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. Wstep

W ostatnich latach poznano podstawowe mechaniz-
my kontrolujace przebieg cyklu komérkowego. Ziden-
tyfikowano liczne cyklino-zalezne kinazy serynowo-
treoninowe (kinazy cdk), oraz ich podjednostki regula-
torowe — cykliny. Wykryto tez endogenne biatkowe
inhibitory kinaz cdk warunkujgce miedzy innymi,
dziatanie okre$lonych kinaz w zdefiniowanych fazach
cyklu oraz fosforylowanie przez nie specyficznych
substratow [1-7]. Zagadnienia te przedstawiono juz na
tamach polskich czasopism [8-12], jednakze postep
badan jest na tyle szybki i istotny, ze usprawie-
dliwia dalsze zajmowanie sie tym tematem.

Poznane dotgd mechanizmy decydujgce o aktywno-
§ci kinaz cdk przedstawiono w tabeli 1, a przykiady
biatek komdérkowych fosforylowanych przez kinazy
cdk w réznych fazach cyklu komérkowego zebrano
w tabeli 2. Podlegajgca precyzyjnej regulacji aktyw-
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Tabela 1.

Mechanizmy regulujace aktywno$¢ kinaz cdk.

Aktywacja Hamowanie

Dotaczenie cykliny Degradacja cyklin

Defosforylacja Thrl4 i Tyrl5 Fosforylacja Thrl4 i Tyrlb

przez fosfataze cdc25 przez kinazy weel/mikl

Fosforylacja Thrl6O przez ki- Defosforylacja Thrl6O
naze cdk7-cyklina H

Odtaczenie jednego z endogen- Utworzenie kompleksu z jed-
nych biatkowych inhibitoréw nym z endogennych biatko-
wych inhibitoréow

no$¢ kinaz cdk kontroluje stopien ufosforylowania
biatek petnigcych bardzo rézne iistotne funkcje komor-
kowe. Substratami kinaz cdk sg bowiem biatka zaan-
gazowane w regulacje transkrypcji genéw, biatka stru-
kturalne, a takze enzymy, zwtaszcza fosfatazy i kinazy
aktywowane przez mitogeny.

Nie dziwi wiec, ze coraz wiecej danych wskazuje na
powigzania r6znych regulatoréw cyklu komdérkowego
z transformacjg nowotworowa komérek. Sadzi sie
wrecz, ze zaburzenia kontroli cyklu komdérkowego sa
kluczowe dla procesu nowotworzenia. Szczeg6lnie
istotng role w tym procesie przypisuje sie zmianom
efektywnos$ci dziatania kinaz cdk powodowanym
przez brak lub upos$ledzenie syntezy ich endogennych
biatkowych inhibitorow [przeglad. 11-13], a takze
zaburzeniom syntezy podjednostek regulatorowych
kinaz cdk — cyklin, zwtaszcza tych, ktore wystepuja

Tabela 2.
Przyktady biatkowych substratéw kinaz cdk, fosforylowanych w po-

szczegllnych fazach cyklu komérkowego (dane z [4, 6]).

Faza cyklu Substrat

Gl czynniki transkrypcyjne:
E2F, Siei, Farl, SWi5, MBF, PHO04
produkty genéw supresorowych:
p53, p 105Rb, plo7
enzymy:
fosfataza cdc25A, polimeraza RNAII

S czynniki transkrypcyjne:
E2F-1, SWi5
biatko wigzace sie z pojedyncza niciag DNA:
RPA
duzy antygen T wirusa SV40

G2 czynnik transkrypcyjny — SWi5
enzym — fosfataza cdc25c¢

M biatka cytoplazmatyczne ijadrowe:
lekki tancuch miozyny (MLC), kaldesmon,
wimentyna, laminy, histon HI, nukleolina
czynniki transkrypcyjne:
TFIIIB, c-myb, EF-1
enzymy:
fosfataza PP1, kinazy tyrozynowe
c-abl, c-src, kinazy MAP4/MAP1B
biatka pecherzykéw endocytarnych
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w komérkach bedacych w fazie G1 cyklu [14-19], Gen
jednej z tych cyklin (cykliny D 1), traktowany jest nawet
jako protoonkogen [20, 21], a obecno$¢ podwyz-
szonego poziomu cykliny E jako prognostyczny mar-
ker raka piersi [22-24], Jako protoonkogen traktuje sie
tez ostatnio gen kodujacy fosfataze cdc25, uczest-
niczaca w aktywacji kinazy cdk 1 Aktywnos¢ tej kinazy
decyduje o rozpoczeciu przez komoérki podziatu mito-
tycznego [25],

W artykule omawiane sg funkcje komérkowe cyklin
znajdowanych w komdrkach bedacych w fazie G1
cyklu, regulacja ekspresji kodujacych je genow przez
czynniki wzrostowe i niektore protoonkogeny a takze
interakcja cyklin, zwtaszcza z grupy D, z produktem
biatkowym genu supresorowego Rb.

Il. Cykliny fazy G1

Cykliny fazy G1 wykryto po raz pierwszy u drozdzy,
nastepnie za$ ich obecno$¢ wykazano takze w komor-
kach ssakéw. W komoérkach ssakow do cyklin fazy G1
zalicza sie trzy cykliny z klasy D—DI, D2 i D3 oraz
cykling E. Tworzg one kompleksy z odpowiednimi
kinazami cdk: cykliny D przede wszystkim z kinazami
cdk4 iedkd [26-28], cyklina E tylko z kinazg cdk2 [29,
30], Kinazy, ktérych podjednostkami regulatorowymi
sg cykliny D dziatajg na poczatku fazy G1 cyklu [31].
Aktywno$¢ kinazy cdk2 skompleksowanej z cykling
E pojawia sie pdzniej osiagajac maksimum w komor-
kach bedacych na granicy faz G 1i S (Ryc. 1). W komor-
kach w fazie G1 wystepuja réwniez w znacznych
iloSciach kompleksy zawierajagce oprécz cyklin i kinaz
cdk takze ich rézne biatkowe inhibitory oraz PCNA.
Wewngtrzkomdrkowy poziom inhibitoréow zalezy od
roznorodnych czynnikéw. Wydaje sie wiec, ze stano-
wig one bardzo istotny czynnik regulujgcy. Udziat tych
inhibitorow w regulacji cyklu komorkowego jest
przedmiotem licznych artykutéw [ 13, 32-35], omawia-
no je takze w ,,Postepach Biochemii" [12].

Cykliny D + Cdka/6 =%

Ryc. 1. Zrbéznicowane czasowo dziatanie kinaz cdk4/6 i cdk2
podczas fazy G1 (w oparciu o [32]). GO, GI, M, S — fazy
cyklu komérkowego, R — punkt restrykcyjny
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Zastosowanie specyficznych przeciwciat w stosunku
do cyklin D [26-38] i cykliny E [39-40] lub antysen-
sownych sekwencji nukleotydowych hamujgcych eks-
presje genéw tych cyklin [37, 41, 42], pozwolito na
wykazanie znaczacego i ,zréznicowanego czasowo”
udziatu cyklin D w przebiegu fazy G1 irozpoczynania
przez komérki syntezy DNA. 1tak nadekspresja cyklin
D, umozliwia komoérkom wiaczenie sie do cyklu
podziatowego [43] i skraca czas trwania fazy G1 [36,
38, 44-47]. Spadek wewnatrzkomérkowego poziomu
cykliny DI powoduje natomiast zahamowanie komé-
rek w fazie G1 cyklu. W przypadku nowotworéw (np.
rak przetyku [42]) nastepuje woOwczas utrata typo-
wych cech dla komérek nowotworowych, jak zmienio-
na charakterystyka wzrostu i zdolno$¢ wywotywania
nowotworow in vivo. Rozwijajgce sie zarodki myszy
pozbawione genu cykliny DI wykazuja tez liczne
zaburzenia rozwojowe, zwitaszcza siatkéwki i gruczo-
téw mlecznych. Wskazuje to na istotne roznice we
wrazliwosci réznych tkanek na brak cykliny DI [48,
49]. Podobnie jak nadekspresja cykliny DI rowniez
nadekspresja cykliny E [41, 50, 51], a w niektdrych
komorkach cykliny D2 [np. 52] skraca faze Gl
iprzyspiesza rozpoczecie przez komorki syntezy DNA.

Coraz wiecej danych wskazuje, ze wysoki poziom
cykliny DI moze niekiedy zatrzymaé komdrki w fazie
Gl cyklu. Na przyktad nadekspresja cykliny DI
w ludzkich fibroblastach moze uniemozliwia¢ im roz-
poczecie syntezy DNA [53], a takze reperacje DNA
zachodzacg z udziatem PCNA [54], Nadmiar cykliny
DI hamuje takze wzrost ludzkich komdrek leukemicz-
nych linii Darni [55] oraz niektérych prawidtowych
i nowotworowych komdérek nabtonkowych [56]. Co
wiecej, podwyzszony poziom cykliny DI cechuje sta-
rzejace sie komorki, zawierajagce nieaktywne Kkinazy
cdk [57, 58]. W hamowaniu wzrostu komérek przez
cykling DI postuluje sie udziat biatka supresorowego
p53 i indukowanego przez nie biatka p21, inhibitora
kinaz cdk [59], Ta ostatnia hipoteza zostanie oméwio-
na w rozdziale V-3.

Z przedstawionych danych wynika, ze cyklina DI
moze uczestniczy¢ zarowno w indukcji jak i inhibicji
cyklu komoérkowego. Jak dotad, mniej wiadomo
o dziataniu pozostatych cyklin D: cykliny D2 i cykliny
D3. Ich oddziatywanie z kinazami cdk4 i cdk2 $wiad-
czy, ze uczestnicza one w regulacji cyklu komor-
kowego, zwitaszcza w réznicowaniu komérek uktadu
krwiotwdrczego [60, 61] i mioblastéw [62].

I11. Nadekspresja cyklin fazy G1 w komor-
kach nowotworowych

W tabeli 3 zestawiono ludzkie i mysie nowotwory,
w ktorych stwierdzono nadekspresje cyklin fazy Gl.
Podwyzszonej ekspresji ulega przede wszystkim cyk-
lina DI, znacznie rzadziej za$ cykliny D2 i E. Nadeks-
presja moze by¢ wynikiem zwielokrotnienia genu,
insercji wirusowych w obszar genu cykliny, a takze
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przemieszczen fragmentéw chromosoméw  [20].
W przewazajacej czeSci przebadanych nowotworéw
uktadu pokarmowego i przytarczyc, gen kodujgcy
cykling DI ulega zwielokrotnieniu, co powoduje zna-
czne podwyzszenie jej syntezy. Czesto towarzyszy
temu takze amplifikacja innych potozonych blisko
genow, takich jak HST1 i INT2, kodujacych rozne
czynniki wzrostowe [88], Natomiast w nowotworach
limfocytow B (chtoniaki) za zwiekszong synteze cyk-
liny DI odpowiedzialne sa przemieszczenia miedzy-
chromosomowe, w efekcie ktérych gen cykliny DI
(chromosom 11) dostaje sie pod kontrole regulatoro-
wego elementu genu immunoglobuliny IGH, ktéry
wystepuje w chromosomie 14. Przemieszczenie genu
kodujacego cykline DI w poblize regulatorowych
elementéw genu kodujacego hormon przytarczyc (pa-
ratyroidyna) stwierdza sie tez czesto w gruczolakach
przytarczyc [84]. Wzmozong aktywacje genu cykliny
DI w mysich chtoniakach limfocytow T wywotuje
natomiast wbudowanie mysiego wirusa MuLV powy-
zej sekwencji promotora genu cykliny DI.

IV. Transkrypcja gendéw kodujgcych cykliny
D, biatka cyklin

Geny kodujace cykliny DI, D2 i D3 (CCND1,
CCND2 i CCND3) wystepujag w komorkach ludzkich
w 3 chromosomach — 11, 12 i 6 [20, 89-91] (Ryc. 2).
W komdrkach mysich gen kodujacy cykling DI znaj-
duje sie w chromosomie 7 [87]. Gen CCND1 nosit
poczatkowo nazwe PRAD1 iznajdowano go w w nie-
prawidtowym fragmencie chromosomu 11 typowym
dla ludzkich komérek gruczolaka przytarczyc. Pézniej
dopiero okazato sie, ze gen PRAD1 koduje cykling DI.
Nie koduje natomiast cykliny DI gen bcl-1 wystepuja-
cy réwniez w locus 12p 13 komo6rek nowotworowych
limfocytow B [19]. W kilku laboratoriach sklonowano

Tabela 3.

Nadekspresja cyklin GI w réznych nowotworach u ludzi i u myszy.

Nadekspresja

Nowotwory . Pism.
cykliny
Ludzkie:
rak piersi DI; E [63-66; 22]
rak watroby (HCC) DI [67, 68]
rak jelita grubego DI; D2+ E [66; 69-70]
rak ptuc DI [71]
rak zotadka E [72]
rak macicy DI [66]
rak przetyku DI [73, 74]
rak krtani DI [75]
rak gtowy i karku DI; DI + D2 [66; 76, 77]
czerniaki DI [66]
chtoniak limfocytéw B DI; DI + D2 [78-81]
biataczki A [82]
gruczolaki przytarczyc DI [83-85]
Mysie:
rak sutka DI; E+ A [86; 24]
rak skory DI [87]
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( Rb)
11
Cyklina D1 (cendi) — fIxexe——1 la cykinowa  leeepEST 33 7kDa
(chromosom 11q13) (295a4)
Cyklina D2 (ccNDp2) — Ixcxe ===== 1 “seta cy limm p—pPeEST— 33.0KDa
(chromosom 12p13) (289an)
Cyklina D3 (ccND3) — ixcxe -1 kaSel okinowa |-—---— pEST_ 32.5 kDA
(chromosom 6p21) m (292 An)

Cdk

Ryc. 2. Cykliny li): ogélny schemat budowy i lokalizacja gendéw
w chromosomach (z danych [20, 89-911])

gen kodujacy cykling DI [83, 84, 92] i przeprowadzo-
no analize jego sekwencji kodujgcych i promotoro-
wych [92], W promotorze genu cykliny DI wykazano
obecnos¢ licznych elementéw regulatorowych, w tym
miejsc zwigzanych z indukcjg jego ekspresji przez
surowice i biatka c-Jun oraz p53 [59, 92], W genach
cykliny D 1wyizolowanych z 30 probek raka piersi i25
probek gruczolaka przytarczyc nie znaleziono specyfi-
cznych mutacji [93]. Wielko$¢ transkryptu genow
kodujacych cykliny Djest rézna dla cyklin DI, D2 i D3
i wynosi odpowiednio 4.5, ~71i2.2kb. Niemniej jednak
wszystkie cykliny D zbudowane sg z 289-295 amino-
kwasow.

Cykliny DI, D2 i D3 sg w 60% homologiczne [20,
89, 90, 94] i zawierajg identyczne domeny funkcjonal-
ne. Sg nimi: domena kasety cyk linowej, uczestniczgca
w wigzaniu cyklin z odpowiednimi kinazami cdk,
sekwencja aminokwasowa PEST, najprawdopodob-
niej niezbedna do degradacji cyklin G1 w fazie S [95,
96] oraz sekwencja aminokwasowa LXCXE biorgca
udziat w oddziatywaniu cyklin fazy G1 z biatkiem
supresorowym pRb, produktem genu supresorowego
Rb (Ryc. 2).

V. Regulacja ekspresji genéw cyklin D

Regulacja transkrypcji gendw kodujacych cykliny
Djest bardzo ztozona. Zar6wno w komdrkach prawi-
dtowych jak i nowotworowych uczestniczg w niegj
liczne czynniki wzrostowe, hormony, biatka kodowane
przez kilka protoonkogendw i geny supresorowe Rh
i p53, a takze rozne czynniki o dziataniu antyprolifera-
cyjnym. Decyduje to o specyficznej dla r6znych komaé-
rek kolejnosci pojawienia si¢ poszczegélnych cyklin D,
jak réwniez o ich zmiennym stezeniu w trakcie fazy G 1

V-1. Czynniki wzrostowe, hormony i czynniki
antyproliferacyjne

Wiekszo$¢ danych o regulacji ekspresji dotyczy genu
cykliny DI. Podwyzszony poziom cykliny DI charak-
teryzuje wiele komérek bedacych w fazie G1 [38,
97-100], jednakze nie wystepuje wyraznie w komor-
kach stransformowanych przez onkogenne wirusy
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DNA [84, 101]. Problem ten zostanie omoéwiony
w rozdziale V-3.

Praktycznie we wszystkich badanych komérkach
(przede wszystkim fibroblastach i limfocytach mysich
i ludzkich) ekspresja gendéw kodujgcych cykliny
D wzrasta po podaniu surowicy [99, 102-104] oraz
czynnikéw wzrostowych takich jak PDGF [99, 103-
105], EGF i bFGF [99], IGF-1 [99] badz CSF-1
(makrofagi) [101]. W zaleznosci od rodzaju komérek
szczyt aktywnosci transkrypcyjnej przypada 6-8 go-
dzin po podaniu surowicy lub mitogenu [99], Wew-
natrzkomdrkowy poziom transkryptu moze wzrosng¢
nawet 30-krotnie. Indukcja ta zachodzi przy zahamo-
wanej, za pomocg cykloheksoimidu, syntezie biatek
[99, 104], co przemawia za niezalezng od syntezy
biatek aktywacjg transkrypcji tych gendéw.

Ester forbolu (TPA) bedacy aktywatorem Kinazy
C stymuluje ekspresje genow cyklin D w stopniu
zblizonym do aktywacji przez mitogeny [99, 100, 102,
106]. Co wiecej, pod wptywem TPA w komdrkach
z nieaktywng kinazg C nie wzrasta ekspresja genu
cykliny DI, a stymulujgcy efekt PDGF bywa w znacz-
nym stopniu obnizony (o 75%) [104], Wskazuje to na
znaczacy udziat kinazy biatkowej C w przekazywaniu
sygnatéw prowadzacych do indukcji ekspresji gendw
cyklin fazy GI, zwitaszcza cykliny DI.

Czynnikami stymulujacymi ekspresje cyklin DI sg
réwniez niektére hormony sterydowe — estrogeny
i progestiny, dziatajgce zwilaszcza na prawidtowe ino-
wotworowe komdrki epitelialne gruczotu mlecznego
[98, 107, 108].

Ekspresja genow cyklin D podlega réwniez ,,negatyw-
nej” regulacji przez fizjologiczne czynniki hamujgce
proliferacje komdérek. Naleza do nich przede wszyst-
kim: czynnik nekrozy nowotworéw a, interferon y i li-
popolisacharyd bakteryjny (EPS) [109], ROwniez ak-
tywatory kinazy adenylanowej jak dbcAMP, fors-
kolina i prostaglandyna E2, hamujg ekspresje cyklin
D [99, 105, 109], Nalezy zaznaczy¢, ze niektore z tych
zwigzkéw (np. interferon y, EPS) hamujg zarazem
indukowang przez czynniki wzrostowe ekspresje pro-
toonkogenu c-myc [109], ktory prawdopodobnie
wplywa na ekspresje gendw cyklin (patrz rozdziat V-2).
Ekspresje genu cykliny DI (lecz nie D2 i D3) w komor-
kach nabtonkowych jelita hamuje takze TGF-/1 [110,
1111, aw komorkach endotelialnych naczyn krwionos-
nych inhibitor angiogenezy (AGM-1470) [192]. Ha-
mujace dziatanie na ekspresje genu cyklin DI i D2
w szczurzych komérkach gruczolaka przytarczyc wy-
wiera takze podwyzszenie poziomu jonow Ca, byé
moze wpitywajgce posrednio na mitogenny szlak prze-
kazywania sygnatow [113], Ekspresje genu cykliny D3
w limfocytach T hamujg natomiast hormony glukokor-
tykoidowe [114],

V-2. Biatka kodowane przez protoonkogeny
Odkrycie dziatania cyklin fazy GI w komérkach we
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wczesnych etapach cyklu komérkowego nasuwato
przypuszczenie, ze cykliny te mogg by¢é elementami
szlaku przekazywania sygnatéw regulowanego przez
produkty protoonkogenéw myc, ras ijun.

Aktywatorami transkrypcji genu cykliny DI sg, jak
sie wydaje, przede wszystkim biatka kodowane przez
protoonkogeny c-ras [15] ic-jun [92], W komdérkach
epitelialnych stransformowanych protoonkogenem c-
raszablokowanie syntezy cykliny DI, znacznie spowa-
Inia proliferacje, co wskazuje na znaczenie cykliny DI
jako posrednika w transformacji przez c-ras [115].
Dodatkowym potwierdzeniem udziatu biatka Ras
w regulacji jego ekspresji jest omowione wyzej hamo-
wanie ekspresji genu cykliny DI przez cAMP (rozdziat
V-1. Jak wiadomo cAMP blokuje szlak przekazywa-
nia sygnatéw indukowany przez biatko Ras. Co wiecej,
cyklina DI i biatko Ras wspotdziatajg w transfor-
mowaniu szczurzych fibroblastéw i indukcji przez te
ostatnie nowotworéw po wszczepieniu do ,nagich”
myszy [116, 117] (rozdziat VII). Réwniez biatko kodo-
wane przez c-jun aktywuje ekspresje genu cykliny DI,
jednak nie dziata w ten sposéb biatko kodowane przez
c-fos. Indukcja zachodzi tylko przy nienaruszonej
sekwencji CRE w promotorze genu cykliny DI. Muta-
cje w obrebie CRE znoszg dziatanie biatka c-Jun [92].

Dane tyczace regulacji ekspresji gendéw cyklin fazy
G 1, zwkaszcza cykliny DI przez biatko Myc sg sprzecz-
ne. Liczne dane wskazujg bowiem, ze transfekcja
komdrek (mysie i szczurze fibroblasty) genem c-myc
nie zmienia intensywnos$ci ekspresji genu cykliny DI
w komadrkach spoczynkowych, hamuje za$jg w komé-
rkach proliferujacych [46, 105, 117-119]. Natomiast
w komorkach tych ulega indukcji ekspresja genow
cyklin E i AL Hamowanie ekspresji genu cykliny DI
przez biatko Myc wydaje sie polega¢ na bezposrednim
jego oddziatywaniu z promotorem genu cykliny DI
[105], Jedyne jak dotad doniesienie o kilkukrotnej
aktywacji przez Myc ekspresji genu cykliny Dl
w szczurzych komdrkach RAT-1 [120] jest obecnie
przedmiotem krytyki [121]. Tak wiec cyklina DI nie
znajduje sie prawdopodobnie w szlaku proliferacyj-
nym indukowanym przez c-myc.

Niemniej wykazano wspdétdziatanie biatka Myc icyk-
liny DI. Biatka te wspétdziatajg w wywotywaniu nowo-
tworéw w ,,nagich” myszach [117, 122] (rozdziat VII).
Nadekspresja zas w komérkach cykliny DI silnie indu-
kuje w nich ekspresje genu c-myc (a takze genu c-jun).
W aktywacji promotora genu c-myc uczestniczy w tych
komaérkach czynnik transkrypcyjny E2F [46, 123].

Co wiecej indukcja biatka Myc w szczurzych fibro-
blastach wywotuje wyrazng aktywacje kinaz cdk zalez-
nych od cyklin DI i E, nie zmieniajac liczby sktadnikéw
tych kompleksow [124], W przypadku kompleksu
kinazy cdk-cyklina E aktywacja taka wynika z uwol-
nienia aktywnego enzymu z wielosktadnikowego, nie-
aktywnego kompleksu zawierajgcego biatkowy inhibi-
tor p27. Nie wiadomo jak dotad jaki jest mechanizm
tego zjawiska w przypadku kinazy cdk4-cyklina DI. Sg
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tez doniesienia o indukcji przez biatko Myc (razem
z biatkiem Ras) aktywnosci kinazy cdk 1-cyklina B dzia-
tajacej w pozniejszych niz Gl fazach cyklu [125].

V-3. Biatka kodowane przez geny supresorowe
— Rh ip53

Bardzo niski poziom cykliny DI i nieobecnos¢ jej
komplekséw z kinazami cdk4 i cdk6 charakteryzuja
komorki, w ktorych brak jest biatka supresorowego
Rb lub w ktérych jest ono z réznych powodéw
nieczynne [74, 126-130, 65], Nieczynnos¢ biatka Rb
bywa wynikiem mutacji genu, ktéra prowadzi do
syntezy nieaktywnego biatka Rb. Moze tez wynikac¢ ze
skompleksowania prawidtowego biatka Rb nie tylko
z cykling DI [21, 131-133] lecz takze z rdéznymi
biatkami komoérkowymi, w tym przede wszystkim
z biatkami kodowanymi przez onkogenne wirusy
DNA (przeglad [11]).

Bezposrednie dowody na udziat biatka Rb w regula-
cji ekspresji genow kodujacych cykliny D uzyskano
transfekujac jego genem niezawierajace go prawidtowe
lub stransformowane komdrki [127, 128, 130]. Po
transfekcji genem Rh nastepowat w komdrkach (wsku-
tek bezposredniej aktywacji promotora genu cykliny
DI przez biatko Rb [128], kilkukrotny wzrost eks-
presji genu cykliny DI bez wzrostu ekspresji genéw
cyklin A'i E. W promotorze genu kodujacego cykline
DI obecne s liczne sekwencje regulatorowe. Nie
wykryto w nim, jak dotad, sekwencji regulatorowej
RCE (retinohlastoma controlling elements) [92], Nalezy
jednak pamietaé, ze sekwencje RCE wystepuja w pro-
motorach wielu gendéw uczestniczagcych w kontroli
wzrostu komérek (c-fos, c-myc, TFG-/il)[134], a pro-
dukty niektérych z nich (patrz rozdziat V-2) wptywajg
réwniez na intensywnos$¢ ekspresji genu cykliny DI.

Niewatpliwe powigzania funkcjonalne cykliny DI
i biatka supresorowego Rb sg przedmiotem licznych
spekulacji oraz hipotez [135-137], Ostatnio zapropo-
nowany schemat przebiegu autoregulacji syntezy cyk-
liny DI ibiatka Rb uwzglednia indukcje ekspresji genu
cykliny DI przez biatko Rb i unieczynniajagcy wptyw
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Ryc. 3. Schemat oddziatywan miedzy pR Bicykling I) 1podczas fazy
i przejscia GI/S (wg [130] zmodyf.). Gruba czarna strzatka
i znak + oznacza aktywacje, linia przerywana i znak
— hamowanie procesu
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nadekspresji cykliny DI na funkcjonowanie biatka Rb
(Ryc. 3) [130]. W bardzo duzym uproszczeniu proces
ten przedstawia sie nastepujgco. Na poczatku fazy G1
wystepuje w komérkach nieufosforylowane biatko Rb
skompleksowane z r6znymi biatkami wigzacymi
(CR BP). Poprzez oddziatywanie z hipotetycznym biat-
kiem TF-X (by¢ moze czynnikiem transkrypcyjnym)
biatko Rb wptywa na poziom ekspresji genu cykliny
DI. Cyklina DI, ktérej ilos¢ wzrasta w fazie GI,
wspétzawodniczy z innymi biatkami CRBP o wigzanie
z biatkiem Rb, ponadto tworzy aktywne enzymatycz-
nie kompleksy z kinazami cdk4 i cdkd. Kinazy te
fosforylujg biatko Rb w nastepstwie czego zmienia ono
swojg konformacje i z kompleksu z nim zostajg
uwolnione rdézne biatka CRBP oraz cykliny. Uwol-
nione biatka CRBP, w tym czynnik transkrypcyjny
E2F, stymulujg miedzy innymi transkrypcje genow
zwigzanych z replikacjg DNA. Z kolei ufosforylowane
biatko Rb hamuje aktywnos$¢ promotora genu cykliny
DI co sprawia, ze zawarto$¢ tego biatka obniza sie do
poziomu z poczatku fazy GI. Spadek ilosci cykliny DI,
jak roéwniez pojawienie sie w komaérkach bedacych na
granicy faz GI/S zwiekszonych ilosci biatka p 16,
specyficznego inhibitora kinaz cdk4/cdké [138, 139],
powoduja ustanie fosforylujacej aktywnos$ci tych en-
zymow.

Wystepujgca w licznych komdérkach nowotworo-
wych nadekspresja cykliny DI zaburza opisane powy-
zej zaleznosci. Dzieki podwyzszonej aktywnosci kinaz
cdk4 i cdko nastepuje intensywniejsza fosforylacja (a
wiec inaktywacja) biatka Rb, powodujgca szybsze
uwalnianie z kompleksu biatek CRBP, co prowadzi
w efekcie do wczesniejszego rozpoczecia przez komor-
ki syntezy DNA. Zwigkszenie ilosci cykliny DI moze
rowniez aktywowaé kinazy cdk dzieki wypieraniu
skompleksowanego z nimi inhibitora p16. Zwigzki
biatka Rb, kinaz cdk4/cdkd icykliny DI z inhibitorem
p 16 opisano juz w Postepach Biochemii [12].

Zmutowane biatko Rb, jak rowniez biatko Rb
skompleksowane z biatkami wiruséw onkogennych
niejest zdolne do stymulacji ekspresji genu cykliny D 1
Nie tworzy tez ono komplekséw z cykling DI ikinaza-
mi cdk, nie stajagc sie w ten spos6b substratem tych
enzyméw. Co wiecej, wyeliminowanie cykliny DI
(poprzez wprowadzenie przeciwciat monoklonalnych)
w komdrkach stransformowanych wirusami onkogen-
nymi nie zaburza w nich przebiegu fazy G 1 Przemawia
to za tym, ze w komorkach stransformowanych wiru-
sami onkogennymi funkcjonowanie cykliny DI niejest
niezbedne [130].

Drugim biatkiem supresorowym uczestniczagcym
w regulacji ekspresji genu cykliny D 1jest produkt genu
supresorowego p53. Stymulacje ekspresji genu cykliny
DI w ludzkich i mysich komérkach wywotuje zaréwno
samo prawidtowe biatko p53 jak tez biatko p21,
uniwersalny inhibitor wszystkich kinaz cdk, ktérego
synteze indukuje biatko p53 [59] . Mechanizm tego
zjawiska jest bardzo ztozony. Postuluje sie mozliwos¢
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bezposredniego oddziatywania biatka p53 z odpowied-
nimi sekwencjami regulatorowymi w promotorze genu
cykliny DI. Przypuszcza sie takze, ze indukcja eks-
presji genu cykliny DI przez inhibitor p21 moze by¢
zwigzana z pojawianiem sie w komadrce nieufosforylo-
wanego biatka supresorowego Rb, aktywatora eks-
presji genu kodujacego cykling DI. Wyniki te wskazu-
ja, ze cyklina DI moze by¢ tez jednym z mediatoréow
hamowania wzrostu komdrek przez biatko supresoro-
we p53.

VI. Inne czynniki regulujgce wewngtrzkomaor-
kowy poziom cyklin DI i E

Do czynnikéw wptywajgcych na wewnatrzkomor-
kowy poziom cykliny DI nalezy czynnik 4E (eiF. 4E),
biatko uczestniczace w translacji i wigzgce siezmRNA
(mRNA cap binding protein) [140, 141], Nadekspresja
tego czynnika translacyjnego w mysich fibroblastach
powoduje bowiem nie tylko pewien wzrost transkryp-
cji genu cykliny DI, lecz takze istotne zwiekszenie
ilosci mRNA cykliny DI zwigzanego z polisomami.
Przypuszcza sig, ze czynnik 4E wptywa na przemiesz-
czanie utworzonego w jadrze mRNA do polisoméw
w cytoplazmie [141],

Wewnatrzkomoérkowy poziom cyklin zalezy tez od
trwatosci ich mRNA. Na poziom mRNA cykliny
E wywiera wptyw biatko AFosB, naturalnie wystepuja-
caw komorkach forma biatka FosB, ktdra nie zawiera
C-koncowego fragmentu tanficucha uczestniczacego
w transaktywacji [51]. Wewnatrzkomdérkowy poziom
tego biatka w szczurzych komérkach RAT-1 regulo-
wany jest przez surowice. Uwaza sie, ze biatko AFosB
moze bezposrednio lub posrednio maskowaé wystepu-
jace ' w mRNA cykliny E sekwencje nukleotydowe
decydujace o stabilnosci mMRNA. Nie wiadomo jednak,
czy dziata ono w podobny sposdb na cykliny D.

VII. Czy cykliny D dziatajg jako onkogeny?

W poprzednich rozdziatach omoéwiono udziat cyklin
D w regulacji poczatkowych etapéw cyklu podziato-
wego. Przedstawiono zaburzenia syntezy tego biatka
w nowotworach oraz jego wspétdziatanie z produk-
tami genéw supresorowych, zwtaszcza genu Rb. Nasu-
wa sie pytanie, czy cykline DI, ktérej rolg jest przede
wszystkim aktywacja kinaz cdk4/cdk6 fosforylujgcych
biatko supresorowe Rb, mozna uznaé¢ za produkt
protoonkogenu. Niezbedne jest w tym celu ekspery-
mentalne wykazanie jej transformujgcych wtasciwosci,
zar6wno in vitro jak iin vivo. Dotychczasowe dane sg
niejednoznaczne. Wydaje sie, ze komoérki transfekowa-
ne jedynie genem cykliny DI i charakteryzujace sie
podwyzszonym poziomem tego biatka, nie ulegajg
transformacji nowotworowej, a jedynie skraca sie
w nich znaczacy sposob czas trwania fazy GI [116],
Natomiast transformacja nowotworowa fibroblastow
gryzoni nastepuje w efekciejednoczesnej ich transfekcji
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genem cykliny DI igenami Ha-ras lub c-myc badz tez
genem kodujacym biatko EI A adenowirusa [46, 21,
116, 117]. Komdrki te wszczepione ,,nagim” myszom
powodujg pojawienie sie w nich nowotworéw [117].
0 koniecznosci wspotdziatania cykliny D 1ibiatka Ras
w transformowaniu komorek Swiadczy tez fakt, ze
wyeliminowanie cykliny DI spowalnia dziatanie Ras
[116]. Podobnie transfekowanie komorek raka przety-
ku antysensownym cDNA wobec genu cykliny DI
powoduje utrate przez nie cech komorek nowotworo-
wych izdolno$ci do wywotywania nowotworéw w ,,na-
gich” myszach [42].

W nielicznych jeszcze badaniach in vivo wykazano,
ze nadekspresja cykliny DI w myszach transgenicz-
nych zaburza proliferacje komoérek w gruczotach mle-
cznych (hiperplazja) i po okoto roku prowadzi do
pojawienia sie nowotworu piersi (gruczolakoraka)
[86]. W myszach transgenicznych z nadekspresja
cykliny DI moze tez doj$¢ do powstania chtoniaka
limfocytéw B. Tempo pojawiania sie tego nowotworu
narasta w nastepnych pokoleniach myszy, stanowig-
cych potomstwo z krzyzéwki z myszami transgenicz-
nymi w stosunku do onkogenu ras badz myc [122],

Wydaje sie zatem, ze przynajmniej w rozwoju nie-
ktérych nowotworéw cyklina DI odgrywa znaczaca
role i stanowi szczeg6lny onkogen ze wzgledu na
mozliwo$¢ wspotdziatania zar6bwno z onkogenem myc
jak i ras.

VI1Il. Uwagi koncowe

W artykule przedstawiono dane o dziataniu cyklin
D w komorkach w fazie G1 cyklu podziatowego.
Precyzyjne ustalenie roli az szesciu aktywnych en-
zymatycznie komplekséw cyklin DI, D2 i D3 z kinaza-
mi cdk4 i cdk6 jest trudnym zadaniem. Przypuszcza
sie, ze wszystkie te kinazy cdk sg by¢ moze niezbedne
do odbierania przez komdrke réznych sygnatéw zew-
netrznych i fosforylowania jednego tylko substratu.
Jest rowniez prawdopodobne, ze kazdy z szeSciu
kompleks6w kinazowych zdolny jest do odebrania
tylko jednego, okres$lonego sygnatu i fosforylowania
jednego, specyficznego dla niego substratu [20].

Wykazano, ze wywotane przez r6zne czynniki roz-
regulowanie syntezy cykliny DI (a moze i D2) prowa-
dzi do zaburzen przebiegu cyklu podziatowego i w efe-
kcie pojawiania sie nowotwordw réznych typow. Na
czym wiec polega onkogenne dziatanie cykliny DI?
Niewatpliwie wynika ono ze zintensyfikowania jej
normalnej, fizjologicznej funkcji, czyli aktywacji kinaz
cdk. Nadekspresja cykliny DI powoduje bowiem
powstanie wiekszych ilosci aktywnych kinaz cdk 4/6
oraz przyczynia sie do maskowania dziatania
ich wewnatrzkomérkowych biatkowych inhibitoréw,
ktérych z kazdym rokiem poznajemy coraz wigcej.
W 1995 r. wykryto nieznane dotad inhibitory hamuja-
ce dziatanie wytacznie kinaz cdk4 i cdk6, biatka p18
1p 19 [142-144], oraz p57kip2 [145-147], Uzyskano tez
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informacje o mechanizmie dziatania wykrytych wczes-
niej inhibitoréw p 15/16, p21 i p27 [148-150]. Pojawia-
ja sie tez doniesienia o jednoczesnym wystepowaniu
w roznych komorkach nowotworowych delecji genu
kodujagcego inhibitor p 16 (uwazany za gen supresoro-
wy nowotworow) iamplifikacji genu cykliny DI [151],
badz kinazy cdk4 [ 152], co bardzo skutecznie zaburza
przebieg fazy GI.

Biologiczna konsekwencjg wzrostu aktywnosci ki-
naz cdk4/cdk6 i wewnatrzkomdérkowego stezenia cyk-
liny DI jest szybsza i efektywniejsza fosforylacja ich
podstawowego substratu, biatka supresorowego Rb.
Rozpoczeta przez kinazy cdk4/cdk6 i kontynuowana
w poznej fazie G 1przez kompleks kinaza cdk2 — cyk-
lina E fosforylacja Rb powoduje jego inaktywacje
i w efekcie uwolnienie szeregu skompleksowanych
z biatkiem Rb czynnikéw transkrypcyjnych — E2F,
Spl, ATF, MyoD, EIf-1 Ulega wéwczas uaktywnieniu
ekspresja licznych genéw, w regulacji ktorej uczest-
nicza wymienione wyzej czynniki transkrypcyjne [134,
153, 154], Ostatnio wykazano, ze rowniez poszczego0l-
ne cykliny mogg stymulowac lub hamowac dziatanie
czynnikéw transkrypcyjnych wspotdziatajagcych z biat-
kiem supresorowym Rb [155]. Poznajemy wiec coraz
wiecej mechanizméw, ktérych zaburzenia prowadzg
do deregulacji cyklu komérkowego i powstania nowot-
worow.

Artykut otrzymano 12 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1996 r.
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Addendum

Zaczynajg sie tez pojawia¢ dane, ze cyklina DI

ijej

katalityczni partnerzy, kinazy cdk4/6, moga uczestniczy¢ nie
tylko w onkogenezie lecz takze w procesach prowadzgcych
do $mierci komdrek. Dotyczy to zwtaszcza nie dzielgcych sie,
kofcowo zréznicowanych neuronéw, w ktérych podwyz-

szenie poziomu cykliny DI

cdk

i nastepujagca aktywacja kinaz
wywotujg apoptoze [1, 2],
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l. Wstep

Dorosty organizm wielokomérkowy buduja zaréw-
no komorki w petni zréznicowane, ktére dawno juz
przestaty sie dzieli¢, na przyktad komdrki uktadu
nerwowego i miokardium, jak tez komorki, ktére nie
przestajg sie dzieli¢ do konca zycia organizmu, jak
komarki macierzyste szpiku kostnego i nabtonkoéw. Sg
tez komorki, jak fibroblasty i limfocyty, o ktorych
sadzi sie, ze wyczerpujg swdj potencjat proliferacyjny
w miare postepujacego procesu starzenia [1], Homeo-
staza organizmu zalezy od réwnowagi pomiedzy ko-
maérkami dzielgcymi sie i umierajagcymi. Zachwianie tej
réwnowagi w stanach patologicznych moze prowadzié
do nadumieralnosci komdrek jak to ma miejsce
w przypadku limfocytéw T u nosicieli wirusa HIV-1,

* Dr, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
02-093 Warszawa, Pasteura 3
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lub przerostu tkanki obserwowanego w chorobach
nowotworowych [2]. Starzenie organizmu zakoficzo-
ne $miercig mozna rozpatrywac jako zaburzenia w row-
nowadze objawiajgce si¢ zar6wno zmniejszong zdol-
nosciag komérek do podziatdw, jak tez do aktywnej
Smierci.

Il. Cykl komérkowy i $mieré¢ komorki

Podziaty komdérkowe zachodzg pod wpltywem zew-
netrznych czynnikdéw stymulujacych tzw. mitogendéw,
indukujacych kaskade genetycznych i biochemicznych
zdarzen, prowadzacg w efekcie koricowym do po-
dwojenia DNA, podziatu jadra komdrkowego czyli
mitozy, i powstania dwdch siostrzanych komorek.

Smieré komoérki zwana apoptoza, $miercig pro-
gramowana, lub Smiercig samobdjcza zachodzi w wa-
runkach fizjologicznych pod wptywem bardzo rdézno-
rodnych czynnikéw. Uruchamiaja one w komorce
rézne programy genetyczne zaleznie od typu komorki
oraz bodzca. Jednakze niektore zmiany biochemiczne
i morfologiczne sa podobne w kazdej umierajgcej
komdrce i prowadza w efekcie koncowym do fragmen-
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tacji DNA irozpadu komorki na ciatka apoptotyczne.
Poprzez apoptoze umierajg komorki zbedne i potenc-
jalnie szkodliwe dla organizmu. Na temat Smierci
programowanej komarki ukazato sie dotychczas bar-
dzo wiele artykutéw przegladowych, w tym réwniez
w jezyku polskim [3-8],

Od pewnego czasu wydaje sie oczywiste, ze zardwno
bodZzce mitogenne jak tez stymulujgce apoptoze in-
dukujg w komoérce pewne zdarzenia, ktére do pewnego
etapu sg wspdélne dla obydwu proceséw; podziatu
i Smierci komorki [9-11]. Czasami $mieré komorki
okres$la sie mianem poronnej mitozy [12], Spotyka sie
tez taki poglad, ze $mier¢ komdrki nastepuje w wyniku
konfliktu sygnatow indukujgcych jednocze$nie po-
dziaty i zatrzymanie cyklu komoérkowego [13].

I1-1. Morfologiczne i biochemiczne podobiefstwo
mitozy i apoptozy

W morfologii komoérek mitotycznych i apoptotycz-
nych mozna odnalez¢ wiele podobienistw. | tak, komor-
ki hodowane in vitro i wchodzgce w podziaty tracg
kontakt z podtozem, zaokraglajg sie i kurcza. Zwykle
nastepuje rozerwanie btony jadrowej. Chromosomy
siostrzane przyczepione do wrzeciona podziatowego
rozchodzg sie do przeciwlegtych biegunéw. Podobnie,
komérki apoptotyczne traca kontakt z podtozem,
zaokraglajg sie i kurczg. Nastepuje kondensacja chro-
matyny. DNA komoérek apoptotycznych nie ulega
jednakze replikacji (przynajmniej catkowitej), lecz po-
fragmentowaniu na odcinki réwne wielokrotnosci 200
par zasad. Komorka rozpada sie na liczne, roznej
wielkoS$ci ciatka apoptotyczne, ktdre sg fagocytowane
[11]. Tak wiec, chociaz komorki wykazuja znaczne
morfologiczne podobienstwo w poczatkowych eta-
pach mitozy i apoptozy, rbéznig sie dramatycznie
w koncowej fazie obydwu proceséw. Poczatkowe
podobienstwa morfologiczne pozwalajg przypuszczac,
ze procesy biochemiczne zapoczatkowujgce kaskade
zdarzen zachodzaca w mitozie i apoptozie sg takie
same lub podobne.

11-2. Aktywno$¢ cyklino-zaleznych kinaz w komér-
kach mitotycznych i apoptotycznych

Przejscie komorek przez poszczegblne fazy cyklu
komérkowego kontrolowane jest przez cyklino-zalez-
ne kinazy (cdk, cyclin-dependent kinases). Aktywno$¢
tych enzymoéw, ktére nalezg do rodziny kinaz fos-
forylujacych w biatkach reszty serynowe i treoninowe,
regulowana jest poprzez ich aktywatory (cykliny)
i inhibitory (p16, p15, p26, p27) [prace przegladowe
14-16]. WsSrdd substratow cyklino-zaleznych kinaz
znajdujg sie biatka cytosolowe jak ijgdrowe, np. biatka
wigzgce mikrotubule, lamininy i histony [11].

W wielu komdérkach stymulowanych do apoptozy
roznymi czynnikami obserwuje sie wzrost ekspresji
genéw kodujacych kinazy cyklino-zalezne jak tez ich
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aktywatory, lub wzrost aktywnosci produktéow biat-
kowych ich gendéw. Wzrost aktywnosci cyklino A-
zaleznej kinazy cdc2 obserwowano w komadrkach
chtoniaka indukowanych do apoptozy komédrkami
NK. Natomiast w komorkach mysiego miesaka z nie-
aktywng kinazg cdc2, traktowanych w podobny spo-
séb, nie udato sie uruchomic¢ programu apoptozy [17],
W komdrkach HelLa natomiast, wzrost aktywnosci
kinazy cdc2 nastepowat po traktowaniu ich licznymi
czynnikami indukujacymi apoptoze, takimi jak kofei-
na, 6-dimetylaminopuryna, staurosporyna i kwas oka-
dajowy [18], Szczurze fibroblasty hodowane bez suro-
wicy wykazywaty podczas apoptozy indukowanej pro-
toonkogenem c-myc wzrost aktywnosci kinazy cdc2
poprzedzony indukcjg transkrypcji cykliny A [19].
W neuronach stymulowanych do apoptozy obser-
wowano 10-krotny wzrost ekspresji innej cykliny, DI
nalezgcej do cyklin fazy GI [20], W limfocytach
indukowanych do $mierci tymidyna wystepowat
wzrost ekspresji genéw kodujacych c-myc, cdc2,
PCNA i cykling A [21].

11-3. Rola czynnika transkrypcyjnego AP-1 w pro-
liferacji i apoptozie

Komérki pobudzone do podziatéw czynnikami
wzrostowymi, poza indukcjg aktywnosci specyficznej
dla poszczegdinych faz cyklu komdérkowego cyklino-
zaleznych kinaz, wykazuja natychmiastowa ekspresje
genow tak zwanej ,,wczesnej odpowiedzi komérkowej”
[22]. Do tej grupy genéw zaliczamy wiele protoon-
kogenéw z rodzin c-fos i c-jun. Réwniez czynnik
transkrypcyjny AP-1, ktory jest dimerem sktadajgcym
sie z biatek kodowanych przez geny zaliczane do
rodzin protoonkogendéw c-fos i c-jun, bierze udziat
w regulacji proliferacji komoérkowej. Aktywuje on
mianowicie ekspresje wielu genéw stymulowang dzia-
taniem czynnik6w wzrostowych, cytokin, promotoréw
nowotwordw, kancerogendw oraz roznych onkoge-
néw. Znane sg geny docelowe tego czynnika trans-
krypcyjnego, istotne dla podziatbw komdrkowych
lkodujace biatka enzymatyczne, takie jak kolagenaza,
striomielizyna, metalotioneina Il, a takze interleukina-
2 [23]. Wzrost aktywnos$ci AP-1 obserwuje sie réwniez
pod wptywem innych, nie tylko mitogennych bodzcow.
Szczeg6lnie dobrze udokumentowana jest rola AP-1
w regulacji genéw docelowych w komérkach pod-
dawanych dziataniu promieni UV [24], Ostatnio
w wielu laboratoriach wykazano nie tylko wzrost
ekspresji gendw kodujacych biatka wchodzgce w sktad
AP-1, ale rowniez wzrost aktywnos$ci samego AP-1
rowniez w komorkach apoptotycznych [25-32]. Sag
jednak rowniez doniesienia o zahamowaniu indukcji
AP-1 w komérkach poddawanych dziataniu glukokor-
tykoidow wykazujacych aktywno$é immunosupresyj-
ng i apoptogenng [33-35]. Wyniki ostatnio opu-
blikowanych badan rzucajg nieco $wiatta na te kont-
rowersyjne dane i wskazujg na nowa role AP-1 w regu-
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lacji funkcji komdrki. Ot6z w fibroblastach naswiet-
lanych UV obserwowano wzrost ekspresji c-fos i ak-
tywnosci AP-1, co autorzy pracy wigza z blizej nie
znang jeszcze ochronng rolg produktu biatkowego
genu c-fos przed skutkami uszkodzen DNA. W komor-
kach pozbawionych genu c-fos nie obserwowano in-
dukcji AP-1, natomiast wykazywaty one znacznie
wiekszg podatno$¢ na apoptoze pod wptywem UV
[36], Bardzo mozliwe wigc, ze wzrost aktywnos$ci AP-1
obserwowany w wielu komdrkach apoptotycznych ma
zwigzek raczej z uruchomieniem proces6w ochrony
komérki przed skutkami uszkodzen DNA niz zsamym
programem apoptozy. Apoptoza jako taka moze sta-
nowi¢ nastepstwo braku wydolnosci proceséw
ochronnych spowodowane zbyt silnym bodzcem. Inne
wyttumaczenie tego zjawiska moze by¢ zwigzane
z tym, ze w komoérkach apoptotycznych w kompleksie
AP-1 obserwowano zwykle obecnos¢ gtéwnie produk-
téw biatkowych genéw z rodziny jun, a niefos [27, 28,
31]. Niewykluczone, ze indukcja AP-1 dotyczy tylko
niektérych komaérek stymulowanych do apoptozy inie
moze by¢ traktowana jako uniwersalna cze$¢ pro-
gramu apoptozy. Nie wydaje sie to takie dziwne
zwazywszy, ze praktycznie kazda komdrka moze po-
siada¢ wiasny program $mierci zalezny, zaréwno od
czynnikéw wewnetrznych jak i zewnetrznych.

I1l. Znaczniki starzenia komdrkowego

Starzenie komdrek in vitro, zwane rowniez starze-
niem replikacyjnym, stanowi bardzo dogodny model
do badania procesu starzenia na poziomie komor-
kowym [37]. Objawia sie ono ograniczong zdolnoscig
komérek do podziatdw, wyznaczang wiekiem osob-
niczym dawcy oraz $rednig dtugoscig zycia przed-
stawicieli jego gatunku (tzw. limit Hayflicka). Wielu
badaczy uwaza jednak, ze starzenie komoérek in vitro,
nie ttumaczy w petni procesu starzenia zachodzacego
na poziomie catego organizmu, gdyz wiele komérek
nie traci do konca jego zycia zdolnosci proliferacyjne;j.
Mozemy jednak przyja€, ze starzenie replikacyjne jest
odbiciem proceséw zachodzacych in vivo, przynaj-
mniej w odniesieniu do takich komorek jak fibroblasty
i limfocyty [38],

Stare fibroblasty hodowane in vitro, bedace w tak
zwanej 11l fazie Hayflicka, nie sg zdolne do proliferacji
pomimo obecno$ci w pozywce czynniko6w mitogen-
nych [39]. Zatrzymane sa one w fazie Gl cyklu
komoérkowego. [40]. Chociaz do tej pory nie udato sie
stwierdzi¢ w tych komdrkach ekspresji genéw specyfi-
cznych dla starych komorek, to jednak genetycznie
i biochemicznie réznig sie one od swoich mtodszych,
dzielgcych sie komorek matczynych. Do dzisiaj opisa-
no kilka znacznik6w starych komérek. R6znig sie one
od swych odpowiednikéw wystepujacych w komor-
kach mtodych, stezeniem lub modyfikacjami potrans-
lacyjnymi. | tak w starych fibroblastach hodowanych
in vitro oraz w limfocytach otrzymanych ze starych
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myszy i stymulowanych do proliferacji nie obserwuje
sie indukcji ekspresji genu c-fos, natomiast widoczne
jest obnizenie aktywnos$ci czynnika transkrypcyjnego
AP-1 w poréwnaniu z komoérkami miodymi [41-43].
W starych, nie dzielgcych sie komaérkach nie stwier-
dzono tez fosforylacji biatka RB ani ekspresji kinazy
cdc2 oraz jej aktywatordw, cyklin A i B [44-46]. Gen
Rh jest genem supresorowym nowotworu i bierze
udziat w regulacji proliferacji ir6znicowania komorek.
Fosforylacja ponad dziesieciu reszt serynowo-treoni-
nowych w biatku RB umozliwia komdrce przejscie
z fazy G 1do fazy S[47,48], Jednakze kinaza cdc2 oraz
jej aktywatory cykliny A i B sg aktywne w drugiej fazie
cyklu komorkowego, nie moga by¢ zatem odpowie-
dzialne za brak fosforylacji biatka RB w starych
komérkach. Brak ekspresji genéw kodujacych te biat-
ka jest raczej konsekwencjg, a nie przyczyng zatrzyma-
nia tych komoérek w fazie GI. Prawdopodobnie brak
fosforylacji biatka RB w starych fibroblastach spowo-
dowany jest wystepowaniem w tych komoérkach nieak-
tywnej, zaleznej od cykliny E, kinazy cdk2, tej samej,
ktorej aktywna forma wystepuje w miodych komér-
kach [49, 50]. Innym znacznikiem starych komorek
moze by¢ niefosforylowana forma biatka zwanego
prohibityng [51]. Charakterystyczna dla starych (ale
takze mtodych bedacych w fazie spoczynkowej) komé-
rek jest obecno$é biatka zwanego statyng, ktdrego nie
wykrywa sie w komérkach proliferujacych [52]. Z ko-
lei biatko zwane termining rézni sie masg czastecz-
kowg w zaleznosci od wieku komorek. W miodych
spoczynkowych, jak i dzielgcych sie komérkach wy-
stepuje forma o masie czasteczkowej 90/87 kDa,
a wstarych —60/57 kDa [53]. W starych fibroblastach
obserwowano 10-20 krotnie wyzszg ekspresje genu
zwanego sdil [54] (patrz rozdziat 1V). Tylko w starych
fibroblastach ikeratynocytach wykryto obecno$¢ pew-
nej formy (3-galaktozydazy [55], Bardzo charakterys-
tycznym wyznacznikiem replikacyjnego starzenia jest
tez skracanie telomerdw opisywane wczes$niej w Po-
stepach Biochemii [56],

IV. Smier¢ starej komorki

Po zaprzestaniu podziatéw fibroblasty mogg zy¢
w hodowli jeszcze bardzo dtugo. Morfologicznie réz-
nig sie jednak od miodych, dzielacych sie komorek
[63]. Wiekszo$¢ z nich ma znacznie wieksze rozmiary.
W puli starych fibroblastéw nie obserwuje sie komg-
rek, ktdre wykazujg morfologiczne podobienstwo do
komoérek apoptotycznych. Wydaje sie, ze komorki
stare, jako niezdolne do proliferacji sg szczeg6lnie
oporne na uruchomienie programu apoptozy. Nie
wykluczone, ze fenotyp starych komoérek mozna uznaé
nie tylko za antyproliferacyjny, ale réwniez za anty-
apoptotyczny. W hodowli fibroblastéw in vitro, komar-
ki apoptotyczne sg usuwane wraz z pozywka podczas
przesiewania komérek. Pozostajg tylko komorki zywe,
zdolne do adhezji. Przypuszczalnie wiec podczas ruty-
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nowych czynno$ci zwigzanych z hodowlg komérek
dochodzi do selekcji fenotypu niezdolnego do $mierci
programowanej. Jest to jednoczes$nie fenotyp starej
komorki, ktora wyczerpata potencjat proliferacyjny
[53]. Wydaje sie, ze réwniez genotypowo stare komor-
ki r6zniag sie od komérek zdolnych do uruchomienia
programu apoptozy. W starych komorkach w odroz-
nieniu od mtodych stymulowanych do proliferacji lub
apoptozy, nie nastepuje wzrost ekspresji protoonkoge-
nu c-fos i wzrost aktywnosci czynnika transkrypcyj-
nego AP-1, a takze ekspresji genéw kodujgcych kinaze
cdc2 oraz cykliny A i B nie zachodzi tez fosforylacja RB
(rozdziat 11-3). Natomiast w mysich fibroblastach 3T3
stymulowanych do apoptozy obserwowano indukcje
protoonkogendw c-myc, c-fos, c-jun, a takze genu cdc2
oraz wzrost fosforylacji biatka RB. W komérkach
o morfologii charakterystycznej dla komorek apop-
totycznych obserwowano witgczanie bromodeoksyury-
dyny Swiadczace o niezbednosci replikacji DNA (przy-
najmniej czesciowej) w realizacji programu apoptozy
[57], W mysich fibroblastach 3T3 stymulowanych do
apoptozy niedoborem surowicy obserwowano réw-
niez spadek zawartosci statyny, biatka, ktore jest
znacznikiem komaérek spoczynkowych, w tym réwniez
starych [58]. Terminina z komérek apoptotycznych
miata inng mase czasteczkowg (30 kDa) niz w dziela-
cych sie, a takze w starych komadrkach (rozdziat I11)
[53]. Mozna sie zatem spodziewac, ze stare fibroblasty,
niezdolne do replikacji DNA, ekspresji c-fos i fos-
forylacji biatka RB, nie tylko nie sa w stanie wej$¢
w cykl komdrkowy, ale nie potrafig tez uruchomic
programu apoptozy. Sytuacje powyzszg obrazuje rysu-
nek 1 Rzeczywiscie, ostatnio uzyskane wyniki $wiad-
czg o tym, ze ludzkie fibroblasty z Ill fazy Hayflicka nie
sg podatne na apoptoze indukowang niedoborem
surowicy. W pordéwnaniu z miodymi, umierajgcymi
komérkami obserwowano w nich podwyzszony po-
ziom genu i biatka bcl-2 [59], Produkt biatkowy genu
bcl-2 w wielu komdrkach hamuje apoptoze wywotywa-
ng réznymi czynnikami [60].

Niejasna, jak do tej pory, wydaje sie rola biatka p53
w regulacji apoptozy starych komorek. W wigkszosci,

Podzial

Miode kum()rki\

apoptoza

Stare komérki

Rvc. 1. Schemat przedstawiajacy powigzania pomiedzy cyklem
komérkowym i apoptoza.
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cho¢ nie we wszystkich do tej pory badanych komor-
kach, program apoptozy zalezy od obecnosci dzikiej,
niezmutowanej formy biatka p53. Ma to szczegélne
znaczenie w przypadku $mierci indukowanej czyn-
nikami uszkadzajagcymi DNA. Nastepuje wtedy wzrost
iloSciowy biatka p53, ktére zatrzymuje komdrke w fa-
zie G1 przez hamowanie replikacji DNA co daje jej
czas na naprawe DNA przed podjeciem podziatow.
Biatko p53 moze rowniez indukowac¢ apoptoze. Ma to
przede wszystkim miejsce woéwczas, gdy uszkodzenia
DNA sg zbyt rozlegte i komorka nie jest w stanie ich
naprawi¢ [61, 62], Odbywa sie to prawdopodobnie
poprzez zahamowanie ekspresji genu bcl-2, ktérego
p53 jest tzw. wyciszaczem (ang. silcncer) [63].

W starych komodrkach moznaby spodziewac sie
wzrostu ekspresji p53. Mogtoby to wraz z brakiem
fosforylacji RB sprzyjaé zatrzymaniu komérek w fazie
GIl. Rzeczywiscie wykazano, ze do immortalizacji
starych fibroblastéw wirusem SV40 (przywrocenia
zdolnosci do podziatéw) niezbedne jest zwigzanie (a
wiec funkcjonalne unieczynnienie) przez onkogen wi-
rusowy zaréwno biatka RB jak i biatka p53 [64],
Z drugiej strony wiemy, ze biatko p53 jest niezbedne
w realizacji programu apoptozy w komdrkach wielu,
cho¢ nie wszystkich, typéw. Tymczasem wiadomo, ze
stare komorki prawdopodobnie nie sg zdolne do
apoptozy. Mozna by sie byto zatem spodziewac w nich
wrecz mniejszej ilosci biatka p53. Wyniki badan doty-
czace ekspresji p53 w starych komdrkach nie sg
jednoznaczne. W zaleznosci od laboratorium, z ktére-
go pochodzg wskazujg na zmniejszong, niezmieniong,
lub wrecz powiekszong ilos¢ mMRNA p53 w starych,
w porownaniu z mtodymi komorkami [65 i literatura
tamze]. Na podstawie wynikéw tych badan nie wiele
mozna powiedzie¢ o funkcji tego biatka. O jego
funkcjonalnej sprawnos$ci w starych komdrkach zdajg
sie Swiadczy¢ wyniki innych badarn. Otéz jak wspo-
mniano wczesniej w starych fibroblastach obserwuje
sie znaczny wzrost ekspresji genu sdil [54]. Jak sie
okazato gen ten koduje biatko, ktére jest inhibitorem
kinaz cyklino-zaleznych. Zostato ono zidentyfikowane
niezaleznie réwniez przez inne grupy badaczy i na-
zwane WAF1/CIP1, lub p21 [15]. Ekspresje genu p21
indukuje dzika forma biatka p53 [66, 67], Ale niezalez-
ng od p53 indukcje ekspresji p21 obserwuje sie w ko-
maérkach roznicujacych [68], a takze komdrkach sty-
mulowanych do proliferacji czynnikami wzrostowymi
[69], Sa to wyniki do$¢ kontrowersyjne, gdyz komoérki
réznicujgce charakteryzujg sie zahamowaniem po-
dziatéw. ldac za sugestig M icheli’ego i wsp. [69]
mozemy przyja¢, ze p2l hamuje proliferacje tylko
w przypadku jego iloSciowej dominacji nad komplek-
sem kinaza-cyklina, co ma prawdopodobnie miejsce
w starych komdrkach. Natomiast jego indukcja we
wczesnej fazie Gl moze stuzy¢ jako zabezpieczenie
przed przedwczesnym wejsciem komaérek w faze S cyk-
lu komérkowego. Poza hamowaniem aktywnosci ki-
naz p21 jestjednym z efektorow apoptozy przebiegajg-
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cej z udziatem p53 [67], Jak wiec pogodzi¢ ten fakt
z opornos$cig starych komaorek na uruchomienie pro-
gramu apoptozy? Niewykluczone, ze te ostatnie znala-
zty sposéb na wytaczenie p21 jako efektora $mierci
programowanej zaleznej od p53, pozostawiajgc mu
tylko zadanie inhibitora kinaz cyklino-zaleznych.
Przemawia za tym wzrost ilosci biatka bcl-2 w starych
komdrkach sugerujacy upos$ledzenie funkcji p53, jako
czynnika hamujacego ekspresje genu bcl-2 [59],

V. Uwagi koncowe

Przedstawione badania dotyczace braku podatnosci
starych komédrek na S$mier¢ programowang zostaty
wykonane na komdrkach hodowanych in vitro. Czy
komorki starzejagce sie wraz z calym organizmem
réwniez tracg zdolno$¢ do apoptozy? Odpowiedz na to
pytanie moze byé niejednoznaczna, podobnie jak
w przypadku pytania o mozliwo$¢ utraty zdolnoS$ci do
podziatow komdrek starzejgcego sie organizmu. Praw-
dopodobnie niektére komérki np. szpiku kostnego,
zachowujg zdolno$¢ do S$mierci programowanej do
konca zycia osobniczego organizmu. Z drugiej strony
limfocyty i fibroblasty moga wraz z utratg zdolnosci do
podziatow wykazywac wiekszg opornos¢ na apoptoze,
nie tylko w hodowli, lecz réwniez w starzejacym sie
organizmie. Ewentualny spadek, wraz z wiekiem or-
ganizmu, zdolnosci komdrek do apoptozy, wydaje sie
mie¢ swoje logiczne uzasadnienie. Ot6z mozemy sobie
wyobrazi¢, ze niezdolnos¢ starych komaérek do Smierci
programowanej, pocigga¢ moze za sobg brak od-
powiedniej odnowy organizmu. Sadzi sie bowiem, ze
aktywna $mieré¢ komorek stanowi jeden z wazniejszych
mechanizmoéw obronnych organizmu prowadzacy do
usuniecia komdrek uszkodzonych i zmutowanych. Byé
moze, W miare postepujgcego procesu starzenia na-
gromadzane sgw organizmie uszkodzone izmutowane
komorki, wsrdd ktorych sa rowniez komorki nowo-
tworowe. Konczy sie to zatamaniem funkcjonowania
organizmu jako catosci ijego $miercig.

Praca wykonana w ramach grantu KBN 6P20703707

Artykut otrzymano 15 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1996 r.

PiSmiennictwo

Pereira-Smith OM (1992) Exp Cell Res 27: 441-445

Thompson CB (\995) Science 261: 1456-1462

Radziszewska E (1995) Post Biol Kom 22: 247-263

Rozynkowa D (1994) Post Biol Kom 21: 303-318

Sikora E (1995) Post Biochem 41: 211

Sikora E (1994) Post Biochem 40: 150-160

Sikora E (1995) Kosmos 44: 353-363

. Sikora E (1995) W: Molekularne mechanizmy przekazywa-
nia sygnatu, red. W. Konarska, PWN, Warszawa, str. 218-226
9. Padney S Wang E (1995) J Celi Biochem 58: 135-150

100 Meikrantz W, Schlegel

160-174

® NP R WD

112

W (1995) J Celi Biochem 58:

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.
38.

39.
40.
41.
42.

43.

44,

45.

46.

47.
48.
49.
50.

King KL, Cidlowski JA
175-180

Ucker CS (1991) New Biol 3: 103-109
Yonish-Rouach E Grunwald D, Wilder S, Ki-
mchi A May E Lawrence JJ, May P,Oren M (1993)
Mol Celi Biol 13: 1415-1423
Grzelakowska-Sztabert

(1995) J Celi Biochem 58:

B (1992) Post Biochem 38:

98-107

Grzelakowska-Sztabert B (1995) Post Biochem 41:
80-93

Hartwell LH.Kastan M B (1994) Science 226: 1821-1828

Shi L, Nishioka WK, Th'ng J Bradbury EM.
Litchfield I)W, Greenberg AH (1994) Science 263:
1143-1145

Meikrantz W, Gisselbrecht S Tam SW, Schle-
gel R (1994) Proc Natl Acad Sei USA (1994) 91: 3754-3758
Hoang AT, Cohen KJ, Barret JF, Bergstrom DA,
Dang C V (1994) Proc Natl Acad Sei USA 91: 6875-6879

Freeman RS, Estus S Jonhson EM (1994) Neuron 12:
343-355
Gazzit Y, Erdos GW (1994) Cancer Res 54: 950-960

Bravo R (1990) W: Habenicht (red) Growth factors, differen-
tiation factors and cytokines, Springer-Verlag, Berlin

Angel M, Karin P (1991) Biochim Biophys Acta 1072:
129-157

Ramhsdorf HJ (1994) W: Angel PE i Herrlich PA (red), The
Fos and Jun families transcription factors. CRC Press, Boca
Raton FL str. 169-189

Sikora E, Grassilli E Bellesia E Troiano L,
Franceschi C (1993) Biochem Biophys Res Commun 192:
386-391

Sikora E, Grassilli
E, Barbieri D, Frances chi
Res Commun 197: 709-715
Marti A, Jehn B, Costello E Keon N, Ke G,
Martin F, Jaggi R (1994) Oncogene 9: 1213-1223
Kaminnska B, Filipkowski RK, Zurkowska G,
Lason W, Przewtocki R, Kaczmarek L (1994) Europ
J Neurose 6: 1558-1566

Kim R, Beck WT (1994) Cancer Res 54: 4958-4966
Mollinedo F,GajateC, Modolell M (1994) Biochem
J 302: 325-329
Ham J, Babij

E, Radziszewska E Bellesia
C (1993) Biochem Biophys

C, Whitfield J, Pfarr CM, Lal-

lemand D, Yaniv M, Rubin LL (1995) Neuron 14:
927-939
Tong L Pcrez-Polo JR (1995) Neurosci Lett 191:
137-140
Walker PR, Kwast-Wclfeld J Gourdeau H, Le-

blanc J Neugebauer W, Sikorska M (1993) Exp Cell
Res 207: 142-151

Goldstone SD, Lavin M F(1994) Oncogene 9: 2305-2311
Helmberg A,Auphan N,CaellesC, Karin M (1995)
EM BO J 14: 452-460

Schreiber M, Bauman B, Cot ten
Wagner EF (1995) EM BO J 14: 5338-5349
Goldstein S (1990) Sc/Vm/e 249: 1129-1113
Vojta PJ, Barretr JC (1995) Biochim Biophys Acta 1242:
29-41

Hayflick L (1992) Exp Gerontol 27: 363-368

Sikora E (1993) Post Biochem 39: 212-220

Seshadri T,Campisi J (1990) Science 247: 205-209
Riabowol K, Schiff J, Gilman M (1992) Proc Natl
Acad Sei USA 89: 157-161

Sikora E, Kaminska B Radziszewska E Kacz-
marek L (1992) FEBS Lett 312: 179-182

Richter KH, Afshari CA, Annab LA, Burkhart
BA, Owen RD, Boyd JB Barrett JC (1991) Cancer Res
51: 6010-6013

Stein GH, Drullinger LF, Robertorye RS Pere-
ira-Smith O M, Smith JR (1991) Proc Natl Acad Sei USA
88: 11012-11016
Stein GH, Beeson
666-669

Weinberg RA (1995) Cell 81: 323-330
Grzelakowska-Sztabert B (1995) Kosmos 44: 323-352
Lucibello FC (1993) J Cell Sei 105: 123-133

D uli¢ V (1993) Proc Natl Acad Sei USA 90: 11034-11038

M, Angel P.

M, Gordon L (1990) Science 249:

POSTEPY BIOCHEMII 42(2), 1996



51. MeClung JK, Jupe ER, Liu XT, Dell’Orco RT
(1995) Exp Gerontol 30: 99-124

52. Wang E, Lin SL (1986) Exp Cell Res 167: 135-143

53. Wang E Lee M-J, Pandcy S (1994) J Cell Biochem 54:
432-439

54. Noda A,NingY,Venable SF,Pereira-Smith OM,
Smith JR (1994) Exp Cell Res 211: 90-98

55. Dimitri GP, Lee X, Basile G, Acosta M, Sco 1l G,
RoskelleyC, Medrano MM, Linskens M, Rubelj
I, Pereira-Smith OM, Peacocke M, Campisi
J (1995) Proc Natl Acad Sci USA 92: 9363-9367

56. Jaruga E (1994) Post Biochem 40: 161-165

57. Padney S, Wang E (1995) J Cell Biochem 58: 135-150

58. Wang E, Padney S (1995) J Cell Physiol 163: 155-163

59. Wang E (1995) Cancer Res 55: 2284-2292

60. Reed JC (1994) J Cell Biol 124: 1-6

61. Lane DP (1992) Nature (Lond) 358: 15-16

62. Lane DP (1993) Nature (Lond) 362: 786-787

63. Miyashita T, Harigai M, Han ada M, Reed JC
(1994) Cancer Res 54: 3131-3135

64. Shy JW, Pereira-Smith OM. Wright WE (1991)
Exp Cell Res 196: 33-39

65. Kulju KS, Lehman JM (1995) Exp Cell Res 217: 336-334

66. EI-DeiryWS, TokinoT, ValculesuVE, Levy DB
Parsons R Trent JM, Lin D, Mercer WE. Kinzlcr
KW, Vogelstcin B (1993) Cell 75: 817-825

67. Gotz C, Montenrah M (1995) Int J Oncol 6: 1129-1135

68. Parker SB, Eichele G, Zhang G. Rawls A Sands
AT. Bradley A Olson EN, Harper JW, EHedge SJ
(1995) Science 267: 1024-19027

69. Michieli P,Chedid M, Lin D, Pierce JH, Mercer
W E, GivolD (1994) Cancer Res 54: 3391-3395

Artykut dedykuje Pani Profesor Zofii Zielinskiej,

mojej drogiej, wieloletniej Szefowej.

Dekarboksylaza ornitynowa jedynym nieubikwitynowa-
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l. Wstep

Biatka komdrkowe pozostajg w dynamicznym sta-
nie syntezy i degradacji. Procesy degradacyjne po-
szczegOlnych biatek odznaczajg sie wysoka selektyw-
noscig iprzebiegaja z r6zng szybkos$cia. Tak wiec, czas
zycia biatek wewnatrzkomoérkowych moze sie roznié
o kilka rzedéw wielkosSci, poczynajac od biatek regula-
torowych degradowanych szybko i w $cisle oznaczo-
nym czasie, do biatek strukturalnych czesto o bardzo
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dtugim okresie péttrwania.

W komorkach ssakéw wyr6zni¢ mozna dwa de-
gradacyjne systemy proteolityczne o doktadnie okres-
lonych funkcjach tj. system lizosomalny i pozalizoso-
malny [1]. W lizosomach degradowane sa biatka
zewnatrzkomdrkowe dostajagce sie do komorki np.
w procesie endo- czy pinocytozy, natomiast lizosomal-
na degradacja biatek wewngtrzkomérkowych zacho-
dzi gtéwnie w czasie stresu np. gtodu. Gidwnym
pozalizosomalnym systemem proteolitycznym jest, in-
tensywnie badany w ostatnich latach, zalezny od ATP
szlak ubikwityna/26S proteasom opisany w licznych
pracach przeglagdowych [1-8].

Istotnym sktadnikiem tego szlaku jest ubikwityna*
przytgczana kowalencyjnie, z utworzeniem taricucha
multiubikwitynowego, do substratu biatkowego w wy-
niku reakcji kaskadowej, w ktorej biorg udziat 3 en-
zymy (EI, E2 i E3) oraz ATP. Modyfikacja biatka przez
multiubikwitynacje stanowi sygnat do jego degradaciji,
ktéra zachodzi w 26S proteasomach — wielkich
biatkowych kompleksach multienzymatycznych
(Ryc. 1). Ubikwityna z przytagczonym don biatkiem
zostaje rozpoznana i przytgczona do podjednostki
regulatorowej kompleksu proteolitycznego 26S prote-
asomu. tancuch biatkowy ulega rozfatdowaniu itrans-
lokacji do wnetrza cylindrycznej, aktywnej proteolity-
cznie podjednostki 20S, gdzie jest degradowany do
krotkich peptydow. Jednoczes$nie obserwuje sie recyk-
lizacje ubikwityny — jej tancuch zostaje odtgczony od
proteasomu i roztozony na pojedyncze czasteczki, by
maoc ponownie uczestniczy¢ w metabolicznym znako-
waniu biatek majacych podlega¢ degradaciji.

podjednostki regulatorowe

19S
ubikwityna
I\

©

NS 20S

biatko roteasom j [i-', .,
p podjednostka o kretkie

26S 20S aktywna

peptydy

proteolitycznie

1. Hipotetyczny szlak degradacji biatka ubikwityna/protea-
som (wg [5]).

Proteoliza zalezna od ubikwityny/proteasomu nie
ogranicza sie tylko, jak sgdzono do niedawna, do
biatek uszkodzonych o nieprawidtowej strukturze.
Degradacji na tej drodze ulegajg réwniez biatka struk-
turalne i konstytutywne, a takze enzymy regulujgce
szlaki biosyntetyczne i biatka regulatorowe takie jak
np. niektére czynniki transkrypcyjne, biatkowe produk-
ty onkogendw, czy biatka cyklu komdrkowego [8].
Tym samym degradacja biatek jest niezwykle efektyw-
nym sposobem regulacji procesow wewnatrzkomor-
kowych.

* O strukturze i funkcji ubikwityny pisata U. Piotrows -
ka Post Biochem (1993) 39: 8-15
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Przykiadem enzymu o znaczeniu regulacyjnym jest
dekarboksylaza ornitynowa (ODC), bedaca jedynym
dotychczas znanym biatkiem, ktérego degradacja za-
chodzi w 26S proteasomach w procesie niezaleznym od
ubikwityny.

Il. ODC i jej rola w regulacji biosyntezy
poliamin

Biosynteza poliamin, niskoczgsteczkowych, wielo-
funkcyjnych polikationéw obecnych w kazdej komor-
ce roslinnej i zwierzecej, regulowana jest przez ODC
[9-12], W organizmach eukariotycznych ODC jest
biatkiem niezwykle labilnym, o najkrotszym sposrod
enzymoOw ssakow okresie po6ttrwania [12] (w nie-
ktérych tkankach nie przekracza on 5 minut). Umoz-
liwia to precyzyjng i szybkg modulacje jej stezenia,
charakterystyczng dla biatek regulatorowych i en-
zymow regulujacych szlaki biosyntetyczne [13], Istot-
nie, ODC odpowiada zmiang aktywno$ci na szereg
fizjologicznych i niefizjologicznych bodzcow [9-11].
Jest réwniez, a moze przede wszystkim, zalezna od
stezenia swoich bezposrednich (diamina, putrescyna)
i posrednich (poliaminy — spermidyna i spermina)
biosyntetycznych produktéw. Powyzsza regulacja jest
forma sprzezenia zwrotnego o unikalnym charakterze,
gdzie allosteryczna inhibicja zostata zastgpiona prote-
olityczng degradacjg. W interakcji tej poSredniczy
niezwykte biatko regulatorowe o nazwie antyzymu,
zapewniajace optymalny w danych warunkach fizjo-
logicznych poziom poliamin, zwigzkdw niezbednych
do prawidtowego funkcjonowania komérki lecz silnie
toksycznych w nadmiarze [ 14], Regulowana degrada-
cja ODC zostata przedstawiona w artykutach prze-
gladowych autorstwa znakomitych znawcéw przed-
miotu [15, 16].

I11. Odkrycie antyzymu jako specyficznego
inhibitora ODC

Dwudziestoletnig historie badan antyzymu zapo-
czatkowato odkrycie w 1976 r. w pracowni Cane 1-
la kisa inhibitora ODC, indukowanego przez poli-
aminy zaré6wno w komdrkach hodowanych in vitro,
jak iin vivo w watrobie szczura [17, 18]. Inhibitor ten,
nazwany przez swoich odkrywcow antyzymem ODC
jest niewielkim (26.5 kDa), labilnym biatkiem. Jego
indukcje przez poliaminy hamuje cykloheksoimid. lecz
nie hamuje aktynomycyna D, zachodzi ona zatem na
poziomie posttranskrypcyjnym [17, 18]. Antyzym wy-
kazuje wysokie powinowactwo do ODC i hamuje ja
niekompetycyjnie, tworzgc enzymatycznie nieaktyw-
ny, ale odwracalny kompleks [18, 19]. Odwracalna
inhibicja ODC przez antyzym wskazuje, ze jako taki
nie degraduje on enzymu, a wiec nie dziata jako
proteaza.

Liczne badania prowadzone w latach osiemdziesig-
tych potwierdzity obecno$¢ antyzymu w formie wolnej
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lub zwigzanej w kompleksie z ODC w rdznorodnym
materiale biologicznym [20-25], Antyzym znajdowa-
no rowniez w komadrkach w nieobecnos$ci egzogennych
poliamin [20, 22, 24, 25] co sugeruje jego fizjologiczng
role w regulacji aktywnos$ci ODC. Obecnie wiadomo,
ze antyzym wystepuje powszechnie w tkankach wyz-
szych Eukariota, takich jak ssaki, ptaki i ptazy [15].
Antyzym z watroby szczura oczyszczono do homogen-
nosci [26], otrzymano przeciwko niemu monoklonal-
ne przeciwciata [27], co pozwolito na sklonowanie
cDNA, z czeSciowg sekwencjg kodujaca antyzym (Z 1)
[28]. Uzywajac go jako sondy sklonowano gen anty-
zymu szczurzego [29], a nastepnie gen antyzymu
z Xenopus laeuis [30].

Intrygujacy okazat sie molekularny mechanizm in-
dukcji antyzymu przez poliaminy. Zwiekszonej ilosci
antyzymu w komdrce nie towarzyszy bowiem wzrost
stezenia jego mMRNA, wskazujac, zgodnie z wczesniegj-
szymi doniesieniami [17, 18] na to, ze poliaminy
indukujg antyzym przez stymulacje translacji mRNA
[28]. mMRNA antyzymu kodowany jest w dwdch
otwartych ramkach odczytu, za$ poliaminy stymulujg
jego translacje poprzez programowane przesuniecie
ramek odczytu [31,15]. Jest to pierwszy znany przypa-
dek regulacji na tej drodze genow eukariotycznych,
dotychczas spotykanej jedynie wsrod genow wiruso-
wych [32].

IV. Rola antyzymu w degradacji ODC

Mozliwos$¢ udziatu antyzymu w degradacji ODC
rozwazali juz jego odkrywcy [17]. Przemawiat za nim
m.in. fakt, ze wywotywane przez poliaminy zaréwno
spadek aktywnosci istezenia biatka ODC, jak iinduk-
cja antyzymu hamowane byly przez inhibitory syntezy
biatka, lecz nie RNA [33-36, 17]. Badania prowadzone
w nieobecnosci i obecnosci egzogennych poliamin
potwierdzaty, ze tworzenie kompleksu ODC z anty-
zymem skracato czas pottrwania ODC, a zatem przy-
spieszato degradacje enzymu [19, 22].

Bezposrednich dowodéw dostarczyty badania pro-
wadzone na komérkach HTC trwale transfekowanych
cDNA antyzymu, ZI, bedgcego pod kontrolg promo-
tora indukowanego przez glukokortykoidy [37, 38].
W zastosowanym modelu doswiadczalnym rozdzielo-
no wptyw antyzymu od wptywu poliamin, bowiem
w transfekowanych komdrkach ekspresja genu anty-
zymu ZI i indukcja jego aktywnos$ci nastepowata po
podaniu deksametazonu. Towarzyszyta im szybka
degradacja endogennej ODC, o czym S$wiadczyt spa-
dek jej aktywnoSci iilosci biatka enzymatycznego, oraz
skrocenie okresu péttrwania [37, 38], W komédrkach
HZ7, w ktérych antyzym po podaniu glukokortykoidu
ulegat ekspresji, nie obserwowano po zmianie pozywki
typowej indukcji aktywnos$ci ODC, lecz jej spadek
z réwnoczesnym skroceniem okresu pottrwania en-
zymu (Ryc. 2). Towarzyszyto mu obnizenie wewnatrz-
komérkowego poziomu putrescyny ispermidyny, oraz

POSTEPY BIOCHEMII 42(2), 1996

(50) (84)

4y
o

(72)

H
o

W
o

Aktywnos¢ ODC
N
(@]

10
15)  (12)
s A A
0 2 4 6 8 godz.

Czas po zmianie pozywkKi

Ryc. 2. Wptyw deksametazonu na indukcje ODC w komérkach
HZ7. Pozywka kontrolna (0), pozywka zawierajaca (a)
1pM deksametazon. Czas p6ttrwania ODC (w min) podano
w nawiasach (wg [38]).

zahamowanie wzrostu komérek $wiadczace o wazkiej,
fizjologicznej roli antyzymu w metabolizmie poliamin
[38], Dalszy postep przyniosto opracowanie i za-
stosowanie metody oznaczania degradacji ODC in
vitro w ekstraktach komérek CHO, oraz w lizatach
retikulocytéw krolika lub szczura [39-41]. Uzyte eks-
trakty roznity sie stezeniem endogennego antyzymu;
w lizacie retikulocytéw byto ono wysokie, na co
wskazywata wyrazna degradacja ODC zachodzaca
réwniez pod nieobecno$¢ egzogennego antyzymu [41].
W ekstrakcie komérek CHO egzogenny, oczyszczony
antyzym stymulowat degradacje ODC, ktdra osiggata
najwyzszy poziom gdy stosunek antyzym/ODC zblizat
sie do 1 [39]. Antyzym indukowany byt przez sper-
midyne dodang do pozywki, w ktérej rosty komdarki
CHO, czemu towarzyszyta zwiekszona degradacja
ODC [40], Natomiast spermidyna dodana in vitro,
bezposrednio do mieszaniny degradacyjnej nie wywie-
rata zadnego wptywu [39]. Ponadto wykazano, ze
przeciwciata skierowane przeciwko antyzymowi ha-
mowaty degradacje ODC [40].

Powyzsze badania, dzieki zastosowaniu Scisle kont-
rolowanych warunkéw degradacji ODC in vitro, umo-
zliwity nie tylko wykazanie udziatu i roli antyzymu
w tym procesie, ale takze ustalenie rodzaju czynnego
uktadu proteolitycznego (patrz rozdz. V).

V. ldentyfikacja systemu proteolitycznego
czynnego w degradacji ODC

Udziat w proteolizie ODC lizosoméw oraz kalpain,
proteaz pozalizosomalnych zaleznych od wapnia, wy-
kluczono w badaniach przeprowadzonych z uzyciem
réznego typu inhibitoréw. Zwigzki zmieniajgce wew-
natrzlizosomalne pH, jak réwniez specyficzne inhibito-
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ry lizosomalnych proteaz i kalpain nie hamowaty
degradacji ODC w komodrkach chomiczych i mysich
[36,42, 43]. Proces degradacji ODC zalezat natomiast
od ATP, nie zachodzit bowiem w komoérkach ssakéw
i w lizacie retikulocytéw w nieobecnosci ATP, czy
uktadu regenerujacego ten nukleotyd, lub w obecnosci
inhibitorow oksydacyjnej fosforylacji [36, 39, 43, 44],

Zalezno$¢ degradacji ODC od ubikwityny badano
przy uzyciu komoérkowych mutantdw termowrazli-
wych. W mutantach tych, w podwyzszonej, nieper-
misywnej temperaturze, na skutek labilnoSci enzymu
El aktywujgcego ubikwityne, zahamowana byta pro-
teoliza zalezna od ubikwityny, ale nie degradacja ODC
[36, 42]. Niezalezno$¢ proteolizy ODC od ubikwityny
potwierdzity tez badania in vitro w lizacie retikulocy-
tow zawierajacym wszystkie sktadniki systemu proteo-
litycznego zaleznego od ubikwityny [44], Usuniecie
z lizatu ubikwityny, enzymu EI, czy tez wszystkich
enzyméw (EIl, E2, E3) niezbednych do zwiazania
ubikwityny z substratem biatkowym nie hamowato
degradacji ODC, natomiast catkowicie zapobiegato
degradacji lizozymu, ktory jest przyktadem biatka de-
gradowanego na drodze zaleznej od ubikwityny [44].

26S proteasom, ktory do tej pory uwazano za
specyficzny wobec zubikwitynowanych biatek, okazat

100

5 20

60 120 180 240 300
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Ryc. 3. Wpltyw immunoprecypitacji proteasomu na degradacje
ODC w lizacie retikulocytow. Do lizatu szczurzych retiku-
locytow dodawano immunoglobuline (IgG) kontrolng (0),
lub przeciwciato specyficzne wobec proteasomu (¢) i bada-
no degradacje oczyszczonej, egzogennej [35S] ODC. Za
100% aktywnosci przyjeto degradacje ODC w nieobecno-
$ci dodanego przeciwciata (wg [41]).
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sie proteazg degradujgcg ODC. I tak immunoprecypi-
tacja 26S proteasomu z ekstraktu komoérek HRC,
CHO [43] lub lizatu retikulocytéw [41] hamowata
zalezng od antyzymu i ATP degradacje ODC (Ryc. 3),
a rekonstrukcja systemu degradacyjnego nastepowata
po dodaniu oczyszczonego, aktywnego preparatu 26S
proteasomu [43]. Podobnie w lizacie retikulocytéw
degradacja ODC przebiegata efektywnie we frakcji
zawierajacej 26S proteasom, a hamowato jg przeciw-
ciato specyficzne wobec podjednostki C9 wchodzacej
w sktad kompleksu 26S proteasomu [45]. W ekstrak-
cie z drozdzy i w lizacie retikulocytéw krélika wy-
odrebniono 3 kompleksy biatkowe (jednostka katality-
czna 20S i 2 podjednostki regulatorowe 19S) sktadajg-
ce sie na 26S proteasom i wykazano ich niezbedno$¢
zarowno dla zaleznej od antyzymu degradacji ODC,
jak i zaleznej od ubikwityny degradacji RNazy [46],
Ostatnio udato sie zrekonstruowaé system degraduja-
cy ODC in vitro, ktéry sktadat si¢ z oczyszczonej ODC
z komérek CHO, oczyszczonego 26S proteasomu
z watroby szczura i rekombinanta antyzymu [47].
W tym uktadzie, w obecnosci ATP, ODC ulegata
endoproteolizie z utworzeniem krétkich 5-11 amino-
kwasowych peptydéw [47],

Przedstawiony wybér prac pochodzi gtéwnie
z dwoch znanych os$rodkéw — japonskiego i izraels-
kiego, specjalizujgcych sie w problematyce degradacji
ODC zaleznej od antyzymu i degradacji biatlek na
szlaku ubikwityna/proteasom. Dostarczyty one prze-
konywajacych dowodow na to, ze zalezna od ATP
i antyzymu nielizosomalna degradacja ODC zachodzi
bez udziatu ubikwityny w kompleksie proteolitycznym
26S proteasomu.

VI. Struktura ODC a jej degradacja

Strukturalne elementy ODC, od ktérych zalezy jej
wewnatrzkomorkowa degradacja i role jakg w niej gra
antyzym poznano w duzej mierze dzieki kolejnym
pracom Coffino i wsp. [48-52]. Punktem wyjscia
byty badania poréwnawcze dotyczace wiasciwosci
i struktury ODC z komoérek gryzoni i pasozyta
Trypanosoma brucei. Obydwa enzymy byly homo-
dimerami, a réznice sekwencji monomerdw dotyczyty
gtdéwnie niewielkiego odcinka C-koricowego, ktory nie
wystepowal w enzymie z Trypanosoma. Wiasciwosci
enzymatyczne obydwu ODC byty zblizone, enzymy te
réznity sie natomiast zasadniczo stabilnoscig; ODC
z Trypanosoma, w przeciwienstwie do mysiej ODC,
byta enzymem stabilnym, nieregulowanym przez poli-
aminy. Jako modelu doswiadczalnego uzyto zmutowa-
ne komorki CHO pozbawione endogennej aktywnosci
ODC. Transfekowano je plazmidami zawierajgcymi
DNA kodujgce ODC o odpowiedniej strukturze a na-
stepnie badano aktywno$¢, interakcje z antyzymem
i szybko$¢ degradacji genetycznie zmienionej ODC.

Stwierdzono, ze odcinkiem odpowiedzialnym za
szybkg degradacje mysiej ODC jest jej domena C-
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Ryc.4. Struktura monomeru mysiej ODC z zaznaczonymi domena-
mi funkcjonalnymi. Mysia ODC jest homodimerem, ktérego
podjednostki zbudowane s z 461 aminokwaséw. W sktad
kazdego z dwoéch miejsc zwigzanych z aktywnoscig en-
zymatyczng wchodzg aminokwasy potozone na obu podjed-
nostkach; dysocjacji dimeru na monomery (np. pod wpty-
wem wysokiego stezenia soli) towarzyszy utrata aktywnosci
ODC [26]. W kazdym monomerze wyr6zni¢ mozna 2 regio-
ny PEST (bogate w proline, P, kwas glutaminowy, E, seryne,
S, treonine, T), ktére zgodnie z hipoteza PEST maja
odgrywac istotng role w degradacji krotko zyjacych biatek
[58]. Tylko drugi region PEST lezy w domenie odpowiedzial-
nej za degradacje ODC. Antyzym ma réwniez 1region PEST,
ale nie jest on zwiagzany z zadng domeng funkcjonalna.

koncowa (Ryc. 4), bowiem ODC pozbawiona 37
aminokwasow na C-koncu stawata sie biatkiem stabil-
nym przy zachowanej w petni aktywnosci katalitycznej
[48, 53],

Znaczenie regionu C-terminalnego dla szybkosci
degradacji ODC potwierdzity tez badania prowadzone
zaréwno w lizacie retikulocytéw [54], jak i na komdr-
kach HM Oa, w ktérych przyczyng stwierdzanej stabil-
nosci ODC okazata sie zamiana tylko jednego amino-
kwasu (Cys 441 -+ Trp) potozonego w tym rejonie [55],

Ostatnio stwierdzono réznice w sekwencji nukleo-
tydowej cDNA ODC otrzymanej z ludzkich tkanek
hepatoma i tkanek prawidtowych tego samego pacjen-
ta [66]. Po translacji w lizacie retikulocytow otrzyma-
no zmutowang ODC kroétsza o blisko 50 amino-
kwasow C-koricowych. Biatko to byto stabilne w sys-
temie degradacyjnym zaleznym od antyzymu i ATP, co
moze ttumaczy¢ wysoka aktywno$¢ ODC znajdowang
w badanych tkankach nowotworowych [56].

Mysia ODC wigzata sie z antyzymem in vitro,
natomiast w przypadku enzymu z Trypanosoma nie
stwierdzono takiej interakcji [49]. Aby zlokalizowaé
region odpowiedzialny za wiazanie antyzymu przez
mysig OD C skonstruowano metodami inzynierii gene-
tycznej szereg biatek — chimer, zbudowanych z ODC
mysiej i Trypanosoma. Mysia ODC, w Kktorej zas-
tagpiono odcinek pomiedzy 117 a 140 aminokwasem na
odpowiadajgcy mu region ODC pasozyta nie wigzata
antyzymu i nie byta przez niego hamowana, a w bada-
niach in vivo nie byta regulowana przez egzogenne
poliaminy. Zatem ten region mysiej ODC byt od-
powiedzialny za wigzanie antyzymu [49].

Interakcja ODC z antyzymem jest warunkiem nie-
zbednym, lecz nie wystarczajagcym do tego aby za-
chodzita degradacja ODC. Dobrym tego przyktadem
byta chimera zbudowana z N koncowych 315 amino-

POSTEPY BIOCHEMII 42(2), 1996

kwaséw ODC mysiej i C-korica ODC z Trypanosoma
[51]. Biatko to wigzato antyzym i byto przez niego
hamowane, lecz nie ulegato degradacji na skutek braku
wspomnianych sekwencji C-koncowych charakterys-
tycznych dla mysiej ODC [51]. Podobnie zachowywat
sie, badany w lizacie retikulocytéw, mutant ODC,
Del-6, pozbawiony C terminalnego odcinka amino-
kwasowego [54],

Stabilnos¢ ODC z Trypanosoma brucei wynika, jak
wykazano ostatnio, nie tylko z budowy tego biatka, ale
réwniez z braku antyzymu i z obecno$ci czynnikéw
inhibitorowych w komérkach pasozyta [57], Mysia
ODC, ktora ulegata ekspresji w Trypanosoma byta
bowiem catkowicie stabilna, a szczurzy antyzym hamo-
wat jej aktywnos$¢, lecz nie indukowat degradacji [57],

VI1Il. Funkcjonalne domeny antyzymu

Podobnie jak ODC, réwniez czasteczka antyzymu
okazata sie zréznicowang funkcjonalnie. W badaniach
prowadzonych przez trzy niezalezne zespoty badaczy,
znaleziono przy uzyciu strukturalnych mutantéw an-
tyzymu (otrzymanych w wyniku ekspresji cDNA anty-
zymu z delecjami w $cisle okre$lonych regionach), dwie
rézniace sie funkcjonalnie domeny w jego czasteczce
[52, 54, 59]. C-terminalna i Srodkowa cze$¢ czasteczki
antyzymu byta odpowiedzialna za wigzanie ODC,
a takze jej inaktywacje i zmiany konformacyjne, lecz
nie za indukcje degradacji. Do destabilizacji ODC
niezbedny byt dodatkowy, wewnetrzny region, ktérego
szczeg6towa funkcja nie zostata dotychczas wyjas-
niona [52, 54, 59],

Przedstawione badania wskazuja, ze inaktywacja
ODC ijej degradacja zalezg od odpowiednich domen
zaréwno w czasteczce ODC jak iantyzymu. Inaktywa-
cja wymaga obecnosci specyficznych miejsc wigzacych
— ODC w czasteczce antyzymu i antyzymu w cza-
steczce ODC. Natomiast degradacja zalezy od C-
koncowego destabilizujgcego segmentu ODC, oraz od
specyficznego segmentu antyzymu, réznego od miejsca
wigzgcego ODC.

VIIl. Konstytutywna (podstawowa) i regulo-
wana degradacja ODC

W zalezno$ci od warunkéw w jakich znajduje sie
komoérka, Coffino i wsp. rozrézniali dwa typy
degradacji proteolitycznej, ktérym moze ulegaé ODC
[48-51]. Degradacja konstytutywna (podstawowa) by-
ta zwigzana z niestabilnoscig biatka ODC jako takie-
go, podczas gdy degradacji regulowanej, zaleznej od
antyzymu, ulegata ODC w komérkach traktowanych
egzogennymi poliaminami. Starano sie znalez¢ regiony
czasteczki ODC odpowiedzialne za okreSlony typ
degradacji, zadajac jednocze$nie pytanie, czy szlaki
degradacji konstytutywnej i regulowanej sg zbiezne,
czy tez w petni niezalezne [51].

Inna grupa badaczy, stosujac ukiad degradacyjny

117



lizatu retikulocytow wykazata, ze in vitro mechanizm
degradacji podstawowej i regulowanej jest taki sam
i zalezy od antyzymu [54], Na tej podstawie za-
proponowano model ogdlnej degradacji ODC, ktory
bedzie musiat by¢ jeszcze jednak potwierdzony w ba-
daniach z uzyciem nieuszkodzonych komoérek. Zgod-
nie z tym modelem degradacja podstawowa ODC
zachodzi przy udziale endogennego antyzymu i jest
przyspieszana przez egzogenny antyzym [54], ktéry
mozna zatem nazwa¢ mediatorem destrukcji ODC.

Problem podstawowej i regulowanej degradacji ODC
iudziatu w obu tych procesach antyzymu jest kontrower-
syjny i pozostaje otwarty. Badacze zgodni sg natomiast
co do sekwencji wydarzen prowadzacych do degradacji
ODC przy udziale antyzymu (patrz rozdz. IX).

IX. Degradacja ODC przebiegajaca przy
udziale antyzymu

Zgodnie z proponowang hipotezg o zaleznej od
antyzymu degradacji ODC proces ten przebiega dwu-
etapowo [51, 52, 54, 15]. Pierwszy etap, odwracalny,
zapoczatkowuje zwigzanie antyzymu z ODC poprzez
specyficzne sekwencje wigzgce obecnie zaré6wno w czg-
steczce ODC jak i antyzymu (Ryc. 5). Potaczone jest to
ze znikaniem dimeréw ODC i pojawianiem nieaktyw-
nych Kkatalitycznie monomerdw $cisle potgczonych
z antyzymem. Szybka wymiana podjednostek pomie-
dzy dimerami ODC, stwierdzana takze w warunkach
fizjologicznych [60], utatwia¢ moze wigzanie z anty-
zymem i przemawia za tym, ze antyzym nie powoduje
aktywnej dysocjacji homodimerow, ale raczej oddzia-
tywuje z monomerami, ktére sg z nimi w rownowadze.
Interakcja z antyzymem indukuje zmiany konfroma-
cyjne monomeru ODC, w wyniku ktérych nastepuje
odstoniecie, uprzednio niedostepnych, C-terminalnych
sekwencji destabilizacyjnych. Ich zablokowanie przez
specyficzne przeciwciata zapobiegato degradacji ODC
[51], Odstoniecie ukrytej domeny C-koncowej ODC
umozliwia drugi, juz nieodwracalny etap, czyli zalezng
od ATP wiasciwg degradacje proteolityczng przez 26S
proteasomy. Zalezy ona, jak powiedziano, réwniez od
specyficznej, réznej od regionu wigzacego, domeny
antyzymu o nieznanej dotychczas funkcji. Mozna
domniemywaé [52], ze domena ta bezposrednio, lub
posrednio przez inne elementy komoérkowe, utatwia
tworzenie kompleksu z podjednostkg regulatorowa
26S proteasomu, aktywuje jg lub tez zmienia jej
specyficzno$é. W czasie degradacji ODC czasteczki
antyzymu zostajag uwolnione i ulegaja recyklizacji,
wigzac sie z nastepnymi monomerami ODC [54],

X. Uwagi koncowe

Na postawione w tytule pytanie — czy ODC jest
jedynym biatkiem degradowanym przez 26S proteaso-
my bez udziatu ubikwityny — nalezy na obecnym

stanie naszej wiedzy odpowiedzie¢ twierdzaco. Nie-
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rzadka jest jednak opinia, ze ODC nie jest pod tym
wzgledem biatkiem unikalnym, a znalezienie innych
jest tylko kwestig czasu [15. 46],

Niezwykle interesujgca, nie do konica poznana, jest
funkcja 26S proteasomu, ktory okazat sie multikomp-
leksem proteolitycznym zdolnym do degradacji biatek
zar6wno na szlaku zaleznym jak i niezaleznym od
ubikwityny. Réwnie intrygujaca jest rola antyzymu;
nie wiadomo czy uczestniczy on aktywnie w potgcze-
niu kompleksu antyzym-ODC z proteasomem, czy
tylko oddziatywuje posrednio poprzez zmiany konfor-
macji ODC. Nie znane, zapewne inne niz w przypadku
ubikwityny, jest tez biatko podjednostki regulatorowej
proteasomu, ktére uczestniczy w tym wigzaniu. Funk-
cje antyzymu przyréwnuje sie czasem do onkobiatka
E6 z wirusa brodawczaka ludzkiego, ktére uczestniczy
w degradacji biatka p53 na etapie poprzedzajgcym jego
ubikwitynacje [43, 52, 54],

Nalezy dodaé, ze degradacja ODC nie jest jedynym
procesem komdérkowym kontrolowanym przez anty-
zym, ktéry okazat sie biatkiem polifunkcyjnym. Nie-
dawno potwierdzono udziat antyzymu w innym, obok
modulacji biosyntezy poliamin procesie, a mianowicie
w negatywnej regulacji ich transportu [61, 62, 14],
W ten sposob to niezwykite biatko regulatorowe zapo-
biega nadmiarowi poliamin w komoérce kontrolujac
dwa niezalezne procesy — biosynteze poliamin i ich
transport.

Sugeruje sie ponadto mozliwos$¢ oddziatywania an-
tyzymu nie tylko z ODC itransporterem poliamin, ale
z innymi jeszcze czesciowo tylko zidentyfikowanymi
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biatkami docelowymi [51]. Do grupy biatek wigzgcych

sie z antyzymem nalezy tzw.

inhibitor antyzymu,

wykazujacy wyzsze niz ODC powinowactwo do anty-
zymu, o niejasnej funkcji fizjologicznej. Inhibitor anty-
zymu z watroby szczura oczyszczony do homogenno-
Sci [63] okazat sie, podobnie jak ODC, homodimerem
0 krotkim okresie poOttrwania. Biatko to, wigzac sie
z antyzymem, zastepuje ODC w kompleksie ODC-
-antyzym i catkowicie odwraca zahamowanie aktyw-

nosci

ODC przez antyzym [41]. Wychwytywanie

antyzymu przezjego inhibitor sugeruje, ze moze by¢ on
biatkiem regulatorowym stabilizujgcym ODC [64],

Ostatnie lata, dzieki zastosowaniu metod inzynierii

genetycznej, przyniosty ogromny postep w badaniach
mechanizmu molekularnego regulowanej degradacji
ODC, a takze struktury i funkcji uktadéw degraduja-
cych biatka komorkowe. Nasza ciggle niepetna wiedza
na ten temat wskazuje na ztozono$¢ badanych zjawisk
lich fizjologiczne znaczenie dla homeostazy poliamin
w komorce.

Artykut otrzymano 17 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1996 r.
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Addendum

Po ztozeniu niniejszej pracy do druku, w lutym 1996,
ukazaty sie dwie istotne publikacje o sklonowaniu in-
hibitora antyzymu z serca szczura [1], oraz o funkcjonalnej
roli domeny antyzymu potozonej w poblizu N-konca (NAZ)
[2], NAZ potaczony kowalencyjnie z ODC, a takze sfuz-

Wspotdziatanie

czynnikow

jowany z innymi biatkami obnizat ich stabilno$¢ indukujac
degradacje przez proteasomy 26S, niezalezng od ubikwityny.
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Wykaz stosowanych skrétéw: AP-1 — ang. activator protein-

1, biatko aktywatorowe 1, CREB — ang. cyclic AMP-
responsive element binding protein, biatko wigzgce sie z sek-
wencjg CRE; GM-CSF — ang. granulocyte/macrophage

colony stimulatingfactor, czynnik wzrostu kolonii granulocy-
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tow/makrofagéw; INF — interferon; IL2 — interleukina 2;
IP3 — trisfosforan inozytolu; NFAT — ang. nuclearfactor of
activated Tcells, biatko jadrowe z aktywowanych limfocytéw
T; NFkB — ang. nuclearfactor ofkappa chain B cells, czynnik
transkrypcyjny tancuchéw kappa limfocytéw B; PM A — es-
ter forbolu; PHA — fitohemaglutynina; PKC — kinaza
biatkowa C; RHR — ang. Rel homology region, rejon
homologii z biatkiem Rel; TBP — ang. TATA box binding
protein, biatko wigzace sie z sekwencjg TATA; TCR ang.
T-cell receptor, receptor limfocytéw T; TFIl D — ang.
transcription factor Il D, czynnik transkrypcyjny Il D; TNF
— ang. tumor necrosisfactor, czynnik nekrozy nowotworu;
TRE — ang. TPA responsive element, sekwencja regulowana
przez TPA.

l. Wstep

Aktywacja transkrypcji gendéw eukariotycznych
w odpowiedzi na sygnaty zewngtrzkomorkowe wyma-
ga tworzenia wielosktadnikowych komplekséw tran-
skrypcyjnych w obszarach regulatorowych genéw.
Ztozona natura procesu ma duze znaczenie biologicz-
ne, gdyz stwarza nieograniczone mozliwosci regulacji
i zapewnia bezbtedng (przynajmniej teoretycznie) kon-
trole ekspresji genéw. Aby polimeraza RN A Il zainic-
jowata transkrypcje, w obrebie promotora musi po-
wsta¢ kompleks okoto 20 biatek. Kluczowg role od-
grywajg w tym procesie biatka specyficznie wigzgce sie
z sekwencjami regulatorowymi genéw i umozliwiajgce
inicjacje transkrypcji w miejscu startu syntezy mRNA
danego genu. W skiad podstawowego kompleksu
transkrypcyjnego wchodzg czynniki: TFIl1 D (TBP),A,
B, F, E i H przytaczajace sie w okreslonej kolejnosci
i kierujace polimeraze RNA Il do miejsca startu
transkrypcji [1],

Jednakze taki podstawowy zestaw biatek, wystepu-
jacy we wszystkich komoérkach, aczkolwiek niezbedny
w procesie syntezy RNA, kieruje transkrypcjag na
niskim i niezmiennym poziomie. O indukowalnej
i tkankowo-specyficznej ekspresji gendow, odpowie-
dzialnej za zréznicowanie komérek i tkanek organi-
zmu, decydujg indukowalne czynniki transkrypcyjne.
Te tkankowo-specyficzne lub indukowalne biatka mo-
ga dziataé jako aktywatory lub represory transkrypcji
wigzac sie z obszarami regulatorowymi, czesto znacz-
nie oddalonymi od miejsca startu transkrypcji [1].
Zwykle obszary regulatorowe gendéw majg szereg
miejsc dla réznych czynnikow transkrypcyjnych i do-
piero wtasciwa ich kombinacja sprawia, ze gen ulega
ekspresji. Synergistyczne badZz antagonistyczne od-
dziatywania pomiedzy sktadnikami ,maszynerii trans-
krypcyjnej” determinujg swoistos¢ i poziom ekspresji
(Ryc. 1). Wsrod indukowalnych czynnikéw transkryp-
cyjnych szczeg6lng role odgrywa czynnik transkryp-
cyjny AP-1, ktory dziata jako ,molekularny wigcznik”
indukujacy dfugoterminowe zmiany fenotypu komo-
rek. Indukcje czynnika AP-1 badZ gendw kodujacych
jego sktadniki obserwowano w komérkach indukowa-
nych do proliferacji, r6znicowania [2], programowa-
nej $mierci oraz w trakcie pobudzenia komoérek ner-

POSTEPY BIOCHEMII 42(2), 1996

wowych przez bodzce elektryczne badz chemiczne [3].
Przedmiotem artykutu bedag oddziatywania biatek
w obrebie czynnika AP-1 oraz jego wspotdziatanie
z czynnikiem transkrypcyjnym NFAT stanowigce do-
bra ilustracje ztozono$ci mechanizméw kontroluja-
cych ekspresje genow eukariotycznych.

Il. Struktura i mechanizm dziatania komplek-
su transkrypcyjnego AP-1

I1-1. Budowa kompleksu AP-1

Czynnik transkrypcyjny AP-1 (ang. activator prote-
in- 1) zostat zidentyfikowany jako biatko jadrowe wig-
Zgce sie z sekwencjg regulatorowg w promotorze genu
metallotioneiny Ila i regulujgce aktywno$¢ tego pro-
motora in vitro i in vivo [4-5]. Niedlugo potem miejsce
wigzania czynnika AP-1 zidentyfikowano jako ele-
ment odpowiadajagcy na TPA, ester forbolu, stad
okreslenie TRE (ang. TPA responsive element). Sek-
wencje te znaleziono w genach, ktorych ekspresja byta
indukowana w komérkach pod wptywem estrow for-
bolu, kodujacych kolagenaze, metallotioneine lla,
stromielizyne, interleukine 2 [5]. Poréwnanie sekwen-
cji TRE z réznych genéw pozwolito na ustalenie
sekwencji, z ktorg wigze sie czynnik AP-1. Jest to
palindromiczna sekwencja: 5-TGAG/CTCA-3" okres$-
lana mianem TRE albo AP-1 (zaréwno czynnik jak

Enh

m TATA

rdzen promotora

Ryc. 1. Schemat aktywnego kompleksu transkrypcyjnego zawiera-
jacego podstawowe iindukowalne czynniki transkrypcyjne.
Czynniki transkrypcyjne wchodzace wraz z polimeraza
RNA 1l (poi RNA) w sktad podstawowego aparatu trans-
krypcyjnego oznaczone sg literami A, B. E, F, H. TBP
— biatka wigzace sie z sekwencjg TATA. Pozostate oznacze-
nia to: Akt — aktywatory, biatka aktywujace transkrypcje
wigzace sie z sekwencjami wzmacniaczy (Enh); Repr — re-
presory, biatka hamujace transkrypcje wigzace sie z sekwen-
cjami wyciszaczy transkrypcji (Sil) oraz Koakt— koaktywa-
tory, biatka umozliwiajace interakcje miedzy aktywatorami
i podstawowym aparatem transkrypcyjnym.
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sekwencja noszg te samg nazwe) [6].

Obecnie wiadomo, ze czynnik transkrypcyjny AP-1
jest heterogennym kompleksem, w sktad ktérego
wchodzg biatka nalezgce do rodziny Fos iJun. Funk-
cjonalny kompleks AP-1 jest homo- lub heterodime-
rem biatek Fos iJun. Do tej pory zidentyfikowano pieé
biatek Fos; c-Fos, FosB, Delta FosB, Fral i Fra 2 oraz
trzy biatka Jun; c-Jun, JunB, JunD [7],

I1-2. Domeny funkcjonalne biatek Fos i Jun

Biatka z rodziny Fos i Jun nalezg do czynnikow
transkrypcyjnych z grupy ,,bZIP”, tzn. majg domene
zasadowg (b-ang. basie) wigzgcg sie z DNA potgczong
z domena dimeryzacji o strukturze ,,suwaka leucyno-
wego” (ZIP-ang. leucine zipper). Struktura ZIP to
segmenty a-helisy zawierajagce 4 do 5 reszt leucyno-
wych oddzielonych od siebie siedmioma resztami
aminokwasowymi. Periodyczno$¢ rozmieszczenia
reszt leucynowych w peptydzie powoduje ustawienie
ich w tej samej pozycji rotacyjnej wzgledem osi pep-
tydu. Przyjmuje sie, ze dimeryzacja biatek z motywem
ZIP zachodzi dzieki hydrofobowym interakcjom po-
miedzy leucynami domen ,suwaka leucynowego”
dwoch biatek (Ryc. 2) [8-9], Istotnosé domeny suwaka
leucynowego i procesu dimeryzacji biatek dla for-
mowania prawidtowego, funkcjonalnego kompleksu
AP-1, potwierdzaja wyniki analizy delecyjnej gendéw
fos i jun. Delecje zaburzajgce strukture ZIP znoszg
zdolno$¢ biatek c-Fos i c-Jun do tworzenia dimerdw.
Mutacje w innych obszarach genow c-fos i c-jun nie
majg takiego wptywu na dimeryzacje [9],

Domena odpowiedzialna za dimeryzacje biatek
znajduje sie w sagsiedztwie domeny zasadowej uczest-
niczacej w wigzaniu sie biatek z DNA. Przyjmuje sig, ze
tworzenie dimeru utrwala i stabilizuje tréjwymiarowg

domena suwaka
leucynowgo

~4—— domena zasadowa
wiazaca DNA

sekwencja AP-1

Ryc. 2. Struktura czynnika transkrypcyjnego AP-1. Na rycinie
zaznaczono potozenie domen funkcjonalnych oraz N- i C-
konce biatek tworzacych dimer. L — oznacza reszte leucy-
nowg w domenie ,suwaka leucynowego”.
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strukture kompleksu utrzymujagc go we wiasciwej
orientacji przestrzennej wymaganej do wigzania DNA.
Z badan stabilnosci wigzania AP-1 o r6znym skiadzie
z DNA wynika, ze heterodimery c-Fos/c-Jun wigzg
DNA bardziej trwale niz kompleksy zawierajgce ho-
modimery Jun/Jun [10], Istnieje ponadto pewna spe-
cyficznos$¢ w tworzeniu dimerdw z biatkami majgcymi
»Suwak leucynowy”. Biatko c-Fos dimeryzuje z biat-
kami z rodziny Jun, ale nie tworzy homodimeréw
z biatkami Fos oraz z innymi czynnikami transkryp-
cyjnymi: GCN4, CREB czy Myc [11-13],

Za regulowanie transkrypcji przez czynnik trans-
krypcyjny AP-1 odpowiedzialne sg domeny transak-
tywacyjne wchodzacych wjego skiad biatek. Domeny
transaktywacyjne biatek c-Fos i c-Jun zostaty ziden-
tyfikowane przy pomocy analizy delecyjnej koduja-
cych je gendw i metody transkrypcji in vitro [14] oraz
in vivo po transfekcji komorek linii F9 w hodowli [15].
Biatko c-Jun ma domene aktywatorowg (Al), ktéra
jest regulowana przez tkankowo-specyficzny inhibitor
oraz domene regulatorowg (O) [16], Obie domeny
znajdujg sie w N-koncowej czesci biatka i charak-
teryzujg sie wystepowaniem grup kwasnych amino-
kwasoéw [15]. Dwa rejony biatka c-Fos odpowiedzial-
ne sg za jego zdolno$¢ regulowania transkrypcji, jeden
z nich charakteryzujacy sie wystepowaniem kwasnych
aminokwasow, ktéry moze by¢ aktywatorem i drugi
obfitujacy w proline i kwasne aminokwasy [14],

11-3. Mechanizm regulacji
kompleks AP-1

transkrypcji  przez

Przyjmuje sie, ze mechanizm regulacji transkrypcji
przez czynnik transkrypcyjny polega na oddziatywa-
niu czynnika z pewnymi skitadnikami podstawowego
kompleksu inicjujgcego transkrypcje [1]. Ransone
i wsp. przedstawili dane wskazujgce na bezposrednie
oddziatywanie biatek c-Fos i c-Jun z biatkiem TBP
(ang. TATA box binding protein)— biatkiem wigzgcym
sie z sekwencjg TATA, wymagang do transkrypcji
gendw przez polimeraze RNA Il [17], Inne biatka
nalezgce do rodziny Fos; Fos B i Fra 1 mimo iz majg
podobng strukture, nie oddziatywujg z TBP. Analiza
mutacyjna wskazuje, ze zar6wno region zasadowy jak
i domena ,suwaka leucynowego” c-Fos i c-Jun sg
niezbedne do utworzenia stabilnego kompleksu z TBP.
Biatka c-Fos i c-Jun tgczg sie z tym samym 51-
aminokwasowym rejonem C-korica TBP [17], do
ktérego przytgcza sie znane wirusowe biatko aktywa-
torowe EIl A [18], Autorzy sugeruja, ze biatka c-Fos
i c-Jun funkcjonujg jako aktywatory transkrypcji
utatwiajgc czynnikowi TBP tworzenie kompleksu,
ktory zainicjuje synteze RNA.

I11. Skiad kompleksu AP-1 ajego wiasciwosci
biochemiczne

Okreslono potencjalne kombinacje biatek tworzg-
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cych kompleks AP-1 na podstawie badan dimeryzacji
biatek Fos iJun syntetyzowanych in vitro. Szczeg6towa
analiza wtasciwosci kompleksow sktadajacych sie z r6z-
nych kombinacji biatek Fos i Jun, ujawnita subtelne
réznice we wiasciwosciach funkcjonalnych komplek-
sow AP-1.

Chociaz poczatkowo sgdzono, ze wszystkie biatka
Fos iJun reagujg z takg samg sekwencjg AP-1 (TRE),
stwierdzono, ze JunB, w przeciwienstwie do c-Jun, nie
aktywuje promotoréw z pojedynczym miejscem AP-1,
natomiast moze aktywowa¢ promotory majace szereg
miejsc AP-1. Sugeruje to, ze transaktywacja przez
JunB wymaga interakcji szeregu homodimeréw zaj-
mujacych sasiednie miejsca [19].

Stabilno$¢ wigzania komplekséw AP-1 rdzni sie
w zaleznosci od jego sktadu biatkowego. Heterodimery
Fos/Jun wigzg DNA bardziej stabilnie niz homo-
dimery Jun/Jun. W grupach homodimerdw stabilnos$¢
wigzania kompleksu AP-1 z DNA zmienia sie na-
stepujaco w zaleznosci od obecnosci poszczegdlnych
biatek;

— biatka Fos: FosB > Fral > c-Fos
— biatka Jun: c-Jun > JunD > JunB [20].

Sktad podjednostkowy kompleksu AP-1 moze tez
determinowaé jego aktywnos$¢é transkrypcyjng. JunB
nie aktywuje promotoréw z pojedynczym miejscem
AP-1 mimo ze si¢ z nimi wigze. Wigzac sie z miejscem
AP-1, ale nie aktywujac transkrypcji, JunB uniemoz-
liwiat dziatanie innych biatek Jun, byt wiec ich negaty-
wnym regulatorem. Takze biatka Fos majg swoj
negatywny regulator komoérkowy. Nakabeppu
i Nathans [21] opisali naturalnie wystepujace
biatko FosB (delta FosB) krétsze od normalnego FosB
0 101 aminokwasow (ang. truncated FosB). Delta FosB
zachowuje zdolno$¢ do dimeryzacji i wigzania DNA,
ale nie moze aktywowaé transkrypcji. W ten sposob
delta FosB moze wspotzawodniczy¢ z innymi biatkami
luniemozliwia¢ im interakcje z miejscami AP-1.

IV. Zroznicowanie sktadu kompleksu AP-1 in
Vivo

Teoretycznie istnieje szereg kombinacji, ktére moga
tworzy¢ pomiedzy sobg biatka Fos iJun iszereg z nich
uzyskano i analizowano w badaniach nad biatkami
syntetyzowanymi in vitro. Nie oznacza to jednak, ze
wszystkie kombinacje obserwowane in vitro sg rzeczy-
wiscie tworzone w komorkach in vivo. Sg dane wskazu-
jace na istnienie aktywnych homodimeréw Jun. Trans-
fekcja komoérek teratocarcinoma linii F9 (w ktorych
nie ma ekspresji c-Fos i pokrewnych biatek) wektorem
ekspresyjnym z c-jun, pobudza transkrypcje genu
markerowego, zaleznego od AP-1 [7]. Oznacza to, ze
w komérkach F9 dochodzi do tworzenia aktywnego
transkrypcyjnie kompleksu c-Jun/c-Jun. Podobne wy-
niki uzyskano dla JunB iJunD [19, 21].

Uzyskanie danych o realnym skladzie kompleksu
AP-1 w okres$lonych sytuacjach fizjologicznych stato
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sie mozliwe wraz z pojawieniem sie przeciwciat swois-
cie rozpoznajgcych poszczeg6lne biatka Fos i Jun.
Stosuje sie m.in. metode ,supershift”, pozwalajgca
okresla¢ sktad biatkowy kompleksu AP-1. Metoda
polega na preinkubacji ekstraktow biatkowych z prze-
ciwciatami skierowanymi przeciwko poszczeg6lnym
biatkom. Zwiazane przeciwciata z biatkiem powoduje
dodatkowe op6znienie migracji kompleksu DNA-
biatko i pojawienie sie dodatkowego kompleksu
DNA-biatko-przeciwciato rozpoznawanego jako do-
datkowy prazek technikag badania op6znienia migracji
w zelu (ang. gel shift).

Kompleks AP-1 jest indukowany w wielu sytua-
cjach: po pobudzeniu komérek do proliferacji, w trak-
cie programowanej Smierci komoérek, w rozwoju i po
stymulacji komorek uktadu nerwowego przez bodzce
elektryczne i chemiczne, jednakze skiad kompleksu
AP-1 w réznych sytuacjach fizjologicznych jest inny [7,
22-28 i pismiennictwo tam cytowane]. Wyniki witasne
i innych autoréw wskazujg na znaczne roznice i dyna-
miczne zmiany skiadu AP-1. Tabela 1 przedstawia
dynamike zmian w sktadzie AP-1 w médzgu szczura
w rdznych sytuacjach fizjologicznych [23, 24, 26, 28
oraz dane niepublikowane].

Podobne zjawisko wymiany sktadnikéw AP-1 ob-
serwowali Kovary i Bravo [29], ktérzy wykryli
obecnos¢ réznych komplekséw AP-1 w cyklu komér-
kowym fibroblastow. Stwierdzili, ze w trakcie przejscia
G0-G1 wczednie po przebudzeniu przez surowice
wystepuje c-Fos zwigzany z biatkami Jun (c-Jun, JunB,
JunD), a potem c-Fos jest w kompleksie zastepowany
przez biatka Fral i Fra2. Zjawisko zastepowania
biatka c-Fos przez Fral, Fra2 lub FosB moze mieé
duze znaczenie w regulacji aktywnosci AP-1, gdyz np.
Fral i Fra2 hamujg aktywno$¢ c-Jun [30] i sg mniegj

Tabela 1.

Sktad kompleksu AP-1 w mézgu szczura w rdéznych sytuacjach
fizjologicznych

Zr6dto biatka Sktadniki kompleksu AP-1

i stan fizjologiczny

biatka Jun biatka Fos
Kora czuciowa szczura
kontrola Jun D Fos B
deprywacja wzrokowa Jun D Fos B
stymulacja wzrokowa,2h  Jun B. Jun D c-Fos, Fos B
stymulacja wzrokowa, 6 h ~ Jun B, Jun D Fos-B
Kora czuciowa, rozwdj
21 dzien po urodzeniu Jun D, Jun B Fos B. Fra-2, c-Fos

Kora czuciowa 2 h po tre-

ningu Jun D Fos-B
Hipokamp w 2 h po drga-

wkach wywotanych przez

metrazol Jun B
Hipokamp szczura po

drgawkach wywotanych

przez kainian

c-Fos, Fos B

faza wczesna — 2 h Jun B c-Fos, Fos B
faza p6zna — 6 h Jun B c-Fos, Fra-2, Fos B
neurodegeneracja— 72 h Jun D, c-Jun Fos B
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efektywne niz c-Fos w aktywacji transkrypcji. Wyniki
badan nad sktadem i witasciwosciami kompleksu AP-1
rzucajg Swiatto na potencjalny mechanizm regulacji
transkrypcji genéw poprzez wspotdziatanie biatek
tworzacych kompleks i determinujgcych jego aktyw-
no$¢. Wskazuja tez, jak wiele kombinacji moze po-
wsta¢ w grupie Kilku reagujacych ze sobg biatek.

V. Struktura i funkcja kompleksu transkryp-
cyjnego NFAT

V-1. Aktywacja czynnika transkrypcyjnego NFAT

Od kilku lat pojawiajg sie doniesienia o bezposred-
nich, fizycznych oddziatywaniach miedzy czynnikami
transkrypcyjnymi z niespokrewnionych ze sobg ro-
dzin. Dobrym przyktadem na wspoétdziatanie, a nawet
Scistg zalezno$¢ pomiedzy réznymi biatkami reguluja-
cymi poziom ekspresji gendéw, jest czynnik NFAT,
biatko jadrowe pochodzace z aktywowanych limfocy-
tow T (nuclear factor of activated T cells). Odkrycie
czynnika transkrypcyjnego NFAT bylo zwigzane
z prébg identyfikacji biatek zaangazowanych w kont-
role ekspresji genu kodujgcego interleuking 2 — IL2
[31]. IL-2 jest cytoking produkowang przez limfocyty
T po zwigzaniu antygenu ze swoistym receptorem
(TCR) na powierzchni tych komoérek iodgrywa istotng
role w regulacji ich proliferacji. Czynnik NFAT, wigza-
cy sie z okre$long sekwencjg w obrebie promotora
genu IL-2, pojawia sie w okoto 20 min. po stymulacji
komorek biataczkowych linii Jurkat, po czym jego
ilos¢ stopniowo ros$nie przez 2h. Jego obecnos¢ poprze-
dza indukcje ekspresji genu IL-2, nastepujaca w okoto
40 min. po aktywacji komérek [31]. NFAT reguluje
rowniez ekspresje gendéw kodujacych inne limfokiny:
IL-3, IL-4, GM-CSF, TNFoc, IFNy, produkowane
przez limfocyty oraz komarki nie zwigzane z uktadem
odpornosciowym [32].

Czynnik transkrypcyjny NFAT jest kompleksem
utworzonym przez dwa sktadniki: cytoplazmatyczny
i jadrowy. Skiadnik cytoplazmatyczny jest obecny
w komorkach niepobudzonych, natomiast sktadnik
jadrowy jest indukowany w momencie gdy do komdrki
dociera sygnat zewngtrzkomorkowy [33]. Flana-
gan i wsp. [33] wykazali, ze aktywacja czynnika
transkrypcyjnego NFAT przebiega w dwoch etapach:
etap pierwszy (A)jest uwarunkowany wzrostem pozio-
mu Ca2+ wynikajagcym z pojawienia si¢ wtdérnego
przekaznika — trojfosforanu inozytolu (IP3) po pobu-
dzeniu TCR na powierzchni limfocytow. Wapn powo-
duje aktywacje kalcyneuryny, fosfatazy serynowo-
treoninowej zaleznej od kalmoduliny i wapnia, ktorej
jednym z substratow jest wiasnie sktadnik cytoplaz-
matyczny kompleksu NFAT. W wyniku defosforylacji
biatko przemieszcza sie do jadra. Etap ten jest hamo-
wany przez dwa zwigzki o dziataniu immunosupresyj-
nym — cyklosporyne A i FK506 [33, 34], ktére po
zwigzaniu z ich wewnatrzkomérkowym receptorem
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powodujg spadek aktywnos$ci enzymatycznej kalcy-
neuryny. Nadekspresja gendw kodujacych podjednos-
tki: katalityczng i regulatorowg tego enzymu w komaor-
kach biataczkowych linii Jurkat, prowadzita do zwiek-
szonej ekspresji genu reporterowego zaleznego od
NFAT, jak réwniez powodowata zwiekszong opor-
no$¢ komdrek na dziatanie cyklosporyny A i FK506
[35], Wyniki tych badan wskazujg na kluczowg role
kalcyneuryny w szlaku przekazywania sygnatu, ktére-
go elementem jest NFAT [36],

Etap drugi (B): W wyniku aktywacji kinazy biat-
kowej C poprzez diacyloglicerol dochodzi do urucho-
mienia kaskady zdarzen prowadzacych do wzmozonej
ekspresji genow kodujacych biatka sktadnika jadrowe-
go. Stwierdzono, ze jest nim znany od dawna czynnik
transkrypcyjny AP-1. Tworzg go biatka z rodziny Fos
i Jun, ktére w formie hetero-(Fos-Jun) lub homo-
dimeréw (Jun-Jun) stanowig wraz ze skiadnikiem
cytoplazmatycznym, aktywny kompleks NFAT

* zdolny do rozpoznawania okreslonej sekwencji
DNA, wigzania sie z nig i aktywowania zaleznych od
niego genéw [34, 36-39], Schemat aktywacji czynnika
transkrypcyjnego NFAT przedstawia rycina 1

V-2. Skiadniki cytoplazmatyczne kompleksu
NFAT iich tkankowo-specyficzna ekspresja

Wyizolowano trzy biatka, ktére wigzg sie z sekwen-
cja NFAT imoga stanowi¢ cytoplazmatyczny sktadnik
kompleksu. Sg to: NFATp (preexisting) — wystepujacy
w trzech izoformach, powstatych w wyniku alter-
natywnej obrébki mRNA, NFATc {cytosolic) i NFATX
(Ryc. 4). Poznano rdwniez sekwencje kodujacych je
genow. Biatka te zawierajg domene, obejmujaca okoto
290 reszt aminokwasowych, homologiczng w okoto
20% zdomeng biatek z rodziny Rei (p65 podjednostka
NFkB) — odpowiedzialng za wigzanie z DNA i dime-
ryzacje [38, 40], W obrebie N-koricowym tej domeny
w biatku NFATp zidentyfikowano odcinek obejmuja-
cy 187 aminokwasow, konieczny do zwigzania sie
biatka z DNA [39], Odcinek ten zawiera 8 amino-
kwasdw bezposrednio wigzacych sie z DNA i wy-
stepujgcych rowniez w biatkach NFATc i NFATx [38,
39-41]. PodobieAstwo pomigdzy biatkami NFATp,

NFATX _4X KX domena Rei 116 kDa

NFATc domena Rei 78 kDa

nT'\b *4x X >  domena Rei 120 kDa

Ryc. 4. Struktura rodziny biatek NFATc. Zaznaczono potozenie
domeny homologii do biatek Rei. Otwarte bloki oznaczaja
obszary bogate w reszty serynowe i prolinowe. Sekwencja
N-konca biatka NFATp nie jest znana.
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NFATc i NFATX jest szczegblnie duze wiasnie w rejo-
nie homologii z biatkami Rei i wynosi okoto 70% [38,
40, 41]. W odcinku N-koncowym wszystkich trzech
biatek zidentyfikowano obszary bogate w seryne i pro-
line — tzw. SP box. Motyw ten powtarza sie trzykrot-
nie w kazdym biatku i jest unikatowy w rodzinie
NFAT, ajego znaczenie dla funkcjonowania komplek-
su nie jest znane [41].

Chociaz NFATp oraz NFATc i NFATx sg zdolne
do rozpoznawania i wigzania sie z takg samg sekwen-
cja, specyficzno$é wigzania z DNA nie jest identyczna.
Na przyktad NFATc wigze sie w nieobecnosci AP-1
z sekwencja NFAT wystepujacg w promotorze mysie-
go genu IL-2, podczas gdy NFATX nie jest zdolne do
takiego oddziatywania [41].

Ekspresja genéw kodujagcych mRNA skiadnikow
cytoplazmatycznych kompleksu NFAT jest rézna
w réznych tkankach. Stwierdzono obecno$¢ mRNA
genu kodujagcego NFATc w aktywowanych komor-
kach ze $ledziony, grasicy oraz w komérkach skoéry
[40], czyli w obszarach, w ktorych zachodzi transkryp-
cja zalezna od NFAT [42]. Duzo nizszy poziom
MmMRNA NFATc stwierdzono w migé$niach, ptucach,
jadrach, prostacie, jajnikach, okreznicy. Natomiast
w moézgu, watrobie i nerkach nie wykryto nawet
$ladowych ilosci tego mMRNA [40], NFATc jest in-
dukowany przez estry forbolu ijonomycyne w komér-
kach bialaczkowych linii Jurkat. Indukacja ta jest
hamowana przez cyklosporyne A. Wskazuje to na
udziat biatka NFATc w autoregulacji genu, ktory je
koduje [40],

Poziom mRNA NFATx jest wysoki w grasicy,
zwiaszcza w populacji tymocytéow CD4 + CD8 +, kt6-
re w trakcie negatywnej selekcji tymocytédw w grasicy,
umierajg na drodze apoptozy [41], Istniejg przestanki
aby sadzi¢, ze czynnik transkrypcyjny NFAT jest
zaangazowany w regulacje programowanej S$mierci
tymocytow [43]. Byé moze wiasnie NFATX jest tym
biatkiem z grupy biatek NFAT, ktére odgrywa istotng
role w procesie dojrzewania limfocytéw.

NFATp jest jedynym sposréd trzech do tej pory
opisanych biatek, ktére wystepuje nie tylko w komor-
kach uktadu odpornosciowego tj. splenocytach, tymo-
cytach czy limfocytach z krwi cbwodowej, ale rowniez
w moézgu [40, 41, 44]. Obecno$¢ biatka NFATp
stwierdzono w hipokampie, mézdzku, korze czotowej,
opuszce wechowej a takze w komoérkach nowotworu
kory nadnerczy PC 12 [44], Nie ma danych wskazujg-
cych czy aktywacja tego biatka przebiega w taki sam
spos6b w komérkach uktadu nerwowego jak i w lim-
focytach. Jest to jednak prawdopodobne, poniewaz
wzrost wewnatrzkomérkowego poziomu wapnia
w neuronach konieczny do defosforylacji biatka
NFATp, ma miejsce w wyniku depolaryzacji komdrek
lub zadziatania neurotransmitera. Ponadto kalcyneu-
ryna — regulujgca stan ufosforylowania NFAT — wy-
stepuje obficie w uktadzie nerwowym. Biatko NFATp
wyroznia sie rowniez tym sposrdd biatek NFAT, zejest
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aktywacja PKC/ras
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Ryc. 3. Schemat aktywacji promotora genu interleukiny 2 przez
kompleks transkrypcyjny NFAT. Stymulacja receptora
antygenu (TCR) prowadzi do podwyzszenia stezenia jonoéw
wapnia oraz aktywacji szlaku przekaznictwa sygnatu,
w ktérym uczestnicza kinaza biatkowa C (PKC) oraz biatka
G (ras). Jony wapnia aktywuja kalcyneuryne (*jej aktyw-
no$¢ jest hamowana przez leki immunoosupresyjne: cyklo-
sporyne A oraz FK506), ktéra defosforyluje cytoplazmaty-
czny sktadnik NFATp (p= preexisting) umozliwiajac jego
przemieszczenie sie do jadra komorkowego. Aktywowany
za poSrednictwem szlaku PKC/ras sktadnik jadrowy
NFATn (n= nuclear) taczy sie¢ z NFATc tworzac funkc-
jonalny kompleks transkrypcyjny, ktéry moze wigzac sie
z sekwencjami NFAT. W promotorze genu interleukiny
2 oprécz 5 miejsc wigzania kompleksu NFAT sa tez miejsca
wigzania czynnikéw z rodziny oktamer (Oct) i NFkB.

zdolne do samodzielnego, bez udzialu AP-1, wigzania
sie z rozpoznawang sekwencjg. Takie oddziatywanie
stwierdzono w obrebie promotora genu kodujgcego
TNFa, do ktérego wigzg sie dwie czasteczki NFATp
[45] oraz w przypadku promotora genu IL-4 [46]
i IL-2 (Ryc. 3) [47],

Podsumowywujgc dotychczasowe dane mozna
okresli¢ czynnik transkrypcyjny NFAT jako kompleks
biatkowy, ktéry utworzony jest z jednego z trzech do
tej pory poznanych biatek znajdujgcych sie w cytoplaz-
mie oraz biatek jgdrowych z rodziny Fos i Jun,
tworzacych czynnik transkrypcyjny AP-1. Aktywacja
kompleksu NFAT wigze sie ze wzrostem poziomu
Ca2+ oraz pojawieniem sie nowych biatek (Fos, Jun),
w nastepstwie aktywacji kinazy biatkowej C. NFAT
wydaje sie by¢ czynnikiem zaangazowanym gtOwnie
w regulacje gendw kodujacych limfokiny, cho¢ istnieja
dane o jego obecnosci w komédrkach nie zwigzanych
z uktadem odpornosciowym.

V1. Wspétdziatanie czynnikéw transkrypcyj-
nych AP-1 i NFAT w procesie regulacji
ekspresji genow

V1-1. Oddziatywanie biatka NFATp z promotora-
mi réznych genéw

W promotorach kilku genéw kodujacych cytokiny
znaleziono miejsca wigzania biatka NFATp. Sg to
promotory genow: interleukiny 2 (IL2) (Ryc. 3), IL3,
IL4, czynnika stymulujagcego wzrost granulocytow

125



i makrofagéw (GM-CSF) i czynnika nekrozy nowo-
tworéw (TNFa). Wszystkie te miejsca majg sekwencje
GGA(AIG)AA, z ktérg wigze sie biatko NFATp.
W obszarze promotora, sgsiadujgcym z tg sekwencja,
wystepujg juz jednak znaczne roznice [32],
Stwierdzono, ze biatko NFATp wigze sie z od-
powiednimi miejscami promotora genu kodujacego
IL2 w kompleksie z AP-1, tworzac opisany wczesniej
kompleks NFAT. W promotorze tego genu znaleziono
takze miejsce wigzania samego biatka NFATp (Ryc. 3)
[47], W promotorze genow kodujgcych IL3 i GM-
CSF miejsca wigzania biatka NFATp sasiadujg z miej-
scami wigzania czynnika AP-1 lub CREB (ang. cyclic
AM P responsive element binding protein), aw promoto-
rze genu kodujgcego IL4 — z miejscem wigzgcym
czynniki z rodziny Oktamer [32], Promotor genu
kodujagcego TNFa posiada tak zwane elementy «,
z ktérymi wigze sie biatko NFATp, najprawdopodob-
niej w kompleksie NFATp/NFAT. Mutacja w sekwen-
cji 5'-lub 3'-korica elementu « uniemozliwiata indukcje
transkrypcji genu TNFa [32, 45]. Spos$rod wspo-
mnianych promotorédw, najlepiej poznany jest promo-
tor genu IL2 i wigzanie sie biatka NFATp w komplek-
sie z AP1 z odpowiednimi sekwencjami DNA zostato
udokumentowane dos$wiadczalnie [36].
VI-2. Tworzenie kompleksu
NFAT

funkcjonalnego

Biatka NFATp, NFATc, NFATx (w dalszej czesci
zostanie omowiony gtéwnie NFATp, gdyz badania
przeprowadzone byty przede wszystkim na tym biatku)
i czynnik transkrypcyjny AP-1 tworzg kompleks
NFAT. Aby zbada¢, ktére domeny biatek sktadajgcych
sie na kompleks NFAT sg odpowiedzialne za jego
tworzenie, postuzono sie analizg oddziatywan miedzy
poszczegbélnymi biatkami pozbawionymi okre$lonych
domen.

Stwierdzono, ze w oddziatywaniach miedzy sktad-
nikami kompleksu ze strony czynnika AP-1 uczest-
niczy domena zawierajaca strukture ,,suwaka leucyno-
wego” — bZIP [36].

Regionem biatka NFATp niezbednym do tworzenia
kompleksu z czynnikiem APL1 jest centralny fragment
biatka dtugosci 187 aminokwaséw [39], ktérego sek-
wencja jest ewolucyjnie zachowywana w rodzinie
biatek NFAT [48,41], Jest to cze$¢ dtuzszego fragmen-
tu, okoto 300 aminokwasowego, o ograniczonej homo-
logii do ewolucyjnie zachowywanego regionu biatek
Rei (RHR — ang. Rei homology region). Homologia
odpowiedniego fragmentu NFATp do RHR wynosi
zaledwie 20%, ale wspomina sie o niej, gdyz dotyczy
obszaru o podobnej funkcji w biatkach z obu rodzin.
W obu przypadkach region ten odpowiada za wigzanie
sie czynnika z DNA i za oddzialywanie ze strukturg
»Suwaka leucynowego” przy tworzeniu komplekséw
z czynnikami z innych rodzin. Za bezposrednie od-
dziatywanie z DNA w przypadku biatek Rei od-

126

powiedzialna jest sekwencja aminokwasowa RERY X-
CEG [39]. Wyniki analizy zdolno$ci wigzania sie
z DNA zmutowanego biatka NFATp sugerujg, ze za
bezposrednie oddziatywanie tego biatka z DNA od-
powiada sekwencja RAHYETEG [39].

Wydaje sie, ze centralng role w powstawaniu kom-
pleksu NFAT odgrywa sekwencja DNA, z ktorg ten
kompleks sie wigze. Przemawiaja za tym wyniki do-
Swiadczen typu gel-shift, w ktérych mysie biatka
NFATDp, c-Fos i c-Jun inkubowano z sondami AP-1
iNFAT w réznych kombinacjach. Obecnos$¢ czynnika
NFATp nie wptywata w zaden sposob na wigzanie sie
biatek Fos i Jun z sekwencja AP-1, co sugeruje, ze
w nieobecnos$é sekwencji NFAT nie powstaje biatkowy
kompleks NFAT [36],

V1-3. Rola sktadnikéw kompleksu NFAT w regu-
lacji ekspresji genow

Rycina 5 przedstawia sekwencje rozpoznawang
przez kompleks NFAT z mysiego i ludzkiego promo-
tora genu kodujgcego IL2. W jej obrebie znajduje sie
fragment rozpoznawany przez czynnik NFATp oraz
sekwencja, z ktdrg moze wigza¢ sie kompleks AP-1.
Sekwencja ta odbiega od sekwencji najwyzszej zgod-
nosci dla AP-1 (por. Ryc. 2 i Ryc. 5), dlatego moze

AAGAAAGGAGGAAAAACTGTTTCATACAGAA

Ryc. 5. Sekwencje miejsc wigzania kompleksu NFAT w dystalnej
cze$ci promotora mysiego (A) i ludzkiego (B) genu intcr-
leukiny 2. Zaznaczono sekwencje, z ktérymi wiaza sie
czynniki AP-1 i NFATp.

Wigzanie sie NFATp z DNA w promotorze mysiego
genu IL2 jest mniej stabilne niz wigzanie sie catego
kompleksu NFAT [36, 47] (Ryc. 6). W przypadku
promotora ludzkiego genu IL2 w og6le nie stwier-
dzono wigzania sie z nig samego biatka NFATp,
a jedynie wigzanie sie catego kompleksu NFAT [49],
Przyczyng moze by¢ niewielka réznica w sekwencji
obu promotoréw (Ryc. 5. Z kolei kompleks APl
samodzielnie nie wigze sie z miejscem NFAT w promo-
torze mysiego genu [36, 37]. Sugeruje to, ze czynnik
NFATp odpowiada za specyficzno$¢ wigzania kom-
pleksu NFAT. Kompleks AP1 za$ wyraznie stabilizuje

@ & @

Szybko$¢ dysocjacji > 20 min,

Szybkos¢ dysocjaciji < 2 min.

Ryc. 6. Wptyw sktadu kompleksu NFAT na stabilno$¢ jego wigza-
nia z DNA.
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wigzanie NFATp z odpowiednig sekwencjg DNA.

Aby okresli¢ role poszczegélnych sktadnikéw kom-
pleksu NFAT w aktywacji transkrypcji, testowano in
vitro wptyw na transkrypcje odpowiedniej matrycy
nastepujacych mysich biatek: NFATp, c-Fos i mutanta
c-Fos pozbawionego domeny transaktywujacej oraz
c-Jun, c-Jun pozbawionego domeny transaktywujgcej
i mutanta c-Jun (J91-334) o podwyzszonej zdolnosci
aktywacji. Matryca byt plazmid zawierajacy mysi gen
IL2 pod kontrolg obszaru regulatorowego z trzema
miejscami NFAT. Ani biatko NFATp ani kompleks
APl oddzielnie nie wptywaty na ekspresje genu IL2,
podobnie jak NFATp wraz z c-Jun ic-Fos pozbawio-
nymi domeny transaktywujgcej. Kompleksy
NFATp/c-Fos ic-Jun lub NFATp/c-Jun aktywowaty
transkrypcje matrycy DNA. Najwyzszy poziom eks-
presji uzyskano inkubujgc matryce z kompleksem
NFATp/mutant c-Jun J91-334. Wyniki doswiadczen
wskazujg, ze rola czynnika APl w kompleksie NFAT
nie ogranicza sie do stabilizacji wigzania kompleksu
z DNA. Czynnik API funkcjonuje takze jako ak-
tywator transkrypcji. Jedyne zastrzezenie budzi fakt
uzycia w opisanych badaniach niekompletnego biatka
NFATp. Nie mozna wykluczyé, ze NFATp o petnej
dtugosci posiada domene odpowiedzialng za aktywa-
cje transkrypcji i moze samo aktywowac transkrypcje
genu IL2 in vivo.

V1-4. Sktad kompleksu NFAT in vivo

Oddziatywanie miedzy NFATp a APl o r6znym
sktadzie daje mozliwo$¢ modulacji dziatania catego
kompleksu NFAT. W istocie, mimo ze teoretycznie
rézne biatka z rodziny Fos i Jun moga wchodzi¢
w skiad NFAT, tylko niektére z nich faktycznie
wchodza w jego skiad i ich ilosciowy udziat w kom-
pleksie jest rozny.

Indukcja mRNA kodujacego wiekszos¢ biatek Fos
i Jun ma miejsce w 30 min. po stymulacji mysich
limfocytéw T linii Ar-5 przez przeciwciato skierowane
przeciwko receptorowi CD3. Wyjatkiem jest mRNA
junD, ktérego wysoki poziom nie zmienia sie znaczgco
pod wptywem pobudzenia. Z kolei mRNA fra-1 jest
indukowane w 4 godziny po stymulacji. Zbadano,
ktére biatka Fos i Jun wchodza w sktad kompleksu
APIl, a ktore w sktad NFAT w dwie godziny po
opisanej stymulacji. W kompleksach APl znajdowaty
sie wszystkie biatka z rodziny Fos i Jun, natomiast
w sktad komplekséw NFAT wchodzity jedynie: c-Fos,
Fra-2, JunB i w mniejszym stopniu JunD [50].

W 4 godziny po stymulacji normalnych ludzkich
limfocytow T i komdrek biataczkowych linii Jurkat
przez fitohemaglutyning (PHA) iestry forbolu (PMA),
w kompleksie NFAT wykryto przede wszystkim c-Fos,
a takze c-Jun iJunD [51]. Natomiast w 6-8 godz. po
stymulacji ludzkich limfocytow T z krwi obwodowej
przez estry forbolu i jonomycyne w skiad NFAT
wchodzity przede wszystkim Fral i JunB [37].
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Zebrane do tej pory dane $wiadczg o tym, ze
czynniki APl o bardzo rdznym skiadzie uczestnicza
w tworzeniu kompleksu NFAT. Dane te dotyczg
réznych organizméw, komdrek, sposob6w stymulacji
i uzyskiwane bylty w réznym czasie po pobudzeniu.
Aczkolwiek nie wytania sie z nich jeszcze sp6jny obraz
tworzenia kompleksow NFAT o okreslonym sktadzie,
uzyskane wyniki sugerujg, ze dochodzi do zamiany
sktadnika c-Fos i Fra-1 w obrebie NFAT. Moze to
zmienia¢ wiasciwosci biologiczne kompleksu, gdyz
Fral hamuje aktywno$¢ c-Jun ijest mniej efektywne
w stymulacji transkrypcji niz c-Fos [29, 30].

Podsumowanie

Przedstawione powyzej omdwienie oddziatywan
miedzy réznymi czynnikami transkrypcyjnymi nie
wyczerpuje tematu ijest tylko przyktadem ilustrujg-
cym, jak ztozone sg mechanizmy regulacji ekspresji
genéw. Aktywnos$¢ wielu promotorow zalezy od row-
noczesnej obecnosci i wspétdziatania czynnikdw trans-
krypcyjnych. Biorgc pod uwage, ze rézne czynniki sg
aktywowane przez swoiste wtdrne przekazniki, nalezy
sadzi¢, ze dopiero bodzce rownolegle pobudzajgce
szereg z nich, pobudzg transkrypcje. Zdolno$é czyn-
nikéw transkrypcyjnych do dimeryzacji umozliwia
tworzenie kompleksdw o zrdznicowanym skiadzie
pomiedzy biatkami z tej samej lub z r6znych rodzin.
W ten sposob nawet stosunkowo niewielka liczba
biatek wspotdziatajgc ze sobg moze powodowac zréz-
nicowang odpowiedz transkrypcyjng. Stwarza to zre-
sztg okazje do bardziej ztozonej kontroli formowania
sie funkcjonalnych komplekséw transkrypcyjnych.
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I. Znaczenie folianéw w metabolizmie komor-
kowym

Terminem ,foliany” okre$la sie liczng grupe zwiaz-
kéw, pochodnych kwasu foliowego, ktore biorg udziat,
gtéwnie jako koenzymy, w podstawowych procesach
metabolicznych w komoérce takich jak biosynteza
prekursoréw DNA ibiatek. Enzymatyczne przemiany
koenzymatycznych form folianu dostarczaja aktyw-
nych form jednostek jednoweglowych niezbednych do
powstania metioniny, histydyny oraz interkonwersji
glicyna-seryna oraz biosyntezy puryn i tymidylanu [1]
(Ryc. 1). Tak wiec metabolizm folianéw jest szczego6lnie
wazny ze wzgledu na jego role w procesach replikacyj-
nych w komdrce. Niektore enzymy biorgce udziat
w przemianach folianu sg aktywne gtéwnie w fazie
S cyklu komérkowego (reduktaza dihydrofolianowa,
synteza tymidylanowa i prawdopodobnie transfor-
mylazy rybotydow glicynamidu i aminoimidazolokar-
boksyimidu) [2].

Il. Regulacja poziomu enzymow folianowych
w komoérkach organizméw wyzszych

Regulacja proceséw metabolicznych moze zacho-

1 Prof. dr hab., Zaktad Genetyki, Instytut Biochemii i Bio-
fizyki, PAN, ul. Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa,2 doc. dr
hab., Zaktad Biochemii Komdrki, Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, ul. Pasteura 3, 02-093
Warszawa
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dzi¢ poprzez zmiany stezen substratow i efektorow
(aktywatoréw i inhibitoréw) enzymoéw, wzglednie
przez zmiany zawarto$ci enzyméw w komdrce. Pierw-
szy z wymienionych systeméw regulacyjnych stanowi
mechanizm natychmiastowej odpowiedzi komérki na
wszystkie perturbacje metaboliczne, drugi zas ma
znaczenie w odpowiedzi na bardziej trwate bodZce np.
na obecno$¢ okreslonych zwigzkéw pokarmowych
w otoczeniu komorki lub ich wyczerpanie.

Na temat regulacji aktywnos$ci enzyméw czynnych
w metabolizmie folianbw u organizmow wyzszych jest
stosunkowo duzo danych doswiadczalnych [1, 3-5],
znacznie mniej natomiast dotyczgcych regulacji ich
wewnatrzkomérkowego poziomu. Wiekszo$¢ danych
dotyczy zmian poziomu syntazy tymidylanowej ireduk-
tazy dihydrofolianowej w zwigzku ze zwiekszonym
zapotrzebowaniem na tymidylan komoérek bedacych
w fazie S cyklu podziatowego [2, 6, 7], Zmiany
poziomu tych enzymoéw w powigzaniu z cyklem komaor-
kowym obserwowano tez u drozdzy [8]. W komor-
kach ssakéw stwierdzono ponadto znaczne zwiek-
szenie ilosci biatka syntazy tymidylanowej i reduktazy
dihydrofolianowej w wyniku zwielokrotnienia, pod
wptywem cytostatykéw, liczby kopii genéw koduja-
cych te enzymy [9, 10],

* W Postepach Biochemii na przestrzeni wielu lat ukazaty sie
artytuty omawiajace 6wczesny stan wiedzy dotyczacy meta-
bolizmu foliandw np. Barbara Grzelakowska-Sztabert (1977)
Post Biochem 22, 345-385
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Ryc. 1. Metabolizm folianow

Enzymy: 1 — syntaza metioninowa (metylotransferaza
5-metylotetrahydropteroilopoliglutaminian: homocysteina
(EC 2.1.1.13)); 2 — s-metylotransferaza betaina: homocys-
teina (EC 2.1.1.5); 3 — reduktaza dihydrofolianowa (ok-
sydoreduktaza dihydropteroilopoliglutaminian: NADP
(EC 1.5.1.4)); 4 — hydroksymetylotransferaza serynowa (EC
2.1.2.1); 5 — reduktaza metylenotetrahydrofolianowa
(FAE)H2)(EC 1.1.99.15); 6 — syntaza S-adenozylometioni-
nowa (EC 2.1.1.12); 7 — rdzne transmetylazy; 8 — syntaza
S-adenozylohomocysteinowa (EC 2.1.1.10); 9 — (3-syntaza
cystationinowa (EC 4.2.1.22)

Skroty: H2PtcGlun — dihydropterolilopoliglutaminian;
H4PteGlun — tetrahydropterolilopoliglutaminian;
CH2H4PteGlun — metylenotetrahydropterolilopoligluta-
minian; CH,H 4PteGlun— metylotetrahydrtopterolilopoli-
glutaminian; Ado-met — adenozylometionina; AdoHcy
— adenozylohomocysteina. MceC-symbol genu kodujace-
go syntaze S-adenozylometioninowga

Danych na temat zmiany poziomu enzymoéw folia-
nowych zachodzacych pod wpltywem zmiany we-
wnatrzkomaérkowej puli niskoczgsteczkowych meta-
bolitébw powodowanych zmianami w skiadzie pokar-
mu jest jeszcze mniej. W badaniach nad szczurami
Finkel stein i Martin [11] wykazali, ze dieta
bogata w metionine prowadzita do trzykrotnego
zmniejszenia poziomu syntazy metioninowej w wat-
robie szczura z jednoczesnym jaskrawym podwyz-
szeniem poziomdw (3-syntazy cystationowej i trans-
metylazy betaina:homocysteina (Ryc. 1). Wiagzato sie
to ze zmiang wewnatrzkomdrkowego stezenia homo-
cysteiny, ktéra byla wykorzystywana w trzech reak-
cjach katalizowanych przez wymienione enzymy. Pod-
kresli¢ jednak trzeba, ze w omawianych dosSwiad-
czeniach réwnie istotng role w regulacji metabolizmu
homocysteiny, co zmiany w poziomie enzymow, spet-
nia regulacja ich aktywnosci. Szczeg6lnie istotna jest tu
silna inhibicja reduktazy metylenotetrahydofoliano-
wej i aktywacja (3-syntazy cystationowej przez S-
adenozylometionine [12],

Badania nad metabolizmem folianéw prowadzone
na organizmach wyzszych napotykajg na trudnosci,
poniewaz nie ma ftatwego sposobu otrzymywania
mutantow zaréwno w genach struktury, kodujgcych
poszczegblne enzymy cyklu folianowego jak i genach
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regulacyjnych to jest tych, ktérych produkty regulujg
ekspresje innych gendw, a nie uczestnicza w reakcjach
metabolicznych. Trzeba przy tym zwrécié¢ uwage, ze
mikroorganizmy, zwitaszcza wolnozyjace, reguluja
swoj metabolizm w odpowiedzi na zmieniajgce sie
warunki $rodowiska. Stad wydaje sie, ze modele bak-
teryjne i grzybowe moga by¢ pomocne w wyjasnianiu
szeregu aspektow metabolizmu folianowego, takich
jak regulacje syntezy enzymdw folianowych i puli
folianow, szczegdlnie, ze u tych organizmdéw stosun-
kowo tatwo otrzymuje si¢ mutanty.

I11. Regulacja poziomu enzymow folianowych
w komoérkach bakterii

Juz w latach siedemdziesigtych wykazano w komor-
kach Escherichia coli, ze metionina reprymuje synteze
hydroksymetylotransferazy serynowej, reduktazy me-
tylenotetrahydrofolianowej i syntazy metioninowej
(cytowane za [13]). Nowsze badania Deva i Har-
veya [14, 15], pokazaty,ze regulacja poziomu hydro-
ksymetylotransferazy serynowej ma ztozony charak-
ter, poniewaz oprdcz metioniny uczestnicza w niegj
seryna, puryny, a takze homocysteina. Wykazano, ze
korepresorem (Ryc. 1)jest nie metionina, ale S-adeno-
sylometionina oraz, ze homocysteina stymuluje syn-
teze tego enzymu. W komdrkach E. coli stwierdzono
rowniez symulacje syntezy syntazy metioninowej nie-
zaleznej od witaminy B12 przez homocysteine. Jedno-
cze$nie homocysteina powodowata represje wytwarza-
nia syntazy metioninowej zaleznej od tej witaminy
[16], W regulacji tej uczestniczy biatko regulatorowe
kodowane przez gen metR. Jest to jedyny, jak dotad,
przypadek stwierdzenia roli homocysteiny jako efek-
tora w regulacji poziomu enzymoéw folianowych w ko-
maérkach bakterii.

IV. Regulacja poziomu enzyméw folianowych
w komorkach grzybéw

Badania nad nitkowatym grzybem Neurospora cras-
sa wykazaty, ze metionina, zwiaszcza dodana do
pozywki tacznie z choling (takze donor grupy metylo-
wej) powoduje represje syntezy enzyméw folianowych
prowadzgcych do syntezy metioniny: hydroksymetylo-
transferazy serynowej, dehydrogenazy metylenotetra-
hydrofolianowej oraz syntazy metioninowej (Ryc. 1)
Podobng represje powoduje tez dodany do pozywki
wyciag z drozdzy [13]. Prawdopodobnie wiec poziom
syntezy trzech badanych enzymoéw jest regulowany
przez kilka niskoczgsteczkowych efektorow.

U innego grzyba nitkowatego Aspergillus nidulans,
ktéry jak N. crassa, jest rownie powszechnie stosowa-
nym obiektem prac genetycznych, wyizolowano setki
ré6znorodnych mutantéw metabolicznych, jednak nie
udato sie uzyskaé¢ mutacji w genach kodujacych po-
szczegblne enzymy folianowe. Natomiast znane byly
dwa mutanty metH2 i rnetDlO zaburzone w syntezie
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metioniny bardzo stabo rosngce bez dodania tego
aminokwasu do pozywki. Analizujgc pule amino-
kwaséw siarkowych tych mutantow [ 17] wyrostych na
pozywce z 35504, wykryto homolantionine, analog
cystationiny, powstajgcy przy nadmiarze homocys-
teiny w komérce. Swiadczyto to o niewydajnej syntezie
metioniny z homocysteiny. Jak sie okazato aktywnos$¢
syntazy metioninowej jest w mutancie metH2 ob-
nizona [18], nie na tyle jednak, aby ttumaczyto to
zapotrzebowanie tego szczepu na metionine. Oba
mutanty wykazujg takze nizszy, niz szczep dziki,
poziom hydroksymetylotransferazy serynowej, ale
metDIO ma wyzszy, niz szczep dziki, poziom drugiego
enzymu syntetyzujgcego metionine — metylotrans-
ferazy betaina:homocysteina. Otrzymane wyniki
wskazujg na plejotropowy charakter obu mutacji
i sugerujg, ze dotyczg one genu regulatorowego kont-
rolujacego synteze szeregu enzymow folianowych. Zo-
stato to potwierdzone badaniami nad syntetazg folylo-
poliglutamylowg, katalizujgcg powstawanie fizjologi-
cznych substratow dla wszystkich enzymoéw foliano-
wych. W obu mutantach rosngcych w pozywce mini-
malnej nie zawierajgcej metioniny poziom enzymu
odpowiadat stanowi represji obserwowanemu w szcze-
pie standardowym rosngcym w pozywce uzupetnionej
metioning. Korelowato to ze znacznie obnizong zdol-
noScig mutantéw do glutamylacji in vivo analoga
folianu — ametopteryny, ktdry jest tatwym do $ledze-
nia i analizy przedstawicielem pochodnych foliano-
wych [19]. Wyniki nowszych badan potwierdzity, ze
mutacje metH2 i metDIO prowadzg do zmian w regula-
cji syntezy enzymdw folianowych: w mutancie metDIO
stwierdzono wyzszy niz w szczepie dzikim poziom syn-
tazy metioninowej i reduktazy dihydrofolianowej niz-
szy za$ poziom hydroksymetylotransferazy serynowej
i dehydrogenazy metylenotetrahydrofolianowej [20],

Silnym impulsem do badania regulacji syntezy en-
zymow folianowych u Aspergillus byto wykrycie, ze
niektére z nich ulegajg derepresji w mutantach scon
(sulfur controller), w ktdrych zniesiona jest tzw. meta-
boliczna represja siarkowa [21], Oznacza to, ze gdy
dostepne jest w podtozu preferencyjne Zzrédio siarki
(najlepiej metionina), to ulega represji szlak asymilacji
siarczanu. Jest to zrozumiate, gdy weZmie sie pod
uwage energochtonnos¢ tej asymilacji (dwie czasteczki
ATP na jedng czasteczke siarczanu), a takze fakt, ze
metionina jest doskonatym prekursorem cysteiny.
Otéz w mutantach scon zaburzona jest metaboliczna
regulacja siarkowa. Opisano cztery geny sconA, sconB,
sconC i sconD, w ktérych mutacje dajg opisany efekt.
Mutanty te charakteryzujg sie wysokim poziomem
szeregu enzyméw metabolizmu siarkowego, prawie
niezmienionym w obecnosci metioniny tego dodanej
do pozywki. W efekcie, w grzybniach mutantéw scon
obserwowano znacznie wyzszy niz w szczepie dzikim
poziom aminokwasow siarkowych, zwaszcza cysteiny
(2-10 razy wiecej) i homocysteiny (2-5 razy wiecej) [21],
Wyzsze bylo tez stezenie metioniny, ale nie prze-
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kraczato dwukrotnie poziomu tego aminokwasu
w szczepie dzikim.

Wysoki poziom kilku enzymoéw folianowych takich
jak: reduktaza dihydrofolianowa, hydroksymetylo-
transferaza serynowa, dehydrogenaza metylenotetra-
hydrofolianowa i syntaza metioninowa okazat sie
bardzo istotng wtasciwoscig mutantéw scon. W przeci-
wienstwie jednak do enzymow metabolizmu siarkowe-
go synteza wymienionych enzyméw folianowych ule-
gata represji w warunkach wzrostu w obecnosci metio-
niny w pozywce. Sugerowato to, ze podwyzszony
poziom tych enzyméw w mutantach scon rosngcych
w pozywce minimalnej niejest bezposrednim skutkiem
mutacji, a efektem wtédrnym, np. podwyzszonego steze-
nia jakiego$ zwigzku siarkowego. Dane z badan bak-
terii (patrz rozdziat Il) sugerowaty, ze moze chodzic tu
0 homocysteing, co zostato potwierdzone doswiadczal-
nie. Okazato sie, ze homocysteina dodana do pozywki
wzrostowej powoduje podwyzszenie poziomu bada-
nych enzymoéw folianowych, za$ metionina ich represje
(Ryc. 2). Bioragc pod uwage wzajemne powigzanie
metaboliczne tych dwéch aminokwaséw, taki sposdb
regulacji syntezy enzymow folianowych nie wydaje sie
dziwny. Warto przy tym nadmieni¢, ze mutant mecC
czesciowo zablokowany w syntezie S-adenozylometio-
niny (Ryc. 1), ktory ma 3-krotnie podwyzszony w sto-
sunku do szczepu dzikiego poziom wolnej metioniny
[20], wykazuje poziom enzymow folianowych od-
powiadajacych stanowi represji. Swiadczy to, ze efek-
torem represji jest sama metionina, a nie S-adenozylo-
metionina. Warto jednak zwrdci¢ uwage, ze S-adeno-
zylometionina uczestniczy w regulacji aktywnosci sze-
regu enzyméw metabolizmu aminokwaséw siarkowych
1 metabolizmu folianowego [12], StwierdziliSmy na
przyktad, ze hamuje ona silnie reduktaze metylenoteta-
hydrofolianowg (150 = 3pM) [dane niepublikowane].

Wyniki badan nad mutantami scon nasunety przy-
puszczenie, ze mutanty metH2 i metDIO moga by¢
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|
|
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Ryc. 2. Poziom reduktazy dihydrofolianowej (DHFR), hydroksy-
metylotransferazy serynowej (HMTS), syntazy metioni-
nowej (MS), reduktazy metylenotetrahydrofolianowej
(OMTF) i syntetazy folylopoliglutamylowej (FPGS)
w szczepie dzikim Aspergillus nidulans wyrostym w pozywce
minimalnej i w pozywce minimalnej uzupetnionej homocys-
teing lub metioning. Poziom enzymoéw w grzybni z pozywki
minimalnej okre$lono jak 100%.
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Tabela 1.

Aktywnos$¢ syntetaty folylopoliglutamylowcj (FPGS) i syntazy mc-
tioninowej (MS) w szczepie dzikim, mutancie metH2 irewertantach
(R) tego mutanta rosngcych w pozywce minimalnej (M M) iw pozyw-
ce minimalnej uzupetnionej metioning [19]

Aktywno$¢ (nmole/godz./mg biatka)

Szczep FPGS MS
MM MM + met MM MM -I-met
Dziki 4.03 0.72 12.8 7.3
metH 2 1.29 0.73 10.0 5.9
R5 4.85 0.84 14.6 6.3
R7 5.20 0.86 18.1 14.9
R8 5.40 4.75 13.1 14.0
R1O 5.30 1.01 18.7 8.5
R 14 5.25 4.95 13.6 13.7
R 15 4.95 5.70 13.1 17.4

nadwrazliwe na represje metioninowg pod wzgledem
enzymow folianowych (by¢ moze takze tych, ktore nie
byty przez nas badane), co powoduje zakt6cenie meta-
bolizmu folianowego i niezbednos¢ metioniny do ich
wzrostu. Jezeli zatozenie to jest prawdziwe, to powinno
by¢ mozliwe otrzymanie rewertantéw zdolnych do
wzrostu bez metioniny. Cze$¢ z nich mogtaby mieé
uszkodzony zalezny od metioniny system represji, co
prowadzitoby do podwyzszenia poziomu enzyméw
folianowych. Dane przedstawione w tabeli 1wykazuja,
ze w kilku rewertantach szczepu metH2 poziom dwéch
badanych dotgd enzymdw folianowych jest wysoki, co
potwierdza stuszno$¢ powyzszego zatozenia. Jedno-
cze$nie stwierdzono, ze rewersja w przypadku rewer-
tanéw R8, RIO, R15 jest skutkiem mutacji w genach
innych niz metH. Oznacza to, ze mutacje te powstaty
w dotychczas niezidentyfikowanych genach regulacyj-
nych metabolizmu folianowego u Aspergillus nidulans,
ktérych liczba jest najprawdopodobniej wieksza.

Powyzszy przeglad wykazuje, ze Aspergillus nidulans
jest doskonatym materiatem modelowym do badania
regulacji metabolizmu folianowego u eukariontow.
Jest on pierwszym organizmem z tej grupy, w ktérym
udato sie otrzymaé mutacje w genach regulujgcych
poziom enzyméw folianowych. Otwierajg sie wiec
mozliwosci zrozumienia mechanizmoéw kontrolujg-
cych te wazng domene metabolizmu komdrkowego,
a takze stwarza to wyjatkowag okazje do zbadania
w jaki sposéb zaktdcenia w metabolizmie folianowym
odbijajg sie na metabolizmie aminokwaséw siarko-
wych oraz syntezie puryn i pirymidyn. Wprawdzie nie
wszystkie wiasciwosci regulacji metabolizmu A. nidu-
lans muszg by¢ takie same jak u wyzszych eukarion-
téow, w tym ssakéw, to jednak cze$¢ mechanizméw
regulacyjnych moze by¢ wspdlna.

Artykut otrzymano 18 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 29 lutego 1996 r.

Praca finansowana przez Komitet Badan Naukowych Grant
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Inhibicja syntazy tymidylanowej w chemioterapii

Thymidylate synthase inhibition in chemotherapy
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V. Selektywno$¢ inhibicji réznych syntaz tymidylanowych
przez analogi dUMP

V1.  Analogi N5 -metylenotetrahydrofolianu jako inhibito-
ry syntazy tymidylanowej aktywne w chemioterapii

VIIl. Selektywno$¢ inhibicji réznych syntaz tymidylanowych
przez analogi N5J0-metylenotetrahydrofolianu

VI1Il. Regulacja ekspresji syntazy tymidylanowej w komérce

IX. Inhibicja syntazy tymidylanowej a cytotoksycznos¢

Wykaz stosowanych skrotéw: FdAUMP — 5-fiuoro-2-de-
zoksyurydylan; CF3dUMP — 5-trifluorometylo-2'-dezo-
ksyurydylan; FACMP — 5-fluoro-2'-dezoksycytydylan; N4-
OH-FdCM P N 4-hydroxy-5-fiuoro-2'-dezoksycytydylan;
FdUrd 5-fluoro-2'-dezoksyurydyna; CH2H4Pte-
Glu — N 5'10-metylenotetrahydrofolian; H2PteGlu dihy-
drofolian.

. Wstep

Syntaza tymidylanowa (EC 2.1.1.45) katalizuje me-
tylacje w pozycji C(5) 2'-dezoksyurydylanu (dUMP),
zachodzacg w wyniku sprzezonych reakcji przenie-
sienia reszty jednoweglowej (na poziomie utlenie-
nia aldehydu) z NJ510-metylenotetrahydrofolianu
(CH2H4PteGlu) i jej redukcji, z rownoczesnym po-
wstaniem dihydrofolianu i tymidylanu (dTM P). In vivo
kofaktor folianowy i produkt reakcji wystepujg zwykle
w formach y-oligoglutaminianowych, ktdre nie sg
transportowane przez btone komorkowa, a wiec zapo-
biegajg utracie tych zwigzkdw przez komdrke [1, 2].
Reakcja katalizowana przez syntaze tymidylanowg
jestjedynym zrddiem tymidylanu syntetyzowanego de
novo w komdérce. Dlatego enzym ten jest docelowym
w chemioterapii przeciwnowotworowej, przeciwwiru-
sowej, przeciwgrzybiczej i przeciwpierwotniaczej
[2-7].

* Prof. dr hab., Instytut Biochemii Dos$wiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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Warunkiem koniecznym skutecznos$ci chemiotera-
pii jest wrazliwo$é procesu docelowego na aktywna
forme leku. Obnizenie tej wrazliwosci w populacji
komdérek nowotworowych lub bakteryjnych, wiruséw
czy pasozytéw jest jednym z mozliwych mechanizmow
powstawania opornosci na lek. Z drugiej strony,
réznica w zakresie omawianej wrazliwosci, wystepujg-
ca pomiedzy ktérym$ ze wspomnianych czynnikow
patogennych i organizmem gospodarza, moze warun-
kowa¢ swoisto$¢ leku, czyli takie jego dziatanie, ktére
niszczy patogen, oszczedzajgc gospodarza.

Aktywne formy lekéw skierowanych przeciw syn-
tazie tymidylanowej mogg by¢ analogami dUMP lub
CH2H4PteGlu, a skutecznos$¢ ich dziatania zalezy od
aktywnosci inhibitorowej w stosunku od enzymu oraz
do poziomu enzymu w komérce [8],

Il. Mechanizm reakcji syntazy tymidylanowej

Syntaza tymidylanowa katalizuje reakcje poprzez
utworzenie trojczasteczkowego kompleksu  sub-
strat-enzym-kofaktor, ktéry, po reorganizacji wigzan,
rozpada sie do produktu, dTMP, dihydrofolianu ien-
zymu (Ryc. 1). Enzym aktywuje dUMP w wyniku
ataku nukleofilowego reszty cysteinowej centrum ak-
tywnego na C(6) pierScienia pirymidynowego. Na tym
etapie ujemny tadunek reszty cysteinowej jest zdeloka-
lizowany, prawdopodobnie w Kkierunku grupy
C@ = O dUMP, tworzac anion enolanowy (Ryc. 1)
Uwaza sie, ze pozycja C(5 tego jonu ma charakter
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Ryc. 1. Mechanizm reakcji katalizowanej przez syntaze tymidylanowa.

silnie nukleofilowy, co utatwia nastepujgcy teraz atak
reszty metylenowej w formie jonu ¢miniowego po-
wstatego w wyniku otwarcia pierscienia imidazolidy-
nowego kofaktora. W konsekwencji powstaje kowa-
lencyjnie zwigzany posrednik, trojczasteczkowy kom-
pleks enzymu z substratem i kofaktorem. Nastepnie
oddysocjowuje proton z pozycji C(5) pierscienia piry-
midynowego dUMP. Prowadzi to do P-eliminacji
tetrahydrofolianu, ktéry pozostaje jednak w dalszym
ciggu zwigzany niekowalencyjnie w centrum aktyw-
nym, co umozliwia przeniesienie jonu wodorkowego
(proton z dwoma elektronami; H") z pozycji C(6)
pterydyny. W nastepstwie dochodzi do redukcji grupy
metylenowej na C(5) pierScienia pirymidynowego. Za-
koAczenie reakcji wymaga regeneracji podwdjnego
wigzania 5,6 w pier$cieniu pirymidynowym i elimina-
cji, ktorej produktami sg dTMP i enzym [prace
przeglagdowe; 9-11],

W warunkach stanu ustalonego kinetyka reakcji
katalizowanej przez synteze tymidylanowg przy udzia-
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le CH2H4PteGlu w formie monoglutaminianowej jest
zgodna z mechanizmem sekwencyjnym uporzadkowa-
nym. Oznacza to, ze dUMP wigze sie zenzymem przed
kofaktorem, a dihydrofolian jest pierwszym produk-
tem, dysocjujacym przed dTMP [12-15]. Dodat-
kowymi dowodami wskazujgcymi na mechanizm
uporzadkowany sa: wptyw podwyzszanego stezenia
CH2H4PteGlu, obnizajacy predkos¢ dysocjacji
FdUMP 2z kowalencyjnie powigzanego kompleksu
(patrz nizej) FAUMP-CH2H4PteGlu-enzym [16] oraz
zalezne od dUMP wigzanie syntazy tymidylanowej
przez unieruchomione w fazie stalej analogi
CHZ2FI4PteGlu, umozliwiajagce wysoce selektywng
chromatografie powinowactwa enzymu [17, 18], Me-
chanizm ten pozostaje w zgodzie takze z wynikami
badan krystalograficznych, wskazujgcymi na znaczny
udziat pierscienia pirymidynowego dUMP w formo-
waniu miejsca wigzania CH4H4PteGlu w czasteczce
enzymu [9, 19],

Wyniki badan, w ktérych zastosowano CH-,H4Pte-
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Glu wformach y-oligoglutaminianowych, wskazujg na
mozliwo$¢ wigzania folilooligoglutaminianéw z syn-
tazg tymidylanowg pod nieobecnos¢ dUMP [20],
Potwierdzajg to dane krystalograficzne dowodzace
istnienia struktury zawierajgcej analog CH2H4PteG-
lu, 10-propargilo-5,8-dideazafolian (CB3717; patrz ni-
zej), w formie y-oligoglutaminianowej, zwigzany z en-
zymem bakteryjnym w nieobecnos$ci substratu nukleo-
tydowego [21].

I11. Mechanizmy inhibicji przez
dUMP aktywne w chemioterapii

analogi

Dwa analogi dUMP o wiasciwosciach silnych in-
hibitoréw syntazy tymidylanowej, 5-fluoro-dUMP
(FAUMP) i 5-(trifluorometylo)-dUMP (CF3dUMP),
sg aktywnymi formami lekéw stosowanych w chemio-
terapii, takich jak 5-fluorouracyl, 5-fluoro-2'-dezok-
syurydyna (FdUrd) i 5-fluorocytozyna oraz 5-(trif-
luorometylo)-2'-dezoksyurydyna. Podstawg dziatania
obu tych inhibitorédw jest mechanizm reakcji katalizo-
wanej przez syntaze tymidylanowg (,mechanism-based
inhibitors'). Posiadajg one na C(5 pierScienia pirymi-
dynowego podstawniki $ciagajace elektrony (Ryc. 2),
co jest wspdllng cechg wiekszosci dobrych inhibitoréow
syntazy tymidylanowej [przeglad w cyt. 22-24],

Inhibicja enzymu przez FdAUMP nastepuje poprzez
zalezne od czasu powstawania tréjczasteczkowego
kompleksu syntazy tymidylanowej z FdUMP
i CH,H4PteGlu, w reakcji podobnej do tej, w ktorej
udziat bierze dUMP. Reakcja z udziatem FdUMP
zatrzymuje sie jednak na tym etapie, poniewaz atom
fluoru, obecny na C(5) pierscienia pirymidynowego, nie
moze dysocjowac (wigzanie C-F jest zbyt silne). W re-
zultacie nastepuje powoli odwracalna inaktywacja
enzymu [22], Inaktywacje  powoduje  takze
CFAdUMP, ale inhibitor wigze sie z enzymem bez
udziatu CH2H4PteGlu. Atak nukleofilowej reszty cys-

tg

F\‘/"/\ NH

e

H,0,P0— |

OH
FdUMP

OH
5-CF,dUMP

Ryc. 2. Analogi dUMP aktywne w chemioterapii, 5-fluoro-dUMP
i 5-trifluorometylo-dUM P.
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teinowej na C(6) pierscienia pirymidynowego prowadzi
do aktywacji grupy trifluorometylowej i uwolnienia
jonu fluorkowego, a nastepnie do reakcji powstatej
grupy C() = CF2: nukleofilem (reszta tyrozynowa)
enzymu, w ktérej wyniku powstaje kompleks powigza-
ny kowalencyjnie [25].

IV. Rozpoznanie pierscienia pirymidynowego
substratu lub jego analogu

Warto tu zauwazy¢, ze grupom C@) = O i nie-
zdysocjow'anej N (3}H, wystepujgcym w tych posta-
ciach w pierScieniu pirymidynowym dUMP w fizjo-
logicznym pH, przypisuje sie ostatnio kluczowa role
w mechanizmie swoistosci substratowej enzymu [26].
Mechanizm ten (Ryc. 3) polega na tworzeniu przez
wspomniane grupy wigzan wodorowych z konser-
watywng resztg asparaginowa centrum aktywnego
[27, 28], Skutkiem dziatania tego mechanizmu jest
rozréznianie przez centrum aktywne pomiedzy dUMP
idCMP. W przypadku dUMP grupy N(3-H i O4graja
role, odpowiednio, donora i akceptora protonu, ktd-
rych to rol nie mogg gra¢ grupy N(@ i N4H2, obecnie
w fizjologicznym pH w dCMP. Warto tu wspomniec,
ze w centrum aktywnym hydroksymetylazy dezok-
sycytydylanowej, rozpoznajacej jako substrat dCMP,
wspomniane grupy N(3) i N “4H2pierscienia pirymidy-
nowego tego nukleotydu grajg role, odpowiednio,
akceptora idonora protonu (Ryc. 4), tworzac wigzania
wodorowe z resztg asparaginianu [29], Co wiecej,
zamiana za pomocg ukierunkowanej mutagenezy
wspomnianej reszty asparaginy na reszte sparaginianu
w centrum aktywnym syntazy tymidylanowej, powo-
duje zmiane selektywnosci substratowej z dUMP na
dCMP [30]. Przypuszcza sie, ze proces rozrézniania
substratu ma zwigzek z mechanizmem reakcji en-
zymatycznej [27], a wspomniana reszta asparaginowa
stabilizuje - poprzez sie¢ wigzah wodorowych tworzo-
nych przy udziale reszt histydynowej i glutaminiano-
wej oraz uporzgdkowanych czgsteczek wody (Ryc. 3) -
czastkowy tadunek ujemny na O4dUMP kowalencyj-
nie zwigzanego z enzymem [9]. Uzyskane przez nas
dowody uzaleznienia silnej, zwigzanej z mechanizmem
reakcji inaktywacji syntazy tymidylanowej przez ana-
logi pirymidynowe, takie jak FAUMP i4-tio-FdUMP,
od niezdysocjowanego stanu grupy N (3)-H [26], wska-
Zujg na zaangazowanie asparaginy centrum aktyw-
nego w to oddziatywanie. W zgodzie z tym zatozeniem
pozostaje takze okoto tysigckrotnie stabsza inhibicja
powolnego wigzania (slow-binding inhibition) syntazy
tymidylanowej przez 5-fluoro-dCMP [31], o struk-
turze -N@ = C@X-NH2-, niz przez N 4-OH-
-FdCMP [32], o strukturze -N(3X-H)-C(#)(—N-OH)-.

V. Selektywno$¢ inhibicji réznych syntaz ty-
midylanowych przez analogi dUMP

Inhibicje przez FAUMP opisujg zwykle wartosci K,
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Ryc. 3. Udziat reszty asparaginowej centrum aktywnego syntazy tymidylanowej w powstawaniu kompleksu enzymu z dUMP
i N510-metylenotetrahydrofolianem (R = 2'-dezoksyrybozo-5'-fosforan).

/o'-. rowego (N4-0-H -F-C (5) pomiedzy grupami N4-OH

(Asp)-C ~ H\N/H i C(5)-F, wptywajacego na rownowage rotamerow syn
O\ i and (w stosunku do N (3)) wokot wigzania C(4)}N4,

H.. ktérej wystepowanie zaktadano, poprzez stabilizacje

‘N aktywnej inhibitorowo formy and [32], Jednak wyniki

oA

Ryc. 4. Udziat reszty asparaginianowej, wystepujacej w centrum
aktywnym hydroksymetylazy dezoksycytydylanowej, we
wigzaniu dCMP.

w zakresie 10”9 M, ale opornosé¢ nowotworéw na
5-fluorouracyl lub FdUrd moze by¢ wynikiem obecno-
§ci zmienionych form syntazy tymidylanowej, mniej
wrazliwych na inhibitor [14, 33-36]. Nasze niedawne
badania wykazaty, ze zastgpienie grupy C(@ = O piers-
cienia pirymidynowego FdUMP, przez grupe C@)=
=N-OH (w N4-hydroksy-5-fluoro-2'-dezoksycytydy-
no-5'-monofosforanie; N4-OH-FdUMP) lub grupe
C@=S (w4-tio-FdUMP) pozwala na zachowanie sity
inhibicji, ale moze zmieniéjej selektywno$é w stosunku
do syntaz tymidylanowych o r6znym pochodzeniu
i réznej wrazliwo$ci na inhibicje przez FdUMP.
W szczeg6lnosci modyfikacja taka w sposéb zaskaku-
jacy wpltywa na odziatywanie z parg enzyméw po-
chodzacych z komérek L1210 macierzystych i opor-
nych na FdUrd. Enzym z komorek opornych, ktérego
stabsza, w poréwnaniu z enzymem z komérek macie-
rzystych, inhibicja przez FAUMP jest elementem me-
chanizmu opornosci, hamowany jest podobnie, jak ten
z komérek macierzystych, przez N4-OH-FdCMP,
a silniej przez 4-tio-FdUMP [32, 37], Podkreslic¢
nalezy, ze podobna zmiana wrazliwosci nie zacho-
dzita w przypadku podstawienia 2-tio, czyli w 2-tio-
-FdUMP [37]. Zjawisko to wydaje sie by¢ skutkiem
jakiego$ wspotdziatania, ktérego natura pozostaje
nieznana, pomiedzy podstawnikami na C(@) i C(® w ich
oddziatywaniu z enzymem [32, 37, przeglad: 38],
W przypadku N4-OH-FdCMP wysunieto przypusz-
czenie, ze to wspotdziatanie moze by¢ wynikiem po-
wstawania wewnatrzczasteczkowego wigzania wodo-
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obliczen ab initio, wykonanych metodami mechaniki
kwantowej, zaprzeczyty mozliwos$ci wystepowania ta-
kiego mechanizmu [39], Biorac to ostatnie pod uwage,
na selektywnos$¢ inhibicji szczeg6lny wptyw wydaje
sie wywiera¢ podstawnik na C(4). Inaktywacja przez
zarbwno N4-OH-FdUMP lub 4-tio-FdAUMP, jak
i FAUMP, polega na utworzeniu trdjczasteczkowego
kompleksu enzym-CH2H4PteGlu-inhibitor. Zastgpie-
nie grupy C@=0 (w FAUMP) grupg C@=N-OH (w
N4-OH-FdUMP) lub C(4) = S (w"4-tio-FdUMP) wpty-
wa na ten proces, najprawdopodobniej uwrazliwiajgc
jego przebieg na wystepowanie w centrach aktywnych
syntaz tymidylanowych réznicy (réznic) wérdd niekon-
serwatywnych reszt aminokwasowych.

Przeprowadzone ostatnio metodami mechaniki
kwantowej obliczenia ab initio, badajgce potencjalne
znaczenie dla wyzej omoéwionego zjawiska CH2H4Pte
Glu zwigzanego w centrum aktywnym, pokazaty moz-
liwos¢ wystepowania oddziatywania, poprzez wigzanie
wodorowe, pomiedzy grupg C(@ =0 lub jej modyfika-
Ccjg pierscienia pirymidynowego i atomem azotu N (10)
CH2H4PteGlu, ktory wydaje sie by¢ uwiktany w ab-
strakcje protonu z C(BdUMP. Oddziatywanie to,
poprzez wrazliwo$¢ na niekonserwatywne reszty ami-
nokwasowe centrum aktywnego, mogtoby réznicowac
inhibicje enzymu o réznym pochodzeniu analogami
dUMP podstawionymi na C(4) [40],

VI. Analogi N5,0-metylenotetrahydrofolianu
jako inhibitory syntazy tymidylanowej ak-
tywne w chemioterapii

Ostatnio duze nadzieje na zastosowanie w chemiote-
rapii nowotwordw budza analogi CfUH 4PteGlu, kt6-
re sg bardzo dobrymi inhibitorami syntazy tymidyla-
nowej o silnych wiasciwosciach cytotoksycznych,
z ktorych kilka zatwierdzono do prob klinicznych [8,
41-43 i prace cytowane w 43].
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Analogow takich poszukiwano od dawna, poniewaz
majg one potencjalng przewage, z punktu widzenia
inhibicji syntazy tymidylanowej w komdrce, nad
FAUMP. Ten ostatni prowokuje oporno$¢ metaboli-
czng [44], bedaca konsekwencjg nagromadzenia, w wy-
niku zahamowania aktywnosci syntazy tymidylano-
wej, jej substratu, dUMP, przeciwdziatajgcego inhibi-
cji przez wspo6tzawodniczacy z substratem FdU MP [4,
45]. Ponadto, inhibicja przez FdUMP zalezy od
stezenia CH2H4PteGlu lub jego oligoglutaminiano-
wych pochodnych. Ich stezenie jest zwykle w komor-
kach ssaczych niskie, mogace ograniczy¢ wiazanie
inhibitora zenzymem [praca przeglagdowa: 5], ajedno-
czesnie nie ulega ono podwyzszeniu na skutek inhibicji
syntazy tymidylanowej, poniewaz zredukowane formy
folianu pozostajg w komérce w robwnowadze [46],

Pierwszym antyfolianem o wtadciwos$ciach inhibito-
ra syntazy tymidylanowej, dopuszczonym do badan
klinicznych, byt zwigzek oznaczony symbolem CB
3717 (10-propargilo-5,8-dideazafolian; Ryc. 5) [prace
przegladowe: 5, 41]. Znacznej aktywnosci przeciw-
nowotworowej, stwierdzonej w stosunku do réznych
nowotwordw ludzkich, towarzyszyty niestety niepoza-
dane efekty uboczne, w postaci hepatotoksycznosci
i nefrotoksycznosci, bedgce skutkami stabej rozpusz-
czalnosci tego analogu [47], Dlatego CB 3717 nie stat
sie lekiem. Podjeto jednak badania nad modyfikacja
jego struktury, ktére doprowadzity do znacznego
poprawienia rozpuszczalnosci, przy zachowaniu po-
dobnych wikasciwosci inhibitorowych w stosunku do
syntazy tymidylanowej oraz aktywnosci przeciwnowo-
tworowej, poprzez zamiane grupy aminowej w pozycji
C(@ na atom wodoru lub grupe metylowg [48],
SzczegOlnie silna inhibicja wzrostu komorek nowo-
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tworowych towarzyszyta podstawieniu grupg 2-mety-
lowg [49], prawdopodobnie w zwigzku z bardziej
efektywnym przeksztatcaniem pochodnej 2-metylowej
przez syntetaze folilopoliglutaminianowg do form y-
oligoglutaminianowych, nie podlegajagcych, w odréz-
nieniu do formy monoglutaminianowej, transportowi
z komorki przez btone komorkowga na zewnatrz [50],
Wazng cecha form y-oligoglutaminianowych zaréwno
CB3717 jak i wspomnianych C(2-pochodnych jest
znacznie silniejsza (do dwoch rzedow wielkosci), w po-
rownaniu z formami monoglutaminowymi (wartosci
K, w zakresie nM), inhibicja ciasnego wigzania [51]
syntazy tymidylanowej [52-54],

Konsekwencjg analizy powyzszych wynikow byty
syntezy licznych pochodnych 10-propargylo-2-dez-
amino-5,8-dideazafolianu, zmodyfikowanych w pozy-
cjach C(2), N 10 lub w reszcie benzoilowej. Poszukiwano
dobrze rozpuszczalnego, jak najsilniejszego inhibitora
syntazy tymidylanowej, ktéry bytby dobrym substra-
tem syntetazy folilopoliglutaminianowej. W rezultacie
tych poszukiwan [przeglad: 55] powstata pochodna
N 10-metylotiofenowa, D 1694 (Ryc. 5), podlegajgca
obecnie Il fazie prob klinicznych.

Inng grupe antyfolianéw stanowig pochodne ben-
zochinazoliny, spos$rdéd ktérych do badan klinicznych
wybrano zwigzek BW1843U89(Ryc. 5), rozpuszczalny,
bardzo silny (K, w zakresie 0.1 nM) inhibitor syntazy
tymidylanowej, badany obecnie jako potencjalny lek
przeciwnowotworowy [56].

Szczegb6towe badania struktury krystalicznej syn-
tazy tymidylanowej, a zwiaszcza jej kompleksow
z dUMP lub FAUMP oraz N5,10-metylenotetrahy-
drofolianem lub jego analogiem [przeglad: 11], a takze
rozwoj techniki iteracyjnej analizy krystalograficznej

P,

BW 1843U89

Rvc. 5. Inhibitory syntazy tymidylanowej, analogi
N 510-metylcnotetrahydrofolianu, dopusz-
czone do badan klinicznych jako potencjal-

ne leki przeciwnowotworowe.
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biatka [57], umozliwity zaprojektowanie szeregu no-
wych struktur potencjalnych inhibitoréw syntazy tymi-
dylanowej. Synteza tych zwigzkéw, ktérych przykia-
dami dopuszczonymi do badan klinicznych jako poten-
cjalne leki przeciwnowotworowe sg pochodne 2,6-
diaminobenzo[a/]indolowe, AG331 i AG337 (Ryc. 5),
potwierdzita (wartosci K, w zakresie 1-10 nM)przewidy-
wania na temat ich silnych wiasciwosci inhibitorowych
[58, 59], Zwigzki te nie posiadajg reszty glutaminiano-
wej, a wiec korzystajg z innej (bez udziatu nosnika) niz
analogi posiadajgce taka reszte (transport no$nikowy)
drogi transportu przez btone komdrkowa. Nie moga
one tez ulegac poliglutamylacji. Dlatego inhibitory te sg
kandydatami na leki aktywne w stosunku do komérek
nowotworowych opornych na antyfoliany poprzez ich
uposledzony transport nosnikowy przez btony lub mato
aktywng poliglutamylacje.

VII. Selektywnos$c¢ inhibicji ré6znych syntaz ty-
midylanowych przez analogi N510-mety-
lenotetrahydrofolianu

Nieliczne opublikowane wyniki badan poréwnaw-
czych enzymu o réznym pochodzeniu wskazujg na
istnienie wptywu oligoglutamylacji ,,klasycznych” (tzn.
posiadajacych reszte glutaminianowg), analogdéw
CH2H 4PteGlu na wybidrczg inhibicje syntazy tymidy-
lanowej [15, 60].

VIIl. Regulacja ekspresji syntazy tymidyla-
nowej w komaorce

Poziom syntazy tymidylanowej moze by¢ paramet-
rem prognostycznym z punktu widzenia planowanej
chemioterapii skierowanej przeciw temu enzymowi
[61], jako ze podwyzszona ekspresja biatka enzymaty-
cznego pozostaje w prostej korelacji z opornoscig na
leki skierowane przeciw temu enzymowi [62-65],

Poziom syntazy tymidylanowej jest znacznie wyzszy
w komdrkach proliferujgcych niz pozostajagcych w fa-
zie GO [praca przegladowa: 2], przy czym wydaje sie to
pozostawa¢ w zwiagzku raczej z faktem proliferacji,
czyli opuszczenia fazy GO, niz z ktérgkolwiek z faz
cyklu komoérkowego [66], Regulacja poziomu mRNA
syntazy tymidylanowej rozgrywa sie prawdopodobnie
w wiekszym stopniu na etapie potranskrypcyjnym, niz
na transkrypcyjnym, przy czym prawidtowy przebieg
regulacji wymaga potgczonego udziatu zaréwno pro-
motora genu syntazy tymidylanowej, jak i intronow
[praca przeglagdowa: 67], Wyniki ostatnich badan su-
geruja, Ze to proces wycinania introndw, a nie sekwen-
cje w nich zawarte, jest dla tej regulacji istotny [68],

Ekspresja genu omawianego enzymu regulowana
jest takze na etapie translacji, poniewaz biatko syntazy
tymidylanowej moze blokowaé translacje swojego
wiasnego mRNA poprzez zwigzanie go. Blok ten jest
zwalniany w obecnosci substratow enzymu lub ich
analogow, co ttumaczy wzrost stezenia syntazy tymi-
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dylanowej w komdrkach poddanych dziataniu jej
inhibitorow [praca przeglagdowa: 67], Warto tu wspo-
mnie¢, ze jednym z mozliwych mechanizmdéw obser-
wowanego wptywu interferonu-y potegujgcego cyto-
toksyczne dziatanie 5-fluorouracylu (jego aktywng
forma jest m.in. 5-fluoro-dUM P) jest przeciwdziatanie
wzrostowi stezenia enzymu na skutek autoregulacji
translacji [69, 70],

Ostatnio opublikowane wyniki wskazujace na bez-
posrednie oddziatywanie pomiedzy mRNA protoon-
kogenu c-myc a biatkiem syntazy tymidylanowej, od-
dziatywujacym takze z wkasnym mRNA, sugeruja, ze
RNA c-myc ma udziat w regulacji translacji tego
enzymu oraz ze biatko syntazy tymidylanowej jest
zaangazowane w regulacje szeregu innych genéw ko-
morkowych [71].

IX. Inhibicja syntazy tymidylanowej a cyto-
toksycznosc

Inhibicja syntazy tymidylanowej powoduje ,$mier¢
beztyminowga” komdrki. Efektem bezposSrednim od-
dziatywania inhibitoréw enzymu jest nagromadzenie
w komdrce dUMP, po czym nastepuje zmasowane
wigczenie tego nukleotydu (substratem polimerazy
DNA staje sie dUTP, ktorego hydroliza do dUMP
ulega zahamowaniu) do DNA. Zjawisko to, na skutek
wycinania uracylu (pod nieobecnos¢ dTTP nie moze
by¢ zastgpiony tyming) z DNA, prowadzi do fragmen-
tacji tego ostatniego [praca przeglagdowa: 2], Ostatnio
wydaje sie jednak, ze z punktu widzenia mechanizmu
cytotoksycznosci jest to dopiero faza wstepna. Stwier-
dzono, ze inhibitory biosyntezy DNA, do ktérych
nalezg takze inhibitory syntazy tymidylanowej, powo-
dujg Smier¢ komérek dopiero po pewnym okresie ich
»niezrownowazonego wzrostu”, w czasie ktérego ko-
nieczna jest np. aktywna biosynteza biatek. Obserwa-
cja ta pozwolita sformutowac hipoteze, zgodnie z ktérg
powodem $mierci komarki nie jest biochemiczne dzia-
tanie inhibiora samo w sobie, ale bedace jego nastep-
stwem rozprzezenie cyklu komérkowego [72], Roz-
przezenie to prowadzi do apoptozy, czyli programo-
wanej $mierci komorki [praca przeglagdowa: 73], co
ttumaczy, dlaczego bardzo r6zne inhibitory wzrostu,
oddziatywujace na r6zne procesy docelowe, powodujg
$mier¢ komorki poprzedzong podobnymi objawami
(endonukleolityczna hydroliza DNA, zmiany konden-
sacji chromatyny), a takze sugeruje, ze cytotoksycz-
nos¢ jest warunkowana zdolnoscig komorki do wig-
czenia procesu apoptozy. W konsekwencji szczegélne-
go znaczenia nabiera mechanizm sprzezenia bodzca,
jakim jest oddziatywanie lek-cel (np. enzym docelowy)
z reakcjg, jakg jest Smier¢ komarki, poniewaz od tego
mechanizmu zalezy prawdopodobnie wrazliwo$é (o-
pornos$¢) komorki na lek, a te produkty gendw, ktére
realizujg to sprzezenie, moga sie sta¢ takze celami dla
lekbw nowego typu [73], Waznym przyktadem takie-
go produktu genu, ktéry wptywa zaréwno na przebieg
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cyklu komérkowego jak i na apoptoze, jest biatko p53
[praca przegladowa: 74]. Stwierdzono, ze ekspresja
tego biatka jest potrzebna dla wywotania apoptozy
dziataniem lekéw, w tym 5-fluorouracylu [75], Jednak
zdolno$¢ p53 do wywotywania apoptozy ma praw-
dopodobnie zwigzek z jego czestym unieczynnianiem,
poprzez mutacje, w procesie transformacji nowotwo-
rowej. Stad te same zmiany genetyczne, ktére prowa-
dzg do utraty zdolnosci do apoptozy w rozwoju
nowotworu, mogg powodowac opornos$¢ na rozne leki

przeciwnowotworowe,

ktérych skuteczno$é zalezy

wiadnie od zajScia apoptozy [74], Tak wiec dalszy
rozwdéj chemioterapii, takze tej, ktérej enzymem doce-
lowym jest syntaza tymidylanowa, a w szczegdlnosci
rozwigzanie problemu opornosci, jest w duzym stop-
niu uzalezniony od poznania molekularnego mechani-
zmu programowanej Smierci komorki.
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Wykaz stosowanych skr6téw: DAG — diacyloglicerol; EGF
—naskorkowy czynnik wzrostu; FA — kwasy tluszczowe;
GAP — biatko aktywujace GTPaze (ang. GTPase activating
protein): GDS — stymulator dysocjacji nukleotydéw guani-
nowych biatka Rai (ang. guanine nucleotide dissociation
stimulatorfor Rai), GIP — biatko hamujace GTPaze; InsP3

trisfosfoinozytol; LPC — lizofosfatydylocholina; PDGF
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czynnik wzrostu pochodzacy z ptytek krwi; PIC — fos-
foinozytydaza C; PKC — kinaza biatkowa C; PLA2 — fos-
folipaza A2; PLC — fosfolipaza C; PLD — fosfolipaza D; PS
- fosfatydyloseryna; PtdinsP2 — fosfatydyloinozytolo-
-(4,5)-bisfosforan.

I. Wprowadzenie

Dziatanie zewnetrznych bodZcéw, jak np. hormo-
néw, neurotransmiter6w czy czynnikdw wzrostu na
specyficzne biatka receptorowe znajdujace sie w btonie
plazmatycznej komdrki, powoduje serie zdarzen pro-
wadzacych do powstania wtornych przekaznikéw in-
formacji, a w konsekwencji konkretnych efektow bio-
logicznych.

Badania prowadzone w ciagu ostatnich 10 lat zwré-
city uwage na role fosfolipidow w procesach przekazy-
wania informacji w komérce. Wykazaty, ze fosfolipidy
sg nie tylko waznymi elementami budulcowymi bton
biologicznych, lecz ze sg takze potencjalnymi nos-
nikami informacji. Przeniesienie sygnatu przez btone
komérkowa zachodzi na drodze aktywacji fosfolipaz,
ktére hydrolizujac fosfolipidy prowadza do powstania
i uwolnienia do wnetrza komérki wtérnych przekaz-
nikdw sygnatéw. Wspotdziatanie enzymow hydrolizu-
jacych fosfolipidy, fosfolipaz, moze w efekcie prowa-
dzi¢ do wzmocnienia lub ostabienia (modulacji) syg-
natu.

W obecnym artykule pragniemy przedstawié szlaki
przekazywania sygnatow zwigzane z dziataniem fos-
folipaz C, D i A2 na fosfolipidy inozytolowe i fos-
fatydylocholine. W pismiennictwie polskojezycznym
pojawito sie ostatnio wiele artykutow przeglagdowych
dotyczacych proceséw przekazywaniem informacji
w komorce [1-16]*, dlatego tez pragniemy przedstawi¢
jedynie najnowsze informacje z tej tak gwattownie
rozwijajacej sie dziedziny wiedzy.

Il. Fosfolipazy aktywowane przez sygnaty
zewngtrzkomorkowe

Sposréd wszystkich fosfolipaz aktywowanych przez
substancje sygnatowe do najlepiej poznanych nalezy
fosfolipaza C dziatajgca specyficznie na fosfolipidy
inozytolowe, fosfoinozytydaza C (PIC) [17,18], Opisa-
no i oczyszczono 9 izoenzymoéw PIC. Na podstawie
homologii sekwencji aminokwasowej izoenzymy te
podzielono na trzy typy — @ (3 izoformy), y (2
izoformy) i 8 (4 izoformy) [19, 20],

Przebieg wydarzen, prowadzacych od aktywacji
komorki przez agoniste do hydrolizy fosfolipidéw
inozytolowych, jest obecnie dobrze poznany [1, 7 10,
16,22]. Wiadomo zatem, ze w zaktywowanej komorce,
PIC dziata gtdwnie na fosfolipid inozytolowy — fos-

*Czytelnikom zainteresowanym zagadnieniem przekazywa-
nia informacji w komorce polecamy ksigzke pt: ,Molekular-
ne mechanizmy przekazywania sygnatéw w komérce”.
Konarska L (red), Warszawa: PWN, 1995, 1-230.
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fatydyloinozytolo(4,5)bisfosforan (PtdInsP2). W wyni-
ku jego hydrolizy powstajg w komorce dwa wtérne
przekazniki informacji: trisfosfoinozytol (InsP3)i dia-
cyloglicerol (DAG). Sa one odpowiedzialne, odpowie-
dnio, za uwalnianie Ca2+ z wewngtrzkomorkowych
magazynow i aktywacje kinazy biatkowej C (PKC)
[10, 16, 21, 22], Mechanizm aktywacji r6znych typow
PIC, a szczegllnie izoenzymow typu @iy jest dosé
dobrze poznany [16, 17, 21-23]. Nie wiadomo nato-
miast w jaki sposéb aktywowana jest PIC5. Wydaje
sie, ze w odréznieniu od dwéch pozostatych typéw,
PIC8 jest enzymem dziatajagcym na terenie jadra
komérkowego [15, 24],

Ryciny 1i 2 ilustrujg mechanizm dziatania PIC(3
i PICy na PtdInsP2. Przedstawione procesy zachodzg
w btonie plazmatycznej komérek. Fosfoinozytydaza
typu @aktywowana jest przez agonistdw dziatajgcych
na receptory btony plazmatycznej charakteryzujace sie
obecnoscig 7domen transhtonowych (Ryc. 1) [16, 22],
Receptory te zwigzane sa z biatkami G [4, 14, 16, 22,
25]*. Biatka G sg zbudowane z trzech réznych podjed-
nostek, z ktorych podjednostka aczawiera bgdz zwigza-
ny do niej GDP (forma nieaktywna), badz GTP. Po
zwigzaniu agonisty z receptorem nastepuje aktywacja
biatka G na drodze wymiany GDP na GTP idysocja-
cja podjednostki @ od kompleksu podjednostek (3y
(Ryc. 1, 2). Zaréwno podjednostka « biatek G, jak
i kompleks podjednostek (3y, posiadajg zdolnos$¢ do
aktywacji okre$lonych biatek efektorowych [4, 14, 22,
25]. Rycina 1 pokazuje, ze podjednostka abiatka Gg,
jak i kompleks (3y aktywujg izoformy 3 i (2 PIC.
Zaktywowane r6zne izoformy PIC(3 dziatajag hydro-
litycznie na ten sam fosfolipid PtdInsP2, nastepuje
zatem wzmocnienie sygnatu [22],

Wydaje sie, ze aktywacja PIC(3 moze by¢ regulowa-
na przez r6zne izoenzmy biatek G. Sklonowano geny
wielu podjednostek biatek G; znanych jest co najmniej

AGONISTA
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Ryc. 1. Schemat powstawania wtoérnych przekaznikéw informacji
w komdrce po aktywacji receptora zwigzanego z biatkiem
G. Objasnienia skrétéw zawarto w wykazie zamieszczonym
pod spisem tresci.

*Budowa, dziatanie, wtasciwos$ci i podziat bialek G zostaty
ostatnio wyczerpujagco omowione w artykutach: J. Baran -
ska (1994) Post Biol Kom 21: 479-488; J. Kwiatkows-
ka-Korczak (1995) W: Molekularne mechanizmy prze-
kazywania sygnatow w komérce. Konarska L. (red.), War-
szawa: PWN: 104-117.
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Ryc. 2. Mechanizmy regulujace aktywacje fosfoinozytydazy C typu
Piy (PICp i PICy), wg [19] (ryc. zmodyfikowana).
Izoformy PICp sa regulowane poprzez, podjednostki biatka
G. Noradrenalina dziatajac na receptor adrenergiczny a,
(ot,-R) powoduje aktywacje PICP, i P1CP3 poprzez, podjed-
nostke a biatka G zawierajaca zwigzany z nig GTP.
Stymulacja receptora muskarynowocholinergicznego typu
M 2(M ,-R) przez acetylocholing powoduje aktywacje izofor-
my PICp, i PICP2 poprzez kompleks podjednostck Py
biatka G,. wrazliwego na toksyny bakteryjne. lzoformy
PICy sga aktywowane w wyniku fosforylacji przez kinaze
tyrozynowa, ktéra stanowi integralng czes¢ receptora czyn-
nikéw wzrostu (EGR-R). Zaktywowane PICP i PICy dziata-
ja na fosfolipid inozytolowy PtdInsP, powodujac powstanie
wtérnych przekaznikéw informacji — trisfosfoinozytolu
(InsP3)idiacyloglicerolu (DAG) aktywujacego kinaze biat-
kowa C (PKC).

21 izoform podjednostek o« 4 izoformy i 6 izoform
y[14,25]. PICpj i PICP3sg aktywowane przez podjed-
nostke ahiatek G, niewrazliwych na toksyny bakteryj-
ne (np. podjednostka am, Ryc. 1i2) [26-28], W wyniku
stymulacji receptoréw adrenergicznych ot, przez nor-
adrenaline nastepuje aktywacja PICP, i PICP3 przez
podjednostke aq biatka Gq zwigzanego z tym recep-
torem [19, 29] (Ryc. 2). Aktywacja receptora mus-
karynowego M2 przez acetylocholing prowadzi do
aktywacji PICP3i PICP2 przez kompleks podjednos-
tek Py biatka G, [19, 28]. W tym przypadku podjed-
nostka a, biatka G, hamuje cyklaze adenylanowsa.
Podane powyzej przykiady ilustrujg mechanizmy re-
gulujace aktywacje izoenzyméw PICP na poziomie
zar6wno bodzca dziatajacego na receptor, jak i biatka
G, zwigzanego z tym receptorem.

Mechanizm aktywacji PICy jest inny [16, 17, 22, 30,
31] (Ryc. 2). lzoformy tej fosfoinozytydazy: PICy,
i PICy2 uczestniczg w kaskadzie zdarzen indukowa-
nych w komérce przez czynniki wzrostu, takie jak np.
naskérkowy czynnik wzrostu (EGF) (Ryc. 2), czy
czynnik wzrostu pochodzacy z ptytek krwi (PDGF).
Czynniki wzrostu dziataja na receptory, ktérych integ-
ralng cze$¢ stanowi kinaza tyrozynowga. Przytgczenie
liganda (agonisty) do receptora powoduje inicjacje
kaskady autofosforylacji i fosforylacji prowadzonych
przez kinaze tyrozynowa receptora. Aktywacja PICy
nastepuje wiasnie poprzez fosforylacje reszt tyrozyno-
wych enzymu (Tyr783 i Tyrl254) [23]. Zaktywowane
izoformy PICy, podobnie jak PIC(3, hydrolizujgc ten
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sam fosfolipid prowadzg do powstania tych samych
wtoérnych przekaznikéw informacji: InsP3 i DAG
(Ryc. 2).

W komorce nie pobudzonej przez agoniste dziatanie
PICy na fosfolipid inozytolowy PtdInsP, jest niemoz-
liwe. Jest to spowodowane ochronnym dziataniem
biatka cytoszkieletu — profiliny, ktéra otacza
PtdInsP, [31]. Fosfatydyloinozytol w kompleksie
PtdInsP2-profilina jest hydrolizowany tylko przez
aktywna, ufosforylowang forme PICy, a wiec tylko po
stymulacji receptoréw czynnikéw wzrostu. W czasie
hydrolizy PtdInsP, przez PICy zostaje uwolniona
réwniez profilina, ktéra moze wchodzi¢ w interakcje
z filamentami aktynowymi. W konsekwencji moze to
prowadzi¢ do rozpadu filamentéw, tworzenia kom-
plekséw profilina-aktyna i i przeorganizowania cyto-
szkieletu [18, 31]. Profilina nie chroni PtdInsP, przed
hydrolitycznym dziataniem PICP, [31].

Nalezy doda¢, ze w latach osiemdziesigtych z duza
doze sceptycyzmu traktowano hipotezy sugerujgce
istnienie bezposrednich zwigzkéw (oddziatywan) po-
miedzy inozytolowym cyklem przekazywania infor-
macji a regulacjg cytoszkieletu. Dopiero badania lat
ostatnich wykazaly, ze poszczegdlne elementy kaskady
przekazywania sygnatow sg zwigzane z cytoszkieletem,
i ze zwigzanie to ulega zmianie po aktywacji komorki
przez agoniste [18, 31, 32]. Zatem hydroliza fos-
folipidow inozytolowych moze byé regulowana nie
tylko przez receptor i wspotdziatajace z nim biatka
znajdujgce sie w btonie plazmatycznej, lecz takze przez
uktad biatek cytoszkieletu zwigzany posrednio tylko
z tg btona.

W  wyniku hydrolizy fosfolipidu inozytolowego
PtdInsP, powstajag dwa wtdrne przekazniki infor-
macji: InsP3 i DAG [16, 21, 22]. InsP3 dyfunduje
z btony plazmatycznej do cytosolu itgczy sie z okres-
lonym receptorem znajdujagcym sie w btonie endoplaz-
matycznego retikulum. Zwigzanie InsP3z receptorem
moduluje biatko receptorowe powodujac uwolnienie
do cytosolu jondw wapnia zmagazynowanych w cys-
ternie retikulum [8, 12, 16, 21]. Natomiast DAG
pozostaje w btonie plazmatycznej i aktywuje kinaze
biatkowg C (PKC) [33], Wkrétce po odkryciu, ze
DAG jest wtdrnym przekaZznikiem informacji stato sie
jasne, ze wiekszo$¢ tworzonego po aktywacji komorek
DAG pochodzi z hydrolizy fosfatydylocholiny [9, 10,
23, 34-36], Fosfatydyloetanoloamina moze by¢ takze
zrodtem tego lipidu, ale w znacznie mniejszym za-
kresie. Nalezy dodaé¢, ze fosfolipidy inozytolowe,
a szczegOlnie PtdInsP, stanowig bardzo nieznaczny
procent (< 0.1 %) wszystkich fosfolipidéw bton, pod-
czas gdy fosfatydylocholina jest gtownym fosfolipidem
(50%) wszystkich fosfolipidow bton komérek organiz-
moéw eukariotycznych [9, 10],

Pojawienie sie DAG w komorce po aktywacji ma
czesto charakter dwufazowy. Pierwsza faza charak-
teryzuje sie wysokim ikrotkotrwatym wzrostem pozio-
mu DAG. W tej fazie DAG pochodzi z hydrolizy
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Ryc. 3. Schemat przedstawiajacy udziat PKC i Ca2+ w koordynacji
wspdtdziatania fosfolipaz w komérce, wg [23] (ryc. zmodyfi-

kowana).
Objasnienia skrotow nie uwzglednionych w tekscie: AA
- kwas arachidonowy; G — biatko G; LPA — kwas

lizofosfatydowy; LPC — lizofosfatydyloeholina; PA — kwas
fosfatydowy; PC — fosfatydylocholina.

PtdIns2 (réwnolegle obserwuje sie wzrost, a nastepnie
spadek stezenia drugiego wtornego przekaznika infor-
macji — InsP3). Faza druga, to dtugotrwatly wzrost
poziomu DAG, pochodzacego z hydrolizy fosfatydylo-
choliny [33]. Giéwnym enzymem dziatajagcym na
fosfatydylocholine po pobudzeniu komorki jest fos-
folipaza D (PLD), chociaz DAG moze powstawac
bezposrednio w wyniku dziatania na ten fosfolipid
fosfolipazy C (PLC) [8, 34-36] (Ryc. 3). PLD hydro-
lizuje fosfatydylocholing z uwolnieniem kwasu fos-
fatydowego i choliny. Kwas fosfatydowy ulega jednak
w komérce defosforylacji do DAG przez fosfohydro-
laze kwasu fosfatydowego [9, 10]. Przypuszcza sie, ze
cytokiny (interferony i interleukiny [23]) stymuluja
gtdéwnie PLC dziatajgca specyficznie na fosfatydylo-
choline bez udziatu hydrolizy fosfolipidéw inozytolo-
wych, podczas gdy zwiazki agonistyczne mobilizujace
Ca2+ w komorce, jak np.: adrenalina, noradrenalina,
wazopresynaczy bombezyna aktywujg PIC, dziatajgcy
na PtdInsP2 oraz PLD, dziatajgca na fosfatydylocho-
line [23]. W tym przypadku obserwuje sie, jak juz
zaznaczono poprzednio, dwufazowe pojawianie DAG
w komérce i w efekcie przedtuzong aktywacje PKC
(Ryc. 3). DAG moze powstawa¢ w komorce takze na
drodze innych przeksztatcen metabolicznych, jak np.:
hydrolizy triacylogliceroli czy sfmgomielin*, jednak
udziat tych reakcji w procesach transdukcji sygnatéw
wydaje sie raczej watpliwy [23, 26],

Wzmocnienie i przedtuzenie aktywnos$ci PKC wy-
wotujg réwniez inne produkty rozpadu fosfatydylo-
choliny (Ryc. 3) [23, 33, 37], Stwierdzono na przykiad,
ze lizofosfatydyloeholina — powstajaca w wyniku
dziatania na fosfatydylocholine fosfolipazy A2 (PLA?2)

réwniez aktywuje PKC. PLA2 uwalnia takze kwas
arachidonowy i inne nienasycone kwasy tluszczowe

*Szlak przekazywania informacji z udziatem sfingolipidéw
przedstawiono w artykule: J Kwiatkowska (1994) Post
Biochem 40: 130-134.
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estryfikujace srodkowa grupe -OH glicerolu. Kwas
arachidonowy i inne cis-nienasycone kwasy ttuszczo-
we rowniez aktywujg PKC. Wspotdziatanie zatem PIC
dziatajgcej na PtdInsP2 oraz PLD i PLA2 dziataja-
cych na fosfatydylocholine pozwala na utrzymanie
w komdrce przedtuzonej aktywnos$ci PKC [23, 33, 37]
(Ryc. 3).

Wydaje sig, ze PLD w organizmach ssakoéw wy-
stepuje gtéwnie w bionach komérkowych, cho¢ do-
ktadna lokalizacja enzymu nie jest jeszcze poznana.
Takze mechanizm aktywacji PLD nie jest jeszcze
w petni wyjasniony. Przypuszcza sie, ze tréjpodjednos-
tkowe biatka G moga (podobnie jak w przypadku PIC)
bezposrednio aktywowaé PLD, cho¢ nie wiadomo,
ktore typy i podjednostki biatek G sa zaangazowane
w ten proces. Znanym natomiast aktywatorem PLD
jest PKC. Badania nad wplywem tego enzymu na
aktywacje PLD prowadzone sg zazwyczaj z udziatem
estrow forbolu. Zwigzki te nie wystepujg fizjologicznie,
jednak dodane do komodrek zastepujag DAG powodu-
jac aktywacje PKC, a nastepnie aktywujg PLD.

Jednym z najciekawszych i stosunkowo niedawno
poznanym mechanizmem aktywacji PLD, jest aktywa-
cja enzymu przez kinazy tyrozynowe [38]. U podstaw
tego, zreszta jeszcze nie do koAca wyjasnionego proce-
su znalazta sie obserwacja, ze po stymulacji komdrek
przez czynniki wzrostu, takie jak EGF lub PDGF,
dochodzi do aktywacji PLD i zwiekszenia poziomu
kwasu fosfatydowego i DAG w komorce.

Po stymulacji komorek przez czynniki wzrostu
dochodzi do fosforylacji licznych biatek. Nalezy do
nich nie tylko omdéwiona powyzej PICy, lecz takze
GAP — biatko aktywujgce wiasciwosci GTPazowe
biatka p21lrs (z rodziny biatek Ras). GAP stymuluje
zdolnos¢ Ras do hydrolizy GTP do GDP, co powoduje
jego przeksztatcenie z formy aktywnej w nieaktywng
[8], a wiec jest negatywnym regulatorem biatka Ras.
Wykazano, ze kwas fosfatydowy wigze sie z biatkiem
GAP i hamuje jego aktywno$é. Ponadto, zaréwno
kwas fosfatydowy, jak i DAG, stymulujg inne cytoplaz-
matyczne biatko — GIP, ktdre hamuje aktywnos$¢
GTPazowg biatka Ras [23]. Zatem, kwas fosfatydowy
i DAG dziatajgc hamujgco na GAP, lub stymulujgco
na GIP, powodujg, ze biatko Ras pozostaje aktywne.
Stan taki jest typowy dla komoérek stymulowanych
czynnikami wzrostu, lub stransformowanych onkoge-
nami.

Opublikowane ostatnio wyniki badan grupy amery-
kanskiej [38] wskazuja, ze w komo6rkach NIH 3T3
stransformowanych onkogenem v-src dochodzi do
aktywacji PLD. Aktywacja ta zachodzi w wyniku
kaskady nastepujgcych po sobie kolejnych reakcji.
Badacze sugerujg [38], ze niereceptorowe kinazy tyro-
zynowe z rodziny Src aktywuja biatko Ras. Zaktywo-
wany Ras aktywuje PLD wigczajac w ten proces inne
biatka, a mianowicie mate, monomeryczne biatko G,
Rai, wystepujace w btonie plazmatycznej w kompleksie
z PLD, oraz adaptorowe, cytosolowe biatko RalGDS.
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A zatem, PLD moze by¢ aktywowana zaréwno
w wyniku reakcji zapoczatkowanej przez kinazy tyro-
zynowe, jak i przez PKC. W odré6znieniu jednak od
PIC, ktorej ré6zne formy izomeryczne (PIC(3 i PICy) sg
aktywowane w rézny sposob, dotychczas nie wiado-
mo, czy kinazy tyrozynowe i PKC dziatajg na rozne
izoenzymy PLD.

I1l1. Rola PKC i Ca2+ w koordynacji wspot-
dziatania fosfolipaz

Rodzina kinaz biatkowych C zawiera co najmniej 10
izoform serynowo/treoninowych kinaz biatkowych
(Tab. 1). ,,Klasyczne” formy izomeryczne kinazy biat-
kowej C sg aktywowane przez Ca2+, DAG i fos-
fatydyloseryne, a takze lizofosfatydylocholine i kwasy
ttuszczowe. Inne, tzw. ,,nowe” izoformy PKC sg nieza-
lezne od Ca2+ lecz wymagajg do aktywacji DAG
i fosfatydyloseryny, podczas gdy ,,atypowe” izoformy
PKC sg niezalezne zar6wno od Ca2+,jak i DAG [33]
(Tab. 12).

Wszystkie zewngtrzkomdrkowe sygnaty wywotujg-
ce mobilizacje Ca2+ w cytosolu powodujg serie zda-
rzen w komérce, w ktorych biorg udziat PIC, PLD
i PLA2[23, 33, 36, 37], l1zoenzymy PKC petnig istotng
role koordynatora tych zdarzen. Kiedy, w wyniku
kaskady zdarzeh w komdrce nastepuje aktywacja PIC,
hydroliza PtdnsP2 i powstanie wtérnych przekaz-
nikow sygnatéw InsP3i DAG, InsP3powoduje zwiek-
szenie poziomu Ca2+ w cytosolu. Umozliwia to trans-
lokacje nieaktywnej PKC z cytosolu do btony plaz-
matycznej. Tam, dzieki wspotdziataniu z DAG, fos-
fatydyloseryng i Ca2+ nastepuje aktywacja PKC,
a w konsekwencji aktywacja PLD [33, 37], PKC
i Ca2+ aktywujg takze PLA2, cho¢ znane sg takie jej
formy, ktére takiej aktywacji nie wymagajg [23, 36].
Miedzy PKC, a PLD i PLA2powstaje zatem pozytyw-
ne sprzezenie zwrotne [23, 33, 37] (Rys. 3). PKC
natomiast hamuje PIC [23] (Ryc. 3). Negatywne
sprzezenie zwrotne miedzy PKC, a PIC jest spowodo-
wane poprzez fosforylacje przez PKC Ser887 w czgas-

Tabela 1L

Izoformy kinazy biatkowej C

lzoforma Aktywator lipidowy

Klasyczne PKC a PS, DAG, FA, LPC
Izoenzymy zalezne od
Ca2+ P./Pu PS, DAG, FA, LPC

v PS, DAG, FA, LPC
Nowe PKC 8 PS, DAG, FA
Izoenzymy niezalezne
od Ca2+ e PS, DAG, FA

U 7

0 7
Atypowe PKC e PS, FA
lzoenzymy niezalezne
od Ca2+ A 7
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teczce PIC(3 i Ser 1248 w czgsteczce PICy. Ufosforylo-
wane enzymy nie mogg juz by¢ aktywowane przez
biatka G, czy kinaze tyrozynowa receptoréw czyn-
nikéw wzrostu i produkcja InsP3i DAG z rozpadu
fosfolipidu inozytolowego ustaje. Natomiast, dzieki
dodatniemu sprzezeniu zwrotnemu miedzy PKC
a PLD czy PLA2,wkomérce pojawia sie DAG, a takze
lizofosfatydylocholina i kwasy ttuszczowe pochodzgce
z rozpadu fosfatydylocholiny (Ryc. 3). Moga one
powodowac¢ wtdrng wobec fosfolipidu inozytolowego,
przedtuzajaca sie aktywacje PKC, istotng dla dtugo-
trwatych odpowiedzi biologicznych komorki, jak pro-
cesy wzrostu, podziaty czy réznicowanie komorki [23,
33, 36, 37],

Aktywacja PLA2i PLD, stymulowana przez zwiazki
agonistyczne, ktére dziatajg poprzez biatka G moze
by¢ takze koordynowana przez Ca2+ (Ryc. 3). Na
zdolno$¢ biatka G do aktywacji PLD wskazuje sty-
mulacja enzymu przez niehydrolizujgcy analog
GTP-GTPyS [38], Jednak, w odrdéznieniu od PLA2,
ktérego aktywnos¢ wzmacniajg jony wapnia (Ryc. 3),
wptyw tych jonéw na hydrolize fosfatydylocholiny
przez PLD nie jest do konca poznany [23, 33, 36].
Wydaje sie, ze Ca2+ raczej hamujg PLD, szczegOlnie
w wyzszych stezeniach, moga natomiast stymulowad
dziatanie biatka G aktywujgcego PLD. Natomiast
jony wapnia, juz w stezeniach powyzej 50 nM, powo-
dujg aktywacje PLA2 i translokacje tego enzymu
z cytosolu do bton komorki [23, 36], Najlepszym
substratem dla PLAZ2jest fosfatydylocholina, gorszym
fosfatydyloetanolamina, a stabym fosfatydyloinozyto-
le. Uwolniony przez PLA, z czasteczki fosfolipidu
kwas arachidonowy jest prekuresorem prostaglandyn,
tromboksandw, leukotrienéw i innych eikozanoidéw
[33, 37, 39] (Ryc. 3).

Jak juz wspomniano uprzednio, hydroliza fosfatydy-
locholiny przez PLD powoduje powstanie w komorce
kwasu fosfatydowego. Fosfolipid ten zaczyna by¢
postrzegany jako wtérny przekaznik informacji w ko-
maorce [18, 36].

Kwas fosfatydowy wydaje sie dziata¢ w komorce
mitogennie, regulujgc aktywnos$¢ biatka Ras [36, 37]
(patrz: poprzedni rozdziat). Jest on takze prekursorem
kwasu lizofosfatydowego. Kwas lizofosfatydowy jest
uwalniany z komoérek (np. komaérek ptytek krwi) ijako
pierwotny przekaznik, dziatajgc na specyficzne recep-
tory btony komorkowej, powoduje rézne odpowiedzi
biologiczne, jak np.; skurcz miesni gtadkich, cofanie
réznicowania komérek neuroblastomy, czy zapoczat-
kowanie proliferacji fibroblastow [40], W naszych
rozwazaniach najbardziej interesujgce wydaje sie jed-
nak odkrycie, ze kwas fosfatydowy moze petni¢ funkcje
fizjologicznego aktywatora ,atypowego” izoenzymu
PKC-PKCe (zeta) [41, 42], Co wiecej, ta izomeryczna
forma PKC jest wszechobecna w komorkach organiz-
mow zwierzecych [33, 37, 41],

Reasumujac, hydroliza fosfolipidu inozytolowego
PtdInsP2, prowadzgca do powstania DAG i mobiliza-
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cji Ca2+, powoduje aktywacje , klasycznych” izoform
PKC. W wyniku hydrolizy fosfatydylocholiny przez
PLC czy PLD nie nastgpuje mobilizacja Ca2+ w ko-
morce, natomiast uwalniany zostaje kwas fosfatydowy
i DAG. DAG powstaty z hydrolizy fosfatydylocholiny
moze aktywowaé tzw. ,nowe” izoformy PKC, nie
wymagajace Ca2+, a kwas fosfatydowy moze byé
gtéwnym aktywatorem ,atypowej” izoformy PKC,
ktéra do swojej aktywnosci nie wymaga ani DAG, ani
Ca2+ (Tab. 1). Nastepnie, w pozytywnym lub negatyw-
nym sprzezeniu zwrotnym izoenzymy PKC mogg
aktywowa¢, Ilub hamowaé okre$lone fosfolipazy
(Ryc. 3).

Ograniczona objeto$¢ artykutu nie pozwala na
szersze potraktowanie tego pasjonujgcego tematu.
StaraliSmy sie w nim przedstawi¢ nowe informacje
0 wtérnych lipidowych przekaznikach sygnatéw poja-
wiajgcych sie w komdrce w wyniku hydrolizy fos-
folipidu inozytolowego PtdInsP2i fosfatydylocholiny,
katalizowanych przez fosfolipazy PIC, PLC, PLD
1 PLA2 Aktywacja powyzszych fosfolipaz najpraw-
dopodobniej nie odbywa sie w tej samej btonie i wys-
tepuje w réznym czasie od sygnatu pierwotnego.
Dzieku temu odpowiedZ komérki na sygnat ulega
modulacji kontrolowanej poprzez wzajemne oddziaty-
wanie réznych szlakéw przekazywania sygnatow.

Artykut otrzymano 11 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1996 r.
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Oscylacje i fale wapniowe w komorce

Calcium oscillations and waves in a cell

AGNIESZKA MAKOWSKAL
JERZY DUSZYNSKI2

Spis tresci:

l. Poziom Ca2+ w cytosolu wtérnym przekaznikiem
informacji

Il.  Rozmieszczenie wapnia w komaorce

I1.  Wapn wolny i zwigzany

IV. Podziat ER z punktu widzenia zawarto$ci wapnia

V. Szybkos$¢ dyfuzji Ca2+ w obrebie komorki

VI. Warunki wystepowania oscylacji w szlaku metabolicz-
nym

VII. Oscylacje stezenia jonéw wapnia w cytosolu

VI1Il. Modele opisujgce oscylacje Ca2+ w komarce

IX. Fale wapniowe

X. Zmiany stezenia wapnia w jadrze komdérkowym i w mi-
tochondriach

X1. Synchronizacja zmian stezenia wapnia w obrebie tkanki

Wykaz stosowanych skrotéw: [Ca2+] — stezenie wapnia
w cytosolu; IP3 — trisfosfoinozytol; DAG diacyloglicerol;
PLC — fosfolipaza C; PKC kinaza biatkowa C, PIP2

fosfatydyloinozytolo(4,5)bisfosforan; J(aATP — przeptyw
Ca2+ przez pompe wapniowa; J(alP3- przeptyw Ca2+ przez
IP3-zalezny kanat wapniowy; JCaCa — przeptyw wapnia
indukowany przez wapn; JCadyf— dyfuzja wapnia; R recep-
tor; G — biatko G; RyR — receptor rianodinowy; C1RC
—indukowany przez wapn wptyw wapnia.

I. Poziom Ca2+ wcytosolu wtornym przekaz-
nikiem informacji

Wrazliwo$¢ komaérki na zmiany w stanie fizjologicz-
nym organizmu wymaga istnienia odpowiednich
»Czujnikéw” oraz drég przekazywania informacji do
elementéw regulujacych funkcjonowanie komorki.
Role ,,czujnikéw” w komorce odgrywajg receptory. Ich
struktura ulega zmianie w chwili, gdy przytgcza sie do
nich specyficzny ligand, np. hormon. Zmiana w struk-
turze receptora to pierwszy etap drogi przekazywania
sygnatu (kaskady sygnatowej). W komdrkach organiz-
moéw wyzszych istnieje wiele rodzajéw receptoréw
i wywodzacych sie z nich kaskad sygnatowych. Charak-
terystycznym etapem wielu kaskad sygnatowych jest
zmiana stezenia wapnia w cytosolu ([Ca2+]c). Jest to

1 Mgr, 2 prof., Instytut Biologii DosSwiadczalnej im M.
Nenckiego PAN ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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tak wazny igeneralny etap w przekazywaniu sygnatu,
ze wapn zyskat range gtéwnego wtérnego przekaznika
informacji w komdrce [1, 2]. Ponizej sygnatu wap-
niowego w kaskadzie sygnatowej znajduje sie etap,
w ktérym role odgrywajg biatka przekaznikowe syg-
natu wapniowego. Sg to biatka, ktérych struktura jest
wrazliwa na poziom wapnia. Przyktadami takich bia-
tek sa: kalmodulina, kalretynina, kalcyneuryna, Kkal-
paina czy anneksyna. Biatka te, w zaleznosci od
stopnia wypetnienia miejsc wigzacych wapri, moga
modyfikowac cate spektrum enzyméw komorkowych.
Niniejsza praca poswiecona jest formom sygnatu
wapniowego w obrebie pojedynczej komarki. W pracy
oméwione zostanie rozmieszczenie wapnia w komar-
ce, czasowy i przestrzenny przebieg zmian stezenia
wapnia, czyli oscylacje i fale wapniowe, a takze roz-
przestrzenianie sie tych zmian w obrebie tkanki.

Il. Rozmieszczenie wapnia w komorce

Zmiany stezenia wapnia w komdrce nazywane sg
metabolizmem wapniowym. Okre$lenie to jest nieco
mylace poniewaz w trakcie tych przemian dwuwartos-
ciowy kation wapniowy nie podlega zadnym przemia-
nom chemicznym. Zmianie ulegajedynie jego lokaliza-
cja w komérce, a co za tym idzie stezenie wapnia
w poszczegolnych przedziatach komérki. W metaboli-
Zmie wapniowym zasadniczg role odgrywajg nastepu-
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jace przedziaty komérkowe: 1) cytosol, 2) retikulum
endoplazmatyczne, 3) mitochondria i 4) jadro komor-
kowe oraz, poza nimi, przestrzen zewnatrzkomor-
kowa. Najistotniejsze znaczenie przypisuje sie wspoét-
cze$nie przeptywom Ca2+ pomiedzy endoplazmatycz-
nym reticulum, cytosolem i przestrzenia zewnatrz-
komorkowa. Coraz czesciej jednak pojawiajg sie prace
akcentujace role mitochondriéw [3, 4] ijadra komor-
kowego [5] w metabolizmie wapniowym, szczegdlnie
w stanach patologicznych komaérki.

W cytosolu typowej komorki organizmoéw wy-
zszych, jaka jest np. hepatocyt, znajduje sie 10-20%
zasobéw wapnia komérkowego. W stanie spoczyn-
kowym komorki [Ca2+]cosigga wartosé - 100 nM. Po
obudzeniu komorki, np. na skutek dziatania hormonu,
[Ca2+]cwzrasta do ok. 1 pM. Na zewnatrz komorki,
w ptynach ustrojowych, stezenie Ca2+ osigga wartos$¢
2 mM. Gradient Ca2+ na blonie komérkowej ma
wobec tego warto$¢ 20000 w przypadku komdrki
spoczynkowej i 2000 w przypadku komorki pobudzo-
nej. Sprawowanie przez btone komdrkowa funkcji tak
efektywnej bariery w stosunku do wapnia jest mozliwe
dzieki pompie wapniowej w btonie komorkowej (ATP-
azie wapniowej). Wypompowywuje ona na zewnatrz
komorki Ca2+ z cytosolu i przeciwdziata wzrostowi
zawartos$ci wapnia w komdrce na skutek biernego
naptywu Ca2+ z przestrzeni zewnatrzkomérkowej.
W btonie komorkowej jest tez zlokalizowany kanat
wapniowy. Otwiera si¢ on przy pobudzeniu komdarki
i umozliwia naptyw do cytosolu Ca2+ z ptynéw
ustrojowych [6, 7].

I11. Wapn wolny i zwigzany

Zdecydowana wiekszo$¢ zasobdw wapniowych ko-
morki jest zlokalizowana w endoplazmatycznym reti-
kulum (ER). Zasadnicze znaczenie w nagromadzeniu
wapnia w tym przedziale majg dwa biatka buforujace
wapn: kalsekwestryna i kalretikulina [8]. Charaktery-
zujg sie one wysokg pojemnos$cig i niskim powinowac-
twem w stosunku do wapnia (1 mol kalsekwestryny
wigze do 50 moli Ca2+ przy Kdok. 1mM; kalretikulina
wigze od 20 do 50 moli Ca2+ na mol biatka przy Kd
w zakresie 1-4 mM). Obecnos$¢ tych biatek sprawia, ze
bez ryzyka znacznego podwyzszenia stezenia Ca2+
w Swietle ER mogg by¢ zgromadzone duze zasoby
tatwo uwalnianego wapnia. Diugotrwate podwyzsze-
nie stezenia Ca2+ jest bowiem niebezpieczne dla
struktur komérkowych [9], a w przypadku ER moze
prowadzi¢ do takich procesow jak wytrgcanie fos-
foranu, aktywacja proteaz czy fosfotipaz i, w konsek-
wencji, utrata integralnoSci btony. Elementami nie-
zbednymi do prawidtowego funkcjonowania ER jako
magazynu wapniowego sg réwniez dwa biatka btono-
we: ATPaza wapniowa (wpompowujaca wapn do ER
i zuzywajgca cytosolowe ATP) oraz IP3-zalezny kanat
wapniowy. W komdrce spoczynkowej kanat ten jest
zamkniety, po aktywacji przez IP3 kanat zostaje
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otwarty i nastepuje wptyw Ca2+ z ER do cytosolu.
W btonie ER wielu rodzajow komérek wystepuje tez
kanat wapniowy regulowany przez wapn (aktywuje go
zwiekszone stezenie Ca2+ w cytosolu). Kanat ten jest
nazywany rianodinowym (RyR), poniewaz jest bloko-
wany przez alkaloid rianodine.

Takze w cytosolu zdecydowana wiekszo$¢ wystepu-
jacego tam wapnia jest zwigzana z biatkami buforuja-
cymi wapn (parvalbuming i kalbinding), z metabolita-
mi (np. z cytrynianem lub ATP, ktére silnie wigza
kationy dwuwartosciowe) lub z powierzchniami bton
komdrkowych. Omowione do tej pory elementy regu-
lujgce wapniowg gospodarke komorki przedstawiono
na schemacie (Ryc. 1.

IV. Podziat ER z punktu widzenia zawartosci
wapnia

Endoplazmatyczne retikulum jest skomplikowang
strukturg. W ER rozréznia sie frakcje gtadka, szorstka
oraz te czes¢ systemu ER, ktéra #aczy sie z blong
jadrowa. Pomimo tego zréznicowania uwaza sie, ze
wewnetrzna przestrzen ER stanowi jedng catos¢
o0 identycznym skitadzie enzymatycznym [3]. Wiele
danych wskazuje jednak na to, ze zawarto$¢ wapnia
w ER jest niejednolita. Jedng z przyczyn nagromadze-
nia wiekszej ilosci Ca2+ w okreslonych regionach ER
(kalciosom [3, 10]) mogtoby by¢ nieré6wnomierne
rozmieszczenie w btonie ER biatek transportujgcych
waph oraz utrudniona dyfuzja Ca2+ wewnatrz ER.

Badania z uzyciem technik cytoimmunologicznych
potwierdzity przypuszczenie, ze biatka transportujgce
waph nie sg réwnomiernie roztozone w ER, i ze
w pewnych miejscach nastepuje ich znaczne zagesz-
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Ryc. 1. Elementy metabolizmu wapniowego w komorce.
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czenie [11]. Mozna zatem przypuszczaé, ze W roz-
gatezionej strukturze ER wystepujg fragmenty od-
grywajace dominujaca role w metabolizmie wapnio-
wym. Sg one nazywane Kkalciosomami i stanowig
magazyny wapniowe komaérki.

V. Szybko$¢ dyfuzji Ca2+ w obrebie komorki

Wzrost [Ca2+]cpo pobudzeniu komorki jest wyni-
kiem uwalniania wapnia z ER i naptywu wapnia
z przestrzeni zewnatrzkomorkowej. Jakie jest uzasad-
nienie tak skomplikowanego mechanizmu podwyz-
szania [Ca2+]@ Dlaczego do regulacji [Ca2+]c nie
wystarczajg przeptywy wapnia przez btone komor-
kowg i zewnatrzkomoérkowy, praktycznie niewyczer-
pywalny, rezerwuar wapnia? Przyczyny tego stanu
rzeczy upatruje sie w bardzo wolnym dyfundowaniu
wapnia w przedziatach komorkowych. Powodem tego
jest wystepowanie w komdrce wielu elementéow bufo-
rujacych wapn. Przypomnijmy, ze w elektrycznie nie-
pobudliwej komdrce [Ca2+]cwaha sie w granicach od
0.1 do 1 juM, podczas gdy stezenie biatek wigzgcych
wapn w cytosolu szacuje sie na ok. 300 pM [12].
Oznacza to, ze 99% wapnia w cytosolu jest zwigzana
[13, 14]. Woyliczono, ze dyfuzja Ca2+ od btony do
centralnych rejonéw komorki zajetaby minuty. Szyb-
kie, trwajgce zaledwie kilka sekund, zmiany poziomu
wapnia w obrebie komdérki mozliwe sg jedynie dzieki
uwalnianiu wapnia z gtebiej potozonych i rozproszo-
nych magazynéw wapniowych. Dyfuzja wapnia w tych
przedziatach jest nieco szybsza niz w cytosolu, al-
bowiem stezenie wolnego wapnia osigga w nich warto-
§ci od kilkunastu do kilkuset pM [15], przy tylko
0 rzad wielkosci wyzszym stezeniu elementow wigzg-
cych wapn. Nalezy dodaé, ze IP3 uwalniajacy wapn
z tych przestrzeni dyfunduje w cytosolu 30 raz szybciej
niz wapn [12].

V1. Warunki wystepowania oscylacji w szlaku
metabolicznym

W stanie rownowagi dynamicznej parametry danego
szlaku metabolicznego (t.j. stezenia metabolitow po-
$rednich) ulegaja ustaleniu w warunkach okre$lonej
szybkosci przeptywu przez dany szlak. W opisie réw-
nowagi dynamicznej szlaku metabolity odgrywajg
wytacznie role reagentéw reakcji. Oddziatywanie spe-
cyficznych efektoréw na centra regulatorowe enzy-
mow moze zmieniac ich state kinetyczne. W przypadku
gdy efektorem jest produkt enzymu, i gdy dziata on na
reakcje hamujaco (negatywne sprzezenie zwrotne) ma-
my do czynienia z efektem stabilizujacym. Podobnie
jest w przypadku gdy efektorem jest substrat enzymu,
1gdy jego dziatanie stymuluje reakcje. Dziatanie takich
efektoréw moze sprawiaé, ze wielkos¢ stabilizowanego
parametru zmienia sie stosunkowo niewiele (homeo-
staza) nawet przy duzych zmianach w szybkoS$ci prze-
ptywu przez szlak. Natomiast, w przypadkach: 1) gdy
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produkt enzymu jest efektorem o dziataniu aktywujga-
cym reakcje (pozytywne sprzezenie zwrotne) lub 2)gdy
substrat jest efektorem hamujgcym reakcje (np. koope-
racja negatywna) mamy do czynienia z efektami des-
tabilizujacymi [16]. Efektory moga dziata¢ na szlak
metaboliczny bardzo szybko (dziatanie kinetyczne,
ktérego skala czasowa to milisekundy). Z drugiej
strony procesy adaptacyjne, zwigzane z syntezg biatek,
majg kilkugodzinng skale czasowg. W przypadku gdy
dziatanie efektora zwigzane jest z kowalencyjng mody-
fikacja enzyméw szlaku, zmiany w kinetyce enzymu
nastepujag w minutowej skali czasowej. Oscylacje zwig-
zane sg zazwyczaj ze wspotdziataniem w szlaku meta-
bolicznym efektoréw stabilizujacych (dominujacych
w fazie powrotu do poziomu wyjsciowego) i de-
stabilizujacych (dominujgcych w fazie odchodzenia od
poziomu wyjsciowego), o réznych skalach czasowych.
W metaboliZmie wapniowym role gtéwnych paramet-
réw i zarazem potencjalnych efektorow odgrywajg 1P 3
i wapn.

VIl. Oscylacje stezenia jonéw wapnia
w cytosolu

Zastosowanie metod umozliwiajgcych badanie pro-
ceséw zachodzacych w pojedynczej komérce pozwoli-
to odkryé ztozony charakter zmian stezenia wapnia
w cytoplazmie i organellach komérkowych. Stwier-
dzono, ze w zaleznos$ci od stopnia stymulacji komérki
zmiany te moga przybiera¢ posta¢ statego podwyz-
szenia lub oscylacji, ktore rozprzestrzeniajg sie w ob-
rebie komdrki jako fale. Wystepowanie oscylacji jest
powszechne i zostato opisane dla wielu rodzajow
komérek, miedzy innymi oocytéw mysich [17], hepa-
tocytéw [18, 19], oocytéw Xenopus laevis [20], kom6-
rek nabtonkowych [21, 22], komdrek migéniowych
i astrocytow [23],

W ostatnich latach oscylacyjne zmiany [Ca2+]ci ich
rozprzestrzenianie sie w obrebie komérki oraz pomie-
dzy sagsiadujgcymi komdrkami staty siejednym z gtdw-
nych tematéw badadA w dziedzinie przekazywania
sygnatow w komdrce. Wraz z kolejnymi odkryciami na
tym polu pojawiaty sie r6zne modele probujace wyjas-
ni¢ mechanizm tego zjawiska oraz hipotezy dotyczace
jego fizjologicznej funkcji.

Cykliczne zmiany [Ca2+]cpolegajgce na powtarza-
jacym sie kilka lub wiecej razy wzroscie i spadku,
o statej czestotliwo$ci i amplitudzie, pojawiaja si¢ nie
tylko w nastepstwie pobudzenia komoérki. Zaobser-
wowano tez oscylacje [Ca2+]c pojawiajgce sie spon-
tanicznie [24, 25], W zaleznos$ci od rodzaju komorki
okres ich trwania moze wynosi¢ od 1sekundy do 10
minut. Bardzo zmienna jest tez dynamika zmian
stezenia wapnia podczas oscylacji. Moga one przyj-
mowac rézne ksztalty, np. ostrych pikéow z gwattow-
nym wzrostem i szybkim spadkiem stezenia wapnia,
tagodnych przejs¢ o sinusoidalnym przebiegu lub wielu
form posrednich [26]. Wystepowanie oscylacji
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Ryc. 2. Zalezno$¢ czestotliwosci oscylacji [Ca2+] w cytosolu od
intensywnos$ci stymulacji.

[Ca2+]c jest zwigzane z intensywnos$cig stymulacji.
Proces ich wzbudzenia ma charakter ,,wszystko albo
nic”, to znaczy, ze pojawiajg sie one dopiero po
osiaggnieciu okres$lonej, progowej sity pobudzenia ko-
morki. Dalszy wzrost sity stymulacji powoduje zwiek-
szenie czestotliwos$ci oscylacji [Ca2+]¢ nie ma jednak
wpiywu na ich amplitude (Ryc. 2). Zwigkszenie czestot-
liwosci nastepuje przez przyspieszenie fazy spadkowej
oraz skrécenie okresu latencji, czyli fazy statego pozio-
mu [Ca2+]Lpomiedzy spadkiem ikolejnym wzrostem.
Powyzej okre$lonego poziomu pobudzenia komérki
oscylacje przechodzg w utrzymujace sie podwyzszenie
stezenia wapnia w cytosolu [26, 27]. Oscylacje wap-
niowe wystepujg wiec tylko w okreslonych granicach
intensywnosci stymulaciji.

Pomimo intensywnych badan dotychczas nie stwier-
dzono, jaka jest fizjologiczna rola tak skomplikowa-
nych zmian w cytosolowym stezeniu wapnia. Przypu-
szcza sie, ze kodowanie sity stymulacji w postaci
czestotliwo$ci oscylacji pozwala na przekazywanie
bardziej subtelnych zmian sygnatu niz bytoby to
mozliwe przy statym podwyzszeniu stezenia wapnia
[28]. Jest tez prawdopodobne, ze wystepowanie o0s-
cylacji tylko w okreslonych granicach sity stymulacji
umozliwia biatkom przekaznikowym sygnatu wap-
niowego odrdznienie prawdziwego sygnatu od przypad-
kowych wahan [Ca2+]c Stwierdzono, ze oscylacje
[Ca2+]c powodujg pojawienie sie analogicznych os-
cylacji w matriks mitochondrialnej i odpowiadajgcych
im zmian aktywnos$ci mitochondrialnych dehydroge-
naz [29],

VIIl. Modele opisujgce oscylacje Ca2+
w komarce

Modele probujgce wyjasni¢ zjawisko powstawania
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i rozprzestrzeniania sie w komorce oscylacji wap-
niowych sg zgodne w opisie wstepnej fazy tego procesu.
Przytgczenie przez receptor czasteczki hormonu lub
neurotransmitera powoduje rozpad biatka G na dome-
ny iuaktywnianie przezjedng z tych domen fosfolipazy
C (PLC). Enzym ten powoduje rozpad znajdujgcego
sie w btonie komdérkowej fosfatydyloinozytolo(4,5)
bisfosforanu (P1P2)na dwie czasteczki: diacyloglicerol
(DAG) oraz trisfosfoinozytol (IP3) [30]. IP3jest zwigz-
kiem drobnoczasteczkowym, ktory szybko dyfunduje
w cytosolu i powoduje otwarcie IP3- zaleznych kana-
téw wapniowych w btonach kalciosoméw. Pocigga to
za sobg wzrost stezenia jonéw wapnia w cytosolu
wzmocniony przez naptyw wapnia z przestrzeni ze-
wnatrzkomérkowej. Modele oscylacji [Ca2+]crdznig
sie w opisie dalszej sekwencji zdarzen. W jednej grupie
modeli oscylacje byty ttumaczone oscylujgcym steze-
niem 1P 3, w drugiej cykliczng wymiang jonéw wapnia
pomiedzy cytosolem a magazynami wapniowymi
w warunkach statego stezenia IP3.

Do modeli oscylacji wapniowych opierajgcych sie
na wahaniach stezenia 1P 3 nalezy model krzyzowego
sprzezenia (cross-coupling model), przedstawiony
w 1988 r. przez Meyera i Stryera [31]. Zaklada
on, ze indukowany przez IP3 wyptyw wapnia ze zbior-
nikbw wapniowych stymuluje synteze IP3 (Ryc. 3A).
Poniewaz ,,zapasy” jonOw wapnia sg ograniczone, po
ich uwolnieniu do cytosolu nastepuje ponowne prze-
niesienie wapnia do zbiornikéw ER i na zewnatrz
komérki, a synteza IP3 ulega spowolnieniu. Po napet-
nieniu magazynow wapniowych proces moze ulec
powtérzeniu. W wyniku dalszych badan model ten
zostat wzbogacony o element hamowania wyptywu
jonéw wapnia ze zbiornikéw wapniowych przez zwie-
kszone [Ca24]c [18].

Inny model oparty na cyklicznych zmianach steze-
nia IP3 zaproponowali Cuthbertson i Chay
w 1991 r. [32], W tym matematycznym opisie, na-
zwanym modelem agonista-receptor, waph wyptywaja-
cy ze zbiornikow komorkowych oraz diacyloglicerol
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Ryc. 3. Modele oscylacji wapniowych. A — model sprzezenia
krzyzowego, B — model agonista-receptor, C — model
dwéch rodzajow magazynéw wapniowych, D — model

dwufazowego dziatania wapnia. Ciggte linie oznaczajg
przeptywy wapnia (Jta) oraz szlaki metaboliczne, linie
przerywane symbolizujg wzmacniajgce (+ ) lub hamujace
(—) dziatanie efektoréw (Ca2+ i IP3)
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aktywujag kinaze biatkowg C (PKC), ktora poprzez
fosforylacje hamuje aktywnos$¢ biatka G lub receptora
btonowego. W efekcie nastepuje zahamowanie syntezy
IP3 i w dalszej konsekwencji uwalniania wapnia
z magazynow komoérkowych. Wpompowywanie wap-
nia z powrotem do zhiornikéw komérkowych umoz-
liwia odbudowanie ich zasobow. Spadek stezenia
wapnia w cytosolu powoduje zmniejszenie aktywnosci
PKC, uaktywnienie syntezy IP3iponowne uwolnienie
jonéw wapnia z magazynow komorkowych do cyto-
solu. Model ten (Ryc. 3B) zaktada réwniez, ze DAG lub
IP3 stymuluja na zasadzie dodatniego sprzezenia
zwrotnego aktywno$¢ PLC, chociaz taka zalezno$¢ nie
zostata eksperymentalnie potwierdzona.

Omowione modele generowania oscylacji wapnio-
wych opierajg sie na zatozeniu, ze stezenie IP3w komor-
ce ulega cyklicznym wahaniom. Dotychczas jednak nie
opracowano metody pozwalajacej na bezposrednie
potwierdzenie wystepowania takich zmian. Powszech-
na uzyteczno$¢ tych modeli zostata natomiast zakwes-
tionowana przez wyniki eksperymentéw, w ktorych
zastosowano nie ulegajgcy hydrolizie analog IP3
IP3S3 [28], Zwigzek ten, podobnie jak IP3 powoduje
uwolnienie jondw wapnia z magazynéw komérko-
wych, jednak jego stezenie po podaniu do komorki
utrzymuje sie na statym poziomie. W doSwiadczeniach
na oocytach Xenopus wykazano, ze IP3S3nie ma nega-
tywnego wptywu na pojawianie sie oscylacji wapnio-
wych, a wiec przynajmniej w tych komaérkach nie sg one
generowane przez cykliczne zmiany stezenia 1P3 [28],

Druga grupa modeli opiera sie na zjawisku in-
dukowania wyptywu jonéw wapnia ze zbiornikéw
wapniowych przez podwyzszone stezenie wapnia w cy-
tosolu (CICR — calcium-induced calcium release).
Model dwéch rodzajow magazynéw wapniowych, za-
proponowany w 1990 r. przez Goldbetera, Du-
ponta oraz Berridge’a [33] zaktada istnienie
i wspotdziatanie magazynéw wapniowych wrazliwych
i niewrazliwych na IP3. Pierwsze posiadajg w btonie
receptory IP3. Drugie majg inny rodzaj receptorow
— receptory rianodinowe. Sg one wrazliwe na stezenie
jonéw wapnia w cytosolu i, podobnie jak receptory
IP3, petnig funkcje kanatdw wapniowych. Po zainic-
jowaniu kaskady sygnatowej dochodzi do uwolnienia
wapnia ze zbiornikéw wrazliwych na IP3. Wzrost
stezenia wapnia w cytosolu powoduje z kolei otwarcie
kanatow w magazynach posiadajgcych receptory ria-
nodinowe. Po wpompowaniu wapnia z powrotem do
zbiornikéw wapniowych caly proces ulega powtérze-
niu. Omdéwiony model (Ryc. 3C) nie ma charakteru
uniwersalnego, poniewaz w wielu rodzajach komérek
nie udato sie wykazac istnienia receptoréw rianodino-
wych, miedzy innymi nie znaleziono ich w oocytach
Xenopus [34],

W roku 1992 ukazaty sie publikacje wykazujace, ze
aktywnos¢ 1P 3-zaleznych kanatéw wapniowych moze
by¢ regulowana przez wapi. W zaleznosci od stezenia
waph moze aktywowaé lub hamowaé¢ indukowane
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przez 1P3oprdznianie magazynéw komdrkowych [34,
35]. Odkrycie to pozwolito na opracowanie modeli
oscylacji wapniowych opierajacych sie na udziale tylko
jednego rodzaju zbiornikéw wapniowych. Zapropo-
nowany przez Atri’ego i wsp. model dwufazowego
dziatania wapnia [36] opiera sie na zatozeniu, ze
receptor 1P 3 sktada sie z trzech domen. Kazda z nich
moze znajdowac sie w stanie nieaktywnym lub aktyw-
nym, polegajacym na przytgczeniu okreslonego Ugan-
da. Domena pierwsza moze przytaczy¢ czasteczke IP3,
podczas gdy domeny druga i trzecia wigzg jony
wapnia. Jesli aktywne sa domeny pierwsza i druga, co
ma miejsce przy okreslonym stezeniu IP3 i wapnia
w cytosolu, nastepuje wyptyw jondw Ca2+ z magazy-
néw komdrkowych. Gdy [Ca2+]c osiaggnie wieksza
wartosé, przy ktorej takze domena trzecia receptora
ulegnie aktywacji, wyptyw ze zbiornikow wapniowych
zostanie zahamowany. Model ten zaktada (Ryc. 3D), ze
wyptyw wapnia przez pojedynczy kanat ma charakter
wszystko albo nic, natomiast catkowity wyptyw wap-
nia z magazynu wapniowego zalezy od ilosci otwar-
tych kanatow. Wystepowanie oscylacji wapniowych
jest uzaleznione ponadto od stosunku ilosci recep-
torow z przytgczong czasteczka 1P3 do og6lnej ilosci
receptoréw IP3.

Ilo$¢ opracowanych dotychczas modeli oscylacji
wapniowych jest nie tylko odzwierciedleniem kolej-
nych odkryé na tym polu, ale by¢ moze takze rzeczywi-
stego zréznicowania mechanizméw generowania cyk-
licznych zmian stezenia wapnia w komdrce. Zapropo-
nowany ostatnio przez Shena i Lartera model
uniwersalny [37] opiera sie na zatlozeniu, ze bardziej
prawdopodobne jest istnienie jednego uktadu pozwa-
lajacego na generowanie rdéznego typu oscylacji niz
wystepowanie specyficznych mechanizméw w réznych
rodzajach komdrek. Autorzy ci wykorzystali elementy
modeli przedstawionych przez Cuthbertsona
iChay’a [32] oraz przez Atri’ego [36]. Zgodnie
z tg najnowszg hipotezg (Ryc. 4) wapn uwalniany przez
IP3 w pierwszej fazie powoduje przyspieszenie oproz-
niania zbiornika wapniowego przez uaktywnienie wie-

»—2+
Hormon U d zew
Ca
l £ i Jare
dyf

Ryc. 4. Uniwersalny model oscylacji wapniowych.
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kszej liczby 1P 3-zaleznych kanatow wapniowych.
Zwigkszony poziom wapnia w cytosolu stymuluje
wytwarzanie wiekszej ilosci IP3 przez fosfolipaze C.
W drugiej fazie rosnagce stezenie wapnia zaczyna
wywiera¢ hamujacy wptyw na kanaty wapniowe ipro-
wadzi do zahamowania wyptywu wapnia ze zbior-
nikbw. Komputerowa symulacja zmian stezenia wap-
nia generowanych przez taki uktad wykazata, ze
w zaleznos$ci od doboru parametréw moga powstawac
oscylacje o réznych ksztattach, czestotliwosci i amp-
litudzie [37]. By¢ moze juz wkrétce pojawi sie jednak
kolejny model oscylacji wapniowych uwzgledniajacy
ostatnie odkrycie, ze zwiekszone stezenie IP3 w cyto-
solu wywiera hamujacy wptyw na IP3-zalezne kanaty
wapniowe [38],

IX. Fale wapniowe

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem barw-
nikéw fluorescencyjnych i mikroskopii konfokalnej
wykazaty, ze zmiany [Ca2+]cnie obejmujg jednoczes-
nie catej komorki, ale rozpoczynajg sie w Scisle okres$-
lonym miejscu i rozprzestrzeniajg w cytosolu przyj-
mujac posta¢ fali [19, 39]. Obszar cytosolu o mak-
symalnym stezeniu wapnia stanowi czoto fali, ktére
w zaleznosci od komorki i rodzaju stymulacji moze
przybiera¢ ksztatt spiralny, koncentryczny [26] lub
ptaski [40], Miejsce, w ktdrym rozpoczynajg sie os-
cylacje wapniowe jest charakterystyczne dla kazdej
komérki i nie zalezy od rodzaju stymulacji [20, 39],
Dotychczasowe badania na hodowlach komd6rkowych
wskazujg, ze moze to by¢ wyrazem pierwotnej polar-
nosci komoérki [41, 42]. W $wiezo wyizolowanych
hepatocytach, w ktérych polaryzacja jest zachowana
wykazano, ze fale wapniowe majg najczesciej swoj
poczatek w poblizu blony graniczacej z naczyniem
krwionosnym. Wiele danych pozwala tez przypusz-
czaé, ze utracona podczas izolacji polarno$¢ komarki
moze by¢ odtworzona w czasie hodowli. Wiadomo,
ze wiasnie w eksponowanej do naczynia krwionos-
nego czesci btony komdrkowej znajduje sie wiele
receptoréw i biatek zwigzanych z przekazywaniem
sygnatu [39].

Szybko$¢ wzrostu stezenia wapnia oraz szybkosé
rozprzestrzeniania sie fali w obrebie komorki sg state
i nie zalezg od sity stymulacji oraz od stezenia wapnia
na zewnatrz komdrki [39, 43]. Taki sposéb rozprzes-
trzeniania sie fali wapniowej nasuwat przypuszczenie,
ze nie jest to zjawisko opierajace sie jedynie na dyfuzji
jonow wapnia lub 1P 3,co wigzatoby sie ze stopniowym
zanikiem fali. Musi istnie¢ mechanizm odnawiajgcy
bodziec wyzwalajacy wypltyw wapnia ze zbiornikéw
komérkowych w obejmowanych przez fale strefach
komaérki.

Zaproponowane dotychczas modele fal wapnio-
wych opierajg sie na przedstawionych wczesniej teo-
riach oscylacji stezenia wapnia w komorce. W modelu
Meyera i Stryera [44] wapn uwalniany z magazynow
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wapniowych przez IP3 aktywuje fosfolipaze C, co
powoduje zwiekszong produkcje IP3 i przyspieszony
wyptyw wapnia. Wpompowywanie wapnia do mito-
chondriéw lub zbiornikéw niewrazliwych na IP3jest
przyczyng spadku jego stezenia w cytosolu, a co za tym
idzie zahamowania syntezy IP3iodnowienia zasohéw
wapnia w magazynach wrazliwych na 1P3.Przy zatoze-
niu, ze zbiorniki wapniowe wrazliwe na IP3 oraz
fosfolipaza C sa rozmieszczone réwnomiernie w ob-
rebie komorki, zwiekszone stezenie wapnia powodo-
watoby inicjowanie wyptywu wapnia w przylegajacych
obszarach cytosolu. Model ten ma jednak wiele nie-
wiadomych, na przyktad nie jest pewne, czy wrazliwo$¢
PLC na stezenie wapnia jest wystarczajgca do pod-
trzymywania opierajgcych sie na niej oscylacji [39],
Ponadto w przypadku spiralnych fal w oocytach
Xenopus okres fali jest zbyt krotki, zeby pomiedzy
kolejnymi frontami fali mogta zajs¢ synteza wystar-
czajacej ilosci 1P3 [30], Tak jak w przypadku modeli
oscylacji opartych na cyklicznych zmianach stezenia
IP3, takze ten model zostat podwazony przez doswiad-
czenia z nie ulegajgcymi hydrolizie analogami IP3.

Bardziej uzyteczne wydajg sie modele powstawania
fal wapniowych oparte na procesie CICR, ktdre sg
rozwinietymi o aspekt przestrzenny modelami oscyla-
cji. Przyktadem jest tu model Girarda i wsp. [20]
zaktadajacy istnienie dwoéch rodzajéw magazynow
wapniowych (Ryc. 5. W modelu tym oscylacje wap-
niowe rozchodzace sie w postaci spiralnej fali sg
generowane w oparciu o wzajemng zalezno$¢ stezenia
wapnia w cytosolu oraz wewnatrz zbiornikdw nie-
wrazliwych na IP3. Wyptyw wapnia ze zbiornikéw
wrazliwych na IP3 powoduje zwiekszanie sie jego
stezenia w cytosolu i w zbiornikach niewrazliwych na
IP3. JeSli oba te stezenia sa wystarczajgco wysokie,
rozpoczyna sie gwattowny wyptyw wapnia ze zbior-
nikbw nie wrazliwych na IP3. Gdy stezenie wapnia
wewnatrz tych zbiornikéw spadnie ponizej okreslonej
wartosci jego wyptyw zostaje zahamowany, podczas
gdy w tym samym czasie rozpoczyna sie wyptyw
wapnia ze zbiornikow w dalszej strefie cytosolu. Now-
sze modele fal wapniowych zaktadajg istnienie jednego
rodzaju zbiornikow i, w zalezno$ci od stezenia, stymu-
lujacy lub hamujacy wptyw [Ca2+]c na IP3-zalezny
kanat wapniowy [36],

7 B
Bodziec >
Jie)

Ca?*

Ryc. 5. Model rozprzestrzeniania sie fali wapniowej w komoérce.
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X. Zmiany stezenia wapnia w jadrze komor-
kowym i w mitochondriach

Oddzielnie badanymi zagadnieniami zwigzanymi
z oscylacjami i falami wapniowymi w komdrce jest ich
wpltyw na stezenie wapnia wewnatrz jgdra komor-
kowego i mitochondriéw. W organellach tych jest
zlokalizowanych wiele rodzajéw biatek wrazliwych na
waph [45,46], wobec tego powinien istnie¢ mechanizm
regulujgcy zmiany stezenia wapnia w ptynie jadrowym
i w matriks mitochondrialnej. Przeprowadzone do-
tychczas badania z wykorzystaniem barwnikow fluo-
rescencyjnych gromadzacych sie wjadrze wykazaty, ze
oscylacjom wapniowym w cytosolu towarzyszg zmia-
ny stezenia wapnia w ptynie jadrowym o podobnej
dynamice [19] i amplitudzie [47, 48]. Oscylacje wap-
niowe rozprzestrzeniajg sie w nukleoplazmie w postaci
fali stanowigcej przedtuzenie fal wapniowych w ota-
czajacym jadro cytosolu [19]. Pojawito sie wobec tego
pytanie w jaki spos6b sg generowane fale wapniowe
przechodzace przez jadro komérkowe. Badania prze-
prowadzone na hepatocytach wykluczyty istnienie
wewnatrz jadra zbiornikéw zawierajgcych wapn. Wy-
kazaty natomiast, ze wapn jest gromadzony w otoczce
jadrowej i uwalniany z niej do cytosolu pod wptywem
IP3. Wedtug jednej z hipotez, prébujgcej ttumaczyc
zjawisko przemieszczania sie fali wapniowej w jadrze
komérkowym, 1P3 powoduje uwolnienie wapnia
z otoczki jgdrowej do cytosolu otaczajgcego jadro.
Przez pory w otoczce waph dyfunduje nastepnie do
wnetrza jadra. Chociaz jagdro komdrkowe jest stosun-
kowo duze, nawet przy najwiekszej jego S$rednicy
zadna cze$¢ nukleoplazmy nie jest oddalona od oto-
czki jadrowej o wiecej niz 5 gm, czyli o tyle, ile wynosi
efektywny zasieg dyfuzji Ca2+ w cytosolu [19].

Zmiany stezenia wapnia w matriks mitochondrial-
nej iich zalezno$¢ od oscylacji wapniowych w cytosolu
byty przedmiotem mniejszej liczby badan. W pobudza-
nych elektrycznie komorkach miesnia sercowego
stwierdzono proporcjonalne do czestotliwosci stymu-
lacji podwyzszenie stezenia wapnia w mitochondriach
[49]. Bardzo ciekawe eksperymenty w tej dziedzinie
przeprowadzono z wykorzystaniem akworyny (biatka
pochodzacego zjamochtonu Aequorea victoria), ktorej
wiasciwosci optyczne sg wrazliwe na wapn [50], Do
komérek zwierzat wyzszych wprowadzano gen kodu-
jacy akworyne z dotgczong sekwencja powodujaca
transportowanie tego biatka do mitochondriéw. Zade-
monstrowano, ze wzrost [Ca2+]cpowoduje jednoczes-
ny wzrost stezenia wapnia w mitochondriach. Eks-
perymenty z wykorzystaniem réznych barwnikoéw flu-
orescencyjnych wykazaly, ze zmiany stezenia wapnia
w matriks mitochondrialnej odzwierciedlajg oscylacyj-
ny charakter zmian zachodzacych wcytosolu [29], Nie
sg one jednak ich doktadnym odbiciem, poniewaz przy
utrzymujacym sie statym podwyzszeniu [Ca2+]c spo-
wodowanym wysokim poziomem hormonu, wzrost
stezenia Ca2+ w mitochondriach jest przejsciowy.
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K\c. 6. Wptyw /mian (Ca2"Jc na stezenia wapnia u matriks
mitochondrialnej i aktywno$¢ mitochondrialnych dehyd-
rogenaz.

Zmianom stezenia wapnia w mitochondriach towarzy-
szg modyfikacje aktywnosci dehydrogenaz mitochon-
drialnych wrazliwych na wapn, ktérych miarg jest
poziom NADH (Ryc. 6). Majg one rowniez charakter
oscylacji, o tej samej czestotliwosSci co zmiany
w [Ca2+]c ale ze znacznie wolniejszg fazg spadkowag.
Zwiekszanie czestotliwosci oscylacji wapniowych
w matriks mitochondrialnej powoduje stopniowe
skracanie sie tej fazy az do catkowitego jej zaniku
i utrzymywania sie statej aktywacji enzyméw. Przejs-
ciowe podwyzszenie wapnia w mitochondriach na
skutek wysokiego [Ca2+]c powoduje kréotkotrwatg
i niepetng aktywacje enzymow [29], Sposéb regulowa-
nia stezenia wapnia w mitochondriach przez zmiany
zachodzace w cytosolu nie zostat ostatecznie poznany.
Wiadomo jedynie, ze waph nie dyfunduje swobodnie
do matriks mitochondrialnej, lecz jest aktywnie trans-
portowany przez znajdujacy sie w btonie no$nik (uni-
port). Transport wapnia z mitochondrium do cytosolu
zachodzi natomiast poprzez wymienniki zalezne od
Na+ lub H+ [29], W btonach ER w bezposrednim
sgsiedztwie mitochondriéw zaobserwowano zwiekszo-
ng ilos¢ receptorow IP3[51, 52], Pozwala to przypusz-
czaé, ze wysoka aktywno$¢ pobierania wapnia przez
mitochondria jest zwigzana z miejscowym podwyz-
szeniem [Ca2+]L[4, 53].

XI. Synchronizacja zmian stezenia wapnia
w obrebie tkanki

Oscylacje i fale wapniowe sg najczesSciej badane
w wyizolowanych komodrkach lub na hodowlach ko-
mérkowych. Znaczenie zdobytych w ten spos6b da-
nych zalezy od tego, czy takie same zmiany zachodzg
w warunkach naturalnych. Doswiadczenia przeprowa-
dzone na watrobie szczurzej poddanej perfuzji wyka-
zaty, ze oscylacje wapniowe w nie izolowanych komor-
kach majg taki sam przebieg, jaki obserwowano w izo-
lowanych hepatocytach. Fale wapniowe rozprzestrze-
niajg sie nie tylko w obrebie pojedynczych hepatocy-
téw, ale takze poprzez potgczenia w btonach komér-
kowych (gapjunctions) przenoszg sie do przylegajacych
komérek i ogarniaja w ten sposob caly zrazik wat-
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robowy. Podobnie jak w przypadku

izolowanych

hepatocytow, szybkos$é przemieszczania sie fali w poje-
dynczej natywnej komdrce nie zalezy od dawki hor-
monu. Natomiast szybko$¢ rozprzestrzeniania sie fali
w obrebie tkanki zalezy od intensywnosci stymulacji,
i jest to najprawdopodobniej zwigzane z zalezng od
dawki hormonu diugoscig okresu latencji. Budowa
tkanki watrobowej umozliwia rozprzestrzenianie si¢
fal wapniowych na duze odlegtosci, co pozwala na
synchronizacje odpowiedzi wapniowej w obrebie zra-
zikobw watrobowych. Jest to przypuszczalnie sposdb
koordynowania proceséw zwigzanych z fizjologiczng
funkcja watroby. Poniewaz oscylacje i fale wapniowe
wykazano w najrézniejszych rodzajach komérek, wy-
daje sie, ze jest to zjawisko uniwersalne, zapewniajgce
tkankom i organom spdéjnos$¢ niezbedng dla prawid-
towego funkcjonowania organizmu [54],
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Artykul dedykowany
Pani Profesor Zofii Zielinskiej
Z wyrazami uznania i sympatii

Regulacja stopnia oksydoredukcji grup tiolowych

w komorkach zwierzecych

Regulation of thiol group redox state in animal cells

EWA LENARTOWICZ1
JOLANTA WUDARCZYK?2
GRAZYNA DEBSKA3

Spis tresci:

l. Wstep

1. Wymiana grup -SH i -SS- miedzy biatkami i glutatio-
nem

11l.  Uktad glutaredoksynowy

1V. Uktad tioredoksynowy

V. lzomeraza biatkowych disulfidéw

VI. Cytoplazmatyczne reakcje utleniajgce grupy -SH

VII. Bezposrednie utlenianie grup -SH przez reaktywne
formy tlenu

VIIl. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: GSH-glutation zredukowany;

GSSG-glutation utleniony; R —stosunek [GSH]/[GSSG];

Kax— stata rownowagi reakcji wymiany z glutationem; PL)I
izomeraza biatkowych disulfidow; Pr biatko.

I. Wstep

Znaczna cze$¢ komérkowych grup tiolowych (-SH)
ulega odwracalnemu utlenieniu; ditiole (sgsiadujgce
grupy -SH) utleniajg sie do wewnagtrzczgsteczkowych
disulfidéw (-SS-), podczas gdy monotiole (pojedyncze
grupy -SH) tworzg mieszane miedzyczasteczkowe di-
sulfidy (RSSR’) oraz, rzadziej, utleniajg sie do sul-
fenian6w (-SOH), sulfeninéw (-S02H) lub sulfonianéw
(-SO3H). Reakcja utlenienia netto grup -SH zwigzana
jest z redukcja tlenu [1]:
2R-SH — R-SS-R + 2e" + 2H+
Reakcja odwrotna, redukcja disulfidow, zachodzi
w komdrce na koszt ekwiwalentéw redukcyjnych
dostarczanych przez NADPH:

RSSR + NADPH + H+— NADP+ + 2RSH
Jednakze w komodrce zar6wno utlenienie netto biat-
kowych grup -SH jak i redukcja grup -SS- przez

1Doc, dr hab., 2-3mgr, Zaktad Biochemii Komadrki, Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, ul. Pas-
teura 3, 02-093 Warszawa
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l. Introduction

1. Thiol-disulfide exchange between cellular proteins and
glutathione

I1l.  Glutaredoxin system

IV. Thioredoxin system

V. Protein disulfide isomerase

VI. Cytoplasmic reactions oxidizing -SH groups

VII. Oxidation of thiol groups byreactive oxygen species

VIIIl. Concluding remarks

NADPH ograniczone sg do nielicznych reakcji, oma-
wianych w dalszych czesciach tego artykutu.

Gtéwna drogag utleniania i redukowania komor-
kowych grup -SH/SS- sg reakcje wymiany spowodo-
wane wysokg reaktywnoscig grup -SH [2]. Grupy -SH
nalezg do najbardziej reaktywnych grup chemicznych
w komoérce. Reaktywno$¢ ich ujawnia sie po dysocjacji,
poniewaz formg reaktywng jest anion tiolanowy, -S*:
R-SH — R-S*“ + H+~’

Dysocjacja grup -SH zwigzkow alifatycznych w roz-
tworach wodnych nastepuje powyzej pH fizjologicz-
nego, pK tej reakcji wynosi 85 [3]. Jednakze w fan-
cuchach peptydowych, przy szczeg6lnej sekwencji ami-
nokwaséw i w sasiedztwie reszt natadowanych dodat-
nio, pK tych grup moze ulec obnizeniu az do 3,8 [4],
Obnizeniu temu towarzyszy spadek reaktywnosci
anionow tiolanowych, okoto 3-krotny przy obnizeniu
pK o jednostke. A zatem zwiekszenie iloSci anionow
tiolanowych zwigzane jest z nizszg ich reaktywnoscig.
In vitro najwyzsza szybko$¢ reakcji z udziatem grup
-SH wystepuje przy pH rownym pK [2], Reaktywnosé
anionéw tiolanowych polega na ataku nukleofilowym
na grupy -SS-, co prowadzi do wymiany grup -SH
i -SS- miedzy réznymi zwigzkami:

RSSR + R'S* RSSR’+ RS*“

RSSR’+ R’S* — R’SSR' + RS*“
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Aktualny kierunek tej wymiany zalezy od réznicy
standardowych potencjatow oksydoredukcyjnych
oraz od stezen reagentow [2].

Wiadomo, ze w warunkach fizjologicznych utlenie-
nie biatkowych grup -SH w komérce moze nastepowac
przez ich wymiane z grupami -SS- wystepujgcymi
w GSSG i innych, niezidentyfikowanych dotychczas
zwigzkach.

Regeneracja biatkowych grup -SH po ich utlenieniu
nastepuje drogg wymiany z grupami -SH glutaredok-
syny (E.C. 1.8.4.2) i tioredoksyny. Glutaredoksyna
i tioredoksyna sg malymi biatkami zawierajgcymi
w centrum aktywnym reaktywng grupe ditiolowg [5].
Katalizujg one odwracalng reakcje: redukcje mostka
disulfidowego i utlenienie ditioli. Oba te biatka sag
redukowane przez ekwiwalenty redukcyjne pochodzg-
cez NADPH. W zwigzku z tym stan oksydoredukcyj-
ny grup -SH/-SS- ulegajgcych utlenieniu/redukcji jest
funkcja stopnia redukcji nukleotydéw nikotynamido-
wych. Dlatego, podobnie jak NADP, biatka wewnatrz-
komérkowe sg bardziej zredukowane niz biatka prze-
strzeni miedzykomo6rkowych [6].

Il. Wymiana grup -SH i -SS- miedzy biatkami
i glutationem

Glutation jest trojpeptydem, y-glutamylo-cysteiny-
lo-glicyna, rozpuszczalnym w wodzie. W typowej
komorce glutation wystepuje w cytoplazmie, mito-
chondriach ijadrze w wysokich stezeniach, 5-10 mM.

100 ¢t

50 |--

SN =

0 Ko 50 100
[GSH]/[GSSG]

Jedynie w siateczce endoplazmatycznej stezenie jego
jest znacznie nizsze, siega tylko 2 mM [7], Glutation
ulega utlenieniu w reakcji z nadtlenkami katalizowanej
przez peroksydaze glutationowg (E.C. 1.11.1.9.) i redu-
kcji kosztem ekwiwalentéw redukcyjnych NADPH
w reakcji katalizowanej przez reduktaze glutationowa
(E.C. 1.6.4.2). Glutation uwazany jest za najwazniejszy
komérkowy ,bufor tiolowy” a stosunek stezen jego
formy zredukowanej do utlenionej [GSH]/[GSSG],
okreslany symbolem R.jest miarg stanu oksydoreduk-
cji Srodowiska komdrkowego [2, 8].

Glutation moze bezposrednio wplywac na stan
oksydoredukcji niektérych biatek komorkowych
przez nieenzymatyczng wymiane grup -SH/-SS- [2].
W przypadku monotioli biatkowych reakcja ta prowa-
dzi do wytworzenia mieszanych disulfidow [9]:

PrSH + GSSG -+ PrSSG + GSH
Biatka komorkowe tworza mieszane disulfidy (ulegaja
S-tiolacji) nie tylko z glutationem ale takze, w matym
stopniu, z cysteing i cysteaming.

W przypadku grup ditiolowych w biatku (wystepu-
jacych czesciej niz monotiole) reakcja wymiany z gluta-
tionem prowadzi do powstawania wewngtrzczastecz-
kowych mostkéw disulfidowych [3]:

SH S
Pr + GSSG Pr + 2GSH
SH S

Stata rownowagi tych reakcji zwana statg utleniania,

100 } [GSH]
30 mM
®
G
©
Aol A ;
S 50} 0 Ko 2 4
= R x [GSH] (M)
(3]
@
1 mM
O 1 1
0 50 100
[GSH]/[GSSG]

Ryc. 1. Wptyw stosunku stezen zredukowanego i utlenionego glutationu na redukcje grup monotiolowych iditiolowych. Wstawka przedstawia
zalezno$¢ redukcji grup ditiolowych od iloczynu [GSH]/[GSSG] x [GSH], K({Xjest wartoscig R (dla monotioli) lub Rx [GSH] (dla

ditioli) odpowiadajaca 50% redukcji grupy -SH.
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Kox, jest wartoscig charakterystyczng dla kazdego
zwigzku posiadajgcego grupy -SH lub -SS- [8], Mozna
ja wyrazi¢ nastepujgcymi wzorami dla reagujacych
monotioli (a) i ditioli (b) biatkowych:

(@ Kox- [PrSSG][GSH]/[PrSH] [GSSG]

(b) Kax= [Pr(SS)] [GSH]2/[Pr(SH)2] [GSSG]

Warto$§¢ Kax jest proporcjonalna do potencjatu
oksydoredukcyjnego grup -SH/-SS-: 10-krotna zmia-
na Ko odpowiada w przyblizeniu zmianie potencjatu
0 30 mV. Stata utleniania jest jedng z podstawowych
whasnosci kazdego biatka zawierajgcego cysteine. Wy-
soka warto$¢ Kok oznacza tendencje do utrzymania
grup -SS- (a zatem do redukowania otoczenia), a niska
jej wartos$¢ preferencje dla grup -SH (czyli sktonno$¢ do
utleniania S$rodowiska). StopieA redukcji monotioli
biatkowych reagujgcych z glutationem zalezy bezpo-
$rednio od R (Ryc. 1A). Przy R rownym Kax potowa
biatkowych grup -SH/-SS- jest zredukowana. Jesli
R jest nizszy od Ko nastepuje nagromadzenie koniu-
gatéw PrSSG, podczas gdy przy stosunku R wyzszym
od Kax nastepuje redukcja biatkowych grup -SS-
[2, 8, 9],

Jesli w reakcje z glutationem wchodzg nie mono-
tiole, lecz ditiole biatkowe, to Kax jest zalezna od
iloczynu R x [GSH]. Zalezy ona zatem nie tylko od
stopnia redukcji glutationu, ale takze od jego bez-
wzglednego stezenia i staje sie wodwczas liczbg wyrazo-
na wjednostkach molarnych [3]. Mozna tatwo okres-
lic eksperymentalnie czy badane biatko tworzy we-
wnatrzczgsteczkowe grupy -SS- inkubujac je przy
dwodch stezeniach glutationu o tym samym stosunku
R (Ryc. IB). Jesli w tych warunkach stopien redukcji
biatkowych grup -SH/-SS- pozostaje niezmieniony, to
biatko to nie zawiera grup ditiolowych, a zatem nie
moze wytworzy¢ wewnatrzczasteczkowych mostkéw
-SS-. Przy wzroscie stezenia GSH ditiole biatkowe,
w odrdznieniu od monotioli, osiggajg ten sam stopien
redukcji przy nizszym stosunku R. Potowiczna reduk-
cja grup ditiolowych w biatku wystepuje przy Ko
rownej iloczynowi R x [GSH] [2, 8, 9].

Biatkowe disulfidy nie moga by¢ redukowane przez
nieenzymatyczng wymiane z GSH przy jego fizjo-
logicznych stezeniach [10]. Podczas tej reakcji biatko
poczatkowo ulega tylko czeSciowej redukcji:

S SSG
/ /
Pr +GSH”=%Pr
\ \
S SH

Atak nukleofilowy grupy -SH na sasiadujgca grupe
-SSG odtwarza GSH i disulfid biatkowy. Na ogét
dopiero przy ponadfizjologicznych stezeniach GSH
nastepuje przytaczenie jego drugiej czgsteczki do biat-
ka i wytworzenie biatkowej grupy ditiolowej.
Prawidtowy, whasciwy dla danego biatka stan redu-
kcji grup -SH/-SS-, zostaje nadany mu w czasie
translacji lub bezposrednio po niej. Rozpieto$¢ w war-
tosciach Kaxroznych biatek siega dwunastu rzedéw, od
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KG5 M (E/ w granicach - 110 mV) dla izomerazy
disulfidow biatkowych ifosforylazy b do 107 M (okoto
-470 mV) dla inhibitora trypsyny [11,12]. Na warto$¢
tej statej wptywa przede wszystkim potozenie reszt
cysteinowych w taficuchu peptydowym. Optymalne
warunki dla wytworzenia wigzen -SS- wystepuja przy
resztach cysteinowych oddzielonych czterema amino-
kwasami. Wdwczas Kox pozostaje w zakresie 0,5-1,0
M (co odpowiada E( od - 260 do - 200 mV) [2].
Bezposrednio sasiadujace ze sobg w tancuchu pep-
tydowym reszty cysteinowe nie wytwarzajg wigzan
-SS- (wyjatkiem jest receptor acetylocholiny), ze wzgle-
du na zbyt duze odksztalcenie tancucha [13, 14]. Gdy
reszty cysteinowe oddziela tylko jeden aminokwas, to
grupy -SH pozostajg zredukowane wykazujagc K
rzedu 10“3 M (E/ okoto - 180 mV) [15]. Mate peptydy
charakteryzuja sie na og6t warto$cig Kaxponizej 0,1 M,
a w silnie pofatdowanych czgsteczkach biatkowych
stata ta osigga wysokie wartosci, do 105 M. Warto$¢
Kox dla reakcji produkujacych mieszane disulfidy
biatkowo-glutationowe waha sie¢ w granicach 0,1-10.
Dla wewnatrzkomoérkowych biatek watroby stata ta
wynosi $rednio 3, a najwyzsza obserwowana dotych-
czas jej wartos¢ (dla hydroksy-metyloglutarylo-CoA
reduktazy) wynosita 27 [16],

Ko nie jest wartoscig stalg, ulega zmianom pod
wptywem czynnikow stabilizujgcych jedng z form
biatka, utleniong lub zredukowang. Jesli grupy-SH sa
potozone gteboko w czasteczce biatka i dlatego stabo
dostepne dla glutationu, to Kaxulega obnizeniu. Réw-
niez jesli biatko reaguje ze zwigzkiem zmieniajagcym
stan utlenienia grup-SH/-SS-0 to Kox ulega zmianie.
Pod wptywem efektora wigzgcego sie z formg zreduko-
wang nastepuje obnizenie wartoSci Kox a efektory
wigzace sie z formg utleniong podwyzszajg wartosc tej
statej. Wszystkie czynniki ktére utatwiajg tworzenie
wigzan -SS- podwyzszaja warto$¢ Kax [2],

Zmiany w stopniu redukcji glutationu wptywajg na
redukcje tioli tylko niektérych biatek o stosunkowo
waskim zakresie Kaox co wynika ze znacznie wiekszych
réznic w potencjatach oksydoredukcyjnych biatek
komérkowych niz glutationu. Potencjat oksydoredok-
cyjny glutationu, ze wzgledu na udziat dwdch czas-
teczek GSH w wytworzeniu jednej czasteczki GSSG,
jest zalezny od stezenia GSH:

Eh= EO0O+ 2,3 x RgasT/nF x Ig([GSSG]/[GSH]2)

W réwnaniu tym symbole majg nastepujgce znaczenia:
Eh— potencjat oksydoredukcyjny wzgledem elektrody
wodorowej, E0 — standardowy potencjat glutationu
(-240 mV), Rgs — stata gazowa (8,3 J/K x mol),
T — temperatura absolutna (K), n — liczba przenoszo-
nych elektronéw (dla wymiany -SH/-SS- = 2),
F — stata Faradaya (96,4 J/V). Przy R = 1 wartosci
potencjatu oksydoredukcyjnego wynoszg, odpowied-
nio, 133 170 mV przy 1i8 mM stezeniu glutationu [7].

Wahania stosunku R w warunkach fizjologicznych
sg znaczne. Dla watroby wynosi on 300-400 w normal-
nych warunkach fizjologicznych, okoto 150 podczas
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gtodu, a pod wptywem stresu oksydacyjnego moze
spa$¢ az do 2. Natomiast iloczyn Rx [GSH] w nor-
malnych warunkach fizjologicznych wynosi 3-4 M,
podczas gtodu 1 M, a przy stresie oksydacyjnym moze
sie obnizyé do 10“3 M (5). Najczesciej obserwowane
zmiany iloczynu R x [GSH], od 0,2 do 3 M, od-
powiadajg zmianom potencjatu oksydoredukcyjnego
od - 270 do - 230 mV.

Wyrazna odpowiedz na zmiany redukcji glutationu
wystepuje w biatkach wykazujgcych K(QX wytgcznie
w zakresie zmian R lub R x [GSH], Jednak wiekszo$é
biatek charakteryzuje sie wyzszymi lub nizszymi war-
tosciami Kox a zatem ich grupy tiolowe sg stale
utlenione lub zredukowane, niezaleznie od zmian
w redukcji glutationu. Zaledwie 10% biatek watroby
tworzyto mieszane disulfidy podczas stresu oksydacyj-
nego [17]. Ich produkcja byta proporcjonalna do
stezenia GSSG [18]. W watrobie mieszane disulfidy sg
tworzone gtéwnie z anhydrazg 11l [18]. W sercu znane
sq mieszane disulfidy glutationu z fosforylaza b i kina-
zg kreatynowsa [18, 19].

Utlenienie komdrkowego glutationu aktywuje glu-
kozo-6-fosfataze, fruktozo-I,6-difosfataze [20], dehyd-
rogenaze glukozo-6-fosforanu, kinaze C [20], reduk-
taze hydroksymetyloglutarylo-CoA [2, 4], fosforyla-
ze b [11] i transporter glukozy [2]. Jednocze$nie
nastepuje hamowanie syntetazy glikogenu [2, 20],
heksokinazy, kinazy pirogronianowej, cyklazy ade-
nylanowej [2, 20], fosfofruktokinazy [ 11], dehydroge-
nazy aldehydu 3-fosoglicerynowego, dehydrogenazy
bursztynianowej [2], dehydrogenazy izocytryniano-
wej (NADP) [4], transhydrogenazy nukleotydéw ni-
kotynamidowych [21] i syntetazy kwaséw ttuszczo-
wych [9, 20].

Glutation jest syntetyzowany we wszystkich komor-
kach eukariotycznych [22]. llo$¢ glutatationu w wa-
trobie wzrasta 3-krotnie przy diecie biatkowej, nato-
miast przy nadczynnosci tarczycy spada do 40%
normy [23]. Stezenie glutationu w komérkach serca
jest w poréwnaniu z watrobg kilkakrotnie nizsze, lecz
bardziej stabilne, nie ulega zmianom [24], W osoczu
krwi stezenie glutationu jest bardzo niskie, okoto
20 /¢M, ijest on tam w znacznym stopniu utleniony,
stosunek R wynosi okoto 15 [2]. Krew zawiera
dwukrotnie wiecej cysteiny (gtdwnie w postaci cystyny)
niz glutationu, okoto 240 /¢M biatkowych grup -SH
i rozne koniugaty glutationu [25].

I11. Uktad glutaredoksynowy

Spontaniczne reakcje tioli komdérkowych z glutatio-
nem sg reakcjami powolnymi [26]. Glutaredoksyna,
zwana inaczej transferazg tiolowg (EC 1.8.4.2.), specyfi-
cznie przyspiesza reakcje.

RSSG + GSH — R-SH + GSSG

Enzym ten wystepuje gtéwnie w Sledzionie (120
/ig/g), watrobie i nerkach podczas gdy w miesniach
i sercu jest go wielokrotnie mniej [27]. Watrobowa
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NADPH + H”

Glutzliredo'ksyna Glutalredloksyna

SH SH S-S
Ryc. 2. Uktad glutaredoksynowy: 1 — reduktaza glutaredoksyno-
wa, 2 — pcroksydaza glutationowa, 3 — wymiana grup

SH/SS miedzy glutationem a glutaredoksyng.

glutaredoksyna jest biatkiem o masie 11 kDa, zawiera-
jacym w centrum aktywnym ditiol w sekwencji amino-
kwasow -Cys-Pro-Tyr-Cys-Arg-Lys- [28], Bliskosé
tadunkoéw dodatnich wplywa na drastyczne obnizenie
pK grupy tiolowej Cys 22 do 3,8 i silny atak nukleo-
filowy anionéw tiolanowych [4], Aktywno$¢ redukcyj-
ng glutaredoksyny doterminuje stan redukcji grup
-SH/-SS- w centrum aktywnym (E/ okoto - 230 mV),
ktére sa w réwnowadze z analogicznymi grupami
glutationu [29]. W zwigzku z tym ,,uktad glutaredo-
ksynowy” obejmuje NADPH, reduktaze glutationo-
wa, glutation iglutaredoksyne (Ryc. 2). Reakcja reduk-
cji przez glutaredoksyne przebiega z wytworzeniem
w centrum aktywnym enzymu kolejno mieszanego
disulfidu i mostka disulfidowego, z ktdrego grupy
tiolowe sg odtwarzane przy udziale ekwiwalentéw
redukcyjnych pochodzgcych z GSH (Ryc. 3) [30].
Glutaredoksyna odgrywa istotng role w przenosze-
niu ekwiwalentdw redukcyjnych miedzy tiolami cyto-
plazmy. Wystepuje rowniez w btonie komdrkowej
i siateczce endoplazmatycznej, natomiast nie znalezio-
no jej dotychczas w mitochondriach [4, 31]. Ukitad
glutaredoksynowy moze byé donorem ekwiwalentow
redukcyjnych dla redukcji rybonukleotydéw [5]. Re-
generacja aktywnos$ci enzymatycznej przez glutaredo-
ksyne po utlenieniu grup -SH obserwowana byta
w przypadku kinazy pirogronianowej [32], trypsyny
[33], dekarboksylazy ornitynowej [34], fosfofruktoki-
nazy i dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego

GSSR RSH
4 SSG
7 /
GRD GRD A GRD + GSH
N \
SH SH
GSS GSH

Ryc. 3. Mechanizm dziatania glutaredoksyny. Schemat reakcji
w oparciu o dane Graviny i wsp. [30]; GRD — gluta-
redoksyna.
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[35]. Ponadto glutaredoksyna wykazuje aktywnos$¢
reduktazy dehydroaskorbinianu [36] i bierze udziat
w dejodynacji tyroksyny przez mikrosomalng dejody-
naze [37].

IV. Ukiad tioredoksynowy

Utlenione formy grup -SH w biatkach komérko-
wych sg najaktywniej redukowane przez tioredoksyne.
Podobnie jak w przypadku glutaredoksyny, redukcja
ich zachodzi kosztem ekwiwalentow redukcyjnych
NADPH (Ryc. 4) [38], Tioredoksyna zostata oczysz-
czona po raz pierwszy z E. coli w roku 1964. Jest to
biatko 0 masie 12 kDa, wystepujace w kazdej komarce
Swiata ozywionego i we wszystkich organellach sub-
komdrkowych. U ssakow najwiecej jej jest w watrobie
(0,7 pg w mg biatka), nerkach i grasicy [39]. W cyto-
plazmie watroby tioredoksyna wystepuje we frakcji
rozpuszczalnej. Tioredoksyna posiada reaktywng gru-
pe ditiolowg w sekwencji -Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys-
potozong w otoczeniu hydrofobowym [39]. Jej poten-
cjat oksydoredukcyjny jest znacznie nizszy, -269 mV,
niz analogicznej grupy w glutaredoksynie, -230 mV [8,
29]. Grupa tiolowa cysteiny Cys 32 w tioredoksynie
charakteryzuje sie pK okoto 6,7. Procz ditiolu w cen-
trum aktywnym tioredoksyna zawiera jeszcze jedng
grupe ditiolowg o znaczeniu regulacyjnym. Jej utlenie-
nie inaktywuje oksydoredukcyjne dziatanie tioredok-
syny. A zatem stopien redukcji obu grup ditiolowych
tioredoksyny determinuje jej aktywnos$¢ redukcyjng
[38], W stanie natywnym tioredoksyna wykazuje Kax
w granicach 10-16 M [8]. A zatem przy potowicznej
redukcji ditiolu w centrum katalitycznym jest ona taka

NADP' NADPH + H
-327 mV

FADH, FAD

SH REDUKTAZA SH

H TIOREDOKSYNOWA H

Tiorledolk. yna
S—S§ SH SH

Tl()rcd()klsynu
I

Ryc. 4. Uktad tioredoksynowy. Wartosci w mV wyrazajg potencjaty
standardowe wg Gilberta [8]
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Ryc. 5. Mechamizm redukcji disulfidow biatkowych przez tioredok-
syng. Schemat w oparciu o dane Jenga i wsp. [40].

sama jak glutationu w stezeniu 10 mM o stosunku
R > 1000. Tioredoksyna redukuje disulfidy biatek wy-
sokoczasteczkowych z szybkos$cig 104 razy wyzszg niz
ditiotreitol [2], Ta ogromna aktywno$¢ redukcyjna
zwigzana jest ze szczeg6lng strukturg centrum aktyw-
nego i wspolnym protonem dla dwdch cystein (Ryc. 5)
[39], W przeciwiefistwie do glutaredoksyny, ktora jest
specyficzna dla mieszanych disulfiddw zawierajacych
glutation, tioredoksyna redukuje wszelkie biatkowe
disulfidy oraz produkty utlenienia monotioli [30, 35],
Tioredoksyna redukuje caty szereg enzymoéw: insuline,
reduktaze rybonukleotydow, chymotrypsyne [5], de-
karboksylaze ornitynowg [34], dehydrogenaze alde-
hydu 3-fosfoglicerynowego [34], dehydrogenaze glu-
kozo-6-fosforanu, fosfolipaze A, [41], fosfogliceroki-
naze [42], syntaze karbamylofosforanu [43] oraz
surowiczg peroksydaze glutationowg [44],

In vitro disulfid tioredoksyny mozna zredukowac
ditiotreitolem, in vivo redukcja ta katalizowana jest
gtéwnie przez reduktaze tioredoksynowa [38], Jest to
enzym indukowany przez glukagon i kortykosteroidy
i sktadajacy sie zdwu podjednostek o masie po 58 kDa
[43]. W centrum aktywnym zawiera dwunukleotyd
flawinoadeninowy (FAD) i aktywng grupe ditiolowg
w sekwencji -Ala-Cys-Ala-Thr-Cys-Asp-. Ekwiwalen-
ty redukcyjne z NADPH (E] = -327mV)sa przenoszo-
ne na FAD inastepnie z FADH2na grupe disulfidowg
(E] waha sie od - 270 do - 260 mV zaleznie od redukcji
FAD) [45]. Wytworzone grupy -SH w reduktazie
tioredoksynowej redukujg grupe -SS- w tioredoksy-
nie (E/ = -269 mV). Stata réwnowagi redukcji tioredo-
ksyny przy pH 7,0 wynosi 48. Reakcja ta jest odwra-
calna, zredukowana tioredoksyna moze za posred-
nictwem reduktazy tioredoksynowej zredukowac
NADP +. Poza tioredoksyng reduktaza tioredoksyno-
wa redukuje szereg innych zwigzkdw. SzczegOlnie
wazng funkcja tego enzymu jest bezposrednia redukcja
toksycznych nadtlenkéw kwasoéw ttuszczowych oraz
anionorodnika ponadtlenkowego [46, 47]. Ponadto
substratami sg alloksan, witamina K, DTNB i selenin
[48, 49], Reduktaza tioredoksynowag ma wysokie
powinowactwo do NADPH (Kmokoto 1/iM), podczas
gdy NADP+ jest jej kompetycyjnym inhibitorem.
Enzym ten jest inaktywowany przez czynniki blokuja-
ce grupy ditiolowe (jak np. arsenin), jony Zn2+,
pochodne chinonéw i kwas cis-rotinowy. Zahamowa-
nie reduktazy tioredoksynowej obniza szybko$¢ syn-
tezy DNA i podziatu komdrek [38],
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W mitochondriach tioredoksyna moze by¢ reduko-
wana réwniez przez dihydrolipoamid, sktadnik kom-
pleksow mitochondrialnych dehydrogenaz a-ketok-
wasow [50]. W watrobie szczura szybko$¢ redukcji
disulfidow insuliny przez uktad tioredoksynowy jest
dwukrotnie nizsza w mitochondriach niz we frakcji
cytosolowej [51]. Aktywnos$¢ redukcyjna uktadu tiore-
doksynowego w mitochondriach zalezy od endogennej
produkcji NADPH, procesu zdeterminowanego przez
stopien energizacji mitochondriéw [52]. Podczas stre-
su oksydacyjnego uktad tioredoksynowy chroni mito-
chondrialne grupy -SH przed utlenieniem i w ten
sposoOb przeciwdziata uszkodzeniu wewnetrznej btony
mitrochondrialnej [53],

V. Izomeraza biatkowych disulfidow

Czynnikiem regulujacym stopiei oksydoredukcji
tioli biatkowych w cysternach siateczki endoplazmaty-
cznej jest izomeraza biatkowych disulfidow (protein
disulfide isomerase, PD1) [54]. Enzym ten stanowi
0,5% wszystkich biatek watroby. Jest on zlokalizowa-
ny gtdwnie w siateczce endoplazmatycznej, gdzie sta-
nowi 10% biatek a jego stezenie dochodzi do 2 mM,
podczas gdy w cytoplazmie jest on zaledwie 14 pM.
PDI wystepuje w postaci homodimerow. Kazda czas-
teczka o masie 57 kDa zawiera 6 reszt cysternowych,
wsrod ktorych sg az 3 reaktywne grupy ditiolowe
a dwie z nich wystepujg w ,,tioredoksynowej” sekwen-
cji aminokwaséw (-Trp-Cys-Gly-His-Cys-Lys-). A za-
tem PDI jest cztonkiem rodziny tioredoksynowej [53,
54]. Najistotniejsza witasnoscig PDI jest niezwykle
wysoki potencjat oksydoredukcyjny, -110 mV, co
odpowiada Ka rzedu 10~5 M [56], Enzym ten jest
najsilniejszym utleniaczem grup -SH ws$r6d znanych
biatek. Grupy -SS- w czasteczce PDI moga by¢ redu-
kowane przez tioredoksyne, reduktaze tioredoksyno-
wag i GSH [54, 55]. W siateczce endoplazmatycznej jest
10 razy wiecej PDI niz tioredoksyny. PDI spetnia tam
bardzo wazng funkcje, bowiem umozliwia fatdowanie
powstajagcych biatek przez wytwarzanie mostkéw -SS-
oraz katalizuje izomeryzacje grup -SH i -SS- w tych
biatkach (Ryc. 6) [57, 58], Ponadto PDI, podobnie jak
glutaredoksyna, wykazuje aktywnos$¢ reduktazy dehy-
droaskorbinianu [36],

V1. Cytoplazmatyczne utleniania

grup -SH

reakcje

Poza siateczkg endoplazmatyczng wnetrze komorki
jest Srodowiskiem redukujacym i wigzania -SS- muszg
tam powstawa¢ na drodze reakcji enzymatycznych.
Najwazniejszag wsréd nich jest reakcja peroksydazy
glutationowej:
2GSH + H20 2->GSSG + 2H20
Znacznie mniejszg role odgrywajg transsulfuraza (pro-
dukujgca GSSG przy udziale merkaptopirogronianu)
oraz monooksygenaza (produkujaca cystamine z cys-
teaminy) [59],
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VI1I. Bezposrednie utlenianie grup tiolowych
przez rodniki tlenowe

W warunkach stresu oksydacyjnego dochodzi do
utlenienia komdrkowych grup -SH bezposrednio
przez reaktywne formy tlenu: rodnik ponadtlenkowy
(O 2), nadtlenek wodoru (H20 2)irodnik wodorotlen-
kowy (OH) [60]. Produktem utlenienia grup -SH sg
woéwczas rodniki tiylowe S', ktére ulegajg dimeryzacji
do disulfidow. Reakcje te zachodzg wedtug nastepuja-
cych wzorow:

RSH + O2+ H+-»RS + H20 2

2RSH + H20 7-*2RS' + H20

RSH + OH ->RS' + H20

2 RS' -> RSSR

Oprécz zwigzkdw niskoczasteczkowych réwniez biat-
ka w obecnos$ci metali przejsciowych, zelaza i miedzi,
moga wytwarzaé rodniki tiylowe [61, 62]. Ratunkiem
przed nieodwracalnym uszkodzeniem biatkowych
grup -SH jest tiolacja rodnikow -S' przez GSH:

Prs' + GSH PrssG

PrSSG + 02->PrSSG + 0 2

Dlatego uszkodzenie biatek przez reaktywne formy
tlenu jest szczeg6lnie niebezpieczne przy obnizonym
poziomie GSH [19].

VIIIl. Uwagi koncowe

Stres oksydacyjny w komorce wystepuje przy pod-
wyzszonym stezeniu tlenu czasteczkowego lub jego
form reaktywnych (nie w peini zredukowanych).
W tych warunkach nastepuje utlenienie komorkowych
grup -SH, ktére prowadzi do zaburzen dziatania wielu
transporter6w i enzymoOw oraz narusza homeostaze
wapniowg. Utlenienie grup -SH nastepuje wowczas we
wszystkich grupach zwigzkéw. W sercu reperfundowa-
nym po ischemii w najwyzszym stopniu zostaty utle-
nione grupy -SH zwigzkéw niskoczgsteczkowych, do
ktérych nalezg cysteina, cysteamina, CoA, acetylo-
CoA i ergotioneina [63]. Zwigzki te utracity ponad
60% grup -SH, podczas gdy glutation utracit ich
ponad 50% a biatkowe grupy -SH ulegty utlenieniu
w 10-15% [63],

Najgrozniejszym zagrozeniem dla zycia komdrek
w warunkach utleniajgcych jest utlenienie biatkowych
grup -SH w btonach. Moze ono prowadzi¢ do dez-
integracji bton i uprzepuszczalnienia ich dla biatek.
Utlenienie to jest na ogo6t zwigzane z dziataniem
rodnika nadtlenkowego (ROO ) powstajgcego przy
peroksydacji fosfolipidéw btonowych [64], Niemniej
jednak utlenienie krytycznych grup ditiolowych w bto-
nie mitochondrialnej indukujgce jej niespecyficzne
uprzepuszczalnienie i deenergizacje mitochondriéw
nastepuje drogg niezalezng od peroksydacji lipidow
[65]. Wytwarzanie biatkowych disulfidow podczas
stresu oksydacyjnego w hydrofobowym wnetrzu btony
jest szczegOlnie szkodliwe, poniewaz mogg one byc¢
zredukowane jedynie przez tioredoksyne, ktéra wy-
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SH /SH
1) Biatko® + -ZE + Biatko
N\ N\
SH SH
SH
2) Biatk¢f GSSG--E) > Biatko + 2 GSH
\
SH
SH
. 5 [(=) R
3) Biatko— S A" Biatko S
SH %S
Ryc. 6. Reakcje katalizowane przez izomerazy disulfidow biat-
kowych.

stepuje gtownie we frakcjach rozpuszczalnych [39],
Czynnikami chronigcymi przed utlenieniem biatko-
wych grup -SH w btonach sg biologiczne antyoksydan-
ty: witamina E i kwas dihydroliponowy [66, 67],

We frakcjach hydrofilnych biatkowe grupy -SH
ochraniane sg gtdwnie przez GSH. Sg one bardziej
narazone na utlenienie przy obnizonym poziomie
GSH (w obecnosci inhibitoréw jego syntezy) a wzrost
stezenia GSH (w obecnosci jego egzogennych prekur-
sorow) podwyzsza ich zawarto$¢ [68], Jest to zwigzane
z usuwaniem nadtlenkow przez peroksydaze glutatio-
nowg i tiolacje rodnikéw tiylowych przez GSH. Po-
nadto glutation wytwarzajagc mieszane disulfidy z mo-
notiolami biatkowymi pozwala na ich regeneracje
przez glutaredoksyne po powrocie do normalnych
warunkow fizjologicznych [19],
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Transport of water through biological membranes
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Wykaz stosowanych skrotéow: AQP1-AQP5 geny kodujace
akwaporyny; AQP-CD — akwaporyna 2 (ang. aguaporin-
collecting duet): BiB biatko z mézgu Drosophila (regulowa-
ne w czasie ontogenezy); CFTR regulator przewodnictwa
w mukowiscydozie (ang. cystic fibrosis transmembrane con-
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GLIP — biatko transportujace glicerol (ang. glycerol intrin-
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na odczynniki reagujgce z grupami SH (ang. mercurials
insensitive water channel): NOD26 — biatko z brodawek
symbiotycznych korzenia soji (ang. nodulin26); nS nano-
simens; Pd — wspétczynnik przepuszczalnos$ci dyfuzyjnej;
Pf — wspdtczynnik przepuszczalnos$ci osmotycznej;
yTIP — ro$linny kanat wodny; VAMP — synaprobrewina
b (ang. vesicle associated membrane protein @ 2);
WCH-CD — akwaporyna 2 (ang. water channel collecting
duct).
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I. Wstep

Gtownym sktadnikiem komdrek zwierzecych jest
woda. Btony biologiczne, zar6wno oddzielajgce komor-
ke od Swiata zewnetrznego, jak i membrany wewnatrz-
komérkowe uwaza sie za btony selektywnie przepusz-
czalne. Ceche te, wedtug wielu podrecznikdw, mozna
scharakteryzowac jako zdolno$¢ do przepuszczania
wody, podczas gdy dwuwarstwa lipidowa stanowi
przegrode dla licznych substancji w wodzie rozpusz-
czonych, a transportowanych dzieki specyficznym
uktadom biatkowym, ktérymi mogg by¢ kanaty, nos-
niki lub pompy [1],

Uwaza sie, ze przechodzenie wody przez btony
biologiczne moze zachodzi¢ drogg dyfuzji przez dwu-
warstwe lipidowg lub przez specyficzne kanaty, chociaz
dwuwarstwa lipidowa charakteryzuje sie wzglednie
niskg przepuszczalnos$cia dla wody.

Pewne tkanki, jak np. nabtonek kanalikéw ner-
kowych [2], czy erytrocyty [3, 4] wykazujg znacznie
wyzszg zdolno$¢ do przepuszczania wody, niz by to
wynikato z przechodzenia wody przez dwuwarstwe
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lipidowa, co sugerowato wystepowanie w btonach tych
komérek kanatow wyspecjalizowanych w transporcie
wody.

Il. Okreslenie przepuszczalnosci bton biolo-
gicznych dla wody

Analiza procesu transportu opiera sie na zasadach
klasycznej termodynamiki. Wynika z tego, ze w ukta-
dzie charakteryzujgcym sie tylko jednym przeptywem
(np. substancji, tadunku itp.) przeptyw jest liniowo
zwigzany z sita, jezeli caty uktad niejest zbyt odlegty od
rownowagi. Dla takiego ogdlnego uktadu zachodzi
zalezno$¢:

J=PX (Réwn.

gdzie J oznacza wielko$¢ przeptywu, X sity termo-
dynamiczne odpowiedzialne za przeptyw, a P jest
wspoltczynnikiem proporcjonalnosci. W przypadku
zastosowania lub zaistnienia gradientu osmotycznego
mozna wyliczy¢ wspotczynnik przepuszczalno$ci wody
z pomiaru jej przeptywu. Zaktadajagc rownowage tem-
peratury i ciSnienia w wewnatrz- i zewngtrzkomor-
kowych srodowiskach przeptyw wody Jwmozna opisaé
nastepujagcym réwnaniem:

Jw= - PATmp-aPAYyjip (Réwn. 2)

gdzie podpisy np i p dotyczg substancji nieprzepusz-
czalnych i przepuszczalnych przez btone, P jest wspot-
czynnikiem przepuszczalnos$ci wody, a An przedstawia
réznice cisnien osmotycznych [5],

llosciowe okreSlenie przepuszczalnosci dla wody
bton biologicznych i bton sztucznych (np. liposoméw
z wbudowanymi do dwuwarstwy lipidowej kanatami)
wymaga pomiaru nastepujacych parametrow:

Pf — wspdtczynnika przepuszczalno$ci osmotycznej,

Pd — wspdiczynnika przepuszczalnosci dyfuzyjnej.

Pfmozna wyznaczy¢ z pomiarow kinetyki zmiany
objetosci komdrki lub pecherzykdéw w odpowiedzi na
wytworzony gradient osmotyczny. Zmiany objetosci
mozna wyznaczy¢ mierzagc w czasie intensywnos¢
Swiatta rozproszonego przepuszczalnego przez komor-
ki [6, 7] lub pomiar fluorescencji zamknietego w ko-
moérce fluoroforu, ktéry podlega samowygaszaniu
w sposéb zalezny od stezenia [8]. Pf (cm/s) mozna
wyznaczy¢ ze zmian w czasie intensywnos$ci rozproszo-
nego Swiatta [l (t)] przez dopasowanie trzech paramet-
row (Pf A, B) do nastepujgcego réwnania [9]:
dl(t) PT(S/V)wy, . C (Réwn. 3)

dt Al(t)+B
gdzie S/V jest stosunkiem powierzchni do objetosci
(wielko$¢ ta moze przyja¢ wartos¢ 2 x 105 cm-1 dla
liposoméw o $rednicy 0.3 pm i 25x 104 cm 1 dla
pecherzykéw z bton erytrocytdw [9]), vMjest objetoscig
molowg wody (18 cm3mol), COi Q sa odpowiednio
wartosciami zewnetrznej i wewnetrznej osmomolarno-
ci, A i B sg statymi parametrami zwigzanymi z wydaj-
nosciag uzywanego aparatu.
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Ze wzgledu na szybkg wymiane wody drogg dyfuzji
(< 10 ms) o wiele trudniej jest wyznaczy¢ wspotczyn-
nik przepuszczalnosci dyfuzyjnej Pd. Aby wyznaczy¢
ten parametr stosuje sie metody jgdrowego rezonansu
magnetycznego [ 10] lub pomiar zmian w czasie fluore-
scencji zwigzku, ktdrego fluorescencia jest wrazliwa na
sktad H,0/D,0. Substancjg takg jest na przykiad
6-karboksyfluoresceina, ktérej kwantowa wydajnosc
fluorescencji ro$nie ponad dwukrotnie jesli sktad roz-
puszczalnika ze 100% H20 zostaje zmieniony na
100% D20 [11], ponadto fluorescencja rosnie niemal
liniowo wraz ze wzrastajagcg zawartoscig D20. In-
kubujagc komorki w $rodowisku o réznym stosunku
H20/D 20 mozna wyznaczy¢ Pd(cm/s) z wyktadniczej
statej czasowej (rex, czas wymiany) dopasowanej do
zmian w czasie fluorescencji, wykorzystujac nastepuja-
cg zalezno$¢:

>IK.X(SIV)]

Warto tu podkresli¢, iz przeksztatcenie rownan (3) i (4)
pozwala na wyznaczenie stosunku PfPdbez znajomo-
sci geometrii komérek po wyeliminowaniu stosunku
SIV. Wspotczynnik przepuszczalno$ci dyfuzyjnej wielu
bton jest bardzo niski (<0.01 cm/s). Proces dyfuzji
charakteryzuje sie ponadto wysokga energig aktywacji
(Ea> 2,4 kd/mol).

Tymi metodami, stosujac 25 i 100 milimolarne
gradienty stezen sacharozy, wyznaczono dla prepara-
téw bton erytrocytéw wspoétczynniki przepuszczalno-
§ci osmotycznej Pfidyfuzyjnej Pd, otrzymano warto$¢
PfilPd= 4,1+0,9 [9], Dodanie 0,5 mM HgCl2spowo-
dowato zmniejszenie wartosci Prw 90% i w 45%
obnizenie Pd. Analogiczne pomiary wykonane dla
liposoméw utworzonych w 90% z fosfatydylocholiny
z 10% dodatkiem cholesterolu charakteryzujg sie
o wiele nizszg przepuszczalnoscig osmotyczng, bo-
wiem stosunek Pf/Pd wynosi 0,8 £ 0,1, jest wiec bliski
jednosci. W dodatku nie zaobserwowano zadnego
efektu HgCF ani na Pf ani na Pd. a wiec na kazdy
z tych wspétczynnikow z osobna. Ta ostatnia obserwa-
cja wskazuje na fakt, iz cze$¢ przepuszczalnosci dyfu-
zyjnej w btonach natywnych zalezy od wystepujgcych
biatek kanatowych zawierajagcych grupy SH, a wysoka
przepuszczalno$¢ wody (wysoka warto$¢ Pf i niska,
< 5kcal/mol energia aktywacji) charakterystyczna dla
bton erytrocytow zwigzana jest z obecnoscig uktadu
specyficznie transportujgcego wode.

(Réw. 4)

1. Przepuszczalnos¢ dyfuzyjna wody w naty-
wnych btonach biologicznych

W przypadku liposomdw stosunek Pf/Pdjest bliski
jednosci. Whudowanie do warstwy lipidowej jonoforu
gramicydyny powoduje wzrost wartosci tego stosunku
do 2,3+0,8. Gramicydyna jest klasycznym przykta-
dem kanatu majgcego zdolno$¢ transportu metali
alkalicznych, talu czy protonu [12, 13], Forma aktyw-
najest dimerem ztozonym z dwu 15-aminokwasowych
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peptydow [12-16], Kanat ten dzieki wigzaniom wodo-
rowym przyjmuje strukture a-heliks, gdzie grupy polar-
ne wypetniajg $wiatto kanatu, a hydrofobowe stanowig
czes¢ zewnetrzng oddziatujgc z lipidami. Transpor-
towany jon ulega cze$ciowej dehydratacji ijest kom-
pleksowany przez grupy polarne Swiatta kanatu. To
wiasnie energia dehydratacji odpowiada energii ak-
tywacji procesu transportu, warto$¢ ta jest zwigzana
z selektywnoscig w stosunku do transportowanych
jonow [17]. Zastgpienie jednej lub dwu czasteczek
wody w wyniku dehydratacji transportowanego jonu
jest skompensowane przez oddziatywanie elektrosta-
tyczne lub poprzez sity van der Waalsa miedzy jonem
a polarnymi grupami kanatu. Kanat utworzony przez
gramicydyne najlepiej opisuje model zaktadajacy ist-
nienie 2 miejsc wigzacych [18], cho¢ sam proces
transportu jest wieloetapowy, najlepiej opisany rucha-
mi Browna [19]. Taki kanat moze ,,uwiezi¢” czasteczki
wody. Poniewaz jego wewnetrzna $rednica wynosi
0,4 nm czasteczki wody mogg poprzedzac transpor-
towany jon, a takze przechodzi¢ za nim. W ten spos6b
nie jest konieczne uwolnienie jonu z catej otoczki
hydratacyjnej (nizsza energia aktywacji). Proces taki
powoduje jednocze$nie przeniesienie czasteczek wody
wraz z transportowanym jonem [20].

W przypadku gramicydyny cylindryczny kanat wy-
stepuje w obrebie $wiatta struktury helikalnej, w kana-
tach biatkowych S$wiatto kanatu wystepuje jednak
zwykle pomiedzy strukturami a-heliks, czasem [+
zgieciami [21], a czasem wrecz pomiedzy podjednost-
kami oligomerycznego biatka [22, 23]. Tak wiec
utworzone pory sg wieksze, a wiec woda moze prze-
chodzi¢ przez bione przez naturalnie wystepujace
kanaty biatkowe, zwlaszcza, ze stala dielektryczna
(c % 80) w roztworze i w wypetnionym wodg kanale
jonowym jest wielokrotnie wyzsza niz stata dielekt-
ryczna (s % 2) fazy lipidowej btony [24]. Istnieje wrecz
poglad, ze , kanatjest miniaturowg masg wody otoczo-
ng przez Scianki peptydowe” [25].

Zaktocenia w transporcie wody przez biony bio-
logiczne moga by¢ spowodowane przez wady genety-
czne zwigzane z ekspresjg biatek kanatowych. Jednym
z najdrastyczniejszych przyktadow jest mukowiscydo-
za, schorzenie dziedziczne, w ktérym mutacje w genie
kodujgcym regulowany przez cAMP kanat chlorkowy

- CFTR (regulator przewodnictwa w mukowiscy-
dozie, ang. cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) powodujg zaktécenia w transporcie Cl ~ [26,
27]. Ekspresja CFTR w oocytach Xenopus pozwolita
na pomiar zwiekszonego przewodnictwa wody
(4 x 104cm/s), zahamowanego przez zwigzki blokujgce
kanat chlorkowy [28]. Ta obserwacja wskazuje, ze
CFTR moze transportowaé aniony, wode, a takze
zwigzki o matej masie czasteczkowej (np. mocznik, ale
nie sacharoze). Zaktocenia w transporcie wody w przy-
padku mutacji CFTR prowadzg do nagromadzenia
$luzu w okolicach nabtonka drég oddechowych, co
z kolei utatwia pojawienie sie kolonii bakteryjnych i,
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w konsekwencji, w wyniku powaznych infekcji do
zagrozenia zycia [26-28].

IV. Kanaty wodne

Mimo, ze wszystkie btony biologiczne charakteryzu-
ja sie pewng przepuszczalnoscig dla wody, to w przy-
padku czerwonych krwinek, kanalikéw nerkowych
i pewnych tkanek nabtonkowych zaobserwowano
0 wiele wyzszg zdolnos$¢ transportu wody, co wyraza
sie wysokim stosunkiem PffPd(Pf> > Pd). Wykazano,
ze hydrofilowe alkohole o krotkim, nierozgatezionym
tanicuchu weglowym moga by¢ transportowane przez
btone erytrocytéw w sposob zalezny od stezenia, np.
Kmdla glikolu etylowego wynosi 220 + 50 mM. Zwig-
zek ten moze zahamowac transport wody przez btone
erytrocytéow (K, = 570+ 140 mM) [5], Badajac wspot-
zawodnictwo stwierdzono, iz zwigzki z grupy mocz-
nika i glikolu etylowego oraz woda przenikajg btone
przez te same wypetnione wodg pory. Transport wody
byt ponadto hamowany przez odczynniki reagujace
z grupami SH, np. (3-merkaptoetanol (K, = 160+ 40mM
[26]). Wszystkie te obserwacje prowadzace do wy-
znaczenia parametrow kinetycznych iukazujace moz-
liwo$¢ zahamowania procesu transportu wody wska-
zywaly na udziat biatka w tym procesie.

W 1988 r. Denker i wsp. [29] oczyscili kanat
wodny CHIP (od angielskiej nazwy channel forming
integral protein). Okazato sie, iz to tetrameryczne
biatko jest podobne do biatka z soczewki oka, tzw.
M1P [30]. W 1991 r. ze szpiku kostnego wyizolowano
cDNA [31]. ktére pozwolito na funkcjonalng ekspresje
kanatu wodnego w oocytach Xenopus [32]. Funkcje
tego biatka potwierdzono dodatkowo wbudowujgc
oczyszczone biatko CHIP do liposoméw [33] uzys-
kujac Pf 50-krotnie wyzszy niz dla liposomow. Pf
proteoliposomdéw zawierajacych CHIP28 z bton ery-
trocytéw ulega w sposéb odwracalny obnizeniu po
zastosowaniu odczynnikéw reagujacych z grupami SH
[33]. Takze w innych tkankach zwierzecych i w ros-
linach [34, 35] wykazano obecno$¢ podobnych biatek,
ktére okazaty sie by¢ produktami réznych genéw.
Biatka te, charakteryzujace sie zdolnoscig transportu
wody zostaty nazwane akwaporynami (ang. Aguapo-
rins), a gen kodujagcy CHIP zostat nazwany AQP1
[36]. Gen ten ulega ekspresji w erytrocytach ssakow
1nerkowych cewkach kretych blizszych [29, 37, 38],
a takze w choroid plexus mézgu szczura [39], podczas
gdy geny AQP2 i AQP3 ulegajg ekspresji w cewkach
zbiorczych [34, 40-42], AQP4 w mozgu szczura [43,
44], AQP5 w Séliniankach [45] i nabtonku ptuc.
Ekspresje CHI P katalizujgcego transport wody stwier-
dzono takze w cholangiocytach wyscielajacych prze-
wody zotciowe [45]. Obecno$¢ biatek homologicznych
w 77-78% ze szczurzym lub ludzkim CHIP stwier-
dzono w pecherzyku zétciowym, skorze i piucach
ptazéw [46],

Akwaporyny nalezg do rodziny pojawiajgcych sie
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wczesSnie w ewolucji biatek, zwanych biatkami MIP.
Nazwa ta pochodzi od biatka MIP26 gtéwnego biatka
integralnego (ang. major intrinsic protein) z soczewek
oczu wotu [47], Analiza sekwencji aminokwaséw
biatka MIP pozwala na stworzenie modelu biatka,
ktérego C i N konce znajdowatyby sie po stronie
cytoplazmatycznej i biatko to tworzytoby 6 domen
przenikajgcych dwuwarstwe lipidowg. Biatka z rodzi-
ny, sktadajacej sie juz z ponad 20 cztonkéw, charak-
teryzujg sie unikalna strukturg, N i C koniec tancucha
polipeptydowego sg bowiem powtérzeniami sekwen-
cji, ale obie potéwki sgjakby lustrzanym odbiciem, ich
sekwencje sg odwrécone o 180° w stosunku do siebie.

Do rodziny biatek MIP nalezg, poza CHIP, m.in.
takie biatka jak NOD-26 (ang. Nodulin-26) biatko
z btony brodawek symbiotycznych korzenia soji, biat-
ko utatwiajgce transport glicerolu w komoérkach Es-
cherichia coli i innych bakterii, supresor defektu
wzrostu u Sacharomyccs cerevisiae, regulowne w czasie
ontogenezy biatko z mézgu Drosophila (BiB), integral-
ne biatka tonoplastu w roslinach [48] iyTIP — ro$lin-
ny kanat wodny w Arahidopsis thaliana [35], czy CIC
— kanat wodny z uktadu trawiennego Cicadella viridis
[49]. W wielu przypadkach funkcja biatek z rodziny
MIP nie jest znana, ale w przypadku wielu z nich
wykazano, iz moga by¢ kanatami wyspecjalizowanymi
w transporcie wody.

Samo biatko MIP po rekonstytucji do liposoméw
wykazuje wiasnosci zaleznego od napiecia kanatu,
zdolnego do transportu jonow i matych czasteczek.
Kanatl ten moze by¢ zamkniety przez Ca2+ i kal-
moduline [50-52]. Po rekonstytucji w uktadzie do
badania aktywnosci w czarnych btonach lipidowych
[53] MIP tworzy pojedyncze kanaty o réznym prze-
wodnictwie (1,6 nS, 3,7 nS i dwa stany mniej stabilne
1,2nS 13,1 nS, w zakresie napie¢ 20-100 mV) wykazujac
staba selektywno$¢ w stosunku do aniondw [54],
Ekspresja w oocytach Xcnopus powoduje 4-5-krotny
wzrost przepuszczalnosci osmotycznej wody (Pf), pod-
czas gdy Pfw oocytach, w ktérych dokonano ekspresji
CHIP wzrasta ponad 30-krotnie [55], co sugeruje, ze
MIP moze spetnia¢ funkcje akwaporyny w soczew-
kach, ale nie mozna takze wykluczy¢ innej funkcji tego
biatka.

CHIP, podobnie jak MIP, jest funkcjonalnym tetra-
merem, ktéry, jak wykazano analizujgc dwuwymiaro-
we krysztaty tego biatka, zajmuje powierzchnie
a4 3320 A [56]. CHIP28 wystepuje w formie nie-
zmodyfikowanej lub z duzg czgsteczkg glikanu przyits-
czong do jednej z podjednostek, zawierajgca gtéwnie

Ryc. 1. Model akwaporyny CHIP przypominajacy klepsydre.
A. Proponowany schemat biatka CHIP przedstawiajacy
6 domen transhbtonowych, dwie petle B i E zawierajgce
motyw NPA; strzatki wskazuja mozliwo$¢ ,,wnicowania”
petli B i E do dwuwarstwy lipidowej, w takiej sytuacji
topologia biatka przypominataby klepsydre (z — strona
btony znajdujaca sie na zewnatrz komoérki, w — strona
cytoplazmatyczna). B. Oligomeryzacja 4 podjednostek biat-
ka dajaca w efekcie 4 pory kanatu wodnego, wg [59].
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oligosacharydy polilaktozoaminylowe [57], Wbudo-
wany do sztucznych bton CHIP28 wykazuje wraz-
liwos¢ na Hg2+. W sekwencji aminokwasowej tego
biatka, wydedukowanej z sekwencji cDNA, wiadomo
bylo, iz CHIP28 zawiera 4 cysteiny. Droga zamiany
poszczegblnych reszt cystylowych na seryny wykaza-
no, iz istotna, jesli chodzi o wrazliwo$¢ na merkuriale
jest cysteina w pozycji 189 [58]. W doswiadczeniach,
w ktérych dokonywano w oocytach ekspresji wraz-
liwych i niewrazliwych na merkuriale form CHIP,
wykazano, iz kazda z podjednostek zawiera funk-
cjonalny kanat [58]. Obie potéwki biatka CHIP
zawierajg motyw asparagina-prolina-alanina (NPA)
w pozycji 76-78 (w petli B, cytoplazmatycznej) i 192-
194 (w petli E, pozakomdrkowej). Motywy NPA sg
odwrdécone w stosunku do siebie o 1803 ponadto
w poblizu drugiego z nich znajduje sie cysteina 189.
Jung i wsp. [59] zaproponowali model kanatu
wodnego przypominajacy klepsydre. Tak jak przed-
stawiono na rycinie 1, motywy NPA zagtebione w bto-
nie i zblizone do siebie stanowityby waski, pojedynczy
kanat. Taka struktura przypominataby petle H5 wy-
stepujgce w wielu kanatach jonowych i odpowiedzial-
ne za selektywnos¢ i przewodzenie jonéw [60], Petla
Bjest bardziej hydrofobowa niz E i mutacje w obrebie
petli B powodujg mniejszy efekt na obnizenie Pfniz
mutacje w petli E [59]. Jung i wsp. [59] proponuja,
ze $rednica kanatu w obrebie petli E jest wezsza.
Jednym z istotnych procesdéw regulujgcych aktyw-
nos¢ kanatow jest fosforylacja. Zjawisko to obejmuje
takze biatka z rodziny MIP. Kinaza biatkowa zalezna
od cAMP fosforyluje MIP prawdopodobnie na Ser-
243 [61, 62], podczas, gdy nodulina-26 jest fosforylo-
wana przez kinaze biatkowa zalezng od Ca2+, niezale-
zng od kalmoduliny [63, 64]. Transportujgce wode
biatko z btony Wodniczki jest fosforylowana na serynie
w pozycji 7 (po stronie cytoplazmatycznej) i proces ten
reguluje funkcje transportu wody [65]. Akwaporyny
z nerek to AQP1-CHIP, AQP2 (zwana tez AQP-CD,
od aquporin collecting duct, a takze WCH-CD, od
water channel-collecting duct) i AQP3. Jedynie AQP-
CD zawiera fragment sekwencji Arg-Arg-Gln-Ser
uznany za potencjalne miejsce fosforylacji przez kinaze
A. Kuwahara i wsp. [66] wykazali, ze cAMP
stymuluje przepuszczalnos$¢ wody i fosforylacje akwa-
poryny AQP-CD. Nalezy tu podkresli¢, iz biatko to
stanowi kanat wodny regulowany przez wazopresyne,
ktora powoduje wzrost cAMP w cewkach zbiorczych
nerek. Co ciekawsze, wykazano ponadto, ze wazo-
presyna indukuje translokacje wewngtrzkomaérko-
wych pecherzykéw zawierajacych te akwaporyne do
czesci apikalnej btony komdérkowej [67], a potrak-
towanie kolchicyng powodujgca zaktocenie struktury
cytoszkieletu powoduje pozostanie AQP-CD w peche-
rzykach wewnatrzkomérkowych [68]. Fuzja peche-
rzyk6w zawierajacych te akwaporyne z btong cyto-
plazmatyczng wymaga, jak wykazano [69, 70], udziatu
synaptobreviny b (zwanej tez VAMP-2, od vesicle
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associated membrane protein 2), a wiec biatka posred-
niczacego w zjawisku egzocytozy w médzgu. Przed-
stawione powyzej informacje, jak réwniez fakt wy-
krycia kanatdw wodnych w optaszczonych klatryng
[71], powstajagcych w wyniku endocytozy pecherzy-
kach z nerki (ale nie z mézgu) potwierdzajg hipoteze
o wahadtowym ruchu kanatéow wodnych ulegaja-
cych naprzemiennym procesom egzo- i endocytozy,
procesom regulowanym ponadto przez poziom wazo-
presyny.

Istnieje takze kanat wodny niewrazliwy na odczyn-
niki reagujgce z grupami SH, MIWC (ang. mercurial-
insensitive channel) [43], Biatko to wykazuje 41%
indentycznosci z sekwencjg CHIP 28 i transportuje
wode w kanalikach zbiorczych, tchawicy, ciatkach
rzeskowych, kosmkach jelitowych, komdrkach wy-
§cidtki mdzgu. Biatko to takze posiada 6 domen
przenikajgcych btone, podlega N-glikozylacji. Ekspre-
sja CHIP i MIWC wykluczajg sie wzajemnie, ponadto
biogeneza obu biatek zachodzi wedtug innego mecha-
nizmu [72], Badajgc wrazliwo$¢ obu biatek na protea-
zy zaproponowano nieco inng ich topologie, w przypa-
dku CHIP tylko 4 i 6 hydrofobowych domen miatyby
przechodzi¢ przez dwuwarstwe lipidowga, podczas gdy
w przypadku MIWC 6 z 8 takich domen (Ryc. 2).

Postugujac sie metodami biologii molekularnej
stwierdzono obecno$¢ RNA kodujacego biatko nale-
zace do rodziny MIP, ktére w przeciwienstwie do
kanatéw wodnych transportuje inny niz woda roz-
puszczalnik, mianowicie glicerol (GLIP — Glycerol
Intrinsic Protein) [42]. Sekwencja aminokwasowa tego
biatka wykazuje 36% identycznosci z sekwencjg bak-
teryjnego transportera glicerolu. U ssakow GLIP
ulega ekspresji w nerce, mézgu, ptucach, oczach, jelicie
prostym, zotgdku i miesniach szkieletowych (ale nie
w sercu, watrobie czy $ledzionie). Fizjologiczna rola
tego biatka nie jest jednak na razie znana.

Coraz bardziej zaawansowane badania nad biat-
kami z rodziny MIP, a w szczegélnosci kanatami
wodnymi mogg by¢ moze przynie$¢ wyjasnienie pew-
nych standéw patologicznych jak hemoliza, oedema
moézgu czy moczéwka prosta. W przypadku tego
ostatniego schorzenia opisano heterozygotycznego pac-
jenta, u ktoérego 2 allele genu kodujagcego WCH-CD
(czyli AQP2) byly zmutowane w ro6znych miejscach

NbH%

I

CLTRTTETT

Ryc. 2. Topologia kanatéw wodnych.
A. Proponowana inna topologia biatka CHIP28 z za-
znaczong N-glikozylacja na reszcie aminokwasowej
w pozycji 42 oraz wrazliwa na merkuriale cysteing 189. B.
MIWC — z zaznaczonym miejscem glikozylacji N-131,
zmodyfikowane wg [72],
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[73], co w konsekwencji doprowadzito do nieprawidto-
wego transportu wody i uzewnetrznienia sie choroby.

Niezaleznie od tempa gromadzenia dalszej wiedzy
na temat kanatéw wodnych ijej zastosowania w dia-
gnostyce nalezy w pierwszym rzedzie zmieni¢ nasze
spojrzenie na mechanizm przechodzenia wody przez
btony biologiczne. W chwili obecnej nalezy juz chyba
zmodyfikowac¢ podrecznikowe stwierdzenia, iz za prze-
chodzenie wody przez btony biologiczne odpowiedzia-
Iny jest proces dyfuzji przez dwuwarstwe lipidowa,
a uwypukli¢ proces przechodzenia wody zaréwno
przez kanaty biatkowe transportujgce rézne jony, jak
i mozliwo$¢, w pewnych komoérkach, przechodzenia
wody przez specyficzne kanaty wodne.

Artykut otrzymano 15 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1996 r.
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Osmolity i osmoregulacja w komorkach nerek
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Wykaz stosowanych skrotéw: GPC glicerofosfocholina
(ang. glycerophosphocholine): MDCK Madin-Darby cani-
ne kidney (epitelium nerki psa), (ang. ephitelium of dog
kidney): PAP-HT25 — komérki brodawki nerkowej krélika
(ang. rabbit kidney papillary cells): TM AO — N-tlenek
tréj metyloaminy (ang. trimethylamine-N-oxide).

I. Wstep

Jednym z podstawowych praw fizjologji ssakdw jest
zachowanie statosci sktadu ptynéw tkankowych, a za-
tem Srodowiska zewnetrznego komorek organizmu.
Zgodnie z ta zasada zewnatrzkomoérkowy chlorek
sodu, ktéry jest gtéwnym elementem osmotycznym,
musi by¢ utrzymywany na wzglednie statym poziomie.
Ssaki, bedgce w znakomitej wiekszoSci zwierzetami
lagdowymi sg narazone na duze wahania podazy wody,

1 Mgr 2 dr, Zaktad Biochemii Komoérki Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN 02-093 Warszawa,
ul. Pasteura 3
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a zatem ich gospodarka elektrolitowa, a szczegdlnie
utrzymywanie stezenia sodu na wiasciwym poziomie
musi byé skorelowane z zachowaniem prawidtowego
uwodnienia organizmu [1]. Spetnione jest to poprzez
wydalniczg aktywno$¢ nerek polegajacg na tworzeniu
i usuwaniu moczu. Proces ten zachodzi w nefronach
stanowigcych funkcjonalne jednostki budujgce nerke
(Ryc. 1). Nefrony, zwane tez kanalikami nerkowymi,
zbudowane sg z kilku typow komorek zréznicowanych
funkcjonalnie. Z punktu widzenia utrzymywania row-
nowagi wodno-elektrolitowej organizmu (podlegaja-
cej m.in. kontroli hormonalnej), szczegdlne znaczenie
majg odcinki nefronu potozone gieboko w nerce,
w warstwie zwanej rdzeniem nerki. Odbywa sie tam
selektywny, uwarunkowany podazg transport jonow
sodowych przez btone komorkowa, oraz podlegajgca
Scistej regulacji reabsorbeja wody. Wydajno$¢ tych
proceséw, prowadzacych do zatezania moczu, jest
wzmacniana efektem przeciwpragdowym wynikajgcym
z rownolegtego utozenia ramienia zstepujgcego i wste-
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Na'CI™
H,0
Na"HCO3

wora_ne' ki -

@adzen nerki

Petla Henlego

Kanalik zbiorczv
Ryc. 1. Schemat nefronu z zaznaczeniem obszar6w o wysokiej
i niskiej osmotycznosci
HT — hiperosmotyczny
HY — hipoosmotyczny
IT — izoosmotyczny

pujacego petli nefronu, zwanej petlag Henlego, a takze
dodatkowo spotegowanym przenikaniem wody ielek-
trolitow oraz mocznika przez $ciany naczyn krwionos-
nych prostych, przebiegajacych blisko i réwnolegle
w stosunku do nefronéw. Te wszystkie czynniki spra-
wiajg, ze osmotycznos¢ ptynu znajdujacego sie w kana-
liku nerkowym w rdzeniu nerki oraz osmotyczno$¢
ptynéw $réddtkankowych w tej warstwie sg znacznie
wyzsze niz osmotyczno$é osocza. A zatem komorki
nerki (jako jedyne komorki ssakéw, w warunkach
normy), funkcjonujg w $rodowisku o wysokiej i co
wazniejsze, zmiennej, zaleznej od podazy wody osmo-
tycznosci. Ponadto, wydalanie przez nerki mocznika
i jego zatezanie zwigzane z oszczedng gospodarkg
wodng sprawia, ze komorki nerek narazone sg na
dziatanie wysokich jego stezen. Mocznik przenika
przez btony komdérkowe komdrek rdzenia nerki, a za-
tem nie generuje réznic w osmotycznosci $rodowiska
zewnatrz- iwewngtrzkomaérkowego, natomiast wywie-
ra ujemny wptyw na struktury makromolekut, w tym
gtéwnie biatek, co prowadzi¢ moze do zaburzen w pra-
widtowym funkcjonowaniu komérek [2, 3].

Il. Strategie adaptacyjne komoérek do wyso-
kiej osmotycznosci

Komorki rdzenia nerki nie sg unikalne pod wzgle-
dem przezywalno$ci w warunkach stresu hiperosmoty-
cznego lub wysokiego stezenia mocznika. Innymi
znanymi przyktadami sg: bakterie stonolubne, halofity,
kserofity, organizmy znoszace zamarzanie, cysty, na-
siona i inne formy przetrwalnikowe o niskiej zawarto-
§ci wody oraz komorki ciata licznych morskich bez-
kregowcow i morskich ryb spodoustych. U tych ostat-
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nich wysoka osmotyczno$¢ wody morskiej jest rowno-
wazona duzym stezeniem mocznika w osoczu i pty-
nach tkankowych [3], Btona komdrkowa nie stanowi
sztywnej bariery oddzielajagcej os$rodki rézniace sie
osmotycznoscia, a zatem zmiana tonicznosci $rodowi-
ska prowadzi do zmian objetosci komorki, co w kon-
sekwencji zmienia wewnatrzkomérkowe stezenia jo-
néw, metabolitdw i enzyméw oraz powoduje zmiany
parametrow $rodowiska wewngtrzkomoérkowego np.
jego lepkosci. Proces ten moze prowadzi¢ do po-
waznych zaktécen w funkcjonowaniu komorki [3].
Dtugotrwaty stan hiper- (a atakze hipo-) tonicznosci
Srodowiska musi spowodowac¢ wzrost (lub spadek)
stezenia wewnatrzkomdrkowych elementéw osmoty-
cznych (zwanych osmolitami), umozliwiajgcy przy-
wrocenie whasciwej objetosci wody w komdrce. Kom-
pensacja roznic tonicznosci miedzy S$rodowiskiem
awnetrzem komorki jest mozliwa dzieki dwdm mecha-
nizmom adaptacyjnym. Pierwszy z nich, obserwowany
jedynie u stonolubnych bakterii Halobacterium zyja-
cach w solankach, sprowadza sie do nagromadzania
w komorkach KC1 w stezeniu przekraczajagcym 7 M.
W konsekwencji u tych organizméw wystepujg unikal-
ne biatka, wymagajace dla swojej aktywnos$ci wysokie-
go stezenia KC1 w komérce [4, 5], W zwigzku z tym
bakterie te moga zy¢ jedynie w roztworze NaCl
0 wysokim stezeniu i wszelkie obnizenie osmotyczno-
sci srodowiska, a w efekcie stezenia jondw potasu
w cytoplazmie prowadzi do niekorzystnych zmian
w aktywnosci szeregu ich enzymoéw. Drugi mechanizm
wystepujacy powszechnie w przyrodzie, pozwalajacy
na adaptacje do zmiennej osmotycznos$ci jest takze
udziatem komorek rdzenia nerki. Polega on na aku-
mulowaniu w cytoplazmie substancji organicznych,
stosunkowo obojetnych metabolicznie, ktére kompen-
sujg wysoka toniczno$¢ S$rodowiska, a zmiany ich
stezenia umozliwiajg adaptacje komorek do zmiennej
osmotycznosci [3], Zwigzki te nie wykazujg ujemnego
wptywu na biatka komérkowe, a zatem moga by¢
bezkarnie nagromadzane do duzych stezen, co po-
zwala na utrzymanie statego stezenia sktadnikow
cytoplazmy, w tym elektrolitdw. Dzieki temu nazywa
sieje kompatybilnymi osmolitami czyli ,,przyjaznymi”
dla komorki [4-6]. Nalezag do nich alkohole wielo-
wodorotlenowe (sorbitol, mannitol, glicerol, arabitol,
sacharoza itp.), aminokwasy i ich pochodne (alanina,
glicyna, betaina, tauryna) oraz polimetyloaminy
(TM AO, betaina, sarkozyna, glicerofosfocholina) imo-
cznik [3]. Akumulacja organicznych, kompatybilnych
osmolitéw jest obserwowana praktycznie we wszyst-
kich typach komdrek zmuszonych do przeciwdziata-
nia presji osmotycznej. Ws$réd tych substancji na
szczeg6lng uwage zastugujg polimetyloaminy, ktére
petnig dwoistg funkcje w sytuacjach, gdy stezenie
mocznika osigga wartosci niebezpieczne dla komorki
np. u morskich ryb chrzestnoszkieletowych oraz w ko-
morkach rdzenia nerki, w ktérych stezenie mocznika
osigga 0.4 M. Zwiazki te, oprocz swojej aktywnosci
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osmotycznej wykazuja zdolno$¢ do neutralizowania
toksycznego dziatania mocznika w znacznym zakresie
jego stezen. Petnig one nie tylko role osmolitow
kompatybilnych, lecz takze protekcyjnych, dziatajg-
cych przeciwstawnie w stosunku do mocznika [3, 7, 8].
Ten efekt, potwierdzony na licznych przyktadach in
vitro, pozwala na podtrzymanie natywnych witasciwo-
$ci biatek enzymatycznych przy stezeniu tréjmetyloa-
min dwukrotnie nizszym niz stezenie mocznika. Z dru-
giej jednak strony nadmierny wzrost stezenia metylo-
amin w nieobecno$ci mocznika moze, przynajmniej in
vitro, prowadzi¢ do niepozadanej aktywacji niektérych
enzymoéw [9].

I11. Osmolity w nerce

W komérkach rdzenia nerki spotyka sie cztery
gtéwne osmolity: sorbitol i mioinozytol bedace polial-
koholami, betaine jako pochodng aminokwaséw ajed-
noczesnie polimetyloamine, oraz glicerofosfocholine
zaliczang do polimetyloamin [10]. Do tej grupy dotg-
cza tauryna, bedgca pochodng aminokwasu. Jednakze
jej rola jako osmolitu w nerce nie jest scharakteryzo-
wana tak doktadnie jak wcze$niej wymienionych.
Rozmieszczenie osmolitéw w nerce, ustalone dla szczu-
ra, krélika, psa, cztowieka i innych gatunkéw jest
bardzo podobne igeneralnie pokrywa sie z gradientem
stezeh sodu i mocznika (Ryc. 2a ib), [11], Oznacza to,
ze stezenia osmolitow, nieznaczne w korze nerki,
wzrastajg w spos6b cigglty uzyskujagc maksimum
w brodawce nerkowej. Wyjgtek stanowi mioinozytol
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Ryc. 2a. Poziom osmolitéw w komérkach nerki w warunkach
diurezy i antydiurezy (Rysunek wykonano na podstawie
danych uzyskanych z pracy Yancey i Burg, 1989)

A — kora nerki

B — zewnetrzna cze$¢ rdzenia nerki
C — wewnetrzna cze$¢ rdzenia nerki
D — brodawka nerkowa
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Rvc. 2b. Poziom sodu imocznika w komdrkach nerki w warunkach
diurezy i antydiurezy (Rysunek wykonano na podstawie
danych uzyskanych z pracy Yancey i Burg, 1989)

A — kora nerki

B — zewnetrzna cze$¢ rdzenia nerki
C — wewnetrzna cze$¢ rdzenia nerki
D — brodawka nerkowa

osiagajacy maksymalne stezenie w zewnetrznej warst-
wie rdzenia nerki, obnizajgce sie w poblizu brodawki.
Przyczyna tego odstepstwa od og6lnej zasady nie jest
znana, by¢ moze mioinozytol petni jeszcze inne, do tej
pory nie poznane funkcje w nerce. Zgodnie z przewidy-
waniami wynikajacymi z przyjecia hipotezy kompaty-
bilnych i protekcyjnie dziatajagcych osmolitéw, ktéra
gtosi, ze polialkohole, pewne aminokwasy oraz ich
pochodne, a takze metyloaminy w potgczeniu z mocz-
nikiem moga by¢ bezpiecznie akumulowane w komér-
kach poddanych stresowi hiperosmotycznemu, wywo-
tanie stanu antydiurezy poprzez ograniczanie zwierze-
ciu dostepu do wody, powodujgce w konsekwencji
wzrost stezenia pozakomérkowego sodu i poza- i we-
wnatrzkomorkowego mocznika, prowadzi do wzrostu
cytosolowego stezenia sorbitolu, mioinozytolu, GPC
i betainy. Przyrost stezenn nie jest jednakowy dla
wszystkich osmolitow i trudno przewidywalny dla
réznych gatunkow zwierzat [2, 12], Istotne jest to, ze
w niezmieniajgcych sie warunkach osmotycznych su-
ma stezen wszystkich osmolitéw jest stata i rowno-
wazgca zewngtrzkomdrkowe cisnienie osmotyczne.
W tym sensie kompatybilno$¢ osmolitéw mozna rozu-
mie¢ jako ich uzupetnianie sie i ewentualnie zastepo-
wanie jednych drugimi. Analogicznie, nadmiernemu
wzrostowi diurezy spowodowanemu duzym spozy-
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ciem wody, prowadzgcemu do wzmozonego wydala-
nia sodu i mocznika, towarzyszy obnizenie zawartoSci
kompatybilnych osmolitow w komoérkach [13, 14],
Modelowym przyktadem ukazujgcym te zaleznosci sg
szczury linii Brattleboro, z wrodzong mocz6éwka pros-
tg. W normalnych warunkach zwierzeta te pijg duze
ilosci wody i wydalajg bardzo rozcienczony mocz.
Podanie hormonu antydiuretycznego powoduje gwat-
towne ograniczenie objetosci wydalanego moczu oraz
wzrost jego stezenia, a takze istotng, lecz rozciggnietg
w czasie akumulacje osmolitéw w komadrkach rdzenia
nerki [15]. Wyjatek w opisywanych prawidtowos$ciach
stanowi znéw mioinozytol, ktérego stezenie w komaor-
kach nie zalezy w sposdb absolutnie jednoznaczny od
stopnia diurezy [15, 16]. Ponadto, stezenie GPC
zmienia sie réwnolegle ze zmianami stezenia mocz-
nika, co potwierdza fizjologiczng role tej trojmetyloa-
miny jako osmolitu znoszacego toksyczne dla komo-
rek dziatanie mocznika [16, 17].

I11. Kultury komérkowe w badaniach osmo-
regulacji w nerkach

Badania nad mechanizmami regulacji osmotycznej
w nerkach poczatkowo prowadzone in vivo ustapity
miejsca badaniom w ktérych wykorzystywano izo-
lowane, rdzeniowe fragmenty nefronéw. Umozliwito
to doktadne kontrolowanie osmotycznosci srodowis-
ka doswiadczalnego, a zatem tatwiejszg interpretacje
uzyskanych wynikéw, lecz nie pozwalato, ze wzgledu
na przezywalnos$¢ preparatu, na prowadzenie dtugo-
trwatych eksperymentéw [18]. Zastosowanie kultur
komérkowych znosi te niedogodno$¢ i umozliwia
czesto wielomiesieczne badania adaptacji komérek
nerki do zmienionej osmotycznosci srodowiska hodo-
wlanego, ktérego sktad moze by¢ w petni kontrolowa-
ny [11], Z drugiej jednak strony komdrki w hodowlach
in vitro czesto wykazujg réznice w aktywnos$ciach
enzyméw w stosunku do ich odpowiednik6éw in vivo, co
moze miec znaczenie w interpretacji wynikow i utrud-
nia¢ pordwnywanie tych dwdéch sytuacji. W niniejszym
opracowaniu wiekszo$¢ przedstawionych wynikow
pochodzi z doSwiadczenn przeprowadzonych na kul-
turach komérkowych linii MDCK lub PAP-HT25,
oraz czasami z wykorzystaniem izolowanych kanali-
kéw nerkowych stanowigcych rdzeniowy odcinek ka-
nalika zbiorczego nerki szczura [19, 20]. Wzrost
stezenia NaCl i mocznika w pozywce hodowlanej
powoduje istotne nagromadzenie sie wszystkich czte-
rech osmolitow w komdrkach PAP-HT25, podczas
gdy komérki MDCK pozbawione sg zdolnosci aku
mulacji sorbitolu [10, 21, 22]. Mechanizmy nagroma-
dzania sie osmolitow w komérkach, w hodowlach in
vitro a takze in vivo polegaja albo na aktywacji ich
transportu przez btone komdrkowgq ze Srodowiska, jak
to ma miejsce w przypadku betainy i mioinozytolu,
albo na modyfikacji szybkosci ich metabolizmu
w przypadku sorbitolu i glicerofosfocholiny.
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I11-1. Mioinozytol

Ten cykliczny polialkohol jest normalnie obecny
w diecie. Ponadto, szereg komorek (w tym w nerkach),
wytwarza mioinozytol z glukozy lub tez jako produkt
degradacji fosfolipidow inozytolowych [23, 24]. Nerki
sg jedynym narzgdem u ssakéw, w ktérym zachodzi
intensywny katabolizm mioinozytolu, az do dwutlen-
ku wegla, przy czym proces ten przebiega w korze
i zewnetrznych warstwach rdzenia, ale nie w komor-
kach wewnetrznej czesci rdzenia [25]. Ponadto szereg
typoéw komoérek, wliczajgc w to komorki z réznych
obszarow nerki jest w stanie pobiera¢ mioinozytol ze
srodowiska na drodze transportu zaleznego od sodu
[26]. Proces ten jest hamowany przez strofantyne
i florydzyne a takze w obecno$ci wysokich stezen
glukozy [26, 27], Stezenie mioinozytolu w komaérkach
rdzenia nerki moze by¢ 1000-krotnie wyzsze niz w 0so0-
czu, co wskazuje na znaczny koszt energetyczny jaki
ponosza komorki w celu utrzymania tak wysokiego
gradientu. Nie ma obecnie przekonujacych dowodéw
na to, czy synteza wewnatrzkomdérkowa czy tez trans-
port mioinozytolu ze Srodowiska podlegajg aktywacji
w czasie adaptacji komorek nerki in vivo do stanu
antydiurezy. Jedyne precyzyjne wyniki pochodzg z dos-
wiadczeA na kulturach komdérkowych. Komorki
MDCK i PAP-HT25 a takze LLC-PK,, LLC-PK3
i szereg innych nagromadzajg w odpowiedzi na wzrost
osmotycznosci medium hodowlanego mioinozytol
obecny w pozywce w stezeniu podobnym do spotyka-
nego w osoczu (ok. 0.1 mM) [28-31], Transport tego
osmolitu do kom6érek MDCK odbywa sie tylko przez
btone bazolateralng [32]. W komérkach tych, pod-
danych stresowi hiperosmotycznemu spowodowane-
mu zwiekszeniem ilosci NaCl do ok. 500 mOsm/kg,
stezenie osmolitu osigga maksimum (ok. trzykrotnie
przewyzszajgce warto$¢ kontrolna dla komérek hodo-
wanych w warunkach niezmienionej, niskiej osmotycz-
nosci wynoszacej ok. 300 mOsm/kg) dopiero po
7 dniach. Podobny efekt uzyskuje sie gdy chlorek sodu
zastapiony jest rafinozg lub sorbitolem, natomiast
wzrost osmotycznosci medium hodowlanego spowo-
dowany dodaniem mocznika lub glicerolu, ale bez
obecnosci zwiekszonego stezenia NaCl, nie wptywa na
wewnagtrzkomorkowe stezenie mioinozytolu [32, 33].
A zatem, czynnikiem koniecznym do wywotania aku-
mulacji mioinozytolu wydaje sie by¢ powstanie poten-
cjatu osmotycznego w poprzek btony, co nastepuje
w przypadku podniesienia osmotycznosci pozywki
przez dodanie substancji nieprzenikajacych przez bto-
ne komdrkowsa, (a nie tylko wzrost osmotycznosci
roztworu bez wytworzenia gradientu, a wiec bez zmian
objetosci komérek). Ponadto stymulujacy wptyw rafi-
nozy czy sorbitolu na akumulacje mioinozytolu w ko-
morkach MDCK lub PAP-HT25 wskazuje, ze mecha-
nizm aktywacji transportu tego osmolitu w obecnosci
wysokiego stezenia NaCl nie polega na bezposredniej
stymulacji szybko$ci dziatania transportera btonowe-
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go wymagajacego istnienia gradientu sodowego do
swojej aktywnosci. Pomiary kinetyki transportu mioi-
nozytolu do komérek MDCK i PAP-HT25 pod-
danych zaréwno dtugotrwatemu (kilkumiesiecznemu)
jak i kilkudniowemu dziataniu podwyzszonego steze-
nia chlorku sodu i mocznika wskazujg na wzrost
szybkosci maksymalnej tego procesu, a nie powinowa-
ctwa transportera do tego osmolitu. Wydaje sie, ze jest
to efektem zwiekszonej liczby czasteczek transportera
w btonie komérkowej. Maksymalng stymulacje trans-
portu w przypadku szybkiej odpowiedzi obserwuje sie
po jednym dniu, a nastepnie, prawdopodobnie na
skutek wzrostu stezenia mioinozytolu w komorce,
dochodzi do zmniejszenia tego efektu [30, 32], Istnieje
mozliwo$¢, ze mioinozytol w wysokim stezeniu jest
inhibitorem swojego transportera. Potwierdza to prze-
dtuzony stan wysokiej aktywnos$ci transportu tego
osmolitu w komodrkach poddanych stresowi osmotycz-
nemu w nieobecnos$ci mioinozytolu w pozywce. Co
wiecej, obserwacja ta wskazuje, ze komérki MDCK nie
sg w stanie pokry¢ zapotrzebowania na mioinozytol
w warunkach stresu hiperosmotycznego poprzez jego
synteze ze znajdujacej sie w pozywce glukozy. Niewy-
kluczone jest takze, ze stopniowe przywracanie pier-
wotnej objetosci komérki jest sygnatem do spowol-
nienia procesOw adaptacyjnych. Przyrost liczby czgs-
teczek przenos$nika mioinozytolu w komoérkach rdze-
nia nerki potwierdzony jest doSwiadczalnie. Obecno$¢
cykloheximidu [34] znosi stymulacje transportu mioi-
nozytolu do komodrek izolowanych z wewnatrzrdze-
niowych odcinkéw kanalikéw zbiorczych, a ponadto
podanie do oocytu Xenopus laevis, normalnie nie
pobierajgcego mioinozytolu ze Srodowiska, mMRNA
izolowanego z komdérek MDCK rosnacych w pozywce
hiperosmotycznej, powoduje ujawnienie sie transportu
przez oocyty. Efektu tego nie uzyskuje sie gdy podawa-
ny mRNA pochodzi z komérek MDCK rosngcych
w pozywce izoosmotycznej [35].

111-2. Betaina

Betaina podobnie jak mioinozytol jest statym sktad-
nikiem diety. Ponadto, wiele komorek, w tym rowniez
komorki rdzenia nerki, jest w stanie wytwarzaé betaine
na drodze utleniania powszechnie dostepnej w diecie
choliny. Ten proces wymaga aktywnos$ci dwéch en-
zymdw: mitochondrialnej dehydrogenazy choliny
[EC 1.1.99.1] i cytosolowej dehydrogenazy aldehydu
betainy [EC 1.2.1.8] [36]. Katabolizm betainy, za-
chodzgcy réwniez w nerkach, odbywa si¢ z udziatem
S-metylotransferazy  betaina:homocysteina [EC
2.1.1.5], ktérej aktywnos$¢ jest pozytywnie regulowana
przez wysokie stezenia betainy [37]. Reakcje wy-
twarzania betainy potencjalnie stanowi¢ mogg regula-
torowy etap w procesie nagromadzania tego osmolitu.
Jednakze akumulacji betainy w komodrkach rdzenia
nerki szczura in vivo, w odpowiedzi na gwattowny
wzrost stezenia jondw sodowych we krwi nie towarzy-
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szy wzrost aktywnos$ci zadnego z enzymdw syntezy
betainy z choliny [38], Betaina, tak jak mioinozytol
jest aktywnie transportowana przez btone luminalng
kanalikéw nerkowych w odpowiedzi na wzrost osmo-
tycznosci $rodowiska okotokomdrkowego [39]. Ko-
morki MDCK, PAP-HT25, a takze innych linii po-
chodzacych z nerek, poddane stresowi hiperosmotycz-
nemu, podobnie jak komorki rdzenia nerki in vivo
w warunkach antydiurezy (Ryc. 2), akumulujg znaczne
ilosci betainy [29]. Proces ten osigga plateau po ok.
tygodniu od zmiany osmotycznosci z 315 do
500 mOsm/kg, uzyskanej przez wzrost stezenia chlor-
ku sodu czy rafinozy ale nie mocznika czy glicerolu
w pozywce i wymaga obecnosci betainy w srodowisku
[33]. Paradoksalnie, mocznik w wysokim stezeniu
obniza szybko$¢ transportu tego osmolitu przez btone
komdrkowag. Przy braku betainy w srodowisku, nawet
w obecnosci choliny, nie obserwuje sie jej nagromadza-
nia w komorkach. Zalezny od jondéw sodu transporter
betainy, podobnie jak w komoérkach nerek in vivo
znajduje sie w bazolateralnej btonie komoérek MDCK
[32, 33]. Mechanizm aktywacji transportu betainy jest
zasadniczo podobny do opisanego dla mioinozytolu.
Komorki MDCK rosngce w $rodowisku izoosmotycz-
nym maja dwa, réznigce sie warto$cig Km sodozalezne
nosniki betainy. W wyniku dtugotrwatej (wielomiesie-
cznej) adaptacji komérek do podwyzszonego stezenia
chlorku sodu w pozywce wzrasta dziesieciokrotnie
szybko$¢ maksymalna transportu, natomiast wartosci
statych Michaelisa pozostajg niezmienione. Podobnie
jak w przypadku mioinozytolu, szybka odpowiedz na
nagty wzrost osmotycznosci spowodowany dodaniem
chlorku sodu do pozywki osigga maksimum poi dniu,
a nastepnie ulega samoograniczaniu [32, 33]. Stymula-
cja transportu betainy do komdérek MDCK obser-
wowana w obecnos$ci rafinozy zamiast chlorku sodu
w pozywce wyklucza aktywacje tego procesu jedynie
przez zwigkszenie gradientu sodowego. Podobnie jak
w przypadku badania transportu mioinozytolu, poda-
nie do oocytu Xenopus laevis mMRNA izolowanego
z komérek MDCK poddanych uprzednio 24-godzin-
nej ekspozycji na zwiekszone stezenia chlorku sodu
(615 mOsm/kg) sprawia, ze oocyty zaczynajg pobieraé
betaine ze Srodowiska mimo, ze normalnie nie zawiera-
ja one w blonie zadnego zaleznego od sodu systemu
transportu tego zwigzku. Efektu tego nie uzyskuje sie
z mRNA izolowanym z komoérek MDCK hodowa-
nych w warunkach niskiej (315 mOsm/kg) osmotycz-
nosci lub w obecnosci wysokich stezeri mocznika lub
glicerolu w pozywce [40]. Doswiadczenie to udowad-
nia, ze podobnie jak przy transporcie mioinozytolu,
w warunkach podwyzszonej osmotycznosci srodowis-
ka, wywotanej obecnos$cig substancji nie przechodza-
cych przez btone komérkowa, a zatem prowadzacej
wstepnie do zmniejszenia sie objetosci komérek, na-
stepuje wzmozenie ekspresji genéw kodujacych biat-
ka odpowiednich transporteréw, co objawia sie
zwigkszeniem szybkos$ci maksymalnej transportu. Nie-
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stety nie ma dotychczas przekonujgcych danych po-
twierdzajgcych regulatorowe znaczenie transportu be-
tainy do komoérek rdzenia nerki w warunkach anty-
diurezy in vivo.

111-3. Tauryna

Dane dotyczgace jej akumulacji w komdrkach nerek
w warunkach stresu osmotycznego sg znacznie bar-
dziej fragmentaryczne tak, ze tauryna nie bywa wymie-
niana w grupie powszechnie uznanych osmolitow.
Niemniej, btona bazolateralna komoérek MDCK za-
wiera zalezny od sodu transporter tego zwigzku.
Prawdopodobnie jest to no$nik (3-aminokwaséw [41,
42]. Co wiecej, szybkos¢ maksymalna transportu, ale
nie powinowactwo tego transportera w stosunku do
tauryny, jest zwiekszona gdy komorki rosng w $rodo-
wisku hiperosmotycznym. Podobnie jak w przypadku
mioinozytolu i betainy, mMRNA izolowany z komdrek
MDCK adaptowanych do wysokiej osmotycznosci
i wstrzykniety do oocytu zaby wydaje sie stymulowac
szybkos$¢ pobierania tauryny. Wskazuje to na duze
podobienstwo mechanizmdw nagromadzania sie taur-
ny, betainy i mioinozytolu w czasie adaptacji komorek
nerki do podwyzszonej osmotycznosci [43],

111-3. Sorbitol

Jest polihydroksylowym alkoholem powstajacym
poprzez redukcje glukozy w reakcji katalizowanej
przez reduktaze aldozowg [EC 1.1.1.21] cytosolowy
enzym, ktérego aktywnos$¢ stwierdzono w wielu roz-
nych tkankach inarzgdach jak: soczewka oka, miesnie
szkieletowe, nadnercza, mozg, $linianki, watroba, eryt-
rocyty czy wreszcie nerki [44], W tych ostatnich
obserwuje sie nierownomierne rozmieszczenie reduk-
tazy, ktérej najwieksza aktywnos$¢ wydaje sie byé
zlokalizowana w komérkach kanalikéw potozonych
w rdzeniu, a znacznie nizsza w pozostatych fragmen-
tach nefronu [45, 46]. Ten rozktad jest zgodny z gra-
dientem stezenia sorbitolu w poprzecznym przekroju
nerki (Ryc. 2). Drugim istotnym enzymem metaboliz-
mu  sorbitolu  jest dehydrogenaza  sorbitolu
[EC 1.1.1.14] wystepujaca u ssakéw gtéwnie w wat-
robie, lecz rowniez w nerkach, gtéwnie w ich czesci
korowej ale takze, chociaz, w duzo mniejszym stopniu
w rdzeniu [47]. Podobnie jak w nerkach in vivo
w warunkach antydiurezy [10, 21, 44, 48], komorki
linii PAP-HT25 akumulujg sorbitol w odpowiedzi na
wzrost stezenia chlorku sodu w $rodowisku hodow-
lanym, przy czym proces ten nie jest natychmiastowy,
a stezenie sorbitolu osigga maksimum po 4 dniach
[33]. Podobny rezultat przynosi podniesienie osmo-
tycznosci srodowiska przy pomocy rafinozy ale nie
mocznika lub glicerolu [49]. A zatem, tak jak w przy-
padku mioinozytolu i betainy czynnikiem koniecznym
dla aktywacji procesu nagromadzania sorbitolu w ko-
maorce jest stworzenie ciSnienia osmotycznego w po-
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przek btony komodrkowej i w konsekwencji zmniej-
szenie sie objetoSci komorki i wzrost sity jonowej
w cytosolu. Wzrost ci$nienia osmotycznego powoduje
podniesienie aktywnoS$ci reduktazy aldozowej [49-51].
Zmiany te sg obserwowane dopiero po 6 godzinach
trwania stresu hiperosmotycznego, co wskazuje na ich
adaptacyjny charakter [49], Jednocze$nie nie zauwaza
sie zadnych istotnych zmian aktywnos$ci dehydrogena-
zy sorbitolu, ktorej aktywnos$¢ jest ponizej granicy
oznaczalnosci [51]. Wzrost aktywnosci reduktazy al-
dozowej w odpowiedzi na wzrost ciSnienia osmotycz-
nego niezaleznie od tego, czy zostat on spowodowany
chlorkiem sodu, czy rafinozg wskazuje, ze sygnatem dla
aktywacji tego enzymu nie jest podniesienie stezenia
soli w srodowisku ale raczej wzrost stezenia ktérego$
ze skitadnikow cytoplazmy bedacy konsekwencja
zmniejszenia sie objetosci wody w komorce. Doswiad-
czenia z uzyciem strofantyny, ktéra powoduje wzrost
objetosci komorki oraz wewnatrzkomérkowego steze-
nia sodu, a obnizenie stezenia potasu w cytosolu,
wykazaty dobrg zalezno$¢ miedzy wewnatrzkomor-
kowym stezeniem potasu albo raczej sumy stezen
potasu isodu, a aktywacjg reduktazy aldozowej [49],
Wydaje sie takze, ze nie sam fakt wzrostu tych stezen,
a raczej osiggniecie krytycznego poziomu jest koniecz-
ne dla indukcji enzymu. Wzrostowi aktywnosci reduk-
tazy aldozowej towarzyszy wzrost zawartosci mRNA
bedacy rezultatem wzmozonej ekspresji jej genu [46],
Pomiary dynamiki tej aktywacji wskazujg, ze poziom
mMRNA zaczyna wzrasta¢ w ciggu pierwszej godziny po
podniesieniu osmotycznosci, osigga maksimum po
kilkunastu godzinach i po uptywie doby zaczyna sie
zmniejsza¢ przy jednoczesnym wzroscie stezenia sor-
bitolu w komoérce. W ciggu nastepnych Kkilku dni
utrzymuje sie stan rownowagi, w ktdrym ilos¢ komor-
kowego mRNA reduktazy aldozowej jest pieciokrot-
nie wyzsza od stwierdzanej w komdrkach kontrolnych
[52]. Wzrost stezenia sorbitolu w cytoplazmie prowa-
dzi do zahamowania ekspresji genu kodujgcego ten
enzym. Inhibitor aktywnosci reduktazy aldozowej
(Tolrestat) ogranicza synteze sorbitolu i w efekcie
wydtuza okres wzrostu zawarto$ci odpowiedniego
mRNA w komoérkach PAP-HT25 w stosunku do
obserwowanego w nieobecnosci tego inhibitora [53].
Czas pottrwania biatka reduktazy aldozowej jest taki
sam w komdrkach rosngcych w S$rodowisku izo-
i hiperosmotycznym i wynosi ok. 6 dni, co wskazuje, ze
degradacja tego enzymu nie ma znaczenia regulacyj-
nego w kontekscie adaptacji do podwyzszonej osmo-
tycznosci [51]. W komdrkach PAP-HT25 rosngcych
w obecnos$ci wysokiego stezenia chlorku sodu i mocz-
nika reduktaza aldozy moze stanowi¢ az 10% wszyst-
kich rozpuszczalnych biatek w komdrce. Gwattowne
obnizenie osmotycznos$ci medium hodowlanego z 600
do 320 mOsm/kg powoduje stopniowe zmniejszanie
sie zawarto$ci w komérce biatka reduktazy aldozowej
bez zmiany jej czasu pottrwania, oraz szybki zanik (w
ciggu 1dnia) mRNA tego enzymu [46].
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Whnioski wyciggniete na podstawie doswiadczen na
kulturach komorkowych przedstawione powyzej
w znacznym stopniu sa potwierdzone w uktadach in
vivo, (i) Ograniczenie dostepu do wody przez 24
godziny prowadzi do wzrostu ilosci biatka enzymaty-
cznego reduktazy aldozowej w nerce psa [54] (ii)
podanie szczurom linii Brattleboro wazopresyny po-
woduje znaczne ograniczenie ilosci wydalanej wody,
wzrost stezenia jon6w sodowych w moczu i w prze-
strzeniach okotokomdrkowych, oraz znaczne podwyz-
szenie zawartosci reduktazowego mRNA, a takze
aktywnosci reduktazy aldozowej i zawartos$ci sorbito-
lu w komorkach rdzenia nerki [15] (iii) wywotanie
stanu diurezy u szczurdéw pierwotnie antydiuretycz-
nych powoduje obnizenie sie zawartosci mRNA redu-
ktazy aldozowej w ciagu pierwszego dnia, natomiast
poziom i aktywno$¢ samego enzymu utrzymuje sie
kilka dni, co wynika prawdopodobnie ze stosunkowo
dtugiego czasu pottrwania tego biatka, jak to stwier-
dzono w komérkach PAP-HT25 [55],

I11-4. Glicerofosfocholina

Ten fosfodiester powstaje, jak sie powszechnie uwa-
za w wyniku hydrolizy fosfatydylocholiny, w reakcji
katalizowanej przez fosfolipaze A2 i/tub Al a nastepnie
lizofosfolipaze i w wielu tkankach np. w watrobie jest
traktowany jako metabolit posredni w katabolizmie
lecytyny [56]. Ponadto, postuluje sie istnienie alter-
natywnych drég wytwarzania GPC, z ktérych pierw-
sza polega na przeniesieniu reszty choliny z fosfa-
tydylocholiny na glicero-3-fosforan, za$ druga na
bezposredniej syntezie tego osmolitu z CDP-choliny
i glicero-3-fosforanu [57-59]. Zgodnie z obecnym
stanem wiedzy wszystkie z wymienionych reakcji za-
chodza w nerkach, chociaz udziat dwoéch ostatnich nie
jest jeszcze do konca udowodniony. Powstata GPC
jest degradowana przy udziale fosfodiesterazy, z wy-
tworzeniem glicero-3-fosforanu i choliny. Enzym ten
jest obecny w wielu tkankach szczura ijest zlokalizo-
wany w blonach siateczki endoplazmatycznej, przy
czym najwyzsza jego aktywnos$é obserwuje sie w korze
nerki [60]. Aktywno$¢ ta obniza sie zdecydowanie
w miare zblizania sie do wewnetrznej czesci rdzenia,
a zatem jej rozktad w przekroju poprzecznym nerki jest
odwrotny w stosunku do rozmieszczenia GPC (Ryc. 2).
Ograniczenie dostepu do wody powoduje wzrost steze-
nia GPC w komorkach rdzenia nerki szczura, krdlika,
psa, $wini i cztowieka [61, 62]. Juz w latach 50-tych
Ullrich [63] zaproponowat, ze regulacja aktywno-
§ci GPC-fosfodiesterazy stanowi podstawe mechaniz-
mu nagromadzania sie GPC w nerkach. Poniewaz
wyniki badan in vivo sa czesto niejednoznaczne itrud-
ne do interpretacji, obecnie proponowany model regu-
lacji nagromadzania sie GPC w komdrkach nerek
ustalony zostat gtdwnie na podstawie badan prowa-
dzonych przy uzyciu kultur komorkowych. Podstawo-
wg cechg wyr6zniajgcg ten osmolit sposrdd wczesniej
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omoéwionych jest to, ze nagromadza sie on w komor-
kach MDCK lub PAP-HT25 zar6wno w warunkach
wysokiego stezenia chlorku sodu jak i wysokiego
stezenia mocznika, przy czym wptyw obu czynnikéw
stosowanych jednoczes$nie nie jest catkowicie addytyw-
ny [28, 56, 64], Wskazuje to, ze akumulacja GPC moze
byé spowodowana zaréwno wzrostem gradientu os-
motycznego w przypadku NaCl (lub rafinozy), jak
i wzrostu stezenia mocznika, ktory nie stwarza réznic
osmotycznos$ci po obu stronach btony komorkowej,
a zatem nie powoduje zmniejszenia sie objetosci komo-
rki i wzrostu sity jonowej jej wnetrza, co jest sygnatem
do indukcji ekspresji genu reduktazy aldozowej i nago-
madzania sie sorbitolu, a takze warunkiem indukcji
transportu betainy i mioinozytolu (pkt IlI-I i 111-2).
A zatem, mozliwe jest istnienie dwoch réznych mecha-
nizméw uruchamiajgcych nagromadzanie sie glicero-
fosfocholiny w komérkach, przy czym przynajmniej
jeden z nich jest inny niz zaangazowany w indukcje
nagromadzania mioinozytolu, betainy czy sorbitolu.
Pozostaje to w zgodzie z hipotezg ochronnie dziataja-
cych osmolitéw i o szczeg6lnej roli GPC jako metylo-
aminy w znoszeniu toksycznego dla komdrek dziata-
nia mocznika [56],

Wzrost stezenia GPC w obu badanych liniach
komérkowych jest stosunkowo powolny, wymagajacy
ok. jednego tygodnia do osiggniecia plateau, a jego
szybkos$¢ nie zalezy od tego czy osmotycznosé pozywki
podywzszono dodatkiem NaCl, mocznika czy obu
substancji jednoczes$nie [56, 64], Niezaleznie od sposo-
bu wytwarzania GPC w komérce, cholina jest zawsze
prekursorem tego zwigzku. Spowodowanie stresu hi-
perosmotycznego przy pomocy medium pozbawione-
go choliny powoduje jedynie przejSciowy i niewielKi
wzrost stezenia osmolitu w komorce, mozliwy praw-
dopobodnie dzigki rezerwom choliny zmagazynowa-
nej w postaci fosfatydylocholiny w btonach plazmaty-
cznych. Jednakze w warunkach prawidtowej hodowli
dostepnos$é choliny lub szybkos$¢ jej pobierania przez
komorki nie ogranicza syntezy GPC i nie podlega
regulacji zaleznej od osmotycznosci srodowiska [56].
Wiele informacji dotyczgcych nagromadzania sie glice-
rofosfocholiny w komérkach MDCK dostarczyty po-
miary szybkos$ci wkaczania radioaktywnej choliny do
tego osmolitu (a zatem pomiary szybkosSci jego syn-
tezy), w rdéznych warunkach osmotycznych [65],
W obecnosci mocznika, samego lub z NaCl, nastepuje
utrzymujace sie co najmniej przez kilka dni obnizenie
szybkosci syntezy GPC spowodowane spadkiem ak-
tywnosci fosfolipazy A2 [65] lub, wedtug innych
autordw, nie obserwuje sie istotnej zmiany ani w szyb-
kosci wigczania choliny, ani w aktywnos$ci fosfolipaz
[66]. Niezaleznie od tego, ktéra obserwacja jest blizsza
prawdy, obie wskazujg, ze proces wytwarzania GPC
nie podlega aktywacji w warunkach podniesionego
stezenia mocznika. Badania szybkosci zaniku GPC
znakowanego izotopem wegla lub trytem, wprowadzo-
nego uprzednio do komorek, wykazaly znaczne
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zmniejszenie intensywnosci tego procesu w komor-
kach eksponowanych na wysokie stezenie mocznika
lub mocznika plus NaCl [65, 67], Istotnie, w warun-
kach tych nastepuje dramatyczny spadek aktywnosci
GPC-fosfodiesterazy utrzymujgcy sie co najmniej
przez 7 dni trwania warunkéw hiperosmotycznych, co
ttumaczy wzrost stezenia komérkowego GPC. A za-
tem, w obecnos$ci wysokiego stezenia mocznika w $ro-
dowisku, nagromadzenie si¢ GPC jest efektem spowol-
nienia jego degradacji, a nie przyspieszenia syntezy.
W warunkach kiedy wzrost osmotycznosci uzyskano
za pomocg chlorku sodu bez dodatku mocznika
aktywnos$é GPC fosfodiesterazy ulega obnizeniu tylko
w pierwszej fazie adaptacji komorek. Po dwéch dniach
rozpoczyna sie stopniowy powrdt aktywnosci tego
enyzmu do stanu wyjsciowego, ktory jest osiggany po
ok. tygodniu [67]. Mimo stopniowego wzrostu aktyw-
nosci GPC-fosfodiesterazy (a zatem przyspieszania
degradacji glicerofosfocholiny), nastepuje staty przy-
rost zawartosci GPC w komdérkach MDCK. Pomiary
szybkosci wiaczania radioaktywnej choliny lub szyb-
kosci przeksztatcania podanej komdrkom lizofosfaty-
dylocholiny (ktéra w pierwszym etapie zostaje w ko-
morkach acylowana tzn. przeksztatcana w fosfatydylo-
choling), do GPC wskazujg, ze po dwoch dniach
hiperosmolalnosci (w obecnosci NaCl, ale nie mocz-
nika), szybko$¢ wytwarzania GPC jest wyzsza niz
w komorkach kontrolnych [66], Sugeruje to, ze po
uptywie 2 dni nastepuje aktywacja wytwarzania glice-
rofosfocholiny. Stwierdzony po uptywie tego samego
czasu istotny wzrost aktywnosci fosfolipazy A2 po-
twierdza te sugestie [66, 68], Dotyczy on przede
wszystkim izoenzymow zwigzanych z frakcjg btonowg
i przynajmniej w przypadku komdrek MDCK, nie
wykorzystujgcych jako substratu egzogennej fosfaty-
dylocholiny zawierajgcej w pozycji drugiej reszte kwa-
su arachidonowego [66]. Potwierdzenie tej obserwacji
in vivo nie jest tatwe ze wzgledu na trudnos$¢ uzyskania
powtarzalnego stopnia antydiurezy u poszczeg6lnych
osobnikéw. Niemniej istniejg dane wskazujgce na
aktywacje fosfolipazy A2 we frakcjach: mitochondrial-
nej i mikrosomalnej izolowanych z homogenatu rdze-
nia nerki krélikbw pozbawionych przez 2 doby do-
stepu do wody [68]. Na podstawie tych informacji
mozna stworzy¢ model, w ktérym pierwsza faza adap-
tacji polega na zahamowaniu degradacji GPC niezale-
znie od sposobu podniesienia osmotycznos$ci, nato-
miast faza pdzniejsza zalezy od tego czy w $Srodowisku
znajduje sie mocznik. Jezeli nie, nastepuje aktywacja
fosfolipazy A2, czyli wytwarzania GPC, a jego de-
gradacja przestaje odgrywaé kluczowag role. W warun-
kach in vivo nagromadzanie sie GPC jest prawdopodo-
bnie wynikiem wypadkowego udziatu aktywacji syn-
tezy i inhibicji degradacji tego osmolitu w stopniu
zaleznym od aktualnego stezenia mocznika i NaCl
w nerce, co moze zaleze¢ od gatunku zwierzecia,
rodzaju pozywienia itp. Obecnie nie ma zgodnoSci
co do roli fosfolipazy A2 w warunkach antydiurezy
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[19, 20, 68].

Badania regulacji nagromadzania sie GPC w kom@r-
kach nerek in vitro pozwolity takze na weryfikacje
hipotezy kompatybilnych osmolitow wedtug ktorej,
suma stezen wszystkich osmolitéw w danych warun-
kach osmotycznych $rodowiska powinna by¢ stata,
a zatem nadmiar jednego z nich powinien ograniczac
nagromadzanie pozostatych, za$ niedomiar wzmagac¢
ten proces. Stwierdzono, ze w warunkach wysokiego
stezenia betainy lub/i mioinozytolu w S$rodowisku,
nastepuje ograniczenie akumulacji GPC w komdrkach
MDCK. Jest to wynikiem aktywujgcego wptywu betai-
ny i mioinozytolu na GPC-fosfodiesteraze. Tej wspot-
zaleznosci nie obserwuje sie w przypadku podniesione-
go stezenia mocznika w Srodowisku. W tych warun-
kach zawartos¢ GPC w komorkach MDCK jest trwale
utrzymywana na wysokim poziomie, co potwierdza
szczeg6lng role tego osmolitu jako czynnika znoszgce-
go toksyczne dziatanie mocznika [69],

Udziat pozostatych dwoéch reakcji metabolicznych
prowadzgcych do powstawania GPC nie jest dotych-
czas poznany. Wydaje sie, ze reakcja przeniesienia
reszty choliny z fosfatydylocholiny na glicero-3-fos-
foran moze mie¢ znaczenie, przynajmniej w komér-
kach MDCK, w pierwszej fazie gromadzenia si¢ GPC,
rozpoczynajgcej sie natychmiast po podniesieniu os-
motycznosci Ssrodowiska i trwajgcej kilkanascie go-
dzin. Istniejag bowiem dowody na to, ze wzrost stezenia
chlorku sodu powoduje stymulacje wtaczania radioak-
tywnego glicero-3-fosforanu do GPC w warunkach
gdy jedynym zrodtem choliny jest endogenna, zawarta
w btonach mitochondrialnych fosfatydylocholina. Sty-
mulacja ta jest stwierdzana juz po 15 min. i trwa 16
godz. od wzrostu osmotycznos$ci. Towarzyszy temu
wzrost aktywnos$ci odpowiedniej transferazy choliny
[70], Na temat regulacji osmotycznej drugiej reakcji
syntezy GPC z CDP-choliny iglicero-3-fosforanu brak
jest jakichkolwiek danych.

IV. Regulacja wewnatrzkomdrkowego steze-
nia osmolitow w warunkach obnizonej
osmotycznosci

Podanie wody zwierzetom z uprzednio wywotang
antydiurezg powoduje szybkie rozciericzenie dotych-
czas stezonego moczu, oraz obnizenie sie osmotyczno-
sci ptynow srodtkankowych [71]. Podobny efekt uzys-
kuje sie po podaniu normalnie nawodnionym zwierze-
tom diuretycznie dziatajgcego furosemidu lub w przy-
padku szczuréw Brattleboro po zaprzestaniu podawa-
nia wazopresyny. W tych warunkach obserwuje sie
spadek wewnatrzkomodrkowego stezenia osmolitéw.
W uktadzie in nitro poddanie szokowi hipoosmotycz-
nemu izolowanych z zachowaniem naturalnej, wyso-
kiej osmotycznosci, rdzeniowych odcinkéw kanalika
zbiorczego nerki szczura powoduje natychmiastowe
uwalnianie osmolitéw do $rodowiska [13, 14]. Ten
sam efekt obserwuje sie w przypadku komodrek
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MDCK, oraz PAP-HT25 adaptowanych do wysokiej
osmotycznoséci, a nastepnie gwattownie obnizonej.
Wyptyw osmolitow i w konsekwencji spadek ich
stezenia w komorce moze by¢ powstrzymany przez
ponowne podniesienie osmotycznoséci $rodowiska.
Przedtuzenie czasu ekspozycji komérek MDCK lub
PAP-HT25 na warunki hipoosmotyczne powoduje
stopniowe obnizanie sie aktywnos$ci mechanizméw
akumulacji osmolitéw. W przypadku betainy szok
hipoosmotyczny powoduje wyptyw tego osmolitu
z komorek, w wyniku ktérego dochodzi do nagtego
obnizenia siejego stezenia w cytoplazmie osiggajgcego
w komaérkach PAP-HT25 70% wyjSciowej ilosci betai-
ny wciggu 10 minut [64, 72], Obnizenie sie aktywnosci
transportera betainy nastepuje powoli i catkowity
powr6t do stanu sprzed adaptacji do warunkow
hiperosmotycznych, osiggany jest po okoto dwéch
dniach. Podobny wplyw szoku hipoosmotycznego
obserwuje sie w przypadku mioinozytolu, przy czym
wyptyw tego osmolitu zkomorek jest mniej gwattowny
niz betainy, za$ aktywno$¢ transportu mioinozytolu do
komorek obniza sie do stanu wyjsciowego po okoto 12
godz. Obserwacje te sg zasadniczo podobne do komaé-
rek MDCK oraz PAP-HT25 [64, 72], Zaréwno
w przypadku betainy, jak mioinozytolu molekularny
mechanizm aktywacji ich uwalniania nie jest opisany.
Nieco wiecej wiadomo o hipoosmotycznej aktywacji
wyciekania sorbitolu z komérek rdzenia nerki [73],
Szok hipoosmotyczny powoduje natychmiastowy,
przejSciowy wyptyw tego osmolitu z komdrek
PAP-HT25. Obserwuje sie to nie tylko przy zmianie
osmotycznos$ci $rodowiska z podwyzszonej (600
mOsm/kg) na normalng (300 mOsm/kg), ale réwniez
z normalnej na obnizong (180 mOsm/kg). Szybkosé
wychodzenia sorbitolu zkomoérek PAP-HT25 podlega
80-cio krotnej stymulacji w ciagu pierwszych dziesigeciu
min., przy zmianie osmotycznosci z podwyzszonej na
normalng i praktycznie nie zalezy od obecnosci w ko-
maérkach innych osmolitéw. Podobny efekt obser-
wowano w izolowanych fragmentach rdzeniowych
czesci kanalikdw zbiorczych nerki szczura i krélika
[73]. Wykazano, ze wyptyw sorbitolu z komérek
PAP-HT25, oraz z komérek kanalikow nerkowych
w warunkach szoku hipoosmotycznego odbywa sie
jedynie przez btone antyluriinalng [74], jest aktywo-
wany specyficznie w stosunku do sorbitolu, nie ulega
zjawisku wysycenia sorbitolem az do stezenia 315 mM
i nie podlega hamowaniu wspo6tzawodniczemu w obec-
nosci innych cyklicznych polialkoholi [73, 74], Jest
natomiast hamowany w obecnos$ci inhibitoréw cyto-
chromu P-450 (SKF-525A), oraz inhibitoréw metabo-
lizmu kwasu arachidonowego (tetraacetylenowe po-
chodne kwasu arachidonowego) [75]. Nie obserwuje
sie natomiast wptywu inhibitorow cyklooksygenaz na
ten proces. Wskazuje to na udziat pochodnych kwasu
arachidonowego bedacych produktem jego utleniania
przez cytochrom P-450, w aktywacji wyptywu sor-
bitolu. Badania prowadzone przy uzyciu izolowanych
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fragmentéw rdzeniowej czeSci kanalika zbiorczego
nerki ujawnity, ze aktywacja transportu sorbitolu
wymaga obecnosci jonow wapnia w Srodowisku in-
kubacyjnym [76], Podanie jonoforu A231187 w obec-
nosci jonéw wapnia powoduje wyptyw sorbitolu z ko-
morek bez zmiany osmotycznos$ci Srodowiska. Sugeru-
je to, ze to nie tylko poczatkowe pecznienie komorek
w nastepstwie obnizenia osmotycznosci, lecz wejscie
wapnia do komadrek jest wazne dla aktywacji transpor-
tu sorbitolu. By¢é moze w wyniku szoku hipoosmotycz-
nego pobieranie wapnia przez komorki odbywa sie
poprzez kanaty aktywowane mechanicznie w zwigzku
ze wzrostem objetosci cytoplazmy. Ponadto wyptyw
sorbitolu jest hamowany przez inhibitory kalmoduli-
ny. Jednakze obserwacje te nie sg catkowicie spojne
z uzyskanymi dla komorek PAP-HT25, w ktérych
wptyw jonoforu wapniowego, czy inhibitorow Kkal-
moduliny na uwalnianie sorbitolu byt poddany w wat-
pliwos$¢ [73, 75].

Podobnie jak w przypadku akumulacji GPC, ob-
nizanie jego stezenia w komdrkach rdzenia nerki
odbywa sie w spos6b podkreslajgcy znaczenie tego
zwigzku nie tylko jako osmolitu komaptybilnego, ale
takze znoszacego toksyczny wpltyw mocznika. Jezeli
komorki PAP-HT25 adaptowane do wysokiego steze-
nia NaCl zostang poddane dziataniu obnizonej osmo-
tycznosci nastepuje wzrost aktywnosci GPC-fosfodie-
sterazy i GPC ulega hydrolizie. W przypadku komérek
adaptowanych do wysokiego stezenia NaCl i mocz-
nika obnizenie osmotycznoS$ci nie przywraca natych-
miast aktywnosci GPC-fosfodiesterazy i osmolit ten
jest usuwany z komorki w postaci niezmienionej [33,
56], Szybkos$¢ wyptywu GPC z komoérek PAP-HT25
jest znacznie nizsza niz pozostatych osmolitéw, a pro-
ces ten podobnie jak w przypadku sorbitolu, mioinozy-
tolu czy betainy zachodzi w ciggu piewszych minut po
obnizeniu osmotyczno$ci $rodowiska [33]. W przeci-
wienstwie do tego, wyptyw GPC z komoérek izo-
lowanych kanalikéw rdzenia nerki szczura odbywa sie
ze stalg szybkoscig w ciggu 2 godzin [14].

Intensywno$¢ uwalniania osmolitéw przez komoérki
izolowanych kanalikéw rdzenia nerki krélika jest nie-
jednakowa iwskazuje na istnienie warto$ci progowych
osmotycznosci, przy ktérych uruchamiany jest mecha-
nizm transportu. Sekwencyjno$¢ pozbywania sie
osmolitow przez komérki pozwala im na zachowanie
rezerwy umozliwiajgcej przetrwanie w przypadku po-
nownego wzrostu osmotycznosci, zanim zostang uru-
chomione mechanizmy akumulacji osmolitéw [13].

Niezaleznie od mechanizméw odpowiedzialnych za
nagromadzanie sie i usuwanie organicznych osmoli-
tow z komoérek nerek, oraz mimo réznic miedzy
komérkami hodowanymi in vitro, a izolowanymi ka-
nalikami nerkowymi, dynamika zmian stezenia osmo-
litow w cytoplazmie jest bardzo podobna dla kazdego
z tych zwigzkéw i daje sie ujgé w stwierdzeniu, ze
aktywacja proceséw akumulacji osmolitéw jest powol-
na, a stezenie kazdego z nich osigga maksimum po

175



kilku dniach trwania stresu hiperosmotycznego, nato-
miast usuwanie tych zwigzkéw na skutek spadku
osmotycznos$ci srodowiska jest natychmiastowe, cho-
ciaz aparat enzymatyczny lub system przenos$nikéw
btonowych zaangazowane w procesy akumulacji
osmolitow pozostajg aktywne przez diuzszy czas.
Dzieje sie tak prawdopodobnie dlatego, ze warunki
normy dla komérek rdzenia nerki in vivo oznaczajg
stan, w ktérym osmotyczno$¢ zaréwno moczu w czesci
rdzeniowej nerki, jak i osmotyczno$¢ ptynow $rod-
tkankowych jest znacznie wyzsza niz osocza, a zatem
komorki te sg stale pod presjag osmotyczna i muszg
utrzymywac wysokie stezenie osmolitow. Dla komo-
rek tych odstepstwem od normy nie jest wzrost osmo-
tycznosci na skutek antydiurezy, a raczej stan nadmier-
nej diurezy osiggany doswiadczalnie przez podanie
furosemidu lub wazopresyny, albo bedacy nastepst-
wem patologii. Dlatego dla przezycia tych komoérek
jest istotna zdolno$é do natychmiastowego reagowa-
nia na spadek osmotycznosci srodowiska, ajednoczes$-
nie stata gotowos$¢ do funkcjonowania w warunkach
normy. Dopiero patologicznie wydtuzony czas trwania
stanu diurezy prowadzi do spadku wewngatrzkomér-
kowej aktywnos$ci systemu nagromadzania osmolitow
np. reduktazy aldozowej czy transportera betainy.

V. Podsumowanie

Hipoteza kompatybilnych osmolitow wyjasnia sze-
reg zjawisk zwigzanych ze zdolno$cig komorek rdzenia
nerki do przezywania w warunkach wysokiej osmo-
tycznosci. Opiera sie ona na obserwacji, ze istniejg
zwigzki organiczne, stosunkowo obojetne dla komé-
rek, ktére moga nagromadzac¢ sie w cytoplazmie
w znacznych stezeniach, a tym samym zapobiegac
tworzeniu sie cisSnienia osmotycznego w poprzek btony
komorkowej i w konsekwencji patologicznemu wzros-
towi stezenia elektrolitow. Hipoteza ta gtosi, ze suma
stezeri wszystkich osmolitow w warunkach nie zmie-
niajgcej sie osmotycznosci Srodowiska jest stata, a za-
tem istnieje mechanizm pozwalajgcy na dostosowanie
stezenia kazdego z osmolitéw do rzeczywistego pozio-
mu pozostatych. Przyktadem tego jest wzmozenie
akumulacji betainy w wyniku zahamowania aktywno-
Sci reduktazy aldozowej i spadku stezenia sorbitolu
w komoérkach lub odwrotnie obnizenie zawartosci
GPC w komoérkach MDCK poddanych dziataniu
wysokiego stezenia NaCl w warunkach nadmiernej
akumulacji betainy. Sednem tego mechanizmu sg
prawdopodobnie zmiany stezeniajondw potasu isodu
w cytosolu. Wzrost jest sygnatem aktywujgcym dla
systemu adaptacji komoérek do wysokiej osmotyczno-
sci prowadzacym do akumulacji osmolitow tak diugo,
az nastgpi petna kompensacja. Dodatkowym elemen-
tem w adaptacji komorek nerki do wysokiej osmotycz-
nosci jest ich zdolno$¢ do gromadzenia metyloamin
i ochrony przed dziataniem wysokiego stezenia mocz-
nika. Zastanawiajgca jest jednak preferencyjna aku-
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Ryc. 3. Hipotetyczny schemat proceséw adaptacyjnych zachodza-
cych w komorkach rdzenia nerki podczas szoku hiperos-
motycznego. uwzgledniajacy dotychczas poznane lub postu-
lowane mechamizmy regulacji nagromadzania osmolitow,
sporzadzony na podstawie badan z wykorzystaniem komo6-
rek nerkowych linii MDCK i PAP-HT25
AR — reduktaza aldozowa
ChT — cholinotransferaza PC:GP
GP — glicero-3-fosforan
GPC — glicerofosfocholina
GPC-PDE — fosfodiesteraza glicerofosfocholiny
PC — fosfatydylocholina
PLA2 — fosfolipaza A2

mulacja GPC, a nie betainy jako protekcyjnego osmo-
litu w warunkach wysokiego stezenia mocznika, a tym
bardziej hamujgcy wpltyw mocznika na pobieranie
betainy. Przyczyna tego odstepstwa nie jest znana.

Podsumowanie stanu dzisiejszej wiedzy 0 sposo-
bach regulacji stezenia kompatybilnych, organicznych
osmolitow w komaérkach nerek adaptujgcych sie do
rosngcej lub malejgcej osmotycznos$ci Srodowiska
przedstawia (Ryc. 3).

Artykut otrzymano 17 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 9 marca 1996 r.
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. Wprowadzenie

Magnez obok potasu jestjednym z kationow najlicz-
niej wystepujacych w komdrkach. Jest on niezbedny
do prawidtowego przebiegu podstawowych funkcji
komérki. Aktywuje bowiem znaczng liczbe enzymoéw
posrednio lub przez tworzenie kompleksdw z sub-
stratami, utrzymuje prawidtowg konformacje kwaséw
nukleinowych i biatek, reguluje mechanizmy operowa-
nia kanatow i receptorow, oksydacyjng fosforylacje,
skurcz miesni oraz pobudzanie komdrek nerwowych.
Jest takze niezbedny dla wzrostu komdrek oraz kont-
rolowania cyklu komérkowego. Odgrywa istotng role
w aktywnosci pomp Na +iCa2+. Stanowi zatem wazne
ogniwo taczace transport jonow i metabolizm. Tabele
zawierajacg najwazniejsze enzymy, kanaty i receptory
modulowane przez jony magnezu znajdzie czytelnik
w obszernym artykule przeglgdowym Romaniego
i Scarpy [1], Tabela zawiera odno$niki do prac
oryginalnych. Obecnie moze zdumiewaé, jak mato
wiadomo o homeostazie tego kationu w komarce ijej
regulacji. Dane zawarte w pi$miennictwie sg w znacz-
nej mierze fragmentaryczne. Czesto oparte na bada-
niach wysoce wyspecjalizowanych komorek nerwo-
wych, miesniowych lub zbyt prostych, bo posiadaja-

* Dr, Zaktad Biochemii Komérki, Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093
Warszawa
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cych jeden kompartment komoérek, jakimi sg eryt-
rocyty. Gtdwng przyczyng tak znacznego opdéznienia
badan (w stosunku do badan homeostazy Ca2+) nad
homeostazg jondw Mg2+ dotychczas byt brak precy-
zyjnych metod pomiaru zjonizowanego Mg2+ w ko-
morce. Stosowana metoda absorbcji atomowej, precy-
zyjna i wygodna do oznaczania catkowitego stezenia
Mg, nie pozwala na $ledzenie przeptywdw tego kationu
miedzy poszczeg6lnymi kompartmentami komdrki.
Stosowanie w badaniach izotopu promieniotwdérczego
28M g2+ jest utrudnione przez krotki okres jego trwa-
nia. Pojawienie sie sond fluorescencyjnych typu Fura

- mag-fura 2 oraz mag-fura 5, specyficznych dla
Mg2+ spowodowato wzmozone zainteresowanie tym
problemem w ostatnich latach izaowocowato znaczng
liczbg publikacji.

Il. Wiasciwosci chemiczne magnezu oraz wy-
ptywajace z nich implikacje

Jon magnezowy pozbawiony powtoki hydratacyjnej
jest maty. Jest on obdarzony znaczng gestoscig tadun-
ku na powierzchni. W komorce, jak i w roztworach
wodnych, wystepuje w postaci wysoce uwodnionego
kationu (stabilnego hydratu) Mg (H20)62+ o duzym
promieniu czasteczki. Jon ten jest okoto 400 razy
wiekszy od jonu nieuwodnionego (dla poréwnania
kationy Ca2+,Na + i K+ tylko 35 razy) [2], Czasteczki
wody tego hydratu wymieniajg sie wolno z czgstecz-
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kami gtebi fazy wodnej. Szybkos$¢ tej wymiany jest
o trzy rzedy wielko$ci mniejsza od szybkosci wymiany
powtok hydratacyjnych jonéw Ca2+, Na+ i K+. Tak
wielki jon moze przechodzi¢ swobodnie jedynie przez
megakanat w btonie mitochondrialnej, $rednica ktore-
go wynosi 2-3 nm. PrzejScie przez inne kanaty znanych
typow lub wigzanie sie z czgsteczkami no$nika, wyma-
gatoby wymiany lub pozbycia sie co najmniej czesci
powtoki hydratycyjnej przed wejsciem do kanatu lub
przed wigzaniem sie¢ z grupami chemicznymi nos$nika
(2). Aczkolwiek proces wymiany czgsteczek wody
zachodzi szybciej w kanale niz w roztworze wodnym,
to jednak usuwanie czasteczek wody z powtoki hyd-
ratacyjnej Mg24 jest znacznie wolniejsze od jej usuwa-
nia z powtok hydratacyjnych wymienionych kationéw.
Jest to gtéwnym czynnikiem ograniczajacym zdolnos¢
Mg2+ do reagowania z btonowymi systemami trans-
portowymi znanego typu. Wolne przeptywy magnezu
w komorce moga stwarzac zasadnicze trudnosci w roz-
réznianiu miedzy ,kanatowym” a ,,no$nikowym” za-
chowaniem transportu tego kationu. Transporter
Mg2+ powinien zatem mie¢ niezwykle wiasciwosci,
odmienne od wiasciwosci znanych transporterow ka-
tionow. Powinien rozpoznawaé i koordynowa¢ wigza-
nie uwodnionego jonu o dtugos$ci promienia siedmio-
krotnie przewyzszajgcej dtugo$¢ promienia jonu nie-
uwodnionego oraz by¢ przystosowanym do wolnego
wigzania ligandéw podczas transportu. Pierwsze wig-
zace jon magnezowy miejsce na takim hipotetycznym
transporterze powinno by¢ wieksze i obdarzone znacz-
nie wiekszym tadunkiem od odpowiedniego miejsca
dla jonu Ca2+ na jego transporterze. Natomiast
$rednica pory moze by¢ mniejsza. Zwazywszy wymie-
nione wiasciwosci jonu magnezowego, a zwlaszcza
wolny przebieg hydratacji i dehydratacji, staje sie
zrozumiate, ze kation ten nie mégt by¢ postrzegany
jako ,,szybki” (short term) regulator, jakim niewatp-
liwie jest jon Ca2+, ktory moze oscylowac, wigzaé sie
z biatkami oraz modyfikowa¢ specyficzne biatka.
Grubbs i Maguire [3] zaproponowalidla Mg2+
nazwe ,chroniczny regulator” (fomy term). Mnogos$¢
procesdw regulowanych przez Mg2+ prowadzi do
wniosku, ze stezenie wolnego kationu w cytosolu oraz
w organellach komorki powinno sie zmienia¢. Nalezy
zatem oczekiwaé przeptywéw Mg2+ miedzy organel-
lami a cytosolem oraz miedzy cytosolem a $rodowis-
kiem pozakomérkowym. Stezenie wolnego Mg2+
w cytosolu wynosi 0.2-1.0 mM (5-10) w zaleznosci od
rodzaju komérki. Stanowi to okoto 10% catkowitego
Mg w komoérce. Z rGwnowagi elektrochemicznej, jaka
istnieje miedzy 1.0 mM stezeniem M g2+ w Srodowisku
pozakomdérkowym a stezeniem jego w cytosolu, przy
potencjale na btonie plazmatycznej wynoszacym
40-80 mV, wynika, ze stezenie zjonizowanego Mg2+
powinno wynosi¢ 20-180 mM. Zatem obok uktaddw
buforowych o duzej pojemnosci powinien operowac
w komérce wydajny mechanizm ekstruzji Mg2+ skie-
rowany przeciwko jego elektrochemicznemu gradien-
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towi. W piSmiennictwie ostatnich lat przybywa da-
nych, ze komdrka podobnie, jak w przypadku jonéw
Ca2+, dysponuje takze tatwymi do uruchamiania
rezerwuarami Mg2+ [4, 10-16], Obecnie pojawiajg sie
nawet doniesienia o szybkiej mobilizacji Mg2+ w cyto-
solu w odpowiedzi na stymulacje receptorow. Na
przyktad wyniki doswiadczeri opublikowanych przez
Ishijame i Tatibane [4] nad stymulacjg poje-
dynczych komoérek transformowanych fibroblastéw
Swiss 3T3 przez mitogen bombesyne wskazujg, ze
mobilizacja Mg2+ w komorce przebiega szybciej niz
mobilizacja Ca2+. Potwierdzenie regulacyjnej roli Mg
w komérce wymaga wykazania, ze: a) w btonie plaz-
matycznej istniejg transportery Mg2+ zdolne do zwie-
kszania i obnizania stezenia wolnego Mg2+ w cyto-
solu; b) w komdrce dziatajg mechanizmy akumulacji
i usuwania Mg2+ przez kompartmenty subkomor-
kowe; c) zachodzgce na skutek tego zmiany stezenia
Mg2+ moga mie¢ znaczacy wptyw na aktywnos$¢
enzymoéw, kanatow etc.

I1l. Transport Mg przez blony komorkowe

Inkubowanie komdrek przez dtuzszy czas w $rodo-
wisku zawierajgcym wysokie stezenie M g2+ lub jego
chelatory nie wptywa w spos6b znaczacy na stezenie
kationu w cytosolu komérki. Na rycinie 1[11] przed-
stawiono doswiadczenie, w ktorym komdérki BC3H-1
inkubowano w $§rodowisko o wysokim stezeniu Mg2+.
Stezenie Mg w cytosolu mierzono przy pomocy sondy
fluorescencyjnej mag-fura-2. Jak widac¢ z danych ryci-
ny 1, podczas siedmiominutowej inkubacji komoérek
w 0.8 mM Mg2+ nie zmienia sie jego stezenie w cyto-
solu. Po dodaniu 30 mM Mg2+ do $rodowiska in-
kubacyjnego i dalszej okoto 14 minutowej inkubaciji,
stezenie Mg2+ w cytosolu nieznacznie wzrasta. Do-
Swiadczenia z zastosowaniem izotopu 28M g2+ wska-
zujg takze na bardzo wolny przeptyw kationu przez
btone plazmatyczng [17], Tego rodzaju obserwacje
moga sugerowac, ze btony plazmatyczne nie zawierajg
specyficznych transporteréw Mg2+, a wolny przeptyw
Mg2+ przez btone komdrkowag jest zwigzany ze specy-

20

16
E 12k 20 mM Mg2*
¥ 08¢t
2 o il
E AN g AN

0 1 1 L 1 1

0 200 400 600 800 1000 1200
Czas (s)

Ryc. I. Wptyw Mg2+ pozakomoérkowego na jego stezenie w cyto-

solu komérek BC3H-1 natadowanych mag-fura-2
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ficznymi wiasciwosciami kationu omowionymi wyzej
oraz wihasciowosciami btony.

I1-1. Wymiana Na -Mg2+

Badania aksonéw katamarnicy, miesni kraba, syna-
ptosomow oraz erytrocytow réznych gatunkéw zwie-
rzat wskazujg, ze w btonach komdrkowych operuje
zalezny od jonéw Na+ mechanizm ekstruzji Mg2+,
ktéry jest prawdopodobnie pierwotnym systemem
transportu Mg2+ stuzagcym do zachowania jego row-
nowagi elektrochemicznej. Ekstruzja jonéw Mg2+
z aksondw jest w 95% hamowana przez zubozenie ich
w ATP oraz w 75% przez usuwanie jondw Na+ ze
srodowiska pozakomdrkowego. Zmiany potencjatu
btonowego nie wptywajg na usuwanie Mg2+. Petna
depolaryzacja btony plazmatycznej wywotana przez
inkubacje aksonéw w $rodowisku o wysokim stezeniu
jonow K+ lub przez zastosowanie ,voltage clamp”
[18] nie wptywa na transport jonéw Mg2+. Dane te
Swiadczg o funkcjonowaniu w komorkach elektro-
neutralnej wymiany Na+-Mg2+ odpowiedzialnej za
ekstruzje jonu Mg2+ przeciwko jego elektrochemicz-
nemu gradientowi [19, 20]. Aktywny transport przez
btone moze by¢ zasilany energia ATP lub energig
zmagazynowang w gradiencie jonu kotransportowa-
nego. Transport M g2+ zalezny od jon6w N a+ wymaga
obecnosci ATP. Pochodna ATP adenozyno 5,-0-(3
tiofosforan), ktéra moze by¢ substratem kinaz, nie
bedac substratem ATPaz, aktywuje takze ekstruzje
jondbw Mg2+. Oznacza to, ze aktywacja transportu
Mg2+ przez ATP polega na fosforylowaniu transpor-
tera, ktére moze zmieniaé jego powinowactwo do
wigzanego jonu. Alternatywnym Zzrodtem energii zasi-
lajagcym transport Mg2+ moze byé gradient jonow
Na+ powstaty na skutek naptywu tego kationu do
cytosolu zgodnie z jego gradientem stezen. Odwréce-
nie gradientu Na+ w aksonach wywotane dosSwiad-
czalnie, powoduje pobieranie jonéw Mg2+ przez ko-
morke zalezne od stezenia Na+ w cytosolu [21] oraz
ekstruzje jonéw Na zalezng od stezenia jonéw Mg2+
w Srodowisku pozakomorkowym [22], Istnieje zatem
zalezno$¢ stezenia jonéw Mg2+ od Na+. Przeptywy
jondw Mg2+ moga by¢ modulowane przez stezenia
jondw Na+ po obu stronach btony plazmatycznej.
Stwierdzenie ekstruzji jonow Na+ towarzyszacej
transportowi Mg2+ jest wazne. Stanowi bowiem do-
wadd na istnienie mechanizmu antyportu Na+-Mg2+
w btonie plazmatycznej.

Transport Mg2+ zalezny od jonéw Na+ w komor-
kach innych zwierzat nizszych (na przykiad miesni
kraba) wykazuje znaczne podobiefstwo do opisanego.
Manipulowanie stezeniami Mg2+ w cytosolu oraz
w Srodowisku pozakomérkowym powoduje podobne
jak w przypadku akson6w zachowanie transportu
jonébw Mg2+. Nie ulega watpliwosci, ze pierwotnym
mechanizmem pozwalajgcym na zachowanie stezenia
M g2+ zjonozowanego w cytosolu ponizej rownowagi
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elektrochemicznej jest wymiana Na +-Mg2+.Jednakze
w komorkach organizméw wyzszych, jak miocyty
mies$nia sercowego lub hepatocyty, mechanizm ten jest
bardziej skomplikowany, a udziat w nim wymiany
Na +-Mg2+ nie jest oczywisty.

W komérkach posiadajgcych receptory stymulowa-
ne przez hormony wymiana Na +-Mg2+ moze stano-
wi¢ cze$¢ bardziej ztozonego mechanizmu. Na przy-
ktad w erytrocytach [21] ekstruzja Mg2+ zachodzi
z udziatem dwoch mechanizmoéw — zaleznego i nieza-
leznego od jonéw Na+. Mechanizm niezalezny od-
grywa role nadrzedng [19, 23]. Natomiast istnienie
mechanizmu wymiany Na +-Mg2+ w miocytach serca
wzbudza kontrowersje (20).

Badania przeptywéw jonéw Mg2+ w komorkach
nowotworowych zastugujg na szczeg6lng uwage po-
niewaz jon ten bierze udzial w regulacji proliferacji
komoérek oraz metabolizmu energetycznego, ktore
w komorkach neoplastycznych ulegajg deformacji.
Badania na komorkach raka wysiekowego Ehrlicha
prowadzone przez grupe Cittadiniego [8] wska-
zuja, ze gtownym mechanizmem ekstruzji Mg2+
w tych komorkach jest wymiana Na +-Mg2+. Jest ona
niezalezna od obecnosci jonow Ca2+ w Srodowisku
pozakomorkowym. Obecno$¢ w Srodowisku jonow
Mg2+ nie wpltywa na jej przebieg. Wymiana ta jest
hamowana przez oubaing, amyloryd, imipramine oraz
chindyne. Inhibitory oddechowe, jak rotenon i anty-
mycyna oraz czynniki rozprzegajace oksydacyjng fos-
forylacje powodujg takze zahamowanie ekstruzji
Mg2+ zaleznej od jon6w Na +. Aktywowanie glikolizy
przez glukoze w tych warunkach przywraca komor-
kom zdolno$¢ do ekstruzji Mg2+. Prawdopodobnie
przez dostarczenie ATP do podtrzymania gradientu
jonow Na+ oraz by¢ moze przez aktywowanie anty-
portera Na+-Mg2+ droga jego fosforylowania.

Jak wida¢ z danych przedstawionych na rycinie
2 ekstruzja Mg2+ w obecnosci glukozy przebiega
nawet szybciej ijest bardziej wydajna niz w doswiad-
czeniu kontrolnym. Sugeruje to, ze hamowanie od-
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Ryc. 2. Ekstruzja Mg2+ z komérek raka wysiekowego Ehrlicha
zawieszonych w $rodowisku Na-K w temperaturze 30.
Wptyw antymycyny A (2 ug/ml) oraz antymycyny -I- gluko-
zy (10 mM). Antymycyna A hamuje ekstruzje Mg2+ z ko-
morek. Dodanie glukozy przywraca ekstruzje.
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dychania moze powodowa¢ usuwanie Mg2+ z puli
mitochondrialnej do cytosolu i zwiekszy¢ tym sposo-
bem jego pule ulegajaca ekstruzji. Mechanizm wymia-
ny Na+-Mg2+ w komorkach raka Ehrlicha moze
dziata¢ w kierunku odwrotnym. Przeniesienie perfun-
dowanych w Srodowisku N a+ komorek do srodowiska
sacharozy nie zawierajagcego jonéw Na+ powoduje
pobieranie jonéw Mg2+ przez komdarki.

Oprocz opisanej wymiany Na+-Mg2+ w komor-
kach raka Ehrlicha zachodzi usuwanie jonow Mg2+
z udziatem mechanizmu niezaleznego od ATP i gra-
dientu Na+. Podobny transport jonow Mg2+ byt
opisany w erytrocytach jako sprzezony z jonami
Cl"-Mg2+/CI [T7].

Wymiana Na +-M g2+ jest takze podstawowym me-
chanizmem regulujgcym stezenie wolnego M g2+ w cy-
tosolu komdrek gruczotéw podjezykowych. Wyniki
opublikowanej niedawno pracy Zhanga i Mel-
vina [5] wskazujg, ze ekstruzja Mg2+ z komoérek
tych gruczotéw natadowanych uprzednio jonami
Mg2+ o stezeniu trzykrotnie przekraczajgcym fizjo-
logiczne, zachodzi ze znaczng szybkoscig do czasu
osiggniecia stezenia fizjologicznego w cytosolu. Na-
stepnie usuwanie jondw Mg2+ niemal ustaje.

Podobne obserwacje poczynili G unther i wsp.
[24]. Mozna zatem przypuszczaé, ze przekroczenie
poziomu fizjologicznego stezenia wolnego M g2+ w cy-
tosolu jest sygnatem do uruchamiania mechanizmu
ekstruzji. Taka regulacja usuwania jonéw Mg2+ moze
zapobiec zaré6wno ,,przetadowaniu” magnezem komo-
rki, jak ijego niedoborowi.

111-2. ATPazy transportujgce Mg2+

Obserwowany przez wielu autoréw wzrost stezenia
wolnego Mg2+ w cytosolu spowodowany zubozeniem
komérek w ATP [19] skitania takze do poszukiwan
ATPaz transportujagcych jony Mg. Giédwne utrud-
nienie w tych badaniach stanowi brak specyficznych
inhibitoréw. Inhibitory znanych typéw ATPaz pozo-
stajg bez wplywu na stezenie Mg2+ w komorce.

Obiecujacym podejsciem doswiadczalnym jest gene-
tyka molekularna. Grupie badaczy kierowanej przez
M aguire’a udato sie zidentyfikowac trzy transpor-
tery biatkowe magnezu w bakterii Salmonella typ-
himurium [25,26]. Uzyskano szczepy mutantéw zawie-
rajace tylko jeden z transporteréw i podjeto prébe ich
scharakteryzowania. Okazato sig, ze jedno z biatek
transportowych bierze udziat zaréwno w transporcie
Mg2+ do komorki, jak i w jego ekstruzji. Dwa
pozostate transportujgjony Mg2+ do komorki. Poka-
zano sekwencje nukleotydéw segmentu DNA zawiera-
jacego gen mgtB. Sekwencja ta zawiera dwie ramki
odczytu. Jedna z nich koduje biatko o 101 kDa (MgtB)
transportujagce Mg2+ do komdrki. Nalezy ono do
rodziny ATPaz typu P transportujacych kationy. Do
rodziny tej sg zaliczane miedzy innymi Na+, K+-
ATPazy oraz Ca2+-ATPazy eukariotow.
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Wstepna analiza sekwencji aminokwasdéw tego biat-
ka wskazuje, ze ATPaza ta charakteryzuje sie znacz-
nym podobienstwem do ATPazy sarkoplazmatycz-
nego reticulum — znacznie wiekszym niz do znanych
ATPaz typu P prokariotow.

Niektérzy badacze sugeruja, ze funkcje transpor-
terow jondw Mg2+ w komorce moglyby spetniac
ekto-ATPazy znalezione w drozdzach, w komadrkach
nerwowych a takze w komérkach raka wysiekowego
Ehrlicha (27-29).

IV. Regulacja hormonalna przeptywdw jonow
Mg w komorce

IV-1 Regulacja procesu ekstruzji Mg2+
z komorki

Romani i Scarpa [1, 30-32] wykazali, ze
dodanie norepinefryny-agonisty receptora (3-adrener-
gicznego w miocytach i hepatocytach wywotuje usu-
wanie jonow M g2+ z komdrki. Propranolol—antago-
nista tego receptora hamuje catkowicie ekstruzje
Mg2+ wywotang przez norepinefryne. Podobny do
norepinefryny efekt wywotujg aktywator cyklazy ade-
nylowej forskolina oraz analogi cyklicznego AMP
penetrujgce btone plazmatyczng. Co wiecej autorzy ci
obserwowali, ze czynniki hamujgce aktywnos¢ cyklazy
adenylowej bedace agonistami receptora muskaryno-
wego karbachol iwazopresyna wywotujg wzrost steze-
nia jonow Mg2+ w cytosolu. Oznacza to, ze ekstruzja
i pobieranie Mg2+ w miocytach i hepatocytach sg
regulowane przez AMP oraz na drodze kinazy biat-
kowej C poprzez stymulacje receptora (3-adrenergicz-
nego i muskarynowego. Podobng stymulacje usuwa-
nia Mg2+ przez pochodng cAM P dwubutyrylo-cAM P
penetrujacag btone plazmatyczng obserwowali w tymo-
cytach Gunther i Vormann [7] oraz Wolf
i wsp. w komérkach raka wysiekowego Ehrlicha [8],

Romani iwsp. [35] wykazali takze, ze stymulowanie
»uprzepuszczalnionych” digitoning  hepatocytéw
przez cAM P wywotuje usuwanie Mg2+ do Srodowiska
pozakomdrkowego. Podobny efekt wywotuje ADP.
Usuwanie Mg2+ jest catkowicie hamowane przez
inhibitory translokazy nukleotydéw adeninowych at-
raktylozyd, karboksyatraktylozyd i kwas bongkreko-
wy. Dodanie cAMP oraz ADP do izolowanych mito-
chondriéw réwniez wywotuje ekstruzje jonéw Mg2+
do S$rodowiska. Towarzyszy temu usuwanie ATP:
Efekt cCAMP jest specyficzny. Inne cykliczne i niecyk-
liczne nukleotydy nie wplywajg na ekstruzje Mg2+
z mitochondriéw.

Przytoczone obserwacje sugerujg, ze CAMP moze
by¢ przekaznikiem w procesie mobilizacji Mg2+ w ko-
moérce, a gtdwnym Zrodtem Mg2+ przez niego urucha-
mianym sg mitochondria. Oznacza to, ze cAMP
powinien powodowac wzrost stezenia wolnego Mg2+
w cytosolu. Tymczasem Gunther i Vormann
[32] we wspomnianych juz badaniach na tymocytach
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stosujgc sonde fluorescencyjng mag-fura-2 nie stwier-
dzili wptywu dwubutyryl-cAMP na poziom wolnego
Mg2+ w cytosolu komérek. Przyczyng tego moze by¢
obecnos¢ uktadéw buforujagcych Mg2+, 0 duzej pojem-
nosci. Na przyktad ostatnio Gunther i wsp. wykazali,
ze gtdbwnym buforem Mg2+ w erytrocytach jest dwu-
fosfoglicerol [33].

Zgodnie z hipoteza Romaniego i wsp. [35]
usuwanie Mg2+ z mitochondriéw aktywowane przez
CAMP zachodzi z udziatem translokazy nukleotydow
adeninowych, ktéra pod wptywem cAMP moze zmie-
nia¢ mechanizm dziatania. Substratem zmienionego
enzymu staje sie kompleks ATP -Mg2+. Pozostaje to
w sprzecznosci z dobrze udokumentowanymi pracami
Kligenberga [36, 37] zgodnie z ktérymi w procesie
translokazy zachodzi wymiana czgsteczki wolnego
ATP mitochondrialnego na czasteczke ADP z cyto-
solu. Proces translokacji jest elektrogenny. Roman i
i wsp. [35] postulujg elektroneutralno$¢ procesu
translokacji, w ktorym ADP z cytosolu wymianie sie
z mitochondrialnym kompleksem ATP -Mg2+. Hipo-
teza zaktada fosforylowanie transportera z udziatem
cAMP, pod wptywem ktérego transporter nukleotydw
adeninowych mogtby zmienia¢ whasciowosci. Fosfory-
lowanie transportera mogtoby zachodzi¢ z udziatem
specyficznych kinaz biatkowych A fosforylujgcych
specyficzne biatka. Autorom tej hipotezy brakuje do-
wodoéw doswiadczalnych na jej potwierdzenie. Do-
$wiadczenia zmierzajace do wykazania fosforylowania
transportera pozostajg bez powodzenia. Co wiecej,
niedawno autorzy z tej samej grupy [34] pokazali, ze
efekt CAMP na ekstruzje Mg2+ z hepatocytéw moze
by¢ spowodowany wigzaniem sie nukleotydu z trans-
lokazg, nie za$ jej fosforylowaniem. Doswiadczenia
z zastosowaniem Swiattoczutej azydkowej pochodnej
cAMP wykazaty, ze cAMP wigze sie z oczyszczonym
transporterem. Wyniki prac Romaniego iwsp. [1]
wykluczajg udziat transportera Mg2+ «ATP/P04 opi-
sanego przez Aprille [38-41]. Transport ten bo-
wiem nie jest hamowany przez inhibitory translokazy
nukleotydéw adeninowych. Z kolei za$§ aktywno$¢
translokazy nie zalezy od fosforanu.

Udziat mitochondriow w regulowaniu poziomu
stezenia wolnego Mg2+ w cytosolu nie budzi watp-
liwosci. Sg one duzym kompartmentem subkomor-
kowym zawierajgcym Mg2+ [42,43], Wiekszo$¢é mito-
chondrialnego Mg2+ znajduje sie w matriks (41%)
oraz w przestrzeni miedzybtonowej (50%), w ktérej
znaleziono dwa miejsca wigzania Mg2+ o wysokim
i niskim powinowactwie. Stezenie wolhego Mg2+
w matriks jest 0.35-0.8 mM [42-44]. Mitochondria
mogg akumulowac i usuwaé M g2+ w zaleznos$ci od ich
stanu metabolicznego i warunkéw doswiadczenia. Na
przykiad usuwanie Mg2+ jest obserwowane podczas
przejscia ze stanu spoczynkowego (wysokoenergetycz-
nego) w stan aktywny oksydacyjnej fosforylacji [48].
Dane Corkey i wsp. [45] mogly wskazywa¢t, ze
fluktuacje stezenia jonéw Mg2+ w komadrce s nie-
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znaczne i nie moga odgrywac znaczacej roli w regulo-
waniu metabolizmu. Komdérki bowiem dysponujg zna-
czng liczbag uktadow buforujgcych jony Mg2+.Jednak-
ze zgodnie z sugestia Bond i wsp. [52] dane
0 stezeniu Mg2+ prezentowane przez Corkey iwsp.
byty znacznie zanizone.

IV-2. Regulacja pobierania jonow Mg2+ przez
komorki

Stymulacja hepatocytéw przez wazopresyne a mio-
cytow przez karbachol wywotuje akumulacje jonéw
Mg2+ w komdrkach [51]. Stezenie pobranego Mg2+
stanowi okoto 10% stezenia catkowitego Mg w komé-
rce bedacej w stanie spoczynku. Podobnie jak stezenie
jonéw Mg2+ usuwanych z komorki podczas stymula-
cji receptora (3-adrenergicznego. Oznacza to, ze w ko-
morkach stymulowanych stezenie Mg2+ obniza sie lub
wzrasta 0 1.0 mM. Przeptyw netto jonéw Mg2+ przez
btone komdrkowga wynosi 0.2 nmole/min ecm?2. Jest to
jedna z najwyzszych znanych wartosci netto prze-
ptywéw jondw zachodzacych z udziatem znanych
transporteréw jonéw w komdrce. Dodanie do koma@-
rek stymulowanych przez norepinefryne, w ktérych
zachodzi ekstruzja Mg2+, octanu 12-0-tetradekanoil-
forbolu (TPA) aktywujgcego kinaze biatkowg C powo-
duje natychmiastowe pobieranie jonow Mg2+ do
czasu osiggniecia przez komdrki stezenia ,spoczyn-
kowego”. Oznacza to, ze stymulacja procesu prze-
ptywoéw jonéw Mg2+ w komoérkach jest odwracalna.
Szybkos$¢ zmiany kierunku przeptywow jondw Mg2+
w tej samej populacji komorek wskazuje na obecnos¢
aktywnych mechanizméw transportu reagujacych na
pobudzenie komorki przez stymulacje receptoréw
btonowych.

Akumulacja iekstruzjajonéw Mg2+ w komdrkach
wymagaja obecnosci jonow Ca2+ w Srodowisku poza-
komérkowym. Implikuje to funkcjonowanie mechani-
zmu wymiany Mg2+-Ca2+ podczas ekstruzji jonéw
Mg2+ wywotanej przez stymulacje receptora P-ad-
renergicznego. Natomiast rolajonéw Ca2+ w procesie
pobieraniajonéw Mg2+ jest obecnie trudna do wyjas-
nienia. Dyskutuje sie mozliwo$é, ze stezenie wolnego
Ca2+ w cytosolu moze by¢ waznym czynnikiem w tym
procesie [13, 14, 51]. Nie jest zatem wykluczone, ze
uruchomienie wewnatrzkomdrkowych pul jonéw
Ca2+ zawartych w organellach odgrywa istotng role
w procesie pobierania jonéw Mg2+ przez komorki
stymulowane wazopresyng. Na przykiad Bond
1 wsp. [562] wykazali, ze podczas stymulacji in vivo
watroby szczurzej przez glikagon i wazopresyne powo-
dujacej mobilizacje jonéw Ca2+ w cytosolu, zachodzi
»redystrybucja” jonéw Mg2+. Przejawia sie to pod-
wyzszeniem stezenia M g2+ w matriks mitochondrial-
nej. Obserwowana zmiana jest znaczna i moze od-
grywac role w regulowaniu enzymdéw mitochondrial-
nych a w konsekwencji regulowa¢ oksydacyjng fos-
forylacje. Bauman i wsp. [53] stwierdzili, ze pod-
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czas stymulacji Swietlnej fotoreceptoréw pszczoty na-
stepuje znaczny wzrost stezenia Mg2+ w endoplaz-
matycznym reticulum, ktéry towarzyszy usuwaniu
jonéw Ca2+ do cytosolu. Zgodnie z sugestig autorow
jony Mg2+ mogtyby réwnowazy¢ ubytek Ca2+ w reti-
culum. Podobng sugestie wysuneli Somlyo iwsp. [54],
ktérzy obserwowali pobieranie jonéw Mg2+ towarzy-
szgce usuwaniu Ca2+ z sarkoplazmatycznego reticu-
lum podczas skurczu miesnia. Sugestie takie sprowa-
dzaja role jonow Mg2+ do biernego réwnowazenia
ubytku jonéw Ca2+ w reticulum. Udzial wymiany
Ca2+-Mg2+ w procesie pobierania jonow Mg2+ wy-
daje sie mato prawdopodobny, poniewaz zaden z ago-
nistbw receptora ft-adrenergicznego wywotujacych
mobilizacje jonéw Ca2+ w cytosolu nie aktywuje
pobierania Mg2+. Za$ tapsigargina, specyficzny in-
hibitor Ca2+-ATPazy btony reticulum endoplazmaty-
cznego, ktora wywotuje opréznienie puli Ca2+wendo-
plazmatycznym reticulum oraz zwigkszenie jego steze-
nia w cytosolu, hamuje pobieranie jonéw Mg2+ [51].
Hamowanie Ca2+-ATPazy przez tapsigarging zacho-
dzi ze znacznym wyprzedzeniem w stosunku do hamo-
wania pobierania jonéw Mg2+. Oznacza to, ze pula
jonéw Ca2+ uruchamiana przez tapsigargine, nie za$
oddziatywanie jej per se na transportjondw Mg2+,jest
odpowiedzialna za pobieranie Mg2+. Zgodnie z suges-
tia Romaniego i wsp. [51] cyklizacja przeptywu
jondw Ca2+ miedzy cytosolem a endoplazmatycznym
reticulum jest warunkiem koniecznym do dziatania
mechanizmu pobierania jonéw Mg2+ przez komdarki
stymulowane.

W procesie akumulacji jonéw Mg2+ szczeg6lng role
odgrywa kinaza biatkowa C. W wielu komdrkach
obserwuje sie wspotdziatanie migedzy kinaza a cAMP
—zachodzi pewnego rodzaju ,cross talk”. Aktywacja
pobierania Mg2+ z udziatem kinazy C moze by¢
zwigzana z obnizaniem aktywnos$ci cyklazy adeny-
lowej prowadzacym do zahamowania ekstruzji jo-
néw Mg2+.

Alternatywnym lub dodatkowym mechanizmem
wigczonym w proces pobierania i ,redystrybucji”
jonow Mg2+ w komdrce moze by¢ wspomniany wyzej
transport z udziatem antyportera Mg2+ ATP/P04
zlokalizowanym w btonie mitochondrialnej [38-41],
Transport ten jest aktywowany przez jony Ca2+.
Wzrost stezenia jonéw Ca2+ w cytosolu w nastep-
stwie stymulacji komdrek przez wazopresyne
moze byé czynnikiem aktywujacym transporter
Mg2+ «ATP/POA4.

Na podstawie znanych obecnie danych dotyczgcych
regulacji homeostazy jonéw Mg2+ w komdrce trudno
jest sformutowad spojng hipoteze obejmujgcg zarowno
transport M g2+ przez btone plazmatyczng, jak iprze-
ptywy jonu wewnatrz komérki. Dane te sg czesto
sprzeczne i trudne do interpretacji. Romani i Scarpa
[1] podjeli prébe powigzania znanych faktéw do-
Swiadczalnych i przedstawili mozliwy schemat wyda-
rzen dotyczacych przeptywow jonéw Mg2+ w komor-
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ce podczas stymulacji receptoréw.

W rozwazaniach tych nie mozna poming¢ cyto-
wanych juz wyzej prac Zhanga i Melvina pro-
wadzonych na gruczotach podjezykowych szczura [13,
14]. Stosujac sonde fluorescencyjng mag-fura-2 auto-
rzy ci stwierdzili, ze stymulacja receptora muskaryno-
wego wywotuje mobilizacje jonéw Mg2+ w cytosolu
niezaleznie od obecnosci jondés Mg2+ w Srodowisku.
Oznacza to, ze pojawiajgcy sie w cytosolu Mg2+
pochodzi z puli wewngtrzkomdrkowej. Podobny efekt
wywotywata tapsigargina. Natomiast w komodrkach
natadowanych BAPTA (kwas bis (o-aminofenok-
sy)etano N N N N-tetra octowy), ktory jest specyficz-
nym chelatorem jonéw Ca2+ penetrujacym btone
plazmatyczng, stymulacja komérek przez karbachol
wywotywata obnizenie stezenia jondw Mg2+ w cyto-
solu. Podobnie dziatata taspigargina. Autorzy wnios-
kowali, ze zubozenie puli jonéw Ca2+ wrazliwej na
trisfosfoinozytol aktywuje pobieranie jonow Mg2+
przez kompartment zawierajacy te pule. Wyniki te sg
trudne do interpretacji w Swietle sugestii przedstawio-
nych przez Romaniego i wsp.

IV-3. Hipoteza homeostazy jonbw Mg2+ w hepa-
tocytach i miocytach

Na rycinie 3 przedstawiono schemat komérki, na
ktérym podwojng linig zaznaczono btone plazmatycz-
na. Po lewej stronie schematu umieszczono receptor
ft-adrenergiczny, po prawej muskarynowy. Strzatkami
0 grubej linii zaznaczono szlaki przeptywow jondw

Na’
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- ?
Mg?*
" AV,
ADP Pi
[
ST o R
[ Mg ATPW-/\MQ/AT A DAG
Ca2* /
6|
Receptor 3 G
adrenergiczny R
Receptor
muskarynow

Ryc. 3. [1] Mechanizmy regulacji przeptywéw Mg2+ w miocytach
serca i hepatocytach.
Szczego6towy opis w rozdziale IV-3.
AdNT translokaza nukleotydéw adeninowych
cAMP cykliczny AMP
GS biatko G stymulujace cyklaze adenylowa
IP3 trisfosfoinozytol
GP biatko G stymulujace fosfolipaze C
DAG dwuacylglicerol
PKC fosfokinaza C
PLC fosfolipaza C
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Mg2+ potwierdzone przez dane doSwiadczalne. Strzat-
kami o linii cienkiej szlaki hipotetyczne.

Aktywacja receptora (3-adrenergicznego wywotuje
podwyzszenie poziomu stezenia wewngtrzkomorko-
wego CAMP, ktére z kolei stymuluje ekstruzje jonow
Mg2+ z mitochondriéw drogg zmodyfikowanej trans-
lokazy nukleotydéw adeninowych (AdNT). W obecno-
§ci CAMP translokaza przenosi Mg2+ z mitochond-
riow w postaci kompleksu Mg2+ «ATP, nie za§ wolny
nukleotyd. Wzrost stezenia jondw Mg2+ w cytosolu
moze aktywowac jego ekstruzje z komorki. Jednym
z mozliwych transporterow w komdérkach zwierzat
wyzszych moze by¢ transporter Na +-M g2+ zlokalizo-
wany w btonie plazmatycznej. Badania bakterii Sal-
monella typhimurium prowadzone przez zespét Magui-
re’a (25) pozwalaja oczekiwaé, ze w btonach eukario-
tow moze operowa¢ podobny mechanizm ATPazy
transportujgcej jony Mg2+. Nie wykluczone, ze pod-
wyzszenie stezenia CAMP w komodrce moze aktywo-
wac per se transporter jonow Mg2+. Nie jest tez
wykluczone, ze ekstruzja jonow Mg2+ zachodzi
z udziatem wymiany Ca2+-Mg2+.

Aktywacja receptora muskarynowego przez karba-
chol w miocytach oraz wazopresyne w hepatocytach
aktywuje biatko G, fosfolipaze C oraz powstawanie
dwuacylglicerolu (DAG) i Trisfosfoinozytolu (IP 3).
Dwuacylglicerol moze modulowaé aktywnos$é kinazy
biatkowej C oraz wywotywac pobieranie Mg2+ z prze-
strzeni pozakomérkowej (cienka linia strzakki).

Podwyzszenie poziomu stezenia jondw Ca w cyto-
solu wywotane obecnoscig Trisfosfoinozytolu (IP 3)
(mobilizacjajonéw Ca2+ z reticulum endoplazmatycz-
nego) moze aktywowaé transporter ATP -Mg2+/P04
zlokalizowany w btonie mitochondrialnej wywotujgc
transport Mg2+ do mitochondriéw z udziatem tego
mechanizmu. Nie jest tez wykluczone, ze kinaza biat-
kowa C moze aktywowaé transport jonow Mg2+ do
komarki.

V. Uwagi koncowe

1 W komorkach ,nie stymulowanych” nie obser-
wuje sie przeptywoéw jonéw Mg2+. Umieszczenie ko-
morek w Srodowisku o wysokim stezeniu Mg2+ lub
zawierajgcym jego chelatory nie zmienia stezenia Mg2+
w komadrce lub zmienia nieznacznie. Nie wyklucza to,
ze zmiany metabolizmu w komérce mogg powodowacé
przeptywy kationu miedzy jej kompartmentami.

2. W komorkach ,stymulowanych” zachodzg zna-
czne przeptywy netto jonéw Mg2+ miedzy kompart-
mentami subkomérkowymi oraz miedzy cytosolem
a Srodowiskiem pozakomdrkowym. Przeptywy te sg
szybkie.

3. Poglad o zbyt wolnych przeptywach jonow
Mg2+ w komérce uniemozliwiajacych sprawowanie
przez ten kation funkcji regulacyjnych wydaje sie
nieaktualny w $wietle badan ostatnich lat.

4. Hipoteza regulacji przeptywo6w jonéw Mg2+ Ro-
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maniego i Scarpy zawiera wiele luk i niejasnosci.
Dotyczg one szczegllnie wspotzaleznosci przeptywow
jonéw Ca2+ i Mg2+. Tym niemniej moze by¢ pod-
stawg do sformutowania w przysztosci, w miare poja-
wiania sie danych eksperymentalnych, ogolnej spdjnej
teorii homeostazy jonéw Mg2+ w komdrce.
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Wstep

Miozyna jest najwczes$niej i najlepiej poznanym
z kilku obecnie znanych biatek petnigcych funkcje
motoréw biologicznych przeksztatcajacych energie
chemiczng koncowego wigzania fosforanowego ATP
w energie mechaniczng [1-4]. Jej partnerem w genero-
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waniu ruchu jest aktyna. Te dwa biatka wyizolowano
z wyspecjalizowanego narzadu ruchu — mieénia
— o kilka dekad wczesniej zanim okazato sie, ze ich
izoformy wystepujag we wszystkich typach komdrek
eukariotycznych, gdzie uczestnicza w generowaniu
réznego rodzaju ruchdw wewngtrzkomorkowych i lo-
komocji komaérek [2-5]. Miegsien (poprzecznie praz-
kowany) jest rédwniez najdogodniejszym materiatem
do badan mechanizmu generacji ruchu, poniewaz
miozyna iaktyna wystepuja w nim wytgcznie w formie
polimerow (filamentéw) o regularnej, helikalnej struk-
turze, te za$ sg zorganizowane w miofibryle — wité-
kienka o wysoce uporzgdkowanej, niemal krystalicz-
nej budowie, umozliwiajgcej $ledzenie strukturalnych
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Ryc. 1. Filamentowa budowa miofibryli. A. Schemat poprzecznego
przekroju; B-D. Schemat podtuznego przekroju w réznych
fazach skracania sie miofibryli podczas skurczu. Wigkszymi
kotkami (A) igrubszymi liniami (B-D) zaznaczono filamenty
miozynowe, a kotkami mniejszymi i liniami cienszymi
filamenty aktynowe. Literg Z oznaczono dyski Z ogranicza-
jace sarkomer.

zmian zachodzacych podczas skurczu miesniowego
metodami mikroskopowymi lub metodg dyfrakcji pro-
mieni rentgenowskich. W sarkomerach, struktural-
nych jednostkach miofibryli powtarzajgcych sie
wzdtuz wiékna miesniowego, wystepujg dwie wigzki
filamentow aktynowych, zakotwiczonych w poprzecz-
nych dyskach Z ograniczajacych sarkomer, oraz cent-
ralna wiazka filamentéw miozynowych (Ryc. 1). Oba
rodzaje filamentow, utozonych réwnolegle do dtuzszej
osi wiokna miesniowego, na pewnym odcinku wnikajg
pomiedzy siebie. Skracanie sie mie$nia podczas skur-
czu jest efektem przesuwania sie filamentéw aktyno-
wych w obu potéwkach sarkomeru ku jego centrum.
Ten ,S$lizgowy mechanizm skurczu mige$niowego” zo-
stat zaproponowany w 1954 r. na podstawie obserwacji
w mikroskopie Swietlnym [6, 7] i Kilka lat pdzZniej
potwierdzony obserwacjami w mikroskopie elektro-
nowym [8], Byt to punkt zwrotny w badaniach
molekularnego podtoza mechanochemicznej transdu-
kcji: wyeliminowano mozliwo$¢ wystepowania akto-
miozyny w postaci uktadu ciggtego, kurczgcego sie pod
wpltywem ATP.

Il. Mechanizm generacji ruchu filamentow
aktynowych. Teoria poprzecznych mostkow

Pierwsza teoria prébujgca wyttumaczy¢ mechanizm
przesuwania sie filamentow aktynowych i miozyno-
wych wzdtuz siebie, ktérej gtéwne elementy wytrzyma-
ty prébe czasu, zostata sformutowana na przetomie lat
60-tych i 70-tych [9, 10]. Zaktadata ona istnienie
niezaleznych od siebie elementarnych generatoréw sity
réwnomiernie rozmieszczonych wzdtuz sgsiadujgcych
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ze sobg filamentéw miozynowych i aktynowych. Prze-
stanka tej propozycji byta obserwacja, ze napiecie
wytworzone w izometrycznym skurczu wiokien mies-
niowych, w r6znym stopniu rozciggnietych, jest propo-
rcjonalnie do dtugosci strefy zachodzenia miedzy siebie
obu rodzajéow filamentéw [11]. Drugim zatozeniem
teorii byt postulat wytwarzania przez generatory sity
miedzyfilamentowych potgczen — poprzecznych mos-
tkow — podczas skurczu. Takie potgczenia, za posred-
nictwem ,wypustek" odchodzacych od trzonéw fila-
mentéw miozynowych [12], zauwazono w mikro-
skopie elektronowym na skrawkach miesni [8],

Poznanie podstawowych strukturalnych cech fila-
mentéw miozyny [12] i budowy czasteczki tego biatka
[13-15] pozwolito zidentyfikowa¢ mostki jako globu-
larne fragmenty czasteczek miozyny, nazwane ,,gtéw-
kami” [13], helikalnie rozmieszczone na powierzchni
filamentu (Ryc. 2). W gtdwce znajduje sie bowiem
centrum aktywnos$ci enzymatycznej miozyny i miejsca
interakcji z aktyng [ 14,15], Jak pokazano schematycz-
nie na rycinie 2C, miozyna ma budowe dwugtéwkowa.
Kazda gtéwka utworzona jest z N-koncowego frag-
mentu jednego z dwoch tzw. ciezkich tancuchow (o
masie czasteczkowej ok. 200 kDa) i pary tzw. lekkich
tancuchéw (16-27 kDa). C-koricowe fragmenty obu
ciezkich tancuchéw, w blisko 100% a-helikalne, asoc-
juja ze sobg w superhelise tworzgcg rodzaj pateczki.
Filament miozynowy jest produktem asocjacji czgs-
teczek za posSrednictwem tych pateczkowatych frag-
mentéw. Odwrdcenie kierunku asocjacji czasteczek
w centralnej czesci filamentu nadaje mu charakter
bipolarny. Taka budowa filamentu miozynowego,
przy jednokierunkowym utozeniu podjednostek w fila-
mencie aktynowym [16], jest podstawag ruchu filamen-
téw aktynowych podczas skurczu ku centrum sar-
komeru w obu jego potéwkach.

Jak dziata elementarny generator sity? Zapropono-
wana na przetomie lat 60-tych i 70-tych hipoteza
rotacji gtowki byta tak sugestywna, ze mimo niepowo-
dzen w poszukiwaniach bezpos$rednich dowodéw na
jej potwierdzenie byta powszechnie akceptowana bez
zasadniczych zmian przez blisko 15 lat. Rycina 3 ilust-

ciezki taricuch

B QR __ P O o
S§648 — ooo0

Ryc. 2. A. Schemat budowy czasteczki miozyny. Lekkie tafcuchy,
»istotny” i ,regulujgcy”, oznaczono skrdétami ich nazw'
w terminologii angielskiej: ELC i RLC odpowiednio. B.
Uproszczony schemat budowy filamentu miozynowego.
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ruje dwa warianty tej hipotezy. Ich autorzy, H.E.
Huxley [9] iAF. Huxley [17] powigzali wyko-
nanie pracy przesuniecia filamentéw z hipotetyczng
zmiang orientacji gtowki miozynowej potgczonej
z podjednostka filamentu aktyny: gtéwka taczy sie
z filamentem aktyny pod katem prostym w stosunku
do osi filamentu, a nastepnie ulega rotacji do potozenia
pod katem 45°, pociggajgc z sobg filament aktynowy.
Ten elementarny cykl, zakoriczony dysocjacja potacze-
nia i powrotem gtéwki do orientacji wyjsciowej, prze-
suwa filament aktynowy o niewielki odcinek, ktérego
dtugos¢ jest wcigz kwestig sporng. Nie ulega jednak
watpliwosci, ze — poniewaz zakres dziatania gtowki
jest ograniczony jej wymiarami — efektywne skrécenie
mie$nia wymaga wielokrotnego powtdrzenia cyklu
pracy kazdego mostka. Mozna to obrazowo przed-
stawi¢ jako ,wiostowy ruch” gtdwek miozyny wzdtuz
filamentéw aktynowych.

Hipoteze rotacji gtowki wyprowadzono z obser-
wacji w mikroskopie elektronowym, sugerujgcych pro-
stopadte ustawienie gtéwek w stanie rozkurczu miegs-
nia, a ich potgczenie z filamentami aktynowymi pod
katem ostrym w stanie ,,rigor” — zesztywnienia migs-
nia wskutek wytworzenia trwatych miedzyfilamento-
wych potgczen po wyczerpaniu ATP [18]. Zatozono,
ze te dwa stany wystepujg przejsciowo w cyklu pracy
mostka.

Podstawg cykliczno$ci dziatania mostkow jest pro-
ces hydrolizy ATP katalizowanej przez miozyne i ak-
tywowanej przez aktyne. Teoria mostkéw, zaréwno
w swej wersji pierwotnej jak i wspotczesnej, przed-
stawionej w dalszej czesci tego artykutu, zaktada
sprzezenie kazdego cyklu pracy mostka z hydroliza
jednej czasteczki ATP.

I11. Kinetyczny mechanizm hydrolizy ATP
przez ukiad aktomiozynowy

Mechanizm ten zostat poznany w badaniach in vitro
na biatkach wyizolowanych z mies$ni. Nierozpuszczal-
ng w fizjologicznych warunkach jonowych miozyne
zastagpiono tu preparatami gtéwek proteolitycznie od-
cietych od reszty czasteczki, ktére — jak juz wspo-

mniano — zawierajg centrum Kkatalityczne i miejsca
0 1 2 3
M+ T M(T) < MT 7 MDP 7

t*1 T4

AM T

Tno8 tiio8

AM + T 7 AM(T) A AM D P

Schemat
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wigzania aktyny. Ten fragment czasteczki, zwany
rowniez subfragmentem 1 (SI) miozyny, jest rozpusz-
czalny itworzy z filamentami aktyny uktad jednorod-
ny, odpowiedni dla badan spektroskopowych, umoz-
liwiajgcych rejestracje zmian konformacji enzymu (ob-
serwowanych np. jako zmiany fluorescencji reszt tryp-
tofanowych) i ich kinetyczng analize.

Garny tor reakcji w schemacie 1, podsumowujgcym
wieloletnie badania kilku laboratoriéw (odnos$niki
w artykutach przeglagdowych [19-22]) pokazuje prze-
bieg hydrolizy ATP przez samg miozyne. Po zwigzaniu
ATP, kompleks enzym-substrat ulega wzmocnieniu
przez konformacyjng zmiane (izomeryzacje) miozyny
(reakcja 1) zanim nastgpi hydroliza ATP (reakcja 2).
Z kompleksu enzymu z produktami w pierwszej kolej-
nosci uwalniany jest ortofosforan. Jest to najwolniejszy
etap w catym cyklu, ograniczajgcy o0go6lng szybko$é
procesu hydrolizy. Uwolnieniu fosforanu towarzyszy
zmiana konformacji miozyny. Niektdrzy autorzy,
w oparciu o dowody posrednie sugeruja, ze reakcja ta
zachodzi w dwoch etapach: uwolnienie fosforanu (re-
akcja 4) poprzedzone jest izomeryzacjg enzymu (reak-
cja 3). Uwolnieniu drugiego produktu — ATP — to-
warzyszy dalsza zmiana konformacji miozyny (reakcja
5). Kazda z tych reakcji ma swdj odpowiednik w ukta-
dzie aktomiozynowym (dolny tor reakcji w schemacie
1) i na kazdym etapie gtdwki miozyny znajdujg sie
w réwnowadze z ich kompleksem z aktyng. Zaznaczo-
ne na schemacie wartosci statych réwnowagi reakcji
asocjacji obu biatek pokazujg, ze podczas hydrolizy
ATP w uktadzie aktomiozynowym mamy do czynienia
z oscylacjg miedzy stanami silnego (K rzedu 108 M ~1)
i stabego (K rzedu 104 M ~1)wiagzania gtéwek miozyny
z aktyng. To jest klucz do powigzania cyklu pracy
mostka z cyklem reakcji chemicznych. lzomeryzacja
kompleksu enzym-substrat obniza powinowactwo
miozyny do aktyny o cztery rzedy wielkosci; efektem
tego jest bardzo szybka dysocjacja kompleksu obu
biatek (stata szybkosci rzedu 1000s~1). To ona zamyka
cykl pracy mostka. Hydroliza ATP zachodzi gtéwnie
na niepotgczonych z aktyna gtéwkach miozyny, ze
wzgledu na niskie powinowactwo do aktyny na tym
etapie. Kompleks miozyna-produkty ma wcigz niskie
powinowactwo do aktyny, ale reakcja reasocjacji jest

P
4 + 5 0
M’DP M D M(D) + M + D
t*104  T1105 TI108 ti 108
AM'DP AM’D s* AM(D) AM + D

1. Literami T, D i P oznaczono, odpowiednio, ATP, ADP i nieorganiczny fosforan
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szybka (k rzedu 10 M“1s ), co umozliwia aktynie
realizowanie funkcji aktywatora ATPazy miozynowej:
taczac sie z kompleksem miozyna-produkty przyspie-
sza uwalnianie ortofosforanu, najwolniejszg reakcje
w catym cyklu. Uwolnienie fosforanu wzmacnia kom-
pleks miozyny z aktyng, totez nastepne etapy cyklu
zachodza gtéwnie w kompleksie obu biatek. Gtéwny
tor reakcji w uktadzie aktomiozynowym zaznaczono
pogrubionymi strzatkami.

O tym, ktéra z reakcji jest sprzezona z wykonaniem
pracy przesuniecia filamentéw mozemy wnioskowaé
na podstawie wielkosSci zmian swobodnej energii (ob-
liczonych z wartosci efektywnych statych réwnowagi
reakcji) na kolejnych etapach procesu hydrolizy ATP
przez aktomiozyne [20, 22]. Duza zmiana swobodnej
energii towarzyszy izomeryzacji miozyny po przytacze-
niu substratu, ale ta reakcja prowadzi do dysocjacji
gtowki miozyny z aktyna, a wprawienie filamentow
w ruch wymaga silnego potaczenia obu biatek. Praw-
dopodobne jest wiec tylko powigzanie przemiany
enegrii chemicznej w mechaniczng z drugim stadium
cyklu, w ktérym zachodzi duza zmiana swobodnej
energii — uwolnieniem ortofosforanu i towarzyszacq
mu izomeryzacje enzymu (reakcje 3, 4).

Z kinetycznego mechanizmu hydrolizy ATP w ukita-
dzie aktomiozynowym wynika zatem, ze uwolnienie
energii koricowego wigzania fosforanowego ATP (re-
akcja hydrolizy) ijej zamiana na prace sg rozdzielone
w czasie. W swoim modelu dziatania mostkéw, A. F.
Huxley [17] postulowat istnienie elastycznego ele-
mentu, ktérego odkszatcenie, porownywalne do nacia-
gniecia sprezyny (Ryc. 3B), odpowiadatoby magazyno-
waniu energii chemicznej w formie zmiany konfor-
macyjnej biatka do momentu jej zamiany w ruch przez
powrdt elastycznego elementu do konformacji wyj-
Sciowej. Autor podkreslat, ze umieszczenie tego ele-
mentu poza gtdwka byto czysto arbitralne, rownie
prawdopodobne jest jego wystepowanie w obrebie
gtowki. Koncepcja zmian w obrebie gtéowki wysuneta
sie automatycznie na pierwszy plan, gdy postugujac sie
tzw. testem ruchliwosci in vitro wykazano, ze nie tylko
filamenty lub czasteczki miozyny, lecz takze oddzielo-
ne od reszty czasteczki gtéwki miozyny, zaadsor-
bowane do nitrocelulozowego podtoza, w obecnosci
ATP generujg kierunkowy ruch filamentéw aktyno-
wych [23]. Ruchy te mozna obserwowa¢ w mikro-
skopie fluorescencyjnym po naznakowaniu aktyny
fluorescencyjnym znacznikiem. Rédwniez badania spe-
ktroskopowe z uzyciem znacznikéw fluorescencyjnych
lub spinowych wprowadzonych do gtéwki miozyny,
wskazujgce na statg orientacje pewnych fragmentéw
gtowki w jej silnych kompleksach z aktyng [24-26],
sygnalizowaty konieczno$¢ odrzucenia hipotezy rota-
cji catej gtowki. W oparciu o dostepne woéwczas dane,
w potowie lat 80-tych zaczeto lansowa¢ model, w kt6-
rym cze$¢ gtéwki bedgca w kontakcie z filamentem
aktynowym pozostaje nieruchoma, a tylko jej frag-
ment blizszy filamentowi miozynowemu zmienia na-
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Ryc. 3. Schematyczne przedstawienie wczesnych hipotez mechaniz-
mu generacji sity przez gtéwki miozyny. A. Hipoteza H.E.
Huxley a [9]; B. Hipoteza A.F. Huxley a [17], Autor
sugeruje kilkuetapowe wytwarzanie potaczenia gtéwki z ak-
tyng oraz przechowywanie energii chemicznej w postaci
odksztatcenia elastycznego elementu do czasu jej zamiany
w ruch.

chylenie w stosunku do osi filamentu [27-29]. Sfor-
mutowanie realistycznej hipotezy odno$nie natury
strukturalnych zmian odpowiedzialnych za generacje
sity dziatajgcej na filament aktynowy stato sie jednak
mozliwe dopiero wowczas, gdy od dawna podejmowa-
ne préby okreslenia trzeciorzedowej struktury zarow-
no gtéwki miozyny jak i czasteczki aktyny zostaty
uwienczone sukcesem.

IV. Atomowa struktura monomeru aktyny
i model filamentu aktynowego

Trudno$ciag, jaka nalezato pokona¢ w celu krys-
talizacji aktyny jest jej polimeryzacja pod wplywem
soli. Postuzono sie biatkami, ktore wigzac sie z aktyng
utrzymuja ja w stanie monomerycznym. Pierwszy
atomowy model czgsteczki aktyny (Ryc. 4) otrzymano
przez ,wyciecie” ze struktury jej kompleksu z DNAzg-I
czesSci odpowiadajgcej czasteczce osobno zbadanej
DNAzy | [30]. Pojedyriczy taricuch aminokwasowy
aktyny utozony jest w dwie domeny przedzielone
gteboka szczeling, za$ w kazdej domenie wyraznie
wyrézniaja sie dwie subdomeny. W miedzydomenowej
szczelinie wigzany jest nukleotyd — ATP lub ADP
— ijon dwuwartosciowego metalu, reagujacy z re-
sztami fosforanowymi nukleotydu oraz bezpos$rednio
z biatkiem. In vivo jest to jon Mg2+, ktéry podczas
izolacji i oczyszczania aktyny jest zwykle zastepowany
przez Ca2+ (odno$niki w [31]) i ten wiasnie jon byt
wigzany w krysztatach kompleksédw aktyny z innymi
biatkami. DNAza wigzana jest przez powierzchniowe
petle na szczycie subdomen 2 i 4. Ze wzgledu na
mozliwos$¢ strukturalnych zaburzen spowodowanych
przez potaczenie z tym biatkiem, istotne znaczenie
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Subdomena 2

Subdomena 4

S350

T
Subdomena 3 Subdomena 1

Ryc. 4. Wstazkowy model atomowej struktury monomeru aktyny.
Strzatki reprezentuja odcinki tanfcucha polipeptydowego
o strukturze [); kétko wskazuje miejsce silnie wigzanego
dwuwartosciowego kationu. Wg [30].

miato potwierdzenie zasadniczych cech struktury mo-
nomeru przez rentgenograficzng analize krysztatow
aktyny w kompleksach z innymi biatkami: fragmentem
czasteczki (segmentem 1) zelzoliny [32] lub profiling
[33], ktére wigzane sa po przeciwnej stronie czasteczki
aktyny przez jej subdomene 1 i ,kieszen” miedzy
subdomenami 1i 3.

~36nm

IS A,
R

Ryc. 5. Schemat budowy filamentu aktynowego. A. Pierwszy model,
wg [34]; B. Lewoskretna genetyczna helisa opisujaca utoze-
nie kolejnych monomerycznych podjednostek filamentu; C.
Schemat utozenia monomerycznych podjednostek watomo-
wym modelu filamentu zaproponowanym przez Holme-
sa i wsp. [35]; cyframi 1-4 zaznaczono odpowiednie
subdomeny monomeru.
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Ogdlne cechy budowy polimeru aktyny poznano juz
w latach 6()-tych. Na podstawie obserwacji w mikro-
skopie elektronowym negatywowo kontrastowanych
preparatow zaproponowano wowczas model [34]
przedstawiajacy filament jako dwa helikalnie wokoét
siebie zwiniete sznury globularnych podjednostek
(Ryc. 5A). Strukture te mozna réwniez opisaé jako
pojedyncza, lewoskretna helise przechodzaca przez
centra kolejnych podjednostek (Ryc. 5B). Parametry
obu helis i $rednice filamentu znamy z badan nisko-
katowej dyfrakcji promieni rentgenowskich na wigz-
kach filamentéw lub catych widéknach miesniowych.
Dalszy postep w badaniach filamentu aktynowego
uzalezniony byt od poznania struktury monomeru
aktyny. Atomowy model monomeru zostat wykorzys-
tany przez Holmesa i wsp. [35] do okreSlenia,
metodg ,,préb i btedéw”, jedynego — jak twierdzg
—sposobu utozenia monomeréw wzdtuz genetycznej
helisy wykazujgcego zgodno$¢ z obrazami dyfrakcji
promieni rentgenowskich na wigzkach jednakowo
zorientowanych filamentéw. Tak skonstruowany ato-
mowy model filamentu aktyny (Ryc. 5C) jest zasad-
niczo zgodny rowniez z wynikami innych badan,
takich jak pomiary odlegto$ci miedzy okre$lonymi
resztami aminokwasowymi w sgsiednich podjednost-
kach polimeru metodg chemicznego sieciowania [36,
37] lub rezonansowego przeniesienia energii fluores-
cencji miedzy parami znacznikéw (odnos$niki w [38]),
oraz najnowszymi tréjwymiarowymi rekonstrukcjami
filamentu na podstawie jego mikroskopowych obra-
z0w [39-43], Umieszczenie subdomen 1i2 monomeru
na obwodzie filamentu eksponuje zidentyfikowane
wczesniej powierzchnie kontaktowe dla gtdwki miozy-
ny, zgrupowane gtéwnie w subdomenie 1 (odnos$niki
w [44]). Udziat powierzchniowych petli na szczycie
subdomen 2 i 4 w miedzymonomerycznych kontak-
tach w filamencie jest zgodny z hamowaniem poli-
meryzacji przez wigzang w tych miejscach DNAze
1 [30], To samo odnosi sie do powierzchniowych
segmentdw u podstawy subdomen 1i 3, gdzie wigzane
sg inne biatka utrzymujgce aktyne w formie mono-
merycznej, jak profiling [33], segment 1 zelazoliny
[32], czy tymozyna [45],

Tylko jedna grupa badaczy [46] kwestionuje teze, iz
utozenie monomerdéw proponowane przez Holme -
sa i wsp. jest jedyne z mozliwych oraz sugeruje
prawdopodobienstwo zupetnie innych miedzymono-
merycznych kontaktéow — takich jakie wystepujg
miedzy monomerami aktyny w krysztatach jej kom-
pleksu z profiling [33], Autorzy atomowego modelu
filamentu przyznaja natomiast, ze korekty mogg wy-
magac¢ pewne szczegbty strukturalne ich modelu. No-
we propozycje [47, 48] uwzgledniajg rotacje sub-
domeny 2 ijej przyblizenie do osi filamentu poprzez
zwezenie miedzydomenowej szczeliny, oraz przemiesz-
czenie segmentu C-koncowego w stosunku do jego
utozenia w strukturze monomeru. Sugestia iz tego
rodzaju zmiany zachodzg podczas lub w efekcie poli-
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meryzacji wynikta z poréwnania pierwotnej wersji
atomowego modelu filamentu [35], opartego jak
powiedziano wyzej — na strukturze aktyny mono-
merycznej, z trojwymiarowymi rekonstrukcjami na
podstawie obrazéw mikroskopowych rzeczywistych
filamentéw [41, 43]. Popierajg ja rowniez wyniki
badan biochemicznych [49, 50]. Prawdopodobienist-
w0 zmian wzajemnej orientacji domen i subdomen
monomeru, sugerowanych na podstawie teoretycz-
nych analiz strukturalnych [51], wynika z luznego
potaczenia tych struktur gietkimi petlami (Ryc. 4).

V. Atomowa struktura gtowki miozyny i model
jej kompleksu z aktynag

Wyprodukowanie krysztatdw subfragmentu 1 mio-
zyny o jako$ci odpowiedniej dla analizy rentgeno-
strukturalnej wymagato bezprecedensowego podejs-
cia, jakim byta redukcyjna metylacja 97% reszt lizyny
w czasteczce. Modyfikacja ta niestety obniza aktyw-

nos¢ ATPazowa gtéwek [52, 53] i - co wiecej

eliminuje ich zdolno$¢ wprawiania w ruch filamen-
téow aktynowych w tescie ruchliwosci in vitro [53],
Wydaje sie jednak, ze nasuwajgce sie w zwigzku z tym
zastrzezenia nie dotycza ogélnej architektury gtéwki,
jakg pokazuje ogtoszony w 1993 r. przez Raymenta
i wsp. [54] model oparty na analizie dyfrakcyjnej,
zrozdzielczosScig 2.8 A, krysztatow S1miozyny z miesni
szkieletowych kury. W modelu tym, przedstawionym
na rycinie 6, réznymi kolorami zaznaczono trzy frag-
menty, na ktdre mozna podzieli¢ ciezki tancuch poli-
peptydowy S1przez tagodne trawienie trypsyng, czesto
wykorzystywane we wczes$niejszych badaniach struk-
tury i funkcji gtéwki (odnos$niki w [55]). We wstgz-
kowym modelu gtéwki (Ryc. 6 B), w miejscach powierz-
chniowych petli fgczgcych te trzy fragmenty wystepujg
przerwy w ciggtosci tancucha polipeptydowego, ponie-
waz rejony te cechuje wysoka ruchliwos¢ idlatego nie
znaleziono ich na mapach gestosci. Dystalna, grubsza
cze$¢ gtowki, zbudowana z N-koncowego, centralnego

A kieszen
katalityczna
B migjsca R
- wigzania
A aktyny
kieszen
katalityczna
RLC mRLC
190

miejsca
wigzania
“n  aktyny

Ryc. 6. Model atomowej struktury Sl
miozyny z mieéni szkieleto-
wych kury. A. Model kulkowy;
B. Model wstagzkowy (stereo-
para). Kolorami zielonymi,
czerwonym i fioletowym ozna-
czono, odpowiednio, N-konco-
wy (25 kDa), centralny (50
kDa) i C-koncowy (20 kDa)
segment ,ciezkiego” tancucha
poiipeptydowego; kolorami
z6ttym i fioletowym zaznaczo-
no ..lekkie" taincuchy: ,istotny”
(HLC) i ,regulujacy” (RLC);
pozostate objasnienia w tek$-
cie. Wg [54)'
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i czesci C-koncowego fragmentu ciezkiego tancucha,
stanowi jej domene motoryczng: tu znaleziono kieszen
katalityczng oraz powierzchnie kontaktowe dla ak-
tyny, ktérych miejsca w sekwencji ciezkiego tanicucha
byty znane z wczes$niejszych badan [55]. Miejsca
wigzania aktyny rozmieszczone sg po obu stronach
gtebokiej szczeliny dzielacej centralny fragment tan-
cucha polipeptydowego na dwie domeny, ,g6rng”
i ,dolng”. Szczelina ta siega do podstawy Kkieszeni
katalitycznej, co sugeruje, ze moze ona odgrywac
istotng role w stymulacji aktywnosci ATPazowej przez
aktyne, wigzang przy jej drugim koncu.

Wychodzgcy z domeny motorycznej dtugi (8,5 nm)
a-helikalny segment C-koncowego fragmentu ciezkie-
go tancucha, wraz z niekowalencyjnie potgczonymi
z nim lekkimi tarficuchami istotnym i regulujacym,
tworzy rodzaj szyjki, okre$lanej réwniez jako domena
regulatorowa. Uzasadnienie tej nazwy znajdzie czytel-
nik w artykutach omawiajgcych szerzej funkcje lekkich
tancuchow miozyny [56, 57], Ciezki taincuch, tu prote-
olitycznie odciety przy 828-ej reszcie aminokwasowej,
w rodzimej czasteczce wnika dalej w ,,pateczke” zasoc-
jowang z trzonem filamentu miozynowego (patrz
Ryc. 2).

Wraz z ogtoszeniem atomowego modelu gtéwki
miozyny podjeto pierwsze préby okreslenia geometrii
wigzania gtéwki z filamentem aktynowym na poziomie
atomowym [58, 59], Do tego celu wykorzystano
trojwymiarowe rekonstrukcje filamentu aktyny ,,ude-
korowanego” gtéwkami miozyny (Ryc. 7A), uzyskane
przez analize mikroskopowych obrazéw takiego kom-
pleksu metoda optycznej dyfrakcji i transformacji
Fouriera. Obwodzac kontury kompleksu liniami
otrzymano siatkowg obwolute, w ktérg wprowadzono
atomowy model filamentu aktyny (Ryc. 7B), a nastep-
nie gtowki miozyny. Asymetryczny ksztatt gtowki
jednoznacznie okresla jej usytuowanie w siatkowym
modelu. W obszarze kontaktu obu biatek dochodzi
jednak do kolizji ich mas. Nie dyskwalifikuje to
zastosowanego podejscia, Swiadczy raczej o tym, ze
wytworzenie silnych miedzybiatkowych wigzan wy-
stepujgcych w kompleksie, ktérego mikroskopowg
rekonstrukcja postuzono sie w budowaniu atomowego
modelu kompleksu, wymaga zmiany konformacji co
najmniej jednego ze sktadnikéw. Okazato sig, ze kolizji
mas mozna unikngé przez zamkniecie szczeliny prze-
dzielajacej centralny fragment gtéwnego tancucha gtéw-
ki. Wyciagnieto stad wniosek, ze otwieranie i zamyka-
nie centralnej szczeliny w gtéwce miozyny mogtoby
by¢ strukturalnym podtozem zmian sity wigzania
miozyny z aktyng w trakcie hydrolizy ATP [58, 60].

Poniewaz centralna szczelina w domenie motorycz-
nej siega do podstawy kieszeni katalitycznej, wydawa-
o sie pierwotnie, ze otwarcie tej szczeliny, ostabiajgce
wigzanie Sl z aktyng po zwigzaniu ATP, moze by¢
inicjowane przez hipotetyczne zamkniecie Kkieszeni
katalitycznej wokot substratu [58], Z biochemicznych
badan wiadomo, ze w charakterystycznym dla inter-
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Ryc. 7. Trojwymiarowa rekonstrukcja filamentu aktynowego ,,ude-
korowanego" gtéwkami miozyny oparta na analizie obra-
z6w mikroskopowych tego kompleksu (A) i kontury kom-
pleksu z wbudowanym w nie atomowym modelem filamentu
aktynowego (B). Wg [59],

mediatow M T i M D T (Schemat 1) stabym wigzaniu
z aktyng uczestniczg oddziatywania elektrostatyczne
miedzy polarnymi resztami obu biatek [44], 1zomeryza-
cje gtowki towarzyszaca uwolnieniu fosforanu iwzmac-
niajagcg wigzanie obu biatek przedstawiono jako otwar-
cie kieszeni katalitycznej i sprzezone z nim zamkniecie
szczeliny. Przeprowadzenie tej operacji na modelu
wymaga przemieszczenia ,,dolnej” domeny centralnego
fragmentu, co umozliwia wkgczenie jej w stereospecyficz-
ne, hydrofobowe oddziatywania z aktyng. Zmiany te
kreujg ponadto nowe powierzchnie kontaktowe miedzy
»g0rna” domeng centralnego fragmentu i aktyng [58],

Weryfikacje tych propozycji umozliwito oznaczenie,
w 1995 r., krystalicznej struktury motorycznej domeny
gtowki miozyny w kompleksie z ADP i fluorkiem
berylu lub glinu [60] — analogami ortofosforanu,
wigzanymi wcentrum katalitycznym miozyny w miejs-
cu y-fosforanu ATP. W odr6znieniu od intermediatu
M ADP P. sg to trwate kompleksy [61]. W tym
przypadku krystalizacja powiodta sie bez modyfikacji
reszt lizyny, prawdopodobnie dzieki temu, czasteczka
byta mniejsza. Uzyto fragment ciezkiego tancucha
(reszty 1-760) miozyny z ameby Dictyostelium tlis-
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coideum, bez tancuchéw lekkich, otrzymany przez
ekspresje w komdrkach Dictyostelium. Fragment ten
zachowuje aktywno$¢ ATPazowg i wigze sie z aktyna
[62], Okazato sie, ze struktura jego kompleksu z ADP
i fluorkiem berylu jest uderzajgco podobna do od-
powiedniego fragmentu SI miozyny z miesni szkieleto-
wych kury (bez substratu lub produktéw jego hydro-
lizy). Wbrew oczekiwaniom, nie zauwazono zadnych
istotnych réznic w konformacji kieszeni katalitycznej.
Weczesdniejsza sugestia zmian w tym rejonie na réznych
etapach hydrolizy ATP nie znalazta réwniez potwier-
dzenia w poréwnaniu struktur tego samego biatka,
z Dictyostelium, w kompleksach z ADP i fluorkiem
berylu lub fluorkiem glinu. Pierwszy z nich struktural-
nie odpowiada kompleksowi z ATP, gdyz koncowy
atom tlenu /;-fosforanu ADP uczestniczy tu w koor-
dynacji atomu berylu. Odlegto$¢ miedzy tlenem R-
fosforanu ADP i atomem glinu jest wieksza (2,0
Aw poréwnaniu z 1,57 A dla berylu), co sugeruje, ze ten
kompleks jest analogiem stanu posredniego miedzy
kompleksem enzym-ATP i enzym-produkty. W tym
posrednim stadium hydrolizy, utrwalonym w kom-
pleksie z fluorkiem glinu, konformacja kieszeni katali-
tycznej pozostaje nadal niezmieniona. Wida¢ nato-
miast postulowane zwezenie szczeliny, wynikajace
z rotacji dolnej domeny centralnego fragmentu o 5
i przesuniecia jej masy przy zewnetrznym Kkoncu
szczeliny o 5 A. Zauwazono rdéwniez przemieszczenie
znajdujacego sie w poblizu kieszeni katalitycznej od-
cinka C-koncowego fragmentu ciezkiego tancucha; tej
zmianie przypisano istotng role w przedstawionym
nizej nowym modelu dziatania mostkéw. Autorzy
przypuszczaja, ze te strukturalne roznice ulegajg po-
gtebieniu po zakoriczonej hydrolizie ATP [60].
Innym interesujgcym rezultatem przeprowadzo-
nych analiz byto spostrzezenie, ze geometria wigzania
substratu nie pozwala na to, by reszta fosforanowa
generowana przez hydrolize ATP byta uwalniana tg
samg droga, jaka do centrum aktywnosci dostaje sie
substrat. Otwdr kieszeni katalitycznej jest blokowany
przez ADP, uwalniany jak wiemy w drugiej kolejnosci.
Sugeruje sie, ze ortofosforan wychodzi ,tylnymi
drzwiami”, ktérych otwarcie mozna sobie wyobrazic¢
jako przesuniecie petli wigzacej y-fosforan ATP lub
sgsiednich reszt (Ser243 lub Arg242) o 3-4 A [60, 63].

VI. Molekularny mechanizm generacji sity
(ruchu)

Mechanizm generacji ruchu filamentéw przed-
stawia sie obecnie jako zmiane orientacji tylko C-
koncowej domeny gtdwki (szyjki). Najnowszg hipo-
teze, Raymenta i wsp. [60], ilustruje rycina 8. Na
podstawie omoéwionych w rozdziale V analiz krystalo-
graficznych autorzy sugeruja, ze og6lna konformacja
gtoéwki po zwigzaniu ATP (stan A) jest podobna do
obserwowanej w krysztatach SI miozyny z mies$ni
szkieletowych kury (centralna szczelina otwarta, gtow-
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A ATP /| ADP*BeFx

zawias

50kDa
goérna

B ADP-P / ADP-AIF,

> 50A

Ryc. 8. Schemat ilustrujgcy rézne stany konformacyjne gtowki
miozyny: A. w kompleksie z substratem; B. w kompleksie
z produktami hydrolizy substratu; C. po uwolnieniu produ-
ktéw i wytworzeniu silnych stereospecyficznych wigzan
z aktyna. Na rysunku zaznaczono N-koncowy (25 kl)a).
C-koncowy (20 kDa) oraz ,go6rng” i ,dolng” domene
centralnego (50 kl)a) fragmentu cigzkiego taricucha SI, jak
rowniez ,istotny” (ELC) i,regulujacy” (RLC) lekki tafcuch.
Strzatkami zaznaczono zmiany orientacji ,,dolnej" domeny
centralnego fragmentu oraz regulatorowej domeny gtéowki
(szyjki). Wg [60 |.

ka ma ksztatt przecinka). Hydrolizie ATP towarzysza
zmiany konformacyjne prowadzgce do silniejszego
zgiecia czasteczki na pograniczu domeny motorycznej
i szyjki (stan B). Na tego rodzaju réznice ksztattu
czasteczki w kompleksie z substratem i w kompleksie
z produktami hydrolizy wskazujg niedawne pomiary
niskokagtowego rozpraszania promieni X przez roz-
twory Sl [64, 65]. Zdaniem Raymenta i wsp.jest
to zmiana wprowadzajaca gtéw ke w stan gotowosci do
wykonania pracy. W stanach A i B gtowka wiagze sie
z aktyng stabymi wigzaniami. Wobec braku znaczg-
cych zmian w konformacji kieszeni katalitycznej wysu-
nieto sugestie, ze proces tworzenia — W nastepnym
etapie — silnych wiazan z aktyng (Wraz z uwolnieniem
ortofosforanu) powoduje rotacje ,dolnej” domeny
centralnego fragmentu ciezkiego taricucha i zamknie-
cie szczeliny w centralnym fragmencie, a w konsekwen-
cji rotacje szyjki, ktéra spetnia role dzwigni w prze-
suwaniu filamentu aktynowego wraz z domeng moto-
ryczna gtéwki. Rycina 8C pokazuje konformacje gt6-
wki po wykonaniu pracy.

POSTEPY BIOCHEMII 42(2), 1996



W transmisji strukturalnych przeksztatcen z dome-
ny motorycznej do szyjki uczestniczy niewgtpliwie sam
C-koncowy fragment ciezkiego tancucha SI, gdyz
przechodzi on wzdtuz niemal catej gtdwki (patrz Ryc.
6B). Jego pierwszy a-helikalny segment (Ser950

Arg665)jest w kontakcie z ,,dolng” domeng central-
nego fragmentu ciezkiego tancucha S1. Dalszy segment
przechodzi pod kieszenig katalityczng i najprawdopo-
dobniej uczestniczy w funkcjonalnych zmianach kon-
formacyjnych w czesci motorycznej gtéwki [58, 60].
Przemawiajg za tym wczes$niejsze badania, w ktorych
wykazano specyficzny wptyw chemicznych modyfika-
cji dwdch najbardziej reaktywnych grup SH miozyny,
nalezacych do wystepujacych w tym segmencie reszt
Cys707 i Cys697, na ATPazowa aktywno$¢ miozyny.
Odwrotny wptyw, konformacji centrum aktywnego na
rejon zawierajacy te dwie reaktywne reszty cysteiny,
ujawniono wykazujgc mozliwos$¢ usieciowania tych
reszt, ale tylko w obecnosci ATP, bifunkcyjnymi
odczynnikami sieciujgcymi o dtugosci ramienia od
2 do 14 A (odnos$niki w [66, 67]).

Role wewnetrznego zawiasu umozliwiajgcego rota-
cje szyjki wzgledem domeny motorycznej spetnia, jak
sie przypuszcza [60], miejsce kontaktu N-koncowego
segmentu ciezkiego taricucha, na skraju domeny moto-
rycznej, z C-koricowym segmentem istotnego lekkiego
tancucha w szyjce. Z badan metodg chemicznego sie-
ciowania wynika, ze wzajemna orientacja tych rejonéw
czasteczki zmienia sie gdy centrum aktywnosci zajete
jest przez substrat lub produkty hydrolizy [68, 69].
Rowniez inne badania sugerujg, ze istotny lekki tan-
cuch odgrywa nie tylko role strukturalng w stabilizacji
a-helikalnego rdzenia szyjki, lecz poprzez bezposred-
nig interakcje zdomeng motoryczng posredniczy w jej
sprzeganiu z petniaca funkcje dzwigni szyjka [70, 71].

VII. Uwagi koncowe

Postep w badaniach struktury aktyny i miozyny,
jaki nastgpit w ciggu kilku ostatnich lat, przybliza nas
do rozpatrywania mechanizmu generacji ruchu przez
te biatka na poziomie zmian w ich strukturze atomo-
wej. Takie préby sa juz obecnie podejmowane; propo-
nowane modele sg jednak jeszcze w duzej mierze
spekulatywne.

Proponowane przej$cie gtéwki miozynowej z kon-
formacji ,,zgietej” w ,,wyprostowang” (Ryc. 8, B —C),
uwazane obecnie za podstawe przeksztatcenia energii
chemicznej w mechaniczng, w $wietle dostepnych
danych jest wysoce prawdopodobne, lecz wcigz nie
poparte bezposrednimi dowodami. Jezeli stuszna jest
sugestia Ray menta i wsp. [60], ze ta zmiana
ksztattu gtowki jest inicjowana przez wytworzenie
stereospecyficznych, silnych wigzan z aktyng, to nie-
skuteczne dotad proby jej udokumentowania na dro-
dze rdznego typu badarn samego SI w kolejnych
stadiach hydrolizy ATP skazane sg na niepowodzenie.
Trojwymiarowa rekonstrukcja makroczasteczkowych
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komplekséw oparta na analizie ich obrazéw w mikro-
skopie elektronowym, dzieki ktérej uzyskalisSmy wglad
w strukture silnego kompleksu SI z aktyng, jest
ograniczona niska rozdzielczoscia uzyskiwanych map
gestosci elektronowej (20-30 A). W takich rekonstrukc-
jach rejon szyjki nie tylko najwezszej, ale w tym
uktadzie réwniez ruchliwej czesci gtowki nie byt
w ogéle widoczny na mapach gestosci. Obecnie mowi
sie 0 mozliwosci zwiekszenia rozdzielczosci do 8-10
A [72], co stwarza nadzieje na wizualizacje rowniez tej
czesci gtowki w kompleksie SI z aktyng.

Trudnosé, jakg napotkano w konstrukcji modelu
kompleksu S1zaktyng przez wbudowanie atomowych
modeli obu biatek w tréjwymiarowa rekonstrukcje
kompleksu — kolizja mas Sl i aktyny w miejscu ich
kontaktu, w efekcie okazata sie pomocna w modelowa-
niu strukturalnych zmian towarzyszacych transfor-
macji stabego kompleksu w silny. Ograniczenie sie do
propozycji zmian w strukturze SI wydaje sie jednak
zbytnim uproszczeniem, cho¢ by¢ moze na tym wstep-
nym etapie byto to konieczne dla unikniecia kom-
plikacji. Zmiany w strukturze aktyny towarzyszgce
wigzaniu SI byly sygnalizowane w piSmiennictwie
biochemicznym [73-76], Bardziej precyzyjne ich scha-
rakteryzowanie i, jezeli okazg sie znaczace, uwzgled-
nienie w modelu kompleksu jest zadaniem na przy-
sztos€. W zwiazku z tym pozostaje bardziej generalne
pytanie: czy filament aktynowy — jak to przedstawiajg
wiodace hipotezy  jest tylko biernym przekaznikiem
dziatajgcych na niego sil generowanych w gtdwkach
miozyny? Charakterystyczng cecha filamentu aktyno-
wego jest jego torsyjna gietko$¢ (odnosniki w [77])
wynikajaca, jak mozna obecnie przypuszczaé, z we-
wnatrzmonomerycznych miedzydomenowych ruchdéw
[78], Na funkcjonalne znaczenie strukturalnej gietko-
sci filamentu aktyny wskazujg doSwiadczenia na fila-
mentach utworzonych z monomer6ow usztywnionych
przez ich wewngtrzczgsteczkowe chemiczne usieciowa-
nie. Tak zmodyfikowane filamenty, cho¢ nadal stymu-
lowalty ATPazowga aktywno$¢ miozyny, tracity zdol-
no$¢ do generowanego przez miozyne ruchu w tescie
ruchliwos$ci in vitro [79, 80], Na filament aktynowy
jako potencjalne miejsce zamiany energii chemicznej
w mechaniczng poprzez lokalne odksztatcenia struk-
turalne wskazuje od dawna O osaw a [77, 81, 82],
mozliwo$¢ takg rozwazat réwniez w swym modelu
dziatania poprzecznych mostkéw A . F. Hu x ley [17]
i nadal jg podtrzymuje [83],

Artykut otrzymano 16 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1996 r.
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Molekularne mechanizmy zaleznej od Ca2+ regulacji
skurczu rézych typow miesni

Molecular mechanisms for the Ca2+-dependent regulation of

various muscle types

RENATA DABROWSKA*

Spis tresci:

l. Ogélna charakterystyka gtéwnych mechanizméw regu-
lacji

I1. Akceptory Ca2+

I11.  Regulacja skurczu miegéni szkieletowych

IV. Regulacja skurczu miesni mieczakéw i mies$ni gtadkich
1V-1. Mie$nie mieczakéw
1V-2. Miesnie gtadkie

V. Komplementarne mechanizmy regulacji

I. Ogélna charakterystyka gtéwnych
mechanizmoéw regulacji

Pomimo réznic w budowie aparatu skurczu iw ak-
tywnos$ci r6znych typéw miesni podstawowy mecha-
nizm ich dziatania jest taki sam [1], Rowniez cykl
skurczowo-rozkurczowy wszystkich typow miesni
kontrolowany jest przez stezenie Ca2+ w cytoplazmie
komorki miesniowej: wzrost stezenia tego kationu
powyzej 1pM powoduje skurcz, a spadek do poziomu

Tabela 1.

Ogo6lna charakterystyka zaleznej od Ca2+ regulacji skurczu réznych

Typ mieéni Mechanizm regulacji

miesnie szkieletowe kre- zwigzany z aktyna

gowcow

mie$nie mieczakow zwigzany z miozyna
miozyny

miesnie gtadkie kregow- zwigzany z miozyna
cow miozyny

* Prof. dr hab. Zaktad Biochemii Miegsni. Instytut Biologii
DosSwiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa
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Biatka regulujace

kompleks troponinowo-
tropomiozynowy

regulujace tancuchy lekkie kalmodulina

Contents:

l. General characteristics of the main regulatory mecha-
nisms

1. Ca2+-acceptors

I11.  Regulation of skeletal muscle contraction

IV. Regulation of molluscan and smooth muscle contraction
IV-1. Molluscan muscle
1V-2. Smooth muscle

V. Complementary mechanisms of regulation

01 pM rozkurcz. Molekularny mechanizm wptywu
Ca2+ na dziatanie aparatu skurczu jest rézny dla
réznych typow miesni [2]. W tabeli 1przedstawiono
0g6lng charakterystyke gtéwnych mechanizmoéw regu-
lacji skurczu trzech typow miesni: szkieletowych igtad-
kich mie$ni kregowcdw oraz miesni mieczakéw.
Gtéwny mechanizm regulacji skurczu mieséni szkie-
letowych funkcjonuje przy udziale biatek zwigzanych
z aktyna, troponiny itropomiozyny, ktére usytuowane
sg w rowkach podwdjnej helisy filamentéw aktyno-

miesni.

Biatko docelowe

Akceptor jonow akceptora jonow

wapnia .
wapnia
troponina C troponina i

troponina T

regulujace taficuchy lekkie istotne tancuchy lekkie regulujgce tancuchy lekkie

miozyny
tafncuch cigezki miozyny

miozyny

kinaza regulujacych tan-
cuchéw lekkich miozyny

wych [3-5] (Ryc. 1A, B, C). Polimery superhelikalnych
dimeréw tropomiozyny wigzg sie z kazdym z dwu
tancuchéw monomerow' w filamencie aktynowym
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wigzaniami elektrostatycznymi w taki sposob, ze jedna
czasteczka tropomiozyny jest w kontakcie z siedmio-
ma monomerami aktynowymi. Z kazda czasteczka
tropomiozyny zwigzany jest kompleks troponinowy,
ktéry wigze sie takze z aktyng. Tak wiec kazda z dwdch
nici tworzacych filament cienki moze by¢ rozpat-
rywana jako cigg powtarzajgcych sie jednostek regula-
torowych zawierajgcych siedem monomerdw aktyny,
jeden dimer tropomiozynowy ijeden kompleks tropo-
ninowy. Troponina sktada sie z trzech podjednostek:
troponiny I, ktéra bierze udziat w hamowaniu ATPazy
aktomiozynowej, troponiny C, wigzacej Ca2+ i zno-
szagcej hamowanie ATPazy przez troponine |, oraz
troponiny T, ktéra wigze tropomiozyne. Oddziatywa-
nia miedzy podjednostkami kompleksu troponinowe-
go, a takze oddziatywania podjednostek troponiny
z tropomiozyng i aktyng zalezg od stezenia Ca2+
w komdrce migsniowej.

Gtowny mechanizm regulacji skurczu miesni mie-
czakow i miesni gtadkich wigze sie z podjednostkami
miozyny — tancuchami lekkimi usytuowanymi
u podstawy gtdwek miozynowych wysunietych na
zewnatrz filamentéw miozynowych [6] (Ryc. 1A, D).
Miozyna izolowana z komorek miesniowych, tzw.
miozyna konwencjonalna (lub miozyna Il) (patrz odn.
[7]) zbudowana jest z dwoch fragmentéw globular-
nych stanowigcych gtowki, potagczonych z dtugim (16

FILAMENT CIENKI
A

nm) odcinkiem superhelisy. Kazda z gtéwek sktada sie
z domeny motorycznej (ok. 770 reszt aminokwaso-
wych), zawierajgcej miejsce wigzania aktyny i miejsce
hydrolizy ATP oraz tzw. szyjki (ok. 70 reszt amino-
kwasowych), do tancucha ciezkiego ktérej przytgczone
sq wigzaniami kowalencyjnymi dwa tafAcuchy lekkie,
istotny iregulujacy [8], Rejon szyjki miozyny odgrywa
role regulujaca dziatanie domeny motorycznej w mies-
niach, w ktérych mechanizm regulacji polega na
modyfikacji czasteczki miozyny, oraz role strukturalng
we wszystkich typach mies$ni [6, 9].

Akceptory Ca2+ podczas aktywacji skurczu réz-
nych typoéw miesni sg rézne, chociaz naleza do rodziny
biatek homologicznych [10], Biatka z ktérymi reagujg
w procesie regulacji skurczu sg specyficzne dla danego
typu miesni (Tab. 1.

Il. Akceptory Ca®*

Akceptorami Ca2+ w mies$niach szkieletowych, gta-
dkich i migesniach mieczakdéw sg odpowiednio: tropo-
nina C, kalmodulina itancuchy lekkie miozyny. Nalezg
one do homologicznych biatek posiadajgcych Kkilka-
krotnie powielony motyw strukturalny, sktadajacy sie
z dwu odcinkéw a-helisy potaczonych petla, ktorej
reszty aminokwasowe stanowia ligandy koordynujace
Ca2+. Motyw ten zostat po raz pierwszy zidentyfiko-

FILAMENT GRUBY

SKURCZ

D
DOMENA
REGULATOROWA

miejsce

hydrolizy ~—~=

ATP DOMENA
MOTORYCZNA

miejsca
wigzania
aktyny

Ryc. 1. Schemat organizacji filamentéw cienkich i grubych w sarkomerze mie$ni szkieletowych kregowcédw ilustrujacy usytuowanie biatek
regulujgcych ich oddziatywanie (schemat wg Faraha i Reinacha [5], rozszerzenie). (A) Budowa sarkomeru. (B) i (C). Budowa
filamentu cienkiego izalezne od stezenia Ca2+ zmiany w oddziatywaniu tworzacych go biatek. InC. Tnl i TnT, sktadniki kompleksu
troponinowego. (D) Budowa gtéwki miozynowej. RLC, regulujacy tancuch lekki (ang. regulatory light chain): ELC, istotny tancuch
lekki (ang. essential light chain): HC, taincuch ciezki (ang. heavy chain).
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wany przez Kretsingera w Kkrystalicznej struk-
turze parwalbuminy karpia wigzacej Ca2+ i nazwany
motywem EF hand[\ 1]. Prototypowa petla zawiera 12
reszt aminokwasowych, z ktorych pie¢ ma w tan-
cuchach bocznych grupy karboksylowe lub hydroksy-
lowe rozmieszczone w precyzyjnie okreslonych miejs-
cach, koordynujace Ca2+; sz6stym ligandem jest czas-
teczka wody. Powszechno$¢ tej strukturalnej zasady
budowy biatek wigzacych Ca2+ zostata nastepnie
potwierdzona dzieki analizie strukturalnej krysztatow
wielu przedstawicieli tej grupy [12],

Troponina C, kalmodulina itancuchy lekkie miozy-
ny zawierajg cztery strukturalne domeny EF hand [10,
12]. Jednakze domeny II, 111 i IV istotnych ireguluja-
cych tancuchow lekkich, na skutek delecji lub pod-
stawien aminokwasowych w petlach koordynujacych
Caz2+, utracity zdolno$¢ jego wiazania [13]. Ponadto
miejsca wigzania w petlach domen IIl i IV troponiny
C [14, 15] oraz domeny | regulujagcego tancucha
lekkiego [16] sa niespecyficzne wobec Ca2+; praw-
dopodobnie in vivo wysycone sg Mg2+ (ktérego steze-
nie w komdrce tysigckrotnie przekracza stezenie Ca23)
i nie biorg udziatu w procesie regulacji.

Znana jest struktura krystaliczna zaréwno tropo-
niny C [17, 18], jak i kalmoduliny [19], natomiast

Rye. 2. Struktura krystaliczna troponiny C (wg Herzborg a
i Jamesa [17] oraz Sundaralingama i wsp.
[18]). A-H, odcinki helikalne, 1-1V, petle wigzace Ca2+.
Petne kétka oznaczajg dwa atomy wapnia silnie zwigzanego
obecne w strukturze krystalicznej troponiny C (nie od-
grywajace roli w regulacji).
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struktura fancuchéw lekkich miozyny zostata poznana
dzieki krystalizacji gtéwki miozyny z miesni szkieleto-
wych [8] oraz domeny regulatorowej miozyny z migsni
mieczakéw (patrz roz. IV-1). We wszystkich tych
biatkach domeny EF-hand rozmieszczone sg parami,
ktére utrzymujg sie dzieki wigzaniom hydrofobowym
tancuch6éw bocznych aminokwas6w tworzacych od-
cinki oc-helis. Pary te, tworzace struktury globularne,
potaczone sa dtuga, pojedyncza, centralng oc-helisa, co
nadaje czasteczce biatka ksztatt hantli [17-19] (Ryc. 2).
Centralna oc-helisa tgczagca domeny odgrywa bardzo
wazng role podczas zaleznego od Ca2+ oddziatywania
z biatkami docelowymi [20]. Moze ulegaé rozwinieciu
w gietkg petle, jak to ma miejsce np. przy oddziatywa-
niu kalmoduliny z peptydem docelowym Kkinazy lek-
kich tancuchow miozyny [21] (Ryc. 3). Kalmodulina
owijajac go przyjmuje strukture globularng, a domeny
wigzace Ca2+ przechodzg z konfiguracji trans w cis.
Podobng strukture ma kompleks istotnego tancucha
lekkiego miozyny z tafcuchem ciezkim [8]. (Ryc. 4).
Na podstawie struktury kompleksu regulujacego tan-
cucha lekkiego z taricuchem ciezkim mozna przypusz-
czact, ze ich oddziatywaniu nie towarzyszg tak drama-
tyczne zmiany konformacyjne: zmianie ulega praw-
dopodobnie tylko domena konica C regulujacego lek-
kiego tancucha, natomiast domena konca N jest
identyczna z domeng konca N kalmoduliny. Takze
podczas oddziatywania troponiny C z troponina
I ksztatt czasteczki troponiny C nie ulega znacznym
zmianom [23].

Krystaliczna struktura troponiny C, kalmoduliny
itancuchdw lekkich miozyny pozbawionych Ca2+ nie
zostata jeszcze okre$lona. Za pomocg metod fizyko-
chemicznych (NMR, CD, przeniesienie energii fluores-
cencji miedzy parami znacznikéw) i biochemicznych
(elektroforeza, ograniczona proteoliza) wykazano, ze
wigzaniu Ca2+ztroponina C iz kalmoduling towarzy-
szg znaczne zmiany w strukturze tych biatek [14, 15],
Przypuszcza sig, ze przesuniecie rejondéw helikalnych
wzgledem siebie otwiera w kazdej z dwu domen
czasteczki tych biatek hydrofobowe kieszenie, ktére
stuzg oddziatywaniu z biatkami docelowymi (tropo-
nina litroponing T w przypadku troponiny C, ikinazg
lekkich tancuchéw miozyny w przypadku kalmoduli-
ny) [14], W nieobecnosci Ca2+ a-helikalne odcinki
tancucha polipeptydowego przyjmujg konformacje
$ciSle upakowang wokoét centralnej 2-helisy, uniemoz-
liwiajagc w ten sposéb oddziatywanie z biatkami doce-
lowymi.

I11. Regulacja skurczu miesni szkieletowych

Dla wyjasnienia mechanizmu regulacji skurczu mie-
$ni szkieletowych przez kompleks troponinowo-tropo-
miozynowy, ktory in vitro, w nieobcnosci Ca2+, hamu-
je aktywno$¢ enzymatyczng aktomiozyny [24] i ruch
filamentéw aktynowych wobec immobilizowanej mio-
zyny [25], wykorzystano poczatkowo metode nisko-
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katowej dyfrakcji promieni rentgenowskich na wtok-
nach miesniowych. Metoda ta umozliwita $ledzenie
zmian w potozeniu tropomiozyny wzgledem filamentu
aktynowego poprzez pomiar rozktadu i intensywnosci
odpowiadajgcych temu biatku reflekséw Swietlnych.
W oparciu o wyniki tych badan Huxley [26]
iHaselgrove [27] zaproponowali na poczatku lat
siedemdziesigtych tzw. model blokowania przestrzen-
nego, wedtug ktérego w nieobecnosci Ca2+ (tj. w stanie
rozkurczu mieéni), tropomiozyna zastania miejsce wig-
zania miozyny na filamencie aktynowym (Ryc. IB).
Zwiekszenie stezenia jonowego wapnia inicjuje proces
skurczu przez wigzanie go z troponing C, co powoduje
zwiekszenie sity wigzania miedzy trzema podjednost-
kami troponiny (troponing C, | i T) i ostabienie
wigzania tych podjednostek z aktyng i tropomiozyna.
Te zmiany w oddziatywaniu biatek powodujg zmiane
pozycji tropomiozyny i ekspozycje miejsc wigzania
miozyny na aktynie (Ryc. 1C).

Model ten wielokrotnie poddawano w watpliwos¢.
Najwiekszg konkurencje stanowit dla niego model
allosteryczny (zwany réwniez kinetycznym), ktory po-

Ryc. 3. Struktura krystaliczna kalmoduliny (A) ijej kompleksu z peptydem Kkinazy
lekkich tancuchéw miozyny wigzacym kalmoduling (wg Jamesa i wsp.
[22]). (B). Domena konca C kalmoduliny (kolor zielony) domena konca
N (kolor zétty), peptyd kinazy lekkich tancuchéw miozyny (kolor czerwony).
W (A) na gérze znajduje sie domena korfica C, na dole domena kornica N.

wstat w oparciu o wyniki pomiaréw wiazania zawiera-
jacych domene motoryczng rozpuszczalnych fragmen-
tébw miozyny (zwanych subfragmentami 1iodpowia-
dajacych gtéwkom miozynowym) z aktyng wjej kom-
pleksie z troponing i tropomiozyng w obecnosci ATP.
Stwierdzono, ze usunigcie Ca2+ nie zapobiega tgczeniu
miozyny z aktyng, ale powoduje az trzydziestokrotny
spadek szybkosci hydrolizy ATP przez kompleks
aktomiozynowy [4. 28], Okazato sie wiec, ze tropo-
miozyna wraz z troponing mogg hamowaé hydrolize
ATP nie blokujac wigzania miozyny z aktyng. W od-
powiedzi na wzrost stezenia Ca2+ kompleks tropo-
ninowo-tropomiozynowy indukuje allosteryczne
zmiany konformacji aktyny przyspieszajac hydrolize
ATP. Postuluje sie, ze kontroli przez kompleks tropo-
ninowo-tropomiozynowy podlega w sposéb posredni
przejscie miozyny ze stanu stabego wigzania do stanu
silnego wigzania z aktyng, ktére sprzezone jest z uwol-
nieniem reszt fosforanowych z kompleksu enzym-
produkt i generacja sity przez miesien [4],

W ostatnich latach sceptycyzm dotyczacy modelu
blokowania przestrzennego zostat przetamany dzieki

Calmodulin
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Ryc. 4. Struktura krystaliczna komplek-
sow tancuchdéw lekkich: reguluja-
cego (RLC) (A) iistotnego (LLC)
(C) 7 tancuchem cigezkim (HC)
(wg Raymenta i wsp. [8]).
Dla poréwnania pokazano stru-
kture kalmoduliny (B). Oznacze-
nia odcinkéw helikalnych jak na
rycinie 2. HC (kolor granatowy),
RLC (kolor czerwony) i F.LC
(kolor zéty).
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trojwymiarowej rekonstrukcji struktury filamentéw
cienkich miesni skrzyptocza uzyskanej metoda optycz-
nej dyfrakcji ich obrazow mikroskopowych [29]. Po-
kazata ona, ze w nieobecnosci Ca2+ polimery tropo-
miozynowe znajdujg sie w centrum miejsca wigzania
protomerdw aktyny z gtéwkami miozyny; Ca2+ in-
dukuje ich obrot o kat ok. 25° wokot filamentu
aktynowego (od domeny zewnetrznej do domeny
wewnetrznej protomerdéw aktyny) do pozycji, w ktorej
tylko w niewielkim stopniu przykrywaja one miejsca
wigzania gtowki miozynowej [30] (Rys. 5). W poprzed-
nio otrzymanych rekonstrukcjach filamentéw cienkich
miesni kregowcow w stanie rozkurczu [31] ustalenie
pozycji polimerédw tropomiozyny na filamencie ak-
tynowym byto utrudnione z powodu jej niestabilnosci
w nieobecnos$ci Ca2+. Uzycie przez Lehmana
i wsp. [29] cienkich filamentéw z mies$ni stawonoga,
gdzie wiekszy (o ok. 20 kDa) niz w mies$niach kregow-
cow kompleks troponinowy [32] zapewnit stabilnos$¢
pozycji tropomiozyny, umozliwito autorom okres$lenie
wptywu Ca2+ na miejsce jej asocjacji z aktyna.
Ostatnio, stosujgc nowg metode otrzymywania cien-
kich filamentéw. dostosowang do badan mikroskopo-
wych, udato sie rowniez okresli¢ pozycje tropomiozyny
w czasie rozkurczu miesni kregowcow [33]. Wpisanie
atomowego modelu filamentu aktynowego do obwie-
dni tréjwymiarowej rekonstrukcji filamentu cienkiego
pokazato, ze w stanie rozkurczu mie$ni miejsca proto-
merow aktyny, wytwarzajgce silny stereospecyficzny
kompleks z gtéwkami miozyny, sa zakryte przez
tropomiozyne. Ponadto, w nowych badaniach rent-
genograficznych na miesniu szkieletowym kregowcow
potwierdzono zmiange pozycji tropomiozyny przy
przejSciu miesnia ze stanu spoczynku w stan aktywny
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Rvc. 5. Tréjwymiarowe rekonstrukcje natywnych filamentéw cien-
kich skrzyptocza w nieobecnos$ci i w obecnos$ci Ca2+ (wg
Reedy i wsp. [30]). Aktyna (kolor r6zowy), tropo-
miozyna (kolor zielony), powierzchnia kontaktu aktyny
z miozyna (kolor z6tty), fragmenty tancucha ciezkiego
gtowki miozynowej (kolory czerwony, zielony i granatowy),
tancuchy lekkie istotny iregulujacy (kolor zétty ifioletowy).
Goéra, przekroj poprzeczny; doét, przekréj podiuzny. AcO
i AC[ oznaczajag odpowiednio zewnetrzng i wewnetrzng
domene protomeru aktynowego.

nawet wowczas, gdy miesien jest rozciggniety w takim
stopniu, ze kontakt filamentéw aktynowych i miozy-
nowychjest przerwany [34], Przesuniecie tropomiozy-
ny nie mogto wiec byé skutkiem reagowania gtowki
miozynowej z aktyng. Wszystkie te obserwacje po-
zwalajg przypuszczaé, ze usytuowanie tropomiozyny
w obecnosci Ca2+ na skraju rejonu protomerow
aktyny wigzacych miozyne umozliwia wstepne, stabe
wigzanie gtéwek miozyny. Silnie zwigzany kompleks
gtéwek miozyny z aktyng moze by¢ wytworzony
dopiero w wyniku dalszego niewielkiego obrotu (ok.
5°) tropomiozyny (na co wskazuje pozycja tropo-
miozyny w rekonstrukcjach filamentéw aktynowych
dekorowanych subfragmentami 1 miozyny z obrazéw
mikroskopowych [31]). W ten sposdb konieczna dla
skurczu oscylacja miedzy stanami silnego i stabego
potaczenia gtéwek miozynowych z diamentem ak-
tynowym bytaby uzalezniona od regulowanego przez
Ca2+ potozenia tropomiozyny [35],

Przedstawione wyniki badan strukturalnych sg zgo-
dne z wynikami badan biochemicznych wskazujgcymi
na wystepowanie przynajmniej trzech (a nie dwoéch
opisywanych poprzednio) stanéw filamentu cienkiego,
zaleznych od potozenia tropomiozyny: stanu zabloko-
wanego (w nieobecnosci Ca2+), w ktérym miozyna nie
moze reagowaé z aktyng, przejSciowego stanu ,za-
mknietego” dla silnego oddziatywania aktyny z miozy-
na (w obecnosci Ca2+), pozwalajgcego na wytworzenie
stabego stereospecyficznego wigzania obu biatek i sta-
nu w petni odblokowanego (w obecnosci Ca2+) po-
zwalajgcego na wytworzenie silnego wigzania miedzy
aktyng i miozyng [36, 37] (Ryc. 6). Petne odblokowa-
nie dokonuje sie dzieki kooperatywnemu wigzaniu
gtéwek miozyny z filamentem aktynowym przy udziale
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Ryc. 6. Schemat ilustrujacy trzy stany filamentu cienkiego w mies-
niach szkieletowych kregowcéw (wg Geevesa i Coni-
beara [37]). (A) stan zablokowany — tropomiozyna
(czarne kotko) zastania miejsca wigzania gtéwki miozynowej
(odwrécony szary trojkat) z protomerem aktynowym (puste
ko6tko z zaznaczony mi w postaci tréjkatéw miejscami wigza-
nia gtowki), nie dopuszczajagc do wytworzenia kompleksu
aktomiozynowego. (B) stan ,zamkniety” — tropomiozyna
zastaniajedno z miejsc wigzania pozwalajgc na wytworzenie
stabo zwigzanego kompleksu aktomiozynowego. (C) stan
,otwarty” (odblokowany) — tropomiozyna odstania oby-
dwa miejsca wigzania aktyny z gtéwka miozyny, wytwarza
sie silnie zwigzany kompleks aktomiozynowy.

kompleksu troponinowo-tropomiozynowego. Wyka-
zano, ze jedna gtdwka miozyny w stanie silnego
wigzania z aktyng moze w sposéb kooperatywny
,0dkryé” 5-6 dalszych miejsc wigzacych na filamencie
aktynowym jedli zawiera on tropomiozyne. Obecnos$é
troponiny zwieksza liczbe miejsc ,,odkrytych” do 10-
12, co wskazuje, ze troponina wzmacnia tacznos¢
pomiedzy sasiednimi ,,jednostkami kooperatywnymi”
filamentu cienkiego [38].

Wszystkie te nowe informacje dowodzg, ze moleku-
larny mechanizm regulacji skurczu miesni szkieleto-
wych jest bardziej ztozony niz zaktadano wczes$niej,
chociaz pozostaty w nim gtéwne elementy proponowa-
ne zarowno w modelu blokowania przestrzennego, jak
i w modelu allosterycznym.

IV. Regulacja skurczu
i miesni gtadkich

miesni  mieczakdéw

IV-1. Migénie mieczakow

Aktywacja ATPazy miozyny z miesni mieczakow
przez aktyne [39], ruch filamentéw aktynowych wobec
immobilizowanej miozyny mieczakdw (w tekscie ruch-
liwosci in vitro) [40], a takze generacja sity przez
miesnie mieczakéw [41], nastepujg w wyniku wigzania
Ca2+ z domeng regulatorowg miozyny. Miozyna
pozbawiona regulujgcych taricuchéw lekkich nie pod-
lega regulacji: nie wigze Ca2+ i ma wysoka aktywnos¢
stymulowanej przez aktyne ATPazy niezaleznie od
stezenia Ca2+, co wskazuje, ze w nieobecnosci Ca2+
regulujgce tancuchy lekkie hamuja oddziatywanie ak-
tyny z miozyng [42], W laboratorium Szent-
-Gyorgyi’ego za pomocg enzymow proteolitycz-
nych papainy i klostripainy otrzymano fragment gté-
wki miozyny matza — przegrzebka — zawierajgcy
kompleks ztozony z istotnego iregulujgcego taricucha
lekkiego oraz krdétkiego (8,5 nm), 10 kDa fragmentu
tancucha ciezkiego, stanowigcy w istocie domene regu-
latorowg [43], Domene te wykrystalizowano w postaci
zwigzanej z Ca2+ i okreslono jej strukture z rozdziel-
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czos$cig do 0,28 nm (Ryc. 7). W ten spos6b pokazano, ze
tancuchy lekkie — istotny i regulujgcy — wystepuja
w tandemie, stabilizujac helikalny fragment taficucha
ciezkiego. Regulujacy tancuch lekki owija rejon konca
C, a istotny tancuch lekki rejon konca N fragmentu
tancucha ciezkiego. Miejsce wigzania Ca2+ stanowi
nietypowa struktura EF hond (patrz rozdz. Il), tworzy
ja 9 reszt aminokwasowych petli domeny 1istotnego
tancucha lekkiego, ale specyficznos¢ i sita wigzania
Ca2+ zalezg od potaczen istotnego tancucha z tan-
cuchami regulujacym i ciezkim [44], Kluczowag reszta
aminokwasowg stabilizujaca te potaczenia, jak wyka-
zaty badania przeprowadzone za pomocg mutagenezy
punktowej, jest glicyna 117 regulujacego tancucha
lekkiego, ktdra tworzy mostki wodorowe pomiedzy
jego domeng Il i IV oraz domeng listotnego tancucha
lekkiego [45]. Zastgpienie jej cysteing lub alaning
znosi zdolno$¢ miozyny przegrzebka do wigzania
Ca2+. Krytyczna dla funkcji miozyny mieczakdw
reszta glicynowa zostata zachowana w homologicz-
nych regulujacych taricuchach lekkich miozyny miesni
gtadkich, ale nie szkieletowych (gdzie w miejscu glicyny
wystepuje cysteina). Dlatego po usunieciu regulujg-
cych tancuchéw z miozyny mieczakow jej aktywnos$¢
moze byé przywrécona tylko po zwigzaniu z reguluja-
cymi tancuchami z mie$ni mieczakow lub z miesni
gtadkich [42], Ponad 400 wiazan, gtéwnie van der
Waalsa, #gczy obydwa tancuchy lekkie z ciezkim
poprzez zawierajgce ok. 23-25 reszt aminokwasowych
tzw. motywy 1Q (IQXXXRGXXXR) obecne w tej lub
nieco zmienionej postaci we fragmencie tancucha ciez-
kiego domeny regulatorowej [43]. Ten motyw amino-
kwasowy znaleziono wcze$niej w rejonie szyjki nie-
ktdorych niekonwencjonalnych miozyn, gdzie stuzy
wigzaniu kalmoduliny, spetniajgcej wéwczas role regu-
lujgcych tafcuchdw lekkich [7],

Jakkolwiek struktura domeny regulatorowej w sta-
nie rozkurczu miesni mieczakdw nie jest znana, przy-
puszcza sie, ze usuniecie Ca2+ powoduje jej des-
tabilizacje, zachodzgcg w wyniku zmian w oddziatywa-
niu miedzy tancuchami lekkimi i ciezkim.

IV-2. Migsnie gtadkie

Miozyna z mie$ni gtadkich nie wigze Ca2+ na skutek
zmian w sekwencji aminokwasowej istotnego taricucha
lekkiego odpowiedzialnej za wiazanie tego Kkationu
[6], Gtowny mechanizm regulacji skurczu miesni
gtadkich polega na fosforylacji reszty serynowej (w
pozycji 19) regulujgcych tancuchdw lekkich. Reakcja
fosforylacji jest katalizowana przez specyficzng kinaze,
ktérej podjednostke regulatorowg stanowi kompleks
Ca2+ z kalmoduling [46, 47], Fosforylacja reguluja-
cych tafcuchéw lekkich z mie$ni gtadkich, podobnie
jak wigzanie Ca2+ z domeng regulatorowg miozyny
miesni mieczakow, kontroluje jej zdolno$¢ do od-
dziatywania z aktyng i hydrolizy ATP. Defosforylacja
przez specyficzng fosfataze zazwyczaj czyni miozyne
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nieaktywng. Te zmiany funkcjonalne wywotane sg
zmianami konformacji miozyny. W badaniach in vitro
wykazano, ze nieufosforylowana miozyna wystepuje
w nieaktywnej konformacji zwinietej, ktéra blokuje
uwalnianie produktéw hydrolizy ATP i tworzenie
filamentow [48, 49] (Ryc. 8). Miozyna ufosforylowana
przyjmuje konformacje wyprostowana, aktywng, ktd-
ra przy zblizonych do fizjologicznych wartosciach pH
i sity jonowej moze tysigc razy szybciej uwalniaé
produkty hydrolizy ATP. a takze wytwarzaé¢ stabilne
filamenty [46, 48], Podobnym zmianom konformacyj-
nym podlega miozyna z miesni mieczakéw, chociaz
w bardziej ograniczonym zakresie warunkéw jono-
wych $rodowiska [50], Jakkolwiek badania mikro-
skopowe wykazaty, ze w warunkach in vivo filamenty
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Ryc. 7. Struktura krystaliczna domeny regula-
torowej gtowki miozynowej miesni
przegrzebka (wg Try bus [6]). Re-
gulujacy tancuch lekki (RLC) (kolor
niebieski), istotny tafncuch lekki (HLC)
(kolor ré6zowy), tancuch ciezki (kolor
czerwony), miejsca wigzania Ca2l
w domenie | ELC i Mg2+ w domenie
1RLC (oznaczone kolorem zielonym),
wigzania wodorowe miedzy tancucha-

lacji (oznaczone z6tta linig przerywana).

miozyny z mieéni gtadkich sa trwate i nie ulegaja
dysocjacji niezaleznie od stanu fizjologicznego miesni
[51, 52], przypuszcza sie, ze w czagsteczkach miozyny
zorganizowanych w filamenty zachodzg pod w'plywem
fosforylacji podobne zmiany konformacyjne do opisa-
nych in vitro. Oddziatywania wewnatrzczgsteczkowe
w konformacji zwinietej miozyny sg prawdopodobnie
zastgpione oddziatywaniami miedzyczasteczkowymi
(miedzy czeScig pateczkowatg jednej czasteczki miozy-
ny i gtowka czasteczki sasiedniej). Taki mechanizm
potwierdzajg obserwacje wskazujgce na to, ze warun-
kiem sine qua non regulacji jest obecno$¢ odpowiedniej
dtugosci czesci pateczkowatej miozyny [53]. Sama
gtéwka miozyny miesni gtadkich, podobnie jak gtdwka
miozyny mie$ni mieczakéw zawierajaca tancuchy lek-
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Ryc. 8. Zmiany konlbrmacyjne miozyny z migsni gtadkich pod
wptywem fosforylacji jej regulujacych tancuchéw lekkich
(wg Sweeney i wsp. [49]).

kie, jest zawsze aktywna inie regulowana, podczas gdy
ciezka meromiozyna zawierajaca obydwie gtéwki ifra-
gment czesci pateczkowatej podlega regulacji [9],
Badania ostatnich lat wykonane za pomocg technik
biologii molekularnej pozwolity wyjasni¢ szereg szcze-
gétéw zwigzanych z mechanizmem regulacji polegaja-
cym na modyfikacji miozyny. W badaniach tych
otrzymywano mutanty tancuchéw lekkich z wymie-
nionymi lub wydeletowanymi resztami aminokwaso-
wymi, a nastepnie zastepowano nimi natywne tan-
cuchy lekkie w czgsteczce miozyny. Otrzymywano tez
chimery tancuchoéw lekkich, w ktérych sktad wchodzi-
ta np. czes¢ tancucha lekkiego z miesni gtadkich lub
mieczakdéw, a cze$¢ z taficucha lekkiego z miesni
szkieletowych. Witasciwosci motoryczne tak zrekon-
struowanych czasteczek miozyny badano za pomocga
pomiaru aktywnos$ci ATPazy aktomiozynowej lub
testu ruchliwosci in vitro. W ten sposéb wykazano, ze
tworzenie zwinietej struktury miozyny monomerycz-
nej z miesni gtadkich zalezy od elektrostatycznych
oddziatywan miedzy fragmentem kornca N regulujace-
go tancucha lekkiego i zwinietym u nasady gtowki
tancuchem ciezkim, a takze z druga gtéwka, natomiast
zredukowanie tadunku w poblizu seryny ulegajacej
fosforylacji prowadzi do wyprostowania czgsteczki
[49, 53-56], Samo wyprostowanie czgsteczki miozyny
nie wystarcza jednak dla jej aktywnos$ci motorycznej
[49]. Wykazano ponadto, ze w regulacji skurczu
mie$ni gtadkich, podobnie jak mie$ni mieczakdw,
bardzo wazng role odgrywa rejon korfica C regulujace-
go tancucha lekkiego (IV domena EF hand), w ktorym
znajduje sie gtowne, niezalezne od fosforylacji i wigza-
nia Ca2+, miejsce jego potgczenia z tancuchem ciezkim
[57-59], Jest on prawdopodobnie odpowiedzialny za
transmisje zmian konformacyjnych, zachodzgcych
w N-koncowym fragmencie regulujgcego tancucha
lekkiego, do tafncucha ciezkiego. Sugerowana w mode-
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lu atomowym gtéwki miozyny niewielka odlegtos¢
miedzy N- iC-koncowg potowa regulujgcego tancucha
lekkiego dzieki owinieciu go wokot tafcucha ciezkiego
[8] (Ryc. ID i Ryc. 3A) utatwiataby przekazywanie
informaciji.

W odréznieniu od miesni mieczakdw, istotne tan-
cuchy lekkie nie odgrywajg roli w molekularnym
mechanizmie regulacji skurczu miesni gtadkich [53],
Jesli wiec istnieje wspolny mechanizm regulacji zwig-
zanej z modyfikacjg konca N regulujgcego tancucha
lekkiego miozyny (poprzez fosforylacje albo wigzanie
Ca2+),to przeptyw informacji zdomeny regulatorowej
do odlegtej o ok. 10 nm domeny motorycznej gtéwki
miozynowej zalezy gtownie od wymienionych wyzej
oddziatywan miedzy regulujgcym iciezkim tancuchem.
Zmiany w tym oddziatywaniu wywotane usunieciem
Ca2+ moga prowadzi¢ do zaburzeri superhelikalnej
struktury tancucha ciezkiego, co z kolei wpitywa na
funkcjonowanie domeny motorycznej [6, 43], Wedtug
obecnych hipotez, domena regulatorowa odgrywa réw-
niez wazng role w sprzezeniu mechanochemicznym,
dziatajac jak ramie dzwigni wzmacniajacej stosunkowo
mate zmiany strukturalne zachodzgace w domenie moto-
rycznej [8,60]. Wywotana w ten spos6b znaczna rotacja
dystalnego w stosunku do domeny motorycznej konca
tafncucha ciezkiego gtéwki miozynowej powodowataby
przesuwanie filamentu aktynowego.

V. Komplementarne mechanizmy regulacji

Celem artykutu byto omoéwienie aktualnych po-
gladow na temat gtdwnych mechanizméw regulacji
skurczu réznego typu mieéni. Oprdcz tych ostatnich
istniejg mechanizmy komplementarne, modyfikujgce
dziatanie aparatu skurczu [61, 62]. Na przyktad,
fosforylacja regulujacych tancuchow lekkich w migs-
niach szkieletowych zwieksza ich wrazliwos$¢ na Ca2+
sprawiajac, ze skurcz zachodzi przy nizszym stezeniu
tego kationu [63], a w mig$niach skrzydet Drosophila
determinuje ich zdolno$¢ do wykonania pracy [64],
Dziatanie biatek miesni gtadkich kaldesmonu i Kkal-
poniny, zwigzanych podobnie jak troponina zfilamen-
tami aktynowymi, odgrywa prawdopodobnie role
podczas rozkurczu miesni gtadkich [65-67], w ktdrych
nie zawsze defosforylacja skorelowana jest z relaksacjg
wiokien miesniowych [68, 69],

Artykut otrzymano 11 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1996 r.
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Kompleks dystrofiny z glikoproteinami btony komaorkowej

w miesniu szkieletowym
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sarcolemma
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I11-1. Budowa kompleksu glikoproteinowego sarkole-
my (DAG)
111-2. Kompleks dystrofina-DAG jako receptor biatek
btony podstawnej
111-2.1. Keceptoi®amininy
111-2.2. Receptor agryny
111-3. Wspétdziatanie z kinazami i przypuszczalny
udziat w przekaznictwie sygnatéw
V. Dystrofie migSniowe
1V-1. Dystrofie spowodowane defektami dystrofiny
IV-2. Dystrofie spowodowane zmianami w kompleksie
DAG i merozynie
IV-3. Przypuszczalna rola kompleksu dystrofina-DAG
V. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: DAG glikoprotciny zwigza-
ne z dystrofing; RACh — receptor acetylocholinowy; DMD
dystrofia Duchenne’a; BMD dystrofia Beckera;
SCARMD dystrofia dzieciecia z autosomalnym dziedzi-
czeniem recesywnym; CMD dystrofia wrodzona

. Wprowadzenie

Dystrofina jest biatkiem kodowanym przez gen dys-
trofii miesniowej Duchenne'a (gen DMD), znajdujacy
sie w chromosomie X. Dystrofina jest cze$cig pod-
btonowego cytoszkieletu komdérki miesniowej (nazy-
wanej wioknem miesniowym). Brak lub zmieniona
forma dystrofiny jest przyczyng dystrofii mieSniowej,
schorzenia rodzinnego, wystepujacego u chtopcow,
a przenoszonego przez matki-nosicielki.

Poznanie dystrofiny oraz licznych wspotdziataja-

1Doc. dr hab., 2mgr, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN, Zaktad Biochemii Komorki, 02-093 War-
szawa, ul. Pasteura 3
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cych z nig biatek zawdzieczamy intensywnym bada-
niom (prowadzonym zwitaszcza w ostatnich latach)
nad dystrofiami miesniowymi ludzkimi izwierzecymi,
zwitaszcza nad dystrofig mysig (mdx). lzoformy dys-
trofiny, znaleziono w wigkszos$ci badanych tkanek. Ich
rola w komorce wydaje sie zatem znacznie wykraczaé
poza problematyke schorzeri miesni. Artykut ten po-
Swiecony zostat jednak gtdwnie budowie i funkcji
dystrofiny i wspétdziatajacych z nig biatek w miesniu
szkieletowym, poniewaz w tej tkance sg one najlepiej
poznane. Wczesniejsze informacje dotyczgce budowy
dystrofiny oraz genu DMD zostalty juz uprzednio
opisane szeroko w Postepach Biochemii [1].

Il. Dystrofina
I1-1. Dystrofina migsniowa

Dystrofina miesniowa [2] jest biatkiem o masie 427
kD, zawierajgcym 3685 aminokwaséw, posiadajacym

POSTEPY BIOCHEMII 42(2), 1996
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Ryc. 1. Schematycznie przedstawiona struktura nadrodziny dys-
trofin (dystrophin-superfamily). (A) Dystrofina, utrofina
ibiatko 87 kD. (B) Izoformy dystrofiny. Domeny struktural-
ne: 1 — domena wigzaca aktyne, 2 — domena centralna,
3 — domena bogata w cysteing, 4 — domena C-konca.
H — odcinki bogate w prolinge, Y — rejon zawierajacy
aminokwasy ulegajace fosforylacji, R — rejon réznic pomie-
dzy tkankowo-specyficznymi izoformami. (Wzorowane na
rycinach Blake’a i wsp. [21] oraz Fabbrizio
i wsp. [4]).

cztery strukturalne domeny, o réznej funkcji [3]
(przedstawione schematycznie na Ryc. 1A). Na N-
kofcu czasteczki dystrofiny znajduje sie 200-240 ami-
nokwasowy region homologiczny z wigzacymi aktyne
sekwencjami w a-aktyninie i (3-spektrynie. Ta czes¢
czasteczki wiagze aktyne [4, 5], Domene $rodkowsg,
najdtuzszg, stanowig 24 powtarzajgce sie homologicz-
ne odcinki, z ktorych kazdy skitada sie z 88-126
aminokwaséw i tworzy potrojng helise. Ta czesc¢
dystrofiny, zawierajgca odcinki bogate w proline, jest
homologiczna z pateczkowatg czescia a-aktyniny i P-
spektryny i jest prawdopodobnie elastyczna [6, 7],
Nastepng domene czasteczki dystrofiny stanowi od-
cinek bogaty w cysteing, homologiczny z biatkami
wigzacymi wapn. W czesci tej znajdujg sie 2 rejony
o sekwencji ,,EF-hand”* Nie stwierdzono jednak, by
dystrofina wigzata jony wapnia w warunkach in vivo.
Domena rejonu C-konca czasteczki, zawierajgca oko-
to 420 aminokwasow, jest charakterystyczna dla nad-
rodziny dystrofin. W odcinku tym dystrofina jest
fosforylowana. (Szczegéty w pracach przegladowych
[4,8]).

11-2. Nadrodzina dystrofin
Ze znanych obecnie biatek do nadrodziny dystrofin

*Wyjasnienie odnos$nie sekwencji ,EF-hand” jak w pracy
przegladowej w Postepach Biochemii, pordwnaj pozycje 87
PiSmiennictwa
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(dystrophin superfamily) nalezy: dystrofina, utrofina [9]
oraz biatko 87 kD z organu elektrycznego ryby
Torpedo Californica [10] (Ryc. 1A, Tab. 1)

Gen DMD [3, 11], kodujacy dystrofine, jest naj-
wiekszym genem cztowieka (stanowi on 0,1% geno-
mu). Gen DMD znajduje sie na krdtszym ramieniu
chromosomu X (Xp21), sktada sie z okoto 2,5 miliona
par zasad i zawiera 79 eksonéw. W genie dystrofiny
znajduje sie kilka ogromnych intronéw, zwiaszcza
w rejonie kodujgcym N-koniec biatka, oraz pomiedzy
44 i 45 eksonem. Produktem genu jest mRNA, o wiel-
kosci 14 kb. W genie dystrofiny znajduje sie co
najmniej 5 promotoréw. Trzy z nich znajdujg sie przy
5°-koncu i powodujg ekspresje tkankowo-specyficz-
nych izoform dystrofiny o petnej dtugosci. Izoformy te
réznig sie co najmniej w obrebie pierwszego eksonu.
Moga tez rozni¢ sie w obrebie C-konca czasteczki
w wyniku réznicowej obrébki pre-mRNA (alternative
splicing). lzoformy diugie to: dystrofina miesniowa,
obecna w miesniach wszystkich typdw, dystrofina
mézgowa, obecna w neuronach kory mézgowej oraz
dystrofina komorek Purkinjego moézdzku [4, 8, 12].
W siatkéwce oka znaleziono dtugg izoforme o N-
koncu dystrofiny mézgowej, a C-koncu dystrofiny
miesniowej [13].

Dwa promotory, ,,S” i, G”, umiejscowione w po-
blizu 3’-korica genu DMD, kontrolujg ekspresje tkan-
kowospecyficznych krotkich izoform dystrofiny. Pro-
motor ,,S” znajduje sie miedzy eksonem 55 i 56 genu;
jego biatkowy produkt ma mase*116 kD. Promotor
»G” znajduje sie pomiedzy 62 i 63 eksonem; powoduje
ekspresje dwdch biatek o masach 71 kD i45 kD, ktére
maja identyczng cze$¢ N-koricowa czasteczki (zawiera-
jaca 7 nowych aminokwasOw oraz czes¢ domeny
bogatej w cysteing), lecz r6znig sie dtugoscig domeny
C-konica. Tkankowospecyficzne izoformy dystrofiny
réznig sie ekspresjag w obrebie eksonéw 68-78 (Ryc.
IB). Krdtkie izoformy dystrofiny znaleziono w roz-
nych tkankach (Tab. 2). lzoforma 45 kD wystepuje
w tkankach rozwijajacych sie. Ekspresja r6znych izo-
form dystrofiny wydaje sie by¢ regulowana niezaleznie
[4, 14-18],

Biatkiem homologicznym z dystrofing mie$niowg
jest utrofina, nazywana rowniez DRP (dystrophin-
related protein) [9], Utrofine koduje gen znajdujacy sie
w chromosomie 6 (6g24). Utrofina ma cie-
zar czasteczkowy 395 kD i zbudowana jest z domen
homologicznych wobec dystrofiny (2-ga domena jest
krotsza niz w dystrofinie) (Ryc. 1A). Znaleziono tez
krotka izoforme utrofiny o masie 62 kD, odpowiadajg-
cg N-koncowi utrofiny [4, 19],

W miedniu wystepuje rowniez biatko o ciezarze 87
kD, homologiczne z C-koricem dystrofiny iz biatkiem
87 kD organu elektrycznego ryby Torpedo Californica,
gdzie je pierwotnie zidentyfikowano. Mato wiadomo
o strukturze miesniowego biatka 87 kD. Jego N-koniec
nie jest homologiczny z zadnym znanym biatkiem;
jego C-koniec ulega licznym fosforylacjom (Ryc. 1A)
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Tabela 1.
Komponenty kompleksu dystrofina-DAG.

Biatko Lokalizacja

Nadrodzina dystrofin
dystrofina

(427 kD)

izoformy dystrofiny
(71 kD i 116 kD)
utrofina

(395 kD)

biatko 87 kD —

cytoszkiclct podbtonowy

Kompleks biatek sarkolemy
zwigzany z dystrojing
syntrofina a, (31, (2

(59 kD)

wewnatrzkomadrkowa

a-dystroglikan
(156 kD)

zewnatrzkomoérkowa

(3-dystroglikan
(43 kD)

wewnatrzbtonowa/podbtonowa

adhalina
(50 kD)
35 kD
25 kD
rapsyna
(43 kD)

wewnatrzbtonowa

podbtonowa

Biatka zewnatrzkomérkowe
merozyna (laminina M)
(ok. 850 kD)

agryna

(220 kD)

macierz zewnatrzkomérkowa
(btona podstawna)

Dodatkowe informacje

gen DM D (Xp21)

alternatywne produkty genu DM D (Xp21), promotory ,,S” i,.Q"

6q24;

homolog dystrofiny

produkt osobnego genu;
homolog C-konca dystrofiny

produkty 3 gendw: 20q 11, 16, 8q23-24;

wigza sie z C-koncem dystrofiny/utrofiny; syntrofina (32 jest
skoncentrowana w obrebie synapsy

3p21;

potaczony z (3-dystroglikanem;

wigze sie z lamining, merozyng i agryna

3p21;

wigze sie z dystrofina/utrofina;

a- i (3-dystroglikan pochodza z potranslacyjnej obrébki wspél-
nego prekursora biatkowego

17q21

nieznana budowa

uczestniczy w agregacji RACh

6p22-23;

wigze sie z a-dystroglikanem

1p32;

biatko syntetyzowane w motoneuronie wydostaje si¢ przez btone
presynaptyczna;

wigze sie z a-dystroglikanem

Na podstawie prac: Campbell [82], Fallon i Hall [42], Pathy i Nikolics [55]

[ 10, 20, 21].

11-3. Lokalizacja dystrofiny we wtoknie
miesniowym

Dystrofina stanowi zaledwie okoto 0,002% bia-
tek wiokna miesniowego, a okoto 2% biatek btony
komoérkowej (sarkolemy) i okoto 5% biatek cyto-
szkieletu podsarkolemalnego [22], Czasteczka dys-
trofiny miesniowej ma ksztatt pateczki o ditugosci
okoto 110 nm i $rednicy 3 nm [23], mogacej two-
rzy¢ dimery i multimery. Przyjmuje sie, ze 2 cza-
steczki dystrofiny tacza sie czesciami elastycznymi
(domena 2) antyrownolegle tak, ze N-koniec jednej
czasteczki znajduje sie w poblizu C-korica drugiej [24]
(Ryc. 2A). Proponowane jest réwniez inne (réwnolegte)
utozenie czasteczek dystrofiny [4, 21]. We wioknie
miesniowym czasteczki dystrofiny umiejscowione sg
réwnolegle do cytoplazmatycznej powierzchni sarko-
lemy. C-koniec dystrofiny zakotwiczony jest w sar-
kolemie za posrednictwem kompleksu glikoproteino-
wego sarkolemy, ktéry jest poigczony z macierza
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pozakomoérkowa (Ryc. 2A) [25-28],

Rozmieszczenie dystrofiny pod sarkolemg nie jest
rownomierne. Jej zageszczenia wystepujg w okolicy
przyczepu do Sciegna, w rejonie synapsy nerwowo-
miesniowej oraz w pasmach biegnacych okreznie,
poprzecznie do osi dtugiej widkna miesniowego, jak
réwniez w cienkich podtuznych pasemkach. Pasma
umiejscowione poprzecznie odpowiadajg liniom Z i li-
niom M. Dystrofina w tych pasmach jest przypuszczal-
nie cze$cig struktur nazwanych , kostamerami”, ktore,
jak sie uwaza, posrednicza w poiaczeniu aparatu
skurczu z macierzg miedzykomorkowg i uczestniczg
w przenoszeniu sity wytwarzanej w aparacie skurczu.
W obrebie , kostamerdéw” oprécz dystrofiny znalezio-
no: a-aktynine, winkuline i f3-spektryne, taling i y-
aktyne. Wzajemne potgczenia tych biatek i ich or-
ganizacja w ,kostamerach” sag mato poznane [29-33].

Dystrofina obecna w fatdach sarkolemy w okolicy
przyczepu do Sciegna tworzy przypuszczalnie potacze-
nia boczne miedzy filamentami aktynowymi a sar-
kolemg. W rejonie synapsy nerwowo-mie$niowej dys-
trofina jest obecna w okolicy napieciowych kanatow
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Tabela 2.

Wystepowanie izoform dystrofiny w r6znych tkankach

Tkanka 427 kD 71 kD 116 kD

Miesien
szkieletowy +
sercowy
gtadki
Narzady wewnetrzne
(nerka, watroba, ptu-
ca, trzustka, jadra)
Centralny uktad ner-
wowy
neurony +
komarki gleju +
Obwodowy uktad ner-
wowy
siatkéwka oka +
neurony
komorki Shwanna - - +

Dane z prac: Ahn i Kunkel [8], Gérecki i Barnard
[18], Matsumura i wsp. [16]

Ponadto za pomoca przeciwciat poliklonalnych stwierdzono obec-
nos$¢ dystrofiny réwniez w komérkach nabtonka, w skérze, rogéwce,
kubkach smakowych, oraz trgbce Eustachiusza [29]

sodowych, natomiast brak jej w fatdach zawierajgcych
receptor acetylocholinowy, w ktérych znajduje sie
homolog dystrofiny — utrofina oraz biatko 87 kD
[8-10].

Umiejscowienie dystrofiny we widknie miesniowym
zmienia sie wraz z rozwojem miesnia. Dystrofina jest
wykrywalna w cytoplazmie miotub, w ich rejonach
przylegajacych do S$ciegna, juz u 8-10 tygodniowego
ptodu. W pdzniejszym okresie zycia ptodowego (17
tygodni) jest obecna w calej cytoplazmie i w sar-
kolemie. W dojrzatym mies$niu szkieletowym dystrofi-
na jest obecna wytgcznie w sarkolemie. W dojrzatym
miesniu krotkie izoformy dystrofiny nie wystepuja,
natomiast izoforma 71 kD jest obecna w mie$niu przez
okres zycia ptodowego [15, 34].

W komdrkach miegénia gtadkiego dystrofina jest
umiejscowiona pod sarkolema. W komérkach miesnia
sercowego dystrofina wystepuje rowniez pod sarkole-
ma, a takze w postaci rozpuszczalnej w cytoplazmie
[35]. W mies$niu sercowym dystrofina znajduje sie
w ,kostamerach” w kompleksie z glikoproteing sar-
kolemy, natomiast brak jej w okolicy ,wstawek”.
Izoforma dystrofiny 71 kD wystepuje w poprzecznych
kanatach T komorek serca [17, 36]. Umiejscowienie
wewngatrzkomdérkowe dystrofiny w mézgu, jak i w in-
nych tkankach jest mato poznane. W mézgu dystrofina
wystepuje w tych samych rejonach co dystroglikan
(opisany w czesci I111-1) [18].

Utrofina, z kolei, w dojrzatym mie$niu wystepuje
w obrebie synapsy nerwowo-miesniowej (Ryc. 2B)
i potagczenia miesSnia ze Sciegnem, lecz brak jej w ob-
rebie pozostatej sarkolemy. W miesniu ptodowym
utrofina jest obecna w catej sarkolemie. Maksymalna
ekspresja utrofiny nastepuje w 17-18 tygodniu zycia
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ptodowego. W miare dalszego rozwoju mies$nia i eks-
presji dystrofiny, utrofina jest przez nig stopniowo
zastepowana [37-39], Utrofina jest obecna w wiekszo-
Sci tkanek; o jej lokalizacji wewngtrzkomdérkowej
w tkankach niemigsniowych mato wiadomo.

I1l. Biatka wystepujace w kompleksie
z dystrofing

I11-1. Budowa kompleksu glikoproteinowego
sarkolemy (DAG)

W komorce miesSnia szkieletowego dystrofina wy-
stepuje w kompleksie z sarkolemalnym heteromerem
glikoproteinowym, nazwanym DAG (dystrophin-as-
sociated glycoprotein). W skiad kompleksu DAG
wchodzg: transmembranowe glikoproteiny o masie 50
kD, 43 kD i 35 kD, transmembranowe biatko o masie
25 kD, zewnatrzkomorkowa glikoproteing o masie 156
kD oraz podbtonowe biatko o masie 59 kD, nazwane
syntrofing [24,26], W kompleksie tym moga siejeszcze
znajdowac podbtonowe biatka: rapsyna, o masie 43 kD
[40] oraz homolog dystrofiny o masie 87 kD [10, 20].
Biatka wchodzgce w sktad kompleksu DAG omoéwio-
ne sg ponizej oraz zestawione w tabeli 1,a hipotetyczng
strukture kompleksu przedstawiono na rycinie 2A.

Komponenty kompleksu glikoproteinowego o ma-
sie 156 kD i 43 kD, nazwane ci i P-dystroglikanem,
koduje jeden gen (umiejscowiony w 3-cim chromo-
somie). Ze wspolnego prekursora biatkowego o masie
97 kD powstajg dwa peptydy, w wyniku protranslacyj-
nej modyfikacji proteolitycznej, nastepujacej jeszcze
w trakcie syntezy. Peptydy te ulegajg glikozylacjom
i przeksztatceniu w dojrzate biatka: P-dystroglikan
powstaje z C-konca prekursora (po N-glikozylacjach);
a-dystroglikan powstaje z N-korica prekursora (po
licznych O-glikozylacjach). a-dystroglikan, sktadajacy
sie w okoto 1/3 z biatka i w okoto 2/3 z cukrow, jest
umiejscowiony po zewnetrznej stronie sarkolemy.
Wigze sie on specyficznie z lamining A, z lamining
M (merozyna) oraz z agryna (szczegoty w czesci 111-2).
P-dystroglikan umiejscowiony jest transmembranowo
i czeSciowo cytoplazmatycznie. Jego C-koniec tworzy
120-aminokwasowy ,ogon”, ktérym wiaze sie z dys-
trofing, w jej domenach: bogatej w cysteing i C-
koncowej. P-dystroglikan wigze sie rowniez z krotkimi
izoformami dystrofiny oraz z utrofing. ¢ i P-dystrog-
likan wystepuja powszechnie w tkankach [24, 27,
41-43],

Glikoproteiny 50 kD i35 kD sg biatkami transmem-
branowymi migs$nia pragzkowanego, nie znaleziono ich
w innych tkankach. Biatko 50 kD, nazwane adhaling,
jest u cztowieka kodowane w 17-tym chromosomie
(17921) [44, 45], O biatku 35 kD, jak tez 25 kD nie
wiele wiadomo.

Syntrofing (59 kD), wewnatrzkomorkowy sktadnik
kompleksu dystrofino-glikoproteinowego [24], jest
homologiczna z biatkiem 59 kD organu elektrycznego
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ryby Torpedo Californica [10, 20]. Syntrofina wy-
stepuje w mie$niu w 3 izoformach: a, 3L i (32 kodo-
wanych na osobnych genach (Tab. 1); izoformy @l i (&
sg obecne powszechnie w tkankach. W mies$niu izofor-
my a i pi wystepuja w catej sarkolemie, wiazac sie
z dystrofing wjej domenie C-kofAca. Natomiast izofor-
ma P2 jest skumulowana w obrebie btony postsynap-
tycznej. Miejsca wigzania syntrofin na dystrofinie sg
w rejonie jej C-kornca, kodowanym przez eksony 73
i 74. W wyniku alternatywnego ciecia i sktadania
eksonu 74 powstajg izoformy dystrofiny, ktére wigza
rézne izoformy syntrofiny i przypuszczalnie r6zng ich
ilos¢. Syntrofina tworzy kompleksy réwniez z utrofing,
z homologiem dystrofiny, biatkiem 87 kD oraz z krot-
kimi izoformami dystrofiny [10, 46-49],

Rapsyna jest biatkiem o masie 43 kD, usytuowanym
podbtonowo w rejonie synapsy nerwowo-migsniowej.
Rapsyna wystepuje w kompleksie z receptorem ace-
tylocholinowym (RACh) jak tez z kompleksem
DAG [40],

Ostatnio zidentyfikowano biatko cytoszkieletowe
0 masie 60 kD, homologiczne z fosfoglikomutazg typu
1, ktére nazwano acykuling. Acykulina tworzy bezpo-
Srednie kompleksy z dystrofing oraz z utrofing. Acyku-
lina znajduje sie pod sarkolemg w rejonie , kostame-
row” oraz w okolicy potgczenia ze Sciegnem. Przypusz-
czalnie tworzy ona dodatkowe wzmocnienie potgcze-
nia cytoszkieletu z macierza miedzykomdérkowg [50],

111-2. Kompleks dystrofina-DAG jako receptor
biatek blony podstawnej

111-2.1. Receptor lamininy

Laminina jest biatkiem btony podstawnej komérek,
heterotrimerem o masie okoto 850 kDa, wystepujacym
w tkankach w postaci licznych izoform. Receptorami

laminin sg integryny, ktore posrednicza w regulacji
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utrofina

wnetrzne
komorki

Ryc. 2. Schematyczny model hipotety-
cznej organizacji kompleksu
DAG iwspotdziatajacych z nim
biatek: na powierzchni wtékna
miesniowego poza synapsa (A);
w obrebie synapsy nerwowo-
miedniowej (B). (Wzorowane na
rycinie Apela i wsp. [40]).

AL
&

F-aktyna e>,

kinaz komdrkowych [51]. Laminina mie$niowa zbu-
dowana jest z trzech podjednostek: dwéch mniejszych,
Bi lub Si B2, oraz jednej wiekszej — lamininy A lub
lamininy M, czyli merozyny. Merozyna wystepuje
w miesniu dojrzatym, laminina A w mies$niu rozwija-
jacym sie [52, 53], Ich naturalnym ligandem i recepto-
rem jest oc-dystroglikan (Ryc. 2A). Potaczenie merozy-
ny (jej domeny G) z oc-dystroglikanem zalezy od jonow
Ca2+ ijest hamowane przez heparyne [27, 28, 51].

Jak juz wspomniano uprzednio, kompleks dystrofi-
na-DAG-merozyna stanowi potgczenie cytoszkieletu
podbtonowego z macierza zewnatrzkomorkowg. O ro-
li tego kompleksu w przekazywaniu sygnatéw niewiele
w tej chwili wiadomo.

111-2.2. Receptor agryny

Agryna jest biatkiem o masie 220 kD, konserwatyw-
nym, zbudowanym z powtarzajgcych sie 3 rodzajéw
domen: homologicznych z inhibitorem proteaz typu
Kazata, z nabtonkowym czynnikiem wzrostu (EGF)
oraz z lamining. Agryna wystepuje w postaci licznych
tkankowo-zréznicowanych izoform. lIzoforma agryny
pochodzaca z neuron6w posiada, jako jedyna, zdol-
no$¢ agregacji RACh. lzoforma ta wyrdznia sie 8-
aminokwasowg wstawka w rejonie C-kofica, ktérej
brak w innych izoformach. Agryna, syntetyzowana
w motoneuronie, zostaje nastepnie przenoszona
wzdtuz aksonu do synapsy nerwowo-mig$niowej, gdzie
wydostaje sie przez btone presynaptyczng ijest wbhudo-
wywana w blone podstawng. W blonie podstawnej
utrzymuje sie bardzo dtugo. Agryna tworzy kompleksy
z czynnikami wzrostu ijest miejscem ich magazynowa-
nia w przestrzeni miedzykomaérkowej [42, 54, 55].

Receptorem agryny w komorce miesniowej okazat
sie oc-dystroglikan (Ryc. 2B). Interakcja agryny z o
dystroglikanem jest zalezna od jonéw Ca2+,a hamuje
ja heparyna i laminina. Efektem potgczenia agryny
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z kompleksem DAG jest agregacja RACh w bionie
postsynaptycznej. Warunkiem agregacji RACh jest
fosforylacja (3-podjednostki tego receptora przez blizej
niezidentyfikowang kinaze tyrozynowg, aktywowang
po przytaczeniu agryny do a-dystroglikanu. W wyniku
przytgczenia agryny do kompleksu DAG nastepuje,
oprocz agregacji RACh, agregacja i organizowanie
kilkunastu réznych biatek cytoplazmatycznych i cyto-
szkieletowych okolicy synapsy [42, 43, 55, 56], W pro-
cesach tych uczestniczy réwniez rapsyna, stymulujaca
agregacje RACh i potgczenie RACh z kompleksem
DAG [40], a takze biatko 87 kD, kt6re przypuszczal-
nie utatwia formowanie synapsy i stabilizuje jg [ 10]
(Tab. 1, Ryc. 2B).

Wystepuje wspotzaleznos¢ pomiedzy rodzajem li-
gandu a-dystroglikanu, a powinowactwem kompleksu
DAG do innych biatek. Okazato sie, ze przytaczenie
agryny do a-dystroglikanu powoduje interakcje 3
dystroglikanu z utrofina, natomiast przytaczanie lami-
niny interakcje z dystrofing [43] (Ryc. 2A i2B). Rodzaj
ligandu, z jakim zwigzany jest a-dystroglikan deter-
minuje spos6b regulacji wigzania kompleksu z cyto-
szkieletem komorki, poniewaz wigzanie F-aktyny przez
utrofine jest hamowane przez kalmoduling w obecnosci
jonéw Ca2+, czego nie stwierdzono w przypadku
wigzania F-aktyny przez dystrofine [28, 57].

111-3. Wspotdziatanie z kinazami i przypuszczalny
udziat w przekaznictwie sygnatow

Badania ostatnich lat wykazaty, ze kompleks DAG
odgrywa prawdopodobnie wazng role w przekazywa-
niu sygnatéw (ta rola kompleksu jest stosunkowo mato
poznana). Ponizej przedstawiono aktualnie dostepne
informacje, bardzo fragmentaryczne, dotyczace tego
zagadnienia.

Kompleks dystrofina-DAG posredniczy przypusz-
czalnie w regulacji aktywnosci kinaz komdérkowych.
Z drugiej strony, poszczeg6lne biatka kompleksu,
a zwtaszcza C-koniec dystrofiny, syntrofina i biatko 87
kD, sa fosforylowane w wielu miejscach przez en-
dogenne kinazy biatkowe [4, 58]. Sam oczyszczony
kompleks dystrofina-DAG rowniez wykazuje aktyw-
no$¢ kinazy biatkowej, fosforylujacej reszty serynowe
dystrofiny i syntrofiny. Aktywnos$¢ tej kinazy jest
zalezna od jonéw Mg2+; kinaze te aktywuje Kkal-
modulina w obecnosci jonéw Ca2+ [59]. Zadne jednak
z biatek kompleksu DAG o poznanej sekwencji (ani a-,
ani (3-dystroglikan ani adhalina) nie jest kinaza.

Kompleks glikoproteinowy uczestniczy przypusz-
czalnie w przekazywaniu informacji dla reorganizacji
cytoszkieletu komérki, podobnie jak receptory czyn-
nikéw wzrostu i integryny. Wskazuje na to bezposred-
nia interakcja ft-dystroglikanu z biatkiem Grb2, ktore
jest przekaznikiem sygnatéw zewngtrzkomérkowych
regulujacych organizacje cytoszkieletu [51, 60],

IV. Dystrofie migSniowe

POSTEPY BIOCHEMII 42(2), 1996

IV-1 Dystrofie spowodowane defektami dystrofiny

Dystrofia typu Duchenne’a (DMD) jest cigezkim
postepujacym schorzeniem miesni, stwierdzanym uje-
dnego na 3500 urodzonych chtopcdw (z tego okoto 1/3
to nowe mutacje). Choroba ujawnia sie w 3-5 roku
zycia jako postepujace ostabienie mig$ni. W obrazie
mikroskopowym obserwuje sie zmiany nekrotyczne
komérek miesniowych, ich zniszczenie i zastgpienie
przez tkanke taczng i ttuszczowg. DMD w ciggu kilku
lat prowadzi do zniszczenia miesni, powodujgc unie-
ruchomienie dziecka i trudnosci w oddychaniu. Cho-
rzy ci rzadko przekraczajg 20-ty rok zycia [61],

Dystrofia miesniowa typu Beckera (BMD) wystepu-
je okoto 10 razy rzadziej i ma tagodniejszy przebieg,
przy czym ciezkos$¢ przebiegu BMD jest r6zna, zalezna
od rodziny, a nawet od osobnika [62], Cze$¢ przypad-
kéw dystrofii wywotanej defektem genu DMD prze-
biega podobnie jak dystrofia obreczowo-kofczynowa
[63], a takze jako nietypowe miopatie lub kardiomio-
patia, ktéra moze by¢ jedynym objawem choroby [64,
65], U chorych na dystrofie DMD/BMD, a takze uma-
tek nosicielek stwierdza sie we krwi podwyzszony po-
ziom enzyméw miesniowych. U cze$ci nosicielek wy-
stepuja objawy miopatyczne o ré6znym nasileniu [64],

Przyczyna wymienionych dystrofii s3 mutacje w ob-
rebie genu DMD, powodujace brak dystrofiny lub
synteze jej zmienionej formy. Mutacje mogg dotyczy¢
zaréwno odcinkéw kodujacych, jak i intronéw. Gen
dystrofiny moze ulega¢ delecjom lub duplikacjom (w
okoto 60-65% przypadké6w DMD/BMD) mutacjom
punktowym oraz mutacjom zmieniajacym obrobke
pre-mRNA (splicing mutation). Delecje mogg powodo-
wac synteze krotszej dystrofiny z zachowaniem ramki
odczytu (reading in-frame), co prowadzi zwykle do
dystrofii Beckera. Natomiast mutacje powodujgce
przesuniecie ramki odczytu sa najczesciej przyczyna
przedwczesnego przerwania syntezy dystrofiny i wy-
stapienia dystrofii Duchenne’a [8, 62, 64, 66], Typ
dystrofii i ciezko$¢ jej przebiegu w znacznym stopniu
zalezy od umiejscowienia defektu w czasteczce dys-
trofiny. Defekt okolicy C-korica wywotuje w 95%
przypadkéw DMD, a defekt okolicy N-kohAca powo-
duje najczesciej ciezkie postacie BMD. Defekty $rod-
kowych rejonoéw czasteczki dystrofiny powodujg zwy-
kle BMD o r6znym stopniu ciezko$ci, a takze nietypo-
we miopatie, albo kardiomiopatie [8, 62, 63, 65], Sg
liczne wyjatki od tych regut, w tym przypadki bezob-
jawowe, mimo duzej delecji genu DMD [64, 67, 68].

U nosicielek DMD/BMD w jadrach widkna miegs-
niowego, ktére jak wiadomo jest wielojadrzastym
komorczakiem, nastepuje alternatywnie ekspresja pra-
widtowego, lub zmutowanego genu DMD. W efekcie,
we widknie mieSniowym znajduja sie odcinki zawiera-
jace prawidtowg dystrofine naprzemiennie z odcin-
kami bez dystrofiny. W tych ostatnich czesto jest
obecna utrofing w sarkolemie [38],

Brakiem dystrofiny sa spowodowane rowniez dys-
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trofie zwierzece, powstate w wyniku spontanicznych
mutacji. Najlepiej poznane z nich to dystrofia mysia
mdx [69] i dystrofia psia grmd [70], Dystrofia mysia
mdx (X-linked muscular dystrophy) spowodowana jest
mutacjg punktowa w obrebie eksonu, ktéra powoduje
przedwczesne przerwanie translacji iekspresje utomnej
dystrofiny, zawierajagcej tylko domene N-korhcowg
i okoto 1/3 domeny drugiej [71]. Z niejasnych przy-
czyn u myszy mdx objawy dystrofii sg nieznaczne (za
wyjatkiem miesni przepony [72]; ciezsze objawy dys-
trofii pojawiajg sie dopiero u starszych zwierzat [73].
Dystrofia mysia mdx jest powszechnie uzywanym
obiektem do badan nad dystrofiag mieSniowg i kom-
pleksem dystrofina-DAG.

Dystrofia psia grmd (golden river muscular dystrop-
hy), ktérej obraz chorobowy przypomina bardzo
DMD, jest spowodowana zamiang jednej zasady w in-
tronie 6. Mutacja ta powoduje wadliwg obrdébke
pre-mRNA i w efekcie powstawanie bardzo krotkiej
dystrofiny, zawierajgcej tylko produkt pierwszych sze-
Sciu eksonow [74],

Bardzo wiele kwestii dotyczagcych DMD/BMD jest
ciggle niewyjasnionych. Na przykiad, dlaczego przy
analogicznym defekcie genu, kliniczny przebieg choro-
by jest tak bardzo r6zny, zaleznie od gatunku, rodziny
dotknietej dystrofig, a nawet osobnika. Nieznana jest
tez przyczyna wystgpienia objawow dystrofii dopiero
w pewnym wieku, oraz mechanizm ktéry wyzwala
chorobe, a takze objecie chorobg tylko niektérych
grup miesni.

1V-2. Dystrofie spowodowane zmianami w kom-
pleksie DAG i w merozynie

Brak adhaliny (50 kD sktadnik kompleksu DAG),
spowodowany mutacjg genu tego biatka, znajdujgcego
sie w 17 chromosomie, (17921) wywotuje ciezkg dys-
trofie dzieciecg, o dziedziczeniu autosomalnym recesy-
wnym, nazwang SCAR MD (Severe Childhood Auto-
somal-Recessive Muscular Dystrophy). Choroba ta jest
spotykana gtéwnie w poétnocnej Afryce. Dystrofie
0 identycznym przebiegu powoduje tez defekt genu
w chromosomie 13 (13qg 12). Defektem adhaliny spowo-
dowana jest rowniez kardiomiopatia chomikow
B10O14.6 [44, 75, 76],

Brak merozyny w mieéniu, zwigzany z defektem
genu w chromosomie 6 (6p22-23), jest przyczyng
dystrofii miesniowej wrodzonej — CMD (Congenital
Muscular Dystrophy) oraz dystrofii mysiej dy. Dys-
trofia wrodzona charakteryzuje sie wiotkoscig i osta-
bieniem miegdni; ma ona zréznicowany przebieg klini-
czny [77-79],

Obnizong zawarto$¢ merozyny w mieéniu stwier-
dzono w dystrofii wrodzonej Fukuyamy [53, 78],
W chorobie tej objawy kliniczne dotyczgce uktadu
miesniowego sa zblizone do dystrofii Duchenne’a.
Ponadto charakteryzuje sie ona wiotkoscig miesni
lpowaznymi uszkodzeniami uktadu nerwowego. Dys-
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Ryc. 3. Hipotetyczny schemat sugerujacy w jaki sposdéb defekty
genetyczne niektérych biatek, powodujace uszkodzenie
kompleksu dystrofina-DAG, doprowadzajg do wystgpienia
dystrofii. 9931-33 — miejsce w genie, w obrebie ktdérego
znajduje sie defekt powodujacy dystrofie Fukuyamy [78];
DMD — dystrofia Duchenne’a; BMD — dystrofia Beckera;
SCARMD — cigzka dystrofia dziecieca z dziedziczeniem
autosomalnym recesywnym; CM D — dystrofia wrodzona;
FUKUYAMA — dystrofia wrodzona Fukuyamy. Modele
dystrofii zwierzecych: mdx [71], dy [77] — mysi; grmd [70]

psi; BIO14.6 [44] — chomikéw. Strzatki przerywane ozna-
czajg przypuszczalne zaleznosci. (Wzorowane na schematach
Matsumury i wsp. [75] i Ohlendieck’a [79]).

trofia Fukuyamy wystepuje u Japonczykow i jest
dziedziczona droga autosomalng recesywna [61]. De-
fekt genetyczny bedacy przyczyng dystrofii Fukuyamy
nie zostat jeszcze okreslony, wiadomo jednak, ze do-
tyczy on chromosomu 9 (rejon 9q31-33) [78], W dys-
trofii Fukuyamy w sarkolemie dojrzatego miesnia jest
obecna laminina A zamiast merozyny. Obecno$é lami-
niny A stwierdzono rowniez w niektérych przypad-
kach DMD oraz u nosicielek tego schorzenia [53].
Znaleziono wspoétzalezno$¢ zawartos$ci w mieéniu
dystrofiny oraz biatek kompleksu DAG, a takze lami-
niny i niektérych biatek cytoszkieletu. Brakowi dys-
trofiny, lub brakowi jej C-konca, towarzyszy spadek
zawartosci biatek DAG w miesniu, przy rownoczesnie
zachowanym poziomie ich mRNA [27, 45, 46]. Doty-
czy to tez nosicielek DMD, u ktoérych nastepuje
zmniejszenie zawartosci biatek DAG we widknach
miesniowych, w ktérych brak dystrofiny [39]. Brak
dystrofiny moze powodowaé réwniez zmniejszenie
zawartosci w miesniu merozyny [53] oraz niektdrych
biatek cytoszkieletu [80]. Z kolei, brakowi adhaliny
towarzyszy spadek zawartosci dystrofiny i biatek
DAG, zwilaszcza biatka 35 kD [75]. W dystrofii
Fukuyamy stwierdzono spadek zawartosci merozyny,
biatek kompleksu DAG (zwkaszcza (3-dystroglikanu),
dystrofiny i spektryny [53, 78, 81]. Przyczyny tych
wspotzaleznosci nie sg znane. Udowodniono jednak, ze
nie sg one wtdrnym, niespecyficznym efektem zmian
nekrotycznych i degeneracji miesnia [68]. Jak sie
przypuszcza, brak jednej z komponent destabilizuje
caly kompleks i powoduje degradacje innych biatek
kompleksu. Reasumujac, wspolng cecha dystrofii mies-
niowych: Duchenne’a, SCARMD, CMD oraz Fukuya-
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my sg nieprawidtowosci kompleksu dystrofina-
-DAG-merozyna lub/i zmniejszenie jego ilosci w sar-
kolemie. Jest to spowodowane brakiem lub defektem
poszczegdlnych komponent kompleksu. Uwaza sie
powszechnie, ze nieprawidtowe funkcjonowanie kom-
pleksu dystrofina-DAG-merozyna jest przyczyng
uszkodzenia sarkolemy i nekrozy widkien miesnio-
wych [8, 68, 79, 82] (Ryc. 3).

IV-3. Przepuszczalna rola kompleksu dystrofina-
DAG

Powszechnie uznang rolg kompleksu dystrofina-
-DAG w mies$niu pragzkowanym jest potgczenie apara-
tu skurczu icytoszkieletu z macierza zewnatrzkomér-
kowa, pozwalajace na przenoszenie napiecia z aparatu
skurczu. Brak kompleksu, lub jego defekt, powodujg
destabilizacje peryferyjnych czesci widkna miesnio-
wego i obnizenie sity, jakg moze ono rozwija¢ w czasie
skurczu. Prowadzi to do mniejszej efektywnoSci pracy
miesnia, jak tez moze utatwia¢ mechaniczne uszkodze-
nia wtdékien w czasie skurczu [8, 27, 79, 83, 84],

Obecnos$¢ dystrofiny i prawidtowy sktad kompleksu
dystrofina-DAG sg warunkiem prawidtowego funkc-
jonowania sarkolemy. Defektom kompleksu towarzy-
szy zmniejszona mechaniczna iosmotyczna odporno$¢
i wiotko$¢ sarkolemy, co prowadzi do tatwosci jej
uszkodzenia [25, 68, 83, 85]. Wydaje sie wiec, ze kom-
pleks dystrofina-DAG jest czescia, rozwinietego w mie-
$niu pragzkowanym, mechanizmu wzmacniajgcego bto-
ne komérkowa. PodobiefAstwo budowy dystrofiny do
spektryny sugeruje jej udziat w utrzymywaniu elastycz-
nosci btony i ochronie btony przed mechanicznym
urazem. Przypuszczalnie utrofina petni podobng role
do dystrofiny i moze jg czesciowo zastepowaé funk-
cjonalnie, a takze moze z nig by¢ syntetyzowana za-
miennie, poniewaz przy braku dystrofiny utrofina po-
jawia sie w obrebie catej sarkolemy [8, 38, 68, 79, 83].

Zmniejszona mechaniczna i osmotyczna odpornosé
sarkolemy w miesniu dystroficznym utatwia jej uszko-
dzenia i prowadzi do zwiekszenia przepuszczalnosci.
Umozliwia to wydostawanie sie zawartosci z wtdkna
mieSniowego do przestrzeni zewngtrzkomdrkowej,
i odwrotnie. Efektem uszkodzen Ilub/i zwiekszonej
przepuszczalnosci sarkolemy jest podwyzszenie pozio-
mu enzyméw miesniowych w osoczu (na co wskazuje
zwiekszona ich aktywno$é w osoczu), a takze przedo-
stawanie sie do widkna miesniowego zawartosci prze-
strzeni miedzykomérkowej, w tym jonéw Ca2+. Pod-
wyzszony poziom jonow Ca2+jest powszechnie stwie-
rdzany w dystroficznych witdknach mieSniowych.
Zwiegkszony naptyw jondw Ca2+ do komorki jest
rowniez uwazany za bezposredni skutek nieprawid-
towosci kompleksu dystrofina-DAG, poniewaz kom-
pleks uczestniczy w regulacji przepuszczalnosci kana-
téw wapniowych sarkolemy [4, 68, 83, 86], Jak sie
powszechnie przypuszcza, podwyzszony poziom jo-
néow Ca2+ w dystroficznym widknie mieSniowym
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przyczynia sie do powstawania jego uszkodzen izmian
nekrotycznych. Moze nastepowac to w wyniku zaréw-
no aktywacji kalpain [87, 88], jak i bezpos$redniego
niszczacego dziataniajonow Ca2+ na wtokno miesnio-
we [89, 90],

Powszechnie wiadomo, ze prawidtowe przekazywa-
nie sygnatow z przestrzeni pozakomoérkowej jest wa-
runkiem normalnego funkcjonowania komérki. Moz-
na wiec przypuszczac, ze zaburzenie przekazywania
sygnatéw, w wyniku defektu kompleksu DAG, staje sie
przyczyng nekrozy albo apoptozy wiékna miesnio-
wego lub innych zmian spotykanych w dystrofii [60],

Wymienione przypuszczalnie efekty wadliwego fun-
kcjonowania kompleksu dystrofina-DAG-merozyna
byty w przesztosci przyjmowane jako alternatywne
przyczyny powstawania zmian nekrotycznych i dege-
neracyjnych w dystroficznym mieé$niu. Wydaje sie
jednak, ze wobec wielofunkcyjnosci kompleksu, te
niekorzystne zjawiska moga zachodzi¢ réwnoczesnie
i wzajemnie sie potegowacé [79].

Rola dystrofiny i jej izoform, jak tez bialek DAG
w innych tkankach jest bardzo mato poznana. Ze
wzgledu na wielofunkcyjnosé tych biatek, trudno jest
ekstrapolowaé wnioski uzyskane z badan miesni.

V. Uwagi koncowe

Rola dystrofiny i zwigzanego z nig kompleksu
glikoproteinowego sarkolemy jest ciggle daleka od
petnego wyjasnienia. Mozna przypuszcza¢, ze kom-
pleks ten petni we widknie mieSniowym bardzo istotne
nastepujgce funkcje.

1) za posrednictwem kompleksu dystrofina-DAG-
merozyna aparat skurczu migsnia szkieletowego jest
potaczony z macierzg zewnatrzkomoérkows itg drogg
przenoszone zostaje napiecie wytwarzane przez aparat
skurczu.

2) Kompleks dystrofina-DAG jest receptorem lamini-
ny, a w obrebie synapsy nerwowo-mie$niowej recep-
torem agryny. Kompleks jest przekaznikiem sygnatéw,
uczestniczagcym w kontroli organizacji receptora ace-
tylocholinowego i innych biatek w obrebie synapsy
nerwowo-migéniowej, jak tez przypuszczalnie w kont-
roli organizacji cytoszkieletu komorki.

3) Obecnosé kompleksu dystrofina-DAG wydaje sie
by¢ warunkiem prawidtowego funkcjonowania sar-
kolemy. Nieprawidtowosci w obrebie komplesu sa
przyczyng zmniejszonej mechanicznej i osmotycznej
odpornosci sarkolemy i w efekcie tatwosci jej uszko-
dzenia oraz zwiekszenia przepuszczalnosci.

4) Brak lub utomno$é poszczegdlnych komponent
kompleksu prowadzi do niestabilnosci i zmniejszenia
zawartosci innych jego sktadnikéw oraz niektérych
innych biatek wiékna miesniowego. Wadliwa struk-
tura i/lub funkcjonowanie kompleksu jest wspdlng
cechg kilku réznych dystrofii miesniowych ijest uwa-
zana za przyczyne najciezszych objawéw dystroficz-
nych.
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I. Wprowadzenie
Kalcyklina jest biatkiem wigzacym jony wapnia,

posiadajagcym tzw. motywy “EF-hand” — wyspec-
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jalizowane struktury umozliwiajgce wigzanie tego ka-
tionu. Pojedynczy motyw “EF-hand” skfada sie
zdwoch odcinkow a-helisy potagczonych petlg zawiera-
jaca gtéwnie kwasne reszty aminokwasowe, ktére
poprzez atomy tlenu koordynujg jon wapnia tworzac
kompleks o strukturze oktaedrycznej.

Analiza sekwencji biatek wigzacych jony wapnia
wykazata, ze sag one zbudowane najczesciej z dwaoch,
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czterech lub szesciu motywéw "EF-hand”. Typowymi
przyktadami biatek zawierajgcych 4 motywy “EF-
-hand” sg kalmodulina i troponina C. Znane sg takze
parwalbuminy zbudowane z trzech motywow “EF-
-hand”, z ktorych jeden jest niefunkcjonalny. Dotych-
czas zidentyfikowano ponad 200 biatek zawierajgcych
motywy "EF-hand”. Strukture i wystepowanie wielu
z nich zbadano, ale tylko dla nieznacznej czesci tych
biatek okreslono funkcje [1],

Biatka zbudowane z dwoéch motywow “EF-hand”
stanowia grupe zwang rodzing biatek S-100 [2-5].
Przyktadami biatek z tej rodziny sa: mozgowe biatka
S-100a i S-100(3, kalbindyna D-9k, biatka MRP-8
i MRP-14, biatko pil, kalwaskulina. Do tej rodziny
nalezy tez kalcyklina.

Zmiana konformacji biatek wigzagcych Ca2+ jaka
dokonuje sie po zwigzaniu jonéw wapnia sprawia, ze
biatka te mogg #aczyC¢ sie z biatkami efektorowymi
— enzymami i biatkami strukturalnymi. W ten sposéb
biatka wigzace Ca2+ wptywajg na rdzne procesy
komoérkowe takie jak: skurcz miesni, ruchliwo$é ko-
maérek niemiesniowych, uwalnianie neurotransmite-
réw, procesy endocytozy i egzocytozy, metabolizm
glikogenu, proteoliza, procesy zwigzane z mitozg i ko-
munikacjg miedzykomorkowsg.

Il. Odkrycie kalcykliny i jej wystepowanie

Kalcykline po raz pierwszy wyizolowano z komdrek
raka wysiekowego Ehrlicha w naszym laboratorium
[6]. Jednak istnienie tego biatka postulowano wczes-
niej badajgc geny aktywowane przez czynniki wzros-
towe. Zidentyfikowano wowczas gen kalcykliny i po-
kazano, ze poziom mRNA kalcykliny zmienia sie
w sposéb zalezny od fazy cyklu komoérkowego [7, 8].
Podwyzszong ekspresje kalcykliny zaobserwowano
tez w ostrych biataczkach szpikowych. Na podstawie
tych danych sugerowano, ze kalcyklina moze braé
udziat w progresji cyklu komdérkowego. Nowsze bada-
nia wskazujg, ze kalcyklina wystepuje w wielu réznych
tkankach i komdrkach [9-11]. Jej obecno$¢ stwier-
dzono np., w komérkach nabtonkowych i fibroblas-
tach [12-14], w ptytkach krwi u cztowieka [15]
i w niektorych neuronach mézgu szczura [16]. Izofor-
my kalcykliny wyizolowano takze z tkanki doczesnej
myszy [17], z tkanki ptucnej krélika [18], z mies$ni
gtadkich zotgdka kurczecia [19, 20] oraz z mie$nia
sercowego wotu [21],

I11. Struktura kalcykliny

Na podstawie sekwencji nukleotydéw genu kalcyk-
liny sugerowano, ze hipotetyczny produkt tego genu
jest biatkiem wiagzacym jony wapnia [22]. Badania
przeprowadzone w naszym laboratorium potwierdzity
te hipoteze. Metodami bezpos$rednimi i posrednimi
pokazano, ze kalcyklina z komérek raka Ehrlicha
wigze dwa jony wapnia i zmienia swojg konformacje
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po zwigzaniu tego kationu [6, 23], Zmiana konfor-
macji pod wptywem jonOw wapnia jest cechg charak-
teryzujgcg biatka wigzace jony wapnia, zawierajgce
motywy “EF-hand”. W wyniku zmiany konformacji
wzrasta hydrofobowos$¢ kalcykliny, co zostato wyko-
rzystane m.in. do oczyszczenia tego biatka na kolum-
nie z hydrofobowym nos$nikiem — fenylo-Sepharoza.
Wykazano takze, ze kalcyklina wigze jony cynku
podobnie jak biatko S-100(3 [24] oraz, ze w sposéb
zalezny od stezenia jondéw wapnia wigze sie z kwasem
sjalowym [25]. Wiazanie ligandow niebiatkowych,
hydrofobowo$¢, immunogennos$¢ i inne wilasciwosci
badano zaréwno dla catej czasteczki kalcykliny jak
i dla jej fragmentéw otrzymanych po rozszczepieniu
bromocyjanem [26].

Izoforma kalcykliny z komdrek raka Ehrlicha za-
wiera jedng reszte cysteiny i, w odréznieniu od kalcyk-
liny wyizolowanej z ptuc krolika i z miesni gtadkich
zotadka kurczecia, tworzy dwa rodzaje dimeréw: ko-
walencyjny i niekowalencyjny. Przy zastosowaniu od-
czynnikow sieciujacych i metody filtracji zelowej poka-
zano, ze formg fizjologiczng kalcykliny jest dimer
niekowalencyjny [27]. Wyniki te zostaty ostatnio
potwierdzone przez Chazina i wsp., ktérzy opi-
sali strukture dimeru kalcykliny stosujagc metode mag-
netycznego rezonansu jadrowego (NMR) [28], Wyka-
zano, ze wszystkie motywy "EF-hand” w dimerze sg
w $cistym kontakcie miedzy sobg. Obie podjednostki
tacza sie N- i C- koncowymi odcinkami a-helis, co
nadaje biatku charakter globularny.

IV. Funkcja kalcykliny

Poziom mRNA kalcykliny wzrasta w fazie Gj cyklu
komoérkowego po sytmulacji fibroblastéw w hodowli
czynnikami wzrostowymi [9, 22], Podwyzszony po-
ziom ekspresji kalcykliny zwigzany jest czesto z trans-
formacja nowotworowg [7, 8, 11, 25, 29], a w nowoto-
rach o wysokim stopniu przerzutowosci obserwuje sie
nawet 10-krotny wzrost poziomu Kkalcykliny [30].
W tkankach prawidtowych kalcyklina wystepuje gtdw-
nie w komoérkach proliferujagcych takich jak fibroblas-
ty i komorki nabtonkowe [ 12], co moze wskazywac na
(przypuszczalny) udziat kalcykliny w procesach zwig-
zanych z podziatami komdérkowymi. Stany patologicz-
ne, ktére cechuje zwiekszona proliferacja tych dwéch
typéw komérek moga by¢ diagnozowane na pod-
stgawie oznaczenia poziomu kalcykliny [13, 14],

Liczne badania sugerujg, ze kalcyklina moze row-
niez petni¢ role w procesach réznicowania. | tak np.
poziom mRNA kalcykliny wzrastat podczas réznico-
wania sie komorek PC 12 pod wpltywem nerwowego
czynnika wzrostowego [31, 32], w komdrkach linii
neuroblastoma (nerwiaka zarodkowego) po traktowa-
niu kwasem retinowym [10, 29] oraz w procesach
réznicowania komorek mieszka wtosowego [33]. In-
nym przyktadem udziatu kalcykliny w procesach réz-
nicowania moze by¢ jej ekspresja w tkankach narza-
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dow rozrodczych u ciezarnej myszy [34],

Wysoki poziom kalcykliny obserwowany jest tez
w tkankach wydzielniczych, co sugeruje jej udziat
w procesie sekrecji [35]. Kalcyklina moze byé réwniez
wydzielana do przestrzeni miedzykomérkowej, a za-
tem moze uczestniczy¢ w roznych procesach na ze-
wnatrz komorki [17, 35-37]. Wykazano m.in., ze
kalcyklina stymuluje komorki trofoblastow tozyska do
wydzielania laktogenu [17], a podana z zewnatrz sty-
muluje wydzielanie insuliny przez komoérki (3 trzustki
[36]. Kalcyklina moze tez braé udziat w procesach
wydzielania $luzu [35] oraz w regeneracji komorek
nabtonkowych rogowki oka [38].

Zmiana konformacji kalcykliny indukowana jona-
mi wapnia wptywa na jej oddziatywanie z innymi
biatkami, tak jak ma to miejsce w przypadku Kkal-
moduliny [39]. Zidentyfikowano dwa biatka, Kktdre
reagujg z kalcykling z komorek Ehrlicha po zwigzaniu
przez nig jon6éw wapnia. Sg to aneksyna 11 (p36)
i dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego [40-
42], Natomiast kalcyklina wyizolowana z ptuc krolika
wigze sie z aneksyng X1 (CAP-50) zaleznie od stezenia
jonéw wapnia [43], a izoforma kalcykliny z mieéni
gtadkich zotadkdéw kurczat — z kaldesmonem i kal-
poning [19, 20, 44], Fizjologiczne znaczenie komplek-
sow kalcykliny zjej potencjalnymi biatkami docelowy-

Tabela 1.

Biatka z rodziny S-100

Nazwa
w/g
najnowszej
nomenklatury

Synonimy

Wystepowanie

SI00A1 S100a, SIO0A neurony, nerka, tkanka migs-
niowa
S100A2 S100L, CaN19 komorki tkanki ptucnej
S100A3 S100E
S100A4 Kalwaskulina, CAPL, p9Ka, komdrki mioepitelialne, ko-
42A, pEL98, mtsl, metastaty- morki nowotworowe o wyso-
na, 18A2 kim stopniu przerzutowosci
SI00A5 S100D
SI00A6 Kalcyklina, CACY, 2A9, fibroblasty, komérki nabton-
PRA, CaBP, 5B10 kowe
SI00A7 PSOR1, psoriazyna tozysko ludzkie, zmieniony
chorobotwérczo naskérek
S100A8 Kalgranulina A, MRP-8, p8, granulocyty, monocyty, mak-
MAC387, B8Ag, LI Ag, rofagi w ostrych i przewlek-
CP-10, MIF, NIE tych stanach zapalnych
S100A9 kalgranulina B, CFAGg, granulocyty, monocyty, mak-
MRP14, pl4, MAC387, rofagi w ostrych i przewlek-
B8Ag, LI Ag, MIF, NIF tych stanach zapalnych
S100A10 pil, lekki tancuch kalpakty- obszar podbtonowy réznych
ny, plO, 42C typéw komorek
S100B NEF, S100p tkanka glejowa, tkankla ttu-
szczowa
SI00C kalgizaryna miesnie gtadkie zotgdka kur-
czecia
S1 OOP tozysko ludzkie
CALB3 ICaBP, kalbindyna D9k komérki nabtonkowe jelita
cienkiego
S100F-P profilagryna komorki naskdrka
S100F-T trichohialina komaérki naskérka
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Ekspresja

zalezna

od cyklu
komérkowego

lub etapu
réznicowania

Przypuszczalna funkcja

regulacja: cyklu komoérkowego,
séw energetycznych, skurczu

proce-

regulacja cyklu komérkowego, réznico-
wanie, regulacja funkcji cytoszkieletu

réznicowanie, sekrecja, regulacja cyklu
komoérkowego i funkcji cytoszkieletu

odpowiedz na czynniki chemotaktyczne,
regulacja cyklu komdérkowego, regulacja
aktywnosci kinaz, réznicowanie

odpowiedZ na czynniki chemotaktyczne,
regulacja cyklu komérkowego, regulacja
aktywnosci kinaz

regulacja uwalniania neurotransmite-
réw, przeciwdziatanie stanom zapalnym

réznicowanie oraz regulacja: cyklu ko-

morkowego, procesdw energetycznych,

funkcji cytoszkieletu, skurczu

bufor jonéw wapnia, regulacja homeo-
stazy wapniowej

reglacja funkcji cytoszkieletu

regulacja funkcji cytoszkieletu
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mi: dehydrogenazg aldehydu 3-fosfoglicerynowego,
aneksyng IlI, aneksyng XI, kaldesmonem czy Kal-
poning nie jest dotychczas jednoznacznie wyjasnione.
Gabius i wsp. [25] oraz Zeng i Gabius
[21] wykazali, ze kalcyklina wiaze sie z kwasem
sjalowym, bedgcym jednym ze sktadnikéw tzw. bion
podstawnych tkanek, co moze potwierdza¢ obecnos¢
kalcykliny w btonach komorkowych. Poniewaz
Murphy i wsp. [45] wykazali, ze kalcyklina jest
biatkiem potgczonym z receptorem prolaktyny gru-
czotu piersiowego cztowieka mozna spodziewaé sie
udziatu tego biatka w procesach zwigzanych z regula-
cjg hormonalng.

Uwagi koncowe

Opisane w niniejszym artykule dane dotyczgce
kalcykliny pokazujg jak duzo wiadomo na temat jej
struktury, wiasciwosci i wystepowania, ijak mato na
temat rzeczywistych funkcji tego biatka. Szczeg6lnie
istotng role w poznaniu struktury kalcykliny odegraty
badania Chazina i wsp., ktérzy okreslili przy
uzyciu NMR jej strukture trzeciorzedowa. Potwier-
dzili oni wyniki uzyskane wczesniej w naszym labora-
torium, pokazujace, ze w stanie natywnym kalcyklina
wystepuje w postaci niekowalencyjnego dimeru. Kwe-
stia ta ma istotne znaczenie dla wyjasnienia funkcji
kalcykliny, gdyz niektére biatka z rodziny S-100 sg
aktywne biologiczne tylko w postaci dimeru o od-
powiedniej konformacji. Itak np. proliferacja komérek
gleju oraz r6znicowanie sie neuronéw zachodzg in
vitro pod wptywem tylko jednego z dimeréw S-100ft
i nie zachodza pod wptywem monomeru S-100(3.

Postulowany udziat kalcykliny w takich procesach
komdrkowych jak proliferacja, réznicowanie, wydzie-
lanie, regulacja hormonalna czy tez procesy zwigzane
z organizacjg cytoszkieletu opiera sie na wielu obser-
wacjach z réznych laboratoriéw, ale brak jest do-
statecznych dowodéw na to, ze kalcyklina bierze
udzial w tych procesach. Mato prawdopodobny jest
rowniez udziat kalcykliny we wszystkich wspomnia-
nych wyzej procesach chyba, ze petnitaby ona role
czynnika buforujgcego Ca2+. Problem czy kalcyklina
petni role takiego czynnika czy tez jest sensorem, ktéry
po aktywacji komérki przenosi sygnat na inne biatka
efektorowe pozostaje do wyjasnienia.

Badanie kalcykliny iinnych biatek S-100 jest zagad-
nieniem pasjonujagcym i doprowadzi zapewne w naj-
blizszym czasie do wyjasnienia funkcji tych biatek
w komdrce. Oprdcz kalcykliny znanych jest 15 biatek
S-100 o roznej specyficznosci komorkowej i pojawiajg-
cych sie na roznych etapach rozwoju komaérki (Tab. 2).
Jakie mechanizmy sg odpowiedzialne za komdrkowo
specyficzne wystepowanie tych biatek? Odpowiedz na
to i inne pytania przyniosg badania regulacji ekspresji
genéw biatek S-100 oraz badania ich interakcji z biat-
kami docelowymi in vivo. Planujemy uczestniczy¢
w tego typu badaniach, a w szczegdlnosci zamierzamy
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bada¢: rekombinowane biatka S-100 i ich zmutowane
formy, komaérki transfekowane plazmidami kodujacy-
mi te biatka, zwierzeta transgeniczne lub zwierzeta
infekowane wektorami wirusowymi zawierajgcymi
gen kalcykliny lub geny innych biatek S-100. Wiedza
na ten temat moze by¢ w przysztosci wykorzystana
w praktyce do ukierunkowanej komorkowo ekspresji
genéw.
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Nauczycielom pisania

Po raz pierwszy uczylem sie pisa¢ w szkole podstawowej, w ktérej dyrektorkg i polonistkg
w jednej osobie byta pani Genowefa Starzykowa. Lubita Ona by wypracowania byty diugie
i kwieciste. Ale ja wolalem graé¢ w pitke nozna. Po raz drugi uczylem sie pisa¢ w liceum
ogo6lnoksztalcgcym, w ktéorym polonistkg byta pani profesor Maria Bagbalina. Wymagata ona by
wypracowania byly krétkie irzeczowe. Aleja wolatem gra¢ na gitarze. Po raz trzeci uczylem sie pisaé
gdy przyniostem do redakcji ,Postepéw Biochemii” swéj pierwszy maszynopis. Ale wtedy juz
wolatem by artykut przyjeto do druku... Okazato sie jednak, ze to co wedtug mnie byto gotowym
maszynopisem, byto tylko zbiorem informacji wymagajgcych radykalnych zmian i poprawek.
Poprawiony przez Redaktora ,Postepéw Biochemii” tekst roit sie od stusznych sugestii, zmian,
znakéw zapytania przy zargonowych lub angielsko-jezycznych okresleniach. | cho¢ nie bylo to
mitym przezyciem dla mego ,ego”, to dzieki temu, ze wszystkie uwagi byly pelne zyczliwosci
i fachowej rzetelnosci, przyjatem je bez problemu. Nastepna wersje pracy spotkat ten sam zyczliwy
profesjonalizm, i kazdy — kto przez to przeszedt — wie, ze nie byfa to ostatnia wersja mojej pracy.
Ale dzieki temu artykut w ostatecznej wersji byt taki jak by¢ powinien: napisany poprawng
polszczyzng, bez zargonu laboratoryjnego, zawierat istotne informacje i byt zrozumialy dla nie
specjalistow. Byt to rok 1979. Zyczliwg Redaktorka, ktdra zajmowata sie wtedy moim artykutem,
i tak wiele mnie nauczyta, byta pani Profesor Zofia Zielinska. Bardzo dziekuje Pani Profesor!

Od tego czasu mineto juz siedemnascie lat, a od objecia przez pania Profesor Zielinska funkcji
Redaktora Naczelnego — prawie ¢wieré wieku. 24. rok w stuzbie stowa, w stuzbie poprawnego
porozumiewania sie biochemikéw. Jesli rocznie drukowano w ,Postepach Biochemii” 25—30
artykutow, to przez 23 lata byto ich ponad 600! A przeciez, stanowi to mniej wiecej 50% tych
artykutow, ktére docierajg do Redaktora Naczelnego, reszta nie zostaje przyjeta do druku. Jesli tak
liczy¢, ajest to wyliczenie ostrozne, przez rece pani Profesor Zielinskiej przeszio 1200 artykutow
przegladowych ze wszystkich dziedzin nauki zwigzanych z biochemig i biologia molekularng!
Kazdy artykut to co najmniej 20 stron tekstu, czyli... po raz pierwszy uczylem sie matematyki.
W Postepach opublikowano ponadto wiele regut polskiego stownictwa biochemicznego, wykaz
nazw enzymoéw, leksykon wprowadzanych aktualnie terminéw biochemicznych, recenzje blisko
150 ksigzek, liczne materialy biograficzne oraz nie dajace sie zliczy¢ sprawozdania.

Przed kilkoma tygodniami otrzymatem kolejny zeszyt ,Postepow Biochemii” (4/95) iz zacieka-
wieniem spojrzatem na spis treSci. Znalaztem w nim m.in. takie tytuty: ,Czy znamy juz gen Smierci?”,
.Diagnostyka molekularna”, ,Terapia genowa”; czyli najbardziej ,gorgce” tematy wspobiczesnej
biologii. Tre$¢ i forma graficzna tych i innych artykutéw okazata sie by¢ réwnie ciekawa, na
wysokim poziomie merytorycznym i redakcyjnym. Stowem — jest to bardzo dobry, naukowo
znaczacy, zbiér artykutdw przegladowych. Co réwnie istotne, poprzednie zeszyty ,Postepéw
Biochemii” reprezentowaly podobnie wysoki poziom. Wszystko to swiadczy o tym, ze Redakcja
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wypracowata juz wiasciwg formute pisma, a Autorzy dostarczajg odpowiednio dobry materiat.
Cieszy to ogromnie, bo kwartalnik ,Postepy Biochemii" na naszym rynku wydawniczym ma do
spetnienia bardzo istotne funkcje.

Po pierwsze, stanowi zbior artykutdow przegladowych na temat wspéiczesnych zagadnien
biochemii i biologii molekularnej, czytany iwykorzystywany nie tylko przez pracownikow nauki, ale
rowniez przez studentéw. Artykuty te sg czesto wykorzystywane przez pracownikéow dydaktycz-
nych szkét wyzszych. Kilka razy osobiscie doswiadczytem mitej satysfakcji, gdy nie znani mi
wczedniej miodzi pracownicy naukowi wspominali moje artykuty z ,Postepéw Biochemii”,
z ktérymi zapoznali sie w czasie studiow. Niektdrzy z nich, czasem studenci drugiego lub trzeciego
roku studiéw, publikujg w ,Postepach Biochemii" znakomite artykuty. |Ito jest dodatkowy aspekt
dydaktycznej funkcji ,Postepdédw Biochemii". Jest to miejsce, gdzie miodzi, utalentowani ludzie
mogg opublikowaé¢ swe pierwsze artykuly naukowe, opisujgc zagadnienia, ktére ich interesujg
i ktérymi chcg sie zajmowacé. Mogac uzyskaé zyczliwg pomoc i rady od Redaktorow tej klasy co
profesorowie Andrzej Jerzmanowski, Grazyna Palamarczyk i Zofia Zielinska autorzy ci szybciej
opanowuja trudng sztuke pisania. A bez umiejetnosci panowania nad stowem pisanym i méwio-
nym, zaden uczony nie moze wypetni¢ waznej spotecznie funkcji. Nie moze wtasciwie przekazaé
swej wiedzy, ani miodszemu pokoleniu pracownik6w naukowych, ani specjalistom z innych
dziedzin, ani spoteczenstwu.

Po drugie, oprécz funkcji dydaktycznych ,Postepy Biochemii" majg do speinienia istotng funkcje
jaka jest kreowanie i wspieranie polskiej terminologii w nowych gateziach nauk biologicznych.
Gdyby nie istnienie tego forum ksztaltujacego standardy w nazewnictwie, wprowadzajgcego
polskie lub spolszczone terminy, nasze rozmowy laboratoryjne i teksty pisane po polsku peilne
bytyby angielskich stéw, zargonowych okreslen, réznie lub niewtasciwie ttumaczonych terminéw,
okreslen niezgodnych z miedzynarodowymi ustaleniami. Stata wspoéipraca Redakcji z panig
Profesor Janing Kwiatkowskg ma dla spetnienia tej misji szczegllne znaczenie. ,Postepy
Biochemii” sg trwalym i istotnym punktem odniesienia dla polskiej terminologii biochemicznej
i biologii molekularnej. Pani Profesor Zielinska jest autorytetem w wielu kwestiach jezykowych, do
ktérego stale zwracajg sie zarbwno miodzi jak i starsi pracownicy naukowi.

Trzecig funkcjg ,Postep6w Biochemii” jest tworzenie forum dla wymiany mysli i informacji
dotyczacych Srodowiska, takich jak informacje o dziatalnosci Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego, o krajowych i miedzynarodowych zjazdach naukowych i szkotach, o problemach wydaw-
niczych i o ofertach pracy.

Obecny wysoki poziom ,Postepédw Biochemii" cieszy mnie nie tylko dlatego, ze doceniam wage
tego czasopisma i potrzebe jego istnienia. Cieszy mnie rowniez dlatego, iz bytem jednym ze
wspotorganizatorow wielu zmian w piSmie i redaktorem wspoétodpowiedzialnym za pierwsze
zeszyty zmodernizowanych ,Postepéw Biochemii". Razem z Panig Profesor Zielinska — Redak-
torem Naczelnym i mgr Bozeng Szymanowska — Redaktorem Technicznym — i majgc zyczliwe
poparcie éwczesnej Prezes Towarzystwa pani Profesor Zofii Porembskiej — doprowadzilismy do
tego, ze pismo, ktére byto wydawane w nieatrakcyjnej szacie graficznej i formacie (kto jeszcze
pamieta mate, zielone ksigzeczki?) zaczeto by¢ wydawane w formacie A4, w kolorowych oktadkach
i zkolorowymi reklamami. W 1989 roku kwartalnik miat dwuletnie zalegtosci, ale doprowadziliSmy
do tego, iz wszystko co zostalo wczes$niej przyjete do druku zostalo opublikowane i ze nowo
przyjmowane artykuty byly drukowane na biezgco. Rezygnacja ze wspotpracy z PWN i bezposredni
kontakt z Drukarnia Naukowo-Techniczna, stworzenie witasnego zespotu redakcyjnego, wprowa-
dzenie limitu na diugos$¢ artykutéw, rezygnacja z Rady Programowej na rzecz publikowania
nazwisk recenzentéw i wiele innych drobniejszych zmian zostalo wprowadzonych z myslg
0 wydawaniu lepszego pisma. Obecny zespét redakcyjny: Jolanta Grzybowska, Andrzej Jerz-
manowski, Grazyna Palamarczyk, Anna Szakiel, Barbara Zarzycka i Zofia Zielinska tworzy
wysmienite pismo, w ktérym interesujgce artykuty opisujg najnowsze problemy biochemii i biologii
molekularne;j.

Od moich pierwszych kontaktéw z Redakcjg ,Postepéw Biochemii" i osobiscie z Panig Profesor
Zielinska mineto wiele lat. Zmienito sie pismo, natomiast Pani Profesor pozostata taka sama:
ogromnie zyczliwa ludziom, skromna, pracowita i rzetelna w swej pracy, choc jest to przeciez caly
czas praca spoteczna. Jej ogromny profesjonalizm jezykowy i redakcyjny idzie w parze z odwagag
lpatriotyzmem. W czasach, gdy polityka wtrgcata sie rowniez i do zycia naukowego nietatwo byto
przemyci¢ informacje o wielkich Polakach, biochemikach, ktérzy zgineli na Wschodzie. Niewiele
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0s6b wie, ile serca i pracy wiozyta Pani Profesor w to by ukazaly sie artykuly o Jakubie Parnasie.
Podziwiam réwniez u Pani Profesor miodzienczg odwage i otwarto$¢ na zmiany i nowosci. To
miedzy innymi dzieki tym cechom mozliwe byto przetamanie oporu niektérych oséb, ktére chciatly,
by ,Postepy Biochemii” byly takie jak dawniej. Mysle, ze ta otwarto$¢ na zmiany doprowadzi do
tego, ze nie tylko na naszych biurkach bedziemy mieli coraz lepsze numery naszego pisma, ale
rowniez, ze juz niedlugo bedziemy czyta¢ artykuly z ,Postepow ..” na ekranach naszych
monitoréw. ,Postepy Biochemii” w Internecie? Czemu nie, z Panig Profesor nawet konie ...

Jacek Kuzmicki

Drodzy Czytelnicy

Materiaty przedstawione w biezacym zeszycie nie uszlty, oczywiscie, mej redaktorskiej uwadze.
Niektore z nich zdgzytam przejrze¢ lub przeczytaé jeszcze przed ztozeniem w drukarni.

Dedykacje sg mite i wzruszajace. Bogactwo za$ tematyczne i merytoryczne artykutdow skiania do
refleksji. Nasz kwartalnik jest dzietem wielu os6b. Przede wszystkim Autoréw, ktérzy zafascynowani
odkryciami wspotczesnej biologii przysytali do Redakcji ,Postepéw Biochemii" artykuly i recenzje
ksigzek, lub przekazywali ttumaczenia zasad stownictwa biochemicznego, materiaty biograficzne,
informacyjne i sprawozdawcze. Takze, oczywiscie, Redaktorow. Warto tu wspomnie¢, ze pierwsze
zeszyty ,Postep6w Biochemii" ukazaly sie w potowie lat pie¢dziesigtych. Redaktorem byt wéwczas
Jozef Heller, zastepcami Irena Chmielewska i Jerzy Medulski, sekretarzem zas Maria Piechowska.
Nastepnie kolejnymi redaktorami byli Irena Chmielewska i Witold Brzeski, oraz Zofia Lassota i Maria
Monika Jezewska, a w pracach adiustatorskich i korektorskich wspomagali ich Barbara Buthak-
Jachymczyk, Ewa Lityriska i Andrzej Rabczenko. Wiecej danych o poczatkach kwartalnika mozna
zalez¢ w 12-tym jego tomie z 1966 roku, str. 3.

Gdy w 1973 roku podejmowalam obowigzki redaktora naczelnego kwartalnika — za zgodag
Zarzagdu Giléwnego Towarzystwa Biochemicznego jako Wydawcy — utworzytam kilkuosobowy
zespot redakcyjny. Sktad zespotu zmienial sie z biegiem lat. Byli to, podaje wedilug alfabetu:
Wojciech Ardelt, Barbara Czartoryska, Edward Czuryto, Magdalena Fikus, Barbara Grzelakow-
ska-Sztabert, Danuta Hulanicka, Witold Jachymczyk, Andrzej Jerzmanowski, Jacek Kuznicki,
Stanistaw Lewak, Piotr Mastowski, Grazyna Palamarczyk, Joanna Rytka, Jolanta Skangiel-
-Kramska, Anna Szakiel, Irena J. Szumiel, J6zef Zborowski. Sekretarzami Redakcji oraz Adiustato-
rami byli kolejno: Malgorzata Balinska, Andrzej Wieraszko, Malgorzata Skup, Joanna Tepihska-
-Gondowicz, Bozena Kaminska, Matgorzata Szyszko, Bozena Szymanowska, aobecnie sg: Jolanta
Grzybowska, Krystyna Jesiotr i Barbara Zarzycka. Kazdy z nich wspdéidziatat w redagowaniu
kwartalnika wedtug swej wiedzy, specjalnosci i talentéw. A ilez pismo zawdziecza kompetenciji
Recenzentéw i ich gotowosci do wspotpracy z Redakcja.

MyS$le, ze moge, Drodzy Czytelnicy, w Waszym i swoim imieniu serdecznie podziekowac
wszystkim: Autorom, Redaktorom, Recenzentom, Adiustatorom i Sekretarzom za spoteczna,
przyjazng wspotprace w tworzeniu naszego kwartalnika.

Ze swej strony szczegolnie dziekuje Autorom i Redaktorom biezgcego — urodzinowego zeszytu.

Zofia Zielinska
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WskazowkKi
dla autorow

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

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

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

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na
rozdziaty i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuty tworza
spis tresci. Zgodnie z przyjeta konwencja rozdziaty nosza
cyfry rzymskie podrozdziaty odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 1-1, I-2. Poprawno$¢ logiczna i stylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznacznos$¢ i czytelnosé. Autorzy
przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ograniczaé¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skrétéw, nawet jezeli bywajg uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac
podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjne-
mu. Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrocenia tekstu
iwprowadzenie zmian nie wptywajacych na tres¢ pracy,
deklaruje tez gotowos$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

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

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazéwek szczegbétowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostron-
nie czcionka wielkosci standartowej, z podwdjng inter-
linia, z lewym marginesem ok. 4 cm
W tek$cie nie nalezy stosowac¢ zadnych podkreslen, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej moga Autorzy zaznaczy¢ otéw-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w tekscie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisa¢ otowkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana,

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

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 auto-
row iich miejsce pracy z adresem pocztowym oraz wykaz
stosowanych skrotow.

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

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$émiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w teks$cie, zaznacza sie je
liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe,
np. [3,7,9,— 26], Odnos$niki bibliograficzne winny miec
nowag uproszczong forme. Spos6b cytowania czasopism
(1), monografii (2), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych
(3), rozdziatbw z tomow serii opracowanej przez tych
samych redaktoréow (4), rozdziatéw z tomoéw serii opraco-
wanych przez réznych redaktoréw (5) wskazuja ponizej
podane przyktady:
1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Bio-
phys Acta 631: 499— 502
2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chro-
mosome, Elsevier, North-Holand, Amsterdam
3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of
Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
541-553
4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red)
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier
North-Holland Amsterdam, str 1-77
5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red)
Research Monographs in Cell and Tissue Physiolo-
gy, t 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukcji
Fotografie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wyko-
nane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy
wykona¢ tuszem na bialym papierze lub kalce technicznej
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od
przysztej reprodukecji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzace
do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejsza niz
5 mm. Na rysunkach nie naley umieszcza¢ opiséw stow-
nych, lecz postugiwac sie skr6tami. Osie wykreséw winny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o sto-
pniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. llustracji me
nalezy wtgcza¢ w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio
ponumerowac: tabele iryciny noszg cyfry arabskie, wzory
za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otéwkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryci-
ny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny
by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem iewentualnie takze
niezbednymi objasnieniami. Stowne objasnienia znakéw
graficznych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysun-
kowe zas jedynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia
rycin sporzgdza sie w postaci oddzielnego wykazu. llust-
racje nalezy podpisa¢ nazwiskiem pierwszego z autorow
i pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczyé¢ ,go-
ra-dot” (otéwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnet-
rzng spoisto$s¢ artykutu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin izbiorczych tabel na podstawie danych
z piSmiennictwa.

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

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

02-093 Warszawa
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