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ARTYKULY

Nobel nierychliwy, ale sprawiedliwy: odkrycie restrykcji
MHC nagrodzone po 22 latach (Nagroda Nobla w dziedzi-
nie fizjologii lub medycyny w roku 1996)

Better late than never: Discovery of MHC restriction awarded

with Nobel

Prize after twenty two years (Nobel

Prize In

Physiology or Medicine for 1996)

PIOTR KUSNIERCZYK*

Spis tresci:

1. Wstep

1. Co wiedziano przed odkryciem Doherty’ego i Zin-
kernagla
I1-1. Limfocyty Bi T
11-2. Gtéwny kompleks zgodnosci tkankowej (MHC)
11-3. Biologiczna rola MHC

I11.  Krétkie zyciorysy laureatow

IV.  Odkrycie restrykcji MHC

V. Konsekwencje odkrycia Zinkernagla i Doherty’ego:
Dalszy rozwdj badah nad rozpoznawaniem antygenu
przez limfocyty T

VI.  Zakonhczenie

Wykaz stosowanych skrétéw: H-2 — gtéwny kompleks
zgodnosci tkankowej myszy (histocompatibility-2); Ir — zdol-
no$¢ do odpowiedzi odpornosciowej (immune response);
LCMV — wirus limfocytarnego zapalenia splotu naczynio-
wego i opon moézgowych; MHC — gtéwny kompleks
zgodnosci tkankowej (major histocompatibility complex):
TCR — receptor limfocytu T (Tceli receptor).

1 Wstep

10 grudnia 1996 r. w Sztokholmie Peter C. Dohe -
rty (obecnie profesor na Wydziale Nauk Medycznych
na Uniwersytecie Stanu Tennessee) i Rolf M. Zin-
kernagel(obecnie dyrektor Instytutu Immunologii
na Uniwersytecie w Zurychu) odebrali Nagrode Nobla
w dziedzinie fizjologii lub medycyny [1]. W ten sposéb
po 22 latach uhonorowano tym najbardziej prestizo-
wym odznaczeniem odkrycie, jak uktad odpornos-
ciowy rozpoznaje komorki zakazone wirusem. Miano-

* Doc. dr hab., Laboratorium Immunogenetyki, Zaktad
Immunologii Klinicznej, Instytut Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, PAN, ul. Weigla 12,
53-114 Wroctaw; E-mail: pkusnier@immuno.iitd.pan.wroc.pl
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VI. Epilogue

wicie Doherty i Zinkernagel stwierdzili, ze
zabijanie mysich komorek zakazonych wirusem przez
limfocyty uczulone (tzn. pobrane od myszy zakazo-
nych tym samym wirusem) zachodzi tylko wtedy, gdy
limfocyty mogg rozpozna¢ na zabijanych komdrkach
nie tylko wirus, lecz takze wiasne czasteczki gtéwnego
kompleksu zgodnos$ci tkankowej (MHC, od Major
Histocompatibility Complex) [2, 3]. Wkrdétce okazato
sie, ze mechanizm ten, polegajacy na jednoczesnym
rozpoznaniu czasteczki obcej (antygenu) i wiasnej
(MHC), nie ogranicza sie do odpornosci przeciw-
wirusowej, lecz stanowi powszechny mechanizm roz-
poznawania obcych i wiasnych struktur przez lim-
focyty T. Rozpoznanie obcego antygenu wytgcznie
w ,kontekscie” wiasnej czasteczki MHC nazwano
restrykcja MHC (MHC restriction) [4],

Il. Co wiedziano przed odkryciem Doher-
ty’ego i Zinkernagla

I1-1. Limfocyty Bi T
Limfocyty T, o ktérych byta mowa wyzej, stanowig
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bardzo wazny element odpornos$ci organizmu. Odpor-
no$¢ ta objawia sie tym, ze wiekszo$¢ z nas na ogo6t
pozostaje wdobrym zdrowiu mimo, izzyjemy w $rodo-
wisku petnym zarazkéw, pasozytoéw itp. Rozrézniamy
odpornos$é wrodzong i nabytg [5]. Odpornos¢ wro-
dzona jest nieswoista i nie wigze sie bezposrednio
z tematem tego artykutu. Stanowi ona pierwszg zapore
dla intruzéw i w wiekszosSci wypadkéw skutecznie
broni nas przed zakazeniem.

Zdarza sie jednak, ze w sprzyjajgcych dla siebie
warunkach patogenny drobonustréj (wirus, bakteria,
grzyb) lub pasozyt (robak) przetamie bariery odporno-
§ci wrodzonej, wtargnie do ustroju, zacznie namnazac
sie i atakowa¢ tkanki. Wéwczas, z pewnym op6z-
nieniem, ,rusza do ataku” odpornos$¢ nabyta. Op6z-
nienie wynika z faktu, ze struktury intruza (antygeny)
odmienne od wiasnych sktadnikOéw ustroju muszg
zosta¢ rozpoznane jako obce przez limfocyty (wyspec-
jalizowane komérki posiadajgce odpowiednie swoiste
receptory). Nastepnie limfocyty te muszg sie namnozy¢
przez szereg podziatdw komérkowych, a wreszcie
przejs¢ w stadium dojrzate, zdolne do unieczynnienia
lub likwidacji patogenu.

Od lat szes$c¢dziesigtych znano dwie, funkcjonalnie
odmienne, grupy limfocytéw: komérki B, dojrzewajace
w szpiku kostnym u ssakéw, a w kaletce Fabrycjusza
u ptakoéw, oraz komérki T, dojrzewajace w grasicy [5,
6]. Komoérki B produkuja przeciwciata (immuno-
globuliny) uwalniane do osocza krwi i niektdrych
innych ptyndw ciata. Immunoglobuliny tkwig takze

czone w ptynach ciata badz znajdujgce sie na powierz-
chni obcych komérek, np. bakteryjnych. Kazdy lim-
focyt B posiada tylko jeden rodzaj receptora (im-
munoglobuliny) o okreslonej swoistosci, tj. rozpo-
znajacy dany antygen, lecz nie reagujacy z innymi,
niespokrewnionymi antygenami. Zapobiega to zaan-
gazowaniu sie wszystkich lub bardzo wielu komérek
B w odpowiedz na dany patogen, co grozitoby szkod-
liwymi skutkami ubocznymi nadmiernego odczynu
odpornosciowego. Komorki o tej samej swoistosci
immunoglobulin wywodzace sie z tej samej komorki
wyjséciowej nazywamy klonem komoérkowym. Proce-
sem, ktéry doprowadza do powstania receptora o da-
nej swoistosci jest rearanzacja genow immunoglobuli-
nowych?2, za ktérej odkrycie [9] Susumu Tonega-
wa otrzymat Nagrode Nobla w 1987 r. (patrz Tab. 1).
Tak wiec, wytwarzajac przeciwciata wydzielane do
ptyndéw ciata (gtéownie do osocza krwi), limfocyty
B stanowig gtowny element swoistej, nabytej odporno-
§ci humoralnej (gr. humor = phyn). Odporno$é taka
mozna przeniesé z osobnika na osobnika za pomoca
surowicy (np. bierne uodpornienie ludzi za pomocg
surowicy przeciwtezcowej [5, 10]).

Z kolei limfocyty T sg odpowiedzialne za swoistg
odporno$¢ komérkowa, tj. taka, ktérg mozna prze-
nie$¢ zjednego organizmu do drugiego nie za pomocg
surowicy, lecz przez przeniesienie komdrek (a Scislej
limfocytow T). Wiedziano, ze limfocyty T bardzo silnie
odpowiadaja na niezgodne (inne niz ich wiasne) anty-
geny gtownego kompleksu zgodnosci tkankowej,

Nagrody Nobla przyznane w dziedzinie fizjologii lub medycyny za osiggniecia w badaniach immunologicz-

Osiagnigcia

Tabela 1.
nych

Rok Laureaci

1901 E. A. v. Behring (Niemcy)

1908 1.1. Miecznikéw (Rosja) i P. Ehr-
lich (Niemcy)

1913 C. R. Richet (Francja)

1919 J. Bordet (Belgia)

1930 K. Landsteiner (Austria)

1951 M. Theiler (USA)

1960 F. M. Burnet (Australia) i P. B.
Madawar (W. Brytania)

1972 G. M. Edelman (USA) i R. R
Porter (W. Brytania)

1980 B. Benacerraf (USA), J. Dausset
(Francja) i G. D. Snell (USA)

1984 N. K. Jerne (W. Brytania), G. J. F.
Koehler (RFN) i C. Milstein (Ar-
gentyna)

1987 S. Tonegawa (Japonia)

1996 P. C. Doherty (Australia) i R. M.

Zinkernagel (Szwajcaria)

Bierne uodpornienie surowicg odpornosciowa
Miecznikéw: komoérkowa teoria odpornosci (fagocyty);
Ehrlich: pierwsze og6lne teorie odpornosci swoistej
i autotolerancji

Pierwsze doswiadczalne wykazanie anafilaksji
Hemoliza z udziatem przeciwciat i dopetniacza
Uktad grup krwi ABO i prosty test do ich okreslania
przed transfuzja

Szczepionka przeciw zottej febrze

Burnet: teoria selekcji klonalnej i tolerancji; Medawar:
doswiadczalne potwierdzenie tych teorii

Budowa czasteczki immunoglobiny

Gtéwny kompleks zgodnoéci tkankowej myszy (H-2)
i cztowieka (HLA)

Jerne: teorie rozwoju i regulacji uktadu odpornos-
ciowego; Koehler i Milstein: produkcja przeciwciat
monoklonalnych

Genetyka immunoglobulin

Restrykcja MHC

Opracowano wg [26] i Encyklopedii Powszechnej PWN, t. 3, 1975 i t. 5, 1988.

w btonie komorkowej Ilmfocytow B stanOWIa,c ich

receptory rozpoznajace antygen. L|mfocyty B moga
rozpoznawaé antygeny w postaci natywnej, rozpusz-
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Rearanzacla gendw |mmunoglobullnowych zostafa ostat-
njo0 wielokrotnie oméwiona w piSmiennictwie polskim

5, 7, 8].
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MHC. Oprocz testéw in vivo, stosowanych od kilku-
dziesieciu lat do badania odpornosci komérkowej,
takich jak odrzucanie przeszczepéw nowotworowych
oraz przeszczepéw skory i innych tkanek prawi-
dtowych, wprowadzono juz w owym czasie metody in
vitro. Nalezg do nich: test mieszanej hodowli lim-
focytow, w ktérym mierzy sie odpowiedz proliferacyj-
ng limfocytdw jednego osobnika (lub szczepu wsob-
nego zwierzat doswiadczalnych, w ktérym wszystkie
osobniki sg teoretycznie jednakowe) na antygeny (zwa-
ne alloantygenami) drugiego osobnika (lub szczepu
wsobnego) oraz test cytotoksycznosci komérkowej,
mierzacy zabijanie (lize) komé6rek docelowych przez
limfocyty T cytotoksyczne [4]. Poza bezposrednig
funkcjg tzw. efektorowag, czyli efektem cytotoksycznym
(zabijaniem komorek docelowych) limfocyty T spet-
niajg wazne funkcje regulujgce dziatanie uktadu od-
pornosciowego. Przede wszystkim limfocyty T okazaty
sie niezbedne (jako tzw. komdrki T wspomagajace,
helper T cells) dla wytwarzania przeciwciat przez
limfocyty B przeciw ogromnej wiekszosci antygenow
[5, 6]. Wiadomo byto, ze podobnie jak limfocyty B,
limfocyty T cechuje klonalnie rozdzielona swoisto$é
wobec rozpoznawanych antygenéw, cho¢ molekularne
podtoze tej swoistosci nie byto jeszcze znane.

11-2. Gtdwny kompleks zgodnosci tkankowej
(MHCQC)

Gtowny kompleks zgodnosci tkankowej (MHC),
ktéry juz kilkakrotnie tu wspomniano, zostat opisany
u myszy, cztowieka, innych ssakéw oraz innych krego-
wcow, nie wytaczajac ptazow i ryb [4, 11, 20, 27, 28].
Jest to zespdt Scisle sprzezonych ze soba genow,
kodujacych czasteczki wystepujace na powierzchni
komorek. Podstawg do identyfikacji antygendéw kodo-
wanych przez MHC byta przede wszystkim reakcja
odrzucania przeszczepu in vivo (najpierw przeszczepow
komérek nowotworowych, pézniej takze przeszcze-
péw skdry iinnych tkanek inarzaddw), a nastepnie jej
odpowiedniki in vitro (jak juz wspomniano wyzej,
mieszana hodowla limfocytéw i cytotoksycznos$¢ ko-
mérkowa). Jednoczes$nie zaczeto produkowaé surowi-
ce odpornosciowe, pozwalajace okresla¢ antygeny
zgodnosci tkankowej w serologicznym tescie cytotok-
sycznym z udziatem dopetniacza — metodzie znacznie
szybszej i tanszej niz metody komorkowe. Testy sero-
logiczne i komdrkowe wykazaty ogromng réznorod-
no$¢ (polimorfizm) antygenéw MHC; stwierdzono to
u myszy, ludzi i wiekszosci innych zbadanych gatun-
kéw kregowcow. Polimorfizm ten polega na wystepo-
waniu w obrebie gatunku bardzo wielu allelicznych
form genu kodujgcego dang czasteczke MHC, przy
czym kazdy z tych alleli wystepuje w populacji osob-
nikdw tego gatunku ze wzglednie niska czestoscig. Np.
mysi MHC, zwany H-2, wystepuje w bardzo wielu
postaciach allelicznych oznaczanych matymi literami
alfabetu, np. H-2b H-2d, H-2kitd. Zastosowanie suro-
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wic pozwolito réwniez wyizolowaé czasteczki MHC
i scharakteryzowac je biochemicznie jako glikoprotei-
ny [4].

11-3. Biologiczna rola MHC

Do czasu odkrycia przezDoherty’ego i Zin-
kernagla zjawiska restrykcji MHC rola biologicz-
na tego kompleksu i znaczenie jego polimorfizmu nie
byty znane. Gtéwne zjawisko obserwowane w zwigzku
z MHC, bezposredni powdd jego odkrycia — od-
rzucanie przeszczepéw odmiennych genetycznie od
gospodarza — jest sytuacjg sztuczng. Wiedziano juz
wprawdzie, ze zdolno$¢ ustroju, a Scislej jego lim-
focytow T, do odpowiedzi na proste syntetyczne
antygeny peptydowe, a nawet na niektdre natywne
antygeny biatkowe, jest regulowana przez geny sprze-
zone z MHC, tzw. geny zdolnosci do odpowiedzi
odpornosciowej, Ir (Immune response) [4], lecz nie
znano mechanizmu tej regulacji.

W ciggu dziesieciolecia poprzedzajgcego doswiad-
czenia Zinkernagla i Doherty’ego inni ba-
dacze wielokrotnie byli juz o krok od dokonania
odkrycia restrykcji MHC, lecz za kazdym razem
obowigzujgce w owym czasie teorie powstrzymywaty
ich przed postawieniem ,kropki nad i”. Pierwszym
takim momentem byto odkrycie wspomnianych juz
gendw Ir (odpowiedzi odpornosSciowej). Nawet wy-
krycie najwazniejszych genéw Ir w obrebie MHC nie
pozwolito immunologom skojarzy¢ tych faktow i wy-
sung¢ hipotezy, ze geny Ir igeny MHC sg tym samym.
Przeciwnie, wysuwano nawet teorig, ze geny Ir kodujg
receptor antygenu na limfocycie T [4],

Drugim momentem byto spostrzezenie, ze odpor-
no$¢ niektérych szczepéw myszy na pewne wirusy
chorobotwdrcze jest zwigzana z MHC. Trzecim — wy-
kazanie, ze wspdtpraca limfocytéw T z innymi kom@r-
kami uktadu odpornosciowego (makrofagami, lim-
focytami B), konieczna dla rozwoju wielu typow
odpowiedzi humoralnej i komdrkowej, wymaga zgod-
nosci w MHC [4].

W wielu dyscyplinach nauki S$wietnych odkry¢
dokonali badacze, ktérzy dopiero wkroczyli do danej
dziedziny inie mysleli wedtug schematéw narzuconych
przez aktualnie obowigzujgce teorie, tak jak ludzie
pracujgcy na tym polu od lat [12]. Podobnie byto
w naszym przypadku: Zinkernagel i Doherty
byli mtodymi ludZzmi tuz po doktoracie, byli jeszcze
obaj nowicjuszami w immunologii, a w dodatku
pracowali w wielkim geograficznym oddaleniu od
gtéwnych osrodkéw naukowych.

I1l. Krotkie zyciorysy laureatow

Peter C. D o herty, Australijczyk, ukonczyt medy-
cyne weterynaryjna i po krotkiej praktyce w stanowej
uczelni weterynaryjnej w Brisbane wyjechat na stypen-

dium doktoranckie do Instytutu Badawczego More-
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dun w Edynburgu (Szkocja). Uzyskal tam stopien
doktora za badania nad wirusowymi chorobami
owiec, problemem o ogromnym znaczeniu dla gos-
podarki australijskiej. Nastepnie powrécit do Austra-
lii, gdzie uzyskat zatrudnienie w Szkole Badan Medy-
cznych im. Johna Curtina w Canberra. Tam tez
wkrotce przybyt, do tego samego laboratorium, sty-
pendysta Zinkernagel i wdwczas zaczeli praco-
wacé razem.

Rolf M. Zinkernagel, Szwajcar, ukonczyt me-
dycyne w Bazylei, zamierzajac pierwotnie zostaé chi-
rurgiem. Jednakze po kilkumiesiecznym stazu w klini-
ce chirurgicznej odstgpit od tego zamiaru i zrobit kurs
immunologii. Po doktoracie, zainteresowany choroba-
mi zakaznymi, ztozyt podanie o staz podoktorski
w Szkole im. Johna Curtina, uzyskat stypendium i po
przyjezdzie do Australii nawigzat wspotprace z D o -
hertym [4].

IV. Odkrycie restrykcji MHC

WKkrotce po rozpoczeciu wspolnej pracy Doher -
ty i Zinkernagel przeczytali artykut donoszacy,
ze odporno$¢ na wirusa limfocytarnego zapalenia
splotu naczyniowego i opon moézgowych (LCMV
= Lymphocytic ChorioMeningitis Virus) u myszy jest
zwigzana z genem Ir sprzezonym z MHC. LCMYV jest
zasadniczo nieszkodliwy dla myszy, o ile nie wstrzyk-
nie sie go bezposrednio do mdzgu. Woéwczas zakaza
komarki wyscielajgce jamy moézgu irdzenia i powodu-
je Smier¢ zwierzecia. BezposSrednim powodem $mierci
nie jest jednak sam wirus, lecz wywotana przezen
komérkowa odpowiedz odpornosciowa: cytotoksycz-
ne limfocyty T zabijajg zakazone komérki rozpoznajac
na nich antygeny wirusa. W ten sposéb zniszczona
zostaje bariera krew-mozg i nastepuje brak rdwnowagi
osmotycznej w ptynach otaczajacych moézg [4].

Zinkernagel i Doherty postanowili spraw-
dzié¢, czy odpornos$¢ na zakazenie LCM Vjest zwigzana
ze zdolnoscig (lub jej brakiem) do wytwarzania cyto-
toksycznych limfocytow T skierowanych przeciw temu
wirusowi. W tym celu zakazali domézgowo wirusem
rézne dostepne im szczepy myszy, a po tygodniu
pobierali od nich limfocyty $ledziony i sprawdzali in
vitro ich zdolno$¢ do zabijania zakazonych LCMV
komorek fibroblastycznej linii L, znakowanych chro-
mem 51 (byty to jedyne komdrki docelowe stosowane
w owym czasie w tamtejszym laboratorium). Myszy
wszysikich badanych szczepdw, niezaleznie jakie po-
siadaty MHC, ginety wskutek zakazenia wirusem (czyli
nie potwierdzito sie pierwotne doniesienie). Ale ku
zaskoczeniu Zinkernagla i Doherty’ego za-
kazone komorki L (H-2K byty zabijane wytgcznie
przez limfocyty od zakazonych myszy ze szczepow
posiadajagcych H-2k ale nie przez limfocyty od szcze-
péw o innym H-2 [2] (Rye. 1A). W tej samej pracy
autorzy wykazali, ze zakazone LCM V makrofagi H-2d
byty zabijane przez limfocyty od zakazonych myszy
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H-2d, lecz nie H-2k Wyniki te byty pozornie zgodne
z panujaca wowczas teoria, ze do oddziatywan miedzy
komérkami uktadu odpornosciowego niezbedna jest
identycznos$¢ ich MHC (,like-like interaction” = od-
dziatywanie poprzez podobienstwo lub ,intimacy mo-
del” = oddziatywanie przez bliski kontakt). Jednakze
nastepne doswiadczenia Zinkernagla i Dohe-
rty’ego opublikowane w p6t roku pézniej [3]
wykazaty, ze jest inaczej, a wiec teoria podobiernstwa
nie jest prawdziwa. Wyniki te uzyskano w skom-
plikowanym doswiadczeniu z przenoszeniem komorek
(Ryc. 1B): myszom pierwszego pokolenia mieszancow
(F,) dwoéch szczepéw o réznym MHC, mianowicie
H-2k i H-2b, wstrzyknieto domdzgowo LCMV. Po
tygodniu od tych myszy pobrano komorki $ledziony
i przeniesiono je do innych myszy, napromieniowa-
nych (czyli ze zniszczonym wiasnym ukiadem odpor-
nosciowym) izakazonych LCMV. Myszy-biorcy miaty
rézne antygeny H-2 (H-2k H-2blub H-2d). Celem tego

o,

k/k b/b, d/d
7 dni

k1

+ liza komérek docelowych — brak lizy

n LCMV n napromieniowanie catego ciata
+ liza komérek docelowych —  brak lizy
Ryc. 1. Schematy do$wiadczen Zinkernagla i Doher-

ty "ego, ktére doprowadzity do odkrycia restrykcji MHC.
A — doswiadczenia opisane w pierwszym doniesieniu [2].
B — doswiadczenia opisane w drugim doniesieniu [3].
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przenoszenia komdrek byta ich restymulacja anty-
genami wirusa u myszy o roznym H-2. Gdyby teoria
podobienistwa byta prawdziwa, woéwczas limfocyty
H-2kH-2b (tzn. posiadajace zar6wno H-2kjak i H-2h)
restymulowane wirusem u myszy H-2b zabijatyby
komorki H-2k tak samo wydajnie, jak limfocyty re-
stymulowane u myszy H-2k Tak jednak nie byto (Ryc.
IB): tylko komorki T restymulowane wirusem w $ro-
dowisku H-2k byty w stanie zabi¢ komorki docelowe
H-2k Z wyniku tego Doherty i Zinkernagel
wyciggneli wniosek, ze przeciwwirusowe limfocyty T,
aby zabi¢ zakazong wirusem komorke docelowa,
oprdcz antygenu wirusa muszg na niej rozpoznac
czasteczke MHC i to te samg, ktorg rozpoznaty przy
poprzednim kontakcie z tym antygenem. Doherty
i Zinkernagel zaproponowali wowczas, ze lim-
focyty T rozpoznajg ,,zmienione wtasne” (,,altered self’)
antygeny H-2, a czynnikiem zmieniajagcym moze by¢
wirus, modyfikacja chemiczna itp. Zgodnie z ta hipo-
teza, silna reakcja na obce antygeny (alloantygeny)
MHC miata byé réwniez nastepstwem rozpoznania
zmienionych (w tym przypadku genetycznie) wiasnych
czasteczek MHC [3, 13]. Chociaz autorzy ci nie znali
oczywiécie molekularnego mechanizmu tej zmiany,
mozemy z perspektywy 22 lat powiedzieé, ze ich
owczesny poglad byt zasadniczo stuszny. Postaramy
sie to wykaza¢ w dalszej czesci tego artykutu.

Publikacja opisujgca omowione wyzej wyniki [3]
podziatata jak grom z jasnego nieba: inni badacze
swoistosci limfocytéw T natychmiast zreinterpretowa-
li swoje dotychczasowe wyniki i podjeli dalsze eks-
perymenty dla sprawdzenia stusznosci teorii restrykcji
MHC w ich uktadach doswiadczalnych. Okazato sie,
ze zjawisko opisane przezZinkernaglai Dohe-
rty ’ego wystepuje réwniez w innych badanych
uktadach i jest og6lng zasadg rozpoznawania anty-
genu przez limfocyt T. Jest ono réwniez wytlumacze-
niem roli genéw Ir (cho¢ zrozumienie tego, ze to
wiasnie czasteczki MHC s produktami ,,genéw Ir”,
przyszto w pare lat pézniej). ,,Pokazywanie” obcego
antygenu limfocytowi T przez czgsteczke MHC na
powierzchni innej komérki nazwano ,prezentacja an-
tygenu” (antigen presentation).

Nie ulega oczywiscie watpliwosci, ze gdyby Zin -
kernagel i Doherty nie odkryli restrykcji
MHC, zjawisko to zostatoby wczesniej lub pozniej
poznane przez innych, ktérzy juz byli tego bardzo
bliscy. Dlatego styszy sie gtosy niektérych immunolo-
géw, ze Nagroda Nobla nie nalezata sie Doher-
ty’emu i Zinkernaglowi Ilub nie tylko im.
Tym niemniej, to wiasnie ci dwaj miodzi wdwczas
ludzie dokonali tego odkrycia iich zastuga jest niepod-
wazalna.

V. Konsekwencje odkrycia Zinkernagla
i Doherty’ego

Po odkryciu restrykcji MHC w odpowiedzi na
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antygeny wirusa i potwierdzeniu natychmiast tego
zjawiska w odpowiedzi na inne antygeny, nastapit
bujny rozwéj immunologii. Tutaj wyliczymy tylko te
dalsze odkrycia, ktore sg bezposrednio zwigzane zrolg
czasteczek MHC w rozpoznawaniu antygenéw przez
limfocyty T.

a) Dwie klasy czasteczek MHC: odkryto, ze oprécz
znanych juz czasteczek MHC (nazywanych obecnie
czasteczkami klasy 1), prezentujagcych obce antygeny
limfocytom T cytotoksycznym, istniejg czasteczki
MHC klasy Il [4, 5, 14, 20, 27]. Majg one inng budowe
i odgrywajg role w przedstawianiu antygenu lim-
focytom T, zwanym pomocniczymi, przez makrofa-
gi, limfocyty B i inne komdrki ukitadu odpornos-
ciowego nazwane komorkami prezentujgcymi antygen
[4-6, 14].

b) Dwie subpopulacje limfocytéw T: réwnoczesnie
odkryto, ze wtasciwosci cytotoksyczna i wspomagaja-
ca nie sg funkcja tych samych limfocytéw T zaleznie od
okolicznosci, lecz dwu odrebnych ich subpopulacji,
oznaczanych dzi§jako komorki CD 8+ (cytotoksyczne)
i CD4+ (wspomagajgce) [14-16]. Obecne na powierz-
chni tych komdrek czasteczki CD8 i CD4 odgrywaja
rowniez wazng role w dojrzewaniu limfocytow
T w grasicy [17]3.

¢) Kazda z tych subpopulacji limfocytow T rozpo-
znaje antygeny prezentowane przez inng klase czas-
teczek MHC: klase I rozpoznajg komorki CD8 +, klase
Il — komorki CD4+ [14, 16, 17].

d) Przeciwciata monoklonalne [5, 8, 18] przeciw
MHC umozliwity izolowanie tych czgsteczek w czystej
postaci i ich scharakteryzowanie biochemiczne.

e) Krystalizacja czystych czasteczek MHC i ich
analiza rentgenowska pozwolita na doktadne poznanie
budowy czasteczek obu klas [19, 20]. Najwazniejszym
dla restrykcji MHC fragmentem czasteczki jest czes¢
dystalna (najdalsza od powierzchni komérki), zawiera-
jaca bruzde, ktéra moze wigzac antygeny.

f) Dzigki zbadaniu ich struktury odkryto, ze czaste-
czki MHC nie wigzg na og6t catych biatek, lecz
peptydy powstate z ich czeSciowej degradacji proteoli-
tycznej [5, 20,21], Aminokwasy peptydu nie schowane
w bruzdzie MHC, lecz wystajgce z niej na zewnatrz
moga wchodzi¢ w kontakt z TCR, za ktérego posred-
nictwem limfocyt T jednocze$nie rozpoznaje czastecz-
ke MHC i zwiazany przez nig peptyd. Kompleks
MHC-peptyd jest to wiasnie ,,zmodyfikowane wiasne
MHC” postulowane 22 lata temu przez Doher-
ty’ego i Zinkernagla.

g) lzolowanie, oczyszczanie i sekwencjonowanie
peptydéw naturalnie zwiagzanych w komorce przez

3Za oba wspomniane cykle prac: odkrycie podziatu lim-
focytow T na subpopulacje CD8+ i CD8- (= CD4 +) oraz
udowodnienie roli czasteczek CD8 i CD4 w selekcji lim-
focytéw T w grasicy, prof. Pawet Kisielow z Instytutu
Immunologii i Terapii Dos$wiadczalnej im. L. Hirszfelda
PAN we Wroctawiu, pracujacy obecnie w Bazylejskim
Instytucie Immunologii, otrzymat w 1993 r. Nagrode im.
Jurzykowskiego, zwang ,,polskim Noblem”.
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czasteczki MHC obu klas doprowadzity do okre$lenia
reszt aminokwasowych niezbednych dla zwigzania
peptydu przez dang czasteczke MHC czyli do ustalenia
tzw. motywoéw aminokwasowych peptydéw wigza-
nych przez poszczego6lne czasteczki obu klas [21]4. Ma
to ogromne potencjalne znaczenie praktyczne dla
opracowania szczepionek immunizujgcych (np. przy
chorobach zakaznych i nowotwaorach) lub odczulaja-
cych (przy chorobach autoimmunizacyjnych).

h) Odkrycie i zsekwencjonowanie genéw obu tan-

cuchdw polipeptydowych receptora antygenu limfocy-
tow T [22] spowodowato nastepny przetom w bada-
niach nad swoisto$cig limfocytow T. M.in. przeniesie-
nie (transfekcja) genéw receptora antygenu z jednego
klonu limfocytow T do drugiego pozwolito wykazac,
ze ten sam receptor wystarcza dla rozpoznania zarow-
no czasteczki MHC jak i prezentowanego przez nig
antygenu [23]. Doktadne krystalograficzne zbadanie
budowy receptora antygenu limfocytow T [24, 25]
pozwoli na ostateczne zdefiniowanie jego regionéw
kontaktujgcych sie z czasteczkg MHC i z peptydem.

Powyzszy przeglad nie wyczerpuje listy osiggniec
immunologii, bedgcych nastepstwem zrozumienia re-
strykcji MHC. ChcielisSmy tu tylko zasygnalizowa¢
najwazniejsze z nich. Mozna przypusci¢ z duzym
prawdopodobienstwem, ze wiele z wymienionych wy-
zej odkry¢ réwniez zostanie nagrodzonych ,,Noblem”
i to w niedalekiej przysztosci. Lista nagréd Nobla
w dziedzinie fizjologii lub medycyny przyznanych
w ostatnich kilkudziesieciu latach za odkrycia im-
munologiczne (Tab. 1) Swiadczy o wielkim i wcigz
rosngcym znaczeniu tej gatezi nauk biomedycznych.

Tak wiec odkryta przez Zinkernagla i Do-
herty’ego restrykcia MHC polega, jak wiemy
dzieki zasygnalizowanym tu odkryciom, na molekula-
rnych mechanizmach obrdébki i prezentacji antygenu
przez komorki zwane prezentujgcymi oraz rozpozna-
niu tego antygenu przez limfocyty T. Peptydy po-
chodzace z proteolitycznej degradacji biatek sg wigzane
przez czasteczki MHC itransportowane na powierzch-
nie komérki, gdzie mogag byC¢ rozpoznane przez te
limfocyty T, ktére posiadajg receptor o odpowiedniej
swoistosci. Rozpoznawany jest zaréwno peptyd, jak
i ,przedstawiajgca” go czasteczka MHC. W jednoczes-
ne rozpoznanie obu tych czgsteczek zaangazowany jest
ten sam receptor limfocytu T.

W zdrowym, nie zakazonym organizmie czgsteczki
MHC wigzg i ,przedstawiajg” limfocytom T peptydy
pochodzgce przewaznie z wilasnych biatek ciata.
W prawidtowych warunkach peptydy te nie wywotujg
odczyndw odpornosciowych, poniewaz podczas roz-
woju limfocytow T potencjalnie autoreaktywne ich
klony sg eliminowane lub unieczynniane. Jednakze

4Za te badania prof. Hans-Georg Rammensee, obecnie na
Uniwersytecie Tuebingen, otrzymat szereg prestizowych
nagréd niemieckich, m.in. im. G. W. Leibnitza i im. P.
Ehrlicha.

POSTEPY BIOCHEMII 43(2), 1997

w pewnych, niekorzystnych dla ustroju okolicznos-
ciach witasne peptydy mogg zosta¢ rozpoznane jako
rzekomo obce i wywotac reakcje autoagresywng. Pro-
wadzi to do rozwoju choroby autoimmunizacyjnej.
Doktadne poznanie molekularnych mechanizmow le-
zacych u podioza tego rodzaju choréb moze pomoc
w znalezieniu skutecznych sposobéw ich leczenia.
Proby takie sg juz obecnie podejmowane.

W razie zakazenia ustroju zarazek wytwarza sam
swoje biatka lub zmusza komdrki gospodarza do ich
produkcji. Peptydy wywodzgce sie z tych biatek poja-
wiajg sie na powierzchni komorek gospodarza dzieki
prezentujagcym je czgsteczkom MHC. Stanowi to syg-
nat dla uktadu odpornosciowego, ze pojawito sie co$
obcego. Rozpoczyna sie woéwczas swoista reakcja
odporno$ciowa przeciw patogennemu drobnoustrojo-
wi. Poznanie restrykcji MHC i jej molekularnego
mechanizmu umozliwia racjonalne poszukiwanie bez-
piecznych, syntetycznych szczepionek przeciw wielu
patogenom.

V1. Zakonhczenie

Na zakonczenie ceremonii wreczenia zesztorocz-
nych Nagréd Nobla odbyt sie bankiet, w czasie
ktérego jeden z laureatéw kazdej Nagrody musiat
wygtosié toast. Rolf C. Zinkernagel, przemawia-
jac w imieniu swoim i Petera M. Doherty’eg o,
podzielit pracownikéw nauki na zbieraczy, klasyfika-
toréw, poszukiwaczy, rzemie$lnikow, artystow, po-
etéw nauki, filozoféw oraz mistykdw i wyznat, ze Peter
nalezy do kategorii mistykéw, a on sam do zbhieraczy.
Jak widaé, potaczenie zmudnego zbieracza danych
z ,mistykiem” umiejgcym dojrze¢ mozliwos¢ ich inter-
pretacji przeoczong do owej pory przez innych bada-
czy przyniosto znakomity owoc w postaci ujawnienia
restrykcji MHC — mechanizmu prezentacji i swois-
tego rozpoznawania antygenu we wszystkich odczy-
nach wykonywanych lub nadzorowanych przez lim-
focyty T, czyli w niemal wszystkich reakcjach uktadu
odpornosciowego.

Artykut otrzymano 20 lutego 1997 r.
Zaakceptowano do druku 25 lutego 1997 r.

PiSmiennictwo

Ze wzgledu na ograniczenie objetosci pracy wymieniono tylko
najwazniejsze pozycje pis$miennictwa, starajac sie¢ podawac polskie
podreczniki i prace przegladowe tam, gdzie informacje w nich
zawarte lub cytowana przez nie literatura przedmiotu wystarczy
zainteresowaniu czytelnikowi do rozszerzenia wiedzy.
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Zarzad Gitoéwny

Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

zaprasza do udzialu w Konkursie
na najlepszy wyktad akademicki
w roku 1997

Regulamin nagrody

1. Intencja nagrody jest popularyzacja bioche-
mii i biologii molekularnej oraz pozyskanie
materiatow dydaktycznych.

2. Warunkiem wziecia udzialu w Konkursie jest
przygotowanie wyktadu na wybrany temat
uwzgledniajacy najnowsze osiggniecia w tej
dziedzinie oraz ilustrujagcych go materiatow
w postaci maszynopisu, rysunkow i kom-
pletu przezroczy. Termin nadsytania materia-
téw mija 30.04.1997 .

Zarzad Gilowny Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego zorganizuje sesje, na ktorej zo-
stang wygtoszone konkursowe wyktady. Mak-
symalny czas wystgpienia 2 x 45 minut.
W 1997 roku sesja odbedzie sie na poczatku
czerwca. Nagroda Gtdéwna i wyrdznienia zo-
stang przyznane w dniu Konkursu.

Czlonkowie Zarzadu Gtownego tworzg Komisje
Konkursowg. Ocenig oni prezentacje, wartos¢
merytoryczng i dydaktyczng wyktadéw przyz-
najgc od 0 do 10 punktow. Komisja obraduje
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niejawnie, a protokét z obrad i inne materiaty
pozostajg w dokumentacji Towarzystwa. Na-
grode uzyska osoba, ktéra otrzyma najwieksza
liczbe punktow. Nazwisko zwyciezcy Konkursu
zostanie podane do wiadomosci Cztonkéw Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego w ,Po-
stepach Biochemii” oraz w ,Listach”.

Materiaty konkursowe: maszynopis wyktadu,
rysunki, przezrocza i programy komputerowe
stajg sie wiasnoscig Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego i bedg rozpowszechniane
w placéwkach naukowych i dydaktycznych
jako wyktady autorskie nagrodzonych osob,
rekomendowane przez Oddziaty Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego. Wymagana jest
pisemna zgoda na przekazanie materiatdbw na
wiasnos¢ Towarzystwa. Towarzystwo zastrzega
sobie prawo do zakupu materialow nienagro-
dzonych.

Niniejsza wersja regulaminu zostata uchwalona
przez Zarzad Gitéwny Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego w dniu 5 listopada 1990 roku.
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Synergistyczne efekty jmmunomodulatorow typu mura-
mylopeptyddw i innych lekéw stosowanych wspdélnie w che-

mioterapii

Synergistic effect of immunomodulators of muramyl peptides

type with other medicines

KRYSTYNA DZIERZBICKA1

MAGDALENA GOZDOWSKA?2

ALEKSANDER M. KOLODZIEJCZY K3

Spis tresci:

1. Wstep
1. Muramylodipeptyd — MDP
I11.  Synergistyczne oddziatywanie muramylopeptydéw z an-
tybiotykami
I11-1. Leczenie infekcji bakteryjnych
111-2. Leczenie infekcji grzybiczych
111-3. Leczenie infekcji pasozytniczych
I11-4. Leczenie infekcji wirusowych
IV.  Synergistyczne oddziatywanie muramylopeptydéw z in-
nymi immunomodulatorami
IV-1. Synergistyczne oddziatywanie muramylopepty-
déw z diestrami trehalozy
1V-2. Synergistyczne oddziatywanie muramylopepty-
déw z endotoksynami
IV-3. Synergistyczne oddziatywanie muramylopepty-
déw z cytokinami
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tostatykami
V1.  Muramylopeptydy, adiuwantowe sktadniki szczepionek
VII. Mozliwosé zastosowan klinicznych

Wykaz stosowanych skrétéw: A-171 monosacharydowy
syntetyczny analog Lipidu A (Lipid A Rye. 1) zawierajacy
w poz. C-2 i C-3 (R)-3-hydroksytetradekanoilo- lub (R)-3-
-(hydroksytetradekanoiloksylo)-tetradekanoilo-4-fosforano-
-glukozamine; A-172 — monosacharydowy syntetyczny ana-
log Lipidu A zawierajacy w poz. C-2 i C-3 (R)-3-(hydroksytet-
radekanoiloksyloj-tetradekanoilo- lub (R)-3-tetradekanoilo-
ksy-tetradekanoilo-4-fosforano-glukozamine; A-506  disa-
charydowy analog Lipidu A, B30-MDP — 6-0-(2-tetra-
decyloheksadekanoilo)-MDP; CGP19835 — zob. MTP-PE;
CSF - czynnik stymulujacy kolonizacje (colony stimulating
factor): ED5 — 50-procentowa dawka efektywna (50%
effective dose): FCA — kompletny adiuwant Freuda (Freud's
complete adjuvant): FUdR — 5-fluoro-2'-dezoksyurydy-
na; 5FU — 5-fluorouracyl; G-CSF — czynnik stymulujacy
wzrost kolonii granulocytow (granulocyte colony stimu-
lating factor): GM-CSF — czynnik stymulujacy wzrost
kolonii granulocytow i makrofagéw (granulocyte-macrop-
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Ryc. 1. Lipid A. R1— reszta laurylowa, R2 — reszta mirystylowa,
R3— H
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region DR u cztowieka (1-region-associated antigens in man)’,
IlgG — immunoglobulina klasy G; IL-la — interleukina la;
LPS — lipopolisacharyd; LI8-MDP — 6-O-stearoilo-MDP;
MAF — czynnik aktywujgcy makrofagi (macrophage ac-
tivating factor)', MDP — muramylodipeptyd (N-acetylomu-
ramylo-L-alanylo-D-izoglutamina); M-CSF — czynnik sty-
mulujacy wzrost kolonii makrofagéw (macrophage-colony
stimulating factor); MDP-Lys(L18) — N 2 (A-acetylo-mura-
mylo-L-alanylo-D-izoglutamylo)-A6-stearoilo-L-lizyna;
MTP-PE — A-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-izoglutamy-
lo-L-alanylo-2-(1 2'-dipalmitoilo-sn-glicerolo-3'-hydroksy-
-fosforyloksy)-etyloamid; Murabutide — ester n-butylowy
N-acetylomuramylo-L-alanylo-D-glutaminy; nor-MDP —
analog MDP nie zawierajacy grupy metylowej w tafcuchu
bocznym kwasu muraminowego; r-IFN-y — rekombinowa-
ny interferon gamma; 6-O-stearoilo-fAbull MDP
— A-acetylo-6-O-steroilo-muramylo-L-a-aminobutyrylo-
-D-izoglutamina; TCF — hipoteza immunologicznej kon-
troli wzrostu (tissue coding factor); TDM — 6,6'-dimykolilo-
-a, a'-D-trehaloza; TNF — czynnik martwicy nowotworu
(tumor necrosis factor).

I. Wstep

Wspétczesna immunologia jest ukierunkowana gté-
wnie na stosowanie syntetycznych, chemicznie czys-
tych zwigzk6w. Stwierdzenie to dotyczy réwniez adiu-
wantdw stosowanych w syntetycznych szczepionkach
nowej generacji. Opisano serie takich zwigzkow jak:
muramylopeptydy, pochodne kwaséw nukleinowych,
pochodne zawierajgce siarke (np. Levamisol), rdzne
polimery (np. kopolimery piranowe, siarczan dekst-
ranu), glikolipidy (np. lipid A), retinol i inne. Nalezy
jednak pamietac¢, ze zwigzki te stosowane jako im-
munomodulatory wzmagajg dziatanie nie tylko szcze-
pionek odporno$ciowych, ale moga rowniez by¢ stoso-
wane w terapii wielolekowej dajgc efekty synergistycz-
ne. W tej publikacji skupimy sie na synergistycznym
dziataniu MDP i jego analogéw z réznymi lekami.
W ostatnich latach pochodne MDP sg intensywnie
badane, poniewaz silnie stymulujg odporno$é humora-
Ing, komérkowga i niespecyficzng organizmu.

Il. Muramylodipeptyd — MDP

W 1945 r. Freud opisal mozliwo$s¢ wzmagania
odpowiedzi immunologicznej indukowanej za pomocg
réznych antygenéw. Stosowane antygeny rozpuszczo-
ne lub zawieszone w wodzie, a nastepnie zemulgowane
z pratkami kwasoopornymi w oleju mineralnym dajg
emulsje wodno-olejowg zwang kompletnym adiuwan-
tem Freuda (FCA) [1]. Preparat ten, postrzegany jako
jeden z najsilniej dziatajgcych immunostymulatorow,
ma ograniczone zastosowanie kliniczne, spowodowa-
ne licznymi objawami ubocznymi na organizm ludzki.

W 1974r. E1louz iwsp. [2] opisali synteze A-ace-
tylomuramylo-L-alanylo-D-izoglutaminy (muramylo-
-dipeptyd, MDP, Wz6r 1), najmniejszej adiuwantowo
czynnej czasteczki otrzymanej na wzdér naturalnego
fragmentu $ciany komdrkowej Mycobacterium. Oka-
zato sie, ze MDP wykazywal dluzsze dziatanie niz
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kompletny adiuwant Freuda (FCA), nie byt immuno-
genem, a przede wszystkim byt niskotoksyczny i po-
zbawiony wielu efektéw ubocznych, ktére uniemoz-
liwiaty kliniczne zastosowanie kompletnego adiuwan-
ta Freuda [3]. W poszukiwaniu analogéw bardziej
selektywnych, o dtuzszym czasie dziatania i wyzszej
aktywnosci zsyntezowano kilkaset analogbw MDP.
Modyfikacje, miaty na celu otrzymanie pochodnych
MDP o zwiekszonej lipofilowosci, zaro6wno poprzez
zmiany reszty cukrowej kwasu muraminowego, sktadu
aminokwasowego muramylodipeptydu, jak tez po-
przez modyfikacje C-koncowej grupy karboksylowej.

Tabela 1 przedstawia 9 lipofilowych pochodnych
MDP, ktére ze wzgledu na swoje wiasciwosci bio-
logiczne zostaly poddane badaniom klinicznym [4].

I1l. Synergistyczne oddziatywanie muramylo-
peptydéw z antybiotykami

W 1980 r. zauwazono, ze immunomodulatory typu
MDP zwiekszajg aktywno$¢ antybiotykow wywotujac
niekiedy addytywny, a czesto synergistyczny efekt.
Mimo to, wiekszo$¢ poczatkowo prowadzonych ba-
dan eksperymentalnych z udziatem MDP skoncent-
rowana byta na wykorzystywaniu immunomodulacyj-
nych wiasciwosci muramylopeptydéw, jako prepara-
tow wzmacniajgcych system odpornosciowy organiz-
mow w zwalczaniu réznego rodzaju infekcji [5, 6].
Dopiero w ostatnich latach wykazano, ze #tgczne
podawanie immunomodulatoréw typu MDP z r6z-
nymi chemioterapeutykami jest korzystne w leczeniu
niektérych chorob zakaznych, poniewaz takie podej-
Scie powoduje nie tylko ostabienie uktadu chorobo-
twolrczego (patogennego), ale zapewnia rowniez wzma-
cnianie systemu obronnego organizmu gospodarza.

Ponizej przedstawiamy kilka eksperymentalnych
przyktadow leczenia infekcji bakteryjnych, grzybi-
czych, pasozytniczych i wirusowych, opartych na syne-
rgicznym wspotdziataniu immunomodulatoréw typu
MDP i antybiotykéw.

I11-1. Leczenie infekcji bakteryjnych

Profilaktyczne podawanie MDP lub nor-MDP (10
mg/kg, 24 godz. przed infekcja i w czasie infekcji)

Wzér I. MDP
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Tabela 1.
Lipofilowe analogi MDP.

R%0
ONH

R1 R4 R6

OH H —COCH(C14H 29)2

OH H aminoacylo

OH cS5huco- C5Hn CO—
p-S-alkanoilo H H

OH H H

OH H H

OH H H

OH H H

OH H H

CONH

ORS

1
HNAc| R
ONH,
R Frofll
biolog.*
OH BT
OH AB
OH TV
H A
L—Lys—s—COC17/H 3 BTV
L—Ala—OCH2CHCH,0COC15 BTV
ococlbh 3l
L— Ala—cholesterylo—(3) ATV
L—Ala—dipalmitoilo— kefalina ATV
(MTP—PE)
GInOnBu zamiast izoGln A

* A: aktywno$¢ adiuwantowa; B: aktywno$¢ przeciwbakteryjna; T: aktywnos$¢ przeciwnowotworowa; V: aktywnos$¢ przeciwwirusowa

skutecznie redukowato 50% efektywng dawke (ED 50)
antybiotyku cefroksadyny, u myszy zainfekowanych
Klebsiella pneumoniae, Pasteurella multocida, Salmo-
nella typhimurium, Staphylococcus aureus lub Strep-
tococus pyogenes, natomiast nie miato wptywu na
myszy zainfekowane Streptococcus pneumoniae [7],
W dosSwiadczeniach, w ktérych myszom wczesniej
podano jedng z dwu lipofilowych pochodnych MDP:
L18-MDP [8] lub MDP-Lys (L18) (100 pg na mysz, 24
godz. przed infekcjg), zauwazono 7-krotng redukcje
ED50 cefazotiny (przy infekcji E. coli), gentamycyny
(przy infekcji Pseudomonas aeruginos) i aminopenicyli-
ny (przy infekcji S. aureus), w poréwnaniu z myszami
kontrolnymi, ktérym nie podawano muramylopep-
tydow.

Profilaktyczne dawki MDP zmniejszajg $miertel-
no$¢ myszy z zapaleniem otrzewnej wywotanym przez
wewnatrzotrzewnowe wstrzykniecie mieszanej kultury
bakterii [10]. Catkowita ochrone (100% przezycie
zainfekowanych szczuréw) zapewniato profilaktyczne
podanie MDP przed infekcjg i leczenie antybiotykiem
cefoksytyng, w trakcie infekcji [10]. W przypadku
zapalenia ptuc wywotanego u myszy (lub szczura)
przez K. pneumoniae przezywato 36%, ktdrym poda-
wano sam antybiotyk, cefmenoksym; 60% ktérym
podawano cefmenoksym i MDP-Lys(L 18) przed infek-
cja, podczas gdy sposrdd zwierzat nieleczonych, prze-
zywato tylko 8% (kontrola) [11].

Sugeruje sie, zatem ze muramylopeptydy moga by¢
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wykorzystywane w terapii antybiotykowej w przypad-
kach infekcji bakteryjnych, poniewaz wplywajg na
produkcje czynnika stymulujgcego kolonizacje (CSF
[12, 13], M-CSF [14], GM-CSF [15], G-CSF [16]).

111-2. Leczenie infekcji grzybiczych

W szeregu prac oceniano zdolnos$é licznych pochod-
nych MDP (np. nor-MDP, 6-0-stearoilo[Abu']MDP)
do redukowania 50% dawki efektywnej (ED50) am-
foterycyny B, flucytozyny, papulakandyny i innych
antybiotykow stosowanych do zwalczania infekcji
grzybiczych [17]. Na przyktad dawka 0,1 mg/kg
pochodnej MDP podana 24 godz. przed infekcjg
redukowata ED50 amfoterycyny B 3-krotnie, nato-
miast wzrost dawki pochodnej MDP do 10 mg/kg
prowadzit do 10-krotnej redukcji ED 50 amfoterycyny
B. Mozliwo$¢ obnizania terapeutycznych dawek anty-
biotykdw przeciwgrzybiczych ma ogromne znaczenie
praktyczne, z uwagi na ich wysoka toksyczno$¢ dla
organizméw wyzszych.

I11-3. Leczenie infekcji pasozytniczych

Muramylopeptydy wielokrotnie zwiekszajg efekt
dziatania Glucantime (lek zawierajacy antymon) w le-
czeniu leiszmaniozy u myszy i chomikéw. Zaréwno
Glucantime (37,5 mg/kg dziennie po infekcji przez 8-11
dni), jak i MDP (3 mg/kg dziennie 4 i 2 dni przed
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infekcjg) oddzielnie byty mato skuteczne w leczeniu tej
choroby, a w potgczeniu w podobnych dawkach
prowadzity do catkowitego wyleczenia [18].

I11-4. Leczenie infekcji wirusowych

Do nielicznych prac opisujagcych tgczne stosowanie
pochodnych MDP z czynnikiem przeciwwirusowym
nalezy leczenie myszy z zapaleniem ptuc wywotanym
przez wirus opryszczki zwyktej typu 1. Podawano im
zawarty w liposomach analog MTP-PE (w 3 dniu po
infekcji) w potgczeniu z lekiem przeciwirusowym,
0 nazwie ribavirin. Terapia ta spowodowata wzrost
przezywalnos$ci myszy do 80%, co bylo sukcesem,
poniewaz podawanie kazdego czynnika z osobna nie
byto skuteczne (MTP-PE — 20%; ribavirin — 0%;
kontrola — 0%) [19, 20].

IV. Synergistyczne oddziatywanie muramylo-
peptydéw z innymi immunomodulatorami

W wielu uktadach doswiadczalnych infekcji badano
synergistyczne oddziatywanie MDP (i jego pochod-
nych) z innymi naturalnymi lub syntetycznymi im-
munomodulatorami, takimi na przyktad jak: TDM
(diestry trehalozy), LPS (lipopolisacharydy), lipid A,
czy cytokiny.

IV-1. Synergistyczne oddziatywanie muramylopep-
tydoéw z diestrami trehalozy

Synergistyczne oddziatywanie MDP z TDM, stymu-
lujagce zaréwno bakteryjng odporno$é niespecyficzna,
jak i aktywnos$¢ przeciwnowotworowa i przeciwwiru-
sowa, stwierdzono na wielu uktadach eksperymental-
nych in vitro i in vivo [21-23], takich jak rak watroby
swinek morskich, czy grypa lub gruzlica myszy. Wyka-
zano na przykiad, ze 75 pg TDM plus 150 pg lipo-
filowej pochodnej B-30MDP lub 6-O-stearoilo-MDP,
wstrzykniete dozylnie, chronig myszy przeciwko wiru-
sowi grypy w znacznie wiekszym stopniu niz sam
MDP [24]. MDP w potgczeniu z TDM nasila reakcje
nadwrazliwosci typu péznego (DTH) i miano przeciw-
ciat swoistych dla albuminy jaja u szczuréw. Wykaza-
no doswiadczalnie, ze w wyniku zastosowania miesza-
niny TDM z MDP jako adiuwanta wystepuje nasilenie
odpowiedzi immunologicznej przeciwko biatkom $cia-
ny komdérkowej B. abortus [25].

Zarowno MDP jak TDM stymulujg rozmaite funk-
cje makrofagow [26]. Stymulowanie przez MDP mak-
rofagéw piucnych, a przez TDM makrofagéw otrzew-
nowych, przyczynia sie do nasilenia odpowiedzi im-
munologicznej u zwierzat zakazonych donosowo A.
culbertseni lub doustnie T. goudii [26]. MDP, jak
1TDM, osobno pos$rednicza w stymulowaniu cytotok-
sycznosci komdérek naturalnych zabo6jcow (NK), od-
grywajacych wazng role obronng w przypadku zaka-
zen wirusowych [27]. Nie udaty sie jednak proby
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ochrony zwierzat (pawianow) traktowanych MDP
+ TDM przed zarazeniem Schistosoma mansoni i S.
haematobium [28]. Nie wykluczono, ze wynik ten mogt
by¢ spowodowany zastosowaniem nieodpowiednich
dawek badanych adiuwantow.

IV-2. Synergistyczne oddziatywanie muramylopep-
tydoéw z endotoksynami

W 1993 r. przeprowadzono badania, ktére wykaza-
ty, ze MDP w potgczeniu z LPS aktywowat uwalnianie
TNF przez psie monocyty. Komorki te, inkubowane
z MDP lub MDP-I-LPS, wykazywaty cytostatyczng
aktywno$¢ przeciw psim komdrkom kostniakomiesa-
ka [29]. Martwica wtokniakomiesaka u myszy
BALB/c wzrastata po r6wnoczesnym dozylnym poda-
niu MDP i LPS [30]. £aczne dziatanie LPS z MDP
byto mniej toksyczne, niz samego lipopolisacharydu.
LPS powodowat wzrost produkcji interferonu-y u my-
szy, ktérym wstepnie podawano MDP [30, 31],

Lipid A jest jednym z gtéwnych sktadnikéw S$cian
komérkowych bakterii Gram-ujemnych. Przypisuje
sie mu odpowiedzialnos$é za silne, toksyczne wtasciwo-
Sci lipopolisacharydéw bakteryjnych. W ubiegtym
dziesiecioleciu potozono duzy nacisk na prace prowa-
dzace do otrzymania analogéw lipidu A pozbawio-
nych toksycznych efektéw przejawianych przez prepa-
raty naturalne. Otrzymane syntetyczne monosachary-
dowe analogi A-171 i A-172 sg 500-1000 razy mniej
toksyczne od naturalnego LPS [32]. W 1991 r. badano
aktywnos$¢ przeciwnowotworowg syntetycznych mo-
nosacharydowych analogéw lipidu A (A-171) i A-172)
w stosunku do witdkniakomiesaka. Komoérki wiok-
niakomiesaka (5 x 105) byty wszczepione podskdrnie
myszom BALB/c (dzien O), a po 7 dniach podano
dozylnie syntetyczny analog A-172 (50 pg/mysz) i 10 jag
MDP. Zauwazono wyrazne nasilenie hamowania roz-
woju nowotworu przez syntetyczny analog mono-
sacharydowy A-172 we wspotdziataniu z MDP (70%
w porownaniu do 49% bez MDP). Mimo ze aktyw-
no$¢ przeciwnowotworowg disacharydowego syntety-
cznego analogu lipidu A (A-506), czy naturalnego LPS,
we wspoltdziataniu z MDP jest wyzsza niz syntetycz-
nych monosacharydowych analogéw lipidu A (A-I71
i A-172) i MDP, to stosowanie tych pierwszych jest
ograniczone ze wzgledu na ich silniejsze dziatanie
uboczne.

IV-3. Synergistyczne oddziatywanie muramylopep-
tydow z cytokinami

Opisano synergistyczne stymulowanie makrofagéw
in situ w mysich pecherzykach ptucnych przez MDP
podany w liposomach razem z MAF [33]. Praw-
dopodobnie makrofagi wymagajg wczesniejszego kon-
taktu z MAF, a MDP stanowi sygnat dodatkowy
wyzwalajacy/wzmacniajacy  reakcje.  Wielokrotne
wstrzykniecie liposomoéw zawierajagcych MDP + MAF
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powodowato zahamowanie przerzutéw guza do ptuc
i weztdw chtonnych i zapewniato przezywanie 50%
myszy. W innych badaniach opisano wzrost przeciw-
nowotworowej aktywnos$ci zwierzecych makrofagéw
i ludzkich monocytéw po podaniu MDP 1tacznie
z interferonem-y (IFN-y) [34], Stymulacja taka byta
swoista gatunkowo. I w tym wypadku MDP wzmac-
niat stymulacje zapoczatkowang interferonem-y, a wy-
razong w postaci wzrostu ekspresji HLA-DR i recep-
tora fragmentu Fcprzeciwciat, wzmozonego metaboli-
zmu utleniajgcego oraz wzrostu aktywnosci przeciw-
wirusowej i przeciwnowotworowej. Okazato sie jed-
nak, ze podawanie zamknietej w liposomach mieszani-
ny r-lFN-y z MDP, zapewniato duzg aktywno$¢
i znosito swoisto$¢ gatunkowg aktywowania cytotok-
sycznej funkcji makrofagéw i monocytéw przez inter-
feron-y [35]. Monocyty ludzi zdrowych stymulowane
hydrofilowg pochodng nor-MDP jednocze$nie z IFN-
-y uwalniajg TCF odpowiedzialny za wkasnosci cyto-
lityczne w stosunku do komérek zmienionych nowo-
tworowo [36], Natomiast lipofilowa pochodna MTP-
-PE podana razem z IFN-y zwigksza ekspresje anty-
genow zgodnosci tkankowej MHC klasy 1ill, powo-
dujac jednoczes$nie obnizenie ilosci antygenéw CD 14
[37]. W warunkach in vitro IL-2+ MDP (1-10pg/ml)
wzmaga produkcje przeciwciat, a IL-4+ MDP (1-
-10pg/ml) powoduje wzrost proliferacji preaktywowa-
nych limfocytéw B [38, 39].

W 1992 r. przeprowadzono eksperymenty [40], kto-
rych celem byto zbadanie czy wspotdziatanie pochodnej
MDP (CGP19835) z interferonem-y lub IL-2 moze
zahamowac przerzuty do ptuc myszy komérek nowo-
tworowych nerkowego gruczolakoraka. Po 10 dniach
od wszczepienia myszom BALB/c nerkowych komérek
gruczolakoraka usunieto im chirurgicznie nerke z lokal-
nym nowotworem, po czym dozylnie podawano lipo-
somy, zawierajgce pochodng MDP i interferon-y lub
interleuking-2. Podawanie systemowe liposomalnej
C G P 19385 tacznie z interferonem-y lub interleuking-2
znacznie redukowato liczbe ptucnych przerzutéw no-
wotworu u myszy z wycieta nerka. Wyniki te zdajg sie
sugerowaé, ze podawanie liposomdéw zawierajgcych
syntetyczne aktywatory makrofagow, takie jak pochod-
ne MDP, w potaczeniu z cytokinami typu interferonu-y,
czy interleukiny-2 moze okazaé sie skuteczne w zwal-
czaniu choroby. Ciekawe, ze muramylopeptydy witasnie,
zaréwno w badaniach invitrojak iin vivo [4,41, 15, 16],
stymulujg réznicowanie komdrek produkujgcych cyto-
kiny jak i produkcje samych cytokin.

IV-4. Synergistyczne oddziatywanie muramylopep-
tydow z tuftsyng

Tuftsyna jest naturalnie wystepujgcym tetrapepty-
dem (Thr-Lys-Pro-Arg), aktywujacym wiele funkcji
makrofagéw i granulocytow, takich jak fagocytoza,
pinocytoza, ruchliwo$¢, chemotaksja, aktywnos$é bak-
teriobdjcza i przeciwnowotworowa [42]. Pierwsze
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doniesienia literaturowe na temat tacznego dziatania
MDP i tuftsyny pojawity sie w 1993 r. Dotyczyty one
miedzy innymi niezdolnych do hamowania wewngtrz-
komaérkowej replikacji Brucella abortus makrofagow
z sutka wotowego. Podanie tuftsyny i MDP przy-
wracato makrofagom te wiasciwos¢. Wspdtdziatanie
syntetycznej pochodnej MDP (GMDP), o wysokiej
aktywnosci adiuwantowej, z tuftsyng wykazano w tes-
tach immunologicznych, stwierdzajgc stymulacje pro-
dukcji przeciwciat przeciw albuminom jaja, stymulacje
reakcji nadwrazliwosci typu péznego (DTH) istymula-
cje fagocytozy [43]. Mieszanina GMDP z tuftsyna
i GMDP potgczony wigzaniem kowalencyjnym z tuft-
syng podawana w soli fizjologicznej wykazywata wyso-
ka, pordwnywalng z IFA (niekompletnym adiuwan-
tem Freuda), aktywno$¢é adiuwantows.

V. Synergistyczne oddziatywanie muramylo-
peptydéw z cytostatykami

Liczne badania potwierdzity, ze makrofagi watroby
moga by¢ aktywowane in vitro, w wyniku inkubacji
z roznymi immunomodulatorami, takimi jak MDP,
MTP-PE, czy lipopolisacharydy [44-46]. Sprawdzano
tez ewentualne efekty dziatania lek6w cytostatycznych
w aktywowaniu makrofagéw watroby [47], Oceniano
efekt dziatania 5-fluorouracylu (5FU) i 5-fluoro-2'-dezo-
ksyurydyny (FHJdR) na makrofagi watroby uprzednio
aktywowane immunomodulatorami, w tym MDP
w liposomach. Nie wykazano by 5FU czy FUdR
wptywaty na aktywno$é makrofagéw, natomiast w po-
taczeniu z MDP aktywnos$¢ fagocytarna wzrastata, co
moze Swiadczy¢ o efekcie synergistycznym.

VI. Muramytopeptydy, adiuwantowe
sktadniki szczepionek

Syntetyczne muramylopeptydy nie wywotujg szkod-
liwych efektéw ubocznych cechujacych kompletny
adiuwant Freuda, w tym dolegliwosci autoimmuniza-
cyjnych. Bada sie wiec ich aktywno$é adiuwantowgq
zwiegkszajgcg skutecznos$¢ szczepionek uodparniajg-
cych. Co wiecej, aktywnos$é adiuwantowg muramylo-
peptydéw mozna zwigkszy¢ poprzez ich kowalencyjne
przytaczenie do antygenu. Skdrnej leiszmaniozie u my-
szy BALB/c zapobiegano przez stosowanie odpowied-
nio oczyszczonego antygenu i MDP. Ludzkich ochot-
nikéw udato sie uodparnia¢ na te infekcje przez
dodawanie do szczepionek apirogennego Murabutide
jak adiuwanta [48],

Jednym z najbardziej obiecujacych adiuwantéw jest
»oyntex adjuvant formulation” (SAF), zawierajacy
MDP [Thr] w emulsji ze skwalenem i Tween 80
stosowany w szczepionkach przeciwko wirusowi ko-
ciej biataczki. Zapoczatkowano tez préby kliniczne ze
szczepionkami zawierajacymi SAF przeciwko naste-
pujacym infekcjom: wirusem matpiego zespotu nabyte-
go niedoboru odpornosci (SAIDS), wirusami grypy,
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wirusem zapalenia watroby typu B (HBV), wirusem
Epstein-Barra (EBV) i wirusem opryszczki zwyktej
(HSV) [49],

Jednym ze znacznych osiggnie¢ immunologii klini-
cznej sg tzw. szczepionki Il generacji, wolne od niebez-
piecznych zanieczyszczen pochodzenia biologicznego.
W miejsce zdezaktywowanych bakterii, wiruséw, czy
pasozytdw, catych lub ich fragmentéw, stosuje sie
okreSlone peptydy bedace naturalnymi determinan-
tami antygenowymi réznych mikroorganizméw cho-
robotwdrczych. Same antygeny peptydowe wykazujg
bardzo stabag aktywno$¢ immunizacyjng, mozna ja
jednak zwiekszy¢ przez przytgczenie ich do okres-
lonych no$nikéw. Dalszy wzrost antygenowo$ci moz-
na osiggnac przez rownoczesne podawanie typowych
adiuwantow, najczesciej pochodnych MDP lub MDP
chemicznie potgczonych z uktadem hapten-nosnik
[50]. Przyktadem moze by¢ szczepionka antykoncep-
cyjna przebadana na 30 australijskich kobietach. Skita-
da sie ona z syntetycznego peptydu, odpowiadajgcego
fragmentowi 109-145 czesci B podjednostki ludzkiej
gonadotropiny kosmoéwkowej, zwiazanego z inakty-
wowang toksyng (toksoid) dyfterytu, emulgowanego
w mieszaninie skwalen-Arlacel i zawierajgcego nor-
-MDP jako adiuwant [51].

Podejmowane sg préby otrzymywania szczepionek
zawierajacych kopolimery wiecej niz jednego anty-
genowego determinanta zadiuwantem, co moze umoz-
liwi¢ otrzymanie szczepionek poliwalentnych. Przetes-
towano, miedzy innymi, szczepionke tetrawalentng
wywotujagcg w obecnosSci Murabutide wytwarzanie
przeciwciat dla czterech antygenéw inaktywowanych
paciorkowcéw oraz zarazkéw takich choréb, jak:
dyfteryt, malaria, zapalenie watroby [52]. Wykazano
takze wysoka przydatno$¢ adiuwantowa fosforowej
pochodnej MDP (MTP-PE) miedzy innymi w szcze-
pionce przeciwko wirusowi typu 1 (HIV-1) oraz
w szczepionce (IW) przeciwko grypie [53, 54].

VII. Mozliwos$¢ zastosowan klinicznych

Muramylopeptydy oraz ich syntetyczne analogi
znajdujace sie w trakcie zaawansowanych badan klini-
cznych, dajg obiecujgce wyniki. W tabeli 1wymieniono
pochodne MDP szczegdlnie wazne z punktu widzenia
farmakologii. Z dotychczasowych doSwiadczen wyni-
ka, ze potgczona chemioterapia z udziatem MDP jest
najczesciej skuteczna wtedy, gdy MDP jest podawany
profilaktycznie (24 godz. lub wiecej przed infekcja).
Optymalna kombinacja stosowanych czynnikow po-
winna uwzgledniaé profilaktycznie dziatajgcg dawke
immunomodulatora, czas jego podania i wlasciwg
dawke chemioterapeutyku [55, 56]. Wysuwa sie suges-
tie, ze kliniczne stosowanie immunostymulujgcych
dawek MDP, w potaczeniu z terapig antybiotykowa,
moze da¢ dobre rezultaty w ostanianiu grup wysokiego
ryzyka, szczeg6lnie pacjentéw z neutropeniag. Jednak
przed rutynowym powszechnym stosowaniem immu-
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nomodulatorow typu MDP musi by¢ szczeg6towo
okreslony ich toksykologiczny profil mimo, ze pochod-
ne M D P uwazane sg za mato toksyczne [57]. Synergis-
tyczne oddziatywanie immunomodulatorow typu
M DP z innymi lekami chemioterapii jest nadal szero-
ko badane w warunkach in vitro i in vivo pod katem ich
potencjalnych mozliwosci w leczeniu zakazen i nowo-
twordw.

Podziekowanie Pani dr Matgorzacie Stachowiak, ktora
sprawdzata manuskrypt pod katem terminologii medycznej,
Komitetowi Badan Naukowych za finansowanie pracy wra-
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Episjalina — nowopoznany sktadnik glikokaliksu i btony
komorkowej komadrek nabtonkowych

Episialin — a new recognized component of glycocalyx and cell

membrane of epithelial cells

ANDRZEJ GINDZIENSKIZ,
KRZYSZTOF ZWIERZ2

Spis tresci:

l.  Wstep

Il1. Struktura episjaliny i lokalizacja genu episjaliny w geno-
mie cztowieka

I11. Biosynteza episjaliny

IV. Nadekspresja i patologiczne formy episjaliny

V. Cechy antygenowe patologicznych form episjaliny

Wykaz stosowanych skrétow: NANA — kwas N-acetyloneu-
roaminowy.

I. Wstep

Episjalina jest nabtonkowg glikoproteing, zlokalizo-
wang na szczytowej powierzchni btony komérek na-
btonka gruczotowego, komdrek endotelialnych w wez-
tach chtonnych, oraz powierzchniach komorek wy-
Scietajacych jamy ciata (mésothélium) i zwrdconych do
ich Swiatta [1], Czasteczkom episjaliny przypisuje sie
funkcje antyadhezyjng i zdoInosé wigzania patogenow
(antygenow], co utrudnia ich dostep do receptoréw?7
komérkowych [2, 3]. Materiatem z ktorego izoluje sie
episjaling jest mleko lub siara cztowieka [4-8] lub
zwierzat [9-12], dokad przechodzi wraz z btong ko-
moérkowa w formie otoczki kuleczek mleka, oderwana
od komorki w procesie laktacji [13],

Wczesne obserwacje dotyczgce wystepowania w su-
rowicy krwi antygenu zwigzanego z komorkami gru-
czotu piersiowego i ttuszczowymi ostonkami kuleczek
mleka pochodzg z pierwszej potowy lat osiemdziesia-
tych [14-17]. Antygen ten byt wykrywany w surowicy
u kobiet z rakiem piersi, szczeg6lnie po pojawieniu sie
przerzutdw. Antygen stanowi mucyno-podobna sub-
stancja, okres$lana przez réznych autor6w mianem
PAS-0, MAM-6, episjalina, non-penetrating glycop-
rotein (NPG), epithelial membrane antigen (EMA),
polimorphic epithelial mucin (PEM), antygen CA 15-3,

1 Dr hab., Zaktad Chemii Og6lInej i Organicznej, Akade-
mia Medyczna w Biatymstoku, ul. Mickiewicza 2, 15-230
Biatystok 2 dr hab., Zaktad Biochemii Farmaceutycznej,
Akademia Medyczna w Biatymstoku, ul. Mickiewicza 2,
15-230 Biatystok
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czy epitektyna [13,18, 19]. We wspo6tczesnym pismien-
nictwie najczeSciej uzywane sga nhazwy: episjalina,
MUC1 lub PEM.

Il. Struktura episjaliny ilokalizacja genu epis-
jaliny w genomie cztowieka

Otrzymanie cDNA rdzenia biatkowego episjaliny
pozwolito na uzyskanie szeregu informacji dotycza-
cych jej budowy ilokalizacji genu episjaliny w genomie
[20-23]. Episjalina jest produktem genu oznaczonego
symbolem MUC1, ktéry w genomie cztowieka jest
zlokalizowany w chromosomie 1q2!-24 [24-28]. Gen
episjaliny zawiera 7 egzonow, z ktérych w drugim
znajdujg sie sekwencje nukleotydowe kodujgce po-
wtarzajgce sie 20-aminokwasowe tandemy [29], za-
jmujace 2/3 czasteczki rdzenia biatkowego. Kazdy allel
genu zawiera zmienng liczbe powtarzajgcych sie tan-
demow, co jest przyczynag znacznego polimorfizmu
czasteczki. Determinante antygenowg rozpoznawang
przez monoklonalne przeciwciata stanowig konser-
watywne 7-aminokwasowe struktury peptydowe
PDTRPAP, zlokalizowane pomiedzy glikozylowany-
mia tandemami [20, 22, 30-32]. Episjaline wyizolowa-
no rowniez z ludzkiej surowicy, cze$ciowo oczyszczono
oraz zidentyfikowano immunologicznie jako polimor-
ficzng glikoproteing o masie cz. ok. 400 kDa [33, 34],
Episjalina wystepuje w formie zwiazanej z blong
komérkowa i od mucyn wydzielniczych, ktérych wtas-
ciwosci byly przedmiotem odrebnego artykutu [35]
rézni sie mniejszg masg czasteczkowa, mniejszg gestos-
cig 0-glikozylacji, brakiem grup -SH umozliwiajacych
powstawanie disiarczkowych oligomerdw, oraz i tym,
ze nie tworzy zelu. Na rycinie 1A przedstawiony jest
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Ryc. 1. Schemat budowy episjaliny (A) i mucyny wydzielniczej (B) (wg [36], zmodyfikowany). Na rycinie zaznaczono N- i C-koncowe

zakonczenia tancuchéw polipeptydowych.

schemat budowy czgasteczki episjaliny z zaznaczeniem
domeny wbudowanej do btony komdérkowej w poblizu
C-konca czasteczki. Rycina IB przedstawia budowe
podjednostki mucyny wydzielniczej.

Wbudowana do btony komorkowej czasteczka epis-
jaliny jest ztozona z wielkiej zewnatrzkomdrkowej
domeny zawierajgcej od 1000 do 2200 aminokwasow,
domeny btonowej i z domeny cytoplazmatycznej za-
wierajagcej 69 aminokwasow [20-23], (Ryc. 2). Na
podstawie struktury cDNA ustalono, ze w domenie
zewngtrzkomorkowej kazda z 20-aminokwasowych
powtarzajgcych sie sekwencji zawiera liczne reszty
seryny i treoniny (stanowigce 5 potencjalnych miejsc
0-glikozylacji), oraz reszty proliny. Genetycznie uwa-
runkowana liczba powt6rzen waha sie od 30 do 90, co
wyraza sie r6zng diugoscig zewnatrzkomérkowej do-
meny. Z powodu licznych reszt prolinowych w tan-
cuchu polipeptydowym, w czgsteczce episjaliny domi-
nuje struktura typu beta, ulegajaca dodatkowo uszty-
wnieniu wskutek dos$¢ gestego rozmieszczenia tan-
cuchéw oligosacharydowych. Przyjmujac za Jento -
ftem [43], ze intensywnie 0-glikozylowany 28-ami-
nokwasowy peptyd ma dtugo$é 7 nm, mucyno-podob-
na domena episjaliny wystaje na 200-700 nm ponad
btone komérkowa (Ryc. 2). Laricuchy oligosacharydo-
we stanowigce ok. 50% masy czasteczki majg sktad
typowy dla mucyn, z nieco wiekszg zawartoscig galak-
tozy i NANA. Wykazano réwniez wystepowanie poje-
dynczych fancuchéw oligosacharydowych potgczo-
nych N-glikozydowo [5, 10].

[Il. Biosynteza episjaliny

Biosynteza episjaliny w hodowlach tkankowych
mutantéw komdrkowych badana byta przez kilka
zespotéw [37-40]. W pierwszym etapie powstaje

N-glikozylowany prekursor biatkowy (ok. 200 kDa)
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Ryc. 2. Episjalna ijej usytuowanie w btonie komdrkowej. Strzatka
zaznaczono miejsce niekowalencyjnego oddziatywania po-
miedzy podjednostkami (wg [2], zmodyfikowany).

(Ryc. 3A) ktérego masa czasteczkowa juz po 4 min.
ulega zmniejszeniu jeszcze w retikulum endoplazmaty-
cznym wskutek odciecia od C-konca czasteczki frag-
mentu o masie 20 kDa (Ryc. 3B). Mimo tego obie czesci
czasteczki tworzg stabilny kompleks; C- koncowy
peptyd ma charakter hydrofobowy izostaje wbhudowa-
ny do btony komérkowej, w ktorej petni role kotwicy
dla wiekszej podjednostki [20-22, 41], (Ryc. 3C). Do
wiekszej podjednostki, reprezentujgcej mucynopodob-
ng domene N-koncowa, podczas wewngatrzkomorko-
wej wedréwki w kierunku btony komoérkowej dobudo-
wujg sie liczne 0-glikozydowe tancuchy oligosachary-
dowe (Ryc. 3C). Dalszy etap biosyntezy to dobudowy-
wanie reszt kwasu sjalowego, ktore stanowig zakon-
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Ryc. 3. Etapy biosyntezy episjaliny (wg [2], zmodyfikowany).
A — N-glikozylowany prekursor episjaliny
B — kompleks N-glikozylowanego prekursora z podjednostka transbtonowa
C — prekursor po O-glikozylacji
D — prekursor po sialilacji
E — oddysocjowanie episjaliny od podjednostki transbtonowej.
czenie tancuchdéw oligosacharydowych, co tgcznie dzeniem tego moze byé fakt, ze czasteczki episjaliny

zwieksza mase czasteczkowag episjaliny do ok. 400 kDa
(Ryc. 3D). Wiegksza podjednostka pozostaje czasowo
zakotwiczona w bionie komdérkowej poprzez interak-
cje z podjednostkg C-koricowg [38]. Kilka godzin po
zakonczeniu syntezy i wbudowaniu episjaliny do bto-
ny komorkowej, obecnosé¢ O-glikozylowanej podjed-
nostki episjaliny mozna wykazaé¢ w medium hodow-
lanym (Ryc. 3E). Nie zostato dotad wyjasnione, czy jest
to skutkiem dysocjacji czy tez kolejnej modyfikacji
proteolitycznej produktu biosyntezy. Czas p6ttrwania
glikozylowanej podjednostki w formie zwigzanej z bto-
ng komdrkowga wynosi 18-24 godziny. Sugeruje sie, ze
proces odrywania sie wiekszej podjednostki od btony
komdrkowej moze zachodzi¢ réwniez in vivo [42].

IV. Nadekspresja i patologiczne formy
episjaliny

W badaniach przeprowadzonych na hodowlach
komérkowych wykazano, ze wkasciwosci komoérek
transfekowanych cDNA episjaliny ulegajg wyraZznej
zmianie. Kilka linii komérek po transfekcji wykazywa-
to, w poréwnaniu z komérkami w hodowli kontrolnej,
obnizenie interakcji z podtozem i wzrost w formie
zawiesiny [2, 42, 44]. Episjalina ulega podwyzszonej
ekspresji w komdrkach transformowanych i uwaza sie,
ze wskutek nadekspresji genu MUC1 episjalina poja-
wia sie na catej powierzchni btony komdérkowej, takze
i w warstwie pomiedzy komoérkami, zaburzajac adhe-
zje komorkowaq [2, 15, 44, 45]. Antyadhezyjne wias-
ciwosci episjaliny nie majg zwigzku ani z jej polimor-
ficzng strukturg ani tez z odpychajgcym dziataniem
ujemnie natadowanych reszt NANA. Decydujace zna-
czenie wydaje sie mie¢ mechaniczne rozdzielenie
warstw receptorowych sasiadujgcych komoérek. Przy
szerokosci tej warstwy rzedu 10 nm, wskutek pojawie-
nia sie episjaliny, komarki zostajg oddzielone od siebie
na odlegto$¢ setek nanometrow (Ryc. 2). Potwier-
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w ktérych liczba powtarzajgcych sie sekwencji ulegta
zredukowaniu i ktérych dtugos¢ jest mniejsza niz 90
nm, tracg swe anty-adhezyjne wiasciwosci. Mozna
sgdzi¢, ze pojawienie sie episjaliny pomiedzy komar-
kami zmniejsza zalezne od integryny i kadheryny
E oddziatywania miedzykomdrkowe wskutek oddzie-
lenia od siebie warstw receptorowych sasiadujgcych
komdrek [42, 44]. Interesujgce jest, ze obecnos¢ epis-
jaliny na powierzchni transformowanych komaorek nie
blokuje wigzania przeciwcial antyintegrynowych [44,
46], prawdopodobnie z powodu wiekszej elastycznosci
ligandéw nie zwigzanych z btong komdrkowsg.

Innym skutkiem nadekspresji episjaliny na powierz-
chni transformowanych komérek jest obnizenie ich
zdolnos$ci do koniugacji z cytotoksycznymi limfocyta-
mi. Wykazano na przykiad, ze liza przez limfocyty
LAK transfekowanych komérek czerniaka A375 byta
znacznie wolniejsza niz liza rewertantdw tych komérek
lub docelowych dla limfocytéw LAK komoérek K-562
[47]. Ochronng role episjaliny przed immunodestruk-
cjag komorek potwierdzajg badania na myszkach, kté-
rym do zyty ogonowej wprowadzano episjalino-pozy-
tywne komaérki A375 lub ich rewertanty. Stwierdzono,
ze liczba guzkéw przerzutowych w ptucach myszek po
injekcji tych pierwszych byta znacznie wieksza. Mimo
ze w hodowli rewertantow ktorymi szczepiono myszki,
komarki episjalino-pozytywne stanowity tylko 1%, to
w masie guzkéw przerzutowych ich odsetek wzrastat
do 25%. Potwierdza to wysoki potencjat przerzutowy
komorek pokrytych episjaling [42].

V. Cechy antygenowe patologicznych form
episjaliny

W stanach patologicznych u cztowieka episjalina
moze ulega¢ nadekspresji w komorkach w ktorych
fizjologicznie wystepuje, co uwidacznia si¢ w nasilaniu
reakcji histochemicznych tych komérek z monoklona-
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Inymi przeciwciatami [2] oraz pojawieniu sig episjaliny
w surowicy krwi [48,49], Badania episjaliny w surowi-
cy krwi zostaty zainicjowane przez BurchelTa [50]
iHilkensa [51]. W surowicy zdrowego cztowieka
antygen episjaliny jest takze wykrywalny, szczegélnie
u kobiet w cigzy, u palaczy i os6b starszych [52, 53].
Jak wykazano z uzyciem monoklonalnych przeciwciat
skierowanych przeciwko rdzeniowi biatkowemu epis-
jaliny, ekspresja episjaliny w komdrkach raka gruczotu
piersiowego wzrasta okoto 10-krotnie [42],

Do uzyskiwania anty-episjalinowych przeciwciat
monoklonalnych uzywa sie nie glikozylowanego biat-
ka, pochodzacego z komérek transfekowanych cDNA
episjaliny, stad przeciwciata wykazujg swoisto$¢ w sto-
sunku do jej polipeptydowego rdzenia. Powtarzajgce
sie sekwencje aminokwasowe rdzenia majg silne wtas-
ciwosci antygenowe [54], To ze antygenowa deter-
minanta episjaliny jest w czasteczce powtarzana wielo-
krotnie, moze mieé znaczenie zaréwno w skuteczniej-
szej immunizacji jak tez i w flatwiejszym wigzaniu
przeciwciat. Zwiekszona wykrywalnos¢ episjaliny w tes-
tach z przeciwciatami przeciwko domenom peptydo-
wym moze wynika¢ nie tylko z nadekspresji ale tez
z wiekszej dostepnosci polipeptydowych epitopéw
wskutek niepetnej glikozylacji, co jest cechg charak-
terystyczng glikoprotein pochodzacych ze zmutowa-
nych tkanek [1, 55-57]. Dotychczas do statej praktyki
klinicznej wszedt tylko test CA 15-3 wprowadzony do
diagnostyki raka gruczotu piersiowego przez T o -
biasa [58].

W diagnostyce rzadziej sa wykorzystywane wias-
ciwosci antygenowe oligosacharydowej czesci epi-
sjaliny, z powodu jej wielkiej zmienno$ci. Nie mnigj
w ostatnich latach pojawity sie nowe testy immunolo-
giczne wykrywajace ze zwiekszong czuto$cig niektdre
antygeny zwigzane ze strukturami oligosacharydowy-
mi [53]. W celach diagnostycznych do rozpoznawania
patologicznych antygendéw prébuje sie rowniez wyko-
rzystywaé przeciwciata i lektyny, rozpoznajace produ-
kty niekompletnej glikozylacji biatkowego rdzenia
episjaliny, jak antygeny Tn isjalo-Tn [59]. Z transfor-
macjg nowotworowg zwigzane jest wytepowanie oli-
gosacharydowych antygendéw sialo-Lewisa i sialo-Le-
wisx [60]. Obecno$¢ sjalo-Lewisa w strukturze epis-
jaliny jest wynikiem indukcji alfa-2,3-sjalotransferazy
[61], wykazujagcej kilkakrotnie wiekszg aktywnos¢
w komorkach transformowanych [62]. Antygen ten,
sie wraz z antygenem sjalo-Lewisxw surowicy chorych
z rakiem trzustki i jelit [64, 65]. W raku okreznicy,
w ponad 90% przypadkow, czasteczki episjaliny maja
wbudowany do struktur oligosacharydowych antygen
sjalo-Lewisx nie wystepujacy w episjalinie ze zdrowych
tkanek [66]. Antygen sjalo-Lewisxwystepuje takze na
powierzchni leukocytéw i komérek HL-60, i jest
ligandem dla $srodbtonkowej selektyny E. Obecnosé
znacznie wiekszej liczby komdrek sjalo-Lewisx— po-
zytywnych w guzach przerzutowych niz w guzie pier-
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wotnym, wskazuje na mozliwos$¢ posredniczenia selek-
tyny E w powstawaniu przerzutéow [67,68], Wykazano
bowiem, ze oczyszczone preparaty episjaliny niosgce
antygeny sjalo-Lewisa i sjalo-Lewisx hamujg adhezje
komoérek HL-60 -sjalo-Lewisx — pozytywnych do
selektyny E [69].

Nalezy jednak zauwazy¢, ze wystandaryzowanie
testow stuzgcych do wykrywania antygendéw wystepu-
jacych na czasteczce episjaliny taczy sie z powaznymi
trudno$ciami. Jest to spowodowane zmienng liczbg
epitopéw wynikajagcg z heterogennosci czasteczki,
a takze maskowaniem epitopéw przez obecne w suro-
wicy wilasne przeciwciata. Szczeg6lnym przyktadem
takiej sytuacji jest wrzodziejgce zapalenie jelit, w kto-
rym wykrywa sie znaczny poziom tych przeciwciat [70,
71]. Opr6cz wykorzystywania episjaliny w diagnos-
tyce, trwajg badania nad zastosowaniem w lecznictwie
syntetycznych antygendw o strukturze episjaliny. Pew-
ne nadzieje co do mozliwo$ci wykorzystania episjaliny
do innego celu niz diagnostyka, mozna wigza¢ z donie-
sieniami o prébach uzycia syntetycznych antygenow
0 strukturze episjaliny do immunizacji pacjentéw
chorych na chorobe nowotworowa [72-74],
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Wptyw uszkodzen DN A na regulacje cyklu komorkowego

The influence of DNA damage on celi cycle regulation

PIOTR WIDLAK*

Spis tresci:

I.  Regulacja cyklu komérkowego

Il.  Blokada w fazie G1 — decydujgca rola biatka p53
I11. Blokada cyklu komérkowego w fazie G2

IV. Mechanizmy rozpoznawania uszkodzen

V. Cykl komoérkowy a naprawa DNA

VI. Apoptoza a uszkodzenia DNA

VIIl. Uwagi koncowe

Wejscie w cykl podziatowy komdrek zawierajacych
uszkodzony DNA wigze sie z niebezpieczeristwem
wprowadzenia btedéw do zapisu informacji genetycz-
nej. Obecno$¢ uszkodzen DNA (indukowanych na
przyktad przez fizyczne czy chemiczne genotoksyczne
czynniki $rodowiskowe) moze wywotaé¢ zablokowanie
kompleksu replikacyjnego lub spowodowaé nieprawi-
dtowe odczytanie informacji kodowanej przez uszko-
dzony fragment. Efektem uszkodzen moze wiec by¢
powstanie réznorodnych mutacji. W komdrkach eu-
kariotycznych odpowiedzig na uszkodzenie DNA jest
zainicjowanie naprawy DNA i zablokowanie cyklu
komodrkowego do czasu, kiedy uszkodzenia zostang
usuniete z genomu, a w przypadku niemozliwosci
usuniecia uszkodzen, skierowanie komoérki na droge
apoptozy.

I. Regulacja cyklu komérkowego

Cykl zyciowy komorki eukariotycznej zostat opisa-
ny w roku 1953 przez Howarda i Pelca [1]jako
powtarzajgce sie zjawisko mitozy i okresu miedzy-
mitotyczngo (podzielonego na faze GI, faze S i faze
G2). Zdarzenia zachodzace w cyklu komérkowym
zorganizowane sg w taki sposob, ze inicjacja kazdego
etapu mozliwa jest po prawidtowym zakonczeniu
etapu poprzedzajgcego. Mechanizmy takiej regulacji
zalezne sg od specyficznych gendéw i noszg nazwe
punktéw kontrolnych (ang.: checkpoints). Kontrola
cyklu uniemozliwia podziat niekompletnie powielone-
go materiatu genetycznego, a takze powielanie i po-
dziat materiatu genetycznego zawierajgcego uszkodze-
nia [2, przeg. w: 3]. Procesy decydujagce o wejsciu
komérki w faze S majg miejsce w fazie GI (,,punkt

* Dr; Zaktad Biologii Nowotworéw, Instytut Onkologii, ul.
Wybrzeze Armii Krajowej 15, 44-100 Gliwice
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kontrolny” GI/S), a procesy decydujagce o wejsciu
komérki w faze M majg miejsce w fazie G2 (,,punkt
kontrolny” G2/M). W komdrce funkcjonujg réwniez
mechanizmy kontrolujgce prawidtowos$¢ przebiegu fa-
zy S i M. O rozpoczeciu kolejnej fazy cyklu komér-
kowego decydujg zaréwno czynniki endogenne jak
i czynniki pochodzace spoza komérki (np. czynniki
wzrostowe — mitogeny). Stwierdzono, ze jednym
z czynnikéw majacych decydujace znaczenie dla regu-
lacji cyklu komorkowego jest aktywnos$¢ kinaz biat-
kowych zaleznych od cyklin, CDK (ang.: cyclin-depen-
dent kinase). W komorkach ssakow wykryto obecno$¢
kilku biatek CDK (oznaczanych jako Cdk z kolejnym
numerem). Biatka CDK obecne sg w jadrze w ciggu
catego cyklu komérkowego, natomiast ich aktywnos¢
regulowana jest przez przylgczenie do podjednostki
katalitycznej biatkowego aktywatora — odpowiedniej
cykliny. Cykliny sa biatkami, ktérych synteza i poziom
zalezy od fazy cyklu komdrkowego [przeg. w: 4],

W komorkach kregowcow o przejsciu granicy GI/S
decyduje aktywnos$¢ komplekséw cyklina D/Cdk4
i cyklina E/Cdk2, oraz cyklina A/Cdk2. Wydaje sig, ze
jednym z najwazniejszych substratow dla kinaz CDK
i efektorem dla ,,zegara” cyklu komoérkowego w fazie
Gl jest biatko pRB (kodowane przez gen zmutowany
w komdrkach siatkdwczaka — retinoblastomy). Biat-
ko pRB tworzy kompleks z czynnikiem transkrypcyj-
nym E2F — kompleks bedacy represorem transkrypcji
genéw zaleznych od E2F. Fosforylacja biatka pRB (i
prawdopodobnie E2F) przez kompleks cyklina
D/Cdk4 lub cyklina E/Cdk2 inicjuje rozpad komplek-
su pRB/E2F iaktywacje genow zaleznych od czynnika
E2F [przeg. w: 5]. Aktywacja kinaz CDK, obok
wigzania odpowiedniej cykliny, nastepuje dzieki fos-
forylacji przez kompleks kinazy Cdk7 z cykling
H (CAK; ang.: CDK activating kinase). Aktywnos¢
kinaz Cdk4 i Cdk2 hamowana jest przez wigzanie
biatkowych inhibitor6w — biatek CDKI (ang.: CDK
inhibitor). Nalezace do tej grupy biatka pi6 INIAMIS
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oraz p 15INKABMIS2 §3 prawdopodobnie kompetytorami
cyklin D (a wiec sg inhibitorami specyficznymi dla
kinaz zaleznych od cykliny D). Dwa inne biatka
zgrupy CDKI, p2 1WAFL/ciPi oraz p27KIPI5S inhibitora-
mi mniej specyficznymi, hamujgcymi aktywno$¢ wiek-
szosci komplekséw cyklina/CDK [przeg. w: 6, 7].

Czynnikiem majgcym decydujgce znaczenie dla roz-
poczecia mitozy jest aktywnos$é kompleksu MPF (ang.:
mitosis-promoting factor). W komorkach ssakéw MPF
tworzony jest przez cykline B i kinaze Cdc2 (biatko
Cdc2 oznaczane jest rowniez Cdkl). Aktywnos¢ MPF
zalezna jest od poziomu cykliny B oraz od fosforylacji
i defosforylacji kinazy Cdc2 (w ktérej, poza CAK,
bierze udziat kinaza Weel i fosfataza Cdc25) [przeg. w:
8]. Powyzszy skrot jedynie sygnalizuje ztozono$¢ me-
chanizmoéw regulacji cyklu komoérkowego. Petny prze-
glad zagadnien dotyczacych regulacji cyklu komor-
kowego mozna znalez¢ w licznych pracach opubliko-
wanych w ciggu ostatnich kilku lat [7-12].

Il. Blokada w fazie G1 — decydujaca rola
biatka p53

W ciggu ostatnich 3-4 lat opublikowano ogromng
liczbe prac dotyczacych mechanizmoéw zahamowania
wzrostu komoérek poddanych dziataniu czynnikéw
uszkadzajgcych DNA. Dane dosSwiadczalne zgodnie
wskazujg, ze dla zablokowania cyklu komérkowego
w fazie G1 decydujace znaczenie ma aktywnos$¢ biatka
p53, a doktadniej, indukowana czynnikami genotok-
sycznymi akumulacja prawidtowego (niezmutowane-
go) biatka p53 w jadrze komdrkowym [13-16]. AKku-
mulacja biatka p53 nie jest wynikiem transkrypcji genu
de novo. Postuluje sie, ze nagromadzenie tego biatka
moze by¢ wynikiem miedzy innymi: odmiennej obrdb-
ki transkryptow (alternatywny “splicing”), stabilizacji
w wyniku obrobki potranslacyjnej (fosforylacja, oligo-
meryzacja, tworzenie komplekséw z innymi biatkami),
czy tez redystrybucji w obrebie komarki [przeg. w: 17],

Przypuszcza sie, ze udziat biatka p53 w blokadzie
cyklu komérkowego zwigzany jest zjego oddziatywa-
niem w charakterze czynnika transkrypcyjnego
z DNA. Do gendéw aktywowanych przez p53 nalezy
WAF1/CIP1. Gen ten koduje biatko p21, ktore jest
inhibitorem kinaz cyklino-zaleznych [18-20]. Biatko
p21 tworzy kompleksy rowniez z biatkiem PCNA,
bedgcym podjednostka polimerazy 5 DNA. Powstanie
kompleksu p21/PCNA blokuje replikacyjng synteze
DNA, lecz nie blokuje syntezy reperacyjnej DNA [21,
22]. Tak wiec, biatko p21 moze zablokowaé cykKl
komérkowy poprzez dwa niezalezne mechanizmy,
z ktdérych jeden (przynajmniej potencjalnie) umozliwia
zablokowanie replikacji uszkodzonego DNA w kom@r-
kach, ktore juz weszty w faze S. Innym genem akty-
wowanym przez biatko p53 jest GADD45 (ang. growth
grrest and DNA damage-inducible). Biatko Gadd45,
podobnie jak p21, wigze sie z PCNA. Stwierdzono, ze
Gadd45 blokuje wejscie komérek w faze Sijednocze$nie
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stymuluje szybko$¢ naprawy DNA [23].

Udziat biatka p53 w regulacji cyklu moze réwniez
wynika¢ ze zdolnos$ci do tworzenia komplekséw z in-
nymi biatkami. Biatko p53 tworzy kompleks z biat-
kiem TBP (ang. TATA box-binding polypeptide), beda-
cym podjednostkg generalnego czynnika transkryp-
cyjnego TFIID. Zwigzanie p53 z TBP hamuje trans-
krypcje gendéw nie posiadajgcych tzw. “p53-response
element” (np. onkogeny c-fos i c-jun) [24, 25]. Tak wiec
p53 mogtoby oddziatywac¢ na cykl komdérkowy row-
niez dziatajgc jako represor transkrypcji genéw nie-
zbednych do jego przebiegu. Biatko p53 ma takze
zdolno$¢ wigzania sie z biatkami biorgcymi udziat
w regulacji replikacji, na przyktad z biatkiem RP-A.
Oddziatywanie p53 z biatkiem RP-A uniemozliwia
jego wigzanie z jednoniciowym DNA (co jest niezbed-
ne do powstania kompleksu replikacyjnego) [26].

Wydaje sie, iz biatko p53 gra centralng role w prze-
kazywaniu sygnatu inicjujgcego zatrzymanie cyklu
komdérkowego w fazie G1, przynajmniej w komadrkach
z uszkodzonym DNA (schemat niektérych powigzan
prawidtowego biatka p53 przedstawiony jest na rycinie
1). Mozliwe jest réwniez, ze niektdre typy uszkodzen
DNA inicjujg zatrzymanie cyklu w fazie G 1niezaleznie
od p53 [27], Co ciekawe, w komdrkach drozdzy gdzie
wydajnie funkcjonuje punkt kontrolny GI/S, nie
stwierdzono obecnos$ci biatka p53 (ale ekspresja ludz-
kiego p53 w komérkach drozdzy hamuje ich prolifera-
cje [28]). Niektore dane sugerujg, ze biatko p53
mogtoby bra¢ udziat w kontroli cyklu komérkowego
w fazie G2 i M [29, 30]. Jest réwniez prawdopodobne,
ze p53 (za posrednictwem p21) bierze udziat w regulacji
nastepstwa faz Si M [31]. Szczegdtowe dane na temat
roli biatka p53 w regulacji cyklu komdrkowego mozna
znalez¢ w innych pracach przegladowych [17, 32-34].

I1l. Blokada cyklu komdrkowego w fazie G2

Powstanie hipotezy dotyczacej mechanizmow “celi
cycle checkpoints” zwigzane jest z odkryciem genu
RAD9. Gen ten odpowiada za indukowang promie-
niowaniem jonizujacym blokade cyklu komérkowego
drozdzy Saccharomyces cerevisiae w fazie G2. Stwier-
dzono, ze produkt genu RAD9 kontroluje rozpoczecie
fazy M w komodrkach, w ktérych nie zakonczyta sie
prawidtowo synteza DNA. Sygnatem do blokady
cyklu moga by¢ zaburzenia replikacji bedgce wynikiem
uszkodzen DNA oraz braku ligazy DNA [35, 2].
Sugeruje sie, ze biatko Rad9 bierze udziat w blokadzie
cyklu réwniez w fazie GI [36]. Funkcja biatka Rad9
zalezna jest od produktéw genéw RAD 17, RAD24,
MEC1 i RAD53, jednak nie jest znany szczegdtowy
mechanizm dziatania wszystkich tych biatek [przeg. w:
37], Do tej pory niejest rowniez znany homolog biatka
Rad9 w komoérkach kregowcéw. Do gendéw zaan-
gazowanych w kontrole cyklu komérkowego w fazie
G2 u drozdzy Schizosaccharomyces pombe nalezg
miedzy innymi radl irad3 [przeg. w: 38], Stwierdzono,
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Ryc. 1. Schemat opisanych w tekscie zwigzkéw prawidtowego biatka p53 z regulacja cyklu komoérkowego (i innymi procesami metabolicznymi).
Odpowiednimi symbolami zaznaczono: (->) — mechanizmy aktywacji, (—i) — mechanizmy inaktywacji, (?) — mechanizmy potencjalne

lub o niejasnym znaczeniu. Skroty nazw tak jak w tekscie.

ze produkt genu radl blokuje cykl komérkowy po-
przez inaktywacje mitotycznego kompleksu kinazy
Cdc2, dziatajgc za posrednictwem kinazy Weel i fos-
fatazy Cdc25 [39]. Rowniez w komorkach ssakow
inaktywacja kompleksu MPF poprzez deregulacje
fosforylacji kinazy Cdc2 jest jednym z mechanizmow
blokady cyklu komdérkowego w fazie G2 [40, 41].
Wydaje sie, ze ten mechanizm blokady cyklu komor-
kowego jest niezalezny od biatka p53 [42].

IV. Mechanizmy rozpoznawania uszkodzeh

Mechanizmy regulujace przebieg cyklu komoérko-
wego w komorkach zawierajagcych uszkodzony DNA
mozna podzieli¢ (przynajmniej formalnie) na trzy
grupy: 1) rozpoznajace uszkodzenie DNA; 2) przeka-
zujace sygnat; 3) majace bezposredni udziat w regulacji
cyklu (efektorowe). W tej chwili stosunkowo najmniej
wiadomo o tym, jak rozpoznawane sg uszkodzenia
ijak przeptywa sygnat inicjujacy blokade cyklu. Wyda-
je sie, ze uszkodzenia DNA moga by¢ rozpoznawane
przez ,.czujniki” specyficzne dla cyklu komérkowego.
Mozliwe jest réwniez, ze sygnat inicjujacy pochodzi
spoza wasko rozumianego uktadu regulacji cyklu;
takim sygnatem mogtoby by¢ zablokowanie trans-
krypcji (lub replikacji) wywotane obecnoscig uszko-
dzen, czy tez rozpoczecie naprawy DNA. Na korzysé
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tej hipotezy przemawia fakt, ze uszkodzenia obecne
w genach transkrybowanych stymulujg akumulacje
biatka p53 silniej niz uszkodzenia DNA nie trans-
krybowanego [43].

Wiekszos$¢ danych o tym jak przebiega przekazanie
sygnatu dotyczy blokady cyklu komorkowego zaleznej
od biatka p53. Wydaje sie, ze uniwersalnym (niezbed-
nym i wystarczajgcym) czynnikiem inicjujagcym aku-
mulacje biatka p53 sg pekniecia nici DNA (ang.: strand
brake). Akumulacje biatka p53, niezalezng od replikacji
i naprawy DNA, wywotujg czynniki bezposrednio
powodujace pekniecia DNA (promieniowanie jonizu-
jace, inhibitory topoizomerazy Il, bleomycyna, a takze
nukleazy). Inne czynniki indukujg akumulacje p53
w spos6b posredni, zalezny od replikacji i naprawy
DNA (na przyktad produkty naprawy uszkodzen in-
dukowanych przez UV). Dodatkowym powodem pek-
nie¢ DNA moga by¢ procesy przebiegajgce w jadrze
naturalnie (np.: rekombinacja) [44]. Mechanizm detek-
cji uszkodzen jest bardzo czuty, umozliwia reakcje na
$ladowe ilosci czynnikéw genotoksycznych (na przy-
ktad promieniowanie jonizujgce w dawkach wywotu-
jacych jedno lub kilka uszkodzen na komdrke [45]).

Zaktada sie, ze detektorami peknie¢ nici DNA sg
enzymy, ktérych aktywnos$¢ zalezna jest od tego typu
struktur, i ktore mogtyby modyfikowac¢ biatko p53.
Jednym z enzyméw aktywowanych przez pekniecia
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nici i wolne kofice DNA jest polimeraza poliADP-
-rybozy (PARP). Stwierdzono jednak, ze u zwierzat
transgenicznych z wytgczonym genem PARP funkc-
jonuje indukowana czynnikami genotoksycznymi blo-
kada cyklu komérkowego. Tak wiec, aktywnos$¢ tego
biatka prawdopodobnie nie jest zwigzana z regulacjg
cyklu komorkowego [przeg. w: 46, 47]. Innym en-
zymem aktywowanym przez przerwane nici i wolne
konce DNA jest kinaza biatkowa zalezna od DNA
(DNA-PK), ktdrej jednym z substratdw (przynajmniej
in vitro) jest p53 [przeg. w: 48]. Obecnie wiadomo, ze
biatko DNA-PK bierze udziat w rekombinacji i na-
prawie peknieé¢ nici DNA. Nie ma natomiast bezpo-
Srednich dowoddw na jego zwigzek z regulacjg cyklu
komorkowego [przeg. w: 47, 49]. Ostatnio wykryto
liczne biatka drozdzy i kregowcoéw o duzej homologii
do DNA-PK, co pozwolito na identyfikacje odrebnej
rodziny biatek. Wiele z nich zwigzanych jest z regulacjg
cyklu komérkowego. Jednym z takich biatek jest pro-
dukt genu ATM, zmutowanego w wiekszosci przypad-
kéw syndromu ataxia telangiectasia. Do tej pory (dru-
ga potowa roku 1996), nie jest jednak znany szczegéto-
wy mechanizm dziatania biatka ATM i innych biatek
nalezacych do tej rodziny [przeg. w: 50, 51].

Biatko p53 réwniez wigze sie z DNA. Domena
odpowiedzialna za wigzanie ze specyficznymi sekwenc-
jami DNA zlokalizowana jest w centralnej czesci
biatka. Natomiast w czesci C-koncowej zlokalizowana
jest domena odpowiedzialna za ,niespecyficzne” wig-
zanie DNA [przeg. w: 52]. Wykazano, ze C-koricowa
domena p53 wigze sie preferencyjnie z jedno- i dwu-
niciowymi koricami DNA (réwniez indukowanymi
promieniowaniem jonizujgcym), oraz katalizuje rena-
turacje DNA [53, 54], Stwierdzono rowniez, ze
C-koncowa domena p53 wigze sie specyficznie ze zle
sparowanymi fragmentami DNA (btedy typu “inser-
tion/deletion mismatches”) [55]. Dane te wskazujg, ze
biatko p53 mogtoby uczestniczyé w szlaku prowadza-
cym do blokady cyklu komorkowego nie tylko jako
element przekazujacy sygnat, ale réwniez jako czynnik
rozpoznajgcy uszkodzenia DNA. Hipoteze te potwier-
dza obserwacja, ze wigzanie krotkich jednoniciowych
fragmentdow DNA przez C-koicowg domene p53
zwieksza wydajnos$¢ wigzania centralnej domeny biat-
ka ze specyficznym “p53-response element” genu
GADDA45 [56],

V. Cykl komérkowy a naprawa DNA

Generalnie zaktada sig, ze odwracalne zablokowa-
nie cyklu komérkowego utatwia naprawe DNA po-
przez wydtuzenie czasu jaki komorki majg na usuniecie
uszkodzen (zanim nastapi powielenie i podziat mate-
riatu genetycznego). W zwigzku z tym, blokade cyklu
komdrkowego przedstawia si¢ czasem jako integralny
sktadnik mechanizmoéw naprawy DNA. Wiadomo, ze
procesy naprawy zahamowane sg w trakcie mitozy.
Jednak dane dotyczace wydajnosci naprawy w po-
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szczegblnych fazach cyklu komérkowego sa jedynie
fragmentaryczne. Stwierdzono, ze po naswietleniu ko-
mérek promieniowaniem UV naprawa DNA aktyw-
nego transkrypcyjnie przebiega na podobnym pozio-
mie w trakcie faz Si G2, natomiast szybko$¢ naprawy
DNA nieaktywnego wzrasta w trakcie fazy S [57],
Moze to mie¢ zwigzek z czasowym zanikiem struktury
nukleosomowej w trakcie replikacji, i w konsekwencji
utatwionym dostepem kompleksu naprawczego do
uszkodzen. Wiadomo réwniez, ze preferencyjna na-
prawa nici transkrybowanej funkcjonuje podobnie
w fazie G1 i fazie G2 [58],

Jest prawdopodobne, ze mechanizmy regulujgce
przebieg cyklu komérkowego moga bezposrednio
wptywa¢ na przebieg naprawy DNA. Czynnikiem
wigzacym mechanizmy regulacji cyklu komérkowego
inaprawy DNA jest (jakze inaczej) biatko p53. Stwier-
dzono, ze w komérkach ze zmutowanym genem p53
(na przyktad pochodzacych od pacjentéw z syndro-
mem Li-Fraumeni) upos$ledzona jest naprawa uszko-
dzen indukowanych przez promieniowanie UV (zalez-
nos$¢ dotyczy wiec mechanizmu naprawy przez wycina-
nie — NER; ang. nucleotide excision repair") [59],
Zaobserwowano, ze defekt nie dotyczy preferencyjnej
naprawy nici transkrybowanej [60]. Mozliwe jest , ze
biatko p53 wptywa na NER poprzez bezpos$rednie
oddziatywania z kompleksem naprawczym. Wynika to
z faktu, ze moze ono tworzyé kompleksy z helikazami
XPD, XPB i CSB biorgcymi udziat w naprawie DNA,
oraz modulowac¢ ich aktywno$¢ [59, 61]. Helikazy
XPB i XPD sg sktadnikami czynnika transkrypcyj-
nego TFIIH, aktywnego zardwno w procesach trans-
krypcji, jak i naprawy DNA. Co ciekawe, sktadnikami
kompleksu TFIIH sg réwniez cyklina H i Cdk7, biatka
tworzace CAK (przeg. w: 62]. Defekty NER stwier-
dzono rowniez w komérkach z nieaktywnym genem
WAF1/CIP1 [63]. Jest wiec mozliwe, ze p53 wptywa
na naprawe DNA za posrednictwem biatka
p2 jWAn/ciPi (oraz®o CZym byla mowa wczes$niej, za
posrednictwem biatka Gadd45 [23]).

Biatko p53 wydaje sie by¢ zwigzane roéwniez z in-
nymi mechanizmami naprawy DNA. Stwierdzono, ze
p53 oddziatuje in vivo z biatkiem Rad51, ktore jest
jednym z biatek katalizujgcych proces rekombinacji.
Moze to wskazywa¢ na zwigzek p53 z procesami
rekombinacji oraz rekombinacyjnej naprawy dwuni-
ciowych peknie¢ DNA [64]. Stwierdzono rowniez, ze
biatko p53 wykazuje aktywno$¢ 3’-> 5’ egzonukleazy
[65]. Otworzyto to pole do spekulacji na temat udziatu
p53 w procesie “mismatch repair" i w korekcyjnej
aktywnoS$ci polimeraz DNA.

V1. Apoptoza a uszkodzenia DNA

Wiele genotoksycznych czynnikéw $rodowisko-
wych moze — poza blokadg cyklu komdérkowego
— inicjowaé apoptoze, czyli zaprogramowang $mierc

komérki (CPD; ang.: programmed cell death) [przeg. w:
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66, 67]. Obecnos¢ prawidtowego biatka p53 jest,
przynajmniej w wiekszosci typow komarek, niezbedna
dla przebiegu apoptozy wywotanej czynnikami usz-
kadzajacymi DNA [68, 69]. Tym niemniej, w nie-
ktérych komérkach (np. w stymulowanych do prolife-
racji limfocytach T) indukowane przez czynniki geno-
toksyczne blokada cyklu komdrkowego lub apoptoza
moga przebiega¢ niezaleznie od p53 [70]. Do tej pory
nie sg znane szczeg6ty mechanizméw regulujacych
apoptoze i rolajaka odgrywa w niej p53. Przypuszcza
sie, ze p53 moze dziataé jako aktywator gendw stymu-
lujgcych apoptoze (na przyktad bax [71]), lub jako
represor gendw hamujacych apoptoze (na przyktad
bcl-2 [72]). Mozliwe jest réwniez, ze p53 wpltywa na
apoptoze w sposOb niezalezny od transkrypcji [73].
Wydaje sie, ze apoptozajest sposobem wjaki komorki
odpowiadajg na uszkodzenia DNA w sytuacji, kiedy
niemozliwe jest zablokowanie cyklu komdérkowego
i efektywna naprawa DNA. Nie wiadomo jednak, czy
i w jaki sposéb, powigzane sa funkcje biatka p53
w blokadzie cyklu komoérkowego i apoptozie. Jedna
z hipotez zaktada, ze w odpowiedzi na uszkodzenia
DNA biatko p53 uruchamiatoby mechanizmy prowa-
dzace do blokady cyklu komérkowego, zas$ jednoczes-
na obecno$¢ czynnikéw wymuszajgcych kontynuacje
cyklu (takich jak onkoproteiny czy brak biatka pRB)
prowadzitaby do apoptozy [74, 75]. Mozliwe jest
réwniez, ze zwigzane z p53 mechanizmy apoptozy oraz
blokady cyklu komérkowego funkcjonujg niezaleznie
od siebie, a wybdr jednej z dwu mozliwosci zalezy od
rodzaju komoérki lub wptywu $rodowiska [33]. Na
korzy$¢ tego drugiego modelu przemawia to, ze ko-
morki z niektérymi mutacjami genu p53 zachowujg
zdolnos¢ do blokady cyklu komdérkowego, natomiast
tracg zdolno$¢ do apoptozy [76],

VII. Uwagi kohcowe

Dzielagce sie komorki eukariotyczne zawierajgce
uszkodzony DNA realizujg strategie polegajgcg na
zablokowaniu cyklu komérkowego do czasu usuniecia
uszkodzenia, lub usmierceniu komorki jesli nie da sie
zapobiec powieleniu i podziatowi uszkodzonego mate-
riatu genetycznego. Taka strategia umozliwia zacho-
wanie integralnosci materiatu genetycznego, pomimo
powstajacych stale uszkodzenn DNA. Przebieg procesu
nowotworzenia uzalezniony jest od nagromadzenia sie
licznych niezaleznych mutacji. Kazda zmiana metabo-
lizmu komorki zwiekszajaca tempo powstawania i na-
gromadzania mutacji zwieksza wiec prawdopodobien-
stwo powstania nowotworu. Dotyczy to rdwniez zabu-
rzen regulacji cyklu komoérkowego, a szczeg6lnie me-
chanizmoéw zwigzanych z ,punktami kontrolnymi”.
Wiekszo$¢ biatek zaangazowanych w regulacje cyklu
komoérkowego (w tym biatek CDK, CDKI i cyklin)
kodowana jest przez geny wykazujgce cechy onkoge-
néw lub genéw supresorowych nowotworéw. Genem
supresorowym jest rowniez gen kodujacy biatko p53,
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centralny element mechanizméw blokady cyklu ko-
morkowego w obecnosci czynnikéw uszkadzajgcych
DNA. Uszkodzenia genu p53 stwierdzono w ponad
potowie przypadkéw nowotwordéw u ludzi. Wiekszos¢
mutacji genu p53 znosi funkcje biatka zwigzane z blo-
kadg cyklu komérkowego i apoptoza. Prawdopodob-
nie ta cecha p53 sprawia, ze utrata lub uszkodzenie
genu p53 jest czynnikiem silnie stymulujgcym proces
nowotworzenia. Jednoczes$nie, wskazuje to na znacze-
nie jakie dla ochrony informacji genetycznej majg
mechanizmy uniemozliwiajace powielenie i podziat
uszkodzonego DNA. Przeglad wspotzaleznosci po-
miedzy regulacjg cyklu komérkowego a procesami
nowotworzenia mozna znalez¢ miedzy innymi w:
[11,77-79].
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System ubikwitynacji i jego rola u drozdzy Saccharomyces

cerevisiae

The ubiquitin conjugation system and ist role in the yeast
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l. Wstep

Ubikwityng, zbudowane z 76 aminokwasow biatko,
wchodzi w sktad uniwersalnego systemu modyfikowa-
nia biatek u eukariontéw. System ten, zwany systemem
ubikwitynacji sktada sie, oprécz ubikwityny, z uktadu
enzymatycznego katalizujgcego proces przytgczenia jej
do biatek. Ubikwityng odgrywa podstawowg role
w proteolizie biatek nieprawidtowych oraz biatek
regulacyjnych o krotkim okresie pottrwania. Zaan-
gazowana jest takze w regulacje ekspresji genéw,
reperacje DNA, transformacje nowotworowg, regula-
cje cyklu komdrkowego, wptywa na aktywnos$¢ chro-
matyny, bierze takze udziat w powstawaniu ryboso-
mow i peroksysoméw [1-3]. Jednakze niejestjasne czy
we wszystkich tych procesach modyfikacja ubikwityng
stuzy jako sygnat do degradacji czy tez petni inne
funkcje nie zwigzane bezpos$rednio z proteolizag [4],

Drozdze Saccharomyces cerevisiae sg idealnym mo-
delem w badaniach nad funkcjg i mechanizmem ubi-
kwitynacji, ze wzgledu na tatwo$¢ stosowania metod
genetyki klasycznej i molekularnej [5]. Wprawdzie sg
one organizmami jednokomérkowymi, ale pod wzgle-
dem ztozonos$ci budowy nie réznig sie od komorek
wyzszych organizméw. Natomiast charakteryzuje je
krotki czas generacji. Ponadto poréwnanie sekwencji
aminokwasowej ubikwityny drozdzy i cztowieka wy-
kazato identyczno$¢ 73 z 76 jej reszt aminokwasowych.

1 Mgr, 2dr Zaktad Genetyki, Instytut Biochemii i Biofizyki
PAN, ul. Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa
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Ubikwityng jest zatem najbardziej konserwatywnym
z biatek. Czasteczka ubikwityny ma globularng budo-
we, odporng na wysokg temperature, zmiany pH
izmiany polarnoS$ci. Jej obecno$¢, w formie wolnej lub
zwigzanej z biatkami, stwierdzono w cytoplazmie,
jadrze ina powierzchni komdrki u wszystkich organiz-
méw eukariotycznych [2].

W artykule przedstawiono informacje na temat
mechanizmu degradacji biatek przy udziale ubikwity-
ny oraz proceséw, w ktdre zaangazowana jest ubi-
kwitynacja. Blizsze informacje o czasteczce ubikwityny
sg opublikowane w Postepach Biochemii [6].

I1. Geny ubikwityny i ich ekspresja

U drozdzy istniejg cztery geny — UBI, kodujace
ubikwityne, ws$réd ktérych wyrdznia sie dwie ich

usll

usR

usnl e

UBU | 1 | 1 1 ~1

Rye. 1. Organizacja gcnow kodujacych ubikwityne
Opis ryciny: biatymi prostokgtami oznaczono elementy
kodujgce ubikwityne, czarnymi i szarymi prostokgtami
— elementy kodujace biatka fuzyjne lub aminokwas ochron-
ny. Geny UBII i UBI2 zawierajg identycznie usytuowane
introny, zaznaczone liniag tamana, wewnatrz elementéw
kodujacych ubikwityne.
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podstawowe klasy (Ryc. 1) [7]. Do pierwszej klasy
zaliczono poligen — UBI4,w ktérym jednostka kodu-
jaca 76 aminokwaséw ubikwityny powtarza sie piecio-
krotnie. Na korficu 3’ genu znajduje si¢ kodon amino-
kwasu, nie wystepujgcego w dojrzatej ubikwitynie.
Zadaniem tego aminokwasu jest ochrona C-konca
niedojrzatej ubikwityny przed koniugacjg z biatkiem.
W procesie dojrzewania zostaje on odciety. Na koncu
5’ poligenu znajduje sie nieulegajgca transkrypcji sek-
wencja regulatorowa, odpowiedzialna za ekspresje
w warunkach stresu termicznego.

Do drugiej klasy nalezg geny fuzyjne: UBI1, UBI2,
UBI 3, ktore sktadajg sie z pojedynczej sekwencji DNA
kodujacej ubikwityne, przedtuzonej na korncu 3’ sek-
wencjami nukleotydowymi kodujgcymi biatka rybo-
somalne. Zidentyfikowano dwa rodzaje biatek rybo-
somalnych wystepujacych w fuzji z ubikwityna [8].
Pierwsze — to biatko o 52 aminokwasach, ktore
w dojrzatej (pozbawionej ubikwityny) formie wchodzg
do wiekszej podjednostki rybosomu. Biatko drugiego
rodzaju ma dtugos$¢ 76 aminokwasow ijest elementem
mniejszej podjednostki rybosomu.

Ekspresja genow obu klas jest w cyklu zyciowym
Scisle regulowana. W warunkach szybkiego wzrostu
i podziatéw komorkowych, a wiec w okresach wzmo-
zonej biosyntezy biatka, indukowane sg przede wszyst-
kim geny kodujgce ubikwityne potgczong z biatkami
rybosomalnymi. W warunkach gtodu, w szoku ciepl-
nym i w okresach stacjonarnego wzrostu komdrek
w hodowli, ekspresji ulega gtéwnie gen poliubikwity-
nowy [9].

Nie stwierdzono obecnosci w komdrkach poliubik-
wityny, to jest biatka, w ktorym C-koniec jednego
monomeru tgczytby sie z N-koncem nastepnego. Naj-
prawdopodobniej tworzgca sie poliubikwityna jest
szybko, by¢ moze réwnocze$nie z translacja, hydro-
lizowana do ubikwityny. Podobnie rzecz si¢ ma z ubi-
kwityng sprzezong z genami kodujgcymi biatka rybo-
somalne [9].

I1l. Sposoby wigzania ubikwityny z biatkami

Centrum aktywne ubikwityny znajduje sie na jej
karboksylowym koncu. W procesie modyfikacji biatek
ubikwityng (patrz roz. 1V) grupa karboksylowa glicyny
z C-konca ubikwityny tgczy sie wigzaniem izopep-
tydowym z grupg s-aminowg lizyny koniugowanego
biatka. Obiektem modyfikacji moze tez by¢ sama
ubikwityng, ktdra in vivo jest juz potgczona z biatkiem.
Gtownym miejscem akceptorowym w czasteczce ubi-
kwityny jest jedna z siedmiu reszt lizynowych, Lys-48
[10]. Zaobserwowano jednak, ze w sytuacjach gdy
lizyna-48 jest zwigzana lub zamieniona na inny amino-
kwas, reszty Lys-29 i Lys-63 tez mogga tworzy¢ koniu-
gaty. Takie wigzanie poprzez Lys-63 jest wazne w od-
powiedzi komorki na stres [11] oraz w procesie
naprawy DNA [12]. W ten sposOb powstajg struktury
ubikwitynowe prostoliniowe i prawdopodobnie takze
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rozgatezione, potgczone z biatkiem, ktore nazwano
multiubikwityna.

Znanych jest wiele rozmaitych biatek modyfikowa-
nych jedng czasteczkg ubikwityny (Ryc. 2A). Rola
monoubikwitynacji nie jest do konca jasna. Przytacze-
nie ubikwityny do N-korca biatka rybosomalnego (Ryc.
2A), peini role regulatorowg — zwieksza wydajnos¢
wbudowywania biatka rybosomalnego do podjednostki
rybosomu [8]. Biatka multiubikwitynowane mozemy
podzieli¢ na kilka grup (Ryc. 2C, 2D, 2E). Niektore
histony i receptory w blonie komérkowej, nie pod-
legajgce proteolizie, zawierajg kilka pojedynczo pod-
stawionych czgsteczek ubikwityny (Ryc. 2C). Przytgcze-
nie multiubikwitynowego tafAcucha nierozgatezionego
do biatka jest sygnatem do jego degradacji (Ryc. 2D).
Multiubikwitynacja tancuchami rozgatezionymi (Ryc.
2E), z udziatem Lys-29 i Lys-63 prawdopodobnie
wystepuje w odpowiedzi komoérki na stres [11].

N
RO c

299
R S

Ryc. 2. Sposoby wigzania sie ubikwityny z biatkiem.
Opis ryciny: linia prosta oznaczono czasteczke biatka,
z zaznaczeniem jego N- i C-konca, uczestniczagcego w proce-
sie ubikwitynacji, szarymi kwadratami czasteczki ubikwity-
ny. Dalszy opis w tekscie.

IV. Enzymy systemu ubikwitynacji u drozdzy

Przytgczenie ubikwityny do biatek przebiega wielo-
etapowo. Jest to kaskada transestryfikacji (Ryc. 3),
w ktorej powstajg wysokoenergetyczne tioestry przy
udziale czasteczki cysteiny w centrum aktywnym en-
zmow i C-koncowej glicyny w czasteczce ubikwityny
[13]. Proces ligacji ubikwityny z biatkiem katalizujg
trzy klasy enzymow:

El lub Uba — enzymy aktywujgce (ang. Ubiguitin-
-activating enzyme)

E2 lub Ubc — enzymy koniugujace (ang. Ubiquitin-
-conjugating enzyme)

E3 lub Ubr — enzymy rozpoznajace, ligazy ubi-
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ATP t El

E1 ~Ub

“m
El

E2 ~ Ub

g

E3 ~ Ub

‘_{' sub&f
-

produkt
(ubikwitynowany substrat)

produkt
(ubikwitynowany substrat)

Ryc. 3. Przytaczanie ubikwityny do biatka.

Opis ryciny: Ubikwityna (Ub) jest aktywowana przy udziale
enzymu aktywujacego — EI w obecnos$ci ATP. W wyniku
tej reakcji powstaje tioester EI~Ub. Zaktywowana ubi-
kwityna jest przekazana z El na specyficzng grupe tiolowg
enzymu koniugujgcego — E2. Efektem tej reakcji jest
powstanie nastgpnego tioestru E2~ Ub. E2 albo bezpos$red-
nio przenosi ubikwityne na substrat, albo za posSrednictwem
E3 — wiasciwej ligazy ubikwitynowo-biatkowej. Enzym E3
tworzy kolejny tioester z ubikwityng. Substrat moze by¢
mono- lub multiubikwitynowany.

kwitynowo-biatkowe (ang. Ubiguitin recognition, Ubi-
auitin-protein ligase) [14].

Proces rozpoczyna potaczenie ubikwityny z enzy-
mem aktywujagcym — EI. Jest to reakcja dwuetapowa.
Najpierw C-terminalna glicyna ubikwityny jest ak-
tywowana przez ATP z utworzeniem adenylo-ubi-
kwityny i uwolnieniem AMP a nastepnie przenoszona
jest na grupe tiolowg cysteiny w centrum aktywnym E 1
z utworzeniem wigzania tioestrowego [1]. W procesie
ubikwitynacji biatka jest to jedyny etap, ktdry wymaga
energii.

Z EIl ubikwityna zostaje przekazana na biatko
koniugujace — E2. E2 przenosi ubikwityne bezposred-
nio na substrat, w obecnos$ci albo za posrednictwem
biatka E3, ligazy ubikwitynowo- biatkowej. Enzymy
E2 i E3 wystepujg w komodrce jako rodziny biatek
i wydaje sie, ze r6zne kombinacje kompleksu E2-E3
determinujg ich specyficzno$é substratowa.

IV-1. Enzymy aktywujace — EI

Enzymy El odznaczaja sie duzym stopniem konser-
watywnos$ci w obrebie miejsca aktywacji, w poblizu
cysteiny niezbednej do tworzenia wigzania tioestrowe-
go oraz w obrebie miejsca wigzania ATP [15, 16],
Enzymy EI mogga tworzy¢ kompleks z E2. Dotychczas
sklonowano u drozdzy gen UBA1 kodujacy enzym ElI
[15] oraz gen UBA2 wysoce homologiczny do UBAL.
Wprawdzie UBA2 koduje biatko zawierajgce sekwen-
cje wigzaca ATP i posiadajagce konwerwatywng cys-
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teing, ktdra jest niezbedna do jego funkcjonowania to
jednak dotychczas nie udato sie wykazaé dla niego
aktywnosci EI [16]. Geny UBA1 i UBA2 sg niezbedne
dla zycia komorki. Biatko Ubal jest zlokalizowane
w cytoplazmie ijadrze a biatko Uba2 wjadrze. Uba2p
nie komplementuje braku Ubalp w komérce, i od-
wrotnie, nawet gdy lokalizacja komdrkowa tych biatek
zostanie zmieniona przez mutageneze [16].

IV-2. Enzymy koniugujace — E2

U drozdzy jest znanych 12 gendw kodujacych
enzymy E2 (Tab. 1) [2, 3, dane nieopublikowane].
Poréwnanie sekwencji wszystkich znanych enzymow
E2 wykazato istnienie konserwatywnej, centralnie po-
tozonej domeny (UBC), ztozonej z ~ 150 aminokwa-
séw, zawierajacej reszte cysteinowa w centrum aktyw-
nym, niezbedng do wytworzenia wigzania tioestrowe-
go z ubikwityng. Zgodno$¢ sekwencji réznych E2
osigga w tym rejonie co najmniej 35% [2]. Enzymy E2
mozna podzieli¢ na trzy klasy: jedne zbudowane sg
prawie wytgcznie zdomeny UBC, inne przedituzone sg
na koncu karboksylowym lub aminowym domeny
centralnej dodatkowymi odcinkami tafAcucha biatko-
wego [2], Rola tych koncowych odcinkéw polega na
interakcji enzymu E2 z E3, rozpoznawaniu substratu
biatkowego bez udziatu E3 [17] oraz na lokalizacji
enzymoéw E2 w réznych kompartmentach komorki
[18], Wydaje sie, ze regulacja aktywnos$ci enzymow E2
oraz ich interakcja z biatkami jest kontrolowana przez
odwracalng fosforylacje [19],

Enzymy E2 determinujg specyficzno$¢ substratowg
ubikwitynacji. Mutacje w réznych genach kodujgcych
E2 powodujg rézne fenotypy mutantéw. Cztery en-
zymy E2 (Ubc4, Ubc5, Ubc6, Ubc7) biorg udziat
w degradacji czynnika transkrypcyjnego MAToc2 dro-
zdzy [20], a niektore z nich biorg takze udziat w innych
procesach. Rézne E2 moga tworzy¢ heterooligomery-
czne kompleksy co prowadzi do zmiany ich specyficz-
noéci [20], Dalsze rozszerzenie specyficznosci zacho-
dzi przypuszczalnie na skutek interakcji z E3 [3].

IV-3. Ligazy ubikwitynowo-biatkowe — E3

U drozdzy pierwszym poznanym genem kodujgcym
ligaze ubikwitynowo-biatkowg jest UBR1 (Tab. 1)
[21], Biatko Ubrl ma zdolno$¢ rozpoznawania amino-
kwasu na N-koricu substratu i tworzenia potgczonego
z substratem tancucha multiubikwitynowego. Badania
nad P-galaktozydazg, w ktérej N-koricowg metionine
zastgpiono innymi aminokwasami wykazaty, ze rodzaj
aminokwasu N-konicowego decyduje o dtugosci okre-
su poéttrwania biatka w komérce. Prawidtowos¢ te
nazwano zasadg N-konca (ang. N-end rule) [22].
Mutanty, w ktorych brak jest genu UBR1 rosng
normalnie ale nie degradujg syntetycznych substratow
podlegajgcych zasadzie N-korca [21] oraz nie sg
zdolne do importu dwu- i trojpeptydow [23]. Ubrlp
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Tabela 1.
Komponenty systemu ubikwitynowego u drozdzy

Enzymy Geny

El UBAI —

UBA2 —

E2 UBC1 —

UBC2/RAD6 —

UBC3/CDC34 —

UBC4 —
UBC5

UBC6 —

UBC7 —

UBC8 —

UBC9 —

UBC10/PAS2 —-

E3 UBR1 —_

RSP5 —

enzym DOA4 —
deubikwitynu- —
jacy -

Funkcja i regulacja

aktywacja C-koncowej reszty ubikwityny
gen niezbedny do zycia komérki

gen niezbedny do zycia komorki
przypuszczalnie petni funkcje El lub E2

uczestniczy w regulacji cyklu zyciowego komérki wraz z UBC4
i UBCS5, szczeg6lnie w sporulacji i rozwoju
indukuje faze GO

uczestniczy w reperacji DNA, indukowany przez mutageneze
wigze sie z histonami przez kwasny koniec

niezbedny w sporulacji

represja retrotranspozonoéw

uczestniczy wraz z UBR1 w degradacji biatek podlegajacych
zasadzie N-konca (ang. N-end rule pathway)

indukowany przez czynniki uszkadzajagce DNA

niezbedny w regulacji cyklu komoérkowego G ~S, replikacji
DNA, ksztattowaniu wrzeciona podziatowego
wspotdziata z CDC4 i CDC53

degradacja biatek o krotkim okresie zycia i biatek nieprawid-
towych

uczestniczy w cyklu zyciowym komérki wraz z UBC1
niezbedny w warunkach stresu (termicznego, obecnosci kadmu,
analogéw aminokwasowych)

degradacja fuzji ubikwityna-P-galaktozydaza

niezbedny w sporulacji

degradacja MATa2, receptora Ste2

supresor wielokopijny mutacji sekrecyjnej secol

indukowany w warunkach stresu termicznego i obecnos$ci kadmu
gen zawiera introny

biatko wchodzace w sktad btony retikulum endoplazmatycznego
degradacja MATa2 i biatka btony retikilulm endoplazmatycz-
nego Secdl

supresor wielokopijny mutacji sekrecyjnej secél

powoduje oporno$¢ na kadm

degradacja MATa2 i biatka btony retikulum endoplazmatycz-
nego Secol

indukowany w obecnos$ci kadmu

gen zawiera introny

niezbedny w regulacji cyklu komérkowego G 2—M

degradacja cyklin CLB2, CLB5

gen zawiera introny

biogeneza peroksysomow

wspotdziata z UBC2

uczestniczy w degradacji biatek poprzez rozpoznawanie N-kon-

cowego aminokwasu (ang. N-end rule pathway)

uczestniczy w degradacji permeaz (Gaplp, Fur4p)
wptyw na lokalizacje komérkowa Mod5p-I

recyrkulacja ubikwityny

reperacja DNA
kontrola wzrostu komoérki
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kontroluje aktywno$¢ plazmatycznego transportera
peptydéw Ptr2p, przypuszczalnie miedzy innymi po-
przez kierowanie go do degradacji [24]. Jedynym
znanym Fizjologicznym substratem u drozdzy, ktérego
degradacja zalezy od Ubrl jest podjednostka a biatka
G kodowana przez GPA1 [25], Dziatanie Ubrl wyma-
ga obecnosci Ubc2, Ubrl wspotdziata rowniez i Fizycz-
nie taczy sie z enzymami zmieniajgcymi N-koniec
biatek: N-terminalng amidazg kodowang przez NTA1l
i transferazg Arg-tRNA-biatkowg kodowang przez
ATE1 [24].

Genem kodujacym ligaze ubikwitynowo-biatkowg
jest réwniez RSP5 [26], Biatko Rsp5 jest wysoce
homologiczne do ludzkiej ligazy ubikwitynowo-biat-
kowej E6-AP, niezbednej do degradacji biatka p53.
Homologia wystepuje w C-koncu, w obrebie domeny
wielkosci ~350 aminokwaséw, ktdéra jest odpowie-
dzialna za aktywno$¢ enzymatyczna. W domenie tej
znajduje sie cysteina, niezbedna do tworzenia wigzania
tioestrowego z ubikwityng [26]. Biatko Rsp5 efektyw-
nie oddziatuje z enzymem UbcHS5, ktory jest ludzkim
homologiem drozdzowego Ubc4, a stabo z innymi
badaniami E2 [27]. Rsp5p wystepuje w komorce
zasocjowane z innymi biatkami (jednym z nich jest
Buli) tworzgc duze kompleksy [28].

Ligaza ubikwitynowo-biatkowa Rsp5 jest niezbedna
do ubikwitynacji, inaktywacji, endocytozy idegradacji
permeazy aminokwasowej Gaplp oraz permeazy ura-
cylowej Furdp [29, 30]. Permeazy te, odmiennie od
wiekszosci ubikwitynowanych biatek degradowanych
przez proteasom 26S, sg degradowane przez proteazy
wakuolarne (patrz ponizej). Biatko Rsp5 jest réwniez
niezbedne do prawidtowej cytoplazmatyczno-mito-
chondrialnej lokalizacji Mod5p-I, enzymu modyFiku-
jacego tRNA [31]. W mutantach mdpl/rsp5 pula
mitochondrialna Mod5p-I jest zmniejszona przy wyz-
szym poziomie catkowitym [32], co potwierdza wnio-
sek z badan in vitro nad mitochondriami szczura [33,
34], ze ubikwitynacja ma wptyw na import biatek do
mitochondréw. Interesujace jest, ze Rsp5p jest rowniez
aktywatorem transkrypcji a funkcja ta nie zalezy od
zdolnosci wiazania ubikwityny przez cysteine [35].

V. Degradacja biatek i recyrkulacja
ubikwityny

Ubikwitynowane biatka moga wej$¢ najeden z kilku
szlakdw metabolicznych. Czasteczki ubikwityny moga
by¢ usuniete z koniugatu przez hydrolazy C-kofca
ubikwityny zwane tez proteazami ubikwityno-specyFi-
cznymi (Ubp, ang. uhiquitin-specific processing protea-
se). Jezeli ubikwityng nie zostanie usunieta biatka
moga zosta¢ zdegradowane przy udziale proteasomu
26S lub trwale pozosta¢ w komorece. Ubikwitynowane
biatka btony plazmatycznej moga ulec endocytozie
i zosta¢ skierowane do wakuoli (odpowiednik lizoso-
méw u wyzszych eukariontéw) gdzie sg degradowane
przez proteazy wakuolarne.
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Nadal niejest jasne, co decyduje o losie ubikwityno-
wanego biatka. Postulowano, ze biatko zawierajgce
jedng lub kilka pojedynczo ubikwitynowanych reszt
lizynowych, takie jak histony, kalmodulina i niektére
receptory w btonie komdrkowej, sg trwate i nie pod-
legajg proteolizie [2]. Degradacji ulegajg natomiast
biatka podstawione prostym lub rozgatezionym tan-
cuchem czasteczek multiubikwityny. Coraz czesciej
podkresla sig, ze decydujaca o losach koniugatu jest
konformacja tancucha multiubikwityny. Poza tym
sama sekwencja aminokwasowa i konformacja sub-
stratu biatkowego decyduje o budowie koniugatu
i jego dalszych losach [36]. Na przyktad, w N-koncu
tancucha polipeptydowego cyklin mitotycznych B,
wykazano obecno$é fragmentu destrukcyjnego (ang.
destruction box), niezbednego do proteolitycznej de-
gradacji cyklin, przy udziale systemu ubikwitynacji
[37, 38], Permeaza uracylowa takze zawiera sekwencje
podobng do fragmentu destrukcyjnego. Mutacja w je-
go obrebie powoduje odpornos$¢ na degradacje w wa-
runkach stresu [39]. Inne cykliny: CLN1, CLN2,
CLN3, akumulujgce sie pod koniec fazy GI, zawierajg
sekwencje PEST (bogatg w proling, kwas glutamino-
wy, seryne i treoning) [40], obecng réwniez w innych
szybko degradowanych biatkach, np. czynniku trans-
krypcyjnym Gcn4 [41]. Usunieciejej powoduje stabili-
zacje biatek, brak degradacji i ich akumulacje.

Proces ubikwitynacji biatek jest procesem bardzo
precyzyjnym. Bezpos$rednio przed ubikwitynacjg moze
zajs$¢ fosforylacja czasteczki biatka katalizowana przez
kinazy biatkowe, co stwierdzono dla receptora Ste2p
u drozdzy [42] oraz biatek z komérek ludzkich [43],
Fosforylacja moze wptywac na przytgczenie ubikwity-
ny, poprzez zmiane konformacji biatek np. przez
odstoniecie domen rozpoznawanych przez wilasciwe
enzymy katalizujgce proces ubikwitynacji.

W przemiany jakim moze podlega¢ koniugat ubi-
kwitynowo-biatkowy zaangazowane sg tez hydrolazy
C-konca (Ubp). U drozdzy znane sg trzy Ub-specyFicz-
ne proteazy Ubpl-Ubp3 [44] oraz znaleziono dal-
szych kilkanascie genow, ktére przypuszczalnie kodu-
jg biatka o tej funkcji [3]. Usuwanie ubikwityny z ko-
niugatu zmienia prawdopodobienstwo rozpoznawania
go przez proteasom 26S. Przypuszcza sie, ze szybkosé
degradacji specyFicznych biatek moze by¢ scisle regulo-
wana przez enzymy usuwajace ubikwityne [3].

Koniugaty, ktore weszty na szlak prowadzgcy do
degradacji, ulegajg proteolizie przy udziale zaleznego
od ATP kompleksu proteazowego, proteasomu 26S.
To wielkie biatko zbudowane jest z trzech zasoc-
jowanych czynnikéw: dwdch o statej sedymentacji 19S
(uwyzszych eukariontéw CF-1 i CF2) ijednego o statej
sedymentacji 20S (u wyzszych eukariontéw CF-3) [45,
46]. Do degradacji biatka zwigzanego z ubikwityng
konieczna jest asocjacja wszystkich trzech czynnikéw.
Hydroliza ATP towarzyszy dwém odrebnym reak-
cjom: potaczeniu sie sktadnikow kompleksu proteazo-
wego w forme aktywng i samej proteolizie. Na szcze-
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i degradacja biatka

Ryc. 4. Hipotetyczny mechanizm degradacji biatka przy udziale proteasomu.
Opis ryciny: Proces degradacji biatka przy udziale proteasomu rozpoczyna si¢ od formowania koniugatu ubikwityny (oznaczono
czarnymi kulkami) z biatkiem. Nastepnie, zmodyfikowane ubikwityna biatko wiaze sie z 26S proteasomem (rdzen katalityczny 20S
oznaczono jasnoszarym cylindrem, czynniki o statej sedymentacji 19S na koncach katalitycznego rdzenia 20S oznaczono ciemnoszarymi
cylindrami). Po zwigzaniu si¢ koniugatu z proteasomem nastepuje odtaczenie tancucha ubikwityny, rozwinigcie biatka ijego wejscie do
rdzenia katalitycznego, gdzie nastepuje degradacja biatka, (wg [48] za pozwoleniem Celi Press)

g6lng uwage zastuguje kompleks biatkowy o statej
sedymentacji 20S stanowigcy rdzen katalityczny kom-
pleksu, nazwanym w literaturze proteasomem 20S
[47]. Jego obecnos$¢ stwierdzono w jadrze i cytoplaz-
mie. Jest to cylindryczna czgsteczka zbudowana
z 4 wspdtosiowych pierscieni, z ktorych kazdy sktada
sie z 7 podjednostek biatkowych [48], Na obu koficach
rdzenia katalicznego znajdujg sie czynniki o stalej
sedymentacji 19S. Kazdy z nich sktada sie co najmniej
z 15 podjednostek [45]. Wiekszo$¢ genow kodujgcych
podjednostki proteasomu S. cerevisiae jest zidentyfiko-
wana i wiekszo$é jest niezbedna do zycia komaérki [2,
45, 49]. Hipotetyczny mechanizm degradacji biatka
przy udziale proteasomu przedstawiono na rycinie 4.

Sktadnikiem systemu ubikwitynowego jest takze
enzym deubikwitynujacy, u drozdzy Doa4p, ktory jest
zwigzany z proteasomem 26S [50]. Jego rolg jest
odcinanie od degradowanego biatka czgsteczek ubi-
kwityny, ktéra ponownie stuzy do ubikwitynacji in-
nych biatek. Delecja genu DOA4 powoduje zahamo-
wanie proteolizy niektérych substratéw podlegajacych
ubikwitynacji (np. MATa2) i akumulacje multiubi-
kwitynowanych biatek. Tak wiec Doa4p wraz z hydro-
lazami C-konca odgrywa role w recyrkulacji ubi-
kwityny.

Ostatnie badania nad biatkami btony plazmatycznej
u drozdzy wskazujg na nowa role jakag moze petnic
modyfikacja ubikwityna. Zwiazanie czynnika o« do
jego receptora, biatka Ste2, stymuluje endocytoze
kompleksu receptor-ligand co kieruje go do wakuoli,
gdzie ulega degradacji. Rownoczes$nie stymulowana
jest ubikwitynacja konca cytoplazmatycznego Ste2p.
Ubikwitynacja tajest niezbedna do zajscia endocytozy
kompleksu [42], Ubikwitynacja stuzy wiecjako sygnat
do endocytozy idegradacji biatka w wakuoli. Podobng
role odgrywa ubikwitynacja transportera aminokwa-
sow Gapi [29], permeazy uracylu [30], transportera
Pdr5 [51] itransportera Ste6 [52], Badania na innych
organizmach dostarczajg dowoddéw, ze modyfikacja
ubikwityna moze petni¢ jeszcze inne funkcje, takie jak
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regulacja aktywnos$ci enzymu [53], czy translokacja
biatka z cytoplazmy do btony [54].

VI. Rola modyfikacji biatek ubikwityng

Enzymy uczestniczagce w modyfikowaniu biatek ubi-
kwityna, kodujgce je geny oraz ich funkcje przed-
stawiono w tabeli 1 [2, 4, 11, 16, 18, 29, 31, 37, 52,
55-57], Role procesu ubikwitynacji przedstawiono na
rycinie 5. Podsumowujac zauwazy¢ mozna, ze ubi-
kwitynacja biatek towarzyszy wielu procesom metabo-
licznym.

1 Kieruje biatka o krotkim czasie zycia oraz biatka
nieprawidtowe do degradacji przez proteasom 26S.
2. Modyfikacja ubikwityng niektorych biatek btono-
wych jest sygnatem do ich endocytozy i kierowania do
wakuolarnego systemu degradacji [42, 51],

3. Bierze udziat w tworzeniu organelli komoérkowych
oraz wptywa na lokalizacje komorkowa biatek, po-
przez udzial w transporcie przez btone peroksysomal-
ng [56], btone retikulum endoplazmatycznego [18]

INNE FUNKCJE

E1-E2-E3
Ub\
ATP /Ub
Ub Ub\ ENDOCYTOZA
Ub

ENZYM

DEUBIKWITYNUJACY DEGRADACJA

PRZY UDZIALE
PROTEASOMU

Ryc. 5. Rola procesu ubikwitynacji biatka.

Opis ryciny: Substrat biatkowy jest modyfikowany ubi-
kwityng (Ub) przy udziale enzyméw: EI, E2, E3 (patrz
Ryc. 3). Substrat moze by¢é monoubikwitynowany lub
multiubikwitynowany. Ubikwityng jest odcinana od sub-
stratu przy udziale enzymu deubikwitynujacego. Modyfika-
cja biatek ubikwityng jest sygnatem do degradacji przy
udziale proteasomu, albo sygnatem do endocytozy, albo
odgrywa inng funkcje metaboliczng, (wg [36] za pozwole-
niem Celi Press)
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oraz w imporcie biatek do mitochondridw [31, 33, 34].
4. Ubikwitynacja jest zaangazowana Ww reperacje
DNA [12], w procesy uruchamiane w czasie stresu
[11], w opornos$ci na rézne zwiazki chemiczne, trans-
krypcje, kontrole cyklu komorkowego a u ssakéw
takze transformacje nowotworowg, spermatogeneze
i infekcje wirusowe.

5 Rola monoubikwitynacji biatek, takich jak np.
histony czy receptory btonowe jest nieznana.

VII. Uwagi koricowe

Modyfikacja biatek ubikwityng, odgrywa kluczowa
role w procesach regulacyjnych komérki. Mimo znacz-
nego postepu jaki dokonat sie w ostatnich latach
w zrozumieniu roli ubikwitynacji biatek, nadal jej
funkcja biologiczna jest znana tylko fragmentarycznie.
Najlepiej poznanym procesem, w ktédrym uczestniczy
ubikwityng jest proces degradacji biatek. Jednak przy-
toczone przyktady uzmystawiaja ogromng ztozonos$é
proceséw, towarzyszgcych degradacji biatek. Wazng
staje sie odpowiedz na pytanie, co decyduje o wejsciu
ubikwitynowanego biatka na okreslony szlak metabo-
liczny. Czy ubikwityna, ktdra jest zaangazowana w tak
wiele proceséw, odgrywa w nich tylko role degradacyj-
ng, czy tez regulacyjng? Ostatnie badania wskazuja, ze
rola degradacyjna ubikwityny jest tylko jedng z wielu
mozliwych rél jakg petni to biatko.

Praca autoréw jest wspierana przez Komitet Badan Nauko-
wych — grant nr 6P04A 026028.
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Koordynacja syntezy mci prowadzacej i opéznionej DNA

w widetkach replikacyjnych

Coordination of the leading and lagging DNA strand synthesis

IWONA J. FIJALKOWSKA],
PIOTR JONCZYK?2

Spis tresci:

l. Wstep

1. Polimerazy prokariotyczne
I1-1. Budowa holoenzymu polimerazy Il DNA
11-2. Koordynacja replikacji nici prowadzacej i op6z-

nionej

I1l.  Pordwnanie holoenzymu polimerazy 11l DNA z innymi

replikazami

IV. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotow: PCNA — jadrowy antygen
proliferujgcych komdrek; Pol 11l — Polimeraza Il DNA;
RF-C — czynnik replikacyjny C; SSB — biatka wigzace sie
do jednoniciowego DNA.

I. Wstep

Podstawowe mechanizmy replikacji DNA, podob-
nie jak inne mechanizmy syntezy makroczgsteczek sg
wysoce konserwowane ws$rod organizmow zywych.
Dotyczy to reakcji chemicznych i kierunku syntezy
DNA, udziatu primeréw RNA, mechanizmu nieciagtej
replikacji DNA na nici op6znionej przy uzyciu frag-
mentéw Okazaki [1]. Replikacja chromosomalnego
DNA rozpoczyna sie w SciSle okreslonym miejscu,
zwanym miejscem startu (ang. origin of replication).
Molekularne mechanizmy inicjacji replikacji DNA
w bakteriach E. coli byly tematem niedawno opub-
likowanego w Postepach Biochemii artykutu przegla-
dowego [2]. W miejscu startu syntezy DNA, roz-
dzielajgce sie tancuchy rodzicielskiego DNA tworzg
widetki replikacyjne. Dwie nici rodzicielskie zorien-
towane sg w przeciwnych Kkierunkach. Przeciwna
orientacja nici DNA w dupleksie powoduje rézny
mechanizm syntezy obu nici potomnych. Wszystkie
znane replikazy DNA wymagajg do rozpoczecia poli-
meryzacji wolnego konca 3-OH. Synteza DNA obu
nici przebiega tylko w kierunku 5’->3\ Powoduje to, ze
jedna z nici potomnych jest kopiowana w spos6b
ciagly, zgodnie z ruchem widetek, natomiast druga jest
syntetyzowana w Kkierunku przeciwnym do ruchu

1Dr, 2dr, Pracownia Mutagenezy i Reperacji DNA, Instytut
Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawinskiego 5A, 02-106
Warszawa

98

Contents:

I Introduction

1. The prokaryotic polymerases
I1-1. The structure of DNA polymerase 111 holoenzyme
I11-2. Coordination of leading and lagging strand syn-

thesis

111, Comparison of DNA polymerase IlIl holoenzyme to
other replicases

IV.  Conclusions

widetek, w postaci krdtkich fragmentéw (tzw. fragmen-
ty Okazaki) tgczonych nastepnie w jedng, ciggtg nic.
Ni¢ potomna syntetyzowana w sposob ciagty, zgodnie
z ruchem widetek nosi nazwe nici prowadzacej (ang.
leading strand), a ni¢ syntetyzowana w sposo6b nieciagty
— nici opo6znionej (ang. lagging strand) [1] (Ryc. 1.
Tematem tego artykutu jest przedstawienie mechaniz-
méw umozliwiajagcych rédwnoczesng synteze obu nici
DNA w widetkach replikacyjnych.

Dane genetyczne, biochemiczne, krystalograficzne
oraz analiza komputerowa sekwencji aminokwasowej
polimeraz prokariotycznych i eukariotycznych wska-
zujg, ze wiekszos$¢ polimeraz posiada charakterystycz-
ne, wysoce konserwowane motywy tworzace centra
aktywne polimeraz [3], Badania te wykazaty podobny
plan budowy polimeraz, opisywany jako zgodny z re-
guta ,,prawej reki” [4], Replikazy czesto zbudowane sg
z wielu podjednostek i oddziatywujg podczas syntezy
nici potomnej z wieloma biatkami [1].

Najlepiej poznanymi genetycznie i biochemicznie
replikazami sg: polimeraza Il DNA z Escherichia coli
oraz polimeraza faga T4. Holoenzym polimerazy IlI
z Escherichia coli stuzy jako prototyp kompleksu
replikacyjnego biorgcego udziat w syntezie DNA.
Stanowi on znakomity obiekt badan, pozwalajacy na
zrozumienie zasad replikacji réwniez w innych or-
ganizmach.

Il. Polimerazy prokariotyczne
I1-1. Budowa holoenzymu polimerazy IIl DNA

W komodrkach Escherichia coli, holoenzym poli-
merazy 11 DNA jest gtbwnym enzymem odpowiedzia-
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Ryc. 1. Schemat budowy widetek replika-
cyjnych w komérce E. coli. Strzal-
kami oznaczono kierunek syntezy
DNA na nici prowadzacej i op6z-
nionej.

&

Inym za synteze potomnego DNA. [1], Uwaza sie ze
holoenzym polimerazy 111 DNA sktada sie co najmniej
z 10 podjednostek [5, 6] Badania biochemiczne
i fizykochemiczne wskazujg na dimeryczng, asymet-
ryczng budowe polimerazy (Ryc. 2). Réwniez wielko$é
holoenzymu (IMDa) i dane stechiometryczne
wskazujg na tworzenie asymetrycznego dimeru:
(ac0)2x2y255°xvl/(P2)2 [7, 8]. Dimeryczng budowa holo-
enzymu umozliwia zsynchronizowang replikacje nici
prowadzacej i op6znionej [1, 9],

Rola poszczegdlnych podjednostek w procesie re-
plikacji jest wcigz tematem badarn. Poznane sg geny
kodujgce poszczegélne podjednostki (Tab. 1. Na
przyktad podjednostka o, kodowana przez gen dnaE,
zawiera aktywnos$é polimerazy DNA [10], a podjed-
nostka e, kodowana przez gen dnaQ (inna nazwa
mutD), jest 3’ -> 5’ egzonukleazg i odpowiedzialna jest
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za funkcje korektorska (ang. proofreading). Egzonuk-
leaza 3'—5’ usuwa z kofica 3’'OH wigczone w trakcie
syntezy DNA nieprawidlowe zasady [11, 12]. Biatka
kodowane przez poszczeg6lne geny zostaty oczysz-
czone i podjete zostaty proby rekonstrukcji holoen-
zymu polimerazy Il DNA in vitro. Holoenzym poli-
merazy IIl DNA w zaleznos$ci od skiadu podjednost-
kowego mozeny podzieli¢ na kilka strukturalnych
form. Rdzen polimerazy zbudowany jest z 3 podjed-
nostek, ktore sg potgczone ze sobg liniowo ot-e-0 [13],
Dwa rdzenie potgczone sg dimerem i tworzgc Pol IIP
[14], Taka struktura umozliwia zsynchronizowang
replikacje obu nici DNA (prowadzacej i op6znionej)
[9]. Pol I11* zawiera Pol IIP (rdzen z i) i kompleks
y [5], do peinego holoenzymu brakuje jedynie podjed-
nostki P [15] (Tab. 1). Podjednostka p, zwana ,Sliz-
gajaca sie klamrg” (ang. sliding clamp) formuje pier-
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Scien otaczajagcy DNA, przez co umozliwia efektyw-
niejsze przytaczenie holoenzymu do DNA. Powoduje
to znaczne zwigkszenie procesywnosci polimerazy
[16]. Procesywnos$é polimerazy okresla ilos¢ nukleo-
tydow replikowanych podczas jednokrotnego przytg-
czenia sie polimerazy do matrycy DNA. Procesywno$¢

samego rdzenia polimerazy Il DNA wynosi jedynie
10-15 nukleotyd6éw, natomiast procesywno$¢ catego
holoenzymu Pol Il okre$la sie na kilkaset tysiecy

nukleotydéw [1]. Kompleks y [5, 6], sktada sie
z 5 réznych podjednostek (y255°xW) [17, 18]. Umoz-
liwia on w obecnosci ATP, ulokowanie pierscienia
P w miejscu startu nowego fragmentu Okazaki.

11-2. Koordynacja replikacji nici prowadzacej
i opdznionej

W widetkach replikacyjnych E. coli duplex DNA jest
progresywnie rozwijany przez helikaze DNA (biatko
DnaB) [1]. Helikaza DnaB jest heksamerem zbudowa-
nym z szesciu identycznych podjednostek. In vitro,
wolna helikaza odwija DNA z szybkoscig 35 nuk-
lotydow na sekunde. Wiadomo natomiast, ze szybkos¢
syntezy DNA w widetkach replikacyjnych wynosi
okoto 1000 nukleotydéw na sekunde. Musi wiec istnie¢
mechanizm koordynujacy szybko$¢ odwijania DNA
z szybkoscig replikacji. Ostatnio wykazano, ze istnieje
interakcja pomiedzy podjednostkg t holoenzymu poli-
merazy Il DNA, a biatkiem DnaB [19]. Interakcja
x-DnaB powoduje prawdopodobnie zmiane konfor-
macji DnaB, co zwieksza ponad 10-krotnie szybko$¢
odwijania DNA przez DnaB [20]. Podjednostkg i jest
odpowiedzialna za potaczenie obu rdzeni wchodza-
cych w sktad holoenzymu polimerazy 11l DNA. Dzieki
temu nastepuje potgczenie polimerazy syntetyzujgcej
DNA na nici prowadzacej z polimerazg nici op6z-
nionej [14, 21, 22].

Budowa widetek replikacyjnych i staty kierunek
5’-» 3" replikacji wymusza dwa r6zne mechanizmy
replikacji nici prowadzacej i nici opdznionej (Ryc. 1).
Poniewaz polimeryzacja nici prowadzacej zachodzi
zgodnie z kierunkiem przesuwania sie widetek re-

Ryc. 2. Schemat asymetrycznej budowy dimeru holoenzymu poli-
merazy Il DNA F. coli.

plikacyjnych, konieczny jest tylko jeden startujacy
primer RNA, ktéry podlega ciagtej elongacji przez
polimeraze 11l DNA. Na nici op6znionej syntetyzowa-
nych jest wiele primerdw zapoczatkowujgcych synteze
fragmentéw Okazaki. Krotkie primery RNA (10-14
zasad) syntetyzowane sa przez primaze (biatko DnaG)
[1]. Dtugosé fragmentow Okazaki zalezy od czestosSci
powstania primerdw RNA. Natomiast czesto$¢ po-
wstawania primerow zalezy od interakcji pomiedzy
primaza DnaG i helikazg DnaB [23]. Tak wiec,
helikazajest biatkiem oddziatywujacym zaréwno z pri-
mazgjak iz podjednostkyg i holoenzymu. Znaczenie tej
interakcji DnaB-i prawdopodobnie polega na przeka-
zywaniu informacji polimerazie nici opo6znionej, ze
primer zostat zsyntetyzowany i mozna rozpoczynac
synteze nowego fragmentu Okazaki. Model taki po-

Tabela 1.
Podjednostki holoenzymu polimerazy 111 DNA
Podjednostkg Kodujacy gen Funkcja
a dnakE polimeraza DNA
e dnaQ(mutD) 3'—5' egzonukleaza funkcja edytorska (a-1-8+ 0) rdzen polimerazy
0 holE funkcja nieznana
X dnaX taczy dwie czgsteczki rdzenia dimeryzacja holoezymu, oddziatowuje
z helikazg, ostania potgczenie a z P w trakcie polimeryzacji
Y dnaX wigzanie ATP, faczy sie z t
5 holA taczy sie z P
5’ holB stymuluje umiejscowienie P na kofAcu primera kompleks y (y + 5/8+ X+0)
X holC taczy sie z SSB
Y holD taczy x z Y
P dnaN zwieksza procesywno$¢ polimerazy oddziatowuje z a i kompleksem vy,
przytacza sie do 3’'OH konca primera pierscien P
100 POSTEPY BIOCHEMII 43(2), 1997



twierdzajg wyniki z pracowni 0 'Donnella [19],
wskazujace na interakcje pomiedzy DnaB a podjed-
nostka i wchodzgca w kontakt z czesScig holoenzymu
polimerazy IIl DNA syntetyzujgcg nic opdzniong.

Replikacja nici ciggtej nastepuje zwysokga procesyw-
noscig [21]. Wysoka procesywnos$c¢ jest spowodowana
oddziatywaniem rdzenia polimerazy ze ,$lizgajaca sie
klamrg” (zbudowana z dwéch podjednostek (3, utrzy-
mujgcg polimeraze na matrycy DNA. Replikacja w Es-
cherichia coli przeprowadzona jest z szybkoscia ~ 1000
zasad na sekunde [24], Replikacja nici opdznionej
zachodzi w kierunku przeciwnym do kierunku przesu-
wania sie widetek replikacyjnych, dlatego tez, synteza
nici opdznionej wymaga ciggtych dysocjacji i reasoc-
jacji polimerazy. Chromosom E. coli zawiera 4,4
miliony par zasad. Przyjmujac, ze dtugos¢ fragmentu
Okazaki wynosi okoto 1-2 Kb [1], mozna obliczy¢, ze
polimeraza DNA musi ulega¢ dysocjacji i reinicjowac
okoto 2 do 4-ech tysiecy razy na nici op6znionej [25],
W komorce znajduje sie okoto 10 do 20 czasteczek
holoenzymu Pol IIl DNA [26,27], dlatego tez, w trak-
cie replikacji genomowego DNA kazda czasteczka jest
uzywana wielokrotnie. Po ukonczeniu syntezy jednego
fragmentu Okazaki jest przenoszona na miejsce rozpo-
czecia nastepnego fragmentu [15, 28, 29] (Ryc. 1.

W ciggu ostatnich lat opublikowano szereg prac
[30-35] majacych na celu wyjasnienie mechanizmu
umozliwiajagcego jednoczesng replikacje obu nici
DNA. Badano mechanizm przemieszczania sie¢ poli-
merazy do nowego primera RNA, po ukoAczeniu
syntezy poprzedniego fragmentu Okazaki w trakcie
replikacji nici op6znionej [36, 37, 20, 22],

Jak wspomnielismy, holoenzym poi Il DNA ma
budowe asymetryczng (Ryc. 2). Wchodzgcy w skiad
holoenzymu kompleks y umieszcza przy nowopow-
stajagcym primerze RNA pierscien 3 ktéry zamyka sie
wok6t DNA jak koralik [38, 39], Po zamknieciu
pierscienia wokot DNA, oddziatywanie @3z komplek-
sem y maleje, natomiast wzrasta oddziatywanie z pod-
jednostkg a rdzenia i nastepuje replikacja nowego
fragmentu Okazaki (Ryc. 3). Po zakonczeniu replikacji
fragmentu Okazaki, nastepuje odigczenie holoenzymu
od pierscienia (3 Ilo$¢ podjednostek @w komérce jest
Scisle okresSlona (okoto 300 dimerdw), dlatego tez aby
mogty by¢ ponownie wykorzystane, pierscienie (3 sa

podjednostkag p

/

ATP

5|

/
kompleks y

Ryc. 3. Schemat umieszczania pierscienia
[3 na koncu 3-OH primera.
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uwalniane z konca 3’ zsyntetyzowanego fragmentu
Okazaki. Uwolniony pierscien (3 moze znow przyta-
czy¢ sie do kompleksu y i wzig¢ udziat w replikacji
nastepnego fragmentu Okazaki [8, 25]. Przedsta-
wiony powyzej mechanizm, zaproponowany przez
0 ’Donnella [8], nie jest w peini udowodniony,
jednakze wiele wynikoéw doSwiadczen wskazuje, ze jest
on wysoce prawdopodobny. Wykazano, ze kompleks
y specyficznie rozpoznaje koniec 3’ primera RNA
1 umieszcza tam pierscien [ w reakcji, w Kktorej
nastepuje hydroliza ATP. Ustalono, ze podjednostka
odpowiedzialng za oddziatywanie pierscienia 3z kom-
pleksem vy jest podjednostkg 5 wchodzgca w skiad
kompleksu y [31]. Wykazano, ze kompleks y ma
aktywnos¢ DNA-zaleznej ATPazy [6, 18]. Wcigz nie
jest znany mechanizm umieszczania pierscienia [3 na
DNA. Nastepnym etapem wymagajacym wyjasnien
jest potaczenie rdzenia polimerazy z pierscieniem @3
W nieobecnosci DNA rdzeA wykazuje niskie powino-
wactwo do pierscienia (3 Po przytgczeniu do konca
primera RNA, powinowactwo pomiedzy rdzeniem
a P znacznie wzrasta [35]. Jest to zwigzane ze zmiang
konformacji  czeSci  C-terminalnej podjednostki
a w obecnosci DNA [35, 40], Miejsce wigzania
P z rdzeniem i kompleksem y zachodzg na siebie
(C-terminalna cze$¢ podjednostki P), tak wiec, rdzen
i kompleks y nie moga réwnocze$nie oddziatywaé
z pierscieniem p. Dlatego tez, podczas syntezy DNA,
stabilny i wysoce procesywny kompleks P-a nie po-
zwala na potaczenie P z kompleksem y i przerwanie
syntezy DNA [8,41]. Funkcje ochraniajacg potaczenie
P-a peini rowniez podjednostkg x Podjednostka
xprzeciwdziata usuwaniu z DNA podjednostki p przez
kompleks y. Przy braku podjednostki x, dtugosc
syntetyzowanego DNA na nici prowadzacej jest pro-
porcjonalna do stezenia podjednostki p, a odwrotnie
proporcjonalna do stezenia kompleksu y. Wskazuje to,
ze xjest wymagane do tworzenia wysoce procesywnego
kompleksu nici prowadzacej [22], Na nici op6Znionej,
silne oddziatywanie pomiedzy polimerazg a podjed-
nostka p, stabnie po ukonczeniu fragmentu Okazaki
i polimeraza oddysocjowuje, pozostawiajac pierscien
P [25]. Nieznany jest mechanizm dysocjacji poli-
merazy od matrycy po ukonczeniu fragmentu Okaza-
ki. Niejasny jest rowniez, mechanizm uwalniania pier-

polime~raza”

polimeraza faczy
siezp

ADP,
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Scienig 3od DNA po zakornczeniu syntezy fragmentu
Okazaki. Badania in vitro wskazujg, ze odtgczenie
pierscienia P od DNA moze nastgpi¢ w obecnosci
kompleksu y [22, 25, 35],

To, czy kompleks y umieszcza, czy odtgcza pierscien
P od DNA jest prawdopodobnie zalezne od danej
struktury DNA i od oddziatywania pomiedzy pier-
Scieniem p, podjednostkg x a rdzeniem polimerazy.
I11. Poréwnanie holoenzymu polimerazy
11l DNA Escherichia coli z innymi
replikazami

Jak opisano wyzej, efektywne funkcjonowanie holo-
enzymu polimerazy Il DNA podczas replikacji chro-
mosomu bakteryjnego zalezy od wspétdziatania trzech
funkcjonalnych elementéw: 1) rdzenia polimerazy,
odpowiedzialnego za synteze DNA, 2) pierScieni
P zwiekszajacych procesywnos$¢ holoenzymu poprzez
utrzymywanie statego kontaktu pomiedzy polimeraza
DNA a matryca, oraz z 3) kompleksu y, odpowiedzial-
nego za umieszczanie pierScienia P na DNA. Okazuje
sie, ze te same funkcjonalne elementy biorg udziat
podczas replikacji DNA zaréwno w organizmach
prokariotycznych jak i w eukariotycznych.

W polimerazie faga T4, rdzeniem polimerazy DNA
jest produkt genu 43 (g43p), a funkcje pierscienia
P petni biatko genu 45 (g45p). Za ukierunkowywanie
i przytaczanie g45p do matrycy DNA odpowiedzialny
jest kompleks dwdéch biatek g44p i g62p — funkcjonal-
ny odpowiednik kompleksu y [42]. W E. coli te trzy
sktadniki replikazy sg tgczone razem poprzez podjed-
nostke x. Wiadomo, ze podjednostka x odgrywa istot-
na role koordynujac szybkos¢ replikacji DNA z szyb-
koscig rozwijania DNA przez helikaze, utrzymujac
w ten sposob ciggtosé syntezy DNA. Do tej pory nie
odnaleziono analogu podjednostki x w replikacji faga
T4. Jednakze, polimeraza faga T4, podobnie jak faga
T7, oddziatywuje bezposrednio z helikazg. Dlatego tez
wydaje sie, ze nie potrzebna jest obecno$¢ analogu
biatka x, w replikacji faga T4 [43, 44],

Organizmy eukariotyczne, od drozdzy do cztowie-
ka, replikujg DNA wedtug tej samej strategii. (Tab. 2).
Opracowano [45, 46] system in vitro, do badania
replikacji plazmidow DNA zawierajgcych miejsce star-

Tabela 2.
Trzy gtdwne komponenty struktury réznych replikaz
Komponent E. coli
I. rdzen 3 podjednostki
polimeraza/3’—5’ egzonukleaza (Q+ e+ 0)
1. kompleks tadujacy pierscien kompleks y 5 podjed-
nostek
y
5
S
X
I11. pierscien p
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| podjednostka

kompleks g44/62p 2 podjed-
nostki

g44p

962p

g45p

tu replikacji wirusa SV-40. Jest to modelowy system
pozwalajacy przesledzi¢ udziat poszczegdlnych biatek
w replikacji organizmdw eukariotycznych. Wiadomo,
ze do inicjacji replikacji DNA potrzebny jest antygen
T icaly kompleks biatek inicjacyjnych. Antygen T po-
siada rowniez funkcje helikazy. Kompleks Antygen
T-RP-A (komérkowe biatko replikacyjne A), taczy sie
z polimeraza ¢ [47]. Polimeraza ¢ posiada dwie
aktywnosci: polimerazy i primazy [1]. Polimeraza
@syntetyzuje w miejscu startu replikacji primer RNA.
Rowniez polimeraza ¢i rozpoczyna z primera RNA
synteze krotkiego (okoto 34 nukleotydéw) odcinka
DNA. Nastepnie RF-C (ang. replicationfactor C) [48,
49], odpowiednik kompleksu y, przytacza sie do konca
3’'0H nowopowstajgcego DNA i umieszcza tam pier-
Scien PCNA (ang. Proliferating Cell Nuclear Antigen),
odpowiednik pierscienia 3 [50]. Dalszg synteze DNA
przejmuje inna polimeraza replikacyjna. Dwie poli-
merazy eukariotyczne, polimeraza 8 i polimeraza
8uwazane sg za polimerazy replikacyjne [patrz artykut
przeglagdowy 51, 52], Jednakze dane uzyskane in vitro,
przy uzyciu systemu replikacji wirusa SV40 wskazuja,
ze polimeraza 8 moze syntetyzowac obie nici DNA,
prowadzacg i op6zniong [53, 54]. W przeciwieAstwie
do holoenzymu polimerazy Ill DNA, polimeraza 8 nie
tworzy dimeru tgczacego replikacje obu nici w widet-
kach replikacyjnych. Nie posiada réwniez odpowied-
nika podjednostki x Uwaza sie, ze RF-C nie jest
zwigzany z polimerazg 8, cho¢ ostatnio [55], wyizolo-
wano z komaérek grasicy cielecej kompleks zawierajacy
polimeraze ¢, polimeraze 8 i biatka RF-C. Badania
przeprowadzone przezTsurimoto i Stillman a
[66] wskazuja, ze przetaczenie z replikacji przez poli-
meraze ¢, na replikacje prowadzong przez polimeraze
8 nastepuje w wyniku zmiany stezenia biatek RP-A
(odpowiednik prokariotycznego SSB) wiazacych sie
z jednoniciowym DNA. Badania te wskazujg, ze
wysokie stezenie RP-A, oraz obecnosé¢ RF-C i PCNA
powodujg zablokowanie ponownego przytgczenia sie
polimerazy <1 po rozpoczeciu syntezy fragmentu Oka-
zaki [56, 57], Diugosé fragmentu, syntetyzowanego
przez polimeraze «ijest wiec okre$lonajedynie procesy-
wnoscig tej polimerazy [58]. Tak wiec, krotki fragment
DNA syntetyzowany przez polimeraze cijest nastepnie
wydtuzany przez polimeraze 8 przy wspdétudziale RF-

Fag T4 Eukarionty

2 podjednostki
g43p polimeraza 8 (polimeraza e?)
kompleks RF-C 5 podjednostek

p 128
p37

p40

p38, p36
PCNA
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Ryc. 4. Schemat budowy pierscieni fi i
PCNA. Pierdcien p skltada sie
z dwdéch protomeréw natomiast
pierscien PCNA tworza trzy pro-
tomery PCNA. Wielko$¢ obu pier-
$cieni jest identyczna [61].

pierscien (3"

-C i PCNA [45]. Fakt, ze in vitro replikacja wirusa
SV40 zachodzi bez udziatlu polimerazy e, a jedynie
w obecnosci polimerazy 5sugeruje, ze polimeraza Sjest
gtéwng polimerazg, przynajmniej w systemie wiruso-
wym. Jednakze, synteza chromosomalna jest znacznie
bardziej skomplikowanym procesem, w ktérym poli-
meraza e moze odgrywaé wazna role.

Kompleks RF-C [59, 49], sktada sie z 5-ciu podjed-
nostek podobnie jak kompleks y z E. coli. Podjednos-
tkiyi5z E. coli wykazujg homologie z podjednostkami
ludzkiego kompleksu RF-C jak réwniez z biatkami
g44/62p faga T4 [60].

Pomimo, ze nie wykazano podobienstwa sekwencji
aminokwasowej pomiedzy (3 g45p czy PCNA jednak-
ze pokazano, ze struktura przestrzenna tych trzech
biatek jest szalenie podobna [61]. W przypadku E. coli
piersciern zbudowany jest z dwéch podjednostek 3
W podjednostce @ mozna wyrézni¢ trzy charakterys-
tyczne domeny o identycznej topologii (Ryc. 4). Pod-
jednostki pierscienia PCNA ig45p sg 0 1/3 mniejsze od
podjednostki p. Dlatego tez, aby zachowa¢ podobien-
stwo struktury pierScienia nie tworzg dimeru lecz
trimer. Badania biochemiczne i krystalograficzne
Pi PCNA potwierdzity podobienstwo struktury oraz
podobienstwo funkcjonowania pierscieni.

1V. Podsumowanie

Proces replikacji chromosomalnego DNA wymaga
koordynacji przestrzennej i czasowej wydarzen za-
chodzgcych w widetkach replikacyjnych. Nastepuje to
dzieki odpowiedniej sekwencji interakcji biatko-biatko
jakie maja miejsce w trakcie syntezy obu nici matrycy
DNA przez kompleks replikacyjny. Okoto 20 biatek
uczestniczy w procesie replikacji DNA w komorce E.
coli. Ich wzajemne interakcje indukujg okre$lone ak-
tywnosci, rekrutujg odpowiednie biatka do kompleksu
replikacyjnego oraz powodujg rearanzacje architek-
tury tego kompleksu. Obecnie znamy gtéwne etapy
umozliwiajgce szybka, wierng i skoordynowang syn-
teze DNA nici prowadzacej i opdznionej. Jednakze,
molekularne mechanizmy tego procesu, szczegélnie
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pierscien pcna "
0

u organizméw eukariotycznych wymagaja dalszych,
intensywnych badan. Cho¢ powszechnie przyjety jest
mechanizm nieciggtej syntezy DNA na nici op6Znionej
oraz ciaggtej na nici prowadzacej, jednakze, publikowa-
ne byty réwniez prace postulujace, ze synteza DNA na
obu niciach moze by¢ nieciggta tak jak proponowat
w swoich pracach O kazaki [62, 63].
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,X”7 — ostatnia niewiadoma wirusa zapalenia watroby
typu B? Transaktywujace i onkogenne wiasnosci biatka

X HBV

»X7 — the las unknown of hepatitis B virus? Transact!vating and

oncogenic properties of X protein

MALGORZATA SIDORKIEWICZ*

Spis tresci:

I Wstep
1. ORF X a onkogeny retrowiruséw
I11. Biatko X jako transaktywator
I11-1. Mechanizm transaktywacji
IV.  Wiasnosci onkogenne biatka X
IV-1. Modele biologiczne
IV-2. Integracja genu X z genomem gospodarza
1V-3. pX kontra p53
V. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéw: HBV — wirus zapalenia watro-
by typu B; ORF — otwarta ramka odczytu; pX — biatko X;
CAT — acetylotransferaza chloramfenikolowa; ENH — en-
hancer; XRE — sekwencja odpowiadajaca na biatko X

l. Wstep

Wiekszos$¢ wiruséw onkogennych zawiera geny ko-
dujace transaktywatory transkrypcji. W czasie infekcji
wirusowej produkty tych genéw wptywaja na regulacje
transkrypcji zaréwno genéw wiasnych jak i komor-
kowych. Ma to istotne znaczenie dla przebiegu zakaze-
nia. W przypadku wirusa zapalenia watroby typu
B (HBV) czynnikiem wykazujacym wiasnosci transak-
tywujgce jest biatko X, bedace produktem ekspresji
genu X HBV [1].

Specyficzng cechg zakazenia HBV jest mozliwos$¢
rozwoju przewlektego zapalenia watroby, ktore charak-
teryzuje sie roznym stopniem uszkodzenia watroby oraz
stata obecnos$cig antygendéw wirusowych w surowicy
zakazonych oséb. Podobny obraz utrzymuje sie po
integracji HBY DNA z genomem hepatocytow, dzieki
ktérej kontynuowana jest transkrypcja antygenow wi-
rusowych. Od dawna obserwuje sie S$cistg zaleznosc
pomiedzy przewlektym zapaleniem watroby a rozwo-
jem pierwotnego raka watroby. Chorzy z przewlektym
zapaleniem watroby zapadajg na raka watroby [2] 100
czesciej niz osoby niezakazone [3]. Obecnie postuluje
sie, ze funkcje transaktywujgce biatka X sg zwigzane

* Dr, | Zaktad Biochemii, IFiB Akademii Medycznej w to-
dzi, 90-131 £6dz, ul. Lindleya 6
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z transformacjg nowotworowag komadrek watrobo-
wych, bedgcg nastepstwem zakazenia HBV [4].

Il. ORF X a onkogeny retrowiruséw

Replikacja HBV zachodzi podobnie (cho¢ nie iden-
tycznie) jak replikacja retrowiruséw, wykazujgcych
zdolno$¢ do ekspresji polipeptydéw aktywujacych
transkrypcje. Pewne podobieAstwa w sposobie re-
plikacji i organizacji genetycznej (Rye. 1) retrowiruséw
i HBV [5] sugerowaty, ze produkt ekspresji genu
X HBV jest analogiczny do produktu genu tat po-
chodzacego z HIV. Jednak w przeciwienstwie do
biatka tat, rola biatka X w procesie replikacji nie jest
udowodniona, potwierdzona zostata natomiast w wie-

LTR GAG POL SRC LTR
M ) [ ] ENV C—m
RSV —
LTR GAG POL LTR
. ( ] C ] ENV TAax N
HTLV-I O [ ] =)

C PRE-S S X

POL

Rye. 1. Poréwnanie organizacji genetycznej HBV i retrowiruséw.
Przedstawiono schematy zlinearyzowanych genomoéw wiru-
sa zapalenia watroby typu B (HBV) i dwoch retrowiruséw:
silnie onkogennego wirusa miesaka Rousa (RSV) i stabo
onkogennego wirusa ludzkiej biataczki limfocytéw T. Gen
X zajmuje pozycje analogiczng do onkogenu src RSV oraz
do kodujacego aktywator transkrypcyjny genu tax HTLV.
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lu badaniach jego rola w procesie aktywacji transkryp-
cji [1, 6],

Poréwnanie sekwencji nukleotydowej i aminokwa-
sowej wykazato, ze ORF X, podobnie jak onkogeny
wirusowe, zawiera kodony charakterystyczne dla ge-
néw komaorek eukariotycznych, a nie wiruséw atakuja-
cych te komorki. Wydaje sie, ze podobnie jak on-
kogeny retrowirusowe gen X mogt zostac¢ przeniesiony
stosunkowo niedawno z genomu komérkowego [5],

Biatko X nie dziata tak jak biatka onkogenow
retrowirusowych. W swym dziataniu przypomina ono
bardziej transaktywatory kodowane przez wirusy lu-
dzkiej biataczki limfocytéw T (HTLV) typu 1 i Il
Biatka te nie zachowujg sie jak klasyczne biatka
onkogenne, ale zakazenie produkujgcymi je wirusami
jest zwigzane z procesem nowotworzenia.

I1l. Biatko X jako transaktywator

Oddziatywanie aparatu transkrypcyjnego HBV
i biatka X przedstawiono w | czesci artykutu pt.: ,,Gen
X i produkty jego ekspresji”. W obrebie enhancera
I HBV zidentyfikowana zostata krotka sekwencja
reagujagca na biatko X tzw. XRE (ang. X -response
element). Mutacja typu zmiany ramki odczytu w rejo-
nie ORF X genomu HBV powoduje zmniejszenie
poziomu transkrypcji genéw wirusowych zaleznych od
enhancera | [7, 8]. Wrazliwo$¢ na biatko X wykazuja
tez sekwencje innych wiruséw np. sekwencje wigzace
czynnik APl i AP2 w enhancerze SV40 [9] czy tez,
pochodzaca z rejonu ETR HIV1, sekwencja wigzaca
czynnik NFkB, [10], Podobng wrazliwo$¢ wykazuja
komdrkowe sekwencje promotorowe genow: R-inter-
feronu, [1], MHC I [11], MHC Il [12] c-myc [13],
c-jun [14], c-fos [15]. Dotychczasowe obserwacje
wskazuja, ze biatko X transaktywuje geny w r6znych
typach komérek poprzez rézne sekwencje typu XRE.
Przyktadem takiego zr6znicowania moze by¢ sekwen-
cja wigzgca AP2, ktéra odpowiada na biatko X w ko-
maérkach CV-1 [9], ale nie w kom6rkach HepG2 [16],
Z kolei sekwencja wigzaca NFkB funkcjonuje jako
XRE dla LTR HIV 1w komdrkach HepG2 [10, 16],
ale nie dla enhancera SV40 w komérkach CV-1 [9].
Wynika z tego, ze w stosunku do danego genu
podatno$¢ na transaktywacje biatkiem X zalezy w du-
zej mierze od uzytej linii komdrkowej [16]. W roznych
liniach komérkowych pX oddziatuje prawdopodobnie
z réznymi czynnikami komérkowymi [17]. Wyniki
badan nad zdolnos$cig biatka X do aktywacji trans-
krypcji w réznych komérkach podsumowano w tabeli 1.

I11-1. Mechanizm transaktywacji

Wyniki dotychczasowych badan sugeruja, ze biatko
X, poprzez oddziatywania typu biatko-biatko zkomor-
kowymi czynnikami regulatorowymi wptywa na ak-
tywacje przekaznikéw sygnatu komérkowego [25, 26]
oraz na wigzanie czynnikow transkrypcyjnych do
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DNA [27], Wykazano, ze biatko X aktywuje trans-
krypcje poprzezjadrowy czynnik kappa B (NFkB) [11,
16, 21, 28], czynniki C/EPB [28] i AP-1, AP-2 [9],
Promotory zawierajgce zmutowane miejsce wigzania
tych czynnikéw nie sg aktywowane przez biatko X.
Prawdopodobnie pX moze oddziatywac poprzez di-
meryzacje z innymi biatkami. W przypadku Kilku
biatek np.: p53 [29], podjednostki RPB5 eukariotycz-
nej polimerazy RNA [30], UV-DDB [31] stwierdzono
tworzenie in vitro heterodimerdéw z pX. Nie przesgdza
to oczywiscie faktu czy takie wigzanie ma miejsce in
vivo i czy rzeczywiscie ma wpltyw na aktywacje trans-
krypcji.

Zdolno$é bezposredniego oddziatywania pX z ko-
mdérkowymi czynnikami transkrypcyjnymi wykazano
w badaniach in vitro dla czynnikéw: CREB i ATF2
[32]. Rozpoznajg one w DNA element CRE o charak-
terystycznej sekwencji TGACGTCA. Bardzo zblizong
sekwencje do powyzszej (TGACGCAA) zawiera en-
hancer | HBV. W normalnych warunkach wymienione
czynniki nie rozpoznajg jednak tej sekwencji i nie
wigzg sie z nig. W obecnosci pX zarowno CREB jak
i ATF-2 w postaci kompleksu z biatkiem X [32]
rozpoznaja te sekwencje. Wynika z tego, ze biatko
X moze zmienia¢ specyficzno$¢ wigzania tych czyn-
nikbw i prawdopodobnie innych czynnikéw trans-
krypcyjnych w komérkach zakazonych przez HBV.
Dziegki temu zwigksza sie liczba genéw komérkowych,
ktéore moga zosta¢ zaktywowane przez wirusowy
transaktywator w nastepstwie zakazenia HBV.

Skomplikowany mechanizm transaktywacji dobrze
ilustrujg wzajemne oddziatywania pomiedzy biatkiem
Xiczynnikiem NFkB. NFkB zwigzany jest z ekspresjg
genow, ktére zwykle tylko przejsciowo sg aktywowane
w komorce w odpowiedzi na zewnetrzng stymulacje
(czynniki wzrostu, estry forbolu). Jednym z takich
genow jest gen interleukiny-8 (IL-8). IL-8 jest cytoking
zwigzang z odpowiedzig zapalng. Nie jest produkowa-
na konstytutywnie lecz po indukcji przez inne cytokiny
albo pod wptywem estrow forbolu. Wykazano, ze gen
IL-8 jest rowniez aktywowany w komérkach trans-
fekowanych genem X [28], Estry forbolu i niektdre
cytokiny uczestniczg rowniez w aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych (NFkB, AP-1) poprzez bezposrednig
aktywacje kinazy biatkowej C (PKC). Stosujac in-
hibitory PKC udowodniono, ze aktywacja NFkB
moze odbywac sie pod wptywem biatka X bez udziatu
PKC [33]. W innych badaniach okazato siejednak, ze
biatko X moze takze aktywowaé kinaze C, co wykaza-
no na przyktadzie genow, ktorych ekspresja jest zalez-
na od czynnika transkrypcyjnego AP-1 [25]. Wynika
z tego, ze aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych
przez biatko X moze odbywaé sie na drodze zaleznej
i niezaleznej od kinazy biatkowej C (Ryc. 2). W przypad-
ku omawianej wczesniej aktywacji NFKB niezaleznej
od PKC wazng role odgrywac¢ moze aktywnos$¢ kinazy
serynowo-treoninowej przypisywana biatku X [34],
Aktywacja NFkB wymaga bowiem oddysocjowania
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Tabela 1.

Wptyw biatka X na sekwencje regulatorowe pochodzenia wirusowego i komoérkowego w réznych komoérkach. Przypadki braku aktywacji

oznaczono znakiem minus

Ip. Docelowy rejon regulatorowy Gen reporterowy
1 HBV promotor rdzeniowy/ENH 1l CAT (RNA)
2 HBV promotor CAT (RNA)
preSI/ENH I+ ENH 11
3 HBV promotor X/ENH 1 X
4 SV40 wczesny promotor/enhancer CAT

5 SV40 p6zny promotor/H BV ENH | CAT

6 RSV LTR CAT

7 HIV I LTR CAT

CAT, lucyferaza

8 HTLV | LTR CAT
9 sekw. wigzaca AP2 CAT
10 promotor al-antytrypsyny/ENH | CAT
1n promotor B-INF CAT
12 promotor MHC | CAT
13 promotor MHC I CAT (RNA)
14 promotor c-myc CAT

inhibitora IkB z nieaktywnego kompleksu (Rys. 2), co
zachodzi pod wptywem fosforylacji inhibitora.

Inny mechanizm, ktéry moze wyjasnia¢ transak-
tywujgce dziatanie biatka X zwigzany jest z jego
podobienstwem do inhibitorow proteaz serynowych
[35]. Biatko X zmutowane w obrebie domen przypo-
minajgcych domene Kunitz’a inhibitorow proteaz se-

Ryc. 2. Potencjalne mozliwosci wptywu biatka X na transkrypcje.
Oddziatywanie odbywac¢ sie moze poprzez aktywacje wtor-
nych przekaznikéw sygnatu w komoérce i/lub przez bezpo-
Srednie oddziatywanie pX z czynnikami transkrypcyjnymi.
Zastosowane oznaczenia: G — biatko G, PCL — fosfolipaza
C, PIP — fosfatydyloinozytolo-bisfosforan, DAG — diacylo-
glicerol, PKC n/a (nie-) aktywna forma kinazy biatkowej C,
ROI — reaktywne formy tlenu, PKA — biatkowa kinaza A.
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Rodzaj komérek Efekt Pismiennictwo
HuH7 + Colgrove i wsp. [7]
HepG2 Koike i wsp. [8]
HuH7 Rossner i wsp. [18]
Levrero i wsp. [19]
CcC113 + Wollersheim i wsp. [4]
HepG2 Siddiqui i wsp. [10]
HelLa + Balsano i wsp. [13]
Vero - Twu i Schlomer [1]
HepG2 + Takada i Koike [20]
Koike i wsp. [8]
Siddiqui i wsp. [10]
eos Spandau i Leee [6]
HepG2 L] Levrero i wsp. [21]
CV1 + Spandau i Lee [6]
Vero - Twu i Schloemer [22]
H-9 + Twu i wsp. [16]
HepG2 Seto i wsp. [17]
HepG2 Twu i Robinson [23]
Siddiqui i wsp. [10]
HepG2 Levrero i wsp. [19]
CC113 + Wollersheim i wsp. [4]
Vero - Twu i Schloemer [1]
Cv1l + Seto i wsp. [9]
HepG2 - Twu i wsp. [16]
HepG2 + Lee i wsp. [24]
Vero + Twu i Schloemer [1]
HepG2 - Zhou i wsp. [11]
HepG2 + Zhou i wsp. [11]
HepG2 Hu i wsp. [12]
HuH7
HepG2 Balsano i wsp. [13]
HelLa

rynowych traci wiasnosci transaktywujgce. Biatko
X bezposrednio oddziatuje zwatrobowymi proteazami
serynowymi: tryptazg TLI i TL2 ijest ich inhibitorem
[36], Wskazuje to na mozliwos$é aktywacji transkryp-
cji poprzez inhibicje proteaz serynowych, ktére nor-
malnie uczestnicza w procesie degradacji czynnikow
transkrypcyjnych. Zahamowanie proteolizy tych czyn-
czynmki wzrostu A

cytokiny
hormony

kinaza ~
tyrozyhowa

e
Zonfos-ApTy QFxE) 139 CREBCEED \




nikow prowadzi¢ moze do wzrostu ich stezenia w ko-
maorce i co za tym idzie wzrostu aktywnosci transkryp-

cyjnej.
IV. Wiasnosci onkogenne biatka X

Prawie dwadzie$cia lat temu zaobserwowano zalez-
no$¢ pomiedzy wystepowaniem zapalenia watroby
typu B i raka watroby w tych samych rejonach
geograficznych [2]. Bardziej przekonujace dowody na
zwigzek miedzy HBV i rakiem watroby uzyskano
dzieki szeroko zakrojonym badaniom epidemiologicz-
nym [3], ktore wykazaty, ze ryzyko rozwoju raka
watroby u nosicieli wirusa jest ponad 100 razy wyzsze
niz u nienosicieli oraz, ze to wiasnie przewlekta postac
zapalenia watroby, a nie samo zakazenie HBV zwiek-
sza ryzyko rozwoju raka (nastepuje to czesto po 30-40
latach od rozwoju zapalenia przewlektego).

Dodatkowym potwierdzeniem roli HBV w rozwoju
raka watroby byto wykrycie w wiekszosci watrobo-
wych nowotwordow i pochodzacych od nich linii ko-
morkowych zintegrowanego DNA HBV. O znacze-
niu biatka X w transformacji nowotworowej wnios-
kowa¢ mozna z obserwacji, ze jest ono jedynym
spos$rod biatek HBV, ktére zawsze ulega ekspresji
w nowotworach zwigzanych z wczes$niejszym zakaze-
niem HBV.

IV-1. Modele biologiczne

Wyniki licznych badan biologicznych wskazuja, ze
HBV ma zdolnos$¢ transformacji komorkowej. DNA
HBV transformuje nienowotworowe fibroblasty
(NIH3T3) w taki sposéb, ze komorki te uzyte do
szczepienia bezgrasicznych myszy powodujg u nich
powstanie nowotworu [37]. W hodowli hepatocytéw
pochodzacych od transgenicznych myszy zawieraja-
cych gen dla antygenu T SV40, transfekowanych
genomem HBV [38], komorki wykazywaty zmieniony
typ wzrostu, a przeszczepione na bezgrasiczne myszy
powodowaty powstanie u nich nowotworu. Taki sam
efekt uzyskano transformujac te linie komdrkowa
fragmentem wirusowego DNA zawierajgcym tylko
gen X i sekwencje enhancerowg pochodzgcg z genomu
HBV [39],

W bezposrednich badaniach nad onkogennym po-
tencjatem biatka X wykorzystano transgeniczne myszy
zawierajace gen X HBV pod kontrolg wiasnego pro-
motora. U myszy tych w ciggu 3-4 miesiecy rozwinety
sie réznorodne zmiany hepatocytarne typu gruczola-
kéw, a w ciggu 15 miesiecy u 80% myszy stwierdzono
powstanie nowotworu [40]. Biatko X nie ulegto eks-
presji we wszystkich hepatocytach, co sugeruje, ze
ekspresja tego biatka in vivo moze by¢ ograniczona do
komoérek bedacych prawdopodobnie w okreslonym
stanie zrdznicowania. W przewlektych zapaleniach
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watroby biatko X jest réwniez wykrywane immunolo-
gicznie tylko w niektérych hepatocytach [41]. Prze-
ciwstawne wyniki, czyli brak zmian nowotworowych
uzyskano w innych badaniach, w ktérych wykorzy-
stywano transgeniczne myszy zawierajgce gen X pod
kontrolg watrobowo-specyficznego promotora dla al-
-anty-trypsyny [24], Gtéwna rdznica miedzy opisywa-
nymi doswiadczeniami dotyczyta promotoréw, ktére
regulowaty ekspresje biatka X. Endogenny promotor
genu X jest dodatnio auto-regulowany przez biatko
X [42] co wptywato w dosSwiadczeniu na staty, wysoki
poziom pX. W drugim przypadku, w ktérym za-
stosowano promotor al-anty-trypsyny, poziom pX
zmniejszyt sie wraz ze wzrostem myszy. Wyniki te
wskazujg, ze do transformacji komdrkowej niezbedna
jest stata, wysoka ekspresja biatka X

IV-2. Integracja genu X z genomem gospodarza

Zintegrowane DNA HBV wykrywa sie w ponad
90% przypadkéw raka watroby zwigzanych z zakaze-
niem HBV. W postaci zintegrowanej najczesciej znaj-
dowane sg sekwencje DNA HBV obejmujace gen
X (2/3 analizowanych probek pierwotnego raka watro-
by) i czesto preS/S [20, 43]. Praktycznie nie obserwuje
sie specyficznych, statych miejsc integracji DNA HBV
[44], Analiza miejsc integracji DNA HBV wskazuje, ze
ma ona charakter przypadkowy. Kazdy z chromo-
somoOw moze zawierac zintegrowany genom wirusowy.
Integracja DNA HBV nastepuje z udziatem krétkich
(11 pz), powtorzonych sekwencji DR1 i DR2, ktore
potozone sa w obrebie genu X, przy 5 koficu genomo-
wych nici DNA. Insercji DNA HBV towarzyszy re-
aranzacja zar6wno wirusowego jak i komérkowego
DNA, co objawia sie w postaci inwersji, duplikacji,
delecji oraz translokacji chromosomalnych [45], Po-
rownanie zintegrowanego DNA HBV z komorek
nowotworowych i z normalnych hepatocytéw po-
chodzacych od tych samych pacjentéw wykazato
obecno$¢ w komérkach nowotworowych odwréco-
nych, powtérzonych sekwencji ztozonych z fragmen-
tow genomu HBV oraz komérkowego a-satelitarnego
DNA [46], Sugeruje sig, ze taka integracja DNA HBV
moze wptywaé na stabilno$¢ struktury chromosoméw,
gdyz tandemowo powtarzajace sie sekwencje a-sateli-
tarnego DNA sa za niag odpowiedzialne. Bardzo rzad-
ko dochodzi do spowodowanej insercja DNA HBV
aktywacji protoonkogendw lub genéw zwigzanych ze
wzrostem komorek. Jest to natomiast charakterystycz-
na cecha zakazen wywotywanych przez WHV (Hepa-
danawirus zakazajgcy $wistaki), w ktérych specyficzna
integracja DNA WH V wystepuje w sekwencjach regu-
latorowych lub kodujgcych genéw c-myc i N-myc
[47], W przeciwienstwie do modelu WHYV, tylko
w kilku przypadkach zakazenia HBV zaobserwowano
insercje DNA HBV w sasiedztwie gendw komor-
kowych, ktére moga mie¢ wptyw na proliferacje hepa-
tocytow. W jednym przypadku integracja dotyczyta
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sekwencji homologicznej do genu receptora steroido-
wego, ktéra okazata sie kodowaé receptor dla kwasu
retinowego [48]. W innym przypadku zintegrowane
DNA HBYV znaleziono w sekwencji genu kodujgcego
cykline A, biatko odpowiedzialne za regulacje mitozy
[49]. Integracja DNA HBV w rejon genu cykliny
A odpowiedzialny za degradacje tego biatka moze
mieé¢ bezposredni wplyw na regulacje podziatow ko-
morkowych. Pojedyncze przypadki cis aktywacji ge-
now komdérkowych przez insercie DNA HBV nie
ttumaczg jednak wszystkich przypadkéw transforma-
cji nowotworowej komorek zakazonych HBV.

Inne Swiatto na znaczenie integracji genomu HBV
w rozwoju raka watroby rzucito odkrycie transak-
tywujacych wiasnosci biatka X [1], Wykazano, ze
wiele promotoréw wirusowych i komdérkowych ulega
transaktywacji przez biatko X in vitro. Potwierdzeniem
mozliwo$ci analogicznego dziatania biatka X in vivo
jest wynik badania aktywnosci biatkowego produktu
genu X pochodzgcego ze zintegrowanego z genomem
gospodarza DNA HBV. W wiekszosci wypadkéow
zintegrowana z genomem sekwencja genu X pozba-
wiona jest 3’ konica, czyli fragmentu kodujacego kar-
boksylowy koniec biatka. Mimo to ekspresja tej sek-
wencji prowadzi do powstania funkcjonalnego trans-
aktywujgcego biatka X [43]. Jesli obciety gen X ulega
ekspresji ze zintegrowanego DNA HBV to powinien
powstawaé fuzyjny transkrypt, w ktérym wiasciwy
koniec karboksylowy podstawiony jest przez domene
pochodzenia komdrkowego. Wykazano, ze sekwencje
zintegrowanego DNA HBV wyizolowane z komorek
nowotworowych isklonowane sg zdolne do stymulacji
transkrypcji [4, 20], Wskazuje to, ze ten rodzaj zmiany
strukturalnej daje w efekcie funkcjonalny aktywator.
Zmiana C-koricowej domeny zwieksza czesto aktyw-
nos$¢ biatka X powyzej aktywnosci ,,dzikiego” genu X.
Obserwacja ta sugeruje, ze proces integracji genomu
HBV z genomem gospodarza moze stanowi¢ mecha-
nizm zwiekszajacy aktywnos$¢ biatka X.

IV-3. pX kontra p53

Aktywno$¢ produktéw gendéw supresorowach ta-
kich jak: p53 czy pRB105 jest czesto hamowana przez
powstawanie mutantéw lub przez interakcje z biat-
kami transaktywujacymi pochodzacymi od wiruséw
onkogennych. Antygen T wirusa SV40, biatka Ela,
Elb adenowirusa czy tez E6, E7 wirusébw z grupy
brodawczakdw wiagzg sie i unieczynniaja p53 i pRB105
w zakazonych komodrkach lub aktywujg mechanizm
ich degradacji. Biatko p53 petni w komoérce szereg
istotnych funkcji takich jak: kontrola transkrypcji
(poprzez wigzanie sie do specyficznych sekwencji DNA
lub do czynnik6éw transkrypcyjnych), udziat w procesie
replikacji i naprawy DNA [50]. Mutacje w obrebie
genu p53 znaleziono w wielu typach ludzkich nowo-
tworéw. Wykazano, ze gen p53 ulega czesto mutacji
w trzeciej pozycji kodonu 249 w przypadkach pierwo-
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tnego raka watroby [51], szczegdlnie u os6b eks-
ponowanych na aflatoksyne. Dodatkowo wykazano in
vitro, ze taka mutacja tj. transwersja G -> T moze by¢
indukowana przez aflatoksyne. Jednak u pacjentéw
z rakiem watroby zwigzanym HBYV i nie eksponowa-
nych na aflatoksyne, nie stwierdza sie tego typu
mutacji, co sugeruje, ze mutacje p53 nie odgrywajga
pierwszoplanowej roli w rozwoju pierwotnego raka
watroby zwigzanego z samym zakazeniem HBV [52,
53]. Wydaje sie natomiast, ze dla transformacji nowo-
tworowej istotne moze by¢ wzajemne oddziatywanie
pomiedzy p53 i pX. Biatko p53 powoduje zahamowa-
nie transkrypcji genu X [54], przy czym represja ta
znoszona jest w przypadku jednoczesnej ekspresji
biatka X. Wynika z tego, ze obecno$¢ biatka X moze
likwidowaé supresorowe funkcje p53. Réwniez obser-
wowane in vitro w obecno$ci p53 zahamowanie re-
plikacji HBV i aktywno$ci promotora genu C, ktéry
odpowiada za tworzenie pregenomowego RNA, zno-
szone jest w obecnosci biatka X. Stosunek pX do p53
wydaje sie by¢ istotnym czynnikiem okreslajacym
szybkos¢ replikacji HBV [55]. W badaniach in vitro
wykazano, ze biatko X wigze sie bezposrednio z p53
[29] i hamuje jego swoiste wigzanie z DNA oraz
wigzanie z czynnikami transkrypcyjnymi. Biatko
X blokuje réowniez zwigzany z p53 proces apoptozy
komorek [56]. W obecnosci pX zahamowana zostaje
zalezna od p53 ekspresja gendéw zwigzanych z proce-
sem apoptozy (p21WAFL, Bax, Fas). Poniewaz gen
X ulega integracji i ekspresji, zahamowanie apoptozy
zaleznej od p53 moze prowadzi¢ we wczesnej fazie
rozwoju raka watroby do klonalnej selekcji hepatocy-
téw zdolnych do ekspresji gendéw wirusowych.

V. Uwagi koncowe

Z réznego rodzaju badan zaprezentowanych powy-
zej wynika, ze na rozwdj raka watroby w populacji
0s6b zakazonych HBV moga mie¢ wptyw rézne czyn-
niki, ale podstawowa role w tym procesie odgrywa
prawdopodobnie integracja genomu wirusa z geno-
mem hepatocytéw. Mutacje insercyjne zwigzane z in-
tegracjg zachodzg w przypadku HBV sporadycznie
i nie maja wiekszego znaczenia klinicznego. Obecnie
wydaje sie, ze aktywacja ekspresji genéw komérko-
wych przez produkt zintegrowanego genu X HBV ma
podstawowe znaczenie w transformacji nowotworo-
wej, przy czym transaktywacyjne dziatanie biatka
X jest niezalezne od miejsca integracji. Aktywacja
transkrypcji przez produkt genu X moze by¢ z jednej
strony zwigzana z uruchamianiem wtornych przekaz-
nikéw na terenie cytoplazmy, z drugiej za$, z bezpo-
Srednim wptywem pX na wigzanie czynnikow trans-
krypcyjnych do miejsc regulujacych ekspresje genow
w jadrze komérkowym.

Artykut otrzymano 30 grudnia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 6 marca 1997 r.
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Wewnatrzkomorkowe biatka wigzace ATP

Intracellular ATP-binding proteins

JOANNA BANDOROWICZ-PIKULAL

SELAWOMIR PIKULA?Z
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I11. Czy aneksyny wigzg nukleotydy?

1V. Kanaly jonowe regulowane przez ATP

V. Aktyna, heksokinaza i biatka pokrewne biatkom szoku
termicznego

VI. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: ADP — adenozynodifosforan;
ATP — adenozynotrifosforan; cAMP — cykliczny 3’5’
-adenozynomonofosforan; CFTR (ang. cystic fibrosis trans-
membrane regulator) — produkt genu zwtdknienia torbielo-
watego (mukowiscydozy); CDP — cytydynodifosforan; CTP
—cytydynotrifosforan; dADP, dATP, dGDP, dGTP — deo-
ksynukleotydy; ER(SR) — retikulum endo(sarko)plazmaty-
czne; FAD — dinukleotyd flawino-adeninowy; GDP — gua-
nozynodifosforan; GTP — guanozynotrifosforan; Hsc (ang.
heat shock cognate protein) — biatko pokrewne biatkom
szoku termicznego; IP3— inozytolotrisfosforan; KATP  ka-
nat potasowy regulowany przez ATP; NAD — dinukleotyd
nikotynoamido-adeninowy; NADP — fosforan dinukleoty-
du nikotynoamido-adeninowego; PLC — fosfolipaza C; PS
— fosfatydyloseryna; RyR — receptor rianodynowy; TNP-
-ATP — trinitrofenyloadenozynotrifosforan; UDP — urydy-
nodifosforan; UTP — urydynotrifosforan.

One of a cell biologistsfavorite occupations
is to discover the proteins that perform
newly described functions in the cell.

Ken C. Holmes i wsp., 1993 [1]

I. ATP jako wewnatrzkomorkowy ligand

Adenozynotrifosforan, stanowigcy uniwersalne zroé-
dto energii, wystepuje powszechnie w Swiecie ozywio-
nym #3aczac procesy oddychania, w ktérych energia jest
wytwarzana, z procesami takimi jak aktywny trasport
tub skurcz miesni, w ktdrych energia jest zuzywana.
W komorkach wystepuja wprawdzie zwigzki fosfora-
nowe bardzo podobne pod wzgledem budowy do ATP,
lecz obecno$¢ w ATP ijego pochodnych adenozyny
nadaje tej grupie zwigzkéw wiasciwosci unikalne (Ryc.
1). Koncowe grupy fosforanowe ATP moga by¢ prze-
kazywane na 5’-difosforany nukleozydéw w reakcjach

1Dr, 2doc. dr hab., Pracownia Biochemii Lipidow, Zaktad
Biochemii Komdrki, Instytut Biologii DoSwiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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katalizowanych przez specyficzne difosfokinazy.
W wyniku tych reakcji z ATP i przyktadowo GDP
powstaje ADP i GTP. Wynienione reakcje oraz fakt, ze
w czgsteczce ATP wystepuja dwa bezwodnikowe wig-
zania fosforanowe sprawia, ze nukleotyd jest znakomi-
tym nos$nikiem energii w komérkach [2]. Podczas
hydrolizy ATP z kazdego wigzania fosforanowego
uwalnia sie znaczna ilo$¢ wolnej energii (AG°” — 50
kJ/mol), wykorzystywanej w innych reakcjach bio-
chemicznych. W stanie normy stezenie ATP w cyto-
plazmie (2-10 mM) jest kKilkukrotnie wyzsze niz innych
nukleotydéw zawierajgcych ryboze (0,05-2 mM), co
zalezy od stanu metabolicznego i typu tkanki [3].
W wyniku uszkodzenia komorek, na skutek gtodzenia,
niedotlenienia lub obecnosci zwigzkéw toksycznych,
poziom ATP w cytoplazmie moze znacznie spas¢. Co
wiecej, zmiany stezenia nukleotyddw lub odpowied-
nich zasad w ptynach ustrojowych réwniez wptywaja
na stezenie nukleotydéw wewnatrz komérki. Do zna-
cznych zmian stezenia trifosfodeoksyrybonukleoty-
déw dochodzi takze w trakcie cyklu komérkowego,
szczegOblnie w fazie S [3],

Oprécz wymienionych funkcji, ATP moze odgrywaé
role zewnatrzkomdrkowego przekaznika informaciji,
dziatajgc za posrednictwem purynoreceptorow P2.
ATP uwalniany jest z zakoriczen komoérek nerwowych,
w czasie agregacji ptytek krwi, zkomaérek kory nadner-
czy oraz komoérek nabtonkowych iz komorek, w kt6-
rych zachodzg procesy zapalne [4]. W tym przypadku
jego stezenie na zewnatrz komaérki moze by¢ regulowa-
ne przez specyficzng hydrolaze ATP, tzw. ektoATPaze,
ktorej centrum aktywne znajduje sie po ekstracyto-
plazmatycznej stronie btony komérkowej [5, 6],

Adeninowe i rybozylowe grupy funkcyjne ATP
pozwalajg na jego wigzanie z r6znymi biatkami en-
zymatycznymi, regulacyjnymi i strukturalnymi, dzieki
czemu zwigzek ten okazat sie by¢ waznym wewnatrz-
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rejon odpowiadajacy
zmiang konformacyjna
ha hydrolizg ATP

motyw A

Ryc. 1. Domena wigzaca ATP (lub GTP)
w biatkach oddziatujacych z nuk-
leotydami. Motyw Walkera A:
B-X4-G-X4-G-K-T-X5-L(lub V)
Motyw B: R(lub K)-X3-G-X3-L-
-H4-D, gdzie X oznacza dowolny
aminokwas, B— aminokwas zasa-
dowy, H — aminokwas hydrofo-
bowy, G — glicyne, K — lizyne,
T — treoning, L — leucyne,
V — waline i D — kwas asparagi-
nowy.

komorkowym ligandem. Sprzyja temu stosunkowo
wysoka stabilno$¢ chemiczna w $rodowisku wodnym,
dzieki czemu ulega on jedynie powolnej hydrolizie.
Biatka wigzgce ATP (w tym ATPazy biorgce udziat
w aktywnym transporcie jon6w nieorganicznych, biat-
ka opornosci wielolekowej, niektore biatka aparatu
kurczliwego i kinazy biatkowe) odznaczajg sie obec-
noscig w ich czasteczkach domeny wigzacej ATP
o sekwencji aminokwasowej, okreslanej w literaturze
przedmiotu mianem motywu Walkera AiB [7-9] (Ryc.
1). Biatka takie hydrolizujag ATP. Znane sg réwniez
biatka, ktére wigzg ATP, ale nie jest to w kazdym
przypadku potaczone z hydrolizg nukleotydu. Sg to:
mitochondrialna translokaza nukleotydéw adenino-
wych i transporter ATP-Mg/Pj [10], F-aktyna [11],
regulowane przez ATP kanaty jonowe [12], transpor-
ter CFTR [13, 14], zelzolina [15], biatka szoku
termicznego [1] ianeksyny [16,17]. Niektére z wymie-
nionych biatek nie zawierajg w czasteczce motywu
Walkera. W niniejszym artykule przeglgdowym szcze-
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gotowiej omowione zostang aneksyny, kanaty jonowe
regulowane prze ATP oraz aktyna, heksokinaza i biat-
ko Hsc70.

Il. Klasyfikacja biatek wigzacych nukleotydy
adeninowe

Wykrycie w strukturze pierwszorzedowej biatek
powtarzajacych sie motywoéw czy domen, bedacych
rodzajem znakéw rozpoznawczych tych makroczas-
teczek, pozwolito na funkcjonalne wyodrebnienie grup
biatek oddziatujagcych z nukleotydami [8, 9]. Wsrdd
nich jako pierwsze opisano dehydrogenazy, ktére
wigza dinukleotyd NAD oraz biatka wigzace NADP
i FAD [18]. Obecno$¢ innego motywu stwierdzono
w czasteczkach cyklazy adenylowej i biatek wigzgcych
mononukleotydy, takich jak kinaza adenylowa, mito-
chondrialna FOFr ATPaza, miozyna, dyneina, oraz
biatka wigzace GTP (czynnik wzrostowy EF-Tu i pro-
dukt genu H-rus-biatko p21rs) [7]. Jeszcze inny typ
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motywu, zidentyfikowany najwczes$niej w czasteczce
heksokinazy, zostat rozpoznany dzieki metodom ana-
lizy krystalograficznej miedzy innymi w czasteczkach
aktyny [19] i biatka Hsc70 [20]. Wydaje sie, ze do tej
samej grupy mozna zaliczy¢ réwniez kinaze glicerolo-
wa [1],

[Il. Czy aneksyny wigzg nukleotydy?

Aneksyny stanowig przyktad grupy biatek rozpusz-
czalnych, ktére oddziatujg z ATP nie hydrolizujgc tego
zwigzku [17]. Aneksyny tworzg zréznicowang funk-
cjonalnie rodzine makroczasteczek wigzacych sie z fos-
folipidami bton komodrkowych. Wigzanie aneksyn
z btonami zalezy od stezenia jonéw wapnia i jest
specyficzne w stosunku do fosfolipidow anionowych.
Dotychczas wyizolowano 13 biatek nalezgcych do tej
rodziny oraz wiele swoistych gatunkowo lub tkan-
kowo izoform [21-23]. Wszystkie aneksyny charak-
teryzuje podobny schemat budowy, sktadajg sie bo-
wiem z rejonu rdzeniowego o zachowanej w ewolucji
sekwencji aminokwasowej i regulatorowej domeny
N-koncowej. Rejon rdzeniowy tworza powtarzajace
sie domeny zbudowane z 72 reszt aminokwasowych,
w obrebie ktérych znajdujg sie siedemnastoamino-
kwasowe sekwencje odpowiedzialne za wigzanie anek-
syn z fosfolipidami i Ca2+. Aneksyny oznaczone
liczbami porzadkowymi I-V i VII-XIIl maja cztery
takie domeny, a aneksyna VI osiem [21, 22] (Ryc. 2).
W czgsteczce aneksyn brak jest klasycznych miejsc
o strukturze "EF-hand”, ktére wystepujg w takich
biatkach wigzacych Ca2+, jak kalmodulina, parwal-
bumina itroponina C [24]. Rejon N-koAcowy w czas-
teczce aneksyn ma rbézng diugos¢ i zréznicowang
sekwencje. Znajdujg sie w nim reszty aminokwasowe
ulegajace fosforylacji przez r6zne kinazy biatkowe oraz
miejsce odpowiedzialne za wigzanie aneksyn z innymi
biatkami, np. aktyng [22].

Aneksyny |-V, VIII - X, Xl i XIll

m.cz. 32 - 36 kDa
NH

W wielu organach ssakow, jak tozysko, mézg,
watroba lub nadnercza, obserwuje sie wysoki poziom
ekspresji aneksyn (1-2% wszystkich biatek). Ich funk-
cja nie jest jednak doktadnie poznana. W$r6d badaczy
przewaza opinia, ze aneksyny ulegaja przeksztatceniu
z formy nieaktywnej, wystepujgcej w cytosolu, w forme
aktywng biologicznie, po zwigzaniu z btonami w od-
powiedzi na zmiany stezenia Ca2+w komorce z 50-100
nM w stanie spoczynku do 1-10 pM w pobudzonej
komdrce [25]. Wiazanie aneksyn z fosfolipidami bto-
nowymi w obecnosci Ca2+ wywotuje rézne zmiany
strukturalne w btonie [26, 27], modyfikujgce jej witas-
ciwosci, np. wzrost przepuszczalnosci dla Ca2+ [25].
Zaobserwowano réwniez, ze aneksyny in vitro tworza
kanaty wapniowe w btonach [22-25]. Aneksyny biorg
ponadto udziat w fuzji bton w procesach endo- i eg-
zocytozy, w wydzielaniu hormonéw np. insuliny, neu-
rotransmiter6w i z6tci oraz w inicjacji syntezy DNA,
modulujg oddziatywania sktadnikéw cytoszkieletu
z btong plazmatyczng i regulujg aktywnos$¢ enzymoéw,
w tym fospolipazy A2 [23, 28].

Niektore izoformy aneksyn pozostaja zwigzane
z btonami, nawet jesli stezenie jondéw wapnia w cyto-
plazmie spadnie do poziomu spoczynkowego [29, 30].
A zatem nie tylko zmiany stezenia Ca2+, ale by¢ moze
inne czynniki wptywaja na charakter oddziatywan
aneksyn z btong. Wydaje sie, ze takim czynnikiem
mogtyby by¢ nukleotydy. Na korzy$¢ takiej hipotezy
przemawiajg nastepujace obserwacje. W obecnosci
ATP w stezeniach milimolowych wzrasta wigzanie
aneksyny VI z btong hepatocytu [31]. ATP i cCAMP
wigzg sie in vitro z aneksyng I, co wptywa na zdolnos¢
tego biatka do agregacji liposoméw igranul sekrecyj-
nych z komérek chromochtonnych oraz na wtasciwo-
sci kanatow wapniowych tworzonych przez aneksyne
I [16]. Wykazano réwniez, ze aneksyne VI mozna
oczysci¢ stosujagc chromatografie powinowactwa na
ATP-agarozie [17, 32]. Ponadto, aneksyny z komérek

H COOH

NH, — H

o .

Aneksyna VI

nh?2-

Aneksyny VIl i Xl
m.cz. 47 - 56 kDa
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Ryc. 2. Poréwnanie domenowej budowy aneksyn I-XI11.
Prostokaty odpowiadajg domenom wigzacym
jony wapnia i fosfolipidy w czasteczkach aneksyn.
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kukurydzy okazaty sie zdolne do hydrolizy ATP.
Warunki reakcji bylty odmienne od warunkéw wy-
maganych przez ATPazy transportujgce Kkationy
(Ca2+-ATPaza, ATPaza mitochondrialna i ATPaza
z btony wakuoli), za$ podobne do warunkéw optymal-
nych dla ATPazy miozynowej [33], Aneksyny z komo-
rek pomidora wykazujg aktywnos$¢ fosfodiesterazy
nukleotydéw o szerokiej specyficznosci substratowej.
Zaobserwowano, ze po zwigzaniu aneksyn przez fos-
folipidy w obecnosci jonow wapnia, aktywno$¢ ta
ulegata zahamowaniu [34]. Poréwnanie sekwencji
aminokwasowych pewnych rejon6w w czasteczce ane-
ksyn z odpowiednimi sekwencjami rejonéw w czas-
teczkach biatek wigzacych cAMP i transporterow
btonowych (CFTR), odpowiedzialnych za wigzanie
nukleotydéw [16, 35], potwierdzito, ze aneksyny sg
biatkami wigzagcymi nukleotydy. W badaniach z za-
stosowaniem fotoczutych i fluorescencyjnych pochod-
nych ATP wykazano, ze niektére aneksyny wigza
nukleotydy. Biatka wigzace nukleotydy w obecnosci
fotoczutej pochodnej ATP, 8-azydo-[y-32P]JATP, ule-
gajg po naswietleniu UV kowalencyjnemu wyznako-
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Ryc. 3. Wplyw ATP na procesy zachodzace w he-

patocytach, w ktérych zaangazowana jest
aneksyna VI.
1— nukleotyd moduluje agregacje i fuzje
endosomoéw (e) wywotywang przez anek-
syne (AnxVI); 2 — ATP stymuluje wigza-
nie aneksyny z rejonem btony plazmatycz-
nej (krb) otaczajacym kanalik zétciowy
(kz); 3— ATP moduluje aktywno$¢ kana-
tow Katp; 4 — nukleotyd stymuluje ak-
tywnos$¢ Ca2+-ATPazy z btony plazmaty-
cznej (PMCA); 5— ATP i AnxVI reguluja
aktywnos$¢ kanatéow uwalniajgcych Ca2+
z blon endoplazmatycznego retikulum
(ER); 6 — ATP moduluje oddziatywanie
aneksyny z F-aktyng; 7 — ATP powstaje
w mitochondriach (m); 8 — aneksyna
moze wplywaé¢ na homeostaze wapnia
w matriks mitochondriéw, a tym samym
regulowa¢ metabolizm tych organelli;
ATP moduluje aktywno$¢ mitochondrial-
nych kanatow KATP,9 — nukleotyd wpty-
wa na procesy endocytozy (end), w Kto-
rych biorg roéwniez udziat aneksyny;
10 — ATP reguluje procesy egzocytozy
(eg2).

waniu. Pozwala to na autoradiograficzng identyfikacje
wihasciwych peptydow. W ten sposéb zbadano od-
dziatywanie ATP z Na +, K+-ATPaza, cyklaza adeny-
lowa oraz zalezng od kalmoduliny i Ca2+ kinaza
biatkowg typu Il [36-38], a takze z aneksynami
z watroby wieprzowej [17]. W tym ostatnim przypad-
ku okazato sie, ze znakowaniu ulega tylko aneksyna
VI. Pochodna fluorescencyjna ATP, TNP-ATP, réw-
niez wigzata sie z tym biatkiem [17], TNP-ATP po
wzbudzeniu $wiattem o dtugosci fali 412 nm, charak-
teryzuje sie widmem emisyjnym z maksimum przy
dtugosci fali 550 nm [39]. W obecnosci aneksyny VI
intensywno$¢ fluorescencji TNP-ATP znacznie wzras-
tata, czemu towarzyszyto przesuniecie maksimum wid-
ma emisyjnego nukleotydu ku falom Kkrotszym
(535 nm) [17], Podobnymi wiasciwosciami odznaczajg
sie ATPazy [31], transportery zalezne od ATP [40,
41], kinazy biatkowe [42] i F-aktyna [11]. Jest bardzo
prawdopodobne, ze ATP gra role ligandu, ktdry in vivo
wptywa na funkcje takze aneksyny VI (Ryc. 3). Anek-
syna VI po zwigzaniu ATP zmienia swoje witasciwosci,
jak wigzanie z fosfolipidami btonowymi i oddziatywa-
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nie z F-aktyng [17, 27, 43, 44]. Jest ona wprawdzie
biatkiem wigzagcym jony wapnia, ale r6zni sie od biatek,
ktdre zdolne sa do odpowiedzi na zmiany stezenia Ca2+
w komoérce w zakresie 0.1-1 pM, takich jak kal-
modulina, izoformy kinazy biatkowej C lub zalezne od
Ca2+ enzymy proteolityczne — kalpainy [24, 45, 46],

Wyniki badan wskazujg, ze oddziatywania anek-
syny VI z ATP odgrywajg wazng role w chondrocytach
[47], Komdrki te pobierajgjony wapnia igromadzg je
w specjalnych pecherzykach wydzielniczych, biorg-
cych udziat w mineralizacji tkanki tacznej. Z btong
pecherzykéw wydzielniczych wiagza sie wewnatrz ko-
morki czasteczki kolagenow Il i X, ktére w niepoznany
dotad spos6b stymulujg akumulacje jon6w wewnatrz
pecherzykéw. Wigzanie kolagenow z btong pecherzy-
kéw jest modulowane przez aneksyny II, V i VI,
wystepujace w duzych ilosciach w chondrocytach [48,
49]. Komorki te wydzielaja takze ATP, ktéry deter-
minuje rodzaj zwigzkéw mineralnych produkowanych
przez te komdrki [50]. Jesli, jak wspomniano wczes-
niej, aneksyny tworzg kanaty wapniowe oraz wiazg
kolageny i kwasne fosfolipidy, to mozna przypuszczac,
ze proces egzocytozy pecherzykéw wydzielniczych
zawierajagcych fosforany wapnia w chondrocytach,
prowadzacy do mineralizacji tkanki tgcznej, regulowa-
ny jest, byé moze, przez aneksyny [47], ATP z kolei
miatby odgrywac role dodatkowego czynika wptywa-
jacego na wigzanie aneksyn z biatkami i kwasnymi
fosfolipidami [51],

IV. Kanaty jonowe regulowane przez ATP

Przezywalno$é komérek i regulacja ich podstawo-

ATP rrianodynal
adenozyna

CADP-ryboza

ADP-ryboza JF

kofelna

kalmodulina

+

aneksyna VI/Ca

wych funkcji zalezg od Scistej kontroli stezenia jondéw
wapnia w cytosolu [52, 53], w ktérej biorg udziat ré6zne
biatka transportujgce i regulatorowe. W komorkach
niepobudliwych, jak erytrocyty, hepatocyty i komorki
nabtonkowe, obecne sg uktady transportujgce Ca2+
zalezne od I1P3. W komorkach tych sg obecne recep-
tory o roznej strukturze i wtasciwosciach. Jedne od-
dziatujg z biatkami G, inne zawierajg domeny o aktyw-
nosci kinazy tyrozynowej. Receptory zwigzane z biat-
kami G aktywujg fosfolipaze PLCp za$ receptory
o aktywnosci kinazy tyrozynowej aktywuja fosfolipaze
PLCy. Wymienione fosfolipazy katalizujg rozpad fos-
fatydylo-inozytolo-4,5-bisfosforanu do IP3 i diacylo-
glicerolu. IP3 wigze sie z receptorem w btonach ER,
ktéry jest jednoczes$nie kanatem uwalniajgcym jony
wapnia z bton ER do cytosolu [54, 55]. Ca2+ naptywa
do komérek niepobudliwych przez kanaty wapniowe
niezalezne od potencjatu btonowego [55], za$ usuwany
jest z cytosolu przez ATPazy transportujgce Ca2+,
obecne w btonach ER [56] ibtonie plazmatycznej [57].
W komdrkach pobudliwych, jak neurony czy komorki
miesniowe, oprécz omoéwionych uktadéw transpor-
tujacych wystepuja kanaty wapniowe zalezne od po-
tencjatu btonowego, dzieki ktérym nastepujg duze
zmiany stezenia wapnia w cytosolu. Jony wapnia
naptywajace przez te kanaty moga bezposrednio ak-
tywowac kanaty uwalniajgce Ca2+ z bton SR [52, 55].

Wewnatrzkomérkowe kanaty uwalniajgce jony wa-
pnia wystepujg réwniez w btonach SR komdérek migéni
szkieletowych (typ 1, RyR1) i mig$nia sercowego (typ 2,
RyR2) [58], Trzeci typ kanatow RyR (RyR3) [59]
zlokalizowano w btonach ER komorek watroby, ne-
rek, ptuc, zotgdka i trzustki [60]. Kanaty te od-

Receptor dihydropirydyny
czujnik potencjatu
btonowego

Btona kanalika T

Cytosol

caz2+— »

4—@— Ca**

Btony SR

Wnetrze pecherzyka SR
RyR

Ryc. 4. Czynniki modulujace aktywno$¢ kanatu uwalniajacego jony wapnia (RyR) z bton sarkoplazmatycznego retikulum. Plusem oznaczono
stymulujacy wptyw na aktywno$¢ kanatu, a minusem hamowanie aktywnosci kanatu.
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powiedzialne sg za wzrost stezenia jondéw wapnia
w cytoplazmie po stymulacji komorek (bodzce elek-
tryczne, hormony, neurotransmitery lub inne) [61].
W komoérkach miesni szkieletowych kanat RyRI jest
otwierany prawdopodobnie dzigki elektro-mechanicz-
nemu sprzezeniu biatka kanatowego i receptora dihy-
dropirydyny, wystepujacego w bitonie kanalika sys-
temu T [62, 63]. By¢ moze jednak dziata jaki$ inny,
dotad nie wykryty wtoérny przekaznik, ktory aktywuje
kanat (ang. Ca2+-influx factor, CIF) [64].

Kanaty RyRI i RyR2 sg heterotetramerami o m.cz.
4x564 kDa [65-67], Geny RyRI i RyR2 zostaty
sklonowane, za$ biatka kodowane przez te geny wyka-
zujg 66% wzajemnego podobieAstwa [60]. Kanaty te
réznig sie wrazliwoscig na dziatanie efektoréw i powi-
nowactwem w stosunku do roslinnego alkaloidu, ria-
nodyny [65]. Po wbudowaniu receptoréw do lipo-
soméw i ich aktywacji okazato sig, ze staja sie one
przepuszczalne dla jonéw wapnia [65, 66]. Naptyw
jonow wapnia przez kanaty RyRIl i RyR2 jest sty-
mulowany od strony cytoplazmatycznej bion SR
przez kofeing, jony wapnia i ATP, a hamowany przez
jony magnezu i czerwien rutenowg [54, 55, 68],
ADP-ryboza, cADP-ryboza, i |[3-NAD aktywujg wy-
ptyw jonéw wapnia przez wymienione kanaty [69]
(Ryc. 4). Tylko jeden z poznanych ligandéw wigze sie
z kanatem RyRI od strony $wiatta pecherzykéw SR in
vitro. Jest nim aneksyna VI [70]. Inne ligandy wiazg sie
do domen kanatu eksponowanych po cytoplazmatycz-
nej stronie bton SR [64, 69]. W czasteczkach kanatow
RyRI i RyR2 wystepuja miejsca wigzace Ca2+ i kal-
moduline oraz reszty aminokwasowe fosforylowane
przez kinazy biatkowe zalezne od Ca2+/kalmoduliny
icCAMP. W przypadku RyR2 fosforylacja biatka przez
kinaze zalezng od cAMP aktywuje kanat [71], za$
w przypadku RyRI hamuje transport Ca2+ [72],
Kalmodulina po zwigzaniu z biatkami kanatowymi
RyRIl i RyR2, hamuje transport Ca2+ i zmniejsza
prawdopodobienstwo otwarcia kanatu [69, 73]. ATP
wywotuje wzrost wyptywu jondw wapnia z bton SR
w komodrkach miesni szkieletowych i miesnia ser-
cowego; w fizjologicznych stezeniach nukleotydu
wzrasta prawdopodobienstwo otwarcia kanatow
RyRI i RyR2 [65, 74, 75]. Dodatkowo adenozyna ijej
analogi aktywujg RyR2 [76]. Rejon w poblizu argininy
615 w czasteczkach RyRI i RyR2, odpowiedzialny za
wigzanie ATP, jest homologiczny z miejscem wigzg-
cym IP3 w receptorze IP3 [77],

Receptory IP3 stanowig odrebng klase wewnatrz-
komérkowych kanatéw uwalniajagcych Ca2+. Wyste-
puja powszechnie w komorkach wszystkich typow [60,
63,64]. Sg homotetramerami o m.cz. 4x315 kDa. Dwa
rejony czasteczki receptora IP3, eksponowanej na
strone cytoplazmatyczng btony, wigzg przekazniki
drugiego rodzaju, dzieki czemu kanat uwalniajacy
Ca2+ ulega otwarciu [63]. Receptor IP3 kodowany
jest przez cztery geny, co prowadzi do ekspresji
zréznicowanych izoform kanatu [63]. Funkcje recep-
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tora IP3 reguluje wiasciwy ligand (IP3) oraz kinazy
biatkowe zalezne od cAMP, od Ca2+/kalmoduliny
1 kinaza biatkowa C [78-80]. Kanal moze podlegac
rowniez autofosforylacji [81]. Jako najwazniejsze mo-
dulatory kanatu dziatajag jony wapnia, wptywajgce
zaréwno od strony cytosolowej, jak i od strony Swiatta
kanalika bton ER [81]. Inny wazny ligand, ATP, wiaze
sie zdwoma miejscami w domenie cytosolowej biatka,
odpowiedzialnymi za przekazywanie zmian konfor-
macyjnych w czgsteczce kanatu po przytgczeniu IP3.
Wigzanie nukleotydu z receptorem IP3 zachodzi jed-
nak w nizszych stezeniach ATP niz wystepujace w cy-
tosolu [79, 82, 83]. Fakt ten skionit badaczy do
wysuniecia hipotezy, ze stezenie ATP w cytoplazmie
spada w wyniku jego hydrolizy przez Ca2+-ATPaze
[79]. Ostatecznie stwierdzono, ze wptyw ATP na
receptor IP3jest bardziej ztozony: w stezeniach ponizej
2 mM nukleotyd aktywuje kanat, za$ powyzej 4 mM
hamuje [54].

Biatkiem kanatowym zaleznym od ATP jest takze
kanat transportujgcy Ca2+ i Na+w komaérkach miesni
gtadkich [84] oraz regulowane przez ATP kanaty
potasowe z btony plazmatycznej [85] i mitochon-
driéow [86, 87], Kanaly KAIP uwaza sie za odrebng
klase wsrod innych kanatdw potasowych, ze wzgledu
na ich wiasciwosci fizykochemiczne oraz wrazliwosé
na zwiazki farmakologicznie czynne. Kanaty te ziden-
tyfikowano w btonie plazmatycznej komdrek miesni
sercowego, szkieletowych i gtadkich, w komérkach
@ wysepek Langerhansa w trzustce oraz w btonie
komdrek nerwowych [88, 89]. Wewnagtrzkomorkowy
ATP w stezeniach fizjologicznych hamuje aktywnos¢
tych kanatow (K;< 70 pM). Oddziatywanie ATP
z biatkiem kanatowym nie ma zwigzku z procesami
fosforylacji oraz hydrolizg nukleotydu. Inne nukleo-
tydy, takie jak GDP i GTP, znoszg jego efekt. ADP
w niskich stezeniach aktywuje transport K+, za$
w stezeniach > 500 pM hamuje go, co mozna ttuma-
czy¢ obecnoscig dwoch miejsc wigzacych nukleotydy
w czasteczce biatka kanatowego [88, 89].

Kanatom KAIP w btonie plazmatycznej przypisuje
sie udziat w kontroli potencjatu btonowego. Opisano
to najlepiej w przypadku wydzielania insuliny w ko-
maérkach 3 Wzrost poziomu glukozy we krwi prowa-
dzi do wzrostu jej stezenia w tych komadrkach ijedno-
cze$nie do wzrostu poziomu ATP. ATP, wigzac sie
z kanatem KAIP hamuje jego aktywno$¢, co powoduje
depolaryzacje btony i wzrost potencjatu btonowego
z wartosci -60- -70 mV w stanie spoczynku do -30 mV.
Wzrost ten aktywuje zalezne od potencjatu btonowego
kanaty wapniowe, wywotujac naptyw Ca2+do komor-
ki, wzmozong fosforylacje okreslonych biatek, przesu-
wanie sie pecherzykéw zawierajacych insuline i jej
wydzielenie w procesie egzocytozy na zewnatrz komor-
ki [90]. Kanaty KAIP odgrywajg podobna role w wy-
dzielaniu niektorych neurotransmiterow i hormonow
przysadki mézgowej [85], za§ w komdrkach miesénia
sercowego wptywajg na czas trwania potencjatu czyn-
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nosciowego [91].

Kanaty KAIPzostaty réwniez zidentyfikowane w we-
wnetrznej btonie mitochondriéw komérek watroby
i miesnia sercowego oraz w komorkach drozdzy
[92-95]. Mitochondrialny kanat KAIPjest hamowany
przez ATP (IC50 0,8 mM), a nie jest hamowany przez
ADP [92]. GTP i GDP aktywujg kanat w obecnoSci
0,5 mM ATP, przypuszcza sie wiec, ze w regulacji
aktywnos$ci kanatu biorg rowniez udziat nukleotydy
guaninowe [96]. Mitochondrialnym kanatom KAIP
przypisuje sie podwOjng role: regulacji poziomu K+
w matriks, co kontroluje ci$nienie osmotyczne we-
wnatrz mitochondriéw, oraz regulacji objetosci mito-
chondriéw [97], co wptywa na ich metabolizm [98]
i tworzenie sity protonomotorycznej [99]. Moze to
ttumaczy¢ zaangazowanie mitochondrialnych kana-
tow Katp « procesach zaleznych od potencjatu trans-
membranowego, jak uniport Ca2+ itransport nukleo-
tydéw adeninowych oraz w procesach zaleznych od
ApH, jak transport fosforanu i pirogronianu [86, 87].

V. Aktyna, heksokinaza i biatka pokrewne
biatkom szoku termicznego

Niektére biatka wigzace ATP katalizujg wprawdzie
reakcje hydrolizy ATP, ale wigzanie nukleotyddw
wywotuje w ich czasteczkach dodatkowo funkcjonalne
zmiany konformacyjne. Aktyna jest typowym przy-
ktadem takiego biatka. Aktyna wigze jedng czasteczke
ATP lub ADP, zawiera jedno miejsce wigzace Mg2+
lub Ca2+ z wysokim powinowactwem oraz szereg
miejsc wigzacych kationy dwuwarto$ciowe z niskim
powinowactwem [93, 94], Tworzeniu sie filamentéw
aktynowych towarzyszy hydroliza ATP [93, 100, 101].
Polimeryzacja monomerycznej aktyny jest kontrolo-
wana przez wyspecjalizowane biatka wigzace aktyne,
Te za$ regulowane sg przez sygnaty docierajace z btony
plazmatycznej, na skutek pobudzenia okreslonych
receptorow bionowych i zainicjowania catej kaskady
zdarzen wewnatrzkomdrkowych [1, 93], Aktyna od-
dziatuje rowniez zwieloma innymi biatkami jak miozy-
na, zelzolina, profilina lub kaldesmon [102].

W czasteczce aktyny wystepuje charakterystyczne
zwiniecie struktury trzeciorzedowej odpowiedzialne za
wigzanie nukleotydéw. W obecnosci Ca2+ lub Mg2+
nastepuje przeniesienie grupy fosforanowej ATP na
grupe hydroksylowg odpowiedniej reszty aminokwa-
sowej. Struktura odpowiedzialna za wigzanie nukleo-
tydéw sktada sie z dwdch subdomen a i |3 Subdomeny
te majg skomplikowang strukture, na ktérg skiadajg
sie a-heliksy otaczajgce tancuchy peptydowe przyj-
mujgce konformacje (3-zgiecia. Pomiedzy subdomena-
mi znajduje sie hydrofobowa kieszen, gdzie wigzg sie
grupy adeninowe ATP lub ADP [1, 94], podczas gdy
okreslona sekwencja w subdomenie a odgrywa role
w wigzaniu grup fosforanowych nukleotydu [1, 94],

Wystepowanie takiej jak w aktynie struktury trze-
ciorzedowej wigzacej nukleotydy stwierdzono nie tyl-
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ko w biatkach biorgcych udziat w skurczu miesni, ale
takze w glikolizie i translokacji biatek przez btony [1,
93]. Podobne pod wzgledem mechanizmu wigzania
nukleotydéw co aktyna, sg: biatka szoku termicznego
i pokrewne im biatka towarzyszgce (np. Hsc70), uczest-
niczace w procesach przywracania wtasciwej struktury
biatkom po szoku termicznym, tworzenia ztozonych
komplekséw biatek oligomerycznych, a takze w trans-
lokacji biatek przez btony w czasie ich syntezy oraz
w utrzymywaniu ich natywnej konformacji [103].
Biatko Hsc70 wigze sie z innymi polipeptydami przed
przyjeciem przez nie wilasciwej konformacji [104],
Biatko to wigze ATP ikatalizuje hydrolize nukleotydu
w obecnosci tzw. biatkowych czynnikow wymieniaja-
cych nukleotydy. Biatka te stymulujg aktywno$¢ hyd-
rolityczng Hsc70 i powodujg dysocjacje kompleksu
Hsc70/nukleotyd/inny polipeptyd. Zar6wno aktyna,
jak i biatko Hsc70 przypominajg heksokinaze, a takze
kinaze glicerolowg pod wzgledem budowy domeny
wigzgcej nukleotydy [105]. Przypuszcza sie, ze ,,przod-
kiem” tej grupy biatek byt polipeptyd posiadajgcy
tylkojedng domene, o strukturze heksokinazy w stanie
rozplecionym, charakteryzujgcy sie niewielkim powi-
nowactwem w stosunku do ATP. W wyniku za$ dupli-
kacji genu i fuzji doszto do powstania dimerycznej
czasteczki posiadajgcej dwie subdomeny, dzieki czemu
wigzanie ATP stalo sie bardziej efektywne [1, 18].

V1. Podsumowanie

Do opublikowania pracy Johna Walkera
i wsp.w EMBO Journal [7] na temat podobiefstw
struktury pierwszorzedowej biatek wigzagcych ATP
mineto pietnascie lat i, co zrozumiate, poglady badaczy
na ten temat ulegty znacznej ewolucji. Stwierdzono
przede wszystkim, ze istniejg biatka wewnatrzkomor-
kowe, ktore wprawdzie wigzg nukleotydy adeninowe,
ale ich nie hydrolizuja. Oprécz klasycznego spojrzenia
na ATP jako na nosnik energii niezbedny w procesach
metabolicznych i transporcie [106], pojawity sie po-
glady przypisujace ATP role wtérnego przekaznika
informacji [4-6] lub fizjologicznego ligandu moduluja-
cego funkcje biatek [9, 16, 17, 92], czemu poswiecony
jest réwniez niniejszy artykut przegladowy. W miare
wzrostu liczby dostepnych informacji na temat struk-
tury biatek i kodujacych je genéw okazato sie, ze
motyw Walkera A i B wystepuje wprawdzie bardzo
powszechnie, ale w réznych biatkach znaleziono co
najmniej osiem innych, powtarzajacych sie sekwencji
aminokwasowych, ktore sg odpowiedzialne za wigza-
nie nukleotydéw [9], W dodatku, nie tylko niewielkie
odcinki tancucha polipeptydowego o zachowanej
w trakcie ewolucji sekwencji aminokwasowej, ale cate
moduty czy domeny o okres$lonej, réwniez zachowanej
ewolucyjnie, strukturze trzecio- i czwartorzedowej,
odgrywajg istotng role w wigzaniu nukleotydow [8],
W literaturze przedmiotu moduty te okreslane sgjako
»,molekularne przetaczniki” [107, 108], gdyz ich zna-

117



czenie dla petnionej przez biatko funkcji jest pod-
stawowe. Zatem badania struktury biatek w oparciu
o metody krystalograficzne, biologii molekularnej iin-
ne, moga w przysztosci zaowocowac nie tylko okres-
leniem budowy nowych miejsc wigzgcych nukleotydy
w czasteczce biatka i opisaniem mechanizmu ich
dziatania, ale przede wszystkim przypisaniem wias-
ciwej funkcji tym biatkom.
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Zmiany w domenie regulatorowej gtowki miozyny obser-
wowane w niektorych chorobach serca

Changes in the regulatory domain of myosin head observed in

some heart diseases

ANNA MOCZARSKA*

Spis tresci:

. Wstep

Il. Kardiomiopatia rozstrzeniowa o nieznanym pochodzeniu
(IDC) i lekkie tancuchy regulujgce miozyny

I11. Lekkie taiAcuchy istotne miozyny, a niektére wrodzone
wady serca

IV. ,,Ogtuszony” miesien sercowy, a zmiany w domenie
regulatorowej gtowki miozyny

V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: LC1 — lekki tancuch istotny
miozyny-izoforma diuzsza; LC3 — lekki tancuch istotny
miozyny - izoforma krotsza; LC2 — lekki tancuch regulujacy
miozyny; IDC — kardiomiopatia rozstrzeniowa o niezna-
nym pochodzeniu; ALC1 — lekki tancuch istotny miozyny-
-izoforma wystepujgca w przedsionku serca; VLC1 — lekki
tancuch istotny miozyny-izoforma wystepujgca w komorze
serca.

I. Wstep

W wielu chorobach serca zaburzenia jego funkcji
skurczowej potaczone sa ze zmianami w aparacie
kurczliwym. Badania prowadzone w rdznych osrod-
kach na $wiecie wykazaty, ze jednym z biatek pod-
legajgcych tym zmianom jest miozyna — podstawowy
sktadnik filamentu grubego.

Miozyna zbudowana jest z 6 tafcuchdéw polipep-
tydowych wsérdd ktérych wyrdznia sie dwa tancuchy
ciezkie tworzace pateczke i dwie gtowki w ich
N-koncowej czeSci, oraz potgczone niekowalencyjnie
ze strukturg gtowki dwa rodzaje lekkich tancuchéw
[1-3]. Giéwki miozyny zawierajg miejsce wigzania
nukleotydu oraz aktyny, a zatem spetniaja warunki
niezbedne do generowania ruchu. Badania krystalicz-
nej struktury gtéwki miozyny uzyskanej z mies$nia
szkieletowego kurczecia [4, 5] pozwolity wyrdznié
w niej dwie domeny: motoryczng z centrum katalitycz-
nym i miejscem wigzania aktyny, oraz domene regula-
torowg zawierajagcg dwa lekkie tancuchy miozyny:

* Dr, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, Zaktad Biochemii Mie$ni Pasteura 3, 02-093 War-
szawa
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tancuch istotny (LC1) i regulujacy (LC2) (Ryc. 1.
tancuch regulujacy ulega fosforylacji przez zalezng od
kalmoduliny i wapnia kinaze lekkich taficuchéw mio-
zyny, a takze wigze jony wapnia lub magnezu [6, 7],
Wymienione procesy zmieniajg konformacje tego biat-
ka, co by¢ moze, wptywa na strukture catej gtowki
miozynowej ijej oddziatywania z aktyng w procesie
skurczu [8]. Umiejscowienie obu lekkich tafcuchow
w domenie regulatorowej gtowki pozwala sadzic, ze ich
gtéwna funkcjg jest stabilizowanie oc-heliksu ciezkiego
tafncucha i wzmacnianie efektéw zmian konformacyj-
nych wynikajacych z proceséw wigzania i uwalniania
nukleotydu [5], Hipotezy oparte na modelu struktury
gtébwki miozyny zaktadajg, ze zmiany konformacjne
zachodzgce w domenie motorycznej, a zwigzane z pro-
cesami wigzania i hydrolizy ATP, przenoszone sg do
domeny regulatorowej gtéwki miozynowej. Pewng
role w tym procesie odgrywa lekki tancuch istotny [9].
Jednocze$nie, w obrebie domeny regulatorowej wy-
miana jonéw magnezu na wapA w tancuchu regulu-
jacm i fosforylacja tego taricucha majg wptyw na
oddziatywanie gtéwki miozyny z aktyng. Zjawiska te
moga ulec zaburzeniu gdy jeden lub oba lekkie tan-
cuchy zostang uszkodzone lub zmodyfikowane [10],

Dotychczasowe wyniki badann miozyny, uzyskanej
z serc z r6znymi wadami rozwojowymi, lub tez zmie-
nionych w wyniku innych choréb uktadu naczyniowe-
go, wskazujg, ze domena regulatorowa gtowki miozy-
ny, a w szczegolnosci jej komponenty — lekki taficuch
istotny itancuch regulujacy, petnig wazng role w regu-
lowaniu oddzialywania miozny z aktyng, a zatem
funkcji skurczowej miesnia sercowego, ktéra w warun-
kach choroby ulega czesto istotnym zmianom.
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Ryec. 1. Schemat struktury gtowki
miozyny przygotowany
w oparciu 0 model Ray-
menta i wsp. [4, 5]

Il. Kardiomiopatia rozstrzeniowg 0 niezna-
nym pochodzeniu (IDC) i lekkie tancuchy
regulujace miozyny

Lekkie tancuchy miozyny — szczeg6lnie tancuch
regulujacy (LC2) sa bardzo wrazliwe na obecno$¢
enzymoéw proteolitycznych. Badania miozyny uzyska-
nej z serc pacjentdw cierpigcych na kardiomiopatie
rozstrzeniowg o nieznanym pochodzeniu (idiopathic
dilated cardiomyopathy — IDC) wykazaly istotng
redukcje zawartosci jej lekkich tancuchdéw reguluja-
cych.

IDC jest chorobg o nieznanej dotad etiologii [11,
12]. Preparaty histologiczne chorych serc wykazujg
rozsiane zwtdknienia i w niektérych przypadkach
ogniskowe blizny [13]. W przeciwieristwie do kardio-
miopatii hypertroficznej, w ktérej nie ma uderzajacych
zmian w strukturze i aktywnosci biatek kurczliwych
[14], w sercach IDC obserwuje sie spadek zawartosci
miofibryli w miocytach [15, 16], a takze obnizenie
aktywnos$ci miofibrylarnej ATPazy [17, 18]. Postep
choroby od poczatku zaobserwowania jej objawdw do
krahcowego zniszczenia miesnia sercowego jest u wielu
pacjentéw zrdéznicowany. W pewnych przypadkach
trwa to miesigce w innych lata z tymi samymi kon-
cowymi objawami powaznego uszkodzenia serca [19].

Analiza zawartosci lekkich taAcuchdéw istotnych
i regulujacych w miozynie uzyskanej z serc pacjentow
z kardiomiopatig rozstrzeniowg i w miozynie serc
kontrolnych wykazata istotne roznice. W zdrowym
sercu stosunek LCYLC2 wynosi 1:1, w sercach pacjen-
téw z IDC proporcje tych tancuchéw byly wyraznie
zmienione i wynosity od 1:0.69 do 1:0.1. Zaobser-
wowano réwniez catkowitg degradacje LC2 [20].
Badania mikroskopowe filamentéw syntetycznych wy-
kazaty, ze redukcja zawartosci lekkich tancuchow
regulujgcych miozyny pochodzacej z serc miopatycz-
nych, prowadzi do tworzenia si¢ nieprawidtowych tzw.
»kartowatych” filamentéw o guzowatych tepych kon-
cach. Syntetyczne filamenty formowane z miozyny
uzyskanej z kontrolnego miesnia sercowego cztowieka
maja dtugo$¢ wahajacag sie w granicach 0.7-2.0 pm.
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Filamenty formowane z miozyny mie$nia sercowego
pacjentow z kardiomiopatiag rozstrzeniowa sg zdecy-
dowanie krotsze i grubsze od tych prawidtowych. Ich
dtugos¢ wynosi od 0.35 do 0.5 pm [20], Jest inte-
resujace, ze podobne zaburzenia struktury syntetycz-
nych filamentdw obserwuje sie tez w miozynie po-
chodzacej z serc kontrolnych po skréceniu jej lekkich
tancuchéw regulujgcych jedynie o N-koncowy frag-
ment [21]. Obecnos$¢ zgrubien na powierzchni filamen-
tu wskazuje na mozliwos$¢ zlepiania sie gtowek miozy-
nowych (Ryc. 2). Jest prawdopodobne, ze zmiany
struktury miofilamentéw powstate w nastepstwie cat-
kowitej lub tylko cze$ciowej degradacji taficuchéw
regulujagcych moga by¢ ostatecznie przyczyng zmienio-
nych wiasciwosci kurczliwych serca.

Dalsze badania miozyny uzyskanej z serc pacjentow
cierpigcych na kardiomiopatie rozstrzeniowg wykaza-
ty, ze obserwowana tu znaczna redukcja zawartosci
lekkich tancuchéw regulujacych spowodowana jest
obecnoscig proteazy, ktdra by¢ moze w czasie choroby
syntetyzowana jest de novo lub tez aktywowana z jej
nieaktywnej formy obecnej wczes$niej w tkance. Wzmo-
zone dziatanie proteazy nie zostato ostatecznie wyjas-
nione i pozostaje kwestig sporng. Jednak mozliwosé jej
aktywacji wydaje sie byé bardzo prawdopodobna,
poniewaz niewielkie ilosci tego enzymu wykryto w pre-
paratach serc kontrolnych [20]. W sercach IDC jego
aktywnos$¢ wzrastata 3-5 razy. Omawiana proteaza
charakteryzuje sie wysokg specyficznoscig w stosunku
do LC2 miozyny serca ludzkiego. Jej inkubacja z mio-
zyng z miesnia sercowego psa czy tez z miesni szkieleto-
wych krolika powoduje niewielkie tylko uszkodzenie
lekkich taricuchow regulujacych, natomiast w miozy-
nie z serca ludzkiego tancuchy te ulegajg catkowitej
degradacji [20]. Zatem, bez wzgledu na to jaki mecha-
nizm odpowiedzialny jest za zwiekszong aktywno$é
proteazy w sercach IDC, jej pojawianie sie moze
stanowi¢ krytyczny etap w rozwoju choroby prowa-
dzacy ostatecznie do degradacji lekkich tancuchéw
regulujacych miozyny. Obserwowany w kardiomiopa-
tii rozstrzeniowej defekt w domenie regulatorowej
gtowki miozyny jest takze przyczyna spadku jej aktyw-
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nosci enzymatycznej, co przejawia sie obnizeniem
szybkos$ci wigzania i hydrolizy ATP, a takze spadkiem
powinowactwa do aktyny [20]. Nalezy przypuszczaé,
ze obecnos$¢ nienaruszonych lekkich tancuchéw regu-
lujagcych niezbedna jest dla formowania prawidtowych
filamentéw oraz stabilizacji struktury gtéwek miozy-
nowych. Ich brak obserwowany w IDC moze byé
przyczyng destabilizacji sarkomeru, co ostatecznie
doprowadzi do zatamania sie funkcji skurczowej mies-
nia sercowego.

I11. Lekkie tancuchy istotne miozyny
a niektére wrodzone wady serca

Innym elementem domeny regulatorowej gtowki

Ryc. 2. Syntetyczne filamenty formowane z mio-
zyny z migénia sercowego krolika, w kto-
rej dziataniem chymotrypsyny skrécono
lekki tancuch regulujacy. Strzatki pokazu-
ja charakterystyczne zgrubienia bedace
wynikiem zlepiania sie gtéwek miozyno-
wych [21].

miozynowej sg lekkie tancuchy istotne miozyny. Ich
fizjologiczna rola pozostaje wcigz stabo poznana.
Miozyna pochodzgca z szybkich miesni szkieletowych
zawiera dwie izoformy lekkich tancuchéw istotnych
okreslane jako formy LCl1 i LC3. Forma LC1 jest
dtuzsza od LC3 o 41 reszt aminokwasowych w N-
-kofAcowej czesci lekkiego tancucha istotnego (Ryc. 3)
[22, 23]. Miozyna z mig$nia sercowego zawiera tylko
dtuzszg forme — LC1, ktéra wystepuje w postaci
dwoch izoform: przedsionkowej i komorowej. Lan-
cuchy istotne miozyny przedsionkdw serca réznig sie
od tancuchow miozyny komor ciezarem czgsteczko-
wym (m.cz. ALC1 — 28 kDa; VLC1 — 27 kDa)
i punktem izoelektrycznym. Sg one produktami dwu
réznych gendéw (Ryc. 4) [24. 25].

10 20 30
LC1 PKKNN/KKPAA A AAPAPKAPA PAPAPAPAPSK
LC3
40 50 60
LCL EEKI DLSAIK I E F K EQQDE F KEATF LYDR
LC3 S F A DQI AE FKEAFLLYDR
70 80 90
LC1 T G D S K T L SQ VGDVLRAL GT NP TNAEV KKYV
LC3 TGDSK i T L SQ VGDVLRALGT NPT NAEV KKV
100 110 120
LC1 LGNPSDEG QMN A K K E FEQFL PMLQA S N N K
LC3 LGNPSDEG QMN A K K E FEQFL PML QA S N N K
DO 140 150
LC1 DQGTY EDFVE G LR V FDKEGDO TVGM GAELRH
LC3 DQGTY EDFVE G LRV FD KE G D TVGMGAETLRH
160 170 180
LC1 V LATULGEIKMK E E E EALMAG QED SN NGTC I NY
LC3 VLATLGEIKWMK E E E EALMASG QEDSNGC I NY
190 Ryc. 3. Sekwencje aminokwasowi izolormy dtuz-
szej (LC1) i krotszej (LC3) lekkich tan-
LC1 EAFV KH M S | cuchéw istotnych miozyny miesnia szkie-
LC3 E A FV KH M S i letowego szybkiego krélika (wg bazy da-
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....................... 10 S )
A AKPAPAPAP APAPAPAPATP

e X X . ,V20 ~ 30

ALC1 A P KKPEPKKE
VLC1 A PKKPEFPKKD DAKAAPKAAP A PAPPPEPEHR
40 50 60
ALC1 EAPKEPAFDP KSVK I DFTAD QI EEFKEATFS
VLC1 PKEVE'FDASK I K EFTPEQOQ/I EEFKEAFMLF
70 80 90
ALC1 LFDRTPTGEWM Kl GQCGDYV LRALGQNPTN
VLC1 DRTPKCEMK | TYG CGDVLR R ALGQNPTOQAE
100 110 120
ALC1 A EVLRVLGKTP K P M NV KML DFETFLP I LQ
VLC1 VLRVYLGKPRAOQ E E TKMMDF ETFLPMLQOQH |
130 140 150
ALC1 H1 SRNKEQGT Y E FVEGLRYV FDKESNGTVM
VLC1 SKNKDTGTYE D F EGLRVFD KEGNGTVMGA
160 i 70 180
ALC1 G A HV LAT LG KMT Ej V EQLLAGQQEDA
VLC1 E L LATLG E R TED E K LMAGOEDSNG
Ryc. 4. Sekwencje aminokwasowe izoformy
190 196 przedsionkowej (ALC1) i komorowej
ALC1 N G Y EAFV K H M S G (V_LCl) Iek_ki,ch_ tancuchéw istotn_ych
miozyny mie$nia sercowego czlowieka
VLC1 C 1 A FV KH I M (wg bazy danych SWISS-PROT).

N-koniec lekkiego tancucha istotnego moze uczest-
niczy¢ w oddziatywaniach miozyny z aktyng [26, 27],
Jego rola w tym procesie nie zostata ostatecznie
poznana. Badania kurczliwosci widkien izolowanych
z migénia szkieletowego oraz analiza ruchliwosci in
vitro wykazaty, ze utrata przez izoforme LC1l jej
N-koncowego fragmentu przyczynia sie do wzrostu
maksymalnej szybkosci skracania sie wtdkien i ruchu
filamentow [28-31], Inne wyniki badan sugerujg tez, ze
w szybkim miesniu szkieletowym oddziatywania elek-
trostatyczne pomiedzy dodatnio natadowanym boga-
tym w proline N-koricem LC1 i ujemnie natadowany-
mi resztami na powierzchni aktyny s przyczyng
wolniejszego ruchu filamentéw [32]. Mora no
i wsp. [33] przeprowadzili badania z zastosowaniem
syntetycznego peptydu odpowiednika N-koncowego
fragmentu lekkiego tancucha istotnego miozyny ko-
mory miesnia sercowego cztowieka. Peptyd ten zawie-
rat reszty aminokwasowe 5-14 i wigzat sie do C-konca
aktyny, uniemozliwiajgc w ten sposob oddziatywanie
N-koficowego fragmentu natywnego lekkiego tancu-
cha z aktyng. Oddziatywania takie blokowano réwniez
stosujgc przeciwciata monoklonalne skierowane prze-
ciwko N-kohncowemu fragmentowi natywnego lekkie-
go fancucha istotnego miozyny. W obu przypadkach
zaohserwowano wzrost kurczliwosci witokien miesnia
sercowego. Wysunieto zatem wniosek, ze oddziatywa-
nia lekkiego tancucha istotnego z aktyng lub brak
takich oddziatywrn moga w istotny sposéb regulowac
produkcje sity, a przez to kurczliwosé serca. Hipoteze
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te potwierdzity wyniki dalszych badan, w ktérych
wykazano wzrost ekspresji przedsionkowych form
lekkich tafcuchow istotnych miozyny w komorach
pacjentdw cierpigcych na pewne wrodzone wady serca.

Miesien sercowy zawiera izoenzymy miozyny wyka-
zujace rdézne poziomy aktywnos$ci ATPazowej. Eks-
presja okreslonej izoformy jest zwigzana z kurczliwos-
cig miesnia i jego energetycznym zachowaniem [34].
Proporcje izoenzymoéw w poszczegblnych czesciach
serca zmieniajg sie w zaleznosci od wieku, stanéw
patologicznych i regulowane sg na poziomie trans-
krypcji. Miocyty przedsionka i komory serca mogg
adaptowacd sie do zmienionych warunkéw zwigkszone-
go mechanicznego obcigzenia przez zmiane wzoru
izoform ciezkich i lekkich tancuchdw w tych czesciach
serca. Podczas rozwoju ptodowego w prawidtowo
rozwijajagcym sie miesniu sercowym cztowieka zarow-
no w przedsionkach jak i w komorach serca wystepuja
przedsionkowe formy lekkich tafcuchdw istotnych
miozyny (ALC1). Pierwotne sercowe komory pojawia-
ja sie juz w pierwszych kilku tygodniach zycia ptodo-
wego i funkcjonujg w nieobecnosci kontroli uktadu
nerwowego. Sugeruje sie, ze pewng role w deter-
minowaniu typu syntetyzowanych lekkich tancuchow
w rozwijajacych sie komorach serca mogg odgrywac
zréznicowane gradienty cisnienia [24]. Wkrotce po
urodzeniu zawarto$¢ przedsionkowych form LC1
w komorach stopniowo obniza sie do niewykrywal-
nych poziomdw, a na ich miejsce pojawiajg sie wias-
ciwe formy komorowe, obserwowane tam przez cate
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Tabela 1.

Podstawowe cechy analizowanych wrodzonych wad serca
Rodzaj wady serca Podstawowe cechy choroby

* zwezenie ujscia tetnicy ptucnej
¢ ubytek przegrody miedzykomorowej

Czworzespot Lo . . .
Fallota przesunigecie w prawo tetnicy gtdwnej
* przerost prawej komory (zjawisko wtor-
ne)
* rozlany masywny przerost miesnia drogi
Zwezenie odptywu prawej komory (zwezenie stoz-
podzastawkowe ka komory) lub obecno$¢ okreznego pier-
prawego ujscia $cienia wtoknistego lub miesniowego
tetniczego w odlegtos$ci okoto 1cm przed zastawka
tetnicy ptucnej
« tetnica ptucna umiejscowiona jest prawi-
dlowo a przemieszczona aorta znajduje
sie po prawej stronie tetnicy ptucnej
Odejsécie obu « zastawki obu tetnic lezg na tym samym
duzych tetnic z poziomie
prawej komory « ubytek w przegrodzie migdzykomorowej
serca stanowi jedyna droge odptywu krwi z le-

wej komory serca
« mozliwa obecnos$¢ zwezenia ujscia tetnicy
ptucnej

dalsze zycie [24, 35, 36]. U pacjentdw z niektérymi
wrodzonymi wadami serca takimi jak: czworzespot
Fallota; podzastawkowe zwezenie prawego ujscia tet-
niczego, czy tez odejscie obu duzych tetnic z prawej
komory serca (Tab. 1), proces ten przebiega odmiennie.
Tu bowiem zwigzany z rozwojem zanik form przed-
sionkowych LC1 w komorach serca jest znacznie
spowolniony i u dorostych pacjentéw oprécz komoro-
wych form lekkich tancuchéw istotnych wystepuja
takze formy przedsionkowe [35-37], ktérych zawar-
tos¢ nie przekracza jednak 30% catkowitej ilosci
lekkich taricuchow istotnych w miozynie komor serca.
Spowolnienie procesu zaniku ekspresji przedsionko-
wych form tafcuchéw istotnych miozyny w komorach
serc dotknietych wrodzong wadg, ttumaczy sie ob-
cigzeniem wywotanym przez wysokie cisSnienie krwi
spowodowane utrudnionym jej odptywem z prawej
komory serca, oraz rozwojem prawokomorowej hype-
rtrofii, ktéra jest zjawiskiem wtérnym we wszystkich
wyzej wymienionych wadach serca. Podobnie, udoro-
stych pacjentéw z chorobg zastawek serca obserwuje
sie korelacje, pomiedzy przecigzeniem serca przez
podwyzszone ci$nienie krwi, a ekspresjg przedsion-
kowych form LC1 w lewej komorze serca. Normaliza-
cja parametréw hemodynamicznych po operacyjnej
wymianie zastawek istotnie redukuje hypertrofie i eks-
presje ALC1 [38].

Badania proporcji lekkich tancuchéw istotnych
(LC1) itaricuchéw regulujacych (LC2) w miozynie serc
pacjentow z wrodzonymi wadami nie wykazaty réznic
w poréwnaniu z miozyng pochodzacg z serc kontrol-
nych, co oznacza, ze zwiekszonej ekspresji form przed-
sionkowych LC1 w komorach towarzyszy spadek
ekspresji form komorowych lekkich taricuchdw istot-
nych [39]. W celu wyja$nienia funkcjonalnych konsek-
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wencji podwyzszonej ekspresji form przedsionkowych
tancuchow istotnych miozyny w komorach serca,
przeprowadzono badania szybkosci maksymalnego
skracania sie widkien oraz pomiary potowicznego
czasu rozwoju napiecia w pozbawionych btony wtok-
nach izolowanych z serc pacjentdw z analizowanymi
wczesniej wadami (Tab. 1). Ekspresja ALC1 w prawej
komorze serc tych pacjentéw wahata si¢ w granicach
od 0do 27%. Pokazano, ze wtékna komory zawierajg-
ce najwieksze ilosci ALC1 (20% i wiecej) wykazywaty
wyzsza szybko$s¢ maksymalnego skracania sie i nizszy
potowiczny czas rozwoju napiecia niz widkna nie
zawierajgce przedsionkowej formy LC1 lub zawieraja-
ce bardzo mate jej ilosci [39]. Inne badania wykazaty,
ze zwiekszona ekspresja ALC1 w komorach serc
miopatycznych skorelowana jest z podwyzszong wraz-
liwoscig na waph aparatu kurczliwego prawdopodob-
nie na skutek roznic w sktadzie aminokwasowym
N-koncow obu form LC1 [25, 40]. Wyniki te sugeruja,
ze obecnos¢ przedsionkowej formy lekkich tahcuchéw
istotnych miozyny w hypertroficznych komorach ma
wptyw na kinetyke cyklu mostkéw poprzecznych
regulujgc w ten sposob kurczliwo$s¢ komor serca.
Pomimo, ze jedynie w N-kohAcowym odcinku obu
lekkich tancuchéw wystepujg wspdlne sekwencje ami-
nokwasowe, to jednak i tu obserwuje sie niewielkie
réznice (Ryc. 4). Nalezy zatem przypuszczac, ze r6znice
w sktadzie aminokwasowym N-kohncowych fragmen-
téw lekkich taAcuchdw istotnych miozyny komor
i przedsionk6w serca, sg przyczyna odmiennych od-
dziatywan tych tancuchéw z aktyng. Zatem funkcja
skurczowa miesnia sercowego moze byé regulowana
w zaleznosci od sktadu izoenzymdw miozyny.

Pewne badania sugerujg tez, ze fosforylacja lekkich
tancuchow regulujgcych (LC2) katalizowana przez
kinaze zalezng od Ca2+ i kalmoduliny zwieksza zalez-
ng od jonow wapnia site skurczu zarowno w miesniach
szkieletowych jak i w miesniu sercowym [41, 42]. Co
prawda w omawianych wadach serca nie obserwowa-
no zadnych réznic w ekspresji komorowych form
lekkich tancuchéw regulujgcych miozyny, a takze
badana miozyna zawierata catkowicie zdefosforylowa-
ne LC2, to nie mozna jednak wykluczy¢, ze rowniez
zmiana wzoru izoform lekkich tanuchéw regulujacych
miozyny zwigzana jest z modyfikacjg enzymatycznej
aktywnos$ci miozyny i szybkosci kurczenia sie wiokien
serca.

Obserwowany we wrodzonych wadach serca
wzrost ekspresji przesionkowej formy tancuchéw istot-
nych miozyny jest przejawem adaptacji miesnia ser-
cowego do jego zmienionych funkcjonalnych wyma-
gan. Zatem cze$¢ regulatorowa gtéwki miozyny ma
istotny wptyw na prawidtowg funkcje skurczowg serca.

IV. ,,Ogtuszony” miesieh sercowy a zmiany
w domenie regulatorowej gtowki miozyny

Badania zjawiska ,serca ogtuszonego”, definiowa-
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nego jako odwracalne zaburzenie jego kurczliwosci,
ktére pojawia sie, gdy nastepuje reperfuzja po krotkim
okresie ischemii, wskazujg, ze takze iw tym przypadku
zmiany w aparacie kurczliwym mogg by¢ przyczyng
dysfunkcji mie$nia sercowego w nieobecnosci jakich-
kolwiek oznak nekrozy czy tez powaznych zmian
ultrastrukturalnych [43, 44]. Utrzymujgce sie czesto
przez kilka dni zaburzenie funkcji skurczowej serca
sugeruje, ze procesy odbudowy jego upo$ledzonej
czynno$ci wigza sie z konieczno$cig naprawy uszko-
dzonego aparatu kurczliwego. Analiza sktadu biat-
kowego miofibryli uzyskanych z biopsji pobranych
z krdtko niedokrwionych obszardw serca Swini wyka-
zala czeSciowg degradacje lekkich tancuchéw istot-
nych miozyny. W celu okreslenia jakie zmiany wias-
ciwosci miozyny moze pociggac za sobg obserwowana
czesciowa degradacja tych biatek badano wiasciwosci
miozyny zawierajacej skrocony dziataniem papainy
lekki tancuch istotny. Okazato sig, ze skrécenie LC1
ma wyrazny wptyw na oddziatywanie miozyny z ak-
tyna. Miozyna taka wykazywata bowiem wzrost powi-
nowactwa do aktyny. Stezenie aktyny potrzebne dla
uzyskania potowy maksymalnej aktywnos$ci Mg2+
ATPazy, dla miozyny zawierajacej skrécony tancuch
LC1 wynosito 0.19 pM + 0.05 natomiast dla miozyny
natywnej 0.35 pM + 0.04. Jednoczes$nie czuto$¢ na
wapnh miozyny ze skréconym LC1 byta obnizona [10,
21]. Mozna wiec przypuszczaé, ze obserwowana pod-
czas niedokrwienia niewielka nawet degradacja lek-
kich tancuchéw istotnych pocigga za sobg zmiany
w oddziatywaniu miozyny z aktyng, co wyjasniatoby
utrzymujaca sie przez kilka dni zmiane parametréw
skurczu obserwowang w ,,ogtuszonym” mieé$niu ser-
cowym.

V. Podsumowanie

Na podstawie przedstawionych, niektérych tylko,
wynikéw badarh miozyny w réznych stanach patologi-
cznych serca mozna sgdzi¢, ze obserwowane zaburze-
nia jego funkcji skurczowej zwiagzane sa ze zmianami
wiasciwosci uktadu kurczliwego. Prowadzg one czesto
do nieodwracalnych zaburzen pracy serca, ale moga
tez stanowi¢ mechanizm obronny przystosowujacy
przynajmniej na pewien okres czasu migsien sercowy
do narzuconych mu przez chorobe nowych funk-
cjonalnych wymagan. Naturalnie, omawiane zmiany
w uktadzie kurczliwym mogg by¢ rézne idotyczyé nie
tylko filamentu grubego. Wiele danych wskazuje bo-
wiem, ze czesta przyczyng zmienionych wiasciwosci
kurczliwych serca prowadzgcg niejednokrotnie do
Smierci sg takze obok miozyny zaburzenia biatek
regulujgcych np. a-tropomiozyny czy troponiny
T zwigzanych z filamentem cienkim [45]. Oméwione
wyzej wyniki badan dotyczyly jednak tylko biatka
filamentu grubego — miozyny. Wynika z nich, ze
[zmiany w domenie regulatorowej gtéwki miozyny sg
[przyczyng zmienionych oddziatywan miozyna — ak-
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tyna, co ma niewatpliwy wpltyw na obserwowane
w réznych chorobach serca zaburzenia jego funkcji
skurczowej.
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Zarzad Gtéwny wspotpracujgc z Zarzadami Oddziatow prowadzit dziatalno$¢ statutowg Towarzystwa
poprzez Sekcje, Komisje i Zespoly powotane do zadan szczegétowych. Jak co roku odbyty sie, zgodnie ze
statutem, cztery plenarne posiedzenia Zarzadu Gtéwnego.

Dyzury cztonkéw Prezydium odbywaly sie we wtorki w biurze Zarzadu Gtéwnego w matym budynku
Instytutu Biologii Doswiadczalnej, PAN im. M. Nenckiego, ul. Pasteura 3, pokdj 633, telefon 658-20-99,
fax 22-53-42, e-mail: ptbioch@ nencki.gov.pl.

Wazniejsze uchwaly Zarzadu Giéwnego:

1. Powotanie Sekcji Kwaséw Nukleinowych, ktérej przewodniczacym zostat prof, dr hab. Jan Barciszewski
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2. Przeniesienie redakcji ,Postepéw Biochemii” do nowego lokalu, tj. p. 632 w matym budynku Instytutu
Biologii Doswiadczalnej, PAN im. M. Nenckiego, ul. Pasteura 3, telefon 659-85-71 wew. 441, fax 22-53-42,
e-mail: postepy@ nencki.gov.pl.
3. Decyzja nawigzania kontaktow naukowych z biochemikami Iwowskich placéwek naukowych, organizacja
wspolnej polsko-ukrainskiej konferencji naukowo-wspomnieniowej poswieconej Jakubowi K Parnasowi we
Lwowie, wykonanie tablicy pamigtkowej ze skltadek biochemikéw polskich.

W roku sprawozdawczym w poczet cztonkéw PTBioch przyjeto 57 os6b, w tym 27 os6b otrzymalo status
cztonka studenta.

W grudniu 1996 r. liczba cztonkéw naszego Towarzystwa, ptacgcych sktadki, wynosita 1126 oso6b oraz
11 cztonkéw honorowych i 78 cztonkéw-emerytéw zwolnionych z optaty cztonkowskiej. 547 oséb utracito
cztonkostwo w PTBioch. ze wzgledu na wieloletnie zalegtosci w ptaceniu sktadek.

Dziatalnos¢ organizacyjno-naukowa Towarzystwa

a. Doroczny Zjazd Towarzystwa odbyt sie w Krakowie w dniach 17-20 wrzes$nia 1996 r. z udziatem okoto 800
uczestnikéw z kraju i z zagranicy. Szczego6towe sprawozdanie z obrad ukazalo sie w ,Postepach Biochemii”
nr 1, t. 43, 1997.

b. Zarzad Gtdéwny zorganizowat we Lwowie w dniach 8-11 wrzes$nia | Polsko-Ukrainska Konferencje
Biochemiczng poswiecong pamieci prof. Jakuba Karola Parnasa, potagczona z wmurowaniem w budynku,
w ktérym pracowat J. K Parnas, tablicy pamigtkowej ufundowanej ze skitadek polskiej spotecznosci
biochemicznej. Obszerne sprawozdanie z tej Konferencji ukaze sie w jednym z tegorocznych numerow
.,Postepow Biochemii”.

Dziatalnos¢ wydawnicza

1. Kwartalnik ,,Postepy Biochemii"

Wydano 4 zeszyty ,Postepéw Biochemii” z pomoca finansowa Komitetu Badan Naukowych. Czasopismo
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naczelnemu kwartalnika, z okazji 80-lecia urodzin.
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indeksowane w Biochemistry and Biophysics Citation Index, BIOSIS, Chemical Abstract, Excerpta Medica,
Medline Current Contents.

3. Monografie Biochemiczne
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nr 40 p.t. ,Wtodzimierz Mozotowski 1895-1975 w 100-lecie urodzin” jest to praca zbiorowa pod redakcjg
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nr4l p.t. Hormony glikoproteinowe: struktura, biosynteza ifunkcje ich oligosacharydéw", autorzy Iwona Zak
i Marian Drozdz, redaktor Liliana Konarska
4. , Listy do cztonkéw PTBioch

Biuletyn jest redagowany przez dr Terese Wesotowskg w Szczecinie. W roku sprawozdawczym ukazaly sie
4 listy.
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chaperones to each other, or to their various native and denaturated protein substrates” opublikowang w J.
Biol. Chem. 270 (33), 19300-19306, 1995.

2. Nagrode im. B. Skarzynskiego za najlepszy artykut przeglagdowy opublikowany w , Postepach Biochemii"
otrzymata Barbara Grzelakowska-Sztabert za prace p.t. ,Regulacja cyklu komérkowego — udzial biatkowych
inhibitorow kinaz cyklino-zaleznych” opublikowang w numerze 2 (tom 41), 1995.

3. W pierwszej edycji konkursu im. A. Dmochowskiego za wybitne osiagniecia dydaktyczne w dziedzinie
biochemii nagrode otrzymala Leokadia Klyszejko-Stefanowicz za ksigzke p.t. ,Cytobiochemia” wydang
w 1995 roku przez PWN, awyrdznienie Grzegorz Bartosz za ksigzke p.t. ,Druga twarz tlenu” wydang w 1995
roku przez PWN.

4. W konkursie na najlepszy wyktad akademicki w roku 1996 dwie rownorzedne nagrody uzyskali: Zygmunt
Pojda za wyktad p.t. ,Cytokiny w regulacji i odpowiedzi uktadu krwiotwérczego” i Hanna Czeczot za wyktad
p.t. ,.Biochemia nasienia”.

5. Nagrode im. W. Mozotowskiego za najlepsza prace przedstawiong na dorocznym Zjezdzie PTBioch przez
mtodego biochemika (do lat 30) otrzymata dr Ewa Missol za prezentacje pracy p.t. ,Wykorzystanie liposomoéw
kationowych do wprowadzenia in vivo samobdjczego genu dezaminazy cytozyny z E coli".

Przyznano takze dwa wyr6znienia: dr Alicji Wegrzyn za prezentacje pracy p.t. ,Mechanizm rozpadu
kompleksu replikacyjnego bakteriofaga po szoku termicznym” oraz mgr Mariuszowi Wieckowskiemu za
prezentacje pracy p.t. ,Rola nos$nikéw mitochondrialnych w rozprzegajagcym dziataniu kwasoéw tlusz-
czowych”.

6. Nagrode im. J. Opienskiej-Blauth za najlepszg prace studencka prezentowang na dorocznym Zjezdzie
PTBioch. otrzymat Maciej Wiznerowicz za prezentacje pracy p.t. ,Konstrukcja dwucistronowych wektoréw
retrowirusowych dla celéow terapii genowej nowotworéw u ludzi”, a wyréznienie Borys Wrébel za dwie
prezentacje: ,Amplifikacja plazmidéw w komoérkach E coli w warunkach niedoboru aminokwasow”
i,Degradacja DNA w podwyzszonej temperaturze po amplifikacji plazmidéw gtodzonych komérkach E coli".

Staze naukowe

Zarzad Gtlowny popiera krajowe i zagraniczne staze naukowe. W roku 1996 w stazach i kursach
szkoleniowych oraz konferencjach organizowanych przez FEBS wzieto udziat 12 osoéb.

Wszystkim, ktérzy w minionym roku 1996 poswiecili swéj czas i energie witgczajac sie w dziatalnosé
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, sktadam serdeczne podziekowania.

Prezes Zarzadu Gtéwnego
Liliana Konarska

Uprzejmie informujemy, ze nasze pismo Acta Biochimica

A Cta Polonica jestindeksowane przez Biochemistry & Biophy-

. . . sics Citation Index (ISI, U.S.A.), BIOSIS (U.S.A.), Chemi-

B |OCh IMICA cal Abstract (Columbus, U.S.A.), Current Awareness in

Po |énica Biological Sciences (England), Excerpta Medica (Else-
vier, Holland), Medline (U.S.A)).
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WskazowKki
dla autorow

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

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

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

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

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

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazéwek szczegdtowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie

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

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana, za-
wiera imiona i nazwisko (a) autora (6w), nazwy, adresy wraz
z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polskim i angielskim),
w ktérych pracujg autorzy, adres do korespondencji, nr telefonu
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i ewentualnie fax, adresy prywatne autoréw, tytut artykutu
w jezyku polskim i angielskim oraz — w prawym dolnym rogu
— liczbe tabel, rycin, wzoréw i fotografii oraz skrot tytutu pracy
(do 25 znakow).

Strona 1 (tytutow azawiera imiona i nazwiska autoréw, tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis treéci tez
w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z autorow iich miejsce
pracy z adresem pocztowym oraz wykaz stosowanych skrotéw.
Kolejno numerowane dalsze strony obejmujg tekst pracy,
piSmiennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzoréw
i fotografii.

PISMIENNICTWO: Wykaz piémiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza sie je liczbami
porzgdkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3,7,9—26].
Odnosniki bibliograficzne winny mie¢ nowg uproszczong forme.
Spos6b cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziatow
z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatéw ztomdéw serii opraco-
wanej przez tych samych redaktoréow (4), rozdziatéw z tomoéw
serii opracowanych przez r6znych redaktoréw (5) wskazujg
ponizej podane przyktady:

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

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chromo-
some, Elsevier, North-Holand, Amsterdam

3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg GF,
Von VB (red) Handbook on the Toxicology of Metals.
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 541-553

4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red)
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, North-Hol-
land Amsterdam, str. 1-77

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

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

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

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3,

02-093 Warszawa
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