u heterozygot: PiMZ, PiMS oraz homozygot
PiSS [44]. Zaktécenie rownowagi pomiedzy AIAT
a proteazami w obrebie dolnych drég oddechowych
powoduje niszczenie Scianek pecherzykéw plucnych.
Wskutek nadmiernej aktywnos$ci elastazy uwalnianej
z fagocytdw i makrofagow pecherzykowych nastepuje
uszkodzenie wiokien elastyny, co z czasem prowadzi
do zmniejszenia sprezystosci tkanki ptucnej [45].

Okoto 17% dzieci o fenotypie PiZZ choruje na
choroby watroby (marskosc¢, rak watroby), z czego 3%
umiera w pierwszych latach zycia [46-49]. Mechanizm
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Tabela 2.

Molekularne podtoze polimorfizmu niektérych alleli deficytowych iniemych a,-antytrypsyny

Allele
Deficytowe:
z
~ “Augsburg
Vlheerlen
malton

mineral springs

procida

nichinan

Nuli

granite falls

bellingham

Cardiff

newport

mattawa

hongkong
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Mutacja ijej efekt molekularny

Ekson V:

Glu342(GAG) -+ Lys342(GAA)
utrata mostka elektrostatycznego pomiedzy Glu342 a Lys290 -+, akumulacja
zmutowanej AIAT w cytoplazmie hepatocytow

Ekson V:
Glu342(GAG) -+ Lys342(GAA)
Ekson 1I:
Argl01(CGT)-> His(CAT)
utrata mostka elektrostatycznego akumulacja Al AT w hepatocytach

Ekson IlI:
Glu264(GAA) Val264(GTA)
utrata mostka elektrostatycznego pomiedzy Glu264 a Lys290

Ekson V:
Pro369(CCC) Leu369(CTC)
Ekson I1lI:
Val213(GTG) -> Ala213(GCG)
zmiana struktury Al AT w regionach a-helisy, utrata stabilnosci biatka — degrada-
cja
Ekson 1I:
Phe51/Phe52(TTC) -+ delecja
zaktécony proces faldowania biatka, skrécony region B 6, akumulacja w cytoplaz-
mie hepatocytow

Ekson II:
Gly67(GGG) -+ Glu67(GAG)
zaktdcony proces fatdowania biatka, utrata aktywnos$ci antyproteazowej

Ekson II:
Leu4l(CTG) -» Pro41(CCG)
znieksztatcenie region6w oc-helisy, degradacja Al AT

Ekson II:
Phe52(TTC) -»delecja
Glyl148(GGG) Argl48(AGG)
agregacja zmutowanej Al AT

Ekson II:
Arg39(CGC) -> Cys39(TGC)
utrata mostka elektrostatycznego

Ekson II:
Tyr160(TCA) A delecja STOP160(TAG)
skrécenie taricucha peptydowego

Ekson II:
Lys217(AAG) -> STOP217(TAG)
skrécenie tancucha peptydowego

Ekson Il1I:
Asp256(GAT) N Val256(GTT)
nieprawidtowy proces fatdowania biatka

Ekson V:

Glu342(GAG) Lys342(GAA)
Ekson II:

Gly15GGCe) - serfsace)
nieprawidtowy proces fatldowania biatka

Ekson V:
Leu353(TTA) *insercja T -» Phe353(TTT)
*STOP376(TAG)

skrécony tafncuch peptydowy

Ekson IV:
Leu318(CTC) A delecja STOP334(TAA)
skrécony taricuch peptydowy, degradacja Al AT
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delccja ok. 7 kpz, w tym
eksony: 11-V
brak ekspresji genu

isola de procida

Ekson V:
Pro362(CCC) -> delecja
skrocony taficuch peptydowy

balton

Ekson V:
Glu342(GAG) -> Lys342(GAA)
w sekwencji peptydu sygnalnego:
Ser” 19(TCG) >= Leu(TTG)

wrexhum

nieprawidtowy proces fatldowania biatka

niszczenia hepatocytow przez zakumulowang Al AT
nie jest znany, podobnie jak nieznane pozostajg czyn-
niki inicjujgce proces chorobowy [50].

Niedobor AIAT uwarunkowany mutacjami we-
wnatrz genu alfar antytrypsyny odgrywa takze istotng
role w patogenezie wielu innych choréb o niewyjas-
nionej jeszcze etiologii np. reumatoidalnego zapalenia
stawOw, panniculitis, chorobie Alzheimera i in. [51-
55].

Poznanie molekularnego podtoza polimorfizmu ge-
nu alfaj-antytrypsyny stwarza przede wszystkim moz-
liwos¢ lepszego zrozumienia patogenezy choréb uwa-
runkowanych niedoborem Al AT. Rozwdj precyzyjnej
diagnostyki niedoboru Al AT opartej o analize DNA
moze w przysztosci zaowocowaé opracowaniem me-
tod terapii genowej dla poszczeg6lnych wariantow
Al AT [10, 56].
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przedziale komorki, oraz jaki jest mechanizm wbudo-
wania biatka do dwuwarstwy fosfolipidowej. Przypu-
szczano, iz informacja okreslajaca przyporzadkowanie
danego biatka zawarta jest w kodujacym je genie,
a zatem w sekwencji aminokwasowej biatka. Wykaza-
nie tego wymagato jednak zastosowania wspotczes-
nych technik biologii molekularnej, umozliwiajgcych
otrzymanie biatek z punktowo zmienionym pojedyn-
czym aminokwasem, z usunietg czescig sekwencji,
a takze synteze in vitro fragmentow zawierajgcych
potgczone czesci réznych polipeptydow.

I. Sekrecja i transport biatek do retikulum
endoplazmatycznego

1-1. Sekwencje sygnatowe
Badania translacji in vitro m-RNA wielu biatek

prokariotycznych i eukariotycznych podlegajgcych
sekrecji wykazaty, ze powstajace biatko jest wieksze od
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ostatecznego produktu o ok. 20 aminokwaséw [1-5].
Ten dodatkowy odcinek znajdujgcy sie na N-koncu
powstajacego polipeptydu, Kieruje biatko do btony
retikulum endoplazmatycznego, stad nazwa ,,sekwen-
cja sygnatowa” wprowadzona przez Blobela [1],
Jeszcze w trakcie zachodzacej translacji ten N-kon-
cowy fragment zostaje usuniety dzieki dziataniu specy-
ficznej proteazy o budowie oligomerycznej [6]. Dodat-
kowe sekwencje w roznych biatkach przenoszonych
przez ten sam rodzaj btony nie sg identyczne, stopien
homologii miedzy nimi jest niski. N-koniec takich
presekwencji jest bardzo zr6znicowany pod wzgledem
dtugosci i sktadu aminokwasowego, zawsze jednak
nosi S$redni tadunek o wartosci +1,7, a w swojej
srodkowej czesci zawiera co najmniej 9 hydrofobo-
wych aminokwasow [7]. Wykres funkcji $redniej hyd-
rofobowosci aminokwaséw w sekwencji sygnatowej
zarowno w przypadku biatek pro- jak i eukariotycz-
nych ma podobny przebieg. Dtugos¢ odcinka hydro-
fobowego wskazuje, iz teoretycznie moze on przejs¢
przez btone w postaci a-helisy, lub w postaci roz-
winietej albo nawet w formie mieszanej [7]. Badania
efektu zwigkszenia hydrofobowosci N-konca ludzkie-
go lizozymu na jego sekrecje wykazaty, iz wieksza
zawartos¢é struktury a-helikalnej znajduje sie w sek-
wencjach niefunkcjonalnych. Ta obserwacja moze su-
gerowac, iz przynajmniej blizej C-konca presekwencji
polipeptyd powinien by¢ rozwiniety, aby maégt od-
dziatywac z peptydazg [8], Okazato sig, ze zmodyfiko-
wanie metodami inzynierii genetycznej biatka btono-
wego (jakim jest np. receptor asjaloglikoproteinowy
HI) — w taki sposob, iz hydrofobowy fragment
sekwencji sygnatowej zostat powielony dwu- trzy- lub
czterokrotnie — powoduje, ze pierwsza hydrofobowa
sekwencja jest sygnatem inicjujacym translokacje poli-
peptydu, druga natomiast stanowi sygnat stop. Podob-
nie, trzecia hydrofobowa sekwencja stanowi sygnat do
drugiej translokacji, podczas gdy czwarta — kolejny
sygnat zatrzymujacy dalsze przechodzenie polipep-
tydu przez btone. Wykorzystanie do badan nad wbu-
dowaniem do btony czasteczek tego biatka ze zwielo-
krotnionymi sekwencjami hydrofobowymi, wykazato,
iz sygnatem wejscia fragmentu polipeptydu do btony
jest pierwszy, liczac od N-korica, hydrofobowy frag-
ment, nawet jesli oryginalna sekwencja sygnatowa
ulegta delecji [9].

1-2. Droga syntezowanego polipeptydu do btony
endoplazmatycznego retikulum

Synteza biatka zaczyna sie na wolnych polisomach
w cytoplazmie. W trakcie tego procesu, gdy polipeptyd
majacy ulec sekrecji lub wbudowaniu do btony znaj-
duje sie jeszcze in statu nascendi, rybosomy wigzg sie
z btong. Aby mogto dojs¢ do wbudowania biatka do
btony endoplazmatycznego retikulum, syntezowany
polipeptyd musi osiggng¢ dtugos¢ okoto 60-70 amino-
kwasow. Sekwencja sygnatowa znajduje sie wtedy juz
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poza domena sekrecyjng duzej podjednostki rybo-
somu, co 0znacza, iz okoto 40 aminokwasow znajduje
sie jeszcze w tunelu rybosomalnym [10], Poniewaz
pierwsze 100 aminokwasOw jest jakby ostoniete przed
dziataniem proteaz [11], poszukiwano biatek wigzg-
cych sie z sekwencjg sygnatowg. 1zolowano kompleks
biatek wigzacy sie z sekwencja sygnatowg (ang. SRP
— signal recognition particie), w ktorego skiadzie
znajduje sie 6 polipeptydow (9, 14, 19, 54, 68 i 72 kDa)
oraz 7S RNA [12]. Uzycie Swiattoczutych pochodnych
azydkowych pozwala na wytworzenie wigzania kowa-
lencyjnego po naswietleniu. Technike te wykorzystano
stosujagc Ncp-azydobenzoilo-lizylo-tRNA do syntezy
sekwencji sygnatowej. Peptyd ze zmodyfikowang lizy-
ng po naswietleniu przytaczyt sie kowalencyjne do
biatka o wzglednej masie czasteczkowej 54 kDa,
wchodzacego w sktad kompleksu wigzacego sekwencje
sygnatowg [13], Podobnie przeprowadzono w obec-
nosci azydkowej pochodnej lizylo-tRNA translacje
pierwszych 70 aminokwaséw preprolaktyny, a wiec
fragmentu dtuzszego od sekwencji sygnatowej tego
biatka. Po naswietleniu utworzony peptyd wiazat sie
z glikoproteing o wzglednej masie czasteczkowej
34 kDa zlokalizowang w btonie mikrosomalnej [14],
Biatko to nazwane biatkiem cumujgcym (ang. docking
protein) stanowi podjednostke a receptora cytoplaz-
matycznego kompleksu wigzacego sekwencje sygnato-
wa. Wydaje sie ponadto, ze interakcja powstajgcego
peptydu z blong zostaje dodatkowo wzmocniona
poprzez oddziatywanie rybosomu z jego receptorem,
biatkiem, ktorego istnienie stwierdzono poprzez krzy-
zowe sieciowanie z rybosomami i ktére okazato sie
mie¢ wzgledng mase czasteczkowa 180 kDa, w tym
duza (160 kDa) domene cytosolowg [15]. Wykazano,
ze wzajemne oddziatywanie wymienionych powyzej
biatek musi by¢ stosunkowo silne, poniewaz uwol-
nienie kompleksu wigzacego sekwencje sygnatowg
wymaga energii dostarczanej przez hydrolize GTP
[16]. Dojscie powstajagcego polipeptydu do btony
endoplazmatycznego retikulum przedstawione jest
schematycznie na rycinie 1 (wg [17]).

1-3. Przejscie polipeptydu przez btone endoplaz-
matycznego retikulum

Zidentyfikowanie poszczegélnych biatek (komplek-
su rozpoznajgcego sekwencje sygnatows, biatka cumu-
jacego ireceptora rybosomu) uczestniczacych w proce-
sie doprowadzania powstajacego polipeptydu do bto-
ny endoplazmatycznego retikulum nie wyjasnia jed-
nak mechanizmu przejscia polipeptydu przez blone.

Czes$¢ badaczy, a w szczegolnosci grupa de Kru -
ijffa, uznaje iz wystarczy hydrofobowy charakter
sekwencji sygnatowej do oddziatywan z lipidami i prze-
ciggniecia reszty polipeptydu. Dzieki pomiarom di-
chroizmu kotowego okreslono w uktadach in vitro
strukture presekwencji faga X i wykazano, iz w mono-
warstwach fosfolipidowych polipeptyd ten przyjmuje
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Ryc. 1. Rozpoczecie translokacji biatka. Schemat pokazuje pierw-
sze etapy translokacji biatka przez btone retikulum endo-
plazmatycznego (ER), gdy sekwencja sygnatowa (z za-
znaczong grubiej czescig hydrofobowa) znalazta sie poza
rybosomem i zostala zwigzana z kompleksem rozpoznaja-
cym te sekwencje (SRP), zakropkowanym na schemacie (wg
Rapoporta [17], za zgodg autora i wydawnictwa).

forme (3-zgiecia, podczas gdy w dwuwarstwie — a-
helisy [18]. Obserwacja taka, dowodzgca mozliwosci
zmiany konformacji w sekwencji sygnatowej, sugeruje,
iz N-koniec powstajacego biatka moze wystepowaé
w formie rozwinietej na powierzchni btony, oddziatu-
jac swoim dodatnim tadunkiem zjej ujemnie natado-
wang powierzchnig. Hydrofobowy odcinek sekwencji
sygnatowej mogtby nastepnie przyjaé strukture a-
helisy i wskutek oddziatywan hydrofobowych wnikng¢
do dwuwarstwy lipidowej. Pomiary magnetycznego
rezonansu jadrowego 31P wykazaty, iz peptyd biatka
PhoE z Escherichia coli zmienia konformacje czystych
fosfolipidow. Zwiekszenie stezenia tego polipeptydu
w ukfadzie in vitro zawierajgcym bione utworzonag
przez dioleilofosfatydyloetanoloamine i dioleilofosfa-
tydyloglicerol, powodowato pojawienie sie innych, niz
dwuwarstwa, struktur lipidowych, w szczeg6lnosci
struktury heksagonalnej, ktorej udziat postulowany
jest takze w przypadku transportu zwigzkéw nisko-
czasteczkowych [19].

Zarowno twérca teorii sygnatowej — Blobel, jak
i wspottwdrca modelu mozaikowej budowy btony
biologicznej — Singer, sugerowali od lat udziat
biatek w procesie przenoszenia polipeptydu przez
btone [1, 20-22]. Wedtug ich hipotezy biatka transpor-
tujgce polipeptydy powinny sktadac sie z kilku podjed-
nostek, a wigzanie hydrofobowej sekwencji sygnatowej
miato by odbywac sie na granicy 2 podjednostek po ich
rozsunieciu i utworzeniu kanatu przewodzacego dal-
szg cze$¢ transportowanego polipeptydu [21, 22]. Ta
czysta spekulacja znalazta ostatnio potwierdzenie
w wynikach doswiadczalnych wykazujacych obecnosé
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w endoplazmatycznym retikulum kanatu ,,przewodza-
cego” biatko. W ukladzie odtwarzajagcym transport
polipeptydu przez btone mikrosomalng doprowadzo-
no do zwigzania rybosomu z bedgcym in statu nascendi
peptydem po jednej stronie btony lipidowej w uktadzie
do pomiaru przewodnictwa. Dodanie puromycyny
przy niskiej sile jonowej powoduje uwolnienie pep-
tydu, rybosom nadal jednak zwigzany jest z btona.
W takim uktadzie Simon i Blobel zmierzyli
przewodnictwo potasu o wartosci 220 pS (Ryc. 2).

Dodanie 0.3 fiM puromycyny

*
v v v M
r—fmw
e —
0
TJ
«
5 min

Ryc. 2. Pojedynczy kanat ujawniajacy sie w obecnosci puromycyny.
Szorstkie mikrosomy poddano fuzji zdwuwarstwa lipidowa
w aparacie do tworzenia czarnych bton. Po pierwszym
otworzeniu kanatu o przewodnictwie 220 pS (zaznaczonym
gwiazdkag) usunieto puromycyne metodag perfuzji. Mate
kanaty chlorkowe zaznaczone sg strzatkami (wg Simona
i Blobela [23], za zgodg autoréw i wydawnictwa).

Wiasciwos¢ ta charakterystyczna dla kanaldw wy-
stepujacych w btonach biologicznych — zanika po
oddysocjowaniu rybosomow. Wydaje sie wiec, iz ot-
warcie kanalu jest wywotane przez zwigzanie rybo-
somu zawierajgcego syntezowany polipeptyd, a usu-
niecie przenoszonego polipetydu pozostawia kanat
w formie otwartej [23], Przedstawiono to na rycinie 3.
Niestety biatko, ktére mogto by spetniac role takiego

1 i i Qv

> 159 mM KCI

Aol st I AN
_‘“I!:ml( et
v

]
%\/\-\

+ tRNA ~Rybosom z mRNA 0 Kanat przewodzacy

biatko

Ryc. 3. Proponowany schemat dziatania kanatu przewodzacego
biatko ujawniajgcego sie w obecnosci puromycyny. Jony nie
sg w stanie przechodzi¢ swobodnie przez kanat, gdy trans-
lokacji ulega powstajacy polipeptyd (I). Puromycyna zo-
staje przez rybosomalng peptydylotransferaze wtaczona do
C-konca powstajgcego polipeptydu (Il), a nastepnie pep-
tydylo-puromycyna zostaje uwolniona z rybosomu i prze-
niesiona przez dwuwarstwe lipidowa (l11). To otwiera kanat
przewodzacy biatko i zezwala na swobodny przeptyw
jonéw. Zwiekszenie sity jonowej uwalnia rybosom z btony,
powodujgc zamkniecie kanatu (IV), (wg Simona i Blo-
bel a [23], za zgodg autoréw i wydawnictwa).
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kanatu nie zostato dotad zidentyfikowane.

PrzejScie polipeptydu do przestrzeni luminarnej
endoplazmatycznego retikulum rozpoczyna kolejny
etap przenoszenia biatek, zachodzacy dzigki ruchowi
pecherzykéw btonowych (ang. vesicular traffic). W pro-
cesie tym biatka zawarte w pecherzykach przeniesione
sg dzieki odpgczkowywaniu tych ostatnich i ich fuzji
z aparatem Golgiego. Kolejne procesy oddzielenia
pecherzykdéw Golgiego, a nastepnie ich fuzji z innymi
btonami powodujg ostateczne dotarcie biatka do in-
nego przedzialu komdrkowego lub egzocytoze. Naj-
wiecej danych dotyczacych ruchu pecherzykéw zgro-
madzono w wyniku badan na drozdzach, a takze nad
sekrecjg neuroprzekaznikéw w uktadzie nerwowym.
W badaniach nad transportem pecherzykéw udrozdzy
opisano szereg gendéw sec, ktérych produkty sg biat-
kami odpowiedzialnymi za odpgczkowywanie peche-
rzykéw i ich zakotwiczanie przy docelowej btonie
[24-26]. W przypadku badan nad sekrecjg neuro-
przekaznikdw poznano biatka, ktdre nie tylko spet-
niajg role receptoréw dla docierajgcych do biony
pecherzykdw, ale takze stwierdzono udziat cytoplaz-
matycznych biatek rozpuszczalnych utatwiajgcych do-
tarcie pecherzykow przez hydrofilowe $rodowisko do
btony docelowej [27, 28].

Il. Transport bialek do jadra
I1-1. Sekwencje kierujace do jadra

Juz wiele lat temu zaobserwowano, iz po wstrzyk-
nieciu albuminy bydlecej i histonow do oocytow
Xenopus, tylko histony gromadzity sie w jadrze, co
doprowadzito do koncepcji pobierania selektywnego
[29]. Stwierdzono, iz wiele biatek regulujacych trans-
krypcje genbéw znajduje sie w cytoplazmie w postaci
niefunkcjonalnej i wchodzi do jadra dopiero po uczyn-
nieniu badz przez zwigzanie ligandu (receptor hor-
monoéw sterydowych), badZ przez fosforylacje albo
samego czynnika transkrypcyjnego, albo biatka zakot-
wiczajgcego go w cytoplazmie [30].

Zainteresowanie mechanizmem wchodzenia biatek
do jadra oraz wiedza na temat sekwencji sygnatowej
w biatkach przechodzacych przez bilone endoplaz-
matycznego retikulum spowodowaty poszukiwanie
takiej sekwencji w budowie samych biatek.

W przypadku biatek wchodzacych do jadra nie
zaobserwowano dodatkowych, ulegajacych odcieciu
fragmentow na N-koncu. Proby delecji fragmentéw
sekwencji biatek jadrowych, jak réwniez zamiana
droga mutacji pojedynczych aminokwasow pozwolity
na ustalenie, iz w antygenie T wirusa SV40 fragment
PPKK128KRKY jest istotny dla wprowadzenia tego
biatka do jadra. Syntetyczny peptyd o tej sekwencji
potgczony z biatkami niejgdrowymi, jak kinaza piro-
gronianu, albumina bydleca, czy immunoglobulina G,
powoduje ich akumulacje w jadrze [31-34], Zamiana
lizyny odpowiadajgcej lizynie w pozycji 128 najakikol-
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wiek aminokwas powoduje utrate tej wiasciwosci [35].
Podobnie, dodatnio natadowang, istotng dla wchodze-
nia do jadra sekwencje NK3IPIKD znaleziono wczyn-
niku transkrypcyjnym o2 z drozdzy [36]. Okazato sie,
ze przebadane biatka jagdrowe zawierajg w swojej
sekwencji odcinki homologiczne wobec jednego z tych
dwu fragmentéw. Te krotkie (nie wiecej niz 8-10
aminokwaséw) sekwencje, nazwane sygnatami kieru-
jacymi do jadra (ang. nuclear localization signal), moga
wystepowaé w roznych rejonach biatka, w zwigzku
z tym nie ulegajag usunieciu. Fragmenty sekwencji
kierujgce biatko do jgdra charakteryzuje wysoka za-
warto$¢ aminokwaséw o tadunku dodatnim [34],
czesto sg potaczone z proting i wydaje sie, ze maja
wspllna strukture KXXK/R. Sekwencji kierujgcych
do jadra moze by¢é wiecej w tym samym biatku,
a przyktadem niezwyktego skomplikowania tego me-
chanizmu jest nukleoptazmina majgca 4 fragmenty
kierujagce do jadra, dwa typu sekwencji Kkierujacej
antygenu T, a dwa podobne do odpowiedniego frag-
mentu w czynniku transkrypcyjnym a2 [37]. Tylko
dwa z tych fragmentéw (po jednym kazdego typu) s3
niezbedne do akumulacji nukleoplazminy w jadrze,
mamy wiec jakby do czynienia z efektem kumulacji
sygnatéw [34, 38].

I1-2. Miejsce przejscia biatek do jadra

Badania nad wchodzeniem biatek do jgdra wskazy-
waly, iz jest to proces zalezny od temperatury, jak
réwniez ulegajacy wysyceniu, co mogto wskazywac na
udziat receptoréw. Uzycie znakowanych przeciwciat
skierowanych przeciwko transportowanym biatkom,
wskazywato, iz biatka przechodzg przez pory jadrowe
[33, 34]. Podana radioaktywna aglutynina z zarodkéw
pszenicy — substancja znana ze swojego efektu, jakim
jest zahamowanie akumulacji biatek jgdrowych — tak-
ze gromadzi sie¢ w porach jagdrowych [39]. Poniewaz
sekwencja kierujgca do jadra jest dodatnio natadowa-
na, spodziewano sie, iz biatko receptorowe powinno
mie¢ odpowiednio natadowany fragment silnie ujem-
ny. Przeciwciata przeciwko takiemu kwasnemu, sztu-
cznie zsyntetyzowanemu peptydowi réwniez akumu-
lowaty sie w porach jadrowych [40]. Obserwacje te
moga sugerowac, ze receptory biatek wchodzacych do
jadra zlokalizowane sg w porach jadrowych, przenika-
jacych podwojna btone otoczki jadrowe;j.

Pory jadrowe sg strukturami o niezwykle skom-
plikowanej budowie. Biatka, ktorych jest co najmniej
500, wchodzace w sktad poréw tworzag dwa pierscienie,
cytosolowy ijadrowy, potgczone ze sobg strukturami
przypominajagcymi szprychy. W ich Srodkowej czesci
znajduje sie struktura biatkowa umozliwiajaca jakby
zaczopowanie kanatu takiego kompleksu biatkowego
[41-43]. Model poru jadrowego przedstawiono na
rycinie 4, wg [43]. Pory jadrowe sg strukturami
dynamicznymi. Swobodnie przepuszczaja bowiem ma-
kroczasteczki o $rednicy 90 A, jednak przechodzi przez
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Ryc. 4. Model kompleksu poru jadrowego, bez szczeg6tdw central-
nego transportera, opracowany na podstawie analizy cien-
kich skrawkoéw, (a) Model kompleksu poru jadrowego
ekstrahowanego detergentem, w rzucie poprzecznym. Za-
znaczono najwazniejsze domeny strukturalne, szprychy
wewnetrzne (IS), szprychy zewnetrzne (OS), podpérki pio-
nowe (VS), pierscieniccyto- ikarioplazmatyczny (CR i NR),
odgatezienia radialne (RA). Doktadne miejsce przytgczenia
tych odgatezieri nie jest znane. Struktura o stabej gestosci,
odpowiadajgca centralnemu transporterowi jest oznaczona
T, a lamina jako L. (b) Model kompleksu poru jadrowego
pokazany w rzucie pionowym. Oznaczenia jak w czesci (a).
Gwiazdka wskazuje miejsce, przez ktére mogtaby zachodzié¢
bierna dyfuzja matych jonéw. Doktadna budowa central-
nego transportera T nie jest znana, dlatego nie pokazano
centralnego poru (wg Akeya [43], za zgodg autora
i wydawnictwa).

nie nukleoplazmina z koloidalnym ztotem, a wiec
czasteczka o $rednicy 240 A. Wydaje sie zreszta, iz taka
czasteczka wigze sie najpierw z obrzezem poru, tak
jakby byta przycumowana, a dopiero potem mozna
stwierdzi¢ jej obecnos$¢ w srodkowej czesci poru [44].
W procesie przenoszenia bialek najprawdopodobniej
uczestniczg tzw. nukleoporyny, biatka o wzglednej
masie czasteczkowej 45, 54, 58, 62, 100, 145, 180, 210
i 270 kDa [45], Wszystkie one potaczone sg przez
-O-N- z acetyloglukozoaming. Biatka 62 i 180 kDa
reagujg z radioaktywng aglutyning hamujaca trans-
port biatek do jader, a polipeptydy 54, 58 i 62 kDa
mozna wspotstraci¢ przeciwciatami przeciw jednemu
z nich itakie przeciwciata rowniez zapobiegajg akumu-
lacji biatek w jadrze [46]. Ponadto stwierdzono obec-
no$é¢ w porach jadrowych biatka o wzglednej masie
czasteczkowej 188 kDa, zdolnego do reakcji krzyzowej
z przeciwciatami reagujagcymi z ciezkim tancuchem
miozyny i wykazujagcego aktywno$¢ ATPazy [47],
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Poniewaz wigzanie biatek z btong jadrowg nie wymaga
energii, ich akumulacja natomiast jej wymaga, za-
chodzi bowiem w obecnosci ATP (jest znoszona przez
apyraze lub azydek + dezoksyglukoze) [48, 49],
obecnos$¢ hydrolizujagcego ATP biatka podobnego do
kurczliwej miozyny wywotata spekulacje na temat
zmiany Srednicy poréw jadrowych poprzez kurczenie
sie lub rozcigganie.

Wydaje sie, ze, oprécz biatek w porach jadrowych,
takze w cytosolu wystepujg czynniki biatkowe nie-
zbedne do odtworzenia transportu biatek do jader in
vitro. Ponadto, zaréwno w cyto-jak i w nukleoplazmie
wykazano obecno$é wielu polipeptydéw zdolnych do
wigzania sekwencji sygnatdw kierujacych do jadra [43,
44], Nie jest jednak jasne, czy wszystkie te biatka moga
bra¢ udziat w transporcie lub doprowadzaniu biatek
do jadra, by¢ moze cze$¢ z nich odpowiada za za-
trzymanie (zakotwiczenie) biatek w cytoplazmie, zanim
po uruchomieniu odpowiedniego sygnatu beda one
przetransportowane do jadra.

I1l. Transport biatek do mitochondriéw

I11-1. Przyporzadkowanie biatek odpowiednim
przedziatlom mitochondrialnym

Mitochondria, jako organelle komérkowe oddzielo-
ne podwaojng btong zawierajg 4 przedziaty, jesli chodzi
o lokalizacje biatek — sg to btony zewnetrzna i we-
wnetrzna oraz przestrzen miedzybtonowa i matriks.
W przeciwienstwie do biatek przechodzgcych przez
btone endoplazmatycznego retikulum, wiekszos¢ bia-
tek mitochondrialnych jest transportowanych do mi-
tochondriéw po ukonczeniu ich syntezy. Wiele biatek
mitochondrialnych syntezowanych jest w postaci dtuz-
szej, niz ich forma dojrzata, zawierajgc odcinang
pézniej presekwencje w N-koncu. Ten odszczepiony
proteolitycznie fragment moze mie¢ rézng dtugosc,
czesto zdarzajg sie odcinki dtuzsze, niz 20 amino-
kwasow, jak to ma miejsce w przypadku biatek kiero-
wanych do endoplazmatycznego retikulum [50, 51].
Silnie hydrofobowe biatko btonowe, jakim jest proteo-
lipid ATPazy mitochondrialnej u Neurospora crassa
zawiera presekwencje nawet z 66 reszt aminokwaso-
wych [52]. Poniewaz transport tego biatka do mito-
chondriow zachodzi po procesie translacji, wydaje sie,
iz taka dtuga presekwencja moze ostania¢ cze$¢ hydro-
fobowa i utatwia¢ przejscie tego biatka przez hydro-
filowe $rodowisko, jakim jest cytoplazma [50, 53].
Zaréwno w przypadku proteolipidu, jak i innych
usuwanych presekwencji kierujgcych do mitochond-
ribw, fragment N-kofAcowy zawiera duzo tadunkdw
dodatnich, nie zawiera za$ aminokwasow hydrofobo-
wych. Po sekwencji kierujacej do mitochondriow
nastepuje zazwyczaj fragment istotny dla rozpoznania
przez proteaze, a po nim fragment sekwencji przypo-
rzgdkowujacy biatko do konkretnego przedziatu mito-
chondrialnego. | tak w biatku o masie 70 000 z zewnet-
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rznej btony mitochondriéw drozdzy, po krétkiej sek-
wencji kierujgcej do mitochondriéw, znajduje sie po-
nad dwudziestoaminokwasowy silnie hydrofobowy
fragment. Usuniecie dwu aminokwaséw z tego odcin-
ka sekwencji wystarczyto, aby biatko to znalazto sie
w matriks mitochondriéw [53]. Dlatego dodatnio
natadowane sekwencje Kierujgce nazywa sie sekwenc-
jami Kkierujgcymi do matriks (ang. matrix-targeting
sequences). W biatkach matriks i wewnetrznej btony
mitochondrialnej dodatnio natadowane fragmenty
kierujgce zostajg odciete przez dwupodjednostkowgq
metaloproteaze znajdujacag sie w matriks, kodowana
przez jadrowe geny Masl i Mas2 [54],

W przypadku wielu biatek wewnetrznej btony iprze-
strzeni miedzybtonowej pierwsza proteoliza nie do-
prowadza do formy dojrzatej biatka, nastepuje druga
proteoliza katalizowana przez nieznang proteaze zlo-
kalizowang po zewnetrznej stronie wewnetrznej btony
mitochondrialnej. A szereg biatek zewnetrznej btony
mitochondrialnej zawiera dodatnio natadowany N-
koniec, ktéry w ogo6le nie ulega usunieciu (poryna,
biatko 70 kDa) [53]. Szczeg6lnym przypadkiem jest
cytochrom c, ktdrego ostateczng lokalizacja jest ze-
wnetrzna strona wewnetrznej blony. Nie jest onjednak
przeprowadzony posrednio przez matriks, lecz wcho-
dzi jako apocytochrom. Najprawdopodobniej oddzia-
tywanie apocytochromu z liazg i przytgczenie do hemu
powoduje jego bezposrednie wejscie do przestrzeni
miedzybtonowej, uwaza sie bowiem, iz liaza zwigzana
jest z btong zewnetrzng mitochondriéw, po jej wewnet-
rznej stronie [55],

Stwierdzono takze, ze w niektérych biatkach mito-
chondrialnych informacja dotyczaca wbudowania do
btony zawarta jest w innych niz N-koniec regionach
czasteczek. 1tak np. informacja dotyczaca whudowa-
nia poryny do zewnetrznej biony mitochondrialnej
znajduje sie w czeSci C-terminalnej tego biatka, ponie-
waz poryny z usunietymi aminokwasami 222-283 nie
ulegaty wbudowaniu [56], Z kolei, aby zostata wbudo-
wana do btony wewnetrznej translokaza nukleotydéw
adenylowych, konieczna jest obecno$¢ az 111 pierw-
szych aminokwaséw tego nos$nika [57]. Poniewaz
w biatku tym, podobnie jak w biatku rozprzegajgcym,
czy no$niku a-ketoglutaranu, wystepujg trzykrotnie
powtérzone homologiczne wzgledem siebie sekwencje
[58], wydaje sie, ze sygnat odpowiedzialny za skiero-
wanie do matriks ulega takze zwielokrotnieniu i znaj-
duje sie w Srodku sekwencji, tak jak ma to miejsce
w biatkach wchodzacych do jadra. Wyjatek stanowi
jedynie nosnik fosforanowy, biatko homologiczne do
wymienionych powyzej no$nikéw, ale zawierajgce usu-
wang presekwencje w swoim N-koncu [59, 60].

Przytaczenie biatek do mitochondriéw nie wymaga
energii, natomiast niezbedny jest wktad energii — i to
zarobwno w postaci trojfosforanéw nukleotydéw, jak
i potencjatu transmembranowego — przy wbudowa-
niu biatek wymagajacych etapu przejscia przez matriks
[61]. Przyktady drég i mechanizméw wchodzenia
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biatek do mitochondriéw przedstawione sg na ryci-
nie 5 [62]. Wejscie cytochromu c nie wymaga energii,
lecz tylko kowalencyjnego zwigzania hemu przez liaze
do apocytochromu c. Utworzone sztucznie biatko,
ktore powstato w wyniku fuzji sekwencji kierujacej do
matriks cytochrom c, z sekwencjg N-koncowa cyto-
chromu c, akumuluje sie w przestrzeni miedzybtono-
wej w nieobecnosci potencjatu btonowego, wjego zas
obecnosci biatko to przechodzi do matriks. Wydaje sie
wiec, iz sekwencja kierujaca zawiera takze informacje
dotyczgcg mechanizmu przejscia przez btone, w szcze-
gblnosci zapotrzebowania energetycznego [63].

cytosolowe Prekursory Biatkowe porvnv
cytochromu b2
cytochromu ¢,

cytochro- % biatka Fe/S
AAC
mu ¢ A
&J Fo9

Wigzanie i

Rozwinigcie zalezne
od ATP

¥ Translokacja 1

przez miejsca %

| kontaktu bton

\\\\

C\lochrom ¢ Lnochrmn bZ

Matriks

Ryc. 5. Schemat mozliwych drég importu do mitochondriéw pre-
kursoréw biatek. Znajdujace sie w cytosolu prekursory
biatek mitochondrialnych sa specyficznie rozpoznawane
przez r6zne receptory (R*, R**, R***) na powierzchni
mitochondriéw. Etap ten moze by¢ poprzedzony przez
niespecyficzne oddziatywanie z lipidami btony zewenetrznej
(OM). Z miejsc receptorowych prekursory sa przenoszone
na biatko GIP, posredniczagce we wbudowaniu prekur-
sorow do btony zewnetrznej. Zalezny od ATP enzym
cytosolowy jest przytagczany do zewnetrznej strony mito-
chondriéw izapewnia osiggniecie przez prekursor wiasciwie
rozwinigtej konformacji. Nastepnie drogi wbudowania bia-
tek réznicuja sie, biatka albo wbudowane sa do btony
zewnetrznej (poryna), albo do miejsc kontaktu miedzy
btong zewnetrzng (OM) i wewnetrzng (IM). Whbudowanie do
btony wewnetrznej wymaga potencjatu transmembranowe-
go (AT). Dwa biatka (MPP i PEP) wspétdziatajg aby
odszczepi¢ N-koncowa sekwencje kierujgca. Prekursory,
ktorych ostateczng lokalizacja jest przestrzen miedzybtono-
wa (IMS) lub btona wewnetrzna (IM) ulegaja ponownej
translokacji przez btone wewnetrzng, a niektére z nich
drugiej proteolizie przez enzym w przestrzeni migdzybtono-
wej (SPP). Grupy prostctyczne (Fe-S, hem) dodane sg
w matriks lub przestrzeni miedzybtonowej. Droga wbudo-
wana cytochromu ¢ wydaje sie zachodzi¢ poprzez bezpo-
$rednig translokacje przez dwuwarstwe lipidowga. Prekursor
wiaze sie SciSle z liazg cytochrom c: hem (CCHL) i po
zwigzaniu hemu zostaje uwolniony do przestrzeni miedzy-
btonowej (wgPfannera i wsp. [62], zazgoda autoréow).

I11-2. Etapy transportu biatek do mitochondriow
Biatka transportowane sa do mitochondriéw po

translacji polipeptydéw i muszg znajdowaé sie w pew-
nej rozwinietej konformacji. Utworzenie mostkdw
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dwusiarczkowych [64], czy uzyskanie pewnej trwatej
konformacji po zwigzaniu ligandu (reduktaza dwu-
hydrofolianowa z metotreksatem [65]) powoduje za-
hamowanie transportu. Podobny efekt uzyskano przez
nadmierne rozwiniecie polipeptydu w obecnosci mocz-
nika [66]. Okazato sie, ze do odtworzenia procesu
transportu in vitro potrzebne sg cytosolowe biatka
wrazliwe na N-etylomaleimid, utrzymanie wiasciwie
rozwinietej konformacji mozliwe jest takze dzieki
oddziatywaniom z biatkami szoku cieplnego (produk-
tami genow hsp70, czy ssclp u drozdzy), po czym
proces zmiany konformacji wymaga udzialu ATP
[67]. Przeciwciata przeciwko biatkom szoku cieplnego
wytracajg  prekursory transportowanych  bialek
w miejscach kontaktu miedzy dwiema btonami [68].

Podobnie jak w przypadku przechodzenia przez
btony endoplazmatycznego retikulum, tak ijesli cho-
dzi o mitochondria, Scierajg sie dwie koncepcje mecha-
nizmu przechodzenia biatek, tym razem przez obie
btony [69, 70]. Wydaje sie, ze po zewnetrznej stronie
zewnetrznej btony wystepujg biatkowe receptory. Za-
obserwowano wspotzawodnictwo o miejsca wigzace,
na przykitad przeciwciala antyporynowe hamujg nie
tylko import poryny, ale rdwniez kilku biatek wewnet-
rznej btony mitochondrialnej, nie hamujg natomiast
wchodzenia cytochromu c [70], ktéry jak sie zdaje
przechodzi jako apocytochrom bezposrednio przez
dwuwarstwe lipidowg [55], Préby identyfikacji recep-
torow transportowanych biatek skoncentrowaty sie na
dwoch technikach — immunologicznej i sieciowania.
Grupa Neuperta wyizolowata wszystkie biatka
zewnetrznej btony mitochondrialnej, otrzymata skie-
rowane przeciw nim przeciwciata i badata kolejno
wptyw tych przeciwciat na transport biatek. Okazato
sie, iz przeciwciata przeciw biatku o wzglednej masie
czasteczkowej 19 kDa hamuja transport niektérych,
aczkolwiek nie wszystkich badanych biatek [71]. Pro-
bowano takze zidentyfikowac receptory przez siecio-
wanie z syntetycznym peptydem sygnatowym Kieruja-
cym do matriks lub stosujgc chromatografie powino-
wactwa z takim peptydem. W ten sposob oczyszczono
polipeptydy o wzglednych masach czasteczkowych 29,
30i42 kDa [72-74] majace zdolno$¢ wigzania sekwen-
cji kierujagcej do matriks.

Uwaza sie, iz uktady transportujgce zewnetrznej
btony mitochondrialnej (poryna) i wewnetrznej (nos-
niki) oddziatujg ze sobg w miejscach kontaktu miedzy
btonami. Okazato sie, ze w zewnetrznej btonie znajduje
sie wrazliwy na trypsyne kanat o przewodnictwie
220 pS, ktérego aktywno$¢ hamowana jest przez
N-koncowy fragment podjednostki IV oksydazy cyto-
chromu ¢ [75], Funkcjg tego kanatu mogto by by¢
przenoszenie transportowanych polipeptydow.

Doprowadzenie biatka do mitochondriow, przejscie
przez btone lub obie btony, jedno- lub dwustopniowe
odszczepienie proteolityczne i wreszcie pozostanie
polipeptydu w odpowiednim przedziale mitochond-
rialnym nie daje jeszcze formy ostatecznej tego biatka.
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Konieczne jest nie tylko uzyskanie wiasciwej konfor-
macji, ale takze czesto osiggniecie struktury oligo-
merycznej. W tym procesie uczestniczg tzw. biatka
opiekuncze, czy towarzyszace (ang. chaperons, chape-
ronins) — biatka szoku cieplnego o wzglednej masie
czasteczkowej 60 kDa (HSP60). Biatka te, kodowane
przez DNA jadrowy, wystepuja w matriks i nie tylko
potrzebne sg do wihasciwego zwiniecia biatka kosztem
hydrolizowanego ATP [76, 77], ale taczg takze takie
kompleksy wysteujagce w wewnetrznej btonie, jak np.
oksydaza cytochromu c, ktérej 3 najwieksze podjed-
nostki kodowane sa przez mitochondrialny DNA,
a pozostate przez DNA jadrowy i proces ich translacji
zachodzi w cytozolu [78].

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze wiekszos¢ opisa-
nych badan to doswiadczenia prowadzone in vitro.
Wydaje sig, iz niektére biatka, jak np. podjednostka
@ATPazy mitochondrialnej drozdzy, moga by¢ wbu-
dowane do mitochondriéw in vivo w trakcie swojej
syntezy [79], a wiec mozliwos¢ transportu zachodzgce-
go réwnolegle a translacjg nie jest catkowicie wy-
kluczona.

IV. Sekrecja i transport biatek u bakterii
Gram (-)

Sciana komérkowa bakterii Gram ujemnych sktada
sie z dwu bton, wewnetrznej i zewnetrznej przedzielo-
nych periplazmg z wystepujagcym w niej peptydog-
likanem [80], W obu btonach wystepujg biatka, biatka
réwniez ulegajg sekrecji. Jak opisano w czesci -1,
biatka prokariotyczne charakteryzujg sie wystepowa-
niem presekwencji na N-koncu i ten odcinek polipep-
tydu ulega nastepnie proteolitycznemu odszczepieniu.
Proces transportu i sekrecji biatek u bakterii Gram(-)
moze zachodzi¢ podczas translacji lub po niej [81].
I tak w genomie Escherichia coli znaleziono gen JJh,
ktérego produkt jest homologiczny wobec podjednos-
tki o masie 54,000 z kompleksu wigzgcego sekwencje
sygnatowa u eukariontéw, oraz gen ffs, kodujacy
4,55 RNA zawierajacy domeny konserwatywne w sto-
sunku do 7S RNA z tego samego kompleksu [82].
Badania nad sekrecjg prowadzone na mutantach lub
szczepach, w ktérych pewne geny ulegly delecji po-
zwolito na stwierdzenie udziatu biatek opiekunczych
(chaperons), transportujgcych biatka po translacji do
btony wewnetrznej (produkty gendéw secB), a takze
udziat innych biatek, ktérych geny nalezg do grupy sec
(od sekrecji) i o ktdrych wiadomo, ze secY koduje
biatko btonowe, a produkt genu secA jest zwigzany
z biatkiem SECY iwymaga ATP, aby transportowany
polipeptyd magt przejsé przez btone [83-87] (Ryc. 6).

Zupetnie inny mechanizm rzadzi wydzielaniem he-
molizyny, procesem, w ktérym bierze udziat biatko
btonowe (produkt genu HlyD) i biatko (produkt genu
HlyB), charakteryzujace sie znaczng homologig z gli-
koproteing P u ssakéw, biatkiem odpowiedzialnym za
usuwanie lekéw i uzyskanie opornosci na leki. Postu-

POSTEPY BIOCHEMII 39(4), 1993



sygnatowa

Ryc. 6. Schemat przedstawiajacy translokacje biatka proOmpA
przez btone plazmatyczng. Zaznaczono produkty poszcze-
g6lnych genéw sec, (wg Brundage i wsp. [86],zazgoda
autoréw i wydawnictwa).

luje sie ponadto, iz biatko HlyB mogto by by¢ pompa
zalezng od ATP [88].

V. Podsumowanie

W pozornie réznych sposobach przechodzenia lub
wbudowywania biatek do réznych bton da sie jednak
zaobserwowac pewne cechy wspolne, a mianowicie:

Tabela 1.

Charakterystyka procesu transportu biatek przez rézne btony biologiczne.

Ostateczna lokalizacja biatka jest zaprogramowa-
na w sekwencji powstajgcego polipeptydu, w kto-
rym istnieja fragmenty Kkierujgce, przyporzadko-
wujace do odpowiedniego przedziatu i wyznaczaja-
ce ewentualne miejsce(a) odciecia przez proteaze(y);
Doprowadzenie biatek do btony wymaga oddziaty-
wania transportowanego polipeptydu z innymi
biatkami, badz, zeby ochroni¢ sekwencje sygnato-
wa bgdz w celu utrzymania odpowiedniej konfor-
macji (kompleks rozpoznajacy sekwencje sygnato-
wa, biatka opiekuricze);

W Dbitonie wystepujg skomplikowane kompleksy
biatkowe, ktére utatwiajg transport;

Samo wigzanie biatka transportowanego z btong
nie wymaga energii, natomiast uwolnienie polipep-
tydu z komplekséw biatkowych energii wymaga;
Utrzymanie biatka w cytoplazmie w konformacji
rozwinietej i odpowiednie jego uformowanie wy-
maga ATP i udziatu biatek szoku cieplnego.

Szczegbtowe zestawienie cech transportu biatek
przez okre$lone systemy btonowe przedstawia tabela I.

Artykut otrzymano 10 maja 1993 r.
Zaakceptowano do druku 15 wrzesnia 1993 r.
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I. Wprowadzenie

Proteolityczna modyfikacja biatek jest koncowym
etapem ich biosyntezy; tg drogg wiekszo$¢ biatek
dochodzi do formy dojrzatej. Ograniczona proteoliza
jest tezjedng z mozliwosci potranstacyjnej modyfikacji
biatek — powszechnego mechanizmu regulacji proce-
sow fizjologicznych w komaérce. W wyniku ograniczo-
nej proteolizy, nawet jednego tylko wigzania pep-
tydowego, moze zosta¢ usuniety istotny funkcjonalnie
peptyd lub nastgpi¢ zmiana stanu konformacji biatka.
W efekcie zwiegksza sie lub zmniejsza biologiczna
aktywno$¢ biatka. Rdwnoczesnie biatko to moze zo-
sta¢ wprowadzone na droge degradacji [1-3].

Wiadomo, iz degradacja indywidualnych biatek jest
wybidrczo, precyzyjnie regulowana. Mechanizmy ta-
kiej regulacji sg jednak jeszcze mato znane; sg one
obecnie intensywnie badane. Dotychczas dos$¢ dobrze

* doc. dr hab. Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Praca wykonana w ramach dziatalnosci statutowej Instytutu
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poznano 2 ukiady proteolityczne zapoczatkowujgce
wybiorczg degradacje indywidualnych biatek w komo-
rkach zwierzecych. Sg to ukiad wielokatalitycznej,
wielofunkcyjnej proteazy, znany tezjako uktad proteo-
zomalny [4] oraz uktad kalpainowy, bedacy tematem
tego artykutu. Mimo, iz rola uktadu kalpainowego,
zwiaszcza w wysoko wyspecjalizowanych tkankach,
daleka jest jeszcze od wyjasnienia, to ogromne znacze-
nie tego uktadu dla funkcji komarki nie budzi watp-
liwosci. Intencjg autorki artykutu jest zwrécenie uwagi
na uktad kalpainowy, oraz zasygnalizowanie réznych
jego funkcji, na podstawie najbardziej wiarygodnych
przyktadow.

Neutralna proteaza aktywowana przez jony Ca2+,
CANP lub kalpaina (EC 3.4.22.17) wystepuje po-
wszechnie w komoérkach zwierzecych. Jestjedng z pro-
teaz cysteinowych (tiolowych), zawierajacych w cent-
rum aktywnym cysteine i histydyne. Kalpaina jest
typowa wewnatrzkomdérkowg endopeptydaza, hydro-
lizujgcy wytacznie wigzania peptydowe duzych biatek,
aktywng przy neutralnym pH. Aktywnos$¢ jej jest
bezwzglednie zalezna od obecnosci jonéw Ca2+. Za-
tem kalpaina wykorzystuje wtorny przekaznik syg-
natéw, jakim sgjony Ca2+. Samg kalpaine niektorzy
zaliczajg do wtdérnych przekaznikow sygnatow.

Pierwsze doniesienia na temat kalpainy, oraz jej
funkcji jako aktywatora kinaz, pochodza z lat 1964-
1968 [5-7], W 1972 roku wykryto zalezng od kalpainy
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degradacje miofibryli miesnia szkieletowego [8], W la-
tach 1975-1976 wyizolowano z miesnia szkieletowego
forme kalpainy aktywng przy m-molarnych stezeniach
Ca2+ (nazywang obecnie m-kalpaing, kalpaing I, lub
m-CANP), ktdra zidentyfikowano jako neutralng pro-
teaze, aktywowang przez Ca2+ w stezeniach m-molar-
nych, odpowiedzialng za po$miertng degradacje miofi-
bryli [9, 10]. W 1978 roku wykryto wysoce specyficzny
inhibitor kalpainy, nazwany kalpastatyng [11]. W ro-
ku 1981 wyrédzniono drugg izoforme kalpainy, aktyw-
ng przy fi-molarnych stezeniach Ca2+ (p-kalpaina,
kalpaina I, p-CANP) [12], W latach 1986-1989 po-
znano budowe podjednostek kalpainy i kalpastatyny
z odpowiednich sekwencji DNA [13-16]. W latach
1990-92 ukazato sie wiele prac, ktére wniosty istotne
informacje na temat funkcji uktadu kalpainowego.

I1. Budowa kalpainy

Kalpaina zbudowana jest z 2 podjednostek: 80 kDa
i 30 kDa, nazwanych duzg i matg [10]. W podjednostce
80 kDa mozna wyr6zni¢ 4 domeny (I-1V, liczac od
N-kohca); w podjednostce 30 kDa 2 domeny (V i VI,
domena VI jest tez nazywana IV’) (Ryc. 1). Ponizej
przedstawiono budowe kalpainy na przykiadzie kal-
painy ludzkiej. W domenie | znajduje sie 87 (forma p-)
i 76 (forma m-) reszt aminokwasowych, ktérych sek-
wencje nie sg homologiczne z zadng ze znanych.
Domena | dziata jako inhibitor aktywnosci proteolity-
cznej. Czesciowe usuniecie tej domenya drogg autolizy
aktywuje enzym. Domena Il, katalityczna, zawiera
reszty aminokwasowe 88-327 (p-) lub 77-316 (m-), jest
podobna do innych znanych proteaz cysteinowych:
katepsyn B, H, L oraz papainy. W centrum aktywnym
kalpainy znajduja sie reszty cysteinowe: w pozycji 108
(p-) i 115 (m-). Domena Ill, zawierajgca reszty 328-
-569 (p-) lub 317-555 (m-), posiada sekwencje niepodobng
do zadnej ze znanych; jej funkcjajest niejasna. Domena IV
zawiera reszty 570-714 (p-) lub 556-699 (m-), o sekwencji
homologicznej z sekwencjg kalmoduliny. W domenie tej
znajdujg sie 4 rejony o sekwencji “EF-hand”*, ktéra moze
wigza¢ Ca2+. Domena V jest silnie hydrofobowa, jak
réwniez bogata w reszty glicynowe; w odcinku 1-64 od
N-konca zawiera az 37 reszt glycyny. Znaczna czes¢ tej
domeny jest odtrawiana w czasie autolitycznej aktywacji
enzymu. Domena VI, zawierajaca reszty 102-168, posiada
sekwencje homologiczng z sekwencjg kalmoduliny i z sek-
wencjg domeny IV. Domena VI zawiera 4 rejony
“EF-hand”. W domenach IV i VI moze byé zwigzana
rézna liczbajondw wapnia; przypuszczalnie dla aktywno-
ci proteolitycznej potrzebne jest zwigzanie co najmniej
4 lub 5 Ca2+ w obu tych domenach #gcznie. Obie
podjednostki 80 kDa i 30 kDa tacza sie wigzaniem
niekowalencyjnym, za posrednictwem 8-10-ciu reszt ami-

* Wyjasnienie odnosnie sekwencji ,EF-hand” znajduje sie
w pracy przegladowej w Postepach Biochemif, porownaj pozycje
17 Pi$miennictwa
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Ryc. 1 Schematycznie przedstawiona struktura kalpainy i kalpas-
tatyny [22], Cyframi rzymskimi oznaczone odpowiednie
domeny podjednostek 80 kDa (I-1V) i 30 kDa (V, VI). Cys
i His centrum aktywnego oznaczono, odpowiednio, rom-
bem ikwadratem. Struktury "EF hand” oznaczono kétkami
w domenach 1V i VI. Gwiazdki reprezentuja istotne dla
inhibicji sekwencje "TIPPXYR” kalpastatyny.

nokwasow C-konca. Podjednostka 80 kDa jest odmienna
w p- i m-kalpainie (50-60% homologii). Ta sama za$
izoforma z tkanek zwierzat réznych gatunkéw wykazuje
znaczne podobienstwo (okoto 95% homologii). Podjed-
nostka 30 kDa jest jednakowa w p- i m-kalpainie
iwykazuje wielkie podobieristwo miedzygatunkowe [9,13,
18-25].

Analiza struktury DNA migsnia szkieletowego pozwala
whnioskowac o istnieniu biatka o ciezarze 94 kDa, homo-
logicznego wobec wiekszej podjednostki kalpainy, okres-
lanego jako n-kalpaina lub p94. lzoforma ta zawiera,
w poréwnaniu z izoformami p- i m-, 3 dodatkowe odcinki
o unikalnej sekwencji. Jak dotychczas, ani biatka p94 nie
udato sie wyizolowaé z zywych komorek, ani nawet nie
wykryto jego aktywnos$ci in vivo. Tym bardziej nic nie
wiadomo o roli tego enzymu. Jedyna tkanka, w ktorej
wykryto mRNA biatka p94,jest dojrzaty miesier szkieleto-
wy. Interesujace jest, iz zawarto$¢ tego mMRNA w miesniu
jest okoto 10-krotnie wieksza niz zawarto$¢ mRNA izoform
p- i m- [16, 24]. Jak sie wydaje, zmodyfikowanym
produktem biatkowym genu p94 moze byé proteaza
dziatajaca w przestrzeni miedzykomaérkowej miesnia, opi-
sana jako “high m-calpain”, aktywna przy wysokim, bo
okoto 4 mM stezeniu Ca2+ [26, 27]. W Schiostozoa
zidentyfikowano biatko bardzo podobne do duzych pod-
jednostek kalpainy [28]. W tkankach zwierzecych znale-
ziono inne proteazy, o niezidentyfikowanej jeszcze sekwen-
cji, przypuszczalnie pokrewne Kkalpainie [26-31].

Protomer genu podjednostki 80 kDa ma wiasciwosci
charakterystyczne dla genéw tzw. ,,gospodarczych” (“hou-
sekeeping™). Protomer ten zawiera wiele GC (> 70%), nie
zawiera natomiast sekwencji “TATA" i “CAAT”; ma on
wiecej niz 10 miejsc zapoczatkowujacych transkrypcje.
Protomer ten poprzedzajg 4 regiony negatywnej regulacji.
Geny podjednostek 80 kDa i 30 kDa wykazujg znaczne
podobienstwo i,jak sie zdaje, sa regulowane synchronicz-
nie. Kazdy z gendw wiekszej podjednostki (p-, m- i p94),
oraz gen podjednostki 30 kDa wystepuje w innym
chromosomie (u cztowieka odpowiednio na 11, 1, 15i 19
chromosomie) [22, 32].
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I11. Inhibitory kalpainy

W zywej komarce jest jeszcze inne biatko nalezace do
systemu kalpainowego, mianowicie naturalny inhibitor
kalpainy — kalpastatyna. Kalpastatyna hamuje specyficz-
nie aktywnos$¢ kalpainy i nie dziata na inne proteazy
cysteinowe. Jest biatkiem o ciezarze 60-70 kDa, z nie-
znanych przyczyn migrujgcym w SDS/PAGE tak jak
biatka o ciezarze 100-130 kDa. Kalpastatyna ma 4 miejsca
inhibitorowe o powtarzajgcej sie strukturze 130-amino-
kwasowej. Kazdy z tych odcinkéw zawiera, istotng dla
inhibicji, sekwencje TIPPXYR wigzaca jedng czasteczke
kalpainy. Kalpastatyna wigze sie z kalpaing w obecnosci
wapnia, przypuszczalnie z jej domenami kalmodulinopo-
dobnymi (IV i VI) oraz z domeng Kkatalityczng (I1).
Kalpastatyna dziatajak inhibitor kom petycyjny kalpainy,
bedac réwnoczesnie jej substratem. Powstajgce w wyniku
czesciowej proteolizy kalpastatyny mniejsze peptydy sg
nadal inhibitorami kalpainy. Kalpastatyna przypuszczal-
nie czynnie uczestniczy w transporcie wewnatrzkomor-
kowym kalpainy [11, 15, 22, 23, 27, 33], Wykryto
kalpastatyny specyficznie hamujace p- i m- forme Kkal-
painy, ktore wigzg sie zenzymem w przedziale stezen Ca2+
odpowiadajacym aktywacji danej jego formy. Wydaje sie,
ze to gtownie kalpastatyna reguluje aktywnos$é p-kalpainy,
natomiast regulacja m-kalpainy jest bardziej ztozona [34].

Procz kalpastatyny inhibitorami kalpainy okazaly sie
obecne w komdrce poliaminy: spermina i spermidyna
[35]. Réwniez wiekszos¢ inhibitoréw proteaz cysterno-
wych hamuje kalpaine (inhibitory grup sulfhydrylowych,
leupeptyna, E64), wyjatek stanowig cystatyny. Otrzymano
tez inhibitory syntetyczne specyficzne wobec kalpain
[36-39],

IV. Dzialania kalpainy

Aktywnos¢ kalpainy jest bezwzglednie zalezna od jo-
néw wapnia. Stezenie Ca2+, przy ktérym reakcja proteoli-
zy w warunkach in vitro osiaga potowe szybkosci mak-
symalnej wynosi w przypadku p-kalpainy 5.35 pM Ca2+,
a w przypadku m-kalpainy 420 pM Ca2+, podczas gdy
stezenie jondw Ca2+ w komorce jest co najwyzej
0.2-0.8 pM [26], Wydaje sie jednak, ze in vivo dziatanie
m-kalpiny moze by¢ efektywne juz przy 0,1 pM stezeniu
Ca2+ [40]. Przyczyny tego zjawiska nie sg na razie
wyjasnione. Niejasne sg tez mechanizmy aktywacji i ha-
mowabnia kalpainy, jak réwniez sposéb wigzania substratu
przez kalpaine.

Wiadomo, ze w domenie Il kalpainy znajduje sie
centrum aktywne, a domena IV reguluje aktywno$¢
proteazowg — hamuje ja w nieobecnosci Ca2+. Po
usunieciu domeny IV kalpaina staje sie aktywna niezalez-
nie od obecnoscijonéw Ca2+. Przypuszczalnie,jony Ca2+
powodujg wiec zmiany konformacji domeny 1V oraz VI
i w ich efekcie odstoniecie centrum aktywnego oraz
odhamowanie aktywnos$ci enzymatycznej w domenie 1l
[27]. Proponowany przez G o1la schemat dziatania
kalpainy ijej interakcji z kalpastatyng przedstawiono
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Ryc. 2. Schemat interakcji kalpainy z Ca2+ iz kalpastatyng [25],
Cyframi rzymskimi oznaczono kolejne domeny (I-VI). Kal-
pastatyna oznaczona przerywang linig. Centrum aktywne
(grupa SH) nieaktywnej czasteczki jest sterycznie zabloko-
wane przez N-koAcowe regiony obu podjednostek.

na rycinie 2.

Uwaza sie, ze kalpaina znajduje sie w tkankach
w postaci nieaktywnego proenzymu. Aktywacja na-
stepuje autokatalitycznie w obecnosci jonéw Ca2+,
towarzyszy jej zmiana ciezaru podjednostki 80 kDa do
76 kDa oraz podjednostki 30 kDa do 18 kDa. Autoliza
domen | i V powoduje przypuszczalnie odstoniecie
centrum aktywnego iobnizenie stezenia Ca2+ potrzeb-
nego do aktywno$ci. Forma aktywna enzymu jest
bardzo nietrwata i stanowi co najwyzej kilka procent
calej obecnej w komorce kalpainy [25, 27, 31,41, 42].

W warunkach in vitro aktywatory innych proteaz
cysteinowych aktywujg rowniez kalpaine. Sposrod
zwigzkdw obecnych w komorce, aktywnos$¢ kalpainy
zwiekszaja fosfolipidy btonowe: fosfoinozytole, diolei-
noglycerol, fosfoseryna, a takze cerebrozydy i sul-
fatydy. Wiagzg sie one z N-koricowg czescig malej
podjednostki kalpainy. W warunkach in vitro zwigza-
nie fosfolipidu przez kalpaine powoduje zwiekszenie jej
wrazliwosci na Ca2+ o okoto 10 razy. Oznacza to
w przypadku p-kalpainy, ze stezenie Ca2+ potrzebne
do aktywacji enzymu jest bliskie stezeniu fizjologicz-
nemu [29, 43, 44]. Jednak wydaje sie, ze w warunkach
in vivo aktywacja kalpainy przez btonowe fosfolipidy
jest tylko jednym z mozliwych mechanizméw ak-
tywacji [27]. Innym obecnym w komorce silnym
aktywatorem kalpainy, jest izowalerianian karnityny
(produkt przemiany L-leucyny). Dziata on analogicz-
nie jak fosfolipidy [34], Dodanie histonow, zwlaszcza
facznie z fosfolipidami, zwieksza aktywnos$¢ m-kal-
painy wobec niektérych substratéw (kinaz), zaréwno
in vitro jak i w warunkach zblizonych do in vivo.
Aktywacja ta polega na znacznym obnizeniu stezenia
Ca2+ potrzebnego dla aktywnoSci. Aktywacja proteo-
lizy kalpainowej przez histony mogtaby tlumaczy¢
mozliwo$é dziatania m-kalpainy w jadrze. Aktywacja
przez histony wydaje sie odnosi¢ wybiorczo tylko do
niektérych biatek, i to jak sie zdaje poprzez od-
dziatywanie na substrat [45-47]. Réwnocze$nie same
histony sg substratami kalpainy [48]. Nalezy zazna-
czy¢, ze substrat ma wptyw na wrazliwos¢ kalpainy na
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jony Ca2+; optymalne dla dziatania kalpainy stezenie
jonéw Ca2+ moze r6zni¢ sie kilkakrotnie, zaleznie od
substratu [49].

Kalpaina jest typowga endopeptydaza, specyficznie
dziatajgcg na duze biatka pewnych grup. Tnie biatka
na duze peptydy, nie powodujgc ich degradacji do
matych peptydoéw czy nawet do aminokwasow. Hydro-
lizuje na ogot wigzania peptydowe w regionach mie-
dzydomenowych. Kalpaina nie wykazuje specyficzno-
éci wobec aminokwaséw otaczajgcych rozszczepiane
wigzanie. Nieznane sg przyczyny specyficznosci kal-
painy wobec poszczeg6lnych biatek, jak tez wobec
poszczeg6lnych ich regionéw. Przypuszczalnie o spe-
cyficznosci decydujg struktury wyzszego rzedu. Sub-
stratami kalpainy sg niektére enzymy, zwlaszcza kina-
zy, liczne biatka cytoszkieletowe, biatka filamentéw
posrednich, dystrofina, proteoglikany, biatka zwigzane
z mikrotubulami (MAP 1i MAP 2), biatka wiagzace
kalmoduline, niektdre biatka receptorowe, niektore
biatka miofibryli. Substratami kalpainy me sa: biatka
cytosolowe (za wyjatkiem kinaz i fosfataz), biatka
kalmodulino-podobne, a takze natywne biatka miofib-
ryli: aktyna, miozyna i a-aktynina [40, 50-59].

Liczne biatka, w formie ,natywnej” oporne na
dziatanie kalpainy, staja sie jej substratami po czes-
ciowym zdenaturowaniu. Przypuszczalnie defosforyla-
cja zwieksza podatno$¢ biatka na trawienie przez
kalpaine [60]. Natomiast sama kalpaina nie wydaje sie
by¢ regulowana przez fosforylacje [61]. Sadzono
w przesztosci, ze tzw. regiony “PEST” (bogate w proli-
ne oraz aminokwasy kwasne i hydroksylowe), charak-
terystyczne dla biatek krétko-zyjacych, predysponuja
biatko do degradacji przez kalpaine [3, 62], Nie
zostato to jednak potwierdzone.

V. Lokalizacja kalpainy wewnatrz komorki

Kalpaine wykryto we wszystkich badanych dotych-
czas komorkach kregowcdw, a takze nizszych zwierzat
[22,27]. W komdrkach roslinnych enzym taki przypu-
szczalnie nie wystepuje [63]. Kalpaina, zaréwno p-,jak
i m-, jest typowym enzymem wewngtrzkomorkowym,
obecnym zaréwno w cytosolu komdérkowym, jak
i zwigzanym z organelami: btong komdérkowa, mito-
chondriami, retikulum endoplazmatycznym, jagdrami,
strukturami cytoszkieletu [9, 31, 53, 64, 65], a w ko-
morce dzielgcej sie z wrzecionem mitotycznym [40,
66]. W miesniu szkieletowym, w ktérym lokalizacja
kalpainy zostata stosunkowo najlepiej poznana [64,
67], obie formy (p- i m-) zwigzane sg gtdwnie z miofib-
rylami, zwiaszcza z linig Z, ale takze z wymienionymi
wyzej organelami. W sarkoplazmie (cytoplazma ko-
morki miesniowej) kalpaina obecna jest w bardzo
nieznacznej ilosci [64]. Kalpastatyna jest zlokalizowa-
na w komdrce miesniowej tak jak kalpaina. W mies-
niach odnerwionym izwierzat gtodzonych zwigksza sie
koncentracja zarowno kalpainy, jak ikalpastatyny, ale
ich lokalizacja wewnatrzkomérkowa nie ulega zmia-
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nie. Réwniez w wielu innych stanach patologicznych
miesnia prazkowanego wzrasta w nim aktywnos$¢
kalpainy. W przestrzeni miedzykomorkowej normal-
nego miesnia szkieletowego nie wykryto ani kalpainy,
ani kalpastatyny. Natomiast, w warunkach patologi-
cznych, w miesniu odnerwionym lub po gtodzeniu,
kalpaina i kalpastatyna pojawiajg sie w przestrzeni
pozakomorkowej, przypuszczalnie w wyniku uszko-
dzenia btony komorkowej [64, 68-70].

Wzajemna proporcja zawartosci kalpainy i kalpas-
tatyny ma przypuszczalnie zwigzek z regulacjg ak-
tywnosci kalpainy. Ro6zni sie ona zaleznie od regionu
komorki i moze zmienia¢ sie w przebiegu procesow
komérkowych [64, 70], Na przyktad, w komérkach
z hodowli, wewnatrzkomérkowe rozmieszczenie p-
i m-kalpainy oraz kalpastatyny zmienia sie zaleznie od
fazy podziatu komdrki. Mianowicie, w komorkach
bedgcych w fazie spoczynkowej obie formy kalpainy sg
rbwnomiernie rozproszone w cytoplazmie, natomiast
kalpastatyna jest zlokalizowana gtownie wokot jadra.
W czasie mitozy nastepuje koncentracja obu kalpain
W rejonie wrzeciona mitotycznego, oraz zwigzanie
m-kalpainy z chromosomami. Po zakonczeniu mito-
zy m-kalpaina koncentruje sie w okolicy btony komor-
kowej [40, 66],

V1. Rola kalpainy w komorkach

Reakcja hydrolizy wigzania peptydowego, w warun-
kach takich jak wzywym organizmie, jest nieodwracal-
na. Totez, hydrolize kazdego wigzania peptydowego
w danym biatku nalezy traktowaé jak kolejny stopieh
w jego degradacji. Tak wiec, zmiany struktury i wias-
ciwosci danego biatka, wynikte z ograniczonej proteo-
lizy, nalezy traktowac jako nieodwracalne.

Wyjasnienie roli kalpainy w zywym organizmie jest
bardzo trudne z wielu przyczyn. Kalpaina jest obecna
w komoérce gtownie w formie nieaktywnego proen-
zymu, takg tez forme udaje sie wyizolowac¢. Aktywna
forma kalpainy, powstajagca w wyniku jej czeSciowej
autolizy, jest bardzo nietrwata i stanowi najwyzej kilka
procent enzymu zawartego w komdarce. ldentyfikacja
endogennych substratow kalpainy jest rowniez bardzo
trudna, poniewaz dziatanie kalpainy na biatko ograni-
cza sie jedynie do wstepnych etapéw jego degradacji.
Nawet bardzo wrazliwe biatka sg hydrolizowane do
nielicznych wielkich fragmentéw, ktére ulegaja dal-
szemu trawieniu przez mniej specyficzne proteazy
komérkowe. Dodatkowym utrudnieniem w identyfi-
kacji substratow kalpainy jest powszechnos$¢ jej wy-
stepowania. Z tych wszystkich wzgledéw brak dotych-
czas bezposrednich dowodoéw, zar6wno na to jaka jest
rola kalpainy w komoérce, jak i na to jaki jest mecha-
nizm jej dziatania. O roli kalpainy w komdrce mozna
wiec wnioskowac tylko z dowodow posrednich, a mia-
nowicie: 1)z aktywnosci oczyszczonego enzymu wobec
poszczegblnych, oczyszczonych lub natywnych biatek,
2) z efektow dziatania inhibitorow i aktywatoréw
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Tabela 1.
Schemat prawdopodobnych oddziatywan systemu kalpainowego.

Rola kalpainy Efekt proteolizy Przyktady
1.
Zmiana aktywnosci biologicznej Aktywacja lub zmiana sposobu regulacji aktywnosci Kinazy
biatek Fosfatazy
Utrata zdolno$ci oddziatywania na efektor Receptor a-adrenergiczny (utrata
zdolnosci wiagzania biatek G)
Inaktywacja pp3NTs
c-Jun, c-Fos
n

Zmiana ksztattu komérki i/lub  Modelowanie lub dysagregacja struktur komérkowych

organizacji organeli subkomoér-
kowych

I11.
Inicjowanie procesu degradacji
degradacji

kalpainy, 3) z lokalizacji wewnatrzkomérkowej kalapi-
ny, 4) ze zmian stezenia i lokalizacji wewnatrzkomor-
kowej kalpainy i kalpastatyny w przebiegu procesow
komérkowych, 5) ze skutkdw aktywacji w izolowa-
nych komérkach, lub w skrawkach tkankowych, kal-
painy endogennej, badz kalpainy egzogennej (wprowa-
dzonej na przyktad drogg mikroinjekcji). Zwlaszcza te
ostatnie badania, prowadzone w warunkach zblizo-
nych do warunkow in vivo,dostarczajg najcenniejszych
informacji na temat dziatania kalpainy w zywym
organizmie. Na podstawie posiadanych obecnie da-
nych, uzyskanych zwtaszcza w ostatnich latach, mozna
z duzym prawdopodobiefAstwem przypuszczac¢ jaka
jest rola kalpainy w kom@rce.

Efekty ograniczonej proteolizy biatek przez kal-
paine mozna zakwalifikowa¢ nastepujgco: 1) zmiana
aktywnosci (aktywacja badZ inaktywacja), albo zmia-
na mechanizmu regulacji, aktywnego biologicznie biat-
ka; 2) zmiana ksztattu komorki i/lub organizacji
organeli subkomérkowych; 3) wprowadzenie indywi-
dualnego biatka, lub catej organeli subkomorkowej, na
droge degradacji (Tabela 1). Przy czym, ograniczona
proteoliza moze wywotywa¢ w tym samym biatku
wiecej niz 1 z wymienionych efektdw jednoczesnie.
Ponizej przedstawiono przyktady réznych efektow
dziatania kalpainy.

VI-1. Wplyw kalpainy na aktywnos$¢ tub na me-
chanizm dziatania niektdrych enzymow

Przyktadami biatek aktywowanych przez kalpaine
drogg ograniczonej proteolizy sg: kinaza C [71],
hydroksylaza tyrozynowa [72], Vi X czynniki krzep-
niecia krwi [73], czy receptor ,rianodinowy” migénia
szkieletowego [74], Kalpaina moduluje réwniez pro-
ces agregacji ptytek krwi poprzez ograniczong proteo-
lize agreginy [75].

Przyktadami biatek unieczynnianych przez kalpaine
sg czynniki transkrypcyjne c-Fos i c-Jun [76], jak
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Biatka cytoszkieletu
Biatka filamentéw posrednich
Niektére biatka miofibryli

Wybidrcze wprowadzenie biatek i organeli komdrkowych na droge Miofibryle

Niektore biatka miofibryli

réwniez kinaza pp39nts [77]. Wydaje sie, ze kalpaina
moze inaktywowac te biatka réwniez in vivo. W takim
przypadku kalpaina mogtaby mie¢ istotne znaczenie
dla regulacji proceséw transkrypcji oraz proceséw
embriogenezy [76, 77].

Wynikiem dziatania kalpainy jest zmiana mechaniz-
mu regulacji aktywnos$ci pewnych enzymoéw. W taki
sposob kalpaina dziata na niektdre kinazy [47, 71, 78,
79]. Na przykiad, jedna z kinaz C pozostaje w petni
aktywna po odtrawieniu jej czesci regulujacej (okoto
30 kDa). Aktywnos$¢ tajednak przestaje by¢ zalezna od
aktywacji przez jony Ca2+ i przez fosfolipidy [71, 79].
Nalezy podkresli¢, ze efekt ograniczonej proteolizy
kinazy C przez inne proteazy jest analogiczny [80].
Podobnie, dziatanie kalpainy na niektére enzymy
regulowane przez kalmoduling powoduje uniezalez-
nienie ich aktywnos$ci od kalmoduliny. W taki sposob,
na przyktad, kalpaina dziata na kinaze lekkich tan-
cuchéw miozyny [81], Ca2+ — ATPaze [82, 83], czy
kalcyneuryne [84], Innym przyktadem zmiany mecha-
nizmu regulacji aktywnos$ci enzymu przez kalpaine jest
uniezaleznienie aktywnosci kinazy fosforylazy od stop-
nia jej ufosforylowania [27],

Dziatanie kalpainy moze powodowac zmiane umiej-
scowienia enzymu w komdrce, przez uwolnienie go ze
struktur komérkowych. Na przykiad, jadrowa kinaza
histondw jest odtrawiana przez kalpaineg ze ,szkieletu”
jadrowego wraz z kompleksem Kkilku innych biatek
[45, 46],

VI-2. Wplyw kalpainy na organizacje cytoszkiele-
t

Kalpaina moze wptywac na organizacje cytoszkiele-
tu, i w efekcie na ksztatt komorki i rozmieszczenie
organeli, poprzez odcinanie z biatek cytoszkieletowych
ich fragmentéw peptydowych istotnych dla wigzania
z innymi biatkami. Dobrym przykiadem jest skutek
aktywacji p-kalpainy erytrocytow przez jony Ca2+,
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wprowadzone drogg jonoforezy. W efekcie, w krotkim
czasie kalpaina ulega autolizie do formy aktywnej
i rownocze$nie nastepuje degradacja spektryny oraz
zmiana ksztattu erytrocytéw [85]. Innym przyktadem
jest degradacja spektryny soczewki oka przez kalpaine,
wywotana w warunkach zblizonych do warunkéw in
vivo. Degradacji tej towarzyszy reorganizacja cyto-
szkieletu i zmetnienie soczewki [86]. Przypuszczalnie,
réwniez droga modulacji biatek cytoszkieletu, kal-
paina wpltywa na proces mitozy [40], na adhezje
komorek [87], czy tez na strukture i czynno$¢ miesnia
gtadkiego [88].

VI-3. Dziatanie kalpainy na miofibryle mie$nia
prazkowanego

Stosunkowo dobrze poznane zostato dziatanie kal-
painy na miofibryle miesnia prazkowanego. Jest ono
przyktadem zar6wno wplywu na rozmieszczenie or-
ganeli komdrkowych, jak i na zapoczgtkowanie ich
degradacji. Wczesnym efektem dziatania kalpainy na
miofibryle jest usuniecie z nich linii N2 (delikatnej
struktury przebiegajacej réwnolegle do linii Z, zawie-
rajgcej najprawdopodobniej nebuline lub titing). Na-
stepnie usuwana jest linia Z: pojawiajg sie przerwy wjej
ciggtosci i stopniowo linia Z znika catkowicie. Usunie-
cie linii Z wywotuje dezorganizacje miofibryli i uwal-
nianie z nich filamentéw miozynowych i aktynowych
[9, 25, 67],

Pewna pula filamentéw w miofibrylach (5% do
10%) jest kilkakrotnie bardziej mobilna od pozo-
statych [89]. Sa to filamenty umiejscowione w powie-
rzchownych rejonach miofibryli. Biatka tych filamen-
tow maja kilkakrotnie szybszy metabolizm od biatek
filamentéw centralnie potozonych. Wraz ze wzrostem
aktywnosci kalpainy zwieksza sie pula mobilnych
filamentéw, oraz nastepuje przyspieszenie metaboliz-
mu ich biatek [25]. Z kolei, w stanach powodujgcych
wzmozony katabolizm biatek miesniowych (np. w gto-
dzeniu) nastepuje zwiekszenie puli mobilnych filamen-
tow, wzrost aktywnosci kalpainy oraz zawartosci
kalpainy i kalpastatyny w miesniu. Réwnoczes$nie
wzrasta zawarto$¢ odpowiednich mRNA w miesniu.
Przypuszczalnie zatem, kalpaina na drodze specyficz-
nej ograniczonej proteolizy powoduje uwalnianie fila-
mentéw miozynowych i aktynowych z powierzchni
miofibryli oraz uwalnianie duzych peptydéw z nie-
ktorych biatek miofibryli. Wejscie filamentéw na droge
degradacji wydaje sie wiec by¢ uwarunkowane ich
uprzednim uwolnieniem z miofibryli przez kalpaine.
Mozna przypuszczaé rowniez, ze dziatanie kalpainy
warunkuje przeorganizowanie sie duzych jednostek
strukturalnych miofibryli bez ich degradacji. Bytoby to
bardzo korzystne w czasie adaptacji miesnia do zmie-
nionych warunkéw czynnosci, ze wzgledu na oszczed-
no$¢ energii i czasu [64, 68, 90].

Jak przedstawiono wyzej, system kalpainowy wyda-
je sie uczestniczy¢ w regulacji katabolizmu miofibryli.
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Jednak, kalpaina nie trawi gtdwnych biatek linii Z:
a-aktyniny i aktyny, trawi natomiast jakies$ inne niezi-
dentyfikowane biatko/a linii Z, lub jej obrzeza. Kal-
paina nie trawi réwniez zasadniczych biatek filamen-
téw cienkich igrubych, a mianowicie aktyny i miozyny
w ich natywnej formie. Trawi natomiast biatka or-
ganizujace filament cienki — tropomiozyne i tropo-
nine T, oraz filament gruby — biatko C. Szczeg6lnie
warte uwagi jest to, iz kalpaina nie trawi ciezkich tan-
cuchéw miozyny, ktore sg znane z podatnosci na tra-
wienie przez wiekszo$é proteaz [9, 27, 67]. Wydaje sie
wiec, ze system kalpainowy zapoczgtkowujac degrada-
cje niektérych biatek miofibrylarnych, warunkuje dal-
sze trawienie przez inne proteazy zaréwno tych biatek,
jak i innych, nie bedacych substratami kalpainy [25].

VI-4. Inne role kalpainy

Do substratéw kalpainy nalezg liczne receptory
hormonoéw i czynnikdw wzrostu (EGF, PDGF, oraz
receptory estrogenéw, progesteronu, glikokortikoi-
déw). Jednak, nie stwierdzono wptywu dziatania kal-
painy, na wigzania ligandéw przez wiekszo$¢ z tych
receptoréw [27]. Natomiast, zmodulowany przez kal-
paine receptor a-adrenergiczny traci zdolno$¢ interak-
cji z biatkami G [91].

Na osobng wzmianke zastuguje przypuszczalna rola
kalpainy w ukfadzie nerwowym. Jest ona tam obecna
w réznych rodzajach komérek; forma g- przewaza
w neuronach, a forma m- w komaérkach gleju. Kalpaine
wykryto w réznych rejonach neuronu: w ciele komo-
rki, aksonach, dendrytach, w btonach synaptycznych,
w pecherzykach synaptycznych [52, 92-94], Dziatanie
kalpainy w komdrkach tkanki nerwowej moze dawac
réznorodne efekty. Na przykiad, kalpaina przyspiesza
metabolizm mieliny i wydaje sie odgrywac role w pro-
cesie mielinizacji [65, 95], Dziatanie kalpainy jest
prawdopodobnie réwniez bardzo istotne dla reorgani-
zacji kontaktdw synaptycznych, lezacej u podstaw
plastycznosci synaps. Przypuszczalnie wiec, kalpaina
odgrywa wazng role w procesach pamieci [94, 96, 97],
Posrednie dane sugerujg tez, ze zahamowanie aktyw-
nosci kalpainy moze mie¢ wplyw na rozwoj choroby
Alzheimera i zmian starczych w mézgu [98].

VII. Inne proteazy aktywowane przez jony
Ca2+

Wypada wspomniec, ze oprécz kalpainy wtkankach
zwierzecych sg obecne inne, zalezne od jonow wapnia
uktady proteolityczne, aktywne w neutralnym zakresie
pH. Jak sie wydaje, niektore z funkcji tych proteaz
przypisywano w przesztosci kalpainie. Do tej pory
zidentyfikowano conajmniej 4 takie proteazy.

— Furyna — proteaza serynowa zwigzana z apara-
tem Golgiego, powodujaca ,,dojrzewanie” biatek no-
wo-syntetyzowanych [99-101].

— Proteaza serynowa dziatajgca pozakomérkowo,
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trawigca kolagen, fibronektyne i zelatyne, podobna do
IX i X czynnika koagulacji [102, 103].

— Proteaza serynowa trawiaca ,,szkielet” jadrowy
[104]; przypuszczalnie identyczna z multikatalityczng
proteazg, czyli uktadem proteozomalnym [4].

— Ponadto znaleziono aktywowang przez jony
Ca2+ proteaze cysteinowa, rdzng od kalpainy, zwiaza-
ng z frakcjg mikrosomalng. Enzym ten ma udziat
w ,,dojrzewaniu” biatek [105].

VI1Il. Podsumowanie

Jakkolwiek wiedza o mechanizmie dziatania kal-
painy w komorce jest jeszcze bardzo niepetna i uzys-
kana gtdwnie droga dowod6éw posrednich, to kluczo-
we znaczenie kalpainy dla metabolizmu komorki nie
budzi juz dzi$ watpliwosci. Bezwzgledna zaleznos¢ od
jondw Ca2+ oraz wplyw na modulacje struktury
i aktywnosci licznych biatek, podstawowych dla zycia
i funkcji komdrki, w tym kinaz, uzasadnia zaliczenie
kalpain do wtérnych przekaznikéw informacji komar-
kowej. Ponadto obecnos$¢ kalpain wjadrze i wptyw na
stopien ufosforylowania histondw, jak tez przypusz-
czalnie na dtugo$¢ zycia niektérych czynnikéw trans-
krypcyjnych i histon6w, wskazuje na ich udziat w regu-
lacji syntezy biatek.

Przypuszczalne efekty czesciowej proteolizy biatek
przez kalpaineg mozna przedstawi¢ nastepujaco.

- Aktywacja lub inaktywacja czynnosci wielu bia-
ek istotnych dla funkcji komorki.

— Zmiana sposobu regulacji aktywnosci niekto-
rych enzyméw i biatek o podstawowym dla komorki
znaczeniu, polegajaca na nieodwracalnej utracie wraz-
liwosci na czynniki regulujace.

— Woyhbidrcza regulacja degradacji niektérych bia-
fek.

— Regulacja degradacji niektérych organeli sub-
komaérkowych np. miofibryli miesni.

— Zmiana organizacji cytoszkieletu i tym samym
wplyw na zmiany ksztattu komarki i rozmieszczenia
organeli subkomérkowych.

— Wohplyw na niektore procesy podziatu komor-
kowego.

— Whplyw na regulacje syntezy biatek.

— Wohplyw na reorganizacje kontaktow synaptycz-
nych i proces pamieci.
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Wielofunkcyjne biatko RecA Escherichia coli — budowa

| funkcje

Multifunctional Escherichia coli RecA protein — structure and

functions
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Wykaz stosowanych skrétéw: ssDNA — jednoniciowy DNA,
dsDNA — dwuniciowy DNA, rNTP — tréjfosforany rybo-
nukleotydéw, Ssb — biatko wigzace jednoniciowy DNA,
iSDR — indukowana stabilna replikacja (ang. inducible
slabie DNA replication), replisom — kompleks enzymatycz-
ny prowadzacy replikacje

I. Wstep

Gen recA bakterii Escherichia coli zostat odkryty
i nazwany ponad ¢wier¢ wieku temu [1]. Zostat on
sklonowany przez McEntee w 1976 roku [2].
W pierwszych publikacjach biatko to nazywano biat-
kiem X — dopiero Sedgwick udowodnit w 1978 r.,
ze biatko X jest produktem genu recA [3]. Biatko
zostato oczyszczone [4-6],

Biatko RecA posiada liczne aktywnos$ci enzymatycz-
ne: wiagze sie zjedno- idwuniciowym DNA, hydrolizuje
ATP i UTP, katalizuje renaturacje zdenaturowanego
DNA, przeprowadza asymilacje jednoniciowego DNA
do komplementarnego dsDNA, stymuluje proteolize
biatek bakteryjnych (LexA i UmuD) oraz fagowych
(represor cl faga A) [7, 8].

Dzieki tym wiasciwosciom RecA odgrywa w komor-
ce szereg istotnych funkcji: uczestniczy w homologicz-
nej rekombinacji genetycznej, w naprawie DNA, od-
grywa kluczowg role w odpowiedzi SOS [9].

* mgr, Katedra Biochemii, Uniwersytet Gdanski, ul. Ktad-
ki 24, 80-822 Gdansk
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Il. Budowa i charakterystyka biatka RecA

RecA jest biatkiem o masie 37842 Da. Zbudowane
jest z 352 aminokwaséw [10, 11], wsrod ktorych
charakterystyczna jest niewielka zawarto$¢ tyrozyny
(7) i tryptofanu (2). W roztworach RecA przyjmuje
rézne formy w zaleznosci od buforu i stezenia soli,
Brenner [17] scharakteryzowat cztery rézne agre-
gaty tworzone przy braku DNA: monomery, piers-
cienie o $rednicy 12 nm zawierajgce 5 do 8 mono-
merdéw, prety o Srednicy 10 nm i dtugosci 50-200 nm
i duze wigzki pretow.

Z analizy pierwszorzedowej struktury RecA, mody-
fikacji chemicznych oraz analizy mutantéw uzyskano
liczne informacje pozwalajgce na zlokalizowanie funk-
cjonalnych domen w biatku. Dodatkowo przeanalizo-
wano biatka bedace anologami RecA a wystepujace
u innych Enterobacteriaceae. Dane te pozwolily na
stwierdzenie, ze RecA posiada dwa regiony o niskim
stopniu homologii (okoto 40 kohAcowych reszt przy
koncu C i okoto 30 poczatkowych z konca N).
Usuniecie okoto 50 aminokwaséw z konca karbok-
sylowego daje funkcjonalne biatko [12]. Miejsce wig-
zania ATP to reszty 66-73 wigzace grupy fosforanowe
i regiony 106-170 i 257-280 wigzace cze$¢ cukrowa.
Znajduje sie tu sekwencja:
66Gly-Pro-Glu-Ser-Ser-Gly-Lys-Thr, zgodna z tzw.
»motywem A” (Gly/Ala-X-X-X-X-Gly-Lys-Thr/Ser
gdzie X oznacza dowolny aminokwas) wystepujacym
u wielu innych ATP-az a odpowiedzialnym za wigza-
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nie reszty fosforanowej NTP [13], Potencjalne miejsca
wigzania ssDNA to reszty 195-209, natomiast region
156-165 tworzy miejsce wigzania dsDNA [12]. Za
oddziatywanie — fgczenie sie RecA odpowiedzialne sg
pierwsze 33 aminokwasy N-terminalne [14, 15]. Praw-
dopodobnym miejscem wigzania biatek, ktérych pro-
teolize RecA przeprowadza (LexA, UmuD, cl) jest
region pomiedzy 229 i 243 aminokwasem [12]. Ca-
zaux [16] donosi, ze istotny dla funkcji RecA jest
region wokot aminokwasu 204, ktéry ma znaczenie
zarowno w funkcji koproteazy jak i rekombinacji.
Struktura krystaliczna RecA zostata przebadana z roz-
dzielczoécig 2,3 A, ale analiza strukturalna i funkc-
jonalna biatka jest utrudniona z powodu naktadania
sie domen funkcjonalnych [12].

I1-1. Hydroliza NTP

RecA przeprowadza hydrolize wiekszosci naturalnie
wystepujacych rNTP idNTP [18]. In vitro reakcja jest
stymulowana zaréwno przez ssDNA, jak i dsDNA [9,
7]. Hydroliza ATP w obecnosSci ssDNA przebiega
niezaleznie od pH, jest umiarkowanie zalezna od
stezenia soli oraz liniowo zalezna od ilosci RecA.
Hydroliza UTP w obecnosci ssDNA przebiega naj-
wydajniej w pH = 6.2 (lub wyzszym) i nie wykazuje
liniowej zaleznoSci od RecA. W obecnosci dsDNA
hydroliza ATP i UTP zalezy od stezenia soli, nie jest
liniowo zalezna od ilosci RecA a pH optymalne dla
reakcji wynosi 6.2. RecA hydrolizuje ATP réwniez przy
braku DNA ale reakcja zachodzi wtedy bardzo wolno
(wpH = 7,5 predko$¢ hydrolizy jest zmniejszona 2000
razy). RecA posiada pojedyncze miejsce aktywne dla
wigzania i hydrolizy NTP, dlatego ATP i UTP hamujg
wzajemnie swojg hydrolize a niehydrolizowany analog
ATP — ATPyS jest kompetencyjnym inhibitorem
hydrolizy [9, 7]. ADP i ATP stabilizuja odmienne
konformacje biatka RecA — RecA wigzac ATP uzys-
kuje wysokie powinowactwo do DNA. Za istnieniem
takiego allosterycznego mechanizmu przemawia to, ze
domeny w czasteczce biatka odpowiedzialne za wigza-
nie ATP i DNA potozone sg blisko siebie [13]. Roca
i Cox [9] wysuwajg hipoteze, ze hydroliza ATP
zachodzi w filamencie RecA jak , koordynowana fala”,
gdzie hydroliza wjednym monomerze RecA powoduje
hydrolize ATP w kolejnym sasiednim monomerze, za$
odstep miedzy falami wynosi 6-12 monomerow.

11-2. Udziat RecA w odpowiedzi SOS

RecA odgrywa kluczowg role w regulacji odpowie-
dzi SOS w komorce [19-21]. System SOS jest od-
powiedzig komérki na zahamowanie replikacji na
skutek uszkodzenia DNA lub dziatania inhibitoréw.
Najogdlniej proces ten polega na derepresji okoto 20
nieliniowo potozonych gendw, bedacych pod kontrolg
represora LexA, w wyniku czego dochodzi do naprawy
DNA, mutagenezy, zahamowania podziatéw, indukcji
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stabilnej replikacji, zahamowania restrykcji, indukcji
niektérych kolicyn oraz indukcji profagéw. Biatko
LexA jest represorem genow SOS (w tym genow lexA
irecA) idopiero po uszkodzeniu DNA lub zahamowa-
niu jego replikacji dochodzi do ich odblokowania.
W komorce pojawiajg sie wowczas sygnaly indukujace
(ssDNA i dNTP), pod wptywem ktérych biatko RecA
przechodzi w forme aktywowang (RecA*) i w tej
postaci stymuluje LexA, do proteolizy. Kiedy RecA*
doprowadza do niszczenia LexA, dochodzi do od-
blokowania genéw SOS i uruchomienia poszczeg6l-
nych mechanizmdéw SOS. Po przywrdceniu replikacji
spada poziom sygnatow indukujgcych, RecA przecho-
dzi w forme nieaktywowana, rosnie ilos¢ LexA w komo-
rce co prowadzi do ponownej represji genéw SOS przez
LexA [18, 19]. Dokiadniej udziat RecA w procesie
regulacji systemu SOS przedstawita niedawno na ta-
mach ,,Postepéw Biochemir E. Grzesiuk [22].

Do uruchomienia odpowiedzi SOS niezbedna jest
aktywowana forma biatka RecA — RecA*. Aktywacja
RecA polega na zmianie konformacji biatka w wyniku
oddziatywania RecA z ssDNA w obecnosci dNTP. In
vitro RecA przechodzi w forme aktywowang w obecno-
§ci sSDNA i dNTP, przypuszcza sie wiec, ze in vivo
takimi sygnatami indukujacymi aktywacje RecA sg
jednoniciowe fragmenty powstate w wyniku uszkodze-
nia DNA oraz gromadzace sie z powodu zablokowa-
nia replikacji dNTP [23]. RecA* w obecnosci ATP,
ssDNA i Mg2+ peini role koproteazy, stymulujgc
proteolize trzech biatek: represora LexA, biatka
UmuD oraz represora cl faga X. Mechanizm reakcji
proteolizy stmulowanej przez RecA jest zblizony do
reakcji proteaz serynowych [24].

Poza uruchomieniem odpowiedzi SOS RecA uczest-
niczy w nastepujgcych procesach SOS: naprawie re-
kombinacyjnej uszkodzonego DNA, mutagenezie SOS
oraz indukowanej stabilnej replikacji (iSDR).

11-2.1. Stabilna replikacja DNA

Sygnat SOS wywotuje w komdrce indukowang
stabilng replikacje (iSDR, ang. inducible stable DNA
replication). Jest to replikacja, ktéra w odréznieniu od
replikacji zaleznej od miejsc oriC i biatka DnaA,
przewazajgcej w komarce, nie wymaga syntezy biatka
[25]. Replikacja ta rozpoczyna sie z innych miejsc
replikacji, zwanych oriM. Dla uruchomienia i utrzy-
mania iISDR niezbedna jest obecno$¢ aktywowanej
formy biatka RecA (RecA*). Rola RecA* polega naj-
prawdopodobniej na przeksztatceniu replisomu tak, ze
obniza zarowno wiernosc¢ replikacji DNA, jak i wyma-
gania co do reinicjacji. Taka modyfikacja wymaga albo
RecA* jako skiadnika replisomu albo proteolitycz-
nego przeksztatcenia jednego lub wiecej biatek re-
plisomu. Poniewaz jednoczes$nie odkryto, ze w iSDR
uczestniczy RecBC sugeruje sie, ze by¢ moze zaan-
gazowana jest tu rekombinacyjna funkcja RecA [26],
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11-2.2. Mutageneza SOS

W trakcie odpowiedzi SOS dochodzi do zatrzymy-
wania replikacji w miejscu uszkodzenia DNA. Moze
wtedy dojs¢ do wbudowywania nieprawidtowych za-
sad naprzeciw uszkodzenia w matrycowym DNA czyli
do powstawania mutacji (jest to mutageneza SOS).
Aby replikacja mogta przebiega¢ dalej konieczne jest
zablokowanie aktywnos$ci korektorskiej polimerazy
Il (jest ona odpowiedzialna za usuwanie nieprawid-
towej zasady z nowo zsyntetyzowanego DNA). Moz-
liwe jest to po utworzeniu nukleoproteinowego kom-
pleksu tzw. mutasomu, ktory tworzg: biatko RecA,
biatka UmuC i UmuD"' oraz polimeraza 11l [27], Rola
RecA w tym procesie i przebieg mutagenezy zostaty
opisane w cytowanej uprzednio pracy E. Grzesiuk
[22] oraz w [28-33],

11-2.3. Naprawa rekombinacyjna DNA

Rekombinacja homologiczna, mozliwa dzieki biat-
ku RecA, stuzy do naprawy uszkodzenn DNA, gdy nie
istnieje nienaruszona komplementarna ni¢ i informa-
cja potrzebna do usuniecia uszkodzenia pochodzi
z innej czgsteczki DNA. Ten rodzaj naprawy dotyczy
dwuniciowych uszkodzen DNA (np. wigzania poprze-
czne lub podwadjne pekniecia DNA powstate w wyniku
dziatania np. promieni jonizujagcych lub czynikow
chemicznych) oraz DNA z przerwami powstatymi
w trakcie replikacji, gdy replikacja zatrzymywana jest
przy kazdym uszkodzeniu DNA i zaczyna sie od
nowego fragmentu Okazaki (jest to druga mozliwa
droga wznowienia replikacji w miejscu uszkodzenia
obok opisanej w 111.3.2.) [19, 9].

W komdérce E. coli znajduje sie okoto 1200 kopii
biatka RecA, co stanowi 0.02% wszystkich biatek. Po
indukcji odpowiedzi SOS nastepuje prawie 100-krotny
wzrost ilosci RecA w komdrce co stanowi 1-2%
wszystkich biatek E. coli [34]. Po indukcji SOS 90%
biatka RecA znajduje sie w cytoplazmie a okoto 10%
w obu btonach, z czego 95% we frakcji bton wewnetrz-
nych [35]. Wedlug badan Garvey [35] w warun-
kach odpowiedzi SOS frakcje bton komérkowych
wykazujg podwyzszony poziom RecA. Ta zwiekszona
asocjacja RecA z btonami wymaga aktywowanej for-
my biatka (RecA*). RecA wystepujace w btonach wigze
sie specyficznie z kwasnymi fosfolipidami, takimi jak
kardiolipina i fosfatydyloglicerol. Wiazanie to zacho-
dzi w obecnosci dwuwarto$ciowych kationéw Ca2+
i Mg2+. Jednocze$nie wigzanie przez RecA fosfolipi-
déw uniemozliwia oddziatywanie biatka z DNA, co
sugeruje, ze fosfolipidy oddziatywujg z miejscem wig-
zania DNA w czasteczce RecA [36], Fizjologiczna
funkcja wigzania fosfolipidow przez RecA w trakcie
odpowiedzi SOS pozostaje niewyjasniona.

I1l. Udziat biatka RecA w rekombinacji

Wymiana nici jest kombinacjg trzech istotnych mole-
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kularnych proceséw: homologicznego sparowania
dwéch czasteczek DNA, wymiany nici polegajgcej na
wymianie pojedynczych zasad miedzy dwoma termo-
dynamicznie rownowaznymi partnerami, i rotacji DNA.
Rotacja wynika z helikalnej budowy DNA. W zasadzie
ktérykolwiek, kazdy lub zaden z tych proceséw moze
by¢ powigzany z hydroliza ATP przez RecA [9],
W typowej wymianie 3 nici zachodzacej in vitro na-
stepuje hydroliza okoto 100 ATP na jedng pare zasad
tworzonego heterodupleksu DNA [37]. Aktywna for-
ma RecA jest filament nukleoproteinowy, gdzie DNA
jest potozone w wewnetrznej przestrzeni filamentu,
ktéry moze angazowac tysigce monomeréw RecA [9].

Zaproponowano rowniez, ze biatko RecA dzieki
swojemu udziatowi w rekombinacji, jest potrzebne do
wiasciwego rozdziatu chromosomu do dwéch komé-
rek potomnych [38].

I11-1. Wiazanie RecA z DNA

RecA wigze sie zjednoniciowym DNA (ssDNA) oraz
dwuniciowym (dsDNA) [9]. Wigzanie RecA z ssDNA
zachodzi in vitro bez udzialu dodatkowych kofak-
torow. Kompleksy RecA/ssDNA powstajg réwniez
w obecnosci dNTP ale obserwuje sie wtedy ich
przyspieszong dysocjacje: przy braku dNTP czas p6t-
trwania kompleksu wynosi 10 min., natomiast w ich
obecnosci maleje do okoto 20 sekund [7]. RecA wiaze
siec z DNA wzdluz mniejszego rowka i szkieletu
fosforanowego, z zasadami dostepnymi w gtéwnym
rowku filamentu [9]. Tworzenie filamentu nastepuje
w kierunku 5'-3' na ssSDNA oraz na dsSDNA z przerwg
(w stosunku do nici inicjujgcej lezacej naprzeciw
przerwy, gdzie rozpoczyna sie tworzenie filamentu)
[9]. Podobnie przebiega tworzenie kompleksow
RecA/dsDNA z jednoniciowg przerwg gdzie nukleo-
proteinowy filament tworzy sie w miejscu uszkodzenia
[9]. Inaczej natomiast zachodzi wigzanie RecA do
nieuszkodzonego dsDNA: proces jest zalezny od pH
(pH optymalne wynosi 6.2), jest wrazliwy na stezenie
soli oraz wymaga obecnosci ATP, UTP lub ATPyS
(stabilizujacego kompleks RecA/DNA) [18, 39, 40].
Stabilne wigzanie w obecnosci ATP wymaga systemu
regeneracji ATP aby zapobiec akumulacji ADP. Reak-
cja ta zachodzijednak bardzo wolno (dlatego uwazano
poczatkowo, ze RecA nie wigze dsDNA), wyjatek
stanowi tu dsDNA z zaktdceniami w strukturze takimi
jak rejony bogate w pary A-T [41], uszkodzenia lub
rejony tworzace forme Z DNA [9, 7] lub podwyzszenie
temperatury [41]. Z jednym monomerem RecA wigze
sie — w przypadku dsDNA 6 [42] lub wedtug [43]
8 nukleotydow, natomiast dla sSDNA 3-4 nukleoty-
dy [6].

Ogladany w mikroskopie elektronowym kompleks
RecA-dsDNA jest prawoskretng helisg, ktdrej jeden
skret zawiera 6,2-6,4 czasteczek RecA i 18,6 par zasad
DNA [42]. Diugoag¢ konturu kompleksu jest o 50%
dtuzsza niz natywnego dsDNA. Egelman i Sta-
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siak [44] doniedli, ze skok i $rednica helikalnego
filamentu kompleksu RecA-dsDNA wynosity odpo-
wiednio 9,5 i 11,5 nm. Wymiary helisy sg zmienne
i zalezg od stezenia jonow Mg++, kofaktora nukleo-
tydowego, pH lub obecnosci SSB [9]. Helikalna
struktura kompleksu RecA/DNA jest r6zna w zalezno-
sci od tego, czy uczestniczy w nim ssDNA czy dsDNA
[45,46]. Analiza rozpraszania neutronéw pod matymi
katami umozliwita rozréznienie dwoch struktur heli-
kalnych RecA: kompleksu z DNA w obecnosci ATPyS
z okoto 6 czasteczkami RecA przypadajgcymi najeden
skret helisy i odpowiadajgcego aktywnej formie en-
zymu oraz drugiej formy (zwigzanego z ssDNA przy
braku ATP, lub z ATpyS przy braku DNA lub samego
biatka) z okoto 5 czagsteczkami RecA przypadajgcymi
na skret, co odpowiadato warunkom nieaktywnego
enzymu [47], Filament efektywnie usuwa inne biatka
wigzace DNA [9].

I11-2. Proces wymiany nici

RecA stymuluje zar6wno renaturacje komplemen-
tarnego ssDNA jak i wymiane nici DNA pomiedzy
homologicznymi czgsteczkami ssSDNA i dsDNA. Jest
to proces wieloetapowy skiadajacy sie z pokrycia
ssDNA przez biatko RecA, homologicznego dopaso-
wania i wymiany nici DNA, polarnego wydtuzenia
potgczonego heterodupleksu DNA [48]. Na poczatku
RecA wiaze sie zssDNA w etapie zwanym presynapsa.
ATP lubjego niehydrolizowalny analog ATPyS zwiek-
sza stabilnos¢ tego oddziatywania [49] ijest wymaga-
ny do utworzenia kompleksu, ktory jest aktywny
w parowaniu DNA [50, 51]. Wigzanie ATP przez
RecA indukuje stan wysokiego powinowactwa do
wigzania DNA, co reprezentuje ,aktywng” forme
biatka, ktére jest zdolne zar6wno do wymiany nici
DNA jak i ulatwia ciecie represora [48]. Ten stan
umozliwia biatku RecA usuniecie biatka SSB oraz
rozwiniecie dupleksu DNA. Biatko RecA moze by¢
aktywowane przez NTP [15] lub in vitro odpowiednio
przez wysokie stezenie soli [52] lub RNA i heparyne
[53]. Kompleks hydrolizuje ATP z predkoscig 25-30
czasteczek ATP/min/monomer RecA [17,41], Wedtug
Kima i wsp. [54] hydroliza ATP przez RecA
w wymianie nici stuzy do umozliwienia ominiecia
strukturalnych barier, ktdre moga sie pojawi¢ w czasie
naprawy rekombinacyjnej DNA oraz jest istotna
wwymianie nici w przypadku udziatu 4 nici DNA [55].
Gdy ATP jest hydrolizowane, powinowactwo powsta-
tego kompleksu ADP-RecA-DNA jest zmniejszone
i RecA moze potencjalnie oddysocjowaé z ssDNA
[48]. Kompleks presynapsy jest wrazliwy na obecno$é
ADP — rozpada sie, gdy stosunek ADP do ATP
przekracza 1:3,3 [39]. Stad ATP i inne NTP [15]
w reakcji wymiany nici za posrednictwem RecA od-
grywaja role cyklicznego czynnika, ktérego wigzanie
i hydroliza modulujg powinowactwo RecA do ssDNA
[48]. Energia hydrolizy ATP nie jest wykorzystywana
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per se w reakcji wymiany nici [48]. Kompleks presyna-
psy wydaje sie istotny w nastepnych reakcjach szuka-
nia homologii i polarnego transferu nici. Lauder
1Kowalczykowski [56] zauwazyli, Ze poszcze-
gélne podjednostki w obrebie filamentu presynapsy
biatka RecA sa sobie nierownowazne (filament jest
asymetryczny wzgledem powinowactwa do NTP), co
mogtoby wyjasni¢ jak biatko RecA jest w stanie
rozrézniaé rézne czasteczki DNA podczas parowania
homologicznego. Gdy sekwencja komplementarna do
ssSDNA bedacego w kompleksie z RecA jest obecha
w innej czasteczce DNA, kompleks presynapsy tworzy
potaczenie z DNA. Po tym nastepuje ukierunkowany
transfer nici, ktory zachodzi w kierunku od 5' do 3
w stosunku do ssDNA w kompleksie presynapsy aby
ukonczy¢ wymiane nici réwnoczesnie z hydrolizg ATP
[11]. W nastepnej fazie wymiany nici DNA, synapsie
substratow DNA, rozciggniety helikalny filament
ssDNA-RecA aktywnie uczestniczy w parowaniu z in-
ng czasteczkg DNA aby utworzyé kompleks nukleo-
proteinowy zawierajacy 2 czagsteczki DNA. Powstajg-
ca potgczona czasteczka heterodupleksowa DNA (za-
wierajgca po nici z kazdej czasteczki rodzicielskiej) jest
powiekszana. Wymaga to ciggtej hydrolizy ATP iprze-
biega z predkoscig okoto 10 par zasad/s [9]. Powiek-
szanie heterodupleksu przebiega w kierunku 5'-3'
w stosunku do usunietej (niekomplementarnej) nici
[57]. Polarnosc¢ reakcji zaleznej od biatka RecA prawie
na pewno wynika z ukierunkowanego wigzania RecA
na ssSDNA [58] oraz hydrolizy ATP [59],

Howard-Flanders i wsp. [60] zapropono-
wali model mechanizmu transferu nici przez RecA
opierajac sie na zatozeniu, ze monomer RecA ma
2 miejsca wigzania DNA, gdzie moze wigza¢ ssDNA
jak i dsDNA. Istnienie takich miejsc potwierdzity
doSwiadczenia M iillera [61].

Horii [11] proponuje alternatywny model oparty
na zatozeniu, ze monomer RecA posiada pojedyncza
domene dla wigzania tancucha polinukleotydowego
oraz ze w obecnosci ATP dwie czasteczki RecA tworza
dimer jako podstawowg jednostke wigzania z DNA
i wigzanie RecA do fancucha polinukleotydowego
indukuje strukturalng zmiane biatka RecA, ktora
powoduje wieksze powinowactwo do nastepnej czgste-
czki RecA. Model ten wyjasnia polarng polimeryzacje
biatka RecA na ssDNA i polarny transfer nici DNA
przez RecA oraz tworzenie czasteczki potgczonej DNA
oraz kinetyke reakcji wymiany nici [11].

Biatko SSB wplywa na prawie wszystkie procesy
zalezne od RecA: hamuje renaturacje DNA promowa-
ng przez RecA; stymuluje aktywnos$¢ ATP-azy zaleznej
od ssDNA [62] i wymiane nici [63]. W warunkach
umozliwiajacych wymiane nici, RecA kolejno usuwa
zwigzane SSB tworzac nasycony nukleoproteinowy
filament [58, 64, 41, 65]. Ten nasycony kompleks jest
bardziej stabilny niz nieciggly kompleks tworzony
przy braku SSB [66].

In vitro tworzenie heterodupleksu DNA wymaga
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3 wyraznych funkcji enzymatycznych: na poczatku
aktywnos$¢ helikazy enzymu RecBCD inicjuje tworze-
nie heterodupleksu DNA przez rozwijanie liniowej
dwuniciowej czasteczki DNA do przejSciowej formy
jednoniciowego DNA; nastepnie RecA wigze to DNA
zanim ponownie si¢ ono sparuje; na koricu RecA
katalizuje reakcje parowania czasteczki DNA z inng
czasteczkg ssDNA, po czym nastepuje renaturacja
tych czasteczek aby utworzy¢ heterodupleks [67].
Enzym RecBCD dostaje sie na czasteczke liniowego
dsDNA na jej koncu i porusza sie szybko wzdtuz
czasteczki rozwijajac DNA. W obecnosci SSB, ponow-
ne parowanie ssDNA za enzymem nie zachodzi, po-
wstajg czasteczki sSDNA catkowicie pokrytego SSB
[67, 68, 48]. RecBCD uczestniczy tez w pbzniejszej
fazie rekombinacji, przy rozdzielaniu rekombinantéw
[69, 70]. Biatko RecA jest czynnikiem koniecznym
w naprawie rekombinacyjnej. Uczestniczg w niej, poza
biatkiem RecA produkty genéw: recB, recC, recD,
recF, recN, recJ i ruv [70].

IVV. Podsumowanie

Biatka o podobnej funkcji i strukturze jak biatko
RecA Escherichia coli odkryto u bardzo licznych
gatunkow Prokariota (patrz [9, 71]). Te analogi RecA
wykazujg aktywnos¢ w rekombinacji homologicznej
oraz zapewniajg bakteriom odporno$¢ na czynniki
uszkadzajagce DNA. Ponadto u licznych Eukariota (od
drozdzy po cztowieka) stwierdzono obecnos¢ biatek
stymulujgcych wymiane nici DNA. Wszechobecnos$¢
oraz wysoki stopien homologii analogéw RecA suge-
ruje, ze gen recA powstat bardzo wcze$nie w toku
ewolucji, by¢ moze przed rozejsciem sie drég Prokario-
ta i Eukariota.

Poniewaz RecA i biatka o podobnej funkcji wy-
stepujace u innych bakterii odgrywaja tak wazng role
w rekombinacji homologicznej oraz naprawie uszko-
dzonego DNA mozna przypuszczaé, ze biatka te sg
waznym czynnikiem warunkujgcym genetyczng réz-
norodno$¢ oraz ewolucje bakterii. Udziat RecA w na-
prawie uszkodzonego DNA sugeruje takze, ze gen ten
zapewnia bateriom odporno$é na czynniki uszkadza-
jace DNA (np. promieniowanie UV) a co za tym idzie
opanowanie coraz to nowych ekosystemoéw [71].

Pomimo, ze ostatnie lata przyniosty wiele nowych
informacji o budowie, funkcjach oraz procesach w kté-
rych RecA E. coli uczestniczy, biatko to nadal wyma-
ga dalszych badan min. nad oddziatywaniami
RecA/DNA, rekombinacjg i naprawg DNA czy iSDR.

Artykut otrzymano 18 stycznia 1993 r.
Zaakceptowano do druku 25 maja 1993 r.
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Aktywnosc¢ biologiczna lipidéw rezorcynolowych

Biological activity of resorcinolic lipids
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I. Wprowadzenie

Grupa zwigzkéw biologicznych okreslana jako lipi-
dy jest zgodnie z klasyfikacja Katesa [1] bardzo
szerokg i niejednorodng. Obejmuje ona ogromng
liczbe zwigzkéw w tym i grupe zwigzkéw nazywang
lipidami fenolowymi lub dtugotancuchowymi fenolami

* doc. dr hab., Instytut Biochemii Uniwersytetu Wroctaws-
kiego, ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148 Wroctaw
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I.  Introduction
I1. Effect of resorcinolic lipids on nucleic acids metabolism
I1l. Effect of resorcinolic lipids on activities of enzymatic
proteins
IV. Amphiphilic properties and the effect of resorcinolic lipids
on biological membranes
1V-1. Interaction of resorcinolic lipids with phospholipids
and phospholipid bilayer membrane
1V-2. Interaction of resorcinolic lipids with proteins and
biological membranes
V. Resorcinolic lipids as modulators of lipid oxidation
V1. Concluding remarks

[2]. Do zwigzkéw tych naleza dwa gtéwne typy — te,
ktérych tancuch weglowodorowy jest izoprenoidowy,
podobnie jak w a-tokoferolu, wywodzace sie bio-
genetycznie ze szlaku kwasu mewalonowego oraz te,
ktorych taincuch jest prosty, nieizoprenoidowy wywo-
dzacy sie ze szlaku poliketydowego podobnie jak kwas
6-pentadecylosalicylowy.

Przedmiotem tego opracowania bedg zwigzki nale-
zace do jednej z klas nieizoprenoidowych lipidow
fenolowych, a mianowicie lipidy rezorcynolowe, bedga-
ce wyzszymi homologami orcyny (1,3-dihydroksy-
-5-metylobenzenu). Poczatkowo sadzono, ze lipidy
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rezorcynolowe wystepujg jedynie w Swiecie roslin-
nym, ito tylko u przedstawicieli jednej rodziny — Ana-
cardiaceae. Pierwszym gatunkiem, u ktérego stwier-
dzono wystepowanie lipidéw rezorcynolowych nazwa-
nych bilobolami byt Gingko biloba [3, 4]. Pd&zniej
wykazano obecno$¢ lipidow rezorcynolowych (5-n-
alk-(en)ylorezorcynoli) réwniez u innych gatunkéw
nalezagcych do tej rodziny, jak réwniez do innych
rodzin krélestwa roslin, w tym do roslin zbozowych
[5-7]. Ich obecno$¢ stwierdzono rowniez w $wiecie
organizméw prokariotycznych. W trakcie badan regu-
ta byto nadawanie nowowykazanym zwigzkom réz-
nych nazw, najczesciej wigzacych sie ze zrédiem ich
wystepowania. Tendencja ta doprowadzita do sytuacji,
w ktorej zwigzki o chemicznie identycznej budowie
czasami noszg kilka réznych nazw zwyczajowych.
W tabeli 1przedstawiono poszczeg6lnych przedstawi-
cieli lipidéw rezorcynolowych wraz z ich nazwami
zwyczajowymi. Cechg wspblng dotychczas poznanych
lipidéw rezorcynolowych jest ich wystepowanie w ze-
wnetrznych warstwach owoc6éw lub nasion.
Czasteczki lipidow rezorcynolowych charakteryzu-
ja sie posiadaniem prostego, nieparzystoweglowego
tancucha weglowodorowego o dtugosci zaleznej od

Tabela 1.

Najczesciej wystepujace lipidy rezorcynolowe iich nazwy zwyczajo-

bilobol Cl5
kardol Cl5

/\,, grewillol CI3
/‘K/ \ persoonol Cli
HO OH ardisiol  CI3
R
|
[\
(| metylokardol CI5
HO N | I\ OH
CH,
R
| P .
kwas merulinowy A C17
| r \ kwas gingkolowy C15
I'N [/ \ OH
HO OH
O
I R
2-oksoalkilorezorcynol
A
HO OH
R
panosialina CI5
HO,SO OSCKH

R — tanicuch zawierajacy nieparzysta liczbe atoméw wegla (od 7 do
29). Najcze$ciej wystepujg homologi C15-C23.
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zrodta pochodzenia lipidu. Lancuch ten jest nasycony,
lub moze zawiera¢ od jednego do trzech wigzan
podwdjnych, z reguty o konfiguracji cis ulokowanych
najczesciej przy atomach wegla C8, Cli i Cl4. Lipidy
rezorcynolowe wystepujg jako mieszaniny zawierajgce
co najmniej kilka homologéw. W wiekszosci materia-
tow za wyjatkiem roslin trawiastych (Gramineae),
w tym zbdz oraz komoérek bakteryjnych wykazano
jedynie kilka typéw homologow, najczesciej trzy, réz-
nigcych sie dtugoscia tancuchéw, lub (i) stopniem ich
nienasycenia. Regulg jest wystepowanie pochodnych
o 15i 17 weglowych nasyconych i nienasyconych tan-
cuchéw bocznych np. [8]. Trawy a szczeg6lnie ziarnia-
ki zb6z charakteryzujg sie wystepowaniem najwiekszej
liczby homologéw od C 13 do C27, przy czym kazdy
z nich moze wystepowac jako nasycony, jednonienasy-
cony oraz dwunienasycony [9-14]. Podobnie szerokie
spektrum homologéw wystepuje w komorkach bak-
terii z rodzaju Azotobacter, z tym ze wykazano jedynie
obecno$¢ homologdw nasyconych [15-18]. Oprécz
5-n-alk(en)ylorezorcynoli zaréwno w ziarniakach zboz
jak i komorek bakteryjnych stwierdzono wystepowa-
nie mniejszych ilosci ich pochodnych. W tabeli 2 przed-
stawiono wystepowanie dotychczas poznanych homo-
logéw lipidéw rezorcynolowych. Nalezy zaznaczyé¢, ze
analiza chromatograficzna ekstraktow acetonowych
z ziaren zb6z wykazuje obecnos¢ jeszcze co najmniej
4 pasm podobnie reagujacych z solami dwuazonio-
wymi co alk(en)ylorezorcynole. Jednym z nich sg
ostatnio zidentyfikowane 5-(2-oksoalkilo)rezorcynole
oraz 5-(2-oksoalkenylo)rezorcynole [19].

Zainteresowanym chemizmem, izolacjg oraz analiza
lipidéw rezorcynolowych a takze innych lipidow feno-
lowych polecam publikacje Tymana [2] oraz Lo-
renza i Hengtrakul [20].

Mimo wykazania obecnosci tych nietypowych zwig-
zkéw lipidowych w coraz to wiekszej ilosci organiz-
mow ich biologiczna aktywno$¢ irola w fizjologii, oraz
regulacji proceséw metabolicznych jest poznana w nie-
wielkim stopniu. Wykazanie wystepowania dtugotan-
cuchowych homologow orcyny w ziarniakach zhoz
[5-7], a szczegdlnie w produktach zbozowych opar-
tych na frakcji przemiatowej otrab [21, 22] powoduje,
ze istotnym problemem staje sie poznanie i wyjasnienie
roli tych zwigzkow jako sktadnikow diety wprowadza-
nych wraz z pokarmem do organizmu zaréwno ludz-
kiego jak i zwierzat hodowlanych — patrz np. [20],

Badania aktywnos$ci biologicznej lipidow rezorcy-
nolowych wykazaty ich silne cytotoksyczne i anty-
nowotworowe dziatanie [23-25]. Najwyzszg aktyw-
no$¢ wykazano dla homologéw zawierajacych 11 do
15 atomow wegla w tarcuchu (ED50 < 10"5 M) przy
czym stwierdzono, ze wigzanie podwadjne w tancuchu
bocznym czterokrotnie zwieksza dziatanie cytotok-
syczne alkilorezorcynolu [25]. Wykazano réwniez, ze
dla wykazywania aktywnosci antynowotworowej nie
jest istotna obecnos$¢ grup karboksylowych przy piers-
cieniu lipidu rezorcynolowego [23]. Ze wzgledu na
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Tabela 2.

Wystepowanie lipidéw rezorcynolowych w materiatach

biologicznych.

Zrédio
rosliny
wyzsze

mchy
porosty

grzyby

glony

bakterie

obszerno$¢ tematu, w tym opracowaniu omoéwione
zostang jedynie biochemiczne aspekty aktywnosci bio-

Rodzina

Anacardiaceae

Araceae
Compositae
Ginkgoaceae
Gramineae

Iridaceae
Leguminosae
M yrsinaceae

Myristicaceae

Primulaceae
Proleaceae

Basidiomycetes

Actinomycetes
Hypnomycetes
Sargassaceae

Rodzaj

Anacardium
Gluta
Mangifera
Melanorrhoea
Campnosperma
Pistacia
Philodendron
Baccharis
Gingko

Secale
Triticum
Hordeum
Panicum
Agropyron
Bromus
Elymus
Dactylis
Arrhenatherum
Alopecurus
Festuca

Iris

Ononis
Rapanea
Ardisia
Knema

Virola
Lysimachia
Grevillea
Hakea
Opisthiolepis
Persoonia
Cardwellia
Pterophila
Sphaerophorus
Evernia

Anzia
Merulius
Phlehia
Phoma
Corticium
Verticiladiella
Streptomyces
Stemphylium
Cystophora
Caulocystis
Mycobacterium
Azotobacter
Pseudomonas

logicznej lipidéw rezorcynolowych.

I1. Wplyw lipidow rezorcynolowych na meta-
bolizm kwaséw nukleinowych

Jednym z mozliwych mechanizmoéw dziatania lipi-
déw rezorcynolowych na komdrki jest bezposredni
wplyw na strukture i metabolizm kwaséw nukleino-
wych. Badajac siedemnastoweglowy kwas alkilorezor-
cynolowy (kwas merulinowy A) wykazano, ze w steze-
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niach 100 pg/ml hamuje on catkowicie synteze DNA,
RNA a takze synteze biatka w komdrkach Bacillus
brevis [26]. Podobnie inhibicyjne witasciwosci posiada-
ja roéwniez 5-n-alkilorezorcynole co wykazano na
przyktadzie 5-n-decylorezorcynolu. Zwigzek ten ha-
mowat catkowicie synteze obu kwaséw nukleinowych
w izolowanych tymocytach szczurzych w stezeniu
50 pM [27]. Interesujacg obserwacja jest wykazanie, ze
5-n-tridecylo oraz 5-n-pentadecenylorezorcynole z
Hakea triufurcata maja zdolno$¢ do stymulowanego
przez jony Cu2+ nacinania nici replikacyjnej formy
plazmidowego DNA <I>X174 [28], jak réwniez DNA
grasiczego (Szmidzinski i Kozubek — dane
niepublikowane). Aktywnos¢ ta jest silniejsza w obec-
nosci tlenu, co sugeruje istotng role w tym procesie
wstepnego utlenienia pierScienia benzenowego przy
weglu C-4. ROwniez wzrost aktywnoS$ci zwigzany ze
zwiekszaniem dtugosci tancucha alifatycznego wska-
zuje, ze interakcja czasteczek alkilorezorcynoli z po-
dwojng helisa DNA odbywa sie poprzez whudowanie
tancucha do jej wnetrza. Doktadny mechanizm nacina-
nia fancucha kwasu nukleinowego wymaga jednak
jeszcze wyjasnienia. Ostatnie badania wykazaly, ze
lipdy fenolowe, w tym ialkilorezorcynole iich pochod-
ne w stezeniach rzedu mikrogramow/ml wykazuja
réwniez zdolno$¢ do kompetycyjnej inhibicji odwrot-
nej transkryptazy wiruséw biataczki mysiej oraz pta-
siej mieloblastozy [29, 30].

I, Wplyw lipidéw rezorcynolowych na ak-
tywnosci biatek enzymatycznych

Pochodne 5-n-tridecylo, 5-n-pentadecylo oraz 5-
n-nonadecylorezorcynolu o sulfonowanych obu gru-
pach hydroksylowych, nazwane panosialing [31, 32],
wydzielane przez Streptomyces wykazujg zdolno$é do
hamowania aktywnosci takich enzyméw jak sialidazy
PR8, Narashino, HVJ, kwasnej fosfatazy oraz poli-
galaktouronazy. Stezenie wymagane dla potowicz-
nej inhibicji badanych enzymoéw wahato sie od
0,6 x 10”5 M do 5,6 x 10"5 M i zalezato gtéwnie od
dtugosci tancucha alifatycznego panosialin [31]. Row-
niez swoisto§¢ w stosunku do badanych enzyméw
zalezata od diugosci tancucha. Sialidaza PR8 hamowa-
na byla w stopniu odwrotnie proporcjonalnym do
dtugosci tancucha podczas gdy stopien inhibicji pozo-
statych enzyméw byt do niej proporcjonalny. Wykaza-
no réwniez, ze 5-n-alk(en)ylorezorcynole oraz alkilofe-
nole z Gingko biloba wykazujg zdoIno$é do hamowania
aktywnosci enzymdw dehydrogenazowych, takich jak
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanu, dehydrogenaza
mleczanowa oraz dehydrogenaza izocytrynianowa
[33]. Diugotancuchowe lipidy rezorcynolowe (C-10
— C-19) w stezeniach 10-4 M i nizszych hamowaty
oddychanie komdrek drozdzy [34], bakterii (Bacillus
cereus,, Micrococcus lysodikticus) [35], tymocytéw
[27] oraz izolowanych mitochondriow. Zwigzki te
hamowaty utlenianie NAD-zaleznych substratow [36]
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wykazujgc rotenonopodobne dziatanie.

IV. Wiasciwosci amfifilowe i wplyw lipidow
rezorcynolowych na btony biologiczne

Poniewaz szereg istotnych proceséw metabolicz-
nych komorki jest zwiagzanych posrednio lub bezpo-
$rednio z biologicznymi strukturami btonowymi, istot-
nym jest poznanie wptywu lipidow rezorcynolowych
na strukture i funkcje tych bion.

Obecnos¢ w czasteczce lipidow rezorcynolowych
wyraznie oddzielonych regionéw hydrofilowych (pier-
$cien dwuhydroksybenzenowy) oraz hydrofobowych
(tancuch alifatyczny) wskazujg na amfifilowy charakter
tych zwigzkdw. Wiegkszo$¢ dotychczasowych badan
w tym zakresie prowadzono na lipidach rezorcynolo-
wych izolowanych z ziaren zbdz, tak wiec dane dotyczg
szerokiego spektrum homologéw. Ze wzgledu na matg
polarno$¢ czesci hydrofilowej lipidy rezorcynolowe
wykazujg praktyczng nierozpuszczalno$¢ w wodzie.
Wykazano, ze zwiazki te tworzg bardzo stabilne btonki
monomolekularnej grubosci [34, 37,38], W warstwach
monomolekularnych pierScienie dwuhydroksybenze-
nowe diugotarnicuchowych czasteczek lipidow rezor-
cynolowych zorientowane sa prostopadle do powierz-
chni subfazy [38], a wielko$¢ zajmowanej przez nie
powierzchni zalezy zaréwno od dlugosci tahncucha
alifatycznego jak i stopnia jego nienasycenia. Przy tej
samej wartosci cisnienia powierzchniowego czasteczki
o nienasyconych tafncuchach zajmuja wiekszg powierz-
chnie niz czasteczki o tancuchach nasyconych. Wzrost
dtugosci tancucha alifatycznego rdéwniez powoduje
zwiekszenie tej powierzchni [34], Powierzchnia zaj-
mowana przez czasteczki lipidow rezorcynolowych
zalezy takze od temperatury. W temperaturach do 5°C
obserwuje sie kondensacje czasteczek zawierajgcych
farncuchy nasycone (graniczna powierzchnia 0.27 nm?2),
natomiast wtemperaturach powyzej 35°C nastepuje jej
zwiekszenie do 0.40 nm2 [37]. Obecno$¢ w tancuchu
wigzania podwojnego zapobiega kondensacji czgste-
czek w niskich temperaturach [38]. Badajgc wptyw pH
subfazy na wiasciwosci jednowarstwowych btonek
lipiddw rezorcynolowych Kato i wsp. wykazali, ze
obecno$¢ w czasteczkach tych zwigzkéw dtugich tan-
cuchow alifatycznych istotnie przesuwa wartosci pKa
(od 9.3 wykazywanej dla rezorcynolu, do co najmniej
12) [38].

Lipidy rezorcynolowe charakteryzujg bardzo niskie
wartosci krytycznego stezenia micelarnego. Wartosci
CMC, wyznaczane dla réznych homologéw przez
badanie solubilizacji 1,6-difenylo-1,3,5-heksatrienu,
zawieraty sie w zakresie od 0.35 do 4.0 pM zaleznie od
dtugosci i stopnia nienasycenia tancucha alifatycz-
nego (Kieleczawa i Kozubek — dane niepub-
likowane). Wraz ze wzrostem pH roztworu wartosci
CMC ulegaja 5-krotnemu zwiekszeniu dla homologow
jednonienasyconych, a 13-krotnemu dla homologow
nasyconych.
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IV-1. Interakcja lipidéw rezorcynolowych z fos-
folipidami oraz dwuwarstwowg btong fos-
fotipidowg

Lipidy rezorcynolowe charakteryzujac sie wysokimi
wartosciami wspotczynnika podziatu oktanol/woda
[34] tatwo wbudowujg sie do dwuwarstw fosfolipido-
wych powodujac istotne zmiany w ich strukturze oraz
wiasciwos$ciach. Wraz ze wzrostem ilosci lipidow rezo-
rcynolowych w btonach liposoméw lecytynowych ob-
serwuje sie istotne zmiany wilasciwosci termotropo-
wych fosfolipidu. W niskich stezeniach btonowych
zarowno nasycone jak i nienasycone homologi wyka-
zujg dobrg mieszalnos¢ z fosfolipidami. Zwiekszenie
ilosci alk(en)ylorezorcynoli w dwuwarstwie powoduje
zjawiska zwigzane z rozdzielaniem faz — poszerzanie
przejscia oraz powstawanie dodatkowych przejs¢ fazo-
wych. Nastepuje rowniez przesuniecie gtbwnego przej-
Scia fazowego w strone wyzszych temperatur [39].
Badajac wptyw niskich stezer btonowych (5-20 mol%)
dwu homologow CI17 — nasyconego oraz jedno-
nienasyconego [40], stwierdzono ich rézny wptyw na
wiasciwosci termotropowe dwupalmitoilofosfatydylo-
choliny. Homolog nasycony w stezeniach powyzej
10 mol% powodowat zanik przedprzej$cia, wzrost
temperatury oraz entalpii przejscia fazowego a takze
jego ponad trzykrotne poszerzenie. Homolog nienasy-
cony powodowat przesuniecie przedprzejscia w strone
wyzszych temperatur, podobne do homologu nasyco-
nego poszerzenie gtéwnego przejscia, lecz obnizenie
entalpii tego przejScia. Dodatkowo w stezeniach powy-
zej 15 mol% obserwuje sie procesy zwigzane z separa-
cja faz w mieszaninie fosfatydylocholiny z lipidem
rezorcynolowym [39, 40]. Obecno$¢ lipidéw rezor-
cynolowych w dwuwarstwie pecherzykéw lecytyno-
wych powoduje réwniez istotne zmiany tzw. ptynnosci
btony, badane poprzez $ledzenie zmian parametréw
opisujacych ruchliwo$¢ znakowanych spinowo kwa-
sow tluszczowych. W temperaturach wyzszych od
temperatury przejScia fazowego zaréwno homolog
nasycony jak i nienasycony — w stezeniach ponizej
6 mol% powodowaty wzrost wartosci parametru
uporzadkowania 5-doksylostearynianu. W wyzszych
stezeniach (6-14 mol%) badane homologi powoduja
réwniez istotne obnizenie ruchliwosci 12-doksylos-
tearynianu [41]. Ciekawym spostrzezeniem jest wyka-
zanie o wiele silniejszego efektu lipidow rezorcynolo-
wych na ruchliwo$¢ obu typow znacznikow w btonach
liposomowych zawierajacych cholesterol. Ten podob-
ny do wptywu cholesterolu na dynamike fosfolipiddow
w dwuwarstwie efekt lipidu rezorcynolowego objawiat
sie przy nizszych stezeniach alk(en)ylorezorcynolu,
i byt silniejszy dla bton zawierajagcych wieksze stezenie
cholesterolu [41]. Podobny stabilizujgcy efekt alkilo-
rezorcynoli zostat zaobserwowany w dwuwarstwach
zbudowanych z dwufosfatydyloglicerolu [35] przy
uzyciu pyrenu jako znacznika fluorescencyjnego. Sta-
bilizujacy efekt lipidow rezorcynolowych wynika¢ mo-
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ze z interakcji wolnych grup hydroksylowych piers-
cienia alk(en)ylorezorcynolu i tworzenia przez nie
wigzan wodorowych z czasteczkami lipidéw btono-
wych. Tworzenie takich wigzan w mieszaninach lipi-
déw rezorcynolowych z fosfolipidami potwierdzity
wyniki badania ich widm w podczerwieni [35].

Grupa Batrakova wykazata, ze nasycone ho-
mologi 5-n-alk(en)ylorezorcynolu wykazujg zdolnos¢
do tworzenia, szczegdlnie w wysokich pH (powyzej 7.5)
stabilnych czarnych btonek [42, 43]. Wykazano réw-
niez, ze naturalne mieszaniny alkilorezorcynoli stabili-
zujg dwuwarstwy (tak ich trwatos¢ jak i przewodnosé
elektryczng) takich lipidéw jak fosfatydyloetanolami-
na, fosfatydyloglicerol i dwufosfatydyloglicerol [43]
przy czym stabilizacja ta zalezata istotnie od typu
badanego fosfolipidu. Autorzy postulujg tworzenie
w mieszaninach lipidéw rezorcynolowych z fosfolipi-
dami sieciowych struktur agregacyjnych utrzymywa-
nych wigzaniami wodorowymi pomiedzy alkilorezor-
cynolami, a grupami polarnymi fosfolipidow.

Badania przy uzyciu liposoméw lecytynowych wy-
kazaty, ze lipidy rezorcynolowe a szczeg6lnie homologi
0 nienasyconych tancuchach wykazaty zdolno$¢ do
indukowania zwiekszonej przepuszczalnosci dwuwar-
stwy tak w stosunku do jonow jak i matych czasteczek
nieelektrolitdw [44], Przyczyng wzostu przepuszczal-
nosci bton liposomowych powodowanej przez lipidy
rezorcynolowe moze by¢ indukowanie przez nie two-
rzenia wewnatrzbtonowych struktur niewarstwowych
takich jak odwrécone micele czy faza heksagonalna
H,,. Badania przy zastosowaniu analizy widm fosforo-
wego magnetycznego rezonansu jadrowego wykazaty,
ze szczegOlnie homologi nienasycone, w stezeniach
powyzej 30 mol%, indukujg powstawanie struktur
niewarstwowych typu H,, [39],

IV-2. Interakcja lipidéw rezorcynolowych z bial-
kami i btonami biologicznymi

O zdolnosci lipidow rezorcynolowych do bezpo-
$redniej interakcji z biatkami $wiadczg wyniki uzys-
kane w badaniach monomolekularnych warstw tych
zwigzkow [34], Monowarstwy przygotowane z sa-
mych alkilorezorcynoli jak i z ich mieszanin z fos-
folipidami wigzg silnie biatka, szczegdlnie amfifilowe,
z subfazy. Najsilniejsze wigzanie wykazano dla homo-
logéw zawierajacych do 19 atomdw wegla w taricuchu.
Wigzanie badanych biatek przez alkilorezorcynole jest
istotnie silniejsze niz przez takie fosfolipidy jak fosf-
atydylocholina czy fosfatydyloglicerol. Wigzanie al-
kilorezorcynoli poprzez regiony hydrofobowe biatek
zostato potwierdzone w badaniach ich wplywu na
intensywnos$¢ fluorescencji reszt tryptofanowych ta-
kich biatek jak spektryna erytrocytarna [49], toksyna
dyfterytowa (Kieleczawa — dane niepublikowa-
ne) a takze chlorofil [50]. Wigzanie badanych zwigz-
kéw do tych biatek powoduje silne wygaszanie fluores-
cencji, wskazujgc na ich lokalizacje w poblizu reszt

268

tryptofanowych, oraz mozliwg bezposrednig interak-
cje pierscieni alkilorezorcynoli z pierScieniami tryp-
tofanu.

Wynikiem zdolno$ci lipidéw rezorcynolowych do
wbudowywania sie i modulacji wtasciwosci dwuwarst-
wy fosfolipidowej oraz interakcji z biatkami jest moz-
liwos¢ modulacji aktywnosci bton biologicznych.

Lipidy rezorcynolowe dodane do zawiesin eryt-
rocytow w stezeniach rzedu 10~5M powodujg wycie-
kanie jonow potasowych z ich wnetrza [44] a takze
zwiekszenie przepuszczalnosci btony erytrocytarnej
dla nieelektrolitow o $rednicy czasteczkowej do 1.4 nm
[45]. W stezeniach nizszych o rzad wielkosci obserwuje
sie rowniez wzrost przepuszczalnosci btony dla czas-
teczek wody [46]. To zwiekszenie przepuszczalnosci
btony erytrocytarnej prowadzi do hemolizy komérek
[44, 47]. Badajac zalezno$¢ hemolitycznych wiasciwo-
$ci homologow 5-n-alk(en)ylorezorcynoli od dtugosci
i stopnia nienasycenia ich taficucha bocznego stwier-
dzono, iz najsilniejsze dziatanie wykazuja homologi
0 nienasyconych taricuchach 15 i 17 weglowych [48],
Badania w kriorytowej mikroskopii elektronowej wy-
kazaly, ze lipidy rezorcynolowe powodujg réwniez
istotne zmiany w dystrybucji bialek w ptaszczyznie
btony. Pietnastoweglowy nasycony homolog, ktory
praktycznie catkowicie uwalnia jony potasu z eryt-
rocytéw oraz liposomoéw powoduje widoczna agrega-
cje i skupianie sie czasteczek biatkowych w btonie
erytrocytarnej. Homologi nienasycone wykazujace
najsilniejsze dziatanie hemolityczne powodujg niemal
catkowite zniszczenie struktury biony oraz agregacje
lwydzielenie czgstek biatkowych. Najstabsze dziatanie
zaburzajgce morfologie powierzchni btony wykazywa-
ty dtugotancuchowe homologi o nasyconych tancu-
chach alifatycznych [39]. Wykazano réwniez, ze w ste-

zeniach rzedu 10“5M lipidy rezorcynolowe a szczegot-

nie ich homologi nienasycone powodujg spadek obser-
wowanej aktywnosci acetylocholinesterazy btony eryt-
rocytarnej przy roéwnoczesnym stymulowaniu aktyw-
nosci Ca2+ — zaleznej ATPazy [51]. Podobny in-
hibicyjny efekt jednego z homologéw a mianowicie
tridecylorezorcynolu (grewillolu) zaobserwowano dla
wyizolowanej Na+-K +-ATPazy [52]. Wymienione
powyzej modulacyjne dziatanie 5-n-alk(en)ylorezor-
cynoli na aktywnos$¢ biatek btonowych wynika jak sie
zdaje przede wszystkim ze zmian w ich ruchliwosci
lateralnej. Za tg sugestia przemawia rowniez fakt
stwierdzenia zdecydowanego obnizenia wigzania fib-
rynogenu przez jego receptory w btonie krwinek
ptytkowych inkubowanych z mikromolowymi steze-
niami réznych homologéw alkilorezorcynolu [53].
Takze wyniki badan kinetyki hydrolizy modyfikowa-
nej przez wbudowanie poszczegélnych homologdéw
alk(en)ylorezorcynoli do dwuwarstwy fosfolipidowej
przez trzustkowgq fosfolipaze A2 réwniez tg mozliwos¢
sugeruje. Wykazano bowiem, ze lipidy rezorcynolowe
a szczeg6lnie 5-n-heptadecylo i 5-n-heptadecenylore-
zorcynole wbudowane do btony liposomowej w ilos-
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ciach nie przekraczajgcych 4 mol% powodujg m.in.
kilkunastokrotne wydtuzenia tzw. fazy latencji en-
zymu, czyli okresu w ktérym nastepuje redystrybucja
produktow w dwuwarstwie warunkujaca wigzanie
dalszych czasteczek i petng aktywnos$¢ enzymu [54].
Podobng aktywnos$¢ inhibicyjng w stosunku do fos-
folipazy A2 . jadu kobry wykazano dla mieszaniny
alkilorezorcynoli bakteryjnych wbudowanych do cza-
rnych bionek lecytynowych jak rowniez do emulsji
fosfolipidowej. W stezeniach ok. 8 mM lipidy rezor-
cynolowe hamowaty badany enzym w 95% [42],

Hamujacy wptyw lipidéw rezorcynolowych (CI 5-C27)
na procesy transportu elektronéw, zaréwno rozsprzeg-
nietego jak i sprzezonego w fotosystemach PSI i PSII
sugeruje takze mozliwos¢ dziatania lipidéw rezor-
cynolowych poprzez obnizanie ruchliwosci czasteczek
biatek btonowych. Z drugiej strony ok. 30% stymula-
cja transportu sprzezonego jak i fotofosforylacji przez
niskie (0,5 x 10"7 M) stezenia alkilorezorcynoli suge-
ruje mozliwos¢ wykazywania przez te zwigzki witas-
ciwosci rozsprzegajacych [50]. Fenolowa natura lipi-
déw rezorcynolowych sugeruje roéwniez mozliwosé
zastepowania przez nie naturalnych zwigzkéw fenolo-
wych takich jak ubichinon czy plastochinon w medio-
wanych przez nie w btonach procesach przekazywania
elektrondw.

V. Lipidy rezorcynolowe jako modulatory
utleniania lipidéw

Lipidy rezorcynolowe jako zwiagzki fenolowe wyka-
zujg zdolno$¢ do ochrony lipidowych sktadnikow
komarki przed procesami utleniania. Wykazano, ze
dtugotancuchowe homologi 5-n-alk(en)ylorezorcyno-
lu zapobiegajg indukowanej jonami Fe2+ peroksyda-
cji kwasow ttuszczowych oraz fosfolipidow w btonach
liposomowych [55], a takze procesom autooksydacji
kwaséw ttuszczowych i triglicerydéw (Nienarto-
wicz i Kozubek — w przygotowaniu). Mieszani-
na dtugotancuchowych lipidéw rezorcynolowych za-
pobiega takze procesom peroksydacji w btonach natu-
ralnych. W stezeniach 10_3-10“4 M alkilorezorcynole
catkowicie hamowaty indukowang mieszaninami
Fe +2-kwas askrobinowy oraz Fe +2-NADPH perok-
sydacje w mikrosomach watrobowych, a takze frag-
mentach retikulum sarkoplazmatycznego [56]. Wyka-
zanie zdolnosci alkilorezorcynoli do hamowania ob-
serwowanej aktywnosci fosfolipazy A2 sugeruje moz-
liwos$¢ uczestniczenia tych zwigzkéw réwniez w modu-
lacji proceséw enzymatycznego utleniania lipidow,
prowadzacych w komorkach gtéwnie do powstawania
metabolicznie aktywnych produktéw, takich jak leu-
kotrieny, tromboksany i prostaglandyny. Stwierdzono
takze, ze homologi 5-n-alkilorezorcynolu hamujg réw-
niez utlenianie kwasu arachidonowego przez lipo-
ksygenaze leukocytarng (5-LOX) oraz cyklooksygena-
ze pecherzykoéw nasiennych [57]. W stezeniu 50 pM
lipoksygenaza jest hamowana silniej (do 90%) przez

POSTEPY BIOCHEMII 39(4), 1993

wielonienasycone homologi pentadecylorezorcynolu
niz przez homologi nasycone. Aktywno$¢ grewillolu
(5-n-tridecylorezorcynol) byta dwukrotnie nizsza od
aktywnosci homologu pietnastoweglowego. Tej zalez-
nosci zdolnosci inhibicyjnej od stopnia nienasycenia
tancucha alifatycznego nie wykazano dla cyklook-
sygenazy. Aktywno$¢ inhibicyjng jedno, dwu i tréj-
nienasyconych homologéw byta podobna. Badane
lipidy rezorcynolowe wykazywaty istotnie silniejsze
dziatanie inhibicyjne w stosunku do cyklooksygenazy
juz przy 10 pM stezeniu 5-n-pentadecatrienylorezor-
cynolu stwierdzono ok. 99% hamowanie jej aktywno-
§ci [57], W odréznieniu od innych aktywnoS$ci metylo-
wana pochodna pentadecylorezorcynolu okazata sie
rowniez dobrym inhibitorem cyklooksygenazy (87%
inhibicji przy 10 pM). Wstepne badania w grupie
Mathiasa [58] wskazujg, ze homologi lipidow
rezorcynolowych izolowane ze zbéz wykazujg zdol-
no$¢ mutacji syntezy tromboksanu A2 przez ptytki
krwi. Ztozony ksztatt zaleznosci iloSci syntetyzowane-
go tromboksanu od stezenia lipidow rezorcynolowych
(niskie i wysokie stezenia jednych homologéw stymu-
lujg a posrednie hamujg synteze) sugeruje konieczno$é
doktadnego zbadania zalezno$ci pomiedzy poziomem
nadtlenkoéw lipidowych w komérkach, stezeniem al-
kilorezorcynoli i syntezg tromboksanu.

V1. Podsumowanie

Mimo wzglednie duzej ilosci danych dotyczacych
biologicznej aktywnosci lipidow rezorcynolowych ich
rola w biologii ziarniaka, a szczeg6lnie procesie doj-
rzewania i przechodzenia w stan spoczynku, a takze
wplyw na organizmy zwierzece pozostajg nadal niewy-
jasnione. Poznanie doktadnych mechanizméw dziata-
nia lipiddw rezorcynolowych, jak i ich preferencji
w stosunku do okre$lonych proceséw metabolicznych
przyczyni sie z pewnos$cig do uzyskania odpowiedzi,
m.in. na ciggle nie majace jasnej odpowiedzi pytanie
— czy alkilorezorcynole sg zwigzkami pozytecznymi.
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Doroczna konferencja kierownikow Katedr Biochemii i Chemii Fiz-
jologicznej Wydziatéw Lekarskich A.M.

22 maja 1993 odbyta sie w Poznaniu doroczna konferencja kierownikéw Katedr Biochemii i Chemii

Fizjologicznej Wydziatéw Lekarskich AM, w ktérej uczestniczyto 21 oséb, w tym takze prezes i v-prezes

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Gospodarzem spotkania byla Katedra Chemii

Fizjologicznej

Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

W pierwszej czesci konferencji referaty wygtosili:

1) prof. dr hab. Jerzy Sowinski, prodziekan Wydzialu Lekarskiego AM w Poznaniu
.Program nauczania medycyny we wspoélnotach europejskich” oraz

2) prof. dr hab. Ryszard Stomski, Zaktad Genetyki PAN w Poznaniu
.Postep badan nad molekularnym podiozem chordb czlowieka”.
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Po referatach odbyta sie ozywiona dyskusja. W drugiej czeSci spotkania przeprowadzono dyskusje 0g6lng,

dotyczgca
| 1) ustawowego uregulowania relacji studenci-nauczyciele akademiccy istotnego dla prawidtowego funkcjonowania
uczelni. Prowadzacy te dyskusje prof. Mariusz Zydowo zaproponowat, aby jako punkt wyjscia przyjaé zatozenie,

w mysl ktérego w praworzagdnym i demokratycznym panstwie kazdemu przystuguje tyle prawa do decyzji, ile

moze ponie$¢ odpowiedzialnosci za decyzje podejmowane.

W wyniku dyskusji sformutowano 3 postulaty, ktore przestano do odpowiednich instancji, kompetentnych dla
zainicjowania wiasciwych korekt w artykule 60 Ustawy o Szkolnictwie Wyzszym,

2) programowego rozdziatlu nauczania nastepujgcych przedmiotow: chemia og6lna, biochemia, genetyka. Pod-
kreslono istotne znaczenie tych przedmiotow na studiach medycznych zar6wno w aspekcie poznawczym,
dignostycznym jak i terapeutycznym. Stanowisko zebranych przedstawiono w pismie skierowanym do
Rektoréw wszystkich Akademii Medycznych w Polsce,

3) ewtl. integracji Akademii Medycznych z Uniwersytetami lub innymi Uczelniami.

Poza tym w dalszej dyskusji poruszono sprawe przeprowadzania w przysztosSci egzaminu panstwowego po
zakonczeniu studiéw. Zaproponowano, aby odpowiednie uzgodnienia z Departamentem Szkolnictwa Wyzszego
Ministerstwa Zdrowia, dotyczgce zakresu nauk podstawowych zostaty przeprowadzone przez prof., prof. Janusza
Gregera i Mariusza Zydowo.

W godzinach wieczornych uczestnicy konferencji wzieli udziat w spotkaniu towarzyskim.

Nastepnego dnia odbyta sie wycieczka autokarowa trasg ,,Mickiewicz w Wielkopolsce”.

Prof. dr hab. Halina Karon

| Ogod6lnopolska Konferencja
,,Nauczanie Biochemii i Biotechnologii”

Konferencja odbyta sie w dniach 7-8 czerwca 1993 roku w todzi w osrodku konferencyjnym Uniwersytetu
to6dzkiego na Rogach. Zostata zorganizowana przez Katedre Genetyki Molekularnej Ut oraz £édzki Oddziat
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. W Konferencji uczestniczylo 75 os6b ze wszystkich osrodkéw
akademickich w Polsce. Range Konferencji podniosto uczestnictwo w niej przewodniczacej tédzkiego
Oddziatu PAN — prof. dr hab. Marii Olszewskiej, przewodniczgcej Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego — prof. dr hab. Lilianny Konarskiej oraz przewodniczgacej Zarzadu Gitéwnego Polskiego
Towarzystwa Biofizycznego — prof. dr hab. Marii Bryszewskiej.

Na Konferencji wygtoszono 10 referatéw:

1. prof. S. Bielecki — ,Ksztalcenie biotechnologéw — potrzeby i perspektywy”.

2. prof. R. Pohorecki — ,Nauczanie biotechnologii w szkotach technicznych”.

3. doc. K W.Szewczyk — ,Kierunek biotechnologia na Politechnice Warszawskiej” .

4. prof. E Galas — ,Kierunek biotechnologia na Wydziale Chemii Spozywczej i Biotechnologii PL”.

5. prof. Z. Walter — ,Problemy nauczania biochemii”.

6. dr A. Kocimowska-Badek — ,Ksztalcenia biochemiczne jako podstawa ksztaltowania postaw
proekologicznych”.

7. dr G. Nowak — ,0 potrzebie 60 godzinnego integrujacego wyktadu biochemii ogélnej dla
studentéw biologii”.

8. prof. Z. Zak — ,Refleksje o miedzyuczelnianym kierunku studiéw biotechnologicznych”.

9. dr J. Dlugonski — ,Osiggniecia wspotczesnej biotechnologii w ochronie zdrowia ludzi i w rolnict-
wie”.

10. prof. W. Walerych — ,Biochemia i biotechnologia na uczelniach rolniczych”.

Zwraca uwage fakt, ze referaty dotyczyly gtdéwnie biotechnologii. Jest to wyraz aktualnosci kierunku
i wielkiego zainteresowania nim szkét wyzszych.
Na Konferencji odbyly sie rowniez cztery dyskusje okragtego stotu:
1. Problemy nauczania biochemii i wymiana doswiadczen dydaktycznych. Moderator — prof. Z. Walter.
2. Wiasciwa ranga dydaktyki przy ocenie i awansach pracownikéw naukowo-dydaktycznych. Moderator
— prof. W. Leyko.
3. Nauczanie biochemii w szkotach wyzszych. Moderator — prof. Z. Walter.
4. Nauczanie biotechnologii w szkotach wyzszych. Moderator — prof. S. Bielecki.
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W wyniku ozywionej dyskusji, $wiadczacej o aktualnosci tematu konferencji i wielkiego zainteresowania

sprawami dydaktycznymi postanowiono powota¢ dzialajgcy stale ogélnopolski zespét koordynujacy wymiane
doswiadczen dydaktycznych w zakresie biochemii w skladzie:

prof. dr hab. Wirgiliusz Duda, £6dz;

prof. dr hab. Antoni Polanowski, Wroctaw;

prof. dr hab. Zofia Porebska, Warszawa,;

prof. dr hab. Witold Walerych, Poznan;

prof. dr hab. Zofia Walter, £6dz;

prof. dr hab. Zdzistaw Zak, Krakow;

dr Antoni LezZnicki, Torun;

dr Grzegorz Nowak, Lublin.

Skfad zespotu traktujemy jako otwarty i chetnie widzimy wigczenie sie dalszych osoéb.

Konferencja postuluje takze:

1.

poparcie inicjatywy Uniwersytetu Jagiellonskiego o utworzeniu na uniwersytetach kierunku biochemicz-
no-biofizycznego i wilaczenia go do katalogu studiow biologicznych;

. wprowadzenia systematycznego doksztatcania z biochemii dla nauczycieli szkét ponadpodstawowych,

w celu zapewnienia wiasciwego poziomu biologii w szkotach;

zatozenie ogodlnopolskiego czasopisma, poswieconego problemom nauczania biochemii typu Biochemical
Education;

stworzenie ogélnopolskiej nagrody im. prof. Antoniego Dmochowskiego, zatozyciela pierwszej w Polsce
uniwersyteckiej Katedry Biochemii, wychowawcy kilku pokolert biochemikéw, w celu podniesienia rangi
dydaktyki w ocenie pracownikéw naukowo-dydaktycznych. Nagroda bytaby przyznawana przez Polskie
Towarzystwo Biochemiczne za szczeg6lne osiagniecia dydaktyczne w dziedzinie biochemii.

Zdaniem uczestnikéw dyskusji rozw0j biotechnologii i techniczna realizacja osiggnie¢ biochemikéw

i biologéw nie jest mozliwa bez dziedzin technicznych. Nalezy zatem:

1.
2.

z

zintensyfikowac¢ ksztalcenie biotechnologéw na uczelniach technicznych;

umiesci¢ biotechnologie w wykazie dyscyplin technicznych, tak aby mozna bylo nadawac¢ odpowiednie
stopnie i tytuly naukowe w tej dziedzinie;

utworzy¢ w Komitecie Badan Naukowych odrebng sekcje biotechnologii w zespole nauk technicznych.
Umozliwi to wiasciwe rozpatrywanie i opiniowanie projektow badawczych;

stymulowac¢ wspoiprace zespotdw z réznych uczelni, zwtaszcza w organizacji studiéw podyplomowych
w zakresie biotechnologii.

Wspodlne konferencje dotyczgce nauczania biochemii i biotechnologii powinny by¢ kontynuowane ijednym
celéw zespotu koordynujgcego wymiane doswiadczeh dydaktycznych w Polsce bytloby organizowanie

konferencji w dalszych latach.

Materialy Konferencji zostang opublikowane w wydawnictwie Uniwersytetu tddzkiego.

Przewodniczaca Komitetu Organizacyjnego
prof. dr hab. Zofia Walter

Komitet Historii i Nauki PAN

Wydat tom materiatbw konferencji nt.
LWOWSKIE SRODOWISKO NAUKOWE W LATACH 1939-1945

W IV edycji w/w materiatdw opublikowano takze zbiér tekstow
.0 JAKUBIE KAROLU PARNASIE” opatrzonych licznymi
przypisami historycznymi.

Koszt tomu 35 000 zi
Do nabycia w siedzibie Komitetu w Palacu Staszica

Krakowskie Przedmiescie 72, 00-330 Warszawa, pokoj 26
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Kronika dotychczasowych konkursow

Rok 1991

Prof. Jerzy Rogulski Prof. Aleksandra Kubicz
,Synlteza, sekrecja i mechanizm dziatania insuliny" .Mechanizm dziatania hormonéw w komorce'
Rok 1992 Rok 1993

Doc. Jolanta Baranska Doc. Katarzyna Anna Natecz
.Rozpad fosfolipidéw a przekazywanie informacji w ko .Mechanizmy transportu zwigzkéw niskoczgsteczko-
maorcei” wych przez btony biologiczne"

Doc. Jan Barciszewski Dr Matgorzata Giel
»Zalezzno$¢ miedzy struktura i funkcja kwasoéw nukleino- LStrukturalne aspekty oddziatywania biatek z DNA™"
wych™
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sMechanizm detoksykacji dwutlenku siarki i skutki nie-

Dr L. Pawtowska-Cwiek

wydolnos$ci jego unieszkodliwienia"

Zarzad Giéwny

Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

zaprasza do udzialu w Konkursie
na najlepszy wyktad akademicki
w roku 1994

Regulamin nagrody

1

274

Intencja nagrody jest popularyzacja bio-
chemii i biologii molekularnej oraz pozys-
kanie materiatow dydaktycznych.

Warunkiem wziecia udzialu w Konkursie
jest przygotowanie wykiadu na wybrany
temat uwzgledniajgcy najnowsze osiggnie-
cia w tej dziedzinie oraz ilustrujgcych go
materialdbw w postaci maszynopisu, rysun-
kow i kompletu przezroczy. Termin nad-
sylania materiatbw mija 31.03.1994 r.

Przewidziana jest Nagroda Gtéwna w wy-
sokosci 3 milionéw ztotych oraz dwa
wyréznienia. Srodki finansowe na Nagrode
zapewnia Zarzad Gtéwny Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego.

Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego zorganizuje sesje, na kto-
rej zostang wygtoszone konkursowe wy-
ktady. Maksymalny czas wystgpienia 2 x 45
minut. W 1994 roku sesja odbedzie sie na
poczatku czerwca. Nagroda Gtdéwna i wy-
réznienia zostana przyznane w dniu Kon-
kursu.

Dr Maciej Szymanski
-Mechanizm inicjacji odwrotnej transkrypcji wirusa
HIV-1"

5. Cztonkowie Zarzadu Gtéwnego tworzg Ko-

misje Konkursowga. Ocenig oni prezentacje,
warto$¢ merytoryczng i dydaktyczng wy-
ktadow przyznajgc od O do 10 punktéw.
Komisja obraduje niejawnie, a protokot
z obrad i inne materialy pozostajg w doku-
mentacji Towarzystwa. Nagrode uzyska
osoba, ktéra otrzyma najwiekszg liczbe
punktow. Nazwisko zwyciezcy Konkursu
zostanie podane do wiadomosci Cztonkow
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w ,Postepach Biochemii" oraz w ,Lis-
tach”.

. Materiaty konkursowe: maszynopis wykila-

du, rysunki, przezrocza i programy kom-
puterowe stajg sie wilasnoscig Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego i bedg roz-
powszechniane w placéwkach naukowych
i dydaktycznych jako wyktady autorskie
nagrodzonych  os6b, rekomendowane
przez Oddzialy Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego. Wymagana jest pisemna
zgoda na przekazanie materiatow na wtas-
no$¢ Towarzystwa. Towarzystwo zastrzega
sobie prawo do zakupu materiatdw niena-
grodzonych.

Niniejsza  wersja regulaminu  zostata
uchwalona przez Zarzad Gtéwny Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego w dniu 5 li-
stopada 1990 roku i wchodzi w zycie
z dniem uchwalenia.
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ARTYKULY

Teresa Jakubowicz, Eugeniusz Gasior
— 0Od kinazy fosforylazy do tysigc i jednej
biatkowe] Kinazy? ..o
Urszula Piotrowska — Struktura i funkcja
UDIKWItYNY e
Barbara Grzelakowska-Sztabert — De-
gradacja cyklin jako niezbedny element regu-
lacyjny cyklu komdrkowego ......cccccoveennnen
Tomasz Tyrakowski — Prawidtowa i zabu-
rzona funkcja kanalu chlorkowego CFTR
— biochemiczna analiza mukowiscy-

Grzegorz Bartosz —
tionu

Metabolizm gluta-

Andrzej Kutner — Analogi witamin D o dzia-
taniu antyproliferacyjnym ...
Andrzej Kutner — Analogi witamin D do
fotoznakowania biatka transportujgcego i re-
ceptora hormonu witaminowego .............
Aleksander F. Sikorski, Katarzyna Bial-
kowska, Brygida Bisikirska, Jan Szopa
— Spektryny erytrocytarne i nieerytrocytarne
| — struktura i funkcje .
AnnaTukendorf— Fitochelatyny — roslinne
peptydy wigzgce metale ciezkie ...
Zofia Szwejkowska-Kulinska — Biologi-
czne funkcje zmodyfikowanych nukleozydéw
w transferowych R N A .,

Barbara Tudek— Utlenianie puryn — Zrédto
mutacji spontanicznych

Matgorzata Sidorkiewicz, Andrzej Ptlu-
cienniczak — Organizacja genetyczna wirusa
zapalenia watroby typu B ..o,
Barbara Kiudkiewicz, Krystyna Grzelak

— Biatka jedwabiu B. mori— charakterystyka,
biosynteza i regulacja ekspresji genow

Bozena Rempota — Sekrecja heterologiczna
bialek z 5. cerevisiae .....ccoeveeennieviiiece i
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ski, Marek Zagulski — Sekwencjonowanie
genomu drozdzy Saccharomyces cerevisiae.
Cele, strategie, rezultaty ......ccccoiiiiiiieniiinnn
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Grazyna Palamarczyk, Joanna Kruszew-
ska — Genetyczne regulacje N-glikozylacji
biatek drozdzy ...
Jan Pawel Wornczak, Jolanta Baranska
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niania Ca2+ z magazynéw wewngtrzkomaor-
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Ewa Sikora —
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Michat Milewski, Jerzy Bal — Mutacje
dynamiczne. Rola niestabilnych sekwencji
DNA w niektérych chorobach genetycznych

CzZiowieka i 228
Anna Kowalska — Polimorfizm genu alia:-
antytrypsyny (/ocus Pi: alphal-inhibitor prote-
- 74V LSRRI 236
Katarzyna Natecz — Transport bialek przez
btony biologiczne .., 242
Anna Puka — Rola proteolitycznego systemu
kalpainowego w komorkach zwierzecych . . 251

Hanna Szpilewska, Dorota Kuczynska-
Wisniak — Wielofunkcyjne biatko RecA Es-
chericha Coli — budowa i funk-
o3 = O PP OTPPPPTPPR 259

Arkadiusz Kozubek — Aktywnos$¢ biologi-

czna lipidéw rezorcynolowych ......ccccvviniennen. 264

WSPOMNIENIA

Janina Kwiatkowska — Profesor Tadeusz
Baranowski — Wspomnienia .....cccccoocciienns 82

Uczniowie i przyjaciele — Profesor Euge-
niusz Gasior — Wspomnienie

INDEKS AUTOROW PRAC PRZEGLADOWYCH TOM 39, 1993

Bal J — Zaktad Genetyki, Instytut Matki i Dziecka,
ul. Kasprzaka 17a, 01-211 Warszawa

Baranska J — Instytut Biologii Dos$wiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 War-
szawa

Bartosz G — Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwer-
sytetu Lédzkiego, ul. Banacha 12/16, 90-237 t6dz

Biatkowska K— Instytut Biochemii, Uniwersytetu Wro-
ctawskiego, ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148
Wroctaw

Bisikirska B — Instytut Biochemii, Uniwersytetu Wroc-
tawskiego, ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148
Wroctaw

C

Cheistowska A — Instytut Biochemii i Biofizyki, ul.
Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa

F

Filipek A — Instytut Biologii Dos$wiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Gasior E Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut

Mikrobiologii UMSC, ul. Akademicka 19, 20-033
Lublin

Grzelak K — Instytut Biochemii i Biofizyki, ul. Pawins-
kiego 5a, 02-106 Warszawa

Grzelakowska-Sztabert B — Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa

Grzybowska E A — Instytut Biochemii i Biofizyki,
ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa

276

Jakubowicz T — Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut
Mikrobiologii UMSC, ul. Akademicka 19, 20-033
Lublin

K

Kiudkiewicz B — Instytut Biochemii i Biofizyki,
ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa

Kowalska A — Zaklad Genetyki Cztowieka, ul. Strze-
szynska 32, 60-479 Poznan

Kozubek A — Instytut Biochemii, Uniwersytetu Wroc-
tawskiego, ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148
Wroctaw

Kruszewska J — Instytut Biochemii i Biofizyki,

ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa
Kuczynska-Wisniak D — Uniwersytet Gdanski, Katedra
Biochemii, ul. Kladki 24, 80-822 Gdansk
Kulczykowska E — Centrum Biologii Morza PAN, ul.
Sw. Wojciecha 5, 81 -347 Gdynia
Kutner A — Instytut Farmaceutyczny, ul. Rydygiera 8,
01-793 Warszawa

M

Manteuffel-Cyborowska M — Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa

Migdalski A — Instytut Biochemii i Biofizyki, ul. Pawins-
kiego 5a, 02-106 Warszawa

Milewski M — Zaktad Genetyki, Instytut Matki i Dziec-
ka, ul. Kasprzaka 17a, 01-211 Warszawa

N

Natecz K — Instytut Biologii Dos$wiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 War-
szawa
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Palamarczyk G — Instytut Biochemii i
ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa

Piotrowska U — Instytut Hematologii, ul. Chocimska 5,
00-957 Warszawa

Ptucienniczak A — | Zaktad Biochemii Instytutu Fiz-
jologii i Biochemii, AM, ul. Lindleya 6, 90-131 t6dz

Puka A — Instytut Biologii Dos$wiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 War-
szawa

Biofizyki,

R

Rempota B — Instytut Biochemii i Biofizyki, ul. Pawinis-
kiego 5a, 02-106 Warszawa

Rytka J — Instytut Biochemii i Biofizyki, ul. Pawinskiego
5a, 02-106 Warszawa

S

Sidorkiewicz M — Zaktad Biochemii Instytutu Fizjologii
i Biochemii, AM, ul. Lindleya 6, 90-131 t6dz
Sikora E — Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 War-
szawa

Sikorski AF — Instytut Biochemii, Uniwersytetu Wroc-
tawskiego, ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148
Wroctaw

Skoneczny M — Instytut Biochemii i Biofizyki,
ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa
Smaczynska | — Instytut Biochemii i Biofizyki,

ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa

Szklarczyk A — Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 War-
szawa

Szkopinska A — Instytut Biochemii i
ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa

Szopa J — Instytut Biochemii, Uniwersytetu Wroctaws-
kiego, ul. Przybyszewskiego 63/77, 51-148 Wroc-
taw

Szpilewska H — Uniwersytet Gdanski, Katedra Bio-
chemii, ul. Kfadki 24, 80-822 Gdansk

Szwejkowska-Kulinska Z — Uniwersytet im. A. Mic-
kiewicza, ul. Fredry 10, 61-701 Poznan

Biofizyki,

T

Tudek B — Instytut Biochemii i Biofizyki, ul. Pawins-
kiego 5a, 02-106 Warszawa
Tukendorf A — Zaktad Fizjologii

ul. Akademicka 19, 20-033 Lublin
Tyrakowski T — Zaktad Patofizjologii PAM, Al. Pow-
stancow WIlkp. 72, 70-111 Szczecin

Roslin UMCS,

w

Wojtaszek P — Instytut Chemii Bioorganicznej, ul.
Noskowskiego 12, 61-704 Poznan

Wronczak JP — Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 War-
szawa

z

Zagulski M — Instytut Biochemii i Biofizyki, ul. Pawins-
kiego 5a, 02-106 Warszawa

Aby zaprenumerowac ,Po-
stepy Biochemii" w 1994 r.
nalezy wptaci¢ odpowied-
nig kwote na konto ban-
kowe wydawcy (Polskiego
Towarzystwa Biochemicz-
nego) za pomocag przekazu
zamieszczonego na odwro-
cie. Zamoéwione egzempla-
rze bedziemy wysytaé po-
cztg na adres podany nam
na przekazie. Poniewaz od-
cinek przekazu docierajacy
do nas jestjednoczesnie za-
moéwieniem, prosimy o bar-
dzo wyrazne napisanie
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imienia, nazwiska (lub na-
zwy instytucji) i doktadne-
go adresu wraz z kodem
pocztowym (DRUKOWA-
NYMI LITERAMI) na wszy-

stkich trzech odcinkach

"F’jzekazu' - Prenumerujac
renumerata rajowa

dla instytuciji: ”POSte py

480 000 zt. Blochem“"

Prenumerata krajowa T

indywidualna: wsplerasz

240 000 z, (50% znizki dla SWOJe

cztonkéw Polskiego Towa- .

rzystwa Biochemicznego). CzaSOplsmO!
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APARATURA LABORATORYJNA

CONTI GLASS Sp. z o0

Zarzad: Zaktad:

ul Filtrowa 54/58 Sade Budy 54

02-057 Warszawa 96-316 Miedzyboréw

tel. 658-1168; fax/tel. 658-11-08 tel. 25-39 Zyrardow k/W-wy

Swiatowej jakosci
aparatura laboratoryjna, ze szkta borokrzemowego o | klasie odpornosci hydrolitycznej, zgodna
z normami DIN i ISO.

* wszystkie typy szlifowanych ztgcz szklanych, kolb, chtodnic, extraktoréow, ekspansji, przedtuzaczy,
kolumn, chtodnic powietrznych itp.;

* nasadki do destylacji;

* odbieralniki ze szlifem;

* aparaty Soxhlet’a, Parnasa-Wagnera i inne;

* uniwersalny zestaw LE-100 do syntezy zwigzkéw organicznych;

* aparaty do podwdjnej destylacji wody, do fenoli, do destylacji rozpuszczalnikéw, do destylacji para
wodng itp,;

* wyroby wg wzoréw lub rysunkéw klienta;

Wykonujemy
wszystko to, czego inni nie chca, nie moga

lub nie umiejg wykonac.

PRODUKUJEMY + KOMPLETUJEMY WYPOSAZENILE + IM PORTUJEMY + EXPORTUJEM Y

APARATURA LABORATORYJNA

Pokwitowanie dla wptacajgcego Odcinek dla posiadacza rachunku Odcinek dla poczty lub banku
Zho Zho Zho
SHOWNIE .o e, SFOWNIE .o SFOWNIE..ciciicecccee e,
WPHACAJACY v WPHACAJACY v WPHACAJECY ..o
imig, nazwisko, doktadny adres z kodem poczlowym imie, nazwisko, doktadny adres z kodera pocztowym imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek na rachunek na rachunek
Polskie Towarzystwo Biochemiczne Polskie Towarzystwo Biochemiczne Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. X111/0 W-wa, Al. Jerozolimskie P.B.K. XIIl/O W-wa, Al. Jerozolimskie P.B.K. XIIl/O W-wa, Al. Jerozolimskie
370044-1225-139-11 370044-1225-139-11 370044-1225-139-11
stempel stempel stempel
Pobrano optate Pobrano optate Pobrano optate
Zhoiiieiens b2 SO Zhoiien
podpis przyjmujacego podpis przyjmujacego podpis przyjmujacego
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Wskazowki
dla autorow

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

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

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

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

Przekazanie artykutu do redakcji jest réwnoznacznie
zoswiadczeniem, ze nadestana praca nie byfa i nie bedzie
publikowana w innym czasopi$Smie, jezeli zostanie ogto-
szona w ,Postepach Biochemii”. W przypadku, gdy Au-
torzy) zamierza(jg) wiaczy¢ do swego autora artykutu
ilustracje publikowane przez autor6w prac cytowanych,
nalezy uzyskac i przekaza¢ nam odpowiednig zgode na
przedruk.

Redakcja prosi Autorow o przestrzeganie nastepujacych
wskazowek szczego6towych:

TEKST; Maszynopis powinien by¢ napisany jednostron-

nie czcionka wielkosci standartowej, z podwojng inter-
linia, z lewym marginesem ok. 4 cm z trzydziestoma
wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu (litery
f odstep), odstepy pomiedzy wyrazami powinny od-
powiada¢ jednemu znakowi (nie réwna¢ do prawego
marginesu).
W tekscie nie nalezy stosowac¢ zadnych podkreslen, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej moga Autorzy zaznaczy¢ otéw-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w tekscie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisa¢ otdwkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana,

zawiera imiona i nazwisko (a) autora (6w ), nazwy, adresy
wraz z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polskim
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i angielskim), w ktérych pracujg autorzy, adres do kore-
spondencji nr telefonu 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 znakoéw).

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

Kolejno numerowane dalsze strony obejmuja tekst pracy,
piSmiennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzo-
réw 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 mie¢
nowg uproszczong forme. Sposéb cytowania czasopism
(1), monografii (2), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych
(3), rozdziatbw z toméw serii opracowanej przez tych
samych redaktoréw (4), rozdziatéw z tomow serii opraco-
wanych przez roznych 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¢ wyko-
nane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy
wykonac tuszem na biatym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od
przysztej reprodukcji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzgce
do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszg niz
5 mm. Na rysunkach nie naley umieszczac¢ opiséw stow-
nych, lecz postugiwac sie skrotami. Osie wykreséw winny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o sto-
pniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. llustracji nie
nalezy wigczaé w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio
ponumerowac: tabele i ryciny noszg cyfry arabskie, wzory
za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otébwkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryci-
ny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny
by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem iewentualnie takze
niezbednymi objasnieniami. Stowne objasnienia znakoéw
graficznych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysun-
kowe za$ jedynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia
rycin sporzgdza sie w postaci oddzielnego wykazu. llust-
racje nalezy podpisa¢ nazwiskiem pierwszego z autoréw
i pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,go-
ra-dot’ (otdwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnet-
rzna spoisto$¢ artykutu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin izbiorczych tabel na podstawie danych
z piSmiennictwa.

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

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

02-093 Warszawa
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UWAGA

BIOLODZY, CHEMICY, BIOCHEMICY, IMMUNOLODZY, LEKARZE

Pomozemy w realizacji interesujgcych pomystdw z dziedziny biologii, chemii, biochemii,
immunologii, diagnostyki medycznej.

Kupimy technologie, wzory uzytkowe, projekty wdrozen.

Doswiadczonym immunochemikom i biochemikom zlecimy opracowanie technologii wytwarzania
preparatow diagnostycznych.

Oferty z adresem oraz ogélnym opisem oferowanego produktu (technologii) lub oferty wspéipracy
zawierajace zyciorys zawodowy prosimy przesta¢ na adres:

LAMAR Sp. zo.o.
11 - Listopada 28/22
03-436 WARSZAWA

Gwarantujemy petna dyskrecje.

Mamy przyjemnos¢ zawiadomié cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego iosoby zainteresowa-
ne, ze Oddziatl Szczecinski P.T.Bioch. przyjgt statutowy obowigzek zorganizowania dorocznego Zjazdu
Towarzystwa. Jubileuszowy, XXX, Zjazd odbedzie sie w Szczecinie w dniach 14, 15, 16 wrze$nia 1994 r.

Program naukowy Zjazdu zostat opracowany przez cztonkéw Towarzystwa i sympatykow.

Obrady beda sie toczy¢ w 12 sesjach tematycznych:

1. Molekularne mechanizmy w karcinogenezie (organizatorzy: prof. A. Krygier-Stojatowska i prof. Jan
Lubinski, Szczecin)
2. Regulacja wytwarzania energii w komoérce (organizator: prof. M. M. Zydowo, Gdarisk)
3. Molekularne i biochemiczne aspekty wirusowych i bakteryjnych choréb zwierzat (prof. A. Furowicz,
Szczecin)
4. Molekularne i regulacyjne aspekty systemow transportu jonéw (organizator: prof. T. Tyrakowski,
Szczecin)
Biologiczne zagrozenia zwigzkami fluoru (organizator: prof. Z. Machoy, Szczecin)
. Metabolizm lipoprotein (organizator: prof. M. Naruszewicz, Szczecin)
7. Skladniki tgcznotkankowe $ciany naczyniowej (organizatorzy: prof. M. Drozdz, Katowice i prof.
E. Bankowski, Biatystok)

8. Pierwiastki sladowe w organizmach i srodowisku (organizator: prof. M. Protasowicki, Szczecin)

9. Biochemia miesnia (organizator: prof. M. Pytasz, Szczecin)

10. Wolne rodniki w medycynie i biologii (organizator: dr med. K Ciechanowski, Szczecin)

11. Fitoaglutyniny i ich inhibitory (organizator: prof. Z. Sagan, Szczecin)

12. Tematy rézne (organizator: dr Teresa Wesotowska)

Prezentacja prac w sesjach odbywaé sie bedzie w formie ustnej lub plakatowej.

Serdecznie zapraszamy do udziatu w obradach Zjazdu, wizyty w stoiskach wystawowych, uczestnictwa
w imprezach towarzyszacych Zjazdowi.

Informacji udziela Sekretarz Komitetu Organizacyjnego dr Dorota Samujto, Zaktad Biochemii PAM,
ul. Powstancéw Wlkp. 72, 70-111 Szczecin, tel. 82-40-57.

o o

D6 zobaezeria W Szczecinie!

Zarzad Oddziatu Komitet Organizacyjny
Dr n.przyr. Teresa Wesotowska Prof. dr hab. Zygmunt Machoy
Dr n.przyr. Barbara Millo dr n.chem. Dorota Samujto
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W odpowiedzi Profesorowi Jackowi Kuznickiemu

Usuniecie w 1993 r. Acta Biochimica Polonica po przeszto 30 latach z listy czasopism
ktorych tres¢ jest podawana w Current Contents jest niewatpliwie dotkliwym ciosem nie
poprzedzonym zadnag informacja.

Bezposrednig przyczyng tego faktu byto 6 tygodni opéZnienia w wydaniu Nr 1/1 993
spowodowane zmianami w redagowaniu i publikowaniu pisma (inny format, zmiany
graficzne). Prawdg jest jednak spadek wspoétczynnika cytowan z 0.7 w latach 70-tych
do 0.4 w 1987 i0.08 w 1991. Przyczyna polega zjednej strony na ogromnie zwiekszonej
liczbie czasopism o tematyce biochemicznej jak réwniez z faktu, ze jakkolwiek Acta
promowato w swojej historii niemal wszystkich znaczacych polskich biochemikéw to
obecnie badacze ci i ich uczniowie nie nadsyfajg, lub bardzo rzadko, swoje prace do
polskiego czasopisma.

Podjelismy wszelkie mozliwe dzialania aby przywréci¢ cytowanie Acta Biochimica
Polonica w Current Contents. Nasze pismo nadal jest indeksowane w Excerpta Medica,
Chemical Abstracts, Current Awareness in Biological Sciences, BioScience Information.
Niemniej jednak Current Contents stanowi najbardziej poczytng i powszechng informa-
cje o pracach naukowych prowadzonych na catym Swiecie. Stad ogromna waga
powrotu Acta na liste Current Contents. OtrzymaliSmy zapewnienie, ze sprawa bedzie
rozpatrywana przez kolegium Current Contents/Life Science Biomedical Group w nie-
diugim czasie.

Mamy nadzieje, ze werdykt bedzie pomysiny, nie zwalnia to jednak calej polskiej
spotecznosci biochemicznej i redakcji od podejmowania wspdlnych staran o zapew-
nienie pismu dobrego poziomu i zwiekszenie jego poczytnosci. Wszelkie propozycje
i uwagi sa oczekiwane i bedg wnikliwie rozpatrzone.

Najistotniejszg jednak sprawg jest naptyw dobrych prac, gdyz najczestszg oceng
wystawiang przez recenzentéw jest ocena zadowalajaca a bardzo rzadko bardzo dobra.
Niewatpliwie niekorzystna jest utrzymujgca sie opinia o wyzszosci prac drukowanych za
granicg. Miarg waznosci pracy powinien by¢ poziom pisma a nie miejsce jego wydania.
Tak wiec SOS prof. Kuznickiego musi dotrze¢ do Swiadomosci wszystkich, tylko
wowczas bowiem starania i praca redaktorow dadza wyniki.

Los pisma zalezy od polskich biochemikow.

Acta Biochimica Polonica
Redaktor Naczelny
prof, dr Konstancja Raczyrnska-Bojanowska



Howard Hughes Medical Institute

International Program of
Research Grants

Selected Countries of Eastern Europe and the Former Soviet Union

The Howard Hughes Medical Institute announces a program of biomedical research grants for the
following selected countries: Belarus, Czech Republic, Estonia, Latvia, Lithuania, Hungary, Poland,
Russia, Slovak Republic, and Ukraine. The total program budget will be about $3 million annually for
five years, with two types of research grants awarded: (1) grants for the research of scientists at their
own institutions in the selected countries, and (2) grants for the joint research of scientists in the
selected countries and collaborating scientists in other countries.

Research at the Scientist's Own Institution

About 40-60 grants will be awarded for research by eligible scientists at their own institutions in the
selected countries of Eastern Europe and the Former Soviet Union. The five-year grants will be in the
range of $10,000-$75,000 (U.S.) annually. The research must probe basic biological processes and
disease mechanisms, in such fields as cell biology and regulation, genetics, immunology, neuro-
science, and structural biology. Clinical trials and research on health education, health care delivery,
or health services are not eligible for support under this initiative.

To be considered eligible, scientists (1) must reside in a selected country (or, if they currently live
abroad, must plan to return to assume academic or research appointments at institutions in the
selected countries), (2) must have made significant contributions to fundamental biomedical
research, (3) must have published at least one scientific article in a peer-reviewed international
English language journal or must provide a preprint in English of a publication arising from recent
collaborative research with an established laboratory abroad, and (4) must not have major adminis-
trative responsibilities.

Research Involving International Collaboration

About 40-60 grants will be awarded for collaborative research conducted jointly by an eligible scien-
tist in one of the selected countries and a collaborating scientist in another country. The five-year
grants will be in the range of $10,000-$75,000 (U.S.) annually. The research must probe basic biolog-
ical processes and disease mechanisms, as noted above.

For collaborative research awards, the applicant in the eligible country must meet the eligibility crite-
ria described above for research at the scientist’s own institution. The collaborating scientist must be
an established researcher at an institution that is in a country other than the selected countries of
Eastern Europe and the Former Soviet Union. The application must be submitted jointly.

Applications and Awards
Awards, which will be announced in the fall of 1994, will be based on peer review of submitted appli-
cations. The deadline for application is December 1,1993.

To request the program announcement and application, provide to the Institute your name, address,
telephone number (including country code), fax number, and e-mail address:

Howard Hughes Medical Institute
Office of Grants and Special Programs
International Program

4000Jones Bridge Road

Chevy Chase, MD 20815-6789

United States of America

Telephone: 1-301-215-8884
Fax: 1-301-215-8888
Internet hhmigfil@class.org

The Howard Hughes Medical Institute welcomes applications from all qualified candidates and encourages women and
members of minority groups to apply.


mailto:hhmigfil@class.org
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