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WSPOMNIENIA

Profesor Zofia Lassota — Wspomnienia

1923-1997

22 sierpnia 1997 roku w Warszawie zmarta, w petni
sit twdrczych, profesor doktor habilitowany Zofia
z Sobolewskich Lassota — wspottworczyni Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN, wybitna specjalistka
w dziedzinie biochemii owaddw.

Studia wyzsze ukonczyta w 1950 r. na Wydziale
Chemii Politechniki Gdanskiej, uzyskujac tytut magis-
tra chemii. Jeszcze przed ukonczeniem studidw roz-
poczeta prace badawczg, pod kierunkiem profesora
Ernesta Syma, w Zaktadzie Technologii Srodkéw
Spozywczych. Dalsza Jej kariera naukowa zwigzana
byta z Warszawg. Pierwsze lata to asystentura w Za-
ktadzie Chemii Ogélnej, a nastgpnie Chemii Fizjo-
logicznej Akademii Medycznej. W latach tych Scisle
wspotpracowata z Zaktadem Biochemii Instytutu Gru-
zlicy i Panstwowego Zaktadu Higieny. W 1954 r.
rozpoczeta prace w tworzacym sie wowczas, pod
kierunkiem profesora Jozefa Hellera, Zaktadzie Bio-
chemii PAN. Zaktad ten przeksztatcit sie nastepnie
w Instytut Biochemii i Biofizyki PAN. Profesor Zofia
Lassota byta jedng z tych osob, dzieki ktérej powstat
nasz Instytut. Zwigzana z nim byta do konica swego
zycia. Stopien doktora nauk przyrodniczych uzyskata
w 1959 r. za prace nad ATP-azg ipirofosfatazg kietkdw
roslin. Przedmiot Jej rozprawy habilitacyjnej stanowi-
ty badania nad wpltywem promieniowania jonizujace-
go na rozw6j osobniczy owadow. Po uzyskaniu w 1969
r. stopnia doktora habilitowanego zostata kierow-
nikiem Pracowni Biochemii Rozwoju Osobniczego
w Zaktadzie Biochemii Poréwnawczej. W roku 1974
uzyskata tytut profesora nadzwyczajnego, a w 1982 r.
profesora zwyczajnego.

Profesor Zofia Lassota odbyta kilka stazy nauko-
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wych w powaznych osrodkach zagranicznych, miedzy
innymi w osrodku CNRS w Cronenbourgu k. Stras-
bourga (prof. P. Mandel), Miedzyuczelnianym Os$rod-
ku Badan Jadrowych w Liege (prof. Z. Bacg), Miedzy-
narodowym Laboratorium Genetyki i Biofizyki w Ne-
apolu (prof. J. Brachet), oraz w Zakladzie Biologii
Rozwoju Instytutu im. Jacques’a Monoda w Paryzu
jako profesor wizytujacy.

Prace badawcze profesor Zofii Lassoty koncent-
rowaty sie¢ wokét probleméw zwigzanych z biochemig
owaddw. Byly to badania nad uktadem cholinergicz-
nym w ontogenezie, syntezg kwaséw nukleinowych
w embrionalnym i postembrionalnym rdéznicowaniu
sie komdrek, rolg hormondéw w regulacji ekspresji
genéw owadzich czy tez rolg mézgu w regulacji
hormonalnej rozwoju owadow. Jej dorobek naukowy
obejmuje ponad pieédziesigt prac opublikowanych
w czotowych czasopismach. Pod Jej redakcjg powstat
podrecznik ,,Biologia molekularna — ekspresja genu”
(PWN, 1980 r. wydanie pierwsze, 1987 wydanie uzupet-
nione). W latach 1965-1971 bytfa redaktorem naczel-
nym ,,Postepéw Biochemii”.

W czasie swej wieloletniej dziatalnosci naukowej
profesor Lassota wychowata wiele pokolen miodziezy
akademickiej i pracownikéw naukowych. Wypromo-
wata szeSciu doktoréw, byta opiekunka naukowa
trzech habilitacji.

Oprocz dziatalnosci naukowej profesor Zofia Las-
sota petnita szereg waznych funkcji w Instytucie. Byfa
zastepcg Dyrektora do spraw Og6lnych (1970-1972),
a takze zastepcg Dyrektora do spraw Naukowych
(1972-1975). Na oddzielng uwage zastuguje Jej dziatal-
no$¢ w Radzie Naukowej Instytutu. Rozpoczynata od
sekretarzowania tej Radzie, petnita funkcje zastepcy
przewodniczgcego Rady (1981-1983), a od 1993 r. byta
nieprzerwanie przewodniczagcg Rady Naukowej In-
stytutu Biochemii i Biofizyki PAN.

Byla Osobg gteboko rozumiejgcg nature ludzka,
umiejacag niezwykle trafnie i racjonalnie ocenia¢ ludzi
i motywy ich dziatania przy zyczliwym i prawdziwie
przyjacielskim do nich stosunku. Osobg o wielkiej
osobistej kulturze, autorytecie i odwadze.

Jej przedwczesna $mier¢ okryta zatobg wychowan-
kéw Instytutu, Jej przyjaciét i znajomych z kraju
i zagranicy. Odejscie profesor Zofii Lassoty jest ogro-
mng stratg dla nas wszystkich. Pozostanie w naszej
pamieci nie tylko jako wybitna uczona, ale réwniez
jako serdeczny opiekun i przyjaciel.

Uczniowie i Przyjaciele
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Wspomnienie o Profesorze Karolu Taylorze

My, uczniowie i wspOtpracownicy Profesora Karola
Taylora, gteboko wstrzaénieci Jego przedwczesng
$miercig, chcielibySmy opowiedzie¢ o Nim jako
o Uczonym i Cztowieku. Kazdy z nas chciatby opisac
swe kontakty z Profesorem i swoje o Nim wspo-
mnienie, lecz na razie jest na to za wczesnie. Wiosng
roku przysztego, osamotnieni Jego odejsciem, sami
bedziemy otwiera¢ nowy budynek Miedzyuczelniane-
go Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu i Akademii
Medycznej w Gdansku, do powstania ktérego tak
bardzo przyczynit sie Profesor. Woweczas zorganizuje-
my specjalng sesje naukowg poswiecong pamieci pro-
fesora Taylora.

Teraz, pragniemy oddaé pierwszenstwo jednemu
z Jego nauczycieli, profesorowi Wactawowi Szybals-
kiemu, ktéry nadestat nam Wspomnienie o Profesorze
Karolu Tylorze. We wspomnieniu omowit on Osobo-
wos$C oraz najwazniejsze odkrycia i osiggniecia nasze-
go Profesora.

Grazyna Konopa, Barbara Lipifiska, Anna
J. Podhajska, Bogustaw i Krystyna Szew-
czykowie, Grzegorz Wegrzyn, Maciej Zylicz
i pozostali pracownicy Wydziatu Biologii,
Geografii i Oceanologii UG oraz Miedzy-
uczelnianego Wydziatu Biotechnologii

UG-AMG

Mikrobiologia stracita wielkiego uczonego,
w Osobie profesora Karola Taylora.

Chciatbym powiadomié¢ wszystkich moich przyja-
ciot mikrobiologéw, ze 30-tego sierpnia 1997 zmart
znakomity polski mikrobiolog, wirusolog oraz bio-
chemik, profesor Karol Taylor. Mial 69 lat. Byt
Rektorem Uniwersytetu Gdanskiego, jak réwniez kie-
rownikiem Katedry Biologii Molekularnej oraz Labo-
ratorium Genetyki Molekularnej. Zmart w wyniku
komplikacji, powstatych po zakazeniu wirusem C z64-
taczki, ktére doprowadzity do niekontrolowanej po-
operacyjnej, opornej na antybiotyki bakteremii.

Karol Taylor urodzit sie 9 lutego 1928 r. w Poznaniu,
w znanej rodzinie, wywodzgcej sie ze Szkocji, a zamie-
szkalej w Polsce od okotu trzystu lat. Ukonczyt
Politechnike w Gdansku, nastepnie doktoryzowat sie
z zakresu wirusologii we Wroctawiu. Stopien docenta
uzyskat w 1966 r. na podstawie badan, w ktérych
wykazat, iz fag Vill koduje enzym, ktéry — poprzez
specyficzng deacylacje powierzchniowego polisachary-
du — odpowiada za pierwszy etap szczegdlnie specyfi-
cznego zakazenia salmonellg. Zona Karola, Alina, jest
takze wybitnym mikrobiologiem i zajmuje sie bada-
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niem funkcji i regulacji biatek litycznych, kodowanych
przez faga.

Z wazniejszych odkry¢ doktora Karola Taylora
trzeba przypomnie¢, ze to On pierwszy, w 1966/67
wykazat zjawisko transkrypcji obu nici DNA. Badania
te zostaly wykonane w moim laboratorium, a ich
wyniki byty bulwersujgce, poniewaz w tamtym czasie
przyjmowano powszechnie, ze tylko jedna ni¢, tzw. nié
sensowa, ulega transkrypcji. Karol wykryt takze kas-
kade precyzyjnie regulowanych zdarzen transkrypcyj-
nych i opublikowat pierwszag mape transkrypcyjng.
W pracy tej postuzyt sie fagiem X, przyczyniajac sie tym
do uznania bakteriofaga X za najlepszy z dostepnych
w tym czasie organizm modelowy, nadajacy sie do
badan genetycznych i molekularnych. Odnos$na praca
zostata opublikowana w 1967 r. w PN AS (67; 1618-
-1625), a poOzniej przedrukowana w Kkilku ksigzkach
i czasopismach specjalistycznych.

Po swoim powrocie do Gdanhska Karol zorganizo-
wat Uniwersytecki Instytut Biologii, obejmujacy za-
ktady mikrobiologii, biochemii, biologii molekularnej
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i bytjego dyrektorem do 1975 roku. W badaniach nad
mechanizmami inicjacji replikacji faga A in vivo (w
ktérych wykazat duzg niestabilno$¢ biatka O) i in vitro
(uzywajgc oczyszczonych biatek O i P faga A)wykorzy-
stat komorki normalne oraz pozbawione chromo-
soméw ,,minikomérki”. Badania te kontynuowat Ka-
rol wroku 1980/1981 w laboratorium profesora Artura
Kornberga w Uniwersytecie Stanforda, gdzie wykazat
fizyczne oddziatywania biatek O i P z faga A

Karol zostat wybrany Rektorem Uniwersytetu
Gdanskiego. Jego kadencja we wczesnych latach
osiemdziesigtych przypadta na trudny okres stanu
wojennego, ktéry wprowadzono wkrotce po powsta-
niu Solidarnosci. Jako Rektor wykazat On w tym
trudnym czasie swe niezwykie wyczucie, odwage
i umiejetno$¢ obrony studentéow i kolegow nauko-
wcow. W wyniku jego prodemokratycznej aktywnosci
i publicznego gtoszenia prawdy, wtadze komunistycz-
ne skonfiskowaty w odwecie Jego paszport i odwotaty
Go z funkcji Rektora przed uptywem kadencji.

Represje polityczne sprawity, ze Karol podjgt bar-
dziej intensywne dziatania badawcze i w efekcie wyka-
zat: (i) role biatek DnaA i GroE gospodarza w re-
plikacji faga A (ii) znaczng stabilno$¢ kompleksu
replikacyjnego, ktora jest dziedziczona tylko przez
jedng z potomnych czasteczek DNA faga A w kazdym
jego replikacyjnym cyklu (dziedziczenie biatkowe).
Podczas ostatnich siedmiu lat, gdy Polska odzyskata
swa peing niepodlegtosé, Karol opublikowat blisko
dwadziescia prac gtownie w dobrze znanych zachod-
nich czasopismach, takich jak: Journal of Bacteriology,
J. Molecular Biology, Genetics, Virology, Gene, Mole-
cular and General Genetics i innych.

Gdy odwiedzitem Go w szpitalu w Gdansku okoto
miesigca przed Jego $miercia, Karol byt dobrej mysli
i redagowat wraz z dr Grzegorzem Wegrzynem manu-
skrypt pracy na temat aktywacji gtéwnego prawo-
stronnego promotora faga A przez biatka DnaA.
Odbylismy prawdziwie stymulujagca dyskusje nau-
kowa!

Oprdécz swych badan podstawowych Karol promo-
wat badania z dziedziny mikrobiologii stosowanej, jak
np. ochrona przed zakazeniem bakteriofagowym pod-
czas fermentacji antybiotyku nizyny, zastosowanie
genetyki mikrobiologicznej do monitorowania zanie-
czyszczen mutagennych czy karcynogennych Morza
Battyckiego. Karol otrzymat wiele nagrod, medali,
nagréd naukowych izostat wybrany na cztonka-kore-
spondenta Polskiej Akademii Nauk.

Karol byt zawsze uprzejmy, zawsze gotowy nies¢
pomoc; byt prawdziwym dzentelmenem o szczeg6lnym
poczuciu humoru. Byt wspaniatym eksperymentato-
rem i nauczycielem, gtebokim mysdlicielem, a takze
zamitowanym zeglarzem. Byt znakomitym organizato-
rem, ktory stworzyt w Uniwersytecie GdaAskim kilka
nowoczesnych zaktadoéw biologicznych o réznej orien-
tacji; a ostatnio przyczynit sie wielce do budowy
nowego budynku Miedzyuczelnianego Wydziatu Bio-
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technologii UG-AMG, ktéry bedzie otwarty w 1998
roku.

Karol grat wazng role zarbwno w nauce Swiatowej
(w dziedzinie mapowania kaskady zdarzen transkryp-
cji oraz replikacji DNA), jak i lokalnie, jako twdrca
nowoczesnej hiologii na Uniwersytecie Gdanskim.
Jako Wychowawca ksztatcit nowe generacje polskich
mikrobiologéw, biotechnologéw oraz biologéw mole-
kularnych.

Karola i Jego geniuszu nikt nie zastgpi. Byt wyjat-
kowg osobowoscig. Brak bedzie bardzo Jego madro-
ci, talentbw organizacyjnych, a takze Jego udziatu
w tworzeniu europejskiej sieci naukowej.

Bardzo dziekuje profesor Alinie Taylor idr Grzego-
rzowi Wegrzynowi za pomoc w redakcji tego wspo-
mnienia.*

Wactaw Szybalski

McArdle Laboratory

University of Wisconsin

Medison, WI 53706 USA

e-mail: szybalski@ oncology.wisc.edu

*wspomnienie o prof. Karolu Taylorze zostato przygotowa-
ne dla AMS News, przektad za zgodg Autora.

1 e == Wydawca prosi
@7 4 o kontakt tych,
ktérzy chcieliby wykorzystac
tamy ,Postepow Biochemii”
do reklamowania

swych produktow i ustug
zwigzanych z biochemig,
biologig molekularna

i biologia komaorki.
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NAGRODA NOBLA

Nagroda Nobla za priony

Nobel prize for prions

PAWEL P. LIBERSKI*»

Przyznanie tegorocznej Nagrody Nobla Stanie-
yowi B.Prusinerowi, profesorowi Uniwersytetu
Kalifornijskiego w San Francisco [1] (Ryc. 1) zbiegto
sie z opublikowaniem w ostatnim numerze Nature
dwdch prac — Johna Collinge’a z Londynu
i Moiry Bruce w Edynburgu, ktéry udowodnity
ponad wszelkg watpliwos¢, ze nowy wariant CJD jest
wynikiem przepasazowania BSE na cztowieka [2-4].

Stanley B Prusiner sformutowat teorie
»prionu” [2], Wirusy sa to patogeny zwierzat, owa-
dow, roSlin a nawet bakterii. W odr6znieniu od
wszystkich organizméw zywych zawierajg tylko jeden
kwas nukleinowy, DNA Ilub RNA (wszystkie inne
organizmy zawierajg zawsze oba kwasy nukleinowe)
oraz ptaszcz biatkowy; najmniejsze wiruso-podobne
twory (wiroidy ros$lin) nie zawierajg juz biatek a tylko
kolistg czasteczke RNA. Wg Prusiner a, ktéry
otrzymat Nagrode Nobla za tg wiasnie koncepcje,
czynnik infekcyjny scrapie (prion od proteinaceous
infectious particie z przestawionymi samogtoskami)
jest jeszcze prostszy i nie zawiera juz nawet kwasu
nukleinowego, sktadajgc sie z patologicznego biatka
PrPs<o odmiennej konformacji przestrzennej (moéwimy
o patologicznym ,konformerze”) od biatka komdr-
kowego, PrPc PrP& odktada sie nastepnie w mébzgu
pod postacig blaszek amyloidowych lub tzw. ,,synap-
tycznych” depozytéw PrP. Prusiner ijego propo-
nenci sugeruja, ze w wyniku zakazenia, PrPsc jako
matryca narzucg PrPc swoj patologiczny ksztatt, in-
nymi stowami, czasteczka PrPsc zmienia czasteczke
zdrowego biatka PrPc w kolejng czasteczke zakaznego
prpsc (sekwencja PrPc i PrPsc jest jednakowa).

Choroby wywotane przez priony (kuru, CJD, choro-
ba Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera i $miertelna
rodzinna bezsenno$¢ oraz scrapie i choroba szalonych
krow) stanowia czes$é wiekszej grupy tzw. nowotwordéw
biatek (ang. protein cancers), chor6b wywotanych od-
ktadaniem sie patologicznych konformeréw réznych
biatek: beta peptydu (AP) w chorobie Alzheimera czy,
odkrytej kilka tygodni temu, alfa-synukleiny w cho-

* Samodzielna Pracownia Biologii Nowotworéw Katedry
Onkologii Akademii Medycznej w todzi.
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Ryc. 1. Stanley B. Prusiner z autorem artykutu na Il Miedzy-
narodowym Sympozjum ,Transmissible subacute spon-
giform encephalopathies: prion diseases”. Paryz, Marzec
1996.

robie Parkinsona [5-7], huntingtiny tworzacej witokna
amyloidowe w chorobie Huntingtona [8], czy fratak-
syny w ataksji Friedreicha [9]. Jedynie choroby wywo-
tane przez priony sg wywotane przez czynnik infekcyj-
ny. Co powoduje odktadanie sie patologicznych kon-
formeréw innych biatek — nie wiemy, ale mechanizm
jest identyczny, choé etiologia jest rézna.

Uczestniczytem w 1984 roku w sympozjum w New
Battle Abbey, zorganizowanym celem zdyskredytowa-
nia Stanleya B Prusinera ijego teorii, ktéry
praktycznie pojedynczo starat sie w ciggu pieciu lat
morderczego wrecz wysitku oczysci¢ czynnik zakazny
scrapie [10]. W 1982 roku, Stanley wysunat teorie
prionu [11], w 1984 we wspoOtpracy z Leroy Ho-
od em zsekwencjonowat N-koniec PrP [12], w 1985
wraz z Charlie Weismannem sklonowat gen
dla PrP [13]. Odkrycia te staly sie podstawg Nagrody
Nobla dla Prusinera.

Pomimo, ze teoria prionu jest teorig dominujgca, nie
jestjednak teorig powszechnie uznang. Powazng prze-
szkodg wjej powszechnej akceptacji jest obecnos$é tzw.
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szczepOw scrapie — to znaczy izolatdbw czynnika
infekcyjnego (prionu), ktére zachowujg charakterys-
tyczne cechy pomimo przepasazowywania przez or-
ganizmy réznych gatunkéw. Np. szczep, ktéry wywo-
tat nowy wariant choroby Creutzfeldta-Jakoba po
przepasazowaniu z kréw zakazonych encefalopatia
gabczastg bydta zachowuje te same cechy po przepasa-
zowaniu na koty, $winie i antylope kudu. Natomiast
sekwencja PrP zwierzat wszystkich tych gatunkéw jest
odrebna. Prusineruwaza, ze PrPsc moze mie¢ wiele
réznych konformacji przestrzennych. Czasteczki PrP
o odmiennej konformacji przestrzennej bytyby wiasnie
szczepami scrapie.

Laureat Nagrody Nobla, D.C. Gajdusek sadzi
inaczej. Zakazng nie jest wedtug niego pojedyncza
czasteczka PrPsc, lecz jej agregat, ,krysztat”. Poczat-
kowo PrPsc tworzy jagdro krystalizacji, (ang. ,,a seed”),
wokdt ktorego odktadajg sie kolejne czasteczki PrPsc.
Tak, jak z tej samej zamarznietej wody mozna stwo-
rzy¢ nieskonczenie wiele form piatkow $niegu, tak ta
sama czasteczka PrPsc moze utworzyé rdznigce sie
ksztattem krysztaly szczep6w scrapie. Niestety, nikt
nigdy nie obserwowat mechanizmu, ktéry umozliwitby
tworzenie takich odmiennych krysztatéw w komdrce,
nie znaczy to jednak, ze mechanizmu takiego nie ma,
moze po prostu nie zostat jeszcze odkryty, ai Pru-
singer i Gajdusek majg racje. Moze ..

Na zakonczenie kilku uwag osobistych. Chciatbym
przypomnie¢, ze pole to zostato uhonorowane druga
juz Nagrodg Nobla — pierwszg przyznano w 1976
roku drD. Carletonowi Gajduskowi, zkto-

rym miatem zaszczyt pracowaé — i caly czas pracuje
— przez wiele lat. Ciesze sig, ze pole, ktéremu po-
Swiecitem swoje zawodowe zycie, stato sie warte dwoch
Nagréd Nobla.
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wiasciwg organizacje i funkcjonowanie organelli ko-
morkowych oraz lezy u podstaw proces6w sekrecji
i endocytozy. Ostatnie lata przyniosty olbrzymig ilo$¢
doniesien opisujacych rézne aspekty transportu bto-
nowego. Wynika z nich, ze podstawowe etapy i mecha-
nizmy molekularne transportu, takie jak formowanie
pecherzykéw (ang. vesicle budding), rozpoznanie btony
docelowej przez pecherzyki (ang. vesicle docking) i ich
fuzja (ang. vesiclefusion), zostaty zachowane w procesie
ewolucji we wszystkich komadrkach eukariotycznych
[1-3]. Trzy podejscia doSwiadczalne okazaly sie szcze-
gélnie przydatne w badaniach transportu wewnatrz-
komdrkowego. Obok eksperymentéw biochemicz-
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nych majacych na celu analize sktadu pecherzykéw
synaptycznych w neuronach oraz prob rekonstytuciji
poszczegblnych etapdéw transportu w warunkach in
vitro — genetyczne badania drozdzy Saccharomyces
cerevisiae doprowadzity do odkrycia wielu typéw
biatek uczestniczgcych w procesach transportu w ko-
maorce. W niniejszym artykule chciatabym przedstawic
jedng z klas biatek regulujgcych transport btonowy we
wszystkich komérkach eukariotycznych, jaka repre-
zentujg GTPazy typu Rab/Ypt. Dzieki cyklicznym
zmianom konformacji oraz zdolnosSci do krazenia
pomiedzy btonami organelli a cytosolem biatka
Rab/Ypt zapewniajg specyficzno$¢ i kierunkowo$¢
proceséw transportu. Prawidtowe funkcjonowanie
Rab/Ypt zalezy w duzym stopniu od oddziatywan
z biatkami regulatorowymi, sposréd ktérych biatka
eskortujace, tak zwane REP, odgrywajg szczeg6lng
role.

Il. GTPazy jako regulatory transportu btono-
wego

11-1. Biatka z rodziny Rab/Ypt i ich lokalizacja
wewnatrzkomorkowa

Pierwsze biatka wigzace GTP i regulujace sekrecje
odkryto w latach osiemdziesigtych w komorkach
drozdzy paczkujacych Saccharomyces cerevisiae. Biat-
ka Yptl i Sec4 wykazywaly nie tylko aktywnos$¢
GTPazowa, ale rGwniez znaczne podobiefnstwo struk-
turalne do produktéw onkogenéw Ras [4,5]. Z czasem
zidentyfikowano kolejne biatka G wykazujagce homo-
logie do Yptl i Sec4 i funkcjonujgce w transporcie
wewnatrzkomérkowym, ktore tworza rodzine liczaca
obecnie ponad 30 cztonkéw u ssakéw (biatka okres-
lane nazwg Rab) i okoto 10 u drozdzy (biatka Ypt)
[6-8]. Obok innych rodzin biatek takich jak Ras,
Rho/Rac, Ran i Arf, biatka Rab/Y pt sg klasyfikowane
jako mate biatka G podobne do Ras (ang. Ras-like
small G proteins), poniewaz w odréznieniu od hetero-
trimerycznych biatek G, wszystkie biatka nalezace do
tej grupy charakteryzujg sie masg czgsteczkowg w gra-
nicach 20-28 kDa [9, 10].

Cechg charakterystyczng biatek Rab/Ypt jest ich
Scisle okreslone rozmieszczenie w komdrce [11], Po-
szczegoblne biatka tej klasy sg zlokalizowane w btonach
okreslonych organelli komérkowych iregulujag dzieki
temu dany etap transportu (Ryc. 1). Przyktadowo,
biatko Yptl w komérkach drozdzy posredniczy
w transporcie pomiedzy retikulum endoplazmatycz-
nym a aparatem Golgiego ijest zlokalizowane w bto-
nach tych organelli [12], podczas gdy inne drozdzowe
biatko typu Ypt, Sec4, ,reguluje ruch” miedzy apara-
tem Golgiego a btong komdrkowga [5, 13].

Uwaza sig, ze na poziomie molekularnym rola biatek
Rab/Y pt w transporcie wewnatrzkomoérkowym polega
na regulacji oddziatywania miedzy specyficznymi biat-
kami (tak zwanymi SNAREs) obecnymi na btonie
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pecherzyka-donora (ang. vesicle SNARE, v-SNARE)
i na btonie docelowego organellum (ang. target SNA-
RE, t-SNARE), ktére majg potgczy¢ sie w procesie
fuzji. Omawianie kompleksdw SNARE wykracza poza
ramy obecnego artykutu [problematyka ta zostala
przedstawiona w artykutach przegladowych 3, 14-17],
nalezy natomiast wspomnie¢, ze obecno$¢ aktywnego
Rab/Y pt zwigzanego z GTP oraz prawdopodobnie
jego dalszych efektoréw jest jednym z warunkéw
oddziatywania miedzy kompleksami Vv-SNARE
i t-SNARE obecnymi na dwdch kompartmentach
btonowych [7, 18]. Komdérka musi wiec posiadac
mechanizmy zapewniajgce aktywacje Rab/Ypt w od-
powiednim czasie i miejscu, jak rdwniez mechanizmy
umozliwiajace ,recycling” biatka Rab/Ypt po zakon-
czeniu fuzji ponownie do btony-donora. W zwiagzku
z tym oprdécz cyklicznych zmian konformacyjnych
powodujgcych aktywacje i inaktywacje wynikajgce
z rodzaju zwigzanego nukleotydu, biatka Rab/Ypt
krazg pomiedzy wiasciwym sobie typem btony a cy-
tosolem. Efektem tego jest wystepowanie biatek
Rab/Ypt w komdrce w dwdch pulach: dominujgcej
btonowej i mniejszej rozpuszczalnej w cytosolu (por.
rozdziat I11).
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Ryc. 1. Schemat lokalizacji wewngtrzkomoérkowej wybranych bia-
tek Rab w komaérkach ssaczych i biatek Ypt u drozdzy S.
cerevisiae. Strzatki symbolizujg kolejne etapy sekrecji lub
endocytozy regulowane przez poszczegdlne biatka Rab/Y pt.
Objasnienia skrétow: PM — bilona komérkowa; EE
— weczesny endosom (ang. early endosome) w komoérkach
ssaczych; LE — poézny endosom (ang. late endosome)
w komérkach ssaczych; ER — retikulum endoplazmatycz-
ne; E — endosom w komoérkach drozdzy.
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I1-2. Czynniki regulujace funkcjonowania biatek
Rab/Y pt

Podobnie do innych GTPaz, biatka Rab/Y pt majg
zdolno$¢ wigzania nukleotydow guaninowych i hydro-
lizy GTP, jednakze szybko$¢ samoistnej wymiany
nukleotydéw (GDP na GTP) oraz hydrolizy GTP jest
w przypadku biatek Rab/Y pt bardzo niska i w zwigzku
z tym moga one istnie¢ w dwoéch stabilnych konfor-
macjach: aktywnej po zwigzaniu GTP i nieaktywnej
w kompleksie z GTP [18]. Krazac pomiedzy tymi
dwoma stanami biatka Rab/Y pt spetniaja role ,,mole-
kularnych przetgcznik6w” (ang. molecular switches)
w procesach sekrecji i endocytozy. Jedynie aktywna
forma Rab/Y pt w kompleksie zGTP umozliwia zajscie
procesdw prowadzacych do fuzji bton.

Znane sg dwa typy biatek regulatorowych utat-
wiajgcych biatkom Rab/Ypt przybranie odpowiedniej
konformacji. Sq to czynniki przyspieszajace wymiane
nukleotydu (ang. guanine nucleotide exchange factor,
GEF), ktére utatwiajg dysocjacje GDP i zwigzanie
GTP i w ten spos6b aktywujg Rab/Ypt, oraz biatka
zwiekszajace aktywno$¢ GTPazowa (ang. GTPase ac-
tivating protein, GAP), ktére przyspieszajg hydrolize
GTP i inaktywacje biatka Rab/Ypt [19, 20] (Ryc. 2).

W przeciwienstwie do biatek typu GEF i GAP, ktére
sa specyficzne dla poszczegdlnych Rab/Ypt [21, 22],
biatko zwane Rab GDI (ang. GDP dissociation in-
hibitor) moze oddziatywaé ze wszystkimi biatkami
Rab/Y pt wdanym momencie zwigzanymiz GDP. Rab
GDI jest inhibitorem dysocjacji GDP i stabilizuje
w ten sposob nieaktywng konformacje biatek Rab/Y pt,
jak roéwniez reguluje ich krazenie miedzy btonami
a cytosolem [23-25] (por. rozdziat IlI).

11-3. Prenylacja biatek Rab/Ypt, biatka eskortuja-
ce Rab (REP)

Aby méc regulowac procesy transportu pecherzyko-
wego biatka Rab/Ypt muszg by¢ zwigzane z btonami
wewnatrzkomdérkowymi. Jednakze Rab/Ypt sg syn-
tetyzowane jako biatka rozpuszczalne i ich zdolnos$é
do wigzania sie z btonami zalezy od prenylacji, nieod-
wracalnej lipidowej modyfikacji posttranslacyjnej,
ktéra nadaje biatkom wiasnoséci hydrofobowe [26].
Prenylacja polega na kowalencyjnym dotgczeniu gru-
py farnezylowej (C15) lub geranylogeranylowej (C20)
poprzez wigzania tioeterowe do reszt cysteinowych
znajdujacych sie na C-koficu modyfikowanego biatka
[27, 28]. Biochemia i znaczenie procesdw prenylacji
zostata niedawno szczeg6towo opisane na tamach
Postepdw Biochemii [29].

Biatka Rab/Ypt sg zwykle zakoniczone sekwencja
Cys-Cys lub Cys-X-Cys (X oznacza dowolny amino-
kwas) [30], gdzie obydwie reszty cysteinowe sg modyfi-
kowane przez dodanie geranylogeranylu w reakcji
katalizowanej przez enzym okre$lony jako Rab gera-
nylogeranylotransferaza (RabGGPTaza). Enzym ten
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Ryc. 2. Cykl GTPazowy biatek Rab/Ypt i jego regulacja przez
czynniki przyspieszajgce wymiane nukleotydu (GEF) i biat-
ka zwiekszajgce aktywnos¢ GTPazowa (GAP).

jest heterodimerem skladajgcym sie z podjednostek
a i @ [31]. Cechg odrozniajaca RabGGPTaze od
innych prenylotransferaz biatkowych jest fakt, ze jako
substrat rozpoznaje ona nie samo biatko Rab/Ypt,
ajego kompleks z biatkiem pomocniczym, tak zwanym
biatkiem eskortujagcym Rab (ang. Rab escort protein-
REP; poczatkowo okreslanym réwniez jako kom-
ponent A RabGGPTazy), ktére odgrywa rowniez
wazng role w dalszych etapach funkcjonowania biatek
Rab/Y pt [32, 33].

I11. Cykliczne funkcjonowanie biatek
Rab/Ypt w komérce

Liczne doswiadczenia, gtéwnie na hodowlach ko-
morek ssaczych, doprowadzity do ustalenia modelu
opisujgcego cykliczne funkcjonowanie biatek Rav
w komadrce irole biatek pomocniczych takich jak REP
i Rab GDI w tym procesie [33-35] (Ryc. 3). Zgodnie
z przedstawionym modelem, natywne biatko Rab
zostaje zwigzane przez biatko eskortujagce REP. Roz-
poznanie kompleksu Ryb-REP przez RabGGPTaze
umozliwia podwoéjng prenylacje Rab poprzez dodanie
grup geranylogeranylu do obu C-korncowych reszt
cysteinowych. Reakcja ta zachodzi w dwu etapach:
produktem pierwszego jest kompleks pomiedzy mono-
geranylogeranylowanym Rabv i REP, ktérego duza
stabilno$¢ umozliwia w etapie drugim efektywne doda-
nie kolejnej reszty prenylowej do biatka Rab [36],

Po zakonczeniu reakcji prenylacji REP pozostaje
w kompleksie ze zmodyfikowanym Rab i ,eskortuje”
go do btony specyficznego organellum typowego dla
danego biatka Rab [34], Szczegdty tego procesu nie sg
znane, ale sugeruje sie, ze istnieje specyficzny receptor
btonowy dla prenylowanego Rab lub kompleksu Rab-
-REP. Podczas asocjacji Rab z btong, REP jest uwal-
niany do cytoplazmy, gdzie moze uczestniczy¢ w kolej-
nej rundzie prenylacji, natomiast Rab przechodzi
wymiang GDP na GTP stymulowang przez btonowe
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Ryc. 3. Krazenie biatek Rab/Ypt miedzy btonami a cytozolem

wskutek oddziatywan z REP i Rab GDI. Doktadny opis
w tekscie (rozdziat Il1). Na schemacie pominieto oddziaty-
wania Rab/Ypt z elektorami i kompleksami biatkowymi
SNARESs prowadzace do rozpoznania i fuzji bton pecherzy-
kéw i organelli.
Objasnienie skrotow: REP — biatko eskortujgce Rab; Rab
GDI — inhibitor dysocjacji GDP; ER — retikulum endo-
plazmatyczne; GGPP — dwufosforan geranylogeranylu;
a/Bet2 i P/Bet4d — odpowiednio: podjednostki a i p trans-
ferazy geranylogeranylu dla biatek Rab (kodowane u droz-
dzy przez geny BET2 i BET4); R — hipotetyczny receptor
btonowy dla biatek Rab/Ypt lub kompleksu REP-Rab/ypt;
GEF — czynnik przyspieszajgcy wymiane nukleotydu;
GAP — biatko zwiekszajace aktywnos$¢ GTPazowa.

biatko z rodziny GEF. W swej aktywnej konformacji
Rab oddziatuje z dalszym efektorem/efektorami, umo-
zliwiajac powstanie komplekséw biatkowych zaan-
gazowanych w rozpoznawanie i fuzje odpowiednich
pecherzykéw. W ten sposéb aktywowane biatka Rab
zapoczatkuja i zapewniajg czasowa koordynacje pro-
cesOw rozpoznania i fuzji bton (ang. molecular timers)
[37]. Doktadny mechanizm poprzez ktéry biatko Rab
ijego efektory regulujg aktywnos$¢ komplekséw SNA-
REs nie jest jednak znany. Dotychczas odkryto dwa
bezposrednie efektory dla biatek Rab; rabaptyne-5
(specyficzng dla Rab5) i rabfiline (specyficzng dla
Rab3), ktére sg rekrutowane z cytosolu do odpowied-
nich bton przez aktywowane Rab zwigzane z GTP
[38-40],

Po hydrolizie GTP, nastepujacej przy udziale biatek
0 aktywnos$ci GAP i po zakoriczeniu proceséw fuzji,
nieaktywne Rab powinno zosta¢ ponownie dostar-
czone do btony donora. Nastepuje to dzieki biatku Rab
GDI, ktore rozpoznaje prenylowane, zwigzane z GDP
Rab i uwalnia je z bton [25]. W zwigzku z tym
w komarce istnieje zawsze pula biatek Rab w cytosolu
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w kompleksie z Rab GDI [41]. Rab GDI moze
dostarczy¢é Rab ponownie do odpowiedniej btony
poprzez mechanizm analogiczny do eskortowania Rab
przez REP, rozpoczynajac w ten sposdb kolejny cykl
[42-44], Niedawno opisano btonowe biatko, tak zwa-
ny czynnik uwalniajagcy GDI (ang. GDI displacement
factor, GDF), ktére utatwia dysocjacje kompleksu
GDI-Rab izwigzanie Rab z btonami [45]. Czynnik ten
moze wiec odgrywac role postulowanego receptora
btonowego dla Rab. Sugeruje sie ponadto, ze fosforyla-
cja Rab GDI odgrywa role w regulacji krgzenia biatek
Rab miedzy cytosolem i btonami [46]. Zgodnie z tym
modelem, biatka Rab sa zwigzane w cytosolu z fos-
forylowang formg Rab GDI, podczas gdy oddziaty-
wanie z btonowymi Rab nastepuje przez niefosforylo-
wang forme GDI. Mechanizm ten mdgtby wytluma-
czy¢ konieczng rownowage miedzy dwoma przeciw-
stawnymi procesami (solubilizacji i asocjacji z bto-
nami biatek Rab), ktére przebiegajg za posrednictwem
Rab GDI.

Opisany funkcjonalny cykl biatek Rab moze okaza¢
sie w rzeczywistosci jeszcze bardziej skomplikowany
i regulowany przez dalsze czynniki. Stwierdzono na
przykiad, ze konformacja biatka Rab w kompleksie
z GDP jest preferowana przy geranylogeranylacji
wskutek wiekszego powinowactwa wykazywanego
przez REP do Rab w konformacji z GDP w poréw-
naniu z GTP [47]. Poniewaz wewngatrzkomérkowe
stezenie GTP jest wyzsze niz GDP [48], natywne
biatka Rab sg prawdopodobnie zwigzane z GTP.
W zwigzku z tym nie wyklucza sie istnienia pomoc-
niczego biatka o aktywnosci GAP, ktére wigzatoby sie
znatywnym Rab jeszcze przed utworzeniem komplek-
su z REP i wspomagatoby hydrolize GTP, umoz-
liwiajac nastepnie skuteczng prenylacje. Alternatyw-
nie, REP mdgtby dziata¢ jako biatko chronigce (ang.
chaperone) wigzac sie z Rab juz w trakcie uwalnianie
z rybosomoéw i w ten sposob zmuszajgc Rab do
przyjecia konformacji w kompleksie z GDP. Zaden
z tych modeli nie zostat jak dotgd potwierdzony
doswiadczalnie.

Liczne podobienstwa strukturalne i funkcjonalne
pomiedzy REP i Rab GDI doprowadzity do stwier-
dzenia, ze Rab GDI jest wyspecjalizowang formg REP.
Wiadomo, ze oba biatka hamujg dysocjacje GDP
z biatek Rab, utrzymujgc je w stanie nieaktywnym,
a w komoérkach permeabilizowanych oba moga do-
starcza¢ jak i ekstrahowac prenylowane Rab z bion
[34]. Rab GDI nie rozpoznaje jednak nieprenylowa-
nych Rab inie moze asystowaé w reakcji geranylogera-
nylacji [34]. W zwiazku z tym in vivo REP dostarcza
biatka Rab po raz pierwszy do bton bezposrednio po
ich modyfikacji, podczas gdy Rab GDI jest odpowie-
dzialny za dalsze cykle asocjacji i dysocjacji [35].

Jakie znaczenie biologiczne majg cykliczne zmiany
lokalizacji wewnatrzkomorkowej biatek Rab/Y pt?
Wydaje sie, ze stuza przede wszystkim lepszemu wyko-
rzystaniu komdrkowej puli tych biatek i dzieki temu
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prawdopodobnie wiekszej wydajnosci proceséw trans-
portu. W przeciwienstwie do asocjacji biatek Rab/Y pt
z btonami, ich dysocjacja za posrednictwem Rab GDI
nie ma krytycznego znaczenia dla proceséw transpor-
tu. Wykazano bowiem, ze biatka Yptl i Sec4 moga
funkcjonowaé w transporcie btonowym u drozdzy po
zastgpieniu ich prenylowanych C-koncow heterologi-
cznymi domenami transbtonowymi [49]. Te zmodyfi-
kowane formy biatek nie mogly by¢ usuwane z bion
przez Rab GDI iich funkcjonowanie w komdrce byto
mniej wydaje w poréwnaniu znormalnymi prenylowa-
nymi odpowiednikami. Oznacza to, ze w przypadku
biatek Rab/Y pt ich asocjacja z btonami poprzez reszty
prenylowe stwarza znacznie wieksze mozliwosci regu-
lacyjne ijest korzystniejsza dla komdrki niz bytoby ich
state zakotwiczenie w btonie jak ma to miejsce w przy-
padku biatek integralnych.

IV. REP a choroideremia

Opisano dotychczas dwie formy biatka REP w ko-
mdrkach ssakéw oraz jedng w komdrkach drozdzy S.
cerevisiae. REP-1 u ludzi jest produktem genu choroi-
deremii (CHM) znajdujgcego sie na chromosomie
X [50, 51]. Delecje w locus CHM wywotujg po-
stepujaca degeneracje siatkéwki, ktéra objawia sie
w wieku miodzienczym stopniowym ograniczeniem
widzenia i prowadzi do catlkowitej $lepoty w wieku
Srednim. Jedna trzecia Swiatowych przypadkéw tej
rzadkiej choroby zostata opisana w Skandynawii,
gdzie pacjenci okazali sie potomkami pewnej finskiej
pary zyjacej w siedemnastym wieku (jest to typowy
efekt zatozyciela — ang.founder effect) [52, 53].

Limfoblasty pacjentéw z choroideremig wykazuja
znaczny spadek zdolnosci do prenylacji biatek Rab,
ktéry jest odwracalny in vitro po dodaniu oczysz-
czonego szczurzego biatka REP-1 [54]. Fakt, ze
kliniczne objawy choroby sg ograniczone do dystrofii
siatkowki (podczas gdy catkowity brak aktywnosci
RabGGPTazy bytby prawdopodobnie letalny juz
w rozwoju embrionalnym) sugerowat istnienie innego
biatka REP, ktére mogtoby kompensowac nieobec-
no$¢ REP-1. Ta hipoteza zostata potwierdzona od-
kryciem biatka REP-2, w 75% identycznego z REP-1
i bedgcego produktem genu CHML (choroideremia-
-like) na chromosomie 1 [55]. Porbwnawcze badania
REP-1 i REP-2 wykazaly, ze majg one podobng
aktywno$¢ w stosunku do wiekszosci biatek Rab,
z wyjatkiem Rab3A (dla ktorego RabGGPTaza wyka-
zuje nizszg vmex w obecno$ci REP-2 w poréwnaniu do
REP-1) oraz Rab27, ktére nie moze by¢ efektywnie
prenylowane in vivo w obecnosci REP-2 [55, 56].
U pacjentow cierpigcych na choroideremie Rab27 jest
jedynym wykrywalnym biatkiem, ktore wskutek braku
REP-1 nie moze wigza¢ sie z btonami i gromadzi sie
w formie rozpuszczalnej w cytosolu. Rab27 podlega
ekspresji-w siatkéwce i naczyniéwce, ktérych degene-
racja objawia sie w choroideremii, ale rowniez w in-
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nych tkankach ciata ludzkiego [56]. Przy zatozeniu, ze
Rab27 reguluje specyficzny dla siatkdwki i naczyni6-
wki etap transportu btonowego i nie moze by¢ w tym
zastapiony przez inne biatka Rab — jest mozliwe, ze
wiasnie selektywna dysfunkcja Rab27 prowadzi do
wystapienia objawow choroby.

V. Slepe drozdze czyli badania REP u S.
cerevisiae

Latwos¢ przeprowadzania eksperymentdw genety-
cznych idostepnos$¢ licznych mutantéow, tak zwanych-
mutantow sec, wykazujgcych zahamowanie sekrecji na
okre$lonym etapie w komdrce przyczynity sie do
szerokiego zastosowania drozdzy S. cerevisiae jako
systemu modelowego do badania proceséw transportu
btonowego [57], Liczba biatek Ypt u drozdzy jest
zdecydowanie mniejsza niz Rab u ssakéw. Co ciekawe,
tylko niektore z nich sg niezbedne do przezycia
komorek — takie jak Y ptlp lub Sec4p [4, 5] — pod-
czas gdy delecja genéw kodujagcych inne Y pt wywotuje
np. upo$ledzenie transportu, ale nie jest letalna [58-
-61]. Genami niezbednymi sg za to BET4 i BET2
kodujace odpowiednio podjednostki a¢ i @ RabG-
GPTazy [62], gen MRS6/MSI14 kodujacy drozdzowe
biatko REP [63-66] oraz gen GDI1 (kodujacy Rab
GDI), w ktdrym wczedniej odkryto mutacje secl9-I
[67]. Dane te wskazuja, ze w komoérkach drozdzy
czynniki te sg jedynymi formami (w przeciwienistwie
do ssakow posiadajacych co najmniej dwa rozne
biatka REP i kilka izoform Rab GDI [68], co utatwia
badanie relacji pomiedzy nimi. Wykazano na przy-
ktad, ze MRS6 nie jest w stanie zastgpi¢ niefunkcjo-
nalnego genu GDI1, co $wiadczy o tym, ze zadania
tych biatek w komaérce sg czesciowo odrebne, mimo
funkcjonalnych podobienstw stwierdzonych w syste-
mie ssaczym [68].

Badania nad biatkiem Mrsép, drozdzowym REP,
oprocz aspektdw czysto poznawczych maja znaczenie
rowniez ze wzgledu na patogeneze choroideremii,
wywotywanej u ludzi przez niefunkcjonalne biatko
REP-1. Analiza defektow w locus CHM u pacjentow
z choroideremiag wykazata, ze w wiekszosci przyczyng
choroby byty delecje catej ramki odczytu, zaburzenia
w sktadaniu mRNA lub nonsensowne mutacje prowa-
dzace do delecji na C-koncu biatka [69, 70]. Ograni-
czenia techniczne utrudniajg systematyczng analize
mutacyjng biatka REP-1 in vivo, co jest mozliwe bez
wiekszych trudnosci w komorkach drozdzy. Jednym
z wyznacznikow funkcji REP sg tak zwane regiony
zachowane strukturalnie (ang. structurally conserved
regions, SCRs), wspolne dla wszystkich form REP
i Rab GDI, potozone w N-koncowej czesci biatka [71,
72], Analiza mutacyjna Mrs6p wykazata, ze zardwno
regiony SCR jak i C-koniec sg niezbedne do zapew-
nienia prawidtowej konformacji biatka umozliwiajgcej
wigzanie Ypt ijego dalsza prenylacje [73].

Badania lokalizacji wewngatrzkomérkowej Mrs6p
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wskazujg, ze funkcjonowanie REP w komdrce moze
by¢ bardziej skomplikowane niz pierwotnie zaktada-
no. Przewazajgca cze$¢ Mrsép jest rozpuszczalna
w cytosolu, gdzie zachodzi prenylacja (katalityczne
podjednostki RabGGPTazy sg rowniez hiatkami roz-
puszczalnymi), ale istnieje takze mniejsza frakcja
Mrsép, zwiazana peryferalnie z btonami mikrosomal-
nymi, gtdwnie retikulum endoplazmatycznego [74].
Frakcja ta nie powstaje w wyniku oddziatywan REP
zbtonami na etapie eskortowania Rab/Y pt po prenyla-
cji (REP jest uwalniany do cytosolu w momencie
zwigzania Rab z btonami) lecz moze reprezentowac
wczesniejszy etap cyklu i odzwierciedla¢ role Mrsép
jako biatka ochronnego (ang. chaperone) pomagajace-
go uwalnia¢ natywne Ypt z rybosomow.

Historia odkrycia genu MRS6/MSI4 wskazuje, ze
jego produkt moze wplywaé takze na procesy nie
bedace bezposrednio zwigzane z transportem we-
wnatrzkomadrkowym. Gen ten zostat wyizolowany
niezaleznie jako supresor mitochondrialnego defektu
w oddychaniu wywotanego dysrupcjg genu MRS2
[75] oraz jako supresor nadwrazliwos$ci na szok ciepl-
ny (ang. heat shock sensitivity) spowodowanej przez
mutacje wywotujgce konstytutywng aktywacje sciezki
Ras-cAMP (ang. Ras-cAMP pathway) i wysoki we-
wnatrzkomorkowy poziom cAMP [64]. Z kolei muta-
cje Mrs6p moga wywotywa¢ w komérce efekty plejot-
ropowe takie jak zaburzenia paczkowania czy mor-
fologiczne zmiany mitochondriow [U. Biatek-
-Wyrzykowska, wyniki nieopublikowane]. Me-
chanizm obserwowanych zjawisk nie jest jak dotad
jasny, ale szerokie spektrum proceséw, na ktére moze
wptywaé drozdzowe biatko REP wskazuje, ze jego
funkcja siega dalej niz tylko bezposrednie oddziatywa-
nia z biatkami klasy Rab/Y pt.

VI. Uwagi kohcowe

Odkrycie rodziny biatlek Rab/Ypt udowodnito, ze
transport btonowy — obok wielu innych proceséw
w komorce — podlega regulacji poprzez biatka G.
Oprocz typowego dla biatek G cyklu GTPazowego,
podstawg dziatania Rab/Y pt sg cykliczne zmiany lokali-
zacji wewnatrzkomorkowej. Funkcjonowanie biatek
Rab/Y pt jest jednym z najlepiej opisanych przyktadéw
w jaki sposdb modyfikacja lipidowa, jakg jest prenyla-
cja, oraz oddziatywania z biatkami pomocniczymi umo-
zliwiaja ciagle krazenie Rab/Ypt pomiedzy specyficz-
nym typem bton wewnatrzkomdrkowych a cytosolem.
Zadaniem trwajgcych jeszcze badan jest natomiast
wyjasnienie mechanizmoéw warunkujgcych Scisle okres-
long lokalizacje biatek Rab/Ypt w btonach odpowied-
nich organelli komérkowych oraz mechanizmoéw od-
dziatywania biatek Rab/Ypt z kompleksami SNARE.
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Oksydacyjne uszkodzenia DNA — wolnorodnikowe
modyfikacje zasad i deoksyrybozy

DNA oxidative damages — free radicals modifications of bases

and sugar moieties

TOMASZ H. ZASTAWNY

Spis tresci:

1. Wstep
1. Modyfikacje zasad azotowych w wyniku dziatania wol-
nych rodnikéw
11-1. Oddziatywanie rodnikéw hydroksylowych z piry-
midynami
11-2. Powstawanie cyklicznych pochodnych pirymidyn
11-3. Oddziatywanie rodnikéw hydroksylowych z pury-
nami
11-4. Powstawanie cyklicznych pochodnych puryn
I1l.  Powstawanie wigzan poprzecznych DNA-biatko
IV. Oddziatywanie rodnikéw hydroksylowych z resztg cuk-
rowg
IV-1. Reakcja rodnika hydroksylowego z deoksyrybo-
z3 w warunkach beztlenowych
1V-2. Reakcja rodnika hydroksylowego z deoksyrybo-
za w warunkach tlenowych
V. Uwagi koricowe

Wykaz stosowanych skrétéw: 8-OHAde — 8-hydroksyadeni-
na, dA — deoksyadenozyna, dC — deoksycytydyna, dG

deoksyguanozyna, dT — deoksytymidyna, dU — deok-
syurudyna, 5, 6-di-OHUra — 5,6-dihydroksyuracyl, DPC

wigzania poprzeczne DNA-biatko, e-a — uwodniony
elektron, FapyAde — 4,6-diamino-5-formamidopirymidyna,
FapyGua — 2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamidopirymi-
dyna, OHGua — 8-hydroksyguanina*, 5-OHMeUra

5-hydroksymetylouracyl, 0'2 — rodnik ponadtlenkowy,
OH-rodnik hydroksylowy.

l. Wstep

Dziatanie promieniowania jonizujgcego, przy od-
powiednio wysokich dawkach, prowadzi w konsek-
wencji do $mierci komadrek. Jesli jednak dawka pro-
mieniowania jest subtelna, to skutki wptywu naswiet-
lania objawiajg sie indukcjg procesdw mutagenezy
oraz karcynogenezy [1-3]. Promieniowanie jonizujace
moze oddziatywac bezpoSrednio z czgsteczkg DNA
wywotujgc jonizacje zasad — jest to tzw. efekt bezpo-
$redni (ang. direct effect). Lub tez dziatajac posrednio
(ang. indirect effect) poprzez wzbudzenie czagsteczek
wody obecnych w komdrce [4]. Niniejsze opracowa-
nie koncentruje sie na omowieniu skutkow efektu
posredniego.

1dr, Katedra i Zaktad Biochemii Klinicznej AM im. Lud-
wika Rydygiera w Bydgoszczy, 85-094 Bydgoszcz, ul. Kar-
towicza 24.
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Pierwszym etapem jonizacji czgsteczki wody jest
powstanie eagi H20 '+, ktore ulegajg szybkiemu roz-
padowi tworzgc rodnik hydroksylowy.

H20 >HO'++eq
H20 ++H20 -»H30 ++ OH

Kolejnym etapem radiolizy wody jest powstanie H
oraz rodnika hydroksylowego:

eag-H+ O H -

Zakonczeniem tego procesu jest powstanie czgsteczki
wodoru oraz nadtlenku wodoru:

H+'H-*H2
OH +’0OH ->H20 2

Promieniowanie gamma uzyskane ze zrodta 60Co
(energia emitowanych fotonéw wynosi 2,11 x 1CP13J)
oraz strumien elektronéw pochodzacy z akceleratora
(o energii 4,8 x 10“ 13]) wywotujg zblizong liczbe prze-
mian w przeliczeniu na jednostke energii. Jesli wiec

*Autor ma petng Swiadomos$¢ kontrowersji panujgcych
wok6t nomenklatury gtownego produktu reakcji rodnika
hydroksylowego z guaning. Stad tez stosowang w niniejszej
pracy nazwe ,8-hydroksyguanina” oraz jej skrot, nalezy
traktowaé umownie, pamietajac jednak, ze wielu autorow
produkt ten okresla jako 8-oksoguanina, 7-hydro-8-oksogu-
anina oraz 7,8-dihydro-8-oksoguanina.
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wartos¢ G (liczba moli produktow powstajgcych
w przeliczeniu na 1 J energii radiacyjnej w kazdym
emitowanym fotonie), zostanie ustabilizowana na tym
samym poziomie, wowczas warunki eksperymentalne
sg poréwnywalne. Obydwa wymienione zrédta pro-
mieniowania indukujac radiolize wody wywotuja gto-
wnie powstawanie rodnika hydroksylowego i ea-.

Mechanizm oddziatywania rodnika hydroksylowe-
go z DNA mozna bada¢ po naswietlaniu roztworu
w atmosferze czystego podtlenku azotu oraz mieszani-
ny podtlenku azotu z tlenem w stosunku 4:1. Obecnos¢
czystego N 20 w $rodowisku radiacji powoduje prze-
ksztatcenie ea, powstajacego rownolegle zOH', w rod-
nik hydroksylowy, co wydatnie zwieksza sumaryczna
ilos¢ tego produktu radiolizy:

e“+ N20 OH + N2+ OH~

Obecnosé czasteczek tlenu, powoduje zmiatanie zaro-
wno rodnika H', jak i ea, co prowadzi do powstania
rodnikow ponadtlenkowych HO'2:

H/ea+ 02->H020'2

W zwiazku z powyzszym, naSwietlanie w atmosferze
podtlenku azotu stosuje sie jako ukiad modelowy
pozwalajgcy na obserwacje uszkodzen DNA powstajg-
cych w warunkach anaerobowych. Natomiast miesza-
nina podtlenku azotu z tlenem (w stosunku 4:1),
pozwala na modelowanie dziatania rodnika hydro-
ksylowego na DNA w warunkach aerobowych [4].
W oparciu o liczne dane eksperymentalne stwier-
dzono, ze rodnik hydroksylowy jest gtdwng, aktywng
forma tlenu odpowiedzialng za powstawanie wiekszo-
§ci oksydacyjnych uszkodzen czasteczek DNA [5].
Silnie elektrofilowy charakter rodnika hydroksylowe-
go powoduje, ze jest to zwigzek wysoce reaktywny.
Moze w zwigzku z tym wywota¢ oderwanie atomu
wodoru (k = 109M _1s_1 w przypadku izopropanolu),
szybciej jednak moze rozszczepi¢ wigzania podwdjne
(k = 10loM -1s-1) [6]. Natomiast reakcja rodnika
hydroksylowego z grupg fosforanowg obecng w DNA
przebiega znacznie wolniej (k < 107M -1s-1) [7].
W zwigzku z powyzszym przyjmuje sie, ze rodnik

haprawa naprawa

chemiczna

*OH

DNA DNA DNA
naprawa \ /ﬂedna naprawa
enzymatyczna uszkodzen

DNA

enzymatyczna

hydroksylowy indukuje dwa podstawowe typy prze-
mian sktadowych czasteczki DNA:
1 reakcje addycji z wigzaniami n zasad azotowych
2. dehydratacje czasteczek deoksyrybozy.
Nagromadzenie w DNA komérkowym produktow
tak zapoczatkowanych przemian, prowadzi do efek-
téw biologicznych, takich jak mutageneza i karcynoge-
neza (Ryc. 1).

Il. Modyfikacje zasad azotowych w wyniku
dziatania wolnych rodnikow

Jak wynika z powyzszych rozwazan, zdecydowana
wiekszos$¢ rodnikéw hydroksylowych reaguje z zasa-
dami azotowymi. W przypadku wolnych zasad azoto-
wych proces ten przebiega przy statej szybkosci
k=45—9x 109M -1s-1 [7], dla nukleotydéw war-
to$¢ statej szybkos$ci wynosi 4x109M ~1s~1 [4, 7].
W przewazajacej wiekszos$ci reakcje te majg charakter
addycji zwigzaniami k pomiedzy C-5iC-6 w przypad-
ku pirymidyn oraz C-4 i C-8 w przypadku zasad
purynowych. Jesli reakcja przebiega w warunkach
tlenowych, to powstajagcy produkt posiadajacy nie-
sparowany elektron zlokalizowany na atomie wegla
w pierscieniu, moze przeksztatci¢ sie w rodnik ponad-
tlenkowy. W przypadku niektérych proceséw kon-
cowym produktem wolnorodnikowym przemian pu-
ryn jest forma wyjsciowa zwigzku.

I1-1. Oddziatywanie rodnikéw hydroksylowych
Z pirymidynami

Tymina
Z czterech zasad azotowych budujacych natywng
czasteczke DNA, przemiany wolnorodnikowe tyminy
sg najlepiej udokumentowane w literaturze. Pierwszy
etap reakcji rodnika hydroksylowego z tyming moze
przebiegaé dwiema drogami:
1) reakcja addycji z atomami wegla w pierscieniu,
tworzacymi wigzanie podwdjne C5 = C6,
2) oderwanie atomu wodoru od grupy metylowej
zwigzanej z C5.

NASTEPSTWA BIOLOGICZNE DZIALANIA
" \WOLNYCH RODNIKOW NA DNA

Ryc. 1. Schemat indukcji biologicznych nastepstw dziatania wolnych rodnikéw na DNA.
DNA’ — czasteczka DNA zawierajaca uszkodzenie oksydacyjne, DNA” — btednie naprawiona czasteczka DNA. (Przez naprawe
chemiczng nalezy w tym przypadku rozumie¢ nieenzymatyczne przemiany zasad azotowych, ktérych koricowym produktem jest zasada
ktéra byta substratem. Dobrym przyktadem takiego procesu moga by¢ przemiany cytozyny przedstawione na Ryc. 4).

POSTEPY BIOCHEMII 43(4), 1997 239



CH, A _CH,4
HN HN 2 H
-
A H L
(o) H (o) N H
R
rodnik R-C5-C6 5,6-dihydrotymina
L
\(¢aq * H
\_k
(0]
X _CH,
HN Ny
o R
o” N~ H
R
TYMINA
H. OH \’
» \J \\
o) (o] (0]
A_ CH; CH X _CH;
HN” “N-oH HN. N 2 BN Y2
~ A s OH NG PN
o/\N’\H 07 NN 0”Z SN~ H
R R R
rodnik R-C6"* rodnik R-C5"* rodnik R-C5 \‘,IYL;
\ _—DNA
H,0/ \\ F
/ > DNA
/ v
/ < \
0 o} o} (o]

CH A_ CH, M ,CHy A _CKOH
HN” 0N HNT N-0H  HNT N-H HNT
A~ ~OH ‘H A~y OH 2

0% SN~ % 0Z NNy 07 N7 Ny o5 N H
R R R R
glikol tyminy 5-hydroksy-6- 6-hydroksy-5,6- 5-hydroksymetylo-

-hydrotymina -dihydrotymina -uracyl

Ryc. 2. Przemiany wolnorodnikowe tyminy w warunkach bez-
tlenowych.

Produkty tych reakcji, przedstawione na rycinie 2.
powstaja w nastepujagcych stosunkach ilosciowych:
R-C5' — 60%, R-C6' — 31%, R-C5-CH2— 9% [8],
Zwigzki te identyfikowano bezpos$rednio in situ
w DNA [9], oligonukleotydach oligo(dT) [10] oraz
wolnych nukleotydach [11], przy zastosowaniu spino-
wej spektroskopii rezonansu elektronowego (ESR
— electron spin resonance spectroscopy). Rodniki zasad
R-C5' i R-C6' ze wzgledu na swojg wysokg reaktyw-
nos¢ i krotki czas potrwania, wymagaja utrwalenia
poprzedzajgcego analize. Mozliwe jest to przy za-
stosowaniu metody tzw. putapki spinowej (spin-trap-
ping) [11, 12]. Produkt R-C5-CH2 jest stosunkowo
stabilny, stad tez ustalenie jego struktury nie byito
obarczone tym problemem [11, 12]. Dalsze przemiany
tyminy przebiegaja odmiennie w zaleznosci od obecno-
Sci tlenu badz jego braku w Srodowisku reakcji,
a) wolnorodnikowe przemiany tyminy w warunkach

beztlenowych

W warunkach anaerobowych intermedianty R-C5
i R-C6' moga ulega¢ redukcji [8] lub hydratacji (w tym
przypadku atom wodoru pochodzi od czasteczki cuk-
ru sasiadujagcego nukleotydu [13-15]. I tak, produkt
pierwszego etapu przemian R-C‘w wyniku utlenienia
moze przeksztatci¢ si¢ w cis- lub trans-5,6, dihydroksy-
-5,6-dihydrotymine (glikol tyminy — Ryc. 3), lub tez
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hydratacji, ktéra prowadzi do 5-hydroksy — 5,6-
-dihydrotyminy (Ryc. 3.). Natomiast rodnik R-C5/,
redukuje sie do 6-hydroksy-5,6-dihydrotyminy. Reak-
cja tyminy z innym produktem radiolizy wody — H ¥
réwniez prowadzi do powstania wysoce reaktywnej
formy wolnorodnikowej R-C6', ktéra nastepnie redu-
kowana jest do 5,6-dihydrotyminy. Elektrony uwal-
niane podczas radiolizy wody takze mogag by¢ wy-
chwytywane przez tymineg, co prowadzi do powstania
anionorodnika z tadunkiem zlokalizowanym w pozy-
cji C6, ktéra nastepnie przeksztatca sie w 5,6-dihyd-
rotymine [4]. Koricowe produkty opisanych przemian
izolowano iidentyfikowano po naswietlaniu, zaré6wno
DNA, jak i chromatyny promieniami jonizujgcymi
w warunkach beztlenowych [16-19].

b) przemiany tyminy w warunkach tlenowych

Produkty pierwszego etapu przemian wolnorod-
nikowych tyminy w obecnosci tlenu sa takie same jak
w $rodowisku anaerobowym: R-C5', R-C6' i R-C5-
-CH2‘ Roéwniez ostateczne produkty przemian rod-
nikbw R-C5' i R-C6 sg identyczne — glikol tyminy
[20] i 5-hydroksymetylouracyl [17, 21]. Rodniki I eta-
pu R-C5% R-C6 i R-C5-CH2' moga réwniez ulegac
redukcji tworzac niestabilne wodoronadtlenki R-C5-
-OOH, R-C6-O0H i R-C5-CH-OO0H [22, 23], Proce-
sy te zachodzg w wyniku bezpos$redniego przeniesienia
elektronu (np. z anionorodnika ponadtlenkowego),
wzglednie rodniki peroksylowe tyminy mogg ulegac
hydratacji. In vivo donorem wodoru w tych procesach
sg nos$niki grup tiolowych lub podjednostki struktural-
ne DNA (np. deoksyryboza) [24, 25].

Wodorotlenki powstate w Il etapie aerobowych
przemian tyminy ulegajg nastepujacym procesom:

a) rodnik ponadtlenkowy 5-hydroperoksy-6-hydro-
ksy-5,6-dihydrotymidyna przeksztatca sie w kwas
5-hydroksy-5-metylobarbiturowy, a nastepnie piers-
cien pirymidynowy ulega rozerwaniu i powstaje
N-tartronylomocznik [26, 27].

b) pierécien 5-hydroperoksy-6-hydroksy-5,6-dihyd-
rotymidyna ulega réwniez rozerwaniu, powstaje nie-
stabilna forma tafncuchowa, ktdra szybko cyklizuje
tworzac pochodng imidazolowa — 5-hydroksy-5-me-
tylohydantoine. Jest to gtéwny produkt (ok. 75%)
przemian wolnorodnikowych tyminy w warunkach
tlenowych [20, 27].

c) w warunkach tlenowych niewielkie iloSci tyminy
tworzg rodnik ponadtlenkowy R-C-CH2-OOH, ktory
czeSciowo przeksztatca sie w 5-formylodeoksyurydy-
ne, czesciowo natomiast w 5-hydroksymetylodeok-
syurydyne [28],

Powstawanie niektérych z wymienionych powyzej
korncowych produktéw przemian tyminy w warun-
kach tlenowych wykazano réwniez in vivo w DNA
komérkowym. Na przyktad, obecno$¢ glikolu tyminy
i tymidyny stwierdzono w komoérkach HelLa [21, 29,
30], 5-hydroksymetylouracyl w hodowlach komadrek
biataczkowych naswietlanych promieniami gamma
oraz 5-OHMetUra i pochodne hydantoiny w komar-
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Ryc. 3. Przemiany wolnorodnikowe tyminy w warunkach tlenowych

kach watrobowych myszy rowniez po dziataniu pro-
mieniowania gamma [31].
Cytozyna

Szlaki wolnorodnikowych przemian cytozyny, do-
tychczas nie zostaty w petni poznane. Jedng z przyczyn
niewielkiego stanu wiedzy o tych procesach jest wyso-
ka niestabilno$¢ produktéw pierwszych etapdw prze-
mian wolnorodnikowych.

Wiadomo jednak, ze w reakcji z cytozyng rodnik
hydroksylowy przytgcza sie w pozycji C-5 i C-6
tworzgc formy R-C5-OH i R-C6 -OH [32, 33]. Dalsze
reakcje przebiegajg odmiennymi drogami, w zalezno-
Sci od obecnosci tlenu w Srodowisku reakcji lub jego
braku. Wsp6lnym, zaréwno dla warunkéw anaerobo-
wychjak iaerobowych jestjedynie proces prowadzacy
do powstania 5-hydroksycytozyny i 5-hydroksyuracy-
lu, (Ryc. 4 i 5) [34]. W warunkach beztlenowych,
podobnie jak w przypadku tyminy, rodnik R-C6 -OH
ulega redukcji, przeksztatcajac sie w 5-hydroksy-
-5,6-dihydrocytozyne, ktéra po deaminacji daje
5-hydroksy-5,6-dihydrouracyl. Redukcja rodnika
R-C5 -OH prawdopodobnie prowadzi do 6-hydroksy-
-5,6-dihydrocytozyny. Jednak, jak dotad, nie udato sie
potwierdzié¢ tego eksperymentalnie, co by¢ moze, jest
spowodowane tym, ze w $rodowisku kwasnym pod-
czas hydrolizy, 6-hydroksy-5-6-dihydrocytozyna ulega
dehydratacji do cytozyny [17, 18]. Przypuszczalnie
w $rodowisku wodnym réwniez dochodzi do prze-
ksztatcenia 5-hydroksy-5,6-dihydrocytozyny do cyto-
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A -uracyl!

zyny. Powstawanie glikolu, uracylu, 5-hydroksycyto-
zyny i 5-hydroksyuracylu stwierdzono zaréwno po
naswietlaniu wolnych zasad azotowych [35] i DNA in
vitro, jak i po naswietlaniu komoérek [16-18] i zwierzat
laboratoryjnych [34].

W obecnosci tlenu, rodniki R-C5 -OH i R-C6 -OH
przeksztatcaja sie w formy ponadtlenkowe 5-hydro-
peroksy-6-hydroksy-5,6-dihydrocytozyne i 6-hydro-
peroksy-6-hydroksy-5,6-dihydrocytozyne (Ryc. 5).
Dalszy proces przebiega najprawdopodobniej, analo-
gicznie jak w przypadku przemian tyminy. 5-hydro-
peroksy-6-hydroksy-5,6-dihydrocytozyna po dehyd-

ratacji daje niestabilng dihydroksycytozyne, ktdra
ulega deaminacji do 5,6-dihydroksyuracylu. Nato-
miast przemiany 6-hydroperoksy-6-hydroksy —

5,6-dihydrocytozyny prowadzg do 5-hydroksyhydan-
toiny [26] (Ryc. 5). Obecno$¢ konicowych produktow
przemian tlenowych cytozyny stwierdzono takze po
dziataniu promieniowania gamma na wodne roztwory
tej zasady [36], jak rowniez po naswietlaniu chromaty-
ny i hodowli komaérek eukariotycznych [17, 31].

I1-2. Powstawanie cyklicznych pochodnych piry-
midyn

W wyniku reakcji rodnika hydroksylowego z piry-
midynami mogg powsta¢ rowniez cykliczne pochodne
nukleotydéw. Struktury takie tworzg sie jesli rodnik
rybozy C5' potgczy sie z 6 atomem wegla cytozyny lub
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tyminy. Powstanie wéwczas nietrwaty rodnik cyklicz-
ny, ktory po hydratacji przeksztatca sie w stabilny
produkt koncowy, w przedstawionym na rycinie 6
przypadku — 5’ 6-cyklo-5,6-dihydro-2’-deoksyurydy-
na [37],

11-3. Oddziatywanie rodnikéw hydroksylowych
Z purynami

Guanina
Dane literaturowe wskazujg, ze z czterech zasad

azotowych guanina najbardziej efektywnie reaguje
z rodnikiem hydroksylowym [4, 38]. Pierwotnymi
produktami reakcji rodnika hydroksylowego sg trzy
rodniki; G-C40H', G-C50H i G-C80H (Ryc. 7),
z ktérych najistotniejszym zdaje sie by¢ wystepujacy
w dwoch formach rezonansowych G-C80H"' (Ryc. 7.).
Moze on ulegaé zardwno redukcji, jak i utlenieniu [8].
W pierwszym przypadku reakcja prowadzi do otwar-
cia pierscienia imidazolowego puryny, w wyniku czego
powstaje FapyGua [8]. Byta to jedna z pierwszych
oksydowanych zasad azotowych zidentyfikowana
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Ryc. 5. Przypuszczainy szlak przemian cy-
5-hydroksycytozyna tozyny w obecnoéci tlenu.
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Ryc. 6. Przyktadowa reakcja powstawania cyklicznych pochodnych pirymidyn.

w DNA po dziataniu promieniowania gamma w wa-
runkach tlenowych, opisana przez Herasa w 1960
r [39], Utlenienie rodnika G-C80H' prowadzi do
powstania, chyba najczesciej oznaczanej w laborato-
riach pochodnej, jakg jest 8-hydroksyguanina. Nazew-
nictwo tej pochodnej nie zostato jak dotad jednoznacz-
nie ustalone, a zazarte spory dotyczace tej kwestii,
toczg sie czesto przy okazji konferencji naukowych
poswieconych wolnorodnikowym produktom oksyda-
cji DNA. W literaturze spotyka sie rGwniez nastepuja-
ce nazwy tego produktu: 7,8-dihydro-8-oksoguanina,
7-hydro-8-oksoguanina oraz 8-okso-guanina.
Powstawanie koricowych produktow oksydacji gu-
aniny — FapyGua i 8-OHGua stwierdzono zaréwno
w warunkach tlenowych, jak i beztlenowych, po dziata-
niu promieniowania gamma na DNA [18, 40, 41],
chromatyne [17], komdrki hodowli tkankowych [31,

42] oraz zwierzeta laboratoryjne [35, 42].
Adenina

Przemiany wolnorodnikowe adeniny w znacznym
stopniu przebiegajg podobnie, jak w przypadku guani-
ny. Pierwotnym produktem ataku rodnika hydro-
ksylowego sg dwa rodniki adeniny A80H ‘i A40H'
[43]. Podobnie jak w przypadku rodnika G80H',
wystepuje tu ambiwalencja oksydo-redukcyjna rod-
nika A-C80H"', ktéry moze ulega¢ zar6wno utlenieniu
co prowadzi do 8-hydroksyadeniny, jak i redukcji,
czego produktem jest ostatecznie FapyAde (Ryc. 8).
W warunkach tlenowych 8-OHAde jest preferowanym
produktem tego procesu [44]. Podobnie jak w przypa-
dku guaniny, powstawanie koAcowych produktow
przemian adeniny obserwowano po naswietlaniu
DNA, chromatyny, komérek eukariotycznych i zwie-
rzat laboratoryjnych [17, 18, 31, 35, 40-42].
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Ryc. 7. Przemiany guaniny indukowane
dziataniem rodnika hydroksylo-
wego.
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Ryc. 8. Przemiany adeniny indukowane dziataniem rodnika hydro-

ksylowego.

I1-4. Powstawanie cyklicznych pochodnych puryn

Lokalizacja rodnika na weglu C-5" deoksyrybozy
moze prowadzi¢ do powstania cyklicznych pochod-
nych puryn. KonhAcowy produkt powstaje poprzez
niestabilny cykliczny rodnik nukleozydu (Ryc. 9.).
Powstawanie cyklicznych pochodnych puryn wykaza-
no po naswietleniu nukleozydéw i DNA promieniami
gamma [45].

Istnienie wiekszosci oksydowanych pochodnych za-
sad azotowych, oraz nietrwate intermedianty poprze-
dzajgce ich powstanie, potwierdzono eksperymental-
nie. O pozostatych (np. 6-hydroksy-5,6-dihydrotymi-
na, glikol cytozyny, 5,6-dihydrocytozyna) mozna przy-
puszcza¢ na podstawie hipotetycznych szlakéw prze-
mian. Szlaki przemian oksydacyjnych zasad azoto-
wych, rodzaje powstatych produktéw koncowych oraz
ich wzajemne stosunki uzaleznione sg $cisle od rodzaju
czynnika oksydujgcego i warunkow reakcji. W zwigz-

ku z tym badania prowadzone obecnie zmierzajg
w kierunku opracowania poréwnywalnych nieinwa-
zyjnych metod analitycznych pozwalajgcych najedno-
czesne wykrywanie duzej ilosci produktow. Réwniez,
jak dotad, nierozwigzang pozostajg kwestie fizjologi-
cznego poziomu zmodyfikowanych zasad w DNA
jader, mitochondriéw i plastydéw oraz prawdopodo-
bieAstwo zawyzania wynikéw analiz na skutek artefak-
tow powstajgcych podczas preparatyki DNA.

I1l. Powstawanie wigzah poprzecznych
DNA-biatko

Generowanie wolnych rodnikéw w bezposrednim
sgsiedztwie chromatyny moze poza oksydacjg zasad
azotowych, prowadzi¢ do adduktow powstajgcych,
zaréwno przy udziale DNA, jak i biatek jagdrowych
— wigzan poprzecznych DNA-biatko [46]. Dane
eksperymentalne réwniez w tym przypadku wykazuja,
ze rodnik hydroksylowy, jest gtdwnym czynnikiem
indukujacym powstawanie tych uszkodzen [46-49],
Wigzania poprzeczne DNA-biatko tworzg sie jako
produkty reakcji nastepujacych substratow:

1 dwéch rodnikéw zlokalizowanych w czgsteczce

DNA i biatka,
2. wolnorodnikowej pochodnej zasady azotowej
z niezmodyfikowanym aminokwasem,
3. rodnika aminokwasowego z natywng zasadg
azotows.
Powstania wigzahn poprzecznych DNA-biatko mozna
oczekiwa¢ w wyniku dziatania promieniowania joni-
zujacego, UV, oraz szeregu innych czynnikéw o dziata-
niu kancerogennym. Tworzenie sie takich adduktéw
obserwowano, zaré6wno podczas eksperymentow pro-
wadzonych in vivo na hodowlach komdrek eukarioty-
cznych [50-53], jak i in vitro, po dziataniu rodnikow
hydroksylowych na chromatyne [47, 54-57]. Prace
prowadzone przy zastosowaniu spektrometrii maso-
wej oraz spektrometrii 13C-NM R, pozwolity na ustale-
nie struktury chemicznej niektérych adduktéw DNA-
-biatko, powstajagcych w wyniku dziatania rodnika
hydroksylowego [47, 54-57]. W oparciu o uzyskane
wyniki zaproponowano molekularny mechanizm two-
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Ryc. 9. Przyktadowa reakcja powstawania cyklicznych pochodnych puryn.
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Ryc. 10. Powstawanie wigzania poprzecznego DNA-biatko w wyniku interakcji tyminy z tyrozyna
a) mechanizm powstawania wigzania poprzecznego Thy-Tyr bezposrednio pomiedzy pierScieniami obu zwigzkdéw,
b) powstawania wigzania poprzecznego Thy-Tyr w wyniku dehydratacji grupy metylowej tyminy.
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rzenia sie tych uszkodzen (Ryc. 10) [56, 58]. W pierw-
szym etapie badan eksperymenty prowadzono na
uktadach modelowych, w ktérych mieszaniny réznych
aminokwasow izasad azotowych naswietlano promie-
niami gamma, a nastepnie powstate addukty badano
metodg GC/MS. Wykazano w ten spos6b, ktore
z aminokwaséw i zasad azotowych sg szczegdlnie
predysponowane do tworzenia adduktu typu zasada
azotowa-AA. Kolejnym etapem byty badania prowa-
dzone na chromatynie naswietlanej promieniami gam-
ma generujgcymi powstawanie rodnika hydroksylo-
wego. Stwierdzono, ze gtdwnym adduktem odpowie-
dzialnym za powstawanie wigzan poprzecznych DNA-
-biatko jest kowalencyjne potgczenie tyminy z tyrozy-
ng (Ryc. 10). [54], Ponadto wykazano mozliwos$é
wystepowania wigzafh poprzecznych DNA-biatko po-
miedzy zasadami; tyming oraz cytozyng a amino-
kwasami Gly, Ala, Val, Leu, lle, Thr, Lys, Tyr [17, 54,
56, 57],

Po inkubacji komérek K562 z H20 2 lub naswiet-
laniu ich promieniami gamma, izolowano kowalencyj-
ne addukty tyrozyny ztyming, reprezentujgce wigzanie
DNA-biatko [52]. Dodanie do mieszaniny inkubacyj-
nej typowego zmiatacza wolnych rodnikow DMSO
lub zwigzku chelatujgcego o-fenatroliny zdecydowa-
nie obnizato poziom wigzah poprzecznych. Prein-
kubacja komorek z silnym inhibitorem katalazy ko-
morkowej — cyjankiem potasu wywolywata efekt
przeciwny [52].

Badania nad mechanizmem powstawania wigzan
poprzecznych DNA-biatko wykazaty, ze poziom DPC
jest wyzszy po naswietlaniu komérek w warunkach
beztlenowych [59]. POzZniejsze badania pozwolity na
ustalenie, ze w srodowisku tlenowym powstaje przede
wszystkim addukt Thy-Tyr [47], natomiast w $Srodo-
wisku N 20 wigzania DNA-biatko reprezentowane sg
przez addukty Thy-Tyr, Thy-Lys i Cyt-Tyr [47].
Sugeruje to, ze rodniki powstajgce w czgsteczce DNA
regulujg szybciej z tlenem niz ze zjonizowanymi biat-
kami. Interesujagce bytoby wyjasnienie czy istniejg
réznice strukturalne pomiedzy adduktami powstaja-
cymi w warunkach tlenowych i beztlenowych. Jest
bardzo prawdopodobnie, ze modyfikacje chromatyny
w komorkach beztlenowych moga prowadzi¢ do obec-
nosci specyficznych sekwencji DN A wysoce podatnych
na powstawanie w ich obrebie wigzan poprzecznych
DNA-biatko. Takie zjawisko obserwowano po na-
promieniowaniu komdérek w warunkach roznej sity
jonowej [60]. Naswietlajgc komorki V79 w roztworze
hipertonicznym stwierdzono zjawisko kondensacji
chromatyny, przy czym poziom DPC byt nizszy niz
w roztworze izotonicznym. W $rodowisku hipotonicz-
nym, ktére pozwala na relaksacje skondensowanej
chromatyny poziom DPC byt zdecydowanie wyzszy,
ponadto obserwowano réwniez wiecej wigzan po-
przecznych w odcinkach DNA aktywnych transkryp-
cyjnie [60].

Powstawanie wigzarh poprzecznych DNA-biatko
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wykazano rowniez w komorkach eksponowanych na
dziatanie metali ciezkich [53]. Stwierdzono, ze jony
Fe(ll) indukujg powstawanie wigzan poprzecznych
pomiedzy tyming i tyrozyng w chromatynie komorek
kultur tkankowych. Przypuszczalnie w komdrkach
traktowanych Fe(ll) dochodzi do powstania rodnika
ponadtlenkowego, ktéry nastepnie ulega dysmutacji
do H20 2. Nadtlenek wodoru natomiast moze przeni-
kac przez btony otoczki jadrowej i w reakcji zmetalami
zwigzanymi z chromatyng tworzy¢ wysoce reaktywny
rodnik hydroksylowy [61]. Nie zaobserwowano podo-
bnego zjawiska w przypadku jonéw Cu(ll), co przypu-
szczalnie wynikato z wysokiego stanu walencyjnego
miedzi, ktory zapobiega redukcji czasteczki tlenu
koniecznej do generowania 0 2~. Ewentualnie za zjawi-
sko to mogty by¢ odpowiedzialne biatka komdrkowe
specyficznie wigzace miedZ [53].

Jak dotad niewiele jest danych literaturowych doty-
czacych biologicznej roli wigzahn poprzecznych po-
wstajgcych jako produkt reakcji wolnorodnikowych.
Brak jest rowniez doniesien stwierdzajacych ich na-
prawe w komdrkach. Przypuszcza si¢ jednak, ze moga
one zardwno zaburza¢ strukture chromatyny, jak
i efektywnos$¢ proceséw zwigzanych z ekspresjg genéw.

IV. Oddziatywanie rodnikéw hydroksylowych
z resztg cukrowa

Reakcja rodnikéw hydroksylowych z pierscieniem
deoksyrybozy moze prowadzi¢ do powstania w DNA
pojedynczych i podwdjnych peknie¢. Pojedyncze pek-
niecia (SSB — single strand breaks) z reguly nie sg
letalne dla komorki [62-64], jesli jednak nie zostang
naprawione przez odpowiednie mechanizmy, moga
prowadzi¢ do zmian struktury czasteczki DNA. Nato-
miast nagromadzenie w DNA podwojnych peknieé
(DSB — double strand breaks) moze prowadzié¢ do
$mierci komarki. Powstajg one, jesli pekniecia poje-
dynczej nici zlokalizowane sg naprzeciwlegte w bliskiej
odlegtosci [4, 65]. Ten typ uszkodzenr DNA obser-
wowany jest szczeg6lnie w przypadku dziatania wyso-
kich dawek radiacji.

Dane eksperymentalne dowodzg, ze reakcja addycji
zasad azotowych z rodnikiem hydroksylowym za-
chodzi z wyzszg czestoScig niz proces dehydratacji
rybozy, bedacy pierwszym etapem powstawania pek-
nie¢ DNA. W badaniach nad uszkodzeniami rybo-
nukleotydéw poliU, stwierdzono, ze jedynie 7% rod-
nikoéw hydroksylowych reaguje z rybozg, reszta nato-
miast modyfikuje zasady azotowe [66]. Interesujgcym
jest, ze rodnik hydroksylowy reaguje zdecydowanie
szybciej z resztami cukrowymi dwuniciowych struktur
DNA lub RNA, niz w przypadku struktur jedno-
niciowych. Zjawisku renaturacji DNA towarzyszy
jednoczesny wzrost iloSci rodnikow hydroksylowych
reagujacych z resztg cukrowg do okoto 20% [67]. Za
zmiany te odpowiedzialny jest efekt sferyczny struk-
tury dwuniciowej, w ktérej reszty cukrowe zlokalizo-
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wane sg na zewnatrz helisy, zasady natomiast skiero-
wane sa do wnetrza [7, 67]. Rodnik hydroksylowy
moze indukowa¢ oderwanie kazdego atomu wodoru
zwigzanego z czasteczkag deoksyrybozy. Prowadzi to
do powstania rodnika wodoroweglanowego, co stano-
wi pierwszy etap rozszczepiania tancucha polinuk-
leotydowego. Tego typu formy rodnikowe deoksyry-
bozy identyfikowano po dziataniu promieniowania
gamma zardwno na mono-jak i oligonukleotydy [10,
33, 68]. Przypuszcza sie, ze wolnorodnikowa dehyd-
ratacja deoksyrybozy w pozycji C4, po dziataniu
promieniowania gamma na DNA jest procesem fawo-
ryzowanym w stosunku do pozostatych mozliwosci.
Wynika to stad, ze w natywnej czasteczce DNA
pozostajgcej w konformacji P, wegiel C4 deoksyrybozy
jest fragmentem najsilniej wyeksponowanym na ze-
wnatrz helisy [69], W zwigzku z tym zdecydowana
wiekszo$¢ ostatecznych produktéw wolnorodniko-
wych przemian deoksyrybozy powstaje w wyniku
przemian tej formy przejsciowej [4, 70-73].

IV-1. Reakcja rodnika hydroksylowego z deok-
syrybozg w warunkach beztlenowych

W $rodowisku wodnym w warunkach beztlenowych
przemiany rodnikowe deoksyrybozy moga prowadzi¢
do uwolnienia reszty ortofosforanowej (Ryc. 11). War-
tosci statych szybkosci tych reakcji wskazujg na to, ze
forma wolnorodnikowa deoksyrybozy C4°‘ prowadzi
przede wszystkim do uwolnienia reszty ortofosforano-
wej potgczonej z C-3” (k « 106s-1, dla C-5’ wartos$¢ ta
wynosi k « 103s-1) [74].

Poza oderwaniem reszty ortofosforanowej mozliwe
sq rowniez drogi przemian prowadzace do powstania

) v

o

OH

o}
obc \
i

Ryc. 11. Mechanizm odszczepienia reszty ortofosforanowej.
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w czasteczce miejsc wrazliwych na alkalia. Na szcze-
go6lng uwage zastuguje tu oderwanie atomu wodoru
z pozycji C -1\ Zapoczatkowane w ten spos6b przemia-
ny prowadzg do oderwania wolnej zasady azotowej
i powstania laktonu (Ryc. 12).

IV-2. Reakcja rodnika hydroksylowego z deok-
syrybozg w warunkach tlenowych

Zdecydowana wiekszo$¢ rodnikow zlokalizowa-
nych na atomie wegla w obecnosci tlenu przeksztatca
sie w odpowiadajgcy im rodnik ponadtlenkowy (RO )
[4]. Ich czas pOtrwania przy stezeniu tlenu 0,2 mM (w
mieszaninie N 20 /0 2) wynosi ok. 2,5 ps. W zwigzku
z tym po oderwaniu atomu wodoru w pierwszym eta-
pie przemian tlenowych, nastepuje tworzenie sie rod-
nika ponadtlenkowego cukru. Zwigzki te charaktery-
zujg sie stosunkowo dtugim czasem poéttrwania wyno-
szagcym od 0,3 do 1,6 s [75]. Dazg one do przytaczenia
wodoru tworzac w ten sposéb wodorotlenki. Donora-
mi wodoru w tym procesie moga by¢ zaréwno zwigzki
tiolowe znajdujgce sie wjgdrze, biatka oraz sgsiadujgce
czasteczki reszt deoksyrybozy [75].
Mozliwa jest réwniez inna droga przemian rod-
nikdw peroksylowych deoksyrybozy. Moga one ulegac
dimeryzacji tworzac czterotlenki, ktére ulegaja de-
kompozycji:
a) homolitycznej tworzgc czasteczke tlenu i dwa
rodniki alksylowe [76],

b) heterolitycznej, zgodnie z mechanizmem zapro-
ponowanym przez R use 1la, dajgc tlen, alkohol
i keton [76].

W przemianach wolnorodnikowych deoksyrybozy
istotne jest réwniez to, ze nie wszystkie uszkodzenia
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Rodnik deoksyrybozy C-1

pierécienia cukrowego sg wynikiem bezposredniej rea-
kcji rodnika hydroksylowego z czasteczkg. Czes$¢
uszkodzen powstaje na skutek oderwania atomu wo-
doru od czasteczki cukru przez rodnik zasady azoto-
wej (Ryc. 13)).

Badania nad peknieciami DNA po wolnorodniko-
wej modyfikacji pierScienia deoksyrybozy, zmierzajg
do poznania mechanizméw ich powstawania przy
udziale wielu czynnikéw egzogennych, w tym réwniez
srodkow farmakologicznych, ktorych dziatanie zwig-
zane jest z indukcjg wolnych rodnikéw [76-79].

V. Uwagi kohcowe

Oksydacja czasteczek DNA komérkowego nastepu-
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Ryc. 12. Proces przemian wolnorodniko-
wych deoksyrybozy po powsta-
niu rodnika C-1°.

je zarbwno pod wptywem czynnikéw egzo-, jak ien-
dogennych. Prawidtowo$¢ funkcjonowania genomu
w zasadniczym stopniu uzalezniona jest od efektywno-
§ci mechanizméw odpowiedzialnych za utrzymanie
iloSci uszkodzern DNA na statym, niskim poziomie. Do
nich nalezg enzymatyczne inieenzymatyczne mechani-
zmy eliminacji reaktywnych form tlenu z komérki oraz
enzymy naprawiajgce powstajgce uszkodzenia DNA.
Mimo to, w warunkach szoku tlenowego dochodzi do
znacznego wzrostu ilosci uszkodzen oksydacyjnych.
Stosunkowo niedawnego opracowano metodologie
pozwalajgcg na identyfikacje i analize uszkodzen ok-
sydacyjnych DNA. Pozwolito to w nastepnych latach
na opublikowanie wielu prac dotyczacych wplywu
licznych czynnik6éw egzodennych na stopieh oksydacji
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Ryc. 13. Gtéwne produkty kori-
cowe przemian wolno-
rodnikowych deoksy-
rybozy.
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zwigzany z DNA
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DNA. Roéwniez intensywnie badane sg procesy na-
prawy tych uszkodzen. Ciggle jednak nie sg do korca
poznane szlaki przemian wolnorodnikowych elemen-
téw budujacych czasteczke DNA. Wynika to przede
wszystkim z ciggtej niedoskonato$ci metod, ktére nie
pozwalajg na identyfikacje i oznaczenie intermedian-
téw przemian, ktérych czas pdttrwania jest niezwykle
krotki. Nawet koncowe produkty tych przemian czes-

to

sa na tyle niestabilne, ze ich obecno$¢ mozna

stwierdzi¢ jedynie w oparciu o wyniku obliczeA kwan-
towo-mechanicznych. Rowniez nadal brak jest wystar-
czajacych danych eksperymentalnych pozwalajgcych
na jednoznaczne okreslenie zwigzkéw pomiedzy ok-
sydacja DNA a rozwojem stanow patologicznych
organizméw wyzszych, takich jak mutageneza, kar-
cynogeneza, czy tez procesy starzenia.
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llosciowa technika PCR i jej zastosowanie w molekularnej

diagnostyce hematologicznej

Quantitative PCR and its application in hematologic molecular

diagnostics

MALGORZATA JUNGERMAN*
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1. llo$ciowa technika PCR
I11.  Kinetyka reakcji amplifikacji
IV. Rodzaje ilosciowej techniki PCR
1V-1. Pomiar ilosci produktu PCR
1V-2. Rozcienczenie ograniczajace
1V-3. Réwnoczesna amplifikacja genu badanego
i kontrolnego
1V-4. Reakcja kompetytywnej amplifikacji
V. Oznaczanie ilosci produktéw transkrypcji sekwencji
BCR-ABL u pacjentéw z przewlekly biataczky szpi-
kowa

Wykaz skrétow: PCR — ang. polymerase chain reaction
(reakcja tancuchowa polimerazy); RT-PCR — ang. reverse
transcription polymerase chain reaction (PCR potaczony
z odwrotng transkrypcjg); CCD — ang. charged coupled
device (rodzaj kamery); ALL — ang. acute lymphoblastic
leukemia (ostra biataczka limfoblastyczna); CML — ang.
chronic myeloid leukemia (przewlekta biataczka szpikowa);
ABL — ang. Abelson murine leukemia (onkogen odkryty po
raz pierwszy u wirusa mysiej biataczki Abelsona); BCR
— ang. breakpoint cluster region (specyficzny region chromo-
somu 22); Ph — chromosom Filadelfia.

*dr, Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, ul. Strzeszynska 32,
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I Wstep

Mineto juz ponad 10 lat od czasu, gdy po raz
pierwszy opisano reakcje tancuchowga polimerazy
(PCR; ang. polymerase chain reaction) [1]. Od tego
momentu opracowano w oparciu o PCR liczne wa-
rianty metody amplifikowania kwaséw nukleinowych
i manipulowania nimi, ktére stosowane sg m.in do
identyfikowania obecnos$ci specyficznych sekwencji
DNA lub RNA w badanej probie. Mozliwe jest obecnie
rutynowe wykrywanie pojedynczych czasteczek mat-
rycy DNA zawierajacych wybrana sekwencje w opar-
ciu o niezwykle czutg technike wewnetrznego PCR
(ang. nested PCR), gdzie produkt wstepnej amplifikacji
poddawany jest ponownie reakcji PCR z zastosowa-
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niem oligonukleotydéw potozonych wewnetrznie
w stosunku do pary starteréw uzytych do wstepnej
reakcji. Obecnos$é specyficznych RNA moze by¢ iden-
tyfikowana metodg PCR po wstepnym przepisaniu go
na cDNA z zastosowaniem odwrotnej transkrypcji
(technika znana jako RT-PCR; ang. reverse-transcrip-
tion polymerase chain reaction). W wielu przypadkach
samo stwierdzenie obecnosci lub braku poszukiwanej
sekwencji nukleotydow niejest wystarczajace; wazniej-
sze jest poznanie jej ilosci. Stuzy temu iloSciowa
technika PCR (ang. quantitative PCR), ktdérej celem
jest oszacowanie liczby czasteczek matrycy w probie.
Ciekawym przyktadem zastosowania iloSciowej te-
chniki PCR jest monitorowanie choroby szczgtkowej
u pacjentéw po transplantacjach szpiku kostnego.
Przeszczepianie szpiku kostnego jest czesto leczeniem
z wyboru u chorych na réznego typu biataczki. Mia-
nem choroby szczatkowej okresla sie zjawisko wy-
stepowania pewnej ilosci komérek nowotworowych
(biataczkowych) u oséb bedacych w remisji po za-
stosowaniu odpowiedniej terapii, np. po przeszczepie-
niu szpiku. Na tym etapie samo stwierdzenie obecnos$ci
niewielkiej liczby komérek nowotworowych nie ma
znaczenia prognostycznego, natomiast okreslenie, czy
i wjaki sposob ich ilos¢ zmienia sie w czasie pozwala
przewidzie¢ mozliwo$s¢ nawrotu choroby i wiaczyé
w odpowiednim momencie leczenie zapobiegawcze.

Il. llosciowa technika PCR

Celem iloSciowej techniki PCR jest oszacowanie
liczby czasteczek matrycy w prébie. Wyrézni¢ mozna
cztery gtdwne rodzaje ilosciowej techniki PCR. Sg
nimi: 1/. pomiar iloéci produktu PCR; 2/. rozcieficzenie
ograniczajace; 3/. rownoczesna amplifikacja genu ba-
danego i kontrolnego; 4/. reakcja kompetytywnej
amplifikacji. Decyzja o wyborze danej techniki zalezy
od kilku czynnikéw; tzn. od rodzaju matrycy, ktdrej
ilos¢ chcemy zbadaé, od przewidywanej szacunkowo
ilosci tej matrycy, od wymaganej doktadnos$ci oznacze-
nia oraz od tego, czy ilos¢ czasteczek matrycy nalezy
oznaczy¢ w sposdb bezwzgledny, czy wzgledem stan-
dardu. By rezultaty byly wiarygodne i powtarzalne,
wszystkie rodzaje iloSciowej techniki PCR wymagajg
zastosowania wielu dokiadnych kontroli. Ponadto,
z wyjatkiem metody ograniczajgcego rozciefczenia
(ang. limiting dilution), konieczne jest przeprowadzenia
pomiaru ilosci produktu PCR. Mozna w tym celu
zastosowacé szereg réznych metod, np.: bezposredni
pomiar w zelu agarozowym wybarwionym bromkiem
etydyny przy pomocy densytometru laserowego [2]
badz tez kamery typu CCD (ang. charged coupled
device) [3]; densytometrie zeli lub ich fotografii [4];
pomiar scyntylacji znakowanych produktéw PCR [5];
whbudowanie do produktu PCR znacznika fluorescen-
cyjnego i odczyt laserowy przy pomocy automatycz-
nego sekwenatora DNA [6]; oznaczenie kolorymet-
ryczne po hybrydyzacji produktow PCR unierucho-
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mionych na filtrze z oligonukleotydami znakowanymi
digoksygening [7, 8] czy wreszcie wizualne poréw-
nanie z wzorcami [9, 10],

I1l. Kinetyka reakcji amplifikacji

Poznanie kinetyki reakcji PCR jest istotne w przy-
padku zastosowania jej do oznaczen iloSciowych.
Produkty kolejnych cykli reakcji stajg sie substratami
w nastepnych cyklach, stad ilos¢ produktéw PCR
wzrasta wyktadniczo. llo$¢ nagromadzonych czaste-
czek produktu (N)okre$la réwnanie: N = NO(1+ E)n,
gdzie N0 oznacza wyjsciowg ilos¢ czasteczek matrycy,
E — wydajnosc¢ reakcji (tzn. frakcje czgsteczek matrycy
ulegajaca amplifikacji w kazdym cyklu), a n — liczbe
cykli reakcji. Réwnanie to uwzglednia fakt, iz amp-
lifikacja nie jest procesem doskonatym, tzn. nie wszyst-
kie czasteczki matrycy obecne w prébie biorg udziat
w reakcji, a tylko ich cze$¢ oznaczona tu symbolem E.
Na wydajnos$¢ reakcji moga wpiywaé takie czynniki,
jak: sekwencja nukleotydéw oraz dtugos¢ amplifiko-
wanej matrycy, warunki reakcji czy sekwencja oligo-
nukleotydowych starterow. Ponadto stwierdza sie
réznice w wydajnosci reakcji pomiedzy poszczegdl-
nymiprébami nawet woéwczas, gdy amplifikacja przep-
rowadzana jest w tych probach réwnoczes$nie w iden-
tycznych warunkach [11]. W koncowych cyklach
reakcja amplifikacji nie przebiega juz wyktadniczo, jej
wydajnos¢ spada i pojawia sie efekt plateau. Przejscie
z fazy wykladniczej do plateau moze odby¢ sie na
réoznym etapie reakcji w zaleznosci od szczeg6lnego
uktadu matrycy i starteréw, a takze w zaleznosci od
wyjsciowej liczby czasteczek matrycy. Uwaza sie, ze
w wiekszosci przypadkdéw efekt plateau zaczyna poja-
wiaé sie okoto dwudziestego cyklu reakcji.

IV. Rodzaje ilosciowej techniki PCR
1V-1. Pomiar ilosci produktu PCR

Pomiar ilosci produktu PCR przez poréwnanie ze
standardem jedng z metod wymienionych wczes$niej
(patrz: Rozdziat I1) jest najprostszym, lecz zarazem
najmniej doktadnym rodzajem ilosciowej techniki
PCR. Metoda ta polega na réwnolegtym prowadzeniu
reakcji amplifikacji w prébie badanej oraz w serii préb
kontrolnych zawierajgcych znang ilos¢ matrycy. Okre-
Slenie ilosci badanej sekwencji w probie nastepuje
poprzez poréwnanie z zewnetrznym standardem, ja-
kim sg w tym przypadku produkty amplifikacji prob
bedacych serig rozcienczen znanej ilosci tejze sekwen-
cji matrycowej. Zaktada sie, ze w probach (badanej
i kontrolnej) zawierajgcych takie same iloSci matrycy
powstang takie same ilosci produktow PCR. Zatozenie
takie jest przyblizone ze wzgledu na wspomniane
powyzej roznice w wydajnosci reakcji w réznych
prébkach, nawet amplifikowanych w identycznych
warunkach. Ponadto porownanie ilosci produktow
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PCR w prébach badanych i kontrolnych przeprowa-
dzi¢ nalezy wtedy, gdy reakcja przebiega jeszcze w spo-
sob wyktadniczy, poniewaz ilos¢ produktu powstaja-
cego w fazie plateau nie jest bezposrednio zalezna od
poczatkowej ilosci matrycy. Metoda ta stuzy wiec
jedynie do przyblizonego oszacowania iloSci matrycy,
jednak mimo wszystko jest przez wielu badaczy stoso-
wana ze wzgledu na tatwos$¢ wykonania. W badaniach
hematologicznych zastosowano jg na przykiad do
oznaczenia poziomu choroby szczatkowej po terapii
u chorych na ostrg biataczke limfoblastyczng (ALL),
gdzie amplifikowano sekwencje DNA specyficzne dla
okreslonych rearanzacji genow ftancuchéw ciezkich
immunoglobulin oraz genéw dla tafnicuchéw gamma
i delta receptoréw na limfocytach T [10, 12].

IV-2. Rozcienczenie ograniczajace

Metoda ta polega na przygotowaniu serii rozcien-
czen znanej ilosci matrycy w taki sposob, ze ostatnia,
najbardziej rozcieficzona préba w serii nie zawiera juz
wystarczajacej dla powstania produktu PCR iloSci
DNA. Krotno$¢ rozciefczenia stuzy nastepnie do
obliczenia wyjsciowej ilosci matrycy. W tym przypad-
ku bardzo wazne jest dobranie warunkéw reakcji
zapewniajgce wysoki stopien powtarzalnosci wyni-
kéw. Optymalnym rozwigzaniem jest tu opracowanie
warunkéw umozliwiajacych amplifikacje pojedynczej
czasteczki lub kilku czasteczek matrycy [13], na
przykiad przy pomocy wewnetrznego PCR.

IV-3. Réwnoczesna amplifikacja genu badanego
i kontrolnego

Metoda ta polega na rdéwnoczesnej amplifikacji
sekwencji badanej oraz kontrolnej jako wewnetrznego
standardu na matrycy tego samego DNA w tej samej
probdwce. Zastosowanie wewnetrznego standardu po-
zwala na monitorowanie zmiennych parametrow, ta-
kich jak: ilo¢ DNA w prébie; ,amplifikowalno$¢”
DNA, tzn. wydajnos$¢ tego DNA jako matrycy w reak-
cji amplifikacji; a takze réznice w wydajnosci amp-
lifikacji wystepujace pomiedzy poszczegdlnymi préba-
mi w termocyklerze. Oznaczenie ilosci sekwencji bada-
nej w probie nastepuje dzieki pordwnaniu intensywno-
§ci produktdéw PCR sekwencji badanej i kontrolnej
powstajagcych na danej matrycy. Metoda ta speinia
swoje zadanie w przypadku, gdy obie te sekwencje
amplifikowane sg ze zblizong wydajnoscig, co powin-
no by¢ ustalone empirycznie przy pomocy rdznych
kombinacji oligonukleotydowych starter6w; a takze
gdy ilosci tych sekwencji w matrycy sa zblizone.
Metoda ta jest szczegdlnie uzyteczna do wykrywania
niewielkich delecji, na przyktad w genie dystrofiny
[14]; do identyfikowania utraty allelu [15] oraz do
wykrywania wiekszych aberracji chromosomowych,
jak trisomie [6] lub aneuploidie [16]. W przypadku
amplifikacji polimorficznych sekwencji minisatelitar-
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nych oznaczenie ilosciowe moze by¢ przeprowadzone
poprzez pomiar wzglednej intensywnosci prazkow
odpowiadajgcych poszczeg6lnym produktom PCR, na
przyktad celem oszacowania stopnia chimeryzmu mie-
szanego u pacjentéw po przeszczepach szpiku kost-
nego [17] lub iloSciowej oceny utraty heterozygotycz-
nosci [18].

IV-4. Reakcja kompetytywnej amplifikacji

Reakcja kompetytywnej amplifikacji (ang. competi-
tive PCR) przypomina nieco opisang w poprzednim
podrozdziale metode réwnoczesnej amplifikacji genu
badanego i kontrolnego w tym znaczeniu, iz standar-
dowa sekwencja odniesienia jest amplifikowana row-
noczesnie w tej samej probie, co sekwencja badana.
W przypadku kompetytywnej reakcji PCR role stan-
dardu spetnia odpowiednio skonstruowana syntetycz-
na matryca, a nie jak w przypadku poprzedniej
metody, endogenna sekwencja odniesienia w obrebie
badanego DNA [19,20,21]. Amplifikacji metodg PCR
(zwykta lub przez wewnetrzny PCR) poddaje sie serie
prob zawierajgcych takg samg iloS¢ badanego DNA
oraz rbézne ilosci (seryjne rozciericzenie) sekwencji
standardowej (kompetytora). Sekwencja badana ikon-
trolna amplifikowane sg przy pomocy tej samej pary
oligonukleotydowych starteréw i wspétzawodnicza ze
sobg w mieszaninie reakcyjnej o wszystkie jej sktad-
niki. Jesli spetniony jest podstawowy warunek doty-
czacy jednakowej wydajnosci amplifikacji sekwencji
badanej i kontrolnej, wéwczas stosunek ilosciowy tych
sekwencji znajduje odzwierciedlenie w stosunku ilos-
ciowym odpowiednich produktéw PCR przez caly
czas trwania reakcji. Ilos¢ sekwencji badanej jest
rowna ilosci sekwencji kontrolnej w tej prébie w serii,
w ktoérej powstang jednakowe ilosci produktéw PCR
na obu matrycach. W tak dobranych warunkach
doswiadczenia r6znice w wydajnosci amplifikacji wy-
stepujgce pomiedzy poszczeg6lnymi probami nie majg
wptywu na wynik koricowy. Przy pomocy tej metody
mozliwe jest oznaczenie szerokiego zakresu ilosci
badanej sekwencji bez koniecznosci ograniczania ba-
dania do fazy wykitadniczej reakcji; oznaczenie moze
by¢ dokonane takze wtedy, gdy reakcja osiagneta juz
plateau. Z powodu tych zalet reakcja kompetytywnej
amplifikacji jest najczesciej stosowang odmiang ilos-
ciowej techniki PCR.

Role sekwencji kontrolnej (tzw. kompetytora) spet-
nia zwykle sztucznie skonstruowana matryca utworzo-
na droga modyfikacji sekwencji identycznej z badang
poprzez dodanie lub usuniecie niewielkiego fragmentu
restrykcyjnego lub wprowadzenie nowego miejsca
restrykcyjnego metodg mutagenezy in vitro. Po reakcji
PCR i, jesli to konieczne, po zastosowaniu enzymu
restrykcyjnego, sekwencje badang i kontrolng mozna
odrdzni¢ dzieki roznicy wielkosci odpowiednich pro-
duktéw PCR lub metodg hybrydyzacji ze specyficz-
nymi sondami molekularnymi. Zastosowanie kom-
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petytora réznigcego sie wielkoScig od sekwencji bada-
nej znacznie upraszcza analize, gdyz eliminuje koniecz-
no$¢ pézniejszej hybrydyzacji z sondami molekular-
nymi lub stosowania enzyméw restrykcyjnych.
W przypadku zastosowania kompetytywnej reakcji
PCR do oznaczen ilosciowych RNA (w celu badania
poziomu ekspresji genu) etapem wstepnym oznaczen
jest uzyskanie cDONA metodg odwrotnej transkrypciji,
ktéry jest nastepnie amplifikowany w reakcji PCR.
Cze$¢ badaczy stosuje w tego typu oznaczeniach
kontrolny RNA jako kompetytor w reakcji, co umoz-
liwia kontrolowanie wydajnosci etapu odwrotnej
transkrypcji [19]. Przygotowanie takiego kompetyto-
rajestjednak dos¢ trudne, ponadto czgsteczki RNA sg
nietrwate i tatwiej niz DNA ulegajg zdegradowaniu.
Wiasciwsze wydaje sie w zwigzku z tym zastosowanie
odpowiedniego DNA jako kompetytora i przeprowa-
dzenie réwnolegle dwoch serii reakcji kompetytywnej
amplifikacji: jednej serii w celu zidentyfikowania po-
ziomu transkrypcji sekwencji badanej, a drugiej w celu
oznaczenia poziomu transkrypcji innej sekwencji
w tym samym materiale badanym; istotne jest, by
ekspresja tej ostatniej byta stata (konstytutywna) [22],
Zastosowanie takiej serii kontrolnej efektywnie elimi-
nuje parametry zmienne, jak na przykiad wydajnosc
odwrotnej transkrypcji czy jakos¢ preparatéw RNA.

do$¢ zmudnym i czasochtonnym. W zwigzku z tym
reakcja kompetytywnej amplifikacji znajduje zastoso-
wanie przede wszystkim w laboratoriach przeprowa-
dzajacych wiekszag liczbe analiz iloSciowych danej
sekwencji w wielu réznych prébach. Przykiadowo,
metode te wykorzystuje sie miedzy innymi do detekcji
wiruséw w prébkach klinicznych [7, 8], do oszacowa-
nia stopnia amplifikacji onkogenéw w guzach litych
[23] oraz do oznaczenia réznic w poziomie ekspresji
gendéw po zadziataniu réznych czynnikéw stymuluja-
cych [24]. Innym przyktadem jej zastosowania jest
oznaczenie ilosciowe choroby szczatkowej u pacjen-
téw z biataczkami po r6znego rodzaju terapii; w tym
przypadku amplifikowane sg sekwencje bedace produ-
ktami specyficznych dla danego typu biataczki trans-
lokacji i fuzji genéw, np. BCR-ABL w przewleklej
biataczce szpikowej [25, 26]. Metode oznaczania ilosci
specyficznych dla przewlektej biataczki szpikowej pro-
duktow transkrypcji oméwiono szczegétowo ponizej.

V. Oznaczanie iloSci produktéow transkrypcji
sekwencji BCR-ABL u pacjentow z prze-
wleklg biataczka szpikowa

U ponad 90% chorych na przewleklg biataczke
szpikowg (CML — ang. chronic myeloid leukemia) oraz

Przygotowanie kompetytora jest na ogot procesem u 5% dzieci i 20% dorostych chorych na ostrg
el el2 €13 (b2) a2 | a3 ad
S NN A I I iy
el3(b2)  el4(b3) a2 ] a3 ad
B.
a2 a3 a4
C.
_____ 100 bp

BCR

Ryc. 1. Schemat fragmentu mRNA BC R-ABL, produktu transkrypcji hybrydowego genu BCR-ABL w chromosomie Filadelfia, w miejscu
potaczenia sekwencji obu genéw. Plazmid stosowany jako kompetytor w oznaczeniach ilosciowych BCR-ABL zawiera odcinek DNA
o sekwencji odpowiadajacej przedstawionym tu fragmentom mRNA z dodatkowga sekwencjag DNA faga lambda o wielkosci okoto 200
par zasad, wprowadzong w miejscu wskazanym przez strzatke.

A. Produkt transkrypcji b2a2.
B. Produkt transkrypcji b3a2.
C. Produkt transkrypcji ela2.

Litery a, b oraz e z odpowiednimi numerami oznaczaja eksony genéw BCR i ABL.
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biataczke limfoblastyczng (AML — ang. acute lymp-
hoblastic leukemia) stwierdzono wystepowanie tzw.
chromosomu Filadelfia (Ph). Chromosom ten, opisany
po raz pierwszy w 1960 roku [27], powstaje w wyniku
translokacji zrbwnowazonej t(9;22)(q34;ql 1) pomiedzy
dtugimi ramionami chromosomow 22 i 9 [28]. Bada-
nia molekularne wykazaty, ze ztamanie chromosomu
22 nastepuje w obrebie tzw. regionu BCR w chromo-
somie 22 (ang. breakpoint cluster region), ktérego
tagczna dtugos¢ wynosi 6 tysiecy par zasad, a chromo-
somu 9 — na koricu 5’ genu ABL. Potgczony produkt
fuzji obu genéw BCR-ABL jest aktywny transkrypcyj-
nie, a produktem jego ekspresji jest biatko hybrydowe
o wiasciwosciach transformujgcych [29]. Pierwotny
produkt transkrypcji jest sktadany u wiekszosci cho-
rych na CML w taki spos6b, ze w dojrzatym mRNA
ekson b2 lub b3 genu BCR sgsiaduje z eksonem a2
genu ABL (produkty transkrypcji odpowiednio b2a2
lub b3a2) [29], W obu przypadkach produktem trans-
lacji jest biatko BCR-ABL o wielkosci 210 tysiecy
daltonow. Z kolei u okoto 70% pacjentow z ALL-
-Ph(+ )w wyniku fuzji potagczeniu ulega ekson el genu
BCR z eksonem a2 genu ABL, a produktem translacji
jest mniejsze biatko o wielko$ci 190 tysiecy daltonéw
(Ryc. 1). U pozostatych 30% chorych na ALL-Ph (+)
produktem translacji  jest  biatko o wiel-
kosci 210 tysiecy daltonow [30], tak jak w przy-
padku CML.

Potagczony gen BCR-ABL ze wzgledu na specyficzne
wystepowanie wytgcznie w komérkach biataczkowych
jest doskonatym markerem do identyfikowania choro-
by szczatkowej. Badacze z kilku réznych grup wykaza-
li mozliwos¢ specyficznego i efektywnego wykrywania
mMRNA BCR-ABL metodg odwrotnej transkrypcji
RNA izolowanego z leukocytow i amplifikacji uzys-
kanego cDNA (RT-PCR). Technika ta pozwala na
wykrycie pojedynczej komorki CML na tle 105do 106
prawidtowych komérek. U wielu pacjentdw obecnos¢
komorek CML, a wiec rowniez hybrydowego mRNA
BCR-ABL, jest wykrywana wiele miesiecy po trans-
plantacji szpiku kostnego, gdzie nie stwierdza sie
nawrotu choroby podstawowej. O niebezpieczenstwie
nawrotu choroby $wiadczy nie tyle samo wystepowa-
nie komoérek CML po transplantacji, ile wzrost ich
liczby w pewnym odcinku czasu. W zwigzku z tym
zastosowanie techniki jakosciowej umozliwiajacej je-
dynie zidentyfikowanie braku lub obecnosci mRNA
BCR-ABL ma ograniczong warto$¢ prognostyczng [9,
31, 32]. Wprowadzajac reakcje kompetytywnej amp-
lifikacji do oznaczania ilosci produktéw transkrypcji
genu BCR-ABL wykazano, ze wzrost ilosci tego
MmRNA poprzedza nawrdt choroby, ktéry na pézniej-
szym etapie mozna wykaza¢ metodami cytogenetycz-
nymi [25, 33]. Dane uzyskane przy pomocy testu
iloSciowego umozliwiajg bardzo wczesne wigczenie
terapii w postaci transfuzji leukocytéw pochodzacych
od pierwotnego dawcy szpiku kostnego [22].

Test zmierzajacy do oznaczenia ilosci transkryptow
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BCR-ABL u pacjenta sktada sie z kilku etapéw (Ryc.
2). Po wstepnym przygotowaniu materiatu do badan,
obejmujgcym ekstrakcje RNA isynteze cDNA, przep-
rowadza sie serie Kilku reakcji PCR (omoéwionych
ponizej) z udziatem prdb badanych i kontrolnych.
Materiatem wyjsciowym do badan jest krew obwodo-
wa lub szpik kostny badanej osoby, z ktérych wyod-
rebnia sie leukocyty metodg wirowania. Wybor krwi
lub szpiku nie ma wiekszego wptywu na wydajnos¢
oznaczenia [26, 34]. Leukocyty poddawane sg nastep-
nie lizie w odpowiednim buforze, po czym z uzys-
kanego lizatu wyodrebniana jest mieszanina wszyst-
kich RNA wystepujacych w komaérce. Kolejnym eta-
pem jest synteza cDNA z zastosowaniem niespecyficz-
nych heksameréw (ang. random hexamers — pdN®6).
Uzyskany cDNA jest matrycag we wszystkich kolej-
nych etapach analizy jakoSciowej i iloSciowej sekwen-
cji BCR-ABL z zastosowaniem reakcji amplifikacji.
Pierwsze dwie reakcje (typu multiplex oraz wewnetrzny
PCR) stuza wytacznie analizie jakoSciowej; tzn. po-
zwalajg zidentyfikowa¢ obecnos$¢ lub brak odpowied-
nich produktéw transkrypcji w materiale pochodza-
cym od pacjenta. W reakcji multiplex kilka par oligo-
nukleotydowych starteréw obecnych w mieszaninie
reakcyjnej umozliwia réwnoczesng amplifikacje frag-
mentu prawidtowej sekwencji BCR oraz jednej z re-

krew lub szpik kostny

izolacja mRNA

!
mRNA

synteza cDNA

(odwrotna transkrypcja)

cDNA

\
/ PCR ilosciowy -~
Nested PCR PCR ilo$ciowy

»

Multiplex PCR

Amplifikacja

v/
Obliczenie proporcji
BCR-ABL : ABL

Ryc. 2. Schemat iloSciowego oznaczenia mMRNA BCR-ABL przy
pomocy reakcji kompetytywnej amplifikacji (objasnienia
w tek$cie). Reakcje multiplex PCR oraz wewnetrzny (nested)
PCR stuza jako$ciowemu zidentyfikowaniu obecnosci hyb-
rydowych sekwencji ela2, b2a2 i b3a2, ktérych ilos¢ jest
nastepnie oznaczana w obecnosci odpowiedniego kom-
petytora.
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kombinowanych sekwencji ela2, b3a2 lub b2a2, w za-
leznosci od tego, ktéra z nich wystepuje u danego
pacjenta. Amplifikacje fragmentu genu BCR przep-
rowadza sie tu wytgcznie w celu sprawdzenia jakosci
wyizolowanego RNA i wydajnosci etapu odwrotnej
transkrypcji — obecno$¢ odpowiedniego produktu
PCR jest potwierdzeniem, ze wstepne przygotowanie
materiatu byto prawidtowe. U tych pacjentow, u ktd-
rych poziom mRNA bedgcego produktem transkryp-
cji genu BCR-ABL na chromosomie Filadelfia jest
wysoki, pojawi sie réwniez produkt zawierajacy jedng
z wymienionych powyzej rekombinowanych sekwen-
cji. Brak takiego produktu na tym etapie badania
odzwierciedla brak odpowiedniego produktu trans-
krypcji w probie badanej badZ tez jego obecno$é
w stosunkowo niewielkiej ilosci. W celu zweryfikowa-
nia, ktoéra z tych opcji jest prawdziwa, przeprowadza
sie badanie metodg wewnetrznego PCR. Reakcja taka
jest ztozona z dwoch nastepujacych kolejno po sobie
amplifikacji; w pierwszej stosuje sie jako matryce
cDNA danego pacjenta oraz odpowiednig pare oligo-
nukleotydowych starterow umozliwiajgcych synteze
sekwencji BCR-ABL, w drugiej role matrycy spetnia
produktu pierwszej reakcji, a oligonukleotydowe star-
tery sg potozone wewnetrznie (w kierunku 3’)w stosun-
ku do pary stosowanej w pierwszej amplifikacji. Reak-
cja typu wewnetrznego charakteryzuje sie znacznie
wyzszg wydajnoscig w stosunku do zwyklej amp-
lifikacji. W zwigzku z tym pozwala ona wykryé obec-
no$¢ poszukiwanego mRNA BCR-ABL takze u tych
pacjentdw, u ktoérych poziom tego mRNA jest niski
i detekcja opisang powyzej metodg multiplex PCR nie
jest mozliwa. Z kolei brak produktu wewnetrznego
PCR dowodzi faktycznego braku mRNA BCR-ABL
u danego pacjenta.

Oznaczenie ilosSciowe metoda kompetytywnej amp-
lifikacji opiera sie na réwnoczesnym zastosowaniu
w reakcji PCR dwoch matryc w jednej probie: jedng
z nich jest sekwencja badana, drugg — sekwencja
wzorcowa, ktorej ilos¢ w reakcji jest doktadnie znana.
Amplifikacji poddaje sie réwnoczes$nie serie prob,
z ktérych kazda zawiera takg sama ilo$¢ sekwencji
badanej oraz odpowiednie seryjne rozcieAczenie sek-
wencji wzorcowej. W przypadku oznaczen mRNA
BCR-ABL role sekwencji wzorcowych petnig odpo-
wiednio skonstruowane plazmidy, ktory zawierajg
odcinek DNA o sekwencji nukleotydowej odpowiada-
jacej potgczonym eksonom b3 i a2 albo el i a2 genu
BCR-ABL na chromosomie Filadelfia (Ryc. 1). Wybor
odpowiedniego plazmidu wzorcowego zalezy od ro-
dzaju zidentyfikowanej u danego pacjenta zrekom-
binowanej sekwencji BCR-ABL, co nastepuje w wyni-
ku opisanych wyzej reakcji multiplex oraz nested PCR.
W obreb fragmentu BCR-ABL w plazmidzie dodat-
kowo wprowadzony jest krotki odcinek DNA faga
lambda. Dzieki tej modyfikacji powstajgcy na matrycy
tego plazmidu produkt PCR ro6zni sie wielkoscig od
analogicznego produktu syntetyzowanego na matrycy
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badanego cDNA, dzieki czemu oba fragmenty mozna
nastepnie rozdzieli¢ stosujac elektroforeze w zelu aga-
rozowym. Oznaczenie ilosciowe badanej sekwencji
mozliwe jest dzieki jednakowej wydajnosci amplifika-
cji tej sekwencji w przypadku cDNA i plazmidu jako
matrycy z zastosowaniem tych samych oligonukleoty-
dowych starteréw, o ktdre obie matryce wspétzawod-
niczg ze sobg. Proporcje ilosci odpowiednich produk-
tobw PCR w prdébach beda takie, jak proporcje ilosci
obu matryc. llo$¢ badanego cDNA bedzie réwna ilosci
kontrolnego plazmidu uzytego do reakcji w tej probie,
w ktérej proporcje odpowiednich produktéw PCR
bedg wynosity 1:1.

Oprocz oznaczen mRNA BCR-ABL w badanych
preparatach pochodzacych od pacjentéw przeprowa-
dza sie roéwniez w analogiczny spos6b oznaczenie
ilosSciowe ABL. Ostatecznym wynikiem badania jest
obliczenie proporcji iloSci BCR-ABL do ABL. Dzigki
zastosowaniu ABL jako wewnetrznego standardu wy-
nik koAcowy nie jest zalezny od wydajnosci etapow
izolacji mMRNA i odwrotnej transkrypcji. llosci BCR-
-ABL i ABL oznaczane sg w tym samym preparacie
cDNA uzyskanym metodg odwrotnej transkrypcji na
matrycy mRNA badanego pacjenta. Ponadto do ozna-
czeA ABL stosowane sg te same oligonukleotydowe
startery oraz ten sam plazmid jako kompetytor w reak-
cji, jak w przypadku oznaczeh BCR-ABL. Oznaczanie
ilosci ABL stanowi wygodng kontrole wewnetrzng dla
catosci ztozonej procedury oznaczania iloSciowego
BCR-ABL.

Koncowy wynik oznaczenia iloSciowego podawany
jest w procentach i oznacza on proporcje ilosci BCR-
-ABL do ABL. Warto$¢ ponizej 0.02% uwazanajest za
wskaznik niskiego poziomu BCR-ABL istanowi wska-
zanie do kolejnego badania po okoto czterech tygod-
niach. Warto$¢ pomiedzy 0.02% i 0.5% sugeruje
mozliwo$é wznowy choroby. W tym przypadku konie-
czne jest badanie kolejnej proby od pacjenta w moz-
liwie jak najszybszym terminie celem zweryfikowania
wyniku i monitorowania wznowy na poziomie mole-
kularnym. Z kolei warto$¢ pomiedzy 0.5% a 14%
oznacza wysoki poziom transkrypcji BCR-ABL. U ta-
kich pacjentéw w badaniu cytogenetycznym stwierdza
sie w znacznej ilosci metafaz obecno$¢ chromosomu
Filadelfia. Warto$¢ ponad 14% wystepuje u pacjen-
téw, u ktorych wiekszo$¢ lub wszystkie metafazy
wykazujg obecno$¢ tego chromosomu w badaniu
cytogenetycznym.

Na kazdym etapie kompetytywnej reakcji PCR
bardzo wazne jest stosowanie odpowiednich préb
kontrolnych. Kontrole negatywne nie zawierajgce ma-
trycy, w ktérych nie powinno doj$¢ do syntezy zadnego
produktu PCR, umozliwiajg zidentyfikowanie zanie-
czyszczen, a kontrole pozytywne zawierajace matryce
izolowang z odpowiednich linii komoérkowych infor-
mujg o prawidtowym przebiegu catej procedury ozna-
czania BCR-ABL.

U pacjentow badanych metodg kompetytywnej rea-
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kcji PCR nawrdt choroby jest zawsze poprzedzony
wzrostem ilosci mMRNA BCR-ABL, ktory znacznie
wyprzedza pojawienie sie odpowiednich markerow
cytogenetycznych [9, 33]. Podwyzszenie poziomu
transkrypcji genu BCR-ABL wynika z wyktadniczego
wzrostu ilosci komaérek biataczkowych w okresie po-
przedzajagcym nawr6t choroby. Samo stwierdzenie
obecnos$ci tego mMRNA ma natomiast niewielkie zna-
czenie prognostyczne, poniewaz wystepuje on czesto
u pacjentow w okresie do jednego roku po transplan-
tacji i potem zanika. Wprowadzenie oznaczen ilos-
ciowych metodg kompetytywnej amplifikacji umoz-
liwito odrdéznienie tych pacjentow, u ktérych poziom
mRNA BCR-ABL wzrasta sygnalizujac zblizajacy sie
nawrét choroby od tych, u ktérych ilos¢ tego mRNA
nie zmienia si¢, badZz maleje. U tych pierwszych
mozliwe jest wczesne zastosowanie odpowiedniej tera-
pii zapobiegajacej wznowie biataczki. Reakcja kom-
petytywnej amplifikacji sekwencji BCR-ABL z za-
stosowaniem dodatkowych kontrolnych oznaczen ilo-
Sciowych sekwencji ABL jest wydajng i wiarygodng
metodg monitorowania choroby szczatkowej u pac-
jentdw po transplantacjach szpiku kostnego.

Artykut otrzymano 24 kwietnia 1997 r.
Zaakceptowano do druku 18 wrzesnia 1997 r.
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Rekombinacja genetyczna (+) RNA wirusow
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Wykaz stosowanych skrétow: FMDV — wirus pryszczycy
bydlecej; MHV — wirus mysiego zapalenia watroby; TCV
— wirus kedzierzawki rzepy; BMV — wirus mozaiki sto-
ktosy; CCMV — wirus zo6tej chlorowatosci wspiegi chin-
skiej.

I. Wstep

Jak powszechnie wiadomo, jedng z cech charak-
terystycznych RNA wiruséw jest ich duza niestabil-
no$¢ genetyczna. Przez diugi czas przyczyny tego
zjawiska upatrywano gtdwnie w znacznej ilosci bie-
déw, jakie popetnia¢ moze polimeraza RNA podczas
replikacji wirusowego genomu [1, 2]. Badania doty-
czace ewolucji RNA wiruséw wykazaty jednak, iz
istnieje dodatkowy proces umozliwiajacy rearanzacje
ich informacji genetycznej. Jest nim rekombinacja
zachodzaca pomiedzy genomowymi czasteczkami
RNA [3, 4]. Jeszcze na poczatku lat 90-tych uwazano,
iz proces ten zachodzi¢ moze tylko w obrebie nie-
ktorych grup wiruséw [5], Sadzono tak, gdyz w stabil-
nie utrzymujacych sie warunkach naturalnych produ-
kty rekombinacji sa z reguty trudne do zaobserwowa-
nia. Z jednej strony rekombinacja homologiczna po-
miedzy identycznymi czasteczkami RNA jest niezau-
wazalna, gdyz prowadzi do odtworzenia czagsteczek
rodzicielskich. Z drugiej strony zmiany w genomie
wprowadzone w wyniku rekombinacji niehomologicz-
nej nie pozwalajg zazwyczaj nowopowstatemu wiruso-

1Dr; Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Noskowskiego
12/14, 61-704 Poznan 2Prof.; Plant Molecular Biology
Center and Biology Department, Northern Illinois Univer-
sity, DeKalb, IL 60115, USA
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wi konkurowac z typem dzikim (wt) przez co zostaje on
wyeliminowany ze $rodowiska. W ostatnich latach
czestos$¢ z jakg identyfikowane i izolowane sg rekom-
binanty RNA ulegta jednak wyraznemu zwiekszeniu.
Fakt ten wigzany jest gtéwnie z coraz szerszym stoso-
waniem nowoczesnych metod inzynierii genetycznej
szczegblnie ekspresji fragmentdw genomdéw wiruso-
wych w réznych organizmach [6, 7] (metody wykorzy-
stywane w medycynie dla potrzeb terapii genowej czy
w rolnictwie dla uzyskania odpornosci przeciwwiruso-
wej roslin). Kolejng istotnag przyczyng wptywajaca na
zwiekszenie czestosci rekombinacji wydajg sie byé
daleko idgce zmiany Srodowiskowe. Zmuszajg one
drobnoustroje do ulegania ciagtlym przeobrazeniom,
ktéorych celem jest jak najlepsze przystosowanie do
nowopowstatego otoczenia. Rekombinacji sprzyja
takze tatwos$¢, z jakg wirusy moga obecnie rozprzest-
rzenia¢ sie w skali catego Swiata, wzajemnie na siebie
oddziatujac.

Najnowsze badania wskazujg coraz wyrazniej, iz
rekombinacja jest niezwykle powszechna w S$wiecie
RNA wiruséw, gdzie petni role jednego z gtéwnych
czynnikéw decydujgcych o ich duzej zmiennoS$ci gene-
tycznej [8], Badania te umozliwialy identyfikacje réz-
nego typu rekombinantow wirusowych powstatych
w wyniku wymiany informacji genetycznej pomiedzy
fragmentami genomu tego samego wirusa [9], pomie-
dzy réznymi szczepami wirusowymi [10, 11] oraz
pomiedzy wirusem a komorkg gospodarza [12, 13].
Rekombinacja obserwowana byta u wiruséw ludzkich
[5, 14], zwierzecych [5], ro$linnych [9, 15, 16] i bak-
teryjnych [17], Sprawito to, iz jest ona obecnie trak-
towana jako jedno z najpowazniejszych potencjalnych
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zagrozen zaréwno dla zdrowia ludzi czy zwierzat, jak
i upraw rolnych.

Pomimo poczynionych licznych obserwacji moleku-
larny mechanizm rekombinacji RNA nie zostat w petni
poznany. Powszechnie akceptowanym jest poglad, iz
proces ten zachodzi zgodnie z mechanizmem ,,copy
choice” [18], gdy w trakcie syntezy nici potomnej
replikaza wirusowa zmienia matryce, a wiec inaczej jak
w przypadku organizmow, ktdrych genom zbudowany
jest z DNA. Wskazujg na to gtéwnie dwa fakty. Po
pierwsze rekombinacja RNA uwarunkowanajest zdol-
noscig wirusa do replikacji [19]. Po drugie stosun-
kowo czesto obserwuje sie obecno$¢ dodatkowych
nukleotydéw (nie pochodzacych z matrycy) w miejs-
cach przeskokéw rekombinacyjnych [8], Zaktada sie,
iz zostajg one wbudowane podczas przeskoku re-
plikazy, gdy enzym ten traci kontakt z jedng matrycg
a rownoczes$nie nie jest jeszcze dostatecznie zasoc-
jowany z kolejng. Ponadto nie istniejg zadne dowody
Swiadczace, iz rekombinacja zachodzi¢ moze poprzez
rozerwanie i ponowne potaczenie nici RNA.

Il. Typy rekombinacji

Chcac uporzadkowac naszg dotychczasowg wiedze
na temat rekombinacji, Lai zaproponowat, by po-
dzieli¢ jg na trzy typy: rekombinacje homologiczng,
homologiczng nieprecyzyjng (zaburzong) oraz nieho-
mologiczng [5].

Rekombinacja homologiczna. W procesie tym uczes-
tniczg identyczne lub bardzo podobne czasteczki
RNA. Przeskok rekombinacyjny zachodzi pomiedzy
doktadnie odpowiadajacymi sobie nukleotydami tak,
iz tworzacy sie rekombinant zachowuje sekwencje jak
iorganizacje czasteczek rodzicielskich (tzw. symetrycz-
ny przeskok rekombinacyjny, Ryc. 1A). OkreSlenie
tego typu rekombinacji terminem ,homologiczna”
odnosi sie zatem zaré6wno do catych czasteczek RNA
jak i do sekwencji, w obrebie ktérych obserwowany
jest przeskok rekombinacyjny oraz do samej lokaliza-
cji miejsca przeskoku. W Swietle obecnych badan
wydaje sie, iz w naturalnych warunkach jest to najczes-
ciej zachodzacy typ rekombinacji. Chociaz z ewolucyj-
nego punktu widzenia proces ten nie wydaje sie miec
szczeg6lnego znaczenia, jednak moze on petni¢ nie-
zwykle istotng role mechanizmu umozliwiajacego na-
prawe uszkodzonych czy btednie skopiowanych geno-
mowych czasteczek RNA.

Rekombinacja homologiczna nieprecyzyjna (zabu-
rzona). Podobnie jak poprzednio opisywany proces
zachodzi ona pomiedzy homologicznymi czgsteczkami
RNA. Jednakze w tym przypadku miejsca pomiedzy
ktorymi dochodzi do przeskoku rekombinacyjnego
ulokowane sg réznie w obu czagsteczkach (tzw. niesy-
metryczne przeskoki rekombinacyjne, Ryc. IB). Re-
kombinacja homologiczna nieprecyzyjna prowadzi
zatem do powstania rekombinantéw, w ktérych pewne
sekwencje ulegty duplikacji lub delecji w poréwnaniu
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z rodzicielskimi czgsteczkami RNA.

Rekombinacja niehomologiczna. Ten typ rekombi-
nacji jest obserwowany najrzadziej. Uczestniczg w niej
dwie rézne czasteczki RNA (Ryc. 1C). Powstaty re-
kombinant jest wiec zdecydowanie odmienny od czgs-
teczek rodzicielskich. Rekombinacja niehomologiczna
odgrywa zatem szczegOlnie istotng role w procesie
ewolucji RNA wiruséw. Moze bowiem prowadzié
zarowno do daleko idacej rearanzacji w obrebie geno-
mu wirusowego jak réwniez do powstania catkowicie
nowych drobnoustrojow. Te ostatnie tworzg sie¢ nie
tylko w wyniku rekombinacji zachodzgcej pomiedzy
RNA wirusowymi. Obserwuje sig, iz na drodze rekom-
binacji moga by¢ wprowadzane do genomu wirusowe-
go takze fragmenty RNA z komorki gospodarza.

I1l. Systemy dosSwiadczalne umozliwiajgce
badanie rekombinacji genetycznej RNA
wirusow

Jak juz wspominali$my, w ostatnich latach ukazato
sie wiele doniesien mowiacych o zidentyfikowaniu
i wyizolowaniu réznego typu rekombinantéw wiruso-
wych. Poniewaz jednak mechanizm molekularny re-
kombinacji RNA jak réwniez jej strukturalne uwarun-
kowania nie zostaty w peini poznane, stagd nadal
niezwykle trudno jest stworzy¢ warunki, w ktérych
proces ten zachodzitby w spos6b kontrolowany oraz
z wydajnoscig umozliwiajacg jego efektywng obserwa-
cje. Dodatkowy problem, szczegélnie w przypadku
badan prowadzonych in vivo, stanowi obecnos$¢ cis-
nienia selekcyjnego, decydujgcego czy tworzgce sie
rekombinanty ulega¢ beda akumulacji, a jezeli tak to
ktére z nich. Czesto zatem podstawowym problemem
rodzacym sie w trakcie badan jest odpowiedZ na
nastepujgce pytanie: na ile struktura wyizolowanych
rekombinantéw rzeczywiscie odzwierciedla mecha-

DWIE ROZNE 5
CZASTECZKI RNA "

| | |-3'"--—--—- POTOMNA CZASTECZKA RNA

3 5

Ryc. 1 Trzy typy rekombinacji RNA. A) Rekombinacja homo-
logiczna. B) Rekombinacja homologiczna nieprecyzyjna. C)
Rekombinacja niehomologiczna.
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nizm rekombinacji, a w jakim stopniu jest jedynie
miarg przystosowania potomnych czasteczek RNA
(ich infekcyjnosci, zdolno$¢ do replikacji czy akumula-
cji). Z tych to wzgledéw tylko w kilku przypadkach
poczynione obserwacje dotyczace powstawania re-
kombinantéw daty podstawy do stworzenia systeméw
doswiadczalnych umozliwiajgcych prowadzenie bar-
dziej szczeg6towych badan procesu rekombinacji
RNA.

Obecnie wyr6zni¢ mozna cztery podstawowe sys-
temy rekombinacyjne stworzone w obrebie nastepujga-
cych rodzin wiruséw: pikornawiruséw [19], koronawi-
ruséw [5], karmowiruséw [16] oraz bromowirusow
[9]. Jednakze tylko ostatni z wymienionych systemow
jest na tyle wszechstronny, iz umozliwia badanie
mechanizmu molekularnego wszystkich trzech typéw
rekombinacji. Uzyskiwane przy jego zastosowaniu
wyniki majg najbardziej kompleksowy charakter,
przez co pozwalajg najprecyzyjniej okresli¢ struktural-
ne uwarunkowania badanego procesu. Z tego tez
wzgledu w dalszej czeSci pracy skoncentrujemy sie
gtdwnie na przedstawieniu wynikéw badan dotczg-
cych rekombinacji bromowiruséw. Najpierw jednak
krétko przedstawione zostang najbardziej istotne re-
zultaty uzyskane przy uzyciu pozostatych trzech sys-
temow.

I11-1. Pikornawirusy

Do rodziny pikornawiruséw zaliczane sg wirusy
ludzkie i zwierzece, ktérych genom stanowi czasteczka
kwasu rybonukleinowego o polarnosci mRNA idtugo-
Sci ok. 7-8 tysiecy nukleotydéw [20]. Jej koniec 5'jest
kowalencyjnie zwigzany z biatkiem VPg podczas gdy
koniec 3' stanowi poli (A). Genomowy RNA posiada
pojedynczg ramke odczytu tak wiec w wyniku trans-
lacji powstaje tylko jedna poliproteina. Dzieki obecno-
§ci specyficznych proteaz zostaje ona nastepnie roz-
dzielona na mniejsze fragmenty stanowigce wirusowe
biatka strukturalne i funkcjonalne. Za powielenie
genomu wirusowego odpowiedzialny jest kompleks
replikacyjny. W jego skfad, obok kodowanej przez
wirusa specyficznej polimerazy RNA wchodzg praw-
dopodobnie biatko PVg oraz pewne komponenty
pochodzace z komorki gospodarza.

W badaniach rekombinacji genetycznej pikornawi-
ruséw postugiwano sie gtéwnie dwoma drobnoust-
rojami: wirusem polio oraz wirusem pryszczycy byd-
lecej (FMDV — ang./ood and mouth diseases virus) [11,
14, 21]. Badania te prowadzono przy uzyciu klasycz-
nych metod genetycznych zaréwno in vitro (w hodow-
lach komérkowych) jak iin vivo [22, 23]. Polegaly one
na wywotywaniu tzw. mieszanych infekcji, to znaczy
zakazeniu komorek dwoma szczepami wirusowymi
posiadajgcymi odmienne markery genetyczne (szczepy
termowrazliwe czy odporne na dziatanie pewnych
zwigzkow chemicznych, preparatéw biologicznych lub
przeciwcial). Stosowane markery byly zawsze umiejs-
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cowione w obrebie regionu kodujgcego. Zaktadano, iz
rekombinacja miata miejsce, jezeli czesto$¢ z jaka
infekcja mieszana prowadzita do odtworzenia wirusa
o fenotypie typu dzikiego byta wyzsza jak w infekcji,
w ktérej stosowano tylko jeden ze szczepdw wiruso-
wych. Dodatkowo obserwowano, ze czesto$¢ rekom-
binacji rosta w sposob liniowy wraz ze wzrostem
odlegtosci pomiedzy potozeniem marker6w w geno-
mowych RNA [24-26]. Wynik taki wskazywat, iz
rekombinacja zachodzi¢ moze z jednakowym praw-
dopodobiefAstwem w obrebie catego genomu [27, 28].
Ekstrapolujac rezultaty uzyskane dla r6znie oddalo-
nych markerow (dystans zmieniat sie od ok. kilkuset do
ok. trzech tysiecy nukleotydéw) obliczono, ze w ob-
rebie catego genomu pikornawirusa rekombinacja
zachodzi¢ powinna z czestoscig ok. 10-20%. Wniosek
ten nie wydaje sie jednak stuszny, gdyz nie stwier-
dzono, by wyizolowane rekombinanty nosity $lady
wielokrotnych przeskokéw rekombinacyjnych, co po-
winno mie¢ miejsce przy tak wysokiej czestosci rekom-
binacji. Dodatkowga niedogodnoscig systemu opra-
cowanego dla pikornawiruséw jest ulokowanie
markeréw genetycznych w obrebie sekwencji koduja-
cych. Powoduje to powstanie ciSnienia selekcyj-
nego bardzo silnie wspomagajgcego akumulacje jedy-
nie takich rekombinantow, w ktérych odtworzona
zostata sekwencja typu dzikiego. Praktycznie system
ten umozliwia akumulacje jedynie produktéw rekom-
binacji homologicznej. Nie wiadomo zatem co rzeczy-
wiscie odzwierciedlaja uzyskiwane wyniki: czy mecha-
nizm procesu rekombinacji, czy ztozono$¢ procesow
selekcyjnych.

111-2. Koronawirusy

Grupe koronawiruséw tworzg zaré6wno wirusy lu-
dzkie jak i zwierzece [29]. Cechg szczegOlnie wyréz-
niajagcg koronawirusy sposrdd innych (+) RNA wiru-
sow jest wielkos¢ ich genomu, ktéry stanowi pojedyn-
cza czasteczka RNA o diugosci ok. 31 tysiecy nuk-
leotydéw. Genom tych drobnoustrojow jest zatem
najdtuzszg znang jednoniciowg czasteczkg RNA. W jej
obrebie wystepuje zwykle 7-8 genow, z ktérych kazdy
ulega translacji z odrebnej czasteczki mMRNA. Podob-
nie jak u innych RNA wiruséw za replikacje genomu
odpowiedzialna jest kodowana przez wirusa specyficz-
na polimeraza RNA. Pierwszy etap replikacji polega
na wytworzeniu nici (—) stuzacej nastepnie do syntezy
genomowych czasteczek (+) RNA jak i subgenomo-
wych mRNA. Kazdy z syntetyzowanych mRNA posia-
da identyczny koniec 3' co oznacza, ze sekwencje
krétszych mRNA catkowicie zawierajg sie w dtuzszych
czasteczkach. Dodatkowo na koncu 5 kazdego
MRNA znajduje sie tak zwana sekwencja wiodaca
(ang. leader) pochodzaca z konca 5 genomowego
RNA. W koricowym etapie replikacji w komdrce
gospodarza pojawiajg sie réwniez czasteczki kom-
plementarne do subgenomowych mRNA. One takze
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stanowig matryce w specyficzny sposéb rozpoznawane
przez wirusowy kompleks replikacyjny. Ten stosun-
kowo skomplikowany mechanizm replikacji korona-
wiruséw dodatkowo wymagajacy wprowadzenia sek-
wencji wiodgcej do kazdego z subgenomowych mRNA
sugeruje, ze proces transkrypcji RNA ma charakter
nieciaggty lub ze w jego pierwszym etapie powstajg
czasteczki typu pre-mRNA, ktore nastepnie ulegajg
przeksztatceniu w procesie podobnym do splicingu.

Badania rekombinacji genetycznej koronawirusoéw
prowadzone byty w analogiczny sposdb jak w przypa-
dku pikornawiruséw [30-34]. Umozliwialy zatem ob-
serwacje jedynie rekombinacji homologicznej. Postu-
zono sie w nich réznymi szczepami wirusa mysiego
zapalenia watroby (MHV — ang. mouse hepatitis
virus), z ktorych kazdy obarczony byt specyficznym
markerem genetycznym. Przeprowadzone mieszane
infekcje wykazaty, iz podobniejak w przypadku wirusa
polio, wraz ze wzrostem odlegtosci pomiedzy stosowa-
nymi markerami zwigksza sie czesto$¢ rekombinacji.
Otrzymane wyniki $wiadczyty, ze w obrebie catego
genomu czesto$¢ rekombinacji wynosi¢ powinna ok.
25%), a wiec podobnie jak dla wirusa polio posiadaja-
cego wielokrotnie mniejszy genomowy RNA. Wynik
ten wydaje sie by¢ bliskim prawdy, co potwierdzita
izolacja wirusow potomnych, ktdrych genom utworzo-
ny zostat w rezultacie kilkakrotnej rekombinacji (tego
typu rekombinantéw nie znajdowano podczas badan
wirusa polio) [32]. Dodatkowo stwierdzono, ze miejs-
ca przeskokdw rekombinacyjnych ulokowane byly
w obrebie catego genomu, zaréwno we fragmencie
pomiedzy markerami genetycznymi jak i poza nim.
Oznacza to, iz rekombinacja zachodzita takze w regio-
nach, ktore nie zostaty poddane cisnieniu selekcyj-
nemu. Jak dotad nie udato sie jednak ustali¢, co jest
powodem tak czestej rekombinacji koronawirusow.
Wydaje sie, ze proces ten moze byé odpowiedzialny za
ciagta naprawe niezwykle dtugiej jednoniciowej czaste-
czki RNA stanowigcej genom wirusa. Pewne obserwa-
cje sugeruja nawet, ze w przypadku koronawiruséw
w procesie rekombinacji uczestnicza specyficzne biatka
odpowiedzialne za lokalizacje miejsc przeskokéw re-
kombinacyjnych [35]. Ze wzgledu jednak na duzg
ztozonos$¢ catego systemu, badania koronawiruséw nie
doprowadzity do uzyskania jednoznacznego obrazu
rekombinacji RNA.

111-3. Karmowirusy

Karmowirusy stanowia grupe wiruséw roslinnych,
ktérych genom zbudowany jest z pojedynczej nici
RNA o polarnosci mRNA i diugosci ok. 4 tysiecy
nukleotydéw [36]. Jednym z przedstawicieli karmowi-
ruséw jest wirus kedzierzawki rzepy (TCV — ang.
turnip crinkle virus). Wirusowi temu towarzysza bardzo
czesto tzw. satelitarne RNA o zmiennej ditugosci
i zréznicowanej sekwencji. Cho¢ satelitarne RNA nie
niosg ze sobg zadnej informacji genetycznej potrzebnej
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do rozwoju wirusa, ich replikacja jest catkowicie
zalezna od TCV. Poréwnanie sekwencji réznych sateli-
tarnych RNA pozwolito stwierdzi¢, ze niektére z nich
sg najprawdopodobniej produktami rekombinacji za-
chodzacej pomiedzy genomem TCV a innymi satelitar-
nymi RNA [37]. Przewidywania te potwierdzono
eksperymentalnie wykazujac, iz podczas infekcji roslin
za pomocg TCV i niektérych satelitarnych RNA
dochodzi do rekombinacji. Tg drogg otrzymano ischa-
rakteryzowano czgsteczki powstate w wyniku rekom-
binacji pomiedzy satelitarnymi RNA [16, 38] oraz
pomiedzy genomem TCV a satelitarnymi RNA [39].
W przeciwieristwie do powyzej przedstawionych wnio-
skoéw dotyczacych pikornawiruséw i koronawiruséw
stwierdzono, ze w TCV miejsca przeskokdw rekom-
binacyjnych nie sa zlokalizowane przypadkowo. Gru-
puja sie one w regionach RNA wykazujgcych znaczne
podobienstwo strukturalne do obecnego w genomie
TCV promotora transkrypcji sugerujac, iz rekombina-
cja zachodzi podczas syntezy potomnej nici (+) [38].
Produktami rekombinacji sg satelitarne RNA a wiec
czasteczki nie odgrywajace zasadniczej roli w procesie
rozwoju wirusa. Stworzony w oparciu o TCV system
rekombinacyjny nie znajduje sie zatem pod wptywem
silnego cisnienia selekcyjnego. Wydaje sie wiec, iz
uzskane wyniki lepiej odzwierciedlajg rzeczywisty me-
chanizm rekombinacji niz miato to miejsce w przypad-
ku pikornawiruséw czy koronawiruséw. Trudno jest
jednak bezposrednio porownywac te systemy, jako ze
oba omawiane wczesniej umozliwiajg badanie rekom-
binacji homologicznej, podczas gdy rekombinacje
w ktorej uczestnicza genomowe i satelitarne RNA
TCV zakwalifikowac¢ nalezy jako niehomologiczna.

V1. Rekombinacja genetyczna bromowirusow

Bromowirusy stanowig pierwszg rodzine roslinnych
(+) RNA wiruséw, dla ktérych obserwowano rekom-
binacje genetyczng RNA [15]. Uzyskane wowczas
rezultaty daty podstawy do stworzenia systemu bio-
logicznego umozliwiajagcego dalsze badania rekom-
binacji. W tym celu postuzono sie wirusem mozaiki
stoktosy (BMV — ang. brome mosaic virus) [9]. BMV
jest jednym z najlepiej poznanych (+) RNA wirusow,
ktéorego genom stanowiag trzy oddzielne czasteczki
RNA zwane RNA1, RNA2, i RNA3 [40], Dodatkowo
w trakcie infekcji wytwarzany jest tzw. subgenomowy
RNA4 majagcy sekwencje identyczng z 3'-koricowg
czeScig RNA3 [40], Wszystkie RNA posiadajg metylo-
wang reszte guanozynowa na koficu 5' oraz prawie
identyczny, okoto 200 nukleotydowy niekodujgcy ko-
niec 3', ktérego fragment tworzy tzw. strukture tRNA-
-podobna [40] (Ryc. 2A). Czasteczki RNAL1 i RNA2
koduja odpowiednio biatka 1aiZ2a, ktdre razem z blizej
nieokreslonymi sktadnikami komérkowymi gospoda-
rza tworzg wirusowga replikaze [41], RNA3 koduje
biatko ptaszcza oraz biatko 3a odpowiedzialne za
rozprzestrzenianie sie wirusa w zainfekowanym or-
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ganizmie [42]. W biatku la wyrézni¢ mozna dwie
domeny: N-terminalng odpowiedzialng za modyfika-
cje kofica 5 w genomowych RNA (tzw. kapowanie
— ang. capping) oraz C-terminalng posiadajaca wtas-
ciwosci helikazy [43]. Centralng cze$¢ biatka 2a stano-
wi polimeraza RNA zalezna od RNA [44,45], podczas
gdy domena N-terminalna odpowiedzialna jest za
wigzanie biatek 1a-2a w obrebie kompleksu replikacyj-
nego [46].

Rekombinacje pomiedzy genomowymi RNA
w BWV zaobserwowano po raz pierwszy, gdy RNA3
posiadajacy 20 nukleotydowgq delecje w konserwatyw-
nym koncu 3' ulegat naprawie w wyniku rekombinacji
z RNA1 Ilub RNAZ2 podczas infekcji w jeczmieniu
(gospodarz systemiczny) [15]. Dalsze modyfikacje
niekodujgcego konca 3' w RNA3 umozliwity zwiek-
szenie czestosci, z jaka zachodzi rekombinacja [47].
Dodatkowo zmiana gospodarza ze stosowanego wcze-
$niej systemicznego na takiego, w ktérym wirus wywo-
tuje jedynie infekcje lokalne (Chenopodium guinoa)
pozwolita uzyska¢ w jednej ros$linie wiele niezaleznie
rozwijajacych sie zakazen (tzw. plamek lokalnych).
Kazde zakazenie prowadzi¢ moze do powstania in-
nego rekombinanta (z reguty jednego, czasem jednak
dwéch lub trzech) [47], W celu ich zidentyfikowania
z lisci roslin wycinano pojedyncze plamki lokalne
i izolowano z nich catkowity RNA. Nastepnie przy
zastosowaniu specyficznych starteréw (primeréw) na-
mnazano koniec 3' czasteczki RNA3 metoda odwrot-
nej transkrypcji i polimerazowej reakcji taficuchowej
(RT-PCR). Otrzymane produkty RT-PCR analizowa-
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Ryc. 2. Schematyczny opis systemdw rekombinacyjnych stworzo-
nych w oparciu 0 BMV.
A). Organizacja genomu BMV. Skiada sie on z trzech
czasteczek RNA (RNA 1, 2 3) kodujacych biatka la, 2a, 3a
oraz biatko ptaszcza (CP). BMV zawiera takze tzw. RNA4,
ktory jest subgenomowym RNA majacym sekwencje iden-
tyczng z cze$cia 3' RNA3. Regiony kodujagce genomu
oznaczone zostaty za pomocga prostokatéw a niekodujace za
pomoca linii. Wszystkie czagsteczki posiadaja 7-metylogua-
nonozyne (m7G) na korficu 5' i prawie identyczny koniec 3,
ktérego fragment terminalny tworzy tzw. strukture tRNA
podobng.
B) Budowa rekombinacyjnie aktywnego wektorowego
RNA3 stosowanego w opisywanym systemie w miejsce wt
RNA3. W wektorowym RNA3 zmodyfikowany zostatjedy-
nie koniec 3', ktory podzieli¢ mozna na cztery regiony A, B,
C i D. Region A zawiera 236 nukleotydowy 3'-kofAcowy
fragment zachowawczy we wszystkich czterech genomo-
wych RNA. Cze$¢ tego fragmentu zostata zduplikowana

region B (odcinek pomigdzy 7 a 200 nukleotydem liczac

od kornca 3). Nastepnie wprowadzony zostat 3'-koficowy
fragment RNA3 z CCMV — region C (197 nukleotydowy
w wektorowych RNA3 stosowanych w rekombinacji nieho-
mologicznej oraz 765 nukleotydowy w wektorowych RNA3
stosowanych w rekombinacji homologicznej; czarny prosto-
kat). Region D, oznaczony dodatkowo strzatka, zawiera
rekombinacyjnie aktywng sekwencje komplementarng do
fragmentu niekodujgcego konca 3' RNA1l (rekombinacja
niehomologiczna) lub homologiczng do fragmentu niekodu-
jacego z konica 3' RNA2 (rekombinacja homologiczna).
C) Proponowany mechanizm niehomologicznej rekombi-
nacji RNA. Do wektorowej czasteczki RNA3 wprowadzona
zostata 40-141 nukleotydowa sekwencja komplementarna
do niekodujacego fragmentu pochodzacego z konca 3'
WtRNAI. Stad czasteczki RNA1 i RNA3 tworzyé moga
lokalng strukture dwuniciowg (heterodupleks, oznaczony za
pomocg strzatek). Jezeli wirusowa replikaza zapoczatkuje
synteze nici potomnej z kofica 3' RNA1, wéwczas w obrebie
dwuniciowego fragmentu doj$¢ moze do zmiany matrycy
z RNA1 na RNA3. W ten sposéb utworzony zostaje
rekombinat posiadajacy niezmodyfikowany koniec 3'
z RNAL i cze$¢ kodujaca oraz koniec 5' z RNA3.
D) Proponowany mechanizm homologicznej rekombinacji
RNA. Do wektorowej czasteczki RNA3 wprowadzona
zostata 15-60 nukleotydowg sekwencja homologiczna do
niekodujacego fragmentu pochodzgcego z konca 3" wt
RNA2 (obie sekwencje oznaczono za pomocg strzatek).
Wystepowanie lokalnej homologii pomiedzy rekombinuja-
cymi czasteczkami RNA2 i RNA3 nie pozwala im bezpo-
$rednio ze sobg oddziatywaé. Jednakze w obrebie regionéw
homologicznych nowosyntetyzowana ni¢ potomna jest
komplementarna do obu czasteczek RNA. Jezeli wiec
podczas replikacji RNA2 koniec nici potomnej oddysocjuje
z czasteczki matrycowej, moze on ulec hybrydyzacji do
RNA3 izosta¢ uzyty przez wirusowg replikacje jako starter
do dalszej syntezy RNA. W ten sposéb wytworzony zostanie
rekombinat posiadajacy niezmodyfikowany koniec 3' po-
chodzacy z wt RNA2 oraz cze$¢ kodujacg i koniec 5'
z RNA3.

no elektroforetycznie w zelu agarozowym, wklonowy-
wano do wektora pUC19 i sekwencjonowano. Dodat-
kowo dla potwierdzenia, iz rekombinanty RNA zo-
staty rzeczywiscie wytworzone w roslinie podczas
infekcji, a nie w trakcie RT-PCR, catkowity RNA
analizowano metodg Northern-blot. Uzyskano dane
wskazywaty, ze rekombinacja niehomologiczna po-
miedzy wirusowymi RNA zachodzi w regionach lokal-
nej komplementarnosci pomiedzy rekombinujacymi
czasteczkami [48], podczas gdy homologiczna w rejo-
nach lokalnej homologii [49]. Poczynione obserwacje
umozliwity skonstruowanie czasteczki RNA nazwanej
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wektorem rekombinacyjnym (Ryc. 2B) [50]. Do jej
stworzenia uzyto RNA3, ktory nie jest konieczny do
replikacji wirusowego RNA. W czasteczce tej zmodyfi-
kowano jedynie niekodujacy koniec 3', tak wiec nadal
zawierata ona calg informacje genetyczng niezbedng
do normalnego rozwoju BMV. Dokonane modyfika-
cje polegaty na duplikacji konserwatywnej sekwencji
z konica 3' (Ryc. 2B regiony A i B), po ktorej wprowa-
dzono fragment RNA pochodzacy z pokrewnego bro-
mowirusa (wirusa zétej chlorowatosci wspiegi chins-
kief CCMV, ang. — cowpea chlorotic mosaic virus
— Ryc. 2B region C). Zmiany te mialy na celu
zmniejsze zdolnosci replikacyjnych czasteczki RNA3.
Tak otrzymany wektorowy RNAS jest stabilny w trak-
cie infekcji (tzn. nie rekombinuje), gdy uzy¢ go do
inokulacji roslin zamiast RNA3 o sekwencji typu
dzikiego (wt RN A3) razem z RNA1l i RNA2 (oba
0 sekwencji typu dzikiego, odpowiednio wt RNAL iwt
RNAZ2). Zaczyna onjednak rekombinowa¢, gdy bezpo-
$rednio za fragmentem z CCMV wprowadzona zo-
stanie sekwencja wykazujaca aktywnos$¢ rekombina-
cyjng (Ryc. 2B region D). Stosujgc wektorowy RNA3
zidentyfikowano regiony aktywne rekombinacyjnie
w BMYV i stworzono dwa analogiczne systemy umoz-
liwiajgce badania molekularne rekombinacji niehomo-
logicznej i homologicznej (Ryc. 2C i D). Pierwszy
system nazwany heterodupleksowym powstat przez
wprowadzenie do wektorowego RNA3 40-141 nuk-
leotydowej rekombinacyjnie aktywnej sekwencji, kom-
plementarnej do niekodujgcego fragmentu z konca 3'
RNA1 [50]. Umozliwito to tworzenie lokalnej dwu-
niciowej struktury (heterodupleksu) pomiedzy rekom-
binujacymi czasteczkami RNAL1 i RNA3 w obrebie
ktorej dochodzito do przeskokéw rekombinacyjnych.
Poniewaz miaty one miejsce pomiedzy réznymi, cho¢
komplementarnymi sekwencjami, stagd zdefiniowane
zostaty jako niehomologiczne. Drugi system powstat
w wyniku wprowadzenia do czasteczki wektorowej
15-60 nukleotydowej sekwencji z 3'-koricowego nieko-
dujgcego fragmentu wt RNA2 [49]. Istnienie homo-
logicznych sekwencji w wektorowym RNA3 (region D)
1 wt RNA2 powodowato, iz czgsteczki te ulegaly
rekombinacji. Poniewaz przeskoki rekombinacyjne
zachodzity w obrebie identycznych sekwencji, stad
zdefiniowano je jako homologiczne.

Zarowno w systemie umozliwiajgcym badanie re-
kombinacji niehomologicznej jak i homologicznej
przeskoki rekombinacyjne prowadzity do naprawienia
wektorowego RNA3. W obu przypadkach tworzyty sie
rekombinanty RNA3, w ktérych zmodyfikowany kon-
serwatywny koniec 3' czgsteczki wektorowej byt za-
stepowany przez wspdélny dla wszystkich genomowych
RNA 3'-koncowy fragment pochodzacy z wt RNA1L
(rekombinacja niehomologiczna) lub wt RNA2 (re-
kombinacja homologiczna). W ten sposéb 3'-koficowa
sekwencja rekombinanta RNA3 byta zblizona do
istniejacej w wt RNA3. Stad jego zdolnos¢ do replikacji
gwattownie rosta w poréwnaniu z wykazywang przez
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rodzicielskie RNA3, powodujac wytworzenie silnego
cisnienia selekcyjnego wspierajgcego akumulacje re-
kombinantéw iréwnoczes$nie eliminujgcego rodziciel-
skie czgsteczki wektorowego RNA3. Zgodnie z za-
proponowanym mechanizmem rekombinacji nieho-
mologicznej ihomologicznej, RNA1 lub RNA2 bedacy
dawcg niezmutowanego korca 3' zdefiniowany zostat
jako RNA donorowy, a naprawiany RNA3 jako RNA
akceptorowy [9, 18, 49]. Wyznaczona dla najaktyw-
niejszych wektorowych RNA3 czesto$¢ rekombinacji
niehomologicznej czy homologicznej wynosita blisko
100% podczas gdy dla innych znanych systemow nie
przekraczata z reguty 10%. OkresSla ona w jakim
procencie niezaleznie rozwijajacych sie infekcji (pla-
mek lokalnych) dochodzi do wytworzenia rekombi-
nanta RNAS3.

W przypadku rekombinacji niehomologicznej za-
proponowany mechanizm zaktada, iz rekombinanty
tworzg sie w trakcie syntezy potomnej nici (—), gdy
wirusowa replikaza dociera do dwuniciowego regionu
i nie mogac go rozples¢, przeskakuje z RNA donoro-
wego na akceptorowy (Ryc. 2C) [9, 18]. Inny jest
prawdopodobnie molekularny mechanizm rekombi-
nacji homologicznej. Zaangazowane w ten proces
czasteczki RNA2 i RNA3 posiadajg sekwencje homo-
logiczne, nie moga wiec oddziatywac ze sobg bezpo-
Srednio. Jednakze w tym przypadku nowosyntetyzo-
wana na donorowym RNAZ2 ni¢ potomna jest kom-
plementarna do akceptorowego RNA3. Zapropono-
wano zatem, ze do rekombinacji homologicznej do-
chodzi¢ moze gdy w wyniku zatrzymania syntezy nici
potomnej na donorowym RNA jej fragment zostanie
uwolniony. Jezeli ma to miejsce w obrebie sekwencji
homologicznych, wéwczas cze$¢ nici potomnej moze
ulec hybrydyzacji do akceptorowego RNA. Nastepnie
fragment ten mogtby stuzy¢ wirusowemu komplek-
sowi replikacyjnemu jako starter do wznowienia syn-
tezy RNA na nowej matrycy (Ryc. 2D) [18, 49].

V. Strukturalne uwarunkowania rekombina-
cji BMV

V-1. Rekombinacja niehomologiczna

Jak juz wspomniano, istnienie lokalnych sekwencji
komplementarnych w genomowych czasteczkach
RNA moze by¢ czynnikiem indukujacym rekombina-
cje niehomologiczng. Przeprowadzone in vitro eks-
perymenty z udziatem BMYV potwierdzity wczesniejsze
przypuszczenia, iz rekombinujace czagsteczki mogg ze
sobg oddziatywac¢ tworzac lokalng strukture dwu-
niciowg (heterodupleks — Ryc. 3) [9], Stwierdzono
jednak, ze nie zawsze istnienie nawet stosunkowo
dtugiego regionu komplementarnosci jest w stanie
wywotaé rekombinacje [51]. Sugeruje to, iz mozliwos¢
tworzenia struktury dwuniciowej przez czasteczki
RNA nie jest bezposrednig przyczyng wystepowania
przeskokow rekombinacyjnych. Tym niemniej obec-

POSTEPY BIOCHEMII 43(4), 1997



no$¢ sekwencji komplementarnych jest przypuszczal-
nie konieczna dla zajscia badanego procesu, podczas
ktérego sg one najprawdopodobniej odpowiedzialne
za zblizenie rekombinujacych molekut (aby wirusowa
replikaza mogta zmieni¢ matryce podczas syntezy nici
potomnej, czgsteczka donorowego RNA musi znalez¢
sie dostatecznie blisko czasteczki akceptorowej). Wy-
daje sie zatem, iz obok lokalnej komplementarnosci
istnie¢ muszg inne elementy zakodowane w strukturze
RNA, bedgce sygnatem do zajscia rekombinacji.
Przeprowadzona analiza potozenia miejsc przesko-
koéw rekombinacyjnych potwierdza to przypuszczenie
[50, 51]. Wynika z niej bowiem, iz przeskoki czesciej
maja miejsce za pirymidyng, szczegdlnie za U. Sposréd
174 rekombinantéw, ktérych sekwencja zostata okres$-
lona, 132 posiadaty pirymidyne jako ostatni nukleotyd
pochodzacy od donora (w tym w 96 przypadkach
(55%) byta to U). Z 42 przeskokow jakie miaty miejsce
za resztg purynowg 30 zaszto w obrebie sekwencji
(AG)n [50, 51]. Dodatkowo obserwowano, ze niektore
heterodupleksy tworzone przez rekombinujgce czaste-
czki RNA powodujg powstawanie wielu réznych re-
kombinantéw, podczas gdy inne w bardzo specyficzny
spos6b prowadzg do powstania tylko dwéch prawie
identycznych produktéw rekombinacji (Ryc. 3) [50,
51]. Przeprowadzona analiza strukturalna pozwolita
stwierdzi¢, iz wszystkie heterodupleksy wspierajgce
rekombinacje w sposob selektywny posiadajg jedng
wspdblng ceche: jedli oddziatywania pomiedzy kilkoma
pierwszymi parami zasad tworzacymi lokalng struk-
ture dwuniciowg zostang zaburzone (prawdopodobnie
dzieje sie tak gdy, wirusowa replikaza zaczyna kopio-
wac fragment RNA1 zaangazowany w tworzenie hete-
rodupleksu), wéwczas zmieniona zostaje drugorzedo-
wa struktura rekombinacyjnych czasteczek RNA.

Cze$¢ heterodupleksu ulega rozpleceniu, a w struk-
turze RNA akceptorowego (modyfikowany RNA3)
wytworzona zostaje stabilna struktura szpilki (hairpin-
Ryc. 4). Jej powstanie sprawia, iz usytuowane na
donorowym i akceptorowym RNA miejsca przesko-
kow rekombinacyjnych ulegajg znacznemu zblizeniu
w poréwnaniu z ich potozeniem w dwuniciowej struk-
turze tworzonej przez rekombinujgce czasteczki RNA
1i3. Zablokowanie mozliwosci tworzenia sie struktury
szpilkowej w czgsteczce RNA akceptorowego powo-
dowato catkowity zanik specyficznosci rekombinacji.
Potwierdza to przypuszczenie, iz zmiany strukturalne
zwigzane z jej powstaniem moga by¢ odpowiedzialne
za selektywne tworzenie tylko dwoch réznych rekom-
binantow.

Dalsza analiza rekombinacyjnie aktywnego regionu
sugeruje, ze co najmniej trzy elementy strukturalne
zwigzane z powstaniem szpilki moga by¢ odpowiedzia-
Ine za specyficzno$¢ badanego procesu. Po pierwsze
stabilna szpilka moze petni¢ podobng role jak ter-
minatory transkrypcji, to znaczy zatrzymywaé replika-
cje dajac tym samym sygnat do zmiany matrycy. Po
drugie, specyficzno$¢ rekombinacji powodowaé moga
sekwencje homologiczne wystepujace w badanej struk-
turze (Ryc. 4A). Ich obecnos¢ sprawia, ze fragment nici
potomnej syntetyzowanej na donorowym RNA jest
komplementarny do akceptorowego RNA. Zatem gdy
synteza nici (—) na donorowym RNA zostanie prze-
rwana, woéwczas czasteczka ta moze by¢ uzyta jako
starter (primer) do wznowienia syntezy na akcep-
torowym RNA. Po trzecie, aranzacja pierwszo- i dru-
gorzedowej struktury donorowego i akceptorowego
RNA (w sytuacji gdy zostaje utworzona struktura
szpilkowa) wykazuje olbrzymie podobienstwo do pro-
ponowanego modelu rybozymu typu ,hammerhead”

PN3(-)RNA3
A18 B2
5« CCCUGCUCGGAGGACUAGUC ACU-3
UCGAGCAGAGGUCUCACACAGAGACAAGCGCAUCACUUAA
AGCUCGUCUCCAGAGUGUGUCUCUGUUCGCGUAGUGAAUU .
WtRNAI 3 - CICCGAGAGG GUG -5
I i
234 82 Al8
el f1 M
PN8(-)RNA3 dli | 1
al b]' AU G C ClI L A M2 h4]2 k2
[
5+ CCCUGCUCGGAGGACUAGUCUC G@ 8 fb Cﬁ * f_g El- g- 1 1 CUA-
GAGGUCUCACA AGACAAGCG ACUUAACAC UAAAGAUCAAAUCACCAGCGAGCUCGCCGUUAAAGCAAUACUCAAAGGACUUCUUf -I—ﬁll:ﬂUU
CUCCAGAGUGU, ,UCuGuuCGC, ,,UGAAUUGUG,, AUUUCUAGUUUAGUGGUCGCUCGAGCGGCAAUUUCGUUAUGAGUUUCCUGAAGAAI
WERNAI  3-CCCGAGAGGAGCUCGU| Ajo0 guag thi ti | UUU-51
24 ai

*j. flK5 M2 _h4 k2 1
a |fL i 2 ‘

Ryc. 3. Usytuowanie miejsc przeskokéw rekomhbinacyjnych w obrebie heteroduplekséw tworzonych przez wt RNA1 idwa wybrane wektorowe
RNA3 (PN3(-) oraz PN8(-) RNA3). Wektorowy PN3(-) RNA3 tworzy 40 a PN8(-) RNA3 141 nukleotydowy region dwuniciowy z wt
RNAL1. Zastosowanie PN3(-) RNA3 prowadzi zawsze do powstania jednego z dwéch bardzo podobnych rekombinantéw, podczas gdy
w przypadku PN8(-) RNA3 powstaje wiele réznych rekombinantéw. Miejsca przeskokéw rekombinacyjnych uwidoczniono w ten
sposob, iz dla danego rekombinanta ostatni nukleotyd pochodzacy z donorowego wt RNAL i pierwszy nukleotyd pochodzacy
z akceptorowego RNA3 oznaczony zostat strzatka itakg sama literg. Umieszczone obok liczby wskazujg w ilu niezaleznie rozwijajacych
sie infekcjach lokalnych wytworzony zostat dany rekombinat. Duzymi literami oznaczono miejsca przeskokéw obserwowane przy
zastosowaniu réznych pochodnych RNA3.
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wektorowy RNA3 5-UGCCCk UGCUCGGAGGAICUAGUCUCGAGCAGAGGUC

WtRNAt 3-GtAGGAGCUCGUCIUCCAG

al=H
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. Q G miejsce ciecia
6\\ Ci aaa~ uc/
wektorowy RNA3  5'-UGCCC AGGUC agcg aggaccc
WIRNAt 3-GGG, UCCAG- G CG a
Gr ruk\ GU E\ig U
CUCG \ (o

®

Ryc. 4. Zidetyfikowane elementy strukturalne mogace odpowiadac
za specyficzno$¢ rekombinacji.
A) Schematyczny opis heteroduplekséw tworzonych przez
wt RNAL i wektorowe RNA3, dla ktérych rekombinacja
zachodzi w sposéb regioselektywny (np. heterodupleksu
tworzonego przez wt RNA1 i PN3(-) RNA3 przedstawione-
go w catosci na Ryc. 3A.) Heterodupleksy te posiadaja
identyczny fragment poczatkowy, réznig sie jednak dtugo-
Scig tworzacych je sekwencji komplementarnych. Na powy-
zszym rysunku uwidoczniony zostat wspélny dla wszystkich
heteroduplekséw region, w obrebie ktérego dochodzi do
przeskokéw rekombinacyjnych (miejsca przeskokéw ozna-
czono strzatkami i literami). W ich wyniku powstaje zawsze
jeden zdwdch prawie identycznych rekombinatéw. W regio-
nie tym wyrézni¢ mozna dwa elementy strukturalne mogace
odpowiada¢ za regiospecyficzno$¢ rekombinacji. Sa nimi
sekwencje homologiczne obecne w czasteczce donorowego
i akceptorowego RNA (oznaczone prostokatami) oraz wy-
stepujgca w wektorowym RNA3 sekwencja mogaca tworzy¢
stabilng strukture szpilkowg (oznaczona pozioma linig).
B) Struktura szpilkowa, ktéra moze powstawaé podczas
replikacji w obrebie heterodupleksu przedstawionego na
Ryc. 4A. Jej utworzenie sprawia, iz oddalone od siebie
miejsca przeskokéw rekombinacyjnych ulegajg zblizeniu.
C) Proponowana drugorzedowa struktura rybozymu typu
,.hammerhead." [52],

[52] (Ryc. 4 B i C). Nie przypuszczamy, aby badany
uktad wykazywat wtasciwosci katalityczne (nie wszyst-
kie nukleotydy decydujace o wysokiej aktywnosci
katalitycznej rybozymu sg zachowane). Nie mozna
jednak wykluczy¢, izjego tworzenie prowadzi czasami
do rozerwania czasteczki RNA co stanowi¢ moze
bodziec dla zajscia rekombinacji. Wszystkie przyto-
czone tu spostrzezenia wyraznie wskazuja, ze zar6wno
sekwencja jak i budowa przestrzenna czgsteczek RNA
odgrywa istotng role w procesie niehomologicznej
rekombinacji RNA.

V-2. Rekombinacja homologiczna

Podobnie jak w przypadku rekombinacji niehomo-
logicznej, wektorowy RNA3 wykorzystany zostat do
testowania aktywnoséci rekombinacyjnej réznych sek-
wencji pochodzacych z wt RNA1 i 2. Przeprowadzone
badania pozwolity zidentyfikowaé sekwencje rekom-
binacyjnie aktywne ukazujac jednocze$nie, iz sama
tylko homologia pomiedzy rekombinujgcymi czgstecz-
kami RNA nie jest elementem wystarczajagcym dla
zajscia tego procesu [49, 51], Celem doktadniejszego
okreslenia strukturalnych uwarunkowan rekombina-
cji homologicznej, jedng sposrdd testowanych sekwen-
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cji poddano bardziej szczeg6towym badaniom. Byt to
60 nukleotydowy fragment pochodzacy z niekodujace-
go kornca 3" wt RNA2 (nazwany sekwencjg R). Jej
wprowadzenie do wektorowego RNA3 powodowato
powstanie iakumulacje rekombinantow w ponad 90%
niezaleznie rozwijajgcych sie infekcji. Stosujgc kom-
puterowe metody modelowania struktury drugorzedo-
wej RNA zaproponowano przypuszczalng budowe
sekwencji R. Prawdopodobnie miesci ona w sobie dwie
stabilne struktury typu szpilki (oznaczone na rycinie
5 literami G i H). Wstepnie zatozono, iz istnienie
stabilnych struktur szpilkowych spowalnia lub za-
trzymuje proces syntezy nici potomnej co stanowic
moze bezposredni sygnat dla zajscia rekombinacji.
W oparciu o powyzsze zatozenie przeprowadzono
selektywng modyfikacje sekwencji R starajgc sie stwie-
rdzi¢, jakie elementy zawarte w jej strukturze sg
odpowiedzialne za obserwowang aktywnos$¢ rekom-
binacyjng. Badania te wykazaty, iz zgodnie z oczekiwa-
niami czestos¢ rekombinacji jest proporcjonalna do
dtugosci rekombinacyjnie aktywnej sekwencji. Skréce-
nie sekwencji R do 23 nukleotydéw powodowato
obnizenie czestosci rekombinacji z 90 do 50% [49, 51,
53]. Podobnie czesto$¢ rekombinacji ulegata obnize-
niu, gdy wprowadzane mutacje zmniejszyty stopien
homologii pomiedzy sekwencjg R a jej odpowied-
nikiem obecnym w wt RNA2. Ponadto zauwazono, ze
wprowadzenie do sekwencji homologicznych dodat-
kowego kilkunukleotydowego fragmentu ztozonego
z A oraz U (np. sekwencji UUAAAA) znacznie zwigk-
szyto czestos$¢ nieprecyzyjnej rekombinacji homologi-
cznej [53]. Duplikacja tej sekwencji w obu rekom-
binujgcych czagsteczkach jeszcze wyrazniej preferowata
wystepowanie niesymetrycznych przeskokéw rekom-
binacyjnych. Bardzo interesujgca obserwacje poczy-
niono, gdy analogiczny eksperyment przeprowadzony
zostat dla fragmentu zawierajgcego wytgcznie reszty
G iC, awiec nukleotydy tworzace silniejsze pary zasad
niz A-U. Wprowadzenie do sekwencji rekombinacyj-
nie aktywnej zmian prowadzacych do powstania regio-
néw bogatych w reszty G oraz C powodowato wyrazne
zmniejszenie liczby obserwowanych przeskokow re-

Hairpin H Hairpin G

A
LU [G u
0 /| a a
(=} N
A 11
rA A [y
/I U-A 1]
/| C-G [/
1G-C u/

G-UlIlI
UGUUGA

-A
C
-U
-G
-A
-U

>COX>PO C

5 ACACUUU AGUCGUGGUUGACG 3

Ryc. 5. Przewidywana struktura drugorzedowa rekombinacyjnie
aktywnej sekwencji R. Przeprowadzona analiza kompute-
rowa wykazata, iz w obrebie sekwencji R powstawaé moga
dwie stabilne struktury typu hairpin (oznaczone literami
G i H). Dodatkowo obie struktury szpilkowe zaangazo-
wane sg w oddziatywania z poprzedzajacymi je fragmen-
tami dwuniciowymi RNA tworzac tzw. struktury
pseudo-weztowe.
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kombinacyjnych (bezposrednio w obrebie tych regio-
néw praktycznie nie dochodzito do przeskokéw re-
kombinacyjnych) [54]. Dodatkowo wykazano, iz mu-
tacje zmniejszajace jak i zwiekszajace trwatos¢ struktur
szpilkowych obecnych w sekwencji R (szpilki G oraz
H, Ryc. 5) nie wptywajg w istotny spos6b na przebieg
rekombinacji homologicznej [51]. Wynik taki wydaje
sie przeczy¢ przyjetemu wczes$niej zatozeniu, iz nie-
ktére elementy drugorzedowej struktury RNA moga
by¢ czynnikiem indukujacym przeskoki rekombina-
cyjne. Dotychczasowe badania $wiadczg bowiem, ze
podstawowym czynnikiem decydujagcym o przebiegu
rekombinacji homologicznej jest pierwszorzedowa
struktura RNA.

VI. Podsumowanie

Rekombinacjajest,jak wynika z przedstawionych tu
danych, zjawiskiem bardzo powszechnym w Swiecie
(+) RNA wiruséw. Poczynione dotychczas obserwacje
nie pozwalajg jednak stwierdzi¢ w jaki spos6b zréz-
nicowane pod wzgledem pochodzenia jak i wielkoSci
fragmenty RNA wbudowywane sg w genom wirusowy.
Wydaje sie, ze rekombinacja RNA zachodzi zgodnie
z mechanizmem ,copy choice”, a wiec inaczej jak
w organizmach, w ktérych nosnikiem informacji gene-
tycznej jest DNA. W przypadku tych ostatnich rekom-
binacja polega na rozerwaniu genomowych czasteczek
DNA iich ponownym potgczeniu. Mechanizm ,copy
choice” zaktada, iz podczas syntezy genomowej czaste-
czki RNA wirusowy kompleks replikacyjny zmienia
matryce. W ten spos6b do wytworzenia nici potomnej
uzyte zostajg co najmniej dwie rodzicielskie czgsteczki
RNA. Liczne obserwacje Swiadczg, iz sposréd trzech
réznych typéw rekombinacji najpowszechniejszg jest
rekombinacja homologiczna a zdecydowanie najrzad-
szg niehomologiczna.

Jak dotad nie udato siejednak jednoznacznie ustali¢
dlaczego pewne fragmenty RNA charakteryzujg sie
szczegOlnie duzg aktywnosScig rekombinacyjng pod-
czas gdy inne sg jej catkowicie pozbawione. Na pod-
stawie przedstawionych wcze$niej danych dotyczacych
pikorna-, korona-, karmo- czy bromowiruséw sadzi¢
mozna, ze istnieje wiele rdznych czynnikéw warun-
kujacych przebieg rekombinacji RNA. Sygnatem do
zajScia przeskoku rekombinacyjnego moze by¢ pierw-
szo- lub drugorzedowa struktura RNA czy specyficzne
oddziatywania RNA-biatko. Rekombinacja moze by¢
réwniez indukowana przez oddziatywania pomiedzy
biatkami, gdy w ich wyniku dochodzi do odpowied-
niego zblizenia czasteczek RNA. Dodatkowo, jesli
prawdziwym jest poglad, iz rekombinacja zachodzi
zgodnie z mechanizmem ,,copy choice”, wowczas takze
struktura oraz wiasciwosci replikazy decydowaé po-
winny o zdolno$¢ wirusa do rekombinacji. Tymczasem
jeszcze do niedawna brak byto jakichkolwiek danych
mowigcych o udziale biatek reptikazowych w procesie
rekombinacji. Pierwsze tego typu doniesienia pocho-
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dzg z ostatnich lat i dotyczg biatek kodowanych przez
BMYV [55, 56], Wynika z nich, iz oba biatka wirusowe
tworzgce kompleks replikacyjny zaangazowane sg
w rekombinacje. Wykazano bowiem, ze mutacja do-
meny helikazowej biatka la wptywaé moze na usytuo-
wanie miejsc niehomologicznych przeskokéw rekom-
binacyjnych [55]. Ponadto zidentyfikowano mutacje
domeny polimerazowej biatka 2a, ktorej obecnosé
catkowicie hamuje rekombinacje niehomologiczng nie
wplywajgc w istotny sposéb na czesto$¢ rekombinacji
homologicznej [56], Nadal nie wiadomo jednak jaka
role odgrywajg wirusowe biatka la i 2a w procesie
rekombinacji. Jak zatem mozna sadzic, jeszcze wiele
czasu uptynie zanim zdotamy doktadnie poznaé i zro-
zumieé molekularne podstawy rekombinacji genetycz-
nej RNA. Nadal pozostanie wiec ona przedmiotem
licznych, niezwykle intrygujacych badan.
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Bywajg tacy lekarze, bywajg tacy ogrodnicy ijeszcze setka innych
zawoddw. Ich praca moze by¢ bezustanng przygodajesli tylko potrafia
w niej dostrzec coraz to nowe wyzwania. Pomimo trudéw i porazek ich
ciekawos¢ nie stygnie. Z kazdego rozwigzanego zagadnienia wyfruwa
im r6j nowych pytan. Natchnienie, czymkolwiek ono jest, rodzi sie
Z bezustannego nie wiem.

Stowa te wyjete z noblowskiego przemoéwienia Wistawy Szymbor-
skiej doskonale obrazujg twércze zafascynowanie wielu badaczy
dwufunkcyjnymi wiasciwosciami kwaséw rybonukleinowych.

Tektonika RNA

RN A tectonics

MIROSLAWA Z. BARCISZEWSKA*

Spis tresci:

1. Wprowadzenie

1. Transferowe kwasy rybonukleinowe
I1l.  Rybosomalny 5S RNA

IV. Perspektywy badan RNA

Wykaz stosowanych skrotéw: tRNA — transferowe kwasy
rybonukleinowe; 55 rRNA — rybosomalny 5S kwas rybo-
nukleinowy; DNA — kwas deoksynukleinowy; TMV — wi-
rus mozaiki tytoniu; mRNA — messenger RNA, informacyj-
ny RNA; aa-tRNA — aminoacylo-tRNA; RF-1, 2, 3— czyn-
niki uwalniajgce 1, 2, 3; EFG — czynnik elongacyjny G;
EF-Tu — czynnik elongacyjny Tu (niestabilny); NMR
— magnetyczny rezonans jadrowy; Y — a(karboksyamino)-
-4,9-dihydro-4,6-dimetylo-9-okso-IH-imidazolo[l,2-a]-
-puryno-7-dimetylowy ester kwasu butanowego; j — pseu-
dourydyna; Q — 7-(4,5-cis-dihydroksy-I-cyklopenten-3-yl-
-aminometylo)-7-deazaguanozyna.

I. Wprowadzenie

Kazdy etap w badaniach biochemicznych charak-
teryzuje sie wiasnym poziomem doswiadczalnym. Na
poczatku wieku wystarczyto opisa¢ wiasciwosci eks-
traktu, pozniej oczyszczanie i wydzielanie jego sktad-
nikéw stosujac proste metody selektywnego wytraca-
nia, z czasem bardzo zaawansowane techniki chroma-
tograficznego rozdziatu. Na kazdym etapie pytano
o wiasciwosci przebiegu proceséw i ich fizjologiczne
znaczenie. Wraz z rozwojem metod analizy makro-
czasteczek mozna byto wyznaczy¢ ich budowe pierw-
szorzedowg (sekwencje nukleotydéw lub aminokwa-

*Prof. dr hab., Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej
Akademii Nauk, ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznan
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sow), zrozumie¢ zaleznosci ewolucyjne, a takze anali-
zowac strukture przestrzenna.

Dzi$ wiemy, ze bez poprawnego opisania struktury
przestrzennej makromolekut i ich komplekséw nie
mozna zrozumieé, jak dziataja ijakie majg one fizjo-
logiczne znaczenie. W zwigzku z tym wspoéipraca
biochemikéw z badaczami okreslajgcymi struktury
przestrzenne doprowadzita do wyodrebnienia sie dys-
cypliny nazywanej biologig strukturalng. W wielu
przypadkach wspo6tpraca taka przyniostajuz znaczace
osiagniecia.

Jeden z podstawowych problemow biologii moleku-
larnej dotyczy mechanizmu oddziatywania kwaséw
nukleinowych i biatek. Mozna tutaj powtorzy¢ za F.
Crickiem, ze ,bez zrozumienia molekut mozemy
miec¢ jedynie dalekie pojecie 0 samym zyciu. Wszystkie
koncepcje wyzszego poziomu sg niepewne, dopoki sie
ich nie potwierdzi na poziomie molekularnym” [1].
W obecnej rzeczywistosci laboratoryjnej badania czgs-
teczek biologicznych coraz czesciej rozpoczyna sie od
analizy ich struktury [2]. Pozwala to zrozumie¢:
wiasciwosci bioczgsteczek oraz specyficznosci ich wig-
zania i katalizy (chemia), witasciwosci spektralnych
i elektronowych (Fizyka), roli w procesach fizjologicz-
nych komorki (biologia i medycyna).

W przypadku kwaséw rybonukleinowych (RNA),
0 ktérych bedzie mowa w tym artykule, trzeba na
wstepie przypomniec, ze czasteczki te w przeciwienst-
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wie do DNA i biatek sg ,,dwufunkcyjne” [3]. Sg one
no$nikami informacji, podobnie jak DNA, a takze
charakteryzuja sie wiasciwosciami katalitycznymi (ry-
bozymy), co upodabnia je do biatek [4],

Jezeli do tego dodamy zdolno$¢ RNA do tworzenia
struktur przypominajagcych budowa inne makromole-
kuty (mimikra) [5] i zdolno$¢ tworzenia izomerdw
optycznych, dostrzezemy bogactwo mozliwosci funk-
cyjnych RNA, wynikajgcych ze zr6znicowania budo-
wy ich struktur wyzszego rzedu (mozaika).

Jeden z liderébw w dziedzinie badan kwaséw nuk-
leinowych, Ignacio Tinoco Jr. z Uniwersytetu
Kalifornijskiego w Berkeley, obserwujgc wielorakie
zaleznosci miedzy strukturg i funkcjg kwasow rybo-
nukleinowych powiedziat, z2 RNA moze zrobi¢ co
zechce [6]. Te mysl odzwierciedla tytut artykutu.

W pierwszej z trzech cze$ci przedstawie wnioski,
wynikajgce z badan wiasnych, dotyczacych tRNA,
w drugiej przedyskutuje niektére zagadnienia struk-
tury 5S rRNA i jego oddziatywan z biatkami, a na
zakonczenie zarysuje perspektywy dalszych badai
struktury i wiasciwosci RNA. Dodajmy, ze znajomos$¢
elementéw budowy iregut tworzenia makroczasteczek
moze sta¢ sie podstawg do projektowania i kon-
struowania nowych ich form [7].

I1. Transferowe kwasy rybonukleinowe

Czasteczki transferowych RNA ze wzgledu na swoja
wielkos¢, okreslone funkcje oraz znang strukture krys-
taliczng stanowig najlepiej poznany na poziomie mole-
kularnym biologiczny przedmiot badawczy [8]. Dla
kazdego biochemika jest dzisiaj oczywiste, ze bez
wiedzy o tRNA nie mozna zrozumie¢ ani struktury, ani
dziatania kwaséw rybonukleinowych, w tym réwniez
tak popularnych ostatnio rybozymoéw [9, 10]. Jest
kilka przyczyn tej sytuacji:

— tRNA wyrdzniaja sie najprostszg budowga spos-
réd makroczasteczek kwaséw nukleinowych (76 nuk-
leotydéw, M.cz. 25000D, zachowawczo$¢ struktury
pierwszorzedowej),

— znane sg ré6znorodne metody badania ich struk-
tury (metody chemiczne, enzymatyczne, krystalografi-
czne i NMR),

— spetniajg rézne funkcje w czasie syntezy biat-
ka [11].

W odréznieniu od innych kwaséw rybonukleino-
wych, tRNA uwazane sg powszechnie za czgsteczki
bardzo stabilne. Przyczyng tego jest ich szczegélna
budowa [12], Charakteryzujg sie one bowiem regular-
ng strukturag zwang helisg typu A, brakiem wybrzuszen
i petli wewnetrznych z wyjatkiem antykodonu [8]. Te
cechy kwaséw rybonukleinowych uwaza sie powszech-
nie za decydujace o swoistoSci mechanizmu rozpoz-
nawania przez nie biatek [13, 14]. Warto tutaj przypo-
mnieé¢, ze oddziatywanie biatek z DNA odbywa si¢
gtébwnie w duzej bruzdzie, gdzie spirala a biatek
swoiscie rozpoznaje kwas nukleinowy [15].
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AUG UGA amber >
,UAG opal
Czynnik Supresorowy Przesuniecie
uwalniajacy tRNA ramki odczytu
Dojrzate Biatko Ominiecie
biatko supresorowe kodonu stop

Ryc. 1. Procesy biologiczne jakie moga zachodzi¢ podczas od-
dziatywan kodondéw terminujacych z rybosomami w toku
biosyntezy biatka.

Subtelne zmiany w strukturze trzeciorzedowej czas-
teczek tRNA mozna przesledzi¢ na przyktadzie od-
dziatywan kodon-antykodon. Rybosom przesuwajgc
sie po mRNA i odczytujac informacje zakodowane
w swoiscie utozonych trdojnukleotydach natrafia na
kodony terminujgce (Ryc. 1. W tym miejscu mogg
zachodzi¢ 3 procesy: zakofczenie syntezy biatka i uwo-
Inienie peptydu z rybosomu, przesuniecie ramki od-
czytu albo kontynuacja syntezy biatka w wyniku
sensownego rozpoznania kodonu terminujgcego przez
tRNA. W potowie lat 80 okazato sig, ze u Eukaryota
niektére komorkowe tRNA (supresorowe tRNA) roz-
poznajg kodony terminujgce UAG (amber), UAA
(ochre) czy UGA (opal) [16, 17]. Powoduja one, ze
w miejscu kodonu stop do powstajgcego peptydu
wigczany jest aminokwas i synteza tancucha pep-
tydowego jest kontynuowana dalej. Tworzy sie w ten
sposéb biatko supresorowe nazywane tez biatkiem
dalszego odczytu [18, 19]. Zjawisko syntezy biatek
dalszego odczytu potwierdzono w komadrkach roslin-
nych. Wykazano np. ze w lisciach tytoniu po infekcji
wirusem mozaiki tytoniu (TMV) powstaje biatko
0 masie czasteczkowej 183 kDa [20]. W badaniach
tego procesu wykorzystuje sie mMRNA kodujgcy znane
biatko wirusowe (MRNA zawiera kodon UAG, amber).
W wyniku supresji tego kodonu kontynuowana jest
synteza biatka supresorowego, ktére w praktyce labo-
ratoryjnej obserwujemy jako nowy prazek w zelu
polikaryloamidowym. Stosujgc powyzszy test i wyko-
rzystujgc chromatograficznie oczyszczone tRNA wy-
kazaliSmy, ze supresje kodonu amber powodujg mie-
dzy innymi roslinne tRNAnmnr z tytoniu [18], tubinu
[19] i pszenicy [20] z antykodonem GTA (Ryc. 2).
Okazato sie takze, ze drugi znajdujacy sie w roslinach
izoakceptor tRNAIyr z antykodonem QTA, nie roz-
poznaje kodonu UAG. Poniewaz te dwa tRNATyr
réznig sie tylko jednym nukleozydem, mozna to uznaé
za przyczyne ich réznych wiasciwosci kodujgcych
[21]. Nukleozyd Q jest swoiscie zmodyfikowang gua-
nozyna wystepujaca w tRNA specyficznych dla aspa-
raginy, kwasu asparaginowego, histydyny i tyrozyny.
W tRNA wystepuje ponad 95 zmodyfikowanych nuk-
leozydow [22].

Analiza struktury nukleozydu Q wskazuje na przy-
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Ryc. 2. Struktura drugorzedowa tyrozynowych tRNA roslinnych,
z antykodonem GTA oraz OTA oraz tRNAIpE. coli.
Guanozyna moze by¢  zastgpiona nukleozydem
Q w tRNATyr, a adenozyna 23 guanozyng w tRNATp.

czyny natury stereochemicznej uniemozliwiajace od-
dziatywania antykodonu i kodonu terminujgcego
UAG. Nalezy jednak pamietac, ze oba izoakceptorowe
tRNATyY majgce antykodony GTA lub QTA rozpoz-
najag dwa kodony tyrozynowe UAC i UAU, podczas
rybosomalnej syntezy biatka.

Z tych doswiadczen wynikato, ze nukleotydy w an-
tykodonie tRNA decydujg o swoistosci oddziatywania
kodon-antykodon, a obecno$¢ zmodyfikowanych nuk-
leozydéw w tRNA wplywa na specyficzno$¢ rozpoz-
nawania informacyjnego RNA. Okazato si¢jednak, ze
mutant tRNATp z E. coli (Ryc. 2) zawierajagcy G23,
w przeciwieAstwie do dzikiego tRNATp (A23), jest
supresorem kodonu terminujacego opal (UGA) [23].
Oznacza to, ze o whasciwosciach supresorowych decy-
dujg nie tylko nukleozydy w petli antykodonu, zatem
oddziatywania dalekiego zasiegu majg znaczacy udziat
w procesie dekodowania mRNA [23].

Wydaje sie, ze zmienno$¢ konformacji jest dos¢
powszechng wasciwoscig tRNA. Przypomne tutaj, ze
np. usuniecie zasady Y, znajdujgcej sie w antykodonie
drozdzowego tRNApe powoduje zmiane reaktywno-
§ci (wzgledem chloroacetaldehydu), cytozyny 60 znaj-
dujgcej sie w petli rybotymidyny [24]. Jest zatem
oczywiste, ze determinantdw swoistosci oddziatywania
kodon-tRNA nalezy poszukiwac réwniez poza regio-
nem antykodonu czasteczki tRNA.

Stwierdzono, ze swoiste tRNA leucynowe iglutami-
nowe z watroby ssakéw wykazujg takze wiasciwosci
supresji kodonu amber [25], W zwigzku z tym okres-
liliSmy sekwencje szesciu izoakceptoré6w tRNALeuz tu-
binu, z ktérych zaden nie wykazywat witasnosci sup-
resorowych. Poréwnanie ich struktur pierwszorzedo-
wych z innymi eukariotycznymi tRNALeu umozliwito
stwierdzenie, ze aktywne i nieaktywne w supresji
izoakceptorowe tRNA, rdznig sie strukturg ramienia
i petli antykodonu [26]. Dotyczyto to obecnosci pary
G-C w centralnej pozycji ramienia antykodonu oraz
dwoéch zmodyfikowanych nukleozydéw w petli an-
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tykodonu (z wyjatkiem inozyny i guanozyny) [26].

Wykorzystujagc te wyniki udato sie przewidzie¢
i potwierdzi¢, ze tRNA3GQnz tubinu, spetniajagcy powy-
zsze warunki strukturalne, ma wiasciwosci supresoro-
we. Wynika z tego wniosek, ze wspomniane cechy
sekwencji nukleotydowej warunkujg indukcje swoistej
konformacji (struktury) tRNA, ktdra umozliwia deko-
dowanie kodonu UAG w mRNA. Majac metode oceny
aktywnosci oraz technike analizy sekwencji nukleoty-
dowej tRNA, mozna precyzyjnie okresla¢ elementy
struktury pierwszorzedowej innych supresorowych
tRNA.

Ryc. 3. Struktury krystaliczne kompleksu trojsktadnikowego
EF-Tu:GTP-AA-tRNA (A) oraz czynnika elongacyjnego
EF-G-GDP (27) (B). Widoczne jest wyrazne podobieristwo
strukturalne fragmentu antykodonu tRNA oraz jednej
z domen biatka G (29).

Potwierdzeniem tej koncepcji byta (wykonana nie-
zaleznie przez trzy grupy badawcze) analiza struktury
krysztatu kompleksu trojsktadnikowego czynnika
elongacyjnego EF-Tu (EF-Tu-GTP-AA-tRNA) oraz
kompleksu biatka elongacyjnego EF-G-GDP [27-29].
Uderzajace podobienstwo struktur RNA ibiatka stato
sie podstawg do wysuniecia koncepcji mimikry mole-
kularnej (Ryc. 3) ttumaczacej zdarzenia zachodzace na
rybosomie [30-32]. O tym jaki proces bedzie przebie-
gat na rybosomie, mogg decydowac niewielkie zmiany
struktury zar6wno kwaséw nukleinowych jak i biatek
(Ryc. 4). Oczywiste jest, ze czynniki uwalniajgce (RF)
majgce bardzo podobng strukture tRNA, mogg go
zastapi¢ w rybosomalnym miejscu A i rozpoznac
kodon ,,stop".

Warto w tym kontekscie przypomnieé¢ zaobserwo-
wang niedawno prawidtowo$¢ wskazujagcg na rézno-
rodnos¢ struktury wolnych aminoacylowanych tRNA
oraz ich identyczno$¢ w kompleksie z EF-Tu:GTP
(,, Variety before and unity after"). Hipoteza ta moéwi, ze
réznice w budowie przestrzennej bardzo podobnych
czasteczek tRNA istotne dla ich specyficznosci, ,,znika-
ja” po utworzeniu kompleksu trojsktadnikowego [33].
Nastepuje takze izomeryzacja niestabilnego wigzania
estrowego do ortoestrowego [34]. O identycznosci
struktur tRNA w kompleksie z EF-Tu:GTP $wiadczg
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Ryc. 4. Mimikra molekularna w biosyntezie biatka. Dwa biatka:
czynnik elongacyjny EFG:GDP oraz czynniki uwalniajace
RF-1 (RF-2) GTP majace bardzo podobng strukture moga
w okre$lonych warunkach wigza¢ sie w miejscu rybosomal-
nym A, ktérego funkcjg jest wigzanie aminoacylo-tRNA
(69). Strzatka oznacza kierunek przesuwania rybosomow.
Stop oznacza zatrzymanie syntezy biatka po zajeciu miejsca
A przez czynnik uwalniajgcy.

m.in. pomiary fluorescencji oraz chemicznej modyfika-
cji tRNA w stanie wolnym oraz w kompleksie tréj-
sktadnikowym [8].

Dla petnego zrozumienia zmian konformacyjnych
tRNA réwnolegle prowadziliSmy badania mechaniz-
mu rozpoznawania kodon-antykodon na przyktadzie
glicynowych tRNA z E. coli. Okazato sie, ze tRNAY5
z antykodonem UCC rozpoznaje dwa kodony glicyny
GGA i GGG, ale nie czyta dwéch innych kodonéw
GGU i GGC wiasciwych dla tego aminokwasu. Nato-
miast tRNAQy z Mycoplazma z antykodonem UCC
rozpoznaje wszystkie cztery kodony. Doktadna anali-
za sekwencji nukleotydowych tych tRNA wykazata, ze
tylko nukleozyd w pozycji 32 decyduje o takim wiasnie
sposobie kodowania. Urydyna w tej pozycji w petli
antykodonu tRNAQy powoduje réznicowanie kodo-
néw, natomiast tRNAQy z cytozyng w pozycji 32
rozpoznaje wszystkie cztery kodony. Mechanizm tego
swoistego oddziatywania kodon-antykodon nie jest do
konca jasny. Mozna go ttumaczyé mozliwoscig two-
rzenia dodatkowej pary zasad U(32)-A(38) w petli
antykodonu, zmiang konformacji fragmentu antyko-
donu lub kinetyka oddziatywania tRNA — mRNA
[35-37].

Powyzsze rozwazania sktaniajg do przyjecia dwoch
whnioskéw ogdélnych:

— Dynamiczno$¢ struktury RNA zapewnia moz-
liwos$¢ regulacji réznych proceséw fizjologicz-
nych.

— Aktualna struktura (konformacja) czasteczki
tRNA zalezy od jej otoczenia. Inna bedzie pod-
czas oddziatywania np. z biatkiem tat bogatym
w arginine, inna podczas wigzania syntetaz ami-
noacylo-tRNA, a jeszcze inna w kompleksie
z czynnikiem elongacyjnym EF-Tu.

I1l. Rybosomalne 5S RNA
5S rRNA budzi duze zainteresowanie badaczy ze
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Ryc. 5. Aktywnosci (wiasciwosci) rybosomalnego 55 RNA, pod-
stawowego sktadnika rybosoméw. Gen 5S rRNA ulega
transkrypcji w obecnosci polimerazy 11l oraz czynnika
transkrypcyjnego TF 1l A. Czasteczka 55 rRNA tworzy
kompleksy z szeregiem biatek TF Il A, p48, p43, AARS
i tRNA oraz z biatkami L5 lub YL3, ktére sg prekursorami
rybosomow.

wzgledu na niewielka mase oraz znang funkcje bio-
logiczng. Jest to zrozumiate, poniewaz 5S rRNA (M.cz.
40 KDa) obok tRNA (M.cz. 25 KDa), nalezy do
najmniejszych kwaséw rybonukleinowych wystepuja-
cych w przyrodzie [38]. Nasza wiedza o 5S rRNA jest
jednak znacznie ubozsza niz tRNA, ktérych rozne
funkcje, wtasciwosci i struktury krystaliczne wolnych
kwaséw oraz Kkilku ich komplekséw z syntetazami
aminoacylo-tRNA sg znane. Innym powodem zainte-
resowania 5S rRNA byty coraz liczniejsze obserwacje
katalitycznych wiasciwosci RNA, co doprowadzito do
sformutowania hipotezy ,$wiata RNA”, ktéry w ewo-
lucji poprzedzat ,Swiat DNA i biatek”, w ktérym
zyjemy [39]. Czasteczki 5S rRNA oraz biatka z nimi
oddziatujgce stanowig dobry model w badaniach spe-
cyficznosci bioczasteczek i by¢ moze w dalszej perspek-
tywie ,kodu RNA-biatko”, podobnie jak sie to czyni
w przypadku DNA i biatek [40, 41].

Czagsteczka 5S rRNA [42] jest skiadnikiem rybo-
somu (Ryc. 5), ale nie tylko. Tworzy ona kompleksy
z biatkami, ktérych funkcja nie jest do korica znana.
Znaleziono kompleksy 5S rRNA z syntetazami amino-
acylo-tRNA, czynnikiem elongacyjnym, biatkami ry-
bosomalnymi a takze czynnikiem transkrypcyjnym
TFINA [38].

Obiektem naszych zainteresowan byty roslinne 5S
rRNA, o ktdrych wiedza jest znacznie mniejsza niz
w przypadku bakteryjnych 5S rRNA. Wiekszo$¢ eks-
perymentéw dotyczyta 5S rRNA z tubinu i pszenicy.
Szerokie spektrum badan, od teoretycznych analiz
sekwencji nukleotydowych, poprzez metody chemicz-
ne i biochemiczne az do NMR i katorymetrii, po-
zwolity na zaproponowanie struktury Il rzedowej 5S
rRNA z tubinu [38, 43] (Ryc. 6). Na schemacie
struktury drugorzedowej widac petle wewnetrzne, wy-
brzuszenia i szpilki.
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Ryc. 6. Struktura drugorzedowa oraz przestrzenna ros$linnych 5S
rRNA. Réwnolegte utozenie helis p i y umozliwia od-
dziatywanie petli C i E z utworzeniem wigzan wodorowych.

Elementy te stanowig nie tylko miejsca potencjal-
nych oddziatywan z biatkami, ale sg tez zrédiem
réznorodnosci konformacyjnej tej czasteczki [38].
Chce jeszcze zwrdci¢ uwage na dwie cechy struktury
tego RNA: rdwnolegte utozenie helis RNA oraz moz-
liwos¢ réwnolegtych wigzan wodorowych w 5S rRNA
[43]. Potwierdzeniem obecnosci takich réwnolegtych
wigzan wodorowych w 5S rRNA jest struktura krysz-
tatu tRNA [8], w ktérym taricuch oligonukleotydowy
w petlach dwuhydrourydyny oraz rybotymidyny bieg-
nie rowniez réwnolegle [44]. Podobne utozenie odcin-
kéw dwuniciowych (helis) RNA w strukturze rybo-
zymu typu ,hammerhead” potwierdza hipoteze o prze-
biegu tancucha w czasteczce 55 rRNA proponowang
w naszym laboratorium [45-48].

W ubiegtym roku poznano strukture fragmentu
innego rybozymu IVS znalezionego w sekwencji wtrg-
conej rybosomalnego 23 S rRNA Tetrahymena. Taki
RNA o dtugosci 160 nukleotydéw, stanowigcy frag-
ment rybozymu IVS, krystalizuje w postaci dwéch
rownolegle utozonych helis, $cisle z soba oddziatuja-
cych. W strukturze tej wykryto nieznany typ od-
dziatywan miedzy nukleotydami w helisie oraz w pe-
tli [49, 50], Na ile model struktury trzeciorzedowej
5S rRNA jest poprawny okaze sie najprawdopodob-
niej dopiero po poznaniu struktury krysztatéw tego
RNA [51-53].

W tym konteks$cie chce zwréci¢ uwage na problemy
zwigzane z okreS$laniem struktury przestrzennej RNA
w roztworze i krysztale. Dotychczas poznano struk-
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tury krysztatow wielu réznych RNA. W przypadku
niektérych oligorybonukleotydéw wnioski pochodzg-
ce z analiz rentgenostrukturalnej i NMR sa rozne.
Oznacza to, ze nie wiadomo doktadnie czy RNA ma
budowe helisy czy szpilki [54, 55]. Ponadto struktu-
ra krystaliczna rybozyméw nie tlumaczy doktadnie
mechanizmu reakcji hydrolizy RNA w obecnosci
jonéw metali dwuwarto$ciowych [47]. Mozna przypu-
szczac, ze te réznice spowodowane sg dynamikg struk-
tury RNA.

Na poczatku tego rozdziatu podkreslitam, ze 5S
rRNA oprécz podstawowej funkcji sktadnika rybo-
somu, tworzy kompleksy z réznymi biatkami [38].
Jednym z nich jest czynnik transkrypcyjny 1A (TF
111 A), biatko o szczeg6lnej strukturze irzadkich witas-
ciwos$ciach [56-58]. Czynnik transkrypcyjny 1A (TF
II1A) wigze 55 rRNA ze statg wigzania 10~9M ini-
cjujac jego transkrypcje. Ponadto tworzy on kompleks
z 55 rRNA o podobnej statej asocjacji. Znajgc budowe
asocjatow 5S rRNA-TF IIIA i 55 rDNA-TF IlIA
mamy szanse nie tylko pozna¢ swoisto§¢ RNA, ale
takze wnioskowaé o mechanizmach tych reakcji, row-
niez dlatego, ze parametry struktury DNA (forma B)
i RNA (forma A) sg zasadniczo r6zne [59].

Biatko TF I1lIA, rozpoznajgce obie formy kwaséw
nukleinowych, okazato sie waznym narzedziem w ba-
daniach strukturalnych. Sekwencja cDNA TF IlIA
charakteryzuje sie prawidtowos$cig wystepowania reszt
cysteiny i histydyny [56, 57], Poniewaz ich aranzacja
sugerowata mozliwo$é wigzania jondw metali, po-
wstata hipoteza struktury ,palca cynkowego”, ktéra
po kilku latach zostata pozytywnie zweryfikowana
[58]. TF IIIA zawiera 9 domen cynkowych ztozonych
z 30 aminokwasow, w tym dwie reszty cysteiny i dwie
histydyny wigzgce 1jon cynku. Struktura krystaliczna
peptydéw zawierajgcych palce cynkowe w komplek-
sach z DNA ujawnita swoisto$¢ oddziatywan nie-
ktérych aminokwaséw z zasadami np. argininy z gua-
ning czy asparaginy z adening [56-58]. Dotychczas nie
wiadomo wiele o znaczeniu domen cynkowych in vivo,
ale ze wzgledu na powszechno$¢ ich wystepowania
w réznych biatkach np. onkogennych, zagadnienie jest
niezmiernie istotne. Dla przyktadu mozna wymieni¢
zawierajgce palec cynkowy biatko bedgce produktem
genu powodujgcego raka piersi (BRCAL).

Prowadzac badania mechanizmu oddziatywania 5S
rRNA i TF IIIA z roélin nalezato wyodrebnié i schara-
kteryzowac obie czasteczki z tego samego zrodta oraz
wykaza¢ zdolno$¢ tworzenia swoistego kompleksu
miedzy nimi. Okazato sie, ze 5S rRNA z tubinu tworzy
rowniez kompleks z biatkiem TF [IIA Xenopus laevis
[60]. Obserwacja ta jest dlatego tak istotna, poniewaz
w przypadku homologicznego 5S rRNA Xenopus,
tworzacego réwniez kompleks 7S, proponowano inny
model struktury przestrzennej (ksztatt litery Y) bez
oddziatywan 11l rzedowych [59]. Wykazanie, ze nie-
ktore fragmenty TF Il A (palce cynkowe 4 i6)wiazg sie
z5S rRNA w taki sposéb, ze ramiona Il iV znajdujga sie
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Ryc. 7. Oddziatywania peptydéw zawierajacych rézne palce cyn-
kowe z 5S rRNA roslin. Poszczeg6lne palce cynkowe (np.
P5,6) o réznym stopniu zaczernienia wskazujg miejsce
oddzialtywania z 5S rRNA.

w bezposrednim sasiedztwie, czyli domeny @iy utozo-
ne sg réwnolegle [61] jest poSrednim dowodem na
inng budowe 5S rRNA Xenopus. Bardzo silnym popar-
ciem takiej struktury 5S rRNA (Ryc. 6)jest poznana
ostatnio struktura krysztatu fragmentu rybozymu IVS
z 23S rRNA. Pokazano wyraznie réwnolegte utozenie
domen i mozliwos$ci tworzenia wigzan wodorowych
miedzy nimi [49, 50].

Jest wiele sposobdw analizy udziatu poszczegélnych
palcéw cynkowych w oddziatywaniach RNA. W na-
szych badaniach wykorzystaliSmy peptydy zawieraja-
ce rozng liczbe palcow cynkowych. Diuzsze fragmenty

RNA

Grupy funkcyjne

Monomery

otrzymano metodami inzynierii genetycznej [62]
a krotsze zawierajgce do 60 aminokwaséw na dro-
dze syntezy chemicznej [63]. Badanie tych oddzia-
tywan polega na tworzeniu kompleksow odpowie-
dnich peptydéw z 55 rRNA a nastepnie analizie
ich topografii przy pomocy enzyméw lub odczyn-
nikbw chemicznych. Peptyd zawierajgcy na przyktad
trzy palce cynkowe (90 aminokwaséw) oddziatywuje
z 55 rRNA gtdwnie domeng y (Ryc. 7). Postepujac
w podobny sposéb z kilkoma peptydami, otrzyma-
lismy informacje o udziale fragmentéw biatka i 5S
rRNA w tworzeniu komplekséw co widaé na rycinie
(Ryc. 7). Ich uktad pozwala na przyjecie z duzym
prawdopodobieristwem hipotezy o addytywnosci do-
men peptydowych w swoistych oddziatywaniach bia-
tka. Nie jest ona catkowicie poprawna w odniesieniu
do RNA. Wiadomo, ze struktura przestrzenna pe-
ptydow jest $ciSle uformowana w przeciwieAstwie
do struktury RNA, Kktora jest raczej luzna [64],
Ma to swoje zrédto w strukturze chemicznej 21
aminokwasow i ,tylko” 4 nukleozydéw oraz ich wza-
jemnych oddziatywaniach (Ryc. 8).

Schematycznie przedstawiona budowa peptydow
i kwasow nukleinowych, wskazuje na matg ilos¢ grup
funkcyjnych w tych ostatnich, co sugeruje podatnos$c
czasteczek RNA do wystepowania w réznorodnych
konformacjach wyraznie zaleznych od otoczenia i $ro-
dowiska, w ktérym czasteczka sie znajduje.

IV. Perspektywy badan RNA

Kilka lat temu do analizy duzych, ztozonych popu-
lacji czasteczek RNA, wykazujacych aktywnos$é en-

Biatka

Grupy funkcyjne

—OH —SH
Monomory\ —SeH

t

Ryc. 8. Schemat budowy i oddziatywan monomerycznych skitadnikéw kwaséw nukleinowych i biatek. Koncentryczne kota o réznym

zaczernieniu wskazuja na réznice reaktywnos$ci tych czgsteczek.
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zymatyczng, zaproponowano nowg technike nazywa-
ng ,genetyka in vitro” [65]. Podstawg jej sg dwie
obserwacje: ze RNA moze bezposrednio wykazywac
fenotyp, oraz ze dostepne sg efektywne systemy re-
plikacji RNA in vitro. Fenotyp obserwowany na
poziomie czasteczki RNA moze wigzaé sie z jej zdol-
noscig do tworzenia komplekséw z innymi czastecz-
kami, a takze z wiasciwosciami katalitycznymi. Selek-
cja invitro moze by¢ stosowana zaréwno w odniesieniu
do czasteczek kwasow nukleinowych jak i biatek.
Wykorzystujagc tg metode do badan RNA nalezy sie
spodziewaé otrzymywania nowych czasteczek kwaséw
rybonukleinowych o nieznanych dotad witasSciwos-
ciach i zastosowaniach (np. w diagnostyce medycznej)
[66]. Prawdopodobnie zblizymy sie wyraznie do zro-
zumienia mechanizmu oddziatywania kwas nukleino-
wy — biatko. Witasnie dotad nieznane cechy RNA
otwierajg pole do dalszych badah. Mozliwosci sg
nieograniczone. Wskaze tutaj jedng z nich, a mianowi-
cie tworzenie izomerdw optycznych RNA czyli L-RNA
[67-70]. Sposréd wielu nowych wiasciwosci, warto
wymieni¢ ich niezwyktg stabilno$¢ w surowicy. To
wskazuje na mozliwosci wykorzystania ich jako an-
tysensowe oligonukleotydy w terapii. W dalszym ciggu
zapewne rozwija¢ sie beda badania struktury RNA
metodami NMR oraz analiza rentgenostrukturalna.
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Pozagenomowe dziatanie steroidow w uktadzie nerwowym

Non-genomic action of steroids
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oddziatywaniem hormondw steroidowych na komdrki
o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN). Steroidy
obecne w OUN pochodzg z dwéch Zrddet. Jedng pule
stanowig hormony steroidowe syntetyzowane w gru-
czotach obwodowych, takich jak kora nadnerczy,
jajniki ijadra i pokonujace bariere krew mdzg. Sa to
m.in. estradiol, mineralokortykoidy, ktérych dziatanie
w mozgowiu wigzano do niedawna wytgcznie z przysa-
dka oraz wzgdrzem tj. z obszarami moézgowia od-
powiedzialnymi za regulacje gospodarki hormonalnej
w organizmie. Drugg grupe stanowig steroidy syn-
tetyzowane, magazynowane i metabolizowane
w OUN. W latach 80-tych Baulieu i wsp. wykaza-
li, ze zwigzki te powstajg niezaleznie od funkcjonowa-
nia gruczotéw obwodowych i nazwali je neurosteroi-
dami [1]. Synteze i metabolizm typowych neuro-
steroidéw, jak pregnenolon i dehydroepiandrosteron
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oraz ich pochodne, opisano we wcze$niejszej pracy [2].

Bez wzgledu na Zrédto pochodzenia steroidy wyka-
zuja duzg aktywnos$¢ biologiczng w mézgowiu ssakéw.
Juz w poczatkach lat 40-tych naszego stulecia Sey le
stwierdzit, ze niektére neurosteroidy wykazuja potezne
dziatanie anestetyczne. Od tego czasu pojawiaty sie
pojedyncze doniesienia o wptywie steroidéw na rézne
funkcje mézgowia, a pomimo wzrostu zainteresowania
tym tematem nadal brak jest petnych informacji doty-
czacych mechanizméw oddziatywania tych hormonow
na procesy neuronalne.

Zaktada sig, ze hormony steroidowe zar6wno po-
chodzenia obwodowego, jak i neurosteroidy, oraz
steroidy syntetyczne (np. alphaxalon) mogg modulo-
wac funkcje neuronalne. Dziatanie ich okre$la sie jako:
a) genomowe — poprzez zmiane ekspresji genu
b) bezposrednie — pozagenomowe.

Celem pracy jest przedstawienie dostepnych danych
dotyczacych bezposredniego-pozagenomowego od-
dziatywania steroidow na tkanke nerwowsg.

Il. Mechanizmy dziatania neurosteroidéw

Klasyczny — genomowy mechanizm dziatania ste-
roidéw polega na wigzaniu sie hormonu z wewnatrz-
komorkowym receptorem, i tworzeniu kompleksu
hormon-receptor tgczgcego sie z elementem odpowie-
dzi hormonalnej (HRE) w genie docelowym w fan-
cuchu DNA. Zmiany w transkrypcji genu prowadzg do
wywotania okre$lonych efektéw fizjologicznych po-
przez wzrost lub zahamowanie syntezy okres$lonego
biatka (najczesciej enzymu). Wyniki badan ostatnich
lat wykazaty jednak, ze steroidy charakteryzuje wyso-
ka aktywnos$¢ biologiczna takze pozagenomowa. Dane
przemawiajgce za pozagenomowym mechanizmem
dziatania steroidéw przedstawiajg si¢ nastepujgco [3]:

Tabela 1.

Wplyw neurosteroidéw na struktury btonowe.

. Efektywne
Neurosteroid A
stezenie nM

Progesteron 10
DHEA-S 30
PREG-S 20
3a,5a-THP-S 80
3a,5a-THP-S 10
3a,5a-THP 102
PREG-S 10M05
DHEA-S
PREG-S 102-103
Progesteron 102
PREG-S
Progesteron 102
Progesteron-3-BSA
Progesteron 0.1
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1. Uzyskany efekt dziatania w krotkim czasie (sekundy
lub minuty) po zastosowaniu hormonu wyklucza me-
chanizm genomowy wymagajacy dtuzszego czasu (go-
dziny lub dni) dla ujawnienia efektu.
2. Zablokowanie mozliwosci wejscia hormonu do
komorki np. poprzez kowalencyjne zwigzanie hor-
monu z biatkami nie eliminuje wystgpienia efektu.
3. Efekt dziatania uzyskuje sie w badaniach in vitro
prowadzonych na preparatach mdzgowia nie zawiera-
jacych jadra np. frakcje bton synaptosomalnych.
4. Efekt dziatania nie jest blokowany przez inhibitory
syntezy biatek tzn. Zze badany steroid musi dziataé
bezposrednio na biatko juz istniejgce a nie wptywac na
ekspresje genu tego biatka i co za tym idzie jego
synteze, co jest charakterystyczne dla zwigzkow dziata-
jacych poprzez receptor jgdrowy
5. Hormony takie jak PREG-S i DHEA-S, nie wigzace
sie z receptorem wewngtrzkomérkowym, wykazuja
wysokag aktywnos$¢ biologiczna.

Przypuszczalny mechanizm bezposredniego dziata-
nia steroidow moze dotyczy¢:
a — wigzania ze specyficznym receptorem steroidu
w btonie komoérkowej
b — wigzania z btonowym receptorem neurotrans-
miterow np. GABA, NMDA, dopaminy
¢ — aktywacji w/w receptoréw przez zmiane w recep-
torze czynnikéw jak EGF, IGF-1.
d — bezposredniego wptywu na aktywno$é enzymow
np. kinaz biatkowych lub enzymoéw zwigzanych z syn-
tezg i rozktadem neurotransmiterow.
e — niespecyficznej modulacji przepuszczalnosci btony
komaorkowej

Samo okreSlenie neuroaktywne steroidy czy neuro-
steroidy nie wyjasnia mechanizmu dziatania. Zwigzki
zarowno jednej jak idrugiej grupy moga oddziatywaé
na komdrke bezposrednio i poprzez genom. Wyjatek

Receptor Efekt

W igzanie z btonami synaptosomalnymi

Receptor GABA agonista

antagonista

Receptor NMDA agonista

Receptor glicynowy antagonista

Receptor nikotynowy

antagonista

Receptor oksytocyny agonista
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stanowig PREG-S i DHEA-S o ktérych sadzi sie, ze
dziatajg wytgcznie bezposrednio. Np. w zaleznos$ci od
obszaru moézgowia ten sam hormon moze wykazywaé
rézny mechanizm dziatania. Tabela 1 przedstawia
wptyw niektérych neurosteroidéw na struktury btono-
we, z okres$leniem ich efektywnego stezenia w miejscu
dziatania [4]. Wiadomo réwniez, ze hormony takie jak
np. estradiol, testosteron czy mineralokortykoidy na-
wet w niskich stezeniach wigzg sie z btonami [5].

I1l. Wplyw steroidow na receptory btonowe

I11-1. Wplyw neurosteroidéw na receptor
GABA-A

Gtéwnym  inhibitorowym  neuroprzekaznikiem
uktadu nerwowego jest kwas y-aminomastowy stano-
wigcy fizjologiczny ligand btonowego receptora. W pe-
tni funkcjonalny receptor GABA skiada sie z oSmiu
podjednostek, przy czym znanych jest szereg izoform
tego receptora, roznigcych sie obecnos$cig i iloscig
wystepujagcych w nim rodzajéw podjednostek ozna-
czonych jako ocj-ag, Pr P3, 7773, 5, n. Transmemb-
ranowe regiony podjednostek receptora GABA-A
tworzg kanat dla jonéw chlorkowych i zawierajg
miejsca wigzania takich ligandéw agonistycznych jak
kwas y-aminomastowy, benzodiazepiny, barbiturany,
oraz wigzania antagonistow jak pikrotoksyna
i t-butylobicyklofosfotionian (TBS). Wykazano, ze
w strukturze receptora zawarte sa réwniez miejsca
wigzgce steroidy [1]. Agonisci receptora GABA-A
wzmagajg czestotliwo$¢ otwierania kanatu CI- w na-
stepstwie czego dochodzi do hiperpolaryzacji btony
komorkowej. Wsréd agonistow receptora GABA-a
znajduje sie wiele znanych anestetykow i Srodkow
nasennych.

Z pionierskich prac Seyla [6, 7] wynika, ze
progesteron i jego metabolity, jak 3a5aTHP
i 3a5(3THP, podawane szczurom w postaci injekcji
przedtuzaty czas anestezji co najmniej o 2 godziny.
Wiadomo rbéwniez, ze metabolity te nie wigza sie
z klasycznymi receptorami wewngtrzkomadrkowymi.
Dalsze badania wykazaty, ze anestetyczne oraz an-
tyepileptyczne wiasciwosci tych progestagendéw zwig-
zane sa z ich pozytywnym allosterycznym oddziatywa-
niem na receptor GABA-A. Sg one agonistami recep-
tora GABA ianalogicznie jak kwas y-aminomastowy,
wzmagajg czestotliwos$¢ otwierania kanatu Cl- powo-
dujac hiperpolaryzacje btony komorkowej. Grupa
steroidowych agonistow receptora GABA wykazuje
w synaptosomach kory moézgowej ok. 10 razy wyzsza
aktywnos$¢ od benzodiazepin i ok. 200 razy wiekszg
niz pentobarbital [ref w 3]. Wséréd steroidowych
agonistow receptora GABA przewazajg zwigzki posia-
dajace grupe OH przy weglu 3 pierscienia A i grupe
ketonowg przy weglu 20 (Rys 1). Oprécz 3a5aTHP
i 3a5(3THP wiasciwosci takie wykazujg 5a-pre-
gnan-3a, 21-diol-20-on (metabolit deoksykortykoste-

276

ronu), 5aTHDOC, a takze wzbudzajacy w ostatnim
czasie szczegblne zainteresowanie syntetyczny steroid-
-alphaxalon. Podstawienie grupy hydroksylowej w po-
zycji C21 do cyklopentanoperhydrofenantrenu lub tez
ekstryfikacja kwasem tluszczowym oraz obecnos$¢ tan-
cucha bocznego przy C17 w pozycji 3 powoduje
niewielki spadek aktywnosci biologicznej hormonéw
w poréwnaniu z kwasem y-aminomastowym [refw 8].

Smith i wsp. [9, 10] wykazali, ze podanie
w injekcji progesteronu lub po jego zaaplikowaniu
miejscowym nastepuje zahamowanie odpowiedzi ko-
morek Purkinjego u szczura na kwas y-aminomas-
towy. Efekt tego dziatania ujawniat sie juz po uptywie
3— 10 minut, co wydaje sie wyklucza¢ mechanizm
genomowy. Uzyte do tych doSwiadczen zwierzeta byty
uprzednio owariektomizowane, zatem poziom endo-
gennego progesteronu byt bardzo niski lub zerowy.
Zastosowanie biatkowych inhibitoréw syntezy biatek
nie zmieniato zdolnos$ci progesteronu do obnizania
odpowiedzi komoérek Purkinjego na glutaminian [9,
10]. Dane te przemawiaja za pozagenomowym mecha-
nizmem dziatania hormonu.

Nalezy podkresli¢, ze niektdre endogenne neuro-
steroidy, jak siarczan dehydroepiandrosteronu i siar-
czan pregnenolonu oraz syntetyczny RU 5135 (3oc-hy-
droksy-16-imino-5(3-17-aza-androstan-I 1-on) dziataja

! o !
/ t wo? |
wd

Pregnanolon

Allopregnanoion
.~ 3a-OH-5fl-pregnan-20-on, 3a,58THP

3a-OH-5a-pregnan-20-on, 3a,5aTHP

! o |
L 4 -

w” | W

Alphaxalon
(syntetyczny)

TetrahydroDOC
3a,21-dihydroksy-5B-pregnan-20-on

Pregnenolon Dehydroepiandrosteron

Ryc. 1. Budowa neurosteroidéw aktywnych wobec receptora
GABA.
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jako antagonisty receptora GABA-A redukujac czes-
totliwo$¢ otwierania kanatu chlorkowego; nalezg za-
tem do grupy neurosteroidéw pobudzajacych [11].
Dziatanie ich na receptor GABA jest roznorodne. | tak,
PREG-S inhibuje wigzanie TBPS i wzmaga wigzanie
benzodiazepin z receptorem, ale w stopniu znacznie
stabszym niz czynig to 3aOH zredukowane pochodne
progesteronu; ponadto samo wigzanie PREG-S przez
btony neuronalne hamuje obecno$¢ pikrotoksyny.
W przeciwienstwie do dziatania PREG-S, DHEA-S nie
wplywa na wigzanie TBPS z receptorem. Hormon
w stezeniach pmolowych hamuje raczej wigzanie ben-
zodiazepin, a wigzanie DHEA-S do bton neuronalnych
inhibowane jest przez barbiturany. Sugeruje to ist-
nienie r6znych miejsc wigzania tych neurosteroidéw
w receptorze GABA-A [12-14], Warto podkresli¢
rowniez, ze niezestryfikowane formy pregnenolonu
i dehydroepiandrosteronu nie wptywajg na funkc-
jonowanie receptora GABA i wykazujg znacznie niz-
szg aktywno$¢ biologiczng niz ich estry siarczanowe
[15]. Obecnie przypuszcza sie, ze w strukturze recep-
tora GABA istniejg odrebne miejsca rozpoznajgce
i wigzace neurosteroidy, wykazujace zarowno wias-
ciwosci agonistow jak i antagonistow. Stwierdzono
bowiem, ze nawet pod nieobecno$¢ kwasu y-amino-
mastowego neurosteroidy moga bezposrednio modu-
lowac¢ funkcje tego receptora [ref w 8].

Jak dotad brak jest doktadnych danych o miejscu
dziatania steroidéw w czasteczce tego receptora, waz-
ny jest jednak fakt, ze podjednostka y2 receptora
GABA wykazuje wysoki stopien ekspresji w komar-
kach glejowych, ktére jak wiadomo sg gtownym
miejscem syntezy neurosteroidéw w moézgowiu [8].

Fizjologiczne znaczenie modulacji receptora GABA
przez steroidy wymaga dalszych badan. Regulacja
receptora GABA-A wydaje sie bowiem odgrywac
istotng role w réznych stanach fizjologicznych jak
i patologicznych, a mianowicie w stresie, zespole
napiecia przedmiesigczkowego, depresji, takze depre-
sji poporodowej oraz w procesach zwigzanych z pa-
miecig i Swiadomosciag. Poziom 3ahydroksysteroidow
w mozgowiu moze wzrasta¢ do 10 i nawet 30 nM
w czasie stresu i w czasie cigzy. Moze to réwniez
wyjasnia¢ objawy wzmozonej sennosci kobiet w cig-
zy oraz u pacjentéw leczonych wysokimi dawkami
progesteronu. W badaniach in vivo obserwowano,
ze PREG-S — neurosteroid pobudzajacy powoduje
skrécenie czasu snu szczuréw w anestezji wywota-
nej barbituranami, a wyniki te zostaty potwierdzone
po zastosowaniu tego hormonu dokomorowo lub
dootrzewnowo [16].

111-2. Wplyw neurosteroidéw na receptory
NMDA i glicynowy

Hormony steroidowe moga modyfikowac¢ funkcje
receptor6w innych neurotransmiteré6w. Wykazano

dziatanie niektérych hormondw steroidowych na recep-
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tor glicynowy (gtéwnie wrazliwy na strychning) oraz na
receptor NMDA. | tak, w hodowli neuronéw rdzenia
kregowego wysokie mikromolowe stezenia siarczanu
pregnenolonu, deoksykortykosteronu i progesteronu
hamuja przewodnictwo kanatu CI” w receptorze glicy-
nowym [17]. Niskie pM stezenia kortykosteroidow:
20adihydrokortyzolu, a-kortolu (5(3-pregnane-3a,, 11(3,
17a, 20a, 21-pentol) i progesteronu wzmagajg depo-
laryzacje zalezng od glicyny np. w preparatach ner-
wow ocznych. Najbardziej aktywne wobec receptora
GABA-A hormony 3a-OH-DHP i alfaksalon okazaty
sie nieaktywne wobec receptora glicynowego. Nalezy
rowniez podkresli¢, ze najbardziej aktywny w stosun-
ku do tego receptora kortykoid 20adihydrokortyzol
nie wptywa na dziatanie receptora GABA-A. Pomi-
mo pewnej homologii w budowie pomiedzy wrazli-
wym na strychnine receptorem glicynowym i recep-
torem GABA, zdaja sie one mie¢ rézne strukturalne
~Wymagania” dla oddzialywujacych na nie steroidéw
[12, 16]. Wyjatkiem jest siarczan pregnenclonu, ktory
inhibuje zarébwno GABA jak i glicynozalezne przewo-
dzenie jonu Cl-, a takze wzmaga aktywno$¢ receptora
NMDA, co powoduje wzrost stezenia wewngtrzkomér-
kowego wapnia. PREG-S dziata jako pozytywny allos-
teryczny modulator receptora N-metylo-D-asparagi-
nianowego. Wydtuza on czas otwarcia kanatow ak-
tywowanych NMDA i wzrost czestotliwosci otwiera-
nia kanatu, co zaobserwowano w hodowlach neuro-
néow hipokampa [18]. Z badan Fahey i wsp.
prowadzonych na hodowli neuronéw kory maézgu
kurczaka wynika, ze PREG-S w stezeniu 250 nM
powoduje wzrost wewngtrzkomoérkowego Ca2+ wy-
wotany aktywacjg receptora NMDA w nieobecnoSci
zarbwno NMDA jak i glicyny. W obecnosci NMDA
i glicyny i przy stezeniach PREG-S 50 i 100 nM
znacznie wzrastato stezenie wapnia wewnatrzkomor-
kowego. Badania te potwierdzajg odmiennosé miejsc
wigzania steroidu i glicyny czy poliaminy przez recep-
tor NMDA [19].

Wykazano, ze w warunkach in vitro NMDA powo-
duje uwalnianie [3H]noradrenaliny z hipokampa
szczura. Zbadano wptyw niektérych neuroaktywnych
steroidéw na uwalnianie NE z udzialem NMDA
poprzez receptor a i stwierdzono, ze DHEA-S ma
wiasciwosci agonu a-receptora, PREG-S dziata jak
odwrotny agon, natomiast progesteron jest antago-
nem tego receptora [20]

Wykazano, ze 17(3estradiol redukuje przewodzenie
jonow Ba2+ i Ca2+ przez receptor NMDA w hodowli
neurondw szczura. Efekt pojawiat sie po uptywie Kilku
sekund od zaaplikowania hormonu i nie byt hamowa-
ny przez tamoxifen — znany inhibitor wewnatrz-
komérkowego receptora estradiolu. Przewodzenie
Ba2+ w takim samym stopniu hamowane byto przez
estriol i 4-hydroksyestriol, natomiast mniejszg aktyw-
no$¢ ujawniat 17aestradiol oraz 2-metoksyestriol [21].
Powyzsze dane przemawiajg za dziataniem hormonow
na poziomie btony komadrkowej neuronu.
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I11-3. Wplyw steroidéw na struktury blonowe
zwigzane z biatkami G

Poza wyzej opisanymi oddziatywaniami neurostero-
idow na receptory aminokwasowe, GABA i NMDA,
takze inne hormony o budowie steroidowej mogga
regulowaé procesy zachodzgce w tkance mozgowej
w sposéb niezalezny od ich klasycznych receptorow.
Odkryty np. w btonach synaptycznych z mézgowia
ptazow receptor glukokortykoidow zwigzany jest
z biatkami G i odpowiedzialny jest za specyficzne
wigzanie kortykosteronu. Receptor ten stabo wigze
kortyzol, nie wigze za$ zupeinie deksametazonu. Jak
wykazano w tej grupie organizmow, kortykosteron
wigzac sie z receptorem bionowym bierze udziat
w kontroli szybkich odpowiedzi behawioralnych na
stres [22].

Progesteron natomiast poprzez wigzanie sie z btong
oocytow ptazdw wzmaga ich dojrzewanie przy réwno-
czesnej inhibicji aktywnosci cyklazy adenylanowej.
Aktywacji ulega natomiast fosfolipaza C; oba te en-
zymy zwigzane sg z biatkami G. 17(3estradiol dziatajac
na biatka G moze zmienia¢ neuronalng pobudliwo$¢
komérek poprzez regulacje szybkosci transportu K +,
a w efekcie tym wydaje sie uczestniczyé cykliczny
AMP. Steroid ten moze réwniez stymulowaé hydrolize
fosfatydyloinozytoli w neuronach moézdzku, a jak
wynika z danych proces ten zalezy rowniez od biatek
G [refw 12}

I11-4. Steroidy a stezenie wapnia w komorce

Jak juz wspomniano, hormony steroidowe wigzac
sie z receptorem NMDA powodujag réwnoczesnie
zmiany w stezeniu wewngatrzkomdérkowego wapnia.
Nieliczne doniesienia w literaturze przedmiotu $wiad-
czg jednak o tym, ze hormony te mogg wptywac na
poziom wapnia w cytozolu w sposéb nie zalezny od
funkcjonowania receptora NMDA.

Wykazano zmiany w stezeniu wapnia w komaérkach
hodowli neuronéw wzgdrza po zastosowaniu kilku
steroidéw [23]. Stwierdzono, ze allopregnanolon
(1 pM-100 pM) powodowat wzrost stezenia jonow
Ca2+ w komorce w przeciggu 2-3 sekund w sposob
zalezny od dawki. Efekt ten byt stereospecyficzny,
bowiem izomer @allopregnanolonu (3(3-hydroksy-5a-
-pregnan-20-on) nie wykazywat zadnego wptywu na
poziom Ca2+ w komorce. Podanie 17[3-estradiolu
powodowato wzrost poziomu wapnia, ale w stopniu
mniejszym niz allopregnanolon, natomiast progeste-
ron nie wywotywat uchwytnych zmian. Autorzy pracy
sugeruja, ze wzrost stezenia wapnia wywotany w/w
steroidami zwigzany jest ze wzmozonym przenikaniem
do komérki wapnia zewnatrzkomorkowego. Potwier-
dzono to stosujagc w badaniach EGTA lub blokery
kanatow wapniowych zaleznych od napiecia (np. nife-
dypineg). Zasugerowano rowniez istnienie posredniego
wptywu badanych steroidéw na receptor GABA, czego
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nastepstwem bytaby polaryzacja btony i otwarcie
kanatu wapniowego.

Badania nad wptywem neurosteroidow na kanaty
wapniowe zalezne od napiecia prowadzili réwniez
French-Mullen i Spence [24, 25]. Udowod-
nili oni, ze allotetrahydrodeoksykortykosteron, siar-
czan dehydroepiandrosteronu i pregnanolon hamujg
przeptyw jondw wapnia przez kanaty wapniowe w neu-
ronach hipokampa. Podobny efekt zaobserwowano po
zastosowaniu pregnenolonu i PREG-S, natomiast
progesteron nie wywierat podobnego dziatania. Zda-
niem autoréw hamowanie przeptywu jonéw wapnia
wydaje sie przebiega¢ z udziatem wrazliwych na tok-
syne krztusca bialek G i zwigzang z tym aktywacja
kinazy biatkowej C [26].

Stwierdzono rowniez, ze w neuronach hipokampa
szczurow wzrasta przeptyw jonow Ca2+ poprzez kana-
ty wapniowe po zastosowaniu estradiolu. Jednoczesne
podawanie estradiolu i progesteronu wzmagato jeszcze
ten efekt. W tych samych badanych grupach nie
zaobserwowano jednak zmian w funkcjonowaniu ka-
natu K+ [27].

Wzrost stezenia wewnatrzkomorkowego wapnia
moze by¢ réwniez wynikiem jego uwalniania z maga-
zynéw wewnatrzkomdrkowych po dziataniu steroi-
déw. Wykazano mianowicie, ze 17(3- i 17a-estradiol,
estron i estriol powodujg wzrost stezenia Ca2+ w ko-
morce. Brak takiego efektu stwierdzono po stosowaniu
progesteronu. Wzrost [Ca2+]{pod wptywem estroge-
néw utrzymywat sie w obecnosci: EGTA, inhibitorow
kanatéw wapniowych (np. metoksywerapamil, nifedy-
pina), inhibitorébw wewngatrzkomérkowych recepto-
réw estrogendw (tamoksifen) lub tez inhibitoréw syn-
tezy RNA ibiatek (aktynomycyna D, cykloheksymid).
Natomiast neomycyna — inhibitor hydrolizy fosfa-
tydyloinozytoli hamuje wzrost stezenia Ca2+ w komo6-
rce. Nasuwa sie wiec wniosek, ze estrogeny powodujg
uwalnianie jondw Ca2+ z magazyndw wewnatrzko-
morkowych prawdopodobnie na drodze stymulowa-
nia procesu rozpadu fosfatydyloinozytoli [28].

I11-5. Inne dziatania steroidéw

Opisane powyzej dziatania hormonéw steroido-
wych na struktury btonowe, mimo pewnych niejasno-
§ci zyskujg potwierdzenie w wielu niezaleznych bada-
niach i obecnie nie budza wyraznych watpliwosci.
Istnieja, nieliczne wprawdzie, doniesienia o innych
szybkich zmianach w komdérce wywotanych obecnos-
cig hormonu steroidowego.

| tak 17(3E2 przypisuje sie zmiane pobudliwosci
poprzez zmiany w przewodnictwie jonéw K+, stymu-
lacje hydrolizy fosfatydyloinozytoli w neuronach kory,
oraz zmiane translokacji jonéw Ca2+ w zakoncze-
niach nerwowych w rdznych obszarach mézgowia.
Pod wptywem 17(3E2 zachodzi réwniez wzrost synte-
zy dopaminy w neuronach, a takze obnizanie uwal-
niania noradrenaliny, dopaminy i serotoniny z synap-
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tosoméw kory mozgowej szczura [29]. Wzmaga sie
réwniez uwalnianie noradrenaliny w komorkach
wzgdrza [30]. Estradiol i progesteron zmianiajg réw-
niez aktywno$¢ hydroksylazy tyrozynowej w mdz-
gowiu szczura [31].

17(3E2 podawany ovariektomizowanym szczurom
powoduje wzrost aktywnosci Kkinazy biatkowej
C a spadek aktywnosci kinazy biatkowej A w przysad-
ce szczura, natomiast nie zmienia aktywnosci PKA we
wzgdrzu [32]. Wykazano roéwniez wplyw 17(3-estra-
diolu na aktywno$¢ kinazy biatkowej C w przysadce
szczura [33-35].

W arte wspomnienia wydajg sie by¢ prace Filipi-
niego i wsp., ktérzy zaobserwowali, ze neuroak-
tywne steroidy takie jak 18-OH-DOC, aldosteron
i allotetrahydroprogesteron modulujg proces LTP
(long term potentatior) poprzez obnizanie EPSP (post-
synaptyczny potencjat pobudzajgcy) oraz PS (popula-
tion spike) [36]. Wg badan przeprowadzonych przez
Meyera i Gruol DHEA-S powoduje wzrost
amplitudy EPSP [37].

IV. Kliniczne znaczenie oddziatywania
steroidow na btony

Interakcja steroidow i neurosteroidéw z niejad-
rowymi receptorami sugeruje, ze odgrywajg one role
w wielu procesach zachodzacych w moézgowiu i moga
powodowaé zmiany behawioralne np. na drodze in-
dukcji snu lub znoszenia podniecenia. W okreslonych
stanach biologicznych zaobserwowano zmiany w syn-
tezie hormonow steroidowych w mdzgowiu np. w cigzy
i cyklu miesigczkowym. Nalezy podkres$li¢, ze wiek-
szo$¢ badan przeprowadzona byla na gryzoniach
iw zwigzku z tym interpretacja i porownanie wynikéw
z neurosteroidogenezg u ludzi i zwigzanymi z nig
chorobami jest na tym etapie badan przedwczesne.
Opisano wprawdzie kilka klinicznych zastosowan ste-

Ryc. 2. Drogi dziatania hormonéw steroidowych

w komorce. ;
rec. ster. — receptor btonowy steroidu;
rec. GABA — receptor GABA; rec.

NMDA, GLIC — receptor NMDA i gli-
cynowy; R — receptor jadrowy steroidu;
S — hormon steroidowy.
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roidow w takich stanach jak stres, stany drgawkowe,
epilepsja oraz w procesie zapamietywania [15].

Endogenne stezenia neurosteroidéw ienzymow bio-
racych udziat w neurosteroidogenezie moze by¢ modu-
lowane np. stresem, cyklem miesigczkowym badz
pojawiajgcymi sie zaburzeniami hormonalnymi.
W stanie stresu zaobserwowano wzrost stezenia allop-
regnanolonu itetrahydroDOC w mdézgowiu do pozio-
moéw aktywujacych receptor GABA. Stezenie obu
hormondéw w osoczu przed i po stresie jest niewy-
krywalne. W czasie trwania stresu wzrasta réwniez
poziom siarczanu pregnenolonu, dzieki czemu znoszo-
ne jest inhibitorowe dziatanie kwasu y-aminomas-
towego. 1los¢ allopregnanolonu w moézgowiu gryzoni
wzrasta rowniez w czasie cigzy. U ludzi hormony te
wystepuja w osoczu w stezeniach nieoznaczalnych
i brak jest danych o ich poziomie w mézgowiu. Jedynie
na podstawie podobieAstw reakcji zachodzacych u lu-
dzi igryzoni mozna wnioskowaé, ze zmiany hormonal-
ne wptywajgc na neurosteroidogeneze moga by¢ przy-
czyna np. depresji poporodowej lub zespotu napiecia
przedmiesigczkowego.

W padaczce obserwuje sie zmiany w GABAergicznej
neurotransmisji. Poniewaz czestotliwo$¢ napadéw pa-
daczki u ludzi ulega zmianie podczas stresu bgdz cigzy,
przypuszcza sig, ze czestotliwo$¢ napadow zalezna jest
od aktualnego stezenia hormonow. U kobiet chorych
na epilepsje napady pojawiajg sie cyklicznie w zalezno-
§ci od dnia cyklu. Czesto$¢ napaddéw jest mniejsza
podczas fazy lutealnej, gdy poziom progesteronu jest
wysoki. By¢ moze przemiana progresteronu do allop-
regnanolonu w mézgu odpowiedzialna jest za redukcje
napaddéw podczas tej fazy.

Wykazano, ze pregnenolon, PREG-S, dehydroe-
piandrosteron i DHEA-S podane dokomorowo wzma-
gajag pamie¢ u myszy, podczas gdy allopregnanolon
wyraznie ostabia ten proces. Interesujgce moze by¢
przypuszczenie, ze obnizenie zdolnos$ci zapamigtywa-
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nia wystepujgce w wielu chorobach lub w normalnym
procesie rozwojowym organizmu wigczajagc w to wiek
(starzenie sie) moze by¢ rezultatem zmian w neuro-
steroidogenezie.

V. Podsumowanie

Przytoczone przyktady oddziatywania neurosteroi-
dow iniektérych neuroaktywnych steroidéw na pozio-
mie btonowym oraz bezposrednie-pozagenomowe
dziatanie tych zwigzkéw na komdrke Swiadczg o ich
zdolnosci do modulowania szeregu funkcji neuronal-
nych. Orientacyjny wplyw steroidéw na komorke
przedstawia rycina 2. Przedstawione dane nie sg
z pewnoscig wyczerpujace, w wielu przypadkach brak
jest jak dotagd doktadnych informacji dotyczacych
mechanizmu dziatania a dostepne doniesienia wyma-
gaja dalszych badan, zwtaszcza u ludzi. Dotychczaso-
we dane przemawiajg jednak za udziatem hormonéw
steroidowych w procesach zachodzgcych w OUN.
Sugeruja takze, ze dalsze badania mogga rzuci¢ nowe
Swiatto na przyczyny powstawania chorob degeneruja-
cych o$rodkowy uktad nerwowy. Kazdy postep w tej
dziedzinie niezwykle trudnej obecnie do leczenia moze
postuzyé do odkrycia nowej generacji lekow skutecz-
nych w tych chorobach, w ktérych obecnie stosuje sie
$rodki uspakajajace, nasenne lub przeciwdrgawkowe,
a wiec likwidujgce wytgcznie objawy.

Artykut otrzymano 25 lutego 1997 r.
Zaakceptowano do druku 4 czerwca 1997 r.
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Zaburzenia homeostazy miedzi sg przyczyng groznych

chorob cztowieka

Disturbances in copper homeostasis are the main cause of serious

diseases in man

JOANNA BANDOROWICZ-PIKULA1

SLAWOMIR PIKULAZ2

Spis tresci:

1. Krazenie miedzi w organizmie
Il.  Choroby zwigzane z zaburzeniami metabolizmu miedzi
I1-1. Degeneracja osrodkowego uktadu nerwowego
w chorobie Menkesa
11-2. Uszkodzenia réznych narzadéw w chorobie Wil-
sona
111, Wiasciwosci ATPaz typu P transportujacych jony mie-
dzi
IV. Uwagi konhcowe

Wykaz stosowanych skrétow: komdrki CHO (ang. Chinese
hamster ovary cells) — komorki nabtonka jajnika chomika
chinskiego; EH BR (ang. Eisai hyperbilirubinemic rats) — rasa
szczuréw, u ktérej wystepujg zaburzenia aktywnego trans-
portu organicznych anionéw do z6tci; GSH — glutation;
KdpABC-ATPazy — ATPazy transportujace jony metali,
wystepujace w btonie komdrek prokariotycznych; LEC (ang.
Long-Evans cinnamon rats) — rasa szczurow, u ktdrej
wystepujg zaburzenia metabolizmu miedzi; MOAT (ang.
multispecific organie anion transporter) — transporter or-
ganicznych anionoéw, réznych od soli zétciowych; M NK

gen kodujacy ATPaze transportujgca jony miedzi, ktore-
go mutacje odpowiadajg za rozwoj choroby Menkesa; WND

gen kodujacy ATPaze transportujaca jony miedzi, ktére-
go mutacje odpowiadajg za rozwdéj choroby Wilsona.

I. Krgzenie miedzi w organizmie

Miedz jest znana od czaséw antycznych, kiedy to
wigzano ja z boginig Wenus, personifikacja mitosci.
W organizmie miedz wystepuje w $ladowych ilosciach,
ale jest niezbedna do zycia [1, 2]. Stanowi bowiem
sktadnik grup prostetycznych wielu enzymoéw, m.in.
oksydazy cytochromu c i dysmutazy ponadtlenkowej.
MiedZz odgrywa role w regulacji ekspresji gendw,

1Dr, 2Doc. dr hab., Pracownia Biochemii Lipidow, Zaktad
Biochemii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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The relation between cell biology and transition metal
chemistry, like that between war and love, is still enigmatic.

Kaplan J, OHalloran TV[1]

Contents:

. Circulation of copper in organism

Il.  Diseases connected to perturbations in copper metabo-
lism
11-1. Degeneration of central nervous system in Men-

kes disease

11-2. Injuries to various organs in Wilson disease

I11. Properties of P-type Cu transport ATPases

IV. Concluding remarks

transporcie jon6w zelaza, metabolizmie glukozy icho-
lesterolu, a takze bierze udziat w procesach biologicz-
nego utleniania. Dzienne zapotrzebowanie cztowieka
na miedz wynosi 5 miligraméw. Pierwiastek ten jest
niezbedny w procesach wzrostowych i w mechaniz-
mach obronnych organizmu. Od witasSciwego poziomu
miedzi zalezy wytrzymato$¢ kosci i prawidtowy roz-
woj osrodkowego uktadu nerwowego. MiedZ uczest-
niczy rowniez w dojrzewaniu erytrocytéw i leuko-
cytéw oraz w cyklu skurczowo-rozkurczowym miesnia
sercowego [2].

Nadmiar miedzi jest toksyczny, zaréwno dla or-
ganizmow eukariotycznych, jak i prokariotycznych.
W obecnosci tego pierwiastka z 0 2i H20 2 w reakcji
Fentona powstajg reaktywne formy tlenu (rodniki
hydroksylowe) [3, 4]. MiedZz moze w ten sposob
inicjowa¢ utlenianie czasteczek enzymoéw, lipidow
i kwaséw nukleinowych [1, 5, 6]. Niedobdr miedzi jest
zwigzany z chorobami dziedzicznymi np. chorobg
Menkesa lub moze prowadzié¢ do wywotania schorzen
nabytych. Wynikaja one przede wszystkim z niedozy-
wienia, a towarzyszg im niedokrwisto$¢, niedorozwdj
kos¢ca, zahamowanie wzrostu, spadek odpornosci
organizmu na infekcje, zaburzenia krgzenia i niskie
ci$nienie [6].

Transport miedzi w organizmie jest niezbedny dla
wilasciwego wykorzystania tego pierwiastka w proce-
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Pokarmy
ptyny
[ ‘ | ) His/Cu MTI-1Il/Cu
| | His/Albumina/Cu | GSH/Cu
Jelito |—» Krew <_-‘ Watroba
MTI-11l/Cu ‘ HoloCp | ApoCp
|
‘ Z6té
Ryc. 1. Krazenie jonéw miedzi w organizmie. ApoCp i HoloCp
— odpowiednio apo- i holoceruloplazmina; His — his-
tydyna; GSH — glutation; MTI-111 — metalotioneiny I-111.

Objasnienia w tekscie.

sach biochemicznych ijednocze$nie unikniecia szkod-
liwych skutkéw nadmiaru lub niedoboru miedzi. W or-
ganizmach ssakéw jony miedzi wchtaniane sg w zotgd-
ku i jelicie cienkim (Ryc. 1). Wchianianie to jest
regulowane przez aminokwasy, kwas askorbinowy
i inne sktadniki pokarmowe, a takze jony kadmu,
cynku i zelaza. W jelicie wystepujg niskoczgsteczkowe
biatka o wysokiej zawartos$ci reszt cysteinowych, meta-
lotioneiny, ktére wigza jony miedzi. Z jelita jony
miedzi sg transportowane do watroby, skad w kom-
pleksie z biatkami, na drodze egzocytozy oraz dzieki
aktywnosci ATPazy transportujgcej jony miedzi sg
wydzielane do zétci (Ryc. 2). W kompleksie z biatkami
jony miedzi sg takze wydzielane do krwi, gdzie pozos-
tajg w surowicy lub sg kumulowane w erytrocytach.
Tylko niewielka ilo$¢ miedzi jest wydalana z organiz-
mu z moczem. llo$¢ ta wzrasta w stanach patologicz-
nych i pochodzi z kompleksu miedzi z histydyng
i albuming. W surowicy krwi, w transporcie miedzi
uczestniczy ceruloplazmina, bedgcajednocze$nie natu-
ralnym przeciwutleniaczem, albumina, transkupreina
i aminokwasy (histydyng) [7, 8]. Ceruloplazmina (a2-
-glikoproteina) jest syntetyzowana gtdwnie w wat-
robie, w postaci apobiatka, a nastepnie wydzielana do
osocza jako holobiatko, ze zwigzanymi 5-6 atomami
miedzi. Na btonie plazmatycznej komoérek réznych
tkanek znajdujg sie receptory ceruloplazminy, dzieki
ktérym jony Cu+, po oddysocjowaniu od ceruloplaz-
miny, wnikajg przez btone plazmatyczng do cytosolu
tych komérek. Jony miedzi wnikajg do komorek takze
w kompleksie z histydyna lub w sposob zalezny od
albuminy. Po wniknieciu miedz gromadzi sie w cyto-
solu lub w okre$lonych przedziatach komdrkowych,
w retikulum endoplazmatycznym, jadrze, aparacie
Golgi’ego, peroksysomach i lizosomach. W komor-
kach wystepujg liczne biatka wigzace miedz: dys-
mutaza ponadtlenkowa, zlokalizowana w cytosolu
i peroksysomach, oksydaza cytochromowa ¢ w mito-
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chondriach, oraz inne enzymy zalezne od miedzi
zlokalizowane w aparacie Golgi’ego i organellach
sekrecyjnych. W wigzaniu miedzi wewnatrz komorki
biorg udziat takze aminokwasy i metalotioneiny, biat-
ka zlokalizowane w cytosolu, jadrze i lizosomach,
ktérych synteza indukowana jest przez jony metali
ciezkich [10, 11]. Najwazniejsza role w wigzaniu
miedzi odgrywa glutation (y-L-kwas glutaminowy-L-
-cysteina-glicyna), tripeptyd redukujacy jony Cu2+
i kompleksujacy jony Cu+ [12]. W hepatocytach na
przykiad, 60% miedzi istnieje w postaci kompleksu
Cu(l)-GSH. Miedz z tego kompleksu jest wykorzys-
tywana w syntezie metalotionein, ceruloplazminy
i dysmutazy ponadtlenkowej [13, 14]. MiedZ transpor-
towanajest zkomorek przez Cu-ATPazy. Wiasciwosci
tych enzymoéw zostang omowione w dalszej czesci
artykutu.

I1. Choroby zwigzane z nieprawidtowym
metabolizmem miedzi

Nadmierna kumulacja miedzi w komdrkach watro-
by moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanki i do

wystgpienia wielu groznych stanéw patologicznych,

Komérki innych tkanek
Cu-ATPaza (MNK)

;
>

(i

epatocyt

Cu*/GSH—#»| MTI-IIVCu

}reduktaza
-~

/Cu'

Wydzielanie
Z6ici

Krazenie
wrotne

Cu-ATPaza (MNK)

]

Jelito Cu+/aminokwasy

Ryc. 2. Udziat Cu-ATPaz w metabolizmie miedzi w organizmie
cztowieka.
Cu-ATPazy MNK i WND — transportujace jony miedzi
ATPazy, ktorych funkcja jest zaburzona u ludzi z chorobg
Menkesa (MNK) ichorobg Wilsona (WND); ApoCp i Ho-
loCp — apo- i holoceruloplazmina; RCp — receptor
ceruloplazminy, T — transporter odpowiedzialny za bierny
transport jonéw miedzi; MTI-111 — metalotioneiny I-111;
GSH — glutation; SOD — dysmutaza ponadtlenkowa; ER
— retikulum endoplazmatyczne.
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jak marskos¢ watroby i choroba Wilsona [15].
U szczuréw EH BR (ang. Eisai hyperbilirubinemic rats),
u ktérych zaobserwowano zaburzenia aktywnego
transportu organicznych anionéw do zéici przez kana-
likularny rejon btony plazmatycznej, katalizowanego
przez ATPaze typu MO AT (ang. multispecific organie
anion transporter), stwierdzono réwniez zwiekszong
kumulacje miedzi w watrobie [16], gdyz miedzZ jest
usuwana z organizmu gtéwnie do zo6tci [14]. Z drugiej
strony grozne skutki, nawet Smieré organizmu, wywo-
tuje niedobor tego pierwiastka (choroba Menkesa)
w osrodkowym uktadzie nerwowym (1—7 pg/g suchej
masy, w poréwnaniu z 20— 30 pg/g suchej masy u 0séb
zdrowych), jelicie, nerkach i tkance tgcznej, spowodo-
wany zaburzeniem wchtaniania miedzi w ukfadzie
pokarmowym [16-18].

W ostatnich latach wykryto, ze pierwotng przyczyna
dwéch najczesciej wystepujacych u ludzi, uwarun-
kowanych dziedzicznie choréb, Menkesa i Wilsona,
zwigzanych z nieprawidtowym metabolizmem miedzi
w organizmie, jest brak, niski poziom ekspresji lub
mutacje genéw ATPaz transportujacych jony miedzi,
prowadzgce do syntezy enzymoOw o zaburzonej funkcji
[14, 19-21]. Gen, ktérego mutacje odpowiadajg za
rozwoj choroby Menkesa, MNK (ATP7A), zlokalizo-
wano na chromosomie X (rejon Xq13). Koduje on
biatko enzymatyczne, Cu-ATPaze, zbudowane z 1500
reszt aminokwasowych. Gen, ktérego mutacje od-
powiadajg za rozwoj choroby Wilsona, WND (A TP7B),
potozony jest na chromosomie XII (rejon ql4.3) i ko-
duje inng Cu-ATPaze, zbudowang z 1411 reszt amino-
kwasowych. Obie ATPazy nalezag do ATPaz typu
P i zawierajg sze$¢ powtarzajacych sie domen boga-
tych w reszty cysteiny, stanowigcych miejsce wigzania
jonéw metali ciezkich. Cu-ATPazy wystepujace u ludzi
bardzo przypominajg Cu-ATPazy innych organiz-
mow, takze priokariotycznych, co $wiadczy o pojawie-
niu sie tej grupy enzymoéw we wczesnych stadiach
ewolucji zycia na Ziemi, z tym, ze enzymy z komorek
ssakéw charakteryzujg sie krotszym rejonem C-kon-
cowym i dtuzszym rejonem N-koncowym, w poréw-
naniu z enzymami organizmoéw prokariotycznych [14,
22-25]. Mutacje genow kodujacych Cu-ATPazy w ko-
mdrkach zwierzat prowadzg do rozwoju podobnych
choréb jak u cztowieka (na przykiad ang. mottled
disease u bydta [26]). Waznych informacji na temat
chor6b o objawach wskazujgcych na zaburzenia
w transporcie miedzi dostarczyly badania szczuréw
LEC (ang. Long-Evans cinnamon rats), myszy (ang.
toxic milk mouse, mottled mouse) i pséw (ang. bedlington
terrier) [14, 27-30].

I1-1. Degeneracja osrodkowego ukfadu nerwowego
w chorobie Menkesa

Choroba Menkesa, ktorej przebieg jest bardzo szy-
bki i koAczy sie $miercig we wczesnym dziecifistwie,

spowodowana jest niedoborem miedzi i spadkiem
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aktywnos$ci enzymdw zaleznych od tego pierwiastka.
Jest to schorzenie charakteryzujgce sie postepujacg
degeneracja osrodkowego uktadu nerwowego, co pro-
wadzi do zahamowania rozwoju psychicznego [14].
Niski poziom miedzi w organizmie wigze si¢ z zaburze-
niem wchianiania miedzi w uktadzie pokarmowym.
Wzrost stezenia miedzi w Swietle jelita wywotuje
wzmozong synteze metalotionein, ktére wiaza duze
ilosci miedzi, przez co spada pula tego pierwiastka
dostepnego dla syntezy biatek zaleznych od jonéw
miedzi [14]. Nalezy podkresli¢, ze transport miedzi do
watroby (transportery utatwiajace dyfuzje kationow
metali ciezkich, ang. cation diffusionfacilitators) i z tego
organu (holoceruloplazmina) odbywa sie bez prze-
szkéd [31].

Pacjenci z chorobg Menkesa charakteryzujg sie
zanikiem naturalnej pigmentacji skéry, nieprawidto-
wym owtosieniem, zaburzeniami w uktadzie naczynio-
wym iniedorozwojem tkanki tgcznej. U oséb tych, juz
w okresie zycia ptodowego, wystepujg zaktocenia
w transporcie miedzi przez tozysko, wjelicie oraz przez
bariere krew-mézg [14]. Pierwotng przyczyng tej
choroby, jak juz wspomniano, jest nieobecno$¢ lub
zaburzona funkcja Cu-ATPazy, kodowanej przez gen
MNK, ktérego mutacje wywotujg wymienione objawy
choroby [32-34]. Cu-ATPaza MNK wystepuje przede
wszystkim w btonach cystern trans aparatu Golgi’ego,
jak pokazano np. w komdrkach CHO (ang. Chinese
hamster ovary cells) [35]. W aparacie Golgi’ego za-
chodzi precyzyjna regulacja transportu i sortowania
biatek do innych przedziatow komorkowych. Proces
ten polega miedzy innymi na potranslacyjnej modyfi-
kacji biatek, przytgczaniu do nowo syntetyzowanych
makroczasteczek reszt cukrowych iinnych zwiazkdéw,
ktdre sg specyficznymi sygnatami sortujgcymi, umoz-
liwiajgcymi wiaSciwe rozmieszczenie biatek w komarce
[36]. Wydaje sig, ze umiejscowienie Cu-ATPazy w bto-
nach aparatu Golgi’ego, a takze w btonach innych
organelli zwigzanych z sortowaniem biatek, np. en-
dosomow, wynika z obecnosci w tym enzymie specyfi-
cznego rejonu transhtonowego. Rejon ten odpowiada
za wbudowywanie Cu-ATPazy we wiasciwy system
bton, w odpowiedzi na specyficzne zapotrzebowania
metaboliczne komérki [18]. Taki mechanizm przypo-
mina podobne procesy rzadzgce wewngtrzkomorko-
wym rozmieszczeniem innych enzyméw wigzacych
jony miedzi, np. monooksygenaz (P-hydroksylaza do-
paminy), oksydoreduktaz (mitochondrialna oksydaza
cytochromowa c) idysmutazy ponadtlenkowej. Nalezy
dodac, ze funkcje wymienionych enzymow sg zaburzo-
ne oraz, ze poziom ich ekspresji jest niski u ludzi
z chorobg Menkesa [37],

Cu-ATPaza MNK ulega przemieszczaniu w trans-
porcie pecherzykowym pomiedzy btonami aparatu
Golgi’ego a btong plazmatyczng. Podwyzszenie steze-
nia jonOw miedzi przyspiesza ten proces [36], Jony
miedzi sg usuwane z komorek prawdopodobnie w pro-
cesie egzocytozy. Wiadomo, ze transport miedzi z ko-
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morek jest wazny dla utrzymania witasciwego stezenia
jonow miedzi w cytoplazmie i przezycia komorek.
Dzigki obecnosci Cu-ATPazy w btonach pecherzykdw
wydzielniczych,jony miedzi moga by¢ kumulowane we
whnetrzu tych pecherzykéw. Pecherzyki wydzielnicze
ulegaja nastepnie fuzji z btong lizosoméw lub btong
plazmatyczng, dzieki czemu nastepuje eksport jonow
miedzi z komorek, a Cu-ATPaza powraca do bton
aparatu Golgfego, przy czym proces ten zalezy od
ATP [18, 36]. A zatem, Cu-ATPaza MNK posrednio
bierze udziat w usuwaniujonéw miedzi [18]. Nie jest to
jednak jedyne biatko transportujace jony miedzi z ko-
morek.

11-2. Uszkodzenia réznych narzadéw w chorobie
Wilsona

Zupetnie inny mechanizm zaburzenia homeostazy
miedzi wystepuje w chorobie Wilsona. Choroba Wil-
sona jest to schorzenie dziedziczone w sposéb auto-
somalny, recesywny. Objawy kliniczne wystepujgce
u ludzi z chorobg Wilsona sg spowodowane nie-
prawidtowym metabolizmem miedzi w watrobie, zabu-
rzeniami wydalania tego pierwiastka z organizmu
i w efekcie gromadzeniem sie miedzi w wielu narzg-
dach, co prowadzi do uposledzania funkcji tych narzga-
déw [14]. Wchianianie miedzi w jelicie i transport do
watroby pozostajg na normalnym poziomie, zaburze-
niom podlegajg transportjonéw miedzi z hepatocytéw
do z6tci oraz whudowywanie jon6w miedzi do apoce-
ruloplazminy [38]. Zjawiska te wywotujg wzrost puli
miedzi zwigzanej z metalotioneinami. W miare roz-
woju choroby watroba ulega postepujgcym uszkodze-
niom. Wysoki poziom miedzi w watrobie prowadzi do
martwicy i pojawienia sie duzych ilosci miedzi
w krwiobiegu, ale w formie niezwigzanej z ceruloplaz-
ming, co wywotuje uszkodzenia btony erytrocytéw
i w niektérych przypadkach anemie hemolityczng
[14]. W pozniejszych stadiach choroby dochodzi do
nagromadzenia si¢ miedzi w mozgu i w nerkach.
U 95% pacjentow z postacig neurologiczng choroby
Wi ilsona i okoto 50% pacjentow z objawami wat-
robowymi, w rogéwce oka pojawiaja sie z6tto-brazo-
we, zo0ho-zielone lub brazowe pierscienie Kaysera-
-Fleischera [14].

Pierwotnym objawem choroby Wilsona u 40%
chorych jest uszkodzenie watroby (zétaczka, mars-
kos¢ asymptomalna, chroniczne zapalenie watroby
i inne); u nastepnych 40% stwierdza sie objawy
neurologiczne (zaburzenia mowy, Slinotok, wzmozenie
napiecia, drzenie, zaburzenia chodu iinne), za§ u 15%
wystepujg objawy psychiczne (zaburzenia zachowania,
depresja, stany urojeniowe) [14]. Dodatkowo, choro-
bie Wilsona towarzyszg osteoporoza, artretyzm icho-
roby stawéw. U chorych z objawami watrobowymi
moga w pdzniejszych stadiach wystapi¢ objawy neuro-
logiczne. Do niedawna choroba Wilsona konczyta sie
zgonem w dziecinstwie, ale obecnie, przy prawidtowym
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leczeniu, granica przezycia bardzo sie przesuneta.
Leczenie jest skuteczne, pod warunkiem, ze rozpoz-
nanie jest wczesne. W przypadkach szybko postepuja-
cej choroby, kiedy dochodzi do znacznych uszkodzen
watroby wykonuje sie przeszczep tego organu. W in-
nych przypadkach stosuje sie z powodzeniem zwigzki
kompleksujgce jony miedzi (np. 2,3-dimerkaptopropa-
nol, D-penicilaming, dihydrochlorek trietyloaminy,
tetratiomolibdenian) oraz terapie solami cynku. Zwig-
zki te maja za zadanie mobilizacje miedzi w uszkodzo-
nych organach, w ktoérych ulegta nagromadzeniu,
i wzmozenie jej wydalania z organizmu [14].

Wymienione objawy choroby Wilsona sg zwigzane
z zahamowaniem transportu jonéw miedzi z watroby
do z6kci i wzrostem stezenia tych jonéw w cytoplazmie
komorek. Zwiekszone wydzielanie miedzi w moczu
chorych na chorobe Wilsona jest spowodowane praw-
dopodobnie uszkodzeniem kanalikéw nerkowych
przez zitogi miedzi [14]. Zjawisko to jest bardzo
waznym czynnikiem diagnostycznym, ale nie jest przy-
czyng ktéregokolwiek z objawéw klinicznych. Wydaje
sie, ze za wzmozong kumulacje jondw miedzi w hepa-
tocytach odpowiadajg zaburzenia ekspresji lub funkcji
Cu-ATPazy, zlokalizowanej w rejonie kanalikularnym
btony plazmatycznej. Enzym ten bierze udziat w ak-
tywnym transporcie jonéw miedzi do z6tci [39-41].
Jest on kodowany przez gen WND, wykazujgcy 55%
podobienstwa do genu MNK [42-45]. Zalezny od
ATP uktad transportu jonéw miedzi zidentyfikowano
réwniez w btonach retikulum endoplazmatycznego
hepatocytow [46]. Chorobie Wilsona towarzyszy niski
poziom ceruloplazminy w surowicy, co jest zwigzane
z zaburzeniami wbudowywania jonéw miedzi do
ceruloplazminy w trakcie jej syntezy na btonach szor-
stkiego retikulum endoplazmatycznego komdarek
watroby i zaburzeniami wydzielania biatka do krwio-
biegu [14].

I11. Witasciwosci ATPaz typu P, transportuja-
cych jony miedzi

Cu-ATPazy, kodowane przez geny MNK i WND
uszkodzone u ludzi z chorobami Menkesa i Wilsona,
nalezg do grupy ATPaz transportujgcych jony miedzi
wystepujagcych powszechnie w Swiecie ozywionym: od
bakterii do ssakow [23]. Masy czasteczkowe enzymoéw
z bakterii wynoszg 71-81 kDa [47], zkomorek drozdzy
100-122 kDa [35], a z komérek ssak6w 145-150 kDa
[23-25], Enzymy te przypominajg inne ATPazy typu
P, gdyz podobnie jak one ulegajg autofosforylacji [48].
ATPazy typu P tworzg nadrodzine, sktadajgca sie
z ponad stu dotad opisanych homologicznych biatek
enzymatycznych, waznych dla prawidtowego funkc-
jonowania komérek, zwiaszcza dla utrzymywania
w nich rbwnowagi jonowej [24, 49]. ATPazy, zaréwno
w komorkach organizmow eukariotycznych, jak ipro-
kariotycznych, sg integralnymi biatkami btonowymi,
ktére katalizujg aktywny transport kationow, wbrew
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gradientowi ich stezer, przez btone plazmatyczng
i btony organelli wewngtrzkomdérkowych. Podstawo-
wa cechg, ktora taczy ze sobg ATPazy typu P jest
wystepowanie w ich cyklu katalitycznym zjawiska
autofosforylacji czyli tworzenia sie tzw. ufosforylowa-
nego posrednika, w ktérym grupa fosforanowa po-
chodzaca z ATP, ulega przyfgczeniu do reszty kwasu
asparaginowego w czgsteczce biatka. Reakcja hydro-
lizy ATP jest powigzana z przenoszeniem kationow
przez btone [24, 49].

Przypuszcza sie, ze ATPazy typu P istniaty juz we
wczesnych etapach rozwoju organizmoéw zywych na
naszej planecie, chociaz nie petnity jeszcze w tym czasie
kluczowej roli w utrzymaniu homeostazy kationdw
w cytoplazmie komérek. U zarania ewolucji doszto do
podziatu enzymoéw tej grupy na biatka transportujace
jony metali ciezkich ijony metali o nizszych masach
atomowych [25]. ,,PraATPazy” typu P, w swojej
pierwotnej formie przetrwaly do wspdiczesnych cza-
séw w postaci KdpABC-ATPaz organizméw proka-
riotycznych, na przyktad Mg2+-ATPaza S. typhimu-
rium i Ca2+-ATPaza Synechococcus PCC7942 [50].
ATPazy typu P organizmow eukariotycznych sg poza
kilkoma wyjatkami biatkami monomerycznymi [24,
49]. W zaleznosci od liczby domen w czasteczce biatka,
penetrujgcych dwuwarstwe lipidowg btony ibiorgcych
udziat w tworzeniu kanatu btonowego, wyrdznia sie
dwa podtypy tych enzymoéw. Podtyp pierwszy (Pj),
0 szeSciu transbtonowych segmentach zlokalizowa-
nych w N-koncowym rejonie czasteczki i dwoch
w rejonie C-koricowym oraz podtyp drugi (P2), o czte-
rech takich segmentach umiejscowionych w rejonie
N-koricowym iczterech do szeSciu segmentach zlokali-
zowanych w C-koncowym rejonie ATPazy [24, 49].
Wiekszo$¢ wystepujacych we wspotczesnych organiz-
mach ATPaz typu P nalezy do podtypu P2 ,grupujace-
go biatka zdolne do transportu takich kationdw, jak
H+, Na+, K+ i Ca2+ [24, 49]. Inna specyficznos$¢
enzymow podtypu P2 w stosunku do transportowa-
nych jonéw jest prawdopodobnie zwigzana ze zwigk-
szong liczbg domen transbtonowych (M10-M 11),
w poréwnaniu z podtypem Pj (M6-M8) [25]. Trzeci
podtyp P3, do ktérego nalezg KdpABC-ATPazy or-
ganizmoéw prokariotycznych, pod wzgledem specyficz-
nosci w stosunku do transportowanych jonow metali
przypomina podtyp P2, z tym, ze enzymy tej grupy sa
biatkami oligomerycznymi [25]. W oparciu o dane
zgromadzone na temat réznych ATPaz typu P, szcze-
g6lnie transportujacych jony Cu2+, Cd2+ i Hg2+
(podtyp PJ, wysunieto przypuszczenie, ze ,,praAT-
Pazy” organizmdw prokariotycznych powstaty w celu
regulacji stezenia jonéw metali ciezkich w cytoplazmie
komdrek tych organizméw [51].

Cu-ATPazy, dzieki obecnosci w ich czasteczkach
domeny o aktywno$ci fosfatazy, ulegajg autodefos-
forylacji, czemu towarzyszy zmiana konformacyjna
biatka i transport jednego lub dwoch kationow przez
btone [23-25]. Do cech odrdzniajagcych Cu-ATPazy od

POSTEPY BIOCHEMII 43(4), 1997

Ml M2 M3 M4

M6 M7 M8

Blona
Cytosol ’ i
|T| |D
G K c
E U
N s| |G
=
c
X
X
e

Ryc. 3. Budowa Cu-ATPaz i udziat domen w ich funkcjonowaniu.
M1-M8 — domeny transhtonowe oznaczono kolorem ciem-
noszarym; CPX — reszty aminokwasowe biorgce udziat
w transporcie kationu; domeny zlokalizowane po cytoplaz-
matycznej stronie btony oznaczono kolorem biatym;
DKTGT — centrum aktywne enzymu zawierajgce reszte
kwasu asparaginowego, ulegajaca autofosforylacji; TGES
— domena fosfatazowa; GDGXNDXP — reszty amino-
kwasowe bioragce udziat w wiagzaniu ATP; HP — reszty
aminokwasowe ulegajagce mutacji w chorobie Wailsona;
CXXC — reszty aminokwasowe biorgce udziat w wigzaniu
jonéw miedzi; domeny zawierajace te sekwencje oznaczono
kolorem jasnoszarym. Inne objasnienia w tekscie.

innych ATPaz typu P nalezy obecno$¢ w czasteczkach
tych biatek miejsc wigzacych jony metali ciezkich
(CXXC) zlokalizowanych w poblizu polarnego
N-konca biatka, wewnatrzbtonowej domeny CPX,
domeny HP oraz innej organizacji i liczby domen
transbtonowych [25] (Ryc. 3). Domena CPX (cysteina-
-prolina-dowolny aminokwas) odgrywa prawdopodo-
bnie role w transporcie kationéw [25]. Funkcja dome-
ny HP (histydyna-prolina) nie zostata jeszcze w pekni
poznana, ale zauwazono, ze u pacjentow wykazuja-
cych objawy choroby Wilsona, reszta histydyny jest
zastgpiona przez reszte kwasu glutaminowego, co
prowadzi prawdopodobnie do ekspresji nieaktywnej
formy biatka [25]. Miejsce wigzace jony miedzi zbudo-
wane jest zjednej do szeSciu powtarzajgcych sie domen
CXXC (cysteina-dowolny aminokwas-dowolny ami-
nokwas-cysteina) [25]. W czasteczkach niektérych
ATPaz podtypu P! zamiast domen CXXC wystepujg
domeny bogate w reszty histydyny i metioniny, pet-
nigce jednak te samg funkcje [52].

Istotne dla zrozumienia etiologii chor6b Menkesa
i Wilsona u ludzi byto stwierdzenie, ze Cu-ATPaza
kodowana przez gen MNK jest syntetyzowana w ko-
morkach wielu organéw, z wyjatkiem watroby, pod-
czas gdy Cu-ATPaza kodowana przez gen WND jest
syntetyzowana przede wszystkim w komaérkach watro-
by. Okre$lono takze, na ktérym etapie metabolizmu
miedzi dziataja wymienione ATPazy [14, 25]. Nalezy
jednak pamietac¢, ze jak dotad tylko w przypadku
enzymu z bakterii Enterococcus hirae (CopB) zaobser-
wowano, ze Cu-ATPaza transportuje jony miedzi [53].

285



W iekszo$¢ dotychczas zebranych informacji na temat
struktury ifunkcji ATPaz transportujgcych jony w ko-
maérkach ssakow, pochodzi z poréwnawczych badan
podobnych enzymoéw z komorek bakterii Gram-doda-
tnich [23, 54].

IV. Uwagi koncowe

Metody leczenia 0s6b z objawami choroby Wilsona
opierajg sie przede wszystkim na zastosowaniu zwigz-
kéw kompleksujacych jony miedzi, w celu mobilizacji
miedzi w uszkodzonych organach i utatwienia usuwa-
nia tego pierwiastka z moczem. Jednym z pierwszych
zwigzkow tego typu byt 2,3-dimerkaptopropanol, jed-
nak kuracja byla diugotrwata i wigzata sie czesto
z wystepowaniem objawOw niepozgdanych. Obecnie
powszechnie podaje sie chorym D-penicilamine.
I w tym przypadku leczenie trwa cate zycie. Zwigzek
ten u wielu ludzi z chorobg Wilsona, szczeg6lnie
u ktorych wystepujg objawy neurologiczne i zaburze-
nia funkcjonowania watroby, powoduje znaczng po-
prawe. Czesto stosowane sg rowniez inne zwigzki
kompleksujgce jony miedzi (tetratiomolibdenian) oraz
terapia cynkowa, wykorzystujgca zdolnos$¢ cynku do
indukowania syntezy metalotionein i zablokowanie
wchtaniania miedzi w jelicie cienkim [14]. U pacjen-
téw z ostrymi objawami choroby Wilsona konieczna
jest transplantacja watroby [55].

W przypadku choroby Menkesa stosowane metody
leczenia polegajg na prébach przywrécenia wtasciwe-
go poziomu miedzi w organizmie. Ze wzgledu na
zaburzenia wchianiania miedzi w jelicie, rézne zwigzki
miedzi (chlorki, siarczany) lub jej kompleksy z EDTA,
albuming lub histydyng, sg wstrzykiwane dootrzew-
nowo [14]. Najlepsze wyniki takiej kuracji daje stoso-
wanie kompleksu miedzi z histydyna, ktdra nawet
wzdrowym organizmie odgrywa wazna role w homeo-
stazie miedzi [56]. Ale i w tym przypadku leczenie nie
jest w petni skuteczne i wiele groznych objawow
choroby Menkesa nie zanika, na przyktad uszkodzenia
tkanki tacznej [14].

Odkrycie gendw, ktére wulegajg uszkodzeniom
w chorobach Menkesa i Wilsona oraz charakterystyka
biatek transportujgcych, kodowanych przez te geny,
niosg nadzieje na przysztos¢. Jest bardzo prawdopodo-
bne, ze badania mechanizméw transportu miedzi przez
btony, katalizowanego przez Cu-ATPazy, pozwolg na
znalezienie w najblizszych latach zwigzkdéw terapeuty-
cznych, ktére bedg efektywnie zwalcza¢ schorzenia
wynikajace z zaburzen homeostazy miedzi w organiz-
mie. Badania te nabierajg szczeg6lnego znaczenia
w dobie postepujgcego skazenia Srodowiska natural-
nego, w tym takze metalami ciezkimi.
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Fotosyntetyczna izoforma karboksylazy fosfoenolopiro-
gronianu — regulacja transkrypcyjna i potranslacyjna

Photosynthetic isoform of phosphoenolpyruvate carboxylase
— transcriptional and post-translational regulation
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I . Wprowadzenie

Karboksylaza fosfoenolopirogronianu (EC 4.1.1.31;
PEPC) katalizuje praktycznie nieodwracalng reakcje
(3-karboksylacji fosfoenolopirogronianu w obecnosci
dwuweglanu, w wyniku ktérej powstajg szczawiooctan
i nieorganiczny fosforan. Enzym ten zostat odkryty
w 1953 roku [1] i od tego czasu jest przedmiotem
licznych badan. Prace te doprowadzity do stwierdzenia
obecnosci réznych izoform karboksylazy fosfoenolopi-
rogronianu, bioragcych udziat w ré6znych procesach na
terenie komorki. Wszystkie izoformy PEPC sg zlokali-
zowane w komorkach na terenie cytoplazmy, lecz
wykazujg rozng specyficznosé tkankowa i funkcjonal-
na [2-4]. Enzym ten wystepuje u ro$lin wyzszych,
glonéw i Eubacteriae. Nie stwierdzono natomiast jego
obecno$ci u zwierzat i grzybéw, u ktérych reakcje
karboksylacji fosfoenolopirogronianu katalizuje jedy-
nie karboksykinaza fosfoenolopirogronianu (EC
4.1.1.32) [5, 6].

Ostatni poswiecony karboksylazie fosfoenolopiro-
gronianu artykut przeglagdowy ukazat sie w Postepach
Biochemii dziesie¢ lat temu [7]. Od tego czasu wiedza
dotyczgca tego enzymu znacznie sie rozszerzyta, zwita-
szcza jesli chodzi o zagadnienia zwigzane z jego
regulacjg na poziomach transkrypcyjnym i potrans-
lacyjnym. Te wiasnie problemy omoéwione bedg w ni-
niejszym artykule na przyktadzie fotosyntetycznej izo-
formy karboksylazy fosfoenolopirogronianu z roslin
C4 i CAM. Ta izoforma wzbudzata od poczatku
najwieksze zainteresowanie badaczy, jako kluczowy
enzym odpowiedzialny za pierwotne wigczanie dwu-
tlenku wegla w fotosyntezie typu C4. Zainteresowany
czytelnik moze siegna¢ réwniez po inne opublikowane
w ostatnich dziesieciu latach artykuty zrodtowe i prze-
gladowe dotyczace karboksylazy fosfoenolopirogro-
nianu — jej struktury i regulacji [8-11], izoform i ich
funkcji fizjologicznych w komdérkach [12, 13], mecha-
nizmu i kinetyki katalizowanej reakcji [14, 15] oraz
ewolucji na poziomie molekularnym [6, 16].

I1. Funkcje fizjologiczne

Karboksylaza fosfoenolopirogronianu petni funkcje
anaplerotyczng. Cykl Krebsa oprécz dostarczania
protonow i elektronéw dla tafcucha oddechowego
w procesie oddychania jest rowniez Zrédiem pod-
stawowych akceptoréw amoniaku dla reakcji jego
wigczania do zwigzkow organicznych. W syntetyzuja-
cej komorce ma wiec miejsce ciggty odptyw produktow
posrednich cyklu Krebsa, a ich poziom musi by¢
uzupetniany na drodze karboksylacji produktow gli-
kolizy: pirogronianu z udziatlem karboksylazy piro-
gronianowej (EC 6.4.1.1) i dehydrogenazy jabtczano-
wej dekarboksylujgcej (EC 1.1.1.40) lub fosfoenolopi-
rogronianu z udziatem karboksylazy fosfoenolopiro-
gronianu (EC 4.1.1.31) i karboksykinazy fosfoenolopi-
rogronianu (EC 4.1.1.32) [17]. Funkcja anaplerotycz-
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na karboksylazy fosfoenolopirogronianu jest szczegdl-
nie istotna w takich stadiach rozwojowych rosliny,
w ktorych intensywno$é reakcji anabolicznych jest
nasilona, a wiec w trakcie dojrzewania owocow [18],
dojrzewania i kietkowania nasion [19-21], oddziaty-
wania miedzy stupkiem i kietkujaca tagiewka pytkowa
[22] a takze w czasie symbiotycznego wtaczania azotu
atmosferycznego w brodawkach korzeniowych roslin
motylkowych [23-25].

PEPC bierze udziat w regulacji pH wewnatrzkomér-
kowego wspétdziatajac z dehydrogenazg jabtczanowg
zalezng od NAD +idehydrogenazgjabtczanowg dekar-
boksylujacg zalezng od NADP+ [26, 27]. Ten ostatni
enzym oraz PEPC majg rézne optima pH (dla PEPC
jest ono wyzsze), w zaleznosci od wahan pH cytoplaz-
my uruchamiane sg wiec na przemian aktywnosé
karboksylujgca PEPC Ilub dekarboksylujgca dehy-
drogenazy jabtczanowej, co powoduje akumulacje lub
degradacje kwaséw dwukarboksylowych i odpowied-
nio spadek lub wzrost pH cytoplazmy.

Karboksylaza fosfoenolopirogronianu pozwala
utrzymaé rGwnowage jonowg komorek w czasie pobie-
rania i transportu kationéw. Klasycznym tego przy-
ktadem jest syntezajabtczanu ze szczawiooctanu w ko-
madrkach szparkowych, towarzyszgca naptywowi jo-
néw potasu z otaczajgcych komdrek epidermy w czasie
otwierania aparatow szparkowych [28, 29].

U roslin typu C4 i CAM karboksylaza fosfoenolopi-
rogronianu katalizuje reakcje pierwotnego wigzania
dwutlenku wegla w procesie fotosyntezy (izoforma
fotosyntetyczna PEPC) [31, 31]. U tych roslin pierw-
szym akceptorem C 02 jest PEP, ktéry po karbo-
ksylacji daje szczawiooctan, zwigzek niestabilny, ktory
jest natychmiast metabolizowany do jabiczanu lub
asparaginianu. Zwigzki te sg transportowane do ko-
morek pochwy okotowigzkowej. Tam ulegaja one
dekarboksylacji, dostarczajgc C 02 do cyklu Calvina
(Ryc. 1.

Fotosynteza typu C4 charakteryzuje sie rozdziatem
czasowo-przestrzennym poszczegdlnych etapéw. Roz-
dziat przestrzenny, oparty na wigzkowej budowie lisci,

Ryc. 1. Schemat wigzania C 02 u roélin C4 i CAM.

1, anhydraza weglanowa; 2, karboksylaza fosfoenolopirog-
ronianu; 3, dehydrogenaza jabtczanowa zalezna od
NADP +; 4, aminotransferaza asparaginianowa; 5, dehyd-
rogenaza jablczanowa dekarboksylujagca zalezna od
NADP+; 6, karboksykinaza fosfoenolopirogronianu zalez-
na od ATP; 7, dehydrogenaza jabtczanowa zalezna od
NAD +; 8, dehydrogenaza jabtczanowa dekarboksylujaca
zalezna od NAD +; 9, karboksylaza/oksygenaza rybulo-
z0-1,5-bisfosforanu.
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polega na tym, ze synteza szczawiooctanu ma miejsce
na terenie komérek mezofilu, natomiast karboksylacja
RUBP i pozostate reakcje cyklu Calvina zachodzg
w komoérkach pochwy okotowigzkowej. Natomiast
w tkankach roSlin gruboszowatych te same procesy
metaboliczne sg rozdzielone w czasie. Karboksylacja
PEP i gromadzenie kwasow dwuweglowych (zwitasz-
cza jabtczanu) zachodzg podczas nocy, za$ w ciggu
dnia zachodzi dekarboksylacja nagromadzonego jabt-
czanu, dostarczajgc C 02do cyklu Calvina. Ten rodzaj
fotosyntezy wymaga specjalizacji organéw i komaorek
na poziomie anatomicznym i funkcjonalnym [32],
ciagtego transportu metabolitow fotosyntetycznych
[27] oraz bardzo skomplikowanych mechanizmoéw
regulacji enzymow [33].

I11. Struktura czgsteczki karboksylazy fosfo-
enolopirogronianu

Generalnie uwaza sig, ze u roslin karboksylaza
fosfoenolopirogronianu jest homotetramerem o masie
molekularnej poszczegélnych podjednostek okoto 110
kDa [8], niemniej jednak in vitro stwierdza sie obec-
no$¢ réwniez innych form strukturalnych enzymu.
Dzieki technice elektroforezy w zelu denaturujgcym
zaobserwowano formy dimeryczne, trimeryczne, tet-
rameryczne a takze monomery [34, 35]. Tetramery sg
forma najczesciej obserwowang, wykazujg wiekszg
aktywno$¢ niz dimery, monomery natomiast sa nieak-
tywne [36-39].

Teoretycznie wystepujg dwie mozliwosci organizacji
przestrzennej podjednostek tetrameru: pseudo-tetra-
edr [35] lub kwadrat [34], Rzeczywista struktura
przestrzenna tetrameru niejestjeszcze znana, zbadanie
jej umozliwig, podejmowane obecnie w réznych labo-
ratoriach doswiadczenia z uzyciem techniki dyfrakcji
promieni Roentgena na krysztatlach PEPC hodowa-
nych in vitro.

Struktura czwartorzedowa enzymu stabilizowana
jest dzieki obecnosci reszt cysteinowych i histydyno-
wych [40]. Zwigzki chemiczne reagujgce z tiolami
i histydyng hamujg aktywno$¢ PEPC i powodujg
dysocjacje tetrameru do dimeru, a nastepnie do mono-
meru. PEP i Mg2+ chronig enzym przed dysocjacja,
wigzac sie z resztg histydynowga. Nie obserwuje sie
Scistej stechiometrii pomiedzy konwersjg dimeru do
tetrameru (ktédrg mozna uzyskac dziatajagc hydroksyla-
ming i DTT) a wzrostem aktywnosci enzymu [36],
Zmiana struktury czwartorzedowej biatka wigze sie
najprawdopodobniej z modyfikacjg konformacji po-
szczegblnych podjednostek, ktora ma wptyw na wias-
ciwosci miejsca aktywnego [35, 36]. Takze inne czyn-
niki, takie jak stezenie enzymu, pH, sita jonowa,
temperatura, obecno$¢ oraz stezenie glicerolu i efek-
torow metabolicznych mogag in vitro zmienia¢ stopien
oligomeryzacji PEPC [34-37, 39, 41, 42].

IV. Parametry Kinetyczne
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W optymalnym pH (pH 8-8,5) krzywa nasycenia
fosfoenolopirogronianem przyjmuje ksztatt hiperboli
typowej dla modelu Michaelisa-Menten z wartoscig
Km okoto 1 mM. Dla nizszych warto$ci pH (pH 7)
krzywa przybiera ksztatt sigmoidalny, a warto§¢ Km
dla substratu wzrasta [5, 43], U zbadanych do tej pory
roélin C4 (sorgo, kukurydza, trzcina cukrowa) stezenia
fizjologiczne PEP (okoto 3 mM) nie wysycajg enzymu
w warunkach pH fizjologicznego. U roslin C3 wartosci
Km dla PEP sg nizsze niz dla roslin C4 [1, 44, 45].

Karboksylaza fosfoenolopirogronianu do dziatania
wymaga obecnosci jonu dwuwartoSciowego. Role te in
vivo petni najprawdopodobniej magnez. In vitro bar-
dzo dobrym kofaktorem jest mangan, za$ nieco mniej
efektywnym — kobalt [8]. Natomiast wapn, cynk irtec
hamuja aktywnos¢ PEPC [46, 47].

Rola jonéw magnezu w katalizie nie jest jeszcze
w peini poznana. Wydaje sie [48, 49], ze jon metalu
dwuwarto$ciowego utatwia tgczenie sie substratu z en-
zymem poprzez tworzenie potréjnego kompleksu ,en-
zym-metal-PEP”. Jony magnezu i manganu mogg
wigzac sie z PEPC nawet pod nieobecnos$¢ PEP [49,
50]. Kompleks metal-PEP uwazany jest za substrat
aktywny [47, 51, 52]. Mimo ze doswiadczenia nad
chemiczng modyfikacja PEPC wskazuja, ze magnez
nie jest konieczny do wigzania PEP, wjego obecnosci
powinowactwo enzymu do tego substratu jest znacznie
wyzsze [8]. Drugim substratem enzymu jest jon
HCO3 [48], Dla PEPC zlisci kukurydzy warto$¢ Km
dla dwuweglanu wynosi 20 mM przy pH 7 [43], 100
mM przy pH 8i 160 mM przy pH 9,5 [5].

Aktywnos$¢ PEPC zalezy od pH, ktérego optimum
wynosi okoto 8-8,5 [5, 38]. Pomiedzy pH 7 i 8 aktyw-
nos$¢ PEPC silnie wzrasta oraz zmianie ulegajg para-
metry Kinetyczne enzymu. W szczeg6lnosSci, powino-
wactwo PEPC otrzymanej z lisci kukurydzy do PEP
i Mg2+ wzrasta pomiedzy pH 7,5 i 8,5, zmniejsza sie
natomiast dla warto$ci pH nizszych niz 7,5 i wyzszych
niz 9,5. Podobnie Km dla dwuweglanu wzrasta wraz ze
wzrostem pH (patrz wyzej). Wrazliwo$¢ na efektory
allosteryczne (jabtczan, glukozo-6-fosforan) réwniez
w duzym stopniu zalezy od pH — wzrasta ona wraz ze
spadkiem pH [47],

U sorgo, kukurydzy iprosa temperatury optymalne
dla PEPC wynoszg odpowiednio 42,39 i 38°C. Dziesie-
ciominutowa inkubacja PEPC in vitro w buforze bez
regulatoréw allosterycznych w temperaturze 50°C
powoduje zupetng inaktywacje enzymu u tych roslin
[53]. Inkubacja w obecnosci asparaginianu, jabtczanu
lub szczawiooctanu chroni enzym przed termiczng
denaturacja, co pozwala na jego dziatanie w tem-
peraturach dochodzacych do 55°C [54], Te wiasciwosé
PEPC uwaza si¢ za jedng z cech zwigzanych z adapta-
cja roslin C4 do klimatu suchego i goracego.

Po inkubacji w niskich temperaturach (0-4°C) ak-
tywno$é PEPC ros$lin C4 obniza sie znacznie i para-
metry Kinetyczne ulegaja zmianie. Zmiany te mozna
wigza¢ z mniejszg lub wiekszg dysocjacjg enzymu na
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podjednostki. Inaktywacja PEPC jest tym wieksza im
wyzsze jest pH roztworu inkubacyjnego i im bardziej
rozciefczony jest enzym w roztworze. Obecno$¢ PEP
chroni enzym przed inaktywacja [55].

V. Mechanizm reakcji

Reakcja (J-karboksylacji fosfoenolopirogronianu
katalizowana przez PEPC jest silnie egzoergiczna,
a wiec praktycznie nieodwracalna [5, 13, 47, 56]. Na
podstawie doswiadczen z uzyciem izotopu tlenu 1sO,
poczatkowo wnioskowano, ze proces karboksylacji
przebiegajednoetapowo [48]. Pézniejsze badania [47,
57, 58] dowiodty, ze karboksylacja zachodzi w dwéch
etapach. Substraty i Mg2+ przytaczajg sie do enzymu
w kolejnosci: Mg2+, PEP, HCO”. Najpierw tworzone
sg karboksyfosforan i stabilizowany magnezem enolo-
pirogronian. Karboksyfosforan rozpada sie nastepnie
na zwigzany zenzymem C 0 2inieorganiczny fosforan.
Czasteczka C 02 reaguje z enolopirogronianem two-
rzagc szczawiooctan (Ryc. 2). Po zakornczeniu tego
cyklu przemian szczawiooctan i Pi sg uwalniane przez
enzym.

Struktura miejsca aktywnego enzymu zostata usta-
lona dzieki modyfikacjom chemicznym biatka. Na
przyktad, fosforan pirydoksalu (PLP) hamuje aktyw-
nos$¢ PEPC zlisci kukurydzy, przytaczajac sie do reszty
lizynowej. Lizyna stanowi wiec prawdopodobnie czes¢
miejsca katalitycznego enzymu, poniewaz zaréwno
fosfoenolopirogronian jak i magnez chronig go przed
hamujacym wptywem PLP. Co wiecej, analiza widm
karboksylazy fosfoenolopirogronianu fotoutlenionej
w obecnos$ci fosforanu pirydoksalu pokazata, ze his-
tydyna i arginina stanowia roéwniez cze$¢ miejsca
aktywnego [40, 59],

Obserwacje te zostaty potwierdzone w dosSwiad-
czeniach ukierunkowanej mutagenezy [60] i analizy
sekwencji aminokwasowej PEPC z r6znych roélin [10,
61]. Stwierdzono obecno$¢ konserwatywnych domen.
W szczeg6lnosci motywy: «VfTAHPT» (aminokwasy
pisane wielka literg sa konserwatywne w 100%) z re-
sztg histydynowga, «QqVMvGYSDSgKDaG» z resztg
lizynowg i fragment «<FHGRGGtvGRGGgP» bogaty
w reszty glicynowe, wchodzg w sktad miejsca aktyw-
nego PEPC [59, 62] potozonego na C-koncu enzymu.

Grupy tiolowe majg istotny wptyw na aktywnosé
PEPC. Powyzej omo6wiono juz zwigzek reszt -SH ze
strukturg czwartorzedowga biatka. Reszty te wystepuja
tez prawdopodobnie bezposrednio w miejscu aktyw-
nym enzymu. Inkubacja oczyszczonej PEPC z lisci
kukurydzy w obecnosci reduktora (DTT), powodowa-
ta dwukrotne zwiekszenie aktywnos$ci katalitycznej
bez zmiany statych katalitycznych [63]. Odmienne
obserwacje poczynili Chardot i Wedding [64], kt6rzy
stwierdzili zmniejszenie KmPEP dla PEPC aktywowa-
nej ditiotreitolem. Wptyw tego zwigzku nie jest wiec
zupetnie jasny. Chlorek miedzi (CuCl2) hamuje aktyw-
nos¢ enzymu [63, 65], nie zmieniajac struktury czwar-
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Ryc. 2. Mechanizm karboksylacji fosfoenolopirogronianu przez
karboksylaze fosfoenolopirogronianu.

torzedowej [36]. Dane te wskazuja, ze reszty cys-
ternowe biorg udzial w wigzaniu substratéw z en-
zymem.

VI. Regulacja aktywnosci fotosyntetycznej
izoformy Kkarboksylazy fosfoenolopiro-
gronianu

VI-1. Regulacja na poziomie metabolicznym

Dla PEPC optymalne pH wynosi okoto 8, pH
komérki roslinnej (7-7,5) jest wiec suboptymatne dla
enzymu. Powoduje to duza wrazliwos¢ PEPC na
regulacje metaboliczna.

Aktywnos$¢ PEPC jest regulowana przez metabolity
fotosyntetyczne. W warunkach pH fizjologicznego
jabiczan, asparaginian i posredniki cyklu Krebsa po-
wodujg hamowanie enzymu. Jabtczan moze wigzac sie
z tetramerem PEPC kooperatywnie, powodujgc ha-
mowanie kompetycyjne. [8, 66, 67]. Aktywatorami
allosterycznymi PEPC i antagonistami jabtczanu sg
natomiast fosforany cukrow, jak na przyktad glukozo-
-6-fosforan, fruktozo-1,6-bisfosforan czy fosforan dihy-
droksyacetonu [8,10, 69,69]. G-6-P zwigksza powino-
wactwo PEPC do fosfoenolopirogronianu i zmienia
krzywg zalezno$ci od stezenia PEP z sigmoidalnej na
hiperbole typowg dia réwnania Michaelisa-Menten
[70]. Jedynie u roslin C4  jednoliscien-
nych, dodatkowo funkcje aktywatora PEPC petni
glicyna. Zwieksza ona Vm enzymu, nie zmieniajac
KmPEP [71, 72],

VI-2. Regulacja kowalencyjna poprzez proces
fosforylacji

W komoérkach Eucaryota karboksylaza fosfoenolo-
pirogronianu ulega odwracalnej fosforylacji, katalizo-
wanej przez kinaze PEPC, ktdérej aktywnos$¢ jest
stymulowana w Swietle. Ta modyfikacja potranslacyj-
na jest drugim sposobem regulacji aktywnosci PEPC
obok kontroli metaboliczne;j.

Pierwsze doniesienia dotyczgce fosforylacji PEPC
dotyczyty roslin typu CAM. Cechg podstawowa
PEPC u roslin CAM jest rytm dobowy, wediug
ktérego zmieniajg sie jej wiasciwosci enzymatyczne,
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w szczeg6lnosci KmPEP i Ki dla jabtczanu oraz aktyw-
nos¢ katalityczna. U roslin CAM, wigzanie dwutlenku
wegla zachodzi nocg, kiedy to aktywno$¢ PEPC jest
bardzo wysoka a wrazliwo$¢ na hamowanie przez
jabtczan stosunkowo niska. Istnieja wiec dwa stany
fizjologiczne PEPC-CAM: stan «nocny» o niskim
KmPEP i wysokim Ki dla jabtczanu (3 mM) oraz
«dzienny» o wysokim KmPEP i niskim Ki (0,3 mM)
[73-75]. Znakowanie enzymu z lici Bryophyllumfedts-
chenkoi i Kalanchoe daigremontiana in vitro za pomocg
izotopu fosforu 32P, wykazato ze wyitgcznie forma
«nocna» enzymu ulega fosforylacji [74, 76, 77]. Stan
ufosforylowania enzymu jest wiec skorelowany z jego
aktywnoS$cia.

Proces odwracalnej fosforylacji PEPC wystepuje
réwniez u roélin C4 [78-80]. Aktywno$¢ katalityczna
i warto$¢ Ki dla jabtczanu sg wyzsze w okresie
wigzania C 02, czyli w czasie dnia. Odpowiada to
stanowi ufosforylowania PEPC. W ciemnos$ci, PEPC
podlega defosforylacji przy udziale na razie nie ziden-
tyfikowanej fosfatazy biatkowej. Proces ten powoduje
utrate aktywnosci przez enzym. U kukurydzy i sorga
fosforylacja in vitro nieufosforylowanej PEPC z uzy-
ciem fosforu 32P pozwolity umiejscowi¢ domene ulega-
jaca fosforylacji w N-koncu enzymu [78, 80-84].
Sekwencja aminokwasowa tej domeny jest nastepuja-
ca: «<RHHSIDAQL», co odpowiada serynie numer
81i 15 odpowiednio u sorga i kukurydzy.

Biosynteza PEPC typu C4 z sorga w komadrkach
Escherichia coli, wyniki badan z uzyciem ukierun-
kowanej mutagenezy oraz modyfikacje chemiczne czg-
steczki (karboksymetylacja i karboksyamidometylacja
chimerycznego biatka) wykazaty, ze fosforylacja wpty-
wa na witasciwosci PEPC poprzez wprowadzenie tfa-
dunku ujemnego w pozycji 8 [85, 86]. Reakcja fos-
forylacji jest stosunkowo wolna (okoto 90 min) i towa-
rzyszy jej synteza kinazy PEPC zaleznej od $wiatta [78,
82, 87, 88].

VI1-3. Regulacja poprzez zmiane konformacji

Uwaza sie ze, przynajmniej u ros$lin gruboszowa-
tych, modyfikacje struktury czwartorzedowej moga
zmienia¢ wiasnosci funkcjonalne PEPC w rytmie
dobowym. Aktywno$é PEPC izolowanej z lisci Cras-
sula argentea jest regulowana poprzez dysocjacje tet-
rameru (forma «dzienna» o niskiej aktywnosci) do
dimeru (forma «nocna» wysoce aktywna) [89-91].

U kukurydzy, substraty enzymu (PEP, magnez
i dwuweglan) oraz aktywator allosteryczny G-6-P
stabilizujg tetramer i chronig go przed dysocjacja.
Z kolei jabtczan ma wptyw odwrotny — faworyzuje
dysocjacje [39, 92, 93]. Wplyw struktury czwartorze-
dowej na funkcjonowanie PEPC u ro$lin C3 i C4 nie
jest jednak zupeinie jasny, gdyz niektorzy autorzy
sugeruja, ze niezaleznie od struktury czwartorzedowej,
wytgcznie fosforylacja jest odpowiedzialna za zmiany
aktywnos$ci enzymu [37, 94].
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VII. Regulacja transkrypcji genéw kodujgcych
karboksylaze fosfoenolopirogronianu

U bakterii gen kodujacy karboksylaze fosfoenolopi-
rogronianu jest obecny w genomie w formie pojedyn-
czej kopii. U Eucaryota PEPC jest kodowana przez
rodzine gendéw [6, 95, 96]. U sorga sklonowano
i zsekwencjonowano trzy geny kodujagce PEPC [61,97,
98]. Geny te nazwano SvC3, SvC4 i SvC3RL Nazwy
odpowiadajg profilom ekspresji: «Sv» oznacza Sorg-
hum vulgare, «RI» — (ang. root inducible) ulegajgcy
ekspresji indukowanej w korzeniach, «C3» i «C4»
oznaczajg funkcje metaboliczng kodowanej izoformy.

Ekspresje tych trzech genéw badano przy pomocy
hybrydyzacji RNA wyizolowanego z réznych organéw
roslin ze znakowanymi radioaktywnym fosforem frag-
mentami niekodujacych fragmentéw 3’ klonéw geno-
mowych. W wyniku dodatkowych doswiadczen trans-
krypcji invitro z uzyciem jader komdrkowych wyizolo-
wanych z lisci oraz hybrydyzacji wytworzonego zna-
kowanego mRNA z sondg specyficzng, wykazano, ze
gen ScC3 jest genem konstytutywnym, ulegajgcym
ekspresji na niskim poziomie we wszystkich organach
ro$liny. Ekspresje genu SvC3RI obserwowano we
wszystkich organach rosliny, na terenie korzeni byta
ona stymulowana jonami NH4 [72, 99]. Gen SvC4
ulega ekspresji wytacznie w komérkach mezofilu lisci.
Jego transkrypcja jest uzalezniona od Swiatta i kont-
rolowana przez fitochrom [99,100]. Ilo$¢ mMRNA genu
SvC4 zmienia sie tez w rytmie dobowym [101] i zalezy
od rodzaju zrodta azotu (jony azotanowe lub amono-
we) w pozywce [72],

Ekspresja genoéw kodujacych PEPC u sorga zalez-
na jest wiec od licznych bodzcow zewnetrznych (Swia-
tto, zrédto azotu) oraz wewnetrznych (fitochrom, spe-
cyfika komdrkowa). Badania mechanizmoéw regula-
cyjnych kontrolujgcych transkrypcje wymagajg zna-
jomosci struktury i funkcjonowania promotoréw tych
genow.

VI1Il. Mechanizmy regulacji transkrypcji genéw
VIII-1. Analiza struktury promotoréw

Obecnie znamy sekwencje 20 r6znych gendw kodu-
jacych PEPC [6]. Pomiedzy sekwencjami aminokwa-
sowymi wyznaczonymi na podstawie sekwencji nuk-
leotydowych wystepuje duzy stopied homologii u réz-
nych roslin. Pewne domeny, np. miejsce fosforylacji na
N-koncu sg homologiczne w 100%. Na poziomie
struktury biatka nie mozna wiec wyjasni¢ zrdédet
specyfiki ekspresji réznych izoform PEPC: C3, C4
iCAM. Jednak w przeciwienstwie do biatka oraz czesci
kodujacej genu, promotory réznych genéw koduja-
cych PEPC sa bardzo rézne i wykazujg tylko nikty
stopien homologii.

Promotor genu SvC4 zawiera domeny homologicz-
ne z domenami wystepujacymi w genie kodujgcym
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izoforme fotosyntetyczng PEPC u kukurydzy oraz
w regulowanych przez Swiatto genach cab i rbcS
kodujacych odpowiednio biatka systemu LHCP oraz
matg podjednostke Rubisco [102-104]. Wykazano, ze
sekwencja RS2 w promotorze genu kodujgcego PEPC
C4 u kukurydzy jest miejscem wigzania sie dwodch
biatek jadrowych MNF2a i MNF2b [105, 106]. Biatko
MNF2ajest prawdopodobnie represorem transkrypcji
tego genu w ciemnosci, gdyz jego obecnos$¢ stwierdza
sie tylko w ekstraktach biatkowych pochodzacych
z lisci etiolowanych, nie wykryto go w lisciach zielo-
nych. Oprocz tego, u tej samej rosliny sklonowano
i zsekwencjonowano trzy biatka MNBla, MNBIb
i MNF1 wykazujgce powinowactwo do sekwencji RS1
(obecnej takze w promotorze genu SvC4 u sorga)
[105-108]. cDNa biatka M NBla wykazuje homologie
z biatkami HMG (ang. high mobility group), biatko
MNBIb nie jest homologiczne z zadnym znanym
biatkiem. Sekwencja RS2 jest rowniez miejscem wigza-
nia dla innego biatka zwanego PEP1 [109]. Biatko to
wystepuje w ekstraktach z lisci zielonych i nie stwier-
dzono jego obecnos$ci w lisciach etiolowanych. M4gtby
to byé zatem aktywator ekspresji genu kodujgcego
PEPC C4 u kukurydzy.

Sekwencje zgodne RS1, RS2 i RS3 (wszystkie trzy
obecne w promotorach genéw kodujagcych PEPC C4
u kukurydzy i sorga) [105] wystepujg w regionie
promotora bogatym w zasady GC. Jednym ze znanych
mechanizméw regulacji ekspresji genéw jest metylacja
bogatych w GC rejonéw w obrebie ich promotoréw
[110-113]. U kukurydzy wystepuje odwrotna korela-
cja pomiedzy iloscig wzgledng mRNA dla PEPC C4
oraz poziomem metylacji fragmentu genomu zawiera-
jacego gen kodujacy PEPC C4 [114]. Demetylacja
danego rejonu w promotorze genu kodujgcego PEPC
C4 u tej rosliny byta skorelowana zakumulacja mRNA
i biatka PEPC w komodrkach mezofilu lisci [115].
Zwazywszy na podobienstwo struktury promotorow,
prawdopodobne wydaje sie wystepowanie podobnego
mechanizmu regulacji ekspresji genu SvC4 u sorga.

Promotor genu SvC4 posiada tez rejon bogaty
w zasady AT (pomiedzy -425 a -500 parg zasad
— numeracja poczgwszy od miejsca startu translacji).
Sekwencje bogate w pary AT wystepujg w promoto-
rach genéw rbcS i cab u groszku, gdzie sag miejscem
wigzania biatka AT-1, ktére jest prawdopodobnie
zaangazowane w regulacje transkrypcji tych gendéw
przez Swiatto [116]. W genie cab-ml u kukurydzy,
sekwencja zgodna «AT-1» oddziatuje jako element
pozytywny lub negatywny w zalezno$ci od tkanki.
Wydaje sie, ze bierze ona udzial w represji genu
w komorkach pochwy okotowigzkowej i w aktywacji
genu w komorkach mezofilu [117].

W promotorze genu kodujagcego PEPC u Mesemb-
ryanthemum crystallinum, roéliny u ktérej metabolizm
CAM indukowany jest zasoleniem, wystepujg dwie
sekwencje bogate w pary AT. Sekwencje te sg miejscem
wigzania trzech biatek PCTA-1,2i 3[118]. lloé¢ biatka
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PCTA-1 i jego zdolno$¢ do wigzania sie z DNA
w ekstraktach z roslin poddanych stresowi sg skorelo-
wane ze wzrostem poziomu transkrypcji genu ppcl
w trakcie trwania stresu. Kompleks DNA-PCAT-2
obserwuje sie natomiast wytgcznie w ekstraktach bia-
tek jadrowych z korzeni lub lisci roslin kontrolnych.
W obu tych przypadkach poziom transkrypcji badane-
go genu jest bardzo niski w poréwnaniu z poziomem
transkrypcji w lisciach roslin poddanych stresowi
[119]. Zalezno$¢ ta sugeruje, ze biatko PCAT-2 moze
by¢ represorem ekspresji genu ppcl.

Rola sekwencji bogatych w pary AT w regulacji
ekspresji genédw u roslin nie jest do tej pory jasna.
Wydaje sig, ze mogg one odgrywac badz role pozytyw-
ng [118, 120-123], badz negatywng [116, 118, 124]
w zaleznos$ci od badanego przypadku.

Gen SvC4 u sorga ulega transkrypcji wytacznie
w komdérkach mezofilu. U kukurydzy zidentyfikowano
do tej pory dwie sekwencje odpowiedzialne za ekspre-
sje tkankowo specyficzng genéw kodujacych dikinaze
pirogronian-ortofosforan(PPDK) [125] oraz genu cab
[117]. Sekwencja komplementarna do miejsca wigza-
nia biatka regulatorowego w promotorze genu PPDK
(«<CTCCAT») wykazuje wysokg homologie do sekwen-
cji zgodnych z promotoréw genéw kodujgcych PEPC
C4 («CTCCACAT»).

YTII-2. Analiza funkcjonalna

Analize funkcjonalng promotoréw przeprowadza
sie poprzez badanie roélin transgenicznych oraz do-
Swiadczenia ekspresji przejsciowej genow reportero-
wych pod kontrolg badanych promotorow.

V1I1-2-1. Rodliny transgeniczne

Wprowadzanie nowych genéw do genomu roslin
jednolisciennych sprawia duze ktopoty ze wzgledu na
brak efektywnej techniki wprowadzenia DNA trans-
genu do komorki oraz regeneracji roslin. Rosliny
jednoliscienne sg mato wrazliwe na zakazanie przez
Agrobacterium. W tym przypadku stosuje sie wiec
elektroporacje lub transformacje przy uzyciu glikolu
polietylenowego protoplastdw komdrek roslinnych
oraz bombardowanie organdéw i tkanek przy pomocy
czasteczek pokrytych przenoszonym DNA. Chociaz
techniki te zaowocowaty otrzymaniem ptodnych roslin
kukurydzy i ryzu, otrzymywanie jednolisciennych ros-
lin transgenicznych nie jest jeszcze czynnoscig rutyno-
wa [126-128],

Ekspresja gendw roslin C4 w systemie C3 napotyka
na trudnosci spowodowane odmiennoscig mechaniz-
mow wycinania intronéw gendéw roslin jednoliscien-
nych u ros$lin dwulisciennych oraz regulacji stabilnos-
ci mMRNA. Pomimo wystepowania tych probleméw
wykorzystujac system heterologiczny otrzymano kilka
interesujgcych danych. Gen SvC4 z sorga ulega
ekspresji w lisciach transgenicznego tytoniu, nie ulega
natomiast ekspresji w korzeniach, co moze sugerowac,
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I ze region 5 promotora tego genu dtugosci 2,4 kb
wprowadzony razem z DNA regionu kodujgcego
jest w stanie prowadzié ekspresje tkankowo-specy-
ficzng [129].

Promotor genu PEPC C4 kukurydzy jest aktywny
w transgenicznym tytoniu [130-131]. Aktywnos$¢
transkrypcyjnajest wyzsza w lisciach niz w korzeniach,
co wskazuje, ze promotor typu C4 wystarcza dla
ekspresji tkankowo specyficznej w lisciach.

Promotory dwoch karboksylaz (PEPC i Rubisco)
kontrolujg ekspresje zalezng od Swiatta i specyficzng
dla komérek mezofilu lisci, genu reporterowego GUS
urosliny C3 ryzu [132]. Te doSwiadczenia pokazujg, ze
systemy regulacji, kontrolujgce ekspresje tkankowo-
-specyficzng i zalezng od $wiatta genéw kodujacych
PEPC i Rubisco, sg te same u roslin C4 i C3.

VI1I1-2-2. Ekspresja przejsciowa

Doswiadczenia ekspresji przejsciowej kasety eks-
presyjnej ztozonej z promotora genu kodujgcego
PEPC C4 kukurydzy i genu reporterowego GUS
w protoplastach wykazaly, ze promotor ten zapewnia
poziom ekspresji poréwnywalny z promotorem genu
kodujgcego 35S RNA wirusa mozaiki kalafiora [133].
Analiza delecji i mutageneza réznych fragmentow
promotora genu PEPC C4 wykazaty, ze fragment
dtugosci okoto 200 par zasad, zawierajacy sekwencje
nukleotydowe TATA, CAAT i RS2 wystarcza do
wysokiej ekspresji.

Ekspresja wszystkich trzech gendw kodujgcych
PEPC u kukurydzy (pepcZml — typ C4, pepcZm2a
i pepcZm2b — typy niefotosyntetyczne) wykazuje
specyficzno$¢ tkankowg. Pomimo tego w systemie
ekspresji przejsciowej w protoplastach mezofilu lisci,
aktywno$¢ genu pepcZml jest konstytutywna i nie-
wrazliwa na $wiatto. W przeciwienstwie do promoto-
rbw pozostatych gendéw regulowanych przez Swiatto
u kukurydzy (RbcS, cab) [103, 134], kiedy to obser-
wowano natychmiastowg odpowiedz na $wiatto, in-
dukcja genu kodujgcego PEPC C4,jest prawdopodob-
nie zwigzana ze zaleznymi od $wiatta zmianami mor-
fogenetycznymi, zachodzacymi w przeciggu diugiego
czasu. Tak wiec, przynajmniej u kukurydzy, Swiatto
wyzwalajace ekspresje réznych genéw fotosyntetycz-
nych w czasie zielenienia roslin dziata na co najmniej
dwoch niezaleznych drogach przewodzenia sygnatu.

Podobne wyniki otrzymano technikg bombardowa-
nia tkanek za pomocg DNA. Stwierdzono, ze fragment
promotora genu SvC4 dtugosci 600 par zasad jest
wystarczajagcy do ekspresji tkankowospecyficznej
w komaérkach mezofilu lisci u sorga [72], Te doniesie-
nia sg w zgodzie z wynikami doSwiadczen wykazujg-
cych, ze fragment dtugosci 510 par zasad promotora
genu kodujagcego PEPC C4 u kukurydzy, zawierajacy
trzy kopie sekwencji RS2, jest konieczny i wystar-
czajgcy dla wydajnej ekspresji genu reporterowego
GUS w lisciach [109].

Biorgc pod uwage wszystkie powyzsze wyniki anali-
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Ryc. 3. Schemat regulacji przez $wiatto ekspresji izoformy fotosyn-
tetycznej karboksylazy fosfoenolopirogronianu.

zy funkcjonalnej promotoréw genoéw kodujgcych
PEPC C4 mozna stwierdzi¢, ze przynajmniej w czesci,
informacja warunkujgca specyficzng regulacje tych
gendw znajduje sie w czesci proksymalnej ich promo-
torow. Obecnos¢ sekwencji homologicznych w promo-
torach genéw kodujgcych PEPC C4 u r6znych gatun-
kéw roslin oraz w innych genach regulowanych przez
Swiatto sugeruje, ze odgrywajg one pewng role w regu-
lacji transkrypcji. Prawdopodobnie sekwencje te sa
miejscem wigzania sie czynnikéw transkrypcyjnych.
Oddziatywanie pomiedzy czynnikami transkrypcyjny-
miipromotorem genu jest wistocie etapem koncowym
catego ciggu elementow tancucha przekazu sygnatu
Swietlnego, ktéry kontroluje aktywno$¢ genéw od
niego zaleznych.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze Swiatto jest
nadrzednym czynnikiem regulujacym ekspresje izofor-
my fotosyntetycznej karboksylazy fosfoenolopirogro-
nianu na Kkilku poziomach (Ryc. 3). Na poziomie
transkrypcyjnym $wiatto aktywuje transkrypcje genu
kodujgcego PEPC C4, natomiast na poziomie potran-
slacyjnym, poprzez metabolity fotosyntetyczne oraz
proces odwracalnej fosforylacji, reguluje aktywnos$c
katalityczng biatka. RAwnie ztozony system kontroli
zapewnia sprawne funkcjonowanie w zmiennych wa-
runkach $rodowiskowych tego kluczowego dla foto-
syntezy typu C4 enzymu.
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Towarzystwa Biochemicznego
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W konkursie o nagrode im. Jakuba Karola Parnasa laury przypadly zespotowi: Danuta Plochocka,
Marek Wetnicki, Piotr Zielenkiewicz, Wiodzimierz Ostoja-Zagorski z Instytutu Biochemii i Biofizyki w War-
szawie za publikacje ,Threedimensional model of the potyviral genome-linked protein” ogtoszong w Proce-
edings of the National Academy of Sciences of USA, 1996, 93, 12150-12154. Sponsorem nagrody jest
Molecular Research Center z San Sineti, USA, za sprawag dr Piotra Chomczynskiego.

W konkursie o nagrode im. Bolestawa Skarzynskiego laureatami zostali: mgr Bogdan Falkiewicz i prof.
dr hab. chem. Bogdan Liberek z Zespotlu Chemii Aminokwaséw i Peptydéw Uniwersytetu Gdanskiego.
Nagrodzone prace: ,Budowa i funkcja antygenéw zgodnosci tkankowej (MHC) klasy 1" oraz ,Budowa
i funkcja antygen6éw zgodnosci tkankowej (MHC) klasy II" opublikowane zostaty w 42 tomie ,Postepow
Biochemii" odpowiednio w nr 1, 41-47 oraz w nr 4, str 340-349 w 1996 r.

W pierwszej edycji Konkursu Sekcji Kwaséw Nukleinowych PTBioch i Firmy Sigma-Aldrich
nagroda przypadta zespotowi: Lucyna Wozniak, J. Pyzowski, Wojciech J. Stec z Centrum Badan Molekular-
nych i Makromolekularnych w todzi za publikacje: ,New approach to the synthesis of oligo (nucleoside
methane phosphonate)s" ogtoszong w J. Organie Chemistry 1996, 61, 879-881

Przyznano dwie réwnorzedne nagrody w Konkursie im. Wtodzimierza Mozotowskiego; otrzymali je: p.
Magdalena Peska za prezentacje: ,Wspoéidziatanie (cross-talk) réznych drég sygnatowych w regulacji
ekspresji genu dekarboksylazy ornitynowej (ODC) w nerce mysiej" oraz p. Marcin Szmidt z Uniwersytetu
Adama Mickiewicza w Poznaniu za prace ,Ludzki homolog genu lethal (2)neighbour of tid Drosophila
melanogaster jako nowy marker zmian nowotworowych"

W Konkursie im. Janiny Opienskiej-Blauth nagrode przyznano studentowi V roku (obecnie) Tomaszowi
Wojciechowskiemu z Kota Naukowego przy Katedrze Biochemii AM w Gdarnsku za prezentacje ,His-
tochemiczna metoda wykrywania produktow peroksydacji lipidéw".

Optata cztonkowska PTBioch w 1998 r. wynosi 20 z,
a studencka — 7 zt

Prenumerata roczna ,,Postepédw Biochemii":
dla nie zrzeszonych w PTBioch 30 zt

dla cztonkéw PTBioch 15 z

dla instytucCji........ccccvveeenne. 60 zt
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chemii Komérki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

R

Rekowski P — Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski,
80-952 Gdansk

Rebas E— Il Zaktad Biochemii, Instytut Fizjologii i Bio-
chemii, Akademia Medyczna, ul. Lindleya 6, 90-131 t6dz
Rybka J — Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczal-
nej PAN, ul. Czerska 12, 53-114 Wroctaw

RydzSK — Zaktad Bioenergetyki Roslin, Instytut Biologii
Eksperymentalnej Ros$lin U.W., ul. Pawinskiego 5A, 02-
-106 Warszawa

S

Sidorkiewicz M — | Zaktad Biochemii IFiB Akademii
Medycznej w todzi, ul. Lindleya 6, 90-131 tdédz
Stomski R. — Zaktad Genetyki Cziowieka PAN, ul.

Strzeszynska 32, 60-479 Poznan

Stepkowski D — Zaklad Biochemii Miesni, Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul.
Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Szczepaniak A — Uniwersytet Wroctawski, Instytut
Biochemii i Biologii Molekularnej, ul. Tamka 2, 50-137
Wroctaw

Szyk A — Wydziat Chemii, Uniwersytet Gdanski, 80-952
Gdansk

S

Swierczynski J — Katedra i Zaklad Biochemii Akademii
Medycznej, Debinki 1, 80-211 Gdansk

T

Tobiasz A — Zaklad Genetyki, Instytut Biochemii i Bio-
fizyki PAN, ul. Pawiriskiego 5A, 02-106 Warszawa

w

Widtak P — Zakiad Biologii Nowotworéw, Instytut
Onkologii, ul. Wybrzeze Armii Krajowej 15, 44-100 Gli-
wice
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Wolska Kl — Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikro-
biologii Uniwersytet Warszawski, ul. Nowy Swiat 67,
00-046 Warszawa

4

Zakrzewska-Czerwinska J — Zaktad Mikrobiologii,
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, ul.
Czerska 12, 53-114 Wroctaw

Zastawny HT— Katedra i Zaktad Biochemii Klinicznej,
Akademia Medyczna im. L. Rydygiera, ul. Kartowicza 24,
85-094 Bydgoszcz

Zwierz K — Zaktad Biochemii Farmaceutycznej, Akade-
mia Medyczna w Biatymstoku, ul. Mickiewicza 2, 15-230
Bialystok

z

Zarko-Podstawka M — Syngen Biotech, ul. Trzemeska
12, 53-679 Wroctaw

Zolagdek T — Zaktad Genetyki, Instytut Biochemii i Bio-
fizyki PAN, ul. Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa

NOWE WYDAWNICTWA PTBIOCH.:

1) LHORMONY GLIKOPROTEINOWE — Struktura, biosynteza i funkcja ich oligosacharydow"

Monografia biochemiczna nr 41
autor lwona Zak i Marian Drozdz
rok wydania 1996

2) "WLODZIMIERZ MOZOLOWSKI 1895—1975 w 100-lecie urodzin”
Wydawca Oddziat Gdanski PTBioch. r. 1995

cena 5,- zt

cena 25,- z

pod red. Wiestawa Makarewicza praca zbiorowa
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Zaktad Badawczo-Wdrozeniowy i lnzynierii
InGen Genetycznej TERPOL Przedsiebiorstwo
N Farmaceutyczne SA w Sieradzu

NN

Szanowni Panstwo,

przedstawiamy oferte naszych ustug w zakresie inzynierii genetycznej oraz wysokiej jakosci produktéw dla
biologii molekularnej.

Zaktad od 1989 roku prowadzi prace badawcze w dziedzinie biotechnologii opartej na metodach
inzynierii genetycznej. Posiadamy wieloletnie do$wiadczenie w stosowaniu metod biologii molekularnej:
amplifikacji DNA metoda PCR, klonowania i sekwencjonowania DNA, ekspresji heterologicznych biatek
w Escherichia coli, izolowania i oczyszczania biatek rekombinacyjnych otrzymanych w E. co/i. W Zaktadzie po
raz pierwszy w Polsce otrzymano oczyszczone i potwierdzone przez analize sekwencji aminokwasowej biatko
rekombinacyjne. Wiele z opracowanych oryginalnych rozwigzanh technologicznych chronionych jest paten-
tami.

Wspodlpracujemy z szeregiem placowek naukowych w kraju.

Dyrektorem naukowym Zakladu jest prof. dr hab. Andrzej Piucienniczak, kierownikiem dr Andrzej
Szczepanek.

Oferujemy ustugi w zakresie:

— technik inzynierii genetycznej: izolowanie DNA z otrzymanego materiatu, klonowanie,
konstrukcja wektorow plazmidowych

— amplifikacji DNA metodg PCR

— ekspresji heterologicznych biatek w Escherichia coli

— izolowania rekombinowanych biatek z komorek E coli

— oczyszczania biatek metodami chromatograficznymi.

Ponadto posiadamy w sprzedazy:

— termostabilng polimeraze DNA z Thermus aquaticus

— endoproteinaze: czynnik Xa

— rekombinacyjne fragmenty biatek strukturalnych wiruséw HIV-1, HIV-2
— zestaw diagnostyczny do wykrywania wirusa HBV metodg PCR

— wzorce mas DNA (w zakresie od 30 do 2000 par zasad)

— wiasne wektory ekspresyjne.

Zespo6t naukowy ZBWIilG posiada wieloletnie doswiadczenie (od 1986 r.) w pracach badawczych
w wymienionym zakresie. Zainteresowanym przesylamy aktualny katalog. Ceny konkurencyjne, przy duzych
zamowieniach mozliwos¢ uzyskania rabatu.

Szczegotowych informacji udzielg Panstwu:
dr Andrzej Szczepanek, mgr inz. Elzbieta Man, mgr Malgorzata Urbaniak,
Zaktad Inzynierii Genetycznej TERPOL, Przedsiebiorstwo Farmaceutyczne SA

ul. POW 57, 98-200 Sieradz, tel. (043) 220586 do 88 w. 208, 224548, fax 227105
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Zachecamy do czytania i prenumerowania Acta Biochemica Polonica
Prenumerata roczna wynosi: indywidualna 40 zt
dla instytucji wynosi 80 zi

Vol. 44 No. 3/1997

QUARTERLY

B IOCh |m |Ca PL 1SSN0001-527X
PO|OI’]IC& 31 11 13

Editors of the Issue Kazimierz Lech Wierzchowski
Andrzej Bierzynski

Proteins and peptides

Reviews Structural and energetic aspects of protein-protein
recognition
Jacek Otlewski and Wtodzimierz Apostoluk 367-38«

High coordination lattice models of protein struc-
ture, dynamics and thermodynamics
Andrzej Kolinski and Jeffrey Skolnick 369-122

Critical reviews Helix-coil transition theories. Are they correct?
Andrzej Bierzynski and Krzysztof Pawtowski 423-432

Disulfide bonds in protein folding studies: friends or

foes?
Michat Dadlez 433-452

Minireviews Elucidation of neurophysin/bioligand interactions
from molecular modeling
Rajmund KaZzmierkiewicz, Cezary Czapiewski and
Jerzy Ciarkowski 453-466

The impact of the amino-acid sequence on the speci-

ficity of copper(ll) interactions with peptides having
nonco-ordinating side-chains

Wojciech Bal, Marcin Dyba and Henryk Koztowski 467-476

Fluorescence resonance energy transfer in studies of
inter-chromophoric distances in biomolecules

Leszek tankiewicz, Joanna Malicka and Wiestaw

Wiczk 477-490
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Regular papers

Why a “benign” mutation kills enzyme activity.
Structure-based analysis of the A176V mutant of
Sa-ccharomyces cerevisiae L-asparaginase |
David T. Bonthron and Mariusz Jaskdlski

Crystal structure of rat transthyretin at 2.5 A
resolution: First report on a unique tetrameric
structure

Andrzej Wojtczak

The determination of thymopoietin conformation
based on X-ray structure of a discontinuous thy-
mopoietin-like motif of G-actin

Ignacy Z. Siemion, lwona Strug and Zbigniew
Szewczuk

Design of a knowledge-based force Held for off-lat-
tice simulations of protein structure

Adam Liwo, Stanistaw Otdziej, Rajmund Kazmier-
kiewicz, Matgorzata Groth and Cezary CzapiewskKi

Energy minimization of globular proteins with
solvent effects included. Comparison of empirical
solvation energy terms and explicit water treat-
ment

Andrzej Kierzek and Piotr Zielenkiewicz

Modelling of active forms of protein kinases: p38
— a case study

KrzysztofGinalski, Bogdan Lesyng, Janusz Sowad-
ski and Michat Wojciechowski

Expression of Lupinus luteus cDNA coding for
PR10 protein in Escherichia coli: Purification of
the recombinant protein for structural and func-
tional studies

Michat M. Sikorski

Maize TF II1A —the first transcription factor I11A
from monocotyledons. Purification and proper-
ties

Eliza Wyszko, Marek Radtowski, Stawomir Bartko-
wiak and Mirostawa Z. Barciszewska

Interaction of HIV Tat model peptides with tRNA
and 5S rRNA

Matgorzata Giel-Pietraszuk, Mirostawa Z. Bar-
ciszewska, Piotr Mucha, Piotr Rekowski, Gotfryd
Kupryszewski and Jan Barciszewski
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491-504

505-518

519-520

527-548

549-556

557-504

505-578

579-590

591-600
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Short communication Crystallization and preliminary crystallographic
studies of a new crystal form of papain from Carica

papaya

Maciej Kozak, Elzbieta Kozian, Zbigniew Grzonka and

Mariusz Jaskdlski 601-4106
Membranes
Regular paper Conformations, orientations and time scales charac-

terising dimyristoylphosphatidylcholine bilayer
membrane. Molecular dynamics simulation studies
Marta Pasenkiewicz-Gierula and Tomasz Rog 607-4124

Index of authors

Apostoluk, WL 367 KaZzmierkiewicz, R. 453, 527 Pawitowski, K. 423
Bal, W. 467 Kierzek, A. 549 Radtowski, M. 579
Barciszewska, M.Z. 579, 591 Kaolinski, A 389 Rekowski, P. 591
Barciszewski, J. 591 Kozak, M. 601 Rog, T. 607
Bartkowiak, St. 579 Kozian, E. 601 Siemion, I.Z 519
Bierzynski, A. 423 Koztowski, H. 467 Sikorski, M.M. 565
Bonthron, D.T. 491 Kupiyszewski, G. 591 Skolnick, J. 389
Ciarkowski, J. 453 Lesyng, B. 557 Sowadski, J. 557
Czapiewski, C. 453,527 Liwo, A 527 Strug, I. 519
Dadlez, M. 433 tankiewicz, L. 477 Szewczuk, Z 519
Dyba, M. 467 Malicka, J. 477 Wiczk, W. 477
Giel-Pietraszuk, M. 591 Mucha, P. 591 Wojciechowski, M. 557
Ginalski, K 557 Oldziej, St. 527 Wojtczak, A. 505
Groth, M. 527 Otlewski, J. 367 Wyszko, E. 579
Grzonka, Z 601 Pasenkiewicz- Zielenkiewicz, P. 549
Jaskoélski, M. 491, 601 Gierula, M. 607
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Pokwitowanie dla wptacajgcego Odcinek dla posiadacza rachunku

Zh Zh ZE e
SIOWNIE i SIOWNIE o stownie ...
wplacajacy ... wplacajacy ..o wplacajacy ..o

imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PBK S.A. XII1/0 Warszawa

11101053-1225-2720-3-30

stempel

Pobrano optate

imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PBK S.A. XIIl/O Warszawa

11101053-1225-2720-3-30

stempel

Pobrano optate

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
PBK S.A. XII/O Warszawa
11101053-1225-2720-3-30

stempel

Pobrano optate

podpis przyjmujacego podpis przyjmujacego podpis przyjmujacego

Pokwitowanie dla wptacajacego Odcinek dla posiadacza rachunku Odcinek dla poczty lub banku

.......................................................... ZE Zb
SIOWNIE SIOWNIE e StOWNie
WPHACAJACY  iiiieeeiiie e WPHACAJECY  .ovvvreeiiiieriiee e WPHACAJACY  eeveiiieiieiereee e

imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/0O Warszawa

10201084-1791-270-201 -111

stempel

Pobrano oplate

podpis przyjmujacego
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podpis przyjmujacego

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/0 Warszawa

10201084-1791-270-201-111

stempel

Pobrano oplatg

podpis przyjmujacego

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
PKO BP VIII/0 Warszawa
10201084-1791-270-201-111

stempel

Pobrano oplate
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Prenumerata POSTEPOW

BIOCHEMII rok 1998
dla nie zrzeszonych w PTBioch 30 z

dla cztonkéw PTBioch 15 zt
dla instytuciji 60 zt

Sktadka P.T.Bioch.
za rok 1998 20,— zt
studenci 7,— zt
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WskazowKki
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,,Postepy Biochemii' publikuje prace przeglagdowe oma-
wiajgce biezace osiagnigcia, 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 iszkot, w ktérych biorg udziat cztonkowie
Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii”
moga mie¢ charakter artykutdw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczgc piSmiennictwo itabele), minireviews (do 10 stron
tekstu), oraz krétkich not o najnowszych osiggnieciach i po-
gladach (do 5 stron tekstu).

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

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na rozdziaty
i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuty tworza spis tresci. Zgod-
nie z przyjeta konwencja rozdziaty nosza cyfry rzymskie, podroz-
dziaty odpowiednio rzymskie iarabskie np. 1-1, 1-2. Poprawno$¢
logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznacznos¢
iczytelno$é. Autorzy przeto winni unikac¢ sktadni obcojezycznej,
gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie
tworzonych skrétéw, nawet jezeli bywaja uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac podlega
ocenie specjalistdw i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja
zastrzega sobie mozliwo$¢ skrocenia tekstu i wprowadzenie
zmian nie wptywajacych na tres¢ pracy, deklaruje tez gotowosé
konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rébwnoznaczne z o$wiad-
czeniem, ze nadestana praca nie byla i nie bedzie publikowana
w innym czasopismie, jezeli zostanie ogtoszona w ,,Postgpach
Biochemii. W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza (ja) witaczy¢
do swego artykutu ilustracje publikowane przez autoréw prac
cytowanych, nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpowiednig zgode
na przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujgacych
wskazéwek szczegdbtowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie

czcionka wielkosci standartowej, z podwdjna interlinia, z lewym
marginesem ok. 4 cm.
W teks$cie nie nalezy stosowac¢ zadnych podkres$len, ani roz-
strzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charakteru czcion-
ki drukarskiej mogg Autorzy zaznaczy¢ otdwkiem na marginesach
maszynopisu. W przypadku stosowania w tekscie liter alfabetu
greckiego trzeba na marginesie wpisa¢ otdwkiem 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 pracujag autorzy, adres do korespondencji, nr telefonu
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i ewentualnie fax, adresy prywatne autoréw, tytut artykutu
w jezyku polskim i angielskim oraz — w prawym dolnym rogu
— liczbe tabel, rycin, wzorow ifotografii oraz skrot tytutu pracy
(do 25 znakow).

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 iich miejsce
pracy z adresem pocztowym oraz wykaz stosowanych skrétéw.
Kolejno numerowane dalsze strony obejmujg tekst pracy,
pismiennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzoréw
i fotografii.

PISMIENNICTWO: Wykaz piémiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza sie je liczhami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3,7,9—26].
Odnos$niki bibliograficzne winny mie¢ nowg uproszczong forme.
Sposéb cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziatéw
z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatéw z tomdw serii opraco-
wanej przez tych samych redaktoréw (4), rozdziatow z tomow
serii opracowanych przez roznych redaktoréow (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 biatym papierze lub kalce technicznej.
W skazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wigeksze od przysziej
reprodukcji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzgce do opisu rysunku
powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie
nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwac sie skrota-
mi. Osie wykreséw winny by¢ opatrzone napisem tatwo zro-
zumiatym. Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje
wydawca. llustracji nie nalezy wigczaé¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele iryciny nosza cyfry arabskie,
wzory za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otowkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryciny czy
wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny by¢ opat-
rzone jednoznacznym tytutem iewentualnie takze niezbednymi
objasnieniami. Stowne objasnienia znakéw graficznych mozna
umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe za$ jedynie na
planszy ryciny. Tytuty iobjasnienia rycin sporzadza sie w postaci
oddzielnego wykazu. llustracje nalezy podpisaé nazwiskiem
pierwszego z autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy oraz
oznaczy¢ ,,géra-dét" (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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