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ARTYKULY

Rodzina genéw stresu hsp70 ssakéw

Mammalian hsp70 stress gene family

KATARZYNA LISOWSKAL,
ZDZISEAW KRAWCZYK?2

Spis tresci:

. Wstep
Il. Konserwatyzm ewolucyjny genéw biatek szoku termicz-
nego rodziny hsp70
I1l. Struktura biatek rodziny HSP70
IV. Oddziatywania biatek HSP70 z biatkami pomocniczymi
V. Przeglad wiasciwosci genéw i biatek rodziny hsp70
ssakow
V-I. Geny hsp70i
V-2. Gen hsc70
V-3. Gen grp78
V-4. Gen pbp74/mot(2)/mthsp75
V-5. Gen hst70ihsp70.2/HSPA2
V-6. Gen hsc70t
V-7. Inne
VI. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotow: aa — aminokwas(y); kDa
tys. Daltonow; koniec C - koniec karboksylowy biatka;
koniec N — koniec aminowy biatka; kpz — tys. par zasad;
MHC (ang. major histocompatibility complex), gtéwny
kompleks zgodnosci tkankowej; nt — nukleotyd(y); pz
para zasad; UTR fragment jednostki transkrypcji
nieulegajgcy translacji.

l. Wstep

Nazwa biatka szoku termicznego (ang. heat shock
proteins, HSP) zostata pierwotnie nadana kilku biat-
kom syntezowanym wybidérczo i z duzg wydajnoscia
w komoérkach muszki owocowej w temperaturze od
kilku do kilkunastu stopni wyzszej (szok termiczny) od
fizjologicznej [1]. Reakcja komdrek na szok termiczny
przejawiajaca sie syntezg podobnego zestawu biatek
HSP jak w przypadku muszki owocowej jest zjawis-
kiem uniwersalnym. Obserwuje sie jag zarO6wno u or-
ganizméw mezofilnych jak itakich, ktére zyjg w gorg-

1 Dr, 2 doc. dr hab.. Zaktad Biologii Molekularnej, Cent-
rum Onkologii — Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie
44-100 Gliwice, ul. Wybrzeze AK 15

e-mail: Katarzyna Lisowska - kasial(a onkol.instonko.gli-
wicc.pl; Zdzistaw Krawczyk — krawczyka onkol.inston-
ko.gliwice.pl
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cych zrodtach bagdz zasiedlajag wody lodowcowe, jesli
temperatura Srodowiska wzro$nie powyzej temperatu-
ry fizjologicznej dla danego gatunku.

Szok termiczny jest tylko jednym z wielu bodZzcow
(tzw. czynnikdéw stresujacych lub stresoréw) aktywuja-
cych geny hsp [2], Innych czynnikéw stresujacych,
zaréwno fizycznych jak i chemicznych, egzogennych
jak iendogennych poznano tak wiele, ze zaprzestano
ich katalogowania. Wtasciwos$cig wielu stresoréow jest
posSrednie lub bezposrednie uszkadzanie natywnej
struktury biatek komoérkowych; potwierdzeniem po-
wyzszego jest fakt, ze doswiadczalnie wywotana aku-
mulacja zdenaturowanych biatek istotnie indukuje
ekspresje wielu genéw hsp [3, 4],

Nazwa geny szoku termicznego uzywana jest na
0og6t w dwdch znaczeniach. W znaczeniu wezszym
odnosi sie do gendéw, ktédrych transkrypcja indukowa-
na jest przez bodzce stresujace (w tym szok termiczny)
poprzez oddziatywanie czynnika transkrypcji HSF
(ang. heat shockfactor)z sekwencjg regulatorowg HSE
(ang. heat shock element) (przeglagd w: [5]). Stosowana
W znaczeniu szerszym, nazwa ta obejmuje zaréwno
geny indukowalne termicznie jak i geny pokrewne
(geny hsc, ang. heat shock cognate), ktore kodujg biatka
o sekwencji aa zblizonej do sekwencji niektérych
biatek HSP. Geny pokrewne sg transkrybowane w tem-
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peraturze fizjologicznej, a ich ekspresja nie zmienia sie
pod wptywem szoku termicznego. Niektére z genéw
hsp moga by¢ jednak silnie pobudzane przez wiele
bodZzcéw innych niz szok termiczny [2], takze Rozdziat
V. Ze wzgledu na réznorodnoé¢ bodzcéw indukujg-
cych ekspresje genéw hsp i genéw pokrewnych, coraz
czeSciej okre$la sie je tgczng nazwa gendw stresu
komérkowego.

Tabela 1

(Tab. 1[9]). Poniewaz proponowane nazewnictwo nie
jest jeszcze zaakceptowane, w dalszej czeSci pracy
uzywane badag tradycyjne nazwy gendéw hsp70. Naj-
czesciej spotykane w piSmiennictwie nazwy odpowia-
dajagcych sobie (ortologicznych) genéw rodziny hsp70
cztowieka, myszy i szczura przedstawiono w tabeli 2.
Wedtug dos$¢ powszechnie przyjetej konwencji nazwy
genow zapisuje sie kursywa matymi literami: hsp

Proponowane nazewnictwo genoéw'biatek hsp70 cztowieka utworzone w oparciu o nazwy loci poszczeg6lnych genéw (wg [9], zmodyfikowane].
HS oznacza aktywacje genu pod wptywem hipertermii. Nazwe locus, genu i biatka STCH utworzono zgodnie z zasadami przyjetymi w [9],

dotychczas proponowana
symbol lokalizacja pismien- lokalizacja
| . spotykane nazwy ) HS nazwa
ocus genu nictwo genu biatka (biatko/gen)
HSP1A 6p213 10, 11 HSP70.1, cytopl. tak HSP70-1
HSX70, HSP72, jadro HSP70-1a
HSP70
HSPA1B 6p21.3 n HSP70.2 cytopl./ tak HSP70/1
jadro HSP70-1H
HSPAI1L 6p21.3 11 HSP70-Hpm, 9 —_ HSP70-1 L
HSP70-11
HSPA2A 14922 12 HSP70. 9 tak HSP70/2A
HSP70-2a
HSPA2B 14q24.1 13 HSP .42 9 HSP70-2B
HSP70-2b
HSPA4 5q311 14 HSP70R Y ° HSP70-4
HSP70-4
HSPA5S 9q34 15, 16 BiP, GRP78 ER HSP70-5
HSP70-5
HSPAG iq 17, 18 HSP70.6 9 tak HSP70-6
HSP70B* HSP70-6
HSPA7 iq 18. 19 HSP70.7 9 tak HSP70-7
HSP70B HSP70-7
HSPAS 11q24 20, 21 HSC70, HSC73 cytopl./ HSP70-8
jadro HSP70-8
HSPA9 9 22, 23 GRP75. PBP74 mitoch. — HSP70-9
HSP70-9
HSPA10 21qg 111 24 STCH ERO?) HSP70-10
HSP70-H)

U ssakéw wyrdznia sie na og6t pie¢ gtdwnych klas
genéw stresu: hsplOO, hsp90, hsp70, hsp6O i hsp25/27
[6], z ktérych najliczniejszg jest rodzina hsp70 [7, 8].
W genomach ssakéw wykryto dotychczas po 10-12
gendw hsp70, ktore spetniajg kryterium wzajemnego
podobienstwa sekwencji kodujagcej biatko, lecz moga
rézni¢ sie mechanizmem regulacji ekspresji. Jedynie
kilka gendw tej rodziny to geny indukowalne termicz-
nie a wigkszos¢ to tzw. geny pokrewne (Tab. 1, 2).

W celu uporzadkowania nazewnictwa ludzkich ge-
néw hsp70 zaproponowano, aby ich nazwy tworzy¢
w odniesieniu do nazw zajmowanych przez nie loci
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(duzymi w przypadku genéw ludzkich: HSP), za$
nazwy biatek — duzymi literami: HSP. Wyrdznikiem
biatka szoku termicznego jest jego przyblizona wzgled-
na masa czasteczkowa (wyrazona w kDa), przyktado-
wo — HSP70. Geny indukowalne termicznie wyréznia
sie czesto literg ,,i” (ang. inducihle), np. hsp70i (HSP70i).

Biatka HSP70 zaliczane sg do tzw. biatek opiekun-
czych (ang. chaperon proteins), utatwiajacych innym
biatkom komoérkowym przyjmowanie prawidtowe]j
struktury wyzszego rzedu [40, 41, takze Rozdziat V],
Wyspecjalizowane rodzaje biatek HSP70 petnig funk-
cje opiekuncze na terenie rédznych organelli oraz na
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Tabela 2.

Odpowiadajgce sobie (ortologiczne) geny rodziny hsp70 cztowieka, szczura i myszy (wg [8], zmodyfikowane).

geny HSP70 pismien- geny hsp70
cztowieka nictwo szczura

HSP70.1b 1 hsp70.1
(HSP70-2)
HSP70.1a 10 hsP70.2
(HSP70-1)
HSP70.11 n hsp70.3
(HSP70-Hom)
HSP70.2b 13 list 70
(HSPA2)
HSP70.5 15 grp78
(GRP78)
HSP70.8 20 hsc70
(HSC70) (hsc73)
HSPA9 23, 22 grp75

(PBP74\ MtHSP75)

powierzchni bton organellarnych wspétpracujac z bia-
tkami HSP innych klas i/lub z tzw. biatkami pomoc-
niczymi (rozdziat 1V).

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie ztozono-
§ci rodziny genow hsplO ssakéw oraz podanie pod-
stawowych informacji o strukturze i zréznicowanej
ekspresji genow tej rodziny. Wiekszos¢ informacji
dotyczy gendéw rodziny hsp70 cztowieka, myszy iszczu-
ra. Ze wzgledu na znaczng ilo$¢ prac oryginalnych
dotyczgcych omawianych zagadnien cytowane beda
jedynie wybrane prace zZrédtowe i przegladowe.

Il. Konserwatyzm ewolucyjny gendw/biatek
szoku termicznego rodziny hsp70

Biatka rodziny HSP70 wyr6zniaja sie sposrod biatek
HSP innych klas najwiekszg stabilnoscig ewolucyjna
i najwiekszym miedzygatunkowym podobieristwem.
Biatka HSP70 najbardziej odlegtych ewolucyjnie or-
ganizmow wykazujg nie mniej niz42% homologii. Jest
to najwyzsza warto$¢ jakg otrzymano poréwnujac
ré6zne konserwatywne biatka, co wskazuje, ze HSP70
sg prawdopodobnie najsilniej zachowawczymi ewolu-
cyjnie sposrod znanych biatek wystepujacych u wszyst-
kich wspo6tczesnych gatunkow [42],

Na podstawie poréwnania sekwencji aminokwaso-
wej wszystkich znanych biatek HSP70 zaproponowa-
no model ewolucji tego biatka i kodujgcego je genu
[42]. Wyjsciowg formg biatka HSP70 byt, jak sie sgdzi,
peptyd o diugosci okoto 9-15 aminokwasow. Praw-
dopodobnie gen kodujacy ten pierwotny peptyd zostat
wielokrotnie powielony, czego odhiciem jest obecnosé
powtarzajgcego sie dziewiecioaminokwasowego mo-
tywu w czeSci N-koncowej wspoOtczesnego biatka
HSP70. Nastepnie w wyniku duplikacji powstata
dwuptatowa domena ATP-azowa typowa dla biatek
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pismien- geny hsp70 pismien-
nictwo myszy nictwo

25, 26, 27. 28 hsp70.1 33

27 hsp70.3 34

27 hsc70t 35

29 hsp70.2 36

30 grp78 37

31 hsc70 38

32 mot-1, mot-2, 22. 39

pbp74

rodziny HSP70 (rozdziat 111). Kolejnym etapem ewolu-
cji genu hsp7() byto przytaczenie sekwencji DNA
kodujgcych region C konca biatka HSP70 i zroz-
nicowanie regionu promotora. Wspoétczesne biatka
HSP70 majg podobny ogdlny plan budowy u wszyst-
kich gatunkéw (rozdziat Ill, Ryc. 1).

Geny eukariontéw tworzace wspo6itczesng rodzine
hsp70 powstaty z wyjsciowego genu na drodze wielo-
krotnych duplikacji i dalszego zr6znicowania sekwen-
cji kodujacej iregionu promotora. Komorka eukario-
tyczna uzyskata dodatkowe geny hsp70 poprzez zjawi-
sko endosymbiozy, ktére doprowadzito do powstania

region
domena ATP-azowa C-koncowy
HSC70, HSP70
18 kDa 10 kDa

sekwencje
PBP74/ adresowe
mtHSP70/mot
GRP78
4
KDEL
STCH

wstawka

Ryc. 1. Schemat ilustrujgcy strukture biatek rodziny HSP70 (cyto-
wania w tekécie). Budowa biatka HSC70, bedac najlepiej
poznang, stuzy jako model do przedstawiania struktury
innych biatek rodziny HSP70. Najwieksze podobiefistwo
struktury biatek HSP70 wystepuje w regionie domeny
ATP-azowej. Region C kornca obejmuje domene (18 kDa)
odpowiedzialng za oddziatlywania z substratem i domene
wielkosci 10 kDa, ktdérej przypisywane sa wtasciwosci
regulacyjne. Obszar domeny ATP-azowej oznaczono kolo-
rem ciemnoszarym, za$ sekwencje regionu C-koricowego
—jasnoszarym; biate prostokaty oznaczajg sekwencje doda-
tkowe o charakterze sygnatéw adresowych lub heterogen-
nych insercji, czarnym kolorem oznaczono sekwencje
odpowiedzialng za zatrzymywanie biatka GRP78 wew-
natrz ER.
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mitochondriow iplastydéw [43-45]. W rodzinie hsp70
eukariontdw mozna wyodrebni¢ co najmniej cztery
r6znigce sie od siebie podgrupy genéw hsp70, ktére
kodujg biatka o odrebnej lokalizacji komdérkowej:
cytoplazmatyczne, retikularne, plastydowe i mito-
chondrialne [43]. Biatka HSP70 danej podgrupy s3a
bardziej podobne do swoich odpowiednikéw innego
gatunku niz do biatek z innej podgrupy tego samego
gatunku. Podobienstwo sekwencji aa pomiedzy od-
powiadajacymi sobie biatkami rodziny HSP70 réz-
nych gatunkow ssakéw wynosi okoto 95%.

1. Struktura biatek rodziny HSP70

Dotychczas najlepiej poznano strukture biatka
HSC70, scharakteryzowanego pierwotnie jako czyn-
nik utatwiajgcy dysocjacje czasteczek klatryny z po-
wierzchni pecherzykdw optaszczonych (ang. uncoating
ATP-ase) [46, 47], Ze wzgledu na znaczne podobienst-
wo sekwencji aa biatek HSP70 traktuje sie biatko
HSC70 jako czasteczke modelowg do omawiania
budowy pozostatych biatek rodziny.

W czasteczce HSC70 wyr6znia sie dwie podstawowe
domeny: silnie konserwatywng ewolucyjnie domene
N-koncowa, z ktdrg zwigzana jest aktywno$é ATP-
-azy, oraz znacznie mniej konserwatywng domene
odpowiedzialng za oddziatywania z substratami pep-
tydowymi (schemat na rycinie 1). Na podstawie analizy
rentgenograficznej krysztatu domeny ATP-azowej by-
dlecego biatka HSC70 ustalono, ze sktada sie ona
z dwoch ,ramion” (ang. lobes) o podobnej wielkosci
[48]. Podstawa obu ramion tworzy miejsce przytacza-
nia czagsteczki AT'P. Ten rejon oraz sekwencje aa,
ktére wystepujg na powierzchni domeny w miejscach
kontaktu z sekwencjami konca karboksylowego sg
najsilniej konserwowanymi ewolucyjnie elementami
struktury wszystkich biatek HSP70. Domena ATP-
-azowa HSC70 wykazuje uderzajgce podobienstwo
struktury przestrzennej do czasteczki aktyny oraz
domeny ATP-azowej heksokinazy [49] i kinazy glice-
rolowej (cyt. za: [50]), pomimo braku znaczacego
podobienstwa sekwencji aa wymienionych biatek.

Fragment czasteczki HSC70, o dtugosci 148 aa (18
kDa), przylegajacy do domeny ATP-azowej stanowi
domene wigzacg substrat peptydowy [51], Poczat-
kowo postulowano, ze region ten ma taki sam typ
budowy jak biatka MHC Il [52], jednak nowsze dane
otrzymane za pomoca magnetycznego rezonansu jad-
rowego wykazujg, ze domena ma unikalna topologie
— tworzg jg dwie antyrownolegte struktury typu
pofatdowanej kartki (ang. fi-sheet) ztozone z czterech
tancuchow aminokwasowych kazda oraz pojedyncza
a-helisa [53].

Istotnym elementem strukturalno-funkcjonalnym
biatek HSP sa ostatnie 4 aminokwasy (EEVD) konca
C. W przypadku biatka HSC70 motyw EEVD zapew-
nia kontakt pomiedzy domenami N- i C-koncowymi,
prawidtowag strukture przestrzenng biatka oraz regulu-
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je aktywno$¢ ATP-azowg. Delecja badZz mutacja tej
sekwencji uposledza oddziatywanie HSC70 z biatkami
pomocniczymi [54], Motyw EEVD nie ma natomiast
znaczenia dla procesu taczenia si¢ biatka HSP70
z substratem peptydowym.

Biatka rodziny HSP70 wykazujg wzor struktuy
podobny do opisanego wyzej biatka HSC70; réznice
dotyczg wystepowania sekwencji o charakterze syg-
natu adresowego lub isygnatu retencji oraz obecnosci
insercji i delecji pewnych fragmentow. Poréwnanie
struktury biatek rodziny HSP70 przedstawiono sche-
matycznie na rycinie 1

IV. Oddziatywania biatek HSP70 z biatkami
pomocniczymi

Biatka rodziny HSP70 zaliczane sg do nadrodziny
fosfotransferaz. Funkcja opiekuricza biatek HSP70
wydaje sie nieodtgcznie zwigzana z aktywnos$cig ATP-
-azowy [przeglad w: [55]. Niektdére elementy mechani-
zmu opiekunczej aktywnos$ci biatek HSP70 zostaty
poznane poprzez badania wptywu prokariotycznego
biatka HSP70(DnaK) ieukariotycznego biatka HSC70
na proces renaturacji biatek wskaznikowych in vitro
[56, 57], DnaK i HSC70 nie zapobiegajg denaturacji
biatek w podwyzszonej temperaturze, ograniczajg na-
tomiast nieswoistg agregacje uszkodzonych biatek
oraz utatwiajg ich renaturacje. Wydajna renaturacja
wymaga obecno$ci zaré6wno ATP jak i tzw. biatek
pomocniczych. U prokariota biatkami pomocniczymi
sg DnaJ i GrpE, zaS§ w komérkach eukariotycznych
odpowiednikiem bakteryjnego biatka Dnal jest biatko
HSP40 [przeglad w: [58], Eukariotyczny odpowiednik
biatka GrpE znaleziono najpierw w mitochondriach
drozdzy [przeglad w: [59]. Niedawno stwierdzono, ze
ludzkie biatko BAG-1, ktére poprzez oddziatywania
z biatkami Bel-1, Raf-1 oraz niektérymi receptorami
czynnikéw wzrostowych hamuje proces apoptozy, jest
funkcjonalnym odpowiednikiem biatka GrpE [60],

W komorkach ssakow wykryto biatko pomocnicze
p48(Hip) (ang. HSC70 interacting protein) [57] od-
dziatujace z HSC70 i HSP70i oraz z biatkiem pomoc-
niczym HSP40. Biatko Hip wykazuje takze samoistng
aktywnos$¢ opiekuncza: in vitro, w obecnosci ATP,
zapobiega ono prawie catkowicie niespecyficznej agre-
gacji biatka wskaznikowego [przeglad w: [6]. Ostatnio
wykryto dwa kolejne biatka pomocnicze. Pierwsze to
biatko p60/Hop (ang. HSP70/HSP90 organizing prote-
in) wspotdziatajgce z HSC70 i HSP90 m.in. w procesie
aktywacji receptora progesteronu [62],

Drugie, to biatko p 16, identyczne z biatkiem Nm23,
nalezagce do rodziny kinaz dwufosforanéw nukleozy-
déw [63]. p16 moduluje aktywno$¢ biatka HSC70
utrzymujagc je w formie monomerycznej i utatwiajgc
dysocjacje substratéw peptydowych. p 16 petni praw-
dopodobnie funkcje antagonistyczng w stosunku do
HSP40(DnalJ), ktére w obecnosci ATP katalizuje oli-
gomeryzacje HSC70 [cyt. za: [64],
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Wydaje sie, ze zréznicowanie funkcji opiekunczych
biatek rodziny HSP70 tylko w niewielkim stopniu
wynika ze zroznicowania ich struktury i jest raczej
skutkiem oddziatywan z odmiennymi biatkami pomo-
cniczymi [dyskusja w: [62, 65]. Nalezy zaznaczyé¢, ze
dane na temat oddziatywan z biatkami pomocniczymi
pochodzg prawie wytgcznie z badan nad biatkiem
HSC70.

V. Przeglad witasciwosci gendw i biatek rodzi-
ny HSP70 ssakow

Ponizej oméwiono witasciwosci gendw hsp70 czto-
wieka, myszy i szczura. Ze wzgledu na silne miedzy-
gatunkowe podobienstwo biatek HSP70 [8] mozna
oczekiwac, ze przedstawione dane odnoszg sie takze do
genéw hsplO innych ssakdéw.

V-1. Geny hsp70i

W genomie cztowieka znajduje sie prawdopodobnie
5,aw genomach szczura imyszy po 2 geny hsp70i (Tab.
2). Geny hsp70i gryzoni oraz odpowiadajgce im dwa
geny hsp70i cztowieka utozone sg tandemowo i znaj-
duja sie w kompleksie genéw MHC klasy Il (Ryc. 2).
Oba geny hsp70i z regionu MHC Il majg niemal
identyczng sekwencje nukleotydowg i koduja iden-
tyczne biatko. Powstaty one prawdopodobnie w wyni-
ku duplikacji wyjsciowego genu hsp70, ktéra nastapita
przed rozejsciem sie linii ewolucyjnych ssakéw igryzo-
ni, czyli co najmniej 70 min lat temu. Prawdopodobnie
inna para genow hsp70i cztowieka, zlokalizowana na
chromosomie 1, takze powstata wskutek duplikacji.
Geny hsp70i nie zawieraja introndw.

W komérkach hodowanych in vitro w temperaturze
fizjologicznej geny hsp70i myszy iszczura sg zazwyczaj
transkrybowane z niewielkg wydajnos$cig i ich trans-

krypty mozna wykry¢ jedynie metodami bardziej
czutymi niz hybrydyzacja RNA-DNA. Znaczng ak-
tywnos$¢ genow hsp7()i obserwowano natomiast w ko-
morkach niektérych przeszczepialnych nowotworow
tych gryzoni [np. [66, 67]. Ekspresja genéw hsp70i in
vitro jest bardzo silnie stymulowana przez rozmaite
czynniki stresujagce [2], jednak w komédrkach nie-
ktérych linii, wskutek metylacji DNA, indukowalna
ekspresja jednego lub obu genéw hsp70i moze by¢
zahamowana [68].

In vivo,w prawidtowych warunkach fizjologicznych,
w wiekszoséci narzgdéw myszy i szczura stopien eks-
presji genéw hsp70ijest nieznaczny. U szczura wykryto
jednak konstytutywng ekspresje gendw hsp70i w mies-
niach szkieletowych, jelicie grubym, ptucach isiatkow-
ce oka [69-72]. Stopien indukowanej ekspresji genow
hsp70i moze by¢ zréznicowany narzadowo. Np.
u szczura, pod wptywem hipertermii, geny hsp70i
najsilniej aktywowane sg w watrobie, za$ najstabiej
w moézgu [25, 73]. U myszy naswietlanych promienia-
mi y aktywno$¢ genédw hsp70i silnie wzrasta w ptucach
i $ledzionie, ale nie w watrobie czy w mézgu [74].
U szczurow pod wptywem stresu fizjologicznego geny
hsp70i uaktywniajg sie wybiorczo w korze nadnerczy
i w $rodbtonku aorty [75, 76] oraz, w mniejszym
stopniu, w korze mézgowej i zotadku [77].

Stopien ekspresji genow hsp70i moze byé takze
zréznicowany komorkowo w obrebie danego narzg-
du. Np. w nadnerczach szczuréw poddanych hiperter-
mii geny hsp70i aktywowane sg jedynie w komérkach
warstwy korowej [78]. Takze u szczura, pod wptywem
hipertermii, biatka HSP70i akumulujg sie w komor-
kach glejowych mozgu i sr6dbtonku naczyn krwionos$-
nych wszystkich struktur moézgu, natomiast w neuro-
nach kory mozgowej i zwojach podstawy mobzgu
ekspresja gen6w hsp70i jest nieznaczna [79]. Problem
zréznicowanej narzgdowo i komorkowo ekspresji ge-

HLA HSP70 )
chr. 6 | ] 11 I —— cztowiek
' BFC2 TNF
H-2
chr. 17 [ g I T T1 T T T MY'SZ
RT1
chr. 20 [ - I 1T 1T —— szczur
Ryc. 2. Lokalizacja gendéw z rodziny 1905
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néw hsp70i — zwtaszcza w przypadku mézgu — jest
dos$¢ ztozony i nie bedzie tu szerzej omawiany.

U cztowieka (naczelnych), przeciwnie niz u gryzoni,
geny hsp70i zlokalizowane w obrebie kompleksu
MHC sg aktywne w warunkach Fizjologicznych zardw -
no in vitro [80] jak i in vivo [81-83]. Mozna sadzi¢, ze
podobnie jak u gryzoni, indukowalna ekspresja genéw
hsp70i cztowieka wykazuje zréznicowanie narzadowe
i komérkowe, jednak problem ten nie byt dotychczas
systematycznie badany. Silne pobudzenie ekspresji
genéw hsp70i moze byé zwigzane z niektérymi stanami
patologicznymi. Np. w znacznym odsetku réznych
typow nowotworéw u ludzi obserwuje sie konstytuty-
wng synteze biatka HSP701 [np. 84-86]. Sugeruje sie, ze
poziom ekspresji genu hsp70i moze byé uzytecznym
markerem prognostycznym w niektérych typach no-
wotworéw [86].

W komorkach prawidtowych, w ktérych geny
hsp70i sq aktywne w temperaturze Fizjologicznej, biat-
ko HSP70i znajduje sie gtownie w cytoplazmie, nato-
miast w komdérkach nowotworowych moze pojawiaé
sie takze w jadrze komoérkowym i na powierzchni
komorki [87, 88]. W komodrkach poddanych szokowi
termicznemu biatko HSP701 przemieszcza sie z cyto-
plazmy do jadra komérkowego gromadzac sie wybior-
czo w jaderku [89, 90],

Regulacja ekspresji genéw hsp70i jest procesem
ztozonym i bedzie omdwiona szerzej w odrebnej pracy
przeglagdowej (Krawczyk i Lisowska, w przy-
gotowaniu). Na poziomie transkrypcji podstawowy
mechanizm regulacji jest wsp6lny dla indukowalnych
gendéw hsp wszystkich rodzin. Obejmuje on powstanie
funkcjonalnego kompleksu pomiedzy czynnikiem
transkrypcji HSF isekwencjg regulacyjng DNA nazy-
wang HSE (przeglad w: [5]). Na stopien ekspresji
genow hsp70i moze mie¢jednak wptyw takze struktura
chromatyny w regionie promotora [91, 92], $Srodowi-
sko zewnagtrzkomoérkowe (in vivo versus in vitro [93]),
czynniki inaktywujgce HSF (np. flawonoid kwercyty-
na) [94] oraz inne niz HSF czynniki transkrypcji. Np.
biatko p53 [95] ijedna z podjednostek autoantygenu
Ku [96] sg represorami genu hsp70i, natomiast nie-
ktére zmutowane formy biatka p53 [97] czy biatko
MYB [98] sg jego aktywatorami.

Funkcja biatek HSP70I nie jest w petni poznana, sg
one jednak, niewatpliwie, waznym elementem systemu
cytoprotekcji. Obecno$¢ biatka HSP701 w komarkach
transfekowanych genem hsp70i pod kontrolg kon-
stytutywnego promotora zwieksza odpornos$é tych
komoérek na dziatanie wielu szkodliwych czynnikéw,
takich jak szok oksydacyjny [99-101], szok termiczny
[102-104] czy dziatanie niektérych cytostatykow
[105], U myszy transgenicznych z konstytutywng
ekspresjg biatka HSP70l po eksperymentalnie wywo-
tanym zawale obserwuje sie przyspieszony powroét
parametré6w pracy serca do normy i zmniejszanie
zakresu uszkodzenia migé$nia sercowego [106, 107],

Cytoprotekcyjny efekt wywierany przez nadekspre-
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sje genu hsp70i nie zawsze jest pozgdany. Konstytuty-
wna ekspresja biatka HSP701 w komérkach nowo-
tworowych moze hamowaé¢ proces apoptozy [108,
109], utatwiaé proliferacje komorek mimo uszkodzen
DNA [110] oraz sprzyja¢ powstawaniu odpornosci na
cytostatyki [105] i cytolize indukowang przez TNF
i monocyty, co zwieksza potencjat onkogenny komé-
rek nowotworowych [111].

V-2. Gen hsc70

U cztowieka [20], myszy [38] i szczura [31] gen
hsc70 wystepuje w jednej kopii. Geny hsc 70 wymienio-
nych gatunkéw zawierajg osiem intronow. W intro-
nach 5 6 i 8 znajduja sie sekwencje kodujgce funk-
cjonalny Ul4 RNA, jeden z licznej grupy niskoczas-
teczkowych RNA (snoRNA) biorgcych udziat w doj-
rzewaniu rRNA [112, 113],

HSC70 syntetyzowane jest konstytutywnie we wszy-
stkich rodzajach komorek a jego stezenie jest zréz-
nicowane narzgdowo, przy czym najwieksze stezenie
HSC70 wystepuje w strukturach centralnego uktadu
nerwowego (do 2% catkowitego biatka [114]). Ani
szok termiczny ani wiekszo$¢ stresorow indukujgcych
ekspresje gen6w hsp70i nie zmieniajg istotnie poziomu
ekspresji genu hsc70. Aktywno$¢ genu wzrasta nato-
miast w proliferujagcych komérkach, coprawdopodob-
nie wigze sie z nasileniem proceséw wymagajacych
funkcji opiekunczej i transportujacej biatka HSC70.
Przyktadami moga by¢; regeneracja watroby szczura
[115], faza proliferacyjna cyklu menstruacyjnego en-
dometrium [116] oraz preimplantacyjna faza rozwoju
zarodkowego myszy [117]. Mechanizm regulacji
transkrypcji genu hsc70 nie byt jednak dotychczas
przedmiotem intensywnych badan.

Biatko HSC70 zlokalizowane jest gtownie w cyto-
plazmie, gdzie wystepuje w formie monomerycznej
i oligomerycznej [118], Prawdopodobnie monomer
jest aktywnag forma opiekunczg HSC70, natomiast
oligomeryzacja jest sposobem przechowywania biatka
[119], Szok termiczny powoduje przemieszczanie sie
czesci puli biatka HSC70 (podobnie jak biatka
HSP70i) do jadra ijaderka [120, 121], Translokacja
HSC70 do jadra moze okazac sie bardziej czutym niz
indukcja genéw hsp70i wskaznikiem (biomarkerem)
ekspozycji komorek na dziatanie stresoréow. Przejs-
ciowa, jadrowa lokalizacje HSC70 przy rédwnoczes-
nym braku indukcji genéw hsp70i obserwowano m.in.
in vivo w hepatocytach szczura po czesciowej hepatek-
tomii [122] lub po podaniu tioacetamidu [Zborek
i wsp., dane niepublikowane], w niektorych typach
neuron6w mozgu krélika poddanego hipertermii
[123] oraz in vitro w komoérkach owodni cztowieka
pod wptywem nadtlenku wodoru [124],

HSC70 znajduje sie takze w lizosomach [125],
wjednej zdwu odrebnych populacji tej organelli [126]
oraz wykrywane bywa na btonie plazmatycznej [88],
Wydaje sie, ze biatko HSC70 obecne na powierzchni
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komérek nowotworowych moze by¢ sygnatem rozpoz-
nawanym przez pewne klasy cytotoksycznych lim-
focytéw T [127, 128],

HSC70 jest wielofunkcyjnym biatkiem o wtasciwos-
ciach opiekuniczych itransportujgcych. Wyrazem fun-
kcji opiekunczej jest m.in. optaszczanie przez czaste-
czki biatka HSC70 nowosyntezowanych polipeptydéw,
co chroni je przed degradacja, zapobiega nieswoistym
interakcjom z innymi biatkami i nieprawidtowemu
fatdowaniu sie czagsteczki przed ukonczeniem biosyn-
tezy. W przypadku biatek ztozonych HSC70 utatwia
polimeryzacje podjednostek, przyjmowanie prawid-
towej trzecio- i czwartorzedowej konformacji oraz
utatwia formowanie sie wielosktadnikowych komplek-
soOw biatkowych. Wreszcie, HSC70 utatwia rozfatdo-
wywanie polipeptydéw' i utrzymywanie ich w rozfat-
dowanej konformacji (ang. translocation competent
conformation) umozliwiajgc ich przejsScie przez btony
organellarne. Funkcje opiekuncze biatka HSC70 i in-
nych biatek HSP przedyskutowane zostaty wyczer-
pujaco w pracach: [40, 41] i nie bedg tu szerzej
omawiane. Pierwszg z wykrytych i dotychczas naj-
lepiej poznang funkcjg biatka HSC70 zwigzang z trans-
portem jest oddysocjowanie klatryny z pecherzykow
optaszczonych [46, 47], HSC70 bierze takze udziat
w transporcie biatek do lizosomdéw [129], jadra komdr-
kowego [130, 131], mitochondrium [132] i siateczki
Srédplazmatycznej [133, 134]. Prawdopodobny jest
takze udziat HSC70 w przygotowaniu, transporcie
i prezentacji antygenicznych polipeptydéw [135, 136].

Podczas aktywnos$ci opiekunczej i tranportujacej
biatko HSC70 oddziatuje z krotkim, rozfatdowanym
fragmentem peptydu substratowego. Badania z uzy-
ciem syntetycznych peptydéw wykazujg, ze minimalna
dtugos¢ peptydu gwarantujaca silne wigzanie z HSC70
to 7 reszt aminokwasowych. Najsilniej wigzane sg
peptydy zawierajgce w swojej sekwencji KK, KR lub
RR, a podstawowy motyw strukturalny peptydu to
naprzemienne wystepowanie hydrofobowych lub aro-
matycznych reszt aminokwasowych w pozycjach 2,
4 i 6 [137, 138],

HSC70 asocjuje takze z natywnymi biatkami komor-
kowymi. Oprécz wspomnianego wczesniej kompleksu
z klatryng, wykryto kompleksy HSC70 z apo-
proteing B100 [134], HSF [139], z niektérymi zmuto-
wanymi formami biatka p53 [140-142], z biatkiem Rb
[143] czy elementami cytoszkieletu [144, 145], Zna-
czenie tych oddziatywan nie jest jasne.

Biatko HSC70 rozpoznaje sekwencje heptamerowe
aminokwaséw ze zréznicowanym powinowactwem
[138], co w szczegdlnych przypadkach moze prowa-
dzi¢ do stan6w patologicznych. Przyktadem moze by¢
chroniczne zapalenie stawdw zwigzane z ekspresja
niektérych alleli genu HLA-DRB1. Warianty pep-
tydow DR, ktérych obecno$¢ jest wigzana z podatno-
$cig na chorobe zawierajag wspélny motyw sekwencji
aminokwasowej (QKRAA, QRRAA lub RRRAA) ije-
dynie te peptydy tworzg kompleks z HSC70. Motyw
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rozpoznawany przez HSC70 znajduje sie w regionie
biatka DR zaangazowanym w prezentacje antygenicz-
nych peptydow limfocytom T [146], Specyficzne roz-
poznawanie okreSlonych wariantéw' peptydowych
przez HSC70 wystepuje takze w odniesieniu do biatek
MHC |I. Epitopy zwigzane ze swoisto$Sciami Bw4/Bw6
(szczeg6lnie Bw4a) zlokalizowane w konserwatyw-
nym regionie cohelisy 1 biatka MHC | hamujg réz-
nicowanie prekursorowych komérek T w dojrzate
cytotoksyczne limfocyty T. Dos$wiadczenia in vitro
wykazaty, ze peptyd o sekwencji odpowiadajacej epito-
powi Bw4a tworzy kompleksy z biatkami HSC70 oraz
HSP70 [147],

HSC70 ma wtasciwosci immunofilne i tworzy trwaty
kompleks zimuno-supresyjnym zwigzkiem 15-deoksy-
spergualing (DSG) [148], Poniewaz w warunkach
stresu DSG hamuje translokacje biatek HSC70
i HSP70 do jagdra komorkowego, sadzi sie, ze im-
munosupresyjne dziatanie DSG moze wynika¢ czes$-
ciowo z blokowania opiekufAczych funkcji niektérych
biatek stresu [149].

V-3. Gen gvp78

U cztowieka [15]. myszy [37] i szczura [30] gen
grp78 jest genem wunikalnym, zawiera 7 intronow
i koduje syntezowane konstytutywnie biatko siateczki
Srédplazmatycznej wigzace wapn. Biatko GRP78 syn-
tezowane jest jako czgsteczka prekursorowa zawiera-
jaca na koncu N peptyd adresowy o diugos$ci 16-18
aminokwaséw warunkujacy transport czasteczki do
Swiatta ER; peptyd ten jest odszczepiany podczas
przechodzenia biatka przez btone retikulum. Koniec
karboksylowy biatka zawiera sygnat retencji — sek-
wencje KDEL odpowiedzialng za zatrzymywanie czg-
steczki GRP78 wewnatrz ER. Ekspresja genu grp78 nie
zmienia sie pod wptywem hipertermii, wzrasta za$ pod
wptywem takich stresoréow jak gtéd glukozowy, in-
hibitory glikozylacji biatek, uwalnianie jon6w wapnia
z ER przez jonofory wapniowe, stan niedotlenienia,
obnizenie pH iinne. Podstawowe witasciwosci biatka
GRP78 iwzoér ekspresji genu zostaty podsumowane we
wczesniejszych pracach przegladowych [150, 151];
ponizej zostang podane jedynie najistotniejsze, now-
sze dane.

Biatko GRP78 zostato pierwotnie opisane jako BiP
(ang. immunoglobulin heavy chain binding protein) —
biatko tworzace przejsciowy kompleks z ciezkim tan-
cuchem immunoglobulin, rozpadajgcy sie po przytacze-
niu taricucha lekkiego [30] i zostato uznane za gtdwne
biatko opiekuncze ER [151]. Obecnie dane do$wiad-
czalne wskazuja, ze BiP zaangazowany jest w procesie
ksztattowania prawidtowej struktury biatek sekrecyj-
nych (ostania reaktywne domeny, utatwia przyjecie
wyzszorzedowej konformacji i oligomeryzacje podjed-
nostek), w procesie zapobiegania sekrecji biatek o nie-
prawidtowej strukturze oraz w translokacji biatek
przez btony organelli. Uksztattowanie sie prawidtowej
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Ryc. 3. A. Struktura promotora genu grp78 (cytowania w tekscie). Spl i CRE* oznaczajg odpowiednio sekwencje DNA rozpoznawang przez
czynnik transkrypcji Spl isekwencje DNA podobng do rozpoznawanej przez czynnik transkrypcji CREB. C1-C5 oznaczajg sekwencje
typu CAAT (ang. CAAT-like), strzatki oznaczaja ich orientacje. Pogrubiong linig oznaczono potozenie sekwencji bogatych w pary GC.
grp core i 78 Cl oznaczaja konserwatywne ewolucyjnie elementy promotora grp78 (szczegbéty w tekscie). SICR (ang. stress incuced change
region) — fragment promotora o kluczowym znaczeniu dla indukowanej ekspresji genu. B. Sekwencja DNA regionu SICR. Ramka
objeto sekwencje, w obszarze ktérej wigzane sg czynniki transkrypcji YY1 (uniwersalny ludzki czynnik transkrypcji) oraz YB-1 idbpA
(biatka typu Y-box/CSD, ang. cold shock domain). C. Sekwencja DNA regionu 78 Cl z zaznaczeniem miejsc wigzacych czynniki

transkrypcji CBP (ang. CAAThinding protein) i YY1.

struktury biatek sekrecyjnych tylko czesciowo zalezy
od oddziatywan z GRP78. Np. po translokacji z cyto-
plazmy do ER rozfatdowane polipeptydy tafncuchow
ciezkich immunoglobulin tworzg kompleks z GRP78,
ale dysocjujg z kompleksu przed zakonczeniem proce-
su formowania si¢ ich ostatecznej struktury [152],

Nie wszystkie biatka sekrecyjne wymagajg udziatu
GRP78 w procesie dojrzewania, jak rowniez GRP78
nie jest jedynym biatkiem opiekunczym ER [153].
Wydaje sie, ze GRP78 wespdt z GRP95, kalretikuling,
kalneksyng i innymi, niezdefiniowanymi jeszcze biat-
kami tworzy sie¢ (macierz) biatek opiekunczych wspot-
uczestniczacych w kontrolowaniu struktury i sekrecji
biatek z ER [ 154, 155], W niektorych typach komorek,
np. w niedojrzatych limfocytach T, system retencji
biatek retikularnych jest odmienny od systemu funk-
cjonujgcego w komorkach zréznicowanych, co spra-
wia, ze wiele biatek ER, w tym GRP78, wykrywa sie na
powierzchni komérki [156].

Czasteczki biatek, ktére nie zostaty prawidtowo
uksztattowane tworzg stabilny kompleks zGRP78 isg
kierowane na droge proteolizy. Mechanizm degradacji
tych biatek niejest w petni poznany. Wedtug nowszych
danych w degradacji biatek ER uczestniczg prote-
asomy [4], a biatka ER przeznaczone do degradacji
transportowane sg z ER do cytoplazmy (przeglad
w: [157]).

Znaczny postep osiggnieto w charakteryzowaniu
struktury promotora i mechanizmu zaréwno kon-
stytutywnej jak i indukowanej ekspresji genu grp78.
Promotor szczurzego genu grp78 zawiera dwie sek-
wencje potencjalnie rozpoznawane przez czynnik
transkrypcji Spl, sekwencje zblizong do CRE (ang.
cAMP responsive element) oraz 5 tzw. sekwencji C (ang.
CAAT-like). Fragment promotora obejmujacy sek-
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wencje C5 i C4 okreslany jestjako fragment rdzeniowy
(ang. ,grp core") bowiem wystepuje powszechnie
w promotorach gendw grp (od drozdzy po ssaki).
Dystalna cze$¢ tego regionu warunkuje konstytutywna
ekspresje genu [158, 159], Proksymalne sekwencje
regionu ,,grp core” tzw. SICR (ang. stress induced
change region), warunkujg aktywacje genu w warun-
kach stresu, gdy zwieksza sie ilos¢ nieprawidtowych
biatek wewnatrz ER. Centralna 12-nukleotydowa
sekwencja tego regionu rézni sie jedynie w jednej
pozycji od sekwencji wystepujgcej w promotorze rybo-
somalnego genu rpL30, wigzacej czynnik transkrypcji
YY1l. Wykazano, ze w warunkach stresu ludzki czyn-
nik YY loddziatuje z obydwiema niémi DNA w regio-
nie SICR i aktywuje transkrypcje genu grp78 [159,
160], Represorami genu grp78 sg natomiast biatka
typu Y-box(ang. Y-box protein) — dbpA idbpB(YB-I).
Egczg sie one z dolng nicig DNA w regionie SICR
uniemozliwiajgc przytaczenie sie czynnika YY 1i po-
wodujg zahamowanie transkrypcji [16].

Z sekwencjg Cl oddziatujg biatka CBP (ang. CAAT
hinding proteins) oraz YY1 a sita wigzania biatka CBP
znacznie wzrasta pod wpltywem obnizenia stezenia
wapnia w komo6rce [162, 163], Silne zwigzanie biatka
CBP z sekwencjg Cl umozliwia wydajny kontakt
czynnikow transkrypcyjnych zajmujacych bardziej od-
legte pozycje z kompleksem czynnik6éw inicjacyjnych
zwigzanych z sekwencjg TATA [162].

Silne pobudzenie aktywnos$ci genu grp78 w warun-
kach niedoboru wapnia, tlenu i w obnizonym pH
powoduje, ze gen ten ulega silnej ekspresji w litych
guzach nowotworowych [164], Obserwacja ta stata sie
bodzcem do konstruowania wektoréw, zawierajacych
element SICR promotora genu grp78, potencjalnie
przydatnych w terapii genowej nowotworéw [165],
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V-4. Gen pbp74/motl(2)/mlhsp75

W ostatnich latach opublikowano kilka prac opisu-
jacych pod réznymi nazwami prawdopodobnie ten
sam, pojedynczy gen, kodujacy biatko GRP75. Biatko
to zostato pierwotnie wykryte w matriks mitochond-
riow iprzypisuje mu sie funkcje opiekuncze w stosunku
do biatek importowanych lub syntezowanych w tej
organelli [166].

W przypadku cztowieka z biblioteki cDNA z komo-
rek HeLa wyizolowano gen nazwany MtHSP75 [23]
a z biblioteki cDNA z komdrek biataczki limfoblas-
tycznej wywodzacej sie z komoérek B wyizolowano gen
nazwany PBP74 [22]. Geny te majg identyczng sek-
wencje nukleotydowg w regionie kodujacym, a takze
w nieulegajgcych translacji regionach 5 i 3" UTR.
Mimo to, biatko MtHSP75 wykrywa sie immunohis-
tochemicznie w komoérkach HelLa wytacznie w mito-
chondrium [23], natomiast biatko PBP74 (ang. peptide
binding protein) wewnatrz pecherzykéw endosomal-
nych ina powierzchni limfocytéw Bimakrofagéw, lecz
nie w mitochondriach [22],

W przypadku myszy, z roznych bibliotek cDNA
wyizolowano cztery niemal identyczne sekwencje. Sg
to — gen nazwany CSA (ang. C3H strain specific
antigen) pochodzacy z biblioteki cDNA z nerki [167],
gen pbp74 (odpowiednik ludzkiego genu PBP74) z bib-
lioteki cDNA z komoérek biataczki [22], gen nazwany
mot-1 (mortalina-1) z biblioteki cDNA z fibroblastéow
embrionalnych (szczep myszy CD1-ICR) [39] i gen
nazwany mot-2 (mortalina-2) z biblioteki cDNA z ko-
morek NIH 3T3 [168]. Geny mot-1 i mot-2 zmapowa-
no nastepnie w réznych loci; niektére szczepy myszy
posiadajg obydwa geny mot (CD1-ICR, Balb/c), za$
inne tylko mot-2 (Swiss, C57BL/6) lub tylko mot-1
(C3H, He). Gen mot-2 koduje biatko p66mot20 dwdch
aminokwasach zmienionych w stosunku do biatka
p66mot I: V618M i R624G. Podobnie jak u cztowieka,
wymienione mysie geny majag niemal identyczng sek-
wencje nukleotydowg regionu kodujgcego (np. gen
pbp74 r6zni sie od genu mot-1 dwoma spos$réd 2156
nukleotydéw) i regionéw 5 i 3' UTR. Dane co do
wewnatrzkomaérkowej lokalizacji biatek nie sg zgodne;
biatko wykrywano immmunohistochemicznie w cyto-
solu (p66moM rownomiernie rozproszone w cytoplaz-
mie; p66not 2skoncentrowane w przestrzeni okotojad-
rowej), w mitochondrium (CSA) badZz w pecherzykach
endosomalnych (PBP74).

Geny, ktorych cechy strukturalne wskazujg, ze ko-
dujg biatko GRP75 wyizolowano takze z biblioteki
cDNA szczura (gen grp75/mthsp75 [32]). Sekwencja
mysiego biatka pbp74 (mot-1/2)
iszczurzego biatka GRP 75 rézni sie jedynie w szesciu
pozycjach, prawdopodobnie zatem sg to r6znice mie-

aminokwasowa

dzygatunkowe. Na poziomie sekwencji nukleotydo-
wej podobieAstwo cDNA genéw: grp75 chomika,
pbp74 myszy, pbp74 cztowieka oraz mysich genéw
mot 1/2 wynosi ponad 98%, przy czym wiekszo$¢ zmian
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ma charakter konserwatywny (ang. conservative re-
placements). Nie ma na razie danych czy u innych
gatunkow mogag — tak jak w przypadku niektérych
szczepOw myszy — wystepowaé dwa geny grp75/mot.

Prawdopodobnie wszystkie wymienione geny maja
16 intronéw [167, 169], nie sg aktywowane pod
wpitywem hipertermii, natomiast ich ekspresja wzrasta
pod wptywem jonoforéw wapniowych.

Biatka kodowane przez wymienione geny
grp75/mot/pbp74/CSA/mthsp75 syntezowane sa jako
czasteczki prekursorowe, z ich kofica N odszczepiany
jest 46 aa peptyd adresowy. Obecno$¢ peptydu adreso-
wego warunkuje transport biatka do wnetrza mito-
chondrium, co wskazuje, ze najprawdopodobniej wy-
mienione geny kodujg biatko tozsame z GRP75.
Wykrywanie tego biatka poza mitochondrium moze
by¢ artefaktem, bagdZ — co jest bardziej prawdopodob-
ne — moze odzwierciedlaé¢ zalezne od nieznanych
jeszcze czynnikow, wewnatrzkomdrkowe przemiesz-
czanie sie biatka. Prawdopodobnie biatko to, w zalez-
nosci od typu komorek, moze petni¢ odmienne funkcje.
Sadzi sie m.in., ze in vivo,w komdrkach prezentujacych
antygen biatka PBP74 biorg udziat w przygotowywa-
niu antygenicznych peptydéw do prezentacji w kon-
tekscie biatek MHC Il lub/i opiekujg sie biatkami
MHC Il [136],

Na modelu mysich fibroblastéw wykazano, ze biat-
ko p66moM ma wiasciwosci antyproliferacyjne. Biatko
to wystepuje w cytoplazmie, a jego stezenie wzrasta
w starzejacych sie komorkach. Mikroiniekcja przeciw-
ciata przeciwko biatku p66nmot 1 do starzejacych sie
fibroblastow linii NZB powoduje przejsciowg aktywa-
cje proliferacyjng komorek, natomiast transfekcja
cDNA mot-1 do unie$Smiertelnionych linii komérko-
wych, np. NIH3T3 przyspiesza starzenie sie i obumie-
ranie komdrek [168], Fuzja komorki unie$Smiertel-
nionej z pierwotng rowniez wykazuje dominujacy
charakter fenotypu antyproliferacyjnego. Prawdopo-
dobnie istnieje takze korelacja pomiedzy czesto$cig
przeksztatcania sie komérek mysich w linie nieSmier-
telne a genotypem [mot-1 (+ )versus mot-1 (-)] szcze-
pu, z ktérego komdrki te pochodzg [169],

Antyproliferacyjne witasciwosci biatka p66mt 1 po-
twierdza takze wynik analizy stezenia tego biatka ijego
MRNA w narzgdach szczura. Biatko p66mM wykrywa
sie we wszystkich badanych narzadach, jednak jego
poziom jest znacznie wyzszy w komérkach o ograni-
czonej proliferacji (mo6zg, serce, miesnie szkieletowe).
Przeciwnie, zwigkszona ekspresja mortaliny, potgczo-
na z lokalizacjg okotojgdrowg biatka (ekspresja genu
mot-2 lub alternatywne sktadanie mRNA genu mot-1)
zwigzana jest z nasileniem proliferacji komoérek. Taki
wzér ekspresji mortaliny obserwuje sie m.in. w nowo-
tworach moézgu [170], Ze wzgledu na lokalizacje
ludzkiego genu mortaliny/grp75 na chromosomie 5,
w regionie 5q31.1, ktory czesto ulega delecji w biatacz-
kach szpikowych sadzi sie, ze moze to by¢ potencjalny
gen supresorowy [170],
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V-5. Gen hst70 hsp70.2/HSPA?2

Gen hst70 szczura [29] ijego mysi odpowiednik gen
hsp70.2 [36] zostaty pierwotnie scharakteryzowane
jako geny swoiste dla spermatogenezy, bowiem ich
transkrypty wykrywano wytacznie w jadrach dojrza-
tych ptciowo gryzoni [36, 171, 172]. Transkrypcja tych
gendw rozpoczyna sie w spermatocytach osiggajac
maksimum w stadium pachytenu [172]. Transkrypty
genow hst70/hsp70.2 sa obecne takze w spermatydach,
nie wiadomo jednak czy geny te sg aktywne w koma@r-
kach postmejotycznych. Geny hst70 i hsp70.2 koduja
niemal identyczne biatko (99% podobieAstwa sekwen-
cji aa) nazywane odpowiednio rP70 [174] i P70 [174].
Funkcja biatka nie jest doktadnie poznana wiadomo
jednak, ze jest ono niezbedne w procesie spermatoge-
nezy, poniewaz samce myszy pozbawione genu hsp70.2
(ang. knock-out) sg nieptodne [175]. Kompleks synap-
tonemalny u samc6ow hsp70.2-/- rozwija sie prawidto-
wo do poOznych stadiow pachytenu, nastepnie ulega
jednak fragmentacji. Poniewaz biatko P70 wykryto
w asocjacji zkompleksem synaptonemalnym by¢ moze
jest ono niezbedne w procesie tgczenia sie chromoso-
mow homologicznych lub bierze udzial w dysocjacji
kompleksu synaptonemalnego [176]. Biatka P70 nie
wykrywa sie w kompleksie synaptonemalnym w oocy-
tach a samice hsp70.2-/~ sg ptodne [175].

Mechanizm regulacji transkrypcji gen6w hst70
i hsp70.2 poznany jest tylko czesciowo. Proby zlokali-
zowania konca 5' jednostki transkrypcji obu gendéw
doprowadzity do réznych wynikéw, co moze wynikac
z istnienia co najmniej dwéch silnych miejsc inicjacji
transkrypcji oddalonych od siebie o okoto 260pz [177,
178]. Badania z wykorzystaniem myszy transgenicz-
nych wykazaty, ze najistotniejsze elementy regulacyjne
»Cis” warunkujace wysoce swoistg ekspresje genu hst70
w jadrach zawarte sg w 254 nt. fragmencie DNA
zlokalizowanym pomiedzy wymienionymi wyzej miej-
scami inicjacji transkrypcji [177]. Jednym z czynnikéw
transkrypcji genu hst70/hsp70.2 jest prawdopodobnie
biatko HSF2 (ang. heat shock factor 2). Biatko to
wystepuje w spermatocytach w znacznie wyzszym
stezeniu niz w innych komorkach, a ponadto w sper-
matocytach znajduje sie w postaci aktywnej, zwigzanej
z sekwencjami promotora genu hsp70.2 [179],

Ostatnio wykazano, ze ekspresja genéw hsp70.2
i hst70 nie jest ograniczona do komorek spermatogeni-
cznych. Transkrypty wymienionych genéw wykryto
w niemal wszystkich badanych narzadach szczura
i myszy, jednak stopien ekspresji jest co najmniej
0 2 rzedy wielkosSci nizszy niz w jadrach. Jedynym
narzadem, w ktérym gen hst70 podlega catkowitej
represji jest watroba [178, 180], Osobliwos$cig eks-
presji genu hsp70.2 w narzgdach innych niz jadra jest
obecnos$¢ transkryptow pochodzacych z nici niekodu-
jacej [181]. W przypadku mézgu obserwowano dodat-
kowo regionalne zréznicowanie poziomu transkryp-
tow pochodzacych z obu nici [182]; w hipokampie
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wykrywano gtéwnie transkrypty nici kodujgcej (2.7 kz),
natomiast w pozostatych obszarach przewazaja trans-
krypty nici niekodujacej (2.8 kz). Znaczenie transkry-
pcji z nici niekodujacej genéw hsp70.2/hst70 nie jest
znane.

Stabiej niz geny hst70 i hsp70.2 scharakteryzowany
jestich ludzki odpowiednik, gen HSPA2 [13]. Sekwen-
cja aa biatka kodowanego przez gen HSPA2 jest
w 98% podobna do sekwencji aa biatek P70. Najbar-
dziej istotng strukturalng rd6znicg pomiedzy genami
gryzoni i cztowieka jest obecnos¢ dodatkowych 6 ami-
nokwasow w poblizu konca C biatka HSPA2. Mimo
znacznego podobienstwa sekwencji DNA w domnie-
manym regionie promotora gendw hsp70.2, hst70
i HSPA2 tylko gen ludzki transkrybowany jest wydaj-
nie we wszystkich narzgdach, zachowujgc jednak naj-
wyzszy poziom ekspresji w jadrach inajnizszy w wat-
robie. Poniewaz ekspresja genéw hst70/hsp70.2/
HSPA?2 niejest ograniczona do komdrek spermatoge-
nicznych by¢ moze biatka kodowane przez te geny
petnig bardziej uniwersalng funkcje.

V-6. Gen hsc70t

Gen hsc70t myszy [35] transkrybowany jest we
wczesnych spermatydach. Ortologiczne geny cztowie-
ka i szczura to odpowiednio: HSP70-Hom [11]
i hsp70.3 [27]. U wszystkich trzech gatunkdw gen ten
zlokalizowany jest wewngtrz regionu MHC IIl gtéw-
nego kompleksu zgodnos$ci tkankowej w sgsiedztwie
dwoch indukowalnych gendéw hsp70i (w odwrdconej
w stosunku do nich orientacji (Ryc. 2)).

Geny hsc70t, HSP70-Hom i hist70 zawierajg intron
o wielkosci okoto 4 kpz. zlokalizowany w niekodujacej
czesci 5' jednostki transkrypcji [183, dane niepub-
likowane], Sprawia to, ze miejsca inicjacji transkrypcji
genu hsc70t i sgsiedniego genu hsp70.3 oddalone sag
jedynie o okoto 600 pz. (Ryc. 2). Badania mechanizmu
regulacji ekspresji genu hsc70t sg we wstepnej fazie.
Dotychczas wykazano, ze wewnagtrz sekwencji koduja-
cej indukowalnego termicznie genu hsp70.3 znajdujg
sie sekwencje DNA blokujgce ekspresje (ang. “silencer
sequences”) genu hsc70t w komdrkach somatycznych
[183]. Funkcja biatka HSC70T nie jest znana, jest
jednak prawdopodobnie ograniczona do procesu sper-
miogenezy, poniewaz dotychczas nie wykazano istot-
nej ekspresji genu hsc70t/hsp70.3/HSP70-Hom w in-
nych komdérkach oprécz wczesnych spermatyd.

V-7. Inne

Oprécz opisanych wyzej genéw, ktédrych wzajemne
podobienstwo sekwencji nukleotydéw wynosi co naj-
mniej 70% do rodziny hsp70 zaliczane mogga by¢ tak-
ze geny kodujace biatka wykazujace bardziej odle-
glte podobienstwo strukturalne z gtdwnymi biatka-
mi hsp70.

Gen stch. Gen STCH cztowieka jest genem unikal-
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nym i koduje biatko wystepujace prawdopodobnie
wewnatrz ER, wykazujace aktywno$¢ ATP-azy nieza-
lezng od stymulacji peptydem [184], Biatko STCH
0 masie okoto 60 kDa, ma na koricu N hydrofobowg
sekwencje aa o cechach sekwencji sygnatowej. Biatko
zachowuje jedynie cze$ciowo og6lny plan budowy
typowy dla HSP70, nie ma ono bowiem domeny
wigzacej peptyd. Domena ATP-azowa ma strukture
typowa dla biatek HSP70, lecz zawiera heterogenng
wstawke o diugosci 50 aa. Biatko STCH wykazuje
odpowiednio 33% i 43% podobienstwa do domeny
ATP-azowej biatek HSP70 i GRP78. Funkcja biatka
nie jest znana. Nie sg rdwniez znane mechanizmy
regulujgce aktywno$¢ ATP-azowg biatka STCH. Gen
STCH jest aktywny we wszystkich typach komérek
ludzkich przy czym obserwuje sie dwa transkrypty (4,4
12,4 tys. nt.); ekspresja genu zwieksza sie pod wptywem
niedoboru wapnia lecz nie pod wptywem hipertermii.
Odpowiadajgce genowi STCH geny szczura i myszy
nie zostaty sklonowane.

Gen hsp70RY. cDNA genu HSP70RY zostat sklono-
wany z ludzkiej linii komdrkowej wyprowadzonej
z limfocytow B pacjenta z niedoborem leukocytarnych
biatek przylegania (ang. leukocyte adhesion molecules
deficiency) transformowanej wirusem Epsteina-Barr
(ang. EBV) [14]. Na podstawie sekwencji nukleo-
tydowej cDNA przewiduje sie, ze biatko HSP70RY
sktada sie z 701 aminokwaséw, posiada typowag dome-
ne ATP-azowa, domene C-koncowg wiazacg peptyd
oraz cztery potencjalne miejsca N-glikozylacji. Gen
koduje transkrypt o dtugosci 3,0 tys. nt. syntetyzowany
konstytutywnie we wszystkich badanych liniach ko-
morek ludzkich [14, 185], Gen HSP70RY cztowieka
wykazuje jedynie okoto 33-34% podobienstwa sek-
wencji nukleotydowej do genéw HSP70, HSC70
i GRP78 [185], wykazuje on natomiast znacznie
wieksze podobienstwo do pewnej grupy sekwencji
nukleotydowych znajdowanych wewnatrz genéw ko-
dujacych chomicze biatka HSP110 [186] oraz
GRP170 [187], mysie biatko HSP1050c [188] czy
receptor spermy z jaja jezowca [189]. SzczegOlnie
wysokie podobieristwo sekwencji nukleotydowej/ami-
nokwasowej wystepuje w obrebie domeny ATP-azowej
(prawdopodobnie niefunkcjonalnej) tych biatek. Po-
dobieAstwo biatek HSP1050c i HSP70RY do receptora
spermy zjaja jezowca wynosi odpowiednio: 72 i 50%.
Ponadto, w sekwencji biatek HSP70RY i receptora
spermy z jaja jezowca obserwuje sie drugi region
0 znacznej homologii, co sugeruje, ze biatka te nalezg
do odrebnej rodziny biatek. Powyzsze obserwacje
wskazujg, ze gen HSP70RY jest ewolucyjnie bardziej
odlegty od typowych genow rodziny hsp70. Funkcja
biatka HSP70RY nie jest znana.

Gen HS24/p52. Gen sklonowano jako cDNA z linii
komorkowej HS24 wyprowadzonej z ludzkiego raka
ptuc [190]. Prawdopodobnie podobny gen wystepuje
w genomie myszy. Gen koduje biatko sktadajgce sie
z 474 aa, przy czym jedynie sekwencja pierwszych 404

POSTEPY BIOCHEMII 44(3), 1998

aa jest podobna do biatek rodziny HSP70. Ostatnie 70
aa konca C jest sekwencja unikalng. Gen zawiera co
najmniej 5 introndw; ekspresje genu wykryto w wielu
liniach komérkowych. Pozostate witasciwosci wymie-
nionego genu sg stabo scharakteryzowane.

Gen CBP-140. Gen sklonowany jako cDNA z ko-
moérek F9 raka zarodkowego myszy. Gen koduje
biatko o wielkosci 140 kDa rezydujace w ER i majace
wiasciwos$¢ wigzania wapnia. Sekwencja okoto 200 aa
konca N biatka wykazuje czeSciowe podobieAstwo
(53%) do sekwencji aa konca N ludzkiego biatka
HSP70B' [191],

Prawdopodobnie genow podobnego typu jak wy-
mienione pow'yzej, a wiec wykazujgcych ogd6lne nie-
wielkie podobienstwa do gtéwnych gendéw hsp7() lub
wykazujgce podobienstwo jedynie w pewnym frag-
mencie cze$ci kodujgcej moze by¢ wiecej. Przypusz-
czenie takie jest uzasadnione, bowiem w genomach
ssakoéw' wykryto wiele regionéw zawierajgcych sek-
wencje DNA o znacznym stopniu podobieAstwa do
genow hsp70 [192].

VI. Uwagi koricowe

Wiasciwosci genoéw' i biatek stresu a w szczegdlnosci
nalezagcych do rodziny hsp70 sg przedmiotem coraz
bardziej intensywnych badan. Wynika to z coraz
petniejszego rozumienia roli tych biatek w kontrolowa-
niu réznych proceséw komorkowych oraz ich funkcji
cytoprotekcyjnej. Szczeg6lnie interesujgcy jest udziat
niektérych biatek HSP70 w modyfikowaniu odpowie-
dzi immunologicznej oraz ich prawdopodobny zwia-
zek z wieloma stanami patologicznymi [88, 193, 194],
Jako biatka opiekuricze, ktérych istotg dziatania jest
tworzenie kompleksow z peptydami substratowymi,
stanowig one przedmiot zainteresowania badaczy zaj-
mujacych sie konstruowaniem szczepionek przeciw-
nowotworowych iprzeciwwirusowych [195, 196]. Po-
nadto zdolnos$¢ niektéorych gendéw rodziny hsp70 do
silnej ekspresji pod wptywem szkodliwych czynnikow
srodowiskowych implikuje potencjalne wykorzysta-
nie biatek HSP70 jako biomarkerow skazen srodowis-
ka [197].
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Molekularne podtoze przewlekiej choroby ziarniniakowej

Molecular basis of chronic granulomatous disease

CEZARY ZEKANOWSKI1
HANNA SKOPCZYNSKA?

Spis tresci:

I Fagocyty i wybuch oddechowy

1. Molekularne podtoze zabijania bakterii

I11. Regulacja uktadu oksydazy zaleznej od NADPH

IV. Przewlekta choroba ziarniniakowa powodowana jest
uszkodzeniami roznych skiladnikéw uktadu oksydazy
NADPH

V.  Wplyw aktywnosci oksydazy NADPH na funkcje fago-
cytow

VI. Diagnostyka CGD

VII. Nadzieje: somatyczna terapia genowa

Wykaz stosowanych skrétéw: CGD — chronic granuloma-
tous disease, przewlekta choroba ziarniniakowa; RFT  rea-
ktywne formy tlenu; p22pho\ gp91phax  btonowe podjednos-
tki cytochromu b558; P47phox, P67phox, p21lrac, Racl. Rac2,
Rapl A cytoplazmatyczne sktadniki kompleksu oksydazy
zaleznej od NADPH; rhoGDI  GDP (dissociation inhibitor
protein), czynnik hamujacy dysocjacje GDP; GAP  (GTPase
activitating protein), biatko aktywujgce GTPaz¢; GEF  (gu-
anine nucleotide échangé jactor), czynnik wymiany nuk-
leotydéw guaninowych; LMWG — (low molecular weight
GTP hinding protein), niskoczasteczkowe biatko wigzace
GTP; GDS  GDP (dissociation stimulator), czynnik stymu-
lujacy dysocjacje GDP; CYBB, CYBA geny kodujgce
wiekszg i mniejszg podjednostke cytochromu bs?8; NCF1.
NCF2 geny kodujgce p47plax i p67phox; NOS — syntaza
tlenku azotu; NBT — (nitro-hlue tétrazolium), btekit tet-
razoliowy; PM A (phorhol myristate acetate), tetradekanoi-
looctan forbolu, SH3, SH2 (src homology region 3/2),
domena 2/3 homologii src.

I. Fagocyty i wybuch oddechowy

Pierwszg linie obrony organizmu ludzkiego przed
mikroorganizmami stanowig komoérki fagocytujace:
neutrofile, eozynofile, monocyty i makrofagi. Jak
wskazuje ich potoczna nazwa (fagocyty), sa one zdolne
do pochtaniania i trawienia réznych czastek. Proces
ten jest najbardziej wydajny i specyficzny wobec
mikroorganizmoéw, rozpoznanych przez uktad immu-
nologiczny. Cel wyznaczajg przeciwciata, optaszczajac
obce czastki, ktdre nastepnie przy udziale dopetniacza
taczg sie z receptorami fagocytéw. Aby pochtoniete

1 Dr, Zaktad Genetyki Instytutu Matki i Dziecka, ul.
Kasprzaka 17A, 01-211 Warszawa; e-mail:insmatki(« war-
man. com. pl; 2 lek. med, Klinika Immunologii Instytutu
~Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka”, Al. Dzieci Polskich
20, 04-736 Warszawa; e-mail:immuno(« czd.waw.pl.
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I11. Regulation of NADPH oxidase activity
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VI. Biochemical and molecular diagnosis of CGD
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bakterie nie namnazatly sie wewnatrz komorek zer-
nych, muszg zostac zabite. Jednym z istotnych elemen-
tow tego procesu jest tzw. wybuch oddechowy (ang.
resporatory burst) podczas, ktérego powstaja reaktyw-
ne formy tlenu (RFT) [1],

Badania wybuchu oddechowego doprowadzity do
odkrycia molekularnych podstaw przewlektej choroby
ziarniniakowej (ang. chronic granulomatous disease

- CGD), zwanej tez. ziarnicg septyczng. Fagocyty
chorych na te stosunkowo rzadka (1:250.000), uwa-
runkowang genetycznie chorobe, majg upos$ledzong
zdolnoé¢ zabijania patogenéw. U podstaw choroby
lezy uszkodzenie oksydazy zaleznej od NADPH
(EC 1.6.99.1), enzymu niezbednego do wytwarzania
RFT [2-4],

U chorych z CGD mikroorganizmy, ktdére prze-
trwaty we wnetrzu fagocytéw, przedostaja sie wraz
z nimi do uktadu limfatycznego i zostajg przeniesione
do odlegtych miejsc w organizmie. Stad, w ciagu
pierwszych lat zycia chorych, obserwuje sie stany
zapalne szyjnych i pachwinowych weztéw chtonnych.
Czeste sg ropnie watroby, ptuc i skory. Pojawiaja sie
nawracajace zapalenia jamy ustnej, dzigset, ptuc. drog
moczowych iprzewodu pokarmowego [5, 6], Tworze-
nie sie zianiniakéw moze prowadzi¢ do dysfunkcji
mechanicznej narzagdow zawierajagcych Swiatto, a wiec
uktadu oddechowego, pokarmowego i moczowego [7],

Zakazenia u chorych z CGD powodujag bakterie
wystepujace pospolicie w otoczeniu cztowieka: Stap-
hylococcus aareus, Pseudomonas spp., Nocardia spp.,
Salmonella spp., Klebsiella spp. i Aerobacter spp. Naj-
powazniejsze iczesto Smiertelne komplikacje powodu-
ja infekcje grzybicze ptuc, watroby i kosci, w'ywotane
przez Aspergillus fumigatus [5, 6], Wiele z wymienio-
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nych mikroorganizméw wykazuje aktywnos$¢ katala-
zy, co zmniejsza mozliwo$¢ ich zabijania, przez wy-
twarzany przez nie same wewnatrz wakuol fagocytar-
nych H20 2.

Rokowanie w CGD nie jest dobre. Wiekszo$¢ cho-
rych umiera w drugiej lub trzeciej dekadzie zycia.
Dtugos¢ zycia chorych zwiekszyta sie po wprowadze-
niu w latach 70-tych profilaktyki antybiotykowej
zakazen bakteryjnych, a w nastepnym dziesiecioleciu
profilaktyki przeciwgrzybiczej [5, 8],

I1. Molekularne podtoze zabijania drobnoust-
rojow przez fagocyty

Oksydaza zalezna od NADPH jest wielosktadniko-
wym enzymem, zlokalizowanym w btonie plazmatycz-
nej fagocytéw. Oksydaza uczestniczy w transporcie
elektrondw poprzez btone, tworzagc po jej zewnetrznej
stronie, we wnetrzu fagosomow, anionorodnik ponad-
tlenkowy:

202+ NADPH "NADP++2*07 + H+

Mikroorganizmy pochtoniete przez fagocyty zabija-
ne sg przez anionorodnik ponadtlenkowy oraz jego
pochodne: nadtlenek wodoru, podchloryn, rodnik hy-
droksylowy i inne. Nadtlenek wodoru tworzy sie
spontanicznie, bagdz z udziatem dysmutazy ponadtlen-
kowej, w reakcji 2*0, + 2FD -> H20 2+ 0 2. Nastep-
nie, w reakcji Habera-Weissa H20 2 reaguje z *02
dajac rodnik hydroksylowy ijon hydroksylowy. Z wie-
kszag wydajnosciag OH* powstaje w reakcji Fentona,
w obecnos$ci jonéw Fe2+ i Cu24. Rodnik hydro-
ksylowy jest jednym z najbardziej toksycznych, cho¢
stosunkowo krotkotrwatych, produktow fagocytow.

Zasadniczym, btonowym sktadnikiem oksydazy jest
cytochrom bb558, zdolny do bezpos$redniej redukcji
tlenu czgsteczkowego. Przenoszeniu elektronéw z we-
wnatrzkomoérkowej puli NADPH na czasteczki tlenu
towarzyszy usuwanie protondw, poprzez aktywowany
przez arachidonian kanat btonowy. Jego aktywnos$é
zapobiega powstawaniu niefizjologicznej r6znicy po-
tencjatu po obu stronach btony [9].

Cytochrom b358,sktada sie zpodjednostki mniejszej
(p22phox) oraz silnie glikozylowanej, wiekszej (gp9 1phox).
Podjednostka wieksza obejmuje dwie charakterystycz-
ne domeny. Jedna z nich jest wysoce hydrofobowy
fragment N-koficowy, z piecioma helikalnymi struk-
turami transmembranowymi, tworzacymi kanat we-
wnatrzbtonowy [10], W czesci cytoplazmatycznej tej
domeny znajduje sie pie¢ potencjalnych miejsc glikozy-
lacji [11, 12], Druga domene tworzy czesé C-kornicowa
biatka, ktéra przykrywa kanat blonowy i tworzy
zagtebienie na NADPH oraz FAD. Ta cze$¢ gp91phox
wykazuje aktywno$¢ dehydrogenazy flawinowej.
Z FAD elektrony przekazywane sa na dwa pierScienie
hemowe, ulokowane w odcinku wewnatrzbtonowym
domeny N-koncowej [13], Mozliwe, ze funkcjonuje
rowniez alternatywna droga przekazywania elektro-
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néw z NADPH na uktad hemowy poprzez jedng lub
wiecej dehydrogenaz zaleznych od FAD. Zasadniczy
plan budowy C-koncowej czes$ci gp91lphox wspdlny jest
wielu reduktazom ferrodoksyna/NADP [14],

W budowie domeny transmembranowej uczestniczy
rowniez czeS¢ N konca podjednostki p22phox, zawiera-
jaca hydrofobowe struktury helikalne [15],

NADPH wytwarzany jest w zuzywajgcym tlen cyklu
pentozow'o-fosforanowym, ktorego aktywnos$¢ wzras-
ta znacznie w czasie fagocytozy, powodujgc zwiek-
szone zapotrzebowanie fagocytéw na tlen.

I1l. Regulacja ukladu oksydazy zaleznej od
NADPH

Regulacja aktywnos$ci oksydazy jest wielostopniowa
i skomplikowana, co stanowi zabezpieczenie przed
przypadkowym uwalnianiem szkodliwych rodnikow
ljonoéw. Dzieki temu reaktywne formy tlenu powstaja
w krdtki czas po endocytozie, we wnetrzu fagosomoéw.
Stosunkowo niewielkie ilosci RFT uwalniane sg na
zewnatrz fagocytow.

W nie pobudzonych fagocytach oksydaza jest nieak-
tywna, ajej sktadniki znajdujg sie w r6znych miejscach
komorki. Aktywacja enzymu powodowana jest naj-
czesciej przytaczeniem do btony komdrkowej optasz-
czonego przeciwciatami mikroorganizmu. Znane s3
takze specyficzne sygnaty wyzwalajgce jej aktywnos$¢
np.: leukotrieny, fragment C5 dopetniacza, estry for-
bolu, fluorki czy chemotaktyczny peptyd tworzacy
koniec N niektorych biatek bakteryjnych.

Aktywacja fagocytdw prowadzi do powstania kom-
pleksu oksydazy iwymaga obecnos$ci kilku czynnikéw
cytoplazmatycznych (Ryc. 1). Niektore z nich przyta-
czajg sie do cytoplazmatycznych fragmentéw cyto-
chromu b558. Najwazniejsze z nich to biatka: p47phox,
p67di0X i p40Ophox. Zawierajg one charakterystyczne
domeny SH3 {src homology region i, domena 3 homo-
logii src), umozliwiajace przytaczenie do bogatych
w proline fragmentow innych polipeptydow (np. do
siebie nawzajem oraz p22phlx). Biatka zawierajgce
motywy SH3 ipodobne do nich motywy SH2 (domena
2 homologii src), uczestniczag w przekazywaniu syg-
natow w komédrce, ,kierujgc” biatka je zaw ierajace do
kinaz tyrozynowych [16, 17],

W komodrkach z nieaktywng oksydazg biatka
p47phox, p67phox i p40phox sg ze sobg zwigzane i tworza
w cytoplazmie kompleks o masie 240-300 kD [18].
W czasie aktywacji fagocytéw p47phox, p67phox ulegaja
fosforylacji i wraz z p40phox transportowane sg do
odcinka btony komoérkowej tworzagcego wakuole fago-
cytarng. Fosforylacja j78Ser biatka p47phox uwalnia
ps7ph°x oraz ocjsyania domeny SH3, umozliwiajac ich
oddziatywanie z podjednostkg mniejszag oksydazy.
ps7phox pozostaje zwigzane z p47phox poprzez p40phox,
ktore z kolei jest zakotwiczone w cytoszkielecie kom6-
rki. Biatko p67phox wigze aktywny czynnik Rac-GTP
(58Lys), a takze przytacza sie do rejonu C-koficowego
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podjednostki wiekszej cytochromu b558 [19].

Biatka p47phox, p67phox utatwiajg prawdopodobnie
transport elektron6w do centrum flawinowego i dalej,
do pierscieni hemowych [20], Natomiast p40phox
w uktadach in vitro hamuje aktywno$¢ oksydazy,
wspoétzawodniczac z p67phox o bogatag w proliny sek-
wencje w obrebie p47phox [21].

Kolejny sktadnik uktadu — biatko p21lrac nalezy do
rodziny matych biatek wigzgcych GTP (ang. low
molecular weight GTP binding protein — LMWG,
niskoczgsteczkowe biatka wigzace GTP). Najbardziej
znanymi przedstawicielami tej rodziny sg onkogeny
ras. Inne biatka tej grupy uczestniczg w wielu istotnych
funkcjach komorkowych: przekazywaniu sygnatéw od
receptoréw btonowych, cytoszkieletu,
w wewnatrzkomo6rkowym transporcie wakuoli oraz
egzocytozie. Charakterystyczng cechg biatek LMWG
jest aktywno$¢ GTPazy oraz powolna, spontaniczna
wymiana zwigzanego GDP na GTP. Przyjmuje sie, ze
cykliczne zmiany formy wigzacej GDP w forme wigza-
cg GTP, stanowig rodzaj ,molekularnego przetgcz-
nika” wptywajgcego poprzez zmiane konformacji na
aktywnos$¢ zwigzanych z nimi biatek. Wiekszos$¢ biatek
LMWG ulega potranslacyjnym modyfikacjom, istot-
nym dla poprawnej lokalizacji wewngtrzkomdrkowej.

Badania in vitro wskazuja, ze p2 lrecjest niezbedne do

organizacji

2°0,

p2172c-GTP

gp91 phox

aktywacji oksydazy. Aktywnos$¢ tego matego biatka
reguluje z kolei GTP i GDP: pierwszy wylgczajac,
drugi wtaczajac jego aktywno$é. Istniejg dwie formy
biatka p21rac. Racl i Rac2. Pierwsza wiaze sie z p67phox,
wptywajagc na zmiane jego konformacji i byé moze
aktywujac specyficzng wobec niego kinaze [22], Racl
jest ponadto niezbedny do przemieszczania sie zarow-
no p67phox jak p47phox in vivo. Rac2 tgczy sie natomiast
z p47phox [23]. W obrebie biatka Racl zidentyfikowano
dwie domeny: efektorowg (reszty 26-45), odpowiedzial-
ng za przytaczenie do p67phox oraz tzw. wstawke (reszty
124-135), wiazacg biatka cytoplazmatyczne, a takze
cytochrom bb558 [24], Do aktywnos$ci zaré6wno Racl,
jak Rac2, niezbedna jest obecno$¢ cytochromu b 558
w btonie komodrkowej [25]. Na duze znaczenie czyn-
nika Rac wskazuje fakt istnienia przynajmniej jednego
przypadku CGD, wywotanej delecjag aminokwasu
w biatku p67phox, w miejscu wigzacym p2lrec [26].
Przypuszcza sie, ze w aktywacji oksydazy uczest-
niczg co najmniej dwie kinazy biatkowe, poniewaz
zardwno p47phoxjak p67phoxulegajg fosforylacji. W fos-
forylacji p47phox uczestniczy prawdopodobnie kinaza
biatkowa C. Druga jest cytoplazmatyczna Kkinaza
aktywowana przez kwas fosfatydowy [27. 28], Bada-
nia in vitro wykazaty, ze do fosforylacji p47phox koniecz-
na jest obecno$¢ w btonie podjednostki mniejszej

btona
cytoplazmatyczna

P22°" 'Rap1A

g=Gh fosfatazy

p2112-GDP

rho-GDI

Ryc. 1. Zasada aktywacji oksydazy NADPH.

p47phox

p40phox

kinazy

; p4 7phox
p67phox

p40phox

Oksydaza znajduje sie w btonie otaczajacej wakuole fagocytarne. Cze$¢ katalityczna cytochromu b558 sktada sie z dwu podjednostek
(p22phoxoraz gp91phox)idokonuje transportu elektronéw poprzez, btong. W rezultacie, wewnatrz wakuoli powstaje *0, ijego pochodne.
Gdy oksydaza jest nieaktywna, biatka p47ph*\ p67phox i p40pho' znajduja sie w cytoplazmie i sg ze sobg potagczone za pomocyg ztacz
(domena SH3: region bogaty w proliny). Drugi kompleks cytoplazmatyczny tworza biatka p21rlL(Racl i Rac2) oraz rho-GDI. W czasie
aktywacji fagocytow rozdzieleniu ulegaja biatka p21lrac i rho-GDI, czemu towarzyszy wymiana GDP zwigzanego z p2ld_na GTP.
Powstaje aktywna forma p2lrac-GTP. Jednocze$nie podjednostki p47pho\ p67phox sa fosforylowane. a nastepnie wraz z p40ph'x
i p21lrk-G TP przytaczaja sie¢ do cytochromu b5S8 od strony cytoplazmatycznej, tworzac aktywny kompleks oksydazy NADPH.

Przejscie oksydazy w stan nieaktywny nastepuje prawdopodobnie w wyniku hydrolizy GTP zwigzanego z p21rK lub fosforylacji

i oddysocjowaniu od oksydazy NADPH biatka Rap 1A
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oksydazy, do ktorej przytgcza sie jedynie ufosforylo-
wana w pozycji Ser379 forma p47phox [29]. Dopiero
wtedy do kompleksu obu biatek przytacza sie p67phox.

Jedno z miejsc przytgczania czynnikéw cytoplaz-
matycznych do czasteczki cytochromu potozone jest
w obrebie domeny C-koncowej podjednostki p22phox.
Inne, potozone jest w poblizu miejsca wigzania nuk-
leotydéw guaninowych, w podjednostce wiekszej. Ak-
tywacja powoduje najprawdopodobniej takg zmiane
konformacji gp91lphox, ze mozliwy staje
NADPH do FAD.

Aktywacji podlega réwniez umiejscowienie w cyto-
plazmie biatko p2lrac. W formie nieczynnej zwigzane
jest z biatkiem rhoGD1 (ang. GDP dissociation inhibitor
protein rho, czynik hamowania dysocjacji GDP), unie-
mozliwiajacym odtaczenie GDP od p21lrac. Oba biatka
zwigzane sg tacznikiem, tworzonym przez

sie dostep

lipidowy
[30].
W rezultacie odtgczenia GDI, do miejsca zwolnionego
przez czasteczke GDP. przytgcza sie GTP. Oddysoc-
jonowanie obu biatek moze by¢ wynikiem oddziatywa-
nia lipidéw (np. wspomnianych kwaséw7arachidono-
wego, fosfatydowego oraz fosfoinozytoli) z hydrofobo-
wym tgcznikiem. Kwasy ttuszczowe uwalniane sg m.in.
lipazy,
w czasie aktywacji granulocytéw itrombocytéw. Po-
wrot do stanu nieaktywnego, wymaga obecnos$ci biat-
ka GEF (ang. guanine nucleotide exchange factor,
czynnik wymiany nukleotydéw guaninowych), i jest
przyspieszane przez biatko GAP (ang. GTPase ac-
tivating protein, bia/ko aktywujgce GTPaze) [31 ] Ryc. 2).

Z cytochromem Dbb558 zwigzane jest jeszcze jedno
mate biatko wigzace GTP: RaplA. W neutrofilach
Rapl A ulega fosforylacji przy udziale kinazy A, zalez-
nej od cAMP. Fosforylacja uniemozliwia oddziatywa-
nie RaplA z cytochromem iprawdopodobnie prowa-
dzi do deaktywacji oksydazy [32, 33],

Oksydaza NADPH aktywowana jest prawie wytga-
cznie w btonach wakuol fagocytarnych. Niewiele wia-

ogon p2lrec i hydrofobowy fragment rhoGDI

z bton cytoplazmatycznych pod dziataniem

domo. jakie czynniki sg odpowiedzialne za tak doktad-
ng lokalizacje. Bardzo mozliwe, ze w’ procesie tym
uczestniczy cytoszkielet, ktéry umozliwia powstawa-
nie wakuol. Wiadomo, ze aktywne biatko p2lracpowo-
duje znaczng przebudowe cytoszkieletu potozonego
pod btong komdérkowa [34], ROwniez zewnetrzne
aktywatory oksydazy, takie jak czy estry forbolu,
powodujg zmiany w organizacji cze$ci podbtonowej
cytoszkieletu [35],

Oprécz doktadnej lokalizacji i obecnosci enzymoéw
ochronnych (np. dysmutazy ponadtlenkowej), dodat-
kowym zabezpieczniem komorek fagocytujgcych
przed toksycznym wptywem reaktywnych form tlenu
jest S-tiolacja. Proces ten polega na odwracalnym
tworzeniu mostkow siarczkowych miedzy niskoczgs-
teczkowymi tiolami a grupami -SH biatek cytoplaz-
matycznych. S-tiolacja stymulowana jest przez te same
czynniki, co wybuch oddechowy inie wystepuje u cho-
rych zCGD. W hodowlach monocytéw i limfocytéw
0sO0b chorych, proces
podajgc nadtlenek wodoru. W S-tiolacji uczestniczy
prawdopodobnie oksydoreduktaza glutation:tioredo-

ten mozna jednak wywotac

ksyna [36],
Sktadniki oksydazy ulegaja ekspresji réwniez w
komorkach niefagocytarnych. Przypuszcza sig, ze

podobnie jak w komérkach roélinnych moga one
uczestniczy¢ w przekazywaniu sygnatow komorko-
wych [37],

IV. Przewlekta choroba ziarniniakowa powo-
dowana jest uszkodzeniami réznych
sktadnikéw uktadu oksydazy NADPH

Okoto 75% wszystkich przypadkéw przewlekiej
choroby ziarniniakowej, stanowi jej posta¢ dziedziczo-
na w sposob recesywny, sprzezony z chromosomem
X [38, 39], Gen CYBB odpowiedzialny za te forme
choroby koduje wiekszg podjednostke cytochromu
b558. W r6znych populacjach europejskich ta forma

deaktywacja
RaplA - P | oksydazy
\ ADP ?
p21™°-GDP = GDP
\» ATP - GDI
ATP ~ k P, - GDS Ve ATP
] - GAP -
: : p21™ \
i ADP = “» ADP
Rap1A '

Aktywacja ———
oksydazy

Ryc. 2. Schemat regulacji aktywnosci p2lrc i Rap 1A

. [p21%.GTP

GTP

Aktywacja biatka p2lrcpolega na zastgpieniu zwigzanego znim GDP na GTP. Proces ten hamowany jest przez GDI oraz stymulowany
przez GDS. Zwigzanie GTP przeprowadza p21ncw posta¢ aktywna, potrzebnag w sktadaniu aktywnego kompleksu oksydazy. Hydroliza
GTP do GDP. stymulowana przez biatko GAP, powoduje inaktywacje p21rac.

Deaktywacja oksydazy NADPH moze réwniez zaleze¢ od fosforylacji RaplA. Biatko to. w formie ufosforylowanej nie wigze sie

z oksydazg NADPH. '
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CGD wystepuje z czestoScig od 1:160000 (Dania) do
1:450000 (Szwecja) zywych urodzen [40], U kobiet,
nosicielek jednej kopii zmutowanego genu kodujgcego
gpoe 'Ph°x, powstawa¢ mogg ubytki skérne, przypomi-
najace liszaj rumieniowaty przewlekty [41]. Spowodo-
wane jest to zjawiskiem losowej inaktywacji jednego
z dwu chromosomow X w komérkach zenskich. Zda-
rza sie, ze statystycznie znaczgca przewaga inaktywacji
chromosomu X niosgcego normalng kopie genu, zwie-
ksza ryzyko wystgpienia zakazen. Przebieg choroby
jestjednak wielokrotnie tagodniejszy niz w przypadku
petnoobjawowej CGD.

Dotychczas u ponad stu chorych zidentyfikowano
r6zne mutacje w genie CYBB [42], Wiekszos$¢ z nich
prowadzi do braku obu podjednostek. Jednoczes$nie
zbadan invitro wiadomo, ze uszkodzenie genu kodujga-
cego jedng z podjednostek cytochromu b 558, pocigga
za sobg wytwarzanie jedynie $ladowych ilosci drugiej
podjednostki. Przypuszcza sie wiec, ze podobnie jak
w przypadku innych oligomerycznych biatek btono-
wych, stabilna jest jedynie petna czgsteczka [43]. Do
wzajemnego oddziatlywania podjednostek dochodzi
zapewne juz podczas translacji [44],

Zidentyfikowano rowniez mutacje prowadzace do
powstania nieaktywnego cytochromu b558. Mutacje te
sg zlokalizowane przede wszystkim w sekwencji kodu-
jacej miejsce wigzania NADPH i hemu oraz miejsce
przytaczania p47phoxip67phox. Tego typu analiza zalez-
nosci aktywnos$ci enzymu od rodzaju i potozenia
mutacji jest bardzo pomocna w okre$laniu funkcjonal-
nej architektury biatka.

Okoto 25% przypadkow CGD stanowi jej postaé
autosomalna recesywna, powodowana mutacjami ge-
now: NCF1 (p47phox), NCF2 (p67phox) i CYBA (p22phox).
Geny te potozone sg odpowiednio: w chromosomie
7 (q11.23), 1(g25) i 16 (q24). W tej grupie najczestsza
mutacja dotyczy genu kodujacego podjednostke
ps7Pox j WyStepUe z czesto$cig ok. 1:2000 oséb
w populacji kaukaskiej (co odpowiada jednemu przy-
padkowi choroby na 2-4 min zywych urodzen) [45].

Zidentyfikowane dotychczas mutacje w genie NCF2
zlokalizowane sg przede wszystkim w obrebie frag-
mentow kodujgcych domeny SH3. N-kohAcowy frag-
ment p67phox, pozbawiony obu domen SH3 moze
uczestniczy¢ in vitro w aktywacji oksydazy. Obecnos¢
domen SH3 jestjednak niezbedna do przemieszczania
sie¢ biatka p67phox do btony oraz do oddziatywan
z kompleksem oksydazy in vivo [46],

Nie sg dotychczas znane dziedziczne defekty biatka
p40phox anj pozostatych sktadnikéw uktadu oksydazy
zaleznej od NADPH.

V. Wplyw aktywnosci oksydazy NADPH na
funkcje fagocytow

Mikroorganizmy pochtoniete przez fagocyty zabija-
ne sg m.in. przez produkt aktywnosci oksydazy

NADPH orazjego pochodne: H20 2i OH*. Zwigzki te
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réznig sie trwatoscig i skutecznos$cig zabijania patoge-
néw in vivo. Anionorodnik ponadtlenkowy, a wjeszcze
wiekszym stopniu nadtlenek wodoru, dobrze pokonu-
jg btony cytoplazmatyczne. H 2(% jest ponadto stosun-
kowo stabilny. Niektére mikroorganizmy zabijane sg
juz. przy stezeniu H20 2 rzedu mikromoli, inne s3
catkowicie odporne, a nawet same produkujg duze
iloSci nadtlenku wodoru.

W odréznieniu od H2CC rodnik hydroksylowy nie
przedostaje sie do wnetrza komorek i dziata lokalnie.
Reaktywno$¢ OH™* jest jednak duzo wyzsza, a co
wazniejsze nie sg znane enzymy lub biatka neutralizu-
jace jego obecnos$¢. Rodnik hydroksylowy powoduje
degradacje lipidow, zmieniajac m.in. przepuszczalno$¢
btony komoérkowej, uszkadza kwasy nukleinowe. In-
aktywuje rowniez wiele enzymow, biatek przenos-
nikowych i strukturalnych (m.in. kolagen).

Nadtlenek wodoru, anionorodnik ponadtlenkowy
oraz jego protonowana forma (*02H) stosunkowo
tatwo przenikajg przez btony biologiczne i petnig role
»dalekich zab6jcow”. W niektérych miejscach dziata-
nia moga by¢é przeksztatcone w silniej dziatajace
zwigzki.

Nadtlenek wodoru staje sie substratem kolejnego
obronnego enzymu — mieloperoksydazy, wytwarzajg-
cej jon podchlorawy (OC1 ). Enzym ten wystepuje
w bardzo duzych ilosciach w granulocytach (ok. 5%
suchej masy). Jon podchlorawy zaburza funkcjonowa-
nie btony komérkowej bakterii, reaguje z bakteryjna
syntazag ATP, a takze z pierwszo- i drugorzedowymi
aminami, tworzac duzo bardziej trwate i toksyczne
chloraminy (np. z putrescyng, spermidyng czy taury-
ng). Jony podchlorawe petnig ponadto role aktywatora
licznych proteaz (np. elastazy, kolagenazy), a jedno-
czeé$nie inhibitora antyproteaz. W ten sposéb urucha-
miajg kolejny element obrony organizmu.

Wydaje sig, ze do zabijania bakterii wykorzystywa-
ny jest réwniez tlenek azotu i jego pochodne, wy-
twarzane przez makrofagi i neutrofile. NO tworzony
jest przez synteze tlenku azotu (NOS) z argininy i tlenu.
DosSwiadczenia in vitro wskazujg, ze NO uczestniczy
w zabijaniu eukariotycznych pasozytéw cytoplazma-
tycznych (np. Swidrowcow) [47], W reakcji NO z reak-
tywnymi formami tlenu powstaje wiele, aktywnych
fizjologicznie, zwigzkow. Najwazniejszy z nich to nad-
tlenoazotyn (ONOO~) oraz NO, i *OH. Rowniez sam
NO moze blokowaé niektdre przemiany metaboliczne:
glikolize, synteze DNA oraz tancuch oddechowy [48].

Nalezy podkres$li¢, ze neutrofile chorych z CGD
zabijaja, choé¢ z mniejszg wydajnoscia, bakterie. Przyj-
muje sie wiec, ze w braku oksydazy, role pierwszej linii
obrony przejmujag granule cytoplazmatyczne. U o0s6b
zdrowych granule cytoplazmatyczne tacza sie z waku-
olami fagocytarnymi juz po wybuchu oddechowym
iuwalniajg do wnetrza wakuol liczne enzymy trawien-
ne. Wybuch oddechowy oprocz niszczenia bakterii
reaktywnymi formami tlenu stwarza wewngatrz wakuo-
li warunki do dziatania enzymow trawiennych, pod-
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wyzszajac pH do warto$ci ok. 8.0. Wnetrze spoczyn-
kowych granuli jest natomiast kwasowe (pH ok. 5),
utrzymujgc enzymy w stanie nieaktywnym. Oba proce-
sy dziatajg wiec synergistycznie, cho¢ aktywacja en-
zymoéw litycznych nie jest bezwzglednie zalezna od
wybuchu oddechowego [49],

Zabijanie bakterii jest zbyt wazne dla catosci or-
ganizmu, by realizowane byto przez jeden mechanizm.
Zabdjcza aktywno$é fagocytow jest zatem wynikiem
potaczonego dziatania wielu réznych czynnikow.
Oprocz RFT,jonéw podchlorawych, chloramin ipod-
wyzszonego pH, w niszczeniu mikroorganizméw ucze-
stniczy wiele komorkowych peptydow przeciwbak-
teryjnych (defensyn), katepsyna G oraz liczne enzymy
granul cytoplazmatycznych [50]. Wzgledna i zréz-
nicowana oporno$¢ bakterii na ,nieoksydacyjne” me-
chanizmy zabijania wptywa zapewne na charakterys-
tyczny obraz zakazen u chorych z CGD [51],

Niedawno stworzono zwierzece modele przewlektej
choroby ziarniniakowej. Jednym z nich sg transgenicz-
ne myszy, z uszkodzonym genem kodujgcym biatko
p47phox oraz podjednostke wiekszg oksydazy [52, 53].
Myszy z uszkodzonym genem Cybb sg stosunkowo
odporne na infekcje bakteryjne, ale nie grzybicze.
Natomiast myszy z uszkodzonym genem kodujgcym
biatko p47phox charakteryzujg sie zwiekszong wraz-
liwoscig na zakazenia i tworzg ziarniniaki tak, jak ma
to miejsce u ludzi. Mozna wiec przypuszczaé, ze
powstajgce w wyniku wybuchu oddechowego RFT
stanowig bardzo wazny, ale nie jedyny i nie uniwersal-
ny dla wszystkich ssakow sposdb zabijania niepozada-
nych mikroorganizméw. Modele mysie CGD stawa-
rzajag nadzieje na wyjasnienie molekularnych i bio-
chemicznych szczeg6tow zjawiska wybuchu odde-
chowego.

Wybuch oddechowy zwieksza réwniez odczyn zapa-
Iny. Aktywowane fagocyty wytwarzaja czynnik che-
motaktyczny, przywotujacy nowe komorki zerne. Jed-
nocze$nie powstajgce RFT aktywujg piagty skiadnik
uktadu dopetniacza, stymulujg agregacje ptytek krwi
oraz aktywujag liczne proteazy. Wszystkie te elementy
sg istotne przy usuwaniu resztek zamierajacych z natu-
ralnych przyczyn komérek organizmu. Dlatego mode-
le zwierzece CGD okazg sie zapewne wazne w po-
znawaniu patofizjologii przewlektych choréb zapal-
nych, np. stawow czy naczyn [54],

V1. Diagnostyka CGD

Najprostszym testem diagnostycznym CGD jest test
NBT, polegajacy na redukcji przez anionorodnik
ponadtlenkowy z6ttego, rozpuszczalnego w wodzie
barwnika tetrazoliowego (nitroblue tetrazolium, NBT)
do ciemnoniebieskiego, nierozpuszczalnego formaza-
nu [55]. Oznaczenie tatwo wykonaé¢ obserwujgc neu-
trofile przylegajace w naturalny spos6éb do szklanego
podtoza. Aktywacja komdrek nastepuje poprzez poda-
nie estru forbolu (np. PMA) [56]. W tych warun-
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kach jedynie normalne komdrki zabarwiajg sie na
niebiesko. Po jasnoniebieskim zabarwieniu komodrek
w teScie NBT rozpozna¢ mozna chorych z nietypowy-
mi postaciami, charakteryzujgcych sie $ladowg produ-
kcjg *Of, a takze kobiety, nosicielki postaci CGD
sprzezonej z chromosomem X. U kobiet tych obser-
wuje sie bardzo charakterystyczny obraz mozaiki
niebieskich iniezabarwionych komérek, powodowany
losowoscig zjawiska inaktywacji jednego z chromo-
somow X.

Test NBT jest dostatecznie czuty dla wykrycia
wiekszosci przypadkéw CGD. Jednak negatywny wy-
nik testu NBT nie zawsze pozwala na wykluczenie
CGD. Na przyktad uchorych o nietypowym przebiegu
choroby, powodowanej mutacjami zmniejszajacymi
jedynie aktywno$¢ oksydazy, produkcja RFT zachodzi
z wydajnoscig rzedu 1-10 procent [57], Chorzy sa
wtedy diagnozowani w ré6znym wieku, nawet w czwar-
tej dekadzie zycia. Konieczne sg zatem doktadniejsze
badania biochemiczne Ilub molekularne, zaréwno
u dzieci, jak u starszych chorych z nie wyjasnionymi,
nawracajacymi iropnymi zakazeniami. Wczesna diag-
noza jest istotna ze wzgledu na znaczenie prowadzenia
profilaktyki antybiotykowej juz od okresu dziecinst-
wa. Istotna jest réwniez w poradnictwie genetycznym
rodzin ryzyka CGD.

W ciggu ostatnich lat opracowano bardzo czute
testy, oparte na pomiarach luminescencji zwigzkow
reagujgcych z nadtlenkami, powstajagcymi z podstawo-
wego produktu reakcji oksydazy [58], Sposréd tych
metod najbardziej czuta okazata sie cytometria prze-
ptywowa z wykorzystaniem dihydrorodaminy 123
[69-61], W przypadku nieobecnos$ci cytochromu b558
trudno jednak okresli¢, ktorej podjednostki brakuje,
poniewaz brak jednej, pocigga za sobg niestabilnos$¢
drugiej.

W diagnostyce réznicowej postaci CGD wazny jest
wywiad rodzinny. Jednak nie zawsze mozna ustali¢
spos6b dziedziczenia choroby w konkretnej rodzinie.
Diagnoza polega wtedy na wustaleniu brakujgcego
sktadnika uktadu oksydazy zaleznej od NADPH.
Posta¢ choroby mozna okres$li¢ np. technikg Western
blotting. U probanda ze zdiagnozowang postaciag
CGD mozliwe jest poszukiwanie mutacji w genie
kodujgcym konkretng podjednostke oksydazy [62],

VIIl. Nadzieje: terapia genowa

W chwili obecnej leczenie CGD jest objawowe
ipolega na antybiotykoterapii zakazen oraz punkcjach
idrenazu ropni. Przy braku poprawy chorym przeta-
cza sie mase leukocytarng [5, 6]. W leczeniu zwraca sie
uwage przede wszystkim na profilaktyke zakazen
bakteryjnych i grzybiczych, polegajacg na przewlek-
tym stosowaniu antybiotykow oraz ludzkiego rekom-
binowanego interferonu y [5, 63], Wskazaniem do
przeszczepu szpiku kostnego jest posta¢ choroby o kli-
nicznie ciezkim przebiegu od urodzenia, o ile w rodzi-
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nie chorego znaleziono dawce catkowicie zgodnego
w zakresie antygenéw tkankowych [64, 65],

Duze nadzieje wigze sie z terapig genowg ex Vvivo.
Zasada tej komdrek
macierzystych szpiku od chorego i wprowadzeniu do
nich prawidtowej wersji genu oksydazy NADPH np.
w wektorze retrowirusowym [66]. Zmienione komo6rki
wprowadzane sg na powr6t do organizmu. DoSwiad-
czenia takie przeprowadzono m.in. z wykorzystaniem
istniejagcych mysich. W przypadku myszy
z uszkodzonym genem kodujacym p47phox terapia ex
vivo przywrdcita odpornos¢ na zakazenia oraz zwiek-
szyta przezywalno$¢ [67], Réwniez u myszy z uszko-
dzonym genem Cybb ten typ terapii genowej przy-
wroécit odporno$¢ na zakazenie A.fumigatus przez co
najmniej 35 tygodni [68]. Wydaje sie, ze dla czeSciowej

metody polega na pobraniu

modeli

ochrony przed zakazeniami wystarczy stransformowa-
nie niewielkiej procentowo populacji fagocytow. Pro-
blemem ograniczajagcym skuteczno$¢ terapii genowej
u ludzi jest przede wszystkim niska wydajno$¢ oraz
konieczno$¢ wielokrotnego wprowadzania ,lecznicze-
go” DNA.

Wydajnos$¢ transformacji w metodzie ex vivo mozna
zwiekszy¢ stosujgc wektor niosgcy oprocz genu ok-
sydazy gen nadajacy opornos$¢ na cytostatyk. W czasie
hodowli transformowanych komdérek w pozywce sele-
kcyjnej, liczba transformantéw produkujgacych funkc-
jonalng oksydaze znacznie wzrasta [69], By¢ moze
osiggalne jest przeniesienie podobnej presji selekcyjnej
do organizmu chorego, poddawanego terapii genowej.

Nie wiadomo doktadnie jaki poziom aktywnosci
oksydazy w fagocytach jest konieczny dla skutecznej
Wykazano np., ze
aktywnos$¢ enzymu rzedu 12% wynikajgca z obecnosci

ochrony organizmu cztowieka.

uchorego mutacji Y244C w genie CYBB, nie wystarcza
do wydajnego zabijania Staphylococcus aureus in vitro
[70]. Natomiast wprowadzenie nieuszkodzonej kopii
genéw CYBB oraz NCF2 do izolowanych z krwi
obwodowej komérek macierzystych (CD34-L) Ilub
nieoczyszczonych leukocytéw chorych z CGD, przy-
wracato okoto 25% aktywnos$ci oksydazy NADPH
i zdolnos$¢ do zabijania bakterii in vitro.
Dotychczasowe wyniki sugerujg optymistycznie, ze
nawet ekspresji
genu lub wysoka ekspresja jedynie w czesci populacji
komérek, wystarczg do uzyskania aktywnos$ci ok-
sydazy, chronigcej skutecznie przed zakazeniami [71,
72], By¢ moze dobrym rozwigzaniem okaze sie ,przejs-
ciowa terapia genowa” CGD, stosowana pomocniczo
w leczeniu zagrazajgcych zyciu infekcji. Polegataby
ona na wprowadzeniu co pewien czas do organizmu
chorego monocytéw stransformowanych bezpiecznym

niewielki poziom wprowadzonego

wektorem (np. adenowirusowym) z genem oksydazy
zaleznej od NADPH [73],

Artykut otrzymano 19 lutego 1998 r.
Zaakceptowano do druku 22 czerwca 1998 r.
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Przekazywanie sygnatow w komaorce roslinnej;

btony komorkowej

receptory

Plant celi signalling; plasma membrane receptors
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b, Wstep

Rosliny w ciggu catego zycia podlegaja réznorod-
nym zewnetrznym sygnatom: fizycznym, jak $wiatto,
wiatr, przycigganie ziemskie, czy zmiany temperatury
i chemicznym, jak dziatanie hormonéw. Mechanizm
oddziatywania tych sygnatéw na znajdujgce sie na
powierzchni btony komodrkowej receptory, ich trans-
dukcja w komdrce iprzemiana w okre$slong odpowiedz
jest jednak stale jeszcze stabo poznana.

Dwadzie$cia lat temu wiedza na temat przekazywa-
nia informacji w komorkach roslinnych praktycznie
nie istniata [1], Jeszcze pie¢ lat temu, w artykule
przeglagdowym, opublikowanym w ,Postepach Bio-
chemiipisatysmy, ze ,w komorkach roslinnych nie
udato sie jak dotgd wyizolowa¢ btonowych recep-
toréw” [2], W ostatnim czasie nastgpito jednak ogro-
mne zainteresowanie problemami przekazywania in-
formacji w komdrkach ros$linnych, a wiedza na ten
temat niezmiernie wzrosta. Wiadomo zatem, ze w ko-
maorkach roslinnych, zgodnie z klasyfikacjg przyjeta
dla komdrek zwierzecych, wystepujag kanaty zalezne od
potencjatu elektrycznego, oraz receptory jonotropowe
i receptory metabotropowe, zaréwno zwiazane z biat-
kiem G jak majgce aktywno$¢ kinaz [3]. Kanaty
zalezne od potencjatu i receptory jonotropowe to
kanaty jonowe, przez ktére wptywajg do komérki lub
wyptywajg z niej jony. Kanaly te sg otwierane lub
zamykane w wyniku zmian potencjatu czynnos$ciowe-

* Prof., dr hab., Zaktad Neurobiologii Molekularnej i Ko-
moérkowej, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenc-
kiego PAN. ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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go, lub poprzez zwigzanie liganda z biatkiem recep-
torowym tworzacym kanat. Receptory metabotropo-
we nie majg charakteru kanatu jonowego, a ich
dziatanie polega na wywotaniu w komoérce kaskady
reakcji chemicznych [4],

Niniejsza praca stara sie¢ podsumowacé¢ stan wiedzy
na temat receptorbw metabotropowych zaréwno
zwigzanych z biatkiem G jak i majacych aktywnos$¢
kinaz w komorkach ro$linnych. Podaje krotkg charak-
terystyke receptoréw zwierzecych i prébuje znalezé
analogie miedzy Swiatem roslin, zwierzat i bakterii.

I1. Receptory komdrek roslinnych

I1-1. Analogia z transbtonowymi receptorami
komérek zwierzecych

W poréwnaniu do receptorow komaérek roslinnych,
budowa, dziatanie iinicjacja kaskady reakcji chemicz-
nych nastepujaca po pobudzeniu receptoréw komdrek
zwierzecych jest dobrze poznana [4-6], Dlatego tez,
w naturalny poniekad sposéb, dane dotyczace przeka-
zywania informacji w komdrce ro$linnej zazwyczaj
porownuje sie do zachodzacych w komérce zwierzecej,
starajgc sie znalezé miedzy nimi analogie.

Jak juz powiedziano we Wstepie, w komodrkach
roslinnych wystepujg kanaty zalezne od potencjatu,
receptory jonotropowe i metabotropowe [3], Kanaty
jonowe zalezne od potencjatu biony sa szeroko roz-
powszechnione w $wiecie roslin. W odréznieniu od
Swiata zwierzat, gdzie kanaty te wystepujag w btonie
komérkowej, u roslin znajdywane sa nie tylko w tej,
lecz takze w btonach struktur wewngtrzkomorkowych,
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Agonista 1 Agonista 2 Agonista 3

\or

bona
cytoplazmatyczna

GDP GTP ‘
kinaza biatkowa C

1Py

/ Ca”"/ kalmodulina
\ Raf

Ca?’ zaktywowane kinazy ]
biatkowe <+— MAPKK

retikulum endoplazmatyczne l

ufosforylowane biatka

Odpowiedz komarki

Ryc. 1. Przekazywanie informacji w komérce zwierzecej. Agonista
1 dziata na receptor zawierajagcy kanat jonowy. Agonista
2 dziata na receptor sprzezony z biatkiem G (G), ktéry
wymienia GDP na GTP i aktywuje fosfolipaze C (PLC).
PLC hydrolizuje fosfolipid inozytolowy (P 1P 2), co prowadzi
do powstania diacyloglicerolu (DAG) i trisfosfoinozytolu
(InsP,). DAG aktywuje kinaze biatkowg C. a InsP” uwalnia
Ca2+ z wnetrza endoplazmatycznego retikulum. Agonista
3 wigze sie do receptora zawierajacego kinaze tyrozynowa.
Zwigzanie agonisty powoduje dimeryzacje receptora. Ak-
tywacja kinaz prowadzi do ufosforylowania okreslonych
biatek i odpowiedzi komorki.

takich jak wakuole iendoplazmatyczne retikulum [7],
Zagadnienie to nie jest jednak przedmiotem niniejszej
pracy. Nie zostang tu takze omdwione receptory
jonotropowe. Ten rodzaj receptor6w wystepuje uzwie-
rzat w komorkach pobudliwych, takich jak np. komo-
rki miesniowe, czy nerwowe. Receptory te to wielko-
czasteczkowe, oligomeryczne biatka, wielokrotnie
przenikajgce przez btone komérkowg, zwigzane bez-
posrednio z kanatem jonowym, otwieranym lub zamy-
kanym okresowo przez przytaczenie agonistow (Ryc.
1). Dobrym przyktadem tej nadrodziny receptoréw sg
znajdujgce sie w komdrkach nerwowych receptory
NMDA, na ktére jako agonista dziata kwas L-gluta-
minowy. W $wiecie roslin, cho¢ sa pewne dowody, ze
sygnat (np. kwas abscyzynowy) dziata na kanaty btony
komérkowej i powoduje wnikanie jonéw wapnia do
komérki [3, 7], to jednak taki typ receptora jak re-
ceptor NM DA nie zostat dotychczas zidentyfikowany.

W pracy niniejszej nie bedg réwniez omoéwione
roslinne receptory bton wewngtrzkomoérkowych, wy-
stepujace w btonach endoplazmatycznego retikulum
i wakuoli [3,7], Zostanie natomiast przedstawiony
najnowszy stan wiedzy dotyczacy receptoréow btony
komdrkowej sprzezonych z biatkiem G i receptorow
majacych aktywno$¢ kinaz, tworzacych grupe tzw.
receptor6w metabotropowych.

Receptory zwigzane z biatkiem G aktywujg enzymy
efektorowe i kanaty jonowe na drodze posSredniej.
Wspotdziatanie miedzy enzymem, a receptorem za-
chodzi bowiem poprzez trzecie biatko nazywane wtas-

202

nie biatkiem G [6]. W komérkach zwierzecych, recep-
tory sprzezone z biatkiem G stanowig najliczniejsza
grupe receptoréw, odpowiadajgcych na roznorakie
sygnaty, jak hormony, neurotransmitery, $Swiatto, sub-
stancje zapachowe czy inne bodzce lokalne. Wszystkie
te receptory majag podobng strukture. Sktadajg sie
z pojedynczego tancucha polipeptydowego siedmio-
krotnie przechodzacego poprzez blone, z czescig
N-terminalng po stronie zewnetrznej, a C-terminalng
po wewnetrznej stronie btony. Kiedy ligand wigze sie
zreceptorem, zmiana konformacji biatka receptorowe-
go powoduje aktywacje biatka G zwigzang zwymiang
czasteczki GDP na GTP (Ryc. 1)

Biatko G jest trimerem, sktada sie z podjednostek a,
(iiy. W formie zaktywowanej, zaré6wno podjednostka
a,jak ikompleks podjednostek (i/y aktywujg okres$lone
enzymy efektorowe (np. fosfolipaze C), czy kanaty
jonowe. Fosfolipaza C hydrolizuje fosfolipid inozyto-
lowy, fosfatydyloinozytolo 4,5-bisfosforan (PIP2)
w wyniku czego powstajg dwa wtdrne przekazniki
informacji: diacyloglicerol (DAG) i trisfosfoinozytol
(IP3). IP3 wuwalnia jony wapnia zmagazynowane
w strukturach endoplazmatycznego retikulum (Ryc. 1).
Uwolniony Ca2+ taczy sie z kalmoduling i aktywuje
kinaze biatkowg Il, podczas gdy DAG aktywuje kinaze
biatkowg C (Ryc. 1). Aktywacja kinaz powoduje
fosforylacje okreslonych biatek iw efekcie prowadzi do
okre$lonej odpowiedzi komérki na dziatajacy na nig
sygnat.

Podobnie jak receptory zwigzane z biatkiem G,
rowniez receptory zwigzane zenzymami wigza agonis-
te do N-terminalnej domeny znajdujacej sie po zewnet-
rznej stronie btony komdérkowej. W przeciwienstwie do
receptoréw zwigzanych z biatkiem G, receptory te
zawierajg tylko jedng domene transbtonowg, a ich
domena cytosolowa zawiera integralny enzym w czgs-
teczce (Ryc. 1. W Swiecie zwierzat, wiekszos$¢ recep-
torow' zawierajacych enzym w czasteczce charaktery-
zuje sie obecnos$cig kinazy tyrozynowej. Zwigzanie
agonisty, np. naskérkowego czynnika wzrostu (EGF),
do formy monomerycznej biatka receptorowego po-
woduje dimeryzacje i autofosforylacje reszt tyrozyno-
wych znajdujacych sie w domenach katalitycznych
tancuchdéw polipeptydowych receptoréw, blisko czesci
C-terminalnej (Ryc. 1). Ufosforylowane tyrozyny stuza
teraz jako miejsce wigzania dla innych biatek. Wigza
sie one z receptorem dzieki specjalnej domenie amino-
kwasow, tzw. domenie SH2, rozpoznajagcej cze$¢ kata-
lityczng receptora. Po zwigzaniu, wiele z nich ulega
fosforylacji, a kolejne fosforylacje nastepnych biatek
prowadzg do tzw. kaskady kinaz (kaskada kinaz
MAP).

WsSré6d dziatajgcych na komorki zwierzece czyn-
nikéw wzrostu jedynie receptor TGF/f (z ang.: transfor-
ming growth factor (i) ijego analogi charakteryzujg sie
obecnos$cig kinazy serynowo/treoninowej, podczas
gdy w Swiecie roslin ten typ receptoréw jest szeroko
rozpowszechniony (patrz: podrozdziat 11-3.1.) a recep-
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tory zawierajgce kinaze tyrozynowg nie wystepujg.

Nalezy doda¢, ze w komdrkach roslinnych mecha-
nizm dziatania receptoréw przekazujacych sygnat
przez biatka G nie zostat jeszcze w petni wyjasniony.
Istnieje jednak wiele dowod6w posrednich wskazuja-
cych na dziatanie receptoréw tego typu. Zostang one
omoéwione na przyktadzie oddziatywania na komdrke
roslinnag auksyn i $wiatta.

11-2. Receptory sprzezone z biatkiem G
11-2.1. Dziatanie auksyn

Auksyny naleza do hormonéw rosélinnych dobrze
zbadanych pod wzgledem chemicznym. Auksyna natu-
ralna, kwas indolilooctowy (IAA), odgrywa wazng role
w regulacji wzrostu (elongacji), réznicowania irozwoju
roslin. Wiadomo, ze na poziomie komérkowym, auk-
syna powoduje hiperpolaryzacje btony komoérkowej
w wyniku wyrzutu jonéw wodorowych przez aktywa-
cje H t-ATPazy. Jony wodoru przenikajg przez btone
komorkowg do $ciany komorkowej powodujac jej
zakwaszenie i zwiekszajac rozciggliwo$¢, przez co
najprawdopodobnie nastepuje wydtuzenie i wzrost
rosliny [8, 9],

Obecnie wiadomo, ze auksyny dziatajg zewnetrznie
na btone komérkowag w kompleksie z biatkami wigza-
cymi te czasteczki (ABP, z ang.: auxin binding protein).
W komdrkach kukurydzy (Zea mays) zidentyfikowano
pie¢ takich biatek. Sg to mate (okoto 20 kDa) czaste-
czki, charakteryzujace sie domeng wigzacg auksyne,
miejscem ulegajacym glikozylacji, oraz w czesSci
C-termalnej motywem K.DEL. W S$wiecie zwierzecym,
KDEL, specjalna sekwencja aminokwasdéw jest chara-
kterystyczna dla biatek, ktédre umiejscawiajg sie w bto-
nie endoplazmatycznego retikulum. Tak jest i w przy-
padku roslin [10], Biatka ABP sg znajdowane w tych
wiasnie strukturach komdrkowych. Z drugiej jednak
strony, biatko to jest biatkiem zewngtrzkomdérkowym
[9], MozZna zatem sadzi¢, ze w wyniku sekrecji jest ono
wydzielane z komérki, by¢ moze w kompleksie z auk-
syng. Cze$¢ badaczy przypuszcza, ze wtasnie to biatko
petni funkcje receptora auksyny. Inni natomiast uwa-
zajg, ze jest to niemozliwe. Sadza, ze cze$¢ hydro-
fobowa tego biatka jest zbyt krétka, aby mogto
przenikng¢ przez btone. Proponujg zatem, ze kom-
pleks ABP/auksyna wigze sie do specyficznego biatka
zakotwiczonego w bionie komoérkowej, petnigcego
funkcje receptora [11]. Spekuluja, ze biatko to jest
receptorem zwigzanym z biatkiem G. Zwigzanie kom-
pleksu ABP/auksyna zmienia konformacje biatka re-
ceptorowego, co powoduje aktywacje biatka G, ktdre
nastepnie stymuluje enzymy efektorowe, jak H +-AT-
Paze, czy fosfolipaze C. O udziale biatka G w tym
procesie $wiadczy fakt, ze niehydrolizujgcy analog
GTP, GTPyS, wzmacnia dziatanie auksyn na komoérke
[9], Wykazano takze, ze syntetyczny analog auksyny,
2,4-D, powoduje szybki wzrost poziomu trisfosfoino-
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zytolu ijego metabolitéw, a zmianom tym towarzyszy,
tak jak w komaérkach zwierzecych, spadek poziomu
znakowanych fosfolipidéw inozytolowych hydrolizo-
wanych przez fosfolipaze C [12],

Poniewaz rosngce w kulturze komorki roslinne
wymagajg dla proliferacji dodatku auksyny, zaczeto
przypuszczaé, ze byé moze auksyna moze takze dziataé
jako mitogen. Istotnie, wykazano, ze nieobecnosé
auksyny w Srodowisku zatrzymuje cykl komérkowy
komérek tytoniu, a ponowny dodatek wznawia ten
proces. Jednocze$nie nastepuje aktywacja Kkinaz:
MAPKK i MAPK. Rezultaty te wskazuja, ze auksyny
moga indukowac¢ r6zne drogi przekazywania sygna-
téw, nie tylko z udziatem biatek G, lecz takze kaskady
M AP kinaz [13],

11-2.2. Dziatanie $wiatta

W przeciwienstwie do auksyny, ktdrej receptor nie
zostat jeszcze zidentyfikowany, fitochrom, wrazliwy na
dziatanie Swiatta receptor roslinny jest dobrze scharak-
teryzowany. Fitochrom jest niebiesko-zielonym barw-
nikiem o charakterze biatkowym (chomoproteina).
0 masie 125 kDa. Jest on syntetyzowany jako forma
nieaktywna i oznaczony symbolem Pr. Forma ta jest
wrazliwa na $Swiatto czerwone, o dtugosci fali 660 nm
labsorbujac je przeksztatca sie w forme aktywng, Pfr.
Promieniowanie czerwone o dtuzszej fali (730 nm), tzw.
daleka czerwien, przeksztatca Pfr z powrotem w Pr.
W ciaggu dnia fotochrom wystepuje gtéwnie w formie
Pfr. Nalezy dodac¢, ze gen kodujacy biatkowy sktadnik
fitochromu zostatjuz sklonowany, a na podstawie jego
cDNA wydedukowano pierwszorzedowg strukture
biatka. Struktura i wtasciwosci fitochromu zostaty
szczeg6towo przedstawione na tamach Postepéw Bio-
chemii [14].

Przekazywanie sygnatéw w komdrce ro$linnej za-
chodzgce pod wptywem fotoindukcji fitochromu bada-
no z uzyciem wielu metod [15-20]. Wykazano, ze
podobnie jak w przypadku auksyn nie hydrolizujacy
analog GTP, GTPyS, stymulowat, a niehydrolizujacy
analog GDP, GDPyS, hamowat dziatanie fitochromu.
Dziatanie to byto takze modyfikowane przez toksyne
cholery [17], W komdrkach hipokotylu mutanta po-
midora pozbawionego fitochromu A prowadzono sze-
reg badan stosujac metode mikroiniekcji [15-19],
Wykazano, ze do prawidtowego rozwoju komorki
oprécz iniekcji fitochromu niezbedny jest takze doda-
tek Ca2+, kalmoduliny icGMP. Ca2+ i kalmodulina
konieczne sg dla rozwoju chloroplastu, a cGMP do
akumulacji antocjanow [17-19], Wyniki tych badan
wskazujg na udziat biatka G w szlaku przekazywania
informacji zapoczatkowanym przez fotoindukcje fito-
chromu. Udziat biatka G postuluje sie rowniez w przy-
padku przekazywania sygnatow w wyniku fotoin-
dukcji kryptochromu — fotoreceptora Swiata niebies-
kiego [3, 20],

Dotychczas jednak nie whadomo w jaki sposo6b
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fotoreceptory oddziatywuja na biatko G [3, 15, 20], Sa
one bowiem cytosolowymi, rozpuszczalnymi biatkami,
a jak wiemy z badan nad komorka zwierzeca, biatka
G sa usytuowane w blonie komérkowej. Dla wyjas-
nienia tego paradoksu, Trewavas i Mai no [3]
wysuwajg szereg réznych hipotez. Sugeruja, ze by¢
moze fotoreceptory sg zwigzane z biatkami cytoszkie-
letu znajdujgcymi sie w bliskim kontakcie z wewnetrz-
nag powierzchnig btony komdrkowej. Inne przypusz-
czenie zaktada, ze jaka$ bardzo mata (w stosunku do
nadmiaru w cytosolu) cze$¢ fotoreceptoréw jest jednak
obecna w btonie, lub ze dziataja one na biatka G po-
przez dodatkowy intermediat. Przypuszczajg takze, ze
byé moze zwigzanie fotoreceptorow z btong ma miejsce
jedynie przez chwile, tuz po aktywacji przez $wiatto
i absorbcji protonu, a takze sugerujg, ze byé moze
biatko G w komdrce roslinnej, cho¢ podobne, ma inne
wiasciwosci niz to znajdywane u zwierzat.

Wszystkie te hipotezy sg jak na razie jedynie speku-
lacjami. Nie wiadomo takze, czy biatko G przekazuja-
ce sygnaty przy fotoindukcji wywotywanej Swiatiem
czerwonym i niebieskim dziata wedtug tego samego
mechanizmu, a takze czy te same czy inne czasteczki
badZz podjednostki biatka G sg zaangazowane w te
procesy. W komodrkach rzodkiewnika (Arabidopsis)
wyizolowano pojedynczy gen kodujgcy podjednostke
i biatka G, nie wiadomo jednak czy to wtasnie ta
podjednostka zaangazowana jest w procesy przekazy-
wania sygnatéw indukowanych przez $wiatto [20],

W roélinach stojacych na nizszym szczeblu drabiny
ewolucyjnej, mchu Ceratodon purpureus, znaleziono
gen kodujacy biatko bedace fotoreceptorem dla $wiat-
ta czerwonego i dalekiej czerwieni [20], Biatko to ma
domene podobna do fitochromu ros$lin wyzszych
a w czesci C terminalnej zawiera kinaze biatkowg. Co
wiecej, biatko to ulega autofosforylacji, a jego aktyw-
nos$c jest modulowana przez $wiatto. Podobnie w bto-
nie komdrkowej roslin wyzszych stwierdzono obec-
no$¢ kinazy biatkowej o masie 120 kDa. Biatko to
ulega fosforylacji gdy rosliny zostaja poddane krdtko-
trwatemu dziataniu w zakresie promieniowania $wiat-
ta niebieskiego [3, 20].

Wydaje sie zatem, ze Swiatto w roznych typach
komdrek i na roznym etapie rozwoju ro$lin moze
oddziatywa¢ na r6zne nadrodziny receptoréw i in-
dukowaé¢ rdézne szlaki przekazywania informacji.

11-3. Receptory zawierajgce kinazy biatkowe

11-3.1. Receptoro-podobne kinazy serynowo-
-treoninowe

W ciggu ostatnich lat, w wielu tkankach roslin
wykazano obecno$¢ genéw homologicznych do tych,
ktore kodujg biatka receptorowe zwigzane z kinazami
tyrozynowymi u zwierzat [21], W organizmach roslin-
nych, biatka kodowane przez te geny posiadajg podob-
nie jak receptory zwierzece tylko jedng, pojedyncza
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domene transhtonowa, oraz cze$¢ zewngtrzkomorko-
wa. W czesci wewngtrzkomoérkowej, cytosolowej, wy-
stepuje domena o aktywnos$ci enzymatycznej kinazy
serynowo/treoninowej [17, 21]. Pomimo, ze biatka te
zostaty scharakteryzowane a ich struktura jest juz
dobrze poznana, jednak tylko w przypadku Kkilku
z nich wiadomo jakie zewngtrzkomoérkowe sygnaty na
nie dziatajg. Dlatego tez biatka te nie sg nazywane
receptorami ajedynie receptoro-podobnymi kinazami

(RLKs. z ang.: receptor-like kinases) [21] (Ryc. 2).
( A N N N B o
A ¢
biona
komorkowa I I
’ o0
()¢
Cy K
¢ c
SLG SRK LRR-RLK Cf-9 PTO RLKS

Ryc. 2. Receptoro-podobne kinazy biatkowe. A. Receptoro-podobnc
kinazy biatkowe zawierajace w czes$ci cytosolowej domene
katalityczng o aktywnos$ci kinazy serynowo/treoninowej.
jedng domeneg transhtonowa i czes¢ zewnatrzkomdrkowa.
SLG. glikoproteina z domeng S; SRK, receptoro-podobne
kinazy grupy S; LRR-RLK, receptoro-podobne Kkinazy
zawierajace wiele powtarzajacych sie reszt leucynowych;
Cf-9 i PTO, biatka wywotujace reakcje odporno$ciowe na
plesn (Cf-9) i patogeny bakteryjne (PTO). B. Zaktywowany
receptor RLK.-5 ulega dimeryzacji i autofosforylacji.

W zaleznosci od budowy domeny zewnagtrzkomor-
kowej tancucha polipeptydowego, biatka te zostaty
podzielone na trzy grupy: zawierajagce tzw. domene
S (SRK), liczne powtarzajgce sie reszty leucynowe
(LRR) i grupe receptoréw o podobnej strukturze jak
wystepujaca w receptorach nask6rkowego czynnika
wzrostu (EGF) [21, 22], Katalityczna domena cyto-
solowa tych biatek zawiera kinaze serynowo-treonino-
wg i charakteryzuje sie identycznym skfadem amino-
kwaséw w okoto 40% (Ryc. 2A).

Kinazy receptoro-podobne pierwszej grupy znale-
ziono w rdznych czesSciach ro$lin u kukurydzy, ka-
pusty, rzodkiewnika, a takze ryzu. Zewnatrzkomor-
kowy region taricucha poliepetydowego tych recep-
tor6w stanowi tzw. domene S podobng do S-domeny
glikoproteiny kapusty (Brassica) Ponadto, podobnie
jak u glikoproteiny, w zewnetrznej cze$ci tancucha
polipeptydowego (domena S), bliskiej domenie trans-
membranowej, wystepuje 10 reszt cysternowych [23]
(Ryc. 2A). Niektorzy badacze sugerujg, ze wystepujaca
na zewnatrz btony komorkowej S-domena glikop-
roteiny tgczy sie z zewnetrzng S-domeng receptoropo-
dobnej kinazy tworzgc heterodimeryczny receptor.
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Receptor ten dziata jak bariera, nie pozwalajgc na
samozaptodnienie ro$liny [17, 21]. Istotnie, mutanty
pozbawione genu SRK nie sg w stanie odrdznié
swojego od nieswojego ziarna pytku i niezgodnos$¢ na
samozaptodnienie przestaje obowigzywaé [24], Bada-
cze sugeruja, ze wtasnie kompleks glikoproteina-recep-
tor wchodzi w interakcje z pytkiem kwiatowym i wy-
wotuje ochronng odpowiedz komorki na swoj pytek
[21,24], Mechanizm tej odpowiedzi jest jednak jeszcze
nieznany.

Druga grupa receptoro-podobnych kinaz charak-
teryzuje sie obecno$cig w czesci zewnetrznej tancucha
polipeptydowego powtarzajacych sie reszt leucyno-
wych (Ryc. 2A). Kinazy receptoro-podobne RLKS5.
TMK iTMKL1 znaleziono urzodkiewnika (Arabidop-
sis), a PRK1 u petunii (Petunia) [21], Motyw LRR (z
ang.: leucine-reach-repeat) znaleziono w wielu réznych
biatkach, petnigcych rozne funkcje. Wydaje sie, ze jest
on potrzebny dla wiasciwej interakcji biatko:biatko.
Motyw ten charakteryzuje sie nastepujacg sekwencja:
Leu-X-X-Leu-X-Leu-X-X-Asn-X-Leu, powtarzajgcg sie
wielokrotnie. W projektowanym modelu dziatania re-
ceptoro-podobnej kinazy RLK5 zaktada sie, ze rece-
ptor ten po aktywacji ulega dimeryzacji i autofos-
forylacji, podobnie jak ma to miejsce w przypadku
receptordw zawierajacych kinazy tyrozynowe u zwie-
rzat (Ryc. 2B). Do tak zaktywowanych receptoréw
wigze sie biatko KAPP (z ang.: kinase-assoeiated-
-protein-phosphatase) [25]. Biatko KAPP skiada sie
z trzech regionéw: bardzo krotkiej czesci N-terminal-
nej zwigzanej z btong komoérkowa, domeny wchodzga-
cej w interakcje z kinazg, i w czesci C-terminalnej
domeny katalitycznej o aktywnos$ci fosfatazy. Po ak-
tywacji i autofosforylacji receptora, KAPP wiagze si¢
badz do fosfoseryny, badz fosfotreoniny, bgadZ do obu
ufosforylowanych reszt aminokwaséw [21], Nie wia-
domo jednak, czy wigzanie biatka KAPP do receptora
RLK5 zachodzi podobnie jak w komérkach zwierze-
cych dzieki domenie SH2 biatka cytosolowego, wigzga-
cego sie z receptorem.

W ostatnim okresie czasu wyizolowano z lisci, todyg,
korzeni i kwiatéw r6znych roslin geny kodujgce biatka
chronigce rosliny przed chorobami wywotywanymi
przez patogeny roslinne [21], | tak na przyktad gen
Cf'-9 koduje transbtonowe biatko Cf-9, ktére charak-
teryzuje sie obecno$cig 28 powtarzajgcych sie reszt
leucynowych w domenie zewnatrzkomoérkowej, poje-
dynczag domeng przechodzaca przez btone komdr-
kowa ibardzo krétkg domeng C-terminalng po stronie
cytosolowej. Zewngtrzkomoérkowa domena tego biat-
ka wykazuje homologie do podobnej, wystepujacej
w biatkowej czgsteczce receptoropodobnych kinaz
LRR-RLK. Obecno$¢ tego biatka w lisciach pomi-
dorow uodparnia ro$liny przeciwko plesni [26]; jed-
nak w jaki sposob biatko Cf-9 przewodzi sygnat nie
wiadomo.

Biatko Cf-9 nie posiada w cze$ci cytoplazmatycznej
domeny o aktywnos$ci kinazy serynowo-treoninowej
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(Ryc. 2A). Natomiast biatko cytosolowe PTO. kodo-
wane przez gen Pto jest kinazg serynowo-treoninowa
wigzacg sie z btong komorkowa i wywotujgcg od-
powiedZz na bakteryjne patogeny [21], Tiumaczac
nieznany mechanizm przekazywania sygnatéw przez
te biatka, badacze sugeruja, ze byé moze biatko Cf-9
wigze siezreceptoropodobng kinazg serynowo-treoni-
nowg (LRR) lub z cytosolowym biatkiem PTO tworzgac
aktywny kompleks po pobudzeniu przez sygnat ze-
whnetrzny.

Ewentualne tworzenie sie kompleksu Cf-9 PTO
stanowitoby analogie do podobnego wystepujacego
w uktadzie immunologicznym ssakéw, gdzie biatko
rozpoznajace antygen, charakteryzujgce sie krotka
domeng cytosolowg (interleukina-1, 1L-1) #tgczy sie
z cytosolowg kinazg serynowo/treoninowg (IRAK)
i w efekcie aktywuje czynnik transkrypcyjny (NF-kB).
Podobna analogia wystepuje w uktadzie odpornos-
ciowym u Drosophila [27], gdzie pobudzony trans-
btonowy receptor z krotkag domeng cytosolowg (Toll)
reaguje poprzez biatko o nieznanej funkcji z kinaza
serynowo-treoninowg (Pelle) aktywujgc nastepnie po-
przez kaskade reakcji chemicznych czynniki trans-
krypcyjne w jadrze. Nalezy doda¢, ze zewngtrzkomor-
kowymi sygnatami dziatajacymi na receptor Toll
u Drosophila sg nie tylko patogeny, lecz takze we
wczesnym stadium embriogenezy okre$lone biatko,
odpowiedzialne za dalszy rozw6j owada (z ang.: develo-
pment signal) [27],

Omowione powyzej kinazy receptoro-podobne bo-
gate w reszty leucynowe, wydaja sie bra¢ takze udziat
w przewodzeniu sygnatldw brassinosteroidow, czy
kwasu abscyzynowego [28-30]. Brassinosteroidy
i kwas abscyzynowy to zwigzki o wiasciwosciach
hormonalnych. Te pierwsze stanowig nowga grupe
roslinnych hormondéw steroidowych, stymulujacych
wzrost i rozw6j roslin (artykut przegladowy na temat
biosyntezy i metabolizmu tych zwigzkéw znajdzie
czytelnik w jednym z ostatnich numeréow Kosmosu
[31]). Pod wzgledem budowy chemicznej sg one
pochodnymi 5a-cholestanu, a wiec wykazujg podo-
bienstwo do hormondéw steroidowych wystepujacych
w Swiecie zwierzat.

Ostatnio Li i Chory [28] sklonowali gen BR V,
ktéory u mutantow rzodkiewnika koduje biatko BR 1
Biatko to jest transbtonowa kinazg serynowo-treoni-
nowg typu LLR (Fig. 2A), zawierajacg w domenie
zewnatrzkomoérkowej 25 reszt leucynowych [28, 29],
Poniewaz, jak juz wspomniano powyzej, motyw po-
wtarzajgcych sie reszt leucynowych sugeruje interakcje
biatko:biatko, nie jest wykluczone, ze z biatkiem
receptorowym BR/1 tgczy sie nie czasteczka brassinos-
teroidu jako taka a zwigzane z nig biatko doprowadza-
jace hormon do powierzchni komérki. W podobny
sposOb z receptorami biton komdérkowych taczg sie
biatka transportujgce steroidowe hormony piciowe
u zwierzat [28],

Z kolei kwas abscyzynowy, hormonalny inhibitor
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wzrostu ro$lin, oddziatuje najprawdopodobniej na
kinaze receptoro-podobng (RPK 1), ktéra w zewnatrz-
komdrkowej domenie wigzacej ligand zawiera tylko
5 powtarzajgcych sie reszt leucynowych [30], Trak-
towanie Arabidopsis przez jedng godzine kwasem
abscyzynowym indukuje ekspresje genu RPK/1. Co
wiecej, raptowna ekspresja tego genu nastepuje takze
wtedy, gdy roslina zostaje poddana dziataniu stresow
Srodowiskowych, takich jak odwodnienie, niska tem-
peratura, czy zmiany ci$nienia osmotycznego [30].

A zatem pomimo, ze drogi przekazywania sygnatow
z udziatem receptoro-podobnych kinaz serynowo-tre-
oninowych sa u roslin jeszcze doktadnie nie poznane,
to wydaja sie petni¢ niezmiernie wazng role niedopusz-
czajac do samozaptodnienia, petnigc funkcje ochronne
przeciwko patogenom chorobotwérczym, oraz naj-
prawdopodobniej przewodzgc sygnaty brassinosteroi-
déw czy kwasu abscyzynowego. Receptory te wydajg
sie takze odpowiada¢ na stres srodowiskowy. Analogie
z podobnymi systemami sygnatowymi u owadow
i ssakow budzg najwyzsze zainteresowanie; przypomi-
namy takze, ze receptor TGF/J zawierajgcy kinaze
serynowo-treoninowg i wspotdziatajagcy z czynnikiem
transformacyjnym (i, wydaje sie konieczny dla prawid-
towego przebiegu cyklu rozwojowego komoérek zwie-
rzecych.

11-3.2. Receptory zawierajgce kinaze histydynowag

Struktura i funkcja wszystkich powyzej przedsta-
wionych receptoré6w bazowata na ich podobieAstwie
do receptoréw wystepujagcych w komorkach zwierzat.
Jednakze w komédrkach roslinnych wykazano takze
obecno$¢ receptorow przypominajgcych dwu sktad-
nikowy system receptorowy charakterystyczny dla
organizmoéw bakteryjnych [32].

Dwusktadnikowy system receptorowy u bakterii
odpowiada za regulacje wielu procesow, takich jak
chemotaksja, osmolarno$¢, reakcja na dostepnos¢
i stezenie substancji pokarmowych, czy tworzenie
przetrwalnikéw [32]. System ten sktada sie z sensora,
zakotwiczonego w bitonie i odbierajgcego sygnaty
zewnetrzne. W sktad sensora wchodzi jako integralna
cze$¢ czasteczki histydynowg kinaza biatkowa. Po
zadziataniu zewnetrznego sygnatu, nastepuje aktywa-
cja kinazy i autofosforylacja reszt histydynowych.
Nastepnie dochodzi do przeniesienia grupy fosforano-
wej z histydyny na kwas asparaginowy wchodzacy
w sktad drugiej czesci systemu, ktdra jest biatkowym
czynnikiem transkrypcyjnym, tzw. regulatorem [3, 33,
34]. U wiekszos$ci bakterii regulator stanowi odrebng
cze$¢ systemu, niekiedy jednak sensor i regulator
tworzg potagczong catos¢.

Ten typowy dla bakterii system receptorowy, zawie-
rajagcy kinaze histydynowg zostat wykryty w komoér-
kach Arabidopsis thaliana. Wykazano, ze receptory te
sg aktywowane przez hormony ro$linne — prosty gaz,
etylen (C2H4) i cytokininy. Powszechnie uwaza sie, ze
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etylen bierze udzial w przy$pieszeniu dojrzewania
owocdw, a cytokininy sag hormonami odpowiedzial-
nymi za kietkowanie roélin, jednak hormony te regu-
luja wiele réznych proceséw wzrostu, podziatu iroz-
nicowania a rowniez reakcje rosliny na wptyw $rodo-
wiska.

U rzodkiewnika (Arabidopsis thaliana) gen ETRI
koduje biatko receptorowe bedace hybryda zawieraja-
cq potaczong wjedng catosé czasteczke sensora iregu-
latora. Sensor zawiera domene N-terminalng z trzema
transbtonowymi fragmentami tancucha polipeptydo-
wego. Do tych transbtonowych fragmentéw wigze sie
etylen, a wiec wigze sie do receptora w btonie komadr-
kowej [34], Jest to zrozumiate, bowiem etylen 14 razy
lepiej rozpuszcza sie w S$rodowisku lipidowym niz
wodnym. Przytgczenie etylenu powoduje dimeryzacje
receptordw i autofosforylacje reszty histydyny znaj-
dujgcej sie w katalitycznej, cytosolowej domenie recep-
tora (Ryc. 3). W cytosolu préocz domeny katalitycznej
sensora znajduje sie zwigzane z nim biatko regulatoro-
we. Reszta kwasu asparaginowego tego biatka ulega
rowniez fosforylacji, podobnie jak ma to miejsce
u bakterii [13, 33, 34] (Ryc. 3). U Arabidopsis wykryto
jeszcze inne geny odpowiadajgce na etylen. Gen ERS
koduje biatko receptorowe ERS. Biatko to zawiera

etylen

btona
komédrkowa

cytosol

G C
CTR1
|
?

odpowiedz komorki

Ryc. 3. Dwu-systemowy receptor etylenu, ETRI. Receptor FTRI
zawierajacy kinaze histydynowg. Po zwigzaniu etylenu
receptor ulega dimeryzacji i autofosforylacji. Grupa fos-
foranowa z histydyny (H) zostaje przeniesiona na kwas
asparaginowy (D), znajdujacy sie w drugiej cze$ci biatka
receptorowego. Po aktywacji receptora nastgepuje akty-
wacja biatka CTR1, bedacego kinaza serynowo treonino-
wa. Kaskada kinaz prowadzi do okre$lonej odpowiedzi
komorki.
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cze$¢ N-terminalna, homologiczng w 75% z biatkiem
ETR1. Nie zawiera ono jednak domeny z kwasem
asparaginowym [34]. Oba typy receptoréw po ak-
tywacji ulegajg dimeryzacji i autofosforylacji i reaguja
z innym wystepujagcym w cytosolu biatkiem, tzw.
CTR1 (Ryc. 3). Biatko to jest serynowo/treoninowa
kinaza biatkowa podobng do kinazy Rafznajdowanej
w komorkach zwierzecych na szczycie kaskady MAP
kinaz (MAPKKK) [13].

Cytokininy w komodrkach Arabidopsis dziatajg na
inny receptor, homologiczny jednak do powyzej opisa-
nego [35], Wyizolowany gen CKI1 koduje w hodowa-
nych komérkach mutantéw biatko receptorowe CKI1
odpowiadajace na dziatanie cytokininy wzmozong
proliferacjg. Biatko receptorowe sktada sie z potagczo-
nych ze sobg dwoch domen cytosolowych, z ktérych
pierwsza zawiera kinaze histydynowga a druga kwas
asparaginowy. Aktywacja receptora powoduje podob-
nie jak opisano dta etylenu autofosforylacje histydyny
a nastepnie fosforylacje kwasu asparaginowego. Jed-
nak, w odr6znieniu od receptora etylenu, w czesci
btonowej wystepujg tu tylko dwa segmenty transmem-
branowe a tgczacy je od strony zewngtrzkomoérkowej
tancuch polipeptydowy zawiera liczne miejsca ulegaja-
ce glikozylacji [35].

Nalezy dodaé, ze podobny bakteryjny, dwusktad-
nikowy, szlak przekazywania sygnatéw zawierajacy
kinaze histydynowa w czesci sensora, oraz wtaczajacy
etap przeniesienia grupy fosforanowej z histydyny na
kwas asparaginowy w cze$ci regulatorowej, wykryto
nie tylko u Arabidopsis lecz i u innych organizmoéw
eukariotycznych, a mianowicie Saccharomyces, Dic-
tyostelium i Neurospora [36].

I1l. Czy fitochrom jest kinazag histydynowg?
Uwagi konhcowe

Niniejsza praca uwidacznia jak bardzo w ciggu
ostatnich kilku lat wzrosta wiedza o przekazywaniu
sygnatow w komorkach ro$linnych. Najlepszym przy-
ktadem gwattownie rozwijajgcej sie wiedzy o recep-
torach roslinnych sg publikacje dotyczace receptoréw
zawierajagcych kinaze histydynowa. Pozwalajg one,
miedzy innymi, na zmodyfikowanie dotychczasowych
wiadomos$ci dotyczgcych dziatania fitochromu.

Jak opisano powyzej (podrozdziat 11-2.2)), w litera-
turze dotyczacej dziatania fitochromu istniejg donie-
sienia wskazujace, ze fitochrom odpowiadajac na
Swiatto ulega fosforylacji. Stwierdzono, ze fosforylowa-
na jest znajdujgca sie w czesSci N-terminalnej tafcucha
polipeptydowego reszta seryny [36]. Sagdzono jednak,
ze ta fosforylacja (podobnie jak w przypadku rodop-
syny, czy receptoréow /Tadrenergicznych zwigzanych
z biatkiem G u zwierzagt [6]) prowadzi do desen-
sytyzacji (odwrazliwienia) fitochromu i odbywa sie
z udziatem Kkinazy wigzacej sie do receptora. Jak
wykazano jednak juz w potowie lat osiemdziesiatych,
czasteczka fitochromu jako taka ma wtasciwosci kina-
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zy [37]. Spostrzezenie to byto jednak trudne do
wyttumaczenia i nie uznano je za istotne, poniewaz
sekwencja aminokwasow fitochromu r6zni sie znacz-
nie od tej wystepujacej w znanych sekwencjach kinaz
serynowo/treoninowych, czy tyrozynowych. Badania
lat ostatnich przyniosty jednak informacje o wystepo-
waniu w organizmach eukariotycznych bakteryjnej
kinazy histydynowej [34-36]. Okazato sie, ze okoto
250 aminokwasoéw znajdujacych w czesci C-terminal-
nej fitochromu wykazuje podobienstwo do tej kinazy
[36], Co wiecej, w 1997 r. ukazaty sie prace, ktdre
dowiodty, ze sinice (Cyanobacteriae) zawierajg fitoch-
rom Cphl, bedacy regulowang przez S$wiatto dwu-
sktadnikowg kinazg histydynowga [36, 38].

To odkrycie nie pozwolito juz na dalsze lekcewaze-
nie poprzednich danych doswiadczalnych. Badacze
uwazajg wiec, ze wystepujacy u roslin fitochrom jest
najprawdopodobniej zmieniong w trakcie ewolucji
bakteryjng kinazg histydynowg. Elich i Chory
[36], rozwazajagc mechanizm dziatania fitochromu
sugeruja, ze kinaza stanowigca integralng cze$¢ recep-
tora prowadzi badz fosforylacje seryny. badz (co jest
narazie jedynie spekulacja) fosforylacji ulega histydy-
na, po czym nastepuje przeniesienie grupy fosforano-
wej na reszte seryny.

Pomimo intensywnych badan mechanizm dziatania
fotochromu jest zatem daleki jeszcze od wyjasnienia.
Receptor ten nie moze by¢ zaliczony do receptorow
zawierajgcych kinaze serynowga. Na pytanie: czy fitoch-
rom jest kinazag histydynowga? odpowiedZ brzmi: jesli
jest, to jest to atypowa kinaza [36]. Nie wykazano
bowiem fosforylacji histydyny, a gdyby zachodzita to
przeniesienie reszty fosforanowej nastepowatoby na
reszte seryne, a nie na kwas asparaginowy. Nie wiado-
mo takze czy i w jaki sposdb fitochrom wspdtdziata
z biatkiem G.

Reasumujagc, niniejsza praca pokazuje jak bardzo
wzrosta ijak bardzo jest jeszcze niekompletna wiedza
0 przekazywaniu sygnatéw w komorkach roslinnych.
Wykazuje, ze przekazywanie sygnatow w Swiecie roslin
zawiera wiele elementéw podobnych do wystepujg-
cych w $wiecie zwierzat. Sa nimi receptory bionowe,
biatkowe kinazy i fosfatazy, zalezne od potencjatu
kanaty, czy wtérne przekazniki informacji. Dodat-
kowo jednak roslinne szlaki przekazywania sygnatéw
zawierajg elementy typowe dla organizméw bakteryj-
nych, jak dwu sktadnikowy system biatek receptoro-
wych z kinazg histydynowg. Dane te, a szczegélnie
badania nad fitochromem uwidaczniajg, Zze w procesie
ewolucji rosliny wytworzyty swojg wtasng droge prze-
kazywania sygnatéw w komérce. Jednoczeé$nie, podo-
bienstwo poszczegdlnych elementéw szlakéw przeka-
zywania informacji u roslin, bakterii, drozdzy, owadéw
1ssakéw wskazuje niezbicie na jednorodnos$¢ Swiata
organicznego.

Artykut otrzymano 18 grudnia 1997 r.
Zaakceptowano do druku 30 marca 1998 r.
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CD45, antygen z aktywnoscig fosfatazowa, budowa;
dziatanie i rola w aktywacji limfocytow T

The CD45 antygen with phosphatase activity; structure and
function in the T-cell activation
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Wykaz stosowanych skrétéw: CD kompleks roznicujacy koproteina (ang. glikoprotein); LCA — wsp6lny czynnik

(ang. cluster of differentiation); CD45AP - biatko zwigzane lekocytédw (ang. leucocyte common antygen); LPAP — fos-

z CD45 (ang. CD45 associated protein), EGF — naskérkowy fobiatko limfocytéw zwigzane z fosfatazami (ang. lymphocyte

czynnik wzrostowy (ang. epidermal growth factor); gp — gli- phosphatase-associatedphosphoprotein); MHC biatko zgo-

dnosci tkankowej (ang. major histocomatihility complex);
N-CAM — (ang. neutral cell adhesion molecule); PDGF'

1 Mgr, 2 prof. dr hab, Zaktad Biochemii, Instytut Biologii — plytkopochodny czynnik wzrostowy (ang. platelet derived
Ogoblnej i Molekularnej, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, growth factor); PLC - fosfolipaza C (ang. phospholipase C);
Uniwersytet Mikotaja Kopernika ul. Gagarina 7, 87-100 PKC kinaza biatkowa C (ang. protein kinase C); TCR
Torun receptor limfocytéw T (ang. T-cell receptor).
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I. Wstep

Obszerna wiedza o kinazach fosfoproteinowych iich
kluczowym znaczeniu w regulacji przemian metaboli-
cznych w ostatnim dziesiecioleciu zostata uzupetniona
wynikami intensywnie prowadzonych badan nad fos-
fotazami fosfoproteinowymi [1-3].

Fosfotazy fosfoproteinowe mozna podzieli¢ na dwie
grupy: enzymy specyficzne w stosunku do miejsc
tyrozynowych (typu 1) oraz do miejsc serynowych
i treoninowych biatek (typu II). WS$réd populacji
fosfotaz typu | mozna wyr6zni¢ podpopulacje biatek
rozpuszczalnych (cytosolowych, jadrowych itp.), jak
itypu receptorowego, ktére ogélnym planem budowy
przypominajg receptory btonowe wykazujgce aktyw-
nos$¢ kinazowga specyficzng do miejsc tyrozynowych.
Tego typu kinazami sg tak wazne i dobrze poznane
biatka btonowe, jak receptor naskérkowego czynnika
wzrostu (EGF), insulinopodobnego czynnika wzrostu,
ptytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGF) itp. Sze-
roki przeglad dotyczacy fosfotaz typu | zardwno
rozpuszczalnych, jak i receptorowego planu budowy
zwigzanych z aktywacjg limfocytow znajdzie czytelnik
w pracy [4],

W okresie od 1988 do 1992 roku wyodrebniono
i scharakteryzowano 30 réznych fosfotaz fosfoprotei-
nowych, isklonowano 15 fosfotaz typu receptorowego
cyt. za [5, 6].

Do znaczacych osiagnie¢ w dziedzinie poznania
molekularnych wtasciwosci fosfotaz fosfotyrozyno-
wych mozna zaliczy¢ okre$lenie krystalicznej struktury
fosfotazy fosfotyrozynowej z serca wotu [7], nastepnie

Tabela E

zwatroby wotowej [8] oraz poznanie powigzan struk-
turalno-funkcjonalnych sekwencji centrum katalitycz-
nego [9, 10], Wykazanie w 1988 roku wysokiej homo-
logii (siegajacej 40%) cytosolowych domen CD45
z sekwencjg domeny katalitycznej fosfotazy PTB1B
pochodzacej z tozyska ludzkiego [11] przyczynito sie
do wykrycia aktywnos$ci fosfotazowej CD45 [ 12] i byto
przetomowym wydarzeniem w badaniach jego roli
w procesach immunologicznych. Poza tym, odkrycie
to, jako pionierskie, otworzyto droge do badan innych
biatek transmembranowych o aktywnosciach fosfota-
zowych.

Antygen CD45 jest transmembranowg glikoprotei-
ng wystepujacg na powierzchni wszystkich jgdrzastych
komdrek hematopoetycznych, w tym na niedojrzatych
erytrocytach. Zanika on natomiast w ich formach
dojrzatych i nie wystepuje na powierzchni ptytek krwi
[13], W tabeli 1 podano wykaz fosfotaz transmemb-
ranowych icytosolowych typu | wystepujacych w ko-
moérkach hematopoetycznych [14-30],

Zanim antygenowi CD45 zostata nadana obecnie
obowigzujgca nazwa byt nazywany w nastepujacy
spos6b: LCA, B-220, T-200, Ly-5 [13, 31-34], Zrodto-
stowy kazdej z nich nawigzujag do innej charakterys-
tycznej cechy tego biatka. LCA- jest skrotem od
angielskiej nazwy leucocyte common antygene. Nazwa
B-220 i T200 odzwierciedla stan wiedzy sprzed 20 lat,
kiedy rézne izoformy CD45 traktowano jako odrebne
biatka i posta¢ o masie 220 kD wystepujacg na
powierzchni limfocytéw B nie utozsamiano z r6znymi
izoformami enzymu wystepujgcymi na limfocytach T.
Symbolem Ly-5 byt oznaczany homologiczny antygen

Wyka/ fosfotaz fosfoproteinowych wystepujacych w komdérkach hematopoetycznych.

Nazwa

Transmembranowe CD45

PTP?
PTPr

Cytozolowe SHP

PTP1C. HCP. SHC. PTPH

He PTP
TC-PTP
PTP IB
MEG-1
MEG-2
cdc25

PAC-1
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i Odnos$nik
Wystepowanie literaturowy
Wszystkie komérki hcmopoety- [3. 6-19]
czne
Szeroko rozpowszechnione
Szpik kostny
Komérki limfoidalne i mieloidal- [19-31]

nc

Komérki limfoidalne i mieloidal-
ne

Komérki limfoidalne

Szeroko rozpowszechnione

Szeroko rozpowszechnione

Megakariocyty

Megakariocyty

Szeroko rozpowszechnione

Komérki limfoidalne
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podlegajacy ekspresji w mysich leukocytach.

O waznos$ci CD45 w procesach immunologicznych,
Swiadczy¢ moze chociazby jego wysoki, mniej wiecej
dziesiecioprocentowy udziat w catkowitej masie po-
wierzchniowych glikoprotein limfocytéw, a przede
wszystkim potwierdzony w wielu uktadach doswiad-
czalnych fakt niezbednos$ci tego antygenu w procesie
aktywacji limfocytow BiT oraz komérek NK imakro-
fagow. Eksperymenty, przeprowadzane z zastosowa-
niem technik inzynierii genetycznej wykazaty brak
proceséw aktywacji w liniach komoérek nowotworo-
wych nie wyrazajacych CD45 (np. Jurkat, HPB.ALL)
oraz korelacje miedzy przywro6ceniem zdolnos$ci eks-
presji tego antygenu, a pojawieniem sie zdolnosci do
aktywacji. Eksperymenty te zostaty doktadniej opisane
w réznych artykutach przeglagdowych [31, 35-38].
Warto wspomnieé, ze oprécz tego CD45 odgrywa
znaczgcg role w procesach apoptozy limfocytéw idoj-
rzewania tymocytow w grasicy [39-41], Udziat CD45
w apoptozie i dojrzewaniu wydaje sie by¢ oczywisty
w Swietle tego, ze zaréwno w procesie aktywacji,
apoptozy. jak i dojrzewania tymocytéw bierze udziat
podobny zestaw antygendéw powierzchniowych tych
komoérek oraz biatek zaangazowanych w procesy
przekaznictwa wewnatrzkomdérkowego. Podobien-
stwa oraz réznice w przebiegu tych proceséw, problem
okres$lania punktéw dywergencji oraz konwergencji
poszczeg6lnych ciggéw przemian wtoérnego przekaz-
nictwa w nie zaangazowanych sg od pewnego czasu
przedmiotem intensywnych badan [42-45],

I1. Struktura molekularna CD45

W potowie lat osiemdziesigtych okres$lono pierw-
szorzedowa strukture CD45 szczura, myszy icztowie-
ka z sekwencji nukleotydowej DNA [46-49],

Charakterystycznag cechg budowy molekularnej
CD45 jest obecnosé w domenie zewnatrzkomérkowej
produktow trzech N-terminalnych egzonéw (oznacza-
nych jako 4, 5. 6 lub A, B, C) podlegajacych procesowi
zréznicowanego sktadania (alternative splicing). W za-
leznos$ci od wersji w jakiej zostata ztozona dana
izoforma CD45, jego masa czgsteczkowa moze przyj-
mowac¢ wartosci z zakresu 180-220 kD [13, 31].

Wielkos¢ masy czasteczkowej zalezy takze od stop-
nia glikozylacji enzymu, uwarunkowanej obecnoscia
reszt aminokwasowych ulegajacych glikolyzacji, co
z kolei jest rowniez zwigzane z rodzajem ztozenia
egzonow podlegajacych zjawisku alternatywnego skta-
dania. Procesowi N- i O-glikozylacji mogg bowiem
podlegaé¢ produkty ekspresji eksonow 3-8. Od sposobu
glikozylacji uzalezniony jest nastepujacy po niej proces
sjalilacji, ktory wptywa wydatnie na zmiany tadunku
i catkowitej dtugosci czgsteczki CD45. W zaleznos$ci od
rodzaju izoformy enzymu podlegajacej ekspresji, dtu-
go$¢ czasteczki biatka waha sie w szerokim przedziale
od 28 do 55 nm. Dane te uzyskano przy pomocy
obserwacji mikroskopowych [50],
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Stwierdzono réwniez zalezno$ci pomiedzy rodzajem
izoformy (a co za tym idzie dtugos$cig tancucha cuk-
rowcowego) podlegajacej ekspresji w limfocytach, a ich
stanem czynno$ciowym. Proces aktywacji limfocytow
T powoduje przetaczenie prowadzgce do zmiany eks-
presji CD45 z izoformy wysokoczasteczkowej na nis-
koczgsteczkowg [51], Informacje o mechanizmach
takiego przetaczania ekspresji dokonujgcego sie
z udziatem czynnika transhamujgcego opisany zostat
w artykule Rothsteina i wsp. [52], W innych
komorkach hematopoetycznych nie stwierdzono zréz-
nicowania ekspresji opisywanego antygenu. | tak
w limfocytach B syntetyzowna jest jedynie ich forma
wysokoczgsteczkowa o masie 220 kD. podczas gdy
makrofagi wyrazajg forme niskoczgsteczkowg [53],

Wspomnie¢ jeszcze wypada, ze wystepowanie po-
wstajgcych w wyniku splicing’u odpowiednich form
CD45 koreluje takze z innymi poza aktywacja lim-
focytow zjawiskami, takimi jak dojrzewanie limfocy-
tow w grasicy i procesy apoptozy zachodzace w réz-
nych stadiach rozwojowych tych komorek. 1 dla
przyktadu rozwijajgce sie w grasicy tymocyty CD4 +,
CD8" znakuja sie formg niskoczgsteczkowg [38], Do
identyfikacji izoform stosuje sie przeciwciata mono-
klonalne o wysokim powinowactwie do poszczeg6l-
nych produktéw splicing’u, stad tez przyjeto si¢ nazew-
nictwo pochodzace od nazw tych przeciwciat. Wiek-
szo$¢ autoréw przyjmuje, ze liczba mozliwych ztozen
tych egzondéw u cztowieka wynosi 8, tak wiec mamy
odpowiednio formy wigzgce specyficznie przeciwciato
dla wysokoczgsteczkowej postaci enzymu zapisywane
sg W postaci CD45R(ABC) dla formy wysokoczgstecz-
kowej, CD45R(0) dla formy niskoczgsteczkowej, a dla
form posrednich (posiadajacych tylko jeden lub dwa
egzony) np. CD45R(A) [31] itp.

W obrebie domeny zewngtrzkomoérkowej CD45 za
regionem podlegajacym glikozylacji (rozpatrujgc poli-
peptyd od N-konca) znajdujg sie dwa rejony bogate
W reszty cysteinowe [54], Poza tym stwierdzono, ze
niektore domeny czesci zewngtrzkomoérkowej wyka-
zujg pewne podobieAstwo do czgsteczek adhezyjnych
N-CAM (neural celi adhesion molecule) [55].

W skiad mato zmiennej czeSci wewnagtrzkomor-
kowej, ktora stanowi 2/3 dtugosci tancucha polipep-
tydowego CD45, wchodzi okoto 700 reszt amino-
kwasowych. Znajdujg sie to dwie domeny o sekwencji
charakterystycznej dla centrum katalitycznego fos-
fotaz fosfotyrozynowych: DI — proksymalna w sto-
sunku do btony komoérkowej i D2 — dystylna w sto-
sunku do btony, przedzielone sekwencjg kilkudziesie-
ciuaminokwaséw [13], przy czym aktywnos$¢ katality-
czng wykazuje gtéwnie domena D 1 Opinie badaczy co
do ewentualnego udziatu domeny D2 w procesie
katalitycznym sg podzielone [31, 56-60], Sekwencja
aminokwasow centrum katalitycznego, jak i mecha-
nizm dziatania jest w duzym stopniu konserwatywny
dla wszystkich fosfotaz fosfotyrozynowych. Nie jest
ona natomiast homologiczna do domeny katalitycznej
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fosfotaz typu Il, co $Swiadczy o braku pokrewienstwa
pomiedzy fosfotazami typu lill. Jest to o tyle ciekawe,
zeobydwa typy sg spokrewnione ze sobg [3, 58], Cechg
charakterystyczng domeny Kkatalitycznej wszystkich
fosfotaz typu | jest wystepowanie konserwatywnego
motywu o dtugosci okoto 250 reszt aminokwasowych.
W obrebie tej stosunkowo diugiej sekwencji najwaz-
niejszg role petni odcinek ,minimum?” tworzacy petle
katalityczng (obecny jest on takze w tzw. niskoczas-
teczkowych fosfotazach fosfotyrozynowych o masie
okoto 18 kD). Zawiera on reszte cysteinowg w na-
stepujagcym motywie consensusowym: I/VHCXAG-
XxXRS/TG (x-oznacza dowolng reszte aminokwasowg).
Liczne badania wykazaty udziat reszty cysteinowej
w procesie katalizy w charakterze czynnika nukleofilo-
wego; umozliwiajagcego stworzenie przejSciowego wig-
zania z fosforem grupy ortofosforanowej. Szersze infor-
macje na temat roli poszczeg6lnych resztaminokwaso-
wych w mechanizmie katalizy moze czytelnik znalez¢
w pracy Zhanga i wsp. [10], Bar forda [9],
Davis’a i wsp. [61] oraz czeSciowo w pracach
przeglagdowych Charbonneau i Tonksa oraz
Schaapvelda [3, 6],

Domena wewnatrzkomorkowa moze podlegaé fos-
forylacji typu Il. Wielkim postepem wydaje sie by¢
podjecie przez Kanga i wsp. [62] proby roz-
wigzania nietatwego zadania okreSlenia lokalizacji
miejsc fosforylacji in vitro i in vivo. Badania prze-
prowadzono z uzyciem szeregu klasycznych i nowo-
czesnych metod (jak np. matrix-assisted laser desorp-

Produkty eksonow A, B, C '
(4, 5, 6) podlegajacych

zréznicowanemu skiadaniu

Blona
komérkowa

Ryc. 1. Schemat budowy molekularnej
antygenu CD45. Po prawej
stronie schematu podano nu-
mery wskazujace na pozycje
reszt aminokwasowych w sto-
sunku do N-konca. liczby w ra-
mkach oznaczajg reszty amino-
kwasowe (Ser badz Thr) pod-
legajace fosforylacji typu II.
Szczegdlty w tekscie.

Rejon podlegajacy
fosforylacy typu Il

Przypuszczalna rola w
regulacyr aknwnosci -
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tion/ionization mass spectrometry). Dzieki ich zastoso-
waniu udato sie zidentyfikowaé 4 miejsca fosforylacji
typu Il in vivo, jednym z nich jest miejsce Ser 939
znajdujgce sie w obrebie domeny katalitycznej D2.
W fosforylacji in vitro tego miejsca uczestniczy PKC.
W obrebie C-koncowej partii tzw. ,ogona” wystepuja
jeszcze 3 miejsca fosforylacji zachodzgcej in vivo, przy
czym nie ustalono jaka z kinaz katalizuje fosforylacje
in vivo tych reszt [62], Oprécz miejsc fosforylacji
Il zidentyfikowano takze miejsca dla fosforylacji
| [38, 63],

Charakterystyczng cechg wewngtrzkomoérkowej do-
meny CD45 jest wystepowanie diugiego (ok. 100
aminokwaséw) ,ogona” peptydowego ciggnacego sie
za domenami DI i D2. Na rysunku przedstawiono
schemat struktury antygenu CD45 (Ryc. 1)

I1l. Powigzania strukturalno-funkcjonalne
poszczegbdlnych domen CD45

Ogdlny plan budowy CD45 przypomina plan budo-
wy receptorow btonowych wykazujgcych aktywnos$é
kinaz fosforozynowych. Ponadto domena zewnatrz-
komdérkowa opisywanego antygenu posiada pewne
domeny homologiczne do domen odpowiedzialnych
w innych biatkach za wigzanie specyficznych ligandéw.

Fakty te sktonity wielu badaczy do poszukiwania
czgsteczek spetniajgcych takg funkcje w odniesieniu do
CD45. Jak dotychczas mimo intensywnych poszuki-
wan nie udato sie znalez¢ czasteczki, ktora by spetniata

7Rcv|0nrpodlegajqcy glikozylacji

\fieysce odziatywania z antygenem (‘022

Rejon bogaty w reszty cysteinowe

Sugerowana rola w dimeryzacji czasteczki

Domena DI

Pewne danz, co do
udziatu w procesie
katalizy

978 —_———
Domena D2

Przvpuszczaina rola w regulacji
aktywnoscr 1 udziat w nadawaniu
specvficznadei substratowej

- -

—{ 1246
SED

1268




kryteria specyficznego liganda domeny zewnatrzko-
mdrkowej wptywajgcego na aktywno$¢ enzymatyczng
domeny wewnatrzkomérkowej. Przez jaki$ czas an-
tygen CD22 podlegajacy ekspresji na powierzchni
limfocytow B uznawany byt za czynnik specyficznie sie
z nig wigzacy. Wkrdétce jednak okazato sie, ze CD22
jako lektyna wigze sie niespecyficznie z wszystkimi
czasteczkami zawierajagcymi w swej budowie a 2,6
kwas sjalowy [64-67]. Poza tym uzyskane do tej pory
dane wskazujg na brak udzialu domeny zewnatrz-
komoérkowej w przenoszeniu pobudzenia poprzez bto-
ne komérkowga, a wiec w realizacji podstawowej
czynnos$ci charakterystycznej dla klasycznych recep-
toré6w btonowych. Innymi stowy aktywnoé¢ fosfotazo-
wa domeny wewnagtrzkomorkowej nie zalezy najpraw-
dopodobniej od stanu czynno$ciowego domeny ze-
wnatrzkomoérkowej CD45. To, ze sygnat zewnatrz-
komoérkowy nie jest w og6le konieczny dla aktywacji
enzymu Swiadczy fakt, ze CD45 wyizolowany z btony
i nie zwigzany z zadnym ligandem wykazuje wysoka
konstytutywng aktywnos$¢ hydrolityczng [66, 68], Po-
nadto dla aktywnos$ci i funkcji CD45 obojetny jest
rodzaj czesci zewnatrzkomoérkowej. Udowodniono to
przy pomocy dosSwiadczen, w ktorych tworzono chi-
meryczne biatka. 1tak na przyktad komoérki posiadajg-
ce domene wewnatrzkomoérkowg CD45 skojarzong
z domeng zewnatrzkomo6rkowa kinazy p60csc zacho-
waty zdolno$¢ do aktywacji na skutek stymulacji
receptora TCR przeciwciatami. Podobne wyniki uzys-
kano w wypadku biatka hybrydowego posiadajgcego
zewngtrzkomdérkowag domene MHC klasy | [69-71],
Ciekawsze wyniki daty doswiadczenia z chimera
CD45-REGF. W sytuacji braku podawania EGF
wyniki doswiadczenia byly podobne do poprzednio
opisanych. Natomiast podanie tego czynnika wzros-
towego jednocze$nie ze stymulacjg receptora limfocy-
tow T owocowato zmniejszeniem poziomu aktywacji
limfocytéw, najprawdopodobniej na skutek dimeryza-
cji zewnatrzkomoérkowych domen pochodzacych z re-
ceptora dla EGF. Mozna wiec przypuszczac, ze dime-
ryzacja chimer CD45REGF wptywa na rozprzezenie
aktywacji TCR ze szlakiem sygnalizacji prowadzgcej
do aktywacji limfocytéw, najprawdopodobniej przez
wytaczenie aktywnosci fosfatazowej opisywanej chi-
mery). W tym miejscu przypomnieé mozna, ze dimery-
zacja natywnej czasteczki zewngtrzkomoérkowej do-
meny REGF powoduje indukcje przekaznictwa (a nie
hamowanie jak w wypadku CD45) na skutek wtacze-
nia aktywnos$ci kinazowej (cyt. za 38).

Obecne w natywnej domenie zewngatrzkomdrkowej
CD45 regiony bogate w reszty cysteinowe moglyby
stuzy¢ potencjalnej dimeryzacji. Jednak trzeba pod-
kres$li¢, ze takiego zjawiska nie zaobserwowano w od-
niesieniu do natywnego antygenu [54], Poszukiwania
naturalnego, specyficznego liganda nadal jednak trwa-
ty. W ich wyniku powstat dosy¢ dtugi rejestr r6znych
biatek, ktére oddziatuja z domeng zewnatrzkomor-
kowa lub domeng wewngtrzkomdérkowa antygenu
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CD45 (oddziatywania z czescig wewnatrzkomoérkowg
sg szerzej omoéwione w nastepnym podrozdziale).
Ws$réd substancji endogennych, dla ktérych stwier-
dzono oddziatlywanie z domeng zewnatrzkomdrkowa
CD45 jest glikoproteina gp 116 [72], Istniejg réwniez
dane Swiadczace o mozliwos$ci oddziatywania natury
adhezyjnej CD45 na powierzchni komo6rek hemato-
poetycznych znajdujacych sie w szpiku kostnym ze
sktadnikiem substancji miedzykomdrkowej — siar-
czanem heparanu [73].

Dotychczas zgromadzone dane doswiadczalne wy-
dajg sie wskazywacC na utrate przez domene zewnatrz-
komorkowg CD45 w ciggu molekularnej ewolucji
funkcji transmitowania sygnatu na rzecz regulacji sity
oddziatywania, pomiedzy receptorami generujagcymi
sygnat | (TCR, CD4) i prezentowanym za pos$rednic-
twem MHC antygenem. Niewyjasniong kwestig, jak
dotychczas pozostaje, czy gtownym czynnikiem regu-
lujgcym oddziatywania identyfikacyjne jest zalezny od
izoformy ujemny tadunek reszt kwasu sjalowego, czy
stwarzany przez te ugrupowania zmienny dystans
pomiedzy kooperujgcymi komérkami [38, 74],

Z doswiadczen z uzyciem réznych monoklonalnych
przeciwciat specyficznych w stosunku do rdznych
regiondw CD45 wynika, ze zwigzanie niektdrych
z nich powoduje zahamowanie proliferacji zaréwno
limfocytow T, jak i produkcji immunoglobulin przez
limfocyty B. Pewne przeciwciatla moga jednak stymu-
lowa¢ proliferacje indukowang czynnikami mitogen-
nymi in vitro, a jeszcze inne przeciwdziata¢ agregacji
komdérkowej [76, 77]. Wyniki eksperymentéw z chi-
merami prowadzg wprost do wnioskow o dominujgcej
»mechanicznej" roli domeny zewngtrzkomdérkowej
CD45 w identyfikacji immunologicznej. Natomiast
doswiadczenia z przeciwciatami monoklonalnymi spe-
cyficznymi dla rdéznych rejonow CD45 nie stoja
w sprzecznos$ci z tg tezg, czeéciowo jg nawet potwier-
dzajac. Nie wykazaty one bowiem bezposredniego
wptywu wigzania przeciwciat do opisywanej domeny
na aktywnos$¢ fosfotazowg, natomiast wykazaty nega-
tywne oddziatywanie na agregacje komérkowa, a wiec
zjawiska koniecznego do zajScia procesu kooperacji
immunologicznej komorek.

O ile w przypadku domeny zewngtrzkomdérkowej
powigzanie poszczeg6lnych domen z ich funkcjg wcigz
jeszcze nie jest do konca wyjasnione, o tyle w od-
niesieniu do domeny wewngtrzkomoérkowej mozemy
powiedzie¢, ze funkcja przynajmniej jednej domeny

- DI jest dobrze poznana. Pewne jest jak to juz to
zostato zasygnalizowane na poczatku tego artykutu, ze
domena ta bierze udziat w przekazywaniu informacji
od zaktywowanego TCR na inne biatka, co ostatecznie
prowadzi w gtdwnej mierze do aktywacji genomu.
Najpierw jednak ma miejsce sekwencja procesow tzw.
wczesnej sygnalizacji opartej na odwracalnej fosforyla-
cji reszt fosfotyrozynowych biatek najczesciej sprzezo-
nych z odgrywajacymi centralng role w procesach
wczesnej sygnalizacji transmemebranowymi biatkami
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TCR i CD4 [38] (patrz tez. Ryc. 2). Sekwencja wyda-
rzen zachodzacych w ramach procesu wczesnej syg-
nalizacji jest przedstawiona na rycinie 3. Proces ten
kohAczy sie przetgczeniem na sygnalizacje typu |l
zwigzang z odwracalng fosforylacja miejsc serynowych
i treoninowych biatek prowadzacg do mobilizacji
wapnia wewngtrzkomérkowego. ,Zwrotnica” powo-
dujacg przetaczenie miedzy tymi dwoma szlakami jest

*TCR+CDA4 |

'____4 ( *')56lck |

| pS6'™* | |

g\

\
)
/

Rvc. 3. Sekwencja wydarzen prowadzacych do aktywacji PLC-yl
i mobilizacji jonéw wapnia w limfocytach T © — reszta
ortofosforanowa zwigzana z odwracalng fosforylacja typu I,
linig ciagta pznaczono procesy fosforylacji, linia przerywa-
na, procesy defosforylacji. *TCR + CD4 — zaktywowany
kompleks receptora TCR i antygenu CD4 (dotyczy lim-
focytéow T-pomocniczych), *p56ltk — zaktywowana kinaza
lek, fCa2+ — podwyzszony poziom jonéw' wapnia we-
wnatrzkomorkowego. Szczegéty w tekscie.
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Wybrane antvgeny powierzchniowe i enzymy podbtonowe zaan-
gazowane w proces kooperacji limfocytéw B i T oraz zjawiska
wcezesne) sygnalizaci.

jedna z izoforma fosfolipazy C-PLCyl.

Z ryciny 3 wynika, ze specyficznymi substratami dla
wewngtrzkomorkowej domeny DI CD45 wykazujacej
aktywno$¢ fosfotazowg sga kinazy z rodziny sre, przy
czym w samym systemie nie budzi watpliwoséci udziat
jedynie p56Ick podczas gdy rola bardzo podobnej do
niej kinazy p59fyn nie jest jak dotagd do konca wyjas-
niona. Jak sugeruje Neel, [4] p56lk mogtaby byé
kinazg o nizszym powinowactwie istanowi¢ jak gdyby
odwodowg linie sygnalizacyjng uruchamiang ,,awaryj-
nie”. W ten sposob przyczynia¢ miataby sie do dodat-
kowego wzmocnienia sygnatu. Warto nadmienié, ze
jak dotad obydwie kinazy sg jedynymi zidentyfikowa-
nymi naturalnymi substratami dla catej populacji
fosfotaz typu receptorowego [6], Katalizowana przez
CD45 defosforylacja konserwatywnej reszty amino-
kwasowej (Tyr505) kinazy p56Ilk prowadzi do ak-
tywacji enzymu i umozliwia najpierw fosforylacje
podjednostki ¢ kompleksu CD3, a nastepnie ufos-
forylowania kinazy Zap70, ktéra ostatecznie dopro-
wadza do ostatniego etapu wczesnej sygnalizacji po-
przez — fosforylacje PLCy [42, 44-46], Skoro jednak
nie stwierdzono udziatu domeny zewngtrzkomorko-
wej w procesie wigczania i wytgczania aktywnosci
enzymu, to narzuca sie pytanie: dzieki jakiemu mecha-
nizmowi nie dochodzi do ciagtej defosforylacji kinazy
p56Idki ciggtej mobilizacji wapnia? Najprawdopodob-
niej jeden z mechanizméw regulacyjnych polega na
zwrotnym zahamowaniu aktywnosci CD45 poprzez
podwyzszony poziom wapnia wewngtrzkomdrkowe-
go. Dzieje sie tak na skutek aktywacji fosfotazy
fosfoproteinowej typu Il kalcyneuryny, enzymu zalez-
nego od wapnia i kalmoduliny [13]. Poza tym czyn-
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nikiem nie dopuszczajacym do ciggtej indukcji wczes-
nej sygnalizacji jest niedostepnos$¢ kinazy p56Ick ktora
w stanie spoczynku jest zwigzana z antygenem CDA4.
Zmiana konformacji CD4 na skutek oddziatywania
z MHC kooperujacej komorki powoduje spadek jego
powinowactwa do kinazy p56Idkijej udostepnienie dla
fosfotazy CD45 [26],

Kwestig otwartg jest sprawa braku absolutnej spe-
cyficznosci DI CD45 do kinaz typu src. Stwierdzono
bowiem, ze fosfotaza ta wykazuje réwniez aktywnos¢
w stosunku do takich sztucznych substratow jak
fosforan modyfikowanego chemicznie lizozymu, cho-
ciaz aktywno$¢ jej jest znacznie nizsza niz innych
fosfotaz [11]. Przypuszcza sig, ze r6zne sekwencje
rozbudowanego C-konca majg na celu m.in. zapew-
nienie wysokiego powinowactwa w stosunku do sub-
stratu. Takag role przypisywano przede wszystkim
domenie D2. Miataby ona rozpoznawac¢ okreslone
sekwencje itaczy¢ sie znimi umozliwiajac prowadzenie
katalizy domenie D 1, sama pozostajagc milczaca katali-
tycznie.

Pewna role w regulacji aktywnosci enzymatycznej
oraz w regulowaniu dostepnos$ci substratu moga row-
niez odgrywac interakcje domeny wewngtrzkomar-
kowej z réznymi biatkami. Najpowazniejszym kan-
dydatem do spetniania takich ww. funkcji jest biatko
CD45AP (CD45-associated protein) o masie 32 kD
zwane réwniez CD45AP [78], W jego przypadku na
podstawie budowy, mozna nawet formutowac przypu-
szczenia do charakteru jej dziatania, poniewaz posiada
ono domene WW, podobng w charakterze funkcjonal-
nie do domeny SH3. Sekwencja WW tez bowiem jest
odpowiedzialna za rozpoznawanie podobnych sekwen-
cji biatkowych (bogatych w reszty proliny). CD45AP
mogtoby wiec rekrutowac¢ biatek do miejsca rozpoz-
nawanego przez WW. By¢ moze zadaniem CD45AP
jest zblizanie enzymu do jego substratu- kinazy p56ick
Stwierdzono takze oddziatywanie CD45 z biatkiem
cytoszkieletarnym-fodrynag [4],

Otwarty pozostaje ciggle problem okre$lenia roli
innych poza wskazanymi kinazami endogennych sub-
stratéw. Istniejg dane, ze takim substratem mogtoby
by¢ wspomniene wyzej biatko CD45AP. Poza tym
wskazuje sie na podjednostke ~CD3 jako na fosfo-
proteing mogacg odgrywac taka role [79], albowiem
biatko to jest substratem dla aktywowanej przez CD45
kinazy p56kk (patrz Ryc. 3).

IV. Zakonczenie

Z omoéwionych wyzej prac wynika iz w okresie
ostatnich dziesieciu lat, tzn. od wykrycia w 1988 roku
aktywnos$ci fosfotazowej domeny DI poznawano do-
sy¢ szczeg6towo jego strukture i role w procesach
wczesnej sygnalizacji w limfocytach T. Podkreslic¢
w tym miejscu nalezy, ze CD45 petni wazng role takze
w procesach sygnalizacyjnych przebiegajacych w in-
nych leukocytach, jednak z uwagi na ograniczone
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rozmiary tego artykutu zawezono jego tre$¢ do proce-
sow zachodzacych w trakcie aktywacji limfocytow T.

Ciekawg, cho¢ wcigz nie w petni potwierdzong
wydaje sie byé hipoteza o utracie funkcji transmitowa-
nia sygnatu z zewnatrz do wnetrza komoérki przez
domene zewnatrzkomo6rkowg CD45 na rzecz regu-
lacji sity oddziatywania pomiedzy kooperujgcymi
komérkami.

Artykut otrzymano 20 pazdziernika 1907 r.
Zaakceptowano do druku 30 marca 1993 r.
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Wptyw immunomodulatorow typu M DP na sekrecje

| aktywnos¢ cytokin

Influence of immunomodulators of the type MDP on secretion

and activity of cytokines
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ALEKSANDER M. KOLODZIEJCZYKS3

Spis tresci:
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Il. Badania in vitro i in vivo
I1l. Wstepne badania kliniczne
1V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotéow: GM-CFU — komérka tworza-
ca in vitro kolonie neutrofilowo-makrofagowe (colony for-
ming units — C); CSA — aktywno$¢ pobudzajgca tworzenie
kolonii (colony stimulating activity), CSFs  czynnik stymu-
lujacy kolonizacje (colony stimulating factor): ConA — Con-
canavalina A: FAF — czynnik aktywujgcy fibroblasty (fibro-
blast activating factor), G-CSF — czynnik stymulujacy
wzrost kolonii granulocytow (granulocyte colony stimulating
factor): GM-CSF czynnik stymulujacy wzrost kolonii
granulocytow i makrofagéw granulocyte-macrophage colony
stimulating factor): IL-1 inteiieukina 1 IL-I RA an-
tagonistyczny receptor IL-1 (IL-I receptor antagonist): IL-1/i
interleukina 1/i; IL-2 - interleukina 2; 1L-6 — inter-
leukina 6; IL-8 interleukina 8; IFN-x interferon alfa;
L18-MDP(Ala) — iV-acetylomuramylo-6-O-stearoilo-L-ala-
nylo-D-izoglutamina; LIF — czynnik hamujgcy migracje
leukocytow (leukocyte inhibitory factor): MAF — czynnik
aktywujgcy makrofagi (macrophage activating factor): MDP
- muramylodipeptyd (N-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-
izoglutamina); MDP(L-Ala)C921 — ester metylowy
1-0-benzylo-6-0-[iV( r-nitroakrydylo-9')-/i-alanylo]-/V'-ace-
tylo-muramylo-L-alanylo-D-izoglutaminy; MDP-Lys(LI8)
Ar2(/V-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-izoglutamylo)-Af
-stearoilo-L-lizyna; M-CSF — czynnik stymulujacy wzrost
kolonii makrofagéw (macrophage-colony stimulating factor):
MTP-PE — /V-acetylomuramylo-L-alanylo-D-izoglutamy-
lo-L-alanylo-2-(r2’-dipalmitoilo-sn-glicerolo-3’-hydroksy-
fosforyloksy)-etyloamid; MDP-GDP — 1-0-(/V-acetylo-
muramylo-L-alanylo-D-izoglutamylo)-2,3-0-dipalmitoilo-
glicerol; MDPGBe-GDP ester n-butylowy 6-0-(/J,y-dipa-
Imitoiloglicerylo)-/V-acetylo-muramylo-L-alanylo-D-gluta-
miny; mMRNA -matrycowy albo informacyjny RNA; Mura-
butide — ester n-butylowy A-acetylomuramylo-L-alanylo-
D-glutaminy; nor-MDP — analog MDP nie zawierajacy
grupy metylowej w tancuchu bocznym kwasu muraminowe-
go; PAF - czynnik aktywujacy ptytki krwi (platelet ac-
tivating factor): rHuUlFN-}’— rekombinowany ludzki inter-
feron gamma; rMulFN-y —rekombinowany mysi interferon

1Dr inz.,, 2 mgr inz.,, 3 prof. dr hab. inz., Katedra Chemii
Organicznej, Politechnika Gdanska, ul. Narutowicza 11/12,
80-952 Gdansk
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gamma; SAA — biatko amyloidu A surowicy {serum amyloid
A protein): sSTNF-RII — rozpuszczalny receptor Il TNF
(soluble TNF-receptor Il): sSTNF-R rozpuszczalny recep-
tor czynnika martwicy nowotworu x (soluble tumor necrosis
factor x receptor): TCF — czynnik immunologicznej kontroli
wzrostu (tissue coding factor); TNF-x — czynnik martwicy
nowotworu X (tumor necrosis factor X).

I. Wstep

Cytokiny to nazwa ogdlna biatek wydzielanych
przez komorki i petnigcych role mediatorow miedzy-
komérkowych. Sa to biatka regulacyjne dziatajace na
dojrzewanie, aktywacje iré6znicowanie wielu komadrek,
w tym komoérek uktadu odpornosciowego. Wptywaja
na funkcje efektorowe komorek regulujagc w ten sposéb
przebieg odpowiedzi immunologicznej, pos$redniczg
w utrzymaniu homeostazy. Cytokiny budzg w ostat-
nich latach coraz wieksze zainteresowanie badawcze,
tym bardziej, ze coraz czeSciej znajdujg praktyczne
zastosowanie w terapii. Do najpopularniejszych nale-
zg: interferony (a, y), IL-2 i TNF-Xx, znane z tego, ze
probuje sie je bezpos$rednio wykorzysta¢ w terapii
nowotworéw, oraz cytokiny z grupy czynnikéw sty-
mulujgcych powstawanie kolonii, takich jak czynnik
stymulujgcy powstawanie kolonii granulocytéw (G-
-CSF), czy czynnik stymulujgcy powstawanie kolonii
granulocytow i monocytéw (GM-CSF), stosowane
w leczeniu ubocznych, zwigzanych z supresyjnym
wptywem na szpik, efektéw chemioterapii i radio-
terapii. Uzycie cytokin napotyka na wiele ograniczen,
utrudniajgcych stosowanie u cztowieka, miedzy in-
nymi, osobniczag efektywnos$¢ leczniczg, silne niepoza-
dane objawy uboczne, a nawet dziatanie toksyczne
w trakcie leczenia. Wystepowanie tych ograniczen
sktania do podejmowania préb stosowania terapii
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tagczonych, wykorzystujgcych efekt synergiczny, po-
zwalajagcy na obnizenie dawek ponizej progu toksycz-
nosci. Przeprowadzone dotychczas préoby ujawnity, ze
efekt taki wystepuje przy tgcznym podawaniu cytokin
z innymi cytokinami, monoklonalnymi przeciwciata-
mi, hormonami a takze innymi lekami [1, 2],

Celem opracowania jest przedstawienie wplywu
immunomodulatora typu MDP (N-acetylo-muramy-
lo-L-alanylo-D-izoglutaminy), najmniejszego adiu-
wantowo czynnego zwigzku zsyntetyzowanego na
wzOr naturalnego fragmentu $ciany komérkowej My-
cobacterium ijego analogébw na wydzielanie réznych
cytokin przez r6zne komorki. Muramylopeptydy wy-
kazujg szerokie spektrum aktywnos$ci biologicznej,
w tym aktywno$¢é immunostymulujgcg, zdolnos$¢ sty-
mulowania odpornos$ci niespecyficznej oraz dziatanie
przeciwnowotworowe i przeciwwirusowe [3-5], Im-
munoaktywne wiasciwosci muramylopeptydéw taczy
sie ze zdolno$cig do stymulowania lub hamowania
biosyntezy wielu cytokin [5-7],
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Il. Badania in vitro i in vivo

Dotychczasowe badania ujawnity, ze muramylopep-
tydy silnie aktywujg rozmaite funkcje monocytéow
i makrofagéw do wytwarzania i uwalniania szeregu
specyficznych cytokin. Wykazano, ze monocyty ludz-
kie stymulowane w warunkach in vitro hydrofilowa
pochodng nor-MDP 0,001-50 pg/ml) jednoczes$nie
z rHUlFN-y uwalniajg TCF odpowiedzialny za wtas-
noéci cytolityczne w stosunku do komoérek zmienio-
nych nowotworowo: ludzkiego czerniaka A375, raka
okreznicy HT-29, raka gruczotu krokowego PC-3,
oraz gruczolakoraka piersii MDA-MB468 i MDA-
-MB435S [8], MDP poprzez monocyty stymuluje
sekrecje induktoréow IL-6 (IL-1 iTNF-a) wielofunkcyj-
nej cytokiny, wytwarzanej przez komorki wielu typow
m.in. przez monocyty, fibroblasty, osteoblasty i osteo-
klasty. Istniejg doniesienia [9], ze MDP moze stymu-
lowa¢ powstawanie IL-6 na drodze bezposredniej
wptywajagc na mRNA na poziomie transkrypcji i po-
stranskrypcji. Oznaczone zostaty trzy rozne tancuchy
MRNA dla IL-6: 3,4kb mRNA, 1,6kb mRNA i I,4kb
mRNA, pojawiajace sie w cytoplazmie monocytow po
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stymulacji MDP [9], IL-6 wspdtdziata z innymi cyto-
kinami w aktywowaniu limfocytow T w kierunku
uwalniania IL-2 [9, 10], uczestniczy w réznicowaniu
komérek szpiku [11, 12], stymuluje hepatocyty do
produkcji biatek ostrej fazy [13], a takze poprzez IL-1
wpltywa na temperature organizmu [14]. W wyniku
stymulacji MDP oraz jego lipofilowej pochodnej
MTP-PE uczestniczy ona réwniez w ksztattowaniu
odpowiedzi immunologicznej poprzez réznicowanie
limfocytow B, przyspieszanie syntezy przeciwcial, in-
dukcje limfocytow Tcoraz wzrost liczby komdrek linii
plazmocytomy [15], MDP-Lys(L18) stymuluje ludz-
kie monocyty krwi obwodowej do uwalniania IL-6
takze w warunkach in vitro [17], W Katedrze His-
tologii A.M. w Gdansku badano wptyw pochodnych
MDP(L-Ala)C921 (zwigzek zsyntezowany w naszym
laboratorium) i L18-MDP(Ala) (preparat handlowy,
[3]) na poziom IL-6 w surowicach pochodzgcych od
zwierzat zdrowych i obarczonych czerniakiem amela-
notycznym Ab Bomirskiego, poddanych i niepod-
danych zabiegowi operacyjnego usuniecia guza. W do-
Swiadczeniu uzyto samcow chomika syryjskiego od-
miany ztocistej, ktorym wszczepiano podskérnie ko-
maérki czerniaka Ab Bomirskiego. Preparaty podawa-
no zwierzetom podskoérnie, co drugi dzien od momentu
wszczepienia komdrek czerniaka. Aktywnos$¢ IL-6
oznaczano metodg biologiczng, wykorzystujgc linie
komorkowg B9. Zaréwno pochodna LI8-MDP(Ala),
jak tez MDP(L-Ala)C921 dziataty aktywujaco na
uwalnianie IL-6 do surowicy. Znaczne podwyzszenie
poziomu IL-6 w stosunku do kontroli zaobserwowano
pod wptywem MDP(L-Ala)C921 u zwierzat nosicieli
guza Ab 160.3%); poziom ten wzrastat u zwierzat po
usunieciu guza (226.1%) [47]. MDP stymuluje réw-
niez wydzielanie induktoréw IL-1 i TNF-a. Monocyty
stymulowane MDP wuwalniajg CSFs, ktory to za
posrednictwem szpiku kostnego zwieksza liczbe krwi-
nek biatych w krazeniu [5], Uwalniajg one réwniez
czynnik zwigkszajacy agregowanie ptytek (PAF) [16].
Pod wptywem muramylopeptyddéw wzrasta wydziela-
nie przez makrofagi licznych czynnikéw odpowiedzial-
nych za stymulacje komoérek uktadu immunologicz-
nego, w tym CSA, FAF, IL-1, SAA, TNF [18], MDP
wraz z MAF wykazujg synergizm w aktywowaniu in
vitro cytotoksycznos$ci makrofagéw w stosunku do
wielu nowotworéw [19], IL-1, uwalniana przez mak-
rofagi pod wptywem MDP-Lys(18), MDP-GDP
i MDPG-GDP stymuluje limfocyty T do produkcji
CSFs, ktdry z kolei indukuje proliferacje i r6znicowa-
nie komdrek szpiku (CFU-C) [20-22], MDP a takze
MTP-PE (7,5 fig/osobnika) podawane dozylnie razem
z rMulFN-y myszom w postaci liposoméw niszcza
komdrki czerniaka B 16 w ptucach iweztach chtonnych
chorych zwierzat [23-25], Natomiast MDPirMulFN -
-y w liposomach stymuluje otrzewnowe makrofagi
myszy, ktére wykazujg w badaniach in vitro zwiek-
szong cytotoksyczno$¢é w stosunku do komorek czer-
niaka B16/BL6 [26], Najczesciej badang cytoking jest
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interferon, jednak jego stosowanie w leczeniu réznych
zto$liwych i wirusowych infekcji jest ograniczone
zmienng osobniczo toksycznos$cig iwielko$cig terapeu-
tycznie skutecznej dawki [27], Praktyczne znaczenie
znalazt IFN-a w terapii pacjentow z rakiem nerki,
czerniakiem i szpiczakiem oraz w leczeniu biataczek
[28]. Probuje sie takze stosowania interferonu w le-
czeniu choréb o podtozu zapalnym i immunologicz-
nym [28-30], Aktywnos$¢ przeciwzapalna IFN-a zwia-
zana jest z indukowaniem przeciwzapalnych cytokin
[31, 32] i hamowaniem produkcji zapalnych czyn-
nikéw (mediatoréw) [33]. Rozpoczeto szczegdtowo
badania wptywu IFN-a w ochronie myszy z ostrym
zapaleniem watroby wywotanym podaniem Concana-
valiny-A (Con A). Przy okazji tych badan oceniano
skuteczno$é samego Murabutide, syntetycznej apiro-
gennej pochodnej MDP lub w mieszaninie z IFN-a,,/i
do ochrony myszy z zapaleniem watroby wywotanym
Con A iklasycznej formy fibrosarcomy Meth A u my-
szy. Murabutide jest jedng z 9 lipofilowych pochod-
nych MDP poddawanych testom klinicznym. Poda-
wany zdrowym ochotnikom powodowatl uwalnianie
antyzapalnych mediatoréw, takich jak antagonistycz-
ny receptor IL-1 (IL-1RA) czy rozpuszczalny receptor
czynnika martwicy guza a (sTNF-R) nie powodujac
indukowania zapalnych cytokin (IL-1, IL-8, TNF-a).
Murabutide w potgczeniu z IFN-a/ji znaczaco reduku-
je Smiertelno$¢ myszy (z 70% do 33%) powodowang
endotoksycznym wstrzgsem (endotoxic shock) [34],
Obserwacje te stwarzajg nadzieje na zastosowanie
podobnego zestawu w leczeniu endotoksycznego
wstrzgsu u ludzi.

I11. Wstepne badania kliniczne

Uwage zwracaja opublikowane wyniki pierwszej
fazy badan klinicznych przeprowadzonych na zdro-
wych ochotnikach, ktérym podawano podskérnie
pochodng MDP Murabutide (3-7 mg) i IFN-a (Rofe-
ron-A, 1x 105-1x 106 U). Celem tych badan byto
okreslenie profilu klinicznej tolerancji, oraz stwier-
dzenie ewentualnych efektéw ubocznych na organizm
pacjentéw. Wyniki okazaty sie bardzo obiecujace,
wykazano synergiczne dziatanie tych czasteczek, przy
czym nie zaobserwowano dziatan ubocznych cytotok-
sycznych czesto wystepujacych w wyniku #tgcznego
podawania immunostymulatora z cytoking [34],
W drugiej fazie badan okres$lano u zdrowych ochot-
nikow poziom wydzielanych cytokin w surowicy w na-
stepstwie rownoczesnego podawania 1x 106 U IFN-a
i 7 mg Murabutide. Otrzymane wyniki dowodza, ze
taczne stosowanie Murabutide z IFN-a powoduje
znaczny wzrost poziomu: G-CSF. IL-6, sTNF-RII
i IL-1 RA; nie zauwazono natomiast indukowania
zapalnych cytokin takich jak: IL-1/f, 1L-8 iTNF-a. Nie
stwierdzono takze podwyzszonego poziomu GM-
-CSF, IL-2, Oncostatin M, LIF i IL-6, ani istotnych
dziatan ubocznych; badania sg kontynuowane [34],

218

IV. Podsumowanie

Muramylopeptydy, zarbwno w badaniach in vitro
jak iinvivo [5-7, 35], stymulujg réznicowanie komaérek
produkujacych cytokiny, jak i wydzielanie samych
cytokin. W dotychczas opublikowanych pracach
zwrécono uwage na réznice w indukowaniu cytokin
przez monocyty i makrofagi w odpowiedzi na obec-
no$¢ pochodnych MDP. Wykazano indukowanie
CSFs przez muramylopeptydy [36-38]. Z ostatnich
badan wynika, ze MDP wpltywa na wzrost czynnika
granulocyto-makrofagowego (GM-CSF) na poziomie
mMRNA i makrofagowego (M-CSF) w $§ledzionie i ptu-
cach myszy [36], nie powoduje natomiast wydzielania
G-CSF. Okazato sigjednak, ze ludzkie monocyty krwi
obwodowej stymulowane pochodng MDP-Lys(L18)
pobudzajg synteze G-CSF [39], Autorzy usitowali
interpretowac te rozbieznos$ci sugerujac, ze muramylo-
peptydy rzeczywiscie wptywajg na produkcje G-CSF,
ale tylko poprzez uwalnianie IL-1 [40], Udziat CSFs
w odpornos$ci organizmu na infekcje zalezy nie tylko
od wptywu na proliferacje leukocytéw, ale takze od
bezposredniej aktywacji dojrzatych komorek [41, 42],
Immunomodulatorowa aktywno$é pochodnych MDP
zwigzana jest rowniez, ze zdolno$cig hamowania pro-
dukcji pewnych cytokin [43], Np. hamujg one produk-
cje IFN-a w mysiej/szczurzej $ledzionie i obwodowych
makrofagach zwigzane to jest z ograniczeniem produ-
kcji IL-2 przez stymulowane splenocyty [44, 45],
IFN-a byt pierwszg cytoking zastosowang w leczeniu
nowotworédw. Skuteczno$¢ jego stosowania byta jed-
nak ograniczona toksycznos$cia wymaganej dawki
iwybidorczg skutecznodciag [46], Dlatego tez prébowa-
no podawaé go w potgczeniu z innymi cytokinami
(IL-2, TNF-a, IFN-y) lub chemioterapeutycznymi le-
kami, ale jak dotychczas nie uzyskano oczekiwanych
rezultatéw [46], Natomiast tgczne podawanie IFN-
-allt z bezpiecznym immunostymulatorem jakim jest
Murabutide, wykazuje in vitro iin vivo synergistyczng
aktywnos$¢ przeciw edotoksycznemu wstrzagsowi oraz
wirusowemu zapaleniu mie$nia sercowego. Obecnie
preparaty te przechodza | i Il faze badan klinicznych.
Studia nad mechanizmem aktywujacego dziatania
obu tych immunomodulatoréw sg intensywnie prowa-
dzone.
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Wirus vaccinia i jego zastosowanie w biologii molekularnej

oraz immunologii

Vaccinia virus and its application in molecular biology and

immunology

DARIUSZ KMIECIAK™>*
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111-2. Klonowanie obcego DNA i selekcja rekombinan-
tow
111-3. Bezpos$rednia ligacja insertu do genomu wirusa
IV. Zastosowanie zrekombinowanych wiruséw vaccinia
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Wykaz stosowanych skrotow: Da — dalton; dt. dtugosé:
h godzina; gpt fosforybozylotransferaza guaninowa
(EC 2.4.2.22); kDa — kilodalton; kpz 103 par zasad; m. cz.

masa czgsteczkowa; N — dowolna zasada; ok. — okoto;
pz — pary zasad; S — stata Svedberga; TK kinaza
tymidylanowa (EC 2.7.1.21); X-gal —5-bromo-4-chloro-3-
-indoilo-/LD-galaktozyd.

l. Wstep

Wirus vaccinia (ang. vaccinia virus), uzywany do
szczepien ochronnych przeciwko ospie prawdziwej
(tac. variola vera), zostat wyizolowany bezpos$rednio,
badz posrednio z zakazonego bydta [1], Niektore
preparaty wirusa pochodzity takze od innych zwierzat.
Rézne szczepy wirusa po prawie dwustu latach daty
poczatek wspoétczesnemu wirusowi vaccinia, ktérego
pochodzenie nie zostato doktadnie wyjasnione [2],

Angielski lekarz Edward Jen ner zastosowat iopi-
sat po raz pierwszy w 1798 r. efekt ochronny szczepie-
nia wirusem ospy krowiej (ang. cowpox virus) przeciw-
ko ospie prawdziwej [1], Wykorzystat przy tym spost-
rzezenie, iz 6wczesne dojarki, poprzez zakazenie sie
wirusem ospy krowiej, uzyskiwaty odpornos$¢ na infek-
cje wirusem ospy prawdziwej [1],

Obecnie, wirus vaccinia znalazt nie tylko zastosowa-

* Mgr, Katedra i Zaktad Chemii Fizjologicznej, Akademia
Medyczna im. K. Marcinkowskiego, ul. Swiecickiego 6,
60-781 Poznan
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nie do szczepien ochronnych. Istnieje olbrzymia ilos¢
publikacji, w ktérych opisano wykorzystanie tego
wirusa jako wektora do ekspresji genéw w komérkach
eukariotycznych, do syntezy biologicznie czynnych
biatek, do badania relacji struktura:funkcja biatka,
a w immunologii do badania odpowiedzi humoralnej
i komérkowej. Zagadnienia te nie zostaty dotychczas
szerzej omowione w polskiej literaturze fachowej.
Skupiajac sie gtownie na sposobach wklonowywania
obcych genéw w ten wektor, a mniej uwagi po-
Swiecajagc na cykl zyciowy wirusa, autor wyraza na-
dzieje, ze zainteresowanie wsrdd polskich czytelnikdw
wirusem vaccinia, jako uzytecznym narzedziem w bio-
logii molekularnej i immunologii, wzro$nie.

Il. Cykl zyciowy wirusa vaccinia
I1-1. Genom wirusa

Wirus vaccinia nalezy do rodziny poxwirusow (ang.
poxviridae family), ktérej przedstawiciele zakazaja za-
rowno kregowce, jak ibezkregowce [3], Razem z m.in.
wirusem ospy prawdziwej (ang. variola virus)iwirusem
ospy krowiej [cowpox virus) tworzy rodzaj ortopox-
wirusow (ang. orthopoxvirus genus) (Ryc. 1). Wszystkie
ortopoxwirusy sa $cisle ze sobg spokrewnione. Analiza
restrykcyjna DNA niektdorych poxwirusow ujawnita
homologie sekwencji, zwtaszcza w regionie centralnym
genomu (m. cz. ok. 30 x 106 Da) oraz w kohAcowych
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Rodzina; Poxviridae

Podrodzna. 1 Chordopoanaae

Wi

Rzad  Orthopoxvirus Pafmomrus Caprpoxvirus  Avipoxvirus  Leponpoxvirus — Suipoxvinus

2 Entemopoxvindae

Przedstawiciele: vanoia, vaccinia, cowpox, bufialopox, camelpox, monkeypor,

rabbitpox, raccoon pox, tatera pox, vole pox

Ryc. 1. Uproszczony schemat ukazujacy przynalezno$¢ taksonomi-
czng wirusa vaccinia.

powtdrzeniach (m. cz. do 6 x 1()6 Da) [4], Ponadto
ustalono, ze opisywany wirus vaccinia, chociaz bardzo
podobny, rézni siejednak od wirusa ospy krowiej oraz
ospy prawdziwej imozna go uzna¢ za odrebny gatunek
[4], Z drugiej jednak strony, jak wspomniano we
wstepie, pochodzenie jego jest niewyjasnione, ale po-
dobienstwo map restrykcyjnych trzech wyzej wspo-
mnianych wiruséw [4] nie wyklucza, ze wirus vaccinia
moze by¢ hybryda albo ,laboratoryjnym” potomkiem
szczepu, ktéry nie istnieje juz w przyrodzie [5], Do-
mniemana masa czasteczkowa DNA wirusa vaccinia,
oszacowana na podstawie analizy restrykcyjnej, wyno-
si ok. 124x 106 Da [4],

Poxwirusy sg jedyna rodzing wirusow DNA, kto6-
rych caty cykl zyciowy, tacznie z replikacja, zachodzi
w cytoplazmie komdérek eukariotycznych [3]. Unikal-
ng ich cechg jest réwniez to, ze wtasny DNA koduje
ogromng wiekszos¢ enzymow iczynnikéow biatkowych
potrzebnych do replikacji i transkrypcji [3, 6]. DNA
wirusa vaccinia, jak zresztg i innych poxwirusow
wystepuje w postaci dwuniciowej, liniowej czgsteczki

DNA

polimeraza RNA ' o\\v‘
polimeraza poli(A)

Ryc. 2. Schemat cyklu zyciowego wirusa vaccinia (wg [7],
zmodyfikowano).
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0 diugosci 186 kpz [7], Na jej koncach wystepuja
struktury typu ,szpilki do wtosow” (ang. hairpin loop),
ktore tacza obie nici wjedng czasteczke [8], Sekwencje
DNA w tym miejscu stanowia gtéwnie pary AT [8],
W genomie wirusa vaccinia wystepujg tez koncowe,
odwrocone powtdrzenia sekwencji (ang. inverted ter-
minal repeats: ITR), tzn. identyczne, ale przeciwnie
zorientowane sekwencje o dtugosci ok. 10 kpz, znaj-
dujgce sie na koncach czasteczki DNA [9].

Genom dwdch szczepéw wirusa vaccinia zostat
zsekwencjonowany w calo$ci. Sg to: szczep Ankara,
177923 pz (nr dostepu w bazie GenBank: U94848) oraz
szczep Kopenhaga, 191737 pz (nr M35027).

11-2. Proces infekcji wirusem

Wirus vaccinia wystepuje w dwdch formach infek-
cyjnych: w formie wewnatrzkomoérkowego dojrzatego
wirusa (ang. IMV- intracellular mature virus) i ze-
wnatrzkomérkowego optaszczonego wirusa (ang.
EEV- extracullar enveloped virus). Forma EEV zawiera
dodatkowg btone lipidowg [10] i odmienne biatka
powierzchniowe [11]. Sposrod szesciu znanych genow,
specyficznych dla formy EEV, jeden z nich, B5R,
kodujacy glikoproteing o m. cz. 42 kDa, wptywa na
wielkosé¢ kolonii wirusa i jego delecja powoduje
zmniejszenie kolonii oraz atenuacje wirusa in vivo [12],

Cykl zyciowy wirusa vaccinia mozna uzna¢ jako
typowy dla przedstawicieli rodziny poxwiruséw (Ryc.
2). Wejscie wirusa do komorki gospodarza zapoczat-
kowuje jego fuzja z btong cytoplazmatyczng, po ktdrej
nastepuje proces internalizacji [13], Proby zidentyfi-
kowania biatek odpowiedzialnych za proces adsorpcji
lpenetracje wskazujg na dwa biatka ptaszcza wirusa:
om. cz. 56 kDa i 14 kDa [14, 15], Zaproponowano
rowniez, ze receptor naskdrkowego czynnika wzrostu
(ang. EGF- epidermal growth factor) moze odgrywac
role w procesie internalizacji wirusa, gdyz kodowane
przez wirusa biatko wydzielnicze, VGF (ang. vaccinia
growthfactor), wigze sie tym receptorem [16]. Jednak-
ze, wirus infekuje komorki nawet w przypadku mutacji
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polegajacej na zahamowaniu ekspresji VGF [17]. By¢
moze, ze przyczyng tego jest m.in. zdolno$¢ wigzania
wirusa do siarczanu heparanu, sktadnika proteog-
likanéw wystepujacych na powierzchni komérek, po-
niewaz wykazano, ze biatko wirusowe A27L wigze sie
do tego zwigzku, a wiec moze posredniczyé w wigzaniu
wirusa do komdrki i infekcji [18]. Zdolno$cig ta,
zasugerowano, mozna tez wyttumaczy¢ niska specyfi-
czno$¢ wirusa vaccinia co do wyboru komorki gos-
podarza [18].

Réwnoczes$nie z fuzjg wirusa z btong cytoplazmaty-
czng ijego internalizacjg, rozpoczyna sie proces lik-
widacji ptaszcza co wiagze sie z uwolnieniem lipidéw
i biatek wirusowych [19]. Etap ten stanowi pierwsza
faze infekcji, ktorej nie blokujg inhibitory syntezy RNA
i biatek [20], Druga faza zaczyna sie po okresie
utajenia (0,5 do 2 godz., w zalezno$ci od natezenia
infekcji) i charakteryzuje sie syntezg RNA oraz biatek
[19, 21]. Synteza DNA wirusa vaccinia rozpoczyna si¢
ok. 1-2 godz. po infekcji idaje w rezultacie ok. 104 kopii
genomu na komorke, z czego ok. potowa ulega upako-
waniu do wirionéw potomnych [22, 23].

11-3. Transkrypcja gendw wirusowych

Proces transkrypcji genéw wirusa vaccinia mozna
podzieli¢ na trzy etapy; transkrypcje gen6w wczesnych,
posrednich oraz p6znych (Ryc. 3) [24], Dowiedziono,
ze DNA wirusa, ktéry zainfekowat komodrke, stuzy
jako matryca do ekspresji genéw wczesnych, nato-
miast ekspresja gendw posrednich i pdznych zachodzi
na nowo zsyntetyzowanym DNA [25, 26],

Ekspresja genéw wczesnych zaczyna si¢ dzigki skta-
dnikom systemu wczesnej transkrypcji, ktére wraz
z DNA wirusa sg upakowane w rdzeniu wirionu
infekujagcego komdrke [27, 28]. Nastepuje to w ciggu
kilku minut po internalizacji wirusa [27, 28]. Powstaty
w wyniku transkrypcji genéw wczesnych mRNA pod-
lega modyfikacjom takim jak dodanie 7-metyloguani-
ny na koncu 5' (tzw. kap) [29], poliadenylacja [30],
a niektére z czasteczek zawierajg takze krotki odcinek
liderowy poli(A) na koncu 5°, powstaty w wyniku
procesu edycji [31].

W procesie transkrypcji genéw wczesnych wirusa
bierze udziat VETF (ang. vaccinia virus early transcrip-
tion factor), czynnik transkrypcyjny, ktdry jest biat-
kiem wigzgcym DNA iztozonym z podjednostek 70-
oraz 82 kDa, kodowanych przez geny D6R i A8L [32,
33], Jest on produkowany w fazie péznej infekcji
i pakowany do jgdra wirusa w procesie tworzenia
wirion6w potomnych [34], Opro6cz tego, biatka D6R
i ABL wptywajg na morfogeneze wirusa i ich brak
zaktéca powstanie dojrzatych czastek potomnych wi-
rusa [35, 36].

Regiony promotorowe genéw podlegajgcych wczes-
nej transkrypcji wystepuja gtéwnie w odcinku ok. 30 pz
przed miejscem startu transkrypcji [37-39]. Odcinek
od -28 do -13, zawierajgcy duzo reszt A, jest, podobnie
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jak sekwencja TATA dla promotoréw gendéw eukario-
tycznych, regionem, ktéry wyznacza miejsce inicjacji
transkrypcji [40].

Terminacja transkrypcji genéw wczesnych wirusa
vaccinia zachodzi ok. 20-50 pz (w kierunku 3°) za
sekwencja TTTTTNT [41]. Zauwazono, ze inkor-
poracja halogenkowych pochodnych UTP do nowo
powstajacego tancucha RNA hamowata terminacje
transkrypcji [42], Sugeruje to, ze sygnat terminacji
moze by¢ rozpoznawany nie w DNA, a w RNA, jako:
UUUUUNU. Sygnat terminacji dla polimerazy RNA,
przekazywany za pomoca wirusowego czynnika ter-
minacji VTF/CE (ang. viral termination factor capping
enzyme) wymaga hydrolizy ATP, dokonywanej przez
biatko kompleksu elongacyjnego, NPH-1 (ang. nuc-
leoside triphosphate phosphohydrolase-1) [43].

Jak przewidywano, sekwencja TTTTTNT wystepu-
je w wiekszos$ci gendw wczesnych wirusa vaccinia, ale:
(1) niektére geny nie posiadajg tego sygnatu i wtedy
terminacja transkrypcji wystepuje na koficu 3’ nastep-
nego transkrybowanego genu i (2) nawet gdy motyw
ten jest obecny, terminacja nie zawsze jest catkowita.
Obydwa te warunki ttumacza wystepowanie nadmier-
nie dtugich czasteczek wczesnego mRNA [44-46],

Jak juz wczes$niej wspomniano, replikacja DNA
wirusa wyznacza nastepny etap infekcji. Dochodzi
wowczas do ekspresji genéw posrednich, a zaraz
potem gendéw poznych wirusa. Na temat transkrypcji
genow posrednich ciggle niewiele wiadomo. Jak dotad,
poznano pie¢ gendw posrednich [47, 48], z ktérych
trzy np. koduja transaktywatory ekspresji genow p6z-
nych [48],

Geny po6zne kodujag wiele enzymow, takich jak:
deoksyrybonukleazy [49], fosfohydrolazy trifosfora-
now nukleozydow [49, 50], czy topoizomerazy [51],
a takze wiekszo$¢ biatek strukturalnych czasteczki

Transkrypcja genow
wczesnych
EE——

Replikacja DNA
[ e

Transkrypcja genow
posrednich
e

Transkrypcja genéw péznych
N et R G e e v ]

Tworzenie nowych czastek wirusa
B 0a————- 0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24h

Ryc. 3. Przyblizone przedziaty czasowe pokazujace kolejnos$¢ zda-
rzen w cyklu zyciowym wirusa vaccinia od momentu infek-
cji do powstania nowych czastek wirusa (wg [24], zmodyfi-
kowano).
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wirusa [52]. Jedno z nich, produkt genu 11, o wielkosci
35 kDa, produkowane w p6znym stadium infekcji, jest
biatkiem wigzagcym sie do DNA w nowo powstajgcych
wirionach, zatem wptywa na ich morfogeneze, a jego
brak powoduje formowanie sie wirionéw niedojrza-
tych [53],

Informacyjne RNA gendw péznych wyr6zniaja sie
kilkoma cechami. Ich koniec 5’ zawiera sekwencje
poliA ztozong z ok. 35 reszt [54, 55], w odr6znieniu od
mMRNA genéw wczesnych, w ktorym, jesli taki odcinek
wystepuje, jest on znacznie krétszy [31]. Ta sekwencja
poliA nie jest zakodowana w genomie wirusa, a po-
wstaje w wyniku dziatania polimerazy RNA (ang.
backward slippage) ijak sie wydaje, moze mie¢ znacze-
nie w wigzaniu czynnikow translacyjnych i podjednos-
tki 40S rybosomu, ktdra nastepnie przesuwa sie w kie-
runku kodonu inicjujacego AUG, z reguty ulokowane-
go bezposrednio za sekwencjg poliA.

Sposrod czynnikéw transkrypcyjnych wptywaja-
cych na ekspresje genéw po6znych wymieni¢ mozna
VLTF-1 iVLTF-2(ang. vaccinia virus late transcription
factor), produkty genéw G8R i Al L [56, 57], Ponadto,
doniesiono, ze w procesie transkrypcji genéw péz-
nych moze uczestniczy¢ czynnik VLTF-X, ktory wigze
sie do promotoréw gendéw poéznych i ktérego aktyw-
no$¢ znaleziono réwniez w cytoplazmie z niezakazo-
nych komoérek HelLa [58]. To sugeruje, ze w transkryp-
cji gendw poéznych wirusa vaccinia moze bra¢ udziat
czynnik komorkowy, a nie tylko pochodzenia wiruso-
wego.

Sygnat terminacji transkrypcji genéw poéznych nie
zostat rozpoznany. Wydaje sie, ze synteza RNA, raz
rozpoczeta, moze by¢ kontynuowana wzdtuz odcin-
kéw kodujacych inne geny p6zne, jak réwniez geny
wczesne, nawet jeSli sa one przeciwnie zorientowane
[59, 60], Ttumaczy to wystepowanie réznej dtugosci
mRNA kodujacego dane biatko. Sygnat terminacji
transkrypcji genow wczesnych TTTTTNT wystepuje
czasem w sekwencji gendéw po6znych, ale nie jest
rozpoznawany w procesie ich transkrypcji [41].

W regionie promotorowym genéw po6znych charak-
terystyczng sekwencjg jest konserwatywny motyw
TAAAT, wewnatrz ktérego nastepuje inicjacja trans-
krypcji [61, 62]. Czesto bezposrednio za sekwencja
TAAAT wystepuje reszta G dajgc odcinek TAAATG,
w ktérym ostatnie trzy zasady tworza odpowiednik
kodonu inicjujgcego na nici DNA: ATG [62], Mutacje
w obrebie reszt A motywu TAAAT obnizajg wydaj-
nos$c¢ transkrypcji genéw péznych [61, 63],

Podczas infekcji, poxwirusy koduja biatka, ktérych
zadaniem jest obrona przed, czy tez zneutralizowanie
odpowiedzi immunologicznej. Doniesiono np. ze wiru-
sy variola i cowpox produkujg biatko wydzielnicze
(sekwencja genu tego biatka jest takze silnie zakonser-
wowana u wirusa vaccinia), ktore wiagze sie do /Uche-
mokin [64], Jego rolg zatem, jest prawdopodobnie
inhibicja antywirusowego, przeciwzapalnego dziatania
/J-chemokin, chociaz nie wykazuje ono podobienstwa
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do sekwencji ich receptor6w. Ponadto, forma EEV
wirusa jest otoczona ptaszczem wywodzacym sie z bton
aparatu Golgiego co, jak wykryto, nadaje jej odpor-
nos$¢ na specyficzne przeciwciata neutralizujgce [65].

I1l. Konstruowanie zrekombinowanych wiru-
séw vaccinia

I11-1. Projektowanie i przygotowanie sekwencji
DNA insertu

Wirusowe, prokariotyczne lub eukariotyczne geny
lub cDNA. zawierajgce otwarte ramki odczytu, moga
by¢ uzyte do rekombinacji DNA zmodyfikowanych
wiruséw vaccinia. Pozwala to na ekspresje tych gendw,
lub ¢cDNA, po infekcji komérek gospodarza. Wazne
jest, aby promotor ,,genu-insertu” pochodzit od wirusa
vaccinia, poniewaz promotory komdrkowe i pocho-
dzace od innych wiruséw nie sg rozpoznawane przez
aparat transkrypcyjny tego wirusa. Kinetyka produk-
cji biatka, na matrycy mRNA kodowanego przez DNA
insertu, zalezy od uzytego promotora. Promotory
wczesne z reguty pozwalajg na ekspresje biatka w ciggu
sze$ciu godzin od infekcji; promotory pézne — od ok.
6 godz. po infekcji, az do wystapienia znacznych efek-
tow cytotoksycznych w komérce [66, 67], Najbardziej
powszechnie jest jednak uzywany promotor p7.5, za-
wierajgcy zar6wno wczesne, jak i p6zne sekwencje pro-
motorowe [68]. Zaleznie od warunkéw, kieruje on cig-
gta ekspresja biatka, przez 1 do 2 dni, ale nie diuzej
gdyz,jak wspomniano, wystgpienie efektow cytotoksy-
cznych prowadzi w konsekwencji do $mierci komorki.

Projektujgc sekwencje DNA, ktdrg zamierza sie
wklonowaé¢ do wektora, trzeba pamieta¢ nie tylko
o tym, aby ramka odczytu byta pozbawiona intro-
nu/6w, ale réwniez zeby DNA nie zawierato sekwencji
TTTTTNT, oznaczajagcej terminacje transkrypcji ge-
néw wczesnych wirusa [69, 70], Podobne sekwencje,
znajdujace si¢ w genie, ktédry ma zosta¢ wklonowany,
moga prowadzi¢ do przedwczesnej terminacji trans-
krypcji tego genu, a w rezultacie do obnizonej wydaj-
nosci syntezy jego produktu biatkowego [70], Jezeli
celem eksperymentu jest np. uzyskanie duzych ilosci
biatka, a motyw TTTTTNT wystepuje w regionie,
w ktéorym zamiana jednego lub kilku aminokwasow
nie wptywa na strukture i funkcje biatka, motyw ten,
przed wklonowaniem do wektora, mozna zmieni¢
poprzez mutageneze [70].

Aby w petni nasladowac¢ wirusowe RNA, nie ulega-
jace translacji liderowe odcinki 5', jak i 3’-koncowe
sekwencje insertu z reguty usuwa sie lub skraca
mozliwie jak najbardziej tak, ze do wektora wprowa-
dzona zostaje tylko otwarta ramka odczytu [67, 70],

111-2. Klonowanie obcego DNA i selekcja rekom-
binantéw

Uzyskanie zrekombinowanego wirusa vaccinia
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Ryc. 4. A. Konstrukcja plazmidu zawierajagcego gen-inscrt.
Po trawieniu odpowiednimi enzymami, zar6wno plazmidu,
jak i genu-insertu, nastepuje ligacja i odszukanie prawid-
towego plazmidu potomnego.
B. Homologiczna rekombinacja pomiedzy stransfekowa-
nvm plazmidem, a genomem wirusa vaccinia.
Zainfekowane ,dzikim” wirusem komorki transfekuje sie
plazmidem zawierajacym gen-insert w kasecie ekspresyjnej
pomiedzy segmentami genu TK. W wyniku zjawiska po-
dwdjnego crossing-over nastepuje przeniesienie genu-inser-
tu do genomu wirusa. Szczeg6ty tego procesu i spos6b
identyfikacji wiruséw potomnych opisano w tekscie.

obejmuje dwa etapy: (1) wprowadzenie obcego DNA
do specjalnie zaprojektowanego plazmidu i (2) homo-
logiczng rekombinacje, w komoérkach zainfekowanych
»dzikim” szczepem wirusa, po transfekcji plazmidem
zawierajacym insert (Ryc. 4).

W pierwszym etapie wykorzystuje sie plazmidy
transferowe zawierajace fragment (z reguty gen) DNA
wirusa vaccinia, ktorego ciggtos¢ zostata przerwana
poprzez wstawienie kasety ekspresyjnej sktadajacej sie
z promotora wirusa vaccinia oraz miejsca polilinkera
(ang. polylinker site), pozwalajgcego na wklonowanie
obcego genu [71, 72], Plazmidy te sg tak zaprojek-
towane, ze zrekombinowane wirusy mogg by¢ rozréz-
nione od rodzicielskich za pomoca metod selekcji
pozytywnej lub negatywnej dla fenotypu kinazy tymi-
dylanowej (TK) [67, 71-73], selekcji za pomocg an-
tybiotyku [73], czy tez w oparciu o ekspresje /Fgalak-
tozydazy [71, 72],

Drugi etap, homologiczna rekombinacja, nastepuje
po transfekcji komoérek, ktére wczedniej zostaty zain-
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fekowane ,,dzikim” szczepem vaccinii. Rekombinacja
ta wystepuje naturalnie, a z reguty ok. 0,1% wiruséw
potomnych zawiera w swoim genomie insert [74].

Aby doktadniej przesSledzi¢ sposdb uzyskiwania zre-
kombinowanego wirusa zatézmy, ze wektor zawiera
kasete ekspresyjng znajdujgcag sie pomiedzy dwoma
fragmentami najczesciej wykorzystywanego do tego
celu genu kinazy tymidylanowej (TK) [71, 72], Po-
przez wstawienie kasety gen ten staje sie nieczynny,
zatem wektor posiada fenotyp TK 0 Opr6cz promoto-
ra p7.5 i miejsc dla enzymdw restrykcyjnych, gdzie
wstawiony zostat insert, kaseta posiada takze drugi
promotor, np. dla genéw pdznych (pil) zawierajacy
gen LacZ [71, 72], Po infekcji komérek ,dzikim”
szczepem wirusa o fenotypie TK +, nastepuje transfek-
cja wektorem TK*“. W czasie namnazania sie wirusa
w cytoplazmie, dochodzi do zjawiska podwodjnego
crossing-over, a wiec homologicznej rekombinacji po-
miedzy segmentami genu TK wektora i wirusa. W ten
spos6b nastepuje wbudowanie kasety ekspresyjnej do
genomu wirusa. Wirusy zrekombinowane, o fenotypie
TK* sg selekcjonowane w komdrkach posiadajgcych
takze fenotyp TK*“ i rosngcych w pozywce z dodat-
kiem toksycznego analogu tymidyny 5-bromodeok-
syurydyny (ang. 5-bromodeoxyuridine: BrdU). Bromo-
deoksyurydyna, fosforylowana przez TK, po whbudo-
waniu do genomu wirusa hamuje wzrost niezrekom-
binowanych wiruséw o fenotypie TK +.

Zastosowanie genu LacZ pozwala na identyfikacje
pozadanych rekombinantow TK , LacZ+ od spon-
tanicznych mutantow TK [71, 72], W pozywce
agarozowej zawierajagcej BrdU oraz X-gal, zrekom-
binowane wirusy LacZ +, a wiec te, w ktédrych przypu-
szczalnie bedzie sie rowniez znajdowat gen-insert, daja
kolonie koloru niebieskiego, w odr6znieniu od biatych
kolonii spontanicznych mutantow TK “. Wreszcie,
ostateczna identyfikacja pozgadanych klondéw moze
nastgpi¢ przy uzyciu innych metod, np. immuno-
precypitacji [70],

I11-3. Bezposrednia ligacja insertu do genomu
wirusa

Oprécz sposobu uzyskiwania zrekombinowanych
wirus6w vaccinia, opisanego powyzej, rozwinieto me-
tody, w ktérych gen-insert liguje sie bezposrednio do
genomu wirusa, a nastepnie uzyskany DNA wprowa-
dza sie do komdrek wczesSniej zakazonych pomoc-
niczym wirusem, ktérego rola polega na dostarczeniu
enzymoOw oraz czynnikéw wczesnej transkrypcji,
wprowadzanych razem z wirionem do komérki pod-
czas infekcji. Ponadto, zastosowane metody pozwalajg
wyeliminowa¢ proces rekombinacji homologicznej
w celu uzyskania zrekombinowanych wirus6w potom -
nych co wigze sie z wieksza wydajnoscia.

Scheiflinger F. i wsp. [75] skonstruowali
zrekombinowane wirusy vaccinia za pomocg dwoch
sposobéw, w obu wykorzystujgc jako wirus pomoc-
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niczy wirus ospy drobiu (ang. fowlpox), wyr6zniajacy
sie tym, ze (1) efektywnie namnaza sie tylko w komor-
kach ptasich (w tym wypadku w fibroblastach emb-
rionéw kurzych) i(2) chociaz moze infekowaé komaorki
ssacze (CV-1), to jednak cykl zyciowy nie jest w nich
ukonczony. Natomiast wirus vaccinia nie jest az tak
ograniczony, jezeli chodzi o wybdr komérki-gospoda-
rza iw zastosowanym uktadzie namnazat sie zaréwno
w komorkach ptasich, jak issaczych. Strategia polega-
ta na tym, ze najpierw wyizolowano DNA wirusa
vaccinii, przecieto go enzymem restrykcyjnym, posia-
dajgcym tylko jedno miejsce ciecia (np. Smal lub Notl)
w nieistotnym dla cyklu zyciowego wirusa miejscu,
a potem potaczono z przecietym tak samo DNA
insertu, ktérym byt gen markerowy, fosforybozylo-
transferaza guaninowa, gpt (ang. gpt-guanine phos-
phoribosyltransferase) z Escherichia coli, sprzezony
z promotorem p7.5. Nastepnie, mieszanine ligacyjna
podano do komorek (A) ssaczych zakazonych wirusem
ospy drobiu i (B) ptasich, zakazonych wirusem ospy
drobiu. W przypadku (A) produkowany byt tylko
potomny wirus vaccinia, ktéry zebrano izakazono nim
nastepne komorki ssacze hodowane w pozywce selek-
cyjnej dla gpt, co pozwolito znalezé klony zrekom-
binowanego wirusa. W przypadku (B) procedura byta
dtuzsza, poniewaz w ptasich komdérkach namnazaty sie
dwa wirusy: fowlpox ivaccinia, ktére zebrano izakazo-
no nimi komorki ludzkie w celu wyeliminowania
wirusa ptasiego, a dopiero potem szukano rekom-
binantéw wirusa vaccinia.

W podobnym eksperymencie, w ktérym uzyto gene-
tycznie zmodyfikowanego DNA wirusa vaccinia (mo-
dyfikacja polegata na tym, ze unikalne miejsce trawie-
nia enzymem Notl przeniesiono w miejsce bezposred-
nio za odpowiednikiem kodonu start genu TK, tak, ze
wstawienie obcego DNA w to miejsce pozwala na
selekcje klonow potomnych o fenotypie TK “), po jego
przecieciu i tigacji z genem-insertem, wprowadzano
mieszanine ligacyjng za pomoca tranfekcji do komérek
ssaczych, zakazonych wcze$niej wirusem vaccinia ts42,
czyli wrazliwym na temperature, warunkowo letalnym
szczepem wirusa [76]. Nastepnie hodowano komorki
przez dwa dni w temperaturze 40 C. W tej tem-
peraturze szczep ts42 nie prowadzi replikacji swojego
DNA, ani tez rekombinacji homologicznej, co po-
zwolito na uzyskanie wiruséw potomnych niezmuto-
wanych, typu dzikiego oraz zrekombinowanych, ktére
pozniej wyselekcjonowano. W kolejnej pracy doniesio-
no o modyfikacjach DNA wirusa vaccinia, pozwalajg-
cych na bezpos$rednie wstawienie genu-insertu i tat-
wiejszg selekcje [77], Nowo skonstruowany DNA
wirusa vaccinia posiadat dwa unikalne miejsca cie¢ dla
enzymow restrykcyjnych, Notl i Apal, umiejscowio-
nych pomiedzy odpowiednikiem dla kodonu start
genu TK. Pozwala to na ukierunkowang ligacje, tzn. ze
klony potomne posiadajg insert tylko w jednej orien-
tacji. Dodatkowo, przed genem dla TK wstawiono
silny promotor, jak p7.5.
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Zastosowanie ligacji in vitro fragmentu DNA do
genomu wirusa pozwolito na utatwienie we wstawieniu
duzych fragmentéw DNA, w poréwnaniu z metoda
rekombinacji homologicznej. Najwiekszy fragment,
jaki udato sie wklonowac¢ w ten sposéb, miat dt. 26 kpz,
a delecja nieistotnych regionéw wirusa vaccinia moze
jeszcze tg dtugos$é zwiekszy¢ [76],

IV. Zastosowanie zrekombinowanych wiru-
sOw vaccinia

IV-1 Ekspresja obcych gendw w komorkach
eukariotycznych

Czas istopien ekspresji genu wirusa vaccinia okresla
w duzej mierze ,sita” jego promotora. W przypadku
promotoréw gendéw wczesnych, ekspresja wystepuje
przed pojawieniem sie rozlegtych efektow cytotoksycz-
nych. Ogdlnie biorac, duze ilosci pozagdanego biatka sa
produkowane, kiedy do ekspresji uzyte sag promotory
p6zne [73, 78], Wprowadzenie mutacji do promotora,
zaré6wno wczesnego, jak i p6znego, moze zwiekszy¢
jego ,site” [40, 61, 71],

Inne podejscie wykorzystuje wydajnos¢, ,site” i spe-
cyficzno$¢ promotora polimerazy RNA bakteriofaga
T7 [79-81], Gen polimerazy T7 wklonowuje sie do
wirusa vaccinia. Po infekcji komdérek zrekombinowa-
nym wirusem nastepuje transfekcja plazmidem, w ktoé-
rym pod kontrolg promotora dla polimerazy T7
znajduje sie badany gen. Polimeraza T7, pochodzgca
od zrekombinowanego wirusa, kontroluje ekspresje
tego genu. Zamiast plazmidu mozna uzy¢ drugiego
wirusa, do ktérego wbudowany zostat fragment za-
wierajacy promotor polimerazy T7 idany gen. Ekspre-
sje biatka uzyskuje sie wtedy poprzez rdéwnoczesng
infekcje komorek obydwoma zrekombinowanymi
wirusami.

Zrekombinowany wirus vaccinia pozwala nie tylko
na uzyskiwanie duzych ilosci biatka przy uzyciu pro-
motora p7.5 czy promotora i polimerazy T7, ale
jednoczes$nie zapewnia mozliwo$¢ modyfikacji potran-
slacyjnych produktu biatkowego, m.in. N- i O-glikozy-
lacje [82, 83], fosforylacje [84], ciecia proteolityczne
[85, 86], transport do jadra [87] iprzez btone komdr-
kowa [88] oraz wydzielanie [89].

IV-2. Badania odpowiedzi humoralnej i komor-
kowej

Po infekcji wirusowej w organizmie zwierzecym
pojawia sie spektrum przeciwciatl skierowanych prze-
ciwko komponentom biatkowym wirusa. OkreS$lenie
jednak, ktére z nich majag wtasciwosci neutralizujace
infekcyjno$¢ wirusa nie jest zadaniem tatwym. W roz-
wigzaniu tego zadania moze pomO6C immunizacja
zwierzat zrekombinowanym wirusem vaccinia, ktéry
jako wektor, zawiera tylko jeden, ulegajacy ekspresji,
gen danego antygenu wirusowego. Podej$cie to moze
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by¢ szczegblnie korzystne jezeli badany antygen jest
biatkiem btonowym, poniewaz bedzie on prezentowa-
ny w sposéb, ktory nasSladuje naturalng infekcje.
Surowica pochodzaca od zwierzat szczepionych zreko-
mbinowanym wektorem vaccinia zostaje nastepnie
analizowana pod wzgledem zdolnos$ci neutralizacji
infekcji, in vitro i lub in vivo.

Szczepienia zywym, zrekombinowanym wirusem
dokonuje sie z reguty $rodskérnie. W ten sposoéb,
u réznych gatunkéw zwierzat, wykazano produkcje
przeciwciat neutralizujagcych, skierowanych m.in. prze-
ciwko biatku btonowemu gp340 wirusa Epsteina-Bar-
ra (u krélika) [90], glikoproteinie D wirusa opryszczki
Herpes simplex (u myszy) [91], oraz glikoproteinie
G wirusa wscieklizny (u myszy, szopa i lisa) [92-94],

Druga cze$¢ odpowiedzi immunologicznej, odpo-
wiedz komoérkowa organizmu, wykorzystuje gtéwnie
limfocyty cytotoksyczne (CD8), ktére rozpoznajg obce
antygeny prezentowane w potgczeniu z gtéwnym czyn-
nikiem zgodnosci tkankowej klasy pierwszej (MHC-1).
Biatka wirusowe, produkowane wewngtrz zainfekowa-
nej komarki, ulegajg czeSciowej hydrolizie, a ich frag-
menty sg nastepnie eksponowane na zewnatrz w for-
mie peptydéw w potaczeniu z MHC-I. W takiej postaci
sg one rozpoznawane jako obce antygeny przez lim-
focyty cytotoksyczne. lznowu, podobnie jak w przypa-
dku odpowiedzi humoralnej, uzycie zrekombinowane-
go wektora vaccinia zawierajgcego pojedynczy gen,
albo nawet fragment genu okreslonego czynnika infek-
cyjnego, pomaga w zorientowaniu sie. ktére antygeny
odpowiadajg za zwiekszong aktywacje limfocytow
cytotoksycznych, a ktére pozostaja ,bierne”. W ukta-
dzie in vitro komodrki autologiczne lub dopasowane
pod wzgledem MHC-I infekuje sie zrekombinowanym
wektorem, zawierajacym badany antygen, znakuje sie
radioaktywnym chromem 51Cr i nastepnie inkubuje
z limfocytami pochodzacymi od zainfekowanego zwie-
rzecia [95, 96]. Stopien aktywacji komorek CD8
mierzy sie poziomem radioaktywnos$ci w pozywce,
wprost proporcjonalnym do iloSci komo6rek prezen-
tujgcych badany antygen, uszkodzonych w wyniku
dziatania limfocytéw cytotoksycznych.

Stosujagc zrekombinowany wirus, jako wektor, do
stymulacji odpowiedzi komoérkowej, warto jednak
pamieta¢ o tym, ze immunizowane zwierzeta wy-
stawione sg nie tylko na badany antygen, ale réwniez
na antygeny wirusa vaccinia, przeciwko ktérym takze
moze sie rozwingé odpowiedZ komoérkowa [96-98],
Stad moze pojawi¢ sie konieczno$¢ uzycia innego
zrodta antygenu do stymulacji in vitro wyizolowanych
komoérek, badz komorek, ktéore maja prezentowac ten
antygen jako ,cel” dla limfocytobw CD8 [99]. Jako
alternatywa moze stuzy¢: infekcja komorek, dopaso-
wanych pod wzgledem MHC-I, za pomocg wirusa,
z ktérego pochodzi dany antygen, transfekcja stata
plazmidem ze sklonowanym genem kodujgcym ten
antygen, lub tez uzycie fragmentdw antygenu w postaci
peptydéw podanych do pozywki [99],

226

Opisujac odpowiedz humoralng i komdrkowa, trze-
ba takze wspomnie¢ o prébach uzycia zrekombinowa-
nych wiruséw vaccinia do szczepien ochronnych zwie-
rzat. W wielu przypadkach efekt ochronny zwigzany
jest z powstaniem przeciwciat neutralizujgcych, skiero-
wanych przeciwko biatkom ptaszcza wirusa, kodowa-
nym przez gen-insert. Np. dobrg protekcje osiggnieto
przeciwko wirusowi grypy (influenza virus) i wirusom
infekujacym drogi oddechowe (ang. respiratory syn-
cytial viruses), uzywajac zrekombinowane wirusy vac-
cinia. prowadzace ekspresje biatek powierzchniowych
uprzednio wymienionych wiruséw, natomiast rekom-
binanty wirusa vaccinia, kodujace nukleoproteiny,
wykazywaty staby efekt ochronny [100. 101], Uzycie
zrekombinowanego wirusa vaccinia, zawierajacego
gen dla biatka G wirusa wscieklizny, do immunizacji
lisow metoda doustng, doprowadzito do wysokiego
stopnia ochrony tych zwierzat przed zachorowaniem
[94], Oprécz tego, doniesiono o polowym zastosowa-
niu szczepionki przeciwko wsciekliznie, ztozonej ze
zrekombinowanego wirusa vaccinia i rozprzestrzenio-
nej w przynecie z pozytywnym skutkiem nad obszarem
czestego wystepowania wscieklizny wsréd kojotow
[102], Dotychczas uzyskane wyniki sugerujg, ze im-
munizacja dzikich zwierzat na szerokg skale moze by¢
skuteczna, tym bardziej, ze zrekombinowane wirusy
vaccinia posiadajg wiele cech typowych dla konwen-
cjonalnych szczepionek, przygotowanych z zywych,
ostabionych wiruséw. Ponadto, sg one ekonomiczne
w produkcji, tatwe w przechowywaniu oraz dystrybu-
cji, a takze eliminujg potencjalne niebezpieczenstwo
powrotu do petnej wirulencji.

V. Uwagi koncowe

Rezultaty badan wskazujg, ze zrekombinowany
wirus vaccinia juz jest cennym narzedziem, stosowa-
nym w immunologii doSwiadczalnej. Od pewnego
czasu uwaga badaczy koncentruje sie tez na potencjal-
nym wykorzystaniu wirusa vaccinia oraz pokrewnych
wirusoéw, jako szczepionki w praktyce weterynaryjnej
i w leczeniu ludzi [przeglad zob. 103],

Dalsze perspektywy rozwoju technologii wykorzys-
tujacej zrekombinowane wirusy vaccinia stwarzajg
prace nad zmianami biologicznymi wirusa, utatwiaja-
cymi klonowanie obcych genéw i pozwalajagcymi na
zwiekszenie ich ekspresji oraz w kierunku zmniejszenia
cytotoksycznosci tego wirusa.

Podziekowanie
Autor pragnie podziekowa¢ p. Agnieszce Kobielak za
cenna pomoc w przygotowaniu rycin.

Artykut otrzymano 6 listopada 1997 r.
Zaakceptowano do druku 25 czerwca 1998 r.

PiSmiennictwo

I. Jen ner E (1959) W: Camac CNB (red) Classics of medicine
and surgery. Dover. New York, str 213-240 cyt wg [89]

POSTEPY BIOCHEMII 44(3), 1998



w

N o oA

10.
11
12.

13.
14.

15.
16.

17.

18.

19.
20.
21.
22.
23.
24.

25.
26.
27.
28.

29.

30.
3L

32.
33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.
41.

42.
43.
44,

45,
46.
47.
48.
49.

50.
51.

52.

53.

Baxby D (1977)./ Infeci Ois 136:453-455
Moss”’ B
Melnick JL, Roizman B, Shope RE (red) Virology Raven,New
York, str 685-704

Mackel1l M, Archard LC (1979) J Gen Urol 45: 683-701
Esposito JJ, Knight JC (1985) Virology 143: 230-251

M oss B (1990) Annu Rev Biochem 59: 661-688

Moss B (1990) W: Fields BN, Knipe DM. Chanoek RM.
Melnick JL, Roizman B, Shope RE (red) Virology 1hid ed. Raven
Press, Ltd.. New York, str 2079-2111

Baroudy BM,Venkatesan S. Moss B (1982) Cell 28:
315-324

Garon CF, Barbosa E. M oss B (1978) Proc Sail Acad
Sci USA 75: 4863-4867

Payne L (1978) J Virol 27:28-37

Payne LG (1992) Virology 187: 251 -260

Mathew E. Sanderson CM, Elollinshead M.
Smith G L (1998) ./ Virol 72: 2429-2438

Dales S, Kajioka R (1964) Virology 24: 278-294
Rodriguez JF. Pa ez E, Esteban M (1987) JVirol 61:
395-404

Stern W, Dales S (1976) Virology 75: 232-241

Twardzik DR. Brown JP, Ranchalis JE, Todaro
G J, Moss B (1985) Proc Natl Acad Sci USA 82: 5300-5304
Buller RM, Chakrabarti S Cooper JA Twar-
dzik DR, Moss B (1988) J Virol 62: 886-874

Chung CS Hsiao JC, Chang YS Chang W(1998)
J Virol 72: 1577-1585

Joklik W K (1964) J Mol Bud 8: 263-276

Holowczak JA (1972) Virology 50: 216-232

Joklik WK (1964) J Mol Biol 8: 277-288

Joklik WK. Becker Y (1964) J Mol Biol 10: 452-474
Salzman NP (1960) Virology 10: 150-152

Moss B. Ahn B-Y, Amegadzie B Gershon
Keck JG (1991) J Biol Chem 266: 1355-1358

P D,

Moss B, Salzman NP (1968)./ Virol 2: 1016-1027
Pennington T H (1974) J Gen Virol 25: 433-444
Munyon W H, Kit S (1966) Virology 29: 303-306

Kates JR, McAuslan B (1967) Proc Natl Acad Sci USA
57: 314-320

Wei CM, Moss B (1975) Proc Nall Acad Sci USA 72:
318-322

Kates J, Beeson J (1970) J Mol Biol 50: 19-23

Ink BS, Pickup DJ (1990) Proc Natl Acad Sci USA 87:
1536-1540

Broyles SS, Fesler BS (1990) J Virol 64: 1523-1529
Broyles SS,Yuen L,Shuman S. Moss B (1988)./ Biol
Chem 263: 10754-10760

Gershon P D, Moss B (1990) Proc Nall Acad Sci USA 87:
4401-4405
Flu X,Carroll LJ, Wo 1ffe EJ, M oss B (1996)./ Virol 70:
7669-7677

Hu X, Wolffe EJ Wcisberg AS. CarollLJ Moss
B (1998) J Virol 72: 104-112

Mars M, Beaud G (1987) J Mol Biol 198: 619-631

Weir JP, Moss B (1987) Virology 158: 206-210

Coupar BE,Boyle DB.Both G W (1987),/ Gen Virol 68:
2299-2309

Davison AJ Moss B (1989) J Mol Biol 210: 749-769
Yuen L Moss B (1987) Proc Natl Acad Sci USA 84:
6417-6421

Shuman S Moss B (1988) J Biol Chem 263: 6220-6225

DenglL, Shuman S (1998) Genes Dev 12: 538-546
Bajszar G, Willek R Weir JP. Moss
45: 62-72

Golini F, Katcs JR (1984) J Virol 49: 459470
Morgan JR, Roberts BE (1984) J Virol 51: 283-294
VosJC, Stunnenberg HG (1988) EM BO J 7: 3487-3492
Keck JG. Baldick CJ, Moss B (1990) Cell 61: 801-809
PogoBG T, Dales S (1969) Proc Natl Acad Sci USA 63:
1297-1303

McAuslan BR, Kates JR (1967) Virology 33: 709-716
Bauer WR, Ressner EC, Kates J, Patzke J (1977)
Proc Natl Acad Sci USA 74: 1841-1845
Moss B, Rosen bl urn EN, Garon
55: 143-156
Klemperer

CF (1973) Virology

N, Ward J,Evans EJraktman P (1997)

POSTEPY BIOCHEMII 44(3), 1998

B (1983)7 Virol

(1985) W: Fields BN. Knipe DM, Chano&KRMatel
55.

56.

57.
58.

59.
60.
61.
62.
63.

64.

65.
66.
67.

68.

70.

71.
. Chakr abarti

73.
74.
75.

76.
7.

78.
79.

80.
81.

82.

83.

84.
85.
86.
87.
88.
89.

90.
9L

92.

93.

95.

J Virol 71: 9285-9294

DD, Pickup DJ (1987) EM BO J 6: 3787-3794
Bertholct C.Van Meir E,ten Heggeler-Bordier
B. Wittek R (1987) 50: 153-162
Keck JG. Kovacs G R Moss
5740-5748

Wright CF. Coroneos AM (1993)J Virol 67: 7264-7270
Wright CF, Hubbs AE, Gunasingh e SK Oswald
BW (1998) ./ Virol 72: 1446-1451

Cooper JA Wittek R, M oss B (1981)J Virol 39: 733-745
Mahr A Roberts BE (1984) J Virol 49: 510-520
Davison AJ Moss B (1989) J Mol Biol 210: 771-784
RoselJL EarlPL WeirJP. Moss B (1986) J Virol 60:
436- 439

Hanggi M,Bannwarth W,Stunnenberg HG (1986)
EMBO J 5. 1071-1076

Smith CA Smith TD, Smolak PJ, Friend D, Ha-
gen H, Gerhard M. Park L Piekup DJ, Torrance
D, Mohler K. Schooley K Goodwin RG (1997)
Virology 236: 316-327

lchihashi Y (1996) Virology 217: 478-485

Weir JP, Moss B (1984) J Virol 51: 662-669

B (1993) J Virol 67:

Mackell M. Smith G L Moss B (1984) J Virol 49:
857-864

Cochran MA Puckett C. Moss B (1985),/ Virol 54:
30-37

Yuen L, Moss B (1987) Proc Natl Acad Sci USA 84:
6417-6421

Earl PL. Hugen AW. Moss B (1990) ./ Virol 64:
2448-2451

Davison AJ, Moss B (1990) Nucl Acids Res 18: 4285-4286
S.Brechling K.Moss B (1985) Mol Cell
Biol 5: 3403-3409

Falkner FG, Moss B (1988) J Virol 62: 1849-1854
Moss B (1991) Science 252: 1662-1667

Scheiflinger F.Dorner F, Falkner FG (1992) Proc
Natl Acad Sci USA 89: 9977-9981

Merchlinsky M, Moss B (1992) Virology 190: 522-526
Merchlinsky M. Eckert D, Smith E Zauderer
M (1997) Virology 238: 444-451

Patel DD, Ray CA Drucker RP,Pickup DJ (1988)
Proc Natl Acad Sci USA 85: 9431-9435

Fuerst TR. Earl PL, Moss B (1987) Mol Cell Biol 7:
2538-2544

Fucrst TR.Moss B (1989) ,/ Mol Biol 206: 333-348
Fucrst TR. Niles EG, Studier FW, Moss B (1986)
Proc Natl Acad Sci USA 83: 8122-8126

Ball LA, Young KK-Y, Anderson K Collins PL,
Wertz G W (1986) Proc Natl Acad Sci USA 86: 246-256
Elango N, Prince GA Murphy BR, Venkates an
S . Chanoek R M. Moss B (1986) Proc Natl Acad Sci USA
83: 1906-1910

Guy B, Kieny M P, Riviere Y (1987) Nature (Lond) 330:
266-269

Chakrabarti S, Robert-Guroff M. Wong-Staal

F, Gallo RC, Moss B (1986) Nature (Lond) 320: 535-537
Rice CM, Franke CA, Strauss JH, Hruby DE
(1985) ./ Virol 56: 227-239

Smith GL. Levin JZ Palesc P. Moss B (1987)

Virology 160: 336-345
Stephens EB, Compans
EMBO J 5: 237-245

Smith G L Mackell M. M oss B (1983) Nature (Lond)
302: 490-495

Mackctt
Cremer

RW,EarlP. Moss B (1986)

M, Arrand JR (1985) EMBO J 4: 3229-3234
KJ,Mackell M,Wohlenberg C. Notkins
AL Moss B (1985) Science 228: 737-740
Esposito J, Brechling K, Baer G. Moss B (1987)
Virus Genes 1 7-21
RupprechtCE, WiktorTJ, Johnston DH Hamir
AN, Dietz schold B, Wunner WH, Glickman LT.
Koprowski H (1986) Proc Natl Acad Sci USA 83: 7947-7950
Blancou J Kieny MP. Lathe R. Leeocq JP. Pas-
toret PP, Soulebot JP, Desmettre P (1986) Nature
(Lond) 322: 373-375
McMichael AJ Michie CA Gotch FM, Smith
G L Moss B (1986) J Gen Virol 67: 719-726

227



96. Bennink JR, YewdellJW. S mithl W, Mo 1ler C.
Moss B (1984) Nature (Lond) 311:578-579

97. Andrew ME, Coupar BEH, AdaG L VoyleD B
(1986) Microbial Pathol 1. 443-452

98. Yewdell JW, Bennink JR,Smith GL, Moss B (1985)
Proc Natl Acad Sci USA 82: 1785-1789

99. Bennink JR, Yewdell JW (1990) Curr Top Microbiol
Immunol 163: 153-184

100 Andrew ME, Coupar BEH, Boyle E)B (1989) Im-
munol Cell Biol 67: 331-337

101. King AM. Sto1l EJ, Langer SJ, Young KK, Ball
LA, Wert? G W (1987) J Virol 61: 2885-289(f

102. Fearneyhough MG, Wilson PJ, Clark K A
Smith DR.Joh nston DH, Hicks BN, Moore G M
(1998) J Am Vet Med Assoc 212: 498-502

103. Paolelli E (1996) Proc Natl Acad Sci USA 93: 11349-1 1353

Regulacja ekspresji genu syntazy tymidylanowej

Regulation of thymidylate synthase gene expression

MAGDALENA DABROWSKA®

Spis tresci:

l.  Wstep

Il. Poziom syntazy tymidylanowej a aktywnos$¢ proliferacyj-
na komarki

I1l. Regulacja poziomu mRNA syntazy tymidylanowej w roz-
nych fazach cyklu komérkowego

IV. Autoregulacja translacji mRNA syntazy tymidylanowej

V. Syntaza tymidylanowa jako enzym metaboliczny zdolny
do wigzania mMRNA c-myc i p53

VI. Zakonhczenie

Wykaz stosowanych skrotow: cdk — kinazy cyklinozalezne;
DHFR  reduktaza dihydrofolianowa; D1694— N 10-mety-
lotiofenowa pochodna 2-dezamino-5,8-dideazafolianu; E2F,
Spl, Ets — czynniki transkrypcyjne; IRE-BP —(iron respon-
sive element — binding protein), PCNA — jadrowy czynnik
komoérek proliferujacych; Rb, p53 — biatka supresorowe;
RT:PCR —(reverse transcription.polymerase chain reaction):
TS — syntaza tymidylanowa.

I. Wstep

Syntaza tymidylanowa [EC 2.1.1.45] katalizuje rea-
kcje metylacji pozycji C5 pierscienia pirymidynowego
dUMP, zachodzacg w wyniku przeniesienia i redukcji
grupy hydroksymetylowej N 5-10-metylenotetrahydro-
folianu, zjednoczesnym wytworzeniem dihydrofolianu
i dTMP [1], Reakcja ta stanowi w komorce jedyne
zrédto biosyntezy de novo dTMP, ktéry jest nastepnie
fosforylowany kolejno do dTDP i dTTP, bedacego
substratem polimerazy DNA [2], Inhibicja aktywno-
§ci syntazy tymidylanowej prowadzi do zahamowania
podziatéw komdrek, dlatego tez enzym ten wykorzys-
tywany jest jako docelowy w chemioterapii [3-5],

Regulacja ekspresji dowolnego eukariotycznego ge-

* Mgr, Zaktad Biochemii Komorki, Instytut Biologii Do-
Swiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093
Warszawa
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nu kodujgcego biatko enzymatyczne zachodzi¢ moze
na etapie transkrypcji, obrobki pierwotnego trans-
kryptu itransportu mRNA do cytoplazmy, translacji
oraz regulacji aktywnos$ci biatka enzymatycznego.
Istotna moze by¢ takze stabilno$¢ transkryptu ibiatka
(Rye. 1) [6, 7], Regulacja ekspresji genu syntazy
tymidylanowej w komoérkach ssaczych zachodzi gtow-
nie na etapie obrobki pierwotnego transkryptu itrans-
lacji [8, 9], Takze aktywnos$¢ enzymatyczna syntazy
tymidylanowej moze podlega¢ regulacji zaleznej od
aktywnoéci polimerazy DNA, a zachodzacej praw-
dopodobnie za posrednictwem nukleotydéw tymino-
wych [2].

Il. Poziom syntazy tymidylanowej a aktyw-
nos$é proliferacyjna komorki

Korelacje wysokiej aktywnos$ci syntazy tymidylano-
wej z procesami proliferacji komérek wykazano w wie-
lu uktadach biologicznych, w tym w watrobie regene-
rujacej i embrionalnej w poréwnaniu z watrobg nor-
malng, w szczurzej hepatomie oraz w ssaczych komor-
kach prawidtowych i nowotworowych in vitro [2],
Badajac zalezno$¢ aktywnos$ci syntazy tymidylanowej
od fazy cyklu komérkowego stwierdzono, ze w wyniku
stymulacji wzrostu mysich fibroblastow aktywnos$¢
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Ryc. 1. Sze$¢ poziomoéw regulacji eks-
presji genu eukariotycznego
kodujacego biatko enzymaty-
czne [wg 6],

wiasciwa enzymu zwieksza sie znacznie w fazie S,
a wiec wéwczas, gdy zachodzi replikacja DNA [10],
W zsynchronizowanych mysich komdérkach biatacz-
kowych in vitro natomiast, aktywnos$¢ wtasciwa syn-
tazy tymidylanowej jest stata i nie zalezy od fazy cyklu
komérkowego [U]. Rozbiezno$¢é uzyskanych wyni-
kéw jest zapewne konsekwencjg tego, ze w przypadku
fibroblastéw mierzono aktywnos$¢ syntazy tymidyla-
nowej w fazie S pierwszej po wyjsciu komorek z fazy
GO0, w przypadku za$ komorek biataczkowych ozna-
czono aktywno$¢ enzymu w fazie S, nastepujacej po
fazie G, kolejnego cyklu podziatowego. W zakresie
regulacji ekspresji ré6znych genéw faza S cyklu komaér-
kowego wystepujgca jako pierwsza w komodrkach
poddanych stymulacji jest bowiem odmienna od faz S,
kolejno nastepujacych po sobie cykli podziatowych
[12, 13], Ekspresja polimerazy DNA alfa indukowana
jest w fazie Spo przerwaniu stanu spoczynku komorek,
jednakze w fazach S kolejnych cykli proliferacyjnych
obserwuje sie jedynie nieznaczny wzrost poziomu
mRNA ibiatka enzymu oraz jego aktywnos$ci. Uwaza
sie zatem, ze catkowicie odmienne mechanizmy kieruja
regulacja ekspresji genu polimerazy DNA alfa przy
wchodzeniu w cykl oraz w komoérkach przechodza-
cych kolejne cykle mitotyczne [14], Podobnie, pomi-
mo 10-krotnych wahan poziomu biatka syntazy tymi-
dylanowej wystepujacych pomiedzy fazami S i G2
kolejnych cykli podziatowych ludzkich komérek raka
sutka, 10-krotny wzrost iloSci mMRNA enzymu wy-
stepuje tylko w pierwszej po synchronizacji wzrostu
komdrek, fazie S [15]. Badania poziomu biatka syn-
tazy tymidylanowej w roznych fazach cyklu ludzkich
komérek nowotworowych w hodowli asynchronicznej
wykazaty, ze enzym ten nie wystepuje jedynie w komor-
kach bedacych w konfluencji, a wigc w fazie G 0 cyklu.
Niewielkie réznice w poziomie tego enzymu wystepuja
miedzy fazami GO0/Gj, S, G2/M cyklu, znaczace za$
miedzy komérkami bedacymi w fazie wzrostu wyktad-
niczego (38-60% komorek w fazie S) i w konfluencji
(5-10% komorek w fazie S) [16]. Mozna wiec przypu-
szczaé, ze tak jak w przypadku polimerazy DNA alfa
odmienne moga by¢ mechanizmy regulacji ekspresji
genu syntazy tymidylanowej po przerwaniu stanu
spoczynku i w komorkach przechodzacych kolejne
cykle. Powyzsze wyniki wskazujg réwniez na wy-
stepowanie korelacji pomiedzy zwiekszonym pozio-
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mem biatka syntazy tymidylanowej i nie tyle faza
S cyklu komérkowego, co procesami proliferacji [16].
Scisty zwigzek pomiedzy wysokg aktywnos$ciag syntazy
tymidylanowej a replikacja DNA wykazano w zsynch-
ronizowanych mysich komoérkach biataczkowych ho-
dowanych in vitro. Zablokowanie syntezy DNA
w dzielgcych sig komoérkach powoduje zahamowanie
aktywnosci syntazy tymidylanowej mierzonej in situ,
natomiast nie wywotuje zmiany aktywnosci wtasciwej
enzymu, mierzonej w wyciggach komérkowych. Wy-
daje sie zatem, ze in vivo wysoka aktywno$¢ syntazy
tymidylanowej sprzezona jest przede wszystkim z syn-
teza DNA, ktorej zablokowanie prowadzi do zahamo-
wania aktywno$ci enzymu prawdopobodnie przez
nagromadzajacy sie produkt reakcji [11, 17], Zahamo-
wanie aktywnos$ci reduktazy rybonukleotydowej, to-
poizomerazy lub polimerazy DNA alfa wywotuje
inhibicje aktywnosci syntazy tymidylanowej zarowno
w mysich komoérkach biataczkowych, jak iw fibroblas-
tach ludzkich i chomiczych [11, 17-19], Aktywnosci
enzymoéw zaangazowanych w biosynteze prekursoréwl
(w tym syntazy tymidylanowej) i replikacje DNA
okazaty sie takze tworzy¢ kompleks enzymatyczny
w jadrach chomiczych fibroblastow bedgcych w fazie
S, natomiast nie wystepujagcy w jadrach komorek
bedgcych w fazie G0/Gj [20]. Ewentualne zwigzanie
syntazy tymidylanowej w kompleksie multienzymaty-
cznym stwarza mozliwo$¢ interpretacji mechanizmu
sprzezenia jej aktywnos$ci z replikacja DNA, jako
polegajacego na oddziatywaniach allosterycznych po-
miedzy enzymami w kompleksie [19, 20],

Wysoka aktywno$é syntazy tymidylanowej moze
by¢ takze utrzymywana w uktadach nie proliferuja-
cych, jakimi sg niezaptodnione jaja muszki owocowej,
jedwabnika morwowego ijezowca [21-23]. Wydaje sie,
ze wysoki poziom tego enzymu jest w przypadku
niezaptodnionych jaj przejawem ich gotowos$ci do
rozpoczecia podziatéw [2], Wzrost aktywnos$ci syn-
tazy tymidylanowej w gruczotach przednych jedwab-
nika morwowego podczas zachodzgcej w nich poli-
ploidyzacji jader, wskazuje natomiast na mozliwos$¢
sprzezenia ekspresji tego enzymu z syntezg DNA
pomimo braku aktywnos$ci mitotycznej [22], Aktyw-
no$¢ syntazy tymidylanowej poréwnywalna z ta, jaka
wystepuje w regenerujacej watrobie szczura utrzymuje
sie takze w larwach miesniowych wtosnia Trichinella

229



spiralis, w okresie gdy nie zachodzi w nich synteza
DNA inie obserwuje sie ich wzrostu [24]. Moze by¢ to
przejawem gotowos$ci larw do rozpoczecia intensyw-
nego rozwoju po zainfekowaniu nastepnego zywiciela,
a moze mie¢ takze zwigzek z do$¢ unikalng zdolnoscia
tych larw do cofniecia zréznicowania komdrek mies-
niowych, w ktorych sie osiedlajg, a nastepnie utrzymy-
wania ich na granicy faz G2/M cyklu komdérkowego
przez caly czas swojego w nich bytowania [25]. Nie
mozna wykluczyé¢, ze komérki w ciele larwy pozostaja
pod wptywem tych samych sygnatéw co zainfekowane
witdkno miesniowe [24],

I1l. Regulacja poziomu mRNA syntazy tymi-
dylanowej w réznych fazach cyklu komor-
kowego

Wczesne badania zaleznej od cyklu komérkowego
regulacji ekspresji genu syntazy tymidylanowej w my-
sich fibroblastach doprowadzity do wniosku, ze wzrost
aktywnos$ci enzymu w fazie S jest efektem zwiek-
szonego poziomu transkrypcji genu [10], Przynaj-
mniej cze$Sciowa kontrola ekspresji na poziomie trans-
krypcji wtasciwa jest innym genom fazy S cyklu
komorkowego, reduktazy dihydrofolianowej [26, 27],
kinazy tymidynowej [28-30] i polimerazy DNA alfa
[14, 31], W utrzymywaniu tej kontroli istotng role
koordynacyjng wydajg sie odgrywac¢ czynniki trans-
krypcyjne rodziny E2F, ktérych aktywnos$¢ zalezna
jest od produktu genu supresora retinoblastomy, biat-
ka Rb (Ryc. 2), a takze cyklin ikinaz zaleznych od cyklu

czynniki
wzrostowe

uszkodzenia
synteza DNA
cykliny D l

|

i

synteza
synteza enzymow
E2F cyklmy zwigzanych
z replikacja
DNA

komoérkowego [12, 32-35], W regionie promotorowym
genu mysiej syntazy tymidylanowej, stwierdzono wy-
stepowanie miejsca, mogacego potencjalnie wigzac
czynniki transkrypcyjne E2F, jednakze jego inaktywa-
cja znosi tylko nieznacznie wystepujace po stymulacji
wzrostu, zwiekszenie iloSci mRNA enzymu [36], Takze
kotransfekcja chomiczych fibroblastéw. nie wytwarza-
jacych wtasnej syntazy tymidylanowej, plazmidem
ekspresyjnym kodujagcym biatko Rb wigzgce czynniki
E2F i plazmidem zawierajagcym gen reporterowy pod
kontrolg promotora genu mysiej syntazy tymidylano-
wej, powoduje nieznaczne zahamowanie funkcji tego
promotora [37], Wydaje sie zatem, ze czynniki E2F nie
odgrywajg istotnej roli w regulacji ekspresji genu
mysiej syntazy tymidylanowej [12, 36, 37], Dla ludz-
kich komdrek nowotworu kos$ci zaobserwowano, ze
poziom syntazy tymidylanowej zalezny jest od obecno-
Sci aktywnych czynnikéw transkrypcyjnych E2F [38-
-40], Mozliwe jest jednak, ze regulacja ta zachodzi za
posrednictwem innych czynnikéw, mogacych oddzia-
tywa¢ z promotorem genu [37], Istotne dla funkcji
promotora zaréwno mysiej jak i ludzkiej syntazy
tymidylanowej wydajg sie by¢ miejsca rozpoznawane
przez czynniki transkrypcyjne Spl, a w przypadku genu
mysiego prawdopodobnie takze, przez czynniki Ets
[36, 37, 41-43]. Sekwencje wigzania tych czynnikow
wystepuja jednak w promotorach wielu ssaczych ge-
ekspresja nie zalezy od fazy cyklu
komdérkowego. Ich wptyw zatem na skorelowang ze
wzrostem ekspresje syntazy tymidylanowej moze by¢
uzalezniony od oddziatywan z innymi czynnikami

néw, ktorych

I

replikacja
DNA

Ryc. 2. Rola biatka Rb w przejsciu punktu granicznego faz

Gj Scyklu komérkowego (na podstawie doSwiadczen
na mysich i ludzkich fibroblastach) [wg 35].
Punkt graniczny R cyklu komérkowego decyduje
o wejsciu komoérki w stan replikacji irozdziela faze G,
na faze G,-pm (post-mitosis), ktdrej przebieg wymaga
obecnosci czynnikéw wzrostowych ina faze G ,-ps (pre
S-phase). ktéra zachodzi niezaleznie od ich obecnosci.
Brak czynnikéw wzrostowych w fazie G,-pm powodu-
je wyjscie komarki do fazy G 0, z ktorej wejscie tj. G,-c
(Gj-entry), do tego samego punktu w G,-pm. z ktére-
go nastapito wyjscie do GO, zachodzi po uptywie
Sgodzin od podania czynnikéw wzrostowych. W pun-
kcie granicznym R zachodzi fosforylacja biatka Rb
przez kinazy zalezne od cyklu komérkowego, cdk 4 6
(zalezne od cykliny D) inastepnie przez cdk 2 (zalezng
od cykliny E). Fosforylacja biatka Rb powoduje uwol-
nienie czynnikéw transkrypcyjnych F2F aktywuja-
cych miedzy innymi transkrypcje genéw, kodujacych
enzymy zwigzane z replikacja DNA. osiggajace mak-
simum aktywnosci w fazie S cyklu komérkowego.
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[36]. Pozniejsze badania wykazaty, ze w wyniku
stymulacji wzrostu mysich fibroblastéw znacznemu
wzrostowi ilosci mMRNA syntazy tymidylanowej w fazie
S cyklu komoérkowego towarzyszy niewielki wzrost
poziomu transkrypcji genu [44]. Takze w przypadku
pobudzonych do wzrostu ludzkich fibroblastéw po-
ziom transkrypcji genu syntazy tymidylanowej pozos-
taje niezmieniony, pomimo obserwowanego wzrostu
aktywnos$ci enzymu [45], Zasugerowano wiec, ze w re-
gulacje ilosci mRNA syntazy tymidylanowej w komor-
kach proliferujagcych zaangazowane sg mechanizmy
posttranskrypcyjne. Wzrost iloSci mRNA przy nie-
zmienionym poziomie transkrypcji genu po stymulacji
wzrostu komorek, obserwuje sie takze dla innego
biatka zaangazowanego w procesy syntezy DNA,
jadrowego czynnika komorek proliferujgcych PCNA.
Uwaza sie, ze istotng role odgrywa tu miedzy innymi
wzrost stabilno$ci pierwotnego transkryptu [46], Nie
wiadomo jednak, czy takze w przypadku syntazy
tymidylanowej stabilno$¢ pierwotnego transkryptu
jest istotna dla regulacji ekspresji genu.

Opornos$¢ ludzkich komérek raka jalita grubego na
5-fluorouracyl, bedacy prekursorem silnego inhibitora
syntazy tymidylanowej 5-fluoro-dUMP, jest efektem
wzrostu iloSci biatka enzymu, czemu nie towarzyszy
wzrost ilosci mRNA [47], Takze w przypadku ludz-
kich, zaréwno normalnych jak i nowotworowych
komoérek nabtonka gruczotu mlecznego, dziatanie in
vitro inhibitora syntazy tymidylanowej D 1694 (beda-
cego chinazolinowag pochodng N IQ-metylenotetra-
hydrofolianu), powoduje 10-40-krotny wzrost ilosci
biatka enzymu przy statej ilosci jego mRNA. Zahamo-
wanie transkrypcji nie powoduje zmiany poziomu ani
mRNA ani biatka enzymu. Jednocze$nie, w obecnosci
D 1694 synchronicznie dzielgce sie komaérki nie wyka-
zujg zaleznych of faz cyklu komoérkowego oscylacji
ilosci biatka syntazy tymidylanowej. Enzym ten ulega
konstytutywnej ekspresji na poziomie wyzszym niz
w komoérkach nie poddanych dziataniu inhibitora
[15]. Powyzsze wyniki wskazujg, Zze mechanizmy po-
sttranskrypcyjne odpowiedzialne sg za wzrost pozio-
mu syntazy tymidylanowej w fazie S oraz za nadanie
opornosci, jakg wykazujg komadrki po krétkotrwatym
dziataniu inhibitoré6w enzymu 5-fluorouracylu i D 1694
[15, 47], Takze diugotrwata (kilkumiesieczna) eks-
pozycja komoérek na fluorodezoksyurydyne (prekursor
5-fluoro-dUMP) o stezeniach stopniowo zwieksza-
nych, prowadzi do nabycia opornoséci wynikajgcej
z nadprodukcji biatka enzymu. U podstaw tej oporno-
§ci moze leze¢ jednak amplifikacja genu syntazy tymi-
dylanowej [48, 49],

Potokres trwania mRNA syntazy tymidylanowej
w mysich fibroblastach bedgcych zaréwno w stanie
spoczynku jak i pobudzonych do wzrostu, jest zbli-
zony i wynosi odpowiednio 9 i 7 godzin. Wzrost
poziomu syntazy tymidylanowej w fazie S cyklu nie
jest wiec efektem wzrostu stabilnosci mMRNA enzymu
[44]. Podobnie dzieje sie w przypadku komédrek
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nabtonka gruczotu mlecznego w warunkach dziatania
D 1694 [15].

Syntaza tymidylanowa nalezy do biatek o strukturze
silnie konserwowanej w toku ewolucji [1, 50], Zgod-
no$¢ sekwencji aminokwasowej enzymu ludzkiego
i mysiego siega 90% [51]. W obydwéch przypadkach
geny kodujace ten enzym zawierajg 6 intronéw [52,
53]. Na podstawie doSwiadczen, w ktérych mysie
fibroblasty transfekowano konstruktami zawierajacy-
mi okreslone egzony, introny isekwencje przylegajace
do genu mysiej syntazy tymidylanowej stwierdzono, ze
dla wystgpienia wzrostu iloSci mRNA enzymu w fazie
S cyklu komdrek poddanych stymulacji, istotna jest
obecnos$¢ sekwencji promotorowej oraz prawidtowego
przebiegu procesu wyciecia przynajmniej jednego in-
tronu. Wazna wydaje sie by¢ nie tyle sekwencja
intronu, co proces sktadania mRNA [54, 55]. Podob-
nie. w przypadku ludzkiej syntazy tymidylanowej
indukcja ekspresji mRNA i biatka enzymu w fazie
S nastepuje wowczas, gdy obecna jest sekwencja
promotorowa genu i intron 1 [56], Oddziatywania
wystepujace pomiedzy regionem promotorowym genu
i co najmniej jednym intronem warunkujg zatem
ekspresje syntazy tymidylanowej, skorelowang ze
wzrostem komorek. Nie wyklucza sie takze wspot-
udziatu innych czynnikéw biatkowych [8, 57]. Obec-
nos¢ intronéw, pomimo tego, ze nie warunkuje eks-
presji biatka, ma takze wpltyw na poziom mRNA
wspomnianego powyzej PCNA zaréwno w fazie GO
jak i po stymulacji wzrostu komorek [58],

IV. Autoregulacja translacji mRNA syntazy
tymidylanowej

Na regulacje ekspresji ludzkiej syntazy tymidylano-
wej zachodzgca na etapie translacji, wskazywato wy-
stepowanie trzech tandemowych powtérzen o dtugosci
28 nukleotydow, w nie ulegajgcym translacji regionie 5'
[59, 60]. Powtérzenia te moga tworzy¢ trzy wzajemnie
przemienne i energetycznie stabilne struktury drugo-
rzedowe (Ryc. 3), ktorych obecnos¢ wptywa hamujaco
na poziom ekspresji enzymu. Zostato to stwierdzone
dla mysich komdérek nie wytwarzajagcych wtasnego
enzymu, stransformowanych plazmidami zawierajgcy-
mi cDNA ludzkiej syntazy tymidylanowej oraz roznej
dtugosci sekwencje poprzedzajace kodon startu trans-
lacji [61], Jak juz. wspomniano, wzrost poziomu
iaktywnosci syntazy tymidylanowej wystepujacy w lu-
dzkich komérkach raka jelita grubego po krétko-
trwatej ekspozycji na 5-fluorouracyl, jest efektem zwie-
kszonej syntezy biatka enzymu. Zjawisko to warun-
kuje oporno$¢ na cytostatyk, poniewaz 30-40% en-
zymu pozostajgcego w formie wolnej w komorce
pozwala na utrzymanie syntezy DNA na poziomie
umozliwiajgcym wzrost. Wywotana przez 5-fluoro-
uracyl indukcja syntezy syntazy tymidylanowej jest
wiec efektem uprzedniego zwigzania enzymu z in-
hibitorem [47], Akumulacja biatka syntazy tymidyla-
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c. 3. Struktury drugorzedowe tworzone przez trzy

tandemowe powtdrzenia w nie

ulegajacym translacji regionie 5 genu ludzkiej syntazy tymidylanowej [wg 60].
Trojkat wskazuje miejsce wystepowania dodatkowego heksameru. Kropki oznacza-
ja komplementarnosc sekwencji.
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nowej w ludzkich komdrkach nabtonka gruczotu dylanowej, czyli wowczas, gdy enzym jest wysycony

mlecznego, spowodowana dziataniem D 1694, ustaje
w obecnoéci inhibitora translacji [15]. Wydaje sie
zatem, ze zasadniczym etapem regulacji ekspresji syn-
tazy tymidylanowej, stanowigcym podstawe opornosci

komorek na krotkotrwaty stres cytostatyczny jest
translacja.
Biatko ludzkiej syntazy tymidylanowej wigze sie

zarowno in vitro jak i in vivo, z wtasnym mRNA [62,
63]. Translacja in vitro zostaje specyficznie zahamowa-
na w obecnos$ci biatka enzymu, natomiast catkowicie
odblokowana w obecnosci substratow, dUMP iN510-
-metylenotetrahydrofolianu, jak iinhibitora, 5-fluoro-
-dUMP [62], Fizjologiczne substraty oraz ich analogi
wspbétzawodniczag wiec z mRNA o wigzanie przez
enzym. W ich obecnosci mRNA nie jest skomplek-
sowane z biatkiem enzymu izachodzi inicjacja trans-
lacji. Odblokowanie translacji nastepuje zatem w mo-
mencie zapotrzebowania na aktywno$¢ syntazy tymi-
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substratem lub gdy stan taki jest symulowany w obec-
nosci inhibitora. Syntaza tymidylanowa przeprowadza
wiec regulacje translacji wtasnego mRNA (Ryc. 4).
Zidentyfikowano dwa regiony mRNA uczestniczgce
w tworzeniu kompleksu z biatkiem enzymu. Jeden
obejmuje obszar 188 poczagtkowych nukleotydéw
mRNA, w obrebie ktdrego zawarty jest kodon inicjacji
translacji, a drugi obszar 200 nukleotydow sekwencji
kodujacej biatko. W obrebie 188 nt moze tworzy¢ sie
stabilna struktura drugorzedowa typu szpilki do wto-
sow, ktorej petle stanowi kodon inicjacji translacji. Dla
wtasciwego rozpoznania biatka konieczna jest obec-
nos¢ wewnatrz tej struktury heksameru GCCAUG.
BezposSrednio z biatkiem syntazy tymidylanowej kon-
taktuje sie obszar 36 nt. Nie ustalono zadnych sekwen-
cji wspolnych dla obydwéch regionéw wigzania biat-
ka, jednak mozliwe jest wystepowanie pomiedzy nimi
podobienstw strukturalnych [64],
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Ryc. 4. Model autoregulacji translacji mRNA ludzkiej syntazy
tymidylanowej [wg 9],
CH2H4PteGlu-N510-metylenotetrahydrofolian.

Takze syntaza tymidylanow E. coli wigze wtasne
MmMRNA. Punktowe mutacje w biatku tego enzymu,
w miejscu wigzania N510-metylenotetrahydrofolianu
oraz w reszcie cysternowej centrum aktywnego znoszg
te zdolno$¢, natomiast w miejscu wigzania dUMP (z
wyjatkiem wyzej wspomnianej cysteiny) — pozostajg
bez wptywu na tworzenie komplekséw z mRNA.
Oddziatywanie biatko/mRNA syntazy tymidylanowej
E. coli warunkowane jest wiec bezposrednim oddzia-
tywaniem okreslonych obszaré6w biatka z mRNA
lub tez zalezy od nadawanej przez nie, konformacji
enzymu [65].

Poprzez autoregulacje translacji kontrolowana jest
ekspresja niektérych biatek bakteriofagéw [66] oraz
biatek rybosomalnych E. coli [67], W organizmach
eukariotycznych, oprécz syntazy tymidylanowej takze
ekspresja ludzkiej DHFR, ktorej jedng z funkcji jest
regeneracja kofaktora dla reakcji syntazy tymidyiano-
wej [2], moze podlega¢ regulacji na drodze tworzenia
sie kompleks6w RNA-biatko, co hamuje inicjacje
translacji [68], Wydaje sie takze, ze translacja mRNA
PA BP (poly(A)-binding protein) regulowana jest w spo-
sdb negatywny przez biatko PA BP, przytaczajace sie
do nie ulegajacego translacji regionu 5 mRNA. PABP
hamuje réwniez translacje wiasnego mRNA in vitro
[69, 70], W przypadku biatek prokariotycznych tgcza-
cych sie z RN A, biatka ptaszcza bakteriofaga R 17 [71]
i syntetazy aminoacylo-tRNA E. coli [72] oraz euka-
riotycznego biatka zaangazowanego w regulacje meta-
bolizmu zelaza IRE-BP (iron responsivo element bin-
ding protein) [73-75], do skompleksowania RNA wy-
magana jest obecnos$¢ zredukowanej grupy sulfhyd-
rylowej. Takze syntaza tymidylanowa wykazuje naj-
wieksze powinowactwo do wiasnego mRNA wodwczas,
gdy posiada zredukowane grupy sulfhydrylowe [76],
co jest réowniez warunkiem inicjacji procesu katalizy
[1]. Nie wiadomo, czy autoregulacja ekspresji syntazy
tymidylanowej wtadciwa jest takze innym organizmom
ssaczym. W procesie tworzenia si¢ kompleksu ludzkiej
syntazy tymidylanowej z jej wtasnym mRNA istotng
role wydajg sie odgrywa¢ nukleotydy sgsiadujgce
z kodonem AUG. Jednak pomimo duzej konserwaty-

POSTEPY BIOCHEMII 44(3), 1998

wnos$ci sekwencji genow i biatek syntaz tymidylano-
wych myszy, cztowieka oraz innych organizmoéw, ten
wtasnie region cechuje sie znaczng zmiennos$ciag [1,55].

Autoregulacja translacji jest wiec mechanizmem
regulacji ekspresji dwoch gendw fazy S cyklu komor-
kowego, syntazy tymidylanowej i reduktazy dihyd-
rofolianowej. Takze kinaza tymidynowa, kolejny en-
zym fazy S katalizujacy reakcje fosforylacji tymidyny,
a wiec dostarczajagcy prekursora do syntezy DNA,
podlega regulacji na poziomie translacji. Zwieksza sie
bowiem poziom syntezy biatka enzymu w fazie S cyklu,
natomiast poziom mRNA pozostaje niezmieniony [77,
78]. Przypuszcza sie zatem, ze regulacja translacji tych
trzech biatek decydowaé moze o utrzymaniu witas-
ciwego poziomu syntezy dTMP w warunkach stresu
cytostatycznego.

V. Syntaza tymidylanowa jako enzym meta-
boliczny zdolny do wigzania mRNA c-myc
i p53

Liczne biatka, do ktérych nalezg czynniki trans-
krypcyjne i regulatory wzrostu, wykazujg zdolnos¢
wigzania z kwasami nukleinowymi, co stanowi pod-
stawe regulacji ekspresji gendw. Zidentyfikowano Kkil-
kanascie enzymoéw metabolicznych, ktore w komadr-
kach eukariotycznych lub prokariotycznych, oprécz
przeprowadzania réznych reakcji przemian energii,
syntezy nukleotydéw Ilub aminokwaséw, posiadaja
takze zdolno$¢ tgczenia sie z kwasami nukleinowymi,
przez co uczestniczg w przetwarzaniu informacji gene-
tycznej [79, 80], Wsr6d tych enzyméw, poza syntaza
tymidylanowg, wyrdznia sie miedzy innymi takze
ssaczg dehydrogenaze aldehydu 3-fosfoglicerolowego
(GAPDH), ktora jest enzymem glikolitycznym i jed-
nocze$nie tagczy sie z mRNA i tRNA, regulujac w ten
spos6b ekspresje genéw na poziomie translacji.
GAPDH uczestniczy takze w procesie naprawy DNA
jako glikozylaza uracyl-DNA oraz w procesie re-
plikacji DNA jako biatko wystepujace w kompleksie
polimerazy DNA alfa [81]. Inne przyktady enzyméw
tej grupy to drozdzowa dehydrogenaza izocytryniano-
wa, ktdra jest enzymem cyklu kwasoéw tréjkarbok-
sylowych oraz przytgcza sie do nie ulegajgcych trans-
lacji regionéw 5 mitochondrialnych mRNA [82],
bakteryjna dehydrogenaza prolinowa, ktéra utlenia
prolineg do glutaminianu i reguluje witasng ekspresje
wigzac sie z DNA [83], ssacza dehydrogenaza glutami-
nianowa — Kkluczowy enzym taczacy rdzne szlaki
metaboliczne i przytgczajagcy sie specyficznie do
MRNA oksydazy cytochromu c [84], Takze wspo-
mniane powyzej biatko IRE-BP, okazato sie by¢
cytozolowg akonitazg [85], Podobnie DHFR, ktora
spetnia istotng role na szlaku biosyntezy nukleotydow
purynowych [86], posiada zdolno$¢ taczenia sie z wias-
nym mRNA in vitro. Powszechne wystepowanie, od
organizmow prokariotycznych do ssakéw z cztowie-
kiem witagcznie, enzymoéw metabolicznych przytgczaja-
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cych pochodne nukleotydowe wskazuje na to, zejest to
silnie konserwowana dawna warto$¢ ewolucyjna [80].
Cechg wspdlng wiekszosci omawianych enzymow jest
to, ze w procesach katalizy ich kofaktorami sg pochod-
ne nukleotydowe. W przypadku syntazy tymidylano-
wej nukleotyd jest substratem reakcji. Wydaje sie, ze
pierwotnie reakcja przeprowadzana byta przez RNA,
ktére nastepnie dokonato syntezy biatka, a to z kolei
ostatecznie zastgpito RNA w funkcji katalitycznej.
Koenzymy te stanowityby wigec ewolucyjny relikt po
czgsteczkach RNA, spetniajagcych pierwotnie role en-
zymow [87, 88], Miejsca wigzania koenzymow przez
wspobtczesne enzymy biatkowe moga by¢ jednoczes$nie
miejscami wigzania kwasow nukleinowych, co ma
miejsce w przypadku syntazy tymidylanowej. Przytg-
czenie substratu lub mutacja cysteiny w centrum
aktywnym enzymu znosi zdolno$¢ wigzania mRNA.
Zjawisko autoregulacji translacji wydaje sie by¢ od-
zwierciedleniem  pierwotnych oddziatywan biat-
ko/kwas nukleinowy, natomiast obserwowana w przy-
padku niektérych enzyméw tej grupy (np. dehy-
drogenazy prolinowej) zdolno$¢ wigzania z DNA, jest
byé moze konsekwencjg ewolucyjnej zmiany materiatu
genetycznego z RNA na DNA [80], Uwaza sie row-
niez. ze taczenie sie biatek z kwasami nukleinowymi
odzwierciedla stereospecyficzne oddziatywania, ktére
legly u podstaw powstania kodu genetycznego [89],
Kompleksowanie wiec wtasnego mRNA bytoby charak-
terystyczne dla biatek starych ewolucyjnie, ktore za-
chowaty zdolno$¢ do tego typu oddziatywan [80].
Syntaza tymidylanowa, poza zdolnoscig wigzania
wiasnego mRNA, posiada takze zdolno$¢ wigzania
mMRNA czynnika transkrypcyjnego c-Myc, jak i sup-
resora nowotworu, biatka p53. Obydwa biatka, c-Myc
i p53, petnig istotng role w regulacji proceséw wzrostu
i Smierci komoérek [90-93], Ich ekspresja ulega zmia-
nom w wyniku dziatania inhibitoréw aktywnosci syn-
tazy tymidylanowej. Pod wptywem fluorodezoksyury-
dyny nastepuje spadek ekspresji c-Myc, natomiast pod
wptywem D 1694 wzrost ekspresji p53 w ludzkich
komérkach nowotworu jelita grubego [94. 95]. Wyni-
ka to prawdopodobnie z tego, ze cytotoksyczno$é
inhibitoréw syntazy tymidylanowej jest konsekwencja
fragmentacji DNA, zachodzacej w wyniku zahamowa-
nia aktywnos$ci enzymu [2]. Nastepstwem fragmen-
tacji DNA jest natomiast wytworzenie sygnatu regulu-
jacego procesy proliferacji i/lub $mierci komérek,
w przekazywaniu ktdérego uczestniczg biatka c-Myc
i p53 [95, 96], Stosujac metode RT:PCR (reverse
transcription: polymerase chain reaction), poprzedzong
immunoprecypitacjag kompleksow rybonukleoprotei-
nowych zawierajacych syntaze tymidylanowa wykaza-
no, ze w ludzkich komérkach raka jelita grubego
biatko syntazy tymidylanowej potgczone jest nie tylko
z wiasnym mRNA lecz takze z mRNA c-myc [63, 97].
Sekwencja 165 nukleotydéw C-korncowego regionu
c-myc mRNA odpowiedzialna jest za identyfikacje
i utworzenie kompleksu z biatkiem syntazy tymidyla-
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nowej. Jednocze$nie sekwencja ta koduje istotny dla
funkcji c-Myc, jako czynnika transkrypcyjnego, region
zasadowy oraz motywy heliks-petla-heliks. Obecnos$¢
egzogennej syntazy tymidylanowej w systemie trans-
lacji in ritro mRNA c-myc specyficznie hamuje jej
inicjacje. Tak wiec translacja mMRNA c-myc jest regulo-
wana w spos6b negatywny przez biatko syntazy tymi-
dylanowej [97], Przy zastosowaniu wyzej wspomnia-
nej metody, wykazano takze obecno$¢ mRNA biatka
p53 w rybonukleoproteinowych kompleksach syntazy
tymidylanowej w komorkach raka jelita grubego.
Podobniejak do mRNA c-myc, biatko syntazy tymidy-
lanowej wykazuje wysokie powinowactwo do mRNA
p53, hamujac takze jego translacje in ritro [98].
Modyfikujac metode RT:PCR w taki sposdb, ze za-
miast starteréw o sekwencji specyficznej odpowiednio
dla syntazy tymidylanowej, c-myc czy p53, wykorzys-
tano startery uniwersalne, zidentyfikowano w komadr-
kach raka jelita grubego 9 réznych RNA, powiaza-
nych w kompleksach z biatkiem syntazy tymidylano-
wej. Nalezg do nich miedzy innymi mRNA biatka 15
kDa indukowanego przez interferon i mMRNA biatka
8 zawierajgcego palce cynkowe. Nie ustalono jednak
zadnej sekwencji wspdlnej dla RNA wigzanych przez
syntaze tymidylanowag [99]. Przypuszcza sie, ze
poprzez zdolno$¢ wigzania mRNA wtasnego, c-myc
i p53, a takze ze wzgledu na lokalizacje w cytoplazmie
oraz w jadrze [100] i wystepowanie w komdrce
w formie ufosforylowanej, biatko syntazy tymidylano-
wej moze mie¢ istotny wktad w regulacje cyklu komaér-
kowego [101],

V1. Zakonhczenie

Szczegdtowe poznanie mechanizméw oddziatywa-
nia biatka syntazy tymidylanowej z czasteczkami
MRNA moze poméc w opracowaniu nowych strategii
chemioterapii. Obecnie stosuje sie specyficzne inhibi-
tory aktywnos$ci enzymatycznej. Informacje zdobyte
dotychczas na temat autoregulacji translacji mRNA
ludzkiej syntazy tymidylanowej pozwalajg sadzi¢, ze
zniesienie ekspresji tego enzymu w komdrce mozna
uzyskaé rowniez (i) hamujac aktywnos$¢ enzymatyczng
biatka przy pomocy oligonukleotydéw (ii) blokujac
inicjacje translacji w wyniku utworzenia stabilnych
komplekséw pomiedzy mRNA i biatkiem enzymu lub
syntetycznym peptydem, lub tez czgsteczkg symuluja-
cg dziatanie biatka [102], Interwencji farmakologicz-
nej mogtby takze podlega¢ proces oddziatywania
MRNA syntazy tymidylanowej z jej mRNA anty-
sensownym, ktédry moze wystepowaé¢ w ludzkich ko-
moérkach nowotworowych. Na raziejednak dane o tym
oddziatywaniu sg niewystarczajgce by okresli¢ jego
role w regulacji ekspresji genu syntazy tymidyla-
nowej [103].
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W jaki sposob aneksyny, rozpuszczalne biatka wigzace
wapn, tworzg w bionie kanaty jonowe?

How annexins, soluble calcium-binding proteins, may form ion

channels in the membrane?

JOANNA BANDOROWICZ-PIKULAL

SELAWOMIR PIKULA?Z

Transmembrane protein evolution presents problems for Darvinians.
There is no use in a pump that only partially penetrates a bilayer.

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Budowa aneksyn i ich oddziatywanie z btong

I1l. Kanaty jonowe tworzone przez aneksyny
111-1. Kanaly wapniowe zalezne od potencjatu btonowego
111-2. Kanaty anionowe
IV. Regulacja aktywnos$ci kanatéw jonowych przez aneksyny
V. Uwagi koncowe

l. Wstep

Biatka transportujgce, ktére wystepujg w komér-
kaeh wspétcze$nie zyjacych organizmdéw tworzg ze
wzgledu na swe funkcje i wtasciwosci rodziny, takie jak:
pertneazy bakteryjne, mitochondrialne biatka no$ni-
kowe, gtdwne integralne biatka btonowe, uniportery,
symportery i antyportery, kanaty jonowe zalezne od
potencjatu btonowego i ATPazy [1-3], Wszystkie
wymienione biatka sa biatkami integralnymi btony.
Czesto dane na temat mechanizméw transportu réz-
nych substancji uzyskuje sie w badaniach kanatéw
tworzonych przez peptydy. Struktura wielu z nich, np.
alametycyny z grzyba Trichoderma viride [5,6], lub
toksyn bakteryjnych, jak oc-hemolizyna czy kolicyna
[7], dzieki metodom krystalograficznym, zostata opi-
sana z rozdzielczos$cig pozwalajaca na identyfikacje
poszczeg6lnych atoméw [4], Toksyny bakteryjne
z nieszkodliwych, rozpuszczalnych w wodzie czgs-
teczek, przeksztatcajg sie w Smiertelnie niebezpieczne
dla komérki czynniki (w wyniku zwigzania z btong
plazmatyczna, agregacji na jej powierzchni, nagroma-
dzania sie w dwuwarstwe lipidowa i ostatecznie wy-
tworzenia kanatu w btonie) [7], Niektore z tych

IDr, 2doc. dr hab., Pracownia Biochemii Lipidéw. Zaktad
Biochemii Komorki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3. 02-093 Warszawa.
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Peter Nicholls i wsp., 1992 [1]
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111-2. Anion channels

IV. Regulation of anionic channels activity by annexins

V. Concluding remarks

toksyn, okres$lane jako (3-CFT (ang. i3-barrel channel-
-forming toxins), ulegajg oligomeryzacji, a inne, okres-
lane jako 00CFT (ot-helieal channel-forming toxins), nie
tworzg oligomeréw. Znane sg rdwniez peptydy lub
biatka (np. prion, (3-amyloid), o strukturze oohelikalnej,
ktére destabilizujg btony gtdwnie w wyniku oddziaty-
wan hydrofobowych. Destabilizacja ta moze mie¢ duze
znaczenie w procesach fuzji komdérek, np. podczas
zaptodnienia, w egzocytozie iw transporcie biatek, ale
takze w niektérych stanach patologicznych, takich jak
zakazenie wirusem, choroba Alzheimera lub choroba
Creutzfeldta-Jakoba [8, 9],

inne biatka, ktorym przypisuje sie aktywnos¢ kana-
towa, aneksyny, nie sg biatkami btonowymi. Biatka te
tylko w okreslonych warunkach oddziatujg z lipidami
bton biologicznych, zmieniajgc przepuszczalno$¢ dwu-
warstwy lipidowej dla jonéw. Analizujagc strukture
tych biatek, sprébujemy w niniejszym artykule znalez¢
odpowiedZz na pytanie, w jaki sposdéb rozpuszczalne
biatka moga tworzy¢ kanaty jonowe, i jakie to ma
znaczenie dla funkcjonowania komorek.

I1. Budowa aneksyn iich oddziatywanie z btong

Aneksyny tworzg rodzing homologicznych biatek
wigzacych wapn, ktédre wigza sie z btonami zawieraja-
cymi obdarzone tadunkiem ujemnym czasteczki fos-
folipidéw w sposo6b zalezny od stezeniajonéw wapnia.
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a proces ten ulega odwrdceniu w obecnosci chelatoréw
wapnia, takich jak EGTA. Istnieja takze izoformy
aneksyn, ktére pozostajg zwigzane z btong nawet
w obecnos$ci EGTA, ale ich rozmieszczenie w komérce
i struktura nie sg dobrze poznane [10]. Ostatnio
wysunieto przypuszczenie, ze mechanizm niezaleznego
od Ca2+ wigzania aneksyn z btonami polega na
oddziatywaniu aneksyn z ufosforylowanymi biatkami
btonowymi, regulowanemu przez procesy fosforylacji
i defosforylacji [ 11]. W czgsteczce aneksyny Il wykryto
rowniez specyficzng domene, dzieki ktérej biatko
w spos6b niezalezny od wapnia oddziatuje ze swoim
receptorem na btonie [12], Dodatkowo zaobserwowa-
no, ze wzrost poziomu peroksydacji lipidow moze
wptywaé na odwigzywanie aneksyn od bton, czemu
towarzyszy wzrost wewngatrzkomorkowego stezenia
Ca2+ [13],

W komorkach ssakow aneksyny sg kodowane przez
10 gendéw; ponadto wystepuje wiele specyficznych
tkankowo lub gatunkowo izoform (aneksyny ssakow
oznaczone sg cyframi rzymskimi I-VI1L XI i X1I1) [14],
Jakkolwiek wtasciwosci biochemiczne istruktura mo-
lekularna aneksyn byty bardzo intensywnie badane,
dane na temat ich funkcji in viro sag nadal nieliczne
[15-17], Dzieki zdolnosci do oddziatywania in vitvo
z biatkami cytoszkieletu oraz wywotywania agregacji
i fuzji bton, aneksynom przypisuje sie role w endo-
i egzocytozie [18], Poniewaz aneksyny modulujg ak-
tywnos$¢ fosfolipazy A, stad przypuszczenie, ze moga
odgrywa¢ role w procesach zapalnych [15. 16, 19],
Zaobserwowano réwniez, ze aneksyny sa substratami
réznych kinaz biatkowych, a takze oddziatujg z biat-
kami biorgcymi udziat w mitozie, co moze sugerowac
ich udziat w réznicowaniu sie i proliferacji komorek
[20], Niektdre z nich tworzg kanaty jonowe w btonach
sztucznych oraz wigzg sie z btonami organelli wydziel-
niczych lub magazynujacych wapn w komorce [21-
-24], RoOznorodnos$¢ funkcjonalna aneksyn jest dla
wielu badaczy trudna do zrozumienia, do tego stopnia,
ze zadajg pytanie, po co aneksyny istniejg w komdrce?
[25]. Niedawno przedstawiono dowody doswiadczal-
ne, ze aneksyny mozna zalicza¢ do zrdznicowanej
rodziny biatek wigzagcych ATP/GTP [26-31], co tym
bardziej rozszerza liste procesdw, na ktdére biatka te
mogag wptywac in vivo.

W czagsteczkach aneksyn wyréznia sie cze$¢
N-koncowgq i cze$¢ rdzeniowg. Cze$¢ rdzeniowa zbu-
dowana jest z czterech (aneksyny, I-V. VII-XIII) lub
o$Smiu (aneksyna VI) powtarzajacych sie domen skta-
dajacych sie z 72 reszt aminokwasowych, wykazuja-
cych wysokie wzajemne podobienistwo: w obrebie tych
domen zlokalizowane sg miejsca wigzania jonow
wapnia i czasteczek fosfolipidow [10, 15, 32-35],
W odrdznieniu od czeSci rdzeniowej biatka, rejon
N-koricowy jest bardziej zré6znicowany, od 11 do 196
reszt aminokwasowych, gra role regulatorowa) i od-
powiada prawdopodobnie za specyficzne funkcje r6z-
nych aneksyn [33-35],
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Najlepiej zbadang aneksyng pod wzgledem struk-
tury krystalicznej jest aneksyna V z tkanek cztowieka,
szczura i kury. Poznano rowniez strukture krystalicz-
na aneksyn I, IlI, IV i VI z tkanek cztowieka, wotu
ikury, oraz aneksyny XII ze stutbi Hydra rulgaris (Tab.
1). Ze wzgledu na duze podobiefAstwo struktury pierw -
szorzedowej aneksyny te majg podobng strukture
trzecio- i czwartorzedowa. Na podstawie pomiarow'
dichroizmu kotowego [47] stwierdzono, ze przewaza-
jaca czes$¢ tancucha peptydowego aneksyn ma struk-
ture oc-helikalng. Jak wspomniano, w czasteczkach
aneksyn wystepuje cztery lub osiem wydzielonych
domen (oznaczonych odpowednio cyframi rzymskimi
I-1V tub 1-VIIl) (Ryc. 1). Kazda z nich sktada sie
z pieciu oc-helis (oznaczanych literami A-E), uktadaja-
cych sie dodatkowo w prawoskretng superhelise
0 dwdch skretach. Cztery z wymienionych oc-helis
(A-D) sa utozone w stosunku do siebie antyréwnolegle,
podczas gdy pigta (E) prostopadle do pozostatych.
Czasteczka biatka jest ptaska, lekko zakrzywiona,
z dwiema hydrofilowymi powierzchniami, wklestg
1 wypukta. Na wypuktej powierzchni znajdujg sie
miejsca wigzace waph. Domeny Il i lll oraz i IV (a
takze VI i VII oraz Vi VIII w aneksynie VI) sg ze sobg
$cis$le potaczone oddziatywaniami hydrofobowymi
w dwa (lub cztery) symetryczne moduty. Pomiedzy
modutami przewazaja oddziatywania polarne ijonowe
[48, 49], Aneksyna VI jest prawie dwukrotnie wieksza
od pozostatych isktada sie zoSmiu domen (Ryc. 1) [48,
49], Kazda z dwo6ch 4-domenowych czesci aneksyny
VI przypomina jednak inne aneksyny. Potéwki biatka
sg potozone prostopadle wzgledem siebie i potgczone
49-aminokwasowym odcinkiem oc-helikalnym. Pomie-
dzy nimi tworzg sie cztery mostki siarczkowe [49],
dzieki czemu prawie 11% powierzchni biatka jest
izolowane od $rodowiska zewnetrznego.

Aneksyny zdolne sg do oddziatywania ze soba
i tworzenia dimeréw (aneksyna VIl z Dictyostelium
discoideum [35], trimerow (aneksyna V [40]), hek-
sameréw (aneksyna XII z Hydra rulcjaris [46]) i wiek-
szych agregatéow, co udowodniono z zastosowaniem
chemicznego sieciowania i mikroskopii elektronowej
[44, 50, 51],

Miejsca wigzagce wapn w czasteczce aneksyny tworzy
petla o sekwencji Gly-dowolny aminokwas-Gly-Thr
i dodatkowo oddzielona od niej o 38 reszt amino-
kwasowych reszta Asp (lub Glu). Jon wapnia jest
koordynowany przez trzy atomy tlenu z grup kar-
bonylowych w petli i grupe karboksylowa reszty
kwasu asparaginowego (lub kwasu glutaminowego),
a takze czgsteczki wody. Sfera koordynacyjna kationu
ma ksztatt pieciobocznej piramidy, w ktérej odlegtosci
pomiedzy atomami wapnia i tlenu wynoszg 2,4-2,7 A
Takie miejsce wigzania kationdw, charakteryzujace
sie statg powinowactwa w stosunku do Ca2+ w za-
kresie stezed mikro-milimolarnych, okre$la sie miejs-
cem typu Il [35], w odr6znieniu od miejsc typu
lostrukturze "EF hand”, wystepujacych w kalmoduli-
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Tabela 1

Krystalizacja aneksyn.

Parametry sieciowe komérki elementar-

nej krysztatu (A)

A Tkanka Uktad krysztatu
a h
| produkt b.d. 139,4 67,5
genu*
1 produkt b.d. 124.7 64,5
genu*
IV tozysko ortorombowy 105,4 115,7
ludzkie
watroba heksagonalny 121.0 121.0
wotow'a
wydtuzony rombowy 33,1 123.7
w-atroba trygonalny 99.4 99.4
kurza
\Y% produkt izomorficzny 99.3 99,3
genu*
naczy- wydtuzony rombowy 83,9 80.9
niowka
ludzka
tozysko heksagonalny 98,6 98,6
ludzkie
romboedralny 99.6 99.6
nerka heksagonalny 156,8 156,8
szczurza
heksagonalny 93.0 93,0
watroba trygonalny 99.4 99.4
kurza
Vi tozysko tetragonalny 68.1 68,1
ludzkie
watroba tctragonalny 68.4 68.4
wotowa
X1 Hydra b.d. 71,2 179.2
vulgaris

Symetria Rozdzielczo$¢ dy-
krysztatu Ana A.C.U. frakcji (A)
c

42,1 P212) 2, 1 2.5
49.4 P212j21 1 2,3
80.7 Cc222[ 1lub 2 2.5
83,0 R3 1 2.5
48,9 P2, 1 b.d.
96.2 R3 1 2.2
129.9 P6, 1 3.0
71,4 P2, 2 2,2-2,4
129.6 P63 2 25
97.2 P3 1 25
36.9 R3 1 2.2
125,0 P 6322 1 b.d.
96.2 R3 1 2.25
256,0 P4, 1 6,0
209,6 P4> 1 < 10.0
100,7 P2, 6 2.8

Dane dotyczace 3-wymiarowych krysztatdw aneksyn zaczerpnieto z nastepujacych prac: ancksyna | [36]; ancksyna Il [37]: aneksyna IV [38];
ancksyna V [39-43]; aneksyna VI [44. 45]; aneksyna XII [46]. Skroty: A—aneksyna; A.C.U. (ang. asymmetric crystal unit) — asymetryczna

komoérka sieciowa krysztatu; b.d. — brak danych. *Produkt ekspresji genu AN X1, ANXII

nie, troponinie C i parwalbuminie (Ryc. 2) [33, 52],
Miejsca wigzagce waph w czasteczkach aneksyn przy-
pominajg miejsce wigzace wapn w centrum katalitycz-
nym fosfolipazy A2 [53],

Miejsca wigzgce wapn typu Il okazaty sie by¢ tez
miejscami wigzacymi fosfolipidy, bioragcymi udziat
w tworzeniu mostkéw wapniowych w trakcie powierz-
chniowego oddziatywania aneksyn z btonami [54. 55],
Mechanizm wigzania aneksyn z btonami polega na
tym, ze jedna z czasteczek wody w sferze koordynacyj-
nej kationu ulega zastgpieniu przez atom tlenu po-
chodzacy z grupy fosforanowej czagsteczki fosfolipidu.
Wieksze powinowactwo aneksyn w stosunku do fos-
fatydyloseryny niz do innych klas fosfolipidow wynika
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i ANXVz tkanek ludzkich w bakteriach.

prawdopodobnie z faktu, ze atom tlenu w grupie
karboksylowej seryny moze bra¢ udziat w koordyna-
cyjnym wigzaniu dodatkowego jonu wapnia, co wzma-
ga oddziatywanie aneksyny z btong. Mogtoby to
ttumaczy¢ wzrost powinowactwa biatka w stosunku
do Ca2+ [54], W czasteczce aneksyny wystepuje
jeszcze jedna klasa miejsc wigzacych wapn zwanych
miejscami typu Ill, ktére w odrdznieniu od typu II.
wykazujg wyzsze powinowactwo do jonow
[39], W przypadku aneksyny V stwierdzono, ze w nis-
kim stezeniu jonédw wapnia kationy ulegaja zwigzaniu
w domenach I, Il i 1V [40], Wraz ze wzrostem stezenia
wapnia, dodatkowy jon ulega zwigzaniu w domenie Ill
aneksyny, dochodzi do zmiany konformacyjnej, w wy-

lantanu
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Trimer
aneksyny V

Ryc. 1. Domenowa budowa czgsteczek
aneksyn. Organizacja domen
w czgsteczkach aneksyny V (tri-
mcr) i aneksyny VI (dimcr)
zwigzanych z btong. Cyframi
rzymskimi oznaczono domeny,
w obrebie ktérych znajduja sie
miejsca wigzania Ca2" (typu Il)
i fosfolipidow [wg 48. 49],

niku ktorej pojedyncza reszta tryptofanu znajduja-
ca sie wewnatrz czasteczki zmienia swoje potozenie
o 18 A, ulegajac ekspozycji do Srodowiska zewnetrz-
nego [56],

Oddziatywanie aneksyn z btong zachodzi bez penet-
racji biatka w gtgb dwuwarstwy lipidowej [30, 51, 57],
a towarzyszg mu zmiany w powierzchniowej warstwie
btony [58], W przypadku aneksyny VI tagcznik pomie-
dzy dwoma potéwkami czasteczki zapewnia odpowie-
dnig gietko$¢ biatku [29, 59], utatwiajacg prawdopo-
dobnie udziat tej aneksyny i fuzji pecherzykdw wy-

A o B

@

Glu

) Glu
Thr

Dimer
aneksyny VI

dzielniczych [18, 45],

Aneksyny zmieniajg swoje rozmieszczenie w komoér-
ce, wigzac sie z btong plazmatyczng lub btonami
organelli wewngatrzkomo6rkowych w odpowiedzi na
zmiany cytosolowego [60-64] lub jadrowego Q65]
stezenia wapnia, w wyniku pobudzenia komorki.
W niektérych przypadkach jest to zwigzane z fos-
forylacjg okreslonych biatek btonowych [11]. Przy-
pomina to zachowanie kalekscytyny. Kalek scy-
tyna jest biatkiem wigzacym GTP i wapn (zawiera
miejsca wigzania wapnia o strukturze "EF-hand”)

_HO

Rvc. 2. Czwartorzedowa struktura miejsc wigzacych jony wapnia w czasteczce kalmoduliny (A) i aneksyny V (B). W strukturze ..EF-hand"
kalmoduliny, wigzania koordynacyjne dla C'a2+ pochodza z jednego azomu tlenu gtdwnego tafncucha polipeptydowego. pieciu atomoéw
tlenu tancuchdw bocznych iatomu tlenu z czasteczki wody. Petla pomiedzy a-heliksami E i F w czgsteczce kalmoduliny ma strukture
P-zgiecia. W miejscu wigzacym C'a2‘ aneksyny (petla AB), wigzania koordynacyjne pochodzg z trzech atoméw tlenu (reszty
Glu-X-Glu-Thr petli pomiedzy coheliksami A i B) i grupy karboksylowej (reszta Asp petli pomiedzy oi-heliksami C i D) oraz atomow

tlenu z dwoch czasteczek wody [wg 33, 52].
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stanowi réwniez substrat kinazy biatkowej C. Ulega
translokacji do bton w wyniku fosforylacji, a jedno-
czeSnie okazata sie wpitywaé na aktywnos$¢ kanatow
potasowych w btonie fibroblastéw oraz zmienia¢ prze-
puszczalno$¢ bton dla wapnia w komdrkach Purkin-
jego [66],

I1l. Kanaly jonowe tworzone przez aneksyny

I11-1. Kanaly wapniowe zalezne od potencjatu
btonowego

W centrum czgsteczki aneksyn znajduje sie hydro-
filowy kanat, ktdrego wnetrze zbudowane jest miedzy
innymi z obdarzonych tadunkiem reszt aminokwaso-
wych. W kanale tym zwigzane sg réwniez czasteczki
wody [48, 67], Pomiary z zastosowaniem metody
"patch-clamp” i sond fluorescencyjnych $wiadczg, ze
kanat ten wykazuje selektywno$¢ w stosunku do jonéw
wapnia [24, 68], Ostatnio badania te znalazty potwier-
dzenie dzieki uzyskaniu krysztatdéw aneksyny V
w kompleksie z pochodng benzotioazepiny, K201
[42], Zwiazek ten hamuje aktywno$¢ kanatu wap-
niowego tworzonego przez aneksyne w btonie [69],

Poniewaz zebrane dotad informacje tworzg obraz
aneksyn jako biatek oddziatujagcych na powierzchni
btony [17], to rodzi sie pytanie, w jaki sposdb jony
moga by¢ transportowane przez aneksyny. W przy-
padku izoform kinazy biatkowej C zalezne od wapnia
wigzanie sie z btong wywotuje znaczny wzrost powino-
wactwa enzymu do Ca2+ ireguluje aktywnos$¢ kinazy
[70]. Podobny mechanizm aktywacji jest proponowa-
ny dla cytosolowych proteinaz, kalpain [71],

W przypadku aneksyny V badania z zastosowaniem
mutacji punktowych i pomiaru aktywnos$ci pojedyn-
czych kanatéw pozwolity stwierdzié, ze mutacja
Glul 12—Glyl 12 wywotuje zanik mechanizmu bram-
kowania kanatu przez zmiany potencjatu btonowego

Glu78

Domeny 1i IV

H

Glul7

Ryc. 3. Aneksyna Vjako ka-
nat wapniowy zalez-
ny od potencjatu bto-
nowego [wg 67, 73],
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oraz utrate przez aneksyne selektywnos$ci w stosunku
do Ca2+ narzecz kation6w jednowartosciowych [72],
Podobne skutki wywotata mutacja Glu95->Ser95, co
sugeruje, ze filtr selektywnos$ci kanatu jest umiejs-
cowiony w jego cze$ci hydrofitowej [68], Elementem
czujnika potencjatu bitonowego jest takze reszta
Arg271, za$ reszty Glul7 i Glu78, kontrolujac kat
nachylenia poszczegélnych domen, regulujg przeptyw
kationéw przez kanat hydrofilowy w biatku (Ryc. 3)
[67, 73],

Prébujac wyjasni¢ tworzenie poréw w btonie pod
wptywem wigzania si¢ aneksyny V z dwuwarstwg
lipidowg proponowano poglad, ze aneksyna ze zwiaza-
nymi jonami wapnia jest mikroskopijnej wielkosci
elektroporatorem, dziatajacym dzieki duzej lokalnie
roznicy potencjatéw pomiedzy biatkiem a powierzch-
nig dwuwarstwy [74, 75], Dodatkowo zaobserwowa-
no, ze nie tylko tworzenie kanatéw przez aneksyne, ale
rowniez adsorpcja biatka na btonie zalezy od potenc-
jatu btonowego [23],

I11-2. Kanaly anionowe

W przypadku aneksyny XII z Hydra vulgaris, na
podstawie analizy krysztatow tego biatka, zapropono-
wano inny model oddziatywania aneksyn z btong.
Wedtug tego modelu monomeryczna aneksyna nie
penetruje btony. Dopiero wieksze agregaty, np. hek-
samery, stabilizowane przez jony wapnia (Ryc. 4),
moga whbudowywaé sie w btone [46], Zmieniajg one
lokalnie strukture btony z dwuwarstwowej w micelar-
ng, dzieki obecno$ci osiemnastu jonéw wapnia na
obrzezu heksameru, ktére oddziatuja z polarnymi
gtowkami fosfolipidéw btonow'ych. W centrum hek-
sameru o $rednicy 100 A i grubosci 70 A znajduje sie
hydrofilowy por w ksztatcie lejka (o $rednicy w naj-
wiekszym miejscu 8 A i catkowitej dtugosci 70 A) Do
wnetrza pora wyeksponowane sg reszty Lysl32,

Glu9s
Arg271
Glu112

[ ——
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Anion

Monomery
aneksyny XlI por

Jony ' : Gtowka
fosfolipidu

waphia

100 A

Lysl28 i Lysl37 (z kazdego monomeru biatka), co
warunkuje selektywnos$¢ kanatu dla anionéw. Podob-
ny kanat, utworzony w wyniku molekularnego mode-
lowania z czasteczek aneksyny V, wykazywatby selek-
tywnos$¢é w stosunku do kationéw [46], Reszty lizyny
w heksamerze XII biorg takze udziat w zaleznym od
potencjatu btonowego bramkowaniu kanatu [46].
Tworzenie heksameru aneksyny XIlI mogtoby by¢
utatwione w czasie fuzji bton [76].

Analizujac teoretycznie przeptyw jonow przez kanat
w aneksynie stwierdzono, ze $rednica pora w mono-
merze biatka jest zbyt mata (1 A) w poréwnaniu zjego
dtugoscig (15 A), by wyjasni¢ zmierzone doswiadczal-
nie przewodnictwo pojedynczego kanatu (2,8 pA, 50
mM CaCl2, 90 mV) [73], Srednica ta powinna mie¢
teoretycznie 15 A [46]. W przypadku heksameru
aneksyny XII dtugo$¢ pora jest zbyt duza (70 A),
chociazjego $rednica (8-10 A)jest zblizona do wartosci
domys$inej wyliczonej teoretycznie [46]. Mimo tej
niezgodnos$ci faktem jest, ze aneksyny in vitro tworza
w btonach sztucznych i naturalnych, wyizolowanych
z komdrki, kanaty jonowe o podobnej charakterystyce
[21-24, 34. 73, 77],

IV. Regulacja aktywnosci kanatéw jonowych
przez aneksyny

Niektére z aneksyn zmieniajg przepuszczalnos$c
bton dla jon6w posrednio, wptywajac na inne uktady
transportujgce zlokalizowane w btonie plazmatycznej
lub w btonach sarkoplazmatycznego retikulum. Rece-
ptory rianodyny (RyR) tworzg rodzinge wewngtrzko-
morkowych kanatéw uwalniajgcych waph z biton
endo(sarko)plazmatycznego retikulum. W organiz-
mach ssakdéw wystepujg trzy izoformy tych kanatow:
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Hydrofilowy

gg Ryc. 4. Heksamer aneksyny XlI tworzy kanat anionowy
= w btonie liposoméw. Oddziatywanie aneksyny

z btong reprezentuje nowy mechanizm wbudowy-
wania biatek w dwuwarstwe lipidowa, ktéremu
towarzyszy lokalna zmiana struktury btony
zdwuwarstwowej w micellarng. Hydrofilowy por
w czasteczce aneksyny tworza reszty Lysl132,
Lysl 22 i Lysl 37 z kazdego monomeru [46]. Linie
przerywane oznaczajg granice monomerow.

RyRIl przewaza w mie$niach szkieletowych, RyR2
w mie$niu sercowym, a RyR3 w moézgu. W wiekszosci
tkanek ekspresji ulega wiecej niz jedna izoforma RyR
[78]. RyRI, podobnie jak inne izoformy kanatu, jest
homotetramerem o masie czgsteczkowej 4 x 564 kDa,
z czterema S$ciSle zwigzanymi czasteczkami immunofi-
liny (FKBP12). biatka o masie czgsteczkowej 12 kDa
[79], Kanat ten selektywnie przepuszcza jony wapnia.
W obecnosci rianodyny dochodzi do zmiany kanatu
z formy o wysokiej przepuszczalnos$ci w forme o niskiej
przepuszczalnos$ci dla kationow. Wiekszo$¢ ligandow,
ktére regulujg aktywno$¢ RyR, takich jak Ca2+,
rianodyna, fosforan, kofeina, suramina, kalmodulina,
FKBP12, ATP, adenozyna icADP-ryboza, oddziatuje
z domeng cytosolowg kanatu [10, 80]. Jedynym zna-
nym dotad wyjatkiem jest aneksyna VI, ktéra wigzac
sie z biatkiem kanatowym od strony eksponowanwej
do wnetrza cysterny sarkoplazmatycznego retikulum
wywotuje w stezeniach nanomolowych prawie 3-krot-
ny wzrost prawdopodobieristwa otwarcia kanatu ipo-
nad 80-krotny wzrost $Sredniego czasu otwarcia kanatu
[81-83],

Czasteczki aneksyn odznaczajg sie czeSciowg ho-
mologia do regulatora przewodnictwa btonowego,
biatka CFTR [26], Biatko CFTR jest kanatem chlor-
kowym, ktorego fukcja regulowana jest przez dwie
domeny wigzace nukleotydy (NDB1 i NDB2) oraz
domene regulatorowga. Przeptyw jonow chlorkowych
zachodzi tylko wtedy, gdy domeny NDB zwigzg ATP,
ktéry ulega nastepnie hydrolizie. Biatko CFTR wspot-
dziata z kanatem sodowym. Funkcja CFTR jest modu-
lowana przez cAMP, ktory powoduje otwarcie kanatu
chlorkowego, co wptywa na czesSciowe zahamowanie
przeptywu jondw sodu [84], W przypadku aneksyny
IV zaobserwowano, ze wigze sie ona do btony komo-
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rek nabtonkowych, gdzie wystepuja kanaty chlorko-
we zalezne od Ca2+ i prawdopodobnie zmienia ptyn-
nos$c¢ i strukture btony, hamujgc aktywnos$¢ tych kana-
téow [85, 86],

V. Uwagi koncowe

W niniejszym artykule przegladowym zostaty ze-
brane dane Swiadczace o tym, ze aneksyny, rozpusz-
czalne biatka wigzace wapn i fosfolipidy, sg zdolne do
zmiany przepuszczalno$ci bton dla jonéw. Mimo, ze
analiza teoretyczna wydaje sie wskazywac, ze zar6wno
charakter tych biatek (rozlegte powierzchnie hydro-
filowe), jak i ich budowa (a-heliksy w czasteczce
aneksyny sg zbyt krotkie, by catkowicie przechodzi¢
przez dwuwarstwe lipidowg), nie pozwalajg aneksy-
nom tworzy¢ w btonie kanatow jonowych w klasycz-
nym rozumieniu tego terminu. Potwierdzajg ten po-
glad pewne dane doSwiadczalne, okre$lajace charakter
oddziatywan aneksyn z btona, jako powierzchniowy.
Z drugiej strony, dobrze udokumentowane obserwacje
uzyskane z zastosowaniem metody ,patch-clamp”isond
fluorescencyjnych do badania transportu kationéw,
metody mutacji punktowych ianalizy krystalograficz-
nej biatek, prowadza do przeciwnych wnioskéw.

Czy zatem aneksyny sg biatkami rozpuszczalnymi,
ktére uzyskaty pewne cechy biatek btonowych? Wew-
natrzkomorkowa lokalizacja aneksyn izdolnos$¢ do jej
zmiany w wyniku pobudzenia komdrki Swiadczy, ze
oddziatywanie z btona plazmatyczng i btonami orga-
nelli komérkowych ma znaczenie funkcjonalne. Zdol-
nos$¢ oddziatywania z ré6znymi Ugandami, od biatek
cytoszkieletu i transportowych, po fosfolipidy i nuk-
leotydy, rozszerza liste procesow, w ktorych aneksyny
mogg byé zaangazowane in vivo. Aneksyny oddziatuja
specyficznie przede wszystkim z fosfatydyloseryna,
fosfolipidem, ktory odgrywa role w fuzji bton bio-
logicznych. Aneksyny tworzg takze na powierzchni
btony oligomery i wieksze agregaty, ktore szczegdlnie
lokalnej zmiany struktury btony, np.
w trakcie fuzji bton, mogg tworzyé kanaty jonowe, jak
to opisano dla aneksyny XII. Przyszte badania powin-
ny rozstrzygnac, jaki jest mechanizm tworzenia przez
aneksyny kanatéw jonowych w btonach i jakie jest
znaczenie tego procesu w komorce.
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Proteoglikany agregujace z kwasem hialuronowym

Hyaluronan aggregating proteoglycans

RAFAL BOBINSKI],
KRYSTYNA OLCZYK2,

EWA KRZYZOWSKA-BOBINSKA3

Spis tresci:

. Wstep

Il. Budowa biatka rdzeniowego
1. Struktura genéw PAKH
IV. Funkcje PAKH

V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: PG proteoglikany; PAKH
- proteoglikany agregujgce z kwasem hialuronowym; pz

pary zasad; kpz - tysiac par zasad; N-CAM (ang. neural
celi adhesion molecule — kadheryny z tkanki nerwowej;
Ng-CAM (ang. neuroglial celi adhesion molecule) — kad-
heryny z tkanki neuroglejowej.

I. Wstep

Proteoglikany (PG) sg heterogenng grupg gliko-
protein, zbudowanych z biatka rdzeniowego, do ktére-
go przytgczony jest tancuch lub taincuchy glikozoami-
noglikanowe. Glikozoaminoglikany natomiast, sg linio-
wymi, nierozgatezionymi heteropolisacharydami, zbu-
dowanymi z powtarzajacych sie disacharydowych jed-
nostek, ztozonych z N-acetylowanej heksozoaminy,
zwigzanej wigzaniem glikozydowym z kwasem hek-
suronowym badz galaktozg [1-3]. Dodatkowo, oprécz
glikozoaminoglikanéw, do biatka rdzeniowego prote-
oglikanow moga by¢é przytagczone tancuchy oligosa-
charydowe. Zar6wno sktadnik biatkowy jak i cukrowy
odgrywajg wazng role w oddziatywaniach PG z ota-
czajacym je Srodowiskiem. Jest to zwigzane z silnie
anionowym charakterem glikozoaminoglikanow [4],
oraz bardzo zréznicowang budowga biatek rdzenio-
wych. Struktury PG omowiono szczeg6towo w ostat-
nio opublikowanych artykutach przeglagdowych [3-5].
Dzieki swoim wtasciwosciom, proteoglikany wptywaja
na organizacje macierzy pozakomorkowej. Biorg
udziat we wzajemnym oddziatywaniu komorek [5-7],
a takze oddziatujg z czynnikami wzrostowymi, regulu-
jac tym samym szereg proceséw biochemicznych [8-

1 Mgr, 2 prof. nadz., Katedra i Zaktad Chemii Klinicznej
i Diagnostyki Laboratoryjnej, Slaska Akademia Medyczna,
ul. Jagiellonska 4, 41-200 Sosnowiec; 3 mgr. Samodzielna
Pracownia Mikrobiologii, Szpital Go6rniczy, 41-200 Sos-
nowiec
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-U], Proteoglikany wystepujg zar6wno w obrebie
komorek, jak i w przestrzeni pozakomorkowej [12-
-18]. Wewnatrzkomorkowo znajduje sie je zaréwno
w ziarnisto$ciach wydzielniczych jak i w btonach
komérkowych (tzw. proteoglikany transmembrano-
we). Pozakomorkowo, proteoglikany stanowig istotny
sktadnik substancji podstawowej macierzy zewnatrz-
komorkowej i bton podstawnych [12]. PG produko-
wane sg prawdopodobnie przez wszystkie rodzaje
komoérek zwierzecych [19-23].

Grupa proteoglikanéw agregujacych z kwasem hia-
luronowym (PAKH), wykazuje znaczne zrdéznicowa-
nie. Zréznicowanie to spowodowane jest roznym roz-
mieszczeniem tych molekut w organizmie, rozng wiel-
koscig biatka rdzeniowego, oraz iloscig i rodzajami
przytagczonych do biatka rdzeniowego taricuchéw gli-
kozoaminoglikanowych oraz oligosacharydowych. Ist-
nieje jednak szereg cech wsp6lnych dla PAKH. Do
cech tych zalicza sig:

1 agregacje biatka rdzeniowego z kwasem hialurono-
wym za pos$rednictwem korica aminowego wspomnia-
nego biatka.

2. konserwatywng budowe domeny C- i N-koncowej
biatka rdzeniowego.

3. przytgczanie tancuchow chondroitynosiarczano-
wych do domeny centralnej biatka rdzeniowego.

I1. Budowa biatka rdzeniowego

Wspo6lng cechg PAKH jest trojdomenowa budowa
biatka rdzeniowego [4] (Ryc. 1). Pierwsza zwymienio-
nych domen, zwana HBR (ang. hyaluronan hinding
region), znajduje sie na koncu aminowym biatka
rdzeniowego, i to dzieki niej mozliwe jest tgczenie sie
proteoglikanow z kwasem hialuronowym [4, 24],
Srodkowa cze$é omawianego biatka zajmuje domena
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Ryc. 1. Schemat budowy proteoglikanéw agregujacych z kwasem
hialuronowym. Symbol HBR oznacza N-koficowa domene
biatka rdzeniowego, agregujaca z kwasem hialuronowym.
GBR oznacza domene centralng, do ktérej przytaczone sg
tancuchy glikozoaminoglikanowe, natomiast SHL oznacza
domene selektynowg. W wersikanie, czarnym kwadratem
zaznaczono wystepujacy u kur segment ,,plus” (wg [4] i [24],
zmodyfikowany).

1 EGF-podobm

h

segment lektynopodobny

GBR (ang. glycosaminoglycans binding region), do
ktérej przytaczajg sie tancuchy glikozoaminoglikano-
we oraz tancuchy oligosacharydowe. Trzecia iostatnia
domena — zwana selektynowg — znajduje sie na

Kwas hialuronowy

konicu karboksylowym biatka rdzeniowego [4], Wszys-
tkie domeny, za wyjatkiem Srodkowej agrekanu, neu-
rokanu i brewikanu, zbudowane s3 z mniejszych,
strukturalnie i funkcjonalnie réznych segmentéw [4].
| tak, HBR — pierwsza domena PAKH, ztozona jest
z trzech segmentow. Liczagc od konca aminowego,
kolejno utozone sg: segment o budowie podobnej do
nadrodziny immunoglobulin, oraz dwa po nim na-
stepujace segmenty globularne, ktore tgcza proteo-
glikany z kwasem hialuronowym [4], Na wysokoSci
N-koncowej domeny HBR, wystepuje dodatkowe biat-
ko, tzw. biatko taczace (ang. link protein), ktérego rolg
jest stabilizacja wigzania proteoglikan6w' z kwasem
hialuronowym [24, 25] (Ryc. 2). Wszystkie segmenty
domeny HBR tworzg charakterystyczne petle [24]
(Ryc. 2). Domena centralna proteoglikan6w agreguja-
cych z kwasem hialuronowym utworzona jest z jed-
nego segmentu, z wyjatkiem wersikanu, ktérego dome-
na GBR dzieli sie na dwa segmenty: GBR-a i GBR-/Z
Taka budowa domeny GBR wersikanu wystepuje
jednak tylko w petnej izoformie wspomnianego biatka,
0 Kktérej bedzie w dalszej czesci pracy.
C-koncowa domena, w zalezno$ci od rodzaju proteo-
glikanu, sktada sie z trzech lub czterech segmentow.
Liczac od konca aminowego wspomnianej domeny,
jako pierwszy wystepuje segment o budowie podobnej
onaskérkowego czynnika wzrostowego (EGF). W bia-
tku rdzeniowym wersikanu, agrekanu i neurokanu
segment ten wystepuje podwadjnie. W dalszej kolejnosci
usytuowany jest segment lektynopodobny, natomiast
na koncu karboksylowym domeny selektynowej oraz
catej nici biatkowej lezy — jako ostatni segment
0 budowie podobnej do biatka regulujgcego dopet-
niacz [4, 24] (Ryc. 1).

Z czterech proteoglikanéw' grupy PAKH, wersikan
posiada najwieksze biatko rdzeniowe. Masa tej struk-
tury waha sie w granicach 74— 370 kDa izalezna jest
od izoformy, w jakiej omawiane biatko wystepuje.
Dotychczas odkryto cztery izoformy biatka rdzenio-

mowa

Ryc. 2. Dwuwymiarowy schemat utozenia biatek rdzeniowych PAKH. Okregiem HBR

podjednostek globularnych, wystepujacych tylko w agrekanie. Grubga czarng linia

T oznaczono domene HBR. Okreg B oznacza drugie tandemowe powtdrzenie

oznaczono domene centralng (GBR). Okreg SEL obejmuje C-koricowg domene

biatko tgczace
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selektynowa (wg [24] i [25], zmodyfikowany).
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wego wersikanu: VO, VI, V2, V3 [26]. R6znice pomig-
dzy nimi wynikajg z obecnosci lub nieobecnosci seg-
mentow GBR-a i GBR-/J w domenie GBR biatka
rdzeniowego [4, 26-29], Peine biatko rdzeniowe, bez
jakichkolwiek delecji, okreslone jest jako izoforma VO
(370 kDa). Brak segmentu GBR-x w domenie GBR,
obniza mase biatka rdzeniowego do 263 kDa i wtedy
izoforma ta okre$lona jest symbolem VI. Z kolei,
symbol V2 oznacza, iz biatko rdzeniowe pozbawione
jest segmentu GBR-/J w domenie Srodkowej i wéwczas
jego masa zmniejsza sie do 180 kDa. lzoforma V3,
ktorej masa wynosi 70 kDa, pozbawiona jest cat-
kowicie domeny centralnej, wobec czego wersikan
istniejacy w izoformie V3 jest samym biatkiem rdzenio-
wym, ewentualnie glikoproteing, lecz nie proteoglika-
nem poniewaz nie posiada wowczas sekwencji moga-
cych przytgczyé tancuchy glikozoaminoglikanowe.
Zako iwsp.[27] odkryli u kur dodatkowy segment
domeny centralnej wersikanu, ktéry nazwali segmen-
tem ,plus” (Ryc. 1). Struktura ta, usytuowana jest na
N-koncu domeny GBR. Badania wykazaty, iz segment
»plus” istnieje u kur w okresie embrionalnym, we
wszystkich izoformach biatka rdzeniowego wersikanu.
U dojrzatych osobnikéw segment ,plus” wystepuje
tylko w izoformach VO i V2 [27], Omawiany segment
wykazuje duze podobienstwo strukturalne do obszaru
wiagzacego tancuchy keratanowe w domenie GBR
agrekanu [27], Biatko rdzeniowe wersikanu przytacza
w obrebie domeny GBR okoto 30 tancuchéw glikozoa-
minogtikanowych (siarczanu chondroityny i/lub siar-
czanu dermatanu). Oprdcz wymienionych rodzajow
glikozoaminoglikanéw, do biatka rdzeniowego moga
by¢ przytaczone wigzaniem O- lub N-glikozydowym
tancuchy oligosacharydowe, zaréwno w obrebie do-
meny GBR jak i poza nig [4, 26, 27], Kolejna
charakterystyczng cechg biatka rdzeniowego wersika-
nu jest nieobecno$¢ reszt cysteilowych oraz duza
zawarto$¢ reszt aminokwasowych o charakterze kwa-
sowym w obrebie domeny centralnej [4],

Drugim po wersikanie PAKH, z uwagi na mase
czagsteczkowg biatka rdzeniowego wynoszacg 220 kDa

Tabela 1

jest agrekan (Ryc. 1). Jednak ze wzgledu na duzg
zawarto$¢ sktadnika cukrowego, PG ten posiada naj-
wiekszg mase [4, 24, 30, 31]. Ponad 100 faficuchéw
glikozoaminoglikanowych przytgczonych jest do do-
meny GBR agrekanu, z czego przyttaczajacg wiekszos¢
stanowig tancuchy chondroitynosiarczanowe, reszte
za$ tancuchy keratanosiarczanowe (Tab. 1). Te
ostatnie wystepujag przy koricu aminowym domeny
centralnej. Dodatkowo, w obrebie domeny GBR ipoza
nig, moga by¢ przytgczone tancuchy oligosacharydo-
we. Najbardziej zauwazalng réznicg w budowie agre-
kanu w stosunku do innych PAKH, jest obecnos$¢
drugiego dubletu segmentu globularnego domeny
HBR (Ryc. 1). Nie jest znana funkcja wspomnianej
struktury, lecz wiadomo, iz nie tagczy sie ona z kwasem
hialuronowym [4, 24], Domena centralna biatka rdze-
niowego agrekanu jest w znacznym stopniu zblizona
wielkoscig do segmentu GBR-// wersikanu, z tg tylko
réznicg, ze w pierwszym z wymienionych PG wy-
stepuje wiecej sekwencji Ser-Gly, do ktérych przyta-
czane sg tancuchy glikozoaminoglikanowe. Kolejng
charakterystyczng cechg biatka rdzeniowego agrekanu
jest mozliwo$¢ niewystepowania jednego z dwoch
segmentéw EGF-podobnych w C-koncowej domenie
selektywnej, cojest zwigzane ze zjawiskiem alternatyw-
nego sktadania mRNA (ang. alternative splicing). Zja-
wisko to nie dotyczy pozostatych proteoglikanow
omawianej grupy [32, 33].

Kolejnym proteoglikanem z grupy PAKH jest wy-
stepujacy w uktadzie nerwowym neurokan (Ryc. 1).
Masa czasteczkowa biatka rdzeniowego tego PG
wynosi 136 kDa (Tab. 1). Neurokan posiada duzo
mniejszg domene centralng biatka rdzeniowego w po-
rownaniu z wcze$niej opisanymi proteoglikanami.
Domena ta moze przytaczy¢ do siedmiu tancuchéw
chondroitynosiarczanowych [25, 34]. W miare doj-
rzewania organizmu, biatko rdzeniowe neurokanu
ulega przebudowie. Enzymy proteolityczne stopniowo
skracaja domene N-koricowa (obejmujgcg segment
immunoglobulinopodobny oraz tandemowe powté-
rzenie segmentéw globularnych) tak, iz u dojrzewaja-

Charakterystyka proteoglikandw agregujacych z kwasem hialuronowym. CS — siarczan chondroityny, DS — siarczan dermatanu,

KS — siarczan keratanu

Biatko Rodzaj Liczba
PG rdzeniowe tancucha
(kDa) GAG GAG
Wersikan 74-370 CS DS 10-30
Agrekan 220 CS KS

Neurokan 136 CS

Brewikan 100 CS
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tancuchéw

Lokalizacja Wystepowanie
genu
5q12-5q14 naczynia krwionos$ne,
tkanka nerwowa,
chrzastka
15926 chrzastka,

tkanka nerwowa,
naczynia krwionosne

— tkanka nerwowa

— tkanka nerwowa
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cych osobnikéw domena ta juz nie wystepuje. Nie
wyjasniono dotad przyczyn tego zjawiska [35],

Najmniejszym oraz najp6zniej i najstabiej pozna-
nym PAKH jest brewikan (Ryc. 1). Dwie charakterys-
tyczne cechy budowy wyro6zniaja biatko rdzeniowe
brewikanu (m.cz. 100 kDa) spos$rod innych PG oma-
wianej grupy. Molekuta ta posiada bardzo krotka
domene centralng oraz tylko jeden segment EGF-
-podobny wdomenie selektynowej. W obrebie domeny
GBR przytagcza sie 1-3 tancuchéw glikozoaminog-
likanowych (chondroitynosiarczanowych). Domena
GBR charakteryzuje sie duzg zawarto$cig reszt ami-
nokwasowych o charakterze kwasowym, szczego6lnie
kwasu glutaminowego, ktory moze stuzyéjako miejsce
przytagczania substancji o charakterze kationowym
[4, 36],

I1l. Struktura genéw PAKH

Geny kodujace biatka rdzeniowe omawianej grupy
proteoglikan6w charakteryzujg duzo wieksze wzajem-
ne réznice w poréwnaniu z rozhieznosciami, jakie
wystepujag w budowie genéw matych proteoglikandow
srodmigzszowych [37], W grupie PAKH istniejg roz-
bieznosci, zar6wno co do wielkosci gendw, jak i ilosci
i rozmieszczenia sekwencji kodujgcych i niekoduja-
cych. Najwiekszym genem kodujgcym biatko rdzenio-
we PAKH jest gen kodujgcy biatko wersikanu. Gen ten
znajduje sie w dtugim ramieniu chromosomu 5, locus
5ql2-5ql4 [38]. W jego sktad wchodzi ponad 90 kpz,
z czego blisko 12 kpz zajmujg sekwencje kodujgce,
ktore rozmieszczone sg na 15 eksonach. Pozostate 78
kpz stanowi 14 intronéw [38], Promotor genu zawiera
sekwencje TATA w pozycji 16 pz, liczac od miejsca
poczatku transkrypcji, oraz szereg cis-aktywnych sek-
wencji, lezagcych w kierunku 5”w stosunku do sekwen-
cji TATA [39], Ekson licze$éeksonu 15-go nie koduja
informacji o biatku rdzeniowym, natomiast w pozos-
tatych eksonach zapisana jest skomplikowana, modu-
towa struktura komponentu biatkowego wersikanu
[38, 39], Opisywany wcze$niej segment ,plus”, wy-
stepujacy w wersikanie, kodowany jest przez ten sam
ekson, na ktorym zapisanajest informacja o segmencie
GBR-a (ekson 7). Cho¢ sugerowatoby to, iz segment
»plus” bedzie wystepowat tylko w izoformach V() i V2,
to stwierdzono, ze omawiana struktura wystepuje we
wszystkich izoformach wersikanu [27], Ekson, na
ktérym zapisana jest sekwencja segmentu ,plus” oraz
segmentu GBR-a biatka rdzeniowego, zachowuje sie
czesciowo jak ,pseudo intron”. W trakcie modyfikacji
potranskrypcyjnych, wycinana zostaje z eksonu siéd-
mego ta jego cze$¢, na ktérej zapisana jest informacja
0 segmencie GBR-a. Powstajg wowczas dodatkowo
izoformy VI i V3 biatka rdzeniowego, zawierajgce
segment ,,plus” [27],

Gen kodujgcy biatko agrekanu, jest mniejszy od
genu kodujacego biatko rdzeniowe wersikanu. Struk-
tura ta znajduje sie na dtugim ramieniu chromosomu
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15 locus q26 [4], Wielko$¢ genu w przyblizeniu wynosi
52.8 kpz, z czego 7.8 kpz zajmuje 19 eksondéw. pozos-
tate 45 kpz dzieli miedzy siebie 18 introndéw [40],
Z przytoczonych danych wynika, ze zaré6wno caty gen
agrekanu jak i suma wielkosci poszczegdlnych eks-
onéw, sa blisko o potowe mniejsze niz analogiczne
sekwencje w genie wersikanu. Wieksza natomiast
liczba sekwencji kodujacych w genie agrekanu, korelu-
je z bardziej skomplikowang budowa biatka rdzenio-
wego tego PG. Dwa skrajne eksony konca 5’ i 3’
podobnie jak w wersikanie — nie niosg informacji
0 biatku rdzeniowym [38-40]. W regionie promotora
genu agrekanu brak jest sekwencji TATA, za to obszar
ten bogaty jest w sekwencje GC, ktdre stanowig az
65% regionu promotora [41], Oprécz tego, promotor
genu posiada tylko trzy miejsca wigzace czynniki
transkrypcyjne: dwa dla glikokortykosteroidéw ijeden
dla Spl [41], Roéznice w budowie genu dla biatka
rdzeniowego agrekanu pomiedzy genem ludzkim a ku-
rzym, szczurzym, mysim i wotowym, sg stosunkowo
niewielkie. Podobienstwo tych struktur waha sie
w granicach 70-90% [30, 40-47], Wiedza na temat
budowy gendéw kodujacych biatka rdzeniowe dla po-
zostatych dwdch proteoglikan6w — neurokanu ibre-
wikanu — jest ubozsza. Gen dla pierwszego z wymie-
nionych PG zostat dobrze poznany jedynie u myszy
[34], Zbudowany jest on z 25 kpz izawiera 15 eksonow
czyli tyle ile gen kodujacy biatko rdzeniowe wersikanu.
PodobieAstwo obu wymienionych genéw dotyczy tak-
ze wielkosci sekwencji kodujgcych, wsrdd ktérych az
osiem eksonéw ma identyczng ilo$¢ par zasad [34, 48],
Pomimo tych podobienstw, réznica w wielkosci po-
miedzy obydwoma genami jest znaczgca. Spowodowa-
ne jest to znaczng réznica wielkosci intronéw gendéw
wersikanu ineurokanu. Region promotora genu kodu-
jacego biatko rdzeniowe neurokanu zbudowany jest
z okoto 1000 pz, i zawiera ramke TATA w pozycji
-26 pz, oraz szereg miejsc cis-aktywnych, do ktdrych
przytaczane sg czynniki transkrypcyjne [34],

Gen biatka rdzeniowego brewikanu myszy zbudo-
wany jest z 13.7 kpz, w skitad ktorych wchodzi 14
eksonéw. Otwarta ramka odczytu mRNA, posiada
2649 pz, kodujgc 883 reszty aminokwasowe [49],
W regionie promotora genu brewikanu brak jest
sekwencji TATA, lecz z kolei obszar 6w bogaty jest
w sekwencje GC [49], Yamada i wsp. [50] zsek-
wencjonowali cDNA brewikanu wolu, ktéry to cDNA
sktada sie 3300 pz, z czego 2736 pz stanowa otwarta
ramka odczytu, kodujgca 912 aminokwaséw. Kom-
plementarny DNA, podobnej wielkos$ci, znaleziono
takze w moézgu szczura [50],

Geny kodujgce biatka rdzeniowe PAKH przeszty
proces ewolucji. Ich eksony zostaty badZz to przetaso-
wane, bagdz duplikowane lub tez amplifikowane. Dzie-
ki temu powstaty nowe, hybrydowe biatka, czasem
zodmiennymi wtasciwosciami [4], Réznice w lokaliza-
cji chromosomalnej wskazujg na wczesne ,rozhieg-
niecie” si¢ gendéw po chromosomach [4], Analiza
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. l -faza | kodonu
l . -faza Il kodonu
I l -faza 0 kodonu

rozmieszczenia i wielkosci sekwencji kodujacych i nie-
kodujacych w genach wersikanu, agrekanu, neuro-
kanu i brewikanu, ukazuje $ciste podobienstwo kon-

[4], zmodyfikowany).

cow 5" i 3’, co oczywiscie wigze sie takze z bardzo
podobng budowa C- i N-koAcowych obszaréw biatek
rdzeniowych wymienionych PG. Z szeSciu eksonow
kodujacych N-koncowy region HBR, eksony 3-6 maja
jednakowa ilos¢ par zasad oraz sg w tych samych
fazach kodonu (Ryc. 3). Wyjatkiem sg geny agrekanu
i brewikanu. Trzeci ekson wymienionych struktur
posiada — w przypadku agrekanu — o dziewie¢
nukleotydow wiecej niz pozostate, natomiast w przy-
padku brewikanu o dwa nukleotydy mniej w stosunku
do wersikanu i neurokanu. Jednak struktura ta za-
chowuje wspo6lng wszystkim czterem eksonom faze
kodonu. Srodkowe eksony 4 i5wymienionego obszaru
genu, kodujg dwa powtorzenia (ok. 100 aminokwa-
sow), ktore tagczg PG z kwasem hialuronowym. Druga
faza kodonu, wystepujgca miedzy eksonami 4 i 5,
uniemozliwia alternatywne sktadanie (ang. alternative
splicing) lub duplikacje wymienionych eksonéw nieza-
leznie od siebie [4, 40]. Kolejng, wsp6lng cechg
omawianej grupy genéw jest obecnos$¢ | fazy kodonu
pomiedzy skrajnymi eksonami spos$rdéd trzech zespo-
tow eksonow, kodujacych poszczegdlne domeny biat-
ka rdzeniowego (HBR, GBR, selektynowa) (Ryc. 3).
Dzieki temu skrajne eksony moga ulega¢ zjawisku
alternatywnego sktadania [4], Sytuacja taka moze
zaistnie¢ w genie kodujgcym biatko rdzeniowe wer-
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Ryc. 3. Schemat budowy genow kodujacych biatko rdzeniowe PAKH. Zaznaczono obszary podobne,
wspolne dla wersikanu, agrekanu, neurokanu i brewikanu. Symbol HBR oznacza grupe eksondw
kodujacych N-koncowa domene biatka rdzeniowego. Symbol SF.L oznacza eksony, ktére niosg
informacje o C-koncowej comenie sclektynowej. Numery ponad eksonami okre$laja ich kolejnosc,
liczac od konca S'genu. Liczby zawarte pod eksonami okre$laja ilos¢ par zasad danego eksonu (wg

sikanu, w ktorym to segment GBR-a domeny GBR
czesto jest alternatywnie sktadany z segmentem GBR-
-[lI [21, 29], W brewikanie, wystepujgca pomiedzy 13
i 14 eksonem 0 faza kodonu, uniemozliwia zaistnienie
wspomnianego zjawiska. Obszar obejmujgcy koniec 3’
nici DNA, kodujgcych biatko rdzeniowe omawianych
PG, takze cechuje duze podobieAstwo. Sze$¢ eksonéw
wchodzacych w skilad tej czeSci omawianej grupy
gendéw, jest identycznych pod wzgledem ilosci par
zasad oraz faz kodonow (Ryc. 3). Wyjatkiem tutaj jest
znowu gen brewikanu. Pomimo zachowania tych
samych faz kodonu (wytgczajac ekson 13), struktura ta
rézni sie iloScig sekwencji kodujacych oraz iloscig par
zasad dwéch skrajnych eksonéw omawianego obszaru
genu [49]. Brak jednego eksonu w obszarze konca 3’
genu, powoduje brak jednego z dwoch segmentéow
EGF-podobnego w biatku rdzeniowym brewikanu
(Ryc. + i 3). Sstad — w genie kodujacym biatko
rdzeniowe brewikanu — brak jest pokrycia numeru
eksonu z iloScig par zasad omawianego obszaru genu
w stosunku do innych genéw PAKH (Ryc. 3). Dla
pozostatych PAKH, dwa pierwsze eksony, liczagc od
konca 5"wspomnianego obszaru, kodujg dwa segmen-
ty EGF-podobne. W agrekanie, eksony kodujace
wymienione moduty mogg ulega¢ procesowi alter-
natywnego sktadania [33], Mozliwosci takiej nie ma
w wersikanie i neurokanie [29, 35], Kolejne trzy
eksony konca 3’ kodujg segmenty lektynopodobne.
Segment ten wystepuje takze w selektynach i jest
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kodowany przez pojedynczy ekson, ktédry wielkoS$cig
jest rowny sumie wielkoSci trzech wspomnianych
eksonow. W ostatnim, szostym eksonie korica 3’genow
kodujacych biatko rdzeniowe PAKH, zapisana jest
struktura segmentu podobnego do biatka regulujgcego
dopetniacz. Wspomniany ekson zbudowany jest z 186
pz i wykazuje duze podobiefistwo do pigtego eksonu,
wystepujacego w P- i E-selektynach [4],

IV. Funkcje PAKH

Kazdy z grupy proteoglikanéw agregujacych z kwa-
sem hialuronowym posiada swoje charakterystyczne
miejsce wystepowania w organizmie. Czesto jednak sie
zdarza, ze dany PAKH wystepuje dodatkowo — cho¢
w mniejszych ilosciach — w miejscu typowym dla
innego PG. Zwiagzane jest to z tkankowo specyficzng
regulacjg ekspresji genéw [4], Dzi§ wiadomo, ze
PAKH spetniajg role ,pomostu” pomiedzy obszarem
przypowierzchniowym komorki (bogatym w kwas
hialuronowy) a molekutami macierzy pozakomdrko-
wej [4], Najmniej zrozumiata jest funkcja domeny
centralnej PAKH, bowiem region 6w jest bardzo
heterogenny, przytaczajacy przy tym réznag liczbe
tancuchéw glikozoaminoglikanowych. W skrajnych
przypadkach liczbha wspomnianych tancuchéw glika-
nowych waha sie w granicach od 3 (brewikan) do 100
i wiecej (agrekan). Znaczna ilo$¢ ujemnie natadowa-
nych taficuchéw glikozoaminoglikanowych agrekanu
przycigga duzo jon6w dodatnich, a wraz z nimi wode
[24], W zwigzku z tym, tkanka w ktorej ten PG
wystepuje, jest silnie nawodniona i posiada duzg
elastyczno$¢ oraz opornos$¢ na dziatanie sit kompresyj-
nych [51-53]. Gdy na chrzgstke (gdzie agrekan wy-
stepuje w najwiekszych ilosciach) zadziata sita Scis-
kajgca, woda podlega wypieraniu spomiedzy czgas-
teczek agrekanu po czym, rGwnomiernemu rozmiesz-
czeniu w obrebie catej chrzastki, przeciwdziatajac
wspomnianym sitom $ciskajagcym [32, 53-60]. Podob-
ng role petni w chrzgstce oraz w $cianach naczyn
krwiono$nych wersikan, gdzie w drugim przypadku
rownowazy on cisnienie, wywotane skurczem mies$nia
sercowego [4], Tkanka bogata w wersikan jest skdra.
Wystepuje on gtéwnie w naskérku, wzdtuz stref proli-
feracji keratynocytow. Z kolei w skérze wtasciwej, rolg
wersikanu jest wigzanie sie z wtoknami elastynowymi
[61], W przerostych bliznach, ktdre charakteryzujg sie
zaburzonym uktadem przestrzennym widkien kolage-
nowych (wtdkna kolagenowe przebiegajg wielokierun-
kowo) stwierdzono zwiekszong zawarto$¢ wersikanu
[62], Scott i wsp. [62] sugerujg, ze zwiekszona
zawarto$¢ wspomnianego PG w bliznach skérnych
moze wpitywaé¢ na przestrzenng aranzacje wiokien
kolagenowych. Jednakze w ostatnich latach tematem
wiekszosci publikacji dotyczgacych wersikanu, jest jego
rola w uktadzie nerwowym i mézgu [38, 63-68],
lzoformy VO i VI znaleziono w obrebie oligodend-
rocytow, komorek Schwanna oraz fibroblastow opo-
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nowych [26]. Nie jest jednak znana rola wersikanu
w oddziatywaniach zwymienionymi komoérkami. Wia-
domo natomiast, ze obecno$¢ wspomnianego PG
wptywa na proces mielinizacji aksonéw rdzenia krego-
wego u szczura [26, 69]. Wersikan, oddziatujac wspol-
nie z tenascyng, hamuje proces adhezji komoérek
w uktadzie nerwowym, co ma wptyw na réznicowanie
sie komdrek [70]. Wszystkie izoformy wersikanu
wystepujg takze w obwodowym uktadzie nerwowym,
w przewezeniach Ranviera, lecz ich rola nie zostata
poznana [71]. Rozwdj systemu nerwowego zwigzany
jest z migracjg neurond6w oraz wzrostem aksonow, co
bezposrednio jest zalezne od oddziatywan komorka
— komérka oraz komdérka — macierz pozakomor-
kowa. Za regulacje tych proces6w w uktadzie ner-
wowym odpowiedzialny jest miedzy innymi neurokan
[25, 72-74] jak rdwniez tenascyna i kadheryny: wap-
niowo zalezna N-CAM oraz wapniowo niezalezna
Ng-CAM.
N-CAM iNg-CAM, hamuje zar6wno wzrost aksonéw
[72] jak iproces adhezji neuronow [25, 74], Brak jest
jednakze w literaturze szczegétowych informacji doty-
czacych biologicznej roli brewikanu. Niemniej jednak
wiadomo, ze PG ten odkryto dotychczas tylko w tkan-
ce nerwowej i przypisuje mu sie podobne znaczenie co
neurokanowi [50, 75]. Pomimo r6znic w budowie
i rozmieszczeniu tkankowym, gtéwng funkcja bio-
logiczng wszystkich PAKH jest udziat w organizacji
macierzy pozakomorkowej [4, 24, 26, 48].

Neurokan, +tgczac sie z kadherynami

V. Podsumowanie

PAKH sg duzymi czasteczkami macierzy pozako-
morkowej, ztozonymi z sktadnika biatkowego i cuk-
rowego. Obydwie sktadowe odpowiadajg za oddziaty-
wania proteoglikanéw z otaczajacymi je czgsteczkami.
PAKH ré6znig sie wielkoscig biatka rdzeniowego oraz
iloscig irodzajami przytagczonych taficuchdéw glikozoa-
minoglikanowych i oligosacharydowych. Jednak
0 przynaleznosci omawianych PG do jednej grupy
stanowi podobienstwo strukturalne N- iC-kofAcowych
domen biatka rdzeniowego a takze mozliwo$¢é tworze-
nia agregatéw z kwasem hialuronowym. Mnogosc¢
funkcji jakie petnig PG (w wiekszos$ci zapewne jeszcze
nie poznanych) oraz skomplikowana, zmienna budo-
wa, czynig je ciekawym przedmiotem badan wielu
renomowanych placéwek naukowych na Swiecie.

Artykut otrzymano 22 stycznia 1998 r.
Zaakceptowano do druku 21 kwietnia 1998 r.
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Apoptoza: nukleaza, kaspazy, cytochrom c*

Apoptosis: nuclease, caspases, cytochrome ¢

PIOTR WIDLAK1

Jednym z ,gorgcych” tematéw badan biologii mole-
kularnej i biologii komérki jest w ostatnich latach
apoptoza, czyli zaprogramowana S$mieré komorki.
Apoptoza jest indukowanym przez szereg sygnatow
pochodzacych z innych komérek (lub $rodowiska)
aktywnym procesem metabolicznym, prowadzacym
do usuniecia z organizmu komoérek zbytecznych, szko-
dliwych lub uszkodzonych. Z zaburzeniami apoptozy
wigze sie szereg chorob bedacych wynikiem albo jej
zbyt wysokiego, albo zbyt niskiego poziomu. W proce-
sie apoptozy mozna wyrdzni¢ trzy gtowne etapy:
przesytanie sygnatu, faze efektorowg (proces wspdlny
dla réznych sygnatéw inicjujgcych apoptoze, decydu-
jacy o nieodwracalnosci zmian) oraz zmiany struk-
turalne prowadzace do $mierci komérki. W pismien-
nictwie polskim opublikowano do tej pory liczne
artykuty przegladowe opisujgce proces zaprogramo-
wanej $mierci komérki [m.in. 1-4]. Rok 1997 i po-
czatek roku 1998 przynidst wyjasnienie wielu mechani-
zmoéw dotyczacych fazy efektorowej i koficowej apop-
tozy. Miedzy innymi wyjasniono mechanizm dziatania
biatek ced-9, ced-4 i ced-3 w komorkach C. elegans,
oraz biatek homologicznych z komoérek ludzkich.
Opisano rowniez nukleaze aktywowang w trakcie
apoptozy. Ponizsza nota dotyczy tego wtasnie etapu
badan nad apoptozag i jest niejako dodatkiem do
wyczerpujgcych prac przeglagdowych opublikowanych
wczesniej w Postepach Biochemii.

Jednym z organizmoéw, u ktérych mechanizmy apo-
ptozy poznane sg najlepiej jest nicien Caenorhahditis
elegans. Sposrdd kilkunastu gendéw C. elegans bhio-
racych udziat w regulacji apopotzy, geny CED 4, CED
3iCED 9 wydaja sie by¢ najistotniejsze (dwa pierwsze
sg aktywatorami, a trzeci inhibitorem $mierci) [5].
Biatko ced-3 C. elegans jest kaspazg (ang. caspase,
aspartate-specific proteinase), proteazg cysteinowg roz-
szczepiajaca tancuch polipeptydowy za resztg aspara-
ginowg znajdujacg sie w specyficznym konteks$cie reszt
aminokwasowych. W komorkach ludzkich do tej pory
wykryto 10 kaspaz biorgcych udziat w apoptozie oraz
aktywacji cytokin. Aktywacja kaspaz odbywa sie w kas-
kadzie, w ktorej nieaktywne zymogeny aktywowane sg
na drodze ograniczonej proteolizy przez inne kaspazy

1 Dr, Zaktad Radiobiologii Doswiadczalnej i Klinicznej
Instytut Onkologii, Oddziat w Gliwicach Wybrzeze Armii
Krajowej 15, 44-100 Gliwice
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(lub w7 wyniku autokatalizy). Substratami kaspaz sag
liczne biatka cytoplazmatyczne ijadrowe [przeglad:
6-8]. Biatko ced-9 C. elegans jest biatkiem bton mito-
chondrialnych, a homologiczne geny ludzkie nalezg do
rodziny protoonkogenoéw hcl-2 [przeglad: 9]. Na pod-
stawie danych genetycznych zaktadano, ze w trakcie
apoptozy biatko ced-4 jest aktywatorem biatka ced-3.
natomiast biatko ced-9 hamuje takg aktywacje [5],
Prace opublikowane w ubiegtym roku potwierdzity
prawdziwo$¢ tej hipotezy. Stwierdzono, ze biatko
ced-4 moze tworzy¢ kompleksy z biatkiem ced-9 (oraz
z ludzkim biatkiem Bcl-xL) lub z prekursorem kaspazy
ced-3 (oraz z ludzkimi kaspazami zawierajacymi tzw.
duza prodomene, m.in. kaspaza-8 i kaspaza-1). Moz-
liwe jest roéwniez, powstanie kompleksu ced-9/ced-
-4/ced-3. Powstanie kompleksu ced-4/'ced-3 zmienia
konformacje prekursora kaspazy (w procesie zaleznym
od ATP) iumozliwiajego autoproteolityczng aktywa-
cje. Proces ten jest zahamowany jesli ced-4 znajduje sie
w kompleksie z ced-9 [10-13] (Ryc. 1)

Ludzkimi biatkami o najwiekszej homologii z ced-3
sg kaspaza-3 ikaspaza-7, W aktywacji kaspazy-3 biorg
udziat trzy czynniki cytoplazmatyczne nazwane Apaf-
-1 Apaf-2 i Apaf-3 (ang.: apoptotic protease actiuating
factors) oraz dATP. Czynnik Apaf-2 zostat ziden-
tyfikowany jako cytochrom c [14], Czynnik Apaf-1 jest
biatkiem wykazujgcym homologie z biatkiem ced-4 C.
elegans. Biatko Apaf-1 zawiera na koncu N-terminal-
nym domene CARD, umozliwiajagcg oddziatywania
z innymi kaspazami posiadajgcymi tzw. duzg prodo-
mene. Biatko Apaf-1 zawiera rowniez domene umoz-
liwiajgcg oddziatywanie z cytochromem c (powtdrze-
nie motywu WD) oraz miejsce wigzania dATP [15].
Ostatni z czynnikéw aktywujacych kaspaze-3, Apaf-3,
zostat zidentyfikowany jako prekursor kaspazy-9. Bia-
tko Apaf-1 (po uprzednim zwigzaniu dATP i cyto-
chromu c) wigze sie za posrednictwem domen CARD
z prekursorem kaspazy-9. Utworzenie kompleksu
Apaf-1 z prekursorem kaspazy-9 prowadzi do zmiany
konformacji i aktywacji kaspazy-9 (prawdopodobnie
na drodze autoproteolizy). Nastepnie kaspaza-9 ak-
tywuje kaspaze-3 na drodze ograniczonej proteolizy
(z zymogenu o masie ok. 32 kD powstaje aktywny

* Artykutly przeglagdowe dotyczace apoptozy publikowane
byty wczesniej w ,,Postepach Biochemii” (m.in. w numerze
1 rocznika 1998; patrz spis pismiennictwa)
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Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie aktywacji kaspazy ced-3 w ko-
morkach nicienia Caenorhahditis elegans, oraz kaspazy-3
w komérkach ludzkich.
Dane dotyczace mechanizmu aktywacji kaspazy-3 uzyskane
zostaly w doSwiadczeniach modelowych wykorzystujacych
wytacznie biatka wyizolowane z komoérek ludzkich (lub
biatka ludzkie uzyskane technikami imzynicrii genetycznej).
Ksztatt trapezu lub prostokata maja na schemacie nieaktyw-
ne prekursory kaspaz (formy aktywne przedstawione sg
w postaci dimeru). Cytochrom c; cyt c.

heterodimer 12 i 20 kD) [16] (Ryc. 1)

Stwierdzono, ze obecno$¢ w btonie mitochondrial-
nej biatek Bcl-2 i Bcl-XL hamuje wyptyw' cytochromu
¢ do cytoplazmy. Uwaza sie wiec, ze w komérkach
kregowcow biatka te sg inhibitorami apoptozy po-
przez regulacje poziomu cytochromu c [17, 18]. W ko-
moérkach ludzkich obecnych jest kilka biatek nalezg-
cych do rodziny Bcl-2. Cze¢$¢ z nich funkcjonuje jako
inhibitory apoptozy, inne (np. Bax i Bad) sg stymulato-
rami procesu. Biatka te tworzag homo- lub hetero-
dimery zlokalizowane miedzy innymi w zewnetrznej
btonie mitochondrialnej; o losie komorki decyduja
proporcje odpowiednich dimeréw. W obecnosci nie-
ktorych czynnikow wptywajacych na wzrost komarki
(np. interleukina-3, antynowotworowy lek taxol) biat-
ka z rodziny Bcl-2 moga ulega¢ fosforylacji. Taka
modyfikacja wptywa na translokacje ufosforylowa-
nych biatek iich zdolno$¢ tworzenia dimeréw. Przy-
ktadowo, fosforylacja biatka Bad uniemozliwia two-
rzenie dimeru z Bcl-xL, a stymuluje jego nagromadza-
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nie w cytoplazmie w formie zwigzanej z biatkiem 14-3-3
[przeglad: 9. 19]. Dimery biatek z rodziny Bcl-2
posiadajg strukture analogiczng do struktury niekt6-
rych biatek tworzacych kanaty btonowe. Sugeruje to,
ze dimery Bcl-2 i Bcl-x, moga tworzy¢ kanaty w ze-
wnetrznej btonie mitochondrialnej stabilizujgce wa-
runki elektrochemiczne wewngatrz mitochondriéw. Hi-
potetycznie, dziatanie kanatéw bionowych tworzo-
nych przez Bad czy Bax mogtoby wptywac¢ na zmiane
rdbwnowagijonowej wewngtrz mitochondriéw. Prowa-
dzitoby to do otwierania kanatow w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej, utraty potencjatu btonowe-
go, zmian osmotycznych w matriks i pecznienia mito-
chondriow? a w7 konsekwencji do rozerwania bton
mitochondrialnych iuwalniania cytochromu c. Stwier-
dzono, ze uwalnianie cytochromu c¢ we wczesnym
etapie apoptozy odbywa sie bez utraty potencjatu
btonowego. Wskazuje to, ze uwalnianie cytochromu
c niejest poprzedzone rozerwaniem wewnetrznej btony
mitochondrialnej [14, 17, 18]. Inna hipoteza dotyczaca
roli mitochondriow w aktywacji apoptozy zaktada, ze
dimery Bad lub Bax mogtyby twhrzyé w btonie
mitochondrialnej kanaty specyficzne dla cytochromu
c [przeglad: 20],

Ostatnio stwierdzono, ze biatko Bcl-xL wigze sie
z kaspazami zawierajgcymi duzg prodomene (np.
kaspaza-9), oraz z biatkiem Apaf-1. Zwigzanie Bcl-x,
z Apaf-1 uniemozliwia utworzenie kompleksu Apaf-
-1 prekursor kaspazy-9 i aktywacje kaspazy-9 [21].
Wskazuje to, ze ludzkie biatka z rodziny Bcl-2 mogg
hamowaé¢ apoptoze takze poprzez bezpoSrednie od-
dziatywania z Apaf-1 i kaspazami. Potwierdzeniem
takiej hipotezy sg prace wykazujgce, ze biatko Bcl-2
moze hamowaé apoptoze w sytuacji, gdy w cytoplaz-
mie znajduje sie uwolniony cytochrom c¢ [22. 23].
Chociaz, regulacja apoptozy w komodrkach C. elegans
wydaje sie byé mniej skomplikowana nizw komdérkach
ludzkich, mechanizmy aktywacji biatka ced-3 i kas-
pazy-3 sg dos¢ zblizone (patrz Ryc. 1). Istotng rdznica
jest to, ze aktywacja kaspazy ced-3 w komdrkach C.
elegans jest niezalezna od cytochromu c [13].

Jedna z charakterystycznych zmian strukturalnych
majacych miejsce w komdrce podlegajgcej apoptozie
jest fragmentacja DNA, dajgca w7 trakcie rozdziatu
elektroforetycznego wyizolowanego DNA obraz mo-
no- i oligonukleosomoéw [24], Przez szereg lat trwaty
poszukiwania nukleazy odpowiedzialnej za ten proces.
W ubiegtym roku w komérkach ludzkich wykryto
biatko, ktére po wprowadzeniu do jader indukowato
degradacje DNA. Biatko to, nazwane DFF (ang. DNA
fragmentation factor), jest heterodimerem sktadajgcym
sie zpodjednostek o masach 40 i45 kDa. Podjednostka
DFF45 zawiera dwa miejsca rozpoznawane przez
kaspaze-3, ajej proteolizajest niezbedna dla aktywacji
biatka [25]. Na poczatku roku 1998 ukazata sie praca
wskazujgca, ze mysie biatko homologiczne z DFF jest
nukleazag odpowiedzialng za fragmentacje DNA w tra-
kcie apoptozy [26], Aktywnos$¢ nukleolityczna po-

253



twierdzona zostata réwniez w przypadku ludzkiego
DFF. Podjednostkag Kkatalityczng nukleazy jest
DFF40, zas DFF45 jest podjednostkg regulatorowg (w
formie natywnej jest inhibitorem). DFF jest endonuk-
leazg, ktéra preferencyjnie przecina DNA pomiedzy
nukleosomami (DNA #acznikowy) i generuje konce
z resztami fosforanowymi po stronie 5 i resztami
hydroksylowymi po stronie 3. Nukleolityczna aktyw-
no$¢ DFF nie jest zalezna od jonow wapnia (dotych-
czas sugerowano, ze nukleazy aktywowane w apop-
tozie zalezne sg od wapnia) [27].

Prace opublikowane w ostatnim czasie, ktorych
cze$¢ byta przedmiotem powyzszej noty, pozwolity na
wyjasnienie mechanizméw wiodacych od zmian w mi-
tochondriach do aktywacji kaspaz inukleaz. Odkrycia
te w istotnym stopniu uzupeinity wiedze o przebiegu
fazy efektorowej idegradacji struktur komadrki w trak-
cie apoptozy.

Artykut otrzymano 26 lutego 1998 r.
Zaakceptowano do druku 25 czerwca 1998 r.
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Glikoalkaloidy steroidowe rodziny Solanaceae

Steroidal Glycoalkaloids (SGA) in Solanceae
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Glikoalkaloidy steroidowe (SGA) sg glikozydowymi
pochodnymi steroidéw zawierajacych w czgsteczce co
najmniej 1 atom azotu. Wystepujg one w
roSlinach nalezacych do rodziny Liliaceae i waznej ze
wzgledow gospodarczych rodziny Solanaceae. Do tej
ostatniej naleza takie rodliny jak ziemniak (Solanum
tuberosum), pomidor (Lycopersicon esculentum), pap-
ryka (Capsicum annum) czy baktazan (Solarium melon-

licznych

gena) [1-5].
SGA w wysokich stezeniach sg zwigzkami trujgcymi
dla ludzi i zwierzat, a takze wptywaja na smak

wykorzystywanych w gospodarce jadalnych czesci
roslin [4,5]. Z drugiej strony, coraz wiecej obserwacji
wskazuje, ze zwigzki te moga odgrywac istotng role
w ochronie wytwarzajacych je roslin przed szkod-
nikami [4-7]. Z obu tych wzgledow wydaje sie istot-

nym poznanie zardwno mechanizmoéw ich biosyntezy

A - szKielet typu solanidanu B - szkie

idegradacji oraz regulacji metabolicznej i genetycznej
tych procesow jak réwniez mechanizmow ich toksycz-
nego dziatania na organizmy zywe.

I. Struktura i wystepowanie

1-1. Struktura aglikonu

W sktad czasteczki SGA oprocz tancucha cuk-
rowego wchodzi alkaloid steroidowy (aglikon) — za-
wierajgca atom azotu pochodna cholesterolu [1-5].
W czasteczce alkaloidéw steroidowych obecnych w ro-
dzinie Solanaceae wystepuje charakterystyczny dla
wiekszosci steroidow tetracykliczny uktad 1,2-cyklo-
pentanoperhydrofenantrenu (Rys. 1, pier$cienie A-D)
o ptaskiej strukturze (50c-H, A5-6)i konfiguracji @gru-
py hydroksylowej przy weglu C-3. Poszczeg6lne al-

let typu spirosolanu

H

N 25
ER s
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E
c D
A B
3 5
HO HO H
o 5.6 B, solasodyna 22R, 25R, A .-N
A (.s;.llgllllﬁ(sl‘)sl(:lz:nid < [}" 38-0l) R=H (25/?-22a/V -spirosol-5-enin-3g-ol) T"'v‘
S,255-s0l4 -S-enin-38-0
A2 demisydyna 5a H R=H B2 soladulcydy_na 22R, 25R, 5a-H
(225,2 55-5«-solanidanin-3j8-ol) (25/f-5a,22a/V -spirosolaniii-3/3-ol)
A3 leptynidyna AS 6 R = OH B3 tornatydenol 22S, 25S, A56

(225,255-so0lanid-5-enin-3j8,23/3-diol)

A4 leptydyna A5°6 R = -O-acetyl
(23£f-0-acetylo-225,25.S'-solanid-5-enin-3/3-ol)

B4 tom
(255-5

C - typ szkieletu
22,26-epiminocholestanu

solakongestydyna

E - szkielet typu
3-aminospirostanu
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(255-22£iV-spirosol-5-enin-30-0l)

atydyna 22S, 25S, 5a-11

a,22ajv-spirosolanin-33-ol)

D - szkielet typu
a-epiminocyklohemiketalu

HN

solanokapsyna

Jurubidyna Ryc. 1. Typy szkieletow alkaloidéw steroidowych

wystepujacych w rodzinie Solanaceae.
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kaloidy steroidowe moga ro6zni¢ sie miedzy sobg
obecnos$cia w czasteczce wigzan podwdjnych, dodat-
kowych funkcji tlenowych, odmienng konfiguracjg
przy C-22, C-25 oraz obecnoscig dodatkowych piers-
cieni dotgczonych do uktadu steranowego [1,2]. Ze
wzgledu na budowe szkieletu mozna wyodrebni¢ w ro-
dzinie Solanaceae pie¢ gtownych typdéw struktural-
nych alkaloidéw steroidowych:

— typ solanidanu (Ryc. 1A), w ktorym tetracykliczny
uktad pierscieniowy zwigzany jest z dicyklicznym
uktadem indolizydynowym (pierécienie E-F). Alkaloi-
dy steroidowe nalezace do tej grupy posiadajg kon-
figuracje 205, 22R, 25S. Najczesciej spotykanymi al-
kaloidami tego typu w rodzinie Solanaceae sg solani-
dyna (Ryc. 1AJ, gtéwny alkaloid steroidowy ziem-
niaka, 5,6 dihydropochodna solanidyny — demisydy-

na (Ryc. 1A2), leptynidyna (23-hydroksysolanidyna;
Ryc. 1A3) i leptydyna czyli 23-O-acetyloleptynidyna
(Ryc. 1A4);

- typ spirosolanu (Ryc. IB), w ktéorym do ukiadu
tetracyklicznego przytaczony jest pier$cien furanowy
(E), z ktdrym zwiazany jest pierécien piperydynowy (F)
0 konfiguracji krzesetkowej. Pierscienie sa potgczone
z sobg w ten sposdb, ze ptaszczyzna pierscienia F jest
odchylona pod katem ok. 90 w stosunku do wypad-
kowej ptaszczyzny pierscienia E. Do alkaloidéw steroi-
dowych tego typu zalicza sie solasodyne (Ryc. 1B))
1 tomatydenol (Ryc. 1B3) réznigce sie konfiguracja
przy atomach wegla C-22 i C-25 (solasodyna ma
konfiguracje 22R i 25R, a tomatidenol 22S i 255’) oraz.
ich 5,6-dehydropochodne: soladulcydyne (Ryc. 1B2)
itomatydyne (Ryc. 1B4) gtowny alakloid steroidowy
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Typ tancucha cukrowego Rodzaj agllkonu R=)

czakotrioza solanidyna
czakotrioza solasodyna
czakotrioza tomatydenol

czakotrioza 23-0-acetyloleptynidyna

czakotrioza leptynidyna
solatrioza solanidyna
solatrioza solasodyna
solatrioza tomatydenol
solatrioza 23-O-acetyloleptynidyna
solatrioza leptynidyna
likotetroza tomatydyna
likotetroza demisydyna
komerotetroza demisydyna
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Nazwa glikoalkaloidu
a-czakonina
a-solamargina
a-P-solamarina
a-leptyna 1
a-leptynina 1
a-solanina
a-solasonina
a-solamarina
a-leptyna Il
a-leptynina Il
a-tomatyna
a-demisyna

Ryc. 2. Glikoalkaloidy steroidowe wyste-

a-komersonina pujace w rodzinie Solcuuu eae.
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pomidora;
— typ 22,26-epiminocholestanu, do ktédrego nalezy
solakongestydyna (Ryc. 1C) czy etiolina — metabolit
posSredni w biosyntezie alkaloidow steroidowych;

typ 7-epiminocyklohemiketalu do ktérego nalezy

alkaloid papryki — solanokapsyna (Ryc. ID);

- typ 3-aminospirostanu, ktérego przedstawicielem
jest jurubidyna (Ryc. 1E) [1,5].

1-2. Budowa tancuchéw cukrowych SGA

W czgsteczkach SGA syntetyzowanych przez ro$-
liny z rodziny Solanaceae najcze$ciej wystepujacymi
aglikonami sg alkaloidy steroidowe o strukturze sola-
nidanu i spirosolanu [1-5]. W tych glikoalkaloidach
tancuchy cukrowe, zawierajgce do 4 reszt monosacha-
rydowych zwigzane sg wigzaniem (3-glikozydowym
z grupa OH przy C-3 aglikonu [4.5], W skiad tan-

CHyOH
o }—o L

o
Levs g don , 1 ig)
(o)

OH OH (a) OH OH

1 ugc
0,4'1 OH

CH0H
wo b 0 l Q..o
L cHs 1) lJin if (p)
[¢] .
oH OH (a) oH pz-czakomnn
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OH 1
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OH OH .
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f1 ue
0——‘—1 OH
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Ryc. 3. Wzory strukturalne a-. (3, y-czakoniny i 7.-. (3, y-solaniny
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()0 a-czakonina

OH Y-czakonina

cuchow cukrowych SGA wchodzg najczesciej D-glu-
koza, D-galaktoza, D-ksyloza i L-ramnoza, przy czym
cukry szeregu D potgczone sg wigzaniem (3-glikozydo-
wym, za$ szeregu L 7-glikozydowym [5].

Najczesciej spotykanymi tancuchami cukrowymi
SGA (Ryc. 2) w rodzinie Solanaceae sg [4,5]:

- czakotrioza ([oc-L-ramnopiranozylo (1->2)]-[a-L-
-ramnopiranozylo (1->4)]-[3-D-glukopiranoza; Ryc. 2A)
- tafAcuch cukrowy wystepujacy m.in. w 7-czakoni-
nie. jednym zdwu gtéwnych SGA S. tuberosum, a takze
w 7-solamarginie, 7-(3-solamarinie (w piSmiennictwie
czesto nazywanej (3-solamaring), 7-leptynie | i 7-lep-
tyninie I

- solatrioza ([a-L-ramnopiranozylo (1->2)]-[a-L-ram-
nopiranozylo (1->4)]-(3-D-galaktopiranoza; Ryc. 2B)
- tancuch cukrowy wystepujgcy m.in. w 7-solaninie,
drugim z gt6wnych SGA S. tuberosum, a takze w 7-so-
laninie, u-solamarinie, 7-leptynie Il czy 7-leptyninie II;
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likotetroza ([ft-D-ksylopiranozylo (1—3)]-[|3-D-
-glukopiranozylo (1->2)]-(3-D-glukopiranozylo (I->4)-
-[3-D-galaktopiranoza; Ryc. 2C) — tancuch ten wy-
stepuje w a-tomatynie, gtownym SGA L. eseulentum
czy w a-demisynie;

- komerotetoza ([(3-D-glukopiranozylo (1—3)]-[(3-D-
-glukopiranozylo (1->2)]-P-D-glukopiranozylo (I->4)-
-(-D-galaktopiranoza; Ryc. 2D) — tancuch ten wy-
stepuje np. w 2 -komersoninie.

W piSmiennictwie przyjeto sie okredlanie a-zwigzki
dla naturalnych glikoalkaloidow o petnym tancuchu
cukrowym (tj. zawierajagcych czako- czy solatrioze,
liko- lub komerotetoze). Stopniowe odrywanie poje-
dynczych cukrow prowadzi do powstawania p, y-zwig-
zkéw lub P-, y- i 5-zwigzkow w przypadku SGA
odpowiednio z tafcuchem cukrowym trisacharydo-
wym lub tetrasacharydowym (przykitadowo strukture
a-, Pj-, P2-, iy-czakoniny oraz a-, Pr, P2-iy-solaniny
przedstawiono na Ryc. 3).

1-3. Wystepowanie SGA

Czesto w jednej roslinie wystepuje para gliko-
alkaloidow o wspo6lnym aglikonie, a réznym typie
tancucha oligosacharydowego. W wielu gatunkach
z rodziny Solanaceae np. w S. tuberosum, S. chacoense
czy S. andigenum pare taka tworzg a-solanina i a-cza-
konina, glikozydy solanidyny,w ktérych jest ona po-
taczona odpowiednio z solatriozg lub czakotriozg
[8], W przypadku S. tuberosum stwierdzono, ze sto-
sunek a-czakoniny do a-solaniny wynosi na og6t
ok. 40:60, jednakze moze on czasami wahaé¢ sie w za-
kreie od 25:75 do 60:40 [9-12], Innymi parami SGA,
w ktorych z aglikonem zwigzana jest czako- lub
solatrioza sg glikozydy solasodyny — oc-solamargina
i a-solasonina wystepujace w S. boerhaavii, S. avicu-
lare, S. chlorocarpum, S. dulcamara', glikozydy to-
matidenolu — oc-P-solamarina i oc-solamarina, ktérych
obecno$¢ stwierdzono m.in. w S. dulcamara, S. de-
missum i w S. tuberosum; glikozydy 23-O-acetylo-
leptynidyny — oc-leptyna | i a-leptyna Il czy glikozydy
leptynidyny — a-leptynina | i a-leptynina Il w S
chacoense [5,13-17], W S. demissum i S. polyadenium
stwierdzono wystepowanie a-demisyny i ookomerso-
niny, w ktérych odpowiednio tancuchy cukrowe typu
likotetrozy i komotetrozy zwigzane sg z demisydyna
[9,18]. Natomiast w L. eseulentum stwierdzono wy-
stepowanie jako gtdwnego SGA jedynie a-tomatyny,
w ktorej z aglikonem tj. tomatydyna zwigzana jest
likotetroza [4,19],

Sktad jakosciowy SGA jest na og6t identyczny
w catej roS$linie [5], Jednakze np. w S. chacoense nie
stwierdzono w bulwach obecnos$ci leptyn, wykrywa-
nych w lisciach, a w S. paniculatum nie stwierdzono
w lisciach jurbiny (monoglukozydu jurubidyny) obec-
nej w korzeniach [20,21], Badania nad rozmiesz-
czeniem SGA w rdznych cze$ciach S. tuberosum i L.
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eseulentum wykazaty, ze wystepujg one we wszystkich
organach tych roslin, przy czym w S. tuberosum ich
catkowita zawarto$¢ w mg/kg $w. m jest najwyzsza
w kietkach (2750-10000), kwiatach (3000-5000) i owo-
cach (260-1360) a w L. eseulentum w kwiatach (1280-
-1310), lisciach (1130-1150) i matych niedojrzatych
owocach (540-550) [5.11,22-25], Stwierdzono réwniez,
ze zawarto$¢ SGA w aktywnych metabolicznie tkan-
kach, a wiec w mtodych lisciach, niedojrzatych owo-
cach, mtodych (matych) bulwach jest wyzsza niz w sta-
rych lisciach, owocach czy starych (duzych) bulwach.

W nieuszkodzonych bulwach S. tuberosum dystry-
bucja SGA nie jest rbwnomierna [11,23,26-30], Okoto
80-95% tych zwigzkow jest zlokalizowane w 1,5-2 mm
warstwie pod skdrka, przy czym w warstwie tej ich
stezenie jest najwieksze w obszarach ,okotooczko-
wych”. Jednoczes$nie zawarto$¢ glikoalkaloidow szyb-
ko maleje w kierunku wnetrza bulwy. Natomiast
w7 bulwach uszkodzonych, np. mechanicznie, zawar-
tos¢ SGA wyraznie wzrasta w catej bulwie, co powodu-
je, ze w warstwie pod skdrkga jest zlokalizowane tylko
ok. 30-40% sumy glikoalkaloidow [30-32], W przypa-
dku L. eseulentum stwierdzono, ze w czasie dojrzewa-
nia owocOw poczatkowo wysoka zawartos¢ a-tomaty-
ny ulega kilkusetkrotnemu obnizeniu (z ok. 550 do
1,76-2,1 mg/kg $w. m) [22,23], Podobne zajwisko
spadku zawarto$ci glikoalkaloidow w owocach zaob-
serwowano w S. laciniatum [34].

Z drugiej strony nie obserwuje sie praktycznie
transportu SGA pomiedzy réznymi cze$Sciami rosliny,
co wskazywatoby, ze biosynteza i degradacja gliko-
alkaloidéow zachodzi ,,in situ” [5], Wewnatrzkomor-
kowa lokalizacja SGA nie jest znana.Wiadomo jedy-
nie, ze zwigzki te lokalizowano we frakcji cytosolowej
podczas réznicowego wirowania homogenatu z roslin
ziemniaka i pomidora, co pozwala sgdzi¢, ze sg one
magazynowane w wakuoli [35].

Il. Metabolizm SGA
I1-1. Biosynteza aglikonu

Jak juz wspomniano wyzej, gtowne alkaloidy steroi-
dowe wystepujace w rodzinie Solanaceae majg struk-
ture solanidanu i spirosolanu. Efektywne witgczanie
[14C]lmewalonianu do obu tych typéw alkaloidow
steroidowych wskazuje, ze powstajg one na szlaku
wspélnym dla terpenoidéw roélinnych, za$ prze-
ksztatcanie sie [26,27-14C]cykloartenolu jak i
[26,27-14C]lanosterolu, prekursoréw cholesterolu,
w solanidyne, tomatydyne czy solakapsyne odpowied-
nio w S. chacoense, L. pimpinellifolium czy S. pseudocap-
sicum, wskazuje na mozliwo$¢ powstawania alkaloi-
déw steroidowych ze steroli ro$linnych [36,37], Efek-
tywne witaczanie [4-14C] cholesterolu do tomatydyny
przez L. eseulentum i L. pimpinellifolium czy do solani-
dyny przez S. tuberosum sugeruje, ze alkaloidy steroi-

POSTEPY BIOCHEMII 44(3), 1998



dowe powstajg w wyniku przeksztatcenia tancucha
bocznego czasteczki cholesterolu [38-40]. Wykazano,
ze donorem grupy aminowej w syntezie alkaloidéw
steroidowych w S. tuberosum moze by¢ glicyna lub
alanina, za$ dla Veratrum grandiflorum arginina
[41,42]. Stwierdzono, ze w L. pimpinellifolium 25S-5ad-
-cholestan-3B,27-diol jest przeksztatcany w tomatydy-
ne, za$ 25.R-5a-cholestan-3B,26-diol w soladulcydyne
[43]. Tschesche wykazat, ze 25R-26-aminocholes-
terol jest wykorzystywany przez S. dulcamara w bio-
syntezie solasodyny, co wskazywatoby, ze przeksztat-
cenia w pozycji C-22 maja miejsce dopiero po wprowa-
dzeniu grupy aminowej [44]. Kenak o napodstawie
obecnos$ci w ro$linach Veratrum grandiflorum dorman-
tinolu (22,26-dihydroksycholesterol) i dormantinonu
(22-keto-26-hydroksycholesterol) sugeruje, ze transa-
minacja ma miejsce dopiero po wprowadzeniu tleno-
wych grup funkcyjnych w pozycje C-26 i C-22 [45],
Brak zdolno$ci wykorzystywania 16-hydroksy-

Ryc. 4. Hipotetyczne szlaki biosyntezy alkalo-
idow steroidowych.
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-5a-cholestanolu i 22-keto-5a-cholestanolu jako pre-
kursoréw w biosyntezie alkaloidow steroidowych,
wskazuje ze hydroksylacja w pozycji C-26 lub C-27
poprzedza hydroksylacje w innych pozycjach [7].
Obserwowany brak mozliwosci wykorzystywania
22-keto-16,26-dihydroksycholesterolu, 16,22,26-
-trihydroksycholesterolu czy 16-hydroksy-26-amino-
cholesterolu jako prekursoréw w biosyntezie solaso-
dyny, soladulcydyny, tomatydyny czy tamatydenolu,
jak rowniez wystepowanie werazyny i etioliny w ros-
linach syntetyzujacych alkaloidy steroidowe typu sola-
nidanu czy spirosolanu wskazuje, ze hydroksylacja
w pozyji C-16 ma miejsce dopiero po uformowaniu
pierécienia F [7].

Na podstawie tych obserwacji zaproponowano dwie
drogi biosyntezy alkaloidéw steroidowych. Ich pod-
stawowa roznicg jest moment wprowadzenia azotu
do czasteczki syntetyzowanych alkaloidéw steroido-
wych (Ryc. 4).
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Pierwsza z nich, ktoérej autorem jest Tschesche
i wsp zaktada hydroksylacje cholesterolu w pozycji
C-26, a nastepnie wymiane tej grupy na grupe amino-
wag w wyniku czego powstaje 26-aminocholesterol.
Utlenienie tej aminopochodnej cholesterolu w pozycji
C-22 do formy 22-hydroksy- lub 22-ketopochodnej
prowadzitoby do zamkniecia pierscienia F i powstania
werazyny, a hydroksylacja werazyny w pozycji C-16
do powstania etioliny. Cyklizacja pierscienia E poprze-
dzona przemieszczeniem wigzania podwdjnego i ato-
mu wodoru w czasteczce etioliny prowadzitoby do
powstania czgsteczki alkaloidu steroidowego typu
spirosolanu [46].

Druga z hipotez, wysunieta przez Kaneko
i wsp . zaktada kolejne hydroksylacje w tancuchu
bocznym cholesterolu najpierw w pozycji C-26, a na-
stepnie w pozycji C-22 z wytworzeniem czasteczki
dormantinolu. Zwigzek ten, w wyniku odwodorowa-
nia w pozycji C-22, przeksztatca sie w dormantinon,
w ktdérego czasteczce, w wyniku transaminacji, na-
stepuje wymiana grupy hydroksylowej w pozycji C-26
na grupe aminowg. Kondensacja tej grupy z grupa
ketonowg w pozycji C-22 prowadzi do powstania
pierscienia F. Powstajgca w ten sposéb werazyna ulega
w wyniku hydroksylacji w pozycji C-16 przeksztat-
ceniu w etioline, a nastepnie w wyniku redukcji przy
C-22 w teinemine, ktéra po cyklizacji pierscienia
E zostaje przeksztatcona w alkaloid steroidowy o stru-
kturze solanidanu [42].

Obserwowana w obecnosci NADPEI hydroksylacja
solanidyny do 23R-hydroksysolanidyny przez prepa-
rat z frakcji mikrosomalnej z S. chacoense wskazuje, ze
wprowadzanie dodatkowych grup hydroksylowych
w alkaloidach sterydowych nastepuje juz po ufor-
mowaniu danego typu szkieletu, ajeszcze przed gliko-

zylacja [47].
11-2. Biosynteza fancucha cukrowego

Biosynteza tancucha cukrowego SGA jest bardzo
stabo poznana. Obserwowana biosynteza a-solamar-
giny i a-solasoniny po podaniu znakowanej solasody-
ny ro$linom S. laciniatum wskazuje, ze synteza tan-
cucha cukrowego SGA nastepuje po zakornczeniu
biosyntezy aglikonu. Stwierdzono réwniez, ze surowy
preparat enzymatyczny z lisci tej rosliny posiada
zdolno$¢ do syntezy 3B-glukozydu solasodyny [48].
W 1977 r. Lavintman i wsp., donie$li, ze surowy
preparat enzymatyczny z bulw S. tuberosum glukozylu-
je solanidyne, wykorzystujac UDP-glukoze jako do-
nora reszty cukrowej [49]. Preparat ten w obecnosci
NADPH, solanidyny i UDP-glukozy posiadat zdol-
no$é¢ do biosyntezy 6 réznych glikozyddw solanidyny.
W ostatnich latach czesciowo oczyszczono z S. tubero-
sum, L. esculentum i S. melongena glikozytransferazy
specyficzne wobec aglikonu steroidowego, odpowie-
dzialne za glikozylacje odpowiednio solanidyny, toma-
tydyny isolasodyny [50-61]. | tak z frakcji cytosolowej
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bulw, kietkéw i lisci S. tuberosum wyizolowano gluko-
zytransferaze UDP-glukoza :solanidyna (syntetyzujg-
cg glukozyd solanidyny — prekursora w biosyntezie
a-czakoniny), z lisci L. esculentum — galaktozylotrans-
feraze UDP-galaktoza:tomatydyna (syntetyzujgca ga-
laktozyd tomatydyny — prekursora a-tomatyny),
a z lisci S. melongena — glukozylotransferaze UDP-
-glukoza :solasodyna (syntetyzujacg glukozyd solaso-
dyny — prekursora a-solamarginy). Udato sie réwniez
wyizolowaé z S. tuberosum cDNA kodujagce glukozylo-
transferaze UDPG : solanidyna [62]. Réwnoczesnie
stwierdzono obecno$¢ w preparatach enzymatycznych
z kietkéw ibulw S. tuberosum galaktozylotransferazy,
ktora do syntezy galaktozydu solanidyny (y-solaniny),
prawdopodobnego prekursora w biosynteie a-solani-
ny, wykorzystuje UDP-galaktoze isolanidyne [52,55].
Wskazuje to, ze biosynteza tancucéw cukrowych SGA
wystepujacych w S. tuberosum, tj. solatriozy i czako-
triozy, jest przynajmniej na poziomie glikozylacji agli-
konu katalizowana przez r6zne enzymy. Wszystkie
opisane powyzej enzymy maja podobne wtasciwosci.
Maja zblizong mase czasteczkowg i optimum pH. Na
ich aktywno$¢ wptywajg, w podobny sposéb: jony
metali dwuwartosciowych izwigzki chelatujgce, UDP,
czynniki zawierajgce grupy -SH, wysoka sita jonowa.
Réznig sie one natomiast wyraznie specyficznoscig
substratowg w stosunku do akceptora reszty cukrowej,
glikozylujac z najwiekszg szybkoscig aglikon SGA
charakterystycznego dla danej ro$liny. Wystepowanie
w roslinach wytwarzajagcych SGA enzymoOw przeno-
szacych reszty cukrowe z odpowiednich nukleotydo-
cukréw na aglikon, jak réwniez synteza mono- i di-
glukozydu solanidyny przez kragzki i zawiesine komor-
kowg z bulw S. tuberosum w obecnos$ci [3H] solanidy-
ny sugerujga, ze tancuchy cukrowe SGA sa syntetyzo-
wane w wyniku kolejnego dotgczania reszt mono-
sacharydowych, a nie w wyniku przenoszenia na
aglikon wczesniej zsyntetyzowanych tancuchéw cuk-
rowych [63].

Badania nad regulacjg biosyntezy SGA w krgzkach
z bulw S. tuberosum wykazaty, ze kwas abscysowy,
kwas giberelinowy czy chlorowodorek (2-chloroety-
lojtrimetyloaminy (inhibitor biosyntezy gibereliny) nie
wptywaty na poziom SGA nagromadzany w krgzkach,
natomiast norbornadien, wsp6tzawodniczy inhibitor
dziatania etylenu, powodowat zwiekszenie zawartosci
SGA w poréwnaniu z krazkami kontrolnymi [64,65].
Inkubacja kragzkéw w obecnos$ci etylenu oraz etefonu
(zwigzek uwalniajacy etylen) powodowata zahamowa-
nie biosyntezy SGA [64,65]. Jak wykazata Bergenst-
rahle brak biosyntezy SGA w obecnosci etylenu moze
wynika¢ z obnizenia aktywnos$ci glukozytransferazy
UDP-glukoza:solanidyna, enzymu odpowiedzialnego
za zapoczatkowanie bhiosyntezy tafcucha cukrowego
a-czakoniny i aktywacji C-24 metylotransferazy
S-adenozyno-L-metionina :cykloartenol [65]. Wzrost
aktywnos$ci metylotransferazy powoduje, poprzez usu-
niecie metabolitu posredniego (cykloartenolu), spadek
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syntezy cholesterolu, a w dalszej kolejnos$ci réwniez
solanidyny.

I1-3. Degradacja SGA

W preparatach enzymatycznych z kietkéw i bulw S.
tuberosum stwierdzono obecno$¢ enzymoéw hydrolity-
cznych o aktywno$ci ramnozydazy, gtukozydazy i ga-
laktozydazy [66,67]. Enzymy te posiadajg zdolnos$¢ do
hydrolizy a-solaniny i a-czakoniny. W pierwszym
etapie tej hydrolizy, niskospecyficzna ramnozydaza,
ktora zostata czeSciowo oczyszczona i scharakteryzo-
wana, odszczepia reszte ramnozy zaréwno z a-czako-
niny jak i a-solaniny, w wyniku czego powstaje
odpowiednio (®-czakonina lub (32-solanina [68]. Na-
stepnie p2-czakoninajest przeksztatcana bezposrednio
do solanidyny, bez powstawania jako produktu po-
Sredniego y-czakoniny, natomiast w przypadku (-
-sotaniny w wyniku dziatania gtukozydazy powstaje
y-solanina, ktdra nastepnie jest hydrolizowana do
wolnej solanidyny [5,67]. Jednakze mimo stwierdzenia
tego typu aktywnos$ci w preparatach enzymatycznych,
aktywnos$¢ tych hydrolaz w nienaruszonych tkankach
mierzona poziomem produktédw ich dziatania wydaje
sie by¢ bardzo niska, gdyz w bulwach wykryto jedynie
Slady (3, y-zwigzkéw czy solanidyny [5]. Z drugiej
strony, w bulwach pewnych odmian S. tuberosum
stwierdzono obecno$¢ znacznych ilosci (32-czakoniny
[11,69]. Przeksztatcanie sie a-czakoniny do (32-czako-
niny obserwowano przy przedtuzajagcym sie przecho-
wywaniu kietkujgcych bulw S. tuberosum [70]. Wydaje
sie, ze za te hydrolize odpowiedzialna jest odrebna
specyficzna ramnozydaza, ktérej obecnos$¢ stwierdzo-
no w bulwach i kwiatach S. tuberosum [71,72]. Enzym
ten, w przeciwienstwie do wyzej wspomnianej nisko-
specyficznej ramnozydazy, nie wykazuje zadnej aktyw-
nos$ci w stosunku do a-solaniny.

Inng mozliwos$cig degradacji SGA moze by¢ meta-
bolizm aglikonéw wystepujacych w czasteczce SGA.
Wydaje sig, ze opisany powyzej (pkt. 1.3) spadek
poziomu a-tomatyny w owocach L. esculentum jest
wynikiem degradowania tomatydyny do pregnenolo-
nu. Heftman i Schwimmer wykazali, ze w pro-
cesie dojrzewania pomidoréw zaréwno [14C]tomaty-
dyna jak i [l4Cla-tomatyna jest przeksztatcana do
3|3-hydroksy-5a-pregn-16-en-20-onu [33].

Glikoalkaloidy steroidowe budzg ciggle duze zainte-
resowanie ze wzgledu na przypisywane im funkcje
w obronie chemicznej przed patogenami i/lub ros-
linozercami, a takze z powodu na ciekawe z punktu
widzenia medycyny i nauki o zywieniu aktywnosci
biologiczne: hemolityczng, antyacetylocholinoestera-
zowg, fungitoksyczng, antywirusowa czy przeciwno-
wotworowg. Wydaje sie wiec, ze jest konieczne obok
wyjasnienia fizjologicznych funkcji tych zwigzkow,
rowniez wyodrebnienie i szczegétowe poznanie wtas-
ciwosci katalitycznych i molekularnych enzymow za-
angazowanych w ich biosynteze i degradacje oraz
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mechanizméw kontroli altywnos$ci tych procesow.
Pozwoli to w perspektywie wyhodowaé transgeniczne
rosliny charakteryzujace sie supresja (lub nadekspre-
sjag) odpowiednich genéw zwigzanych z biosyntezg
inagromadzeniem SGA. Od sukcesu tego typu badan
bedzie zalezato, zjednej strony zwiekszenie odpornosci
roslin na patogeny i szkodniki, a z drugiej wykorzys-
tanie ro$lin zawierajagcych SGA, miedzy innymi ziem-
niaka, jako wysokiej jakoSci pozywienia.

Artykut otrzymano 4 wrze$nia 1997 r.
Zaakceptowano do druku 28 maja 1998 r.
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NOWE W BIOCHEMII

Udziat endosomu w transmisji sygnatu insulinowego

Role of the endosome in insuling signaling

MARTA BOBESZKO1
JOLANTA BARANSKA?2

W komoérkach eukariotycznych przekazywanie syg-
natu zewngtrzkomdrkowego odbywa sie poprzez zwig-
zanie liganda, pierwotnego przekaznika sygnatu, ze
specyficznym receptorem znajdujgcym sie na powierz-
chni btony komdrkowej. Dochodzi wowczas do ak-
tywacji receptora i przekazania wzbudzenia na wtérne
przekazniki sygnatu (elementy ,,down stream signa-
ling”). Pojawia sie kaskada sygnatowa w cytoplasmie,
wyzwalajaca specyficzne reakcje.

W latach 80-tych stwierdzono, ze hormony polipep-
tydowe, takie jak np. insulina i prolaktyna, oraz
czynniki wzrostu, jak np. nabtonkowy czynnik wzrostu
(EGF), wigzg sie ze swoim receptorem, a nastepnie po
przekazaniu sygnatu taki kompleks ulega endocytozie
[1, 2]. Najwiecej badan przeprowadzono na modelach
komorek wrazliwych na insuline, takich jak adipocyty,
hepatocyty i komorki miesniowe [2].

Receptor insuliny (IR) jest heterotetrameryczng gli-
koproteing ztozong z dwé6ch podjednostek a i dwdch
podjednostek fi. Zewnatrzkomoérkowe podjednostki
a wigzg insuline, a transbtonowe podjednostki fi maja
domene o aktywnosci kinazy tyrozynowej (IRK). Po
zwigzaniu insuliny dochodzi do autofosforylacji pod-
jednostek 5 na resztach tyrozynowych i aktywacji
kinazy tyrozynowej, a nastepnie przytgczenia gtow-
nego cytoplazmatycznego substratu receptora insuli-
nowego — biatka IRS-1. Aktywacja tego biatka powo-
duje transmisje sygnatu na inne biatka cytosolowe,
takie jak np. GRB2, SYP, Pl 3-K czy NCK (Ryc. 1).
Wszystkie one zawierajag domene SH2, poprzez ktora
wigzg sie z biatkiem IRS-1. Ich aktywacja zapoczat-
kowuje rézne szlaki przekazywania informacji w
komorce, wywotujgc specyficzne odpowiedzi biologi-
czne [2].

Liczbareceptorow na powierzchni komoérek docelo-
wych dla insuliny, tj. komoérek watroby, tkanki ttusz-

1Mgr, 2prof. dr hab., Pracownia Przekaznikéw Informacji,
Zaktad Neurobiologii Molekularnej i Komérkowej, Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pas-
teura 3, 02-093 Warszawa
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czowej i mies$ni, wynosi okoto 200000 na komédrke.
W komorkach watroby sama insulina wigzac sie

insulina

[1]
IR E—

¢
¢
IRS-1

SYP PI 3-K

IRS-1
[ NCK GRB2

Ryc. 1. Udziat endosomu w przekazywaniu sygnatu insulinowego

z czynnego, zaktywowanego receptora (wg Bevan i wsp.
[4], rycina zmodyfikowana).
Na schemacie pokazano zwigzanie insuliny z tetramerycz-
nym receptorem (IR) znajdujacym sie w btonie komérkowej.
Receptor zawierajagcy w czeéci cytoptazmatycznej kinaze
tyrozynowsa, po zwigzaniu insuliny ulega autofosforylacji
linternalizacji. Internalizacja sktada sie z etapu: 1) zagesz-
czenia receptoréw w zagtebieniu utworzonym przez czes¢
btony komérkowej optaszczonej przez biatko klatryne (nie
pokazana na rysunku) i 2) wnikania pecherzykéw do
wnetrza komérki. Powstaty, nieoptaszczony klatryng en-
dosom zawiera ufosforylowane podjednostki receptora wy-
eksponowane na zewnatrz, podczas gdy insulina znajduje sie
wjego wnetrzu. Zaréwno receptory insuliny znajdujace sie
w btonie komdrkowej, jak i te w endosomie maja zdolno$¢
do fosforylacji i aktywacji biatka IRS-1. Z biatka IRS-1
nastepuje przekazanie sygnatu na inne biatka cytoplaz-
matyczne, a mianowicie: biatko NCK, fosfataze tyrozynowa
2 (SYP), fosfatydyloinozytyto 3-kinaze (Pl 3-K) i biatko
GRB2, przez ktére insulina reguluje ekspresje gendéw zapo-
czatkowujac kaskade kinaz MAP. (Dla jasnosci obrazu
biatko IRS-1 aktywujgce wymienione powyzej biatka nary-
sowano obok receptora, w istocie jednak biatko to nie
oddysocjowuje od czynnego receptora). Aktywacja IRS-1
przez receptor zachodzi tak dtugo, jak diugo pozostaje on
w czynnej, ufosforylowanej formie. Defosforylacja reguluja-
ca ten proces zachodzi w wyniku dziatania fosfotazy fos-
fotyrozynowej (PTP).

blona
komérkowa

internalizacja

\ endosom
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z receptorami reguluje ich liczbe powodujgc natych-
miastowqa internalizacje zaktywowanych, ufosforylo-
wanych receptoréw w kompleksie ze zwigzang in-
suling. Po internalizacji, znajdujgce sie na zewnatrz
powstatych endosomoéw podjednostki 3receptora ule-
gaja defosforylacji w wyniku dziatania specyficznej
fosfotazy fosfotyrozynowej (PTP), co powoduje od-
szczepienie insuliny. Insulina ulega teraz degradacji,
a nieaktywny, nieufosforylowany receptor ulega badz
degradacji, bagdZz w procesie egzocytozy jest przenoszo-
ny zpowrotem do btony komérkowej [2]. Dlatego tez
uwazano, i taki poglad wystepuje w wielu podrecz-
nikach akademickich, ze proces internalizacji stuzy
wytacznie do dezaktywacji receptora (down-regulation)
i degradacji zwigzanego z receptorem liganda, jak tez
do potencjalnego uzupetnienia liczby receptoréow na
powierzchni komérek na drodze ich recyklizacji [2],

Jednak fakt, ze receptor w endosomie, poki nie
zostanie zdefosforylowany, wystepuje w postaci czyn-
nej sugerowat, ze by¢ moze i w tych strukturach bierze
on udziat w przekazywaniu sygnatu hormonalnego.
Byty to jednak jedynie przypuszczenia. Dopiero bada-
nia, opublikowane w roku 1995 przez Bevana
i wsp. [3] wykazaly po raz pierwszy, ze receptor
insulinowy w endosomie jest zdolny do transmisji
sygnatu, aktywacji substratu IRS-1 i wywotywania
okres$lonej odpowiedzi metabolicznej komoérki. W ni-
niejszym artykule pragniemy omoéwic¢ te wtasnie bada-
nia, oraz przedstawi¢ wyniki badan Bevana i wsp.
[4] opublikowane w roku 1997. Te bowiem prace,
wsérod wielu innych ostatnio opublikowanych [5-9],
wydajg sie nam najistotniejsze.

Badania wcze$niejsze tej samej grupy badaczy wyka-
zaly, ze pochodne peroksywanadu (nadtlenki wanadu),
w tym anion biperoksy(l,10-fenantrolino)-oksywana-
dowy (bpV(phen)), zastepuje dziatanie insuliny ak-
tywujac receptory insulinowe i wywotujac hypoglike-
mie [10]. Bevan i wsp. [3] wykazali, ze dziatanie
tego zwigzku podawanego szczurowi w réznym czasie
przed podaniem insuliny polega na wnikaniu do
wnetrza komarki i specyficznym, bezpo$rednim hamo-
waniu fosfatazy PTP zwigzanej z endosomami watro-
by. Powodowato to przedtuzong do 45 min. aktywacje
receptoréw insulinowych w tych strukturach. W ko-
morkach watroby, nawet w nieobecnos$ci insuliny,
wystepuje niska, bazalna aktywnos$¢ kinazy tyrozyno-
wej receptorow insulinowych, bedaca wypadkowa
procesow fosforylacji i defosforylacji [3, 10]. Podanie
bpV(phen) zaktéca te homeostaze ipowoduje w efekcie
uczynnienie receptora.

Wyjasnienie na czym polega dziatanie bpV(phen)
pozwolito autorom na wykonanie niezwykle pomys-
towych doswiadczen [3]. Szczurowi podawano powy-
zszy zwigzek i w roznym czasie po podaniu uzys-
kiwano watrobowg frakcje bton plazmatycznych i en-
dosoméw. Receptory insulinowe tych struktur po-
ddawano nastepnie cze$ciowemu oczyszczeniu. Zdol-
nos$¢ wigzania insuliny do biatka receptorowego mie-
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rzono poprzez inkubacje z 125l-insuling, a miarg
aktywnos$ci receptorow byta ich zdolnos$¢ do fosforyla-
cji podawanego egzogennego substratu. Wykazano, ze
aktywacja receptoréow insulinowych w endosomach
zachodzi szybciej iznacznie przewyzsza te odpowiada-
jacg btonie komorkowej. | tak, aktywacja IRK w en-
dosomach nastepowata 5 minut wczesniej, a 15 minut
po podaniu szczurowi bpV(phen) aktywno$¢ IRK
w endosomach i btonie plazmatycznej wyrazona byta
stosunkiem 7:1. Poniewaz uzywana w doSwiadcze-
niach pochodna peroksywanadu dziata wytgcznie na
PTP zwiagzana z endosomami mozna byto zatozy¢, ze
w tych warunkach doswiadczalnych cata obserwowa-
na aktywno$¢ IRK jest pochodzenia endosomalnego,
a nieznaczna aktywnos$¢ znajdowana w btonie plaz-
matycznej pochodzi z recyklizacji do tej btony aktyw-
nych endosomalnych receptoréw. Hipoteze te spraw-
dzono podajac zwierzeciu koichicyne, a nastepnie
dopiero bpV(phen). Kolchicyna, bedac inhibitorem
biatek cytoszkieletu, wstrzymuje recyktizacje receptora
z endosomu do btony plazmatycznej. Istotnie, w tego
typu dodSwiadczeniach obserwowano wytacznie ak-
tywacje receptorow w endosomach. Uzyskano zatem
unikalny model doswiadczalny, w ktérym w warun-
kach invivo mozna byto bada¢ wtasciwosci receptorow
w endosomach, z wytgczeniem tych znajdujgcych sie
w btonie plazmatycznej [3]. Wykazano, ze wraz z ich
aktywacjg w cytosolu watroby pojawia sie ufosforylo-
wany substrat receptoréw insulinowych, biatko IRS-1,
a takze, ze traktowanie szczuréw kolchicyng ipochod-
ng peroksywanadu indukuje u tych zwierzat hypog-
likemie. Bevan i wsp.[3] udowodnili zatem w spo-
s6b niebudzacy watpliwosci, ze aktywne receptory
insulinowe w endosomach oddziatujg nie tylko z eg-
zogennym lecz i endogennym substratem, a wiec sa
zdolne do przekazywania sygnatu insulinowego i wy-
wotywania specyficznej odpowiedzi biologicznej.
Dalsze badania potwierdzity stuszno$¢ powyzszych
wnioskéw [4-9]. Na uwage zastuguje praca Bevan
i wsp. [4], w ktorej badano in vivo wptyw zwiagzku
hamujgcego dysocjacje i degradacje insuliny w recep-
torach endosomoéw, a mianowicie leku przeciwmalary-
cznego — chlorokwininy. Lek ten podawano szczuro-
wi przed podaniem insuliny. Zwiazek ten nie powodo-
wat zadnych widocznych zmian w wigzaniu insuliny do
receptoréw wystepujacych w btonie komérkowej, nie
nastepowato zwiekszenie ich fosforylacji, czy aktywno-
$ci kinazy, podczas gdy w endosomie ilo$¢ receptoréow
zwigzanych z insuling i aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej
zwiekszata sie. U zwierzat kontrolnych, ktére otrzymy-
waty samg insuline, 5 min. po jej podaniu ilo$¢
receptorow w endosomach watroby podwajata sie,
a po 18 minutach wracata do normy. Takze w podob-
nym czasie wzrastata iwracata do stanu poczatkowego
aktywnos$¢ IRK wobec egzogennych substratéow [4].
Nalezy doda¢, ze poréwnanie aktywnos$ci IRK w bto-
nie plazmatycznej i endosomach (w 2 minuty po
podaniu samej insuliny) wykazywato duze podobienst-
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wo [3]. Kiedy zwierze dostawato przed insuling chlo-
rokwinine, w endosomach watroby nastepowal wzrost
ilosci receptoréw o 31%, oraz zwiekszenie aktywnosci
kinazy tyrozynowej az 0 96%, w stosunku do wartosci
kontrolnych [4]. Jednocze$nie, wraz ze wzrostem
aktywnosci endosomalnego IRK obserwowano zwiek-
szong aktywno$¢ substratu IRS-1 i pojawienie sie
zwiekszonej ilosci ufosforylowanych biatek w cytosolu
(down stream signaling) [4].

Te wszystkie dane pozwolity autorom na wysuniecie
wniosku, ze w przypadku receptoréw insulinowych
w watrobie ich internalizacja i wystepowanie w postaci
zageszczonej w endosomie odgrywa niezwykle wazng
role w procesie przekazywania sygnatu [4]. Uwazaja
endosom jako istotne miejsce w komorce (wg autoréw
— centralne), z ktérego nastepuje proces przekazywa-
nia informacji, najpierw na substrat IRS-1, a potem
dalej na inne biatka sygnatowe (Ryc. 1). Proces ten jest
regulowany przez zwigzana z endosomem fosfotaze
fosfotyrozynowga. Nalezatoby zatem przyjac, ze recep-
tor zwiazany z insuling w btonie plazmatycznej, po
aktywacji i autofosforylacji kinazy tyrozynowej, prze-
kazuje badz sygnat na substrat znajdujacy sie w blisko-
$ci btony, badz ulega od razu internalizacji i znajdujac
sie w endosomie ma mozliwos$¢ dotarcia do odlegtych
od btony plazmatycznej rejonéw komorki i inicjowa-
nia w nich transdukcji sygnatu insulinowego (Ryc. 1).
Nalezy dodac, ze istnieja poszlaki pozwalajace sadzic,
ze podobny proces wystepuje w przypadku receptorow
zwigzanych z EGF, o ktérych réwniez wiadomo, ze
ulegajg internalizacji [11]. Internalizacji ulega takze
kompleks insulina/receptor w adipocytach i komér-
kach migsni [10].

Bez wzgledu jednak na to jakie rozmiary osiggnie
wiedza na temat internalizacji receptoréw zawieraja-
cych kinaze tyrozynowag, juz obecne, podane powyzej
informacje zmieniajg nasz dotychczasowy poglad na
mechanizm transmisji sygnatlu w komoérce. Pokazuja,
ze nie zawsze btona komérkowa, jako bariera od-
graniczajgca komdrke od przestrzeni pozakomorko-
wych, lecz znacznie bardziej skomplikowany mecha-
nizm powodujacy wnikanie fragmentéw tej biony do
wnetrza komorki moze niejednokrotnie odpowiadac
za szlaki przekazywania informacji i odpowiedz meta-
boliczng. Wydaje sie bardzo istotne, ze mechanizm ten
pozwala na wspoétdziatanie czynnego receptora z réz-
nymi, znacznie nieraz odlegtymi od biony, kompart-
mentami komorki.

Artykut otrzymano 19 marca 1998 r.
Zaakceptowano do druku 23 kwietnia 1998 r.
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SPRAWOZDANIE

Minety kolejne dwa lata i w Szczecinie ponownie spotkali sie badacze zainteresowani naukowo
problematyka metabolizmu i toksykologia fluoru. W dniach 23-24 kwiatnia 1998 r. na terenie Pomorskiej
Akademii Medycznej odbyto sie VIII Sympozjum Fluorowe pt.

~Fluor i biopierwiastki w biologii i medycynie"

Wzorem lat ubiegtych Sympozjum zostato zorganizowane dzieki wspotpracy kadry naukowo-dydaktycznej
Zaktadu Biochemii i Chemii PAM oraz cztonkow szczecinskich oddziatdw Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego i podkomisji nauk chemicznych PAN.

W Sympozjum wzieli udziat badacze reprezentujgcy rézne dyscypliny naukowe i wszystkie wieksze osrodki
akademickie w Polsce. Obok biochemikow prace przedstawili lekarze, biolodzy, chemicy, farmaceuci, rolnicy,
technolodzy, toksykolodzy i specjalisci z zakresu ochrony S$rodowiska. W czasie obrad wygloszono
5 referatéw i 32 streszczenia prac doswiadczalnych. Prace w peilnej wersji, wykonane przez 77 autoréw, po
recenzji i korektach, zostaly opublikowane w dsmej edycji wydawnictwa Metabolizm Fluoru '98, objetego
patronatem JM Rektora PAM, wydanego w naktadzie 120 egzemplarzy, w oparciu o srodki finansowe
uzyskane z Ministerstwa Zdrowia i Opieki Spotecznej oraz od firmy Perkin-EImer. Tematyka opublikowanych
prac koncentruje sie wokét zagadnien okreslonych tytutem Sympozjum i w szczeg6lnosci dotyczy badan
w dziedzinie metabolizmu podstawowego, metabolizmu kosci i zebdéw, enzymologii, toksykologii i analityki
zwigzkow fluoru. Wydawnictwo jest dostepne w bibliotekach naukowych wszystkich Akademii Medycznych,
wiekszosci bibliotek uniwersyteckich oraz w Biblitece Narodowej.

Liczba oraz wysoki poziom przedstawionych prac jest, zdaniem organizatorow, oznaka ciggtego postepu
w dziedzinie badan nad metabolizmem itoksykologig fluoru w Polsce ijednocze$nie zwiastunem nastepnych,
rownie wartoéciowych, wystgpiei tym razem w czasie XXIlI Swiatowej Konferencji Miedzynarodowego
Towarzystwa Badan Fluorkéw (ISFR - International Society for Fluoride Research), ktéra odbedzie sie
w Szczecinie i Krakowie w dniach 11— 16 czerwca 2000 r.

W trakcie obrad podjeta zostata decyzja o powotaniu Polskiego Towarzystwa Fluorowego. Siedziba Zarzadu
w | kadencji znajdowata sie bedzie w Szczecinie.

Dr chem. Tadeusz Ogonski
Przewodniczacy szczecinskiego
oddziatu PTBioch.

Redakcja informuje P. T. Autoro6w o mozliwosci zamieszczenia w artykutach barwnych rycin.
Jednakze wobec wysokich cen ich reprodukcji koszty wykonania ponoszg autorzy.
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Recenzja ksigzki
Review of a book

Uwagi i refleksje na temat niektérych rozdziatéw podrecznika, pt. ,Diagnostyka Laborato-
ryjna z Elementami Biochemii Klinicznej", pod redakcjg: prof. dr hab. Aldony Dembinskiej-
-Kie¢ i prof. dr hab. Jerzego W. Naskalskiego, VOLUMED, Wroctaw, 1998

Na poczatku biezacego roku, na rynku ksiegarskim, pojawit sie nowy podrecznik pod interesujgcym tytutem
.Diagnostyka Laboratoryjna z Elementami Biochemii Klinicznej”. Duze zapotrzebowanie na nowoczesny
podrecznik z tej dziedziny medycyny, budzacy zaufanie zespdt autorski, wielki autorytet uczelni w ktorej
powstal, pompatyczny wstep, wskazujgcy na niezwykle wiarygodne i nowoczesne zrédta prezentowanej
w nim wiedzy oraz ciekawa szata graficzna sprawily, iz wymienione dzieto (pomimo wysokiej ceny) niemal
natychmiast zniklo z pdtek ksiegarskich. Naleze do tych, ktérzy jako pierwsi nabyli wspomniang ksigzke
i zapoznali sie z jej trescig. Wielodyscyplinarny charakter poruszanych tam zagadnienn nie pozwala mi na
kompleksowg ocene catego podrecznika, dlatego moje uwagi i refleksje koncentrujg sie niemal wytgcznie
wokot zagadnien biochemicznych. Po bezowocnej wymianie korespondencji z redaktorami (rownoczesnie
wspo6tautorami), recenzentem i wydawcag postanowitem podzieli¢ sie moimi smutnymi przemysleniami
z czytelnikami Postepéw Biochemii.

. Uwagi ogoélne. Z przykrosécia stwierdzam, iz rozdzialy podrecznika po$wiecone biochemii klinicznej
izagadnieniom pokrewnym, obfitujg w liczne, niekiedy wrecz niewiarygodne btedy merytoryczne ijezykowe.
Niektore z nich urggaja elementarnej wiedzy biochemicznej i ogéinolekarskiej. Autorzy postuguja sie niekiedy
anachroniczng, czesto btedna terminologiag, ktérej student po odbyciu kursu biochemii, po prostu nie zna. Nie
potrafig poprawnie nazwa¢ podstawowych procesdéw metabolicznych, gtdwnych metabolitow i enzymow,
zdefiniowa¢ podstawowych poje¢, etc. Podrecznik ten jest zrédiem dezinformacji. Wprowadza zamet
w gtowie czytelnika i niweczy niemaly przeciez wysitek, wtozony w nauczanie studentéw biochemii, fizjologii,
patofizjologii, a nawet przedmiotéw Klinicznych. Przyswojenie przez lekarza niektdrych (wymienionych
w uwagach szczegdétowych) elementéw tej ,wiedzy” zagraza zyciu i zdrowiu ludzkiemu.

Il. Uwagi szczego6towe. Bezmiar btedéw i waskie ramy niniejszego opracowania pozwalaja mi jedynie na
wymienienie szczegdlnie razagcych uchybien, ktore dyskwalifikujg caly podrecznik.

Autorzy utozsamiajg ciezar witasciwy z gestoscig wzgledna, syntazy z syntetazami, glukokinaze zglukozo-6-
-fosfatazg, keratyne z kreatyning, izomery z izoenzymami, wodoroweglany z weglowodanami. Przekonuja, iz
w uktadzie naczyniowym krazy surowica. Uwazajg osocze za mieszanine surowicy z fibrynogenem.
Zapewniaja, iz istnieje fosforan kreatyniny, ktéry uczestniczy w fosforylacji ADP do ATP. Ucza, iz kreatyna
powstajezargininy lub glicyny. Odtaczanie jodu od hormondéw tarczycowych uwazajgza dejonizacje, a NADH
za enzym. Adrenalinie przypisujg nowy wzo6r strukturalny (Ryc. 17.4). Rozpad wigzan amidowych w glutami-
nie nazywajg ,dezaminacja”. ACTH, niewielkiemu peptydowi, ztozonemu z 39 reszt aminokwasowych,
przypisuja mase czasteczkowg 39 kDa. Uwazaja, iz istnieje enzym o nazwie fruktozo-1,5 difosfataza oraz
hormony o nazwie monojodotyrozyna i dijodotyrozyna. Twierdzg, iz XIll czynnik krzepniecia jest trans-
glutaminazg i przenosi grupe aminowg glutaminy na lizyne. Flawoproteiny uwazajg za biatka hemowe.
Twierdzg, ze potowa enzymoéw i kofaktorow cyklu Krebsa zawiera zelazo. Uwazaja, ze istnieje ferrytyna krgzaca
W nie istniejgcej w organizmie surowicy krwi. Ferrytyna ta wigze do 250 atomoéw zelaza, a 1 g zelaza wiaze do

2500 atomoéw tego pierwiastka.

Nauczajg, iz miedzynarodowa jednostka enzymatyczna i katal sg jednostkami ilosci enzymu, amoniak jest
produktem koncowym metabolizmu aminokwasow w cyklu mocznikowym, kwasy ttuszczowe sg substratami
w procesie glukoneogenezy a mleczan, alanina i glicerol sg zapasowymi materialami energetycznymi.

Uwazajg insuline za transporter glukozy. Informuja, iz w wyniku deaminacji guaniny powstaje hipoksan-
tyna. Zapewniajg, iz jednym z produktéw reakcji aldolazowej jest ,trojfosforan gliceroaldehydu”. Rozkiad
AMP ma by¢ dzietem nie istniejacego enzymu 5'nukleozydazy. Przekonuja, iz istnieje zwigzek o wzorze HP 04
oraz jon o wzorze P042. Przedstawiaja zupetnie niezrozumiaty schemat rozpadu glikogenu do glukozy +2
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ADP + 2 HP 04 oraz rozpadu glukozy do 2 czasteczek mleczanu +2H + + H20 (Ryc. 10.2). Z tej samej ryciny
uwazny czytelnik dowie sie, iz istniejg nukleozydy guanozynowe (sama guanozyna jest nukleozydem),
natomiast koenzym A2, mioglobina, troponina, tropomiozyna i tancuch lekki miozyny sa nukleotydami
adeninowymi (Ryc. 10.2). W wyniku rozpadu AMP i GMP do odpowiednich nukleozydéw uwalnia sie
tajemnicza substancja o wzorze P3. Dowiedzie¢ sie mozna, iz NMN, powstaly zrozpadu NAD +, jest rybozydem
amidu kwasu nikotynowego.

Proponujg pomiar aktywnosci disacharydazy poprzez ocene ilosci zhydrolizowanego enzymu, natomiast
aktywnosci laktazy poprzez podanie choremu znakowanej (radioaktywnej ?) laktozy i ocene ilosci wydycha-
nego H2.

Ryc. 11.11, 11.12 i 11.13, legendy do tych rycin oraz opisy zawarte w tekscie to zbiér sprzecznosci
i falszywych informacji. Niektére z nich brzmig wrecz humorystycznie. Oto jedno z nich: ,jon wodorowy jest
wydalany zmoczem w postaci wolnej (Sladowe ilosci, oznaczane jako pH nich): ,jon wodorowy jestwydalany
z moczem w postaci wolnej ($ladowe ilosci, oznaczane jako pH moczu), w postaci kwasnosci miareczkowej
i amoniaku". Z ryciny 11.12 i 11.13 wynika natomiast, izjony wodorowe wydalaja sie w postaci NaH2P 04
i amonowych. Wodoroweglan po przejsciu przez blonge komérki nabtonka nerkowego ulega przedziwnej
metamorfozie. Staje sie weglowodanem.

Przerazajgcej informacji dostarcza opis testu Hama na str. 348. Czytelnik dowiaduje sie, iz pH (krwi) okoto
6,7 to tagodna kwasica. A przeciez jest to stan gtebokiej kwasicy, pH 6,7 to warto$¢ letalna. Przyswojenie przez
lekarza tej ,wiedzy" zagraza zyciu ludzkiemu.

Opis ciezaru wtasciwego moczu na str. 226 to zbiér nonsensownych, wzajemnie sprzecznych informacji.
Oby nie trafit do Swiadomosci lekarza i nie wyrzadzit krzywdy choremu. Jak wynika z rozwazan Autoréw ciezar
wiasciwy moczu zdrowych ludzi waha sie od 1,001 do 1,035 g/ml. Gdyby te dolng warto$¢ przyjaé¢ za
prawdziwg, mocz zdrowego cztowieka miatby ciezar wtasciwy nizszy od moczu chorego z izostenurig, nizszy
niz ciezar wtasciwy odbiatczonego osocza. Mocz pierwotny musiatby by¢ nie zageszczany (jak uczy fizjologia)
lecz rozcienczany. Humorystycznie brzmi informacja, iz ciezar wtasciwy odbialczonego osocza wynosi
1010-1012 g/ml.

Smutnymi refleksjami napawa moja korespondencja z redaktorami (wspoétautorami) i wydawcg. Zadnego
poczucia winy. Moje uwagi to osobista napas¢, szczego6lnie na jednego ze wspotredaktorow (i wspotauto-
row). Gtdbwnym winowajcg jest komputer, chociaz nie jest on wymieniany wéréd autoréw. Wiekszos¢
kontrargumentéw nie zastuguje na polemike.

I1l. Wnioski. Uwazam, iz podrecznik w jego obecnym ksztalcie, nie powinien by¢ polecany nikomu, jako
zrodto rzetelnej wiedzy. Nie przecze iz pewne jego fragmenty moga by¢ wartosciowe, ale skad wiadomo,
ktorym informacjom mozna zaufa¢? Wyrzadza on krzywde przede wszystkim nauczycielom akademickim
— nauczajacym biochemii, ktérych wysitek dydaktyczny zostat zmarnotrawiony, nieSwiadomym studentom
— bezgranicznie ufajgcym informacjom podrecznikowym oraz analitykom-praktykom, ktérzy nawet nie
podejrzewaja, iz nowoczesny podrecznik wprowadza ich w bitgd i to w sprawach fundamentalnych dla ich
specjalnosci. Dzielo to powinno by¢ wycofane z bibliotek, a nieSwiadomi nabywcy powinni uzyska¢ zwrot
kwoty wydanej na jego zakup.

Prof. dr hab. n. med. Edward Bankowski

P.S. Zespo6t autorski podrecznika kandyduje do nagrody Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej.
Z pewnos$cia ja otrzyma.
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INFORMACJE

BioCentrum «acew

Badawcze Laboratoria Ustugowe
Uniwersytetu Jagiellonskiego

Szanowni Panstwo,

Wychodzgc naprzeciw potrzebom krajowego $srodowiska naukowego oraz biorgc pod uwage koniecznos¢
petniejszego wykorzystania posiadanej nowoczesnej aparatury badawczej Uniwersytet Jagiellonski utworzyt
Biocentrum-Krakow. Jednostka ta skupia obecnie sze$¢ laboratoribw badawczych Instytutu Biologii
Molekularnej oraz Wydziatu Chemii UJ, ktére podjety sie petni¢ funkcje ustugowe oraz szeroko pojete
doradztwo metodyczno-naukowe w zakresie nauk biomolekularnych obejmujgcych biochemie, biologie
i chemie strukturalng, biologie komadrki i genetyke molekularng. Analiza biatek i kwas6w nukleinowych
stanowi serce nowoczesnych badan biomolekularnych idlatego jest szeroko reprezentowana w naszej ofercie.

Oferujemy nasze ustugi w zakresie:

e chemii biatek (wysokoczute sekwencjonowanie, analiza aminokwasowa oraz wysoko-
rozdzielcza spektrometria masowa biatek i peptydoéw, elektroforeza ielektroblot biatek do
sekwencjonowania, przygotowanie map peptydowych na HPLC)

* biochemii kwasdéw nukleinowych (synteza i sekwencjonowanie DNA)

» technik inzynierii genetycznej (konstrukcje iizolacja plazmidow, przygotowanie map
restrykcyjnych, ekspresja genow, izolacja RNA i DNA, analiza Southern and Northern
biot)

e cytometrii przeptywowej

 mikroskopii konfokalnej

Ponadto posiadamy w sprzedazy preparaty wysokooczyszczonych proteinaz iich biatkowych inhibitoréw.

Szczegob6towe informacje znajdziecie Panstwo w Internecie na stronach In-
stytutu Biologii Molekularnej UJ http:// www.mol.uj.edu.pl lub udzieli ich:

Doc. dr hab. Adam Dubin, BioCentrum Krakéw, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Al. Mickiewicza 3, 31 -120

Krakow
e-mail: dubin@mol.uj.edu.pl; Fax: (+ 12)633-6907; Tel: (+ 12)634-13-05 wew. 219

Nasze przedsiewziecie nie jest nastawione na zysk, ale na zapewnienie ciggtej gotowosci do pracy
posiadanych nowoczesnych przyrzagdéw badawczych — dlatego tez nasze ceny sg konkurencyjne.
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) Krajowa Nagroda Naukowa
Q§ z Zakresu Genetyki Roslin

ﬂIGR im. Stefana Barbackiego
pan

Rada Naukowa Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu ustanowita Krajowg
Nagrode Naukowag z Zakresu Genetyki Roslin im. Stefana Barbackiego.

Ideg nagrody jest wyr6znianie mtodych naukowcow zajmujacych sie genetyka
roslin i promowanie osiagnie¢ bedacych rezultatem badah prowadzonych w wa-
runkach krajowych laboratoriéw.

Nagroda przyznawana jest od 1994 roku corocznie, przez Kapitute Nagrody, za
oryginalne prace badawcze udokumentowane publikacja w krajowym lub za-
granicznym czasopismie w okresie ostatnich trzech lat, dotychczas nienagradzane.

W roku 1998 Kapituta przyznata:
nagrode | stopnia — dr ANNIE CHACHULSKIEJ

(Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa) za ,,Twdorczy
wktad w wirusologie molekularng roslin".

Sponsorami funduszu nagrod byli: Instytut Hodowli i Aklimatyzacji RosSlin
- Radzikéw, Hodowla Roslin ,.Danko" - Choryn, Poznahska Hodowla Roslin Sp.
Z 0.0. - Tulce k/Poznania oraz Krakowska Hodowla i Nasiennictwo Ogrodnicze

.Polan" Sp. z 0.0. - Krakéw.
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Pokwitowanie dla wptacajacego Odcinek dla posiadacza rachunku Odcinek dla poczty lub banku

Zh Zh Z
SIOWNIE oo SIOWNIE SIOWNIE oo
WPHACAJACY vvirieieii e WPHACAJACY vviiiieeeee e WPHACAJACY ovviiiiieeee e

imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
PBK S.A. XI1II/0 Warszawa
11101053-1225-2720-3-30

stempel
Pobrano optate

podpis przyjmujacego

Pokwitowanie dla wptacajagcego

imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/O Warszawa

10201084-1791-270-201-111

stempel
Pobrano optate

Podpis przyjmujacego
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imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PBK S.A. XI111/0 Warszawa

11101053-1225-2720-3-30

stempel
Pobrano optate

podpis przyjmujacego

Odcinek dla posiadacza rachunku

stownie

wptacajacy ...............

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/O Warszawa

10201084-1791-270-201-111

stempel

Pobrano optate

podpis przyjmujacego

imie, nazwisko, dokladny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
PBK S.A. XI11/0 Warszawa
11101053-1225-2720-3-30

stempel
Pobrano optate

podpis przyjmujacego

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/O Warszawa

10201084-1791-270-201 -111

stempel
Pobrano optate

podpis przyjmujacego
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Prenumerata POSTEPOW

BIOCHEMII rok 1998
dla nie zrzeszonych w PTBioch 30 z

dla cztonkéw PTBioch 15 zt

dla instytuciji 60 zt
Skitadka P.T.Bioch.
za rok 1998 20,— zt
7,— zt

studenci
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Wskazowki
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii" publikuje prace przegladowe oma-
wiajagce biezace osiagnigcia, koncepcje i kierunki badawcze
w dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty
z historii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemi-
cznego, recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze
zjazdow, konferencji i szk6t, w ktérych 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 krétkich not o najnowszych osiggnieciach i po-
gladach (do 5 stron tekstu).

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

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

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

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujgcych
wskazowek szczegbtowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie

czcionka wielkoéci standartowej, z podwdjna interlinia, z lewym
marginesem ok. 4 cm.
W tekscie nie nalezy stosowac 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 teks$cie liter alfabetu
greckiego trzeba na marginesie wpisa¢ otdwkiem ich fonetyczne
brzmienie.

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

i ewentualnie fax, adresy prywatne autoréw, tytut artykutu
w jezyku polskim i angielskim oraz — w prawym dolnym rogu
— liczbe tabel, rycin, wzoréw ifotografii oraz skrot tytutu pracy
(do 25 znako6w).

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

PISMIENNICTWO: Wykaz piSmiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w teks$cie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymiw nawiasy kwadratowe, np. [3,7,9—26].
Odnos$niki bibliograficzne winny mie¢ nowa uproszczong forme.
Sposéb cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziatéw
z ksigzek jednotomowych (3), rozdzialdw ztoméw serii opraco-
wanej przez tych samych redaktoréw (4), rozdziatdéw z tomow
serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazuja
ponizej podane przyktady:

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

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

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

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

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

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

Maszynopis i zataczniki (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



http://rcin.org.pl
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