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Tadeusz Reichstein — noblista z Wtoctawka

Wspomnienie

W dniu 1 sierpnia 1996 roku zmart w Bazylei
profesor Tadeusz Reichstein, laureat Nagrody Nobla
w dziedzinie fizjologii i medycyny, cztonek honorowy
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Tadeusz Reichstein urodzit sie 20 lipca 1897 roku we
Wioctawku, jako najstarszy syn lzydora Reichsteina
— chemika i przemystowca oraz Gustawy z domu
Brockman. Byty to powszechnie powazane dwie rodzi-
ny zydowskie, spos$rdd wielu osiadtych od stuleci na
Kujawach. Bardzo silne wiezi rodzicow Tadeusza
z krajem ich urodzenia przejawity sie miedzy innymi
i tym, ze — mieszkajagc juz w Szwajcarii — po
odzyskaniu przez Polske niepodlegtosci przyjeli oby-
watelstwo polskie i pozostali polskimi obywatelami.
Imie Tadeusz, zostato nadane profesorowi na cze$¢
Tadeusza Kosciuszki, a na pytanie jak trzeba okresli¢
jego narodowos¢, za kogo sie uwaza, profesor Reichs-
tein odpowiadat: ,,Czuje sie Szwajcarem, polsko-zydo-
wskiego pochodzenia”.

Kiedy Tadeusz miat 8 lat, jego ojciec przenidst
swojg rodzine do Szwajcarii. Tadeusz Reichstein kszta-
fcit sie tam i dorastat. Ukonczyt studia chemiczne na
Politechnice w Zurychu i doktoryzowat sie w roku
1922 u wybitnego chemika, Hermanna Staudingera,
p6zniejszego laureata Nagrody Nobla. Tadeusz
Reichstein pozostat zwigzany z Politechnikg w Zury-
chu az do 1938 roku. Przedmiotem poczatkowej
dziatalnosci badawczej w Politechnice w Zurychu byty
zwigzki warunkujgce aromat kawy. Okazato sie, ze
substancji takich jest bardzo wiele i trudno bytoby
wyizolowaé lub zsyntetyzowac kilka takich, ktorych
mieszanina imitowataby aromat kawy naturalnej.
Wielkim sukcesem natomiast zakonczyty sie podjete
przez Reichsteina proby opracowania chemicznej syn-
tezy witaminy C. Jako materiat wyjsciowy zastosowa-
no glukoze. Po wielu prébach Reichsteinowi wpraw-
dzie udato sie otrzymac syntetyczng witamine C, ale
z bardzo niska wydajnoscig i przy wysokich kosztach.
By je obnizy¢ nalezato znacznie zwiekszy¢ wydajnos¢
syntezy. Dla chemika najtrudniejszym zadaniem byto
przeprowadzenie stereochemicznej przemiany sorbito-
lu w odpowiednig forme sorbozy — bezposredniego
prekursora witaminy C. Tadeusz Reichstein wpadt na
pomyst, aby do tej przemiany wykorzystac specyficzny
enzym produkowany przez bakterie zyjace w przewo-
dzie pokarmowym muchy. Szczeg6towg procedure
syntezy opublikowat on w 1934 roku. Jej zastosowanie
zmniejszato koszty produkcji witaminy C az tysigc-
krotnie! Pozwolito to na obnizenie ceny 1 kilograma
witaminy C z 13 tysiecy dolarow do 14 dolardw.
Procedura wprowadzona przez Reichsteina przyniosta
mu zastuzong stawe ijest do dzi§ stosowana z matymi
modyfikacjami.

Za radg przysztego noblisty Leopolda Ruzicki pod-
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jat Tadeusz Reichstein w 1929 roku préby wyizolowa-
nia z kory nadnerczy biologicznie czynnego zwigzku
— jednego, jak wéwczas myslano — niezbednego do
prawidtowego funkcjonowania organizmu. Wielolet-
nie badania doprowadzity do wydzielenia z kory
nadnerczy niewielkich ilosci az 29 zwigzkéw rozpusz-
czalnych w thluszczach, ktére w swojej czagsteczce
zawieraty pierscien sterydowy. Swe badania w tej
dziedzinie od 1938 roku kontynuowat Reichstein w Ba-
zylei jako profesor zwyczajny i dyrektor Instytutu
Farmaceutycznego tamtejszego Uniwersytetu.

W koncu lat trzydziestych juz trzy zespoty badawcze
zajmowaty sie identyfikacjg i ustalaniem chemicznej
struktury steroidowych hormondéw nadnerczy. Byty to
oprécz zespotu Tadeusza Reichsteina w Szwajcarii
dwie grupy badaczy amerykanskich. Reichstein stop-
niowo izoluje i identyfikuje kolejne hormony z kory
nadnerczy. Prdbuje je tez chemicznie syntetyzowac.
Pierwszg synteze deoksykortykosteronu przeprowa-
dzit Reichstein, zanim jeszcze ten zwigzek byt przez
niego wykryty w ekstraktach kory nadnerczy. Précz
deoksykortykosteronu wykrywa on takze kortyzon
i aldosteron. Syntetyczny kortyzon otrzymany przez
Reichsteinau zostat podany pacjentom z chorobg
reumatoidalng w roku 1948. Skutki tego odkrycia staty
sie rewolucyjne dla medycyny. Komitet Nagrody Nob-
la uznat w 1950 roku, ze nagrodag w dziedzinie medycy-
ny i fizjologii nalezy uhonorowa¢ trzech uczonych:
Tadeusza Reichsteina i dwéch amerykanéw: Edwarda
Kendalla i Philipa Hencha za badania nad hormonami
sterydowymi nadnerczy.

Przez nastepnych 17 lat, pod kierunkiem noblisty
Reichsteina w Bazylei rozwiktano wiele dalszych prob-
leméw zwigzanych z chemia hormonoéw sterydowych
nadnerczy oraz chemia glikozydéw.

W roku 1967 profesor Reichstein przeszedt na eme-
ryture zimponujgcym dorobkiem naukowym obejmu-
jacym ponad 630 publikacji i 150 przewoddéw doktor-
skich, ktérych byt promotorem. Mdégt wiec odpoczy-
wacé jako cztowiek zastuzony. Jednak, jako amator-
botanik, zajat sie z upodobaniem badaniem paproci.
Rychto stat sie w tej dziedzinie ekspertem Swiatowym.
Do 1994 roku opublikowat prawie 100 prac z pterido-
logii, stale pracujagc w tej dziedzinie. Majgc 98 lat
uczony przestat 4 dalsze prace do czasopism botanicz-
nych. Byt to wiec fenomen Swiatowy.

Ale to nie wszystko. Profesor Tadeusz Reichstein
znany byt ze swojej nadzwyczajnej skromnosci i szla-
chetnej dobroczynnos$ci. Opiekowat sie wieloma oso-
bami, fundujgc im stypendia, w tym i kilku stypendys-
tom z Polski. Jego osobowos$¢ byta niezwykta i urzeka-
ta ludzi, ktérzy sie z Nim zetkneli.

W roku 1995 profesor Tadeusz Reichstein zostat
wybrany przez Walne Zebranie Polskiego Towarzyst-
wa Biochemicznego honorowym cztonkiem Towarzy-
stwa. Dyplom honorowego cztonka Towarzystwa
wraz z bukietem réz zostat wreczony profesorowi
Reichsteinowi w Bazylei przez profesora Witolda
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Filipowicza. Profesor Reichstein byt niezwykle wzru- Z wielkim zalem zegnamy profesora Tadeusza

szony tym wyro6znieniem, ktére poczytywal za za-
szczyt. Wspominat kraj swego urodzenia z ogromnym
wzruszeniem i serdecznoscia.

Reichsteina.

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

Uprzejmie zawiadamiamy PT Kolezanki i PT Kolegéw
0 przeniesieniu siedziby Zarzagdu Gtéwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
na teren Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
pokdj 632 i 633

Obecny adres:

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Tel. bezposredni 658 20 99
Tel. przez centrale 6598571 w. 352
Fax 22 5342

Dyzury biura Zarzadu odbywac¢ sie bedg jak dotychczas
we wtorki w godz 12-18
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ARLYKYRY

Pasazowalne amyloidozy mo6zgowe czyli choroby wywota-
ne przez priony: czy struktura czynnika scrapie jest juz

rzeczywiscie znana?

Transmissible cerebral amyloidoses or prion diseases: is the
structure of the infectious agent really understood?

PAWEL P. LIBERSKI12
JOLANTA BRATOSIEWICZ?2

Spis tresci:

l.  Wstep

Il.  Amyloid w pasazowalnyeh amyloidozach mézgowych

I1l. Mutacje w genie biatka prionu koreluja z fenotypem CJD,
GsSS i FFI

IV7. Badania na zwierzetach transgenicznych

V. PrP jako amyloid: koncepcja pasazowalnyeh amyloidoz
moézgowych

VI. Co pozostato?

l. Wstep

Dwanascie ofiar, ponizej 30 roku zycia, zmartych na
rzadki zesp6t otepienny tzw. chorobe Creutzfeldta-
Jakoba (CJD) sugeruje, ze encefalopatia gabczasta
krow (choroba szalonych kréw; BSE) zainfekowata
ostatecznie cztowieka [1]. Panika, ktéra wybuchta
z tego powodu spowodowata, ze gréb jednej z ofiar byt
gteboki na 9 stép a nie jak zwykle na 6 za$ grabarze
zostali wyposazeni w ochronne ubrania i rekawice
chirurgiczne. Nie po raz pierwszy choroby wywotane
przez priony, do ktérych nalezy CJD i BSE, poruszyty
media. Poprzednio — gdy w 1985 roku brytyjska
telewizja podata sensacyjng wiadomos¢ iz chory, ktory
zmart prawdopodobnie na CJD zostat zakazony pod-
czas podawania hormonu wzrostu wyizolowanego
z przysadek cztowieka — ws$rdd biorcow hormonu
ilekarzy wybuchto przerazenie. U ludzi przyjmujgcych
hormon wzrostu nie obserwowano jednak epidemii
CJD. Co stanie sie teraz nie wiadomo. Mtodzi ludzie

1 Prof. dr n. med. Laboratorium M ikroskopii Elektronowej
i Neuropatologii, Samodzielnej Praeowni Biologii Nowo-
tworéw, Katedry Onkologii A.M. ul. Paderewskiego 4,
93-509 £6dz 2 mgr Pracownia Mikroskopii Elektronowej
Zaktadu Patomorfologii, Centrum Zdrowia M atki Polki
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umierajacy na CJD w Wielkiej Brytanii i Francji (jeden
przypadek) chorujg na tzw. wariant (vCJD) tej choro-
by. Charakteryzuje sie on nieco odmiennym obrazem
klinicznym (dtugi przebieg, dysestezje jako objaw
wiodacy, brak charakterystycznego obrazu EEG oraz
otepienie jedynie w po6znym okresie choroby) oraz
neuropatologicznym (bardzo liczne blaszki amyloido-
we; ang. Jlorid plagues, otoczone wiencem wakuoli)
(Ryc. 1). ldentyczny obraz uzyskano po inokulacji
makakow BSE [2]. Istnieje zatem bezposredni dowod
eksperymentalny, ze BSE przenosi sie na naczelne
powodujgc zmiany neuropatologiczne identyczne z ty-
mi stwierdzanymi u cztowieka.

CJD i BSE nalezy do tzw. pasazowalnyeh amyloidoz
moézgowych (inne nazwy to podostre encefalopatie
gabczaste lub tzw. choroby wywotane przez priony,
prion diseases). Sg one wywotane przez czynnik infek-
cyjny réznie okre$lany terminami ,wirus powolny”,
»prion” lub ,wiriono” dla odr6znienia go od ,,zwyk-
tach” wiruséw i wiroidéw. Czynnik ten, w opinii
autora, nie zostat dotad w petni scharakteryzowany.
Poza CJD i BSE, do grupy tych choréb naleza: kuru,
i choroba Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera (GSS)
oraz $miertelna rodzinna bezsenno$¢ (Jatal familial
insomnia, FF1)u cztowieka, naturalna scrapie u owiec,
k6z i muflondw, pasazowalna encefalopatia norek
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(transmissible mink encephalopathy), przewlekta choro-
ba wyniszczajgca (chronic wasting disease, CWD) u Kil-
ku gatunkow jeleni w stanie Madison w USA, wreszcie
encefalopatia ggbczasta kotéw iencefalopatie ggbczas-
te u kilku gatunkdw antylop, geparda, pumy, ocelota
itygrysa w ogrodach zoologicznych Wielkiej Brytanii.
Niepasazowalne amyloidozy moézgowe to choroba
Alzheimera ijej pochodne.

Il. Amyloid w pasazowalnych amyloidozach
mézgowych

Zjawiskiem osiowym w patogenezie wszystkich
amyloidoz, wtaczajac pasazowalne amyloidozy moz-
gowe, jest synteza i przetwarzanie molekularnie od-
miennego prekursora amyloidu, ktdry nastepnie od-
ktada sie w tkankach moézgu [3-5]. Terminem “amylo-
id” okres$la sie grupe molekularnie odrebnych biatek
(Afk PrP, gelsolina, transthyretyna, cystatina C), naj-
czesciej glikozylowanych, posiadajagcych wspdlng kon-
formacje P-faldowa i zwigzane z nig wtasciwosci histo-
chemiczne i ultrastrukturalne. Nalezg do nich: dwu-
tomnosé w Swietle spolaryzowanym po zabarwieniu
czerwienig Congo, charakterystyczna z6ttozielona flu-
orescencja po zabarwieniu tioflawing S oraz formowa-
nie widkien (Jibers) utworzonych z 2-4 bn wldkienek
(Jihrils).

Amyloid w pasazowalnych amyloidozach mézgo-
wych, prion protein (PrP) o ciezarze 27-30 kDa, PrP
27-30, zostat po raz pierwszy zidentyfikowany we
frakcjach uzyskanych zhomogenatéw mozgdédw chomi-
kow eksperymentalnie zakazonych scrapie [6], W no-
menklaturze grupy Stanleya B. Prusineraz Uni-
wersytetu Kalifornijskiego, San Francisco, nazwa
sprion’ odpowiada nazwie ,czynnik scrapie” [7-10],
PrP 27-30 jest produktem ograniczonej proteolizy
wiekszego biatka prekursorowego, PrP 33-35sc (33-35
kDa; sc, od scrapie) [11-13]. Dla CJD lub GSS mozna
uzywac¢ analogicznych terminéw PrPCID lub PrPGSS.
Gen kodujacy PrPs(PRNP;od prion protein, akronim
PRP, od proline-rich protein bytjuz ,zajety”)zlokalizo-
wany jest u cztowieka na chromosomie 20, a u myszy
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Ryc. 1 Typowa blaszka amyloidowa z mézgu chorego na
wariant choroby Creutzfeldta-Jakoba. Zwracaja uwage
wakuole promieniscie otaczajace blaszke. Dzieki uprzej-
mosci dr Jamesa lronside’a, Edynburg, Szkocja.

na chromosomie 2 (u myszy gen ten nosi nazwe
Prn-p, [11, 14]. Geny dla PrP scharakteryzowano
dla wielu gatunkéw ssakéw w tym owiec [15], kréw
[16], Swini domowej [17] naczelnych [18, 19] oraz
torbaczy [20], Istniejg analogi tego genu u ptakodw,
Drosphila i nicienia C. elegans [21-23], Gen ten skitada
sie, w zalezno$ci od gatunku, z dwoch lub trzech
eksonow (u cztowieka z dwoch); cala sekwencja ko-
dujaca biatko (otwarta rama odczytu: open reading
frame, ORF) jest zawarta w drugim (lub trzecim)
eksonie [11]. PrP 33-35x nie jest jednak pierwotnym
produktem tego genu; jest nim biatko PrP 33-35°
(c, od cellular), o sekwencji aminokwaséw identycznej
zPrPx<[11-13]. PrPc,w wyniku niezidentyfikowanych,
prawdopodobnie konformacyjnych [24-27], modyfi-
kacji postranslacyjnych, zostaje zmodyfikowane do
prps prpscztowieka sktada sie z 253 aminokwasow
i wykazuje wysoki stopien homologii z PrP innych
gatunkow ssakow [23]. Jak wspominano, sekwencja
aminokwasdéw PrP° i PrPs, oraz wszystkie mody-
fikacje posttranslacyjne, witgczajac obecnos$¢ C-kon-
cowej ,kotwicy” utworzonej z fosforylowanego gli-
kolipidu (GPI, glycophospholipid inositol anchor)
[28-29], sa identyczne, natomiast biatka te rdznig
sie niektorymi wtasnosciami fizykochemicznymi; mie-
dzy innymi w wyniku trawienia proteinazg K w obe-
cnosci detergentu, PrP° ulega catkowitej za$ PrPx
jedynie czesciowej proteolizie uwalniajac rdzen PrP
27-30 [12-13]. Konwersja PrP° w PrPx odbywa sie
na nieokreslonym etapie poprzez transport nowo
syntetyzowanego PrPc na powierzchnie komérki,
gdzie staje sie ono dostepne dla PIPLC (phospho-
inositol-specific phospholipase C), a nastepnie do li-
zosomoOw [30]. W badaniu elektronomikroskopowym
homogenatow moézgu, PrP 27-30 uwidacznia sie jako
tzw. ,wiokienka towarzyszace scrapie” (SAF, scrapie
associated Jibrils) lub prion rods, ktérych struktura
spetnia wyzej wymienione kryteria witékien amyloidu
[31-33] (Ryc. 2). Badania konformacji PrPci PrPx
wykazaty, ze PrP° w swojej strukturze trzeciorzedowej
zawiera trzy oc-helisy za$ PrPs przewage obszardow
(3-fatdowych [24-27, patrz nizej].
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Rye. 2 Liczne witdkienka towarzyszace scrapie (scrapie-associa-
ted fibrils) wyizolowane z mézgéw chomikéw zakazo-
nych szczepem 263K scrapie. Liberski P.P.,
Brown P.i Gajdusek D.C., Barwienie negatywo-
we  kwasem fosforowolframowym. Powigkszenie,
x 42 000.

I1l. Mutacje w genie biatka prionu korelujag
z fenotypem CJD, GSS i FFI

Pomimo iz PAM s3 wywotane przez dotychczas
niezidentyfikowany czynnik zakazny, 10-15% przypad-
kow CJD oraz, ex definitione, wszystkie przypadki
GSS i FFI wystepuja rodzinnie dziedziczgc sie auto-
somalnie dominujgco [34-36]. Z klasycznych badan
Dickinsona i wsp. [37-38] w Edynburgu wia-
domo, ze okres inkubacji (a zatem replikacja) czynnika
scrapie znajduje sie pod $cistg kontrolag genu Sine (od
shorter ineubation period) tozsamego z Prn-p (analog
genu PRNP u cztowieka [39]. Gen dla PrP (PRNP)
u cztowieka stat sie zatem oczywistym celem po-
szukiwan zmian ko-segregujacych z fenotypowa eks-
presja choroby. Pierwsza mutacja wykryta w obrebie
PRNP byta mutacjg kodonu 102 stwierdzona w GSS
iprowadzaca do substytucji proliny leucyng [40] (Ryc.
3). Mutacje te (Leul02) wykryto w wielu rodzinach
GSS na calym Swiecie [41-49] (tacznie z oryginalng
austriacka rodzing, w ktérej po raz pierwszy opisano
ten zesp6t w 1936 r. [50]). W niezwyklej rodzinie
(Indiana kindred) z GSS ze stanu Indiana, USA [51],
charakteryzujgcej sie obecnosciag typowych dla choro-
by Alzheimera, tau-pozytywnych dystroficznych neu-
rytow (patrz nizej) wspotwystepujgcych ze zmianami
specyficznymi dla GSS), wystepuje mutacja kodonu

Ryc. 3 Wzdér prazkéw po reakcji PCR idot biot oraz hybrydyzacji
z wyznakowanymi radioaktywnie sondami specyficznymi
dla formy prawidtowej (Pro) izmutowanej (Leu) kodonu 102.
Obecne sa intensywne prazki na filtrach inkubowanych
z sondami specyficznymi dla typu dzikiego; na filtrach
inkubowanych z sondami specyficznymi dla typu zmutowa-
nego prazki sg stabe lub ich brak.
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198 prowadzaca do substytucji fenyloalaniny seryng
za$ w podobnej fenotypowo rodzinie ze Szwecji wy-
stepuje mutacja kodonu 217 prowadzgca do sub-
stytucji kwasu glutaminowego argining [52-53],
Mutacje w obrebie genu dla PrP (PRNP) wykryto
takze w rodzinnych przypadkach CJD [54-58, 34],
Mutacje kodonu 200 prowadzacg do substytuacji
glutaminy lizyng (Ryc. 4) wykryto we wszystkich trzech
ogniskach endemicznej CJD: w lzraelu u Zydoéw
Stefardyjskich pochodzenia libijskiego (“u wandering
Jew of the Diaspora'; [59-61]), w Czechostowacji
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Ryc. 4 Wzér prazkéw po reakcji PCR idot biot oraz hybrydyzacji
z wyznakowanymi radioaktywnie sondami specyficznymi
dla formy prawidtowej (Glu) izmutowanej (Lys) kodonu 200.
Trzy préby badane na filtrze 294 i 295 sa heterozygotyczne
pod wzgledem tego kodonu (gtéwki strzatek).

(“Oravske kuru") [67] oraz w Chile [62]. Taka sama
mutacja wystepuje jednak rowniez w japonskiej rodzi-
nie zCJD [63]. W fiAskich, holenderskich, francuskich
iamerykanskich (pochodzenia holenderskiego i wegie-
rskiego) rodzinach z CJD wykryto mutacje kodonu
178 prowadzgcg do substytuacji asparginy kwasem
asparaginowym (Ryc. 5) [64-67]. Mutacje te wykryto
takze w stawnej rodzinie Backer, w ktorej po raz
pierwszy opisano rodzinne wystepowanie CJD [34,
68]. ldentyczna mutacja wystepuje w przypadkach
FFI, znanych w klasycznej literaturze neuropatologi-
cznej jako ,,demencje wzgdérzowe” (thalamic dementias)
[69-73], Na marginesie, pierwszym, ktdry opisat rodzi-
ne z FFI byt Gabriel Garcia Marquez w ksigzce
»Sto lat samotnosci”. Mutacja Leul05 wystepuje
w przypadkach rodzinnej spastycznej paraparezy
z mnogimi PrP-pozytywnymi blaszkami w korze ru-
chowej za$ nielicznymi w mdézdzku [74]. Fenotyp ten
moze byé takze wariantem GSS. Mutacja 1le210 zo-
stata odkryta we Wtoszech [75] i Francji [76] w spora-
dycznych przypadkach CJD. Tego typu doniesienie
nalezy traktowaé z ostroznos$cig poniewaz zwigzki
rodzinne moga ujawni¢ sie dopiero w badaniach
genealogicznych kilka pokoleA wstecz. Wreszcie, wy-
kryto podwo6jng mutacje kodonéw 180 (Val do lle)
1232 (Met do Arg) w sporadycznych przypadkach CJD
charakteryzujacych sie p6znym poczatkiem (84 lata)
oraz brakiem typowego zapisu EEG (tak jak w przypa-
dkach z mutacjg kodonu 178) [77].
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W kilku rodzinnych przypadkach zespotéw otepien-
nych wykazujacych cechy posrednie pomiedzy CJD
i GSS oraz w przypadkach rodzinnych demencji bez
charakterystycznego obrazu neuropatologicznego
[78] wykryto w genie dla PrP wstawki (inseris) ok-
tapeptydowych sekwencji powtarzalnych (repeats)
w regionie pomiedzy kodonami 51 i91 gdzie w warun-
kach prawidtowych znajduje sie 5 takich oktapep-
tydow a w wymienionych rodzinnych przypadkach
CJD ich liczba wzrasta do 11-13 (Ryc. 6) [79-84],
Obecnos¢ markeréw molekularnych typowych dla
CJD w rodzinach bez cech kliniczno-patologicznych
tej choroby zmusza do refleksji nad redefiniowaniem
molekularnym jednostek chorobowych z tej grupy
[57], Schematy zmian molekularnych przedstawiajg
ryciny (Ryc. 3-7).

Wszystkie wymienione mutacje wystepowaty
w przypadkach rodzinnych. Wystepujaca endemicznie
kuru, podobnie jak sporadyczne przypadki CJD, nie sg
spowodowane zadng mutacjg. Natomiast sporadyczne
przypadki CJD wystepujg przede wszystkim u ludzi
bedagcych homozygotami dla polimorfizmu kodonu
129 PRNP (Ryc. 7) [83, 85-87]. W sporadycznych
przypadkach CJD (w tym przypadkach jatrogennych
— po podawaniu ludzkiego hormonu wzrostu) prze-
wazajag homozygoty i29MetMet lub 129\d \Vdl w odrdz-
nieniu od dominujgcej heterozygotycznej populacji
129Mt vai [88-89], Szczego6lnie interesujace, Vall® wy-
stepuje powigzana z Ser198 Ilub Arg2l7 w GSS
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Ryc. 5 Wzoér prazkéw po reakcji PCR idot biot oraz hybrydyzacji
z wyznakowanymi radioaktywnie sondami specyficznymi
dla formy prawidtowej (Asp) izmutowanej (Asn) kodonu 178.
Obecnoé$¢ intensywnych prazkéw dla sond typu dzikiego
i brak prazkéw dla typu zmutowanego $wiadczy o prawid-
towej budowie kodonu w badanych prébkach.
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Ryc. 6 Zel po reakcji PCR obej-
mujacej region oktapepty-
déw (pomiedzy kodonami
51 i 91). Linie 13-22 zawie-
raja zamplifikowany frag-
ment DNA prawidtowej
dtugosci. Dodatkowy pra-
zek na linii 23 (gtéwka
strzatki) zawiera wstawki
oktapeptydowe.

z tau-pozytywnymi dystroficznymi neurytami [52-53]
za$ z Asnl178 w rodzinnych przypadkach CJD [69, 72],
Obecnos$¢ genotypu Vall29 Asnl78 prowadzi do wy-
stagpienia fenotypu CJD natomiast Met129 Asn178 jest
powigzana fenotypowo z FFI [69, 72].

Nalezy zaznaczy¢, iz obecno$¢ mutacji w obrebie
ludzkiego genu dla PrP cze$Sciowo warunkuje fenotyp
kliniczny CJD [56, 64, 90]. Dla przykiadu, w 74%
przypadkéw CJD z mutacjg kodonu 200 wystepuje
typowy zapis EEG. W odrdznieniu, zapis ten prawie
nigdy nie pojawia sie w przypadkach CJD z mutacja
kodonu 178 [64]. Przypadki CJD z mutacjg kodonu
178 cechuje znacznie wczesniejszy niz w przypadkach
sporadycznych wiek zachorowania i znacznie diuzszy
czas trwania choroby [64]. Jeszcze wczes$niej manifes-
tuja sie przypadki CJD, w ktérych gen kodujacy PrP
zawiera dodatkowe wstawki [64]. Przypadki GSS
zajmujg ekstremalng pozycje, manifestujgc sie naj-
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Ryc. 7 Autoradiogram obrazujacy polimorfizm kodonu 129. Filtr
310 inkubowany byt z sonda specyficznag dla metioniny, filtr
311 z sondg specyficzng dla waliny. Genotyp badanych
pacjentéw jest nastepujacy: 1, M/M; 2, M/M; 3, M/V;4, MIV;
5 VIV; 6, M/M.
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wczesniej i trwajac najdiuzej.

Fizjologiczna rola PrPcoraz rola mutacji genu PrP
nie jest znana. Istniejg dwie podstawowe, a zarazem
sprzeczne hipotezy. Hipoteza ,prionu” sugeruje, iz
konwersja PrPcdo PrPsc spowodowana przez mutacje

w przypadkach rodzinnych lub bedgca zjawiskiem
stochastycznym w przypadkach sporadycznych, jest
warunkiem koniecznym i wystarczajagcym do wysta-
pienia objawéw choroby [91, 7-9, 92-93, 23], Wedtug
tej hipotezy, PrPs, nabierajgc cech ,infekcyjnego”
biatka, sam bytby czynnikiem infekcyjnym czyli ,prio-
nem”.Innymi stowami, pasazowalno$¢ procesu choro-
bowego bytaby jedynie epifenomenem.

Druga, mniej ortodoksyjna hipoteza sugeruje, ze
konwersja PrPcw PrP<x zwigksza jedynie wrazliwosé
na zakazenie dotychczas niescharakteyzowanym wiru-
sem. Na poparcie tej hipotezy przytacza sie powigzanie
wrazliwosci na zakazenie naturalng strupie u owiec
z okre$lonym polimorfizmem diugosci fragmentow
restrykcyjnych (RFLP) genu PrP (tozsamego z genem
SIP) [94-98] oraz powigzanie innego polimorfizmu
dwéch kodondéw tego genu z diugoscig okresu in-
kubacji eksperymentalnej strupie u myszy [39, 99],
U myszy charakteryzujacych sie krétkim okresem
inkubacji po zakazeniu szczepem “Chandler” wirusa
scrupie, kodon 108 genu PrP odpowiada leucynie,
a kodon 189 treoninie. Natomiast u myszy o diugim
okresie inkubacji, kodon 108 odpowiada fenyloalani-
nie natomiast kodon 189, walinie [99].

Hipoteza ,,wirino” zaktada z kolei, iz jesli PrPsxjest
czeScig czynnika infekcyjnego, czynnik ten bytby ro-
dzajem chimery molekularnej utworzonej z wirusowo-
specyficznego oligonukleotydu (dotychczas niewyizo-
lowanego, a zatem catkowicie hipotetycznego) i biatka
gospodarza (PrPsc); taka struktura ttumaczytaby wiek-
szo$¢ niezwyktych cech wirusa np. brak wywotywanej
odpowiedzi immunologicznej [100, 101], Istnieje wresz-
cie mozliwos$¢, ze konwersja PrPc do PrP« jest je-
dynie indukowana przez dotychczas niewykryty wirus.

IV. Badania na zwierzetach transgenicznych

Szczep 263 K scrupie (Sc237) jest patogenny dla
chomikéw (Ha) ale nie myszy (Mo). Transgeniczne
myszy Tg(HaPrP) zawierajgce transgen PrP chomika
stajg sie natomiast wrazliwe na zakazenie tym szcze-
pem, a okres inkubacji jest odwrotnie proporcjonalny
do liczby kopii transgenu [93, 102]. Badania tego typu
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jednoznacznie sugerujg interacje pomiedzy PrPcgos-
podarza a PrP<x zawartym w inokulum. Hipoteza
prionu sugeruje, ze amplifikacja PrPsx jedynie na-
$laduje replikacje czynnika infekcyjnego. Wyniki ba-
dan innych eksperymentéw z myszami transgenicz-
nymi nie sa jednak juz tak jednoznaczne. Myszy
transgeniczne Tg(Mo Prn-pb) posiadajgce transgen
Prn-pb(kodujgcy dtuzszy okres inkubacji po zakazeniu
szczepem Chandler) wykazujg paradoksalne skrécenie
(a nie spodziewane wydtuzenie) okresu inkubacji po
zakazeniu tym szczepem. U myszy transgenicznych
Tg(MoPrP-P101 L) transfekowanych transgenem za-
wierajagcym mutacje kodonu 101 genu dla PrP (od-
powiadajgcg mutacji kodonu 102 GSS, gen myszy
zawiera delecje kodonu 55) pojawia sie spontaniczna
choroba neurozwyrodnieniowa charakteryzujgca sie
obecnos$cig wakuoli i PrP-immunopozytywnych bla-
szek amyloidowych [103], Z kolei u myszy trans-
genicznych, o duzej liczbie kopii transgenu PrP chomi-
ka Tg(HaPrP), spontanicznie pojawia sie nekrotyzuja-
ca mielopatia oraz demielinizacyjna polineuropatia
[104]. Efekt ten zalezy od dawki transgenu. Na
przykitad, u homozygotycznych myszy Tg(HaPrP +/+)
choroba rozwija sie po 400-600 dniach zycia za$
u hemizygotycznych myszy Tg(HaPrP+/~) dopiero po
650 dniach. Interesujace, zaréwno u myszy
Tg(MoPrP-P101 L) jak i u myszy Tg(HaPrP+/+) ze
spontaniczng chorobg neurologiczng nie udaje sie
wykryé PrPsc, pomimo obecno$ci PrP-immunododat-
nich blaszek amyloidowych. Modyfikacja ekspresji
transgenu dodatkowo wptywa na fenotyp choroby.
Dziesieciokrotnie wieksza ekspresja transgenu u my-
szy Tg(MoPrP-P101 L) 2866 i 2477 powoduje wy-
stagpienie objawow choroby juz po 150-300 dniach
natomiast u myszy Tg(MoPrP-P101 L)2866 skrzyzo-
wanych z “knock-outami” Prn-p0/0 choroba pojawia sie
jeszcze wcze$niej, bo po 150-160 dniach [105]. Jesli
opublikowane dane o udanym pasazu z tych myszy (ale
tylko na chomiki i myszy transgeniczne Tg(MoPrP-
-P101L) o niskiej liczbie kopii transgenu) [106] zo-
stang potwierdzone w niezaleznym laboratorium, be-
dzie to ostateczny dowdd hipotezy prionu.

Wyniki badan transgenicznych wskazuja, ze w kon-
wersji PrPc-PrPsx bierze udziat dodatkowy kompo-
nent, tzw. ,biatko X” [107, 108]. W odrdznieniu od
myszy Tg(HaPrP), myszy zawierajace transgen PRNP
cztowieka, Tg(HuUPrP) nie wykazujg zwiekszonej wra-
zliwosci na zakazenie materiatem CJD (okres inkuba-
cji 590-840  dni). Natomiast w chimerach
Tg(MHuU2MPrP), analogicznych do nizej opisanych
chimer Tg(MH2MPrP), okres inkubacji po zakazeniu
CJD skraca sie do okoto 200 dni. Rézng wrazliwosé
myszy Tg(HuPrP) i Tg(MHuU2MPrP) na zakazenie
CJD mozna tlumaczy¢ obecnoscig hipotetycznego
chaperonowego biatka X myszy, ktore bioragc udziat
w konwersji PrPcdo PrP< tatwiej interaguje z kom-
pleksem HuPrPCQDMHuU2MPrPc niz z kompleksem
HuPrPCID'HuPrPc Co wiecej konwersja PrPcPrPs
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jest najtatwiejszajesli homologia obu biatek w kodonie
129 jest tozsama. U myszy Tg(HuPrP)132 (Val w ko-
donie 129) i Tg(HuPrP)440 (Met w tym samym
kodonie) okres inkubacji po zakazeniu jest najkrotszy
wtedy jesli PrP w inokulum zawiera w kodonie 129
aminokwas identyczny jak ten kodowany przez trans-
gen. To ostatnie zjawisko moze rowniez ttumaczy¢
wyniki badahn z uzyciem myszy transgenicznych
Tg(MHu2M PrP) i Tg(HPurP) bez koniecznosci od-
wotywania sie do istnienia biatka X.

Hipoteza prionu oparta o zatozenie interakcji PrPc
PrPsx uzyskata oparcie w wyniku badan wykorzys-
tujgcych myszy ,chimery”. Inokulowanie in vitro ko-
morek neuroblastoma transfekowanych ,,chimerami”
genu PrP sktadajgcymi sie z roznych kombinacji
fragmentéw genu chomika i myszy (geny te réznig sie
w 16 kodonach) prowadzito do powstawania PrP<s
myszy (rozpoznawanego przeciwciatem monoklonal-
nym 3F4)jedynie woéwczas gdy transgen (MHM 2 i M4)
byt rozpoznawany jako gen myszy, a nie chomika. Dla
odréznienia, transgeny H4 i H3M nie byly rozpo-
znawane jako transgeny myszy lecz chomika i jako
takie nie produkowaty PrPsc. W oparciu o ww. trans-
geny (oraz dodatkowy transgen MH2M) skonstruo-
wano myszy transgeniczne, z ktérych Tg (MH2M) byty
wrazliwe na zakazenie szczepem 263 K scrapie (,,cho-
miczym?”) natomiast myszy Tg(MHM2) wykazywaty
oporno$¢ na ten szczep (biatko MH2M jest rozpo-
znawane jako biatko myszy, nie chomika). Interesuja-
ce, transgeny MH2M i MHM2 wykazujg roznice
jedynie dwdch kodondw. Jezeli liczba kopii transgenu
MHM2 jest bardzo duza (Tg(MH2M)294) wowczas
myszy te staja sie w koricu wrazliwe na zakazenie tym
szczepem. Interpretacja wynikow tego ostatniego eks-
perymentu jest w zasadzie analogiczna do tej ttuma-
czacej paradoksalne skrocenie okresu inkubacji u my-
szy Tg(Mo Prn-phb), liczba kopii transgenu ,prze-
zwycieza” inherentng dla tego transgenu witasciwosé
opornosci na zakazenie szczepem 263 K. Obecnos$¢
transgenu MH2M wptywa na okres inkubacji; okres
inkubacji szczepu 263 K przepasazowanego przez
myszy Tg(MH2M), a nastepnie przez chomiki syryjs-
kie wydtuza sie.

Uzyskanie, poprzez homologiczng rekombinacje,
myszy bez PrP dostarczyto narzedzia, ktére umoz-
liwito zweryfikowanie przynajmniej czesci przedsta-
wionych hipotez [92, 109-110]. Myszy te nie wykazujg
poczatkowo zadnych zaburzehA rozwojowych [111],
natomiast w p6zniejszym okresie obserwuje sie defekt
w funkcjonowaniu zigcza synaptycznego [112], snu
[113] oraz ataksje mézdzkowg powigzang ze zwyrod-
nieniem komorek Purkinjego [114], Po inokulacji,
u myszy tych nie wystepujg objawy scrapie oraz nie
wystepuje replikacja czynnika zakaznego [109]. Do-
Swiadecznia te wykazaly, ze PrP jest niezbedne dla
replikacji czynnika natomiast nie pozwalajg one na
definitywne stwierdzenie, ze PrP jest jednoczesnie
czynnikiem infekcyjnym [115].
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V. PrP jako amyloid: koncepcja pasazowal-
nych amyloidoz mézgowych

PrP-dodatnia blaszka (ptytka) amyloidowa stanowi
najbardziej specyficzny sktadnik neuropatologii oma-
wianej grupy chorob. Poniewaz moézgi chorych na
kuru zawieraty miriady takich blaszek, dlatego tez
Gajdusek nazwat kuru “galloping senscence of the
juvenile” [116]. Trzy dziesieciolecia pézniej ustalono,
iz blaszka amyloidowa w TSE zawiera PrP; tak wiec
PrP<jest, ex definitione amyloidem w pasazowalnych
amyloidozach médzgowych, niezaleznie od tego czy
biatko to jest takze czescig czynnika scrapie. Bezpo-
Sredniego dowodu, iz PrPsxzawiera przewage charak-
terystycznych dla kazdego amyloidu struktur (3-fat-
dowych w swojej budowie przestrzennej dostarczyt po
raz pierwszy Caughey i wsp. [24] postugujac sie
spektroskopia w podczerwieni. Nastepnie Prusi-
ner i wsp. [25-27] potwierdzit, iz PrP< zawiera
okoto 54% struktur (3-fatdowych (Ryc. 8). W wyniku
denaturacji SDS (ktéry to proces powoduje znaczny
spadek infekcyjnosci), odsetek struktur (3-fatdowych
spada. Podobnie, wysokie pH powoduje spadek zaré-
wno miana infekcyjnosci, jak i zawarto$ci struktur
(3-fatdowych w PrPsc. Dla odrdznienia, PrPc zawiera
w swej konformacji trzy [117] obszary a-helikalne.
Z kolei, trzy z czterech syntetycznych peptydéw od-
powiadajgcych sekwencjg czterem obszarom a-helika-
Inym PrPctworzg samorzutnie widkna amyloidowe,
co sugeruje obecno$¢ struktur (3-fatldowych a nie
a-helikalnych, co potwierdzajg badania z uzyciem
NMR (Ryc. 9) [117]. Co bardziej interesujgce, wszyst-
kie obszary a-helikalne mapujg sie do tej czesci PrP <,
ktora stanie sie opornym na trawienie proteinazami
PrP 27-30 w CJD ale nie we wszystkich postaciach
GSS. Razem, dane te dostarczaja kolejnego dowodu,

Ryc. 8 Modele PrPc (b) i PrPs (a), (a) Proponowany
model PrPsc Struktura prezentowana na rycinie
zostata wybrana z sze$ciu r6znych modeli biatka
jako korelujaca najlepiej zdanymi genetycznymi.
PrPx zawiera cztery domeny (3-faldowe i dwie
a-helisy. (3-fatdowe domeny la i Ib (czerwone)
odpowiadaja pierwszej a-helisie PrPczas domeny
2a i 2b (zielone), drugiej a-helisie PrPc. Helisy
3 i 4 pozostajg niezmienione w tym modelu.
Cztery reszty aminokwasowe (Asnl08; Met112,
Metl29 i Alal33) odgrywajace role w barierze
gatunkowej przedstawione jako biate modele
kulkowe, (b). Proponowany model PrPc Helisa
pierwsza przedstawiona w czerwieni druga w zie-
leni. Model ten zostat jedynie cze$ciowo potwier-
dzony badaniami NMR [117]. Dzigki uprzejmo-
éci Prof. Stanleya B. Prusinera, Uniwersytet
Kalifornijski, San Francisco, USA. Cze$ciowo
zmodyfikowane wg Huang Z Prusiner
SB, Cohen FE (1995) Folding Design 1
13— 19
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ze interakcja biatko-biatko (PrPs-PrPc) stanowi pod-
stawowy proces patogenezy w pasazowalnych amylo-
idozach mézgowych. Safar i wsp. [118-121] po-
stugujac sie technikami spektroskopii dichroizmu ko-
towego zastosowanego do cienkich warstw PrP uzys-
kiwanych na szkle lub mice wykazali iz PrPsx zawiera
34% struktur (3-fatdowych i 20% a-helikalnych, zas
PrP 27-30 odpowiednio 43% struktur (3-fatdowych bez
obszaréw a-helikalnych. Prusiner [105] przedsta-
wit analogiczne dane dla PrPx (30% a-helikoid, 43%
struktur (3-fatdowych i 27% struktur przypadkowych
(turn and coil); PrPc (odpowiednio 42%, 3% i 55%)
oraz PrP 27-30 (21%, 54% i 15%). Wszystkie te dane
sugeruja, ze PrPxw zajetym przez pasazowalne amylo-
idozy moézgu pozostaje gtownie w konformacji (3-fat-
dowej w odrdznieniu od PrPc ktore konformacyjnie
jest gtownie a-helikalne. Ostatnio opublikowano ba-
dania NMR fragmentu 121-231 PrPcuzyskanego tech-
nikami rekombinacyjnymi w E. coli [117]. W odr6z-
nieniu od poprzednio cytowanych modeli, PrPczawie-
ra tutaj trzy a-helikoidy (fragmenty 144-154, 179-193
i 200 do 217) oraz dwa anty paralelne tancuchy (3-fat-
dowe (128-131 i 161-164). Prawdopodobnie juz wkrot-
ce zostanie opublikowana struktura NMR PrPs.
Konwersji PrPcw PrPsdokonano takze w systemie
bezkomorkowym in vitro, co dostarczyto pierwszego
bezposredniego dowodu, ze taka konwersja istotnie
dokonuje sie w procesie nukleacji (seeding)wokdtjadra
[122]. W cytowanym eksperymencie, znakowany 35S-
PrPc zostawat przeksztatcony w 35S-PrPsx pod wpty-
wem nadmiaru PrPs Konwersja PrPcw PrPg jest
gatunkowo-specyficzna, to znaczy 355-HaoPrPckon-
wertowat pod wptywem MoPrP<znacznie mniej wy-
dajnie niz pod wptywem HaPrPs i tworzace sie
w wyniku tej konwersji formy PrP oporne na proteina-
ze K (awiec analogiczne do PrP 27-30) byty odmiennej
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Ryc. 9 Struktura fragmentu PrP(121—231) myszy. Trzy a-helisy oznaczono kolorem zottym, zas dwie anty-rownolegte domeny B-faldowe,
niebieskim. taczace petle oznaczono kolorem zielonym. Mostek dwusiarczkowy pomiedzy resztami cysteiny 179 i 214 oznaczono
kolorem biatym. Dziekiuprzejmosci prof. Glockshuber a, Instytut fur Molekularbiologie und Biophysik, Zirich, Szwajcaria [117],

wielkos$ci [123], Konwersja PrPcw PrP s byta zalezna
od czasu oraz od stezenia tego ostatniego przy czym
istniato progowe stezenie PrPsc ponizej ktérego kon-
wersja ustawata [124]. Co wiecej, aktywnos$¢é konwer-
tujaca wiazata sie z agregatami PrP a nie z mono-
merem tego biatka. Interesujgce, uzycie ultrafiltracji
wykazato, ze aktywno$é konwertujaca jest zatrzymy-
wana przez filtr o wielko$ci porow < 100 kDa; znéw,
zjawisko to mozna interpretowa¢ jako dowodd, ze
aktywnos¢ takg wykazuje agregat a nie monomer PrP
[124]. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze nie mozna
wykluczy¢, iz dodatkowy komponent (< 100 kDa)
ko-sedymentujacy z PrP xjest w istocie odpowiedzial-
ny za proces konwersji. Przytoczone eksperymenty
Swiadczgce na korzy$¢ hipotezy nukleacji metaforycz-
nie przypominaja 160d-9 z ksigzki ,Kocia kotyska”
Kurta Yonneguta, w ktérej ten izomer lodu powo-
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duje przeksztatcenie stykajgcej sie z nim wody w kolej-
ne molekuty lodu-9 i tak ad infinitum [125]. Metafory
lodu-9 jako pierwszy uzywat D. Carleton Gaj du -
sek, w swoich wyktadach (patrz, 125, przypis).

V1. Co pozostato?

W chwili obecnej hipoteza prionu jest powszechnie
zaakceptowana takze z powodu bezskutecznych po-
szukiwan struktur wiruso-podobnych. Jednak od 1968
r. kiedy to David Ferreira i wsp. [126] wykryli
tzw. struktury tubulopecherzykowe w mézgach myszy
zakazonych scrapie, struktury te udato sie wykazac¢ we
wszystkich badanych modelach scrapie, CJD i GSS
[127,129]. Ostatnio jeden znas (Pawet P. Liberski)
oraz Martin Jeffrey z MAFF, CVL, Lasswade
Veterinary Laboratory w Edynburgu, Szkocja wyka-
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Rye. 10 Struktury tubulopecherzykowe (strzatki) o $rednicy okoto 25 nm przylegajace do wtdkienek PrP amyloidu (gtéwki strzatek).

Nieopublikowane badania PPL i Dr. Martina Jeffreya,

MAFF, CVL, Lasswade Veterinary Laboratory, Edynburg, Szkocja.

Transmisyjna mikroskopia elektronowa, kontrastowanie octanem uranylu icytrynianem otowiu; oryginalne powigkszenie, 140000 x .

zali obecno$¢ struktur tubulopecherzykowych w Scis-
tym kontakcie z wtokienkami PrP-amyloidu (Ryc. 10)
w tzw. luznych blaszkach amyloidowych w obszarze
podwysciotkowym moézgéw chomikédw zakazonych
scrapie. Jezeli obserwacje te zostang niezaleznie po-
twierdzone i jezeli struktury te okaza sie czasteczka
wirusa scrapie, to tak bezposredni kontakt jest w stanie
wyjasni¢ scisty zwigzek PrP i infekcyjnosci.
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Rola biatek kodowanych przez faga X w destrukcji bak-
teryjnej sciany komaérkowej i kontroli czasu lizy

Role of bacteriophage X coded proteins in destruction of bacterial
cell wall and the control of lysis timing

SABINA KEDZIERSKA],
ALINA TAYLOR?2

Spis tresci:

l. Wstep
1. Naktadajgce sie geny rejonu lizy faga X
11-1. Biatka S105 i S107, produkty jednego genu o an-
tagonistycznych funkcjach fizjologicznych
11-2. Biatko R, enzym rozszczepiajacy wigzania P-I,
4-glikozydowe przez transglikozylacje
11-3. Lokalizowane w btonach bakteryjnych biatka Rz
i Rzl; rola biatka Rzl w fuzji bton bakteryjnych
I1l.  Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotow: aa — aminokwas(y); IM — bto-

na wewnetrzna (cytoplazmatyczna); nt — nukleotyd(y); OM
btona zewnetrzna; ORF — otwarta rama odczytu; SD

—sekwencja Shine-Dalgarno, rbs; Tn transpozon.

I. Wstep

Zakazenie wirusem X komorki Escherichia coli pro-
wadzi do lizy lub lizogenizacji czyli integracji genomu
wirusowego z DNA komdrkowym. Zintegrowany pro-
fag replikuje sie z chromosomem bakteryjnym i prze-
kazywany jest kolejnym pokoleniom potomnym zaka-
zonej komdrki [1]. Jego geny znajdujg sie w stanie
represji realizowanej, przez produkt genu cL W od-
powiednich warunkach moze nastapi¢ indukcja profa-
ga polegajgca na inaktywacji represora i derepresji

Tabela 1.

Produkty genéw rejonu lizy faga /.

Biatko kDa Pi
E. coli
§(8.9.11) 11.6 (8.5) 9 IM
1"(17.34) 175 9.45
r2(2.39, 17.2 9.27
Rzl (401 6.5 (prekursor) 9.06
5.1 (biatko dojrzate) ~ 8.3 oM

Tabelke opracowano w oparciu o prace: [2, 8, 9, 11, 17, 34, 39, 40]

1Dr, 2prof. dr hab., Katedra Biochemii, Pracownia Biochemii
Bakteryjnej, Uniwersytet Gdanski, ul. Ktadki 24, 80-822
Gdansk

POSTEPY BIOCHEMII 42(4), 1996

lokalizacja w komérce

biatko rozpuszczalne
strefy adhezji (A)

Contents:

l. Introduction
1. Overlapping genes of the lysis region
I1-1. Two S proteins, one gene products with antagonis-
tic physiological function
11-2. R protein, the enzyme splitting p-1, 4-glycosidic
bonds by transglycosylation
11-3. Rz and Rzl; proteins localized in bacterial memb-
ranes; a role of the Rzl in membranes fusion
1. Summary

genéw fagowych. Wowczas nastepuje replikacja fago-
wego DNA iekspresja genéw fagowych. W kornicowym
efekcie dochodzi do wytworzenia i uwolnienia potom-
nych fagéw przez lize komorki bakteryjnej. Liza
polega na zniszczeniu ostony komorkowej bakterii,
ztozonej z IM, OM i mureiny. W procesie tym biorg
udziat biatka, kodowane przez genom fagowy; S, R i Rz
oraz prawdopodobnie Rzl wykryte przez nas w 1993 r.
[2] (Tab. 1).

Il. Naktadajgce sie geny rejonu lizy faga X

Geny lizy znajdujg sie w prawym ramieniu genomu
faga X [3], Rycina lprzedstawia uaktualniong, uprosz-
czong mape fizyczng tego rejonu. Transkrypcja gendéw

proponowana funkcja

udziat w translokacji transglikozylazy
kontrola czasu lizy

(transglikozylaza) destrukcja mureiny
(endopeptydaza?) destrukcja mureiny?

fuzja IM i OM?

zalezy od konstytutywnego promotora pR,ale wkrétce
po starcie ulega terminacji w miejscu terminatorowym
tR. Aktywacja tej tzw. transkrypcji p6znej zalezy od
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>

Q P i S R Rz (153 aa)/ Rz1 (60 aa)
Sy 3
43886 44508 45186 45 493 . 46 186 46 366
45 506 45 966 46 426
Bor (97 aa)
3 '
46 461 46 752

Ryc. 1. Rejon lizy bakteriofaga X.

Strzatki wskazujg kierunek transkrypcji p6znego operonu faga X. Liczby odpowiadaja pozycjom nt w sekwencji LDNA [3]. W gérnej

linii podano nazwy produktéw gendéw lizy i liczbe ich reszt aminokwaséw (w nawiasach). Symbole:

gen Q, kodujacy biatko

antyterminatorowe; (-mm-). naktadajace sie geny lizy S, R, Rz, Rzl oraz gen bor, ktéry ulega transkrypcji z drugiej nici DNA faga
Xw przeciwnym kierunku w stosunku do transkrypcji gendw RzRzl [37] iprzypuszczalnie nie uczestniczy w lizie; (0), péZny promotor;
(x), p6zny terminator rozpoznawany przez produkt genu Q. (cyt. wg [40] za zgoda wyd.)

antyterminatorowego biatka Q [4]. Powstajacy trans-
krypt koduje biatka lizy, biatka odpowiedzialne za
pakowanie fagowego DNA oraz biatka strukturalne
gtéwki i ogonka.

Transkrypcja pézna zaczyna sie ok. 8 min. po
zakazeniu komérki E. coli fagiem lub po indukcji
komorki lizogennej. Translacja ok. 25 genow kodo-
wanych w p6znym transkrypcie podlega skompliko-
wanej regulacji, w wyniku ktorej poziom ekspresji
poszczegdlnych gendw moze roznic¢ sie tysigckrotnie
[5-7]. Mechanizm tej potranskrypcyjnej regulacji nie
jest znany i budzi zainteresowanie. Oczywiscie, rézne
mechanizmy kontroli mogg dotyczy¢ réznych gendw.

Seria prac z laboratoriow R. Younga (USA)i U.
Blasi’ego (Austria) dotyczy regulacji ekspresji ge-
nu S, pierwszego genu po6znego transkryptu. R.
Y oung omawia to zagadnienie w pracy przegladowej
[8], zwracajac uwage na mozliwo$¢ wystepowania
struktur drugorzedowych w sekwencji 598 nukleoty-
déw miedzy koncem 5 mRNA i kodonem inicjatoro-
wym S, ktore mogtyby kontrolowac translacje genu
S (Ryc. 3) [9], Regulacja ekspresji genu S moze mie¢
wplyw na ekspresje pozostatych genow lizy, R, Rz i Rzl.

Na uwage zastuguje stwierdzenie, ze produkt genu
R, enzym bakteriolityczny o swoistosci transglikozyla-
zy mureinowej, jest syntetyzowany w wykrywalnych
ilosciach juz 8 min po indukcji profaga [10], mimo ze
liza wystepuje dopiero ok. 45 min p6zniej. Wskazuje to
na istnienie potranslacyjnego mechanizmu kontroluja-
cego czas wystgpienia lizy. Wediug Blasi’ego
i wsp. [9, 11] gtéwna role odgrywajag w tym dwa
produkty jednego genu S, S107, inhibitor lizy i S105,
efektor lizy, oligomeryzujacy w IM i w ten sposob
tworzacy w niej kanat dla translokacji produktu genu
R, co stanowi wczesny etap lizy. Szczeg6ty dotyczace
tego zagadnienia bedg omdéwione w podrozdziale
0 genie S i biatkach S.

Gen S zachodzi o 14 nukleotydéw na gen R (Ryc. 1),
mozna wiec byto oczekiwaé, ze translacja S ma wpltyw
na translacje R. Z kolei sygnat terminacji translacji R,
UGA, zachodzi na kodon inicjatorowy AUG(A) genu
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Rz, co sugeruje dziatanie mechanizmu reinicjacji trans-
lacji, polegajacego na przesunieciu sie matej podjed-
nostki rybosomalnej po zakonhczeniu translacji genu
blizszego koncowi 3' mRNA do nastepnego kodonu
inicjacyjnego, bez odtgczenia sie od odczytywanego
mRNA.

Gen Rzl znajduje sie catkowicie wewngatrz genu Rz.
Jest poprzedzony RBS, ktdrego sekwencja pozwala
sgdzi¢, ze jest to sygnat bardzo efektywny. Sekwencja
ta -AAGGAG-jest bardzo zblizona do sekwencji zgod-
nosci (consensus) i identyczna z wystepujacg przed
genem 10 faga T7 znanym z silnej ekspresji i dlatego
uzywang w plazmidzie ekspresyjnym pT7-7 [12].

Analogiczne geny, odpowiedniki S, R i Rz faga A,
wystepujg takze u innych fagéw lambdoidalnych (Ryc. 2).
Rycina 2 przedstawia geny rejonow lizy czterech fagow
lambdoidalnych: X, 21, PA-2 i P22 z uwzglednieniem
podobienistwa miedzy nimi, wyrazonego w procentach.
Gen Rz spos$réd genow lizy wykazuje najwyzszy
stopien ewolucyjnego konserwatyzmu [8], Interesuja-
cy jest fakt, ze ORF dla biatka 6,5-kDa, ktére bytoby
analogiem Rzl jest réwniez obecna w genieRz2l i to
w tej samej pozycji jak w XRz. ORF (Rz21)jest w 98%
homologiczna w sekwencji nukleotydowej z XRz (dane
uzyskane z bazy danych EMBL; program FASTA).
Ponadto sekwencja Rz2l jest poprzedzona identyczng
sekwencja SD (-AAGGAG) w odlegtosci — 7 nukleo-
tydéow od kodonu AUG.

I1-1. Biatka S105 i S107, produkty jednego
genu 0 antagonistycznych funkcjach
fizjologicznych

Gen S sktada sie z 321 par nukleotydéw, co od-
powiada 107 kodonom w mRNA. Obliczona na tej
podstawie masa jego produktu biatkowego wynosi
11.6-kDa, ale ciezar czasteczkowy S wyznaczony na
podstawie ruchliwosci elektroforetycznej w zelu SDS-
polikarylamidowym odpowiada 8500. Biatko S nie-
zbedne jest do wywotania lizy bakterii E. coli, [13].
Inaktywacja genu S sprawia, ze po indukcji lizogenu
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R {158 aa)

Rz/Rz1 {153 aa/ 60 aa}

S {105 aa; 107 aa) [

A |
1

(transglikozylaza)

= i
N

97%
R {165 aa) ‘
S (68 aa; 71 aa}] Rz {153 aa} ORF60
21 | ] (lizozym?) ‘
89% 92% 9% 86% D
R {165 aa) |
S (68aa:71 aa} [ ] Rz (64 aa..}
PA-2 l ] (lizozym?) f
32% 60%
\I 19 {145 aa) l/
13 {105 aa; 108 aa}l 15 {145 aa})
P22 L | (lizozym) i

Ryc. 2. Geny rejonoéw lizy bakteriofagéw lambdoidalnych: X 21, PA-2 i P22.
Geny ,kasety litycznej" przedstawiono w postaci prostokatéw; obok podano ilo$¢ reszt aminokwasowych ich produktéw. Stopien
podobienstwa odpowiadajacych sobie biatek podano w %; sekwencje aminokwaséw wyznaczono na podstawie sekwencji nukleotyddw
odpowiednich gen6éw. Strzatki umieszczone na zewnatrz wskazujg podobiefistwo miedzy parami odpowiadajacych sobie gendw, S faga
Xi 13 faga P22 oraz /.Rz i 15 faga P22. Nie stwierdzono zadnego podobierstwa miedzy genami R i 19 fagéw Xi P22. Produktem genu XR
jest transglikozylaza, natomiast genu 19 faga P22, lizozym. Produkty genéw R fagéw 21 i PA-2 nie zostaly zidentyfikowane. Sekwencja
Rz faga PA-2 nie zostatla do kornca poznana. W genie R: faga 21 jest obecna ORF60 dla biatka 6.5-kDa, ktore bytoby analogiem

produktu genu R:1 faga X (cyt. za [8] zmodyfikowane)

procesy metaboliczne: oddychanie, syntezy makro-
czasteczek sg kontynuowane w czasie, w ktdrym
w komorce zakazonej Xwt zostatyby zahamowane
iwystgpitaby liza [ 14, 15]. W cytoplazmie E. coli {ES ~)
gromadzg sie dojrzate fagi oraz endolizyna w ilosci
znacznie wiekszej niz przy zakazeniu Awt [15, 16].
Nazwa endolizyna, oznacza aktywno$¢ bakteriolitycz-
ng, ktdra moze zaleze¢ od dwoch enzymow: produktu
genu ER, transglikozylazy, a mozliwe, ze takze od
produktu genu Rz, ktéry mogtby mie¢ aktywnoscé
endopeptydazy. Ta ostatnia hipoteza nie zostata udo-
wodniona [17]. Dodanie chloroformu do indukowa-
nych hodowli lizogenéw ES~ wywotuje prawie natych-
miastowq lize bakterii, co sugeruje, ze biatko S musi
wptywaé¢ na przepuszczalnosé IM [15, 18] i uczest-
niczy¢ w transporcie transglikozylazy do jej substratu,
mureiny, ktéry znajduje sie w przestrzeni periplaz-
matycznej [ 13], Te wiasciwosci mutantéw ES decydujg
0 ich praktycznym zastosowaniu do otrzymywania
duzych ilosci faga E lub wektoréw skonstruowanych
z DNA faga E

Problemy zwigzane z detekcjg matego, wystepujace-
go w niewielkich iloSciach, letalnego i wzglednie nieim-
munogennego biatka jakim jest biatko S sprawity, ze
w ciggu dtugich badan amerykanskich laboratoriow R.
Younga i D. Wilsona, za produkt genu S uwa-
zano kolejno 6 réznych polipeptydéw (I).

W mys$l pierwszej propozycji Wilsona [19] pro-
duktami genu S byly dwa biatka znacznie réznigce sie
ciezarem czasteczkowym, subkomoérkowa lokalizacja
1funkcja im przypisywang. Jeden z polipeptydow o Mr
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15000 zlokalizowano w IM komdrki zakazonej fagiem
E i uwazano, ze jest on odpowiedzialny za podwyz-
szong przepuszczalno$é IM dla zwigzkdéw drobnoczgs-
teczkowych [19, 20]. Wedtug tych autoréw drugi
polipeptyd o ciezarze czasteczkowym 5500 wystepo-
wat w duzej iloci kopii w oczyszczonych wirionach
i przypisywano mu udziat w naprawie uszkodzen IM,
wywotanych wprowadzeniem DNA faga E [20], A 11-
man i wsp.[21] zproduktem genu S identyfikowali
biatko o masie 8.5-kDa, ktére wystepowato w ostonie
komorki bakteryjnej. Istotny postep wniosta praca
Zagotty i Wilsona [22], ktorzy potwierdzili
poprzedni wynik (8.5-kDa) metodami immunologicz-
nymi dzieki otrzymaniu przeciwciat anty-S. Réznice
pomiedzy ciezarem czasteczkowym S, zidentyfikowa-
nym (8.5-kDa) a obliczonym na podstawie sekwencji
nukleotydowej genu 5(11.6-kDa) ttumaczono nietypo-
wym wigzaniem SDS do silnie hydrofobowego biatka
S. Jednak nie jest wykluczona proteolityczna modyfi-
kacja potranslacyjna biatka S.

Analiza genetyczna mutantdw S ujawnita nieoczeki-
wang ztozonos$¢ ekspresji genu S [ 10, 23]. Wedtug tych
autorow ekspresja genu Sjest kontrolowana na pozio-
mie translacji przez drugorzedowg strukture mRNA,
sekwencje sdi [9, 11]. Miejsce sdi (Ryc. 3A), obejmuje
dwie struktury ,,szpilek do wtoséw” oraz dwie potaczo-
ne sekwencje SD, ktore odpowiedzialne sg za inicjacje
translacji od kodonu Metl lub Met3 [11]. Zatem z tej
samej ramy odczytu genu S mogg powsta¢ dwa
polipeptydy: S107 (start od Metl) i S105 (start od
Met3), ktore réznig sie tylko obecnoscig reszt
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Ryc. 3.

u

A A Uuc
Uu u A U
Ui 9 A (sdi2) C: €
T ed ce
() Y. co T GC
cg| S BB CG
CG Met, Lys Met Pro .. ($107) CG
AAAUGUAAGACAUGAAGAUGCCAGAAAAACAUGACCUGUUGGCAAAG.......
sdi /|\ Mety Pro .. (S105)
+1 S
|
B Q = 2 $107
AS so 7 S105

] Met Lys Met Pro Glu Lys
AAUCCCCUUAUUGGGGGUAAGACAUGAAGAUGCCAGAAAAA

Q \13(108)
P22 13 SD Q <13(105)
CCoT_—————1 Met Lys Lys Met Pro Glu L)é
AAUCCUCACGGUCGUGAGGUAAGACAUGAAAAAGAUGCCAGAAAAA ...

Q 28108
51 & sD Q 18105
(S Met Lys Ser Met Asp Lys lle

AAUCCGUUACUGGCGGAGGCGUUUGCUAUGAAAUCAAUGGACAAAAUC ...

Q \ S108

oAz S . @ > S105
) ] Met Lys Phe Met Asp Lys lle
ACCCGCUUUGUCUGCGAGGUGGGUUAUGAAAUCAAUGGACAAAAUC

A — Region regulatorowy (sdi) genu S

Przedstawiono dwie struktury ,szpilek do wioséw” oraz potaczone sekwencje SD (GGGGG i UAAG) odpowiednio dla inicjacji
translacji od kodonu Metl i Met3. Powyzej sekwencji mMRNA podano sekwencje N-terminalng biatka S107 (inhibitora lizy), a ponizej
S105 (efektora lizy). (sdil), (sdi2), (sdi3) — miejsca mutacji punktowych, ktére umozliwity okreslenie sekwencji sdi (structure directed
initiation), regulujacej czestotliwo$¢ inicjacji translacji od AUG, (Mef,) lub AUG3(Met3)[10]; B— Motyw podwdjnego startu translacji
genéw o funkcji analogicznej do funkcji genu S faga X [cyt. za 8], Przedstawiono regiony inicjacji translacji i N-terminalne sekwencje
produktéw genéw S fagéw lambdoidalnych: X, 21 i PA-2 oraz faga P22, dla ktérego gospodarzem jest Salmonella typhimurium. Strzatki,
(0—), wskazujag ramy odczytu produktéw genéw S; struktury sdi zostaty podkre$lone, w nawiasach podano liczby reszt amino-
kwasowych odpowiednich biatek. Wystepowanie motywu podwdjnego startu translacji zostato poparte doSwiadczeniem tylko
w przypadku fagéw X i P22. W pozostatych przypadkach obecno$¢ motywu podwéjnego startu translacji wywnioskowano z sekwencji
nukleotydowej genéw S. (cyt. wg [8] za zgoda wyd.)

Metl-Lys2przy koAcu N-terminalnym w S107 [9-11]. petnig funkcje antagonistyczne [9]: S107 jest inhibito-
Analogiczny model podwdjnego startu translacji rem polipeptydu S105, ktérego aktywnos$¢ jest letalna

genow o funkcji analogicznej do S jest zachowany dla komorki. Istnieje korelacja miedzy czasem lizy

wsérod fagéw lambdoidalnych [8, 25, 26] (Ryc. 3B). a ilosciowym stosunkiem inhibitora (S107) do letal-
Wykazano, ze biatka S107 i SI105 w procesie lizy nego efektora (S105) [9, 11, 24].
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Na podstawie doswiadczen fizjologicznych i genety-
cznych opracowano model dziatania biatka S zgodnie
z ktérym, ulegajgc oligomeryzacji tworzytoby ono
pory w IM, co umozliwitoby endolizynie faga X dotar-
cie do mureiny [10, 14, 19]. Model ten zostat uzupet-
niony przez Nam i wsp. [25] oraz Blasi’ego
i wsp. [11], ktorzy sugeruja, ze S107 tworzac hetero-
oligomery z S105 hamuje powstawanie porow w IM,
przez ograniczenie poprzecznej dyfuzji monomerow
S105. Wedtug tego modelu dodatnio natadowana
reszta Lys2biatka S107, oddziatujgc z ujemnie natado-
wang powierzchnig IM, ogranicza mozliwos¢ prze-
grupowania heterooligomeréw i w zwigzku z tym
hamuje formowanie porow. Jest to proba wyjasnienia
hamujacej funkcji S107 (Ryc. 4B). Autorzy proponujg
dwustopniowy model, dziatania produktéow genu S: 1)
dwa produkty genu S, S105 i S107 tworzytyby w pierw-
szej kolejnosci heterooligomeryczne, nieaktywne pory
w IM; 2) po przegrupowaniu sie monomeréw S we-
wnatrz pory tworzytyby sie funkcjonalne pory, umoz-
liwiajgce translokacje produktu genu R, transglikozy-
lazy, do periplazmy. Autorzy sugeruja réwniez, ze po
zneutralizowaniu potencjatu btony dziataniem np.
KCN, SI107 zachowuje sie jak letalne biatko SI105,
uczestniczac w tworzeniu aktywnego kanatu [11] (Ryc.
4). Model tenjest o tyle niepetny, ze nie uwzglednia roli
biatek Rz i Rzl lokalizujacych sie w btonach bakteryj-
nych.

Mozna by podsumowac, ze letalno$¢ produktu genu
S i jego udzial w lizie polega na uszkodzeniu IM,
umozliwiajacym translokacje endolizyny do mureiny
zlokalizowanej w periplazmie E. coli.i R. Young
preferuje nazwe ,,holes” (otwory) nie pory, gdyz trudno
na razie zdefiniowaé¢ strukture uszkodzen IM przez
S$107/S105 [24]. Young i Btasi proponuja, aby
fagowe biatka zaangazowane w tworzenie ,holes”
nazwac ,holins” [24].

11-2. Biatko R, enzym rozszczepiajacy wigzania
p-1,4-glikozydowe przez transglikozylacje

Gen R jest drugim w kolejnosci genem pdznego
transkryptu. Koduje enzym bakteriolityczny, trans-
glikozylaze. Aktywnos¢ bakteriolityczna faga X zostata
przypisana produktowi genu R przez Campbella
[27] i oczyszczona z lizatbw do homogennosci przez
Blacka i Hogenssa [28]. Jednak, nie okreslono
wowczas specyficznosci enzymu bakteriolitycznego.

We wczesnych pracach zwrécono uwage na brak
wiasnosci redukcyjnych produktéw degradacji murei-
ny przez badany enzym co odrézniato jego swoistosé
od lizozymu. W lizatach indukowanych E. coli (A)
wykryto aktywno$¢ endopeptydazy, ktdrg mylnie
przypisano produktowi genu R [29]. W 1974 r.
zbadano strukture chemiczng nieredukujgcych produ-
ktow reakcji badanego enzymu (muropeptydéow CA
i CB; Ryc. 5) korzystajagc ze spektrometrii masowej.
Okazato sie, ze wystepuje w nich kwas (3-1,6-anhyd-
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Ryc. 4. Model wyjasniajacy dziatanie biatka S107 jako inhibitora
lizy
(A) Heterooligomery S105/S107 tworzga sie w IM. Dodatnio
natadowana reszta Lys2 (oznaczona ©) biatka S107 od-
dziatuje z ujemnie natadowang powierzchnig IM,ogranicza-
jac w ten sposéb poprzecznag dyfuzje heterooligomeréw
S105/S107 i hamujac powstawanie poréow (tworzac niefunk-
cjonalne pory).
(B) Neutralizacja potencjatu btonowego przez dziatanie
inhibitoréw oddychania, np. KCN lub utworzenie funk-
cjonalnej pory S (tzn. zniesienie jonowego oddziatywania
miedzy resztg Lys2 biatka S107 i IM) pozwala na reor-
ganizacje S105/S107 wymieszanych oligomeréw. Przegru-
powanie zachodzi dzigki poprzecznej dyfuzji i prowadzi do
utworzenia funkcjonalnej pory. # — czasteczka S105,
O — czasteczka S107. (cyt. za [11] zmodyfikowane)

ro-N-acetylomuraminowy, co ttumaczyto brak wtas-
nosci redukcyjnych [30, 31]. Wskazuje to, ze mecha-
nizm rozszczepienia mureiny przez produkt genu
R polega na transglikozylacji, a nie hydrolizie wigzan
(3-1,4-glikozydowych jak w przypadku dziatania np.
lizozymu faga T4 lub lizozymu kurzego. Transglikozy-
lacja polega na przeniesieniu grupy wodorotlenowej
zwigzanej z weglem pierwszym reszty kwasu N-acety-
lomuraminowego mureiny na wegiel szdsty tej samej
czasteczki, z utworzeniem pierscienia kwasu [1-1,6-
-anhydro-N-acetylomuraminowego. Byto to zaskaku-
jacym odkryciem, gdyz wczeé$niej nie znano enzymow
tego typu a enzymy, rozktadajace wielocukry klasyfi-
kowaty sie do hydrolaz (EC 4.2.1) lub liaz (EC 4). Na
podstawie tych prac zidentyfikowano p6zniej enzymy
bakteryjne o analogicznej swoistosci transglikozylaz
[32, 33]. Wobec wystepowania w lizatach E. coli
dwoéch enzymow, dla ktérych substratem jest mureina
(transglikozylazy i endopeptydazy) pracowano dalej
nad identyfikacjg produktu genu R. K. Bienkows-
ka-Szewczyk oczyszczajac produkt bakteriolity-
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+
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Ryc. 5. Reakcja katalizowana przez trans-
glikozylaze faga X
Przedstawiono podstawowa jed- OR

nostke strukturalng mureiny, za-

znaczajac pogrubiong strzatka o)
wigzanie rozszczepiane przez
transglikozylaze, produkt genu
R faga X. Produktem degradacji
mureiny sag muropeptydy CA iCB,
zawierajace reszty kwasu p-1,6-an-
hydro-N-acetytomuraminowego
(cyt. za [30] zmodyfikowane)

czny z lizatow E. coli (ac1857) obserwowata wspdline
oczyszczanie sie (copurification) obu aktywnosci, jed-
nak po czterech stopniach oczyszczania na kolumnach
chromatograficznych udato sie uzyska¢ homogenny
preparat transglikozylazy wolny od endopeptydazy
[17]. Nastepnie dostarczono dowdd, ze transglikozy-
laza jest produktem genu R wykorzystujagc system
minikomdrek E. coli su® minA minB, pozbawionych
wtasnego, chromosomalnego DNA, do ktérych wpro-
wadzono DNA faga X i uzyskano ekspresje genu
transglikozylazy [34],

Transglikozylaza faga Xjest syntetyzowana w cyto-
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ch3-ch-c=o

tetrapeptyd 1

tetrapeptyd

plazmie komaorki i nie posiada N-terminalnej sekwen-
cji sygnatowej, charakterystycznej dla biatek sekrecyj-
nych. Z kolei jej substrat, mureina, znajduje sie w prze-
strzeni periplazmatycznej, zatem pozbawiona peptydu
sygnatowego transglikozylaza niejest zdolna do poko-
nania bariery, miedzy cytoplazmg a periplazmg jakga
tworzy IM. Niezbedna w tym etapie jest aktywnos$¢
biatka S [9, 14, 15, 19].

Dwa produkty biatkowe S i R, kodowane przez
genom fagowy sg niezbedne i wystarczajagce do prze-
prowadzenia lizy komérki E. coli przy niskich steze-
niach Mg2+ w podtozu (ponizej 10 mM). Natomiast,
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Young i wsp. [35] wykazali, ze w obecnosci jonow
Mg2+ (<10 mM), ktére stabilizujg bakteryjng btone
zewnetrzna, niezbedna staje sie funkcja trzeciego genu
z rejonu lizy, genu Rz. Jak sie okazato po6zniej funkcja
ta moze zaleze¢ od dwoch genéw Rz iwykrytego przez
nas genu Rzl [2],

11-3. Lokalizowane w btonach bakteryjnych biatka
Rz i Rzl; rola biatka Rzl w fuzji bion
bakteryjnych

Gen Rz bakteriofaga X zostat wykryty w 1979 r.
przez Younga i wsp. [35]. W wyniku wprowadze-
nia transpozonu Tn903 (kan) w pozycji 0.951 i 0.952
mapy fizycznej faga X uzyskano nowy rodzaj mutan-
tow o upoS$ledzonej zdolnosci lizy: X,dk230-951
i /Uik60 952. Insercje transpozonu Tn903 w fagu Xdk23
zlokalizowano przeprowadzajagc klonowanie w plaz-
midzie pBR327 isekwencjonowanie fragmentu DNA,
obejmujgcego miejsce ztgczenia ikDNA z Tn903 [36].
Pozwolito to na okre$lenie potozenia genu Rz pomie-
dzy nukleotydami 45966-46425 genomu faga X. Kodon
AUG(A) genu Rz zachodzi na kodon terminacyjny
UGA [3] poprzedzajacego go genu R, kodujacego
omawiang wczes$niej transglikozylaze (Ryc. 1). Miedzy
nukleotydami 46752 i 46461 potozony jest gen hor,
ktory ulega transkrypcji z drugiej nici, w kierunku
przeciwnym do kierunku transkrypcji genu Rz [37]
(Ryc. 1). Ramy odczytu gendéw Rz ihor sg oddzielone 34
nukleotydami, z ktdrych 26 stanowi sekwencje palin-
droinowg. W probach wyjasnienia roli genu hor uzys-
kano dowody, ze ulega on ekspresji podczas rozwoju
lizogennego faga X oraz, ze ekspresja genu hor znaczg-
co zwieksza przezywalnosé bakterii E. coli(X) w surowi-
cach zwierzat. Na podstawie sekwencji nukleotydowej
hor okreslono Mrjego produktu 10 387 [37]. Z analizy
sekwencji aminokwasowej wynikato, ze biatko Bor
posiada N-terminalng sekwencje sygnatowg typowg
dla lipoprotein [37]. W ostatniej pracy Barondess
i Beckwith [38] wykazali, ze produkt genu hor jest
rzeczywiscie lipoproteing zlokalizowang w OM E. coli.

Fenotypowym objawem mutacji w genie Rz sg
bardzo drobne tysinki i o potowe nizsza wydajnosé
namnazania fagow w poréwnaniu zwydajnoscia szcze-
pu dzikiego [35]. W hodowli ptynnej efekt mutacji
w genie Rz mozna obserwowa¢ w obecnosci jonow
Mg2+ w stezeniu 10 mM i wyzszym [35]. Komorki
zakazone mutantem XRz~ w tych warunkach nie
ulegaja lizie, lecz zmieniajg ksztatt z pateczkowa-
tego na kulisty, tworzac formy podobne do sferoplas-
tow, ktére po usunieciu Mg2+ natychmiast ulegajg
lizie [35].

Produktem genu Rzjest biatko o Mr 17 200. Biatko
Rzjest syntetyzowane w niewielkich ilosciach w kom6-
rkach E. coli(X), posiada sekwencje transbtonowsg,
ktéra mimo podobienstwa do sekwencji sygnatowych
nie jest odcinana i stuzy do zakotwiczenia Rz w bto-
nach [2, 39]. Przewazajgca czes$¢ biatka Rz wystepuje
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w miejscach adhezji btony wewnetrznej (IM) i zewnet-
rznej (OM) [39].

Badajac ekspresje genu Rz wykazalismy, ze rejon lizy
faga X zawiera nowy gen, ktory oznaczylisSmy Rzl [2].

Produktem genu Rzl jest biatko prekursorowe,
syntetyzowane z 19-aminokwasowg sekwencjg syg-
natowg, typowg dla lipoprotein i w zwigzku z tym
odcinang przez peptydaze sygnatowg Il [40]. Potwier-
dzono to wdwoch réznych doswiadczeniach: a) znaku-
jac komorki E. coli, zawierajgce klonowany gen Rzl,
trytowanym kwasem palmitynowym i b) traktujgc je
inhibitorem peptydazy sygnatowej Il, globomycyna
[40]. W komorkach bakteryjnych traktowanych glo-
bomycyng akumuluje sie forma prekursorowa lipo-
proteiny [40a].

Ostateczny dowdd, ze sekwencja sygnatowa Rz 1jest
odcinana, uzyskano w wyniku mikrosekwencjonowa-
nia N-terminalnej czesci biatka Rz [40].

Produkt dojrzaty genu Rzl jest lipoproteing lokali-
zowang w btonie zewnetrznej komorki E. coli [40].
W celu okreslenia lokalizacji biatka Rzl w komadrce E.
coli wykorzystano przeciwciata skierowane przeciwko
syntetycznej determinancie antygenowej badanego
biatka. Determinante antygenowg: 46WQTPLNGIIS-
PSERG60 wyznaczono na podstawie programu kom-
puterowego. Nastepnie przeprowadzono synteze 15 aa
sekwencji immunogennej biatka Rzl ireakcje sprzega-
nia jej korica N-terminalnego z albuming surowicy
krwi bydlecej [40],

Cze$¢ lipidowa dojrzatego biatka Rzl zawiera diacy-
loglicerol potgczony wigzaniem tioeterowym z reszty
N-terminalnej cysteiny oraz reszte kwasu ttuszczowe-
go, przypuszczalnie palmitynowego, zwigzang wigza-
niem amidowym poprzez N-terminalng grupe amino-
wa tej samej reszty cysteiny (Ryc. 6).

Czes$¢ peptydowa Rzl ztozona jest z 41 aa, w tym
trzy otadunku dodatnim (K, K, R), dwa o ujemnym (D,
E). Zwraca uwage wysoka zawarto$¢ proliny, ktora
stanowi ok. 25% sktadu aminokwasowego. W biatku
Rzl nie wystepuje fenyloalanina, histydyna ityrozyna.
Aminokwasy hydrofobowe stanowig 48,8%, hydro-
filowe 51,2%. Punkt izoelektryczny (pi) dojrzatego
biatka wyznaczony przy pomocy programu kompute-
rowego wynosi 8,33. Analiza komputerowa sekwencji

0
(iHR-O-E:-Rh.
RO-C-O-CIH
ch2
HS

Rv C-nCt SKQSVSQCVKPPPPPAWIMQPPPDWQTPLNGIISPSERG
31

o

Ryc. 6. Budowa chemiczna produktu genu Rzl.

W lipoproteinie Rzl N-terminalna reszta Cys jest zmodyfi-
kowana przez diacyloglicerol potaczony wigzaniem tioete-
rowym i reszte kwasu tluszczowego, zwigzang wigzaniem
amidowym R,, R,, R, — reszty kwasoéw tluszczowych.
Sekwencja aminokwasowa czesci peptydowej Rzl zostata
wprowadzona do bazy danych ,GenBank” (USA) pod
numerem U37314. (cyt. wg [40] za zgoda wyd.)
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Rzl wgGarniera wskazata, ze w peptydzie tym nie
wystepuje konformacja a-helikalna, natomiast 56%
stanowi konformacja (3-harmonijki i 26,8% P-skrety,
pozostate 17% opowiada uktadom nieregularnym.
Pod wzgledem dominacji konformacji [3-harmonijki
i skretow cze$¢ peptydowa Rzl przypomina biatka
poryn OM [41], ktére nie sg jednak lipoproteinami.

Funkcje Rz i Rzl pozostajg na razie nieudowod-
nione. Mozna jednak uwazaé, ze uczestniczg one
w lizie. Wskazuje na to efekt mutacji w genie Rz
opisany przez Younga i wsp. [35] oraz lokalizacja
gendéw Rz/Rzl w rejonie lizy genomu faga X Jak
wiadomo, geny faga X sg utozone w zespotach funkcjo-
nalnych. Niejestjednak wykluczone, ze majg one takze
inne znaczenie dla rozwoju faga X, jak np. gen bor faga
X, ktérego ekspresja, jak wspomniano wczesniej, zwie-
ksza przezywalno$¢ komorki lizogennej w surowicy
zwierzecej [37] i wywotuje tzw. konwersje lizogenicz-
ng. Konwersja polega na zmianie struktury receptora
X, co uniemozliwia nadkazenie komdrki lizogennej.
Biatko Bor jest lipoproteing [38] podobnie jak Rzl.

Lokalizacja Rz w strefach adhezji IM iOM oraz Rzl
w OM moze by¢ sugestia, ze znaczne zwigkszenie stref
adhezji bton po indukcji profaga tuz przed wystgpie-
niem lizy, ktore zostato opisane wczesniej przez K u -
charczyka i wsp. [42] moze by¢ wynikiem bezpo-
$rednim dziatania tych biatek. Ekspresja klonowanego
genu Rzl wkomorkach E. coli wywotywata powstawa-
nie frakcji bton o tych samych witasnosciach sedymen-
tacyjnychjak opisana przez Kucharczyka i wsp.
[40] frakcja zawierajgca strefy adhezji bton. Zaburze-
nie struktury bton przez Rz i Rzl moze by¢ niezbedne
dla petnej destrukcji ostony bakteryjnej, czyli efektyw-
nej lizy wywotywanej przez faga X dla uwolnienia
potomstwa fagowego. Warto tutaj przypomnieé, ze
fenotyp mutantéw Rz/Rzl polega na uzaleznieniu
wystgpienia lizy od nieobecnos$ci jonéw Mg2+ w pod-
tozu (str. 8). Na razie nie mozna odpowiedzie¢ na
pytanie, czy powiekszenie stref adhezji sprzyja wy-
ptywowi komoérkowych jonéw Mg2+,co przyczyniato-
by sie do $mierci komdrki, zaktocajgc liczne procesy
komorkowe zalezne od M g2+, np. wywotujagc destruk-
cje rybosomow itym samym uniemozliwiajgc naprawe
uszkodzen ostony komérkowej. Wyjasniatoby to spo-
strzezenie, ze dodanie jonow M g2+ z zewnatrz hamuje
lize, wywotywang przez faga X

Z naszych doswiadczen nad frakcjonowaniem bton
bakteryjnych w gradientach gestosci sacharozy wyni-
ka, ze oprocz produktow gendw Rz i Rzl takze inne
biatka, kodowane w pdZznym transkrypcie faga X moga
mie¢ zdolno$¢ powigkszania stref adhezji OM i IM,
poniewaz odpowiadajaca tym strefom frakcja A [42]
powstawata takze po indukcji profaga XASRRzRzl
[43]. Tworzenie sie takiej frakcji jest cechg charak-
teryzujacg lize, wywotywang nie tylko przez faga X
Podobny obraz frakcjonowania bton E. coli po zakaze-
niu fagiem T4 opisali Fletcheri Earhardt [44],
fagiem cpX174, Lubitz i wsp. [45] oraz fagiem
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MS2, Walderich i wsp. [46, 47], Lokalizacje
fagowego biatka litycznego wewnatrz strefy adhezji
stwierdzono w przypadku litycznego biatka L faga
MS2 [46] i biatka | faga fi [48]. W tym ostatnim
przypadku wykazano, ze biatko | indukuje powstawa-
nie stref adhezji, zapoczatkowujgc proces morfogenezy
faga fi. Wynika z tego, ze rézne biatka fagowe moga
wywotywac adhezje bton. Nie wiadomo jednak, jakie
elementy strukturalne tych biatek mogag by¢ za taki
efekt odpowiedzialne.

Warto zwr6cié jeszcze uwage na ciekawag ceche
lipoproteiny Rzl, wysoka zawarto$¢ reszt proliny.
Biatka prolinowe wzbudzajg ostatnio duze zaintereso-
wanie, gdyz przypisuje sie im wspo6lng ceche uczest-
niczenia w kontaktach biatko-biatko lub biatko-struk-
tury subkomérkowe. W illiamson [49] przedsta-
wia ich wtasnosci w pracy przegladowej. Zwraca
uwage, ze kilka reszt proliny obok siebie tworzy
strukture rozciggnietej helisy, tzw helisy poliprolino-
wej Il. Struktura taka wystepuje w wiekszosci przypad-
kéw na powierzchni biatka, stanowigc jego ramie
umozliwiajgce szybkie i odwracalne oddziatywanie
z innymi biatkami lub strukturami subkomoérkowymi.
W zwigzku z tym biatka poliprolinowe uczestniczg
w tworzeniu szeregu funkcjonalnych kompleksow.
Wydaje sie, ze omawiana cecha biatek poliprolino-
wych jest zgodna z przypisywang przez nas lipo-
proteinie Rzl funkcja w tworzeniu miejsc adhezji bton
OM iIM. Mozna by sadzi¢, ze lokalizacja lipoproteiny
Rzl w OM, biatka Rz w strefach adhezji IM i OM oraz
biatka S w IM wskazuje na ich zwigzek funkcjonalny
w translokacji transglikozylazy R do jej substratu,
mureiny.

I11. Podsumowanie

Badania nad molekularnym mechanizmem destruk-
cji blony komorkowej E. coli wywotywanej przez faga
Xwniosty szereg nowych danych o znaczeniu ogdélnym.
Aktywnos$¢ bakteriolityczna produktu genu R wynika
z dziatania nieznanego wczesniej enzymu katalizujace-
go rozszczepienie wigzan (3-1,4-glikozydowych w mu-
reinie przez transglikozylacje, z utworzeniem nieredu-
kujagcych produktow zawierajgcych reszte kwasu
[3-1,6-anhydro-N-acetylomuraminowego. W analogi-
cznych produktach dziatania lizozymu (kurzego lub
faga T4) na mureine powstajg produkty zawierajace na
koncu redukujacym reszte kwasu N-acetylomurami-
nowego. Enzymy o analogicznej swoisto$ci transgliko-
zylaz wykryto pézniej w bakteriach, ale dotad nie
wiadomo, czy poza bakteriami wystepujg w naturze.

Badania nad mechanizmem transportu transgliko-
zylazy R, enzymu bez sekwencji sygnatowej, przez IM
do mureiny i zwigzanej z tym kontroli czasu lizy
doprowadzity do poznania interesujacego mechaniz-
mu regulacji tej funkcji fizjologicznej na poziomie
translacji [9-11]. Polega on na syntezie dwo6ch an-
tagonistycznie dziatajacych produktéw jednego genu,

POSTEPY BIOCHEMII 42(4), 1996



z réznych kodonéw startowych w tej samej ramie
odczytu. Jeden z nich bytby efektorem lizy, tworzac
warunki translokacji biatka R przez IM, drugi in-
hibitorem tego procesu. Stosunek ilosciowy tych pro-
duktéw decydowatby o przyspieszeniu lub op6znieniu
czasu lizy.

W translokacji biatka R moga uczestniczy¢ niedaw-
no wykryte biatka Rz i Rzl [2, 39, 40], produkty
naktadajacych sie genow faga A, lokalizujgce sie w bto-
nach bakteryjnych. Produkt genu Rzl, lipoproteina
Rzl o duzej zawartosci proliny, nadprodukowana
z plazmidu wywotuje adhezje IM i OM [40], co moze
mieé¢ zwigzek z translokacjg biatka R i wywotaniem
lizy. Biatka prolinowe wzbudzajg ostatnio znaczne
zainteresowanie ze wzgledu na ich zdolno$¢ oddziaty-
wania z innymi biatkami i strukturami komérkowymi
poprzez wyeksponowana (najczesciej na powierzchni)
sekwencje poliprolinowg [49], Moze to mie¢ znaczenie
dla rozwijajacych sie technik ukierunkowanego do-
starczania lekéw przy uzyciu liposomoéw.

Praca finansowana w ramach grantu UG BW/0010-5-0226-5
iprogram BIMOL 20/93 Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej.
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Budowa i funkcja antygenéw zgodnosci tkankowej (MHC)

klasy 11

Structure and function of the major histocompatibility complex

(MHC) class Il antigens

BOGDAN FALKIEWICZ],
BOGDAN LIBEREK?2

Spis tresci:
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Il.  Schemat budowy czgsteczek MHC klasy I

II1. Budowa szczeliny wiagzacej peptydy

IV. Antygenowe peptydy prezentowane przez czgsteczki
MHC 1l

V. Dimery czgsteczek MHC 1l

V1. Oddziatywanie czasteczek MHC Il z superantygenami

VIl. Rozpoznawanie kompleksu MHC Il-peptyd przez
TCRalt

VIIl. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéow: AG — aparat Golgiego; APC
—komadrka prezentujgca antygen (ang. Antigen Presenting
Cell); Arg — arginina; Asn — asparagina; CD kompleks
réznicowania; CLIP — peptydy pochodzace z li i wigzane

przez MHC Il (ang. class 1l associated invariant chain
peptides); DM — biatko HLA-DM; DMA, DMB — od-
powiednio tancuch a i fi biatka DM; ER — siateczka

$rodplazmatyczna; Gin — glutamina; HA — hemaglutynina
wirusa grypy; Hb — hemoglobina; His — histydyna; HLA
- antygeny ludzkich leukocytéw (ang. Human Leukocyte
Antigens); Hsp70 — biatko szoku termicznego 70; IFN
— interferon; li lub In tancuch niezmienny; limfocyt Ta/J
— limfocyt T posiadajacy receptor a/J-CD3; Lys — lizyna;
MHC — gtéwny kompleks zgodnos$ci tkankowej (ang. M ajor
Histocompatibility Complex); Pn — n-ta reszta aminokwaso-
wa w sekwencji prezentowanego peptydu; SAG — superan-
tygen; SEA, SEB  enterotoksyny gronkowcowe Ai B; TCR
— receptor limfocytu Ta/t; TGF/J — transformujacy czynnik
wzrostowy fi; TNF — czynnik martwicy nowotworu; Thr
— treonina; Trp — tryptofan; TSST-1 — toksyna wstrzasu
toksycznego 1, Tyr — tyrozyna.

I. Ogo6lne informacje o MHC klasy Il

Biatka gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy
Il (MHC Il) wykazuja wiele cech podobnych do biatek
klasy | [1], omoOwionych czeSciowo w poprzedniej
pracy [2]. Sa to takze glikoproteiny powierzchniowe
bton komdérkowych, stanowigce heterodimery nieko-

1 Mgr chemii, lek. med., 2 prof. dr hab. inz., Zesp6t Chemii
Aminokwaséw i Peptydow, Wydziat Chemii, Uniwersytet
Gdanski, ul. Sobieskiego 18, 80-952 Gdansk.
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walencyjnie potaczonych tancuchéw biatkowych a i/
majg charakter alloantygenéw.

W sktad klasy drugiej ludzkich antygenéw MHC
(HLA) wchodzg trzy izotypy czasteczek. Stanowig je
produkty genéw HLA-DP, HLA-DQ i HLA-DR.
Region HLA-D, kodujacy czgsteczki klasy Il, znajduje
sie na chromosomie 6, centromerycznie w stosunku do
regionu kodujgcego tancuchy ciezkie klasy I. Zlokali-
zowane sag w nim geny tancuchow ai/lczasteczek klasy
I, co rozni te biatka od antygenéw MHC I. Antygeny
MHC 1l to jedne z najbardziej polimorficznych biatek,
jakie dotychczas poznano [3]. Ich réznorodnos$¢ jest
skutkiem wspdtistnienia przynajmniej trzech zjawisk;
— obecnosci kilku genéw kodujacych podobne struk-
turalnie produkty (izotypy MHC II);

— wystepowania wielu alleli pojedynczego genu;
oprécz taricucha a czasteczek HLA-DR kazdy tancuch
biatkowy HLA Il moze byé kodowany przez rézne
allele;

— wystepowania krzyzowego tgczenia (transkomp-
lementacji) pomiedzy produktami alleli tancuchdéw
a i/l nalezagcymi do réznych izotypow.

Czasteczki klasy Il wystepujg na powierzchni grupy
komorek obejmowanych nazwg APC. Sg to makro-
fagi, komadrki dendrytyczne, limfocyty B. W wyniku
oddziatywania niektorych cytokin, szczeg6lnie IFNy
i TNF, moga sie one pojawia¢ na innych rodzajach
komérek [4], Ujemnym regulatorem ekspresji MHC
Il s a-fetoproteina, glikokortykosteroidy, wiele lekéw
immunosupresyjnych, prostaglandyny i TGF/J [5-7].
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Czasteczki klasy Il w niewielkich iloSciach obecne sg
w tzw. miejscach uprzywilejowanych immunologicz-
nie, za wyjatkiem jader [8]. Ich izotypy moga by¢
syntezowane selektywnie w danej komdrce, tzn. moga
w niej powstawac czagsteczki tylko jednego lub dwéch
izotypow; moga tez one wystepowaé na roznych
poziomach ekspresji. Oznaczanie biatek MHC Il ma
duze znaczenie w praktyce klinicznej, a przeprowadza
sieje metodami serologicznymi, komérkowymi igene-
tycznymi [9],

1-1. Molekularna funkcja czasteczek MHC IlI

Gtéwng funkcjg molekularng biatek MHC obu klas
jest wigzanie, transport i prezentacja na zewnetrznej
powierzchni komérki antygenowych peptydéw lim-
focytom Ta/t. Czasteczki klasy Il rézni funkcjonalnie
od klasy | pochodzenie prezentowanych ligandow
i populacja komorek rozpoznajacych (limfocyty
T CD4 +). Biatka MHC Il wigzg oligopeptydy po-
wstate z antygenéw biatkowych podlegajacych obréb-
ce na szlaku endocytozy. Wiekszosé pochodzi z biatek
potencjalnie endogennych dla komdrki prezentujgcej
(identycznych z wystepujgcymi w niej biatkami) [10].
Najliczniej reprezentowane sg produkty ciecia biatek
btonowych iendogennych biatek endosomalnych i li-
zosomalnych [11]. Inne prezentowane biatka komor-
kowe mogg sie dostawac¢ do endosomow w procesach
autofagii wtasnych biatek, endocytozy biatek wydziela-
nych przez komorki sasiednie lub poprzez bezposredni
transport wewnatrzkomorkowy. Zrodiem mniejszej
czesci prezentowanych peptyddéw sg egzogenne biatka
pochtaniane przez komoérki APC. Peptydy z biatek
egzogennych prezentowane sg w wiekszych ilosciach
jedynie wéwczas, gdy biatka te sg obecne w Srodowisku
zewnatrzkomorkowym w wysokich stezeniach lub gdy
komdérka ma receptory btonowe, stuzace ich endocyto-
zie [11].

Drugim zadaniem MHC Il, zwigzanym z prezenta-
cja peptydéw pochodzgcych z wtasnych biatek or-
ganizmu, jest udziat w eliminacji limfocytow autoreak-
tywnych. W procesie selekcji negatywnej ulegajg lik-
widacji klony tymocytéw (prekursory limfocytow)
rozpoznajace peptydy pochodzace z biatek endogen-
nych. U cztowieka selekcja odbywa sie w grasicy,
w trakcie rozwoju ontogenetycznego uktadu odpor-
no$ciowego. Biatka MHC obu klas sg takze kluczo-
wym elementem selekcji pozytywnej, prowadzacej do
roznicowania niedojrzatych CD4 + CD8 + tymocytow
w dojrzate limfocyty CD4 + lub CD8+ [12, 13].

Trzecia funkcja biatek MHC Il jest zwigzana z ich
rolg receptora, przekazujgcego sygnaty do wnetrza
komarki prezentujacej [14],

1-2. Mechanizm ,,0brébki” peptydéw prezentowa-
nych przez biatka MHC 11

Proces prezentacji peptydow przez biatka MHC 1l
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sktada sie z kilku etapéw [15]. W przypadku anty-
genow pochodzacych ze $Srodowiska zewnatrzkomor-
kowego pierwszym jest jego endocytoza przez komor-
ke prezentujgcg. Powstaly endosom wnika do wnetrza
komoérki, gdzie przechodzi dojrzewanie od wczesnego
do po6znego endosomu i lizosomu. W nich antygen
biatkowy podlega obrébce, polegajacej m.in. na ogra-
niczonej proteolizie do oligopeptydéw. W lizosomach
zachodzi gtéwnie liza peptydéw do dipeptydéw iami-
nokwasow, jednak cze$¢ peptydow przytgczanych do
MHC 11 pochodzi z lizosoméw, gdyz ma tam miejsce
np. redukcja wigzan disulfidowych biatek [16].

Po syntezie tancuchy a i/?czasteczek MHC 1l dzigki
odcinkowi sygnatowemu przechodzg z cytoplazmy do
wnetrza ER [11]. Sekwencje sygnatowe MHC Il sg
nastepnie odcinane. Cechg charakterystyczng czas-
teczek klasy Il jest zwigzek ich metabolizmu ze specyfi-
cznym biatkiem nazwanym tanicuchem niezmiennym
(li lub In) [17, 18]. Jest to jednotancuchowa czgsteczka
0 niskim polimorfizmie, kodowana poza kompleksem
MHC. li tworzy w ER trimery, powstajace poprzez
taczenie fragmentow C-koncowych domen tego biatka
[19]. Trimery li tworzg stechiometryczny kompleks
ztrzema dimerami a/f MHC Il [20-22]. Wiazg sie one
z C-koncowa domeng li i réwnocze$nie wigza
N-kohcowg cze$é li w swojej szczelinie wigzacej [19],
W formowaniu iutrzymywaniu kompleksow MHC-11-
-li we wnetrzu ER uczestniczy biatko chaperonowe,
kalneksyna [23]. W skiad kompleksu moga wchodzié
rozne izotypy MHC Il [24]. Taki heterononamer
transportowany jest do strefy dojrzewania lub strefy
trans AG. We wnetrzu ER i cystern AG czasteczki
MHC Il podlegaja N-glikozylacji, fafncuch 1li N-
1 O-glikozylacji, ponadto w strefie trans nastepuje
sjalilacja wszystkich reszt cukrowcowych [25, 26]. Ze
strefy dojrzewania AG kompleks MHC II-li prze-
chodzi do przedziatu endosomalnego, gdzie zachodzi
przytaczenie peptydu do czasteczki MHC II. Sygnat
kierunkowy przemieszczajacy czasteczki MHC 1l z ER
do endosomdw zawarty jest w poczagtkowym odcinku
li, dlatego w komorkach nie syntezujacych li czagste-
czki MHC 1l w wiekszosci gromadzg sie wewnatrz ER
[16]. li wptywa na witasciwg droge transportu, stabili-
zuje molekuty MHC II, prawdopodobnie pozwala na
prawidtowe uformowanie szczeliny wigzacej peptydy
i chroni czasteczke MHC Il przed wigzaniem pep-
tydéw we wnetrzu ER (gdzie peptydy taczg sie przede
wszystkim z czgsteczkami MHC I, cho¢ w pewnym
stopniu takze z MHC 11 [27]) [17]. W komérkach nie
wykazujgcych ekspresji li czasteczki MHC klasy 1l
prezentowane sg na powierzchni w znaczgco mniej-
szej ilosci, ponadto ich stabilno$¢ jest obnizona, co
wynikaé moze z nieefektywnego wigzania peptydéw
[28-32],

Aby czasteczka MHC Il mogta opusci¢ endosomy,
potrzebne jest oddzielenie li na drodze proteolizy [32].
Gdy do niego w petni nie dochodzi, z potagczenia
zczgsteczkami MHC Il izoluje sie peptydy pochodzace
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zfragmentu 81-104 N-koncowej domeny li, tzw. CLIP.
W komédrkach wykazujgcych defekt prezentacji anty-
genéw wraz z MHC |II, CLIP stanowig do 50%
peptydéw prezentowanych przez MHC Il [33, 34];
prezentowane sg jednak takze przez cze$¢ czasteczek
MHC Il na niedefektywnych APC [35, 36], CLIP
taczg sie z HLA-DR3 w szczelinie wigzacej MHC 11,
w sposob niemalze identyczny do ligandéw peptydo-
wych prezentowanych przez czasteczki HLA-DR1
[37]. Blokujg w ten sposdb wigzanie peptydoéw anty-
genowych [34],

Do witasciwego wigzania peptydow przez HLA 11
konieczna jest ekspresja nieklasycznej czasteczki klasy
Il, biatka HLA-DM (jego mysim odpowiednikiem jest
H-2M) [38-40]. Dwa tancuchy biatka DM kodowane
sg przez geny HLA-DM AiHLA-DMB, zlokalizowane
w obrebie regionu HLA-D. HLA-DMA koduje tan-
cuch odpowiadajgcy tancuchowi a MHC 1l, podczas
gdy HLA-DMB odpowiednik tancucha fi. Biatko DM
potrzebne jest do oddzielenia CLIP od czasteczki
MHC Il, w jego nieobecnosci czasteczki MHC 1l
prezentujg gtéwnie peptydy CLIP [41-44]. Jak sie
przypuszcza, oddziatywanie HLA 1l z DM faworyzuje
dysocjacje peptydéw nie posiadajacych reszt kotwiczga-
cych optymalnych do wigzania zdang czgsteczkg klasy
Il [37]. Czasteczki DM sg bardzo rzadko wykrywane
na powierzchni komorek. Myszy pozbawione genu
H-2M lub posiadajgce gen z mutacjg w jednym z tan-
cuchéw H-2M wykazuja wyraznie obnizong zdolnos¢
do prezentacji egzogennych antygenow [45, 46].

Podczas przechodzenia kompleksu MHC IlI-li do
przedziatu proteolitycznego nastepuje odciecie C-kon-
cowego odcinka li i katalizowane przez DM uwol-

nienie miejsca wigzacego. li ma takze autokatalityczny
wptyw na swojg dysocjacje [47], Nastepnie dochodzi
do wiazania odpowiedniego do prezentacji peptydu.
Peptydy stabilizujg strukture heterodimeru MHC Il
[48]. Czasteczka MHC Il w pierwszej kolejnosci
oddziatywaé moze z nie do kornica pocietym tancuchem
biatkowym, chronigc swoja szczeling wigzacg frag-
ment komplementarny. Konce takich polipeptydow
jeszcze przed opuszczeniem szlaku endocytarnego zo-
stajg czesciowo przyciete [10].

Dyskutuje sie mozliwo$¢ przechodzenia czasteczek
MHC Il do endosom6w poprzez autofagie po wstepnej
ekspresji na powierzchni komérki [49]. Biatka MHC
Il mogtyby wiec kragzy¢ pomiedzy powierzchnig btony
komorkowej i endosomami, ,,wymieniajagc” w endoso-
mach prezentowane peptydy na inne. Prawdopodob-
nie jednak wiekszo$¢ prezentowanych kompleksow
MHC Il-peptyd stanowi potaczenie z czasteczkg MHC
Il zsyntezowang de nono [50].

Z endosomow kompleksy MHC Il-peptyd wracajg
do cystern AG lub przechodzg bezpos$rednio na po-
wierzchnie komdrki. Proces od syntezy czasteczki
MHC Il do jej ekspresji na powierzchni komorki trwa
2-6 godzin.

Stabilnos$¢ natywnych kompleks6w MHC Il-peptyd
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jest bardzo duza [51]. Limfocyty B zachowujg zdol-
no$¢ do stymulacji podlegajacych restrykcji MHC I
specyficznych komérek T przez kilka dni [52], Okres
pottrwania kompleksu MHC Il-peptyd na powierz-
chni komérki zalezy od odmiany biatka prezentujace-
go isekwencji prezentowanego peptydu; dla czgsteczek
I-Aki réznych peptyddéw oceniano go na od 6,8 do
okoto 25 godzin [53]. R6znice te odzwierciedla¢ moga
szybko$¢ dysocjacji peptydow z czasteczek MHC 1l
lub selektywng degradacje czasteczek MHC 11 z ktéry-
mi zwigzane sg rézne peptydy.

Il. Schemat budowy czgsteczek MHC I

Znana jest struktura rentgenowska trzech czgste-
czek klasy Il, ludzkich antygenéw HLA-DR1 i HLA-
-DR3 oraz mysiego antygenu I-Ek. DR1 krystalizowa-
no z natywnie zwigzanymi peptydami [54], syntetycz-
nym trzynastopeptydem hemaglutyniny wirusa grypy
(HA306-318) [55], lub tez z natywnie prezentowanymi
peptydami idodatkowo zwigzanymi superantygenami
SEB [56] albo TSST-1 [57]. Czasteczke DR3 wykrys-
talizowano w kompleksie z peptydami CLIP [37].
tacznie zbadano 5 struktur krystalicznych obu ludz-
kich czasteczek. Biatko I-Ekwykrystalizowano wraz ze
zwigzanym kowalencyjnie peptydem pochodzgcym
z mysiej hemoglobiny (Hb67-76) lub z mysiego biatka
szoku termicznego 70 (Hsp236-248) [58].

Czasteczki MHC klasy Il sktadajg sie z tafnicuchdéw
a o masie 31-34 kDa i /i o masie 26-29 kDa. Oba
tancuchy sg integralnymi biatkami btonowymi, posia-
dajgcymi wewnagtrzkomorkowy odcinek C-koncowy.
Fragment zewnatrzkomdérkowy kazdego z tancuchow
biatkowych MHC Il tworzy dwie domeny, tak wiec
polipeptydy te mozemy podzieli¢ na cztery regiony
(Ryc. Iy
1 N-koncowa domena zewnatrzkomoérkowa (odpo-
wiednio al i fil w tahcuchach a i /i);

2. druga, potozona blizej btony komdrkowej domena
zewngtrzkomdrkowa (odpowiednio o2 i fi2);
3. odcinek btonowy (20-25 reszt aminokwasowych);

Ryc. 1 Budowa czgsteczki MHC klasy Il. al, oc2 /?1,/J2 — odpowied-
nio domeny tancuchéw i i i3 S-S — wigzania disulfidowe;
Z — obszar zewnatrzkomoérkowy; B — btona komérkowa;
W — whnetrze komérki; S — szczelina wiazaca peptydy.
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Ryc. 2 Schemat szczeliny wigzacej
peptydy czgsteczki MHC 11 N H
w nieobecno$ci peptydu.
Zaznaczono wkitad domen
od i [i\ w budowe regionu
wigzacego.

4. odcinek wewnatrzkomodrkowy (3-15 reszt w tan-
cuchu a i 8-20 w tancuchu fi).

Domeny zewnatrzkomérkowe sktadajg sie z 90-100
reszt aminokwasowych, w wigkszosci tworzacych petle
zamknietg przez wigzanie disulfidowe. Silnie polimor-
ficzne domeny al i /ii budujg wspolnie najbardziej
oddalong od btony komorkowej strukture czasteczki,
szczeline wigzaca peptydy (Ryc. 2). Jest ona podobna
do wneki czasteczek MHC 1. Szczelina sktada sie
z podtogi utworzonej z o$miu pasm fi, otoczonej
dwoma a heliksami. Domeny al i /il stanowig po
potowie tej struktury, kazda z nich wnosi do jej
budowy wktad w postaci czterech pasm /i ijednego
a heliksu. Czasteczki MHC Il w swojej szczelinie
wigzacej zawierajag 6 kieszeni wigzacych tahcuchy
boczne reszt aminokwasowych prezentowanych pep-
tydéw lub fragmenty ich tancucha gtéwnego.

Domeny a2 i fi2 majg strukture jednostki immuno-
globulinowej typu statego, podobnie jak analogiczna
para a3 i/i2m w czasteczkach MHC |. Sg takze nisko
polimorficzne.

Czasteczki MHC | i Il sg niezwykle podobnymi
strukturami, mimo r6znicy kombinacji tworzacych je
biatek [59]. Nie dziwi to, gdyz musi je rozpoznawac
taki sam TCR. Ro6znice strukturalne sprowadzaja sie
do niewielkich przemieszczen domen a2 i (i2 relatywnie
do odpowiadajgcych im w czasteczkach klasy | domen
a3 i fizm oraz do zmian w obrebie szczeliny wigzacej
peptydy.

tancuchy MHC Il sg glikozylowane, reszty weg-
lowodanowe zawierajg m.in. galaktoze, glukozamine
i fukoze. Réznica w masach czasteczkowych obu
tancuchow wynika przede wszystkim z niejednorodno-
§ci w podstawieniach cukrowcowych — tancuch apod-
stawiony jest dwukrotnie, po jednym podstawieniu
w kazdej domenie zewngtrzbtonowej (pozycja 78 i 118),
natomiast w tancuchu fi reszta cukrowa przytaczona
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jest jedynie do domeny fil (pozycja 19) [37], R6zno-
rodno$¢ podstawien cukrowcowych jest przyczyna
zmienno$ci masy czasteczkowej taficuchéw MHC |1l
pomiedzy gatunkami, ponadto typ glikozylacji moze
by¢ odmienny pomiedzy r6znymi typami komorek
nawet u tego samego osobnika.

I1l. Budowa szczeliny wigzacej peptydy

Szczegéty budowy szczeliny wiazacej i struktura
wigzanych peptydéw rézni czasteczki klasy i Il (Ryc. 3).
Analiza rentgenowska wykazuje, ze ligandy peptydo-
we mocowane sg w centralnej czesci szkieletu peptydu,
natomiast ich konce po obu stronach swobodnie
wystajg ze szczeliny. Peptydy rdznej dtugosci wigzg sie
w postaci taricuchdw nie wybrzuszajacych sie w $rod-
ku, odmiennie niz w klasie I. Czagsteczki MHC Il wigzg
taricuchy dtuzsze niz MHC |, dtugos$ci 10 do 30 reszt
aminokwasowych (najczesciej 13-17 reszt) [11].

Réznice w dtugosci wigzanych peptydéw wynikaja

peptyd (8-10 reszt aminokwasowych)

£

L_I i
o

\_heliks szczeliny

podloga szczeliny

.

_M HC |

peptyd (13-17 reszt aminokwasowych)

“podioga szczeliny

heliks szczeliny Y
MHC I

Ryc. 3 Poréwnanie sposobu wigzania peptydéw przez czgsteczki
MHC klasy | i 11
Struktury typu ,tebkéw od szpilek” symbolizujg wiazania
wodorowe pomiedzy peptydami iresztami aminokwasowy-
mi czasteczek MHC.
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z niewielkich zmian konformacyjnych miejsca wigza-
cego. Powodujg one, ze w czagsteczkach MHC I
szczelina ma oba konce bardziej otwarte. Dodat-
kowymi czynnikami odblokowujgcymi konce szczeli-
ny wigzacej w znanych czasteczkach MHC Il jest
podstawienie szeregu reszt aminokwasowych, ktérych
tancuchy boczne ograniczajg szczeline w czgsteczkach
klasy I. Trzy zachowywane reszty Tyr (7, 59,171), ktore
wigzg N-kornice peptydow oraz zachowywane reszty
Tyr-84, Lys-146, Thr-143, wigzagce w MHC | C-kofnice
peptydow, nie wystepujg w sekwencjach MHC II.
Ponadto w sekwencjach klasy Il nieobecne sg: prawie
ze zachowywana reszta Trp-167 oraz tworzgce wigza-
nie jonowe reszty Glu-55 i Arg-170, ktére wspdlnie
zamykajg N-koniec wneki MHC |. Warto zaznaczy¢,
ze fragmenty rdznigce sie strukturg drugorzedowa
w stosunku do MHC |, r6znig sie takze wzorcem
polimorfizmu; sg raczej zachowywane w klasie | i sto-
sunkowo zmienne w Klasie II.

IV. Antygenowe peptydy prezentowane przez
czasteczki MHC 11

Ro6znorodnos$é antygenowa czynnikéw potencjalnie
patogennych powoduje, ze kazda czasteczka MHC
musi by¢ zdolna do prezentowania znacznej liczby
peptydéw. Wiagzanie peptydow jest wiec oddziatywa-
niem z duzym powinowactwem, ale umiarkowang
selektywnoscig. Polimorfizm aminokwasowy czaste-
czek MHC Il koncentruje sie woko6t szczeliny wigzacej,
a budowa szczeliny i szczeg6lnie charakter chemiczny
jej kieszeni determinuje sekwencje przytaczanych przez
dang czasteczke MHC peptydéw. Prowadzi to do
powstania wielu specyficznosci peptydowych (tzw.
motywow sekwencyjnych) czasteczek MHC. Kazda
z tych czasteczek moze wigza¢ bardzo rdzne, ale nie
wszystkie peptydy. Obecno$¢ odmiennych biatek
MHC 1l u poszczeg6lnych osobnikéw powoduje réz-
nice w przebiegu ich odpowiedzi immunologicznej.

Odpowiedz limfocytow Ta/? przeciwko pewnemu
antygenowi moze zaistnieé¢, gdy spetnione sg przynaj-
mniej trzy warunki:

1 w wyniku jego ,obrobki” powstaje przynajmniej
jeden odpowiedniej dtugosci peptyd o sekwencji réznej
od sekwencji peptydéw w stosunku do ktoérych uktad
odpornos$ciowy nabyt tolerancje (gtéwnie pochodza-
cych z wiasnych biatek organizmu);

2. organizm posiada czasteczki MHC zdolne do wigza-
nia peptydu o takiej sekwencji;

3. w organizmie wystepuje klon Ilimfocytéw Ta/?
zdolnych do rozpoznania powstatego kompleksu
MHC-peptyd.

Istnienie wielu odmian kazdego izotypu MHC redu-
kuje niebezpieczernstwo, ze jaki$ patogen mogtby byé
niewykrywalny dla uktadu odpornos$ciowego dzieki
niezdolnosci do rozpoznawania jego antygenow.
Z drugiej strony to, ze ré6znorodnos$¢ M HC realizuje sie
gtdwnie na drodze allotypowej (poprzez odmiany
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alleliczne), a nie izotypowej, zabezpiecza przed moz-
liwoscig wystgpienia potencjalnie niebezpiecznej od-
powiedzi immunologicznej, ktéra obejmowataby wie-
kszo$¢ osobnikéw danego gatunku.

Dane analityczne, dotyczagce motywow sekwencyj-
nych peptydéw prezentowanych przez czasteczki
MHC Il nie sg na razie tak bogate, jak dla MHC I
Sekwencje peptydéw wyizolowanych z réznych czas-
teczek MHC 1l zostaty ostatnio zebrane [60], dostepne
sg tez w banku MHCPEP [61], Procedura badawcza
zblizona jest stosowanej w wypadku ligandéw biatek
klasy 1 [2],

Wiekszo$¢ peptydow wigzacych sie z dang czastecz-
ka MHC Il ma pewne wspoélne lub podobne kot-
wiczace reszty aminokwasowe [62], Roéwnoczes$nie
mozliwe jest wystepowanie duzego zrGznicowania
w wielkos$ci wystajgcych ze szczeliny fragmentow pre-
zentowanych czasteczek. W konsekwencji cecha od-
rozniajgcg ligandy klasy 1l od peptyddw wigzacych sie
z czasteczkami MHC 1jest r6zna odlegto$¢ pomiedzy
koncami peptydow, a resztami kotwiczacymi. Pozycje
kotwiczgce sg wiec trudne do okreslenia na podstawie
wspblnego sekwencjonowania zestawu eluowanych
peptydéw, poniewaz nie umozliwia to ustalenia sek-
wencji pojedynczych ligandéw peptydowych. Mozna
natomiast zastosowaé poréwnywanie sekwencji izo-
lowanych wybidrczo peptyddw. Alternatywnie probu-
je sie okresli¢ reszty aminokwasowe wazne w wigzaniu
wybranych peptydow, np. poprzez podstawianie poje-
dynczych reszt w znanych ligandach czasteczek MHC
Il (analiza substytucyjna). Wiele tak okreslonych zale-
znosci nie majednak swoich odpowiednikéw w innych
natywnie wigzanych ligandach.

Motywy sekwencyjne czasteczek MHC Il zawierajg
wiecej reszt kotwiczgcych, ale pozycje kotwiczace maja
wymagania zaznaczone stabiej niz w czasteczkach
MHC | (motyw zdegenerowany) [10, 62]. Ocenia sie,
ze z pojedyncza odmiang czasteczki MHC 1l moze sie
wigza¢ ponad 2000 réznych peptydéw [63], Ligandy
prezentowane w najwiekszych ilosciach zwykle stano-
wig duzo mniej niz 1% catej mieszaniny peptydowej
wigzanej przez dane biatko [11]. W niektdérych przy-
padkach moze wystepowaé dominacja jednego lub
kilku peptydéw — np. sze$¢ peptydow eluowanych
z czasteczek I-Abi I-Ebwspdélnie stanowito odpowied-
nio 50% i 75% izolowanego materiatu [35]. Przy-
blizona $rednia liczba komplekséw danej odmiany
MHC Il z okreSlonym peptydem, prezentowanych
rownocze$nie na powierzchni komérki wynosi okoto
100-500 czasteczek na komorke [11].

Przecietna dostepno$¢ powierzchni peptydu na ze-
wnatrz szczeliny wigzgcej wynosi 19-29% w MHC |,
30% w kompleksie HA z DR1 [64], a 20,4% w kom-
pleksie Hb z I-Ek[58]. W DR 1300-500 A2powierzchni
peptytu dostepne jest dla TCR, nie liczac N- i C-
koncoéw HA, ktdre moga nie oddziatywaé bezposred-
nio z receptorem. Powierzchnia ta oraz zmiany konfor-
macji MHC zalezne od wigzania r6znych peptydow
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moga stuzyé TCR do rozpoznawania ligandéw.
Druga klasa antygenéw MHC takze wykorzystuje
dwa typy oddziatywan wigzacych ligandy peptydowe
(Ryc. 4). Zachowywane reszty MHC Il oddziatujg
gtéwnie z atomami tafcucha gtéwnego prezentowane-
go peptydu, natomiast reszty zmienne wchodzg
w sktad kieszeni wiagzacych jego tancuchy boczne.
Selekcja peptydéw podlegajgcych prezentacji odbywa
sie gtéwnie poprzez interakcje drugiego typu, pomie-
dzy polimorficznymi resztami MHC i tancuchami
bocznymi aminokwasow peptydu. Odcinek 9-15 reszt
aminokwasowych rozpoczynajacy sie mniej wiecej od
3 do 6 reszty calej sekwencji izolowanego peptydu
warunkuje jego zdolno$¢ do wiazania sie z MHC I,
odpowiadajgc czesci peptydu wigzanej przez szczeline
wigzgcg. W wiekszosci poznanych dotychczas moty-
woOw pozycja pierwsza tego odcinka (oznaczana jako
Pl niezaleznie od odlegtosci od N-kornca) stanowi
hydrofobowga kotwice. Odpowiada ona waznej kiesze-
ni szczeliny wigzacej, widocznej w krysztatach DRI,
DR3 il-Ek Niejest ona obecna w sekwencjach MHC I.
Kieszen powstaje, gdyz w wielu czasteczkach MHC 1l
znaczaco mniejszy tafncuch boczny (Gly lub Val)
w pozycji 86 tancucha /J zastepuje Tyr-171 z MHC .
Dzieki temu tworzy sie gtebokie wgniecenie, otoczone
gtownie niepolarnymi resztami domen al i/il. W my-
sim biatku I-Ekw pozycji tej wystepuje wieksza reszta
Phe, co pozwala na wigzanie w kieszeni Pl tancuchéw
bocznych mniejszych reszt hydrofobowych (lle, Val).
Reszty tworzace kieszen dla Pl sg w duzej mierze
zachowywane pomiedzy réznymi biatkami HLA-DR
ijest ona prawdopodobnie obecna w innych czastecz-
kach  MHC Il. Dodatkowo do Pl wystepuje kilka

innych reszt kotwiczgcych. Dla DR1 sg to P4, P6, P7
i P9, natomiast dla I-Ek P4, P6 i P9, ktdre takze wigzg
sie we wnetrzu odpowiednich kieszeni szczeliny wiazga-
cej. RoOznice motywu charakterystyczne dla danej
odmiany MHC Il moga wystepowaé w kazdej pozycji.
Szczego6lnie wyrazne sg wymagania dotyczgce tadunku
tancuchow bocznych reszt kotwiczacych. W komplek-
sach DR 1iDR3 po pie¢, w I-Ekcztery tafnicuchy boczne
reszt aminokwasowych peptydéw sa prawie w catosci
zagtebione w kieszeniach. Sg one rozmieszczone co
okoto trzecia reszte. Utrata energii oddzialywan wiga-
zacych konce peptydu w MHC | kompensowana jest
przez sie¢ wigzan wodorowych pomiedzy szczeling
wigzgcyg i szkieletem peptydu, zwtaszczajego centralng
czescia.

W przypadku MHC Il mozna (podobnie jak
w MHC 1) przewidywaé specyficznos¢ kieszeni na
podstawie poréwnania jej budowy (w zakresie tworzga-
cych powierzchnie kieszeni reszt aminokwasowych)
z analogiczng kieszenig innego biatka o znanej struk-
turze i specyficznosci. W DR1 wspomniana wyzej
kieszen dla Pl catkowicie skrywa tancuch boczny Tyr
peptydu, odpowiadajacej gtownej kotwicy ligandéw
DR1. Specyficzno$¢ kieszeni modulowana jest przez
zmieniajagcy wielko$¢ kieszeni dimorfizm Gly/Val
w pozycji /i186. Podstawienie Gly-/J86 przez Val powo-
duje, ze tancuch boczny waliny lokuje sie w miejsce
zajmowane w badanej czasteczce HLA-DR 1 przez
grupe hydroksylowg Tyr-HA308 peptydu, ogranicza-
jac rozmiar tancucha bocznego mozliwego do umiesz-
czenia w kieszeni.

Wszystkie wykrystalizowane dotychczas wspdélnie
z czagsteczkami MHC Il peptydy wigzg sie w specyficz-

H(N) o g . NH,

7

< Hisp81 Asnpsa

Atomy fancuchéw gtownych i bocznych reszt aminokwasowych HLA-DR1 tworzgcych wigzania

Z trzynastopeptydem HA 306-318:
N «+» zachowywane pochodzace z (3L Q

polimorficzne,
-al o -Pl —

mmmm zachowywane pochodzace z al,
- wigzanie wodorowe

Ryc. 4 Schemat wiagzania peptydu w szczelinie wigzacej MHC Il (HLA-DR 1). Zaznaczono wigzania wodorowe polimorficzne (charakterystycz-
ne dla DR 1) oraz prawdopodobnie zachowywane, tworzone przez elementy czgsteczki HLA-DR 1wystepujgce w sekwencjach wiekszosci

czasteczek MHC Kklasy Il
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Ryc. 5 Uproszczony rzut konformacji poliproliny II, ktorg przyj-
muja peptydy w czterech wykrystalizowanych dotychczas
kompleksach MHC 11-peptyd. Wszystkie wigzania amidowe
wystepujag w konfiguracji trans (@ = +180°), katy torsyjne
wynosza: $= —78° ¥ = + 149°

nej konformacji lewoskretnego heliksu poliproliny 1l
(Ryc. 5) [37, 55, 58], Struktura ta nie angazuje atoméw
szkieletu peptydu do formowania wewnetrznych stabi-
lizujgcych wigzan wodorowych (w odrdznieniu od
heliksu a) ijest jedng z czestszych konformacji przyj-
mowanych przez peptydy w miejscach rozpoznawania
molekularnego [65]. Na jedng petle przypada 2,8
reszty aminokwasowej. Konformacja ta jest praw-
dopodobnie wspdlna dla peptydéw wigzanych przez
rozne biatka klasy Il, cho¢ doswiadczenia modelowe
dopuszczajg takze konformacje rozciggniets.

Trzy zachowywane reszty Asn (62 i 69 zdomeny od
oraz 82 z /) czasteczki MHC Il zlokalizowane sa
w taki spos6b, ze ich grupy ~-amidowe mogg tworzy¢
wielokrotne wigzania wodorowe z tancuchem gtow-
nym peptydu. Zachowywana reszta Trp-/J61 takze
zajmuje miejsce umozliwiajace udziat jej azotu in-
dolowego w powstawaniu wigzania wodorowego z gru-
pa karbonylowg szkieletu peptydu, podobnie do loka-
lizacji i funkcji Trp-147 w domenie a2 MHC klasy I.

Prawie kazda reszta aminokwasowa sekwencji rdze-
niowej prezentowanego peptydu poprzez atomy tan-
cucha gtownego bierze udziat w tworzeniu przynaj-
mniej jednego wigzania wodorowego z czasteczka
MHC II. Pomiedzy peptydem, a powierzchnig szczeli-
ny wigzacej powstaje 18 (DR1) lub 17 (DR3) wigzan
wodorowych. Sposréd nich 15 w przypadku DR1 nie
angazuje tancuchow bocznych peptydu, tylko jego
szkielet, a wiec element staty w prezentowanych pep-
tydach. Wsréd wigzan jest 11-12 takich, w ktérych
biorg udziat atomy szkieletu lub tancuchéw bocznych
zachowywanych reszt aminokwasowych czasteczek
MHC Il i mogg byé one wykorzystywane przez inne
odmiany MHC Il. Wigzania wodorowe nie sg skon-
centrowane na obu konhcach szczeliny, jak w MHC |,
lecz sg rozmieszczone wzdiuz miejsca wigzacego.
Nie jest pewne, czy wzor wigzan wodorowych wyko-
rzystywanych przez HA306-318, CLIP, Hb68-76
i Hsp238-246 jest ogdlny dla r6znych peptydow i cza-
steczcek MHC |II, ale przewazajgce zaangazowanie
zachowywanych reszt MHC i podobienstwo gestosci
elektronowej odpowiadajacej mieszaninie endogennych
peptyddw wigzacych sie z DR1 wydaje sie potwierdzac
takg mozliwo$¢. Wigzania ze szkieletem i tafcuchami
bocznymi reszt aminokwasowych peptydu usztywniajg
konformacje peptydu w szczelinie wigzacej, tak ze moze
on by¢ rozpoznawany przez TCR.
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Istnieja pewne sekwencje peptydowe, ktdre rnogi sie
wigzac¢ z wieloma, jesli nie ze wszystkimi czasteczkami
DR [62, 66]. Przyktadem takich peptydéw sa CLIP.
Nie wszystkie kotwice motywu sekwencyjnego pep-
tydow izolowanych z danego biatka MHC Il nusza
by¢ uzywane przez kazdy ligand peptydowy [67].
Niekorzystne oddziatywania wjednej lub kilku kiesze-
niach mogg by¢ kompensowane przez korzystne od-
dziatywania w innych miejscach wigzania peptydu.
Zwieksza to znacznie liczbe peptydéw, ktére moga
ulega¢ prezentacji wspdlnie z odmianami czasteczek
MHC Il obecnymi u poszczegdlnego osobnika.

Czasteczki MHC Il moga wiaza¢ glikopeptydy
[68], ktore izolowano m.in. z HLA-DR11 [16]
iz HLA-DR8 [36],

V. Dimery czasteczek MHC 1l

W postaciach krystalicznych czasteczki DR1. DR3
i I-Ekwystepujg jako dimer heterodimeru afi ([hetero-
dimer a/J]2) [37, 54, 55, 58]. Lancuchy MHC 1l sg
w obu dimerach DR prawie réwnolegte, orientujg sie
w tym samym kierunku. Pomiedzy oboma hetero-
dimerami znajdujg sie cztery powierzchnie kontak-
towe. Duza cze$¢ reszt aminokwasowych DR1 bio-
racych udziat w oddziatywaniach pomiedzy dimerami
jest zachowywana pomiedzy réznymi odmianami czg-
steczek DR lub w catej klasie Il. Dimery I-Ekwykazujg
nieco inng strukture, ich szczeliny wigzgce ustawione
sg po prawie przeciwlegtych stronach dimeru. Tenden-
cja do dimeryzacji moze okazac sie wspdlng cechg
czasteczek tej klasy, choé¢ powstawanie dimerdw w kry-
stalicznych formach MHC Il moze by¢ tylko artefak-
tem wynikajacym z niefizjologicznych warunkow krys-
talizacji. Przypuszcza sie, ze czasteczki MHC 1l moga
wystepowaé jako dimery na powierzchni btony ko-
morkowej, lub w takiej postaci byé rozpoznawane
przez receptory TCR, cho¢ w wypadku I-Ekwymaga-
toby to od tafncuchéw MHC pozycji niemalze réwno-
legtej do powierzchni btony komodrkowej [54, 58].
Dimeryzacja moze mie¢ znaczenie we wzmocnieniu
sygnatu przekazywanego poprzez TCR.

V1. Oddzialywanie czgsteczek MHC 1l z su-
perantygenami

Superantygeny (SAG) to nietypowe ligandy MHC
Il, ktére z czasteczkami MHC wigza sie bez wstepnej
,0brobki”. Sg to produkty réznych bakterii i wiruséw.
Przytaczaja sie w catosci do antygenow klasy Il juz po
ich ekspresji na powierzchni btony komérkowej. Miej-
sce wigzania SAG zwykle odbiega od regionu wigzania
peptydéw. Po zwigzaniu SAG nie oddziatujg z ,,0b-
szarem rozpoznajagcym” kompleks MHC-peptyd (pa-
ratopem) TCR [2], tworzonym wspdlnie przez dome-
ny zmienne fancuchéw a i // TCR. ale z boczng
powierzchnig domeny zmiennej (V) tancucha /J(Ryc. 6).
Dlatego tez SAG sa czasteczkami rozpoznawanymi
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LIMFOCYT Ta(3

Rvc.6 Schemat oddziatywania czasteczcek MHC Il iTCR zsuperan-
tygenem. APC — komdrka prezentujaca antygen; MHC |l
—czasteczka M HC klasy IlI; od, «2, fil, fil — odpowiednio
domeny tancuchéw aifi: TCR dfi — receptor limfocytu Ty.fi:
Wy i Vfi — domeny zmienne tancuchéw yifi TCRyfi: Ca i Cfi

domeny state tancuchéw a i fi TC Ra/f; SAG — superan-

tygen; P — peptyd prezentowany przez czasteczke MHC II.
przez wszystkie klony limfocytéw posiadajgcych okre-
$§long domene V tafncucha (i w receptorze TCR. Moga
to by¢ zaréwno limfocyty T CD4+ i T CD8 +.

Typowy peptyd antygenowy aktywuje tylko okreslony

klon limfocytéow Ta/i (1 na okoto 105-106), posiadajacy

kombinacje odpowiednich domen zmiennych tancu-
cha aitancucha fi TCR. Rezultatem wigzania SAG jest

pobudzenie duzej liczby limfocytéw T (nawet 30-40%).

Limfocyty pod wptywem SAG moga takze przecho-

dzi¢ w stan inaktywacji (anergii) lub gingé. SAG sg

w stanie indukowaé procesy autoimmunologiczne.

W odro6znieniu od ,,zwyktych” antygenéw, prezenta-
cja SAG nie podlega restrykcji MHC, jednakze wigzg
sie one z r6znymi powinowactwami do réznych czgas-
teczek MHC Il [69-71],

Wykrystalizowano dotychczas iokre$lono strukture
dwéch komplekséw MHC 1l z SAG. W obu wypad-
kach byta to czgsteczka HLA-DR1, ktérej ligandami
bylty SEB [56] i TSST-1 [57], Wiagzg sie one z DR1
w cze$ciowo odmienny sposob. SEB wigze sie w dwu
regionach domeny al. Wigzanie zachodzi po jednej
stronie miejsca wigzgcego peptydy, nie obejmujgc
peptydow zajmujacych szczelineg wigzacg [56]. SEB
oddziatuje z tahcuchami bocznymi heliksu oraz pet-
lami taczacymi pierwsze i trzecie pasmo /2 Wiazanie
SEB nie wptywa na zdolno$¢ DR1 do wigzania pep-
tydow. TSST-1 wigze sie z powyzszymi dwoma regio-
nami oraz z heliksami szczeliny wigzacej i prezen-
towanym przez DR1 peptydem. Przykrywa on ponad
potowe szczeliny wigzgcej, prawdopodobnie uniemoz-
liwiajac lub znacznie zaburzajgc kontakt TCR z MHC
Il ipeptydem. Wigzanie TSST-1 zalezy od konformacji
i whasciwosci fizykochemicznych peptydu prezentowa-
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nego przez MHC 1l [57, 71]. Inny SAG, SEA wigze sie
z MHC Il wykorzystujagc dodatkowo skoordynowany
jon cynkowy (Zn2+) [69],

Oba SAG nie wykazujg kompetycyjnosci w wigza-
niu. Sugeruje to, ze cho¢ wigzg sie one w pokrywajg-
cym sie w duzej czesci regionie DR, to kazdy z nich jest
ligandem innej subpopulacji czgsteczek DR1 [71].

Jak wykazano w biezacym roku, superantygen SEB
moze sie wigzac takze z czasteczkami MHC |, wywotu-
jac podobnie jak przy wigzaniu z czgsteczkami MHC
Il, poliklonalng aktywacje limfocytow T [72].

VIl. Rozpoznawanie kompleksu MHC Il-pe-
ptyd przez TCRa/f

Peptydy potagczone z MHC Il rozpoznawane sg
wspolnie z czasteczkg MHC przez TCR limfocytéw
T CD4-K Spos6b rozpoznawania nie odbiega zasad-
niczo od rozpoznawania kompleksu MHC I-peptyd
przez receptor limfocytéw T CD8 + (Ryc. 7) [2], TCR
rozpoznaje nie sekwencje peptydu, alejego powierzch-
nie dostepna w szczelinie wigzacej epitop [73], Lim-
focyty CD4+ stanowig grupe komorek funkcjonalnie
przede wszystkim pomocniczych. Funkcja korecep-
torowa CD4 polega na wigzaniu MHC Il jako wtérny,
niezalezny od peptydu ligand. Dopiero potgczenie
oddziatywania antygenowo specyficznego (TCR) oraz
koreceptorowego (CD4) i innych koreceptorow [2]
powoduje witasciwg aktywacje limfocytu T CD4 +.
Rozpoznanie antygenowego peptydu przez ten lim-
focyt prowadzi do zwigkszenia syntezy DNA, podziatu
komarki, a przede wszystkim do uwolnienia cytokin,
ktore posrednicza w amplifikacji odpowiedzi immuno-
logicznej (m.in. IL-2, IL-12, IFNa, TNFa i /.

CD4 jest monomeryczng glikoproteing z fragmen-
tem zewnatrzkomoérkowym zbudowanym z czterech
domen immunoglobulinopodobnych [74, 75]. Regio-
nem wigzacym CD4 na czasteczce MHC |l sg praw-
dopodobnie fragmenty domen: /f1(35-46) ifi2(133-148)

LIMFOCYT TCD4+

Rvc. 7 Rozpoznawanie czasteczki MHC |l prezentujacej peptyd
przez limfocyt T CD4+. APC — komorka prezentujaca
czasteczke MHC Il wiagzaca peptyd; fil — demena fil MHC
II; a2 — domena a2 MHC IlI; TCR — receptor limfocytu
Tali-CD3; a, fi — tancuchy receptora limfocytu T; vy, 6,
e — poszczeg6lne tahncuchy biatka CD3.
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[75,76]. Drugi z nich odpowiada fragmentowi domeny
a3 wigzanej przez CD8 w czgsteczkach MHC 1 [75, 77,
78]. Cze$¢ doswiadczen wykazuje, ze CD4 moze
wiagza¢ sie z MHC Il dopiero po oligomeryzacji na
powierzchni limfocytu Ta/? [79].

VIIl. Uwagi koricowe

Badanie oddziatywan MHC Il — peptyd moze mie¢
wiele waznych implikacji praktycznych.

Osobnicy posiadajacy okres$lone aliele MHC maja
zwiekszone lub zmniejszone ryzyko wystgpienia pew-
nych schorzen [1, 80-83]. Na drodze badan genetycz-
nych i strukturalnych mozna juz w pewnych wypad-
kach okresli¢ molekularne podtoze podatnos$ci/odpor-
nosci na dany zesp6t chorobowy; badania przesiewowe
mogtyby wiec niekiedy pozwoli¢ na eliminacje czyn-
nikow ryzyka u oséb potencjalnie podatnych [80, 84],

Geny iczasteczki MHC klasy Il majg duze znacze-
nie w wywotywaniu i podtrzymywaniu supresji lub
autoagresji immunologicznej [85]. Rozpoznawanie
ligandow peptydowych wraz z MHC Il wie$¢ moze do
tolerancji. Zjawisko to wystepuje nie tylko w czasie
rozwoju ontogenetycznego limfocytéw T. Na przykitad
komdrka B, prezentujgc peptydy wspélnie z MHC 11,
moze posiada¢ zdolno$¢ indukowania anergii wsrod
rozpoznajacych ja dojrzatych limfocytéw T [86]. By¢
moze jest to jeden z mechanizméw powstawania
tolerancji w populacji dojrzatych limfocytéw T. Me-
chanizm ten maégtby by¢é uzyteczny do sztucznego
indukowania tolerancji w stosunku do okre$lonych
antygenéw [10, 87].

Na podstawie znajomos$ci motywoéw sekwencyjnych
biatek MHC mozna wybiera¢ ze znanych sekwencji
biatek podjednostki peptydowe szczepionek przeciw-
ko okreslonym patogenom [88]. Szczepionki takie
sktada¢ sie powinny z mieszaniny ligandéw r6znych
odmian MHC 1l lub ligandéw zdolnych do wigzania
sie z réznymi odmianami [89], Pewng trudnoscig
w tego rodzaju immunizacji moga by¢ obserwowane
roznice w antygenowosci pomiedzy kompleksami
MHC Il-peptyd powstajgcymi poprzez przytaczenie
syntetycznych peptydéw do ,pustych” czasteczek
MHC II, a tymi powstajagcymi w wyniku obrébki
natywnych antygendéw o tej samej sekwencji [90].

Biatka klasy Il zwigzane z wystepowaniem choréb
autoimmunologicznych lub podatnoscig/opornoscia
na wystgpienie okreslonych choréb charakteryzuja sie
czesto obecnos$ciag unikatowych (w stosunku do innych
czasteczek MHC Il) reszt aminokwasowych w regionie
wigzacym [62, 91]. Moga wowczas wigzaé specyficzne
peptydy [92]. Blokowanie czasteczek MHC Il moze
by¢ wiec skuteczne w zapobieganiu i/lub leczeniu np.
schorzen autoimmunologicznych [62, 93, 94], W wy-
padku dodatniego sprzezenia obecnosci okreslonego
biatka MHC z zespotem chorobowym obserwowano
poprawe stanu klinicznego chorych zwierzat po za-
stosowaniu skierowanych przeciwko temu biatku
przeciwciat, peptydow blokujacych, wigzacych sie sil-
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niej niz natywne ligandy lub tez fragmentow biatka
MHC 11 indukujgcych powstawanie endogennych
przeciwciat przeciwko antygenom MHC. W odniesie-
niu do ludzi prébowano stosowaé przeciwciata mono-
klonalne przeciwko HLA-DR w reumatoidalnym za-
paleniu stawéw. Skuteczno$¢ takiej strategii wykazano
w odniesieniu do modeli zwierzecych stwardnienia
rozsianego [95]. sprawdza sie jg u chorych na te
chorobe. Peptydowe blokery czgsteczek MHC Il wy-
dajg sie mie¢ matg szanse na skutecznos$¢ terapeutycz-
ng z powodu trudno$ci w utrzymaniu efektywnego do
blokowania stezenia peptydéw nawet w warunkach in
vitro [96]. Natomiast znajomos$¢ szczeg6tow budowy
miejsca wigzacego jest konieczna do projektowania
niepeptydowych antagonistow wigzania peptydow
przez czasteczki MHC. Blokery takie nie wymagaja
poznania konkretnych autoantygenéw odpowiedzial-
nych za indukcje procesu chorobowego, ponadto
pozwalajg na blokowanie okreslonej odmiany MHC 1I
bez wywotywania supresji wynikajacej z blokowania
innych odmian [62].
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Wewnatrzkomorkowy transport enzymow lizosomalnych
— Rola receptoréw mannozo-6-fosforanu

Mannose-6-phosphate receptors in intracellular transport

of lysosomal enzymes

BARBARA CZARTORYSKA*

Spis tresci:

l. W step

1. Receptory mannozo-6-fosforanu — wystepowanie i bu-
dowa

I1l.  Rola receptoréw M6P w transporcie enzymoéw lizoso-
malnych

V. Inne funkcje receptoréw M6P

Wykaz stosowanych skrétow: M6P — mannozo-6-fosforan;
M6PR-300, duzy R — receptor mannozo-6-fosforanu o m.
cz. 300.000; M6PR-46, maty R — receptor mannozo-6-fos-

foranu o m. cz. 46.000; IGF1l — insulinopodobny czynnik
wzrostu; TGN — region trans siateczki aparatu Golgi’ego.
I. Wstep

Mowigc o receptorach zazwyczaj mys$limy o ich roli
w przekazywaniu sygnatéw oraz w imporcie rozmai-
tych substancji do wnetrza komérki. Receptory man-
nozo-6-fosforanu (M6P) biorg udziat w innym proce-
sie, a mianowicie w wewngatrzkomoérkowym transpor-
cie biatek z miejsca dojrzewania (modyfikacji) tj.
aparatu Golgi’ego do miejsca dziatania tj. lizosomu.

Na temat transportu enzymow lizosomalnych uka-
zato sie kilka artykutow przegladowych [1-3] a ostat-
nio, w trakcie przygotowania niniejszej pracy, obszer-
ny artykut Annete Hille-Rehfeld [4], W tym
ostatnim zainteresowany Czytelnik znajdzie odnos$niki
do ponad 200 prac. Tu wiec ogranicze sie do najwaz-
niejszych i najnowszych pozycji bibliograficznych.

Pierwsze etapy powstawania biatek sekrecyjnych
oraz enzymoOw lizosomalnych sg wspodlne i obejmuja:
synteze polipeptydu, jego transport do Swiatta cystern
siatki srodplazmatycznej, odciecie sekwencji sygnato-
wej od N konca, glikozylacje i wreszcie kolejny trans-
port do aparatu Golgi’ego. W ciagu dalszej wedrdwki,
od regionu cis do trans aparatu Golgi’ego, biatka sg
modyfikowane, i kierowane do miejsca przeznaczenia.
Znacznikiem wiekszo$ci enzymow lizosomalnych jest
ugrupowanie M6P*, a do ich segregacji konieczny jest
witasciwy receptor. Dotyczy to nie tylko wiekszosci
hydrolaz lizosomalnych, lecz rowniez innych biatek
lizosomalnych np. mieloperoksydazy [5],

* Dr. Zaktad Genetyki, Instytut Psychiatrii i Neurologii, ul.
Sobieskiego 1/9, 02-957 Warszawa
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l. Introduction

1. Mannose-6-phosphate receptors — localisation and
structure

I1l.  MG6P receptors in lysosomal enzymes transport

IV.  Other functions of M6P receptors

Il. Receptory mannozo-6-fosforanu — wyste-
powanie i budowa

Znane sg dwa receptory rozpoznajgce ugrupowanie
M6P — oba sg transbtonowymi glikoproteinami:

1) receptor oznaczany skrétem M6PR-300, CI-M6PR,
lub IGFII/M6PR, o m. cz. okoto 300 kDa; jego dzia-
fanie nie zalezy od obecnos$ci dwuwarto$ciowych ka-
tiondw, a rozpoznaje on réowniez tzw. insulinopodobny
czynnik wzrostu Il, IGF II; dla uproszczenia w niniej-
szym artykule zostat on okres$lony jako ,,duzy R”.

2) receptor oznaczany skrotami M6PR-46 lub CD-
-M6PR, 0o m. cz. 46 kDa; jego dziatanie wymaga
obecnosci jon6w dwuwartosciowych warunkujgcych
powstawanie czynnych oligomerdw; dla potrzeb na-
szego artykutu okreslony zostat jako ,,maty R”.

Receptory M6P izolowane z komorek roéznych
ssakOw m.in. cztowieka, wotu, gryzoni [2, 4] a takze
krabdw [6], sg bardzo do siebie podobne. Na przyktad
homologia receptoréow izolowanych z komorek ludz-
kich i wotowych siega 89%. Co wiecej, chimery,
w ktoérych poszczegdlne domeny pochodzg od r6znych
gatunkdéw dziataja jak ,dziki” receptor [7]. Nie bede
wiec podawata, jakiego organizmu dotyczy¢ beda
poszczegdlne informacje.

Ilo$¢ i wzajemny stosunek obu receptoréw MG6P
zalezy od rodzaju komorek i tkanek. Duzy R
(M6PR-300) wystepuje we wszystkich tkankach
w ilosci rzedu kilkaset tys. miejsc wigzgcych/komorke
(np. w komdrkach nadnerczy wotu 280 tys./komorke
[9]). W tkankach szczura mozna nastepujaco uszere-
gowaé¢ narzady wg jego zawartosci: serce > piluca

* Informacje na temat fosforylacji mannozy i powstawania
znacznika M6P znajdzie Czytelnik w artykule przeglado-
wym G. Palamarczyk (1987) Post Biochem 33: 297-307.
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= tozysko > miednie = nerki > watroba > mozg
[10]. W komdérkach ptodu jest go wiecej niz w komor-
kach osobnikéw dorostych [11]. W komdrkach na-
btonkowych jelita grubego wystepuje w btonie zarow-
no czesci wiechotkowej (apical), jak i podstawnej
(hasat) [12]. W niektorych komérkach nowotworo-
wych jest go wiecej, ajego ilos¢ wzrasta rownolegle ze
wzrostem ilosci katepsyny D i bywa miarg ztosSliwosci
nowotworu [13]. W hodowanych fibroblastach skéry
jest niemal 4 razy wiecej duzego R niz matego;
w limfoblastach odwrotnie, matego Rjest 7 razy wiecej
niz duzego ijest go niemal 20 razy wiecej niz w fibro-
blastach [14]. W komdrkach os6b chorych na chorobe
wtretow komorkowych (brak fosforylacji mannozy
w enzymach lizosomalnych) ilo$¢ receptoréw jest
podwyzszona [15].

Ciekawostky jest, ze w komorce aktywny jest allel
pochodzenia matczynego kodujgcy synteze duzego
R (M6PR-300) [16-18]. W przypadku IGF Il aktywny
jest gen ojcowski [4, 18].

Oba receptory M6P wystepuja przede wszystkim
wewngatrz komdrki. Na powierzchni odnajduje sie
zaledwie 5-10% catkowitej ilosci duzego R za$ jego
pobyt na powierzchni wynosi 5-6 godz [19]. Receptory
znajdujace sie na powierzchni i wewngatrz komorki sg
w dynamicznej rownowadze [1-4]. Nadmiar zewnatrz-
komorkowego IGF Il [20], M6P lub estréw forbolu
[4] wywotuje szybka redystrybucje receptora w komo-
rce, to jest jego przemieszczenie z bton wewnetrznych
do bitony plazmatycznej. Przemieszczenia takie s3
niezalezne od obecnosci tréjfosforanu inozytolu, dwu-
acyloglicerolu czy cAMP [20]. W komdrkach nie-
ktérych nowotwordw stwierdzono upoS$ledzenie seg-
regacji duzego R [21].

Rozmieszczenie obydwu receptoréw wewnatrz ko-
morki jest podobne, lecz nie identyczne: oba sg obecne
w regionie trans aparatu Golgi’ego (TGN) oraz w tych
samych endosomach — zaréwno wczesnych jak i p6z-
nych. Jednakze wystepuja one w innych miejscach
endosomu: duzy R (M6PR-300) znajduje sie raczej
w matych, centralnych wakuolach, zas maty (M6PR-
-46) w potagczonych kanalikach i pecherzykach (ATV)
[22]. Dojrzate lizosomy nie zawierajg receptordw.
Zjawisko to jest wykorzystywane do identyfikacji
frakcji subkomoérkowych — tj. do rozrézniania en-
dosomoéw i lizosomoéw [1]

Pewna ilo$¢ duzego R krazy w postaci rozpuszczal-
nej w krwiobiegu. Jest to ilo$¢ zmienna, zalezy m.in. od
wieku — najwyzsza jest w krwi ptodowej i u noworod-
kow; z wiekiem maleje [23], maleje tez w czasie
gtodzenia [24]. Krazacy receptor pochodzi u ptodu
gtownie z miesnia szkieletowego i sercowego za$
u osobnikdw dorostych z watroby [23]. Niektérzy
autorzy uwazaja, ze to witasnie w przestrzeni poza-
komoérkowej zachodzi degradacja receptora i ze pierw-
szym jej etapem jest dziatanie nielizosomalnych prote-
az [25]. Okres pdttrwania matego receptora wynosi
ponad 40 godz [26],
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Geny kodujace oba receptory M6P w komorkach
ludzkich, mysich i bydlecych zostaty sklonowane,
a sekwencja aminokwasowa oznaczona [1-4]. Pod-
stawowe informacje dotyczgce budowy obu ludzkich
receptorow M6P zebrano w tabeli 1

Wigzanie liganda warunkuje domena zewnetrzna,
a wiec ta, ktoéra skierowana jest albo na zewnatrz
komérki albo do wnetrza $wiatta organelli (cystern
i kanalikdw aparatu Golgiego oraz endosomdw).

Domena zewnetrzna duzego receptora (M6PR-300)
zawiera powtarzajace sie podjednostki (15-38% homo-
logii). Charakterystyczng cecha jest obecnos$¢ cysteiny
flankujgcej reszty hydrofobowe w konserwatywnej
sekwencji
Cys—(Thr/Glu)—Tyr—X—Phe(Glu)—Trp—X—Thr
—X—(Ala/Val— Ala—Cys** [2]. Uktad ten r6zni sie
od uktadéw spotykanych w innych receptorach, nato-
miast podobny znaleziono w XII czynniku krzep-
niecia. W 13-tej podjednostce znajduje sie 43 amino-
kwasowa insercja, wysoce homologiczna z regionem 1l
fibronektyny [1]. Receptory izolowane z réznych
komadrek réznig sie rodzajem taficuchow oligosachary-
dowych, gtéwnie stosunkiem ilosci tancuchéw jedno-
i dwuantenowych [27].

Uderzajace jest podobienstwo sekwencji aminokwa-
sow zewnetrznej domeny matego R (M6PR-46) iboga-
tej w cysteine, powtarzajgcej sie podjednostki analogi-
cznej domeny duzego R (identyczno$¢ rzedu 14-28%
a wiec taka sama, jak podjednostek miedzy soba, p.
tabela 1). Stad hipoteza o wspdlnym antenacie obu
receptoréw: fragment genu kodujacy synteze domeny
zewnetrznej M6PR-300 powstat by¢ moze na drodze
amplifikacji czesci genu kodujgcego synteze matego
R [2].

Domena cytoplazmatyczna warunkuje odpowied-
nie przemieszczanie si¢ receptora wewngtrz komorki
[4, 28]. Nie stwierdzono homologii sekwencji amino-
kwasow tej domeny w duzym i matym receptorze, choé
widoczne sg pewne podobieAstwa. W obu przypad-
kach domena cytoplazmatyczna zawiera miejsca po-
tencjalnej fosforylacji oraz skupienia kwasnych reszt
aminokwasowych, podobnie jak to ma miejsce w in-
nych receptorach transportujagcych. W przypadku du-
zego R domena cytoplazmatyczna jest diuzsza od
analogicznej domeny wielu innych receptoréow trans-
portujacych np. asjaloglikoproteiny czy lipoproteiny,
a takze receptora matego. W matym R cysteina moze
ulega¢ palmitylacji a alifatyczny tancuch palmitynianu
stuzy prawdopodobnie do zakotwiczenia receptora
w warstwie lipidowej btony [26].

Informacje o fosforylacji receptoréow sa fragmen-
taryczne iczesto sprzeczne. Nie ulegajednak watpliwo-
$ci, ze domena cytoplazmatyczna obu receptordw jest
w ciggu ich wedrowek wewngtrzkomorkowych kilka-
krotnie fosforylowana i defosforylowana. Czas pot-

** — reszty w nawiasach oznaczajg nizszy % konserwatyw-
nosci, x — jej brak
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Tabela 1.

Wybrane informacje o budowie i wtasnos$ciach receptoré6w mannozo-6-fosforanu.

Informacja DUZY RECEPTOR

Stosowane skréty: M6PR-300, CI-MOR, IGF II-M6PR
Chromosom, gen 6q25— 27, 130kb, 48 eksondw [wg 4]

Liczba aminokwa- 40 — 2264 — 23 — 164 [wg 1]
sow w domenach:

sygnat-zewnetrzna-$rédbtonowa-cytoplazmatyczna

MALY RECEPTOR
M6PR-46, CD-M6PR
12, 12 kb, 7 eksonéw [wg 4]

20/26 — 164/170 — 20 — 67 [wg 1]
sygnat-zewnetrzna-srédbtonowa-cytoplazmatyczna

B M. cz. polipeptydu/
/biatka 270 kDa/275-300 kDa [wg 1] 30 kDa/43—46 kDa [wg 1]

i Domena zewnetrz- 15 powtérzen (podjednostek) po 147 aminokwaséw, 14-28% homologii z zewnetrzng domeng duzego R
na: 16-38% homologii miedzy nimi [wg 1] [wg 1]

a

| 19 miejsc mozliwej glikozylacji, 2 z nich sg 5 mozliwych miejsc glikozylacji, 4 z nich sa

k glikozylowane [wg 1] glikozylowane [wg 1]

(o] 3-4 mostkéw S—S na podjednostke [wg 4] 3 mostki S—S, w pozycji: 32/78, 132/167, 145/179 [34]

Domena cytosolo- charakter kwasny [wg 1], przejsciowo fosforylowana in charakter kwasny, brak homologii z duzym R [wg 1],

wa: vivo seryna 82gai 157ta in vitro 20lai ? [30]

Oligomeryzacja: monomer

wi. Ligandy: wolny i zwigzany M6P oraz IGF 11

bywa fosforyl. Ser 56ta[2], palmitylowana Cys 30tai 34la
[26]

monomer Mn++,4° o dimer o Mn++,4"' tetramer
[73, 73a]

wolny i zwigzany M6P

re- Miejsce wigzania dwa miejsca w 39 podjednostce, opt. pH 6,0-7,4; [wg jedno miejsce wigzace M6P, opt. pH 6,0-6,3 [wg 4]

cep- MG6P:
tora

4] udziat 435 i 1334 argininy [74]

Miejsce wigzania jedno w 11 podjednostce, udziat lizyny [75]

IGF II:

Zalezno$¢ od ka- wigzanie M6P nie zalezy od obecnosci kationéw

tionow:

Transport enzy- Transport TGN -»endosom iendocytoza

mow lizosomal-
nych

obrotu fosforanu w czasteczce duzego R wynosi 1,4 h,
podczas gdy czas pottrwania catej czasteczki wynosi 40
godzin [29]. Kinazy — kazeinowa I, Il i pokrewne
— fosforylujg in vivo wytacznie seryne 82 i 157 tej
domeny, a fosforylacje te warunkuje reakcja z nie-
znanym biatkiem cytosolu. In vitro t¢ samg domene
w innych miejscach (20-sta i X seryna) fosforyluje
kinaza A [30]. Enzymem defosforylujgcym jest fos-
fataza 2A [31]. Receptor izolowany z mdzgu wykazuje
aktywnos$¢ kinazy biatkowej co oznacza, ze reszty
seryny lub treoniny receptora moga ulega¢ autofos-
forylacji. Ligandy zawierajace ugrupowanie M6P sty-
mulujg zwiagzang z receptorem aktywnos¢ fosfatazowa,
a defosforylacji ulegajg oba aminokwasy. IGF Il nie
ma wptywu na te aktywno$¢. Nie wiadomo, czy
obserwowana aktywnos$¢ jest witasciwosciga samego
receptora czy tez zwigzanego z nim innego biatka [32].
Fosforylacja matego R nie ma wplywu na jego
stabilno$¢ ani na ujawnianie si¢ na powierzchni ko-
morki [29]. In vitro fosforyluje go kinaza kazeinowa II,
za$ defosforyluje fosfataza 2. Warunkiem fosforylacji
jest obecnos$¢ w pozycji 26-32 sekwencji Ala— Asp—
Gly—Cys— Asp— Phe— Val [33],
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udziat 137 argininy i 131 histydyny [42]

brak wigzania

wigzanie M6P wymaga obecnosci kation6w dwuwar-
tosciowych np. M n++

Transport TGN -» endosom i TGN -*bt plazmat.

Duzy R (M6PR-300) ma 2 miejsce wigzace 0 wyso-
kim powinowactwie do mannozo-6-fosforanu (M6P).
Znajduja sie one w 39 powtarzajacej sie podjednostce
domeny zewnetrznej receptora. Ugrupowania te nie
biorg udziatu w sekrecji, glikozylacji ani w reakcji
receptora z przeciwciatem [1, 4], jak réwniez w wigza-
niu czynnika wzrostu IGFII. Miejsce wigzace IGFII
znajduje sie w 11 podjednostce domeny zewnetrznej
(Tab. 1).

Maty R (M6PR-46) wigze zawierajagce M6P ligandy
jedynie w obecnosci kationéw, np. Mn++, warun-
kujacych powstawanie oligomeréw, gtéwnie dimeréw
(Tab. 1). Jedna czasteczka (monomer) M6PR-46 moze
zwigzac jedng czasteczke wolnego M 6P albo 0,5 mola
oligosacharydu lub glikoproteiny zawierajgcych 2 re-
szty M6P. W kazdym aktywnym, dwufunkcyjnym
dimerze sg dwa miejsca mogace zwigza¢ ugrupowanie
M6P, wigze on jednak tylko jedng czgsteczke gliko-
proteiny zawierajacej dwa ugrupowania M6P. Wazng
role w tym wigzaniu spetniajg wszystkie trzy pary
mostkow dwusiarczkowych, ktére warunkujg odpo-
wiednig konformacje [34]. Rowniez tancuchy cu-
krowe, cho¢ nie biorg udziatu w wigzaniu M6P, graja
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istotng role w utrzymaniu struktury IV-to rzedowej
receptora zapewniajgcej wysokie powinowactwo do
liganda [4],

Optymalne pH wigzania liganda wynosi 6,0-7,4
w przypadku duzego R, za$ 6,0-6,3 w przypadku
matego [4],

Powinowactwo obydwu receptorow do wolnego
M6P oraz do oligosacharydow i glikoprotein zawiera-
jacych jedng grupe M6P jest takie samo; w przypadku
zwigzkow zawierajgcych dwa lub wiecej ugrupowan
M6P wyzsze powinowactwo ma receptor duzy.

In vivo najwazniejszymi ligandami omawianych tu
receptorow sg enzymy lizosomalne. Swoisto$¢ obu
receptordw jest podobna, ale nie identyczna. Sg donie-
sienia o istnieniu, wsrod catej puli enzymoéw lizosomal-
nych, subgrup wigzanych wytacznie, lub przede wszys-
tkim, przezjeden z receptoréw [35]. By¢ moze w swois-
tosci wigzania grajg role tancuchy oligosacharydowe
enzymoéw lub receptorow.

Jak powiedziano powyzej, duzy receptor (M6PR-
-300) wigze rowniez insulinopodobny czynnik wzrostu
Il (IGF Il). Miejsce wigzania miesci sie daleko od
miejsc wigzacych M6P, a mianowicie w podjednostce
11 -tej, a dla wigzania wazng role gra lizyna [41] (Tab.
1). Mimo to zwigzanie IGF Il nie pozwala na wigzanie
enzyméw lizosomalnych (ale nie wolnego MG6P) i vice
versa, prawdopodobnie ze wzgledow konformacyjno-
-sferycznych. Niektérzy autorzy [4, 14, 15] uwazaja, ze
wigzanie IGFIl nie wptywa na rozmieszczenie en-
zymow lizosomalnych w komérce. Jednak wedtug
wiekszos$ci autorow [36, 39, 41, 42], zwigzanie IGF Il
zmienia istotnie profil rozmieszczenia enzymoéw lizoso-
malnych mimo, ze miejsca wigzace oba ligandy sa
odlegte (Tab. 1).

I1l. Rola receptoréow M6P w transporcie
enzymow lizosomalnych

llustracjg znaczenia omawianych tu receptorow jest
choroba zwana chorobg wtretéw komorkowych (ang.
I-cell disease). Jest to bardzo ciezka choroba spich-
rzeniowa. Jej przyczyng jest btad genetyczny***, w wy-
niku ktérego nie nastepuje ufosforylowanie mannozy,
a w konsekwencji brak jest ugrupowania M6P w cz3as-
teczkach enzymoéw lizosomalnych. Bigd w strukturze
enzyméw, nie wptywajac na aktywno$¢ enzymatyczng
ani na trwatos¢, wptywa drastycznie jedynie na ich
rozmieszczenie w komdrce. Enzymy bowiem, zamiast
kierowac sie do lizosomu itam dziata¢ uciekaja poza
komdrke i odnajduje sie je w surowicy, moczu, tzach
itp. W lizosomach jest ich o wiele za mato [37, 37a].

Hodowane komdrki, ktérym zablokowano duzy
R przeciwciatem oraz mutanty pozbawione tego recep-
tora wydalaja okoto 70% enzyméw lizosomalnych
poza komorke [1]. (Prawidtowa kompartmentacje
enzymoOw mozna przywro6ci¢ mutantom transfekujac
komoérki odpowiednim cDNA). Zablokowanie obu
receptorow M6P swoistymi przeciwciatami powoduje
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dalszy wzrost wydalania enzymoéw [2]. Ten sam
rezultat obserwuje sie u mutantéw pozbawionych obu
receptoréw [35]. Mozna wiec przypuszczacé, ze pozo-
state 30% enzymoéw trafia do lizosomu via maty R lub
tez zudziatem innych mechanizmdw transportu, nieza-
leznych od receptoréw MG6P.

Komorki pozbawione matego R réwniez wykazuja
nieprawidtowg kompartmentacje enzymdw lizosomal-
nych [4, 35]. Zmutowane myszy, ktére go nie syn-
tetyzujg, zyja normalnie, ale w pitynach pozakomor-
kowych maja podwyzszony, wewnatrz za$ komorek
obnizony poziom enzymoéw lizosomalnych niosgcych
grupe M6P. W endosomach/lizosomach tych zwierzat
obserwuje sie wzmozong akumulacje substancji wiel-
koczgsteczkowych. [4],

Dodanie hodowanym komdérkom do pozywki nad-
miaru IGF Il [38] lub tez transfekowanie ich cDNA
powodujgce nadprodukcje IGF Il [39], obniza we-
wnatrzkomorkowg aktywnos$¢ enzyméw lizosomal-
nych, zwieksza ich wydalanie do pozywki [39] oraz
hamuje endocytoze enzymow z pozywki [40-42]. Za-
chwianie réwnowagi stezen ligandéw i receptora (np.
transformacja nowotworowa lub zaburzenia hormo-
nalne) zaburza tez segregacje enzymow lizosomalnych
[21,42].

Podstawowag roznicg miedzy duzym i matym recep-
torem jest udziat w endocytozie: wprawdzie zaréwno
jeden jak idrugi bierze udziat w transporcie enzymoéw
lizosomalnych do endosomoéw, a obydwa potem wra-
cajg do regionu trans aparatu Golgi’ego (TGN), oba
tez przemieszczajg sie do btony plazmatycznej, lecz
jedynie matly R posredniczy w eksporcie enzymoéw
poza komdrke [2-4], za$ jedynie duzy bierze udziat
w ich endocytozie, tj. wychwytywaniu z przestrzeni
pozakomorkowej. Sam maty R tez ulega endocytozie.
Tak wiec w przypadku braku duzego R lub za-
blokowania go przez wolng M6P [4] enzymy prze-
transportowane przez maty R do btony plazmatycznej
nie moga zostaé odzyskane drogg endocytozy.

Duzy R (M6PR-300) uczestniczy takze w endocyto-
zie takich biatek jak prekursor czynnika wzrostu (3
proliferyn, tyreoglobuliny, a takze biatka obce np.
glikoproteina D virusa Herpes [43],

Enzymy lizosomalne trafiajg do miejsca przeznacze-
nia dwiema trasami: bezposrednio lub na drodze
endocytozy.

Jak juz powiedziano powyzej, wiekszo$¢ enzymow
lizosomalnych otrzymuje znacznik M6P w regionie cis
aparatu Golgi’ego, a wiec mogtyby tam wigzac¢ recep-
tor ialbo przesuwacd sie jako kompleks wzdtuz cystern
i kanalikow aparatu Golgi’ego albo tez natychmiast go
opuszczac. Istotnie w regionie tym stwierdzono sporg
koncentracje duzego R. Z drugiej jednak strony wiado-
mo, ze czasteczki receptoréw na ogo6+t zawierajg zmo-

*** plad dotyczy N-acetyloglukozominylo-I-fosfotrans-
ferazy UDP — N-acetylglukozoamina [EC 2. 7. 8. 17] lub
glukozoamino-I-fosfotransferazy [EC 3. 1 4. 45] [37a]
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dyfikowany tafncuch oligosacharydowy, a modyfikacja
(transglikozylacja) zachodzi w regionie trans. W tym
tez regionie stwierdzono obecnos$¢ optaszczonych klat-
ryng pecherzykow, zawierajacych zarbwno receptory
jak ienzymy [1], Pierwsza fosforylacja seryny w recep-
torze zachodzi réwnoczes$nie z przytaczeniem kwasu
sjalowego, a wiec w momencie wychodzenia biatka
z regionu trans aparatu Golgi’ego (TGN) [44].
Badania nad wedrowka znakowanych receptoréow
w rozmaitych komdérkach hodowanych wskazuja, ze
oba receptory opuszczajg region trans siateczki Go-
Igi’ego (TGN) via te same optaszczone pecherzyki
[1]. Kompleks enzym/receptor gromadzi sie w opta-
szczonych klatryna wgtebieniach, ktére odpaczkowuja
tworzac optaszczone pecherzyki dalej transportowane
do endosomow. W skiad takiego kompleksu trans-
portowego, ,,ptaszczomeru” (ang. coatomers), wchodzi
biatko adaptorowe, HA-1 (lub AP-1, adaptor clatrin
assotiated protein) oraz biatko zwane Rab 4. Rab
4 jest to podobna do biatek Ras, drobnoczasteczkowa
GTP-aza, zwana inaczej ARF (ang. ADP-ribosilation
factor) [3, 45]. Powstawaniu kompleksu towarzyszy
wymiana nukleotydu. Warunkiem tworzenia ,ptasz-
czomeru” przez duzy R jest ufosforylowanie seryny
[47-49] przez kinaze inozytolu. Enzym ten speinia
analogiczng role w transporcie hydrolaz do wakuoli

trawiennych w drozdzach [49]. Ludwig i wsp.
[3] uwazajg, ze receptor i Rab 4 sg niezbednym
sktadnikiem ,ptaszczomeru” i ze warunkuja utwo-

rzenie miejsca wigzania biatka HA-1 wigzaniem o wy-
sokim powinowactwie oraz jego transport. Hydroliza
GTP wywotana dziataniem Rab-4, przy wspétudziale
biatek szoku termicznego hsp 70, powoduje uwolnienie
ptaszczomeru z pecherzykdéw transportowych irozpad
na sktadniki o niskim powinowactwie do HA-1. Pod-
czas tego transportu wewngatrz pecherzykow nastepuje
dalsze ,dojrzewanie” biatka enzymatycznego pod
wptywem dziatania réznych peptydaz [50]. Kwasne
Srodowisko endosomu powoduje dysocjacje komple-
ksu, enzymy sa uwalniane do wnetrza endosomu
[2, 4] i powstaje lizosom pierwszorzedowy. Receptor
powraca do regionu trans aparatu Golgi’ego. We-
wnatrz lizosomu nastepuje odigczenie grupy fosfo-
ranowej od mannozy, dojrzata wiec czasteczka enzymu
nie zawiera ugrupowania M6P. Szybko$¢ defosfo-
rylacji zalezy od enzymu, rodzaju komorki oraz od
Srodowiska zewnatrzkomérkowego [51]. W komd-
rkach niektérych nowotworéw ztosliwych defosfory-
lacja bywa nieprawidtowa [52].

Maty R szybciej niz duzy przemieszcza sie do
kanalikéw i pecherzykéw. Sa to prawdopodobnie
struktury przeznaczone do powrotu do regionu trans
aparatu Golgi’ego. Wydaje sie, ze istnieje ,,przedziat
posredni”, potozony blisko regionu trans aparatu
Golgi’ego. Obserwowane bowiem struktury zawieraja
niewielkie ilosci biatka Rab 4, o ktérym wiadomo, ze
uczestniczy w powrocie innych biatek do TGN, nato-
miast nie zawierajg markerow wczesnych i p6znych
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endosomow, a mianowicie biatek rab 5 i rab 7 [53].
Wydaje sie, ze warunkiem powrotu matego Rdo TGN
jest palmitylacja 34 cysteiny w domenie cytoplaz-
matycznej. Mutacja polegajgca na zamianie 34-tej
cysteiny na alanine powoduje bowiem akumulacje
receptora w lizosomach i utrate zdolnosci transportu
katepsyny do lizosomu. Palmitylacja zachodzi ze sto-
sunkowo duzg szybkoscig: okres potobrotu wynosi
2 godziny wobec 40 godzin obrotu catego receptora
[26]. Biatka adaptorowe HA-1 (AP-1) towarzysza
w transporcie w obu kierunkach. W powrocie do TGN
uczestniczy tez inna podobna do biatka Ras GTP-aza,
zwana Rab 9 [45, 54],

Tak wiec wydaje sie, ze receptory M6P sg istotnym
elementem niezbednym do powstania ,,ptaszczomeru”
i odpgczkowania optaszczonych klatryng pecherzy-
kow oraz ich powrotu do TGN, i ze jest to ich funkcja
niezalezna od transportu enzyméw lizosomalnych [3,
55, 56].

Niewielka ilo$¢ enzyméw lizosomalnych jest wyda-
lana poza komdrke, tak samo jak biatka sekrecyjne.
Odbywa sie to albo bez udziatu receptora, pasywnie,
w strumieniu innych biatek, albo tez przy udziale
matego R (M6PR-46), nigdy za$ duzego (M6PR-300).
Mechanizm transportu do btony plazmatycznej jest
nieznany. Po dojsciu do btony plazmatycznej czesé
enzymow dostaje sie do ptynéw pozakomoérkowych

- w surowicy krwi wystepuja gtéwnie czasteczki
»hiedojrzate”, niezmodyfikowane, a wiec wywodzjace
sie z regionu cis aparatu Golgi’ego [57], Inna czes$¢
enzymow wigze sie w bionie plazmatycznej z duzym
R i, via optaszczone klatryng pecherzyki, na drodze
endocytozy, wchodzi do kwasnych przedzialow en-
dosomalnych. W procesie tym bierze udziat tzw. biatko
adaptacyjne HA-2 (zwane tez AP-2) [45, 54], W en-
dosomie receptor oddysocjowuje, enzym wchodzi do
lizosomu, receptor wraca na powierzchnie (lub do
TGN) imoze by¢ ponownie uzyty do tego samego celu.
Ufosforylowanie receptora nie wptywa na endocytoze,
natomiast jest warunkiem jego redystrybucji w btonie
plazmatycznej [31]. Podczas powrotu z btony plaz-
matycznej do TGN biatko jest fosforylowane i resjali-
lowane [44]. Istnieje dynamiczna réwnowaga miedzy
receptorami na powierzchni i wewnatrz komérki [1],
Recyklizacji podlegajg zardwno receptory wolne jak
i zwigzane z ligandem.

Oba receptory zawierajg w domenie cytoplazmaty-
cznej kilka ,,miejsc sygnatowych”, ktére posrednicza
w starcie i dojsciu do trzech rdéznych miejsc prze-
znaczenia: aparat Golgi’ego, btona plazmatyczna ien-
dosomy [1], Swiadczy o tym m.in. wynik prac Coni-
beara i Pearse’a [28]. Stwierdzili oni, Zze chimery
zbudowane z co najmniej 121 aminokwasow Kkori-
cowych (od strony C-konca) domeny cytoplazmatycz-
nej idomeny srédbtonowej duzego Rilizozymu (ktéry
gra role domeny zewnetrznej) rozmieszczajg sie w ko-
morce tak samo jak sam receptor, tj. wiekszo$¢ groma-
dzi sie w TGN za$ okoto 10% odnajduje sie w btonie
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plazmatycznej. W tych samych tez regionach komarki
odnajduje sie endocytowang chimere, zbudowang
z domeny zewnetrznej duzego R, a S$rdédbtonowej
icytoplazmatycznej receptora LDL lub naskdrkowego
czynnika wzrostu [59], Jednakze rozmieszczenie chi-
mery zbudowanej z domeny cytoplazmatycznej duze-
go R idomen $rédbtonowej oraz zewnetrznej naskor-
kowego receptora wzrostu jest inne [58]. DoSwiad-
czenia te wskazujg, ze domena zewnetrzna ma rowniez
jaki$ udziat w recyklizacji receptora oraz zatrzymywa-
niu go w endosomach. Oba receptory docierajg do
btony plazmatycznej prawdopodobnie razem z biat-
kami wydzielniczymi. Ekspresji duzego receptora na
powierzchni komérki towarzyszg zmiany fosforylacji
seryny [31].

Znaczenie poszczeg6lnych krdtkich sekwencji ami-
nokwasowych badano albo blokujac je swoistymi
przeciwciatami, albo zmieniajac na drodze ukierun-
kowanej mutagenezy.

Sygnatem internalizacji  (endocytozy) duzego
R (M6PR-300) jest sekwencja Tyr—Liz—Tyr—
—Ser— Liz—Val w pozycji 24— 29 ogona cytoplaz-
matycznego, a szczeg6lnie wazna 26-ta Tyr i 29-ta Val
[4]. Wydaje sie, ze aromatyczny pierScien tyrozyny
stanowi uniwersalny sygnat-wytrych bezpos$redniej en-
docytozy roznych biatek (m.in. receptora LDL, trans-
feryny itp.) [60].

Dla endocytozy matego R (M6PR-46) wazne sg dwa
miejsca w domenie cytoplazmatycznej: jedno to 12i 14
Phe, drugie to 44 Tyr w sekwencji Ala—Tyr— Arg—
—Gly—Val [61].

Jednym z sygnatéw do opuszczenia regionu trans
aparatu Golgi'ego przez duzy R jest motyw -Leu-Leu
domeny cytoplazmatycznej. Zmodyfikowany bowiem
receptor nie zawierajacy sekwencji Leu— Leu—
—His—Val [61] lub His—Leu Leu—Pro—Met—
[62] nie transportuje katepsyny D do lizosoméw nie
wplywajac na jej transport do btony plazmatycznej.
Wydaje sie, ze motyw -Leu-Leu- ma bardziej uniwer-
salne znaczenie, ze warunkuje wszelki transport z re-
gionu trans aparatu Golgi’ego (TGN) do endosomow
[63], natomiast nie ma wptywu na powro6t z bltony
plazmatycznej do TGN [61], Ten sam motyw w sek-
wencji —Asp— Asp— Ser—Asp—Glu— Asp— Leu—
—Leu—His--Leu— jest sygnatem powrotu do TGN,
przy czym istotna jest rola seryny — miejsca fos-
forylacji. Prawdopodobnie jest to miejsce rozpozna-
wane przez biatko adaptorowe [7],

W przypadku matego R warunkiem wigzania biatka
HA-1 jest sekwencja Glu—Ser—Glu—Glu—Arg,
a wiec réwniez miejsce fosforylowane przez kinaze
—Leu— Leu— kazeinowg Il. Motyw -leu-leu- nie
wptywa na powinowactwo receptora do HA-1 nato-
miast warunkuje dalsze etapy transportu [64], Sygnat
powrotu matego receptora do TGN to m.in. sekwencja
43-47 Ala—Tyr— Arg—Gly—Val—, réwniez na tym
etapie gra role tyrozyna [53].
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IV. Inne funkcje receptorow MG6P

Jak powiedziano wyzej, duzy R pochodzacy zkomo-
rek ssakow wigze rdwniez IGF Il. WHasciwosci tej nie
ma receptor z komérek ptasich ani zab [65], posiada
receptor oposa, cho¢ powinowactwo jest w tym przy-
padku nizsze [66]. Wydaje sie wiec, ze nabycie tej cechy
w rozwoju filogenetycznym nastgpito tuz przed roz-
dzieleniem sie ssakOw i torbaczy.

Kompleks IGF li/receptor tez trafia do lizosomu
gdzie nastepuje modyfikacja IGF Il. Na skutek dziata-
nia dipeptydyloaminopeptydazy | (katepsyny C) od
czasteczki IGFIlI odszczepia sie dwupeptyd co nie
wptywa na aktywnos$¢ tego czynnika wzrostu [67].

Dotychczas nie wiadomo, czy wigzanie liganda do
receptora uruchamia system sygnatow wewngtrzkomo-
rkowych. Nie potwierdzajg sie doniesienia, iz przytacze-
nia IGF Il powoduje aktywacje biatek typu Gi [68],
towarzyszy mu natomiast stymulacja swoistej fosfolipa-
zy inozytolu [27]. Sg doniesienia, ze duzy R wigze jakie$
inne biatko cytosolowe, za$ warunkiem wigzania jest
fosforylacja kinazg podobng do kinazy kazeinowej Il

- nie znane jest znaczenie tego procesu [46].

Powstajg pytania dlaczego M6P i IGFIl majg
wsp6lny receptor? Czy pozostate powtarzajgce sie
podjednostki duzego receptora stuza jedynie do roz-
dzielenia miejsc wigzacych M6P i IGFIl czy tez
zawierajg miejsca receptorowe innych czynnikow?
Wiadomo, ze insulinopodobny czynnik wzrostu IGF
Il odgrywa szczegblng role w rozwoju podczas zycia
ptodowego, by¢ moze w réznicowaniu tkanek [69],
Nie mozna wykluczyé, ze IGF Il moduluje pozako-
morkowy transport enzyméw lizosomalnych.

W osteoklastach duzy R uczestniczy w transporcie
enzymow lizosomalnych do biony czesci szczytowej
(apical);enzymy te sg stamtad wydalane do przestrzeni,
w ktdrej nastepuje resorbeja kosci. Wolna M 6P stymu-
luje produkcje fosfatazy alkalicznej przez osteoklasty
[70]. Badania na sztucznym modelu kostnienia wyka-
zaty, iz w trakcie tego procesu zmienia sige ilo$¢ duzego
R oraz mRNA [71], Niektérzy uwazajg wiec, ze
wspblny receptor IGFII/M6P moze mie¢ znaczenie
np. w procesie modulacji koSci podczas rozwoju
szkieletu, przez okresowe hamowanie reinternalizacji
enzymow albo wplywajac na rozmieszczenie duzego
R w btonach aparatu Golgi’ego.

O'Brien i wsp. [72] wysuneli hipoteze, ze
receptory M6P grajg roéwniez istotng role w réz-
nicowaniu komoérek rozrodczych. Stwierdzili bowiem
istotne réznice w ilosci i wzajemnych stosunkach obu
receptorédw w spermatocytach, okragtych spermaty-
dach oraz komdrkach Sertolliego, ktore to wydalajg 10
roznych glikoprotein zawierajacych ugrupowanie
M6P.

Poznanie roli receptorow MG6P rzucito Swiatto na
skomplikowany system wewngtrzkomorkowego
transportu biatek. Poznanie drég internalizacji en-
zymoéw lizosomalnych ma ogromne znaczenie nie tylko
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poznawcze ale

rowniez praktyczne. Podejmuje sie

bowiem préby substytucyjnego leczenia chordb lizoso-
malnych.

Artykut otrzymano 30 kwietnia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 6 wrze$nia 1996 r.
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Kwas arachidonowy w fizjologii i patologii tkanki nerwowej

Arachidonic acid in physiology and pathology of nervous tissue

LUDMIELA ZYLINSKAL
LILLA LACHOWICZ2

Spis tresci:

1. Wstep

Il.  Wiasciwosci ogdlne

I11.  Bezpos$redni mechanizm uwalniania kwasu arachidono-
wego z bton neuronalnych przez fosfolipaze A2(PLA?2)

V. Posrednie drogi uwalniania kwasu arachidonowego
IV-1. Rota fosfolipazy C (PLC)
1V-2. Udziat fosfolipazy D (PLD)

V. Kwas arachidonowy w modulacji proceséw neuronal-
nych

V1.  Znaczenie kwasu arachidonowego w patologii tkanki
nerwowej

Wykaz stosowanych skrotéw: CaM - kalmodulina; CaM-
-kinaza Il — wielofunkcyjna kinaza biatkowa zalezna od
Ca2+ ikalmoduliny; cAMP — cykliczny adenozynomonofo-
sforan, DAG — diacyloglicerol; GTP — guanozyno-
trifosforan; HETE — kwas 10-hydroksy-I 1,12 epoksyeiko-
zatrienowy; HPETE kwas hydroperoksy-5, 8, 14, -cis-
10-trans-eikozatetraenowy; IP3— inozytolotrifosforan; IP4
—inozytolotetrafosforan; AA - kwas arachidonowy; LTD
—dtugotrwate ostabienie synaptyczne (ang. long term depres-
sion); LTP — dtugotrwate wzmocnienie synaptyczne (ang.
long term potentiation); NMDA kwas N-metylo-D-a-
sparaginowy; PA — kwas fosfatydowy; Pl — fosfatydyloino-
zytol; PKC — kinaza biatkowa zalezna od Ca2+ i fos-
folipidéw; PLA2 — fosfolipaza A2; PLC — fosfolipaza C;
PLD fosfolipaza D; ROS — wolne rodniki tlenowe (ang.
reactive oxygen species).

I. Wstep

Rola wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych
w diecie ssakdw znana jest od 1929 r., dzieki pioniers-
kim pracom G. i M. Burr [cyt. za 1]. U miodych
szczurow karmionych dietg bezttuszczowag zaobser-

1Dr, 2prof. dr hab., Il Zaktad Biochemii, Instytutu Fizjologii
i Biochemii, Akademia Medyczna w todzi, ul. Lindleya 6,
90-131 t6dz
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wowano wowczas opoznienie wzrostu, tuszczace zapa-
lenie skory, utrate wody w naskorku i niewydolnos¢
reprodukcyjng. Jak sie nastepnie okazato, zywienie ze
$§ladowg zawarto$cig kwas6w wielonienasyconych,
a zwtaszcza a-linolenowego i kwasu arachidonowego,
wywotywato nie tylko zaburzenia funkcji reprodukcyj-
nej czy wzrostu, ale stwarzato problemy neurologiczne.
Oprécz niekorzystnych zmian w procesie uczenia,
wystepowato takze obnizenie ostrosci widzenia u mto-
dych, rozwijajgcych sie osobnikéw' gryzoni, matp i lu-
dzi. Btony komoérek nerwowych sg bogato wyposazone
w kwasy polienowe, stanowigce 40-60% glicerofos-
folipidéw. Obecnie przypisuje sie im decydujgce zna-
czenie w prawidtowym funkcjonowaniu bton pobud-
liwych osrodkowego uktadu nerwowego [1].

W ostatnich latach pojawito sie wiele publikacji
dotyczacych udziatu kwasu arachidonowego oraz jego
metabolitow, w procesach zachodzgcych w tkance
nerwowej. Ich rola zwigzanajest zarowno z fizjologicz-
nymi, jak i patologicznymi zjawiskami. Intencjg auto-
row byto usystematyzowanie i przyblizenie aktualnie
dostepnej wiedzy na temat roli kwasu arachidonowego
oraz jego metabolitbw — eikozanoidéw, w os$rod-
kowym uktadzie nerwowym.
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I1. Wiasciwosci og6lne

Kwas arachidonowy, AA, integralny sktadnik lipi-
dow bton neuronalnych, jest biologicznie aktywnym
czynnikiem regulujgcym m.in. funkcje kinaz biatko-
wych, kanatéw jonowych, uwalnianie neurotransmite-
row oraz transmisje synaptyczng. Watroba jest gtow-
nym organem wytwarzajgcym kwas arachidonowy
w organizmie, skad poprzez uktad kragzenia AA dostar-
czany jest do neuronéw. Neurony nie posiadajg zdol-
nosci syntezy AA de novo, ale wychwytujg go z krwi ipo
estryfikacji wbudowujg w fosfolipidy. O szybkosci
wychwytu AA Swiadczg wyniki wykazujace, ze w korze
mozgowej szczura okoto 85% kwasu arachidonowego
podanego dozylnie, ulegato w ciggu 1 min. wbhudowa-
niu w fosfolipidy [2]. W ludzkich astrocytach zaobser-
wowano, ze kwas arachidonowy (20:4) moze powsta-
wac in vivo w wyniku konwersji kwasu linolenowego
(18:2) [3-5]. W warunkach fizjologicznych stezenie
wolnego AA zaréwno w btonach, jak i w cytosolu jest
wyjatkowo niskie (submikromolarne), poniewaz AA
ma trzy mozliwosci dalszych przemian:

— whbudowanie w fosfolipidy przeprowadzane przez
acylotransferazy,

— dyfuzje na zewnatrz komorki,

— przeksztatcanie w eikozanoidy w tzw. kaskadzie
przemian arachidonianu, przy udziale enzymow cy-
klooksygenazy (E.C. 1.14.99.1), lipoksygenazy (E.C.
1.13.11.12) i epoksygenazy wspo6tdziatajagcej z cyto-
chromem P450.

Proces wbudowania AA w fosfolipidy — poprzez
deacylacje i reacylacje — przeprowadzajg dwa en-
zymy. Sa to: zalezna od jonow Ca2+ i Mg2+ syntaza
arachidonyloCoA oraz acylotransferaza arachidony-
loCoA: lizofosfolipid [6]. Czynnikiem ograniczajgcym
ten procesjest dostepnos¢ lizofosfolipidow. W ekstrak-
tach mdzgu oba te enzymy znaleziono we frakcji

Fosfolipid

®
AA

Chrz

M

O™ ®

AA
lizofosfolipid

DAG
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btonowej (ang. particulate fraction) [7].

Arachidonian moze takze byé przeniesiony zjednej
klasy fosfolipiddw do innej poprzez transfer grupy
acylowej. Dziatajg wowczas transacylazy zalezne lub
niezalezne od koenzymu A [8].

I11. BezpoSredni mechanizm uwalniania kwa-
su arachidonowego z bton neuronalnych
przez fosfolipaze A2(PLA2)

Wzrost stezenia AA wewnatrz komorek nastepuje
gtéwnie na skutek jego uwalniania z btonowych lipi-
dow. Impulsem do uwolnienia kwasu arachidonowego
jest stymulacja wielu receptorow obecnych w btonie
komorki. Induktorami moga byé neurotransmitery,
hormony, przeciwciata, czynniki wzrostu, biatka, pep-
tydy lub toksyny. Uwalnianie kwasu arachidonowego
z bton moze zachodzié¢ bezposSrednio poprzez dziatanie
fosfolipazy A2, oraz posrednio — przy udziale fos-
folipaz C i D (Ryc. 1.

Jedyng znang bezpos$rednig drogg uwalniania kwa-
su arachidonowego jest hydroliza fosfolipidéw prze-
prowadzana przez fosfolipaze A2 (E.C.3.1.1.4). PLA2
stanowi w istocie rodzine wielu enzyméw, ktérych
aktywnos¢ jest zalezna lub niezalezna od jonéw Ca2+
[6, 9], 1zoenzymy PLAZ2zalezne od wapnia sklasyfiko-
wano w IV grupy. Obecnos$¢ jonéw Ca2+ konieczna
jest do ich aktywnosci katalitycznej lub do asocjacji
enzymu z btonami. Wzrost stezenia Ca2+ powoduje
wigzanie sie z btong 140 aminokwasowego fragmentu
N-konca PLA2,a w konsekwencji wzrost aktywnosci
enzymu. Grupy |, Il oraz IIl do ktorych nalezg
izoenzymy o ciezarze czasteczkowym ~ 14 kDa, okres-
lane jako sPLA2 sg stosunkowo niezle poznane [6],
Do grupy IV zalicza sie cytozolowg PLA2, (cPLA2)
0 masie czgsteczkowej 85 kDa, ktdra wykazuje wyraz-
ny brak homologii sekwencyjnej z fosfolipazami grup

Ryc. 1 Udziat fosfolipaz w uwalnianiu
kwasu arachidonowego.

@ Bezposrednie uwalnianie kwa-

AA su arachidonowego nastepuje

wskutek stereospecyficznej hy-

drolizy fosfolipidu w pozycji

sn-2, przeprowadzanej przez

PLA2. Fosfolipazy C i D bez-

PA posrednio generujg pochodne
lipidowe, diacyloglicerol (DAG)
i kwas fosfatydowy (PA), poten-
cjalne zrédta AA. (Zmodyfiko-
wane wg [7])
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I-111 [10]. Enzym ten specyficznie hydrolizuje kwas
arachidonowy z pozycji sn-2 fosfolipidow, przy czym
ilo§¢ enzymu znacznie wzrasta w warunkach stymula-
cji komodrek cytokinami [11].

Ostatnio notuje sie wyrazny postep w badaniach
nad regulacjg cytosolowej PLA2. Zaobserwowano, ze
zewnatrzkomorkowe czynniki zwiekszajagce we-
wnatrzkomorkowe stezenie jondw Ca2+ stymuluja
uwalnianie AA. Wraz ze zmiang stezenia Ca2+z < 100
nM do ~ 300 nM, nastepuje 10-krotny wzrost aktyw-
nosci cPLA2[12], Obecnos$¢ jonéw wapnia powoduje
takze translokacje cPLA2do bton komdrkowych, oraz
jak ostatnio wykazano, do bton siateczki $rddplaz-
matycznej [13]. Zdolno$¢ translokacji zwigzana jest
prawdopodobnie z obecno$cig w czasteczce cPLA2
specyficznej domeny wigzacej jony wapniowe. Zalez-
nos¢ aktywnosci PLA2 od Ca2+ wydaje sie by¢
dwufazowa. Poczatkowy wzrost aktywnosci enzymu
zachodzacy przy submikromolarnym stezeniu jonow
wapnia pozostaje niezmieniony az do 100 pMCaz2 +,
a nastepnie wzrasta o rzad wielkoSci w zakresie stezen
Ca2+ od 0,1 do 10 mM [12]. Sugeruje sige, ze wysokie
stezenie Ca2+ moze zmienia¢ orientacje przestrzenng
substratu, utatwiajagc dostep enzymu do pozycji sn-2
fosfolipidu.

Aktywnos¢ PLA2 w bionach synaptosomalnych
regulujg procesy fosforylacji i defosforylacji. cPLA2
zawiera liczne miejsca podatne na fosforylacje, wsrod
ktérych Ser-505 (fosforylowana przez kinaze MAP)
wydaje sie odgrywaé szczegbélng role w aktywacji
enzymu [14], Funkcjonalne znaczenie fosforylacji Ser-
-505 podkresla fakt, ze mutant cPLA?2 nie ulegajacy
fosforylacji, w podobnych warunkach nie uwalnia
arachidonianu w komorkach stymulowanych agonis-
tami takimi, jak cytokiny IL-1, IL-6 czy TNF (tumor
necrosis Jactor) [15]. Odmienny, hamujacy wptyw na
aktywnos¢ PLA2 wywiera natomiast proces fosforyla-
cji przeprowadzany przez kinaze biatkowa zalezng od
kompleksu Ca2+/CaM (CaM-kinaza II) [9, 16, 17],

Wykazano, ze aktywno$é PLAZ2 regulowana jest
rowniez przez specyficzne biatka inhibitorowe i ak-
tywatorowe. Do biatek hamujacych aktywno$¢ PLA2
zalicza sie lipokortyny. Nalezg one do rodziny aneksyn
— biatek wigzgcych Ca2+ ilipidy. Budowa irola ane-
ksyn w uktadzie nerwowym omoéwiona byta uprzednio
w Postepach Biochemii [18]. W tkankach moézgowia
stezenie tych biatek jest raczej niskie. W czasie stymula-
cji komérki nerwowej aneksyny ulegajg fosforylacji
przy udziale kinazy biatkowej C, co prowadzi do utraty
ich wtasnosci inhibitorowej. Mechanizm regulacji
PLA?2 przez biatka tej grupy nie jest na razie w petni
jasny, cho¢ sugeruje sie, ze wigzanie aneksyn z fos-
folipidami blokuje dostep PLA2 do substratu [19].

Wyizolowano oraz cze$ciowo oczyszczono biatko
aktywujace PLA2, wystepujace w korze moézgowej
szczura [19]. Biatko to po ufosforylowaniu przez
kinaze C jest stymulatorem aktywnos$ci PLA2w neuro-
nach. Przypisuje mu sie wazng role w rozszerzaniu sie
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stanow zapalnych.

Nalezy podkresli¢, ze wzrost aktywnosci PLA2
powoduje rowniez nasilenie procesow peroksydacji
btonowych fosfolipiddw. Obecno$¢ witaminy E, zna-
nego antyoksydanta wigzgcego sie z fosfolipidami
bton, blokujagc dostep PLA2 do substratu uniemoz-
liwia powstanie kompleksu enzym-substrat [20], Ak-
tywno$¢ PLAZ2 regulowana jest takze przez wolne
kwasy ttuszczowe oraz biatka G [21]. Odtaczenie
podjednostki a od kompleksu z (3y biatka G powoduje
aktywacje PLAZ2, podczas gdy rekombinacja wolnej
podjednostki a z (Jy do heterotrimeru inaktywuje ten
enzym. Tak wiec wykazano wiele rodzajéw stymulacji
aktywnosci fosfolipazy A2zapoczatkowanej wzrostem
stezenia Ca2+, a nastepnie przedtuzanej poprzez pro-
ces fosforylacji i udziat biatek G, co pozwala na
precyzyjna regulacje poziomu uwalnianego kwasu
arachidonowego.

Mato dotad wiadomo o strukturze i mechanizmie
dziatania fosfolipaz PLA2 niezaleznych od obecnosci
jonéw wapnia. W mézgowiu wotu wykazano obecnos$é
dwoch cytosolowych izoform PLA2, ktérych aktyw-
no$¢ hamowana byta w réznym stopniu przez ganglio-
zydy, kwas sjalowy i sjaloglikoproteiny [22, 23],
Wolf i wsp. stwierdzili natomiast, ze w hipokampie
szczura niezalezna od jonéw Ca2+ PLAZ2 stanowi
gtéwny typ enzymu w tym obszarze iaktywno$c¢ jej jest
20-krotnie wyzsza, niz Ca2+ — zaleznej PLA2 [24],
Ponadto autorzy ci sugerujg istotny udziat tej wtasnie
formy fosfolipazy A2 w procesie dtugotrwatego wzmo-
cnienia synaptycznego w hipokampie szczura.

IVV. Posrednie drogi uwalniania kwasu arachi-
donowego

Dwie posrednie drogi na ktérych uwalniany jest
kwas arachidonowy wymagajg udziatu fosfolipazy
C ifosfolipazy D. Stymulacja komaérki przez hormony,
czynniki wzrostu czy neurotransmitery uruchamia
kaskade przemian fosfatydyloinozytoli i fosfolipidow
takich, jak fosfatydylocholina, fosfatydyloetanoloami-
na czy fosfatydyloglicerol. W efekcie tworzy sie odreb-
na pula zwigzkow, bedacych potencjalnym zrdédiem
kwasu arachidonowego.

IV-1. Rola fosfolipazy C (PLC)

Jedna z posrednich drég uwalniania w komérce AA
wymaga aktywnosci fosfolipazy C (E.C. 3.1.4.3). PLC
wystepuje zarowno w cytozolu, jak iwe frakcji zwigza-
nej z btonami. W tkance nerwowej ponad 30 odmien-
nych farmakologicznie receptoréw posredniczy w pro-
cesie aktywacji PLC, indukujac rozpad fosfatydyloino-
zytolo-4,5-bisfosforanu (PIP2) do diacyloglicerolu
(DAG) i inozytolotrifosforanu (1P3), funkcjonujacych
jako przekazniki Il rzedu [25]. Wyczerpujagce informa-
cje dotyczace przekazywania sygnatow w komérce,
zwigzanych z rozpadem fosfolipidéw, moze czytelnik
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znalez¢ w monografii prof. J. Baranskiej [26].

Podczas stymulacji komérki okoto 50% catkowite-
go PIP2obecnego w komdrce moze ulegac hydrolizie.
PI1P2 stanowi niewielki procent lipidéw btonowych
(<5%), natomiast gtownym kwasem tluszczowym
wystepujacym w pozycji sn-2 fosfatydyloinozytoli jest
kwas arachidonowy [27]. Z badan Tsutsumi
i wsp. [28] wynika, ze w btonach synaptosomalnych
moézgu szczura obecny jest takze enzym lizoPI-PLC,
specyficznie hydrolizujacy lizofosfatydyloinozytole.

Diacyloglicerol, potencjalne zrédto AA, moze takze
powstawac na drodze przemian innych lipidow, zwta-
szcza fosfatydylocholiny [26, 29]. Jest ona przede
wszystkim substratem PLA2i PLD, lecz w warunkach
stymulacji np. wazopresyng, moze takze ulega¢ hydro-
lizie przy udziale PLC tworzagc DAG. Mimo niskiej
aktywnosci PLC wobec fosfatydylocholiny jest ona
bogatym, a by¢ moze i najwazniejszym zrédiem AA,
poniewaz fosfatydylocholina stanowi okoto 45% bto-
nowych fosfolipidéw [30].

W Swietle badan molekularnych w grupie zaleznych
od jonow Ca2+ fosfolipaz C wyrdznia sie trzy klasy:
PLC: 3y i8 Kazda z nich zawiera dodatkowo kilka
izoform [31, 32]. Ponadto wykazano tez obecnos¢
dwéch rodzin: PLC: d i c. Wystepujace w mozgu
izoenzymy wrazliwe sg na dziatanie hormono6w, czyn-
nikow wzrostu oraz neurotransmiterow [33]. Z mo6zgu
ssakow wyizolowano i oczyszczono wiele izoform
fosfolipazy C, a sekwencjajednej z nich, PLC-y, zostata
poznana. Interesujacg obserwacja byto wykazanie
obecnosci regiondw homologicznych z kinazg tyrozy-
nowg, cho¢ ich funkcjonalne znaczenie jak dotad jest
nieznane. Regulacja aktywnos$ci PLC zwigzana jest
z procesami odwracalnej fosforylacji. Naskérkowy
czynnik wzrostu (EGF) i czynnik wzrostu plytek
(PDGF) stymulujg fosforylacje PLC z udziatem kinazy
tyrozynowej, a takze indukuja przemieszczanie en-

zymu z cytosolu do bton [21]. Modulacja aktywnosci
fosfolipazy C w korze mézgowej przez stabilne analogi
GTP sugeruje funkcjonalne powigzanie biatek
G i PLC [21],

Wazng rolg DAG w komarce jest jego bezposredni,
aktywujacy wptyw na kinaze biatkowg C. Jednym
z substratéw PKC jest fosfolipaza D, hydrolizujaca
fosfatydylocholine [32], Na skutek dodatniego sprze-
zenia zwrotnego (DAG -» aktywacja PKC -> aktywa-
cja PLD —»hydroliza PC —»wzrost stezenia DAG)
uzyskiwany jest w komodrce diugotrwaty fizjologiczny
efekt, zwigzany zar6wno z obecnoscig DAG, jak ijego
metabolitow. Kolejne przemiany DAG nastepujg przy
udziale lipaz: diacyloglicerolowej (E.C. 3.1.1.23) i mo-
noacyloglicerolowej (E.C. 3.1.1.34), powodujac wzrost
stezenia wolnego kwasu arachidonowego w komorce.
Poniewaz DAG moze by¢ takze fosforylowany do
kwasu fosfatydowego przez kinaze diacyloglicerolowa,
poziom AA w komdrce zalezy od wypadkowej aktyw-
nosci kinazy i lipazy DAG.

IV-2. Udziat fosfolipazy D (PLD)

Druga posrednia droga uwalniania kwasu arachido-
nowego zwigzana jest z aktywnoscig fosfolipazy
D(E.C. 3.1.4.4). W procesie katalizowanym przez PLD
z fosfatydylocholiny powstaje kwas fosfatydowy icho-
lina. Kwas fosfatydowy moze by¢ z kolei hydro-
lizowany przez specyficzng kwasng PLAZ2, generujac
DAG (Ryc. 2).

Aktywnos$é PLD regulowana jest gtdwnie na drodze
dwoch réznych mechanizmoéw. Jeden z nich polega na
aktywacji agonistow biatka G. W homogenatach kory
mozgowej stabilny analog GTP — guanozyno 5’(y-tio)
trifosforan, wywotat zalezng od dawki stymulacje
aktywnosci PLD [21], Drugi mechanizm zwigzany jest
z procesem fosforylacji fosfolipazy D przez kinaze

kwas fosfatydowy

PLD

jr
PLC

DAG

Ryc. 2 Posrednie drogi uwalniania
kwasu arachidonowego.
Bezposredni produkt dziata-
nia PLD, kwas fosfatydowy,
moze ulec przeksztatceniu
w diacyloglicerol przy udziale
kwasnej PLA2.DAG powstaje
takze w procesie hydrolizy
przeprowadzanej przez PLC.
Dalsze przemiany DAG, na-
stepujace przy udziale lipaz
diacyloglicerolowej oraz mo-
noacyloglicerolowej, prowa-
dza do uwolnienia kwasu ara-
chidonowego. (Zmodyfikowa-
ne wg [7])
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biatkowg C. W homogenatach z mézgowia, a takze
w Kkilku rodzajach hodowli komoérek neuronalnych
iglejowych, estry forbolu (zwigzki zastepujgce natural-
ny aktywator PKC — DAG), wptywaty na aktywnosé
PLD. Obydwa przedstawione mechanizmy mogg ko-
egzystowa¢ w komdrkach neuronalnych.

Ostatnie prace'L iscovitcha i wsp. [34] wyka-
zaly, ze w btonach moézgowia PIP2 10-krotnie zwiek-
szat in vitro maksymalng aktywno$¢ PLD. Ta nowa
funkcja P1P2 wskazuje zatem na mozliwos$¢ bardziej
kompleksowego sposobu regulacji aktywnosci PLD.

Wzrost stezenia kwasu arachidonowego zachodzacy
przy udziale PLC i PLD, wymaga jednocze$nie wspot-
dziatania szeregu enzymow. Wielotorowos$¢ i wielo-
etapowos$¢ procesu uwalniania AA moze stanowié
czesciowe wyjasnienie wczesnych oraz pdznych efek-
tow, wywotywanych przez ten zwigzek w tkance
nerwowej.

V. Kwas arachidonowy w modulacji proceséw
neuronalnych

W ostatnich latach kwas arachidonowy zaliczony
zostat do grupy tzw. lipidowych wtdérnych przekaz-
nikdw (ang. Lipid Second Messengers). Zaobserwowa-
no bowiem, ze dwa enzymy, fosfolipaza Cy (PLCy)
i sfingomielinaza (SM) (E.C. 3.1.4.12), generujace inne
lipidowe przekazniki Il rzedu, aktywowane sg przez
wolne kwasy ttuszczowe, z ktérych najskuteczniejszym
jest kwas arachidonowy [35]. AA oraz farmakologicz-
ny aktywator PLAZ2-mellityna, stymuluje hydrolize
sfingomieliny w komoérkach HL-60 i wywotuje taki
sam biologiczny efekt,jak TNFa iceramid, powodujac
wzmozong proliferacje komorek. Ponadto AA stymu-
luje aktywnos$¢ neutralnej SMazy in vitro [36], Ostat-
nie badania wskazujg, ze kwas arachidonowy, lizofos-
fatydylocholina, kwas fosfatydowy oraz inne wolne
kwasy ttuszczowe, w obecnosci submikromolarnego
stezenia Ca2+ mogg aktywowaé izoenzymy PKC [14,
37, 38]. W kilku laboratoriach wykazano, ze wobecno-
$ci AA i DAG nastepuje wbudowanie w btony kinazy
biatkowej C, tworzac jej ,konstytutywna”, aktywng
forme [39], PKC, jeden z bardziej znaczacych efek-
toréow kwasu arachidonowego, odgrywa centralng role
W neurotransmisji i przede wszystkim w procesie
dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP).

Zjawisko LTP (long term potentiation) tagczone z pro-
cesami uczenia i pamieci, jest przedmiotem intensyw-
nych badan zwiaszcza, ze istniejag wyrazne przestanki
dotyczace pre- i postsynaptycznych wydarzen warun-
kujacych jego wystgpienie [39]. W procesie indukcji
LTP nastepuje aktywacja receptoréow glutaminiano-
wych, za$ glutaminian powoduje depolaryzacje bton
postsynaptycznych. Wapn wnika do komérek kanata-
mi jonowymi zaleznymi od NMDA i rozpoczyna
kaskade wydarzen wywotujacych wyrazny wzrost
transmisji synaptycznej. Biezace hipotezy zaktadaja, ze
w czasie indukcji LTP kwas arachidonowy uwolniony
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z bton postsynaptycznych przez zalezng od jonow
Ca2+ PLA2dostaje sie na drodze dyfuzji do zakonczen
presynaptycznych idziatajac jako ,,wsteczny” przekaz-
nik utatwia uwolnienie glutaminianu [40, 41]. Za tag
koncepcjg przemawiajg nastepujgce obserwacje:

- inhibitory PLA?2 blokujg indukcje dtugotrwatego
wzmocnienia synaptycznego,

- AA gromadzi sie w bltonach postsynaptycznych
w nastepstwie indukcji LTP,

- egzogennie dodany AA utatwia indukcje LTP
i wzmacnia uwalnianie glutaminianu.

Ostatnio wykazano, ze réwniez metabolity AA
- gtdéwnie 12-HETE i 12-HPETE, sg zaangazowane
w indukcji i ekspresji LTP [42]. Zaobserwowano
bowiem, ze MK-801, inhibitor receptoréw NMDA
oraz inhibitory lipoksygenazy blokowaty indukcje
LTP. Tak wiec, oprécz ewidentnej roli AA w aktywacji
PKC, dochodzijego funkcja jako wstecznego sygnatu.
Uproszczony schemat podwdjnej roli KA przedstawia
rycina 3.

Mimo wielu przestanek do tej interpretacji nalezy
jednak podchodzi¢ ze specjalng ostroznoscig. Innym
potencjalnym, cho¢ kontrowersyjnym, kandydatem
biorgcym udziat w LTP jest czgsteczka tlenku azotu,
powstajaca z L-argininy przy udziale zaleznej od
kalmoduliny syntazy tlenku azotu [43]. Zaobserwo-
wano, ze analogi nitrowe argininy w warunkach
inkubacji skrawkdéw hipokampa z hemoglobing (ktéra
wigze tlenek azotu, ale nie przechodzi do komérek)
blokuja indukcje LTP. Nie mozna takze wykluczyé¢, ze
kwas arachidonowy i tlenek azotu moga dziata¢
synergistycznie jako ,wsteczne” przekazniki informa-
cji w procesie LTP.

W ostatnim czasie pojawit sie nowy aspekt dotycza-
cy udziatlu AA w indukcji diugotrwatego ostabienia
synaptycznego (LTD). Stwierdzono bowiem, ze w hi-

postsynaptyczna

presynaptyczna Ca2*
L]
o @ icaial
—_ | indukcja
2¢ ——— (ca2Y)
Ca @_-/ LTP

wzmocnienie

LTP

Ryc. 3 Kwas arachidonowy jako wsteczny przekaznik w procesie
diugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (LTP).
W wyniku depolaryzacji btony presynaptycznej (1) nastepuje
uwolnienie neurotransmiteréw (gtéwnie glutaminianu) dzia-
tajagcych na postsynaptyczne receptory NMDA (2). Wzrost
stezenia jonéw Ca2+, wchodzacych poprzez kanaty wap-
niowe zalezne od NMDA, indukuje diugotrwate wzmoc-
nienie synaptyczne. Jony wapniowe aktywuja takze PLA2,
ktéra uwalnia kwas arachidonowy z btonowych fosfolipi-
déw (3). AA dyfunduje jako ,wsteczny” przekaznik do
zakonczen presynaptycznych i stymuluje kinaze biatkowa
C (4). Fosforylacja przez PKC specyficznych biatek powodu-
je m.in. dalsze uwalnianie glutaminianu i wzmocnienie LTP.
(Zmodyfikowane wg [40, 41])
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pokampie nowo narodzonych szczuréw kwas arachi-
donowy stymulowat wystgpienie LTD [44], Bezposre-
dni udziat AA w tym procesie potwierdza fakt, ze
dtugotrwate ostabienie synaptyczne wystepowato
w obecnosci inhibitorow cyklooksygenazy i lipoksyge-
nazy, natomiast blokowane byto przez inhibitor fos-
folipazy A2

W Swietle przedstawionych danych kwas arachido-
nowy spetnia zasadnicze kryterium kwalifikujgce ten
zwigzek do grupy wtérnych przekaznikow, a mianowi-
ciejego uwalnianie nastepuje w odpowiedzi na stymu-
lacje receptoréw btonowych, efektory AA czesto znaj-
dujg sie w bezposrednim otoczeniu, za$ stezenie kwasu
arachidonowego wewnatrz komorki podlega Scistej
regulacji przez kilka niezaleznych szlak6w metabolicz-
nych. Co wiecej, liczne metabolity AA zwane eikozano-
idami, biorg udziat w modulacji szeregu procesow
w tkance nerwowej. Omowieniu tej grupy zwigzkéw
poswiecono nastepny artykut.

V1. Znaczenie kwasu arachidonowego w pato-
logii tkanki nerwowej

Wysokie stezenie wewnatrzkomoérkowych jonéw
wapnia, kwas arachidonowy i NO sg potencjalnymi
mediatorami uszkodzenia komdrki nerwowej. W sta-
nie spoczynkowym w komorce sg obecne tylko $lado-
we iloSci wolnego kwasu arachidonowego. Nawet przy
wzroscie stezenia AA bezpos$redni udziat w wywotywa-
niu standéw patologicznych wydaje sie by¢ mniejszy, niz
produktéw jego metabolizmu. Zaobserwowano nato-
miast posredni wptyw AA na stymulacje uwalniania
glutaminianu, ktérego toksyczne dziatanie w niektd-
rych patologicznych stanach takich, jak udar, padacz-
ka, choroba Alzheimera czy hipoglikemia, zostato
udokumentowane [45, 46]. Zwiekszony poziom AA
powoduje wytwarzanie wolnych rodnikéw tlenowych
(ang. reactive oxygen species, ROS), uszkadzajacych
komérki neuronalne [47, 48]. Nadmierne uwalnianie
kwasu arachidonowego oraz kaskada dalszych prze-
mian AA zachodzaca podczas patologicznych standw
komorki nerwowej takich, jak niedokrwienie moézgu
(ischemia), napady padaczkowe czy udar moézgu, zwie-
ksza ilos¢ ROS w komarce [48]. Estryfikacja AA takze
znacznie wzmacnia produkcje ROS [46], Wiadomo, ze
etanol powoduje estryfikacje btonowych lipidéw, dla-
tego jeden z mechanizméw neurotoksycznego dziata-
nia etanolu na komoérki nerwowe zwigzany jest ze
wzmozong produkcjg wolnych rodnikow tlenowych.

Dane literaturowe sugerujg, ze AA uczestniczy tak-
ze, cho¢ nie bezpos$rednio, w procesie kancerogenezy
[49]. Wykazano bowiem, ze metabolity AA m.in.
prostaglandyny ileukotrieny, biorg udziat w procesach
wzrostu nowotworow. Zwiekszone stezenie AA w ko-
mdrce zwigzane jest — jak juz wspomniano — z ak-
tywacjag PLA2. Zmniejszenie uwalniania AA, a tym
samym jego potencjalnych metabolitéw poprzez sto-
sowanie specyficznych inhibitorow PLA2, wydaje sie
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dosé obiecujacym krokiem w terapii nowotworow.

Artykut otrzymano 16 lipca 1996 r.
Zaakceptowano do druku 18 wrzesnia 1996 r.
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Eikozanoidy — moézgowe przekazniki sygnatow

Eicosanoides — Brain’s signal transducers

LILLA LACHOWICZ],
LUDMILA ZYLINSKAZ2

Spis tresci:

l.  Wstep

Il. Drogi powstawania eikozanoidéw w tkance nerwowej
I1-1. Dziatanie cyklooksygenazy
I1-2. Dziatanie lipoksygenazy
11-2. Dziatanie epoksygenazy

I11. Eikozanoidy w zaburzeniach funkcji osrodkowego uktadu
nerwowego

Wykaz stosowanych skrétéw: CaM — kalmodulina; CaM-
-kinaza Il — wielofunkcyjna kinaza biatkowa zalezna od
Ca2+iCaM; cAMP — cykliczny adenozynomonofosforan;
COX — cyklooksygenaza, takze okre$lana jako syntaza
prostaglandyny G/H Ilub PGHS; DAG — diacylo-
glicerol; DHA — kwas dekozaheksaenowy; EEP — kwas
epoksyeikozatetraenowy; GTP — guanozynotrifosforan;
EPA — kwas eikozapentaenowy; hepoksylina B3 — kwas
10-hydroksy- 11, 12 epoksyeikozatrienowy; hepoksylina A3
— kwas 8-hydroksy- 11, 12-epoksyeikozatrienowy; HETE
—kwas 10-hydroksy- 11,12 epoksyeikozatrienowy; HPETE
— kwas hydroperoksy- 5, 8, 14-cis-10-frans-eikozatetraeno-
wy; IP3 — inozytolotrifosforan; IP4 — inozytolotetrafos-
foran; AA — kwas arachidonowy; LHRH — hormon
uwalniajacy lutotropine; LT — leukotrieny: LTB, LTC, LTD
wraz indeksami oznaczajg poszczegdlne typy leukotriendw;
PG — prostaglandyny: PGG, PGH, PGI, PGE, PGF iPGD
wraz z indeksami oznaczajg poszczeg6lne typy prostaglan-
dyn, PKC — kinaza biatkowa zalezna od Ca2+ i fos-
folipidéw; PLA2 — fosfolipaza A2; TX — tromboksany:
TXA2 — tromboksan A2, TXB2 — tromboksan B2.

1 Prof. dr hab., 2 dr, Il Zaktad Biochemii, Instytutu Fi-
zjologii i Biochemii, Akademia Medyczna w +todzi, ul
Lindleya 6, 90-131 t6dz
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l. Wstep

Nazwa eikozanoidy zostata wprowadzona w 1980 r.
przez Coreya [1], dla okre$lenia grupy utlenionych
enzymatycznie produktow 20-weglowych wieloniena-
syconych kwasow tluszczowych. Giownym prekur-
sorem tych zwigzkoéw jest kwas arachidonowy, a drogi
prowadzace do wytwarzania eikozanoidéw znane sg
jako kaskada arachidonianu.

U ssakéw wystepujg trzy gtowne drogi kaskady
arachidonianu, inicjujgce stereospecyficzne utlenianie
arachidonianu uwalnianego z fosfolipiddéw bton (Ryc. 1)
1 szlak cyklooksygenazy lub syntazy prostaglandyny

(G/H) (E.C. 1.14.99.1), w efekcie dziatania ktérego

powstajg prostaglandyny (PG) itromboksany (TX),

2. szlak lipoksygenazy (E.C. 1.13.11.12), ktory prowa-
dzi do powstania leukotrienéw (LT), lipoksyn (LX)
oraz innych specyficznych hydroperoksy- i hydro-
ksyeikozanowych kwasow (HPETE, HETE),

3. szlak epoksygenazy, ktéra przy udziale monoo-
ksygenazy cytochromu P 450 przeksztatca kwas ara-
chidonowy w kwasy epoksyeikozatetraenowe
(EEP).
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Prostaglandyny Leukotrieny

Tromboksany ~  Lipoksyny

cyklooksygenaza \ / lipoksygenaza

KWAS ARACHIDONOWY

cytochrom P 450

Kwasy

epoksyeikozatrienowe

Ryc. 1 Drogi utleniania kwasu arachidonowego.
Kwas arachidonowy jest enzymatycznie przeksztatcany
z udziatem cyklooksygenazy w prostaglandyny i trombo-
ksany. Dziatanie lipoksygenazy tworzy leukotrieny, lipo-
ksyny i hydroperoksykwasy. Pochodne epoksy- powstaja
z udziatem cytochromu P450. (Zmodyfikowane wg [3, 5])

Kwasy ttuszczowe, wystepujagce w oleju niektérych
ryb, takie jak eikozapentaenowy (EPA) i dekozahek-
saenowy (DH A), okazaty sie niezbednymi sktadnikami
pozywienia, ze wzgledu na zdolnos¢ wytwarzania
eikozanoidow w ludzkich tkankach. Substancje te
moga stymulowaé patofizjologiczne procesy m.in.
w zawale mieénia sercowego ireumatologicznym zapa-
leniu stawéw. Eikozanoidy sg wytwarzane witasciwie
przez wszystkie tkanki organizmu. Wystepujg zarow-
no w Swiecie zwierzat jak i u ro$lin. W ciggu ostatnich
10 lat wykazano wyrazny udziat eikozanoidéw w funk-
cjonowaniu tkanki nerwowej, m. in. w przekazie syg-
natow synaptycznych, aktywnos$ci kanatéow jonowych
i pomp jonowych, oraz modulacji systemu odpowie-
dzialnego za uwalnianie neurotransmiteréw [2],

Eikozanoidy tym réznig sie od ,klasycznych” wtor-
nych przekaznikéw, ze majg zdolnos$¢ przechodzenia
przez btony komoérkowe i dyfundujgc w przestrzeni
pozakomorkowej wchodzg w interakcje z sgsiednimi
neuronami. Uwalnianie i transformacja metaboliczna
kwasu arachidonowego jest procesem lokalnym, a efe-
kty dziatania eikozanoidéw pojawiajg sie w bezposred-
nim sasiedztwie ich powstawania. W ten sposéb moga
wiec stanowi¢ nie tylko sygnat transmembranowy, ale
itranskomorkowy. Eikozanoidy nie sg magazynowane
w neuronie, a ich wytwarzanie zachodzi niejako ,na
zyczenie”. Dodatkowg cechg tych zwigzkow jest zdol-
no$¢ wigzania sie z btonowymi uktadami receptor
— biatka G, obecnymi w sasiednich neuronach iw ko-
morkach gleju. Ta podwdjna rola metabolitéw arach-
donianu moze odgrywac istotng role w tworzeniu
zintegrowanej odpowiedzi w tkance nerwowej. Aktyw-
ne sktadniki eikozanoiddéw nie wystepujag w znamien-
nych stezeniach w uktadzie krazenia. Mimo to raz

364

wytworzone, dziatajg jako bioregulatory odpowiedzi
na cAMP, IP3,IP4oraz DAG. Zakonczenie dziatania
eikozanoidéw w neuronie nastepuje poprzez ich dyfu-
zje poza komorke, ponowne whudowanie w fosfolipidy
lub enzymatyczng degradacje. Reakcje enzymatyczne
przebiegajgce z udziatem dehydrogenaz, oksydaz, re-
duktaz i acetylaz w tkankach, takich jak watroba,
ptuca czy nerki, przeksztatcajg endogenne eikozanoidy
na liczne, metabolicznie nieaktywne posredniki, ktore
nastepnie sg usuwane z moczem. Wiele genéw kodujg-
cych enzymy specyficzne dla eikozanoidéw zostato juz
sklonowanych [2].

Il. Drogi powstawania eikozanoidéw w tkan-
ce nerwowej

I1-1. Dziatanie cyklooksygenazy

Produkty posrednie oraz koncowe powstajgce
w wyniku dziatania cyklooksygenazy okre$lane sg
takze terminem prostanoidy. Dotychczas wykazano
istnienie dwéch izoform cyklooksygenazy, okresla-
nych jako COX-1 (lub PGHS-1) oraz COX-2 (lub
PGHS-2) [3, 4]. Obie izoformy cyklooksygenazy wy-
kazujg duzy stopienn homologii aminokwasowej (okoto
60%) i kodowane sg przez geny znajdujgce sie na
roznych chromosomach. W warunkach fizjologicz-
nych najwiekszg aktywno$¢ wykazuje COX-1 i uwaza
sie, ze jest to tzw. konstytutywna forma enzymu.
W stanach zapalnych nastepuje natomiast wzrost
aktywnosci izoformy COX-2, nazywanej takze formg
indukowalng (ang. inducible). U szczura i cztowieka
obie izoformy wystepuja w warunkach fizjologicznych.
Stany zapalne zwigkszajg aktywnos$¢ COX-1 dwa, trzy
razy, a aktywnosé COX-2 wzrasta nawet 20-krotnie.
Uwaza sie, ze COX-2 odpowiedzialna jest za wy-
twarzanie tzw. ,zapalnych” prostaglandyn, podczas gdy
COX-1 produkuje fizjologicznie wazne prostanoidy.

Cyklooksygenazy katalizujg przeksztatcenie kwasu
arachidonowego do dwéch, szybko metabolizowa-
nych prostaglandyn — PGG i PGH. Schemat dalszych
przeksztatcen PGH obrazuje rycina 2. Biologiczna
aktywno$¢ prostaglandyn zmienia sie zaleznie od
organu i gatunku. Réznice wystepujg takze w po-
szczegdlnych etapach rozwoju oraz fazach funkcji
organizmu. W tkance nerwowej najbardziej znaczace
produkty cyklooksygenaz — PGE2 PGF2ai PGD,,
a takze enzymy niezbedne do ich syntezy zostaty
oczyszczone i scharakteryzowane [5]. Ich obecnos¢
wykazano zarowno w neuronach, jak i w komaérkach
gleju [6], Fundamentalne znaczenie miata obserwacja,
ze neurony i komdrki gleju hodowane in vitro, zdolne
byty do syntezy prostaglandyn [7]. Z prac Hayai-
shi wynika, ze PGD2w moézgowiu funkcjonuje jako
czynnik indukujacy sen [8]. Podany szczurom zaleznie
od dawki wywotuje sen, uspokojenie, katalepsje i hipo-
termie. Zwigzki selenu (SeCl4, Na2Se03) inhibujag
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Ryc. 2 Rozktad arachidonianu przy udziale cyklooksygenazy.

Pod wptywem PLA, (1) uwalniany jest kwas arachidonowy,
ktéry przeksztatca sie w PG G 2 przy udziale cyklooksygena-
zy (2). Lipokortyna i aspiryna sg inhibitorami odpowiednio
PLA, icyklooksygenazy. PGH 2, powstaty wskutek dziata-
nia hydroperoksydazy (3) tworzy szereg pochodnych, w kt6-
rych powstawaniu biorg udziat syntazy: PGH-D izomeraza
(4, PGD2-11-ketoreduktaza (5), PGH-E izomeraza (6),
PGH-F izomeraza (7), syntaza PGl (8) oraz syntaza trom-
boksanu (9). (Zmodyfikowane wg [3, 5])

aktywno$¢ syntazy PGD2 a wprowadzone do 3-ciej
komory mézgu szczura hamujg sen i wyraznie zwiek-
szajg aktywnos$¢ zwierzecia, przebiegajaca z umiar-
kowanym wzrostem temperatury ciata oraz ze wzmo-
zonym pobieraniem wody i pokarmu [8],

Duze znaczenie przywigzuje sie¢ wspotdziataniu PG
z autonomicznym uktadem nerwowym. Stymulacja
nerwdw wspoétczulnych czy przywspotczulnych powo-
duje uwalnianie PG, zwtaszcza PGE2i PGF,a. R6zne
neurotransmitery takze stymulujg ten proces [2],
Natomiast atropina, fenoksybenzamina czy dibenzyli-
na wywierajg efekt hamujgcy. Przyjmuje sie obecnie, ze
endogenna PGE2w OUN moze regulowac¢ uwalnianie
neurotransmiterow. | tak, ilo$¢ noradrenanliny idopa-
miny w korze mézgowej szczura w warunkach in vitro
wyraznie zmniejsza sie pod wptywem PGE?2. Prosta-
glandyna ta moze takze redukowaé przeptyw jonow
wapnia, co w efekcie wptywa hamujgco na uwalnianie
neurotransmiterow [2, 9], PGE2 uznawany jest za
endogenny zwiazek powodujacy bezsennos¢ i hiperter-
mie, zwlaszcza po systematycznym stosowaniu inter-
leukiny-1 [9]. Funkcje PGF2aw mézgowiu — w prze-
ciwienstwie do innych tkanek — sg nadal niezbyt
pewnie okresSlone. Ostatnio wykazano, ze astrocyty
zawierajg receptory PGF2a ktore sprzezone sg z fos-
folipazg C iz biatkiem wigzagcym GTP [1, 2, 9, 10].
W nienaruszonych tkankach mézgowia stwierdzono
synergizm dziatania cyklazy adenylanowej (E.C.
4.6.1.1) z PG. Przyktadem interakcji cCAMP z PG jest
obserwacja, ze morfina i leki podobnie dziatajgce
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hamujg tworzenie cAMP, stymulowane przez PGE.
Zaktada sie, ze niektore farmakologiczne efekty opia-
tow, jak wptyw na poziom cAMP w mozgowiu,
polegajg na hamowaniu tworzenia endogennych pros-
taglandyn [9],

Interpretacja znaczenia podstawowych poziomow
prostaglandyn jest dos¢ kontrowersyjna. Podstawowe
stezenie PG w preparatach kory mézgowej szczura
i cztowieka mierzone radioimmunologicznie jest na
granicy wykrywalnosci [2]. Endogenna synteza PG
moze pojawiaé sie nawet w niskich temperaturach.
Regiony moézgowia trudniejsze do wypreparowania
takie, jak opuszka wechowa czy gruczot szyszynki
wykazujg najwyzsze zawarto$ci tych zwigzkéw, ale
nasuwaja sie watpliwosci, czy stezenia te mozna uzna¢c
za wyraz aktualnych wartosci podstawowych, czy
raczej sa wynikiem dodatkowej syntezy z endogennie
uwolnionego post mortem kwasu arachidonowego [2].
Obecnie powszechnie akceptuje sie poglad, ze po
krotkiej nawet inkubacji skrawkéw tkanki moézgowej
mozna wykaza¢ synteze niektérych prostaglandyn
(PGE2 PGF2), prostacykliny (PG12), jak i trombo-
ksanu (TXB2). W mézgu gryzoni PG D 2jest iloSciowo
najwazniejszym produktem dziatania cyklooksygenaz.
Mo6zgowie kota rézni sie pod tym wzgledem; PGF2a
i TXB2 sa gtownymi produktami przemiany AA,
natomiast PGD2 tworzy sie i bardzo gwattownie
metabolizuje. Co wiecej, w mézgowiu ludzkim PGD 2
moze gwattownie ulega¢ enzymatycznej przemianie do
postaci 1l-epi-PGF2a (9-a, II-PGF 2. Reakcja ta
zachodzi w ludzkiej korze mézgowej i moze by¢,
przynajmniej w czesci, przyczynag niskich wartosci
PG D2znalezionych w mézgowiu. Inne tkanki ludzkie
moga tworzyé PGD2 w bardzo znaczacych ilosciach
[9], W mébzgowiu zatem obserwuje sie regionalne
roznice stezeh PGD2 PGE2 i PGF2a U szczura
indukcja elektroszokiem lub $rodkami wywotujgcymi
drgawki np. bikukuling czy metrazolem, znamiennie
podnosi uwalnianie kwasu arachidonowego oraz syn-
teze PGE2i PGF2a Najwyzsze stezenie obserwuje sie
w korze i hipokampie, a mniejsze w podwzgorzu [9].

W ostatnich latach wykazano, ze aktywnos$¢ cyklo-
oksygenaz w nienaruszonych komodrkach modulowa-
na byta obecnoscig tlenku azotu [11]. Cyklooksygena-
zajest enzymem zawierajgcym hem, ktéry moze bezpo-
$rednio wiaza¢ NO. | tak, obserwowany wzrost uwal-
niania prostaglandyn czy wzmocniony efekt PGE2 na
uwalnianie LHRH w obecnosci NO, sugerowatby jego
stymulujacy wptyw na cyklooksygenaze. Nie wyklucza
siejednak innej hipotezy, a mianowicie ochronnej roli
NO w procesie autoinaktywacji cyklooksygenazy.
Obie hipotezy czekajg jeszcze na potwierdzenie.

W oparciu o wrazliwo$¢ na pieé naturalnie wy-
stepujacych prostanoidéw, a mianowicie PGD?2
PGE2,PGF2aPGI12i TXA2zaproponowano ostatnio
nowga klasyfikacje receptoréw prostanoidowych [12].
Poszczegdlne typy receptoréw oraz mechanizm dziata-
nia zostaty przedstawione w tabeli 1
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Tabela 1.

Receptory prostanoidowe oraz mechanizm dziatania.

Typ receptora Mechanizm dziatania Efekt dziatania

DP stymulacja cyklazy adenylanowej poprzez Gs wzrost cCAMP
EP

EP1 stymulacja przemiany fosfatydyloinozytoti poprzez Gq wzrost Ca2+

EP2 stymulacja cyklazy adenylanowej poprzez Gs wzrost CAMP

EP3 hamowanie cyklazy adenylanowej poprzez Gilo spadek cAMP

EP4 stymulacja cyklazy adenylanowej poprzez Gs wzrost cCAMP
FP stymulacja przemiany fosfatydyloinozytoti poprzez Gq wzrost Ca2+
1P stymulacja cyklazy adenylanowej poprzez Gs wzrost cCAMP
TP stymulacja przemiany fosfatydyloinozytoti poprzez Gq wzrost Ca2+

Litera P pochodzi od nazwy prostanoidy, natomiast pierwsza litera okresla prostanoid wykazujacy najwieksze powinowactwo do receptora.
Receptory EP zostaly podzielone na 4 podtypy, w zaleznosci od wrazliwos$ci w stosunku do réznych agonistéw i antagonistow. Mechanizm
dziatania zwigzany jest z modulacjg aktywnosci cyklazy adenylanowej lub stymulacjg przemian fosfatydyloinozytoti, jednak zawsze zachodzi
poprzez odpowiednie biatka G. (Zmodyfikowane wg [12]).

I1-2. Dziatanie lipoksygenazy oczyszczona oraz sklonowano cDNA. Dzigki temu
mozliwe bylo wykazanie obecno$ci tego enzymu
Lipoksygenazy katalizujg utlenianie kwasu arachi- w neuronach, gtéwnie w hipokampie, prazkowiu ijad-
donowego tworzac kwasy hydroperoksyeikozatetrae- rze oliwkowym, a takze w komaérkach gleju i $rébton-
nowe (HPETE) (Ryc. 3). Dwa enzymy, 12- i 5- lipo- ku (endothelium) [13].
ksygenazy zostaty najlepiej, jak dotad, scharakteryzo- W uktadzie nerwowym ssakéw i bezkregowcdw
wane w OUN. Mo6zgowa 12-lipoksygenaza zostata wykryto aktywng 12-(S)-lipoksygenaze, ktéra katali-
Kwas arachidonowy
— »( 5-HPETE) LTFL — - LTB
* |
©
(I 5-HPETE) 5-HETE NLTC
lipoksyny LTD
(12-HPETE)
LTE
12-HETE
Ryc. 3 Rozktad arachidonianu przy udziale lipoksygenazy.
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Pierwszym produktem przemiany kwasu arachidonowego powstajacym na skutek dziatania 5-, 15-, i 12-lipoksygenaz sg odpowiednio
kwasy 5-, 15-, 12-hydroperoksyeikozatetraenowe (HPETE). Szereg leukotrienowy powstaje z 5- HPETE przy udziale enzymdw: syntazy
leukotrienu LTA4 (1), hydrolazy LTA4 (2), syntazy LTC4 (3), y-glutamytopeptydazy (4) i dipeptydazy (5). Formy 5-HETE i 12-HETE
sa to odpowiednie produkty redukcji kwaséw hydroperoksyeikozatetraenowych. 15-HETE jest prekursorem lipoksyn. (Zmodyfikowane

wg [5])
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zuje konwersje kwasu arachidonowego do 12-H PETE.
Ten posrednik moze by¢é metabolizowany do 12-
-HETE, hepoksyliny B3ihepoksyliny A3, lub poprzez
tlenowe ciecie przy C 12 przeksztatca¢ sie do postaci
kwasu 12-ketododekatrienowego [14],

Przemiany te bytyby mato interesujgce dla neuro-
badaczy, gdyby nie odkryto obecnosci tych zwigzkéw
w neuronach ruchowo-czuciowych u Aplysia Califor-
nica. Metabolity dziatania 12-lipoksygenazy na kwas
arachidonowy w neuronach, funkcjonujg jako wtdrne
przekazniki iuczestnicza w komunikowaniu lokalnych
grup komérek. W neuronach czuciowych Aplysia
serotonina i tetrapeptyd molluskan zamykaja i otwie-
rajg kanaly potasowe nalezgce do specyficznej sub-
klasy, okreslanej jako kanaty K+S. Nazwa pochodzi
stad, ze serotonina inaktywuje ten kanat. Réwnoczes-
nie wykazano technikg patch-clamp, ze otwarcie kana-
tu K+S moze by¢ wywotane obecnoscig 12-HPTE. Co
wiecej, ten metabolit wykazuje dwa rodzaje dziatan:
najpierw szybka depolaryzacje, a nastepnie wolng
hiperpolaryzacje. W szybkiej depolaryzacji wydaje sie
posredniczy¢ 12-keto-metabolit 12-HPETE, podczas
gdy za wolng hiperpolaryzacje odpowiedzialna jest
monooksygenaza cytochromu P450, ktéra tworzy he-
poksyline A3[2]. Wszystkie te metabolity sg aktywnie
wytwarzane przez tkanke nerwowa Aplysia. Dalsza
interesujgca kwestiag jest wykrycie, ze 12-HPETE jest
poteznym inhibitorem kinazy biatkowej zaleznej od
Ca2+/CaM, ktora m.in. katalizuje fosforylacje synap-
syny | w zakonczeniach komdrek nerwowych ssakow
[15]. Poza tym metabolity dziatania 12-lipoksygenazy
moga takze regulowa¢ uwalnianie neurotransmiteréw
i modulowaé¢ aktywnos$é synaptyczna.

W mézgowiu dziataniem 5-lipoksygenazy sytetyzo-
wane sg leukotrieny (LTB4, LTC4, LTD4). Stezenia
LTC4 w moézgu sg rzedu pikomolarnego. Metodami
immunocytochemicznymi stwierdzono, ze grupa neu-
rondw wrazliwych na LTC4 wystepuje w wyniostosci
Srodkowej. Najwyzsze stezenia wystepujg w podwzgd-
rzu, jadrze pdtlezacym i opuszce nerwu wechowego
[9], LTC4 w stezeniu 10“14 do 10~n M posredniczy
w uwalnianiu hormonu luteinizujagcego (LHRH), zwta-
szcza z komérek przedniego ptata przysadki szczura.
Nie wykazuje natomiast wptywu na uwalnianie hor-
monu wzrostu. Wpltyw LTC4 wydaje sie rézni¢ od
dziatania przysadkowego hormonu uwalniajgcego ho-
rmon luteinizujgcy. LTC4 dziata bardzo szybko, pod-
czas gdy dziatania LHRH jest znacznie wolniejsze.
Skuteczno$é LTC4 mozna wigza¢ z bezposrednim
uwalnianiem wytwarzanych hormonow steroidowych,
natomiast dziatanie peptydu LHRH jest bezposrednio
skierowane na synteze nowego hormonu na poziomie
jadra komodrkowego. Nie ulega watpliwos$ci, ze te
badania wykazujg nowa role leukotrienéw w modula-
cji dziatania neurohormon6w w mdzgowiu i mozliwe,
ze w uwalnianiu neurotransmiteréow [16]. Leukotrieny
powodujg obkurczanie zylne i tetnicze, co jest oczywis-
te z uwagi na obecno$¢ aktywnej 5-lipoksygenazy,
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odpowiedzialnej za synteze 5-HPETE i 5-HETE, oraz
innych biologicznie aktywnych leukotriendw. Jak wy-
kazano na skrawkach kory mézgowej szczura i myszy,
po dodaniu arachidonianu i jonoforu wapniowego
A23187 w znacznie wiekszym stopniu niz PG czy TX,
wytwarzany byt 12-HETE. Szczeg6lnie duze ilosci
12-HETE powstajg w siatkdwce wotu iludzkiej skdrze.
Wzrost stezenia tego zwigzku towarzyszy tez proce-
som hiperproliferacji komaérek [16].

11-3. Dziatanie epoksygenazy

Cytochrom P450 jest istotnym kofaktorem epo-
ksygenazy odpowiedzialnej za synteze i degradacje
aktywnych metabolitow kwasu arachidonowego.
Tworzone w wyniku dziatania enzymu epoksydy biorg
udziat w przekazywaniu wewnatrzkomérkowego syg-
natu podczas uwalniania somatostatyny w podwzg6-
rzu [ 17,18]. Synteza aktywnego biologicznie metaboli-
tu AA — kwasu 5,6-epoksyeikozatrienowego bloko-
wana byta skutecznie w obecnosci inhibitorow cyto-
chromu P450- Substratami dla cytochromu P 450 moga
by¢ nie tylko AA, ale takze inne nienasycone kwasy
ttuszczowe oraz prostaglandyny [19]. Hydroksylacje
przeprowadzane z udziatem cytochromu P450 uwaza-
ne sg za gtdwny mechanizm eliminacji prostaglandyn,
cho¢ niewykluczone jest, ze ten enzym bierze udziat
w inaktywacji réwniez innych metabolitow kwasu
arachidonowego [20],

W Swietle dotychczas zgromadzonych danych cyto-
chrom P450jest waznym elementem kaskady przemian
kwasu arachidonowego z punktu widzenia endokry-
nologii, farmakologii oraz toksykologii. Wstepne ba-
dania wykazaty wysoki poziom cytochromu P450
w moézgowiu, przede wszystkim we frakcji mikro-
somalnej. Zawarto$¢ cytochromu P450 w moézgowiu,
w zalezno$ci od metody oznaczania jest do$¢ rozna
i waha sie miedzy 5-20 pmoli/mg do 88-100 pmoli/mg
frakcji mikrosomalnej [20].

I1l. Eikozanoidy w zaburzeniach funkcji
osrodkowego uktadu nerwowego

Jedng z zaobserwowanych prawidtowos$ci przy roz-
poczynajagcym sie napadzie padaczkowym jest zna-
mienny wzrost poziomu eikozanoidow, gtéwnie PG D2
oraz produktéw jego dalszych przemian, jak PGF &,
PGE2 TXB2i6-keto-PGFIAG. Poziomy ich po 30 min.
trwania ataku na og6t powracajg do wartosci pod-
stawowych. Inhibitory cyklooksygenazy takie, jak
indometacyna idiklofenak blokujg synteze eikozanoi-
dow wywotujgcych drgawki, nie wptywajg jednak na
utajenie objawow, ani na pojawienie sie napadu drga-
wek. Wskazuje to wyraznie, ze wzrost stezenia moéz-
gowych eikozanoidow jest efektem wtérnym tego
stanu chorobowego [21]. Molekularny mechanizm
uwalniania eikozanoidow krotko po pojawieniu sie
drgawek nie jest na razie w petni jasny. Chociaz majac
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za podstawe uwalnianie kwasu arachidonowego moz-
naby spekulowa¢, ze stymulacja fosfolipaz i lipaz moze
odgrywaé tu znaczaca role. Hipoteze te potwierdza
fakt, ze uprzednie podawanie zwierzetom deksometa-
zonu, specyficznego inhibitora PLAZ2, obniza uwal-
nianie AA indukujgcego napady padaczkowe. Nalezy
jednak podkres$li¢, ze indukcja ataku padaczkowego
pocigga za sobg wzrost poziomu I-stearylo-2-arachi-
dono-sn- glicerolu i IP3, co przemawia réwniez za
udziatem PLC. U zwierzat traktowanych bikukuling
indukujgcg drgawki, obserwowano wzrost aktywnosci
enzymow tworzacych eikozanoidy [22],

W procesach zapalnych wystepujgcych w réznych
rodzajach komérek mézgowia potwierdzony jest
udzial mediatorow i modulatorow takich, jak his-
tamina, kininy, interferony, prostaglandyny, trombo-
ksany i leukotrieny. Zwigzki te dziatajg zgodnie przy
rozpoczynajacej sie odpowiedzi zapalnej charaktery-
stycznej dla obrzeku, hipertemii i utraty normalnej
funkcji neuronalnej [2, 16]. Nie budzi watpliwosci
stwierdzenie, ze produkty dziatania cyklooksygenazy
sa waznymi mediatorami stan6w zapalnych; i tak
prostaglandyny znajdowane sg w wysiekach zapal-
nych w stezeniach biologicznie aktywnych, a warto
podkresli¢, ze cyklooksygenaza jest wybhiorczo hamo-
wana przez niesteroidowe leki przeciwzapalne, jak
aspiryna czy indometacyna. Réwniez LTB4wywiera in
vivo potezne dziatanie w tkankach mdézgowia.

Produkty dziatania lipoksygenazy — HPETE i HE-
TE — sg farmakologicznie mniej aktywne niz LTB4.
Tym niemniej przypisuje sie im indukcje naptywu
komoérek do wnetrza obszaréw zapalnych. Cysteinylo-
-leukotrieny takie,jak LTC4,LTD4iLTE4uczestnicza
we wzroscie przepuszczalnosci btony plazmatycznej
komérki, stanowigc m.in. podstawe tworzenia obrze-
kéw. Sa one syntetyzowane w komdrkach w trakcie
stanu zapalnego, a tworzenie ich narasta wraz ze
wzrostem procesu zapalnego iniedokrwienia. Jako, ze
LTC4 znamiennie podnosi przepuszczalno$¢ naczy-
niowga (zwtaszcza w ptucach) uwaza sig, ze stanowic¢ on
moze wazny inicjator mézgowego obrzeku niedo-
krwiennego i powodowac¢ skurcz matych naczyn
krwionosnych w mézgowiu. Leukotrieny obnizaja
aktywnos$¢ Na+, K+, -ATPazy, co podczas niedo-
krwiennego uszkodzenia przyczynia sie takze do
obrzeku moézgu [23],

Reasumujac nalezy podkresli¢, ze kwas arachidono-
wy oraz eikozanoidy wywierajg w oSrodkowym ukta-
dzie nerwowym zaréwno dzialanie wewnatrz, jak
i zewnatrzkomoérkowe. Znaczenie ich jako wtdrnych
przekaznikéw czy lipidowych mediatoréw w przewo-
dzeniu sygnatdw neurotransmiterowych, ich oddziaty-
wan parakrynnych na sasiednie neurony oraz komaorki
gleju nie budzi watpliwosci, cho¢ do wyjasnienia wielu
roznych niejasnosci zwigzanych z tymi procesami
niewatpliwie konieczna jest kontynuacja badan.

Artykut otrzymano 16 lipa 1996 r.
Zaakceptowano do druku 18 wrze$nia 1996 r.
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KOMUNIKAT

Komisji Stownictwa Biochemicznego

1. Antagonisci czy antagonisty?

Stosowanie liczby mnogiej wyrazéw ,agonista, antagonista” na okreslenie substancji chemicz-
nych budzi wiele kontrowersji. Po konsultacji z jezykoznawca prof. dr Janem Miodkiem Komisja
ustalita co nastepuje:

Formy ,agonisci, antagonisci” sg niewtasciwe, gdyz mozna je stosowac jedynie w odniesieniu
do rzeczownikéw osobowych (np.: antagonisci dziatali...) Rzeczowniki nieosobowe przybieraja
formy ,,agonisty, antagonisty” (np. agonisty dziatatly...).

Za godne zalecenia Komisja uwaza nazwy wprowadzone przez prof. dr Ryszarda Piekosia: agon
i antagon. Okres$laja one bardzo dobrze wtasciwe im dziatanie i nie budza zastrzezen w liczbie
mnogiej: agony i antagony.

2. Cytozol czy cytosol?
Uzywajac spolszczonych nazw nalezy sie kierowac ich oryginalnym Zrddtostowem tacinskim lub
greckim, a nie formg przetworzong w innych jezykach, np. w niemieckim. Poprawng forma jest:
cytosol a nie cytozol
lizosom a nie lizozom
ekson (od: ekspresja) a nie egzon, itp.

Przewodniczgca Komisji Stownictwa Biochemicznego
Prof. dr hab. Janina Kwiatkowska-Korczak

Przypominamy o zmianie numeru konta prenumeraty POSTEPOW BIOCHEMII
Nowy numer: PBK XIlII O/Warszawa, 370044-1225-2720-3-69

Z przyjemnoscig informujemy, ze od stycznia 1997 Redakcja Postepow Biochemii dysponowaé
bedzie wiasnym numerem poczty komputerowej, e-mail: Postepy @ nencki.gov.pl

Adres Redakcji: Polskie Towarzystwo Biochemiczne, ,Redakcja Kwartalnika ,Postepy Biochemii”,
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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WskazowKki
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii” publikuje prace przeglagdowe oma-
wiajace biezace osiggniecia, koncepcje i kierunki badawcze
w dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty
z historii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemi-
cznego, recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze
zjazdow, konferencji i szkét, w ktérych biorg udziat cztonkowie
Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Biochemii"
moga mie¢ charakter artykutow monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac piSmiennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron
tekstu), oraz krétkich not o najnowszych osiggnigciach i po-
gladach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i $cisto$¢ poda-
wanych informacji oraz poprawno$¢ cytowania piSmiennictwa.
Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienie
zilustrowane za pomoca tabel, rycin, (wykresy, schematy, reak-
cje), wzordéw i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutdw monograficznych na rozdziaty
i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuty tworzg spis tresci. Zgod-
nie z przyjeta konwencja rozdzialy nosza cyfry rzymskie, podroz-
dziaty odpowiednio rzymskie i arabskie np. 1-1, I-2. Poprawnos¢
logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznacznos$é
i czytelnos¢. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej,
gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie
tworzonych skrétéw, nawet jezeli bywajg uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac podlega
ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja
zastrzega sobie mozliwos$¢é skrécenia tekstu i wprowadzenie
zmian nie wplywajacych na tres$¢ pracy, deklaruje tez gotowos$¢
konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rownoznaczne z o$wiad-
czeniem, ze nadestana praca nie byla i nie bedzie publikowana
w innym czasopiSmie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach
Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(jg) wiaczy¢
do swego artykutu ilustracje publikowane przez autoréw prac
cytowanych, nalezy uzyskac i przekaza¢ nam odpowiednia zgode
na przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazoéwek szczegbtowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie

czcionka wielkosci standartowej, z podwdéjng interlinia, z lewym
marginesem ok. 4 cm.
W teksScie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkres$len, ani roz-
strzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charakteru czcion-
ki drukarskiej moga Autorzy zaznaczy¢ otéwkiem na marginesach
maszynopisu. W przypadku stosowania w tekscie liter alfabetu
greckiego trzeba na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne
brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana, za-
wiera imiona i nazwisko (a) autora (6w), nazwy, adresy wraz
z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polskim i angielskim),
w ktérych pracujg autorzy, adres do korespondencji, nr telefonu

i ewentualnie fax, adresy prywatne autoréw, tytut artykutu
w jezyku polskim i angielskim oraz — w prawym dolnym rogu
— liczbe tabel, rycin, wzoréw i fotografii oraz skrét tytutu pracy
(do 25 znakéw).

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska autoréw, tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci tez
w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z autoréw i ich miejsce
pracy z adresem pocztowym oraz wykaz stosowanych skrotow.
Kolejno numerowane dalsze strony obejmuja tekst pracy,
piémiennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzoréw
i fotografii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$émiennictva obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3,7,9—26].
Odnos$niki bibliograficzne winny mie¢ nowg uproszczong forme.
Sposéb cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziatow
z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatéw z toméw serii opraco-
wanej przez tych samych redaktoréw (4), rozdziatdéw z tomoéw
serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazuja
ponizej podane przyktady:

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

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chromo-
some, 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-Hol-
land Amsterdam, str. 1-77

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

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukcji. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wykonane na
papierze matowym. Po porozumieniu z Redakcjg mozna propo-
nowac reprodukcje fotografii barwnych. Pozostate ryciny nalezy
wykona¢ tuszem na bialym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od przysziej
reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku
powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejsza niz’ 5 mm. Na rysunkach nie
nalezy umieszczac opis6w stownych, lecz postugiwac sie skréta-
mi. Osie wykreséw winny by¢ opatrzone napisem tatwo zro-
zumiatym. Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje
wydawca. llustracji nie nalezy wtgcza¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele iryciny noszg cyfry arabskie,
wzory za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otéwkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryciny czy
wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny by¢ opat-
rzone jednoznacznym tytutem i ewentualnie takze niezbednymi
objasnieniami. Stowne objasnienia znakéw graficznych mozna
umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe za$ jedynie na
planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie w postaci
oddzielnego wykazu. llustracje nalezy podpisa¢ nazwiskiem
pierwszego z autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy oraz
oznaczy¢ ,g6ra-dot' (otéwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na
wewnetrzng spoisto$¢ artykutu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych
z piSmiennictwa.

Maszynopis i zatgczniki (w dwu egzemplarzach), wtasciwie
zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie transportu, nalezy
przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3,

02-093 Warszawa
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