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ARTYKULY

Jak funkcjonuje miozyna

How Myosin Works

ANDRZEJ A. KASPRZAK*

Spis tresci:

l. Wstep

Il.  Argumenty za i przeciw zmianie orientacji domeny
fancuchdéw lekkich miozyny

I1l.  Podobienstwa kinezyny i miozyny

IV.  Mechanizm generacji sity przez miozyne

Wykaz stosowanych skrétéw: ncd — (ang. non-claret dysjunc-
tional), produkt genu ncd, biatko z nadrodziny kinezyny,
ktore porusza sie na mikrotubuli w kierunku (=), tj. w kierun-
ku przeciwnym do kinezyny; SI — subfragment 1 miozyny;
FRET — rezonansowe przeniesienie energii wzbudzenia
fluorescencji; EPR — elektronowy rezonans paramagnetycz-
ny; SH1 — reaktywna grupa tiolowa cysteiny 707 w miozy-
nie; SH2 — reaktywna grupa tiolowa cysteiny 697 w miozy-
nie; P, — ortofosforan; Vj — ortowanadan.

I. Wstep

Jednym z problemoéw, ktore najdtuzej opierajg sie
biochemikom jest mechanizm konwersji energii hydro-
lizy ATP w ruch. Problem ten, z poczatku rozpat-
rywany wytacznie w zwigzku ze skurczem miesnia
szkieletowego, okazat sie bardziej ogdélny. W komar-
kach ssakéw wystepuje ponad 100 genéw, ktérych
produkty okresli¢é mozna mianem motoréow molekula-
rnych. Istnieje wiele hipotez odno$nie sposobu w jaki
sita (ruch) sg generowane. Jednakze dopiero okreslenie
struktur krystalograficznych miozyny i dwéch podob-
nych do siebie biatek: kinezyny i biatko ncd pozwolito
na sformutowanie bardziej precyzyjnych i, co wazniej-
sze, doSwiadczalnie sprawdzalnych hipotez generacji
ruchu przez motory molekularne. Na ten temat ukaza-
to sie wiele publikacji przegladowych: Btocka [1],
Goldmana [2], Vale’a [3], Howarda [4],
Raymenta [5] i Holmesa [6]. Dla polskiego
czytelnika najlepsze wprowadzenie stanowi opubliko-

*Dr inz.,, Centre de Recherches de Biochimie Macromo-
léculaire, Centre National de la Recherche Scientifique, B.P.
5051, 1919 Route de Mende, 34033 Montpellier Cédex
Francja. E-mail: aak@ xerxes.crbm.cnrs-mop.fr
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wany w zesztym roku w Postepach Biochemii artykut
Strzeleckiej-Go laszewskiej [7],
Generacja sity przez aktomiozyne zachodzi podczas
oddziatywania gtéwki miozyny, okre$lanej mianem
subfragmentu SI miozyny (w skrécie Sl), z filamentem
aktyny. Czasteczka miozyny ,konwencjonalnej” 1skta-
da sie z dwdch tancuchow ciezkich o masie czgstecz-
kowej 230 kDa i dwéch par tancuchéw lekkich o masie
czasteczkowej ok. 20 kDa kazdy (Ryc. 1). Giowka
miozyny (SI) obejmuje ok. 840 N-kofncowych amino-
kwasow tancucha ciezkiego miozyny i jedng pare
tancuchow lekkich. W subfragmencie 1wyréznié moz-
na dwie domeny strukturalne2; domene katalityczna,
zwang takze domeng motoryczng [10], ktéra ma
ksztatt elipsoidalny i wymiary 90 x 45 x 60 A. Domena
ta zawiera miejsce wiazania i hydrolizy ATP oraz
miejsce wigzania aktyny. Drugim elementem struk-
turalnym SI jest domena tancuchdw lekkich, zwana
takze domeng regulatorowa, ktora jest dtuga a-helisg
(«85 A), niekowalencyjnie wigzacg dwa ftancuchy
lekkie miozyny: taricuch regulujacy i tancuch istotny
(Ryc. 1). Helisa ta ma niewiele punktéw kontaktowych
z domeng katalityczng, co umozliwia jej rotacje, bez
koniecznosci znacznych przegrupowar strukturalnych
w pozostatej czesci SI. Jednym z najwiekszych dylema-

1 Okreslenie to odnosi sie do wszystkich izoform miozyny
wystepujacych w komorkach mig$niowych oraz do homo-
logicznych miozyn dwugtowkowych w komérkach nie-
miesniowych.

2 Tych domen strukturalnych nie nalezy myli¢ z trzema
fragmentami proteolitycznymi: 26, 50 i 20 kDa otrzymywa-
nymi na drodze trawienia Sl trypsyna. Fragmenty te nie
sg domentami strukturalnymi [8], jak to kiedy$ propono-
wano [9],
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téw, a tazke zrodtem wielu rozczarowan, byty niepo-
wodzenia prob wykazania duzych zmian struktural-
nych w domenie katalitycznej, zarébwno podczas wig-
zania ATP jak i generacji sity. Tymczasem wielkos$¢
»kroku roboczego” (ang. step size) miozyny, tj. odleg-
tos¢ o jakag przesuwa sie gtowka podczas hydrolizy
jednej czasteczki ATP, wynosi ok. 40-120 A [11-13].
Aby wyjasni¢ w jaki sposob izomeryzacja kompleksu
SI-ADP, towarzyszaca uwolnieniu ortofosforanu
z gtowki miozyny i uwazana za etap generacji sity [2,
14, 15], powoduje tak duze przesuniecie gtowki, za-
proponowano, ze miozyna wykorzystuje jedng ze
znanych cztowiekowi maszyn prostych, a mianowicie
dzwignie. Mate zmiany konformacyjne w okolicy
centrum aktywnego ulegajag wzmocnieniu przez obrét
domeny tafcuchdw lekkich. Powoduje to, w rezultacie,
przemieszczanie sie koica domeny fancuchéw lekkich
0 odlegtosci porownywalne z doSwiadczalnie zmierzo-
ng wielkoscig kroku roboczego. Podczas tych obrotéw
domena katalityczna pozostaje prawie nieruchoma
(Ryc. 2).

Wigzanie nukleotydow przez SI powoduje szereg
niewielkich zmian konformacyjnych prawie we wszyst-
kich cze$ciach domeny katalitycznej. Najtatwiejsze do
zauwazenia zmiany zachodza w obszarze kontaktu
z aktyng, co wigze sie z obnizeniem powinowactwa Sl
do aktyny o 5rzedéw wielkosci w obecnosci ATP [16,
17]. W obecnosci nukleotydéw obserwowano takze
zmiany ruchliwos$ci Cys-707 (SH1) (Ryc. 1), ktora nie
jest czescig centrum aktywnego, jak réwniez zmiany
reaktywnos$ci obu reaktywnych grup dotowych miozy-
ny: wymienionej juz Cys-707 (SH1) i Cys-697 (SH2)
[18, 19]. Uzycie dwufunkcyjnych odczynnikéw poka-
zato, ze odlegtos¢ pomiedzy Cys-697 i Cys-707 wynosi
14 A w nieobecnosci nukleotydéw [18,19], ale w obec-
nosci MgADP moze male¢ do wartosci ok. 2 A [20].
Kowalencyjne potgczenie tych dwdch grup dotowych
prowadzi w rezultacie do zablokowania nukleotydu
1towarzyszgcego mu kationu w centrum aktywnym
[21]. Podobny efekt ma potgczenie SH2 z Cys-540
[22]. Odlegto$¢ pomiedzy peptydem komplementar-
nym (,,antypeptydem™) przytgczonym do petli 677-688
ciezkiego tancucha SI, wchodzgcej w skiad miejsca
kontaktowego miozyny z aktyng igrupg SH2 zwieksza
sie o ~ 6.7A w obecnosci ATP [23]. Nukleotydy maja
takze wptyw na szybko$¢ trawienia za pomocg try-
psyny dwoch petli tgczacych proteolityczne fragmenty
ciezkiego tancucha SlI: ,petli 17, ktdra taczy fragmenty
25 i 50 kDa, oraz ,petli 2”7, ktéra tagczy fragmenty 50
i 20 kDa [24, 25].

Na konformacje SI wpltywa réwniez aktyna, ob-
nizajgc powinowactwo Sl do nukleotydéw, zmieniajac
reaktywnos$¢ obu reszt cysternowych [19], i chronigc
przed proteolizg petle 1i2 [24,26]. Jest interesujace, ze
przeciecie ciezkiego taricucha Sl pomiedzy Lys-561
i Ser-562 przy uzyciu trombiny obniza powinowactwo
S| do aktyny 250-razy w nieobecnosci nukleotydow,
a takze w obecnosci ADP, podczas gdy stata wigzania

POSTEPY BIOCHEMII 43(3), 1997

S1 do aktyny w obecnosci MgATP nie ulegta zmianie
[27]. Mimo, iz wigzanie zar6wno nukleotydow i ak-
tyny wplywa na prawie wszystkie czeSci domeny
katalitycznej SI, kazde z tych zaburzeA moze by¢
wytlumaczone zmianami strukturalnymi, ktérych am-
plituda nie przekracza kilku angstremow.

Z uwagi na nietrwato$é, kompleks SIADPP; nie
moze by¢ badany metodami krystalograficznymi. Jed-
nakze miozyna tworzy stabilne zwigzki z ADP i orto-
wanadanem lub fluorkami berylu i glinu. Kompleksy
te moga by¢ badane za pomocg metod krystalograficz-
nych i spektroskopowych. Struktura krystalograficzna
domeny katalitycznej miozyny ameby Dictyostelium
discoideum w kompleksie z ADP i BeFx prawie nie
rézni sie od struktury tej domeny w Sl miozyny
miesniowej w nieobecnosci nukleotydu [28]. W kom-
pleksie z ADP i A1F4 wystepuja przesunigecia rzedu
5 A, szczegblnie w obrebie reaktywnych reszt doto-
wych [28]. Z kolei w kompleksie z ADP iY iwystepujg
bardzo duze przesuniecia potozenia catych fragmen-
téw strukturalnych w rejonie dwdéch reaktywnych reszt
cysteinowych [29]. Uwaza sie, ze strukturalne réznice
charakteryzujg rézne stany przejSciowe enzymu w tra-
kcie hydrolizy ATP: zgodnie z wcze$niejszymi bada-
niami biochemicznymi, strukture komplekséw z ADP
i BeFxoraz z pirofosforanem uznano za zblizong do
struktury SI-ATP, natomiast kompleksy z ADP
i A1F41lub V;uznano za analogi SIADPPj [28]. Duze
zmiany w C-koncowym fragmencie domeny katality-
cznej (wokot reaktywnych reszt cysteinowych) pod
wptywem ADP i Vj moga by¢ jednak artefaktem,
spowodowanym brakiem domeny tancuchow lekkich,
ktéra prawdopodobnie stabilizuje C-kohcowy frag-
ment domeny katalitycznej [29], jak rdwniez obecnos-
cig polimerycznych form wanadanu [30, 31].

W sumie mozna przyja¢, ze obecno$¢ i hydroliza
ATP w centrum aktywnym miozyny oraz oddziatywa-
nie tej ostatniej z aktyng prowadzg do umiarkowanych
zmian strukturalnych w domenie katalitycznej. Czy
i wjaki sposdb zmiany te ulegajg wzmocnieniu? Mimo,
iz nie ma bezposrednich ijednoznacznych dowoddéw
na znaczaca zmiane orientacji domeny tafcuchéw
lekkich w stanie ADP-P;lub podczas generacji ruchu,
istnieje wiele wskazéwek potwierdzajgcych teorie
dzwigni.

Il. Argumenty za i przeciw zmianie orientacji
domeny tancuchow lekkich

Postugujgc sie mikroskopig elektronowg M illi-
gan i wsp. [32-34] dokonali tréjwymiarowej re-
konstrukcji filamentu aktyny ,udekorowanego” SI.
Po dodaniu ADP, zaobserwowali oni r6znice w poto-
zeniu domeny tancuchéw lekkich wzgledem filamentu
aktyny w przypadku uzycia SI miozyny miesni gtad-
kich (zmiana kata o ok. 22°) lub SI miozyny z rgbka
brzeznego mikrokosmkéw enterocytow (zmiana
0 32°). Takie przesunigcie nie zachodzito dla Sl
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miozyny z miesnia szkieletowego (Ryc. 3). Obserwacje
te zostaty nastepnie potwierdzone przy uzyciu metody
elektronowego rezonansu paramagnetycznego [35].
Poniewaz dotychczasowe badania mechanizmu gene-
racji sity nie wskazujg na istotne znaczenie etapu
uwalniania ADP w migs$niu szkieletowym, powyzsze
wyniki $wiadczg o tym, ze korelacja pomiedzy pod-
stawowymi etapami chemicznymi i mechanicznymi
moze by¢ nieco r6zna w przypadku réznych typow
miesni.

Wielu spektakularnych, aczkolwiek posrednich do-
wodoéw wskazujgcych na udziat domeny tafcuchow
lekkich w generacji sity dostarczyta biologia molekula-
rna. Jedng z jej oczywistych zalet jest mozliwos¢
produkcji Sio réznej dtugosci C-koncowej helisy. Jesli
helisa ta zostaje prawie catkowicie wyeliminowana na
poziomie genetycznym [36] lub przez uzycie kont-
rolowanej proteolizy [37], szybko$¢ przesuwania fila-
mentoéw aktyny przez SI w tescie ruchliwosci in vitro3
maleje do 5-10% wartosci dla biatka o peinej dtugosci.
Grupa J. Supdicha [38] skonstruowata kilka wa-
riantow gtowki miozyny Dictyostelium, diseoideum
w Kktérych obszary taricucha ciezkiego wigzace fan-
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katalityczna

LanCUCh Ryc. 1. Struktura subfragmentu 1 miozyny. Reszty ami-

lekki
regulacyjny

nokwasowe 699-843 tancucha ciezkiego SlI, ktére
stanowig trzon domeny tancuchéw lekkich, za-
znaczono kolorem niebieskim. W obrebie dome-
ny katalitycznej a-helisy i elementy (3-struktural-
ne zaznaczone sa odpowiednio kolorami czer-
wonym i zéttym. Pokazano roéwniez pozycje
niektérych aminokwas6éw, ktére omawia sie w te-
kécie. (Do wykonania ryciny zostaty uzyte wspot-
rzedne atomowe Sl z pliku PDB 2MYS).

cuchy lekkie byty nieobecne, ograniczone do tafncucha
istotnego, lub zwiekszone o dodatkowe miejsce wigza-
ce tancuch istotny (wraz z tym taincuchem). Gdy
mutanty te analizowano pod katem szybkosci in-
dukowanego przez nie ruchu filamentdw aktyny,
otrzymano liniowg zalezno$¢ pomiedzy predkoscig
ruchu a diugosciag domeny tancuchéw lekkich. Co
wazniejsze, w przypadku mutanta, w ktérym domena
tancuchow lekkich zostata przedtuzona, zaobserwo-
wano wiekszg niz dla nie zmutowanego SI szybkos$¢
poruszania sie. Wynik ten, wbrew rozpowszechnione-
mu przekonaniu, nie dostarcza bezposrednio dowodu
potwierdzajgcego teorie dZzwigni, poniewaz w przypad-
ku wielu modeli dziatania mostkéw, wiaczajac w to
klasyczne modele H. E. Huxleya [39] i A. F. Huxleya
[40], taka liniowa zalezno$¢ powinna by¢ spetniona.
Jednakze maty rozrzut punktéw pomiarowych umoz-
liwit, przez ekstrapolacje szybkosci poruszania sie Sl

3 W tescie tym gtowki miozyny przytwierdzone sg do statego
podtoza. Po dodaniu fluorescencyjnie znakowanych filamen-
téw aktyny i ATP, predkos$¢ poruszania sie filamentow jest
mierzona przy uzyciu mikroskopu sprzezonego z kamerg
wideo.

POSTEPY BIOCHEMII 43(3), 1997



Ryc. 2. Gtdwka miozyny zwigzana filamentem aktyno-
wym w nieobecnos$ci nukleotydéw (stan rigor) (A)
i poczatkowym momencie generacji sity (stan
SI-ADP-Pj). Stan pokazany na Ryc. 6B od-
powiada obrotowi domeny tanicuchéw lekkich
o kat 60°, w stosunku do stanu rigor, co daje
przesuniecie jej C-koncowej cze$ci, wigzacej tan-
cuch lekki regulacyjny, o ok. 110 A Strzatka
zaznaczona jest droga powrotna domeny tan-
cuchoéw lekkich do stanu rigor. Domena katality-
czna Sl oznaczona jest kolorem czerwonym;
domena tancuchéw lekkich — niebieskim; tan- I
cuch lekki istotny — zielonym; tancuch lekki
regulujacy — jasnoszarym. Monomer aktyny,
z ktérym zwigzana jest gtéwka miozyny za-
znaczony jest kolorem ciemnoszarym. (Rycina
zostata wykonana w oparciu o nieopublikowane
wspbirzedne atoméw Cakompleksu aktomiozy-
ny uprzejmie dostarczone przez |. Raymenta)

Ryc. 3. Filament aktynowy ,,udekorowany” gtow-
kami miozyny z rabka brzeznego mikro-
kosmkéw enterocytéw w stanie rigor (a)
i w obecnosci MgADP (b). Tréjwymiaro-
wg rekonstrukcje przeprowadzono na
podstawie danych uzyskanych za pomoca
mikroskopii elektronowej. Biatymi paska-
mi oznaczono potozenie tancuchéw lek-
kich, ktérych role w przypadku tej miozy-
ny spetniajag czasteczki kalmoduliny.
W poréwnaniu z (a) réznica w potozeniu
domeny tancuchéw lekkich w strukturze
(b) wynosi 32° (wg [33]).

do wartosci zero, znalezienie punktu podparcia dzwi-
gni, tj punktu ktéry obraca sie w miejscu. Ten punkt
miesci sie w obszarze pomiedzy dwiema reaktywnymi
resztami cysternowymi4 ijest rézny od proponowanej
przez Milligana [27, 30] Gly-770. Reszty cys-

4 Slmiozyny Dycteostelium discoideum nie ma SH1 Zamiast
Cys-707 wystepuje tu Thr-688; natomiast SH2 istnieje i od-
powiada Cys-678. Tak wiec méwienie o dwdch reaktywnych
resztach cysteinowych nie jest w tym przypadku catkowicie
Scisle.
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Filament
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teinowe zawierajgce grupy tiolowe SH1 i SH2 sg
potozone na dwodch krdtkich helisach potgczonych
petlg (Ryc. 1). Gdy znajdujgca sie w tej petli Gly-699,
wystepujgca we wszystkich miozynach, zostata zmuto-
wana do alaniny, szybko$¢ wedrowania zmniejszyta sie
przeszto stukrotnie [41], przy tylko ok. pieciokrotnym
spadku aktywno$ci ATPazowej w obecnosci aktyny.
Niewatpliwie jest to obszar o pierwszorzednym zna-
czeniu w procesie transdukcji energii i, byé moze,
punkt podparcia dzwigni.

Jaka jest rola tafnicuchdéw lekkich w procesie genera-
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cji sity? Lekkie tancuchy miozyny maja wiele funkcjis:
zapewniajg sztywnos$¢ C-koncowej helisy, a w miozy-
nach gtadkich mieéni kregowcdéw, miesni mieczakéw
i miozynach niemie$niowych zapewniajg regulacje
skurczu [42, 43]. Lanhcuchy istotne Al i A2 wykazuja
rézne zachowanie w procesie polimeryzacji aktyny
[44], co pozostaje w zgodzie z pogladem, ze moga by¢
one modulatorem w oddziatywaniu gtéwki miozyny
z aktyng [45, 46]. Jednakze rola tanicuchéw lekkich
w transdukcji energii moze by¢ bardziej aktywna,
zwlaszcza ze pewne czesci tafcucha istotnego znajduja
sie w poblizu N-koricowej czedci tancucha ciezkiego,
tak iz moga by¢ one sieciowane do fancucha ciezkiego
w sposOb zalezny od obecno$ci ATP [47]. Calkowita
eliminacja tancuchéw lekkich, mimo iz jest mozliwa,
daje w rezultacie produkt bardzo niestabilny [48],
poniewaz zostajg odstoniete hydrofobowe motywy 1Q
taricucha ciezkiego wiazace tancuchy lekkie. Grupa
Mans teina [49] zastgpita C-koncowg helise SI
miozyny z Dietyostelium jednym lub dwoma a-helikal-
nymi fragmentami pochodzacymi z innego biatka
— a-aktyniny. Jest zadziwiajgce, ze taka hybryda
biatkowa wykazywata zaréwno funkcje enzymatyczne
(prawie niezmieniong kinetyke hydrolizy ATP), jak
i zdolno$¢ przesuwania filamentéw aktyny w tescie
ruchliwosci in vitro. Swiadczy to o tym, ze gtéwna rola
taricuchéw lekkich w procesie generacji ruchu jest
usztywnienie a-helikalnego odcinka tancucha ciezkie-
go, stanowiacego trzon domeny tancuchéw lekkich
(dzwigni).

Sposrdéd wielu innych badan nalezy klasyczng prace
Wakabayashiego i wsp. [50], ktérzy uzywa-
jac niskokatowego rozpraszania promieni X dokonali
pomiaréw wptywu ATP i kilku jego analogéw na
wielko$¢ promienia obrotowego (Rg) SI. Obecnosé
MgATP wywoluje zmniejszenie sie Rgo 2.8 A; w przy-
padku SI ADP Vj zmiana ta wynosi 19 A, a dla
S1ADP, 0.8 A. Wyniki te sg zgodne z hipotezg, wedtug
ktorej C-koncowy fragment Sl po przylaczeniu ATP
obraca sie o kat 25-30°.

Uzywajac Kilku technik spektroskopii optycznej nie
udato sie wykry¢ ruchu C-koricowej helisy SI. Za
pomoca polaryzacji fluorescencji $ledzono rotacje zna-
cznikow przytgczonych do Cys-125 tancucha regulujg-
cego w zsynchronizowanym wiéknie miesniowym®6
[53]. Rotacje te byty bardzo mate, rzedu 3°. Obrot
o taki kat nie jest, oczywiscie, wystarczajacy do
wyjasnienia rozmiaru kroku roboczego miozyny. Re-
zultat ten nalezy uzna¢ za bardzo istotny, poniewaz
doskonatos$¢ techniczna dwoch wspéipracujgcych la-
boratoriéow, w ktérym dokonano pomiaréw, nigdy nie
byta kwestionowana. Powszechnie oferowane proste
wyjasnienie, ze tylko niewielka cze$¢ mostkéw?7 bierze
aktywny udziat w skurczu, podczas gdy polaryzacja
fluorescencji uzywana w doswiadczeniu mierzy $rednig
warto$¢ dla catej populacji mostkéw, jest trudne do
przyjecia. W podobnych warunkach 36-52% mostkéw
jest zwigzanych z aktyng [54], co prowadzi do wnios-

138

ku, ze skorygowana warto$¢ kata rotacji mostka
wynosi ok. 6° wcigz o rzad wielkoSci za mato aby
wyjasni¢ odlegto$¢ pokonywang przez gtdéwke miozy-
ny podczas hydrolizy jednej czgsteczki ATP.

Drugi zestaw doswiadczern kwestionujgcych ruch
C-koncowej helisy pochodzi z laboratorium autora
nieniejszego artykutu. Rezonansowe przeniesienie ene-
rgii fluorescencji (FRET) zostato tu uzyte do pomiaru
odlegtosci pomiedzy Cys-177 tancucha lekkiego Al
w SI miozyny z mieénia szkieletowego a kilkoma
resztami aminokwasowymi fancucha ciezkiego: Lys-
-83, Lys-553 oraz centrum aktywnym (Ryc. 1) [55].
Postugujgc sie atomowym modelem akto-SI [56],
obliczono pozycje Cys-177 przy rotacji o zadany Kat.
Pomiary odlegtosci pomiedzy Cys-177 a wyzej wymie-
nionymi innymi miejscami czasteczki SI w nieobecno-
Sci ligandéw daty dobrg zgodno$¢ pomiedzy danymi
krystalograficznymi i FRET. Jednakze odlegtosci
otrzymane z pomiardw FRET zmienity sie niewiele
w obecnosci ATP, ADP, aktyny, aktyny + ADP, oraz
analogow stanu przejSciowego ADP BeFx ADP A1F4,
i ADPVj. Eksperymenty te nie pozwalajg wykluczyé
matych obrotdw (o kat <20°), natomiast sg one
niezgodne z duzymi rotacjami, np. o kat >45°.

Elektronowy rezonans paramegnetyczny (EPR)
oraz STEPR (Saturation Transfer EPR), odmiana tej
techniki pozwalajaca $ledzi¢ mikrosekundowe rotacje,
dostarczyty wynikow nieco bardziej zgodnych z teorig
dzwigni. Znaczniki spinowe potaczone z Cys-707 wy-
kazaly, ze w stanie rigor8istnieje tylko jedna orientacja
domeny Kkatalitycznej w stosunku do filamentu ak-
tynowego [57, 58], Podczas skurczu zar6wno domena
katalityczna, jak idomena tancuchow lekkich wykazy-
waty w duzej mierze chaotyczna orientacje, przy czym
domena tancuchow lekkich miata znacznie wiekszg
ruchliwosé, nawet w skali mikrosekund [49, 50], co
zgadza sie dobrze z postulatem, ze jedynie ta domena
wykonuje obrot. Natomiast wykazanie chaotycznej
orientacji obu domen, a w szczeg6lnosci domeny
katalitycznej, jest catkowicie niezgodne z klasycznymi
modelami skurczu mie$niowego, w ktérych gtéwka

5 Prosze poréwnac¢ z kolejnym artykulem autorstwa R.
Dabrowskiej i D. Stepkowskiego.

6 W zsynchronizowanym widknie miesniowym poszczegol-
ne etapy cyklu ATPazowego zachodza jednocze$nie we
wszystkich gtoéwkach. Synchronizacje przeprowadza sie
przez nasaczenie widkna miesniowego prekursorem ATP, tj.
pochodng tego nukleotydu, w ktérym y-fosforan jest za-
blokowany przez $wiattoczutg grupe, najczesciej 2-nitroben-
zylowg [51]. Taki prekursor (ang. caged-ATP) nie jest
hydrolizowany przez miozyne i ma do niej niskie powinowa-
ctwo [52]. 50-ns impuls lasera uwalnia ATP, ktére wigze sie
ze wszystkimi gtéwkami jednoczesnie, a nastepnie jest jedno-
czes$nie hydrolizowany.

7 Mostek poprzeczny (ang. crossbridge) jest potaczeniem
pomiedzy filamentem aktynowym i miozynowym we wiok-
nie miesniowym. Sktada sie z gtéwki miozyny.

8 Stan rigor (od tac. rigor mortis) wystepuje w gtédwce
miozyny potgczonej z filamentem aktynowym w nieobecno-
§ci nukleotydéw. Powinowactwo Sl do aktyny jest wtedy
najwieksze.
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miozyny ma dwa Scisle okre$lone potozenia w stosunku
do filamentu aktynowego.

Czy uzywajac mikroskopu elektronowego, nie moz-
na bezposrednio ,,zobaczy¢” orientacji gtdwek miozy-
ny w stosunku do filamentu aktynowego w obecnosci
ATP lub innych nukleotydow? Jest to zadanie bardzo
trudne, z uwagi na niskie powinowactwo miozyny do
aktyny w obecnosci ATP. Poczatkowe obserwacje [59,
60], przeprowadzone na Sl kowalencyjnie sieciowa-
nym z podjednostkami filamentu aktynowego, do-
prowadzity do wniosku, ze w obecno$ci ATP istnieje
cata gama katéw przytaczenia gtéwki do filamentu.
Prace te spotkaty sie z krytyczng oceng, poniewaz
w sieciowanej aktomiozynie gtdwka miozyny jest
utrzymywana w kontakcie z aktyng réwniez wtedy,
gdy ,,funkcjonalne”, niekowalencyjne wigzania ulegty-
by dysocjacji pod wptywem ATP. Takie gtowki nie sa
odrézniane od gtéwek funkcjonalnie zwiazanych. Jesli
jednak obnizy¢ site jonowa roztworu do 2 mM,
powinowactwo S| do aktyny jest wystarczajgco wyso-
kie, aby ok. 70% gtéwek byto zwigzanych [6] bez
potrzeby sieciowania. Otrzymane w tych warunkach
obrazy mikroskopowe potwierdzajg rozmaite katy
przytaczenia SI do aktyny, jak réowniez wskazujg na
pewng zmiane ksztattu gtdwki w obecnosci ATP [61].
W podobnych warunkach, ale uzywajac nieco innej
techniki mikroskopii etektronowej stwierdzono, ze
katy, ktore tworzg mostki w obecnosci ADPPj nie sg
rézne od tych, ktore wystepujg w stanie rigor [62, 63].
Poniewaz w mikroskopie elektronowym widzi sie
gtownie domene katalityczng, obserwacje te sg zgodne
Z pogladem, ze ta domena nie zmienia swojej orientacji
w czasie cyklu ATPazowego.

Wyzej opisane wyniki uzyskane za pomocg mikro-
skopii elektronowej trudno jest skorelowaé¢ z tréj-
wymiarowymi rekonstrukcjami (zob. Ryc. 3) uzywany-
mi przez grupe Milligana [32-34, 64], poniewaz
rekonstrukcje takie mogg by¢ dokonane wytgcznie dla
filamentdw aktyny nasyconych Sl, tj dla filamentéw,
w ktorych z kazdg podjednostkg aktyny jest zwigzana
gtéwka miozyny. Tymczasem orientacja gtéwki mio-
zyny w stosunku do osi filamentu aktynowego zmienia
sie w zalezno$ci od stopnia obsadzenia podjednostek
aktyny przez miozyne, tj. w zaleznosci od stopnia
nasycenia filamentu aktynowego przez miozyne. Hipo-
teza ta, poczatkowo wysunieta przez J. Borejde
[65], zostata potwierdzona przez sieciowanie chemicz-
ne Sl z filamentami aktynowymi [66], a takze przez
pomiary odlegtosci pomiedzy aktyng i miozyng meto-
dg rezonansowego przeniesienia energii fluorescencji
[67]. W warunkach fizjologicznych filamenty aktyno-
we nie sg nasycone gtdowkami miozyny. W sumie,
wydaje sie, ze mikroskopia elektronowa nie potrafi
dostarczy¢ jednoznacznych odpowiedzi odnos$nie
orientacji gtowek miozyny w stosunku do filamentu
aktynowego w obecnosci nukleotydoéw, prawdopodo-
bnie ze wzgledu na dynamiczny charakter tych od-
dziatywan.
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I11. Podobienstwa kinezyny i miozyny

Jednym z najciekawszych wydarzen w ostatnim
czasie byto odkrycie znacznych podobienstw struk-
turalnych biatek komorek niemiesniowych kinezyny
i ncd oraz miozyny [68, 69]. Miozyna i kinezyna sg
motorami molekularnymi wykorzystujacymi energie
hydrolizy ATP do poruszania si¢. Biatka te roznig sie
wielko$cig (domena katalityczna kinezyny ma mase
czasteczkowa ok. 2-krotnie mniejsza niz miozyna
I wymiary 70 X 45 X 45 A), jak réwniez uzywajg roz-
nego typu polimeru na ktérym sie poruszajg: miozyna
uzywa filamentu aktynowego, kinezyna — mikro-
tubuli [42]. Takze ich sekwencje aminokwasowe nie
wykazujg wiekszych analogii. Jednak szczegdtowa
analiza ich struktur trzeciorzedowych wykazuje jedno-
znacznie [68, 69], ze sg to biatka strukturalnie podob-
ne (Ryc. 4). Podobnie jak miozyna, kinezyna sktada sie
z dwoch domen: domeny katalitycznej, w ktorej znaj-
duje sie centrum aktywne i miejsce wigzgce tubuline,
oraz superhelisy stanowigcej C-koricowg cze$¢ ciez-
kiego tancucha tego biatka. Struktura tej ostatniej nie
jest jeszcze dobrze poznana; obecnos$¢ diugiego super-
helikalnego fragmentu stabilizowanego przez oddzia-
tywania z drugim taficuchem ciezkim kinezyny wydaje
sie najbardziej prawdopodobna na podstawie spektro-
skopii CD i przewidywan struktury biatka [3, 70].
Sama domena katalityczna sktada sie z szesSciu a-helis
i siedmiu segmentéw (3-strukturalnych [68, 69], Ele-
menty te odnajdziemy z tatwo$ciag w miozynie i, co
ciekawsze, wiekszo$é tych elementow strukturalnych
wystepuje rdwniez w biatkach G [3, 68, 69]. Sugeruje
to, ze te biatka majg wsp6lne pochodzenie ewolucyjne
[1, 3, 68, 69], Wspdlng ich cechg jest to, ze reagujg one
zmiang konformacyjng na hydrolize wigzania pomie-
dzy @3 i y-fosforanem ATP zwigzanego w centrum
aktywnym. Mozna wiec tatwo sobie wyobrazié, ze
takie zmiany strukturalne sa przekazywane z okolic
centrum aktywnego w poblize punktu podparcia dzwi-
gni, umozliwiajac jej obrot. Sg jednak powazne watp-
liwosci, czy kinezyna uzywa mechanizmu dzwigni. Jesli
C-koncowy fragment zostaje catkowicie usuniety, Ki-
nezyna, ktéra w tych warunkach jest monomeryczna
(jednogtowkowa), porusza sie z predkoscig ok. 1%
w stosunku do natywnego biatka, jednakze dodanie
nastepnych dziesieciu aminokwaséw powoduje wzrost
predkosci do ok. 20-30% wielkos$ci charakterystycznej
dla normalnej kinezyny [71]. Biatko takie jest ciggle
monomerem ipraktycznie nie ma C-koricowego super-
helikalnego fragmentu (Ryc. 4). Tak wiec, dla generacji
ruchu przez kinezyne C-korficowa helisa nie jest nie-
zbedna.

IV. Mechanizm generacji sity przez miozyne
Zaktadajac, ze C-kohAcowa helisa odgrywa pod-
stawowg role w procesie generacji ruchu przez miozy-

ne, zaproponowaé mozemy 2 mechanizmy dotyczace
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sposobu, wjaki hydroliza ATP jest sprzezona z ruchem
mechanicznym gtowki:

a) Mechanizm konformacyjny. Potgczenie Sl z fila-
mentem aktynowym zostaje zdysocjowane pod wpty-
wem ATP (Ryc. 5A). Nukleotyd ten nastepnie ulega
hydrolizie tworzac zwigzany z SI kompleks ADP Pj,
a energia uzyskana z tego procesu jest magazynowana
w gtéwce miozyny przez obrot C-koncowej a-helisy
0 znaczny kat. Powoduje to wystgpienie naprezen
w strukturze gtéwki miozyny. W chwili obecnej nie ma
zadnych danych doswiadczalnych wskazujacych jakie
odksztatcenia strukturalne moga tu wystepowac. Mo-
zemy jedynie przypuszczaé, ze zachodzi tu odksztat-
cenie standardowych katow w wigzaniach peptydo-
wych biatka, albo zginanie jego ot-helikalnych segmen-
tdbw. Moze zachodzi¢ takze zginanie catej C-koncowej
helisy [72]. Powrét do stanu wyjSciowego, tj. bez
naprezen, nastepuje w momencie uwolnienia ortofos-
foranu, co ma miejsce, gdy SIADPPj wigze sie
z filamentem aktynowym, generujgc w ten sposéb site
lruch. Cechg charakterystyczng tego mechanizmu jest
uzycie energii hydrolizy ATP do wywotania naprezen
w strukturze biatkowej. Nalezy sie spodziewac, ze
istnieja dwie konformacje gtéwki miozyny: jedna
w nieobecnosci nukleotydéw i druga wystepujaca
w kompleksie SI ADP Pj[4]. Obie konformacje rdznig
sie katem, jaki tworzy C-koncowa helisa z domeng
katalityczng.

b) Mechanizm dyfuzyjny. Po raz pierwszy pewien
rodzaj takiego mechanizmu zostat zaproponowany
przez A.F. Huxleya w 1957 [73], Idea ta ulegta
p6zniej pewnym przeksztatceniom [74-76], nie zawsze
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Kinezyna

Miozyna

Rye. 4. Podobienstwa strukturalne gtéwki kinezyny
i gtowki miozyny. W czasteczce kinezyny
struktura segmentu pomiedzy grotami strza-
tek zostata zrekonstruowana na podstawie
widm dichroizmu kotowego i przewidywan
struktury. Domena katalityczna kinezyny, tj.
cze$¢ globularna do punktu zaznaczonego
gwiazdka moze funkcjonowaé¢ jako motor
molekularny, chociaz wykazuje niskg, w po-
réwnaniu z natywnym biatkiem, zdolnos¢
translokacji mikrotubul w tescie ruchliwosci
in vitro (wg [3]).

jasnym i uzytecznym. Mechanizm ten opiera sie na
funkcjonowaniu urzgadzenia zapadkowego. Poniewaz
C-koncowa helisa nie jest przymocowana sztywno do
domeny katalitycznej, wychylenia z potozenia rowno-
wagi zachodzg stale na skutek ruchéw Browna (ru-
chéw termicznych). Im wigksze odchylenie od potoze-
nia rbwnowagi, tym wieksze naprezenie w strukturze.
Po dysocjacji od aktyny i hydrolizie ATP, statystycznie
usredniony ksztatt czgsteczki SIADPP, jest taki sam
jak dla SI niezwigzanego z filamentem (Ryc. 5B).
Kompleksy S1ADPP, wigzg sie z filamentem, ale
dysocjujg natychmiast, poniewaz ich powinowactwo
do aktyny jest niskie, a czas zycia ich potaczen
z aktyna, krétki (xw”0.1 ms [77]). Jednakze dla
czasteczek, w ktorych wychylenie helisy osiggneto
pewien prég, w zwigzanej z aktyng gtéwce miozyny
nastepuje zjawisko nieodwracalne: dysocjacja ortofos-
foranu (co zaznaczono na Ryc. 5B gwiazdkg). Powodu-
je to wzrost powinowactwa Sl do aktyny o ok. 4 rzedy
wielkosci (mozliwa jest takze sytuacja odwrotna,
w ktorej przejscie ze stanu stabego oddziatywania do
silnego oddziatywania z aktyng prowadzi do dysocjacji
ortofosforanu z aktomiozyny). Po dysocjacji POgtow-
ka miozyny pozostaje zwigzana z filamentem przez
czas znacznie diuzszy (is~2 ms [15]), a jej energia
naprezenia zostaje zuzyta na przywrécenie helisy do
stanu wyjsciowego. Jak wida¢ z tego modelu, ATP
spetnia tu role ,,prostownika”, ,mechanicznej diody”
[78] albo ,,demona Maxwella” [75]. Model Brownow-
skiej zapadki byt uzyty do opisu innych motoréw oraz
procesu translokacji biatek przez membrany [79].
Szacunkowe obliczenia wykazujg, ze dyfuzja taka
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Ryc. 5. Dwa mechanizmy generacji sity. A) mechanizm konfor-
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moze sie odbywac wystarczajgco szybko, aby sprostac
wymaganiom kurczgcego sie miesnia [4]. Wydaje sie,
ze w chwili obecnej dane doswiadczalne lepiej pasuja
do tego mechanizmu. Jednakowoz, jesli ten mecha-
nizm jest uzywany przez miozyne, jego udowodnienie
bedzie trudne, poniewaz frakcja czgsteczek, w ktorych
domena taricuchéw lekkich ma potozenie faworyzuja-
ce dysocjacje ortofosforanu, moze by¢ bardzo mata.

W podsumowaniu: w przypadku miozyny istniejg
dane eksperymentalne wskazujgce na udziat C-kon-
cowej helisy w procesie generacji sity (ruchu). W ostat-
nim czasie mechanizm taki zyskuje coraz szerszg
akceptacje. Ze wzgledu na pokrewienstwo ewolucyjne
kinezyny i miozyny sadzi sie, ze oba motory molekula-
rne majg zblizony mechanizm generacji sity. Materiat
doswiadczalny jest w chwili obecnej niewystarczajacy,
aby jednoznacznie wypowiedzie¢ sie za lub przeciw
mechanizmowi dZzwigni. Problemy te wymagajg dal-
szych badan, w ktérych przydatne moga by¢ techniki
biofizyczne i biochemiczne.
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I. Wstep

Miozyna konwencjonalna (zwana tez miozyng II),
jest biatkiem motorycznym odgrywajgcym role w pro-
cesach skurczu mieéni i ruchliwosci komdérkowej. Jest
heksamerem zbudowanym z dwéch tancuchow ciez-
kich (o masie ok. 200 kDa) oraz dwoch par tafcuchow
lekkich: regulujacych (20 kDa) i istotnych (16-25 kDa)
[1, 2]. Lancuchy lekkie zwigzane sg z N-koncowymi
fragmentami tancuchow ciezkich, ktére na tym odcin-
ku nie sa zwiniete w superhelise i tworzg struktury
globularne zwane gtdwkami (Ryc. 1A). W strukturze
gtowek miozyny, jak wykazaty badania przy uzyciu
przeciwciat [3] oraz badania krystalograficzne [4, 5],
mozna wyrozni¢ dwie domeny: motoryczng, w ktorej
znajduje sie miejsce Kkatalityczne i miejsce wigzania
aktyny oraz regulatorowag, utworzong z trzech elemen-
téw: regulujgcego iistotnego tancucha lekkiego i ot-he-
likalnego fragmentu tancucha ciezkiego (Ryc. IB).
Istotny lekki tafcuch wigze sie z N-koAcowg czescia,
a regulujacy z C-koricowag czescig helikalnego odcinka
tancucha ciezkiego.

Przedmiotem niniejszego artykutu jest znaczenie
taficuchéw lekkich dla generacji sity (ruchu) przez
domene motoryczng miozyny, a takze dla regulacji jej
aktywnosci.

I1. Struktura tancuchéw lekkich

tancuchy lekkie wchodzg w skiad rodziny biatek

1 Prof. dr hab., 2 doc. dr hab. Zaktad Biochemii Miesni,
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN,
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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zawierajacych powielony strukturalny motyw helisa-
-petla-helisa (EF hand) stuzacy wigzaniu jonéw Ca2+
[6, 7]. W obydwu lekkich tahAcuchach motyw ten
powtarza sie cztery razy, jednakze na skutek zmian
w sekwencji lub delecji reszt aminokwasowych w dru-
giej, trzeciej i czwartej petli utracity one zdolno$¢
wigzania jonéw Ca2+. Istotne tancuchy wszystkich
miozyn, z wyjatkiem miozyny mieczakéw, utracity
réwniez miejsce wigzania Ca2+ w domenie pierwszej
[8], natomiast petla pierwsza regulujgcego tancucha
lekkiego wigze Ca2+ w spos6b niespecyficzny. Przypu-
szcza sie, ze w miozynie miesni gtadkich miejsce to jest
wysycone Mg2+ [9], a w miozynie mie$ni szkieleto-
wych, w zaleznosci od ich stanu fizjologicznego, Ca2+
lub M g2+ [10, 11]. Specyficzne miejsce wigzania Ca2+
w miozynie mieczakéw tworzy nietypowy motyw EF
hand, do ktérego stabilizacji potrzebne sg wszystkie
elementy domeny regulatorowej, chociaz reszty ami-
nokwasowe wigzgce Ca2+ znajdujg sie w pierwszej
petli istotnego tancucha lekkiego [12]. Wyizolowany
istotny tafcuch mieczakdéw nie wigze Ca2+.

Réznice w sekwencji reszt aminokwasowych fan-
cuchéw lekkich miozyny mieéni pragzkowanych (szkie-
letowych iserca) i gtadkich kregowcéw, a takze miesni
prazkowanych mieczakéw, w szczeg6lnosci rdéznice
w sekwencji miejsc ich potaczenia z tafcuchem ciezkim
(Ryc. 2), determinuja ich r6zna role fizjologiczna. Na te
ostatnig réznice wskazuje konieczno$¢ uzycia ré6znych
zwigzkéw chemicznych do oddysocjowania taricu-
chow lekkich od reszty czasteczki miozyny. Na przy-
ktad, regulujacy tancuch lekki, w nieobecnosci katio-
néw dwuwartosciowych, jest selektywnie usuwany
z miozyny miesni szkieletowych przez DTNB (kwas
5,5'-ditiobis-(2-nitro-benzoesowy)), ktéry powoduje
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Ryc. 1. Struktura czasteczki miozyny (A). Model prezentuje jedno
z prawdopodobnych utozen gtéwek wzgledem ogonka.
Kolorem niebieskim zaznaczono tancuchy ciezkie miozyny
tworzace na N-koncu globularne gtéwki a na C-koncu
zwiniete w superhelise. ktancuchy lekkie znajduja sie
w C-koncowej cze$ci gtéwek i oznaczone sa kolorami
zielonym — ‘tancuch regulujacy i kolorem czerwonym

istotny tancuch. Szczegétowa struktura domeny regula-
torowej (lekkich tancuchéw) pokazana jest na rycinie 1B
gdzie wskazano potozenie jonu M G2+ wigzanego wymien-
nie z Ca2+ w regulujagcym tancuchu ijonu Ca2+ wigzanego
przez tancuch istotny. Przedstawiona struktura jest struk-
turg krystalograficzng domeny regulatorowej miozyny
z mie$ni mieczakéw [5].

tworzenie mostkéw dwusiarczkowych w konhcu C re-

gulujacego tancucha [15], z mie$ni mieczakdw przez

chelatowanie kationéw dwuwarto$ciowych EDTA

(solg sodowg kwasu etyleno-diaminoczterooctowego)

[ 16], a z mies$ni gtadkich przez TFP (trifluoroperazyne)

(zwigzek znany z oddziatywania z kalmoduling) [17].

Usuniecie regulujgcych tancuchéw utatwia dysocjacje

istotnych tancuchéw lekkich.

I1l. Funkcje tancuchow lekkich

Wykazano, ze usuniecie tancuchow lekkich z miozy-
ny miesni szkieletowych wptywa na aktywno$é moto-
ryczng miozyny: nieznacznie hamujac jej aktywnos¢
enzymatyczng w kompleksie z aktyng i dziesieciokrot-
nie spowalniajac szybko$¢ generowanego przez nig
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ruchu filamentéw aktynowych wobec immobilizowa-
nej miozyny [18] w tescie ruchliwosci (ang. motility
assay) in vitro (opisanym w [19]). Spadek szybkosci
ruchu filamentéw aktynowych jest wiekszy w przypad-
ku miozyny pozbawionej istotnych, niz regulujacych
tanicuchéw lekkich. Usuwanie tancuchéw lekkich
z miesni gtadkich takze powoduje obnizenie jej aktyw-
nosci motorycznej [17]. Poniewaz delecja 26 reszt
aminokwasowych konca C regulujacego tancucha
(ktory taczy sie z tancuchem ciezkim) powoduje takie
samo zmniejszenie szybkos$ci ruchu filamentéw ak-
tynowych jak usuniecie catego tancucha, przypusz-
czano, ze zmiany wiasciwosci motorycznych towarzy-
szgce usuwaniu fancuchéw lekkich moga by¢ wywota-
ne destabilizacjg ciezkiego tancucha miozyny [17].
Obecnie wiadomo jednak, ze funkcja tancuchéw lek-
Kich jest bardziej ztozona. Oprécz fundamentalnej roli
strukturalnej, ktérg petnig tancuchy lekkie wszystkich
typéw miesni, w miesniach gtadkich kregowcow imies-
niach pragzkowanych mieczakéw ich rola polega réw-
niez na regulacji aktywno$ci domeny motorycznej
[20], a w miedniach prazkowanych kregowcdw na jej
modulacji [21, 22].

I1I-1. Regulacja (lub modulacja)
motorycznej miozyny

aktywnosci

Nieufosforylowane regulujace taricuchy lekkie dzia-
taja jako represor aktywno$ci motorycznej miozyny
z migéni gtadkich [23]. Fosforylacja jej Serl9 umoz-
liwia tworzenie przez miozyne filamentéw, prowadzi
do okoto 100-krotnego wzrostu szybkosci hydrolizy
ATP przez kompleks aktomiozynowy, a takze powo-
duje znaczny wzrost szybkosci ruchu filamentéw ak-
tynowych w testach ruchliwos$ci in vitro [24], Regulacji
aktywnos$ci motorycznej przez fosforylacje podlega
natywna miozyna, badz jej proteolityczny fragment,
ciezka meromiozyna, zawierajgca dwie gtowki i okres-
lonej dtugosci odcinek superhelisy. Aktywno$¢ miozy-
ny jednogtéwkowej, jak tez samych gtéwek miozyno-
wych nie jest regulowana, mimo, ze zawieraja one
tancuchy lekkie [25, 26], Sugeruje to, ze dla regulacji
aktywnos$ci motorycznej miozyny poprzez fosforylacje
istotna jest obecno$¢ dwoch gidwek. Na asocjacje
dwéch gtowek nieufosforylowanej miozyny z miesni
gtadkich wskazywaty wczesniejsze wyniki ich chemicz-
nego sieciowania i mikroskopii elektronowej [15,
27-29]. Mozna przypuszczaé, ze podobnie jak to ma
miejsce w przypadku monomerycznej miozyny w wa-
runkach in vitro [30], réwniez w przypadku filamen-
téw oddziatywania elektrostatyczne miedzy gtéwkami
nieufosforylowanej miozyny, lub/i oddziatywania re-
gulujacych taricuchow z ciezkimi blokujg uwalnianie
produktow hydrolizy ATP z miejsca katalitycznego, co
w konsekwencji prowadzi do hamowania aktywnosci
domeny motorycznej. Fosforylacja Serl9 poprzez
zmniejszenie dodatniego tadunku N-korncowego od-
cinka regulujgcego tafcucha w kazdej z dwu gtéwek
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A

Gatunek MiesSnie
kura———--——————- — APKKAICKRIEGAN* SNVFSMFEQAQIQEFKEAFT IMDQNRDGFIDKADLRDTFAAL

cztowiek — APKKAKKRAGGAN--SNVFSMFEQTQIQEFKEAFT IMDQNRDGF IDKNDLRDTFAAL

mysz —— APLFAKKRIEGGT--SNVFSMFEQTQIQEFKEAFT IMDQNRDGF IDKNDLRDTFAAL Sercowe
SZCZUr—————————— ——— SPKKAKKRLEGGS— -SNVFSMFEQTQIQEFKEAFT IMDQNRDGF IDKNDLRDTFAAL

kura PKKAKRRAAEGS — SNVFSMFDQTQIQEFKEAFTVIDQNRDG I IDKDDLRETFAAM
krolik--———————— —— APKKAKRRAAAEGGSSNVFSMFDQTQIQEFKEAFTVIDQNRDG I IDKEDLRDTFAAM Szkieletowe
SZCZUr—————————— — APKKAKRRAAAEG-SSNVFSMFDQTQIQEFKEAFTVTDQNRDG I IDKEDLRDTFAAM

kura SSKRAKAFCTTKIECRPQ . RATSNVFAMFDQSQ I QEFKEAFNM I DQNRDGF I DKEDLHDMLASM

Swinia SSKRAKAKTTKKRPQRATSNVFAMFDQSQ I QEFKEAFNMIDQNRDGF I DKEDLHDMLASL Gtadkie
cztowiek SS1tRAKAKATKKRPQRATSNVFAMFDQSQIQEFKEAFNMIDQNRDGF I DKEDLHDMLASL

szczur SSi1CRAKTKTTKKRPQRATSNVFAMFDQSQ I QEFKEAFNMIDQNRDGF I DKEDLHDMLASM
halocynthia r. —-————-————— ATSNVFSMFDQSQIQEFKEAFTMIDANRDGFIDQEDLKDTYASL
placopecten W ———————————— ADKAASGVLTKLPQKQIQEMKEAFSMIDVDRDGFVNKDDLKAISEQL

chlamys n. = ————————— ADKAASGVLTKLPQKQIQEMKEAFSMLDVDRDGFVNKDDLKAISEQL Mieczakow
aguipecten = @ @ ———————————— ADKAASGVLTKLPQKQIQEMKEAFSMIDVDRDGFVSKED IKAISEQL
patinopecten @ -————————————- ADKAASGVLTKLPQKQIQEMKEAFSMIDVDRDGFVSKDD IKAISEQL

B

Gatunek Miesnie

kura AY I1KEMLMTQEGRFSQEE IDQMFAAFPPDVSGNLDYKNLVHV I THGEEKD--

cztowiek DYVREMLTTQAERFSKEEVDQMFAAFPPDVTGNLDYKNLVHI ITHGEEKD—

mysz DYVREMLTTQAERFSKEE IDQMFAAFPPDVTGNLDYKNLVHI I THGEEKD— Sercowe

szczur DYVREMLTTQAERFSKEE I1DQMFAAFPPDVTGNLDYKNLVHI I THGEEKD—

kura SFLEELLTTQCDRFTPEE IKNMWAAFPPDVAGNVDYKNICYVITHGEDKEGE

krolik QFLEELLITQCDRFSQEE IKNMWAAFSPDVGGNVDYKNICYVITHGDAKDQE Szkieletowe
szczur QFLEELLTTQCDRFSQEE IKNMWAAFPPDVGGNVDYKNICYVITHGDAKDQE

kura DHLRELLTTMGDRFTDEEVDEMYREAP IDKKGNFNYVEFTR I LKHGAKDKDD

Swinia DHLRELLTTMGDRFTDEEVDEMYREAP IDKKGNFNYVEFTRILKHGAKDKDD

cztowiek DHLRKLLTTMGDRFTDEEVDEMYREAPVDKKGNFNYVEFTR I LKHGAKDKHD Gtadkie

szczur DYLRELLTTMGDRFTDEEYDELYREAP IDKKGNFNY IEFTRILKHGAKDKDD

halocynthia r .NYLAEIMMTQADRFSQSEVNQMFDISPIDVAGNLDYKSLCY I I THGQEEE--

placopecten EY IKDLLENMGDNFTKDEMRMT FKEAPVT-GGKFDYVKFTAMIKGSGEEEA-

chlamys n. EY IKDLLENMGDNFTKDEMRMTFKEAPVT-GGKFDYVKFTAMIKGSGEDDA- Mieczakow
aguipecten EY IKDLLENMGDNFNKDEMRMTFKEAPVE-GGKFDYVKFTAMIKGSGEEEA-

patinopecten EYIKDLLEDMGNNFNKDEMRMTFKEAPVE-GGKFDYVKFTAMIKGSGEDEA-

Ryc. 2. Fragmenty sekwencji tancuchéw regulujacych z réznych typéw mieéni wybranych gatunkéw. (A) N-koncowy fragment tancuchow
regulujacych. Zaznaczono ttustym drukiem seryne ulegajaca fosforylacji w mie$niach sercowym, szkieletowym i gtadkim a drukiem
pochylym pozytywnie natadowane reszty lizyny iargininy wazne dla rozpoznawania przez kinaze lekkich tancuchéw miejsca fosforylacji
na serynie. (B) C-koncowa cze$¢ sekwencji tancuchow regulujacych. Ttustym drukiem zaznaczono w sekwencjach tancuchéw z migsni
gtadkich reszty argininowe prawdopodobnie biorgce udziat w oddziatywaniu z grupa fosforanowa przytaczona do ulegajacej fosforylacji

seryny. Ustawienia sekwencji dokonano przy pomocy programu Antheprot [13, 14],

miozyny, moze wptywac¢ na te oddziatywania. Ocene
znaczenia zmian wypadkowego tadunku w procesie
regulacji przeprowadzono przy zastosowaniu licznych
mutacji N-konca regulujgcych tafcuchéw. Zmiana
tadunku w rejonie obejmujgcym Arg13-Serl9, podob-
na do zmiany wywotanej przez fosforylacje Ser19,
powodowata wzrost generowanej przez miesien sity
i utrzymywata miozyne z miesni gtadkich w postaci
filamentéw, nie wplywajac jednakze na aktywnosé
ATPazy aktomiozynowej i ruch filamentéw aktyno-
wych [31]. Zatem regulacji aktywnos$ci motorycznej
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miozyny przez fosforylacje nie mozna ttumaczy¢ wyla-
cznie zmianami wypadkowego tadunku. Mutacje
C-koncowych fragmentow regulujagcych tancuchéw
pokazaty, ze odgrywajg one istotng role w przekazywa-
niu informacji o zmianach konformacyjnych N-kon-
cow wywotanych przez fosforylacje Serl4 do tancu-
choéw ciezkich obu gtéwek miozynowych [30], W ten
sposéb wykazano, ze aktywacja ATPazy i ruchu
filamentéw aktynowych nie zalezy wytacznie od zmian
tadunku na koncu N regulujagcych tancuchdéw, ale
takze od przestrzennych uwarunkowan, ktére sg spet-
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nione tylko przez reszty fosforanowe [31], a ponadto
zalezy od wiasciwego ustawienia rejonu kornca C regu-
lujagcego tancucha w stosunku do odpowiedniego
odcinka stabilnej superhelisy taficucha ciezkiego w ka-
zdej z dwu gtdwek [32, 33].

Regulujace tancuchy lekkie miozyny miesni miecza-
kéw mimo, ze w pozycji 6 majg reszte serynowa,
homologiczng do fosforylowanej seryny regulujgcych
tancuchéw z miesni gtadkich, nie ulegaja fosforylacji
zpowodu braku dodatnio natadowanych reszt amino-
kwasowych w rejonie ich N-koncow, ktére niezbedne
sg dla katalityczej aktywnos$ci kinazy [34] (Ryc. 2).
Hamowanie aktywnos$ci motorycznej miozyny mie-
czakow przez regulujagce fancuchy lekkie jest znoszone
przez wigzanie Ca2+ z 9 resztami aminokwasowymi
N koncowej, nietypowej petli istotnych tancuchow
lekkich, a stabilizowane przez szereg potgczen z re-
sztami amonokwasowymi nalezagcymi zaréwno do
regulujgcych tancuchdéw (petli trzeciej i czwartej) jak
i tancuchdéw ciezkich [11, 35]. Ta stabilizacja wynika
z wilasciwej orientacji wzajemnej wszystkich trzech
tancuchéw domeny regulatorowej kazdej z dwu gto-
wek miozyny, koniecznej dla utworzenia miejsca wig-
zania Ca2+ [5, 36]. Usuniecie regulujgcych taricuchéw
powoduje zanik wrazliwo$ci na Ca2+, aktywowanej
przez aktyne, ATPazy miozynowej i 10-15-krotne
obnizenie szybkosci ruchu filamentéw aktynowych (w
tescie ruchliwosci in vitro) [37]. Podobny efekt wywo-
tuje delecja 12 lub wiecej C-koricowych reszt amino-
kwasowych regulujacych tancuchéw [38]. Zatem, po-
dobnie jak w przypadku miesni gtadkich C-koncowa
potowa regulujgcych taricuchéw jest niezbedna dla
regulacji aktywnos$ci motorycznej miozyny miecza-
kéw. Przypuszcza sie, ze w obu przypadkach bierze
ona udziat w transmisji zmian konformacyjnych (wy-
wotanych modyfikacjg miozyny przez fosforylacje,
badz wigzanie Ca2+) z domeny regulatorowej do
domeny motorycznej [20]. Hamowanie aktywnosci
motorycznej miozyny mieczakow, tak samo jak miozy-
ny miesni gtadkich, spowodowane jest asocjacja dwu
gtowek, prawdopodobnie za pomocg regulujacych
tancuchow, oraz gtéwek z superhelisg tancucha ciez-
kiego [39]. Dla petniejszego zrozumienia mechanizmu
regulacji wazne bytyby informacje na temat struktury
regulowanej miozyny w stanie nieaktywnym, ktore
mozna by uzyska¢ poprzez krystalizacje jej dwugtow-
kowego fragmentu.

Sekwencja reszt aminokwasowych komponent do-
meny regulatorowej miozyny miesni mieczakéw i mie-
$ni gtadkich jest w znacznym stopniu konserwatywna
[12]. Zastgpienie regulujgcych tancuchow lekkich
w miozynie migsni mieczakéw regulujagcymi tafcucha-
mi z miesni gladkich nie wpltywa na regulacje jej
aktywnosci motorycznej przez Ca2+ [40]. Jednakze
istotne tancuchy lekkie miozyny z miesni gtadkich nie
sg zdolne do specyficznego wigzania Ca2+ nawet
w przypadku, gdy pozostate elementy domen regulujg-
cej (tancuch regulujacy i ciezki) pochodzg z mieéni
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mieczaka [11].

Sekwencja reszt aminokwasowych regulujgcych lek-
kich taricuchdw miozyny z mieéni szkieletowych znacz-
nie bardziej ro6zni sie od sekwencji reszt regulujacych
tancuchéw miozyny z miesni gtadkich i miesni miecza-
kéw [12]. Wymiana regulujacych taficuchéw z miecza-
kéw na regulujace taricuchy z migéni szkieletowych
powoduje zanik regulacji przez Ca2+ [40]. Podobny
zanik regulacji przez fosforylacje miozyny miesni gtad-
kich obserwuje sie po zastgpieniu jej regulujgcych
tancuchow, regulujagcymi tafnicuchami z miesni szkiele-
towych [41]. Chimery regulujgcych taricuchéw utwo-
rzone przez potaczenie potowek tancuchoéw z miesni
gtadkich iszkieletowych pokazaty, ze za zanik regulacji
odpowiedzialne sg réznice w sekwencji C-koncowej
potowy faricuchéw szkieletowych [33]. Porédwnanie
sekwencji obu rodzajéw tancuchéw ujawnito brak
w C-koricowej potowie taficuchéw z miesni szkieleto-
wych m.in. reszt argininy (Ryc. 2), ktére prawdopodob-
nie biorg udzial w koordynacji fosforanu fosfoseryny
w regulujgcych taficuchach mieéni gtadkich [42], Po-
nadto wykazano, ze powinowactwo regulujacych fan-
cuchéw lekkich miozyny z miesni szkieletowych do
tancuchéw ciezkich miozyny z miesni gtadkich jest 100
razy nizsze niz regulujgcych tancuchéw z miesni gtad-
kich [33]. Opisane wyzej réznice sprawiajg, ze regulu-
jace tancuchy lekkie miozyny z miesni szkieletowych
nie mogg braé udzialu w regulacji dziatania domeny
motorycznej w taki sposob, jak to czynig regulujace
tancuchy miozyny z miesni gtadkich i miesni miecza-
kéw. Tym niemniej sg dowody na to, ze spetniajg one
role modulujgcg dziatanie domeny motorycznej (patrz
nastepny podrozdziat).

111-2. Wplyw tancuchdéw lekkich na generacje sity
i szybko$¢ skurczu miesni

Badania generacji sity (napiecia) przez miozyne
rekonstytuowang z taficuchéw ciezkich i réznych fan-
cuchéw lekkich miesni szkieletowych wykazaty, ze
istotne tafncuchy lekkie sq niezbedne do petnej generacji
sity. Miozyna pozbawiona tych fancuchow wytwarzata
site 0 60% nizszg od miozyny majacej obydwa rodzaje
tancuchow lekkich [43]. Tego faktu nie mozna ttuma-
czy¢ wylacznie destabilizacjg helikalnego fragmentu
tancucha ciezkiego, do ktérego wigze sie istotny taficuch
lekki. Usuwanie bowiem regulujacego tafcucha, ktory
wigze sie w sposéb podobny do tancucha ciezkiego
w kazdej z dwu gtdwek miozyny nie ma wpltywu na
generacje sity. Zmniejszenie sily generowanej przez
miozyne pozbawiong istotnych tancuchéw wynika pra-
wdopodobnie nie tylko ze zmniejszonej liczby mostkow
miedzy miozyng i aktyna, lecz takze ze zmian w kinetyce
tworzenia mostkéw. Wskazuje na to, skrécony o 30%
cykl roboczy mostkéw (ang. duty cycle) (cze$¢ cal-
kowitego cyklu mostkow, w czasie ktdrego miozynajest
potaczona z aktyng i generuje ruch) po usunieciu
istotnych fancuchow lekkich [43].

POSTEPY BIOCHEMII 43(3), 1997



Wykazano, ze ekstrakcja regulujacych taficuchow
z widkien miesni szkieletowych powoduje zmniejszenie
izometrycznego napiecia, co Swiadczy o ich wptywie na
kientyke cyklicznego tworzenia i dysocjacji mostkow
pomiedzy filamentami miozynowymi i aktynowymi
[44]. Ostatnio opublikowane badania [45] wskazujg,
ze gtdwng funkcja tancuchow lekkich miozyny z mieéni
szkieletowych jest stabilizacja C-koricowego fragmen-
tu tancucha ciezkiego gtowki. Zastgpienie bowiem na
drodze manipulacji genetycznych jej domeny regulato-
rowej przez sztywny fragment a-aktyniny nie zmienia
wiasciwosci motorycznych gtowki.

Fosforylacja Ser13 regulujgcych tancuchow miozy-
ny mieséni szkieletowych powoduje wzmacnianie sity,
wytwarzanej przy niskim poziomie aktywacji przez
Ca2+. Odbywa sie to, jak sugerujg jedni autorzy [22,
46, 47], poprzez odchylanie gtéwek miozynowych od
trzonu filamentu, lub jak sugerujg inni [48, 49],
poprzez dezorganizacje gtowek, co moze wskazywac
na ich zwiekszong ruchliwo$¢ i dostepnos¢ dla aktyny.
Podobne, zwigzane ze zmiang tadunku, efekty uzys-
kano wstawiajac regulujgce ufosforylowane tancuchy
lekkie z miesni gtadkich do miesni prazkowanych
mieczakdw [47, 50].

Dla regulacji aktywno$ci motorycznej miozyny
z mieéni gtadkich przez fosforylacje istotne tancuchy
lekkie nie sg potrzebne [20]. Ich rola polega na
stabilizacji domeny tancucha ciezkiego z ktérym sie
wigza, co jest niezbedne dla petnej aktywnosci domeny
motorycznej miozyny. Aktywno$¢ motoryczna miozy-
ny zawierajacej tylko ufosforylowane regulujace fani-
cuchy jest znacznie nizsza od tej, ktéra zawiera réwniez
istotne tancuchy [23].

IV. lzoformy tancuchoéw lekkich miozyny iich
znaczenie funkcjonalne

Tabela 1 prezentuje izoformy lekkich tancuchdéw
miozyny wystepujgce w miesniach dorostego osobnika
rodziny kregowcéw. W migéniach szkieletowych wy-
stepujg dwie izoformy istotnych tancuchdédw lekkich
charakterystyczne dla migsnia szkieletowego szybkie-

Tabela 1
Izoformy tancuchéw lekkich miozyny wystepujace w
kregowcow.

Typ mieséni tancuchy istotne

szkieletowy szybki

szkieletowy wolny
(wolny/komorowy)

sercowy 2 izoformy
(przedsionkowo/embrionalny i
wolny/komorowy)

gtadki 2 izoformy (mie$niowy i

niemiesniowy)
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2 izoformy (dtuga i krotka)

2 izoformy a (wolny) i b

go: diuga (21 kDa) i krotka (16 kDa), oraz dwie
izoformy charakterystyczne dla mie$nia szkieletowego
wolnego: a i b (obie dlugie). 1zoforma wolna b jest
jednoczesnie izoformg spotykang w komorach ser-
cowych. W przedsionkach serca dorostego osobnika
wystepuje izoforma charakterystyczna dla fazy emb-
rionalnej organizmu. R6znorodno$¢ wystepowania
izoform tancucha regulujgcego w tych typach miesni
jest mniejsza i ogranicza si¢ do izoform typowych dla
miozyny z miesni szkieletowych szybkich, szkieleto-
wych wolnych, bedacych jednocze$nie formg wystepu-
jacag w komorach serca, oraz izoformy przedsionkowej
serca.

Najlepiej poznany jest wptyw wystepowania okres-
lonej izoformy tancucha lekkiego na witasciwosci mio-
zyny dla mies$nia szkieletowego szybkiego. Jak juz
wspomniano, w miesniach tych moga wystepowaé
dwie izoformy tancucha istotnego: dituga i krétka. Sa
one produktem ekspresji tego samego genu w wyniku
alternatywnego wycinania intronéw (ang. alternative
splicing) [51]. W mie$niu szkieletowym szybkim kréli-
ka izoforma dituga istotnego tancucha lekkiego ma
takg samg sekwencje jak izoforma krétka na odcinku
141 C-koncowych reszt aminokwasowych. Dodatko-
wy fragment zawierajgcy 41 reszt jest obecny na
N-koncu taficucha. Pomiedzy tymi 41 resztami amino-
kwasowymi a odcinkiem 141 reszt znajduje sie frag-
ment 8-miu reszt, homologicznych dla obydwu tan-
cuchéw (Ryc. 3). Miozyny zawierajace te dwie izofor-
my istotnych tancuchéw mato sie réznig. Jednakze
gtowki miozyny zawierajgce izoforme diugg maja
wiegksze powinowactwo do aktyny niz te, ktére zawie-
rajg izoforme krotkg [52-54]. Réwnoczes$nie gtéwka
miozynowa zawierajgca dtuga izoforme tafcucha is-
totnego przyspiesza znacznie efektywniej polimeryza-
cje monomerycznej aktyny, niz gtéwka zawierajgca
izoforme krdtkg [55]. W doswiadczeniach przy uzyciu
testu ruchliwosci stwierdzono, ze miozyna zawierajaca
tylko izoforme diugg tancucha istotnego porusza fila-
menty aktynowe z predkos$cig dwa razy mniejszg niz
miozyna zawierajgca tylko izoforme kréotkg [56].
Zjawiska te moga by¢ efektem wigzania sie N-kon-
cowego fragmentu dtugiej izoformy z C-kohAcem ak-

réznych mie$niach dorostych osobnikéw z rodziny

tancuchy regulujace
1 izoforma (szybki)

1 izoforma (wolny/komorowy)

2 izoformy (przedsionkowy i
komorowy/wolny)

2 izoformy (mig$niowy i
niemie$niowy)

147



dtugi PKKNVKKPAA AAAPAPKAPA PAPAPAPAPK EEKIDLSAIK IEFSKEQQDE
10 20 30 40 50
krotki SFSADQIAE
dtugi FKEAFLLYDR TGDSKITLSQ VGDVLRALGT NPTNAEVKKYV LGNPSDEQMN
60 70 80 90 100
krotki FKEAFLLYDR TGDSKITLSQ VGDVLRALGT NPTNAEVKKV LGNPSDEQMN
dtugi AKKIEFEQFL PMLQAISNNK DQGTYEDFVE GLRVFDKEGD TVGMGAELRH
110 120 130 140 150
krotki AKKIEFEQFL PMLfiIAISNNK DQGTYEDFVE GLRVFDKEGD TVGMGAELRH
okiiei T APTwijneoiv  WHHIT U ATiWEHR AL?HSSNGRTIKML F IMWITMITWE T
160 170 180 190
krotki VLATLGEKMK EEEVEALMAG QEDSNGCINY EAJTVKHXMSI

Ryc. 3. Poréwnanie sekwencji diugiej i krotkiej izoformy istotnego tancucha lekkiego z miesni szkieletowych szybkich krélika. Obszary
o identycznej lub podobnej sekwencji przedstawiono jako zacieniowane.

tyny [57, 58]. Sekwencje N-koncow dtugiej izoformy
istotnego tancucha lekkiego z r6znych zrodet sg przed-
stawione na rycinie 4. Ich pordwnanie ujawnia charak-
terystyczne elementy: obecno$¢ czterech reszt lizyny na
samym N-koricu, ktére prawdopodobnie sg odpowie-
dzialne za oddziatywanie z C-koncem aktyny [59]
a takze obecnos$¢ odcinka bogatego w powtorzenia
Ala-Pro stanowiacego prawdopodobnie sztywne ra-

CtiCs 193 -PPKKPEP--KK APEPKKEEPK
HmVSb 194 -APKKPEP--KK D-DAK-AAPK
RtVSb 199 -APKKPEP--KK D-DAKTAAPK
HmEA 196 -APKKPEP--KK EAAKPAPAPA
MsEA 192 -PPKKPEP--KK EAAKPAAAPA
RtEA 192 -PPKKPEP--KK ETAKVAAAPA
ChEB 185 MPLKKPDP- -KK DAAKAAAAPE
ChFS1 190 — PKK-DV--KK P— AAAAAPA
HmFS1 193 -APKK-DV--KK PVAAAAAAPA
RbFSI 191 -APKK-DV--KK P—- AAAAAPA
MsFSI1 187 -APKK-DV--KK P———— AAA-
RtFSI 188 -APKK-DV--KK P———— AAAA
HmSa 208 MPPKK-DVPVKK PAGPSISKPA

P** DP AA A

mie umozliwiajace dotarcie do miejsca docelowego na
aktynie wspomnianych lizyn. Koncepcja ta jest obec-
nie sprawdzana w wielu laboratoriach [22]. Ostatnio
stwierdzono, ze oddziatywanie N-konca dtugiej izofor-
my istotnego taricucha lekkiego z aktyng ma bardzo
duze znaczenie przy generacji sity we widknach mies-
niowych [60] oraz wplywa na aktywno$¢ ATPazy

miofibrylarnej [61]. Efekty te stwierdzono przy sub-
PAPKPA-——- -——-EPEPKKE — VEFNPASI- -KV-—
AAPAPAPPP- —---EPERPKE - VEFDASKI- -KI-—
AAPAPAAAPA AAPEPERPKE - AEFDASKI- -KI-—
PAPAPAPAP- ---APEAPKE - PAFDPKSV-- -KI -
PAASAAPEP- -—-L-———KD - SAFDPKSV- -KI-
PAPAPAPEP- ---L-———RD — SAFDPKSV- -KI -
VPommmmmmom TTTTTS KE _ FTFDPKSV-— -KI-—
PAPAPAPAP- ——-APAKPKE - PAIDLKSI- -KI-
PAPAPAPAP- ---APAKPKE — EKIDLSAI- -KI-
PAPAPAPAP- —-—-—-APAKPKE — EKIDLSAI- -KI-
PAPAPAPAP- --—-APAKPKE — EKIDLSAI-- -KI -
PAPAPAPAP- —---APAKPKE — EKIDLSAI- -KI-
AKPAAAGAPP AKTKAEPAVP QAQKTQEPPVDLSKVVI
PAPAPAPAP P PKE FD | *1

Ryc. 4. Poréwnanie sekwencji N-koncowych odcinkéw réznych izoform istotnych tancuchéw lekkich. Wyttuszczonym drukiem zaznaczono
reszty lizyn prawdopodobnie bioracych udziat w oddziatywaniu z C-koficem aktyny. Oznaczenia izoform: ChCs — kura — z migénia
sercowa; HmVSb — cztowiek — komory serca, miesnie szkieletowe wolne typ b; RtVSb — szczur — komory serca, miesnie szkieletowe
wolne typ b; HmMEA — cztowiek — przedsionki serca, miesnie embrionalne; MSEA — mysz — przedsionki serca, miesnie embrionalne;

RtEA — szczur — przedsionki serca, migsnie embrionalne; ChEB — kura — forma embrionalna; ChFSI — kura — miesien szkieletowy
szybki, forma dtuga; HmFSI — cztowiek — miesien szkieletowy szybki, forma dtuga; RbFSI — krélik — miesien szkieletowy szybki,
forma diuga; MsFSI — mysz — miesien szkieletowy szybki, forma dtuga; RtFSI — szczur — miegsien szkieletowy szybki, forma diuga;

HmSa — cztowiek — miegsien szkieletowy.
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maksymalnych stezeniach Ca2+, co sugeruje wspot-
dziatanie N-konca dlugiej izoformy istotnego taficucha
lekkiego z systemem regulujgcym troponinowo-tropo-
ninowo-tropomiozynowym filamentu aktynowego.
Wskazuje na to zmniejszenie stopnia regulacji uktadu
ATPazy aktomiozyny sercowej po selektywnym skro-
ceniu od strony N-konca tancucha istotnego [62].
W spdidziatanie istotnego taficucha z systemem regulu-
jacym filamentu aktynowego wydaje sie by¢ logiczne,
biorgc pod uwage fakt, iz dtuga izoforma istotnych
tancuchéw lekkich wystepuje tylko w mie$niach szkie-
letowych szybkich i wolnych oraz miesniu sercowym,
regulowanych dominujgco przez uktad troponinowo-
-tropomiozynowy. Forma istotnego taricucha lekkiego
miozyny ma prawdopodobnie duzy wptyw na od-
dziatywanie miedzy aktyng i miozyng w tym typie
miesni.

Zaréwno regulujace jak i istotne tancuchy lekkie
miozyny mieéni gtadkich wystepuja w dwu formach
polimorficznych [63, 64] (Tab. 1). Jednakze tylko
izoformy istotnych tafcuchéw miesni ssakéw réznigce
sie piecioma podstawieniami w dziewieciu C-kon-
cowych resztach aminokwasowych wptywajg na ak-
tywno$¢é motoryczng miozyny. Miozyna z miesni trze-
wnych, w ktérej przewaza izoforma ,,miesniowa” (ty-
powa dla miesni gtadkich) istotnego taficucha charak-
teryzuje sie szybszg kinetykg hydrolizy ATP (Vmex)
i wiekszym powinowactwem do aktyny, niz miozyna
z miesni naczyniowych, w ktérych przewaza ilos¢
izoformy charakterystycznej dla komorek niemiesnio-
wych [65, 66]. W konsekwencji spadek maksymalnej
szybkosci skracania wtdkien miesni gtadkich r6znego
typu jest proporcjonalny do zawartosci w nich izofor-
my niemiesniowej [67].

Zwieracz matzy skiada sie z dwdch typow miesni:
szybkich mieéni fazowych (w przypadku przegrzebka
— mie$ni prazkowanych) i wolniejszych miesni fonicz-
nych wyspecjalizowanych w wytwarzaniu napiecia,
ktdére stuzy utrzymywaniu muszli w stanie zamknietym
[68]. Migsnie fazowe maja 4-5 razy wyzszg aktywnos$¢
ATPazy miozynowej w obecnosci aktyny. Badajgc
sekwencje cDNA tancuchéw lekkich miozyny miesdni
mieczakow stwierdzono, ze istotne tancuchy nie wyka-
zujg zasadniczych réznic, natomiast regulujgce wy-
stepuja w trzech izoformach: dwéch charakterystycz-
nych dla miesni tonicznych ijednej charakterystycznej
dla miesni fazowych [69]. Te trzy izoformy reguluja-
cych tancuchéw sg produktem tego samego genu
i powstajg poprzez alternatywne wycinanie intronéw
w rejonie 5. Tylko sekwencje 52 ich N-koAcowych
reszt aminokwasowych r6znig si¢. Badanie aktywnosci
enzymatycznej hybryd utworzonych z tafcuchow ciez-
kich miozyny z mie$ni fazowych i z miesni tonicznych,
istotnych tancuchéw lekkich ikazdej z trzech izoform
regulujgcych tancuchéw wykazaty, ze tylko réznice
w budowie taricuchow ciezkich, a nie regulujgcych
tanicuchéw mieéni zwieracza matzy sa odpowiedzialne
za specyficzne roznice w aktywnosci enzymatycznej
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tych dwdéch typéw miozyny.
IV. Podsumowanie

Funkcjg domeny motorycznej miozyny jest hydro-
liza ATP, wigzanie aktyny i generacja ruchu. Lekkie
tancuchy sg niezbedne dla sprawnego dziatania dome-
ny motorycznej tj. dla uzyskania wymaganej sity
i szybkosci jej generacji, a takze do regulacji aktywno-
§ci domeny motorycznej. Jej hamowanie jest praw-
dopodobnie spowodowane asocjacja dwu gtdwek
a takze ich interakcja z helikalnym fragmentem ciez-
kiego tancucha. Sygnat do aktywacji domeny moto-
rycznej indukowany modyfikacjg regulujgcych tan-
cuchow (poprzez fosforylacje tub wigzanie Ca2+) jest
transmitowany wzdtuz ciezkiego tancucha do kazdej
z gtéwek miozyny, lub poprzez gtéwki zasocjowane ze
sobg.

Z poprzedzajgcego artykutu Kasprzaka [70]
wynika, ze przeptyw informacji moze zachodzi¢ row-
niez w druga strone: mate zmiany konformacyjne
zachodzgce w domenie motorycznej mogg by¢ trans-
mitowane do domeny regulujgcej poprzez ciezki tan-
cuch, ktéry dziatajac jak ramie dzwigni powoduje
ich wzmocnienie i w konsekwencji obrét domeny
regulujgcej. Ten proces odgrywa prawdopodobnie
role w sprzezeniu mechanochemicznym zachodzacym
w miesniu.

Podziekowania

Autorzy pragng podziegkowa¢ Dr Robertowi Makucho -
w i i Doc. Stawomirowi P ik u le za pomoc w przygotowa-
niu rycin. Praca czesciowo finansowana przez Komitet
Badan Naukowych w ramach projektow badawczych No:
6P 04A 056 09 i 6 PO4A 020 08.

Artykut otrzymano 12 maja 1997 r.
Zaakceptowano do druku 5 czerwca 1997 r.

Pismiennictwo

1 Sellers JR,Goodson HV,WangF (1996)J Muscle Res
Cell Motil 17: 7-22

2. Dabrowska R (1994) Post Biochem 40: 96-105

3. Katoh T, Lowey S (1989) J Cell Biol 109:1549-1560

4, Rayment Y, Rypniewski WR, Schmidt-Bdse K,
Smith R, Tom chick DR, Benning MM, Winkel-
mann DA, Wesenberg G, Holden HM (1993) Science
261: 50-58

5. Xie X, Harrison DH, Schlichting 1 Sweet RM,
Kalabokis VN, Szent-Gyorgyi AG, Cohen
C (1994) Nature (Lond) 368: 306-312

. Kret singer RH (1980) CRC Crit Rev Biochem 8:119-174
Dabrowska R (1996) Post Biochem 42: 195-203

.Collins JH (1991) J Muscle Res Cell Motil 12: 3-25

Da Silva ARC, Kendrick-Jones J Reinach FC
(1995) J Biol Chem 270: 6773-6778

10. Holroyde M, Potter JD, Solaro J (1979)J Biol Chem
254: 6478-6482

11. Robertson SP, Johnson JD, Potter JD (1981)
Biophys J 34: 559-569

12. Kalabokis VN, O'Neall-Hennessey E Szent-
-Gyorgyi AG (1994) J Muscle Res Cell Motil 15: 547-553

© ® N o

149



13. Dele age G, Clere FF, Roux B (1989) CABIOS 5: 43. VanBuren P,Waller GS, Harris DE, Trybus KM,
159-160 Warshaw DM, Lowey S (1994) Proc Natl Acad Sci USA
14. Dele age G, Clerc FF, Roux B, Gautheron DC 91: 12403-12407
(1988) CABIOS 4: 351-356 44, Szczesna D,Zhao J Potter JD (1996)J Biol Chem 271:
15. Wolf-Long VL, Saraswat LD, Lowey S (1993)J Biol 5246-5250
Chem 268: 23162-23167 45. Anson M, Geeves MA, Kurzawa SE, Manstein
16. Szent-Gyorgyi AG, Chantler P (1994) W: Engel AG, DJ (1996) EMBO J 15: 6069-6074
Franzini-Armstrong C, (red) Myology, McGraw-Hill Book Co, 46. BaranyK, Barany M,GillisJM, Kushmerick MJ
New York, str 506-528 (1979) J Biol Chem 254: 3617-3623
17. Trybus KM, Waller GS, Chatman T (1994)J Cell Biol 47. Metzger JM, Greaser ML, Moss RL (1989) J Gen
124: 963-969 Physiol 93: 855-883
18. Lowey S, Waller GS, Trybus KM (1993) Nature 48. Craig R Pad ron R Kendrick-Jones J (1987)J Cell
(Lond) 365: 454-456 Biol 105: 1319-1327
19. Makuch R, Stepkowski D (1993) Acta Biochem Polon 49. Levine RJC, Chantler PD, Kensler RW, Wo-
40: 353-362 od head JL (1991) J Cell Biol 113: 563-572
20. Trybus KM (1994) J Muscle Res Cell Motil 15: 587-594 50. Sweeney HL, Stull JT (1990) Proc Natl Acad Sci USA 87:
21. Sweeney HL, Bowman BF, Stull JT (1993) Am 414-418
J Physiol 264: C1085-C1095 51. Matsuda G, Maita T,and Umegane T (1981) FEBS
22. Stepkowski D (1995) FEBS Lett 374: 6-11 Lett 126: 111-113
23. Katoh T, Morita F (1996) J Biol Chem 271: 9992-9996 52. Weeds AG, Taylor RS (1975) Nature (Lond) 257: 54-56
24. Sellers JR (1991) Curr Opin Cell Biol 3: 98-104 53. Wagner PD, Slayter CS Pope B Weeds AG (1979)
25. Hasegawa Y, Tanahashi K, Morita F (1990) J Bio- Eur J Biochem 99: 385-394
chem (Tokyo) 108: 909-913 54, Hayashibara T, Miyanishi T (1994) Biochemistry 33:
26. Cremo CR, Sellers JR, Facemyer KC (1995) J Biol 12821-12827
Chem 270: 2171-2175 55. Chaussepied P, Kasprzak AA (1989) Nature (Lond)
27. Onishi H,Maita T, Matsuda G, Fuji wara K (1992) 342: 950-953
Biochemistry 31: 1201-1210 56. Lowey S Waller GS, Trybus KM (1993) J Biol Chem
28. Katoh T, Tanahashi K, Hasegawa Y, Morita 268: 20414-20418
F (1995) Eur J Biochem 221: 459-465 57. Prince HP, Trayer HR, Henry GD, Trayer |IP,
29. Katoh T, Morita F (1995) Eur J Biochem 233: 123-131 Dalgarno DC, Levine BA, Cary PD, Turner
30. Cross RA, Sobieszek A (1986) EM BO J 5: 2637-2641 C (1981) Eur J Biochem 121: 213-266
31. Sweeney HL, Yang Z Zhi G, StullJT,Trybus 58. Milligan RA Whittaker M, Safer D (1990) Nature
K (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91: 1490-1494 (Lond) 348: 217-221
32. lkebe M, Reardon S Mitani Y, Komisoyama H, 59. Sutoh K (1982) Biochemistry 21: 3654-3661
Matsuura M, lkebe R (1994) Proc Natl Acad Sci USA 91: 60. Morano |, Ritter O, Bonz A Timek T, Vahl C,
9096-9100 Michel G (1995) Circ Res 76: 720-725
33. Trybus KM, Chatman TA (1993) J Biol Chem 268: 61. Rarick HM, Opgenorth TJ von Geldern TW,
4412-4419 Wu-Wong JR, Solaro JR (1996) J Biol Chem 271:
34, Kemp BE,Stull JT (1990) W: Kemp BE (red) Peptides and 27039-27043
protein phosphorylation, CRC, Boca Raton, FL, str 115-133 62. Moczarska A, K4ko 1l (1995) Biochem Molec Biol Int 37:
35. Ankrett RJ, Rowe AJ Cross RA, Kendrick-Jo- 765-772
nes, Bagshaw CR (1991) Mol Biol 217: 323-335 63. Kumar CC, Mohan SR,Zavodny PL, Narula SK,
36. Jancs6 A Szent-Gyorgyi AG (1994) Proc Natl Acad Leibowitz PJ (1989) Biochemistry 28: 4029-4035
Sci USA 91: 8762-8766 64. Lash JA Helper DJ, Klug M, Nikolozakes AW,
37. Vale RD, Szent-Gyo6rgyi AG, Sheetz MP (1984) Hathaway DR (1990) Nucleic Acids Res 18: 7176-7183
Proc Natl Acad Sci USA 81: 6775-6778 65. Helper DJ, Lash JA Hathaway DR (1988) J Biol
38. Rowe T, Kendrick-Jones J (1993) EMBO J 12: 4877- Chem 263: 15748-15753
-4884 66. Hasegawa Y, Morita F (1992) J Biochem (Tokyo) 111:
39. Kalabokis VN, Vibert P, York ML, Szent- 804-809
-Gyoérgyi AG (1996) J Biol Chem 271: 26779-26782 67. Malmqgvist U, Arner A (1991) Pfliig Archiv 418: 523-530
40. Sellers JR, Chantler PD, Szent-Gyorgyi AG 68. Ruegg JC (1971) Physiol Rev 51: 201-248
(1980) J Mol Biol 144: 223-245 69. Perreault-Micale CcL, Jancso A, Szent-
41. Trybus KM, Lowey S (1988) J Biol Chem 263: 16485- -Gyorgyi AG (1996) J Muscle Res Cell Motil 17: 533-542
-16492 70. Kasprzak A (1997) Post Biochem 43:
42. Yang Z Sweeney HL (1995)J Biol Chem 270:24646-24649
V4
Do cztonkow
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Zarzad P.T.Bioch. uprzejmie prosi wszystkich cztonkow o wpilate
zalegtych i biezgcych sktadek cztonkowskich. Zachecamy takze do
zaprenumerowania ,Postepow Biochemii".
150 POSTEPY BIOCHEMII 43(3), 1997



Dystrofia miotoniczna — mutacja dynamiczna i patogene-

za choroby

Myotonic dystrophy — dynamie mutation and the disease

pathogenesis

L UKASZ HUMINIECKI],
RYSZARD SEOMSKI2

Spis tresci:

. Wstep

Il. Gen i biatko kinazy miotoninowej

I11. Dystrofia miotoniczna jako jedna z choréb powodowa-
nych mutacjami dynamicznymi

IV. Mechanizm patogenezy dystrofii miotonicznej

V. Niestabilno$¢ miedzypokoleniowa i somatyczna

VI. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétow: DM — dystrofia miotoniczna
(ang. myotonie dystrophy); Mt-PK — kinaza miotoninowa
(ang. myotonin protein kinase); OMIM — baza danych
choréb genetycznych cztowieka; PCR — reakcja tancucho-
wa polimerazy; FRAXA, FRAXE — dwa zespoty chorobowe
zwigzane z tamliwymi miejscami na chromosomie X;
FRA11B — zespo6t chorobowy zwigzany z famliwym miejs-
cem na autosomie 11; FRA16A, FRAXF — dwa miejsca
tamliwe (odpowiednio na autosomie 16 i chromosomie X)
niepowigzane z zadnym patologicznym fenotypem; EPM1

postepujaca mioklonalna epilepsja typu 1 (ang. progres-
sive myoclonal epilepsy type 1); DMAHP — gen z kasetg
homeo zwigzany z loeus DM (ang. DM-locus-associated
homeodomain protein).

l. Wstep

Dystrofia miotoniczna (ang. myotonie dystrophy
— DM), numer w bazie danych Mendelian Inheritance
in Men — OMIM: 160900, jest chorobg genetyczng
dziedziczaca sie w sposéb autosomalny dominujacy.
Uznaje sie jg za jedng z najczestszych jednogenowych
choréb dziedzicznych populacji kaukaskiej oraz naj-
czestszg postaé dystrofii u dorostych. Doktadne dane
dotyczagce czestosci wystepowania DM w populacji
réznig sie znacznie w zalezno$ci od Zrédta (od 1/7000
do 1/15000 urodzen). Wynika to prawdopodobnie
bardziej z trudnos$ci prawidtowego diagnozowania,

1 Mgr, Zaktad Genetyki Cztowieka PAN i Imperial Cancer
Research Fundation, Oxford University, John Radcliffe
Hospital, Oxford OX 391, England 2 prof. dr hab., Zaktad
Genetyki Cztowieka PAN, ul. StrzeszyhAska 32, 60-479
Poznan
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zwtaszcza tagodnych form choroby, niz z rzeczywis-
tych réznic w czestosci wystepowania DM w badanych
grupach.

Wazng cechg DM jest ogromna zmiennos$¢ ob-
jawow. W klasycznej — dorostej — formie choroby za
najwazniejszy objaw (takze pod wzgledem diagnos-
tycznym) uwaza sie miotonie. Wiecej uwag o obrazie
klinicznym DM znalez¢ mozna w tek$cie przy omawia-
niu trzech form choroby. Doktadny opis jest jednak
poza zakresem tej pracy i dlatego zainteresowanych
strong kliniczng zagadnienia odsytamy do publikacji
medycznych, w szczeg6lnosci za$ do ksigzki Petera
Harpera “Myotonic dystrophy” (1989).

Il. Gen i biatko kinazy miotoninowej

Analiza dziedziczenia DM wraz z konstrukcjg od-
powiednich map genetycznych i fizycznych postuzyty
do wyselekcjonowania kilku genéw w regionie
19913.2-q 13.3, w ktérych podejrzewano wystepowanie
mutacji prowadzacej do rozwoju choroby (ang. can-
didate genes). Analiza polimorfizmu tych genéw wska-
zala na wystepowanie mutacji dynamicznej powigza-
nej z chorobg. Gen w ktérym ja wykryto (doktadniej
w jego 3' regionie niekodujgcym) nazwano genem
kinazy miotoninowej (ang. myotonin protein kinase
— M1t-PK) [1-3] gdyz wykazuje on silng homologie do
rodziny serynowo-treoninowych kinaz biatkowych.

Gen kinazy miotoninowej ulega ekspresji gtéwnie
w tkance nerwowej i miesniowej (cho¢ technika od-
wrotnej transkrypcji i PCR moznajego mRNA wykry¢
wiasciwie we wszystkich tkankach). Co ciekawe, tkan-
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kowy wzér ekspresji Mt-PK jest bardzo podobny do
analogicznych wzoroéw ekspresji dystrofiny i dystrog-
likanu — dwoch innych biatek powigzanych z dys-
trofiami miesniowymi [4-6], Jednocze$nie jednak DM
cechuje sie znacznie wiekszg réznorodnoscig objawdw
i gradacja stopnia ich nasilenia niz inne typy dystrofii.
Opisano 14 izoform kinazy miotoninowej, powstaja-
cych w procesie alternatywnego skiadania genu i wy-
kazujgcych tkankowo-specyficzng ekspresje (dane
z OMIM). Generalnie I'i Ill to formy dominujgce (z
wyjatkiem miesni ptodu inoworodkéw gdzie przewaza
forma IV [7-9]).

Niewiele wiadomo o funkcji Mt-PK. Biorgc pod
uwage najbardziej charakterystyczng ceche DM
— miotonie, jest wysoce prawdopodobne, ze Mt-PK
fosforyluje biatka zwigzane z pobudzaniem badz skur-
czem mie$nia. Wykazano, ze Mt-PK specyficznie fos-
foryluje podjednostke beta kanatu wapniowego zalez-
nego od potencjatu, oraz receptor dihydropirydynowy
[10]. Mt-PK moze tez wptywac na réznicowanie sie
tkanki miesniowej (ang. myogenic pathway) [11]. Nale-
zy takze wspomnie¢ o obserwacjach muszki owocowej
z mutacja w genie warts — homologu ludzkiej kinazy
miotoninowej — wskazujgcych na znaczenie genu
wartsjako supresora transformacji nowotworowej [12].

I1l. Dystrofia miotoniczna jako jedna z cho-
rob powodowanych mutacjami dynamicz-
nymi

DM wywotywana jest mutacjg dynamiczng. Muta-
cje dynamiczne to niedawno poznana grupa mutacji
wyrdzniajgca sie wieloma istotnymi cechami [13-16].
Raz zmutowana sekwencja ma znacznie wieksze szan-
se na dalsze mutacje niz sekwencja prawidtowa. Praw-
dopodobienstwo wydituzenia sekwencji jest tym wiek-
sze im wiecej mutacji juz przedtem zaszto. Wreszcie,
rozwdj patologicznego fenotypu nie jest zjawiskiem
jednoetapowym, a wrecz przeciwnie: zachodzi w ciggu
kilku pokolen, przechodzac od zupetnego braku ob-
jawoéw, poprzez objawy coraz ciezsze i wcze$niej
rozpoczynajagce sie w zyciu chorego, niekiedy az do
form letalnych.

W wiekszoéci choréb wywotywanych mutacjami
dynamicznymi w kolejnych pokoleniach obserwuje sie
nasilanie objawéw oraz coraz wczes$niejsze ich wy-
stepowanie w zyciu chorych. Zjawisko to, nazywane
antycypacja, niezgodne z tradycyjnymi prawami gene-
tyki Mendlowskiej, mozliwe jest wiasnie dzieki mole-
kularnej specyfice mutacji dynamicznych. Antycypacja
jest najwyrazniej widoczna wiasnie w DM. W innych
chorobach zazwyczaj zmienia sie tylko wiek wystgpie-
nia pierwszych objawdw, a w znacznie mniejszym
stopniu sam przebieg choroby.

Dystrofia miotoniczna nie byta pierwszg chorobg
genetyczng, w przypadku ktoérej wykazano, ze mutacja
ja wywotujagca ma charakter dynamiczny. Dzisiaj
znamy juz 13 takich jednostek chorobowych [17-19]:
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plasawice Huntingtona (ang. Huntingtons disease),
chorobe Kennedy’ego (ang. Kennedy’ disease albo
spinobulbar muscular atrophy), ataksje rdzeniowo-mo-
zdzkowe typu 1, 2, 3 i 6 (ang. spinocerebellar ataxias
— SC4s), ataksje Frydreicha, epilepsje wielouktadowg
z choreoatetorg (ang. dentatorubral-pallidoluysian
atrophy — DRPLA), chorobe Machado-Joseph’a (ang.
Machado-Joseph disease), dystrofie miotoniczng i wre-
szcie trzy zespoty zwigzane z famliwymi miejscami na
chromosomach: FRAXA (najczestszy, zwany czesto
skrétowo zespotem tamliwego chromosomu X — ang.
fragile X syndrome), FRAXE (drugi zespdt tamliwego
chromosomu X) i FRAL IB (zesp6t zwigzany z miejs-
cem tamliwym potozonym na autosomie 11).

Przypuszcza sie, ze jeszcze wiele innych chordb
dziedziczacych sie nietypowo moze by¢ spowodowa-
nych mutacjami dynamicznymi. Opracowuje si¢ no-
watorskie techniki, np. detekcja ekspansji powtdrzen
(repeat expansion detection — RED [20-23], czy PCR
z powtorzeniami tréjnukleotydowymi jako starterami
(ang. triplet repeat primed PCR — TP PCR [24-28])
pomagajace w poszukiwaniu nowych mutacji dynami-
cznych.

Istniejg jeszcze dwa miejsca famliwe zwigzane z am-
plifikacja, niepowigzane jednak z zadnym patologicz-
nym fenotypem: FRAXF (na chromosomie X)
i FRAL16A (na autosomie 16). Wszystkie miejsca tam-
liwe mogg by¢ indukowane in vitro w okre$lonych
warunkach hodowli.

Na poziomie molekularnym dotychczas poznane
mutacje dynamiczne polegajg na amplifikacji powto-
rzen tréjnukleotydowych. FRAXA, FRAXE, FRA 11B,
FRAXF — to powtorzenia (CCG)n. W ataksji Fryd-
reicha amplifikacji ulega tréjnukleotyd AAG. Wszyst-
kie pozostate zespoty (choroby neuromiesniowodege-
neratywne) sg natomiast powodowane przez rozsze-
rzone regiony (AGC)n. Pewnym problemem zwigza-
nym z sekwencjami tandemowo powtarzajagcymi sie
jest brak jednolitego sposobu zapisu powtarzajgcego
sie motywu. Kazda tréjke nukleotydowgq zapisa¢ moz-
na bowiem nawet na sze$¢ r6znych sposobéw. W ar-
tykule tym przyjeto, ze sekwencje zapisuje sie w kierun-
ku od 5 do 3'w kolejnosci alfabetycznej. Ten sposob
zapisu wydaje sie byé najbardziej poprawny, nie jest
jednak powszechnie stosowany w literaturze.

FRA16B — to niezwykta amplifikacja z 33-nukleo-
tydowym bogatym w pary AT minisatelitg jako motyw
ulegajacy powtorzeniu [29]. Niedawno wykazano, ze
inna minisatelitarna amplifikacja (minisatelita bogaty
w pary GC) jest zwigzana z postepujacg mioklonalng
epilepsja typu 1 (ang. progressive myoclonal epilepsy
type 1 — EPM1) [30]. Obydwie te mutacje nie sg
jednak w sensie dostownym mutacjami dynamiczny-
mi [31].

W DM region amplifikacji znajduje sie w regionie 3'
niekodujgcym genu kinazy miotoninowej (ang. myoto-
nin protein kinase — Mt-PK) [32-34]. Powtarzajacym
sie motywem jest sekwencja AGC. U zdrowej osoby
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liczha powtdrzen wynosi od 5do 30-35. Przekroczenie
granicy 30-35 powtdrzen oznacza premutacje, ktora
nastepnie stymuluje spontaniczne dodawanie kolej-
nych powtdrzen. Udowodniono pozytywna korelacje
miedzy liczbg dodatkowych powtdrzen, a ciezkoscig
choroby i wiekiem wystgpienia pierwszych objawéw.

Wyrdznia sie trzy formy DM:

a) forma pdzna (ang. late-onset form), w Kktdrej
obserwuje sie od 50 do 170 powtoOrzen; postaé ta jest
trudna do zdiagnozowania, objawy wystepuja p6zno
w zyciu chorego i sa nieswoiste (najbardziej charak-
terystyczny objaw to katarakta);

b) posta¢ dorosta (ang. adult-onset myotonic dys-
trophy): od 70 do 1300 powtérzen; rozpoczyna sie
zazwyczaj w wieku 20-25 lat; jest to klasyczna forma
choroby cechujgca sie zaburzeniami w pracy bardzo
wielu réznych tkanek i organoéw; charakterystyczne
objawy to: miotonia (stad nazwa choroby), zaniki
mieéni, zaburzenia pracy serca, przedwczesne tysienie,
zaburzenia umystowe (szczegdlnie we wczesnych przy-
padkach), zaburzenia endokrynologiczne, bezptod-
nos$¢ (szczegblnie u mezczyzn);

c) posta¢ poporodowa — najrzadsza (mniej niz
10% matek z forma dorosta rodzi dzieci tak powaznie
chore) [35] (ang. congenital form)', liczba powtdrzen
przekracza 500 i moze dochodzi¢ nawet do 4000;
bardzo ciezka choroba prowadzgca czesto do zgonu
tuz po porodzie w wyniku braku pracy miesni uczest-
niczacych w oddychaniu; w przeciwienstwie do formy
dorostej charakteryzuje sie ona hipotonig mie$niowa,
szczeg6lnie wyrazng tuz po porodzie: dziecko nie
wykonuje zadnych ruchow, czesto nie oddycha, nie jest
takze w stanie ssac i przetykaé; jesli (pod warunkiem
zapewnienia odpowiedniej intensywnej opieki medycz-
nej) dziecko przezyje, pojawia sie takze uposledzenie
umystowe (ktére nie jest tylko skutkiem poporodowej
hipoksji); w miare uptywu czasu tonus miesni po-
prawia sie, przechodzgc czesto w miotonig, moga
rozwinac sie takze inne objawy charakterystyczne dla
formy dorostej.

Jak wida¢ z przytoczonych powyzej danych ta samg
liczbe powtdrzen moga mieé osoby z réznymi formami
DM (np. wrodzonej i dorostej, dorostej i pdzniej).
W rzeczywisto$ci podane wielkosci to liczba powté-
rzen mierzona w DNA wyizolowanym z leukocytow
krwi (najczestszy materiat diagnostyczny), organizm
chorego jest natomiast mozaika komdrek o rdznej
dtugosci regionu zamplifikowanego. By¢é moze bar-
dziej informatywne bytyby wyniki badan DNA tkanki
miesniowej pobranej na drodze biopsji cienkoigtowej.
Metoda ta jest jednak bardziej inwazyjna i nie byta
dotychczas rutynowo stosowana w badaniach diag-
nostycznych. Opisana niedoktadnos$¢ zaleznoSci mie-
dzy iloscia powtdrzen regionu (AGC)n mierzong
w DNA izolowanym z krwi a przebiegiem choroby
poddaje w watpliwo$¢ warto$¢ prognostyczng testu
genetycznego. Niemniej jednak znaczenie tego testu
w diagnostyce roznicowej jest niepodwazalne.
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IV. Mechanizm patogenezy dystrofii miotoni-
cznej

Od momentu ustalenia korelacji miedzy fenotypem
dystrofii miotonicznej a amplifikacjg motywu AGC
w genie Mt-PK, trwajg intensywne badania zmierzajg-
ce do ustalenia mechanizméw rozwoju choroby. Nale-
zy od razu przyzna¢, ze do dzi$ nie rozwigzano tego
problemu w sposéb zadowalajacy.

Nie sposéb na obecnym etapie stwierdzi¢, czy w pa-
togenezie DM istotne znaczenie ma niedostatek funk-
cji Mt-PK. Mechanizm metylacji promotora analogi-
czny analogiczny do obserwowanego we FRAXA
zostal wykluczony. Nie obserwuje sie takze (mimo, ze
powtoérzenia (AGC)n DM osigga¢ moga olbrzymie
rozmiary ,,ztaman” chromosoméw. Wedtug niektd-
rych doniesief poziom biatka Mt-PK jak ipoziom jego
MRNA u ludzi chorych jest niezmieniony (jesli nie
wyzszy) w poréwnaniu z tkankami os6b zdrowych
[36-37]. Jednak inni badacze dochodzg do odmien-
nych wnioskéw demonstrujgc dane, z ktérych wynika,
ze zmniejszenie aktywnosci Mt-PK jest wprost propo-
rcjonalne do dtugosci regionu zamplifikowanego [38-
-44]. W istocie, zaobserwowano, ze region amplifikacji
w DM niezwykle silnie wigze sie do nukleosomoéw [45]
co moze wyjasnia¢ mechanizm zmniejszenia aktywno-
Sci transkrypcji (by¢ moze nie tylko Mt-PK, ale takze
innych blisko potozonych genéw).

Fenotyp dominujgcy choroby genetycznej jest jed-
nak zazwyczaj wynikiem zmiany funkcji biatka, a nie
jej utraty czy nadmiaru. Wiasnie ze zmiang funkcji
biatka mamy do czynienia w patogenezie kilku innych
autosomalnych dominujacych choréb spowodowa-
nych mutacjami dynamicznymi np.: zespotu Kenne-
dyego i plagsawicy Huntingtona. W chorobach tych
regiony powtdérzone kodujg dtugie odcinki zbudowane
zjednego aminokwasu: glutaminy. Przypuszcza sie, ze
nadmierne wydtuzenie tych wtasnie regionéw (spowo-
dowane amplifikacjg regionu powtdrzonego) zmienia
funkcje biatka nadajgc mu wiasciwosci toksyczne.
Dystrofia miotoniczna dziedziczy sie wtasnie w sposéb
autosomalny dominujgcy, co wskazywatoby na me-
chanizm zmiany funkcji biatka. Powszechnie uwaza
sie, ze mutacje w regionie niekodujgcym, a taka jest
mutacja w DM, nie mogg wptywaé na budowe biatka.
Jednak amplifikacja w 3' regionie niekodujgcym Mt-
-PK mogtaby mie¢ wptyw na tkankowo-specyficzny
proces sktadania genu, zaburzajgc ekspresje poszcze-
g6lnych izoform, albo nawet prowadzac do powstania
nowych. Brak dotychczas eksperymentalnego potwier-
dzenia tej hipotezy.

Myszy, ktére pozbawiono catkowicie Mt-PK (tech-
nika “knock out”) [46] przejawiaty zaledwie niewielkie
zmiany w umies$nieniu glowy i szyi, a i to tylko
w pdznym wieku. Podobnie myszy, ktérych komorki
produkowaty znacznie wiecej Mt-PK, nie byty dobrym
modelem ludzkiej DM. Obserwowano co prawda
kardiomiopatie oraz zwiekszong $Smiertelno$¢ tuz po
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urodzeniu, ale bez tak charakterystycznej dla DM
miotonii i dystrofii migéni szkieletowych. Z opisanych
doswiadczen wynika, ze myszy z prostym nadmiarem
albo brakiem funkcji genu Mt-PK nie sg adekwatnym
modelem ludzkiej DM.

Oczywiste jest, ze bardziej odpowiednim modelem
DM moga by¢ dopiero zwierzeta, u ktérych wprowa-
dzi sie jako wstawke (technika knock in) region
powtérzenia tréjnukleotydowego [47]. Takie modele
moga postuzy¢ nie tylko do testowania réznych me-
chanizméw patogenezy DM, w tym takze i koncepcji
niedostatku funkcji Mt-PK, ale tez do ustalenia czy
fenomen wydtuzania powtdrzenia (mutacji dynamicz-
nej) jest cechg wytgcznie genomu ludzkiego, czy tez
moze mie¢ miejsce takze u innych organizmoéw.

W biezacym roku powstaty pierwsze takie modele
DM u zwierzat, jednak wyniki badan nadal nie sg
jednoznaczne [48]. Skonstruowano a) mysz z duzg
wstawka zawierajacg Mt-PK (z 55 tréjnukleotydami
powtdrzenia) i dwa sasiednie geny: 59 i DMAHP (o
ktorych informacje bedg zamieszczone dalej w tekScie)
[49]; b) mysz z fragmentem genu Mt-PK i 162
powtérzeniami [50]. Wprowadzone powtdrzenia byty
niestabilne, ale amplifikacje (i to o raczej ograniczo-
nym zakresie) byly rzadkie, czasem nawet mniej liczne
niz przypadki skracania. Ponadto w zadnym przypad-
ku nie obserwowano objawéw typowych dla DM. Byé
moze wprowadzone regiony powtdrzenia byty zbyt
krotkie, albo tez wymagane jest oddziatywanie miedzy
obydwoma allelami Mt-PK: dzikim izmutowanym, co
nie ma miejsca w hemizygotycznych modelach trans-
genicznych.

Kolejng niewyjasniong kwestig jest udzial mito-
chondriow w patogenezie choroby. Niekiedy nawet
klasyfikuje sie DM jako jedng z choréb mitochondrial-
nych (wywotanych mutacjami mtDNA). Swiadczyé za
tym majg zaréwno ztozony fenotyp choroby jak ito, ze
forme wrodzong dziedziczy¢ mozna tylko od matki
(dziedziczenie matczyne — mitochondrialne). Wyka-
zano, ze podawanie pacjentom z dorostg formg dys-
trofii miotonicznej koenzymu Q10 (witaminy U) po-
woduje poprawe stanu chorego [51]. Postawiono
hipoteze, ze do wywotania formy wrodzonej oprécz
amplifikacji w genie Mt-PK konieczna jest réwniez
mutacja w mitochondrialnym DNA [52]. Takich
przypuszczen generalnie nie wspierajg jednak badania
mtDNA u chorych na DM [53], mimo ze nie brak
i potwierdzajacych obserwacji [54-57] (cho¢ dokona-
nych na raczej ograniczonej puli pacjentow).

Wedtug najnowszych hipotez molekularna patoge-
neza DM moze polegaé¢ na dwéch dalszych mechaniz-
mach. Po pierwsze, przyczyng mogg by¢ toksyczne
efekty odktadajgcych sie niedojrzatych transkryptow.
Udowodniono, ze jeSli w komorce obecny jest zmuto-
wany allel, to zaréwno transkrypty allelu zmutowane-
go jak i normalnego ulegajg znacznie wolniejszemu
dojrzewaniu (obnizony poziom RNA poliA+ przy
niezmienionym poziomie pierwotnych transkryptow)
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[58] oraz czesciowo odktadajg sie wjadrach komor-
kowych w postaci okluzji [59]. By¢ moze wiasnie te
ztogi uniemozliwiajag komdrkom petnienie prawidto-
wej funkcji. Je$li opisany mechanizm okazatby sie
prawdziwy, dystrofia miotoniczna stataby sie pierw-
szym znanym przyktadem choroby wywotanej domi-
nujacg zmiang funkcji na poziomie RNA.

Alternatywnym sposobem wyjasniania patogenezy
DM jest zatozenie, ze istotny jest tak naprawde inny
pobliski gen/geny, a nie sama (albo nie tylko sama)
Mt-PK. Koncepcja ta zaktada, ze amplifikacja moze
mie¢ wplyw na transkrypcje blisko lezacych gendw.
By¢ moze dzieje sie to wskutek zmian jakie sekwencja
(AGC)n wywotuje w strukturze DNA, czy tez obecno-
§ci bardzo duzej ilosci biatek wigzacych sie do tej
sekwencji, albo paradoksalnie na skutek ich braku
(efekt rozcienczenia: brak wystarczajgcej ilosci biatek
aby mdc zwigzaé sie z setkami nukleotyddéw sekwencji
powtdérzonej).

Genem, ktdry moze by¢ zwiagzany z patogenezg DM
jest tzw. gen 59 lezacy bardzo blisko (okoto 1100 par
zasad w kierunku 5 genu Mt-PK [60]. Gen 59 ulega
intensywnej ekspresji w tkance nerwowej i w jadrach
(w drugorzedowych spermatocytach faz VIII-XII), co
»2gadza” sie z objawami klinicznymi DM. Ekspresja
genu 59 w spermatocytach w czasie drugiego podziatu
mejotycznego oraz obecnos$¢ w jego sekwencji regio-
néw Swiadczacych, zejego biatkowy produkt moze by¢
zaangazowany w kontrole mejozy staty sie podstawg
do wysuniecia ciekawej hipotezy ttumaczacej dlaczego
przypadki poporodowej formy DM sg zawsze dzie¢mi
matek zforma dorostg DM (mezczyzni zformg dorosty
majg dzieci z formg dorostg, a nie poporodowag).
Zgodnie z tg hipoteza spermatocyty z bardzo silnie
zamplifikowanym regionem (AGC)n ulegajg eliminacji
na etapie drugiego podzialu mejotycznego, wiasnie
w wyniku braku aktywnosci genu 59 (natomiast zen-

Gen 59 Mt-PK DMAHP
25 kpz
v//
7 ¥//111/A  Wyspa CpG
r/ :
¥
OO0 Prawidtowy transkrypt

(AGC)n - nod 5 do 35

Ulega sktadaniu i ekspresji

v

Amplifikacja

Nieprawidtowy transkrypt
(AGC)n n>35

Pozostaje w jadrze komérkowym (?)

Nieprawidtowe sktadanie (?)

Ryc. 1. Region Mt-PK u cztowieka
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ska mejoza nie wymaga aktywnoS$ci tego genu). Rze-
czywiscie w plemnikach mezczyzn chorych na DM,
alleli o bardzo duzej liczbie powtdrzen po prostu nie
obserwuje sie. Jednoczesnie im ciezsza posta¢ choroby
mezczyzny, tym mniejsza jego ptodnosé (tym mniejszy
procent spermatocytéw ma odpowiednio ograniczony
region amplifikacji). Nalezy jednak podkresli¢, ze nie
ma ostatecznego potwierdzenia powyzszej hipotezy,
a opisywane roznice dziedziczenia DM od matki iojca
mozna prébowac ttumaczy¢ takze innymi zjawiskami
jak np.: pietnowaniem genetycznym (ang. imprinting),
czy tez r6znym zachowaniem sie powtdérzenia w czasie
zenskiej i meskiej mejozy.

Innym genem, ktory moze warunkowaé¢ DM jest gen
lezacy w kierunku 3' od genu Mt-PK: gen z kasetg
homeo zwigzany z locus DM (ang. DM-locus-associa-
ted homeodomain protein — DMAHP) [61]. Powtorze-
nia tréojnukleotydowe Mt-PK znajdujg sie wewnatrz
duzej wyspy CpG i jest prawdopodobne, ze zmiany
w jej strukturze majg wptyw na ekspresje genow
znajdujacych sie blisko w kierunku 3', a wiec np.
DMAHP. Jednoczes$nie jednak dotychczasowe bada-
nia nie wykazaty zmian profilu metylacji w zmutowa-
nych allelach DM [62]. Udato sie natomiast zademon-
strowac, ze duze amplifikacje zmniejszajg dostepnos$c
pobliskiego miejsca wrazliwego na DNAze I, co moze
Swiadczy¢ o zmniejszeniu aktywnosci transkrypcyjnej
3' od genu Mt-PK [63],

Ztozonos$¢ obrazu klinicznego DM wskazuje, ze
patogeneza tej choroby jest mechanizmem wielotoro-
wym, obejmujacym zaréwno efekt akumulacji niedo-
jrzatych transkryptow Mt-PK jak izaburzenia w eks-
presji genu 59, DMAHP lub jeszcze innych blisko
potozonych genéw. Wobec sprzecznych doniesiefi co
do ilosci mRNA oraz biatka Mt-PK u 0s6b chorych,
nie mozna takze wykluczy¢ efektu niedostatecznej
funkcji Mt-PK.

V. Niestabilno$¢ miedzypokoleniowa i soma-
tyczna

Zazwyczaj w kolejnych pokoleniach objawy dys-
trofii miotonicznej nasilajg sie lub choroba rozpoczyna
sie we wczesniejszym wieku. Zjawisko to, nazywane
antycypacja [64], niezgodne z tradycyjnym rozumie-
niem mechanizmoéw dziedziczenia chordb genetycz-
nych, przez wiele lat uwazane byto jedynie za artefakt.
Dopiero wyjasnienie molekularnego podtoza anty-
cypacji spowodowato akceptacje tego zjawiska przez
spoteczno$¢ naukowg. Na poziomie molekularnym
antycypacja wigze sie z wydtuzaniem dtugosci obszaru
(AGC)n, czyli dodawaniem kolejnych tréjek AGC.
Wydtuzanie obszaru (AGC)n zachodzi nie tylko mie-
dzy pokoleniami, ale takze w czasie zycia chorego
[65-68]. Oznacza to, ze w komdérkach osoby, ktéra
odziedziczyta zmutowany allel, w miare rozwoju or-
ganizmu mutacja ta pogtebia sie (dodawane sg coraz to
nowe powtorzenia AGC). Proces ten zachodzi zrdzng
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szybkos$cig w r6znych typach komérek (ze wzgledu na
réznice w szybkosci podziatow lub tez z innych nie
poznanych dotychczas przyczyn) tak, ze organizm
staje sie mozaikg komdrek o roznej dtugosci regionu
(AGC)n.

Istnieje wiele hipotez, za pomocg ktérych probuje sie
wyjasnia¢ zjawisko spontanicznej amplifikacji powé-
rzen trojnukleotydowych. Wielu badaczy widzi przy-
czyne tego zjawiska w specyficznej strukturze jakg
wedtug nich przyjmuja regiony powtorzen. Taka stru-
ktura miataby sprzyja¢ popetnianiu biedéw przez
polimeraze DNA, wptywajagc bezposrednio na nig
sama, badz dziatajagc posrednio — poprzez interakcje
z innymi biatkami aparatu replikacji. Efekt ten miatby
jednak wystepowaé dopiero po przekroczeniu pewnej
krytycznej liczby powtdrzen (w przypadku dystrofii
miesniowej okoto 30-35 powtdrzen). U podstawy sa-
mego procesu lezataby zatem pramutacja, ktora staje
sie przyczyng nastepujacego ciggtego wydtuzania re-
gionu powtdrzen. Koncepcja ta nie wyklucza dodat-
kowego wplywu blizej nieokre$lonych biatek, ktére
oddziatujgc z regionem amplifikacji mogtyby w pewien
spos6b stymulowac ,,pomyitki” polimerazy. Opisano
juz kilka biatek wiazacych sie do regiondw powtdrzen
trojnukleotydowych [69, 70]. Cze$¢ z nich wigze sie
specyficznie tylko z obszarem powtérzen konkretnego
tréjnukleotydu. Wykryto takze pewne cytoplazmaty-
czne biatko, ktére oddziatywuje specyficznie z sekwen-
cja (CUG)n w mRNA genu Mt-PK [71],

Istniejg juz przestanki doswiadczalne potwierdzaja-
ce istnienie alternatywnych struktur 2-rzedowych
w obszarze powtdrzen (AGC)n i (CCG)n [72-75].
Nadano im nazwe S-DNA (od ang. slipped DNA).
Stwierdzono, ze takie struktury powstajg wydajnie
dopiero po przekroczeniu krytycznej dtugosci obszaru
powtdrzen, sg stabilne w fizjologicznej temperaturze
oraz warunkach jonowych, sg wrazliwe na nukleaze
specyficznie hydrolizujgcg ssDNA (co wskazuje na
wystepowanie obszardw niesparowanych) oraz wyka-
zujg znacznie zwiekszong ruchliwos$¢ elektroforetycz-
ng w warunkach niedenaturujgcych. Udato sie takze
wykazaé [76] w uktadzie in vitro, ze badane polimerazy
DNA (fragment Klenowa polimerazy |, polimeraza
beta cztowieka oraz modyfikowana polimeraza DNA
faga T7 — sekwenaza) moga ulegaé przejSciowemu
zatrzymaniu w trakcie replikacji sekwencji (AGC)n
i (CCG)n. Prawdopodobnie pauzy te powodowane sg
przez regiony S-DNA i to wiasnie w ich trakcie
zatrzymana polimeraza syntetyzuje dodatkowe po-
wtorzenia tréjnukleotydowe.

Dane z doSwiadczen badajacych sprzezenie mutacji
w DM z okresSlonym haplotypem chromosomu 19 [77]
przyczynity sie do postawienia hipotezy o wystepowa-
niu w przypadku DM tzw. efektu zatozyciela. U okoto
30% o0s6b z DM chromosom, ktéry zawiera zmutowa-
ny allel posiada unikalny wzér RFLP, wsréd normal-
nej populacji wystepujacy z minimalng czestoScig
0.000015. Pacjenci z DM znacznie czeSciej posiadajg
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lezacg w poblizu genu Mt-PK insercje (1000 pz.
insercyjno-delecyjny polimorfizm Alu) niz wynikato-
by to z obliczeA statystycznych [78]. Jednoczes$nie
wstawka ta uznawana jest za polimorfizm nie majacy
zadnego wpltywu na patologiczny fenotyp DM. Podo-
bne badania prowadzone na kontynencie afrykanskim
[79] oraz w Japonii [80] daly poréwnywalne wyni
ki, co moze sugerowaé istnienie jednego zatozyciela
wspoOlnego dla Afryki, Euroazji i innych obszarow.
Jest jednak takze mozliwe, ze opisany haplotyp
w pewien sposéb sprzyja powstawaniu mutacji (pre-
mutacji) DM.

W literaturze mozna odnalez¢ doniesienia o miedzy-
pokoleniowej redukcji dtugosci powtdrzenia (AGC)n
[77]. Poczatkowo sadzono, ze wyniki te moga by¢
jedynie artefaktami. Badanie dtugosci regionu zampli-
fikowanego w DNA izolowanym z krwi nie dostarcza
bowiem pewnych informacji o dtugosci tego regionu
w innych tkankach, ani nawet o $redniej wielkos$ci we
wszystkich komorkach (konsekwencja niestabilnosci
somatycznej). Ponadto przypadki stwierdzenia regresji
dotyczyty gtéwnie dziedziczenia ojcowskiego, mogty
wiec byC¢ takze konsekwencjg selekcji pozytywnej
spermatocytéow z krotkimi regionami powtdrzonymi.
Obecnie jednak uznaje sie, ze przynajmniej czesé
przypadkow redukcji jest faktem [81], gdyz redukcje
zaobserwowano takze w czasie bezposredniego bada-
nia pojedynczych spermocytéw (ang. single-sperm ty-
ping [82]).

VI. Uwagi koncowe

Dystrofia miotoniczna jest dla badacza jedng z naj-
ciekawszych choréb powodowanych mutacjg dynami-
czng. W zadnej innej z tych choréb nie jest tak silnie
zaznaczona zalezno$¢ miedzy dtugoscia amplifikowa-
nego odcinka a nasileniem i czasem wystgpienia ob-
jawow. Zadna inna z tych chordb nie cechuje sie tak
réznorodnym i ztozonym patologicznym fenotypem.
Amplifikacja DNA w DM moze osiagga¢ ogromne
rozmiary, przy czym komorki chorego tworzg zréz-
nicowana mozaike alleli. By¢ moze DM jest réwniez
pierwszym przyktadem mutacji dominujgcej na pozio-
mie RN A. Nie wyjasnione sgjeszcze doktadnie mecha-
nizmy patogenezy, réznic w sposobie przekazywania
choroby przez matke i ojca, przyczyny fenomenu
spontanicznej amplifikacji. Fakty te czynia z DM
bardzo interesujgcy model genetyczny. Jednoczesnie
DM to jedna z najczestszych choréb monogenowych,
najczestsza forma dystrofii u dorostych. Jej diagnos-
tyka jest stosunkowo trudna, co wskazuje na potrzebe
wspoétpracy miedzy lekarzami a genetykami molekula-
rnymi w celu postawienia prawidtowego rozpoznania.

Nalezy spodziewac sie dalszego szybkiego postepu
badan nad dystrofig miotoniczng i innymi chorobami
wywotywanymi mutacjami dynamicznymi, z nacis-
kiem na konstruowanie odpowiednich modeli zwierze-
cych. Uzyskane odpowiedzi mogg rzuci¢ nowe $wiatto
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nie tylko na problem mutacji dynamicznych, ale takze
0og6lnej niestabilnosci sekwencji minisatelitarnych
—zaréwno u 0séb zdrowych, u chorych z EPM1 jak
i w pewnych typach nowotworow.
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Wykaz stosowanych skrétéw: PG — proteoglikany; GAG
— glikozoaminoglikany; KS — siarczany keratanu; HS
— siarczany heparanu; H — heparyny; ChS — siarczany
chondroityny; DS — siarczany dermatanu; HA — kwas
hialuronowy ; HSPG — proteoglikany heparanosiarczano-
we; EGF — naskdérkowy czynnik wzrostowy; FGF
1i2— czynniki wzrostowe fibroblastéw; TGF (@— transfor-
mujacy czynnik wzrostowy @3 11-3 — interleukina 3; GM-
-CSF — czynnik stymulujacy kolonizacje makrofagow i gra-
nulocytow.

Proteoglikany (PG) sa heterogenng grupag gliko-
protein, produkowanych prawdopodobnie przez
wszystkie komorki zwierzece [1, 2]. Czasteczki te
wystepujg zar6wno w obrebie komorek, jak i w prze-
strzeni pozakomaérkowej [1,2]. PG znajduje sie w ziar-
nistosciach wydzielniczych oraz w btonach komor-
kowych [2-5]. W lokalizacji pozakomorkowej, proteo-
glikany stanowig istotny komponent substancji pod-
stawowej macierzy zewnatrzkomarkowej, wystepujac
réwniez w wyspecjalizowanych strukturach tej macie-
rzy — btonach podstawnych [1,2,6-8]. Réznorodnos$¢
lokalizacji, pewne cechy struktury (wysoka gestos¢
tadunku elektrycznego czesci cukrowej) czy tez wy-
stepowanie na okres$lonych etapach réznicowania tka-
nek i narzadow, wskazujg na petnienie przez proteo-
glikany wielu réznych funkcji — od zapewnienia
tkankom sprezystosci — do uczestniczenia w proce-
sach proliferacji i ré6znicowania [1-3, 9].

1Dr, 2prof., Katedra i Zaktad Chemii Klinicznej i Diagnos-
tyki Laboratoryjnej, Slagska Akademia Medyczna, ul. Jagiel-
loriska 4, 41-200 Sosnowiec, 3lek. med., Oddziat Urazowo-
-Ortopedyczny, Szpital Miejski nr 1, ul. Zegadtowicza 3,
41-200 Sosnowiec
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I. Budowa proteoglikanow

1-1. Struktura komponentéw glikozoaminoglika-
nowych

Proteoglikany zbudowane sg z biatkowego rdzenia,
do ktoérego, za posrednictwem wigzan O- lub
N-glikozydowych, przytaczone sg oligosacharydy oraz
rézna liczba ‘tancuchow glikozoaminoglikanow
(GAG). PG moga posiada¢ od 1do nawet 100 i wiecej
tancuchéw GAG [2, 9], bedacych liniowymi, nieroz-
gatezionymi heteropolisacharydami, nalezagcymi do
jednej z ponizszych klas: glikanéw heparanowych,
keratanowych lub chondroityno-dermatanowych
[10]. W ostatnich latach, w polskim piSmiennictwie,
ukazato sie kilka artykutow, omawiajagcych budowe
glikozoaminoglikanéw, tworzacych proteoglikany
[11, 12]. Stad, w niniejszym rozdziale, zdecydowano
sie zwroci¢ uwage tylko na najwazniejsze cechy struk-
tury wspomnianych skitadnikéw PG. Podstawowg
jednostkg strukturalng GAG jest naprzemiennie po-
wtarzajacy sie disacharyd [1, 2, 9,13]. W zaleznosci od
klasy glikanu, disacharyd 6w sktada sie (Ryc. 1)z reszty
jednej z nastepujacych heksozoamin: N-acetylogalak-
tozoaminy (glikany chondroityno-dermatanowe),
N-acetyloglukozoaminy (glikany heparanowe i kera-
tanowe) lub N-siarczanoglukozoaminy (glikany hepa-
ranowe) oraz — z reszty kwasu heksuronowego (D-
-glukuronowego lub L-iduronowego) (glikany hepara-
nowe i chondroityno-dermatanowe) albo galaktozy
(glikany keratanowe) [1, 2, 9, 13]. Omawiana disacha-
rydowa podjednostka moze zawiera¢ do 3 reszt siar-
czanowych [9, 13]. Siarczanowaniu podlegajg przede
wszystkim reszty heksozoaminy: N-acetylogalaktozo-
amina przy 4 lub/i 6 atomie wegla, a glukozoamina

POSTEPY BIOCHEMII 43(3), 1997



Coo O

O\/‘
HO OR

Ry

o HO NH C

CHO O
R gdzie: R=HIlub S03'

>4)-3-D-GiepA(1->4)a-D-GIgNR 41—

o \c§p
HO OR

o

Ri =CH3CO IlubSso03
Ry

0 HO NH o]

7 CHO 'o/

>4)-c-LAdopA-(1—> 4 -D-GIgNR (1

gdzie: R=HIlubS03

»3)-3-D-Gaip( > 4)-p-D-GlcpNAc-(1—»

c)
R
Ryc. 1. Disacharydowe podjednostki, budujace CHO 0

tanicuchy glikozoaminoglikanowe pro- o
teoglikanéw: ; Qo _o C\/-
a) heparanosiarczanowych i heparyno- o \/__ NH
wych, HO OH COCH,4
b) keratanosiarczanowych,
¢) chondroityno-dermatanowych; *4)$-D-GepA(1-»3H-D-GaNACc(t-» gdzie: R=HIlubS03
Galp — galaktoza (forma piranozowa),
GalpNAc — N-acetylogalaktozoamina R R
(forma piranozowa), GlcpA — kwas 0
glukuronowy (forma piranozowa), L Q0.0 o
GlcpNAc — N-acetyloglukozoamina (o] CV_
(forma piranozowa), GlcpNSO03 i NH
— N-siarczanoglukozoamina (forma U HO@ O—R COCH,

piranozowa), ldopA — kwas iduronowy
(forma piranozowa).

przy atomie azotu grupy aminowej i/lub przy 6 atomie
wegla (Ryc. 1). Wystepowanie N-siarczanowanej glu-
kozoaminy, siarczanowanej jednocze$nie przy 3 ato-
mie wegla, jest rzadkie i ograniczone do pentasachary-
dowej sekwencji, obecnej w niektorych populacjach
glikanow heparanowych iswoiscie wigzgcej antytrom-
bine 111 [9, 14]. Siarczanowaniu moga podlegac takze
reszty galaktozy, wystepujagce w koAcowych partiach
tancuchéw keratanowych oraz — wystepujace w pozo-
statych typach omawianych tu glikanow — reszty
kwasoéw heksuronowych [2, 9, 13,15, 16]. Posrdd tych
ostatnich, najcze$ciej siarczanowanie dotyczy reszt
iduronianowych, w pozycji przy 2 atomie wegla [2, 9,
13], Reszty glukuronianowe, siarczanowane przy
2 atomie wegla znaleziono w siarczanach heparanu,
wystepujacych wjadrach hepatocytow [17]. Obecnos$é
znacznej liczby grup siarczanowych i karboksylowych
sprawia, ze tancuchy GAG sg polianionami o duzej
gestosci tadunku elektrycznego [2, 9].

Skiadniki glikanowe PG sg w znacznej mierze
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> 4)-o-LAdopA-(1-» J$-D-GaliNAC-(1-—»

odpowiedzialne za ogromna heterogennosé tych czas-

teczek, co jest spowodowane [2]:

1 rézng liczba tancuchow glikanowych tego samego
rodzaju, przylgczonych do jednego typu biatka
rdzeniowego;

2. rézng dtugoscig tancuchdw glikanowych tego same-
go rodzaju, przytgczonych do jednego typu biatka
rdzeniowego;

3. zmienng zawarto$cig i réznym rozmieszczeniem
w tancuchach cukrowych tej samej klasy GAG reszt
siarczanowych i iduronianowych;

4. mozliwoscig wystepowania jednego typu biatka
rdzeniowego w potgczeniach z tancuchami GAG,
nalezagcymi do réznych Klas.

W czasteczkach proteoglikanéw taincuchy glikano-
we potaczone sg z biatkami rdzeniowymi za posrednic-
twem tzw. regionu +tgczacego. W proteoglikanach
heparanowych i chondroityno-dermatanowych odci-
nek ten zawiera cztery reszty cukrowe: ksyloze, 2 reszty
galaktozy i kwas glukuronowy [1, 2, 9]. W proteo-
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glikanach keratanowych region tgczacy sktada sie z wie-
lu reszt sacharydowych, obejmujgcych fukoze, galak-
toze, mannoze, glukozoamine i kwas N-acetyloneura-
minowy [15, 16, 18]. Poniewaz wspomniany odcinek
— w przypadku proteoglikanéw keratanowych — wy-
stepuje w dwéch odmianach, réznigcych sie struktura,
wyrdznia sie dwa rodzaje siarczan6w keratanu: rogow-
kowy (KS 1) i szkieletowy (KS 1I), [15, 16, 18].

Do glikozoaminoglikanéw heparanowych zalicza
sie siarczany heparanu (HS) i heparyny (H). Pierwsze
z nich, o masach od 14 do 100 kDa [19, 20], wystepuja
gtéwnie jako sktadniki proteoglikanow bton komér-
kowych, stanowigcych zaréwno czasteczki przezhto-
nowe, jak i potaczone z bionag przez glikozylofos-
fatydyloinozytol [3, 21, 22]. Proteoglikany heparano-
siarczanowe spotyka sie takze w substancji podstawo-
wej macierzy zewngtrzkomdrkowej oraz w wyspec-
jalizowanych strukturach tej ostatniej — btonach
podstawnych. [7, 8, 19].

Wystepowanie kowalencyjnych potaczen heparyn
z biatkami ograniczone jest do ziarnisto$ci wydziel-
niczych komorek tucznych i bazofili [2, 5, 9, 19]. Do
przestrzeni pozakomorkowej, heparyny wydzielane sg
jako tancuchy glikozoaminoglikanowe o masach od
5do 40 kDa [9, 20, 23].

Wspdlng i charakterystyczng cechg glikanéw hepa-
ranowych jest domenowa budowa tancucha cukrowe-
go [19, 24]. Obok réznej dtugosci obszaréw ubogosia-
rczanowanych, ztozonych przede wszystkim z reszt
N-acetyloglukozoaminy i kwasu glukuronowego, wy-
stepujag fragmenty tancucha zawierajace gtownie reszty
N-siarczanowanej glukozoaminy i kwasu iduronowe-
go. Oba typy reszt cukrowych sg przy tym czesto
siarczanowane. W siarczanach heparanu przewazajg
domeny zawierajagce kwas glukuronowy, za$ reszty
glukozoaminy sg N-siarczanowane i N-acetylowane
w zmiennych proporcjach. W tancuchach heparyn
natomiast, dominujg bogatosiarczanowane obszary,
zbudowane z reszt N-siarczanowanej glukozoaminy
(co najmniej 80% reszt glukozoaminy wystepuje wias-
nie w tej formie), zas okoto 70% wszystkich reszt
kwaséw heksuronowych reprezentuje kwas idurono-
wy [2, 20].

Glikany keratanosiarczanowe (KS), o masach od
2 do 20 kDa, wystepuja w organizmach zwierzat
w postaci proteoglikandw, zlokalizowanych gtéwnie
w macierzy zewnatrzkomdérkowej [18, 25], Précz reszt
N-acetyloglukozoaminy i galaktozy, w niektdérych
tancuchach KS stwierdzono takze wystepowanie reszt
fukozy, potgczonych wigzaniem 1->3 z resztami wy-
mienionej wyzej heksozoaminy [25].

Stopien siarczanowania disacharydowych podjed-
nostek KS jest zalezny od ich pozycji w tafdcuchu
cukrowym [15, 16]. Sekwencje te, zlokalizowane w po-
blizu regionu taczacego, nie majg grup siarczanowych.
W disacharydach rozmieszczonych w $srodkowej czesci
tancucha stwierdza sie wystepowanie 6-O-siarczano-
wanej N-acetyloglukozoaminy. Sekwencje koricowe
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majg dwie reszty siarczanowe — przy 6 atomie wegla
N-acetyloglukozoaminy i galaktozy.

Glikany chondroityno-dermatanowe obejmujg
chondroityno-4- i -6-siarczany (Ch-4-S i Ch-6-S) oraz
siarczany dermatanu (DS). Glikany te sg szeroko
rozpowszechnione w organizmach zwierzecych, gtow-
nie w postaci proteoglikanow macierzy zewnatrzko-
mérkowej [6, 26,27]. Tym niemniej sq tez i takie, ktére
stanowig skiadniki bton komoérkowych — np. big-
likan, betaglikan, syndekanl czy CD44 [26, 28-31].
Siarczany dermatanu najczesciej wchodza w skiad
matych proteoglikanéw, zawierajagcych od 1-2 do
8 tancuchdw glikanowych, o masach od 15do 55 kDa
[32]. Siarczany chondroityny sg natomiast sktadnika-
mi zar6wno matych, btonowych jak i bardzo duzych,
agregujacych PG macierzy [1, 27, 28, 30, 31]. Ostatnie
z wymienionych czasteczek cechuja sie obecnoscig od
20 do 100 tancuchéw ChS o masach od 15 do 70 kDa
[27, 32]. Stosunkowo czesto proteoglikany zawierajg-
ce glikany chondroitynowe, posiadajg jeszcze inny typ
tancuchéw GAG — siarczany heparanu (np. beta-
glikan, CD 44, niektére syndekany) lub siarczany
keratanu (np. agrekany) [1, 27-31].

Podstawa podziatu glikanéw chondroitynowych na
chondroityno-4- i -6-siarczany jest dominujacy w ob-
rebie tancucha cukrowego sposob siarczanowania
reszt N-acetylogalaktozoaminy. Siarczany chondro-
ityny zawierajg disacharydowe podjednostki gtéwnie
z resztami kwasu glukuronowego i tylko niewielkie
ilosci (nie wiecej niz 10%) disacharyddw z resztami
iduronianowymi [10]. Siarczany dermatanu nato-
miast moga zawiera¢ od 10 do 90% disacharydow
iduronianowych [10]. Podjednostki te mogg by¢ zblo-
kowane w postaci obszaréw o réznej dtugosci badz tez
wystepowac pojedynczo, w otoczeniu disacharydow
zresztami glukuronianowymi [33]. Takie kopolimery-
czne strefy czesto zawierajg naprzemiennie utozone
disacharydy iduronianowe iglukuronianowe [33, 34].
Badania Franssona [35] wskazujg jednak, ze
pozycje 1-3, 8-9 i 25, w poblizu redukujacego konca
tancuchéw dermatanosiarczanowych, sg rezerwowane
wytacznie dla disacharyddw z resztami glukuroniano-
wymi. Disacharydowe podjednostki siarczanéw der-
matanu zawierajg ponadto reszty N-acetylogalaktozo-
aminy, siarczanowane gtéwnie przy 4 atomie wegla [2,
13, 35].

1-2. Struktura czesci biatkowej proteoglikanéw

Biatka, stanowigce rdzen czasteczek PG, sgq hetero-
genng grupa zwigzkéw. Mimo, ze poznano juz struk-
ture pierwszorzedowg wielu z nich, to nadal nie
wiadomo, dlaczego jedne biatka tworzg proteoglikany,
a inne nie — mimo posiadania potencjalnych reszt
akceptorowych dla tancuchéw glikozoaminoglikano-
wych. W obrebie biatek rdzeniowych akceptorami
pierwszej reszty cukrowej regionu #gczgcego, inicjujg-
cej synteze tancucha GAG, sa:
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1 reszta serylowa — w przypadku proteoglikandw
heparanowych i chondroityno-dermatanowych oraz
proteoglikan6w keratanowych o typie szkieletowym
[1,2,13,16, 36],

2. reszta treonylowa — w przypadku proteoglika-
noéw keratanowych o typie szkieletowym [16, 36],

3. reszta asparaginylowa — w proteoglikanach
keratanowych o typie rogéwkowym [16, 36].

Przynajmniej w odniesieniu do PG heparanosiar-
czanowych i chondroityno-dermatanowych, ktérych
synteze poznano najlepiej, nie wykazano, by reszta
akceptorowa byta czeScig szczegdlnej sekwencji tan-
cucha polipeptydowego, rozpoznawanej przez ksylo-
zylotransferaze — enzym rozpoczynajacy synteze cze-
Sci glikanowej [2]. Badania wykazaty jednak, ze reszty
serylowe, znajdujace sie w obrebie obszaréw o struk-
turze (3 sq szczegdlnie czesto podstawiane tancuchami
glikozoaminoglikanowymi [2]. Précz fragmentow,
wigzacych tancuchy GAG, biatka rdzeniowe proteo-
glikandéw, charakteryzujgce sie czesto szczegdlng, tzw.
modutowg strukturg, posiadajg takze obszary petnigce
i inne funkcje. Budowa cze$ci biatkowej stata sie
podstawg klasyfikacji PG, zaproponowanej przez
Kjellen i Lindhal [2]. Badacze ci wyroznili
nastepujace rodziny proteoglikandéw.

1 duze, zewnatrzkomdrkowe proteoglikany chondro-
itynosiarczanowe, zdolne do agregacji z kwasem
hialuronowym (HA),

2. mate proteoglikany o biatkach rdzeniowych, szcze-
golnie zasobnych w reszty leucyny,

3. duze proteoglikany heparanosiarczanowe, wyste-
pujace w macierzy zewnatrzkomérkowej i btonach
podstawnych,

4. proteoglikany bton komoérkowych, reprezentujace
rodzine syndekandw,

5 wewnatrzkomorkowe proteoglikany serglicylowe.
Przedstawicielami pierwszej z wymienionych grup

PG sa: agrekany — proteoglikany chondroityno-kera-

tanowe chrzastki [1, 27], wersikany — proteoglikany

chondroitynosiarczanowe, produkowane przez fibro-
blasty skory, tozyska oraz miesnie gtadkie naczyn
krwionosnych [37, 38], a takze neurokany i brewikany

— proteoglikany chondroitynosiarczanowe tkanki ne-

rwowej [39,40]. Wymienione wyzej czgsteczki charak-

teryzuja sie znaczng homologig struktury N-

i C-konnicowych czesci biatek rdzeniowych, przy jedno-

czesnym wystepowaniu duzych réznic w budowie

odcinkéw, usytuowanych centralnie i wigzacych tan-
cuchy glikanowe [27, 38-42], Niektore ze wspomnia-
nych wyzej czterech typow proteoglikanbw moga
wszakze wystepowaé w formie czasteczek, zawieraja-
cych niekompletny obszar wigzacy tancuchy glikano-
we (wersikany) [38, 43] lub tez w postaci molekut
pozbawionych tej czesci biatka rdzeniowego (wer-
sikany i brewikany) [38, 43,44]. Wszystkie cztery typy

PG majg na N-koncu domene globularng, umoz-

liwiajgca im tworzenie agregatow z kwasem hialurono-

wym (Ryc. 2a) [27, 38-44]. Domena ta zawiera frag-
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ment o strukturze immunoglobulino-podobnej oraz

dwie petle tancucha polipeptydowego, tworzace tzw.

uktad tandemowego powtdrzenia (tandem repeat) [38,

39, 41-45]. Uktad 6w bezposrednio oddziatywuje z de-

kasacharydowym fragmentem czasteczki kwasu hialu-

ronowego [27]. Region o strukturze Ig-podobnej
stabilizuje te oddziatywania [45]. W stabilizacji agre-
gatéw agrekandéw z HA wspdétuczestniczy takze tzw.
biatko tgczace (link protein) [27, 45]. Biatko to, a takze
jedna z domen biatka rdzeniowego CD44 — czaste-
czki, grajagca role receptora powierzchniowokomor-
kowego dla HA [30, 46], majg budowe bardzo podob-
na do opisanej wyzej, N-koricowej domeny globularnej

PG [45, 47]. Biatka rdzeniowe agrekandw zawierajg

powtdrzony uktad dwoch petli fancucha polipeptydo-

wego, tworzacy tzw. domene globularng G 2 (ryc. 2a)

[41, 48]. Interesujgce jest, ze struktura ta nie od-

dziatywuje z HA [48],

Wszystkie cztery typy PG, nalezgce do omawianej tu
grupy, posiadaja w C-koncowym regionie biatka rdze-
niowego domene globularng, zwykle ztozong z trzech
rodzajéw modutéw, sasiadujacych ze sobg w tancuchu
polipeptydowym (ryc. 2a) [38, 39, 41-44], Obejmujg
one:

1 modut o sekwencji podobnej do naskérkowego
czynnika wzrostowego (EGF). W obrebie agreka-
néw wystepuje on dwukrotnie badz pojedynczo, lub
tez ulega delecji — na etapie potranskrypcyjnej
obrobki mRNA [41]. Biatka rdzeniowe brewika-
néw maja natomiast jeden, za$ wersikandéw ineuro-
kanéw — dwa takie motywy [39, 42-44],

2. modut podobny do lektyny, wyizolowanej z watro-
by kurczat — wykazuje on niskie powinowactwo do
fukozy i galaktozy [49],

3. modut o strukturze podobnej do biatka regulujgce-
go czynnos$¢ dopetniacza [38, 39, 41-44].
Obecno$¢ domeny globularnej, o przedstawionej

wyzej strukturze sprawia, ze omawiana tu grupa PG

wykazuje podobienstwo do LEC-CAM — czasteczek

biorgcych udziat w zjawisku adhezji komdrek [1, 2].
Druga grupa proteoglikanéw, wg klasyfikacji

Kjellen i Lindhal [2], obejmuje 5 matych

proteoglikanéw, wystepujgcych gtoéwnie w macierzy

zewnatrzkomorkowej: dekoryne, biglikan, epifikan,
fibromoduline i lumikan. Trzy pierwsze PG posiadajg

1 (dekoryna) lub 2 (biglikan i epifikan) tancuchy

dermatanosiarczanowe lub rzadziej — chondroityno-

siarczanowe, przytgczone do N-koricowego regionu
biatka rdzeniowego [50-53]. Dekoryna jest szeroko
rozpowszechniona w tkankach — wyizolowano jg ze
skory, rogédwki, aorty, Sciegien, chrzastek oraz miesni
[6, 26, 50-52, 54, 55], Biglikan wystepuje w roznych
typach chrzastki i tkance kostnej [6, 26, 50]. Jest on
takze syntetyzowany przez keratynocyty, komorki
$rodbtonka naczyniowego i komdérki mezangium ne-
rek [26, 56]. Epifikan znaleziono natomiast w chrzast-
ce nasadowej kurzych embrionéw [53], Fibromoduli-
na i lumikan to proteoglikany keratanosiarczanowe,
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Schemat struktury biatek rdzeniowych:

a) proteoglikanéw agregujacych z kwasem hialuronowym
(wedtug [44], zmodyfikowany),

b) matych proteoglikanéw macierzy zewnatrzkomorkowej
(wedtug [44], zmodyfikowany),

c) perlekanu (wedtug [44], zmodyfikowany),

d) agryny (wedtug [44], zmodyfikowany),

e) syndekanoéw (wedtug [28] i [31], zmodyfikowany).
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0 5tancuchach glikanowych, z ktérych 4 sg przytaczo-
ne do centralnej, za§ 1 do C-koncowej czesci biatek
rdzeniowych [, 44, 57]. Fibromodulina wystepuje
w tkankach istrukturach szczegélnie zasobnych w ma-
cierz kolagenowg — w rdznych typach chrzastek
1sciegnach [6, 44, 57]. Lumikan wyizolowano nato-
miast z rogowki, watroby, miesni i chrzastek [6, 44,
126, 129].

Cechg charakterystyczng biatek rdzeniowych ma-
tych PG jest obecno$¢ w centralnej czesci tancucha
polipeptydowego — wedtug lozzo i Murdocha
[44] — 8 (epifikan) lub 10 (pozostate typy PG)
powtorzen 24-aminokwasowej sekwencji, zawierajacej
naprzemiennie utozone reszty hydrofobowe i hydro-
filowe (Ryc. 2b). W obrebie wspomnianej sekwencji
wystepujg — konserwatywnie rozmieszczone — reszta
asparaginy i od 3 do 4 reszt leucyny [6, 53, 58-63].
Badania konformacji inhibitora RN-azy, posiadajgce-
go w obrebie czasteczki sekwencje podobne do wyzej
opisanych, sugerujg, ze biatka rdzeniowe matych PG
powinny przyjmowac ksztatt podkowy [44]. | rzeczy-
wiscie, wystepowanie skitadnika biatkowego o takiej
formie stwierdzono dla dekoryny i fibromoduli-
ny/lumikanu [64]. Wydaje sie, ze zdeterminowany
obecnoscig powtarzajacych sie sekwencji bogatych
w leucyne, ,podkowopodobny” ksztatt czasteczki,
z a helikalnymi fragmentami fancucha polipeptydowe-
go na zewnetrznym obwodzie oraz z— antyréwnoleg-
le utozonymi — odcinkami o strukturze P, tworzgcymi
krzywizne wewnetrzng, nadaje owej molekule znaczng
konformacyjna elastycznos$¢ i szczegélnie predysponu-
je ja do uczestnictwa w silnych oddziatywaniach typu
biatko: biatko [44, 64]. Wykazano na przykiad, ze
czwarta i pigta sekwencja powtdrzen, bogatych w leu-
cyne, biorg udziat w interakcjach dekoryny z kolage-
nem typu | [65]. Fragmenty taricucha polipeptydowe-
go, o duzej zawartosci leucyny, uczestniczg takze
w oddziatywaniach dekoryny i biglikanu z transfor-
mujacym czynnikiem wzrostowym P [66].

Klasycznym przedstawicielem trzeciej grupy PG,
w klasyfikacji Kjellen i Lindahla [2], jest
perlekan. Wydaje sie jednak, ze takie cechy, jak
pozakomorkowa lokalizacja, typ posiadanych tancu-
chéw glikanowych czy pewne strukturalne wiasciwo-
sci biatka rdzeniowego, pozwalajg tu zaliczyé takze
agryne.

Perlekan, wystepujacy gtdwnie w btonach podstaw-
nych, jest proteoglikanem przede wszystkim hepara-
nosiarczanowym, cho¢ moze takze wystepowaé w for-
mie hybrydy heparano-dermatanowej czy tez — bar-
dzo rzadko — w postaci czasteczki wytgcznie z fan-
cuchami chondroitynosiarczanowymi [7, 8, 67]. Biat-
ko rdzeniowe perlekanu ma bardzo duzg mase (ok. 460
kDa) i skomplikowang strukture, stanowigcg ztozenie
pieciu domen (Ryc. 2c) [44, 68]. Domena I, znajdujgca
sie na N-koncu, obejmuje fragment wigzacy do 3 tan-
cuchdéw glikanowych oraz fragment okre$lany mianem
modutu SEA, wystepujacy takze m.in. w agrynie
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i nadzorujacy prawdopodobnie wiasciwg glikozylacje
czasteczki biatkowej. Domena Il biatka rdzeniowego
perlekanu, z duza iloscig reszt cysteiny, wykazuje
znaczne podobieristwo do receptora lipoprotein o nis-
kiej gestosci. Domena Ill, homologiczna z tacuchem
A lamininy, ztozona jest z 4 subdomen, zbudowanych
z powtarzajacych sie modutdw, o strukturze podobnej
do naskdérkowego czynnika wzrostowego (EGF),
i przedzielonych trzema regionami globularnymi. Do-
mena IV oraz 11A, znajdujaca sie miedzy domenami Il
i 111, zawierajg rézng liczbe modutéw immunoglobuli-
nopodobnych, spotykanych w N-CAM — czgstecz-
kach uczestniczacych w adhezji komdrek. Domena
V zbudowana jest z dwu grup powtorzeA modutow
0 strukturze podobnej do EGF, przedzielonych 3 glo-
bularnymi regionami, homologicznymi z neureksyng
oraz C-koncowg domeng agryny a takze — w mniej-
szym stopniu — z C-koncowymi obszarami taricucha
Alamininy. Tak ztozona struktura biatka rdzeniowego
perlekanu jest wynikiem zjawiska ,,tasowania” i dup-
likacji eksonow [7]. Nie wyjasniono w petni, czy
domeny biatka rdzeniowego perlekanu petnig te same
funkcje, co winnych, zawierajacych je biatkach. Wyka-
zano jednak, ze za posrednictwem domeny IIl oma-
wiany tu PG wigze fibronektyne [69], kolagen typu
1[70] oraz laminine [71]. Interesujace, ze oddziatywa-
nia perlekanu z ostatnim z wymienionych biatek
zachodzg jeszcze przed sekrecjg obu tych czgsteczek
z komérki [71].

Agryna to proteoglikan heparanosiarczanowy, pro-
dukowany i wydzielany gtéwnie przez neurony rucho-
we, choé spotykany takze w btonach podstawnych
nabtonka kanalikéw nerkowych [72, 73]. Tak jak
w przypadku perlekanu, biatko rdzeniowe agryny
sktada sie z kilku rodzajéw modutéw (Ryc. 2d),
wystepujgcych takze w innych typach czasteczek biat-
kowych [44], Wspomniane moduty obejmuja: 9-krot-
nie powtdérzony motyw, spotykany w follistatynie,
dwukrotnie powtérzone sekwencje, homologiczne
z domena Il tancuchéw P iy lamininy, pojedynczy
region SEA, obecny m.in. w perlekanie oraz C-kon-
cowy region, wykazujagcy podobienstwo do neurek-
syny i V domeny perlekanu. Moduty follistatynowe,
wystepujgce w czesci biatkowej agryny, sg prawdopo-
dobnie miejscami wigzania dla ptytkowopochodnego
czynnika wzrostowego i transformujacego czynnika
wzrostowego P [44]. C-koncowa domena agryny jest
natomiast niezbedna do tworzenia skupisk receptorow
acetylocholinowych na postsynaptycznych btonach
zakonczen nerwowo-ruchowych [44],

Czwarta grupa proteoglikanéw — wedtug klasyfi-
kacji Kjellen i Lindahla [2] — obejmuje
rodzine syndekanéw — przezbtonowych PG z fani-
cuchami heparanosiarczanowymi, czasem réwnoczes-
nie takze i chondroitynosiarczanowymi, jak w przypa-
dku syndekanu 1 [28, 31]. Sposréd czterech znanych
typow syndekandw, wystepowanie syndekanu 1, syn-
dekanu 2 (fibroglikanu) i syndekanu 3 (N-syndekanu)
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jest ograniczone do komérek réznicujacych sie i/lub do
okres$lonych typow komorek dojrzatych (Tab. 1) [28,
31]. W odréznieniu od wymienionych wyzej czas-
teczek, syndekan 4 (amfiglikan) jest proteoglikanem
szeroko rozpowszechnionym, wystepujac na btonach
prawdopodobnie wszystkich komaérek [74, 75]. Biatka
rdzeniowe syndekandw sktadaja sie z trzech obszaréw:
krotkiej, C-koAcowej domeny cytoplazmatycznej, do-
meny bionowej oraz domeny zewnatrzkomorkowej,
zawierajacej dwa regiony wigzace tafncuchy glikézoa-
minoglikanowe [28, 31]. Jeden z tych regionéw znaj-
duje sie blisko N-konica biatka rdzeniowego syndeka-
néw, drugi zlokalizowany jest w poblizu btony kom6r-
kowej (Ryc. 2¢). Cechg charakterystyczng omawianych
PG, zar6bwno w obrebie jednego gatunku jak i po-
chodzgcych od réznych gatunkow, jest znaczny struk-
turalny konserwatyzm miejsc wigzania taficuchow
GAG, miejsca wrazliwego na dziatanie proteinaz
— w obrebie domeny zewnatrzkomoérkowej, oraz
obszar6w btonowych i cytoplazmatycznych [28, 76,
77], PodobieAstwo budowy regionéw btonowych oraz
cytoplazmatycznych syndekanéw w obrebie tego sa-
mego gatunku, a takze tych PG pochodzacych od
réznych gatunkéw zwierzat siega od 60 do 82% [74,
77], Duza zachowawczo$¢ struktury wszystkich wyzej
wymienionych obszardw przemawia za petnieniem
przez nie waznych, choé jeszcze nie poznanych funkcji.
Region cytoplazmatyczny biatek rdzeniowych synde-
kanéw posiada — konserwatywnie zlokalizowane
— reszty tyrozyny, stanowigce potencjalne miejsca
fosforylacji [78]. Wspomniany obszar moze takze
wigzac¢ sie z elementami cytoszkieletu [79],

Pigta i ostatnia grupa proteoglikanow — wedtug
Kjellen i Lindahla [2] — obejmuje PG ser-
glicylowe. Zwiagzki te wystepuja w ziarnistoSciach
wydzielniczych kilku typéw komdrek, w tym mas-
tocytow, komorek naturalnie cytotoksycznych, eozy-
nofili, makrofagow, a takze — ptytek krwi [2, 5, 9, 19].
Cechg charakterystyczng omawianych proteoglika-
néw jest obecno$¢ w tancuchach ich biatek rdzenio-
wych obszaréow zbudowanych z naprzemiennie utozo-
nych reszt seryny iglicyny [2, 5,9,19]. Reszty serylowe
— w wiekszosci — sg akceptorami fancuchéw glikozo-
aminoglikanowych — heparyn i/lub siarczanéw chon-
droityny [5],

Prowadzone w ostatnich latach badania PG sprawi-
ty, ze przedstawiong wyzej klasyfikacje tych czasteczek
nalezatoby rozszerzy¢ o rodzine proteoglikan6w hepa-
ranosiarczanowych, potgczonych z btong przez gliko-
zylofosfatydyloinozytol. Do tej pory poznano czterech
przedstawicieli wspomnianej grupy; glipikan, produ-
kowany przez fibroblasty ptucne [80], cerebroglikan,
wyizolowany z m6zg6éw szczurzych embrionéw [81],
K-glipikan, wystepujacy w mysich nerkach [82] oraz
OCI-5, pochodzacy z nabtonka jagder szczurzych emb-
rionéw [83]. Biatka rdzeniowe wymienionych wyzej
proteoglikan6w wykazujg pewne wspdlne cechy: po-
dobng mase czasteczkowg (ok. 60 kDa), zgrupowanie
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miejsc wigzacych faricuchy glikanowe blisko C-korica
oraz wystepowanie unikalnego motywu, zawierajace-
go 14 konserwatywnych reszt cysteiny [22].

Wiele typow proteoglikanéw pozostaje jednak poza
przedstawiona tu klasyfikacjg, badz to z powodu
braku danych o strukturze ich biatek rdzeniowych,
badZz tez z powodu posiadania pewnych unikalnych
cech budowy, uniemozliwiajgcych zaliczenie tych czas-
teczek do wymienionych wyzej grup. Przykladem
czasteczek o unikalnej strukturze czesci biatkowej jest
choéby trombomodulina. Jest to przezbtonowa czas-
teczka o charakterze ,,czasowego” proteoglikanu. Mo-
ze ona bowiem wystepowaé w dwéch formach: zawie-
rajgcej i nie zawierajacej pojedynczego taficucha chon-
droitynosiarczanowego [2, 14], Wystepowanie trom-
bomoduliny ograniczone jest do bton komdrek $rdéd-
btonka naczyniowego, gdzie uczestniczy w aktywacji
biatka C przez trombine [2, 14, 84], Biatko rdzeniowe
trombomoduliny charakteryzuje sie obecnoscig trzech
domen w swej czesci zewngtrzkomdrkowej [14]. Sg to:
N-koricowa domena hydrofobowa, sasiadujgca z nig
domena — zawierajgca 6 powtdrzen sekwencji podob-
nej do naskérkowego czynnika wzrostowego idomena
bogata w reszty seryny i treoniny, a wigzaca pojedyn-
czy tafncuch glikanowy. Cata biatkowa sktadowa trom-
bomoduliny kodowana jest przez jeden ekson. Od-
cinek biatka rdzeniowego wspomnianego PG, zawie-
rajagcy moduty podobne do EGF, nie wykazuje aktyw-
nosci czynnika wzrostowego, lecz jest miejscem wiaza-
nia trombiny i nieaktywnej formy biatka C [14],

Il. Metabolizm proteoglikandw

Proces biosyntezy proteoglikanéw rozpoczyna sie
od powstania biatek rdzeniowych [85], Prekursory
biatek rdzeniowych, wytwarzane w szorstkiej siateczce
$rédplazmatycznej, podlegajg tam wstepnym modyfi-
kacjom. Jeszcze w trakcie syntezy biatkowych sktado-
wych PG usuwane sg z nich peptydy sygnalne [86].
Prawdopodobnie zaraz po ukonczeniu translacji (a
by¢ moze w jej trakcie), na reszty asparaginy, wy-
stepujgce w sekwencji -Asn-X-Thr-Ser (gdzie X jest
dowolnym aminokwasem, z wyjatkiem proliny), prze-
noszone sg oligosacharydy, zasobne w reszty mannozy
[27,87]. Jeszcze w obrebie siateczki srodplazmatycznej
rozpoczyna sie przebudowa tych N-glikozydowo przy-
taczonych fragmentéw cukrowych [87], Proces ten,
kohAczacy sie ostatecznie w aparacie Golgiego, obej-
muje usuniecie terminalnych reszt cukrowych, w tym
czesci reszt mannozy, oraz przeniesienie na skrocone
oligosacharydy reszt N-acetyloglukozoaminy, galak-
tozy i kwasu N-acetyloneuraminowego [87]. Kolejne
etapy syntezy PG obejmujg powstanie O-glikozydowo
taczonych oligosacharydéw oraz tancuchow glikozoa-
minoglikanowych [85]. W przypadku proteoglikanéw
heparanosiarczanowych, wyzej wymienione procesy
zachodzg w catosci w cysternach aparatu Golgiego
[88, 89]. W przypadku natomiast proteoglikandw
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chondroityno-dermatanowych wydaje sie prawdopo-
dobne, ze synteza regionu #gczacego tancuchy glikano-
we z biatkami rdzeniowymi odbywa sig jeszcze w siate-
czce $rodplazmatycznej. W chondrocytach, w obrebie
owego przedziatu komérkowego stwierdzono bowiem
aktywnos¢ ksylozylotransferazy — enzymu inicjujace-
go tworzenie regionu tgczacego [90],

Powstanie oligosacharydéw, O-glikozydowo przy-
taczonych do biatek rdzeniowych, odbywa sie na
drodze przenoszenia pojedynczych reszt cukrowych na
redukujacy koniec formujgcego sie taficucha cukrowe-
go [27, 85]. Tworzenie taficuchdw glikanowych prote-
oglikanéw heparynowych, heparanosiarczanowych
i chondroityno-dermatanowych rozpoczyna sie syn-
tezg regionu tgczacego [2, 20, 27, 89-91]. W proces ten
jest zaangazowanych kilka enzymoéw [2, 20,27, 89-91].
Ksylozylotransferaza rozpoznaje odpowiednie reszty
serylowe i przenosi na nie czasteczki ksylozy. Galak-
tozylotransferazy | i Il katalizujg przeniesienie na nie
redukujacy koniec syntetyzowanego regionu tgczace-
go dwéch kolejnych reszt galaktozy. Glukuronozylo-
transferaza | bierze udzial w przenoszeniu reszty
kwasu glukuronowego, za$ nie scharakteryzowany
jeszcze enzym — w fosforylacji przy 2 atomie wegla
reszt ksylozy. Przynajmniej dwa pierwsze z wyzej
wymienionych enzymoéw nie sg swoiste i moga braé
udziat w syntezie region6w tgczacych zaréwno glika-
néw heparanowych jak i chondroityno-dermatano-
wych [2], Donorami reszt cukrowych, uczestniczacych
tak w syntezie regionu tgczacego jak i w elongacji
tancucha glikanowego, sg odpowiednie UDP-pochod-
ne [2, 85, 91]. Ich dostepnos$¢ reguluje zatem proces
tworzenia cukrowych sktadowych PG [85, 91]. Wy-
dtuzanie tancuchéw GAG zachodzi przez, katalizowa-
ne enzymatycznie, naprzemienne przytgczanie do ich
nie redukujgcego konca reszt N-acetyloheksozoaminy
oraz kwasu glukuronowego [2,27,85,91]. W przypad-
ku proteoglikandw chondroityno-dermatanowych
stwierdzono istnienie dwu réznych N-acetylogalak-
tozoaminotransferaz, biorgcych udziat w tym procesie
[2]. Pierwsza z nich przenosi reszte heksozoaminy,
inicjujaca elongacje tancucha, druga uczestnicy w prze-
noszeniu pozostatych reszt N-acetylogalaktozoaminy.
Sugeruje sie, ze podobne zjawisko dotyczyé moze
transferaz, biorgcych udziat w procesie syntezy tan-
cuchéw heparyn i siarczanéw heparanu [2]. Rodzaj
pierwszej reszty heksozoaminowej, przenoszonej na
reszte kwasu glukuronowego regionu tgczacego, decy-
duje bowiem o typie syntetyzowanego taficucha glika-
nowego. Czynniki, regulujagce aktywno$¢ enzymow,
uczestniczagcych w tym procesie, sg na razie nieznane
[2]. Przypuszcza sie, ze rodzaj syntetyzowanych GAG
jest zdeterminowany strukturg biatka rdzeniowego
— obecnos$¢ znacznej liczby hydrofobowych reszt
aminokwasowych wydaje sie faworyzowaé tworzenie
taricuchéw heparanosiarczanowych [92]. Pewng role
W powyzszym procesie mogg odgrywac takze siar-
czanowane reszty galaktozy, obecne jedynie w regio-
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nach tgczacych proteoglikandéw chondroityno-derma-
tanowych [2].

Ostatnim etapem syntezy PG jest modyfikacja tan-
cuchow glikanowych. Proces ten odbywa sie w cyster-
nach aparatu Golgiego i przebiega nieco odmiennie
dla réznych klas GAG. Modyfikacja siarczandw hepa-
ranu i heparyn rozpoczyna sie jeszcze w trakcie
elongacji tancuchéw cukrowych i obejmuje kilka pro-
cesow, przebiegajagcych w $cisle okreslonym porzadku
[20, 91]. Na procesy te skladajg sie: N-deacetylacja
z nastepczg reakcjg N-siarczanowania reszt glukozoa-
miny, epimeryzacja sgsiadujgcych reszt kwasu gluku-
ronowego do kwasu iduronowego i wreszcie O-siar-
czanowanie reszt cukrowych. Donorem grup siar-
czanowych w reakcjach siarczanowania wszystkich
typow tancuchéw glikanowych jest 3’-fosfoadenozyno-
-5’-fosfosiarczan (PAPS) [20, 91],

Zasieg procesow modyfikujgcych tancuchy siarcza-
néw heparanu i heparyn reguluje aktywnos$¢ enzymu,
katalizujgcego zar6wno N-deacetylacje i N-siarczano-
wanie reszt glukozoaminy [20, 91]. Pierwsza z wymie-
nionych reakcji wymaga obecnosci nie scharakteryzo-
wanego jeszcze, nieenzymatycznego czynnika biatko-
wego, ktérego poziom wplywa na synteze heparyn
i wysoce zmodyfikowanych frakcji siarczanéw hepara-
nu [93],

Wydaje sie, ze procesy wydtuzania tancuchow glika-
nowych proteoglikanéw chondroityno-dermatano-
wych moga zachodzi¢ co najmniej w dwdch réznych
przedziatach aparatu Golgiego. Wykazaty to badania
Wong-Palms i Plaas [94] oraz Ratcliffe
i wsp. [95], z uzyciem brefeldyny A — czynnika
zaburzajgcego transport pecherzykowy miedzy siate-
czka $rédplazmatyczng a aparatem Golgiego. Stwier-
dzono, ze wydtuzanie tancuchéw glikanowych matych
PG, takich jak dekoryna, odbywa sie w obrebie
poczatkowych cystern aparatu Golgiego. Elongacja
za$ tancuchéw GAG agrekanu zachodzi tuz przed
sekrecja, w dystalnych czesciach tegoz aparatu (trans-
-Golgi network). Stosowanie monezyny, jonoforu dzia-
tajacego na aparat Golgiego podobnie do brefeldyny
A, pozwolito ustali¢, ze rowniez reakcje modyfikacji
taricuchéw chondroityno-dermatanowych sg prze-
strzennie oddzielone [96]. Siarczanowanie przy 6 ato-
mie wegla reszt N-acetylogalaktozoaminy zachodzi
w cysternach Golgiego, potozonych blizej siateczki
$rodplazmatycznej [96]. Modyfikacje, prowadzace do
powstania tancuchéw DS i obejmujace epimeryzacje
reszt glukuronianowych oraz siarczanowanie reszt
N-acetylogalaktozoaminy przy 4 atomie wegla, sg
natomiast Scisle ze sobg potgczone i odbywajg sie
w dystalnych czesciach aparatu Golgiego [97, 98].
Tam takze zachodzg reakcje siarczanowania reszt
iduronianowych przy 2 atomie wegla [97, 98].

Biosynteza proteoglikanéw keratanosiarczanowych
poznana jest stosunkowo stabo [27]. Wydaje sie, ze
synteza regionu #gczacego KS typu rogdéwkowego
moze zachodzi¢ podobnie do tworzenia fragmentédw
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oligosacharydowych glikoprotein osoczowych [16, 18,
36]. Wydtuzanie i siarczanowanie tafcuchow kerata-
nosiarczanowych zachodzi przy udziale enzymoéw,
zlokalizowanych w dystalnych cysternach aparatu
Golgiego, i odbywa sie w sposéb zblizony do opisane-
go dla pozostatych, siarczanowanych GAG [16, 18].

Czesciowa degradacja PG moze zachodzi¢ w prze-
strzeni zewnatrzkomdrkowej i odbywa sie przy udziale
endoglikozydaz oraz enzyméw proteolitycznych [99].
Do tych pierwszych naleza: hialuronoglukozoamini-
daza (hialuronidaza) — dziatajgca na glikany chondro-
ityno-dermatanowe i kwas hialuronowy oraz hepara-
noglukuronidaza — hydrolaza, depolimeryzujgca siar-
czany heparanu [99]. W$r6d proteinaz szczeg6lng role
przypisuje sie metaloproteinazom [100, 101, 102].

Catkowita degradacja proteoglikan6w zachodzi na-
tomiast wylgcznie wewngtrzkomdrkowo — w prze-
dziale lizosomalnym i jest poprzedzona endocytozg
czgsteczek PG [99, 103]. Ten ostatni proces odbywa
sie przy udziale swoistych receptoréw [99, 103]. Deko-
ryna, a prawdopodobnie wiekszos¢ proteoglikanow
dermatanosiarczanowych, oddziatuje ze wspomniany-
mi receptorami za posrednictwem biatka rdzeniowego
[103]. Proteoglikany heparanosiarczanowe, przynaj-
mniej te, syntetyzowane przez fibroblasty, wigzg sie
z receptorami za pomoca fancuchéw glikanowych
[99]. Wchioniete PG dermatano-chondroitynowe ihe-
paranosiarczanowe mogg by¢ kierowane na dwa nie-
zalezne szlaki degradacyjne, najlepiej poznane w ko-
madrkach warstwy ziarnistej jajnikow szczura [99, 104,
105]. Szlak pierwszy, bardzo szybki, jest przeznaczony
m.in. dla HSPG, zwigzanych z btong poprzez glikozy-
lofosfatydyloinozytol [104, 105]. Endocytowane PG
sg bezposrednio transportowane do lizosomoéw, gdzie
podlegaja szybkiej degradacji [99, 104, 105]. Proteo-
glikany, kierowane na drugi szlak, podlegaja najpierw
—w tzw. przedziale przedlizosomalnym — proteolizie
oraz ograniczonej degradacji fancuchdédw glikanowych
[104, 105], Powstate produkty posrednie sg groma-
dzone w komodrkach, by po Kkilku godzinach ulec
catkowitemu i szybkiemu rozpadowi w lizosomach.
Znaczenie drugiego szlaku degradacyjnego nie jest
catkowicie jasne [104, 105]. W przypadku hepatocy-
téw stwierdzono, ze gromadzace sie frakcje siarczanéw
heparanu, zawierajgce szczegdlnie duzo 2-O-siarcza-
nowanych reszt glukuronianowych, sg transportowa-
ne do jadra, gdzie regulujg prawdopodobnie aktyw-
nos$¢ proliferacyjng komorki [17].

Wymienione wyzej szlaki degradacyjne zbiegaja sie
w lizosomach, gdzie proteoglikany lub ich fragmenty
ulegajg catkowitej hydrolizie [99, 106]. Rozpad tan-
cuchéw glikanowych katalizowany jest przez wspo-
mniany wcze$niej rodzaj endoglikozydaz, a nastepnie
przez szereg egzoglikozydaz i sulfataz [99, 106]. Do
egzoglikozydaz naleza: (3-glukuronidaza ia-L-iduroni-
daza — odszczepiajace koncowe reszty kwasowe,
oc-N-acetyloglukozoaminidaza i (3-N-acetyloheksozo-
aminidaza — odszczepiajagce koncowe reszty heksozo-
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amin oraz [3-galaktozydaza — odrywajgca koricowe
reszty galaktozy w degradowanych tancuchach kerata-
nosiarczanowych. Wéréd sulfataz sg enzymy hydro-
lizujgce estry siarczanowe w obrebie reszt kwasow
heksuronowych i heksozoamin. Egzoglikozydazy isul-
fatazy dziatajg w Scisle okre$lonym porzadku, zalez-
nym od rodzaju degradowanego tancucha [99, 106].
I tak, w przypadku fragmentdéw glikanéw chondro-
ityno-dermatanowych i heparanowych, proces roz-
padu zaczyna sie od dziatania [3-glukuronidazy na
wigzanie glikozydowe reszty kwasowej, zlokalizowa-
nej na nie redukujgcym koncu tancucha. Nastepny
etap to usuniecie grup siarczanowych w koricowej
reszcie heksozoaminy, co poprzedza jej odszczepienie
od degradowanego tancucha. W zaleznosci od tego,
czy kolejng reszta, znajdujacag sie obecnie na kofcu
tancucha, jest reszta glukuronianowa czy iduroniano-
wa, do dziatania przystepuje (3-glukuronidaza lub
a-L-iduronidaza. Przedstawiona tu sekwencja zdarzen
powtarza sie az do rozpadu catego fragmentu glikano-
wego. W przypadku degradacji siarczanéw keratanu
najpierw nastepuje usuniecie grupy siarczanowej
z ostatniej w tancuchu reszty galaktozy [99, 106].
Potem, odszczepiona zostaje wspomniana reszta.
W dalszym etapie, hydrolizie ulega grupa siarczanowa,
przytagczona estrowo do — nastepnej w degradowa-
nym tancuchu — reszty N-acetyloglukozoaminy. Re-
akcja ta poprzedza oderwanie reszty heksozoaminy od
hydrolizowanego #fancucha KS. Opisany wyzej ciag
reakcji powtarza si¢ az do petnego rozpadu tancucha
glikanowego [99, 106].
Genetycznie uwarunkowane braki enzymow degra-
dujacych GAG przejawiajg sie w postaci chordb
o ciezkim przebiegu, ze spichrzaniem w komdrkach
oraz wydalaniem z moczem nie roztozonych glika-
now [99].
Do czynnikow regulujgcych metabolizm proteo-
glikan6éw i glikozoaminoglikanéw naleza:
hormony: somatotropina [107, 108], insulina
[107], hormony steroidowe [109, 110],

— czynniki wzrostowe [111],

— stezenie tlenu w komérce [112],

— skiad macierzy zewnatrzkomorkowej [113].

I11. Biologiczne funkcje proteoglikandw

Spetnianie funkcji biologicznych przez PG jest uwa-
runkowane ich oddziatywaniem z réznymi czastecz-
kami. W wiekszos$ci tych interakcji uczestniczg gliko-
zoaminoglikanowe sktadniki PG [2, 9]. Jednak do
zaistnienia okreslonego efektu biologicznego koniecz-
ny jest zwykle wspétudziat biatek rdzeniowych [2].
tancuchy glikozoaminoglikanowe charakteryzujg sie
duzg gestoscig tadunku elektrycznego i wchodzg w in-
terakcje gtéwnie za posrednictwem oddziatywan elek-
trostatycznych [2, 9, 114]. Coraz wiecej dowodow
wskazuje, ze owe interakcje wymagajg jednak okres-
lonej struktury tancucha glikanowego. Antykoagula-
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Ryc. 3. Sekwencje tancuchéw glikozoaminoglikanowych PG, swoiscie oddziatujace z r6znymi czasteczkami biatkowymi:
a) sekwencja tancuchéw HS, swoiscie wigzaca antytrombine Ill; R = COCH3lub S03;

R1= SO*“ lub H,
b) sekwencja taricuchéw HS, swoiscie wigzaca FGF 2,

c) sekwencja tancuchéw DS, swoiscie wigzaca heparynowy kofaktor Il

GalpNAc —

iduronowy (forma piranozowa).

cyjne wiasciwosci pewnych populacji heparyn i siar-
czanOw heparanu zwigzane sg z obecnoscig pentasa-
charydu, z wunikalng 3-O-siarczanowang reszta
N-siarczanowanej glukozoaminy [9, 14], Strukture
tego pentasacharydu przedstawia rycina 3a. Takze
wigzanie siarczan6w heparanu z czynnikiem wzros-
towym fibroblastow 2 (FGF 2) wymaga wystepowania
specjalnej, pentasacharydowej sekwencji, zawierajgcej
reszty N-siarczanowanej glukozoaminy i 2-O-siarcza-
nowego iduronianu (Ryc. 3b) [115]. Do zaistnienia
biologicznego efektu wspomnianego czynnika wzros-
towanego niezbedny jest juz jednak 12-sacharydowy
fragment tancucha glikanowego, zawierajagcy — obok
wymienionego wyzej pentasacharydu, odcinek z 6-0-
-siarczanowanymi resztami glukozoaminy [116], Pra-
wdopodobnie, opisana wyzej sekwencja tafcucha HS
wigzace rownocze$nie FGF2 i jego tzw. receptor
0 wysokim powinowactwie [114]. Z kolei, wigzanie
czynnika wzrostowego hepatocytéw wydaje sie zalez-
ne od obecno$ci w taricuchach HS 6-O-siarczanowa-
nych N-siarczanowanych reszt glukozoaminy [117].
Izolowane zjader komorkowych hepatocytow, frakcje
HS o dziataniu antyproliferacyjnym, charakteryzuja
sie wystepowaniem unikalnych, 2-O-siarczanowanych
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N-acetylogalaktozoamina (forma piranozowa),
— N-acetylogiukozoamina (forma pirazonowa), GlcpNS03 — N-siarczanoglukozoamina (forma piranozowa),

kwas glukuronowy (forma piranozowa), GIlcpNAc
IdopA — kwas

GlecpA —

reszt kwasu glukuronowego [17]. Natomiast faricuchy
heparanosiarczanowe, biorgce udziat w interakcjach
proteoglikanéw komorek $rédbtonka naczyniowego
z L-selektynami, posiadajg niespotykane — w przypa-
dku glikozoaminoglikanéw — reszty glukozoaminy,
0 nie podstawionych grupach aminowych [118]. Obe-
cno$¢ wtancuchach glikanowych siarczanéw dermata-
nu heksasacharydowej sekwencji, zawierajgcej 3 reszty
2-O-siarczanowanego iduronianu jest konieczna do
aktywacji przez te GAG heparynowego kofaktora Il
(Ryc. 3c) [14, 119].

Biatka, wchodzace w interakcje ze skiadnikami
glikanowymi PG, charakteryzujg sie obecnoscig
w miejscach oddziatywan w obrebie tancucha poli-
peptydowego, tzw. sekwencji zgodnosci [9, 114], Sek-
wencje te cechujg sie wystepowaniem 2 reszt amino-
kwaséw zasadowych (najcze$ciej argininy), odlegtych
od siebie o ok. 20 A i rozdzielonych fragmentem
taficucha o konformacji typu a-helisy lub (3-struktury
[9, 114],

Biatka rdzeniowe na rdzne sposoby uczestniczg
w spetnianiu przez PG ich funkcji. Komponent biat-
kowy moze kotwiczy¢ taficuchy glikanowe PG w okre-
$lonych miejscach — na btonie komdérkowej Ilub
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Tabela 1.

Funkcje biologiczne najlepiej scharakteryzowanych proteoglikanéw.

Typ proteoglikanéw

Agrekany

Wersikany

Neurokany

Dekoryny

Biglikany

Fibromoduliny

Lumikany

Perlekany

Syndekany:
syndekan-1,

fibroglikan
(syndekan-2),

N-syndekan
(syndekan-3),
amfiglikan
(syndekan-4).

Agryny

Wystepowanie

chrzastki

luzna tkanka taczna réznych na-
rzadéw, mies$nie gtadkie, chrzas-
tki, $ciana naczyn krwionos$nych,
centralny i obwodowy uktad ner-
wowy

tkanka nerwowa

wszystkie typy tkanki tagcznej, bo-
gate w kolageny typu 1i Il

$§ciana naczyn krwiono$nych,
kos$¢, chrzastki, btony komérko-

we keratynocytoéw

chrzastki, $ciegna

rogéwka,
chrzastki

watroba, miesnie,

btony podstawne komoérek $réd-
btonkowych i nabtonkowych,
przykomoérkowa macierz fibro-
blastéw ptucnych i komérek raka
okreznicy, macierz zewnatrzko-

modrkowa chrzastki

btony komoérek nabtonkowych,
limfocytow B oraz komdrek roz-
nicujacych sie
btony komdérkowe fibroblastow
i hepatocytéw

btony komérek nerwowych emb-
rionéw szczurzych w wiekszej ilo-
§ci — na btonach komérek tkan-
ki facznej i nabtonka

synapsy neurondéw ruchowych,
btony podstawne nabtonka kana-

likéw nerkowych
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Funkcje biologiczne

1. utrzymywanie elastycznosci chrzastek stawo-
wych,

2. zatrzymywanie wody i jonéw w przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej,

3. udziat w organizacji struktury macierzy ze-
wnatrzkomdrkowej — tworzenie agregatéow
z HA.

1. hamowanie adhezji komorek,
2. udziat w organizacji struktury macierzy ze-

tworzenie agregatéw
z HA, wptyw na morfologie utkania kolageno-

wego.

wnatrzkomérkowej —

1. udziat w organizacji struktury macierzy ze-
wnatrzkomoérkowej —
z HA,

2. regulacja wzrostu aksonéw,

3. hamowanie adhezji neuronéw.

tworzenie agregatow

1. udziat w fibrogenezie kolagenu,

2. przeciwdziatanie mineralizacji kolagenu,

3. hamowanie adhezji komdrek przez oddziatywa-
nia z fibronektyna,

4. hamowanie adhezji fibroblastéow do trombo-
spondyny,

5. modulowanie dziatania TGFp.

1. hamowanie adhezji komoérek przez oddzialtywa-
nia z fibronektyna,

2. hamowanie aktywnosci TGFp,

3. udziat w regulacji funkcji keratynocytow.

udziat w fibrogenezie kolagenu.

utrzymywanie przezroczystosci rogowki.

1. udziat w tworzeniu struktury bton podstawnych,

2. regulacja przepuszczalnosci bton podstawnych
w kiebuszkach nerkowych,

3. udzial w adhezji komoérek $rédbtonka i hepato-
cytow,

4. udziat w rozwoju tkanki mie$niowej,

5. wigzanie czynnikéw wzrostowych:
FGF2, 11-3

GM-CSF,

1. udziat w zjawisku adhezji komorek:
- udziat w organizacji struktury nabtonka,
— regulacja funkcji receptoréw integrynowych.
— wigzanie antyadhezyjnych glikoprotein ma-
cierzy zewnatrzkomdérkowej: tenascyny
i trombospondyny,
— wptyw na organizacje cytoszkieletu,
2. udziat w procesach réznicowania i proliferacji
przez:
— petnienie roli koreceptoréw (FGF2) lub rece-
ptoréw (FGF1, plejotrofina, midkina) czyn-
nikéw wzrostowych.

1. udziat w regeneracji synaps zakonczen nerwo-
wo-ruchowych,

2. udzial w réznicowaniu obszaru postsynaptycz-
nego zakohczen

nerwowo-ruchowych m.in.

przez:

PiSmien-
nictwo

1, 12, 27

38, 122, 123

39

6, 66, 121,
124-127

6, 26, 66,
121

6, 44, 57

44, 125, 128

7, 8,9, 44
68, 69, 71

28, 31, 74,
75, 77-79

44, 72, 73
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Tabela 1 cd.

Typ proteoglikanéw

Agryny

Betaglikany

Proteoglikany 6B4

Trombomoduliny

Rodzina CD44

Glipikany

Cerebroglikany

Proteoglikany
serglicylowe

Wystepowanie

btony komoérkowe prawdopodo-
bnie wszystkich typéw komoérek

btony komérek Golgiego w méz-
gu szczuréw

btony komdrek $rédbtonka na-
czyniowego

btony komérek uktadu krwio-
twdrczego, nabtonkdéw, fibro-
blastow, limfocytéw, komérek
tkanki nerwowej

fibroblasty, komorki srédbtonka
naczyn, komorki ziarniste szczu-
rzych jajnikow

komérki embrionalnych mézgéw
szczurzych

ziarnisto$ci wydzielnicze masto-
cytéw, bazofili, komérek natu-
ralnie cytotoksycznych, eozyno-
fili, limfocytéow T, plytek krwi,
komérek w biataczkach pro-
mielocytarnych

w macierzy zewnatrzkomoérkowej i nadawaé jedno-
czesnie tym tancuchom orientacje przestrzenng, nie-
zbedng do zaistnienia ich biologicznej aktywnosci [2,
9]. Biatka rdzeniowe PG przezbtonowych mogg takze
bra¢ udziat w transdukcji sygnatu z przestrzeni zewne-
trznej, poprzez tancuchy GAG, do wnetrza komorki
[2, 28, 31]. Biatka te mogg takze reagowac z roznymi
czasteczkami, niezaleznie od sktadnikéw glikanowych
PG [2, 6, 7, 28, 29, 120, 121].

Przyktady biologicznych funkcji PG przedstawiono

w tabeli 1

Artykut otrzymano 12 maja 1997 r.
Zaakceptowano do druku 3 czerwca 1997 r.

PiSmiennictwo

1. Hardingham TE, Fosang AJ (1992) FASEBJ 6: 861-

-870

170

Funkcje biologiczne

— wplyw na tworzenie skupisk receptora acety-
locholinowego,
— wplyw na synteze i kumulacje esterazy acety-
locholinowej.
udziat w procesach proliferacji i réznicowania
przez:
— petnienie roli koreceptora dla TGFp,
— wigzanie FGF2.

udziat w rozwoju mézdzku

udziat w regulacji hemostazy przez:

— wspotudziat w aktywacji biatka C,

— hamowanie dziatania trombiny na fibrynogen
i czynnik V,

— stymulacje inaktywacji trombiny przez anty-
trombine.

udziat w zjawiskach adhezji, migracji, proliferacji

i réoznicowania przez:

— oddziatywania z komponentami macierzy: kwa-
sem hialuronowym, fibronektyna, kolagenem,

— wplyw na organizacje cytoszkieletu.

1. udziat w regulacji hemostazy
2. udziat w zjawisku adhezji przez oddziatywania
z fibronektyng

udziat w procesach réznicowania neurondéw.

1. udziat w regulacji aktywnosci enzymoéw przez
wigzanie zasadowych proteaz,

2. udziat w tworzeniu i utrzymywaniu okreslonych
warunkéw fizykochemicznych wakuoli wydziel-
niczych przez:

— utrzymywanie elektroobjetosci ziarnistosci
wydzielniczych,
— zageszczanie czasteczek podlegajacych wy-
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KOMUNIKAT

Komisji Stownictwa Biochemicznego

1. Antagonisci czy antagonisty?

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

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

Za godne zalecenia Komisja uwaza nazwy wprowadzone przez prof. dr Ryszarda Piekosia: agon
i antagon. Okreslajg one bardzo dobrze wtadciwe im dziatanie i nie budzg zastrzezen w liczbie
mnogiej: agony i antagony.

2. Cytozol czy cytosol?
Uzywajac spolszczonych nazw nalezy sie kierowaé ich oryginalnym zrédtostowem tacinskim lub
greckim, a nie formg przetworzong w innych jezykach, np. w niemieckim. Poprawng formag jest:
cytosol a nie cytozol
lizosom a nie lizozom
ekson (od: ekspresja) a nie egzon, itp.
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Geny otytosci
Obesity genes
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1. Leptyna-kluczowy element w przekazywaniu informacji
pomiedzy tkankg tluszczowg a centralnym ukladem
nerwowym
I11-1. Rola leptyny, Ob-R, NPY, MSH i MC4-R w regu-
lacji spozycia pokarmdw
111-2. Wyniki doswiadczenh wskazujacych na istnienie
gendéw ob i db
111-3. Leptyna jako lek odchudzajacy?
IV. Tkanka ttuszczowa jako narzad wydzielniczy

Wykaz stosowanych skrétéw: ACTH (ang. adrenocortico-
tropic hormone) — adrenokortykotropina; BMI (ang. body
mass index) — wskaznik masy ciata; IL-6 — interleukina-6;
MSH (ang. melanocyte stimulating hormone) — hormon
melanotropowy; MC4-R — receptor hormonu melano-
tropowego; NPY — neuropeptyd Y; Ob-R — receptor
leptyny; TNF — czynnik martwicy nowotworu; WHO
— Swiatowa Organizacja Zdrowia; Y5 — receptor neuro-
peptydu Y.

I. Wstep

Otytosc¢ jest najczesciej definiowanajako zaburzenie
homeostazy przemian energetycznych ustroju, prowa-
dzace do zwiekszenia masy tkanki tluszczowej,
a w konsekwencji do zwiekszenia masy ciata. Dla
oceny wielko$ci masy ciata stosuje sie zwykle WskaZnik
Masy Ciata (ang. Body Mass Index — BMI), ktéry
oblicza sie ze wzoru: BMI = masa ciata w kg/(wzrost
w m)2. Jego warto$¢ liczbowa jest SciSle zwigzana
z zawarto$cia thuszczu w organizmie. Wedtug Swiato-
wej Organizacji Zdrowia (WHO) wartos¢ BMI w za-
kresie 18,5-25 kg/m2 odpowiada prawidtowej masie
ciata, natomiast wartosci powyzej 25 kg/m2wskazuja
na rozny stopien otytosci.

Otyto$¢, obok choréb nowotworowych i degenera-
cyjnych, stanowi jeden z wazniejszych problemow

1 Prof. dr hab., 2 dr, 3 mgr, Katedra i Zaktad Biochemii
A.M. Debinki 1, 80-211 Gdansk
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wspoétczesnych czaséw. Powszechnie wiadomo, ze jest
ona nie tylko czynnikiem ryzyka w cukrzycy, w choro-
bach uktadu krgzenia, watroby i nerek, ale takze
utrudnia ich leczenie. Ponadto nalezy pamietaé, ze
otytosSci nie da sie wyleczy¢. Mozna jej jedynie skutecz-
nie zapobiegac¢ stosujac odpowiednig diete, wysitek
fizyczny oraz odpowiednie leki [1]. U podstaw otytosci
lezy dodatni bilans energetyczny spowodowany nad-
miernym spozyciem pokarmow zjednoczesnym ogra-
niczeniem wysitku fizycznego [1]. Etiologia otytosci
nie jest znana, a ws$réd jej przyczyn wymienia sie
najczesciej czynniki genetyczne, neurogenne, psychicz-
ne, hormonalne i $Srodowiskowe [1-5]. Badania prze-
prowadzone na myszach z mutacjg w genie ob lub db
wskazujg, ze otyto$¢ moze byé dziedziczna. U ludzi
otyto$¢ wykazuje charakter rodzinny, jednak bezpo-
$rednich dowoddéw na dziedziczne przekazywanie oty-
tosci do tej pory nie przedstawiono. Dlatego tez
powszechnie panuje przekonanie, ze dziedziczy sie
predyspozycje do otyltosci, a nie sama otyto$¢. Jednak
badania prowadzone przez wiele lat nad otytoScig
u blizniagt jednojajowych wychowywanych oddzielnie
wskazujg, ze czynniki srodowiskowe (warunki zycia,
czestos¢, jakosé i ilos¢ spozywanych positkéw) od-
grywajg niewielkg role w rozwoju otytosci [6]. Te
wyniki sugerowaly, ze czynniki genetyczne musza
odgrywa¢ wazna role w rozwoju otytosci réwniez
u ludzi [6]. W wielu laboratoriach na $wiecie po-
szukiwano genow, ktoére mogtyby kontrolowaé ilosé
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spozywanych pokarmoéw oraz aktywnos$¢ fizyczng
i w konsekwencji zapobiega¢ otytosci. Wydaje sie, ze
muszg istnie¢ grupy genéw, ktére wspoétdziatajac ze
sobg kontrolujg mase ciata. Mutacje w obrebie tych
gendéw mogtyby prowadzi¢ do otytosci.

Il. Geny otytoSci

Intensywne badania prowadzone przez wiele lat
doprowadzity do sklonowania pieciu genéw, ktére
obecnie zalicza sie do genow otytosci (Tab. 1).

I1-1. Geny ob (obese) i db (diabetes)

Duze znaczenie dla zrozumienia etiologii otytosci
moze mie¢ niedawno odkryty u myszy, szczuréw
i u ludzi gen otytosci (gen ob). Metoda pozycyjnego
klonowania scharakteryzowano mysi gen otytosci [7,
8], a nastepnie jego szczurze [9] i ludzkie [10]
homologi. Ekspresja tego genu zachodzi wy#acznie
w tkance tluszczowej (biatej i brunatnej) [7] i jest
regulowana zaréwno przez hormony jak i czynniki
dietetyczne [7, 8, 11]. Wykazano, ze gtodzenie szczu-
réw powoduje szybki spadek ilosci mRNA leptyny
(produktu genu ob) [11], natomiast karmienie uprzed-
nio gtodzonych zwierzat powoduje w ciggu Kilku
godzin znaczny wzrost poziomu tego mRNA [11],
Stezenie mMRNA leptyny w tkance ttuszczowej szczura
ykazuje rowniez zmiany dobowe. Jego poziom zwiek-
sza sie w godzinach nocnych, w kilka godzin po

Tabela 1.

Geny otyto$ci u myszy.

Chromosom,
Gen Dziedziczenie,
Rok sklonowania

ob 6 Tkanka
obese Autosomalne, tluszczowa
Cecha recesywna
1994
db 4 Podwzgoérze, splot

diabetes Autosomalne, naczyniéwkowy,
Cecha recesywna inne narzady (?)
1995

fat 8 Tkanki endokrynne
Autosomalne, i neuroendokrynne
Cecha recesywna 1995

Ay 2

agouti Autosomalne, nych, wszechobecny
Cecha dominujaca u mutantéw
1992

tub 7

tubby Autosomalne,

Cecha recesywna 1996
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Miejsce ekspresji

rozpoczeciu spozywania pokarmu, i spada w dzien,
kiedy szczury nie spozywajg paszy [11]. Gtodzenie
zwierzat catkowicie znosi te dobowe zmiany stezen
mRNA leptyny, co wskazuje, ze sg one zalezne od
pobierania pokarmu [11]. Pieciokrotny wzrost steze-
nia mMRNA leptyny stwierdzono u szczuréw pod-
danych wielokrotnie powtarzanym cyklom gtodzenia-
-karmienia [12]. Nalezy doda¢, ze u tak traktowanych
zwierzat aktywnos¢ enzymoéw lipogenetycznych w bia-
tej tkance ttuszczowej wzrasta wielokrotnie [13]. Zna-
czny spadek ilosSci mRNA leptyny obserwowano
u szczuréw z dosSwiadczalng cukrzyca wywotang strep-
tozotocyng, a podanie insuliny miato niewielki wptyw
na poziom tego mRNA [14], Wyniki tych doSwiadczen
nalezy jednak interpretowa¢ z pewng ostroznoscia,
poniewaz dtugotrwate traktowanie zwierzat streptozo-
tocyng powoduje redukcje masy tkanki tluszczowej
i zmniejszenie wielkoSci adipocytow. W zwigzku z tym
spadek stezenia mRNA leptyny moze by¢ skutkiem
dziatania streptozotocyny na adipocyty. Jednorazowe
podanie insuliny gtodzonym szczurom powoduje zna-
czny wzrost ilosci mRNA leptyny [11]. Badania na
hodowlach komérkowych jednoznacznie wskazuja, ze
insulina reguluje ekspresje genu ob na poziomie trans-
krypcji [15]. Podanie insuliny szczurom powoduje
takze wzrost stezenia leptyny w surowicy [16]. In-
sulina dodana do hodowli tkankowej rowniez powo-
duje wzrost stezenia leptyny w srodowisku inkubacyj-
nym [15]. Wyniki tych doswiadczen jednoznacznie
wskazuja, ze insulina odgrywa istotng role w regulacji

Produkt genu i mechanizm jego dziatania

Leptyna (,hormon syto$ci”, hormon odchudzaja-
cy”) biatko o m.cz. 16 kD wydzielane przez adipocy-
ty do krwi, taczy sie z receptorem leptyny (Ob-R)
w podwzgérzu, a w konsekwencji hamuje synteze
NPY (hormon faknienia). Podana (egzogenna) lep-
tyna powoduje zmniejszenie spozycia pokarmoéw
i spadek masy ciata.

Receptor leptyny (Ob-R), biatko o m.cz. okoto 81
kD. Przytaczenie leptyny do receptora powoduje
jego dimeryzacje, ktorej skutkiem jest zahamowa-
nie syntezy NPY (i prawdopodobnie innych nero-
peptydow).

Karboksypeptydaza E, enzym Kkatalizujacy prze-
miane proinsuliny w insuling.

Skéra u myszy normal- Agouti, peptyd, antagonista receptora (MC4-R)

hormonu melanotropowego (MSH). Hamowanie
przez peptyd agouti MC4-R jest prawdopodobnie
przyczyng otytosci u myszy Ay.

podwzgdrze, oko, jadra Tubby, biatko zbudowane z 505 aminokwasow,

mechanizm dziatania nieznany.
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syntezy leptyny. Ostatnio opublikowane dane sugeru-
ja, ze leptyna moze réwniez regulowaé synteze i sekre-
cje insuliny z komoérek @ trzustki [17]. Wykazano
bowiem obecno$¢ receptora leptyny w tych komor-
kach [17]. Na tej podstawie sugeruje sie, ze leptyna
moze zapobiega¢ otytosci poprzez hamowanie sekrecji
insuliny, obnizajac jej stezenie w surowicy [17]. Wyka-
zano rowniez, ze ekspresja szczurzego genu otytosci
jest indukowana przez glukokortykoidy, co prowadzi
do obnizenia spozycia pokarmu, a w konsekwencji do
spadku masy ciata [18]. Duzy wptyw na ekspresje genu
ob wywiera ekspozycja zwierzat na zimno, ktéra
prowadzi do zwiekszonego wydatku energetycznego,
szczegOllnie u matych gryzoni. U myszy poddanych
przez 18 godzin dziataniu niskiej temperatury (5°C)
obserwowano catkowity zanik mRNA leptyny [19].
Podobne zmiany w poziomie mRNA leptyny wywo-
tuje traktowanie zwierzat noradrenaling lub agoni-
stq p-adrenergicznym, izoprenaling [19]. Wyniki
tych doswiadczeA wskazujg, ze ukilad sympatyczny
moze odgrywac istotng role w regulacji ekspresji
genu ob [19].

Ekspresja genu ob w tkance tluszczowej jest rézna
i zalezy od jej lokalizacji w organizmie. U szczurdw
najwyzszg ekspresje obserwowano w tkance tlusz-
czowej najadrzy, nieco nizszg w okotonerkowej tkance
tluszczowej i najnizsza w tkance podskérnej [20].
Insulina stymuluje ekspresje genu ob w tkance ttusz-
czowej najadrzy i okotonerkowej, nie wywiera nato-
miast wptywu na ekspresje tego genu w podskdrnej
tkance tluszczowej [20], To zréznicowanie miedzy
poszczegdlnymi rodzajami tkanki ttuszczowej wynika
prawdopodobnie z rdznej wielkosci adipocytow. Wie-
ksze adipocyty cechuje wyzsza ekspresja genu ob
i odwrotnie [21]. Wynika z tego, ze kazda komorka
tluszczowa moze indywidualnie przesyta¢ sygnaty
o wiasnym stanie energetycznym (zasobach triacylo-
gliceroli) do centralnego ukfadu nerwowego.

Leptyna (gr. leptos — delikatny, cienki, maty) jest
biatkiem o m.cz. okoto 16 kD i wykazuje wysokKi
stopien homologii z biatkami nalezagcymi do rodziny
cytokin [22]. Jest ono wydzielane przez adipocyty do
krwi i transportowane do podwzgorza [23]. W pod-
wzg6rzu taczac sie z odpowiednim dla niego recep-
torem (Ob-R), kodowanym przez gen db [24, 25]
hamuje biosynteze i wuwalnianie neuropeptydu
Y (NPY) [23]. Receptor Ob wykazuje wysoki stopien
homologii z biatkami nalezagcymi do rodziny recep-
toréw cytokin [24], szczegblne podobienstwo wykazu-
je do receptora IL-6 [24]. Punktowa mutacja (G->T)
tego genu prowadzi do otytosSci u myszy [25]. Wzrost
stezenia neuropeptydu Y w podwzg6rzu zwiegksza
spozycie pokarmow, natomiast spadek stezenia pro-
wadzi do efektu przeciwnego [26-28]. W wielu mode-
lach doswiadczalnych wykazano zwigzek wysokiego
stezenia NPY w podwzgdrzu z otytoscia [26-28].
Ponadto dokomorowe podanie NPY powoduje, ze
szczury normalne (nieotyte) w krétkim czasie stajg sie
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otyte [26-28]. Molekularny mechanizm dziatania
NPY nie jest doktadnie znany. Wiadomo, ze zwigksza
on stezenie insuliny, ACTH i kortykosteronu w suro-
wicy szczurdw [29]. Zwiekszone stezenie tych hor-
monow (szczeg6lnie insuliny) moze prowadzi¢ do
wzrostu aktywnosci lipazy lipoproteinowej w biatej
tkance ttuszczowej, a w konsekwencji do nadmiernej
akumulacji lipidéw.

Ostatnio opisano nowy typ receptora NPY i na-
zwano go Y5 [30]. Receptor Y5 jest biatkiem zbudo-
wanym z 456 aminokwasOw, sprzezonym z cyklazg
adenylanowg, a mRNA tego biatka stwierdzono gtow-
nie w podwzgorzu [30]. Receptor Y5 jest odpowiedzia-
Iny za regulacje spozycia pokarmoéw [30]. W przypad-
ku mutacji genu ob (np. u myszy genetycznie otytych
ob/ob) dochodzi do syntezy nieprawidtowej leptyny,
ktéra prawdopodobnie nie hamuje syntezy neuropep-
tydu Y, co wywotuje nadmierne taknienie i otyto$¢
[31]. Mechanizm dziatania leptyny na podwzgdrze
przedstawiono na rycinie 1 Produkowana i wydziela-
na przez adipocyty do krwi leptyna przedostaje sie do
podwzgérza. Tu powoduje dimeryzacje receptora lep-
tyny znajdujgcego sie na powierzchni komoérek pod-
wzgorza. Prowadzi to do zahamowania syntezy NPY
i prawdopodobnie innych neuropeptydow.

Sklonowanie genéw ob i db oraz okreslenie wias-
ciwosci i funkcji biologicznej ich produktéw biat-
kowych stwarza nowe mozliwosci poznania molekula-
rnych podstaw otytosci. Rycina 2 przedstawia wsp64-
dziatanie leptyny i jej receptora w regulacji spozycia
pokarméw. Adipocyty syntetyzujg i wydzielajg do
krwi leptyne, ktdra po przedostaniu sie do podwzgdérza
faczy sie ze zlokalizowanym tam receptorem leptyny
(Ob-R) hamujac synteze i uwalnianie NPY. Jesli
adipocyty wydzielajg niewielkie ilosci leptyny, to jej
stezenie we krwi i w podwzgorzu spada. Wynikiem
tego jest zwiekszona produkcja NPY, a w konsekwen-
cji zwiekszone spozycie pokarmoéw. Wzrost stezenia
glukozy we krwi (w wyniku spozywania pokarmow),
stymuluje uwalnianie insuliny z trzustki, a z kolei
wzrost stezenia insuliny we krwi powoduje zwiekszong
synteze i uwalnianie leptyny z tkanki ttuszczowej do
krwi. Leptyna przedostajgc sie¢ do podwzg6rza hamuje
synteze NPY, co prowadzi do obnizenia apetytu oraz
spadku spozycia pokarmu iw konsekwencji do spadku
stezenia insuliny — hormonu stymulujacego synteze
leptyny. W ten sposéb produkty genow ob i db
stanowig uzupetniajagcy sie system hormon-receptor
(leptyna — Ob-R), przy pomocy ktérego informacje
0 zasobach energetycznych ustroju (zawartych gtéwnie
w tkance tluszczowej) sq przekazywane do centralnego
uktadu nerwowego. Leptyna i jej receptor stanowia
zatem istotne ogniwo w sprzezeniu zwrotnym przeka-
zywania informacji z tkanki ttuszczowej do central-
nego uktadu nerwowego, ktérego zadaniem jest utrzy-
manie statej masy ciala. Jest rzeczg oczywistg, ze
zaburzenie tego procesu musi prowadzi¢ do otytosci.
Redukcja masy ciata w wyniku zwigkszonej syntezy
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Ryc. 1. Mechanizm dziatania leptyny.
Leptyna powoduje dimeryzacje recep-
tora znajdujacego sie na powierzchni
komérek podwzgdrza, wywotujac za-
hamowanie syntezy i wydzielania neu-
ropeptydu Y.

leptyny moze by¢ skutkiem zmniejszenia pobierania
pokarmdéw oraz zwiekszonego wydatku energetycz-
nego (Ryc. 2 i 4). Z kolei zwigkszony wydatek ener-
getyczny jest wynikiem zwiekszonej aktywnosci fizycz-
nej oraz zwiekszonej termogenezy w brunatnej tkance
tluszczowej [32].

W wielu o$rodkach naukowych poszukiwano czyn-
nikéw regulujacych ekspresje genu otytosci in vivo.
Stwierdzono zwiekszong ekspresje genu ob u zwierzat
genetycznie otytych, np.: myszy ob/ob i db/db [7,
33-36]. U myszy ob/ob otytos$¢ jest prawdopodobnie
zwiazana z produkcja nieprawidtowej (krotszej) lep-
tyny. W przypadku myszy db/db przyczyna otytosSci
wydaje sie by¢ nieprawidtowa budowa receptora lep-
tyny. Podskoérne podanie myszom ob/ob leptyny po-
woduje znaczne obnizenie masy ciata [37]. Badania
nad ekspresjg genu ob u ludzi wykazaty u osobnikdéw
otytych jego nadekspresje [38-40] oraz znacznie wyz-
sze stezenie leptyny w surowicy [41-46]. Tak wiec
w przeciwienstwie do myszy ob/ob czy db/db u ludzi
otytych ilo$¢ leptyny jest proporcjonalna do ilosci

POSTEPY BIOCHEMII 43(3), 1997

INPY] |

posiadanej tkanki tluszczowej. Jedng z przyczyn nade-
kspresji genu ob, a w konsekwencji zwiekszonej sek-
recji leptyny do krwi u ludzi otylych, moze by¢
powiekszenie rozmiar6w adipocytow. Ponadto nie
stwierdzono roznic w sekwencji mMRNA genu ob ludzi
otytych i ,,chudych” [38]. Wydaje sie wiec mato
prawdopodobne, aby przyczyny otytosci u ludzi i my-
szy ob/ob byly takie same. Za powstawanie otytosci
u ludzi moze by¢ odpowiedzialna np. zmniejszona
wrazliwos$¢ na leptyne, przyspieszona degradacja lep-
tyny (w adipocytach lub we krwi) i/lub nieprawidtowa
budowa receptora leptyny w podwzgdrzu.

11-2. Gen fat

Kolejnym opisanym genem, zaliczanym do gendw
otytosci, jest genfat. Mutacja w tym genie prowadzi do
umiarkowanej otytoSci i hiperinsulinemii u myszy
[47]. Myszy ze zmutowanym genem fat prawidtowo
reagujg na insuline egzogenng. Sugerowalo to, ze
utych zwierzat produkowana jest nieaktywna insulina.
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Ryc. 2. Wspétdziatanie leptyny, insuliny i receptora leptyny w regu-
lacji spozycia pokarmow.

Ostatnie badania wskazujg, ze przyczyng tych zabu-
rzen moze by¢ obnizona aktywnos$¢ karboksypep-
tydazy E (zwanej réwniez karboksypeptydazg H),
jednego z enzymo6w katalizujagcych przemiane proin-
suliny w insuling w komdrkach p trzustki [48], Zwia-
zek pomiedzy obnizeniem lub brakiem aktywnosci
karboksypeptydazy E a otytoscig nie jest znany. Moz-
na jedynie przypuszczac, ze obnizony poziom aktyw-
nej (dojrzatej) insuliny (wysoki stosunek stezenia pro-
insuliny do insuliny hiperproinsulinemia) moze pro-
wadzi¢ do zmniejszenia syntezy i sekrecji leptyny
z adipocytow, a tym samym do spadku jej stezenia we
krwi. Skutkiem tego moze byé nadmierna produkcja
NPY, hiperfagia i otytos¢ (Ryc. 1i 2).

Opisano takze przypadek otytosci u ludzi zwigzany
z nieprawidtowg przemiang proinsuliny w insuline,
lecz nie wiadomo czy u podstaw tego zaburzenia lezy
obnizona aktywno$¢ karboksypeptydazy E [49].

11-3. Gen tub

Mutacja w genie tub powoduje u myszy umiar-
kowang otyto$¢ z jednoczesng utratg stuchu i degene-
racja siatkéwki [49]. Pomimo sklonowania genu tub,
funkcja jego produktu biatkowego nie zostata dotych-
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czas okres$lona [50, 51]. Wiadomo jedynie, ze gen ten
koduje powstawanie biatka tubby, zbudowanego z 505
aminokwasow i zlokalizowanego w cytosolu [50, 51].
Bioragc pod uwage gtéwne miejsce powstawania tego
biatka (podwzgérze) mozna przypuszczac, ze odgrywa
ono blizej nieokreslong role w regulacji réwnowagi
energetycznej ustroju [52].

11-4. Gen agouti

Gen agouti (Ay) zostal odkryty i sklonowany w
1992 r. [53]. Ulega on ekspresji wylgcznie w skorze
i warunkuje zmiane zabarwienia wioséw u myszy.
Biatko agouti wigze sie z receptorem hormonu mela-
notropowego (MC4-R), hamujgc w ten sposéb wigza-
nie sie z tym receptorem hormonu melanotropowego
(MSH). Zmutowany gen Ay ulega ekspresji praw-
dopodobnie we wszystkich narzagdach [52]. Mutacja
w obrebie tego genu prowadzi do umiarkowanej
otytosci i cukrzycy. Zaobserwowano, ze mutacja w ob-
rebie genu MC4-R lub brak tego genu u myszy (ang.
knockout mouse) prowadzi do otytosci podobnej do
obserwowanej w przypadku mutacji genu Ay [52, 54,
55]. Stato sie to podstawg hipotezy, ze produkt genu Ay
moze powodowac otyto$¢ poprzez wigzanie sie zrecep-
torem MC-4. W celu weryfikacji tej hipotezy syn-
tetyzowano zwigzki, ktére wykazywaty wiasciwosci
antagonistow lub agonistow receptora MC-4 [54],
Podanie zwierzetom agonistéw MC4-R obnizato spo-
zycie pokarmow. RAwnoczesne podanie antagonistéw
receptora MC-4 catkowicie znosito ten efekt. Te wyniki
sugerowaty, ze agonisty receptora MC-4 (np. MSH)
hamuja taknienie, co moze zapobiegac otytosci. Z kolei
antagonisty receptora MC-4 indukujg taknienie,
a w konsekwencji moga prowadzi¢ do otytosci. Bada-
nia Fan i wsp. [54] wskazujg, ze biatko agouti
antagonizuje dziatanie agonistow MC4-R, tzn. dziata

agouti

MC4-R MC4-R

Brak hamowania
spozycia pokarméw

Hamowanie spozycia
pokarméw

BRAK OTYLOSCI OTYLOSC

Ryc. 3. Rola hormonu melanotropowego (MSH), jego receptora
(MC4-R) i biatka agouti w regulacji spozycia pokarmoéw.
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jak antagonisty MC4-R, a skutkiem jego dziatania jest
réwniez otytos¢. Z badan tych wynika, ze MSH i MC-4
moga odgrywac wazng role w kontroli spozycia pokar-
mow (Ryc. 3).

I11. Leptyna-kluczowy element w przekazy-
waniu informacji pomiedzy tkankg ttusz-
czowa a centralnym ukiadem nerwowym

ffl-1. Rola leptyny, Ob-R, NPY, MSH i MC4-R
w regulacji spozycia pokarméw

Poczatkowo rola leptyny w regulacji masy ciata
zwierzat (u ludzi problem ten jest prawdopodobnie
znacznie bardziej ztozony) wydawata sie stosunkowo
prosta (Ryc. 1i 2). W miare kontynuowania badan
obraz ten ze wzglednie prostego staje sie coraz bardziej
skomplikowany. Wskazujg na to réwniez wyniki doty-
czace roli MC4-R oraz jego agonistow i antagonistow
w regulacji kontroli spozycia pokarmoéw.

Wedlug Friedmana i wsp. [56] MSH i MC4-R
stanowig rowniez wazne ogniwo w przekazywaniu
sygnatow w odpowiedzi na nadmierne spozywanie
pokarméw (otytos$¢), natomiast w odpowiedzi na gto-
dzenie funkcje te spetnia NPY ijego receptor (Ryc. 4).
Glodzenie prowadzi do utraty masy ciata (masy tkanki
thuszczowej), a w konsekwencji do zmniejszonej produ-
kcji i sekrecji leptyny do krwi. Niskie stezenie leptyny
w podwzgérzu powoduje, ze tylko niewielka ilo$¢
receptora leptyny wystepuje w formie dimeru (aktyw-
nej), co prowadzi do wzrostu stezenia NPY. Neuropep-
tyd Y taczac sie z receptorem Y5 powoduje wzrost
taknienia i ograniczenie wydatku energetycznego,
umozliwiajgc odbudowe masy tkanki tluszczowe;j.
W przypadku braku leptyny lub syntezy jej nieprawid-
towej formy zwierzeta nie moga kontrolowac spozycia
pokarmu (przypomina to stan ciggtego gtodu) i w kon-
sekwencji stajg sie otyte (jak np. myszy ob/ob). Jesli
myszy te bedg traktowane leptyna, spozycie pokarmu
spadnie, a nastepnie ustapig objawy zwiazane z otytos-
cig. Wysokie stezenie leptyny dziatajagc poprzez MSH
i MC4-R prowadzi do spadku spozycia pokarmu
i zwiekszonego wydatku energetycznego (Ryc. 4).

I11-2. Wyniki doswiadczen wskazujgcych na ist-
nienie genow ob i db

Odkrycie genu ob i jego produktu biatkowego
— leptyny oraz genu db i kodowanego przez niego
receptora leptyny przyczynito sie do wyjasnienia wielu
zjawisk obserwowanych przez fizjologéw i sugeruja-
cych, ze informacje o masie tkanki tluszczowej sg
przekazywane do centralnego uktadu nerwowego,
przypuszczalnie do o$rodka sytosci. Nie okreslono
jednak budowy i witasciwosci substancji, za pomoca
ktorej te informacje sg przekazywane. Postulowano, ze
substancje powstajace w tkance ttuszczowej pod wpty-
wem spozytych pokarméw uwalniajg sie do krwi i tg
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| Spozycie pokarméw j Zuzycie energii | Spozycie pokarméw f Zuzycie energii

Ryc. 4. Mechanizmy regulujace spozycie pokarméw i zuzycie ener-
gii w zaleznosci od masy tkanki tluszczowej zwierzecia.

drogg dostajg sie do centralnego uktadu nerwowego,
gdzie, dziatajgc na osrodek sytosci, hamujg taknienie
[57]. Substancja ta, jak sie dzisiaj wydaje, moze by¢
leptyna. Okreslenie witasciwosci i funkcji produktéw
genéw ob i db umozliwia wyjasnienie wynikéw do-
Swiadczen, w ktérych chirurgicznie potgczono dwa
zwierzeta (parabioza) [58]. Po uszkodzeniu podwzgé-
rza ujednego ze zwierzat, stwierdzono u niego duzego
stopnia otyto$¢, natomiast jego partner przestat jesc¢
i stracit na wadze, przy czym zmiana ta spowodowana
byta utratg tluszczu i biatka. Szczur z uszkodzonym
podwzgdérzem spozywat nadmierne ilosci pokarmu
i wydzielat jednoczes$nie do krwi leptyne, ktéra dziata-
jac na podwzgérze partnera powodowata u niego
zahamowanie spozycia pokarmu. Zwierze z uszkodzo-
nym podwzgérzem nie reagowato na leptyne, spozy-
wato nadmierne ilosci pokarmu i tyto (Ryc. 5). Uszko-
dzenie podwzg6rza chudemu zwierzeciu powodowato
szybki przyrost masy jego ciata [58]. Wyniki tego
doswiadczenia wskazywaty, ze do krwi zwierzagt wy-
dzielana jest substancja (leptyna), ktéra kontroluje
spozycie pokarmu, a decydujacg role w tej kontroli
odgrywa podwzgo6rze (zlokalizowany w btonach ko-
madrkowych tej struktury moézgowej receptor leptyny).

Potgczono chirurgicznie myszy otyte db/db z mysza-
mi otytymi ob/ob oraz myszy db/db i myszy ob/ob ze
zwierzetami z grupy kontrolnej (Ryc. 6). Parabioza
myszy db/db z osobnikami z grupy kontrolnej spowo-
dowata zahamowanie spozycia pokarmu przez myszy
kontrolne, parabioza myszy ob/ob z kontrolnymi spo-
wodowata zahamowanie przyrostu masy ciata u myszy
ob/ob, natomiast parabioza myszy db/db z myszami
ob/ob spowodowata znaczny spadek masy ciata u my-
szy ob/ob. Wyniki tego doSwiadczenia sugerowaty, ze
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Ryc. 5. Skutki uszkodzenia podwzgérza zwierzat potgczonych
chirurgicznie (parabioza). Potgczono chirurgicznie pare
zwierzat, a nastepnie jednemu zwierzeciu uszkodzono pod-
wzgo6rze. Zwierze z uszkodzonym podwzg6rzem staje sig
otyte, poniewazjest niewrazliwe na leptyne z powodu braku
receptora, za$ jego partner chudnie (gtéwnie pod wptywem
leptyny produkowanej w nadmiarze przez zwierze z uszko-
dzonym podwzgdérzem). Uszkodzenie podwzgdrza chude-
mu zwierzeciu powoduje réwniez jego tycie spowodowane
brakiem wrazliwo$ci na leptyne z powodu braku receptora.

myszy db/db produkujg duze ilosci substancji (dzisiaj
mozemy stwierdzi¢, ze jest to leptyna) hamujacej
taknienie u myszy kontrolnych, same za$ nie sg na te
substancje wrazliwe (gdyz nie majg prawidtowego
receptora leptyny). Z kolei myszy ob/ob nie produkuja
substancji hamujgcej taknienie (leptyny), ale sg na nig
wrazliwe (posiadajg prawidtowo dziatajgcy receptor).
Mozna wiec przypuszczac, ze otyto$¢ u zwierzat moze
by¢ spowodowana zar6wno brakiem, jak i syntezg
nieprawidtowej substancji sygnatowej (myszy ob/ob)
oraz brakiem albo nieprawidtowg budowg receptora
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tej substancji (myszy db/db).

Parabioza byta stosowana i opisywana przez wielu
autorow. Harris [59, 60] potgczyta chirurgicznie
dwa jednomiesieczne szczury, a nastepnie hodowata je
przez kolejne 3-4 miesigce. Otyto$¢ u jednego z part-
neréw spowodowano nadmiernym karmieniem (poda-
jac przy pomocy sondy dozotgdkowej podwdjne dawki
pokarmu). W tym dos$wiadczeniu obserwowano row-
niez spadek masy ciata u drugiego z partnerow.
Wedtug Harris [59, 60], spadek masy ciata zwierze-
cia spowodowany byt zahamowaniem biosyntezy kwa-
séw ttuszczowych, co zostato potwierdzone zaréwno
badaniami in vivo jak i in vitro. Wyniki tych doswiad-
czen sugerowaly, ze nadmierne spozywanie pokarmu
indukuje powstawanie substancji hamujgcych lipo-
geneze. Wedtug Harris i wsp. [59, 60], substancja
ta moze by¢ glikoproteina o masie czasteczkowej
okoto 30 kilodaltonéw. W Swietle ostatnich badan
wydaje sie, ze substancjg tg jest leptyna.

I11-3. Leptyna jako lek odchudzajacy?

Odkrycie genow ob i db moze mieé réwniez znacze-
nie praktyczne, stwarza bowiem nowe mozliwosci
leczenia otytoSci, oparte na podstawach molekular-
nych. Podawanie leptyny lub syntetycznych agonistéw
receptora leptyny jak réwniez farmakologicznie sty-
mulowana nadekspresja genu ob i stymulacja uwal-
niania leptyny z adipocytéw do krwi mogtoby stano-
wi¢ istotny element programu terapii odchudzajacej.
Problem ten komplikuje jednak fakt, ze molekularne

db/db  +/+ ob/ob  +/+ db/db ob/ob

\," \ \ }
) )

leptyna leptyna Bptytia  leptyna leptyna . Zpayla
Q<R _ . Ob-R Ob-R_ . Ob-R l\o,.

b @ o & ) % O ) [5Y %
av » e w9 9 w9 L)

\

) ]

XY Y AY) & &'g e
ae aw @ L) & 4 O

a b. C.

Ryc. 6. Skutki parabiozy a) myszy db/db z myszami z grupy
kontrolnej; b) myszy ob/ob z myszami z grupy kontrolnej;
c) myszy db/db z myszami ob/ob.
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podstawy otytosci u ludzi i zwierzat sgq rézne.

IV. Tkanka ttuszczowa jako narzad wydziel-
niczy

Odkrycie, ze adipocyty produkujg i wydzielajg do
krwi leptyne, stawia w nowym Swietle role tkanki
thuszczowej. Tkanka ta, traktowana przez wiele lat
jako magazyn energii zapasowej, staje sie w Swietle
badan ostatnich kilku lat tkankg odgrywajaca wazng
role w regulacji metabolizmu catego organizmu. War-
to wspomnieé, ze oprécz leptyny produkowane i wy-
dzielane przez tkanke tluszczowg sg takze inne sub-
stancje, jak np. adypsyna [61, 62] i TNFa [63].
Szczeg6lng role w regulacji masy ciata i zapobieganiu
otytoSci przypisywano adypsynie. Potwierdzeniem te-
go miata by¢ obserwacja wskazujgca, ze stezenie
adypsyny w surowicy jest znacznie obnizone u otytych
gryzoni [64, 65]. Pézniejsze badania wykazaty jednak,
ze adypsyna ma budowe podobng do czynnika D sys-
temu wigzania dopetniacza [66]. Przypuszcza sie wiec,
ze biatko to petni raczej funkcje odpornosciowa, a nie
regulujgca mase ciata.

Biorgc pod uwage obfitos¢ danych, ktére uzyskano
w ostatnich latach prowadzac badania nad genami
otytoSci mozna stwierdzi¢, ze nastaty ,tluste lata”
w dziedzinie badan nad molekularnymi podstawami
otytosci.
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Terminacja transkrypcji bakteryjnej

Transcription termination in bacteria
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ces, ktéory mozna podzieli¢ na trzy kolejne fazy:
inicjacje, elongacje i terminacje. W bakteriach trans-
krypcja zachodzi z udziatem jednego enzymu, DNA-
-zateznej polimerazy RNA, a caly proces kon-
trolowany jest zaréwno przez sygnaty genetyczne
dziatajace na poziomie DNA lub RNA, jak i przez
liczne biatka regulacyjne [1-3].

Zaangazowana w proces transkrypcji polimeraza
RNA wchodzi w sktad bardzo trwalego, tréjskiad-
nikowego kompleksu DNA-enzym-RNA, Kktorego
okres poéttrwania wynosi kilka godzin [4]. Stabilnos¢
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kompleksu zapewniajagca wydajng transkrypcje dtu-
gich segmentéw DNA implikuje zarazem konieczno$¢
istnienia specjalnych sygnatdéw oraz wspotdziatania
specyficznych czynnikéw umozliwiajgcych terminacje
transkrypcji i rozpad kompleksu elongacyjnego na
czesci sktadowe [5]. W tym miejscu nalezy podkreslié,
ze niezaburzony proces terminacji transkrypcji w scisle
okreslonych miejscach jest warunkiem koniecznym
skoordynowanej ekspresji materiatu genetycznego [6],

Nie istniejg dotychczas jednoznaczne dane ekspery-
mentalne pozwalajace okreslic kolejno$¢ odiagczania
sie poszczegdlnych sktadnikow kompleksu transkryp-
cyjnego [7]. Dane uzyskane przez Arndta i Cha-
m berlina [8] sugerujgjedynie, ze polimeraza RNA
odtgcza sie od matrycy dopiero po oddysocjowaniu
transkryptu.

Spotykane w genomie bakterii specyficzne sekwen-
cje umozliwiajace rozpad kompleksow transkrypcyj-
nych i stanowigce bariere dla procesu elongacji — ter-
minatory transkrypcji — mozna podzieli¢ na dwie
klasy. Pierwsza klasa terminatoréw, zwanych termina-
torami wiasciwymi (ang. intrinsic terminators) peni
swojg funkcje niezaleznie od dziatania jakichkolwiek
czynnikéw terminacyjnych, w szczegdlnosci termina-
cyjnego biatka Rho [9]. Funkcjonowanie drugiej klasy
terminatoréw catkowicie zalezy od aktywnosci biatka
Rho i dlatego sa one definiowane jako terminatory
Rho-zalezne [10, 11].

Terminatory transkrypcji okreslaja miejsca, w kto-
rych szybko$¢ uwalniania transkryptu z trdjsktad-
nikowego kompleksu przewyzsza szybko$¢ dodawania
nastepnego nukleotydu do rosngcego tafnicucha RNA
[12]. Czynniki wptywajgce na szybkos¢ elongacji np.
stezenie substratu lub zmiany mutacyjne polimerazy
RNA, znajdujg odbicie w wydajnosci funkcjonowania
terminatorow [13].

Struktura terminatoréw wiasciwych i mechanizm
terminacji Rho-niezaleznej transkrypcji, struktura
Rho-zaleznych terminatorow, budowa biatka Rho
oraz hipotetyczne modele jego terminacyjnej aktywno-
§ci zostang przedstawione w kolejnych czesciach ar-
tykutu. Czytelnik znajdzie tez dodatkowe informacje
dotyczace dziatania dwoch innych biatek terminacyj-
nych: NusA i NusG.

Il. Terminacja transkrypcji niezalezna od
biatka Rho

Wszystkie dotychczas zidentyfikowane terminatory
wiasciwe charakteryzujg sie Scisle okreslong struktura
[9, 14-17]. Dwie cechy tej struktury zastugujg na
podkreslenie: 1) sekwencja palindromowa bogata
w pary GC, obejmujgca okoto 20 pz oraz 2) na-
stepujacy po niej cigg reszt dA w nici kodujacej. Taka
budowa terminatora determinuje strukture kornca 3'
transkryptu RNA, ktéry ma charakterystyczng drugo-
rzedowg forme typu ,petla i trzonek”. Ta zazwyczaj
stabilna struktura poprzedza cigg reszt U. Schemat
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budowy terminatora na poziomie transkryptu ilustruje
rycina 1

Obie wyzej wymienione cechy budowy terminato-
row sg niezwykle istotne dla wydajnej terminacji
transkrypcji [4], Zmiany prowadzace do destabilizacji
struktury drugorzedowej [18-21] lub dajgce ten sam
efekt przytaczenie oligonukleotydow DNA komple-
mentarnych do wchodzacego w sktad trzonka odcinka
5 RNA [22], znacznie obniza wydajno$¢ terminacji.
Wedtug powszechnie przyjetego pogladu, rola drugo-
rzedowej struktury typu ,petla i trzonek” polega na
zwolnieniu elongacji transkrypcji zwigzanym z wy-
dtuzeniem pauzowania polimerazy RNA, co z kolei
pozwala na zajscie dalszych zmian prowadzacych
w rezultacie do rozpadu kompleksu transkrypcyjnego
[4]. Jak wykazaly dane uzyskane przez Arndta
i Chamberlina [23], zmiany te polegajg gtownie
na ostabieniu interakcji miedzy rdzeniem polimerazy
RNA a $wiezo powstatym transkryptem w miejscu jego
zwigzania przez enzym. Doktadna analiza mutacyjna
terminatora tR2 bakteriofaga X wykazuje, ze nie tylko
mozliwos$¢ utworzenia stabilnej struktury drugorzedo-
wej ale takze specyficzna sekwencja wchodzacego w jej
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Ryc. 1. Struktura terminatora wasciwego.
Sekwencje wazne funkcjonalnie ujeto w ramki.

183



sktad RNA moze mieé¢ znaczenie dta terminacji trans-
krypcji [18].

Mutacyjne zmiany w ciggu reszt adeninowych znaj-
dujg réwniez odbicie w wydajnosci terminacji [19].
Cigg reszt dA w nici kodujacej zhybrydyzowany
z ciggiem reszt U stanowigcych koniec 3' transkryptu
tworzy strukture mato stabilng [24]. Przyczyng nie-
stabilnosci jest deformacja podwdjnej helisy typu
A charakterystycznej dla hybrydow DNA-RNA. Ob-
nizona stabilno$¢ hybrydu prowadzi do oddysocjowa-
nia RNA z kompleksu transkrypcyjnego. Ostatnio
wykazano, ze reszty dA uczestniczg, a nawet majg
kluczowe znaczenie w blokadzie procesu elongaciji,
zatrzymujac przesuwanie sie polimerazy RNA po
matrycy [25].

Istnieje wiele dowodow eksperymentalnych wskazu-
jacych na udziat w terminacji takze sekwencji poprze-
dzajacych i sekwencji nastepujagcych po opisanej po-
wyzej strukturze terminatora [26-28]. Sekwencje po-
przedzajgce terminator wptywajg prawdopodobnie na
zmiany konformacyjne enzymu, utrwalajgc jego kon-
takt z transkryptem [2, 28-30]. Mozliwo$¢ wptywu na
transkrypcje sekwencji nastepujacych po terminato-
rze, nie ulegajacych transkrypcji ale majgcych kontakt
z enzymem, zostata zasugerowana przez wyniki badan
Lee i wsp. [31]. Badacze ci przeprowadzili analize
wielu nie ulegajgcych transkrypcji sekwencji DNA
nastepujacych po naturalnych miejscach pauzowania
polimerazy RNA i wykazali, ze maja one wptyw na
czas péttrwania pauzujacego kompleksu transkrypcyj-
nego. Sekwencje te obejmujag co najmniej 14 nukleo-
tydédw za miejscem pauzowania, co odpowiada granicy
oddziatywan DNA z polimeraza RNA nie obejmuja-
cych centrum katalitycznego enzymu [31a].

I1l. Rho-zalezna terminacja transkrypcji
I11-1. Terminatory Rho-zalezne

Rho-zalezne terminatory transkrypcji obejmujg od-
cinki dtugosci 100-200 pz i sktadajg sie z dwéch
wyodrebnionych czesci [2, 4, 10, 32-38].

Cze$¢ 5' terminatora stanowi region rut, ktérego
minimalna dtugos$¢ wynosi 85 pz [39, 40]. Transkrypt
sekwencji rut jest miejscem poczatkowego zwigzania
biatka Rho [41-44]. Region rut nie charakteryzuje sie
zadnymi S$cistymi wymaganiami dotyczacymi struk-
tury badZz sekwencji. Funkcjonalno$¢ regionu uzalez-
niona jest jedynie od spetnienia dwdch, dos¢ liberal-
nych warunkdéw, ktérymi sa: 1) wzglednie duza liczba
reszt cytydynowych w potgczeniu z mata liczbg reszt
guanozynowych oraz 2) jednoniciowo$s¢ RNA (brak
struktur drugorzedowych) [45-47]. Badania mutacyj-
ne wykazaty, ze minimalna liczba reszt cytydynowych
w tym regionie musi wynosic¢ jedynie 5-6, a ich pozycja
moze by¢ dowolna [48-49].

Sekwencja czeSci 3' Rho-zaleznego terminatora
obejmuje okoto 100 pz. Kinetyczne badania wykazaty,
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ze w tym regionie znajdujg sie naturalne miejsca
warunkujgce przerwy elongacyjne nawet w nieobecno-
$ci biatka Rho [50-51],

Szybko$é elongacji transkrypcji mierzona szybko-
$cig dodawania nukleotydéw do rosngcego tancucha
RNA waha sie znacznie, zaleznie od pozycji matrycy
[16, 33, 51]. Polimeraza RNA pauzuje podczas trans-
krypcji sekwencji, w ktdrych mozna wyrézni¢ az piec
cech charakterystycznych. Najwazniejszg z nich jest
zdolnos$¢ do tworzenia krétkiej, drugorzedowej struk-
tury typu ,szpilki do wtoséw”. Koniec 3' tej drugo-
rzedowej struktury wyprzedza koniec 3' RNA w za-
trzymanym trojsktadnikowym kompleksie transkryp-
cyjnym o 10-11 nukleotydow [4]. Z reguly nie wszyst-
kie czasteczki polimerazy RNA respektuja przerwy
transkrypcyjne, a czas pauzowania polimerazy RNA
jest rézny [16]. Przyjmuje sie, ze funkcjonalna rola
pauzowania, przynajmniej podczas transkrypcji
mRNA, polega na skoordynowaniu transkrypcji
i translacji [4].

W Rho-zaleznych terminatorach biatko Rho osiaga
kompleks transkrypcyjny w umiejscowionych za sek-
wencjg rut miejscach determinujgcych pauzowanie
polimerazy RNA i powoduje oddysocjowanie trans-
kryptu. Miejsce terminacji transkrypcji w Rho-zalez-
nym terminatorze nie jest state i moze by¢ potozone
w odlegtosci do kilkudziesieciu pz, co jest przyczyna
obserwowanej heterogennosci koica 3' transkryptow
[53-55].

Brak scisle okreslonej sekwencji sprawia, ze Rho-
-zalezne terminatory wystepujg bardzo czesto w DNA
bakteryjnym i fagowym nie tylko na kofAcach gendw,
lecz rowniez w ich obrebie lub w odcinkach liderowych
poprzedzajgcych geny strukturalne [36, 56]. Funkc-
jonowanie terminatoré6w wymaga nieobecnosci rybo-
soméw pokrywajacych RNA i uniemozliwiajacych
zwigzanie z nimi biatka Rho a wiec nie moze zachodzié
gdy transkrypt ulega translacji [57]. Uzaleznienie
funkcjonowania Rho-zaleznych terminatorow od
translacji jest szczegdlnie waznym czynnikiem regula-
cyjnym w przypadku lokalizacji terminatora w sek-
wencjach kodujgcych biatko.

111-2. Wiasciwosci biatka Rho

Aktywng formg biatka Rho, produktu genu rho
wyizolowanego i zsekwencjonowanego po raz pierw-
szy przezPinkhama i Platta w 1983 r. [58],jest
heksamer [59-60], Homologi Rho wyodrebnione z r6-
znych niespokrewnionych bakterii sg silnie konser-
wowane, identycznos$é sekwencji aminokwasowej wy-
nosi minimum 50% [61-62]. Tylko nieliczne bakterie,
w tym Streptomyces sp., Mycobacterium sp. i Micrococ-
cus luteus, ktére majg wysoka zawartos¢ par GC
i ktérych RNA charakteryzuje sie bardziej rozbudowa-
ng strukturg drugorzedowga, kodujg nieco odmienny
i dtuzszy, z powodu obecnosci insertéw, polipeptyd
Rho [63].
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Ryc. 2. Schemat struktury heksameru Rho.
W trzech nieré6wnocennych dimerach zaznaczono trzy miej-
sca silnie wigzace RNA (czarne) i trzy miejsca stabo wigzace
RNA (biate) lezace po jednej stronie ptaskiego pierscienia.

Kazdy, ze ztozonych z 419 aa monomerow biatka
Rho ma ksztatt kuli o $rednicy 4.2 nm. Sze$¢ kulistych
monomerow tworzy ptaski pierscien (Ryc. 2) [64-68].
Rho zawiera domeny wigzace RNA i ATP [69-76].
Poréwnanie sekwencji aminokwasowej Rho i innych
biatek ujawnito obecno$¢ motywu charakterystycz-
nego dla ATPaz [73] i motywu podobnego do sekwen-
cji RNP1 eukariotycznych biatek wigzagcych RNA
[77]. Umiejscowienie tych motywéw w czasteczce
biatka pokazano na rycinie 3.

Domena wigzaca RNA znajduje sie we fragmencie
ztozonym z 116 N-konicowych aa [78]. W wigzaniu
RNA kluczowa role petni sekwencja DGFGFLR
rozciggajaca sie miedzy resztami 60 i 66 [62, 79]. Szes¢
miejsc wigzania RNA w heksamerze zlokalizowanych
jest w szczelinie obejmujgcej wszystkie monomeryczne
podjednostki [80]. Tylko trzy, utozone naprzemiennie
miejsca zdolne sg zwigzac silnie RNA, trzy pozostate
majg dziesieciokrotnie obnizong site wigzania. Zwigza-
nie RNA z jakimkolwiek z monomerdw stabilizuje
konformacje zdolng do silnego wigzania zjednoczesng

stabilizacjg konformacji umozliwiajgcej stabe wigzanie
RNA w podjednostce sasiedniej [81].

Biatko Rho ma aktywno$¢ enzymatyczng ATPazy
[82-89]. Domena odpowiedzialna za wigzanie i hydro-
lize ATP umiejscowiona jest w Srodkowej czesci biatka
[70]. Opierajgc sie na podobienstwie sekwencji tej
domeny z sekwencjami ATPaz o znanej strukturze
krystalicznej, Mira i wsp. przedstawili model trze-
ciorzedowej struktury srodkowego odcinka Rho [90].
Wigzanie ATP zachodzi nawet w nieobecnosci RNA.
Heksamer Rho moze zwigza¢ nawet 3 czasteczki ATP
w miejscach majacych silne powinowactwo do nukleo-
tydu i 3 czagsteczki w miejscach majagcych stabe powi-
nowactwo [92-93]. Nie wiadomo, czy miejsca silnie
wigzace RNA i ATP znajdujg sie w tych samych
monomerach [4]. Dodanie RNA do kompleksu Rho-
-ATP stymuluje aktywno$¢ ATPazy [93,94], ktora jest
niezbedna do terminacji i odtgczenia RNA od kom-
pleksu transkrypcyjnego [95-97].

Miejsca silnie wigzace RNA zdolne sg réwniez do
wigzania DNA, jego zwiagzanie nie indukuje jednak
hydrolizy ATP [78]. Opierajac sie na badaniach
dotyczacych aktywnosci ATPazy przez mieszaniny
RNA iDNA, Richardson zaproponowat istnienie
dodatkowego miejsca wigzgcego specyficznie RNA
w reakcji zaleznej od uprzedniego zwigzania i hydro-
lizy ATP [87]. Wiasciwosci mutanta rhol, ktérego
defekt w oddziatywaniach z RNA uwidacznia sie
jedynie w obecnosci ATP potwierdzajg sugestie Ri-
chardsona [98].

Rho posiada réowniez aktywnos$¢ helikazy. Wydaje
sie, ze ta aktywno$¢, manifestujgca sie zdolnoscig do
rozwijania dupleksow DNA-RNA istniejacych na
koncu 3' Swiezo powstatego transkryptu [87], jak
rowniez duplekséw RNA-RNA [99, 100], jest istotna
dla terminacji transkrypcji. Helikaza Rho jest unikalna
i nie wykazuje pokrewieAstwa sekwencji z innymi
helikazami RNA zawierajgcymi charakterystyczne
motywy DEAD lub DEAH [76].

Terminacyjna aktywnos$¢ biatka Rho hamowana
jest przez biatko Psu [10]. Biatko Psu, kodowane przez
satelitarnego faga P4 hamuje Rho-zalezng terminacje
w wielu terminatorach potozonych zaréwno w geno-
mie faga P2, ktory jest fagiem helperem dla P4, jak ina
chromosomie i plazmidach E. coli [102]. Brak zlokali-
zowanego dziatania wskazuje, ze Psu jest bezposred-

RNP1 RNP2 ATPazaA ATPazaB
DGFGFLR YV APPKAGKT VIILLD
— Inr"”
419
i
0 50 100 150 200 250 300 350 400
DOMENA WIAZACA RNA DOMENA WIAZACA ATP
Ryc. 3. Diagram sekwencji polipeptydu Rho.
Zaznaczono domeny wiazace RNA i ATP oraz motywy RNP1, ATPazaA i ATPazaB. Objasnienia w tekscie.
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nim inhibitorem Rho, jakkolwiek molekularny mecha-
nizm inhibicji nie jest poznany.

111-3. Modele terminacyjnego dziatania biatka Rho

Do niedawna istniaty trzy modele ttumaczgce spo-
sob wjaki biatko Rho wigzgace sie poczgtkowo w miejs-
cu rut dziata w odlegtym regionie tsp. Modele te zostaty
schematycznie przedstawione na Ryc. 4. Pierwszy
postuluje zapetlenie odcinka RNA przedzielajgcego
miejsca rut i tsp. Model ten zostat obalony przez
Steinmetza i wsp. [103], ktérzy wykazali, ze
wprowadzenie miedzy rut a tsp sekwencji hamujgcych
przesuwanie sie Rho po RNA hamuje funkcje ter-
minacyjng biatka. Drugi model zaktada jednokierun-
kowe przesuwanie sie Rho po RNA wykorzystujgce
energie pochodzacg z hydrolizy ATP i jednoczesnie
implikuje odtgczenie biatka z rut i nastepne jego
zwigzanie z sekwencjami 3' transkryptu. Ta hipoteza,
obecnie mniej faworyzowana niz kilka lat temu, zo-
stata zaproponowana przez grupe von Hippela
[104]. W duzym skrdcie, badacze ci zaktadajg, ze
przyczyng ruchu Rho w kierunku kofica 3' RNA jest
indukowana przez hydrolize ATP zmiana konformacji
miejsc silnie- i stabo wigzagcych RNA w heksamerze
biatka [105-107], Trzeci model, pokrewny drugiemu,
ttumaczy dotarcie przez biato Rho do sekwencji tsp
metodg przesuwania sie po RNA, lecz z jednoczesnym
utrzymaniem kontaktu z sekwencjg rut. Kontakt z sek-
wencja rui jest scisty i biorg w nim udziat miejsca Rho
silnie wigzagce RNA, natomiast oddziatywania z kon-
cem 3'transkryptu sg stabsze, zalezg od hydrolizy ATP
i biorg w nich udziat miejsca Rho stabo wigzace RNA.
Kontakt z 3'-koricowym odcinkiem transkryptu wy-
zwala aktywnos$¢ helikazowa Rho. Potaczenie Rho
z miejscami silnie wigzacymi gwarantuje aktywacje
ATPazy, natomiast miejsca stabo wigzace umozliwiajg
odtgczenie i ponowne przytgczenie sie biatka do trans-
kryptu. Model ten zaproponowany przez P lalla
[10] i majacy obecnie najwiecej zwolennikéw znalazt
potwierdzenie w wynikach eksperymentéw Stein-
metza i Platta [100], ktérzy badali wigzanie na
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Ryc. 4. Modele terminacyjnego dziatania biatka Rho wg Stein-
metza i wsp. (1990). Wyttumaczenie w tekscie.
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filtrach trawionego RNAzg H kompleksu Rho-RNA.
Model Platta posiada jeden staby punkt, ktérym jest
brak proby wyttumaczenia jednokierunkowos$ci prze-
suwania sie Rho po RNA.

IV. Inne biatka terminacyjne: NusA i NusG

Biatko NusA, produkt genu nusA E. coli wigze sie
z rdzeniem polimerazy RNA [108] i zwalnia szybkos¢
elongacji transkrypcji na skutek wydtuzenia przerw
transkrypcyjnych [50,109-113]. Wydaje sieg, ze wiasnie
ta cecha biatka NusA wptywa na zwiekszong wydaj-
nos$¢ transkrypcji obserwowang w Kilku terminatorach
wiasciwych [109, 114-116], Efekt biatka NusA na
Rho-zalezng terminacje jest przeciwstawny. NusA
zdolne jest do supresji Rho-zaleznych terminatoréw,
mimo ze uczestniczy w wigzaniu Rho z polimeraza
RNA [47, 117]. Ten réznorodny, zalezny od rodzaju
terminatora i od aktywnos$ci biatka Rho, wptyw NusA
na terminacje sprawia, ze biatko to uwazane jest za
modulator transkrypcji, a nie jedynie za czynnik
terminacyjny.

Drugie biatko E. coli, NusG, jest waznym kofak-
torem Rho-zaleznej terminacji [118]. Zwiekszenie we-
wnatrzkomérkowego poziomu biatka w wyniku jego
ekspresji z plazmidu wystepujagcego w duzej liczbie
kopii prowadzi do supresji niektérych mutantow rho
[119]. Funkcja terminacyjna NusG zalezy od ter-
minatora, od wewnatrzkomoérkowego, ilosciowego
stosunku biatek Rho i NusG i od szybkosSci elongacji
transkrypcji; wraz ze wzrostem tej szybkosci zwieksza
sie uzaleznienie sprawnego dziatania Rho od wspoma-
gajacej funkcji kofaktora NusG [120-122]. Biatko
NusG zdolne jest do wigzania zar6bwno Rho jak
i rdzenia polimerazy RNA [122, 123]. Nehrke
i Platt [124] wykazali istnienie tréjsktadnikowego
kompleksu polimeraza RNA-NusG-Rho w termina-
torze trpt'. Molekularne szczegéty dziatania NusG nie
sg wyjasnione. By¢ moze, NusG zmienia wzajemne
oddziatywania polimerazy RNA z RNA (lub DNA)
wspomagajac Rho-zalezne odigczanie sie transkryptu
[2], Wedtug eleganckiej hipotezy przedstawionej przez
Richardsona i Greenblatta [4], biatko
NusG umozliwia luzne zwigzanie Rho z kompleksem
transkrypcyjnym juz na poczatku fazy elongacyjnej, co
z kolei utatwia odnalezienie i specyficzne zwigzanie sie
Rho z sekwencjg rut.

V. Uwagi koncowe

Terminacja transkrypcji jest skomplikowanym pro-
cesem uzaleznionym od istnienia sygnatow struktural-
nych dziatajgcych na poziomie Swiezo powstatego
transkryptu i od aktywnos$ci biatek terminacyjnych.
Biatka te moga bezposrednio oddziatywa¢ z poli-
merazg RNA. Przyktadem jest omowione doktadnie
biatko Rho i biatko Nun bakteriofaga HK022 E. coli
[125]. Moga tez, jak biatko TRAP Bacillus suhtilis,
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wpltywaé na mozliwo$¢ tworzenia i na stabilno$é
terminatoréw [126].

Bardzo wiele czynnikéw, z ktérych najbardziej
znaczacg grupe stanowig tzw. biatka antyterminacyj-
ne, negatywnie reguluje terminacje, uniemozliwiajac
utworzenie struktur terminatoréw (biatko BgIG E. coli
[127, 128] lub hamujac dziatania biatek terminacyj-
nych (wspomniane uprzednio biatko Psu faga P4).

Omowienie antyterminacji transkrypcji i licznych
sposobdw jej regulacji przekracza zakres tego opraco-
wania. Warto jednak wspomnie¢ o antyterminacyjnej
roli wymienionych wyzej biatek terminacyjnych, NusA
i NusG. Biatka te petnig istotng role w antyterminacji
transkrypcji bakteriofaga Xiwraz z biatkiem fagowym
N i dwoma innymi biatkami E. coli, NusB i NusE,
modyfikujg polimeraze RNA do tzw. formy elongacyj-
nej, ktéra nie reaguje na sygnaly terminacyjne [119,
123, 129-134]. W tym konkretnym przypadku, przy-
czyna podwajnej i przeciwstawnej funkcji biologicznej
NusA i NusG jest istnienie dwdch réznych komplek-
sow, w skiad ktorych te biatka mogg wchodzic.
Wspotdziatanie z Rho prowadzi do terminacji, wspot-
dziatanie z N (antyterminacyjne biatko fagowe) umoz-
liwia wydajng antyterminacje transkrypcji.

Artykut otrzymano 25 lutego 1997 r.
Zaakceptowano do druku 6 maja 1997 r.
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Wyspy CpG — jedyne niezmetylowane odcinki DNA
charakterystyczne dla promotorow genéw kregowcow

CpG islands — the unmethylated fragments of DNA in vertebrate

genome

GRZEGORZ IRA*

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Cechy wysp CpG
11-1. Potozenie wysp CpG w stosunku do genéw i roz-
mieszczenie wysp w chromosomie
11-2. Odmienna struktura chromatyny w obrebie wysp
CpG
I11. Zwiazek metylacji genomu z wystepowaniem wysp CpG
I11-1. Metylacja genomu kregowcow
I11-2. Dlaczego wyspy CpG pozostajg niezmetylowane?
111-3. Wyjatkowa metylacja wysp CpG
IV. Wyspy CpG w genomie kregowcow
IV-1. Wyspy CpG jako markery genéw
IV-2. Wyspy CpG u kregowcoéw zimnokrwistych
IV-3. Korelacje miedzy czestoScig wystepowania wysp
CpG, typem izochor i prazkéw chromosomalnych
u ssakow
V. Pochodzenie i ewolucja wysp CpG

Wykaz stosowanych strétéw: izochora — dtugi odcinek DNA
(300kb) jednolity pod wzgledem sktadu zasad; sekwencja GC
(ang. GC box) — sekwencja bogata w GC lezgca w obrebie
promotora niektdrych genéw eukariotycznych, najczesciej
genéw metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping ge-
nes), miejsce wigzania czynnika transkrypcyjnego Spl; sek-
wencja TATA (ang. TATA box) — sekwencja lezaca w obrebie
promotora wielu genéw eukariotycznych polimerazy I,
miejsce wigzania czynnika TFIID; geny metabolizmu pod-
stawowego (ang. housekeeping genes) — geny niezbedne do
utrzymania metabolizmu komoérkowego, ktdrych ekspresja
nie podlega regulacji; sekwencja CAAT (ang. CAAT box)

sekwencja regulatorowa lezagca w obrebie promotora
wielu genéw eukariotycznych; imprinting genomowy
— zmiany w genie pojawiajgce sie w czasie spermatogenezy
i oogenezy, czego rezultatem jest odmiennos$¢ alleli po-
chodzacych od matki i ojca juz we wczesnych stadiach
zarodkowych. Moze by¢ spowodowany odmiennym wzor-
cem metylacji alleli matki i ojca; fragmenty Hpall, HTF (ang.
Hpall tinyfragments) — drobne fragmenty DNA pochodzg-
ce gtéwnie z obszaru wysp CpG uzyskane za pomoca
trawienia DNA enzymem restrykcyjnym Hpall, ktdérego
sekwencja specyficzna znajduje sie najczesciej w obrebie
wysp CpG.

I. Wstep

Metylacja jest najczesciej wystepujaca modyfikacja
DNA u Eucaryota, gdzie ulega jej tylko jedna z czte-

* Mgr, Pracownia Genetyki, IBiOS, UMK, ul. Gagarina 9,
87-100 Torun
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rech zasad, cytozyna. W wielu genomach zwierzecych
wspotistniejg zmetylowane i niezmetylowane sekwen-
cje DNA. Poziom i rozktad zmetylowanego DNA
w obrebie genoméw bezkregowcow i kregowcdw jest
rézny. Genom bezkregowcoéw sktada sie z dtugich, na
przemian wystepujgcych, trwale zmetylowanych i nie-
zmetylowanych sekwencji. Zmetylowane odcinki
chromosomu obejmuja zazwyczaj mniej niz 1/3 geno-
mu. U niektérych gatunkdw (np. Drosophila melanoga-
ster) metylacja jest ledwie wykrywalna lub w ogéle sie
jej nie stwierdza. W wolnej od metylacji czesci genomu
bezkregowcow znajdujg sie wszystkie dotgd zmapowa-
ne geny. U kregowcdw niezmetylowana frakcja DNA
obejmuje jedynie 1-2% genomu tworzac tzw. wyspy
CpG [1-4].

Wyspy CpG odkryte w genomie mysim [5] sa
sekwencjami dtugos$ci 0.5-2 kb. Charakteryzujg sie one
() wysoka zawarto$cig guaniny i cytozyny (G+C
powyzej 60%), (ii) licznymi, niezmetylowanymi dinuk-
leotydami CpG, ktére jedynie w ich obrebie pojawiaja
sie z czestoScig zblizong do oczekiwanej (stosunek
czestotliwosci obserwowanej do oczekiwanej wynosi
tu powyzej 0.6, poza wyspami natomiast okoto 0.2), (iii)
wystepowaniem tzw. sekwencji GC (ang. GC box,
miejsce wigzania czynnika transkrypcyjnego, Spl).

Ze wzgledu na wysokg zawarto$¢ nukleotydow
G + C i brak metylacji, w obrebie wysp CpG stosun-
kowo czesto wystepuje sekwencja CCGG. Ten tetra-
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nukleotyd rozpoznawany jest przez restryktaze Hpall
wrazliwg na metylacje, co umozliwia oddzielenie seg-
mentéw ,,wyspowego” DNA od pozostato$ci genomu
jako tzw. fragmentéw Hpall (inaczej HTF od Hpall
Tiny Fragments). Wyspy zawieraja takze miejsca roz-
poznawane przez enzymy restrykcyjne przecinajgce
w obrebie rzadkich sekwencji bogatych w G +C
i niezmetylowane dinukleotydy CpG (np. enzymy Notl
i Sacl). W praktyce oznacza to, ze czesto ponad 80%
takich miejsc znajduje sie w obrebie wysp CpG.

Wyspy CpG sasiaduja lub pokrywajg sie z koncami
5 wszystkich gendw metabolizmu podstawowego
i znacznej czesci genow specyficznych tkankowo. Nie-
rownomierny rozktad w genomie niezmetylowanego
dinukleotydu CpG ijego preferencyjne wystepowanie
na koncu 5' pewnych gendéw wykazali jako pierwsi
McClelland i lvarie [6] oraz Tykocinski
i M ax [4]. Specyficzne potozenie wysp CpG wyko-
rzystuje sie do poszukiwania i klonowania gendw.
Wysepki te majg tzw. ,,otwartg” strukture chromatyny
i moga wskazywac miejsca oddziatywan miedzy czyn-
nikami transkrypcyjnymi i promotorami.

I1. Cechy wysp CpG

I1-1. Potozenie wysp CpG w stosunku do gendw
i rozmieszczenie wysp w chromosomie

Chociaz geny, ktérych sekwencja sasiaduje lub
pokrywa sie czeSciowo z odcinkami DNA o charak-
terze wyspy CpG majg bardzo r6zng dtugos¢ (od kilku
do kilkuset kb) to najczesciej wyspy obejmuja pierwszy
ekson. Mozna jednak wsréd wszystkich wysp CpG
wyréznic te, ktére leza w srodku lub na poczatku genu,
i te ktore obejmuja caly gen. Geny metabolizmu
podstawowego zawsze zawierajg wyspe CpG na swym
koricu 5' (tab. 1). W kilku wypadkach wykazano, ze
jeden gen obejmowaé moze dwie wyspy CpG [3],

Wyspy CpG mogg wystepowaé co kilkadziesiat
tysiecy par zasad, ale moga tez by¢ oddzielone miliona-
mi par zasad [7-8]. Wyniki analizy duzych fragmentow
ludzkiego genomu, w ktérych zmapowano wyspy
CpG, wskazujg na wystepowanie $rednio jednej wyspy
na 36 kb [9]. Srednig te wyliczono bioragc pod uwagé
fragmenty DNA, ktdére opisano jako bogate w wyspy
CpG. W duzej czesci genomu (55%) wyspy CpG
wystepujg bardzo rzadko (raz na kilka milionow par
zasad). Czesto$¢ ich wystepowania zwieksza sie wraz ze
wzrostem aktywnos$ci transkrypcyjnej chromatyny.
Ponad 80% wysp CpG lezy w stanowigcej 45%
genomu czesci odpowiadajgcej prazkom R (patrz
IV-3).

11-2. Odmienna struktura chromatyny w obrebie
wysp CpG

Wyspy CpG obejmujg najczesciej promotory i po-
czatkowa czes¢ gendw, co juz sugeruje tzw. ,otwarty”
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Tabela 1.

Potozenie wysp CpG w stosunku do jednostki transkrypcyjnej
w zbadanych genach (na podstawie [83]).

. Geny Geny
Potozenie wysp CpG metabolizmu tkankowo-
wzgledem genu .
podstawowego -specyficzne
cato$¢ genu 1 7
poczatek genu 84 45
poczatek i $rodek genu 7 1
$rodek genu — 39
poza genem — 2

charakter chromatyny w ich obrebie. Chromatyna
taka charakteryzuje sie niewielkg gestoscig upakowa-
nia nukleosoméw, wysokim stopniem acetylacji histo-
néw H3 i H4 i malg zawartoscig histonu HI [10].
Niewielka gesto$¢ upakowania nukleosoméw jest cha-
rakterystyczna dla struktury aktywnych promotoréw,
utatwia ona wigzanie biatek regulatorowych z DNA
i wigze sie z wystepowaniem miejsc nadwrazliwych na
dziatanie nukleazy [11, 1la]. Podobnie mata zawar-
tos¢ histonu HI utatwia¢ moze wigzanie czynnikow
transkrypcyjnych [12-13]. Histon ten wykazuje wiek-
sze powinowactwo do zmetylowanego DNA [14-15],
wobec czego niezmetylowane wyspy CpG bytyby tu ,,z
natury” zubozone w histon HI. Nalezy doda¢ jednak,
ze nie we wszystkich badaniach stwierdzono preferen-
cyjne wigzanie histonu HI ze zmetylowanym DNA
[16]. Podobnie, zwigzek acetylacji histonéw z trans-
krypcja nie jest do kornca wyjasniony. Jedni badacze
mowig o ScisHej zaleznosci pomiedzy aktywnoscig
transkrypcyjng genu i acetylacjg N-koricow histonéw
[11], podczas gdy inni wykazujg brak wyraZznej korela-
cji [17], Poréwnano stopien acetylacji chromatyny
w obrebie aktywnego i nieaktywnego genu P globiny
kurczaka. Wynik wyraznie wskazuje, ze ekspresji tego
genu towarzyszy zwiekszona acetylacja chromatyny
(Scislej mowigc, rdzeniowych histonéw nukleosomow).
Wykazano takze dodatni wplyw acetylacji histonow
H3 i H4 (zwilaszcza H4) na wigzanie czynnikdw
transkrypcyjnych z specyficznymi sekwencjami [18-
-19]. Stymulujacy wptyw zacetylownych histonéw na
wigzanie biatek regulatorowych moze wynika¢ ze
zredukowania oddzialywan dodatnio natadowanego
N-konca histonéw z ujemnie natadowanymi grupami
fosforowymi szkieletu DNA badz tez konformacyj-
nymi zmianami w nukleosomie. Inne badania wskazu-
ja, ze o ile heterochromatyna jest znacznie mniegj
acetylowana niz euchromatyna to nie ma zaleznosci
pomiedzy aktywnos$cig transkrypcyjng i poziomem
acetylacji chromatyny, tj. poziom actylacji histondw
nie wzrasta gdy gen ulega aktywacji [17,20]. By¢é moze
wiec acetylacja okresla jedynie potencjalng aktywno$¢
transkrypcyjng genu, a nie odgrywa roli w bezposred-
nim inicjowaniu transkrypcji [20], Poziom acetylacji
histon6w zasocjowanych z DNA w obrebie wyspy
CpG nie oznaczatby wiec, ze gen, ktéremu ta wyspa
towarzyszy, jest transkrypcyjnie aktywny, a tylko to, ze
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spetnia on jeden z warunkéw wymaganych do zainic-
jowania transkrypcji. Nie zaobserwowano podwyz-
szonego poziomu acetylacji chromatyny w obrebie
wysp CpG w pordwnaniu do pozostatej czesci genu
i regionéw bezposrednio przylegtych. Dla przyktadu
gen c-myc, jak kazdy gen metabolizmu podstawowego,
zawiera na koncu 5 wyspe CpG. Poziom acetylacji
histonow jest tu rowny dla catego genu i regionow
przylegtych [17]. Bioragc pod uwage wszystkie cechy
struktury chromatyny w obrebie wysp CpG i ich
specyficzne potozenie na kofcu 5 genéw nalezy spo-
dziewaC sie szczegOlnej roli tych odcinkdbw DNA
w procesie transkrypcji.

Nalezy zadac jeszcze pytanie czy charakterystyczna
struktura chromatyny w obrebie wyspy CpG jest
wynikiem zachodzenia tam transkrypcji, czy tez wyni-
ka z charakterystycznego sktadu zasad i braku metyla-
cji. Wydaje sie, ze transkrypcja petni tu gtdwng role.
Specyficzne tkankowo geny majgce wyspy CpG (np.
geny rodziny a globiny u cztowieka) w tkankach,
w ktérych nie ulegajg ekspresji lezg w obrebie chroma-
tyny nieaktywnej [10]. Z drugiej strony brak metylacji
wysp CpG (niezalezny od aktywnoSci transkrypcyjnej
powigzanych z nimi gendéw) i prawdopodobnie wyni-
kajgce z tego ostabienie wigzania histonu HI [14] oraz
stata acetylacja [17] moze wpltywacé na utrzymanie
przynajmniej czesciowo tzw. ,otwartej” struktury
chromatyny. Problem ten nie bytjednak systematycz-
nie badany.

I1l. Zwigzek metylacji genomu z wystepowa-
niem wysp CpG

I11-1. Metylacja genomu kregowcow

U kregowcow jedyng zasadg, ktéra ulega metylacji
jest cytozyna [21]. Ponad 90% 5-metylocytozyny
znajduje sie w majagcym charakter palindromu dinuk-
leotydzie CpG [22-23], cho¢ moze ona takze wy-
stepowaé w trinukleotydzie CpNpG, gdzie N oznacza
dowolng zasade [24]. Po zakonczeniu replikacji DNA
metylotransferaza 5-cytozyny metyluje dinukleotydy
CpG w nowej nici zgodnie z wzorcem istniejagcym na
nici rodzicielskiej. Dinukleotyd CpG wystepuje u kre-
gowcOw z czestoScig znacznie nizszg niz pozostate
dinukleotydy. Stanowi ona okoto 20% warto$ci wyli-
czonej na podstawie sktadu nukleotydéw C i G [25].
Jedynie w obrebie wysp CpG dinukleotyd CpG wy-
stepuje z oczekiwang czestoscig, co zwigzane jest
z brakiem metylacji cytozyny. Powszechnie uwaza sie,
ze niski poziom CpG w genomie kregowcoéw wynika ze
sktonnosci metylocytozyny do dezaminacji. Dezami-
nacja metylocytozyny prowadzi do zmiany cytozyny
na tymidyne (Ryc. 1) i do powstania niesparowanych
zasad T/G, co indukuje system naprawy DNA. System
ten wycina jedng ze zle sparowanych zasad i zastepuje
ja zasadg poprawnie sparowang [25-28]. NajczesSciej
naprawa niesparowanych zasad przywraca pierwotng
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Uracyl

Rys. 1. Tranzycja cytozyny do tyminy w DNA. Dezaminacja
5-metylocytozyny zachodzi o wiele czesciej niz dezaminacja
cytozyny. Dezaminacja 5-metylocytozyny prowadzi bezpo-
$rednio do tyminy, natomiast dezaminacja cytozyny pro-
wadzi do powstania uracylu, ktory replikuje jako tymina,
jesli nie zostanie naprawiony (na podstawie [11]).

sekwencje, jednak nie wystarcza to do utrzymania na
statym poziomie metylocytozyny zaréwno u E. coliydk
i w komérkach ssakéw [29]. Konsekwencjg czestej
dezaminacji 5-metylocytozyny sa mutacje lezace
u podtoza wielu choréb genetycznych i nowotworo-
wych cztowieka [30-31]. Az 35% punktowych mutacji
wywotujgcych choroby genetyczne znaleziono w dinu-
kleotydzie CpG [32-33]. Powyzej 90% tych mutacji to
tranzycje C do T i G do A, pojawiajace sie z 42-krotnie
wyzszg czestoscig niz by to wynikato z przypadkowych
mutacji.

Czy metylacja DNA wystepujgca powszechnie w ge-
nomie kregowcéw ma jedynie negatywne skutki, czy
tezjest niezbednym elementem funkcjonowania koma@-
rek? Okazato sie, ze w przeciwienstwie do zwierzat
w 0go6le nie wykazujgcych metylacji DNA (np. Drosop-
hila melanogaster), ssaki wymagajg odpowiedniego
wzorca metylacji do rozwoju. Niszczac funkcjonalny
gen metylotransferazy w liniach zarodkowych myszy
wykazano, ze brak metylacji powoduje zaburzenia
rozwoju i Smieré embrionu [34]. Metylacja jest tez
zapewne jednym z mechanizmoéw imprintingu geno-
mowego tj. zmian w genach pojawiajacych sie w czasie
spermatogenezy i oogenezy, czego rezultatem jest
odmiennos$¢ alleli pochodzacych od matki i ojca [35].
Procz tego metylacja petni zasadnicza funkcje w inak-
tywacji jednego z chromosomoéw X u samic ssakéw
[36] oraz w regulacji transkrypcji [35]. Rozpoznano
dwa alternatywne mechanizmy hamowania transkryp-
cji przez metylacje: (i) bezposrednio poprzez wptyw na
zmiane struktury chromatyny i uniemozliwienie wia-
zania czynnikéw transkrypcyjnych z promotorem, (ii)
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posrednio poprzez biatka, ktore wigzg sie specyficznie
ze zmetylowanym DNA blokujgc dostep aktywatorow
transkrypcji [38, 38a]. Kilka dobrze scharakteryzowa-
nych czynnikdw transkrypcyjnych (np. AP-2,
CREB/ATF, E2F) nie wigze sie z rozpoznawanym
przez siebie miejscem, jesli jest ono zmetylowane. Sa
jednak czynniki, jak Spl, rozpoznajgce specyficzne
sekwencje bogate w CpG, niezaleznie od tego czy sg
one zmetylowane czy nie. Do biatek blokujgcych
transkrypcje i wigzacych sie ze zmetylowanym DNA
nalezg (i) MeCPI, wigzacy sie z zmetylowang sekwen-
Cja zawierajacq co najmniej dwanascie dinukleotydow
CpG, (ii) MeCP2, ktéremu wystarcza do wigzania
jeden zmetylowany dinukleotyd CpG, (iiij MDPB1
i MDPB2 wiazace sie z dtuzszymi sekwencjami zawie-
rajagcymi zmetylowany dinukleotyd CpG [26-31],

Nalezy podkresli¢, ze nie wiadomo, czy metylacja
jest przyczyng, czy skutkiem opisanych procesow tj.
inaktywacji chromosomu X, zmiany poziomu ekspre-
sji genéw, zmiany struktury chromatyny czy imprin-
tingu genomowego. Nie jest wykluczone, ze metylacja
DNA jedynie utwierdza stan nieaktywno$ci genu,
ktéry zostat wywotany zmiang w strukturze chromaty-
ny [45].

I11-2. Dlaczego wyspy CpG pozostajg niezmetylo-
wane?

Wyspy CpG sg bardzo bogate w miejsca potencjal-
nego ataku metylotransferazy, jednak nie ulegajg one
metylacji stanowigc jedyne niezmetylowane fragmenty
DNA w genomach kregowcéw, niezaleznie od tego czy
gen, z ktérym sg powiazane jest aktywny czy tez nie.
Wyspy CpG sg niezmetylowane w plemnikach, oocy-
tach, jak i w dojrzatych komoérkach wszystkich tka-
nek [46-47]. Istnieje kilka hipotez ttumaczacych to
zjawisko.

Jedna z nich zaklada, ze wyspy CpG sg stabym
substratem metylotransferazy. Sklonowane, bogate
w CpG fragmenty DNA sg znacznie stabiej metylo-
wane in vitro przez oczyszczong metylotransferaze
ludzkg niz fragmenty ubogie w CpG. Hipoteza ta
zawodzi, gdy bierze sie pod uwage metylacje wysp
CpG na nieaktywnym chromosomie X. By¢ moze
w tym wypadku jaki$ kofaktor czyni wyspy CpG
dostepnymi dla metylotransferazy [48].

Inna hipoteza sugeruje, ze pewna frakcja histonéw
HI1 (Hle-c) bierze udziat w utrzymaniu stanu demety-
lacji wysp CpG. Histony tego rodzaju wigzatyby sie
z bogatymi w CpG regionami DNA i uniemozliwiaty
metylacje [49],

Jeszcze inni autorzy proponuja, ze wyspy CpG sg
metylowane de novo, ale grupa metylowa jest potem
specyficznie z tych miejsc usuwana. Jest to poparte
wynikiem doswiadczenia, w ktérym wykazano, ze
wyspy CpG czeSciowo zmetylowane in vitro traca
metylacje po transfekcji do komdrek embrionalnych
myszy, podczas gdy region pozawyspowy moze w tym
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samym czasie pozostaé zmetylowany, a nawet ulec
dalszej metylacji. Demetylacja dotyczy jednak tylko
wysp CpG czesciowo zmetylowanych, catkowicie zme-
tylowane wyspy nie podlegajag demetylacji [50-51].

Ostatnia hipoteza zaklada, ze biatka wigzgce sie
z wyspami CpG blokujg dostep metylotransferazy do
DNA [52-53]. Biatka te bytyby fizyczng przeszkodg
dla enzymu metylujgcego. Wykonano in vivo genomo-
wy footprinting ludzkiego genu PGK1-1 (ang. phosp-
hoglycerate kinase-1) lezagcego na aktywnym chromo-
somie X powigzanego z wyspg CpG, i wykazano
obecnos$¢ wielu zwigzanych z nig biatek [54]. Na
nieaktywnym chromosomie X, ktorego DNA jest
zmetylowane wyspa CpG tego genu nie wigze biatek
[65]. Genomowy footprinting wyspy CpG mysiego
genu aprt (ang. adenine phosphoribosyltransferase) wy-
kazat, ze sekwencje GC sg zwigzane z licznymi czas-
teczkami biatek (najprawdopodobniej Spl), a delecja
lub mutacja sekwencji GC powoduje metylacje de novo
[53]. Wprowadzenie sekwencji rozpoznawanej przez
Spl do zmetylowanego genu nie obejmujgcego wyspy,
powoduje jego demetylacje [56]. Wyciagnieto stad
whniosek, ze sekwencje GC sg niezbedne do utrzymania
niezmetylowanych wysp. Transgeniczne wyspy CpG
wprowadzone w duzej liczbie kopii sg jednak metylo-
wane co sugeruje, ze biatka wigzace sie z wyspami
i blokujace dostep metylotransferazy wyczerpujg sie
[57]. Obecnie wiadomo, ze sekwencje GC sg niezbedne
do utrzymania wysp w stanie niezmetylowanym, jed-
nak obecno$¢ miejsc wigzania Spl nie jest per se do
tego wystarczajgca [58]. Hipoteza ta nie ttumaczy
dlaczego geny specyficzne tkankowo z wyspami CpG
pozostajg niezmetylowane nawet w tkankach, w kto-
rych sa nieaktywne i gdzie promotory tych gendw nie
wigzg aktywatorow transkrypcji.

111-3. Wyjatkowa metylacja wysp CpG

W szczeg6lnych wypadkach wyspy CpG ulegaja
metylacji. W normalnych komorkach dochodzi do
tego w nieaktywnym chromosomie X a takze w genach
objetych imprintingiem i w pseudogenach [47, 59].
Poza tym metylacji mogg ulega¢ wyspy CpG genow
specyficznych tkankowo w procesie ustalania sie nie-
$miertelnych linii komérkowych [60]. Metylacja wysp
CpG w obrebie gendw, ktére ulegaja ekspresji jest
powigzana z ich represjg i utratg produktu transkryp-
cji [61]. Tego typu represja jest przyczyng wielu chdrb
genetycznych. Metylacja wyspy CpG genu FMR-1
powigzana jest z zespotem tamliwego chromosomu
X [62-63]. Metylacja wyspy CpG na konfcu 5 promo-
tora genu kodujgcego receptor estrogenu jest przy-
czyng niewrazliwo$ci na hormon u kobiet chorych na
raka sutka, co stanowi podstawowy problem w terapii
[64], Zmiany we wzorze metylacji sg jednymi z naj-
wczesniejszych i najczestszych zmian w nowotworze-
niu [65]. Nie wiadomo, czy metylacja jest jedng
z przyczyn, czy konsekwencjg transformacji nowo-
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Ryc. 2. Hipotezy ttumaczace zwigzek
metylacji z transformacjg no-
wotworowa. Znakiem zapyta-
nia zaznaczono obecng niewie-
dze czy hipo-badz hipermety-
lacja jest jedng z przyczyn, czy
konsekwencji transformacji
nowotworowej.

Zmiany

mutacyjne

? »-| Hipermety lacja
regionalna

tworowej. Udowodniono jednak, ze obnizenie aktyw-
nosci metylotransferazy redukuje w znacznym stopniu
czestos¢ wystepowania polipéw przewodu pokarmo-
wego u myszy [66].

Na rycinie 2 przedstawiono hipotezy ttumaczgce
w jaki poséb metylacja moze wptywaé¢ na nowo-
tworzenie. Catkowity poziom metylacji maleje w pro-
cesie transformacji nowotworowej [67], chociaz obser-
wuje sie znacznie podwyzszong ekspresje metylotrans-
ferazy [68]. Opisano hipometylacje kilku onkogenow
powigzang z ich uaktywnieniem w procesie nowo-
tworzenia (Ryc. 2) [69-70]. Niektére fragmenty DNA,
w tym wyspy CpG wielu genéw, ulegajg przeciwnemu
procesowi tj. hipermetylacji [71-74]. Dowiedzono, ze
podwyzszony poziom metylotransferazy, w komor-
kach nowotworowych, moze wywotywaé metylacje
wysp CpG [75]. Metylacja wysp CpG jest powigzana
z inaktywacja kilku genéw o funkcji supresorow
nowotworéw. Tego rodzaju epigenetyczne wyciszenie
byto po raz pierwszy odkryte w genie Rbl (antyon-
kogen), brak aktywno$ci ktérego wywotuje retinoblas-
tome (glejaka siatkdwki). Pdzniej wyciszenie takie
opisano takze dla gendw innych supresoréw jak np.
VHL, pl6, E-cadherin [71, 74, 76-78]. Jest praw-
dobodobne, ze w procesie nowotworzenia, represja
gendw zwigzanych ze wzrostem i r6znicowaniem ko-
madrek wynika z metylacji ich wysp CpG. Opracowano
dlatego bardzo czutg metode opartg na reakcji PCR,
umozliwiajgcg zbadanie stanu metylacji wysp CpG,
ktéra moze znalez¢ zastosowanie kliniczne (ang. MSP
— methylation specific PCR) [79].

Pewnego rodzaju wyjatek stanowi wyspa CpG
potozona na koncu 3' genu apoE (ang. apolipo-
protein-E), bowiem jest ona zmetylowana we wszyst-
kich poddanych analizie tkankach za wyjatkiem plem-
nikow. Metylacja wyspy 3' nie powoduje represji genu
apoE. Wskazywac¢ to moze na roznice funkcjonalng
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miedzy wyspami na koncach 5'i 3', poniewaz metylacji
tych pierwszych zawsze towarzyszy represja genu [80].
W jaki sposéb metylotransferaza rozpoznaje, ktoére
z wysp metylowaé pozostaje zagadkg. Podobnie, nie
wiadomo jak rozpoznawane sg geny podlegajgce mety-
lacji w imprintingu genomowym.

IV. Wyspy CpG w genomie kregowcéw
IV-1. Wyspy CpG jako markery gendw

Wystepowanie wysp CpG raz na kilkadziesiat tysie-
cy par zasad i fakt, ze w ich obrebie znajduje sie
wiekszo$¢ miejsc ciecia dla enzymoéw tnacych rzadko,
tzw. ,enzyméw CpG”, umozliwia ich wykorzystanie
do tworzenia map restrykcyjnych duzych odcinkéw
DNA [2, 81-82]. Przyktadami enzymdéw wykorzys-
tywanych do sporzadzania tego typu map sa Notl
(rozpoznawana sekwencja GCGGCCGC) lub Nrul
(rozpoznawana sekwencja TCGCGA), dla ktoérych
odpowiednio 82% i 75% miejsc ciecia znajduje sie
w obrebie wysp CpG. Aktywnos$¢ obu jest blokowana
przez metylacje cytozyny.

Wyspy CpG sg doskonatymi markerami gendw,
wyznaczajg potozenie wszystkich genéw metabolizmu
podstawowego i 40% gendéw specyficznych tkankowo
[83]. Dzieki temu mozliwe stato sie poszukiwanie
genéw poprzez mapowanie wysp CpG. lzolowanie
wysp CpG i uzywanie ich jako sond w poszukiwaniu
gendw, izolowaniu petnych cDNA iokre$laniu potoze-
nia genow stato sie powszechng technika biologii
molekularnej [82, 84-92], Tworzenie bibliotek wysp
CpG (ang. CGI lihraries) ma te zalete nad bibliotekami
cDNA, ze kazdy klon jest reprezentowany w rownej
liczbie kopii podczas gdy liczba poszczeg6lnych klo-
néw w bibliotekach cDNA zalezy od poziomu trans-
krypcji danego genu. Biblioteki takie tworzy sie za
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pomocg kolumn pozwalajacych na frakcjonowanie
DNA w zaleznosci od poziomu metylacji dinukleotydu
CpG [85]. Kolumny te sg wypetnione zywicg zwigzang
z domeng biatka MeCP2 odpowiadajgcg za wigzanie
metylowanych sekwencji DNA. Dane na temat biblio-
tek wysp CpG osiggalne sg w serwerze WWW, URL,
http://biomaster.uio.no/cpgisle.html. Do poszukiwa-
nia sekwencji transkrybowanych potaczonych z wy-
spami CpG stosuje sie reakcje PCR (tzw. IR PCR
— island rescue PCR) w celu amplifikowania fragmen-
téw DNA na granicy ktdrych znajdujg sie sekwencje
rozpoznawane przez ,enzymy CpG” [93].

Wyspy CpG postuzyty takze do oceny przyblizonej
liczby genow u cztowieka i myszy [9]. Poczatkowo
stwierdzono, ze liczha wysp CpG, na haploidalny
genom wynosi w przypadku cztowieka 45.000 i myszy
37.000. Nastepnie ustalono, jaki procent zsekwenc-
jonowanych genéw powigzany jest z wyspami CpG.
Sposrod 152 ludzkich i 81 mysich gendw odpowiednio
55.9% pierwszych i46% drugich zawiera wyspy CpG.
Biorgc pod uwage powyzsze dane ustalono catkowitg
liczbe genéw na okoto 80.000 w obu organizmach przy
zatozeniu, ze wszystkie wyspy CpG wigzg sie z genami.
Inne, niezalezne obliczenia daly podobng proporcje
genéw w ludzkim genomie powigzanych z wyspami
CpG [83]. W badaniach tych wykorzystano dane
zbanku genéw bazy danych EMBL. Przeanalizowano
375 genéw kodujacych biatka i 58 pseudogendéw na
obecnos$¢ wysp CpG. Analiza genoéw transkrybowa-
nych przez polimeraze 1'i 11 (rRNA i tRNA) wykazata,
ze wszystkie one zawierajg regiony bogate w CpG.
Geny rRNA sg zestawami identycznych genéw zor-
ganizowanych w tandem. U cztowieka catkowity
transkrypt dla 18S, 5.85i28S rRNA ma dtugos$¢ 13 kb
i prawdopodobnie jego wiekszo$¢, o ile nie catos¢
bogata jest w CpG. Analiza 10genéw tRNA wykazata,
ze maja one krdtkie regiony bogate w CpG, obej-
mujgce jednostke transkrypcji [83]. Geny transkrybo-
wane przez polimeraze Il podzielono na dwie grupy:

Tabela 2.

pierwsza grupa to geny metabolizmu podstawowego
i geny ulegajace ekspresji w wiekszosci tkanek, druga
grupa to geny o ograniczonej transkrypcji i specyficzne
tkankowo. Umozliwito to poszukiwanie korelacji mie-
dzy wyspami CpG i rodzajem ekspresji powigzanych
z nimi genoéw. Z 362 genow kodujacych biatka 156 nie
byto powigzanych z wyspg CpG (Tab. 2). Wszystkie
nalezaty do drugiej grupy. Wsrod pozostatych 206
genoéw, ktdre sa powigzane z wyspami CpG, 102
nalezato do pierwszej grupy (wszystkie geny metaboli-
zmu podstawowego) i 104 nalezato do drugiej grupy
(40% wszystkich gendw specyficznych tkankowo).
Zanalizowano 58 pseudogen6w, z czego 9 byto powia-
zanych z wyspami CpG. Geny odpowiadajgce im, co
nie byto zaskoczeniem takze zawieraly wyspy CpG.
Badanie objeto w sumie okoto 0.5% wszystkich genéw
genomu ludzkiego i moze pozwoli¢ na prébe oceny
relacji miedzy genami i wyspami CpG. Wiecej niz
potowa badanych genéw (57%) byta powigzana z wy-
spami CpG.

Poprawnos$¢ oceny cakowitej liczby genéw na pod-
stawie liczby wysp uwarunkowana jest zatozeniem, ze
wszystkie wyspy CpG powigzane sg z genami. Czy
mozliwe jest, ze nie wszystkie wyspy powigzane sg
z genami? W celu sprawdzenia takiej mozliwosci
poszukiwano transkryptéw dla trzech przypadkowo
wyizolowanych wysp CpG z mysiego DNA [94]. Dla
dwu z nich odnaleziono transkrypty. Podobnie dla
czterech przypadkowych wysp chromosomu X po-
szukiwano transkryptéw i dla trzech odnaleziono je
w komadrkach HelLa [95]. Nieodnalezienie transkryp-
tu dla jednej z wysp w pierwszym przypadku nie
oznacza, ze nie wieze sie ona z genem, poniewaz
zbadano jedynie cztery tkanki, a wyspa ta moze by¢
powigzana z genem specyficznym tkankowo, ktérego
transkrypt nie byt obecny w tkankach objetych bada-
niami. Podobnie w drugim przypadku wyspa moze sie
wigza¢ z genem specyficznym tkankowo. Nie odkryto
i nie zmapowano dotychczas wysp CpG, o ktérych na

Rodzaj i liczba genéw powigzanych z wyspami CpG (na podstawie [83]).

Wszystkie Powigzane Ni i
Rodzaj genow ystki wigz ie powigzane
zbadane z CpG z CpG
geny transkrybowane przez polime-
raze 11: 362 206 156
w tym (57%) (43%)
geny metabolizmu podstawowego 102 102 —
(100%)
geny specyficzne tkankowo 260 104 156
(40%) (60%)
pseudogeny 58 9 49
(16%) (84%)
geny tRNA
wszystkie zbadane byly powigzane wyspami CpG
geny rRNA
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pewno mozna powiedzie¢, ze nie sa zwigzane z genami.
IV-2. Wyspy CpG u zimnokrwistych kregowcow

Poczatkowo opisano wystepowanie wysp CpG
w genomie ssakow, ptakéw, gadow, ptazédw i ryb [1],
jednak p6zniejsze badania wykazaty u zimnokrwistych
kregowcéw nieobecnos¢ lub bardzo niewielkg liczbe
fragmentéw bogatych w G + C [96], Analiza poréw-
nawcza wysp powiagzanych z homologicznymi zsek-
wencjonowanymi genami u zimno- i cieptokrwistych
kregowcoéw wykazata, ze wyspy CpG zimnokrwistych
jesli wystepuja, to sa inne od wysp kregowcow ciepto-
krwistych. Zawierajg znacznie mniej G + C (ponizej
60%, a czesto mniej niz 50%), bardzo mato miejsc
ciecia dla enzymu Hpall i enzymow restrykcyjnych
tngcych rzadko charakterystycznych dla typowych
wysp CpG. Brak w nich réwniez sekwencji GC. Jedyng
cechg wysp kregowcéw cieptokrwistych, wystepujaca
w obrebie rzadkich wysp kregowcdw zimnokrwistych
byta obecnos$é niezmetylowanych dinukleotydéw CpG
z czestoscig zblizong do oczekiwanej. Bezwzgledna
liczba dinukleotyddéw CpG jest jednak u zimnokrwis-
tych kregowcéw znacznie nizsza w obrebie wysp
w porownaniu do kregowcéw statocieplnych. U zim-
nokrwistych czesto brak jest wysp CpG w genach
homologicznych do gendw zawierajagcych wyspy CpG
u cieptokrwistych kregowcow. U przedstawicieli ga-
déw, ptazéw iryb wykazano brak lub bardzo niewielka
ilos¢ fragmentdw HTF charakterystycznych dla wysp
CpG. Jesli one sie pojawity, z reguty wynikaty z ciecia
satelitarnego DNA lub rRNA [97-98]. Aissan i
i Bernardi uogbdlniajg brak czy tez wystepowanie
w niewielkiej ilosci fragmentéw HTF na wszystkie
kregowce zimnokrwiste [97].

IV-3. Korelacja miedzy czestoscig wystepowania
wysp CpG, typem izochor i prazkéw chro-
mosomalnych u ssakow

Genom ssakow jest mozaikg izochor, ktére pierwo-
tnie okreslono jako diugie (> 300 kb) segmenty DNA
0 jednolitym sktadzie zasad [7]. lzochory mozna
podzieli¢ na kilka rodzin. W genomie ludzkim, ktory
jest typowy dla ssakow, wyrdozni¢c mozna ,lekkie”
("light”), ubogie w G + C izochory LI i L2, reprezen-
tujace 62% genomu, ciezkie ("heavy”) bogate w G + C
[99, 100], izochory HI i H2 oraz bardzo bogate
w G + C izochory H3, obejmujgce odpowiednio 31%
13-4% genomu. Pozostate 3-4% to satelitarny i rybo-
somalny DNA. Wiele badan wskazuje na to, ze roz-
mieszczenie wysp CpG jak i gendw w genomie stato-
cieplnych kregowcow nie jest rownomierne ani przy-
padkowe [7, 8, 101, 102]. Pierwsze badane geny
odkryto w izochorach bogatych w G + C. Dalsze geny
takze preferencyjnie mapowano w obrebie izochor
bogatych w G + C. W izochorach LI, L2, HI, H2 i H3
poziom G + C i zawarto$¢ gendéw stopniowo rosnie od
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Ll do H3. Liczba sekwencji kodujgcych osigga mak-
simum w rodzinie izochor H3. W izochorach tych jest
7 razy wiecej genéw niz w bogatych w G + C izo-
chorach HI ido 20 razy wiecej niz w ubogich wG + C
izochorach L2. Stad rodzina izochor H3 nazwana
zostata rdzeniem genomu [7].

Niejednorodno$¢ chromosomow ssakow pod wzgle-
dem struktury i funkcji stanowi podstawe do ich
réznicowego barwienia w wyniku ktérego na chromo-
somie uwidaczniajg sie prazki. Wyréznia sie prazki
RiG. Do najbardziej popularnych metod stuzacych do
otrzymania prazkédw w chromosomach metafazowych
nalezy barwienie roztworem Giemsy poprzedzone
proteolitycznym trawieniem chromosomow. W wyni-
ku otrzymuje sie tzw. pragzki G. Barwienie tym samym
barwnikiem poprzedzone cze$ciowg cieplng denatura-
cje w roztworach soli daje prazki R. Domeny chromo-
somow nazywane prazkami G replikujg pézno, sg
stosunkowo bogate w zasady AT, majg zwartg struk-
ture chormatyny i sg rozdzielone pragzkami R o prze-
ciwnych cechach (mniej skondensowane, wcze$niej
replikujgce i bogatsze w G + C) (Tab. 3) [7, 8,103-104].
Prazki G sa ztozone niemal wylgcznie z izochor
ubogich w G + C, jedynie z dodatkiem nielicznych
bogatych w G + C izochor z rodziny HI. Prazki
R sktadaja sie z dwu rodzajéw domen, T i R'. Prazki
T sa ztozone gidwnie z izochor rodziny H2 i H3,
natomiast prazki R' zawieraja w réwnej ilosci izochory
bogate w G + C (gtdwnie z rodziny HI) i ubogie
izochory (Tab. 3) [7]. Moment replikacji wydaje sie
powigzany nie tyle z typem prazkowania ile z czestos-
cig wystepowania genéw i ich ekspresjag. U zimno-
krwistych kregowcdw, ktorych chromosomy nie wyka-
zujg wecale lub wykazujg bardzo stabe prazkowanie
G/R réwniez stwierdzono istnienie dwdch okreséw
replikacji — wczesnego i pdznego. Poza tym geny
specyficzne tkankowo replikujg wczesnie w komor-
kach, w ktérych ulegajag ekspresji pomimo tego, ze
znajdujg sie czesto w obrebie prazkéw G [7, 104].

W izochorach H3, lezacych w pragzkach T, najbogat-
szych w G + C, wszystkie geny powigzane sg z wyspami
CpG. Skoro geny metabolizmu podstawowego majg
zawsze wyspe CpG na koncu 5' powinny by¢ zgrupo-
wane w tych izochorach. Craig i Bickmore za
pomocg hybrydyzacji fluorescencyjnej in situ potwier-
dzili, ze wyspy CpG sg preferencyjnie znajdowane we
wczesnie replikujacych regionach genomu — prazkach
R [8].

Ro6zne rodziny izochor sg powigzane z rdéznymi
strukturami chromatyny. Struktura chromatyny jest
»otwarta” w izochorach bogatych w G + C i w wyspy
CpG tj. izochorach H2 i H3, ktdre znajdujg sie gtdwnie
w prazkach T. Prazki R i granice miedzy prazkami
RiG sg delikatnymi miejscami chromosomu, przewaz-
nie miejscami procesdéw rekombinacyjnych takich jak
spontaniczne translokacje, wymiany siostrzanych
chromatyd, aberracje chromosomowe. Czesto$¢ re-
kombinacji jest najwyzsza w bogatych w GC izo-
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Tabela 3.

Wiasciwosci prazkéw G, Ri T w chromosomach ssakéw (na podstawie [7, 8, 102-103, 109]).

Prazki G

barwienie roztworem Giemsy po
trawieniu proteazg

mata gesto$¢ genow

obejmujg 20% zmapowanych ge-
néw

Srednio 1 gen na 71 kb

gtéwnie geny specyficzne tkanko-
wo z sekwencjami TATA i CAAT

mata liczba wysp CpG

stosunkowo bogate w AT, ztozo-
ne z izochor LI i L2

niski poziom acetylacji histonéw

liczne sekwencje powtarzajace sie
bogate w AT np. Kpn

Prazki R

barwienie roztworem Giemsy po
denaturacji cieplnej

duza gesto$¢ genow

obejmuja 80% zmapowanych ge-
néw

$rednio 1 gen na 32 kb

geny metabolizmu podstawowe-
go z promotorami typu GC (4.
z sekwencjami GC)

duza liczba wysp CpG

stosunkowo bogate w GC, ztozo-
ne z izochor HI, H2 i H3

wysoki poziom acetylacji histo-
néw

liczne sekwencje powtarzajace sie
bogate w GC np. Alu

Prazki T
barwienie jak w przypadku praz-
kéw R, wyzsza temperatura de-

naturacji

bardzo duza gesto$¢ genow

$rednio 1gen na 14 kb

geny metabolizmu podstawowe-
go z promotorami typu GC

bardzo duza liczba wysp CpG

bardzo bogate w GC, zlozone
gtéwnie z izochor H3

brak danych

bardzo liczne sekwencje powta-
rzajace sie bogate w GC

chorach, szczegdlnie w H3 [7].
V. Pochodzenie i ewolucja wysp CpG

Poziom metylacji ma bezpos$redni wptyw na liczbe
dinukleotydéw CpG w genomie zwierzat [105], W ge-
nomach, gdzie metylacja jest znikoma lub nie wy-
krywalna, dinukleotyd CpG wystepuje na normalnym
poziomie (np. u owadow). Jesli genom ulegt prawie
catkowitej metylacji (np. u kregowcdéw, gdzie 98%
genomu jest zmetylowane) poziom dinukleotydu CpG
jest znacznie nizszy od oczekiwanego. Jest tez grupa
zwierzat o cechach posrednich (np. szkartupnie), u kté-
rych, przy czesSciowej metylacji genomu, obserwuje sie
nieduzy deficyt dinukleotydu CpG [105a]. Wraz z ob-
nizeniem poziomu dinukleotydu CpG u kregowcéw
poziom dinukleotydéw TpG i CpA jest jest wyzszy od
oczekiwanego. Wynika to z mutacji zmetylowanej
sekwencji CpG:CpG do TpG:CpA. Jedna z hipotez
pochodzenia wysp CpG moéwi, Ze mogg one reprezen-
towaé pozostatosci dtugich niezmetylowanych odcin-
kéw DNA charakterystycznych dla bezkregowcow
[25, 59]. Stopniowo niezmetylowana cze$¢ genomu
mogta maleé, az do ograniczenia sie do krdtkich
sekwencji u kregowcéw, wysp CpG. Wazne jest to, ze
wysoki poziom niezmetylowanych CpG (cho¢ nie
wyzszy od oczekiwanego na podstawie skfadu zasad)
pozostat tylko w sekwencjach kodujacych iregulatoro-
wych (najczesciej promotor i pierwszy ekson) genow
metabolizmu podstawowego i duzej czesci genéw
specyficznych tkankowo. Pozostate sekwencje majg
jedynie 20% wartosci oczekiwanej dinukleotydu CpG.
Wyspy CpG pozostaty tylko w specyficznych regio-
nach albo ze wzgledu na selekcje skierowang na ich
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utrzymanie (przy braku selekcji w odniesieniu do czesci
niekodujacej), albo z powodu przeszkdéd uniemoz-
liwiajgcych zmetylowanie tych fragmentéw DNA. Wy-
daje sig, ze wyspy petnig wazne funkcje w genomie (tzw.
»otwarta” struktura chromatyny, mozliwos$¢ oddziaty-
wan z biatkami regulatorowymi) wiec selekcja mogta
odegraé¢ pewng role w ich utrzymaniu.

Wedtug Birda i Sveda obecny, niski poziom
dinukleotydu CpG utrzymuje sie na statym poziomie
i jest wynikiem réwnowagi istniejgcej miedzy utratg
zmetylowanych CpG ipojawianiem sie nowych dinuk-
leotydéw CpG [59], Przykiadem takiej rownowagi
moga by¢ zmiany obserwowane u cztowieka w pseudo-
genie Tal globiny, ktéry nie ma wyspy CpG podczas
gdy wystepuje ona w funkcjonalnym genie al globiny.
Ustalono, ze z 70 dinukleotydéw CpG obecnych
w funkcjonalnym genie al globiny w pseudogenie
pozostaty jedynie 4, chociaz 3/4 sekwencji jest nie
zmienione [59, 106]. Co wazne, w psudogenie, w wyni-
ku mutacji pojawito sie 8 nowych dinukleotydow CpG.
U innych ssakdw (szympans, pawian, krolik) sekwen-
cja al globiny jest bardziej zblizona do sekwencji
funkcjonalnego genu cztowieka, a nie jego pseudogenu
co wskazuje, ze sekwencja bogata w CpG jest sekwen-
Cja pierwotna.

Mniej popularna jest hipoteza, wedtug ktorej wyspy
CpG powstaty jako wynik zmian sktadu nukleotydow
w genomie w trakcie ewolucji kregowcdw statociepl-
nych [7]. Potwierdzac by to miata r6znica w zawarto-
§ci dinuklotydu CpG w homologicznych genach kre-
gowcow statocieplnych izmiennocieplnych. Zmienno-
cieplne kregowce charakteryzujg sie brakiem lub wy-
stepowaniem bardzo nielicznych i nietypowych wysp
CpG. Z uwagi na brak mechanizméw mogacych
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prowadzi¢ do miejscowego wzrostu poziomu CpG
wydaje sie watpliwe, by przodkowie kregowcow byli
pozbawieni wysp CpG, a mialy one powstaé jako
wynik lokalnego wzrostu zawartos$ci nukleotydow
G i C. Sa jednak prace, ktérych autorzy sugeruja
mozliwos$¢ istnienia takich mechanizméw [107, 108].

Mineto ponad dziesie¢ lat od odkrycia wysp CpG
w genomie kregowcow, wiedza na temat ich funkcji,
powstania i ewolucji jest stale niewielka. Stosunkowo
dobrze poznano ich wiasciwosci i rozmieszczenie. Jako
odcinki DNA o wyjatkowych cechach przyczynity sie
one do rozwoju technik stuzgcych mapowniu genow
i tworzeniu map enzymoéw restrykcyjnych na duzych
odcinkach genomu. Staty sie dzieki temu jednym
z ,narzedzi” w najwiekszym miedzynarodowym proje-
kcie wdziedzinie genetyki molekularnej, ktérego celem
jest uzyskanie petnego opisu genomu cztowieka po-
przez jego mapowania i sekwencjonowania (ang. Hu-
man Genome Project).
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Prace te poSwiecam przyjacielowi
Komandorom Maciejowi Muszynskiemu,
ktory poptynat w swéj najdtuzszy rejs.

Metabolizm fosforanowych pochodnych

8-oksy-2’-deoksyguanozyny

Metaboiism of 8-0x0-2’-deoxyguanosine phosphates

KAROL BIALKOWSKI],
RYSZARD OLINSKIZ2

Spis tresci:

l.  Wstep

Il. 8-Oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforan (8-oxodGTP)
— mutagenny substrat w procesie syntezy DNA

I11. Enzymatyczny system obrony organizméw przed muta-
gennym wplywem oksydacji dGTP w pozycji C8: pirofos-
fohydrolaza 8-oxodGTP
I11-1. Rodzina genéw mutT

IV. Metaboliczne fosy fosforanéw 8-oksydeoksyguanozyny

V. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéw: 8-oxodG — 8-oksy-2’-deok-
syguanozyna; 8-oxodGMP — 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-
-5-monofosforan; 8-oxodGDP — 8-oksy-2’-deoksyguano-
zyno-5’-difosforan; 8-oxodGTP — 8-oksy-2’-deoksyguano-
zyno-5’-trifosforan; dG — deoksyguanozyna; CTP — cyty-
dyno-5’-trifosforan; dCTP — deoksycytydyno-5’-trifosforan;
UTP — urydyno-5-trifosforan; dUTP — deoksyurydyno-5'*
-trifosforan; ATP  adenozyno-5'-trifosforan; ADP — ade-
nozyno-5’-difosforan; dATP — deoksyadenozyno-5’-trifos-
foran; dTTP — tymidyno-5’-trifosforan; GTP — guanozy-
no-5’-trifosforan; GDP — guanozyno-5’-difosforan; RFT
— reaktywne formy tlenu

I. Wstep

Zagadnienia zwigzane z destruktywnym wplywem
reaktywnych form tlenu (RFT) na organizmy staly sie
w ostatnich latach obiektem szeroko zakrojonych
i intensywnych badan. Omdwienie zagadnieA zwigza-
nych z powstawaniem i reaktywnoscig r6znych RFT in
vivo, znajdzie czytelnik Postepéw Biochemii w dwu
pracach Liczmanskiego [1,2]. Jednym znajnie-
bezpieczniejszych efektow dziatania RFT w komorce
sg uszkodzenia DNA. Znaczenie oksydacyjnych
uszkodzen zasad DNA przez reaktywne formy tlenu

1Dr,2prof. dr hab., Katedra i Zaktad Biochemii Klinicznej,
Akademia Medyczna im. L. Rydygiera, ul. Kartowicza 24,
85-092 Bydgoszcz.
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oraz procesy naprawy tych uszkodzen byty juz opisane
na tamach Postepéw Biochemii [3, 4].

8-Oksyguanina jest jednym z najtatwiej powstaja-
cych i najgruntowniej przebadanych produktéw mo-
dyfikacji zasad DNA przez reaktywne formy tlenu.
Najlepiej rozpoznanym czynnikiem powodujgcym
przeksztatcenie guaniny w 8-oksyguanine jest rodnik
hydroksylowy. Potencjalne mechanizmy takiej reakcji
przedstawiono na rycinie 1 Pierwszy z tych mechaniz-
mow zaktada bezpos$rednie formowanie adduktu rod-
nika hydroksylowego z guaning w pozycji C8, drugi
za$, jako etap poczatkowy zaktada oderwanie elektro-
nu od czasteczki guaniny pod wpltywem rodnika
hydroksylowego. Nalezy zaznaczy¢, iz do poczatkowe-
go oderwania elektronu z czasteczki guaniny (Ryc. 1,
Schemat 2) moze dochodzi¢ nie tylko pod wplywem
rodnika hydroksylowego, ale takze na skutek jonizacji
spowodowanej oddziatywaniem kwantu promienio-
wania jonizujacego lub na skutek kontaktu z réwnie
silnym jak rodnik hydroksylowy utleniaczem, np.
rodnikiem ferrylowym lub nadferrylowym [5,6]. Poja-
wily sie takze dane przemawiajgce za tym, iz takie
oderwanie elektronu z czesteczki Gua moze zachodzi¢
pod wptywem fotouczulaczy w reakcji fotouczulania
typu I [7-9].

Kolejnym czynnikiem zdolnym do wprowadzenia
oksydacyjnej modyfikacji guaniny w pozycji C8 jest
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tlen singletowy— 10 2 [10-15]. Najprawdopodobniej
reakcja reszty guaniny z tlenem singletowym zachodzi
z wytworzeniem przejSciowego 4,8-endonadtlenku,
ktéry szybko ulega rozpadowi. Dwa mozliwe szlaki
prowadzgce do powstania 8-oksyguaniny w reakcji
z 10 2 przedstawiono na rycinie 2. Niektérzy autorzy
sugeruja réwniez mozliwos¢ odrywania elektronu od
reszty guaniny przez tlen singletowy z wytworzeniem
kationowego rodnika guaniny i anionorodnika po-
nadtlenkowego (Gua+ -> Gua#+ 0 2#-) [16].
W takiej sytuacji oksydacja do 8-oksyguaniny za-
chodzitaby wedtug schematu 2 przedstawionego na
rycinie 1

Ryc. 1. Potencjalne mechanizmy
powstawania 8-oksygua-
niny pod wptywem rodni-
ka hydroksylowego.
Pierwszy z proponowa-
nych mechanizméw (sche-
mat 1) zaktada utworzenie
przejSciowego adduktu
guaniny i rodnika hydro-
ksylowego, ktory na sku-
tek utlenienia przeksztatca
sie w 8-oksyguanine. Dru-
gi mechanizm (schemat 2)
zaktada oderwanie elek-
tronu od czasteczki guani-
ny przez rodnik hydroksy-
lowy z wytworzeniem cza-
steczki wody i kationorod-
nika guaniny, ktéry w p6z-
niejszym etapie reaguje
z czasteczka wody i ulega
przeksztatceniu do 8-oksy-
guaniny w procesie utle-
nienia.

I1. 8-Oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosfo-
ram — mutagenny substrat w procesie
syntezy DNA

Oksydacyjna modyfikacja guaniny w pozycji C8
moze zachodzi¢ nie tylko w obrebie kwaséw nuk-
leinowych, ale roéwnie dobrze moze dotyczy¢ reszt
guaniny wchodzacych w sktad wolnych nukleozydéw
i nukleotydéw komaérkowych. Wykazano, ze produkt
modyfikacji dGTP-8-0x0dGTP jest substratem poli-
meraz DNA, inkorporujgcych 8-oxodGMP do nowo-
syntetyzowanych nici DNA [17, 18]. Taka inkorpora-
cja zmodyfikowanego nuleotydu do DNA jest zrédiem

H
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H\N N
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Schemat 1

bese
”]E SR ENI -

Ryc. 2. Proponowane mechanizmy
modyfikacji guaniny przez
tlen singletowy, prowadza-
cej do powstania 8-oksygu-
aniny.

Pierwszym produktem rea-
kcji  tlenu  singletowego
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Schemat 2
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z guaning jest nietrwaly
4,8-endonadtlenek guani-
ny. Schemat 1zaktada péz-
niejsze przeksztatcenie en-
donadtlenku w 8-wodoro-
nadtlenek guaniny, ktéry
ulega rozpadowi do 8-ok-
syguaniny. Schemat 2 za-
ktada przeksztatcenie 4,8-
-endonadtlenku guaniny do
4-hydroksy-8-oksyguaniny,
ktéra w procesie redukcji
i odtaczenia czagsteczki wo-
dy ulega przeksztatceniu do
8-oksyguaniny.

+ 2[H]
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Ryc. 3. Struktura par A) 8-oxodG:dA i B) 8-oxodG:dC wystepuja-
cych w dwuniciowym B-DNA.

pézniejszych mutacji, w efekcie mozliwosci parowania
8-oksyguaniny nie tylko z cytozyna, ale i z adening
(Ryc. 3). Niezwykle sugestywny eksperyment demonst-
rujacy te grozng wiasciwos¢ 8-oxodGTP zostat prze-
prowadzony przez Chenga iwsp.[17], Wykorzys-
tano dwuniciowy, kolisty DNA z polinukleotydowg
lukg w jednej z nici. Luke te wypetniono uzywajac
polimerazy DNA | z E. coli oraz dTTP, dCTP, dATP
i 8-0xodGTP zamiast dGTP. Tak przygotowanym

plazmidem transformowano komérki E. coli, w kt6-
rych ulegat on replikacji w trakcie proliferacji komaorek
bakteryjnych. Po pewnym czasie analizowano ilo$¢
powstatych mutacji w obrebie uzupetnionej luki wpro-
wadzonego plazmidu. Az 16% zanalizowanych przy-
padkéw wykazywato obecno$¢ mutacji punktowych
w obrebie tego fragmentu plazmidu. Transwersje typu
AT =>CG stanowity 97% tych mutacji, a 3% transwer-
sje GC=>TA. Najbardziej prawdopodobnym wyttu-
maczeniem zaobserwowanych transwersji AT =>CG
jest inkorporacja 8-oxodGMP na przeciw adeniny
zlokalizowanej w nici matrycowej. Proponowany me-
chanizm powstawania tej transwersji pod wpltywem
8-0x0dG TP przedstawiono na rycinie 4. Drugi rodzaj
transwersji obserwowanych w tym eksperymencie
(GC=>TA), to taka sama mutacja, jaka powoduje
pojawienie sie 8-oksyguaniny w matrycy na skutek
bezposredniej modyfikacji oksydacyjnej DNA. Poten-
cjalny mechanizm prowadzacy do powstawania tego
typu mutacji pod wptywem 8-oxodGTP jako sub-
stratu polimerazy zostat przedstawiony na rycinie 5.

Pavlov i wsp. [19] wykazali, ze 8-0xodG TP jest
substratem takze innych polimeraz DNA. Przeprowa-
dzajgc eksperymenty wedtug koncepcji opisanej przez
Chenga i wsp. (lecz stosujgc jako substraty do
syntezy rbwnomolowe stezenia dTTP, dCTP, dATP,
dGTP i 8-0xodGTP) dowiedli oni, ze nastepujace
polimerazy DNA wprowadzajg 8-0xodGMP (z 8-0-
x0dGTP) naprzeciwko adeniny wywotujgc transwersje
typu AT =>CG: polimeraza DNA 1 (E coli), termo-
stabilna polimeraza DNA z Thermus thermophilus,
polimeraza DNA faga T4, polimeraza DNA y (mito-
chondrialna) z embrionéw kurzych.

Pierwsza runda replikacyjna

(POL) =>
>+ 8-0x0dGTP

Druga runda replikacyjna

(POL) =>

*************A**************

Trzecia runda replikacyjna

kA Kk Kk kK

(POL) =>
> +dTTP

»»P))»»»»55»»5)»» A »»c»»»»»e»»»5»5» |

Ryc. 4. Prawdopodobny mechanizm powstawania transwersji AT = >CG pod wptywem 8-oxodGTP.

Z uwagi na zdolno$¢ btednego parowania, 8-oxodG TP moze zosta¢ inkorporowany przez polimeraze do syntetyzowanej nici DNA (w
postaci monofosforanu) na przeciw adeniny znajdujacej sie w nici matrycowej. Dochodzi do powstania dwuniciowego DNA
posiadajacego btedng pare adenina :8-oksyguanina. Jesli btad ten nie zostanie skorygowany przez enzymy naprawy DNA, to w kolejnej
rundzie replikacyjnej na przeciw matrycowej 8-oksyguaniny polimeraza DNA wprowadzi¢ moze dCMP do syntetyzowanej nici, co
prowadzi do wytworzenia dwuniciowego DNA zawierajacego btednag pare 8-oksyguanina : cytozyna. Cytozyna ta pojawia sie wiec
w miejscu, gdzie oryginalnie w sekwencji znajdowata sie adenina. Trzecia runda replikacyjna prowadzi wiec do powstania czasteczki
dwuniciowego DNA, zawierajacej mutacje punktowg (AT = >CG).

(POL) — polimeraza DNA, G° — reszta 8-oksyguaniny, C — reszta cytozyny, G — reszta guaniny, A — reszta adeniny.
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Pierwsza runda replikacyjna

A A
(POL) => I
—> 8-0x0dGTP G°

Druga runda replikacyjna
G8oxo G°
(POL) => i
> +dCTP

Trzecia runda replikacyjna

(POL) =>
+dGTP

nn””",,G,,, .....

Ryc. 5. Prawdopodobny mechanizm powstawania transwersji GC= >TA pod wptywem 8-oxodGTP.
8-0x0dG TP moze zosta¢ wprowadzony przez polimeraze (POL) do syntetyzowanej nici DNA na przeciw cytozyny znajdujacej sie w nici
matrycowej. Prowadzi to do powstania dwuniciowego DNA zawierajacego pare cytozyna :8-oksyguanina. Jezeli 8-oksyguanina nie
zostanie usunieta przez enzymy naprawy DNA, to po replikacji nici zawierajacej 8-oksyguanine doj$s¢ moze do powstania dwuniciowego
DNA zawierajacego btedng pare 8-oksyguanina :adenina. Adenina pojawia sie wiec w miejscu, gdzie pierwotnie w sekwencji znajdowata
sie guanina. Kolejny proces replikacji prowadzi do powstania dwuniciowej czasteczki DNA obarczonej mutacjag punktowg

(GC —>TA).

I1l. Enzymatyczny system obrony organiz-
mow przed mutagennym wptywem ok-
sydacji dGTP w pozycji C8: pirofosfohyd-
rolaza 8-oxodGTP

W 1954 roku Treffers i wsp. otrzymali linie zmuto-
wanych komorek E coli, charakteryzujaca sie wysoka
czesto$cia mutacji spontanicznych w poréwnaniu do
komorek dzikiej linii i postulowali istnienie genu
odpowiedzialnego za te ceche, ktéry nazwali mutT
[20]. W ten spos6b odkryto pierwszy tzw. gen mutato-
rowy u E. coli. Dwanascie lat pdzniej Yanofksy
i wsp. wykazali, iz wysoka niestabilno$¢ genetyczna
linii mutT zwigzana jest z podwyzszeniem czestosci
wystepowania tylko jednego rodzaju mutacji punk-
towych, mianowicie transwersji typu AT ==CG [21].
W celu zidentyfikowania biologicznych funkcji produ-
ktu genu mutT dzikiej linii, gen ten sklonowano, jego
produkt biatkowy nazwany biatkiem MutT (129 reszt
aminokwasowych, 14.9 kDa) oczyszczono do stanu
homogennosci i zidentyfikowano jako fosfohydrolaze
o$miu podstawowych trifosfonukleozydéw wystepuja-
cych w komorkach (dCTP, GTP, dTTP, UTP, dCTP,
CTP, dATP, ATP), o wyraznej preferencji wobec
dGTP [22]. Poréwnanie sekwencji zmutowanego
i dzikiego genu mutT wykazato, iz mutacja tego genu
polega na insercji tzw. elementu 1S1 [23], Biatko MutT
(produkt genu dzikiego) katalizuje reakcje hydrolizy
trifosfonukleozydéw do monofosfonukleozydéw i pi-
rofosoranu [24]. Niedtugo potem pirofosfataza ta
zostata wykrystalizowana [25], co dato poczatek wni-
kliwym badaniom struktury enzymu. Rok 1991 do-
starczyt wielu danych na temat wtasciwosci katalitycz-
nych odkrytej pirofosfazaty [24]. Wyznaczono op-
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timum pH (pH 9.0) dla katalizowanej reakcji i wykaza-
no jej catkowitg zalezno$¢ od jon6w magnezu (w
obecnos$ci innych dwuwartosciowych jonéw metali,
jak Mn2+, Zn2+, Ca2+, aktywnos$¢ nie przekraczata
15% aktywnoS$ci uzyskiwanej z jonami Mg2+). Grun-
towna analiza specyficzno$ci substratowej z uzyciem
wszystkich o$miu kanonicznych trifosfonukleozydéw
oraz ich pochodnych wykazata, ze najlepszymi sub-
stratami biatka MutT sg kolejno dGTP(Km= 15
mM) > > GTP > dUTP > dCTP (2.2 mM). Badania
te wskazaly, ze szczeg6lnie istotng cechg dobrego
substratu biatka MutT jest obecno$¢ grupy 6-keto
i 2-amino w pierscieniu purynowym oraz deoksyrybo-
za wystepujaca w nukleotydzie. Wykazano ponadto, ze
wszystkie 8-bromopochodne trifosfonukleozydéw pu-
rynowych (8-Br-dGTP, 8-Br-GTP, 8-Br-dATP, 8-Br-
-ATP) sg zdecydowanie lepszymi substratami biatka
MutT niz odpowiednie zwigzki wyjsciowe. Na tym
etapie badan sformutowano réwniez pierwsze hipotezy
dotyczace antymutagennego dziatania biatka MutT.
Istniaty juz pewne przestanki na temat mechanizmu
transwersji AT =>CG powstajacych z duzg czestoscia
w mutantach mutT E. coli. Przepuszczano, ze trans-
wersje te sg efektem biednego parowania (ang. mis-
match) adeniny w nici matrycowej, z dGTP inkor-
porowanym do nici syntetyzowej (A:T -> A~ G ->C:G).
Wczesniejsze doniesienia sugerowaty, ze guanina spa-
rowana z adening w obrebie dwuniciowego fragmentu
polinukleotydowego przyjmuje konformacje syn
wzgledem deoksyrybozy. Postulowano wiec, ze rolg
biatka MutT jest hydroliza tych czasteczek dGTP,
ktére przybraty konformacje syn, by uniemozliwié ich
wprowadzanie do DNA na przeciw adeniny. Hipoteze
te wspieral mocno wspomniany wczesniej fakt, iz
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bromowanie purynowych trifosfonukleozydéw w po-
zycji C8 czyni je lepszymi substratami biatka MutT,
a jak byto wiadomo, bromowanie takie wymusza
konformacje syn w obrebie modyfikowanego nukleo-
tydu. Rok 1992 nieoczekiwanie dostarczyt rewelacyj-
nych odkry¢ w tym zakresie. Maki i Sekiguchu
(1992) donoszg o swoich badaniach nad antymu-
tagennym dziataniem biatka MutT [18]. Badali
oni inkorporacje znakowanego dGTP do matrycy
poli(dA)/oligo(dT) pod wptywem polimerazy Il E. coli
i potwierdzili wczes$niejsze spostrzezenia, ze niewielkie
ilosci znakowanego dGMP sg wprowadzane do nici
syntetyzowanej na matrycy poli(dA). Enzym MutT
dodany do medium, w ktérym zachodzita replikacja
hamowat catkowicie te inkorporacje. Wykonano ana-
lize chromatograficzng nukleotydow wchodzacych
w sktad zsyntetyzowanej nici i okazato sig, ze radioak-
tywnos$¢ niesiona przez nig nie nalezy wcale do dGMP,
a do zwiagzku zidentyfikowanego jako 8-oxodGMP.
Otworzyto to nowy etap w badaniach nad biatkami
MutT i przyciggneto uwage wielu badaczy zajmuja-
cych sie stresem oksydacyjnym, a szczegOlnie ok-
sydacyjnymi uszkodzeniami DNA. Jak dowiedli Maki
i Sekiguchu, MutT posiada bardzo wysokie powino-
wactwo do 8-oxodGTP (Km= 0.4 pM!). Pozwala to
sadzi¢, ze jego rola polega na hydrolizowaniu tego
nukleotydu w celu uchronienia komorki przed muta-
gennymi skutkami jego wprowadzenia do DNA. Dla
poréwnania, oznaczone przez nich wartosci Kmwobec
innych nukleotydéw wynosity: dla dGTP — 1.2 mM,
dTTP — 18 mM, dCTP — 17 mM, GTP 12 mM.
8-Ox0dG TP jako substrat posiada wszystkie prefero-
wane przez MutT cechy: grupe 6-keto i 2-amino
pierscienia purynowego, deoksyryboze i konformacje
syn wokét wigzania N-glikozydowego, wymuszong
przez atom tlenu w pozycji C8. Badania ostatnich 3 lat
prowadzone technikami krystalograficznymi, a przede
wszystkim metodami wielowymiarowego jadrowego
rezonansu magnetycznego doprowadzity do szczeg6-
towego rozpoznania struktury drugo- (Ryc. 6) i trzecio-
rzedowej MutT [26-28] oraz budowy centrum aktyw-
nego enzymu ijego oddziatywan z substratem [29, 31].
Trifosforany nukleozydow odzialujg z centrum aktyw-
nym enzymu w obecnos$ci dwu jondw magnezu. Jeden
z tych jonéw zwigzany jest z atomami tlenu reszt
fosforanowych @ i y nukleotydu. Drugi jon Mg2+
oddziatuje z grupami karboksylowymi reszt glutami-
nianu 56, 57, 98, amidowg grupg karbonylowg glicyny
38 oraz z czasteczkg wody, ktéra najprawdopodobniej
dokonuje nukleofllowego ataku na atom fosforu (3
powodujac rozerwanie wigzania fosfddiestrowego po-
miedzy resztg fosforanowg a i P nukleozydotrifos-
foranu. Odpowiednig orientacje przestrzenng atakuja-
cej czasteczki wody zapewnia najprawdopodobniej jej
oddziatywanie z grupg karboksylowg glutaminianu 53.
Zasada azotowa oraz reszta rybozy lub deoksyrybozy
wchodzace w sktad substratu lokujg sie w hydro-
fobowej szczelinie, przy czym zasada azotowa wigze sie
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Petla I

Pétla I1

: Petla IV
Heliks Il

Ryc. 6. Zarys struktury drugorzedowej biatka MutT z E. coli

W obrebie biatka MutT wystepujg dwa rejony a-helikalne
(Heliks 1'i I1) oraz pie¢ pasm zorganizowanych w strukture
Boznaczonych strzatkami A-E. Pasma AiBoraz C iD pota-
czone sg ciasnymi skretami, co umozliwia ich antyréwnoleg-
te utozenie. Pozostate wymienione struktury potgczone sg
dtuzszymi petlami (I-1V) o diugosci od 13 do 24 amino-
kwaséw. Numerami oznaczono orientacyjne potozenie ko-
lejnych aminokwaséw tancucha polipeptydowego (wzoro-
wano na rysunku zamieszczonym w pracy Abeyguna-
wardana i wsp., 1993 [26]).

z leucyng 4, izoleucyng 6 i 80. Grupa ketonowa
w pozycji C6 zasady azotowej odziatuje z grupg-NH?2
tancucha bocznego asparaginy 119, co ttumaczy duze
powinowactwo enzymu do nukleotydéw zawieraja-
cych guanine lub jej pochodne. Reszta (deoksy)rybozy
wchodzgca w sktad nukleotydu oddziatuje z leucyng 4,
izoleucyng 6 oraz z tancuchem bocznym lizyny 39.

W $lad za badaniami nad pirofosfatazg 8-oxodGTP
(MutT) z E. coli rozpoczety sie badania nad homo-
logicznymi enzymami z innych organizmoéw. W 1992
roku Mo i wsp. wyizolowali z komdrek ludzkich
enzym 0 masie czgsteczkowej 18 kDa specyficznie
hydrolizujagcy 8-o0xodGTP do 8-oxodGMP (Km= 85
pM), a stabiej dGTP (Km= 870 pM) i dATP [32],
Podobnie jak MutT, pirofosfataza ta jest zalezna od
jondw magnezu. Rok po6Zniej ustalono czesSciowo jej
sekwencje aminokwasowg, co pozwolito na sklonowa-
nie i ekspresje genu kodujgcego to biatko w komdrkach
E. coli [33]. Gen ludzkiej pirofosfatazy 8-oxodGTP,
zajmujacy locus 7p22 [34], koduje biatko sktadajace sie
ze 156 aminokwaséw (masa czasteczkowa 17.9 kDa),
a jego sekwencja nukleotydowa wykazuje duze podo-
bieAstwo do bakteryjnego genu mutT w centralnej
czesci otwartej ramki odczytu. W jezyku aminokwasow
oznacza to 15 identycznych aminokwasow w odcinku
A37-A61 MutT i A36-A60 pirofosfatazy ludzkiej. En-
zym ludzki uznano za homolog biatka MutT i nazwano
go hMTHI (Humahn MutT Homolog).

W ostatnim czasie sklonowano homologi genu
mutT z innych zrédet; tzw. biatko MutX ze Streptococ-
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cus pneumoniae wykazuje analogiczne aktywnosci en-
zymatyczne jak MutT, jest jednak homotrimerem
0 masie 54 kDa (masa czasteczkowa monomeru — 18
kDa). Gen kodujacy to biatko wykazuje duze podo-
bienstwo do genu mutT w odcinku kodujagcym amino-
kwasy A37-A60 [35, 36]. Podobng homologie struk-
tury genu i funkcji biologicznych kodowanego biatka
wykazano w przypadkach genu i biatka MutT z Pro-
teus vulgaris (112 aminokwas6w, 12.8 kDa) [37]
1MutT z Haemophilus influenzae (136 aminokwasow,
15.6 kDa) [38]. Sklonowano réwniez homologi genu
mutT myszy i szczura i scharakteryzowano ich produ-
kty biatkowe jako pirofosfatazy 8-oxodGTP. Mysia
pirofosfataza 8-oxodGTP, to biatko o masie czgstecz-
kowej 17.9 kDa (156 aminokwasoéw) wykazujaca 83%
homologii sekwencji aminokwasowej z ludzkg pirofos-
fataza, a podobienistwo sekwencji nukleotydowej my-
siego i ludzkiego genu siega 81% [39]. Szczurza
pirofosfataza 8-oxodGTP (masa czgsteczkowa 18 kDa)
posiada 131 identycznych aminokwaséw z enzymem
ludzkim z og6lnej liczby 156 aminokwaséw [40].
Pojawity sie takze pierwsze dane na temat poziomu
ekspresji genu kodujgcego pirofosfataze 8-oxodGTP
w roéznych narzadach wewnetrznych ssakéw. Uzys-
kanie przeciwciat poliklonalnych do konserwatyw-
nego ewolucyjnie fragmentu pirofosfatazy 8-oxodGTP
umozliwito iloSciowg analize poziomu ekspresji tego
enzymu w tkankach mysich [39]. Relatywnie najwyz-
szy poziom biatka pirofosfatazy wykazano w watrobie
i grasicy, nizszy poziom wystepuje w innych narzg-
dach: jelicie grubym > jadrach > nerkach > $ledzio-
nie > zotgdku > ptucach > sercu > i mdzgu.
Zdecydowanie najwyzszy poziom biatka pirofosfatazy
8-0x0dG TP stwierdzono jednak w mysich embrional-
nych komorkach pnia, przewyzszat on szesciokrotnie
poziom obserwowany w watrobie. Potwierdzito to
wczesniejszg teze, ze poziom ekspresji genu kodujace-
go te pirofosfataze jest najwyzszy w komaérkach o cha-
rakterze embionalnym (m.in. nowotworowych, z kt6-
rych po raz pierwszy wyizolowano ssaczy homolog
MutT). Skonstruowanie znakowanej sondy opartej na
antysensownym RNA pozwolito na kolorymetryczna
ocene ilosci mMRNA ludzkiej pirofosfatazy w histo-
logicznych skrawkach ludzkiej skoéry i sutka [41].
Stwierdzono duze zréznicowanie poziomu
mMRNAKMIHL w zalezno$ci od rodzaju komorek, spo-
$réd ktérych najwieksza jego ilos¢ wykazywaty komé-
rki charakteryzujgce sie duzym tempem podziatow
mitotycznych. Z kolei w tkankach szczurzych badano
ilos¢ transkryptu genu pirofosfatazy 8-oxodGTP
(mRNA) i wykazano jego najwiekszg produkcje
w tkance serca, $ledziony, nerki ijader [40].
Przeprowadzono rowniez pierwsze badania doty-
czace subkomdrkowej lokalizacji ludzkiej pirofosfata-
zy 8-0x0dG TP [42]. Ustalono, ze enzym zlokalizowa-
ny jest w cytoplazmie i mitochondriach. Z catkowitej
aktywnosci komoérkowej pirofosfatazy 8-oxodGTP
4% zlokalizowano w mitochodriach. Aktywnosci spe-
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cyficzne enzymu w przeliczeniu na mg biatka sgjednak
identyczne w obu tych kompartmentach komdrko-
wych. Jednocze$nie nie stwierdzono jakichkolwiek
réznic dotyczacych cech fizyko-chemicznych enzymu
mitochondrialnego icytosolowego; kwestia transportu
enzymu do mitochondrium pozostaje nadal niewyjas-
niona.

Grozne skutki mutacji w obrebie genéw z rodziny
mutT zaczely przycigga¢ uwage badaczy procesow
nowotworzenia. Warunkiem transformacji nowotwo-
rowej komarki jest powstanie mutacji w wielu genach.
Mutacja genu — homologu mutT, prowadzgca do
braku w komorce aktywnosci pirofosfatazy 8-o-
x0dGTP, mogtaby w sposéb bardzo istotny przy-
spieszac tempo powstawania mutacji winnych genach,
z uwagi na drastyczny wzrost czestosci transwersji
typu AT =>CG.

W u i wsp. [43] badali sekwencje nukleotydowg
genu hMTHI (homologu MutT) w genomie ludzkich
komorek nowotworowych raka jelita grubego i poro-
wnywali je z sekwencjami nukleotydowymi genu zdro-
wych komorek tej samej tkanki. Przebadano 32 przy-
padki, lecz nie stwierdzono réznic pomiedzy sekwenc-
jami nukleotydowymi genu w komdérkach nowotworo-
wych i odpowiadajacych im komérkach zdrowych.
Przy okazji wykazano istnienie polimorfizmu genu
hMTHI w populacji ludzkiej. W dziewieciu przypad-
kach stwierdzono tranzycje G=>Aw obrebie kodonu
83, ktdra prowadzi do zmiany waliny na metionineg
w pirofosfatazie 8-oxodGTP (tranzycje takg odnoto-
wali autorzy takze w genach hMTH 1ludzi zdrowych).
Rzadziej obserwowano tranzycje C =T w obrebie
kodonu 119, ktora jednak nie prowadzi do zmiany
aminokwasu w biatkowym produkcie genu. O ka -
moto i wsp.[44] pordwnywali poziom mRNAhMIHL
w ludzkiej tkance raka nerki iotaczajgcej jg tkance nie
zmienionej nowotworowo. Stwierdzono zdecydowa-
nie wyzszy poziom transkrypcji genu hMTHI w ko-
moérkach nowotworowych. W kontek$cie znaczenia
— homologéw genu MutT w procesach mutagenezy
i karcinogenezy rozpoczeto poszukiwania potencjal-
nych inhibitorow pirofosfatazy 8-oxodGTP posréd
znanych czynnikéw rakotwdrczych. Wykazano na
przyktad, iz jony niklu (I1) — dobrze udokumen-
towany karcinogen — sg niekompetycyjnym inhibito-
rem (K, = 0.9 mM) bakteryjnej pirofosfatazy 8-o-
x0dGTP z E. coli, co wykazano w doswiadczeniach
przeprowadzonych in vitro, z uzyciem oczyszczonego
preparatu enzymu [45].

I11-1. Rodzina genéw MutT

Oprocz przedstawionych powyzej genéw koduja-
cych pirofosfohydrolazy o duzej specyficznosci wobec
8-0x0dGTP, do tzw. rodziny gendéw i biatek
mutT/MutT zakwalifikowano réowniez odkryte ostat-
nio geny kodujace enzymy o nieco innej specyficznosci
substratowej. Zaliczono do tej rodziny pirofosfataze
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dinukleotydowg z E. coli [46], zalezng od dwuwartos-
ciowych jonéw metali i wykazujgcg wysoka specyficz-
nos$¢ substratowa wobec NADH (257 aminokwaséw,
29.8 kDa, natywnie — homodimer). Katalizuje ona
hydrolize NADH do AMP i zredukowanego mono-
nukleotydu nikotynamidoadeninowego. Do rodziny
MutT zakwalifikowano rdwniez pirofosfohydrolaze
diadenozyno-5,,5™-p lip 4-tetrafosforanu (16.8 kDa,
147 aminokwasow), hydrolizujagcg ten zwigzek do
AMP i ATP [47]. Zidentyfikowano takze produkt
genu orfl.9 E. coli, w ktérym doszukano sie charak-
terystycznej dla rodziny MutT sekwencji aminokwa-
sow [48]. Biatko to charakteryzuje aktywnos¢ specyfi-
czna hydrolazy GDP-mannozy (guanozyno-5’difosfo-
-a-D-mannozy) i GDP-glukozy (guanozyno-5’-difos-
fo-a-D-glukozy). Produktami reakcji przezen katalizo-
wanej jest GDP oraz wolny cukier. Aktywnos¢ jej jest
catkowicie zalezna od obecnosci dwuwarto$ciowych
jonéw metali.

Wszystkie opisane dotychczas geny szeroko pojmo-

wanej rodziny mutT kodujg biatka zawierajgce cha-
rakterystyczny motyw w sekwencji aminokwaséw
[46, 49]:
GXU(X)3ET(X)6RE +UXEE™*, gdzie E oznacza kwas
glutaminowy, G — glicyne, R — arginine, T — treoni-
ne, U oznacza leucyne lub izoleucyne, lub waline,
a X — dowolny aminokwas.

Uwaza sig, ze konserwatywne aminokwasy tego uni-
kalnego motywu odpowiadajg za wigzanie nukleoty-
dowego substratu w centrum aktywnym i hydrolize
pochodnych nukleotydowych. Funkcjg skrajnych
reszt kwasu glutaminowego konserwatywnej sekwen-
cji (pozycja 56 i 57 w biatku MutT z E. coli), oznaczo-
nych gwiazdka, jest wigzanie jonu magnezu w centrum
aktywnym [31, 50]. Aktywnos$¢ enzymatyczna zmuto-
wanego enzymu, zawierajgcego w pozycji 57 glutamine
zamiast kwasu glutaminowego jest 100 tys. razy nizsza,
niz aktywnos$¢ nie zmutowanej wersji biatka. Reszta
kwasu glutaminowego oznaczona plusem oddziatuje
z czasteczka wody rozrywajacej wigzanie fosfodie-
strowe substratu.

IV. Metaboliczne losy fosforanéw 8-oksydeok
syguanozyny

Scharakteryzowana powyzej pirofosfataza 8-o-
Xx0dGTP nie jest jedynym enzymem zdolnym do
hydrolizowania wigzan fosfodiestrowych tego zmody-
fikowanego nukleotydu. We wszystkich dotychczas
badanych organizmach, aktywnosci pirofosfatazy 8-o-
x0dGTP towarzyszy aktywno$¢ fosfatazy 8-o0-
xodGTP, ktéra hydrolizuje ten substrat do 8-o-
x0dGDP i ortofosforanu [18, 32, 39, 40 oraz nie
opublikowane obserwacje wtasne]. Poniewaz jednak
enzym ten hydrolizuje z wiekszg wydajnoscig dGTP
niz 8-oxodGTP [32], dotychczas nie przyciggnat on
uwagi badaczy i pozostaje w cieniu bardzo popularnej
pirofosfatazy. Wydaje sie, ze znaczenie metaboliczne
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tej aktywnosci jest jednak niestusznie bagatelizowane.
Poddanie bowiem 8-oxodGTP dziataniu homogenatu
szczurzej tkanki watrobowej w pH 8.0 prowadzi do
gwattownej hydrolizy tego zwigzku wiasnie do 8-o-
x0dGDP, a ilos¢ powstalego w tym czasie 8-o-
x0dGMP jest bardzo nieznaczna (nie opublikowane
obserwacje wiasne). Hayakawa i wsp. [51] wyka-
zali, ze 8-0x0dGTP jest substratem ludzkiej kinazy
difosfonukleozydowej, enzymu o szerokiej specyficz-
nosci substratowej, ktéry oprocz klasycznych difos-
foranéw nukleozydéw fosforyluje wydajnie 8-o-
x0dGTP z udziatem ATP (8-oxodGDP-|- ATP -> 8-
-0X0dG TP -- ADP). Ci sami autorzy podczyscili i wste-
pnie scharakteryzowali ludzkg fosfataze degradujacg
8-0x0dGMP do wolnego nukleozydu — 8-oxodG
[51]. Enzym ten wadaje sie by¢ wysoce specyficzny dla
8-0x0dGMP, poniewaz wydajno$¢ hydrolizy 8-o-
x0dGMP jest daleko wieksza, niz w przypadku dGM P
> dTMP > dAMP > > dCMP iGMP. Donosza oni
takze, iz ludzka kinaza guanylanowa, ktéra katalizuje
zalezng od ATP fosforylacje dGMP do dGDP oraz
GMP do GDP, nie wykazuje zadnej aktywnos$ci wobec
8-o0xodGMP. W tym sensie pirofosfataza 8-oxodGTP
jawi sie jako jedyny enzym Kkierujgcy 8-oxodGTP
nieodwracalnie na droge katabolizmu. Zawitosci lo-
sow metabolicznych 8-oksypochodnych nukleotydow
deoksyguanozynowych naszkicowano na rycinie 7.

8-Oksy-2’-deoksyguanozyna (8-oxodG), ktora jest
wydalana z moczem przez organizmy ssakéw [52], jest
powszechnie uznawana za marker oksydacyjnych
uszkodzen DNA i traktowana jako specyficzny pro-
dukt naprawy DNA, cho¢ jak dotychczas nie opisano
enzymu, ktéry bytby zdolny do specyficznego wycina-
nia tego uszkodzenia w postaci wolnego nukleozydu
lub fragmentu oligonukleotydowego. Z uwagi na ist-
nienie w uktadach biologicznych wysoce specyficznych
enzymoéw defosforylujagcych pochodne fosforanowe
8-0x0dG, nalezy braé¢ pod uwage mozliwos¢, iz pewna
cze$¢ puli 8-oxodG wydalanego z moczem pochodzi
z degradacji nukleotyddw powstajagcych na skutek
oksydacyjnej modyfikacji fosforanow deoksyguanozy-
ny. Do chwili obecnejjednak nie przedstawiono bezpo-
Srednich dowod6éw na obecno$¢ ktorejkolwiek z po-
chodnych fosforanowych 8-oxodG w puli wolnych
nukleotydéw komaérkowych, cho¢ ich powstawanie
jest wielce prawdopodobne.

Mocz ssakow zawiera takze wolng 8-oksyguanine
[53], ktora jest produktem naprawy DNA powstajg-
cym na skutek dziatania kilku scharakteryzowanych
enzymdéw usuwajacych te zasade z DNA. Bessho
i wsp. zidentyfikowali w tkankach ludzkich enzymy
o takiej aktywnos$ci [54], Jeden z nich wykazuje
jedynie aktywnos$¢ N-glikozylazy i uwalnia 8-oxoGua
pozostawiajagc miejsce apurynowe, drugi oprocz ak-
tywnosci N-glikozylazowej przejawia takze aktywnos¢
endonukleolityczng. Réwniez ludzka N-metylopuryna
— DNA glikozylaza wykazuje zdolno$¢ usuwania
8-oksyguaniny z DNA [55]. Enzymy reperujace ok-
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Ryc. 7. Szlak przemian metabolicznych 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforanu.
Pi — ortofosforan, PPi — pirofosforan, ATP — adenozyno-5’-trifosforan, ADP — adenozyno-5’-difosforan, (1) — Kkinaza
difosfonukleozydowa, (2) — fosfataza 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5'-trifosforanu, (3) — pirofosfataza 8-oksy-2’-deoksyguanozy-
no-5'-trifosforanu (biatko hM THI, homolog MutT), (4) — fosfataza 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5>-monofosforanu
sydacyjne uszkodzenia DNA omdéwiono niedawno na tamach Postepéw Biochemii [4]. Najprawdopodob-
Produkty naprawy DNA
HN NH
H
NJ\ ,> J\N fc
M HN NH
HO o
Xiggrew N T
OH 8-oxoGua
OH
8-ox0dG t
PNP-aza
°g PNP-aza Y SQOP
ua
N
HN
J\ + dRyb-1-P H
O O0-P-OH N
HN H o J\‘ ):
H20 H2N ' h
guanaza OH 8-oxoGua
dRyb-1-P
Y HO
guanaza .
AR N sTop Ryc. 8. Szlak katabolizmu deoksyguanozyny (z le-
wej), z charakterystycznym dla naczelnych,
k > *+ nh3 ptakéw, gadéw i owadéw koncowym pro-
N v ;j duktem katabolizmu — kwasem moczo-
nh3 wym. Potencjalne etapy katabolizmu 8-ok-
H20 + 02 sy-2’-deoksyguanozyny i 8-oksyguaniny,
N oksydaza ksantynowa ktérym te czasteczki nie podlegajg (z pra-
UA wej). Pi — ortofosforan, PNP-aza-fosforyla-
OUA H za nukleozydéw purynowych, dRyb-I-P
H N — deoksyrybozo-1-fosforan, Gua — guani-
)\ ):0 + Hy02 na, 8-oxoGua — 8-oksyguanina,
(6} N A — ksantyna, UA — kwas moczowy.
H
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niej, zaréwno 8-oksyguanina jak i 8-oxodG nie pod-
legaja dalszej degradacji w organizmach ssakéw. Swia-
dczg o tym nastepujgce obserwacje:

1 Znakowana trytem 8-oxodG wstrzyknieta do
krwiobiegu szczura wydalana jest z moczem nie pod-
legajac degradacji [52].

2. 8-Ox0dG jest czasteczkg bardzo trwatg (w warun-
kach podwyzszonej temperatury i niskiego pH wielo-
krotnie trwalszg od deoksyguanozyny) i nie podlega
nieenzymatycznej dekompozycji w warunkach zblizo-
nych do fizjologicznych [56].

3. W doswiadczeniach in vitro przeprowadzonych
z uzyciem oczyszczonych preparatéw enzymoéw wyka-
zano, ze:

a) 8-oxodG nie jest substratem ludzkiej fosforylazy
nukleozydow purynowych, Kkatalizujgcej fosforolize
wigzania N-glikozydowego m.in. deoksyguanozyny
(Ryc. 8) [567, 58],

b) 8-oksyguanina niejest substratem guanazy zwatro-
by kréliczej, katalizujgcej fizjologicznie dezaminacje
hydrolityczng guaniny do ksantyny. Innymi stowy,
guanaza nie przeksztatca 8-oksyguaniny do kwasu
moczowego (Ryc. 8) [57, 58].

V. Uwagi koncowe

DNA izolowany z komérek ludzkich zawiera nie-
wielkg ilos¢ oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad
azotowych, wsérod nich 8-oksyguanine [59-62]. Mozna
stad wyciggnaé wniosek, ze enzymy wycinajace te
zmodyfikowane zasady nie sg w stanie usungé wszyst-
kich uszkodzen tego typu. Niektére z pochodnych
zmodyfikowanych oksydacynie mogg tworzy¢ biednie
sparowane pofaczenia, co stanowi zrodto mutacji
i w konsekwencji moze spowodowaé transformacje
nowotworowg komorki [63]. Produkty oksydacyjnej
modyfikacji zasad obecne w DNA zazwyczaj trak-
towane sg jako wynik ataku reaktywnych form tlenu
na czasteczke DNA. W biezacej literaturze podkresla
sie znaczenie mozliwosci mutagenezy powodowanej
przez 8-o0xodGTP. Nalezy jednak podkresli¢, iz nie
dostarczono jeszcze dowod6ow na obecno$¢ 8-o-
x0dG TP in vivo, a tym bardziej nie oszacowano, jaka
cze$¢ ogolnej ilosci 8-oksyguaniny obserwowanej
w DNA komoérkowym pochodzi¢ moze z 8-oxodGTP.
Czy degradacja 8-oxodGTP to jedyna aktywno$¢
homologéw MutT majaca wptyw na tempo mutagene-
zy spontanicznej? Zapewne rozwiktanie tych prob-
lemoéw stanie sie w najblizszej przysztosci waznym
zadaniem dla badaczy tej materii.

Artykut otrzymano 13 lutego 1997 r.
Zaakceptowano do druku 12 czerwca 1997 r.
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nych; ACE — elektroforeza kapilarna powinowactwa; SGE
—ptytowa elektroforeza zelowa; HPLC — wysokosprawna
chromatografia cieczowa; UV — promieniowanie ultra-
fioletowe; EOF — przeptyw elektroosmotyczny; Dns — re-

szta dansylowa;
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Dabsyl — reszta dabsylowa; Fmoc — reszta fluorenylometo-
ksykarbonylowa; MECC — micellarno-elektrokinetyczna
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chromatografia kapilarna; SDS — dodecylosiarczan sodu;
FZCE — wolnostrefowa elektroforeza kapilarna; Glc-6-P

glukozo-6-fosforan; G6PDH — glukozo-6-fosforano de-
hydrogenaza; NAD — forma utleniona dinukleotydu niko-
tynoamidoadeninowego; NADH forma zredukowana
dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; CMTI-I — in-
hibitor trypsyny wyizolowany z gatunku dyni Cucurhita
maxima; CGE — kapilarna elektroforeza zelowa; dsDNA

dwuniciowy DNA; LIF — laserowo wzbudzana fluores-
cencja; CLOD — najnizsze stezenie podlegajace detekcji;
MLOD — najmniejsza masa podlegajgca detekcji; CIEF
—Lkapilarne ogniskowanie izoelektryczne; CITP — kapilar-
na izotachoforeza; AA — reszta aminokwasowa; AU — jed-
nostka absorbancji; GAL(l-15)-OH — N-terminalny 15-
-aminokwasowy fragment wieprzowej galaniny, zawierajacy
wolng grupe karboksylowg na C-konhcu; GAL(1-15)-NH2

N-terminalny 15-aminokwasowy fragment wieprzowej
galaniny, zawierajacy amid na C-koricu; [Gly5]GAL(I-15)-
-NH2— analog N-terminalnego 15-aminokwasowego frag-
mentu wieprzowej galaniny, zawierajagcy substytucje
Asn5->Gly oraz amid na C-koncu; GAL — wieprzowa
galanina; CMTI-1*-zmodyfikowany inhibitor trypsyny za-
wierajacy przeciete wigzanie Arg5-1le6.

I. Wstep

Elektroforeza kapilarna (CE) obejmuje rodzine te-
chnik analitycznych, ktérych wspdlng cechg jest sepa-
racja molekut pod wptywem zewnetrznego pola elekt-
rycznego, w cienkiej kapilarze o $rednicy rzedu kilku-
dziesieciu mikrometréw. Napiecie generuje ruch jo-
now (anionéw i kationdw) oraz molekut o wypad-
kowym tadunku réwnym zero (w wyniku przeptywu

Tabela 1.
Charakterystyka poréwnawcza SGE, HPLC i CE.

Cecha
SGE

elektroosmotycznego). Stwarza to mozliwos¢ jedno-
czesnej analizy zaréwno jonéw, jak i czasteczek elekt-
rycznie neutralnych. Analiza probek o objetosciach
rzedu nanolitra (10“9 1), ze sprawnos$cig siegajaca
milionéw potek teoretycznych (sprawno$é kolumn
HPLC waha sie w granicach 104-105 p6tek teoretycz-
nych) i detekcjg na poziomie attomoli (10~18 mola)
uczynity z elektroforezy kapilarnej w krotkim czasie
jedno z najpotezniejszych narzedzi analitycznych [1],
CE ftaczy w sobie zalety dwoch technik bedacych
filarami wspotczesnej biochemii: wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC) i konwencjonalnej
elektroforezy zelowej (SGE), zwykle przewyzszajgc
mozliwos$ci kazdej z nich z osobna. Krétkie porow-
nanie tych technik przedstawia tabela 1 Z charakterys-
tyki zamieszczonej w tabeli 1 wida¢é wyraznie, ze
elektroforeza spetnia wysokie wymogi jakie stawia
wspobiczesna biochemia technikom analitycznym. Pod
wieloma wzgledami CE znacznie przewyzsza dotych-
czas stosowane techniki, takie jak HPLC i SGE.
Jedynym powaznym mankamentem CE sg trudnosci
zwigzane z praca w trybie preparatywnym, nie po-
zwalajgce na otrzymanie wiekszych ilosci bardzo czys-
tych substanciji.

Schemat budowy aparatu do CE przedstawia rycina
1 Gtownym elementem jest cienka (20-100 pm) kapila-
ra szklana diugosci ok. 60 cm, zewnetrznie pokryta
tworzywem poliimidowym w celu poprawienia witas-
ciwosci mechanicznych. Korice kapilary zanurzone sg

szybkos$¢ analizy

czuto$é
CLOD*
MLOD**

objeto$¢ analizowanej
probki

sprawno$é

automatyzacja
zuzycie odczynnikow

praca w trybie
preparatywnym

selektywnos¢

mata

wysokie

duza

duza

umiarkowana

niewielka

niewielkie

dobra

umiarkowana

Metoda

HPLC CE
duza bardzo duza
niskie wysokie
duza bardzo mata
duza bardzo mata

wysoka (104— 105 potek

bardzo wysoka

teoretycznych/m) (rzedu 106 poétek
teoretycznych/m)

petna petna

duze minimalne

bardzo dobra trudna

wysoka

bardzo dobry
dobry
dobry

bardzo wysoka

bardzo dobry
bardzo dobry
bardzo dobry

Rozdziat:

matych molekut staby

biatek bardzo dobry

DNA bardzo dobry
CLOD* — najnizsze stezenie podlegajace detekcji
MLOD** — najmniejsza masa podlegajaca detekcji
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wylot

V -zasilacz wysokiego napigcia
D pdetekmr

Ryc. 1. Schemat budowy aparatury do elektroforezy kapilarnej.

w buforze separacyjnym. Obwd6d zamyka zasilacz wy-
sokiego napiecia, z ktérym potgczone sg dwie elektro-
dy znajdujace sie blisko koncéw kapilary. Kapilara
przechodzi przez detektor (najczesciej UV) pozwalaja-
cy bezposrednio $ledzi¢ proces rozdziatu. Pod koniec
lat 80-tych pojawity sie komercyjne zestawy CE (Beck-
man, SpectraPhysics, Bio-Rad, Isco, Dionex, Waters,
Hawlett Packard, Europhor) pozwalajace na rutyno-
we, w petni zautomatyzowane i iloSciowe analizy.

Il. Fizyczne podstawy elektroforezy kapilarnej

Podstawowym parametrem charakteryzujacym cza-
steczki w procesie elektroforezy jest czas migracji tm
potrzebny do przebycia drogi od wlotu kapilary do
detektora pod wptywem napiecia. Kolejnymi paramet-
rami opisujagcymi zachowanie w kapilarze sg ruch-
liwos¢ i predkos¢ elektroforetyczna. Ich wzajemng
zalezno$¢ przedstawia réwnanie:

en LJtn

E VILj
pep — fuchliwosc elektroforetyczna
Vep — Predkos$c¢ elektroforetyczna
E — natezenie pola elektrycznego
L, — diugos$¢ kapilary do detektora

t. — czas migracji
V — napiecie
L — catkowita dtugo$é kapilary

Réwnanie to opisuje pozorng ruchliwo$¢ elektro-
foretyczna. Okreslenie wartosci rzeczywistej wymaga
uwzglednienia zjawiska przeptywu elektroosmotycz-
nego w kapilarze wypetnionej elektrolitem po przyto-
zeniu napiecia. Najpopularniejszym materiatem stuzg-
cym do produkcji kapilary jest szkto. Obecne na jego
powierzchni grupy silanolanowe przy wartosciach pH
powyzej 1.5 sg natadowane ujemnie. Elektrostatyczne
przycigganie kationéw elektrolitu jest przyczyng po-
wstania podwojnej warstwy elektrycznej na granicy faz
kapilara — elektrolit (Ryc. 2). Kationy elektrolitu
oddziatywujgce bezposrednio z powierzchnig kapilary
tworzg stabilng warstwe Sterna-Helmholtza, nie pod-
legajagcg wptywom zewnetrznego pola elektrycznego

210

[2]. Bezpos$rednio do niej przylega dyfuzyjna warstwa
jonéw, zwana takze warstwg Gouy’a-Chapmana. Ze-
wnetrzne pole elektryczne powodujac migracje katio-
néw w kierunku katody, wywotuje przeptyw czas-
teczek rozpuszczalnika zawartych w ich sferach hyd-
ratacyjnych. Zwany jest on przeptywem elektroos-
motycznym (EOF) i odgrywa niezwykle istotng role
w procesie rozdziatu. Wielko$¢ EOF opisuje rownanie
Smoluchowskiego:

eG
. =—E
EOF f|
veor — SzybkoS$¢ przeptywu elektroosmotycznego
S — stata dielektryczna buforu
£  — potencjat zeta podwdjnej warstwy elektrycznej
rl — lepko$¢ buforu

W wiekszosci przypadkéw obecno$¢ EOF wywiera
negatywny wpltyw na rozdziat. Jednakze optymalizacja
parametréow uktadu (rodzaj buforu separacyjnego,
stezenie, temperatura oraz wielko$¢ napiecia) pozwala
na sterowanie wielkoscig EOF, co umozliwia jedno-
czesng separacje kationéw, anion6w i czgsteczek neu-
tralnych w trakcie pojedynczej analizy, poniewaz szyb-

Sciana
kapilaty

grupy
i silanolanowe

warstwa
dyfuzyjna
warstwa
Sterna-Helmholtza
1
podwojna

warstwa elektryczna

Ryc. 2. Podwdéjna warstwa elektryczna na granicy faz kapila-
ra-bufor.
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V EOF

V+

Vo

\Y

. >

Ryc. 3. Wplyw przeptywu elektroosmotycznego (EOF) na kierunek
i szybkos$¢ ruchu molekut analizowanych technika elektro-
forezy kapilarnej.
veof — szybkos$¢ przeptywu elektroosmotycznego

v+ — pozorna szybko$¢ migracji kationu

v_ — pozorna szybko$¢ migracji anionu

vo — pozorna szybko$¢ migracji czasteczki obojetnej
(W0 =0)

v* — rzeczywista szybko$¢ migracji kationu

v’ — rzeczywista szybko$¢ migracji anionu

VO — rzeczywista szybko$¢ migracji czasteczki obojetnej
(vo = veof)

kos¢ migracji elektroforetycznej i szybkos¢ EOF sg
wielkosciami addytywnymi (Ryc. 3).

I1l. Rodzaje CE
Poszukiwanie i optymalizacja metod rozdziatu do-

Tabela 2.
Charakterystyka rodzajow CE.

Tryb*

Zasada separacji

stosunek tadunku
do masy

wolnostrefowa
elektroforeza
kapilarna (FZCE)

kapilarne ogniskowa- warto$¢ punktu
nie izoelektryczne

(CIEF)

izoelektrycznego

ruchliwos$¢
elektroforetyczna

kapilarna
isotachoforeza (CITP)

micellarno-
elektrokinetyczna
chromatografia
kapilarna (MECC)

stosunek tadunku do ma-
sy i hydrofobowos$é

zelowa elektroforeza
kapilarna (CGE)

masa

TAK

TAK

prowadzity do powstania rodziny technik wykorzys-
tujacych ruch molekut w cienkich kapilarach. Krotka
charakterystyke tych metod przedstawia tabela 2
Wybo6r odpowiedniej metody separacji wraz z op-
tymalizacjg parametrow rozdziatu sg podstawg efek-
tywnej analizy. Szeroki zakres metod analizy oferowa-
nych przez elektroforeze kapilarng wynika z potgcze-
nia technik elektroforetycznych z chromatograficz-
nymi. Z tego powodu elektroforeza kapilarna stwarza
duzo szerszy wachlarz metod analizy niz inne techniki
analityczne.

IV. Zastosowanie CE w analizie biomolekut

Niezwykta ztozono$¢ systemdéw biologicznych oraz
bardzo niskie stezenie biomolekut wymagaja stosowa-
nia bardzo selektywnych i czutych metod ich analizy.
Wysoka sprawnos$é i mata objeto$¢ analizowanej pro-
bki, krotki czas (rzedu sekund Ilub minut), petna
automatyzacja oraz niski koszt analizy uczynity z CE
wspaniate narzedzie wspoétczesnej biologii molekular-
nej. Obszar zastosowan CE jest niezwykle rozlegty, od
rutynowych analiz przemystowych poczynajac, a na
sekwencjonowaniu DNA Kkoriczac.

V. Analiza aminokwaséw

Aminokwasy sa stosunkowo prostymi zwigzkami
organicznymi. Wiekszo$¢ z nich pozbawiona jest chro-
moforow, ktdre pozwolityby na ich bezposrednig dete-
kcje. Z tego powodu aminokwasy oznaczane sg naj-
czesciej jako pochodne dansylowe (Dns) [3], dab-

Mozliwo$¢ separacji

Maych Peptydé Biatek DNA
e ow
molekut Pty ate
TAK TAK NIE
NIE TAK TAK NIE
TAK TAK NIE
TAK TAK TAK TAK
NIE TAK TAK TAK

* Przedstawione tryby sa powszechnie stosowanymi rodzajami elektroforezy kapilarnej. W tabeli nie ujeto
metod o marginalnym znaczeniu praktycznym, takich jak elektroforeza kapilarna w warunkach superkrytycz-
nych (SCE). Nie umieszczono takze metod stosunkowo nowych, takich jak elektroforeza kapilarna powinowact-
wa (ACE), mogacych w przysztosci znalez¢ szerokie zastosowanie laboratoryjne [2, 30],
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sylowe (Dabsyl) [4], fenylotiohydantoinowe (PTH) [5]
lub fluorenylometoksykarbonylowe (Fmoc) [6], w celu
zwiekszenia czutos$ci detekcji. Potencjalna obecnos¢ 21
biogennych aminokwaséw w prébce wymaga znalezie-
nia wystarczajgco selektywnej metody ich rozdziatu.
Zadanie to najlepiej spetnia micellarno-elektrokinety-
czna chromatografia kapilarna (MECC) [7]. Cechg
charakterystyczng MECC jest obecnosé srodkéw po-
wierzchniowo czynnych (surfaktantéw) w buforze nos-
nym. Powyzej stezenia zwanego krytycznym stezeniem
micellarnym, surfaktanty wykazujg tendencje do agre-
gacji tworzac micelle. R6znicujg one molekuty (zaré6w-
no jony, jak i czasteczki neutralne) poprzez wielkos$¢
oddziatywan hydrofobowych ielektrostatycznych. Do
najczesciej stosowanych surfaktantow nalezy dodecy-
losiarczan sodu (SDS) [8], Anionowe micele tworzone
przez SDS migrujg w kierunku anody. Jednakze
w neutralnym i zasadowym pH ($rodowisko w jakim
zwykle dokonuje sie analizy) istnieje silny efekt EOF
w kierunku katody. Wynikiem superpozycji tych
dwéch przeciwstawnych efektow jest migracja micelli
w kierunku katody, z predko$cig mniejszg niz szybkosc
przeptywu masowego buforu no$nego. Molekuty z wy-
sokim powinowactwem do micelli powoli migrujg
w kierunku katody, te ktdre praktycznie nie od-
dziatywujg z micellg migrujg w tym samym Kkierunku
z predkoscia EOF. Zr6znicowana sita oddziatywan
hydrofobowych ielektrostatycznych pomiedzy micellg
i aminokwasami umozliwia ich rozdzial technikg
MECC (Ryc. 4).

S Y

Czas migracji [min]

Ryc. 4. Analiza dansylowych pochodnych aminokwasowych
(Dns-AA) metodg MECC.
Warunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej
PACE 2100 (Beckman) z kapilara szklang 75/im x 57 cm
(50 cm do detektora), bufor separacyjny: 20 mM tetraboran
sodu, 25 mM SDS, pH 9.5, state napiecie 15 kV, temp. 30°C,
filtr 254 nm, injekcja ciSnieniowa — 1.8 s, normalna
polaryzacja (katoda od strony detektora). Wszystkie roz-
twory wstepne saczone przez filtr teflonowy o $rednicy
poréw 0.22 gm. Aminokwasy oznaczono standardowymi
skrotami jednoliterowymi.
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Wprowadzenie silnego chromorofu do czasteczki
znacznie podnosi czuto$¢ analizy, jednakze wymaga
Scistego przestrzegania warunkow derywatyzacji (w
celu uzyskania iloSciowego przebiegu reakcji) i wy-
dtuza czas analizy. Mozliwa jest rowniez analiza
natywnych aminokwaséw eliminujaca czynnosci wste-
pne, zwigzane z przygotowaniem pochodnych. Ozna-
czanie natywnych aminokwas6w znacznie skraca czas
analizy, jednakze obniza czuto$¢ detekcji i wymaga
zastosowania odpowiedniego typu detektora (elektro-
chemiczny, gradientowo-stezeniowy) [9, 10].

V1. Rozdziat mieszanin racemicznych

CE wykorzystywana jest takze do rozdziatu miesza-
nin racemicznych. Jedng z metod rozdziatu jest stoso-
wanie chiralnego selektora jako dodatku do buforu
nosnego lub immobilizowanego na powierzchni kapi-
lary. Cyklodekstryny nalezg do powszechnie stosowa-
nych chiralnych selektoréw dodanych do buforu sepa-
racyjnego [11]. Tworzg one zenancjomerami inkluzyj-
ne kompleksy o réznych szybkosciach migracji. Druga
metodg jest stosowanie chiralnych odczynnikdéw wig-
zacych sie kowalencyjnie z badanymi enancjomerami.
Reagujg one z aktywnymi grupami chemicznymi,
a powstajace diastereoizomery mozna rozdzielaé
w achiralnym elektrolicie, wykorzystujgc roznice ich
ruchliwosci elektroforetycznej i wasnosci hydrofobo-
wych. Do tego typu zwiagzkéw nalezy oddczynnik
Marfey’a (amid 2,4-dinitro-I-fluoro-L-fenyloalaniny
lub amid 2,4-dinitro-I-fluoro-D-fenyloalaniny) [12],
W wyniku reakcji odczynnika Marfey’a z enancjome-
rami powstajg diasterecizomery fatwo rozrdznialne
przy uzyciu techniki MECC.

VIl. Rozdziat peptydéw

Peptydy byty pierwszg grupg zwigzkdw biologicznie
czynnych dla ktérej zoptymalizowano parametry roz-
dziatu [13]. CE pozwala na rozdziat peptydow zawie-
rajagcych tak niewielkie modyfikacje strukturalne, jak
na przyktad deamidacja. Problemo6w nie stwarza anali-
za analogéw peptydow (Ryc. 5). Daje to mozliwos¢
obserwowania modyfikacji posttranskrypcyjnych lub
zmian mutacyjnych w tafcuchu polipeptydowym. CE
umozliwia analize kwasnych oraz zasadowych pep-
tydow stwarzajgcych spore trudnosci w wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej. Najprostszg i optymalng
technika analizy peptyddw jest wolnostrefowa elektro-
foreza kapilarna (FZCE) [2], Rozdziat oparty jest na
wykorzystaniu réznicy szybkosSci elektroforetycznej
molekut w jednorodnym buforze separacyjnym. Bar-
dzo dobre efekty rozdziatu otrzymuje sie stosujgc
zaréwno bufory kwasne (pH 2.5), jak i zasadowe (pH
10). W niskim pH peptydy migrujg w postaci kationow
w kierunku katody. W buforach o wysokim pH
peptydy wystepujg w postaci anionéw, jednakze silny
efekt EOF sprawia, ze migracja odbywa sie w tym
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Ryc. 5. Analiza analogéw pcptydowcgo hormonu
(GAL).
GAL(I-15)-OH — pitnastoaminokwasowy N-terminalny
fragment galaniny, zawierajacy grupe karboksylowa na
C-koncu.
GAL(I-15)-amid — pitnastoaminokwasowy N-terminalny
fragment galaniny, zawierajacy grupe amidowga na C-kon-
cu.
[GIly5]GAL(I-15)-OH — pitnastoaminokwasowy N-ter-
minalny fragment galaniny, zmodyfikowany poprzez pod-
stawienie reszty asparaginy w pozycji piatej reszta glicyny.
Warunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej
PACE 2100(Beckman)z kapilarg szklang 75¢im x 57 cm (50
cm do detektora), bufor separacyjny: 50 mM bufor fos-
foranowy pH 2.5, state napiecie 18 kV, temp. 30°C, filtr 254
nm, injekcja ci$nieniowa — 1.8 s, normalna polaryzacja
(katoda od strony detektora). Wszystkie roztwory wstepnie
sgczone przez filtr teflonowy o $rednicy poréw 0.22 ;un.

galaniny

samym kierunku. CE pozwala na analize peptydéw
bezposrednio w materiale biologicznym. Przyktadem

jest oznaczanie systeminy — 18-peptydu bedgcego
roslinnym hormonem peptydowym indukujgcym syn-
teze inhibitorow proteinazowych 1i Il w pomidorach

i ziemniakach [14] (Ryc. 6).

FZCE znakomicie nadaje sie do analizy map pep-
tydowych. W wyniku enzymatycznej hydrolizy tani-
cucha polipeptydowego otrzymuje sie charakterys-
tyczny, niepowtarzalny zestaw peptydéw. Jest to swoi-
sty ,,odcisk palca” pozwalajacy na szybkg identyfikacje
badanego zwigzku (Ryc. 7).

VIIl. Rozdziat biatek

Biatka wykazujg silng tendencje do oddziatywania
z powierzchnig kapilary. Oddziatywania te dramatycz-
nie redukujg rozdzielczo$¢ i sprawnos¢ rozdziatu [15].
Jednym ze sposobdédw rozwigzania tego problemu jest
analiza w buforach o bardzo niskich (pH 2.5) lub
wysokich (pH 10) wartosciach pH. W silnie kwasnym
buforze adsorpcja jest niewielka, poniewaz liczba
nieprotonowanych grup silanolanowych $ciany kapi-
lary jest mata. Jednoczes$nie efekt EOF jest staby.
W silnie zasadowym pH zaréwno Sciany kapilary, jak
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Rys. 6. Analiza zliofilizowanego ekstraktu z lisci pomidora.
Warunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej PA-
CE 2100 (Beckman) z kapilarg szklang 75m x 57 cm (50 cm
do detektora), 100 mM bufor fosforanowy, pH 2.5, state
napiecie 18 kV, temp. 25°C, filtr 254 nm, injekcja ci$nienio-
wa — 1s.

i biatka sg zjonizowane ujemnie, lecz wielko$¢ EOF jest
znaczna [2]. Redukuje to do minimum oddziatywania
biatka ze $ciang kapilary, jednakze rownoczesnie nisz-
czona jest trzeciorzedowa struktura biatka. W eks-
tremalnych wartosciach pH wiekszo$¢ biatek ulega
denaturacji i wytrgca sie z roztworow. Z tego powodu
wiekszos$¢ analiz przeprowadza sie w fizjologicznym
pH. Drugim sposobem redukcji oddziatywan ze $ciang
kapilary jest stosowanie kapilar ze zmodyfikowanymi
powierzchniami. W wyniku kowalencyjnego przyits-
czenia do grup silanolanowych takich zwigzkéw jak
glikol polietylenowy [16] czy polikarylamid [17] ad-
sorpcja i EOF zostajg znacznie ograniczone. Innym
sposobem eliminowania niekorzystnych oddziatywan
z grupami silanolowymi kapilary jest ich maskowanie
poprzez elektrostatyczne wigzanie zwigzk6w eliminuja-
cych te oddziatywania. W wyniku zmiany polaryzacji
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Ryc. 7. Peptydowa mapa restrykcyjna (fingerprint) zredukowanej
insuliny wotowej trawionej trypsyna.
Warunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej PA-
CE 2100 (Beckman) z kapilara szklang 75/im x 57 cm (50 cm
do detektora), bufor separacyjny 50 mM bufor fosforanowy,
pH 2.5, stale napiecie 20 icV, temp. 30°C, filtr 214 nm,
injekcja ci$nieniowa — 1s, normalna polaryzacja (katoda
od strony detektora)

Sciany kapilary z ujemnej na dodatnig, mozliwa jest
analiza zasadowych protein (np. histonéw). Popular-
nymi zwigzkami modyfikujagcymi Sciane kapilary w ten
sposOb sg poliaminy (spermina) lub kationowe deter-
genty, takie jak bromek trimetylocetyloamoniowy [18].

Wysoka sprawno$¢ CE pozwala w niektérych przy-
padkach na konformacyjng analize protein. Jedng
z najdramatyczniejszych zmian konformacyjnych jest

Czas migracji [min]

Ryc. 8. Denaturacja trypsyny w $rodowisku kwasnym, pH 2.5.
Warunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej PA-
CE 2100 (Beckman) z kapilarg szklang 75/rm x 57 cm (50 cm
do detektora), bufor separacyjny 25 mM bufor fosforanowy,
pH 2.5, state napiecie 18 kV, temp. 25°C, filtr 214 nm,
injekcja cisnieniowa — 3 s, normalna polaryzacja (katoda
od strony detektora).

214
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Ryc. 9. Analiza zmian strukturalnych trypsynowego inhibitora

CMTI-1

CMTI-1 — natywny inhibitor

CMTI-1* — inhibitor ze zhydrolizowanym wigzaniem
ArgMle6

Warunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej
PACE 2100 (Beckman) z kapilara szklang 75/rm x 57 cm (50
cm do detektora), bufor separacyjny 25 mM bufor fos-
foranowy, pH 7.0, state napiecie 12 kV, temp. 25°C, filtr 214
nm, injekcja ci$nieniowa — 3 s, normalna polaryzacja
(katoda od strony detektora).

denaturacja. Na rycinie 8 przedstawiono elektrofore-
gram produktéw denaturacji trypsyny. W przypadku
a-laktoalbuminy mozna zaobserwowac¢ zmiane kon-
formacji wywotang wzrostem temperatury [19]. CE
pozwala na $ledzenie przebiegu reakcji enzymatycz-
nych. Analiza oksydacji glukozo-6-fosforanu (Glc-6-P)
katalizowanej przez glukozo-6-fosforano dehydroge-
naze (G6PDH) w obecnosci NAD jako kofaktora,
pozwolita na oznaczenie G6PDH na poziomie 10 aM
(10*17 mola) poprzez detekcje redukcji NAD do
NADH [20], Mozliwa jest réwniez analiza zmian
strukturalnych inhibitoréw enzymoéw. W wyniku reak-
cji trypsyny z jej peptydowym inhibitorem CMTI-I
nastepuje zmiana struktury pierwszorzedowej inhibi-
tora w wyniku hydrolizy reaktywnego wigzania Arg5
-lle6, przy czym tworzy sie analog oznaczany CMT-I*
[21] (Ryc. 9).

IX. Rozdziat kwaséw nukleinowych

Trudna do przeceniania biologiczna rola kwasow
nukleinowych jest powodem, ze jest to jedna z najin-
tensywniej badanych Kklas biomolekut. Dotychczas
standardowo stosowana metodg analizy kwaséw nuk-
leinowych byta elektroforeza zelowa (SGE), z wyko-
rzystaniem agarozy lub poliakryloamidu jako medium
separacyjnego. Jednakze uzywane w analizie piyty
agarozowe lub poliakrylamidowe wykazuja wyjatko-
wo niekorzystny stosunek powierzchni do objetosci.
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Utrudnia to znacznie odprowadzanie znacznych ilosci
ciepta Joule’a tworzgcego sie w trakcie analizy, a poja-
wiajgce sie ruchy konwekcyjne zaburzajg proces roz-
dziatu. Ogranicza to stosowanie wysokich napiec
i wydtuza czas analizy. Dodatkowo prace pomocnicze
sg pracochtonne, a caty proces rozdziatu trudny do
zautomatyzowania.

Jedng z zasadniczych cech kwaséw nukleinowych,
narzucajacych warunki rozdziatu jest stata gestos¢
tadunku niezalezna od wielkosci (masy) czasteczki.
Najpopularniejszag metodg analizy kwaséw nukleino-
wych jest zelowa elektroforeza kapilarna (CGE) [2].
Podstawowg cechg tej metody jest rozdziat molekut
pod wptywem pola elektrycznego w cienkiej, wypet-
nionej zelem kapilarze. Stosowane zele mozna po-
dzieli¢ na dwie klasy. Pierwszg stanowig zele chemicz-
ne, bedace sieciowanymi, nierozpuszczalnymi w wo-
dzie polimerami. Sieciowanie prowadzi do powstania
przestrzennej porowatej struktury, umozliwiajgcej roz-
dziat w oparciu o wielko$¢ czasteczki. Zele chemiczne
nie sg idealnym medium separacyjnym. Komercyjna
dostepnos¢ kapilar zelowych pozwala zapomnie¢ uzyt-
kownikowi o trudnosciach zwigzanych z napetnieniem
waskiej kapilary zelem ijego homogenng polimeryza-
cja, jednakze zmiana buforu na inny niz ten, ktéry
uzyty zostat w trakcie polimeryzacji sprawia juz spore
trudnosci. Kapilary zelowe majg ograniczong zywo-
tno$¢. Po kilkuset analizach w kapilarze wypetnionej
zelem poliakrylamidowym nie ma gwarancji uzys-
kania powtarzalnych wynikow. Agaroza jest jeszcze
mniej stabilna ijuz po kilku analizach kapilare trzeba
wymieni¢ na nowga. Analiza niskoczasteczkowego
DNA nie nastrecza zadnych trudnosci. W obszarze
tym udaje sie uzyska¢ rozdzielczo$¢ kilku par zasad,
a dla mniejszych molekut pary zasad [22, 23]. W celu
zwiekszenia rozdzielczosci, DNA analizuje sie w po-
staci komplekséw z czynnikami interkalujacymi (np.
bromkiem etydyny). Interkalatory eliminuja drugo-
rzedowe elementy struktury DNA, umozliwiajgc ich
analize w oparciu o wielko$¢ czasteczki (zgiecia lub
zwiekszona fleksybilno$¢ w stosunku do liniowej czas-
teczki powodujg op6Znienia czasu migracji).

Analiza dsDNA powyzej 20 tysiecy par zasad za-
czyna sprawia¢ powazne trudnos$ci. Zanika zalezno$é
miedzy wielkosciag DNA iczasem migracji, a stochas-
tyczne fluktuacje molekut w kapilarze sg przyczyng
niepowtarzalnosci wynikéw [24], Jednakze znane s3
przyktady analizy fragmentow DNA zawierajgcych
23 tysigce par zasad [25], a nawet natywnych chro-
mosomow zawierajgcych 3-5 x 106 par zasad [26],
aczkolwiek zastrzezenia budzi brak powtarzalnosci
wynikow.

Gwattownie rozwijajacym sie obszarem CGE, daja-
cym duze nadzieje na wzrost rozdzielczoSci i przesunie-
cie granicy wielkosci analizowanego DNA jest za-
stosowanie bardzo rozcienczonych ,zeli fizycznych”
[12]. .Zele fizyczne” sg dtugimi polimerami rozpusz-
czonymi w buforze separacyjnym. Do najczesciej sto-
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Ryc. 10. Mapa restrykcyjna plazmidu pBR322 trawionego en-

zymami restrykcyjnymi Ava Il oraz uktadem EcoRI
+ Ava Il.
Warunki separacji: aparat do elektroforezy kapilarnej
PACE 2100 (Beckman) z modyfikowang kapilarg BioCap
LPA (BioRad) 50 jim x 30 cm (23 cm do detektora), bufor
separacyjny: PCR product analysis buffer (BioRad), pH
8.3, state napiecie — 3 kV, temp. 29°C, filtr 254 nm, injekcja
napieciowa — 8 kV przez 4 s, polaryzacja odwrdcona
(anoda od strony detektora).

sowanych nalezg liniowy poliakrylamid [27] oraz
pochodne celulozy: metyloceluloza, hydroksyetyloce-
luloza i hydroksypropylometyloceluloza [28], Stoso-
wane sg w postaci kilkuprocentowych dodatkéw do
buforu separacyjnego. Zele fizyczne stosuje sie zwykle
w potagczeniu z kapilarami o modyfikowanych powie-
rzchniach w celu wyttumienia niekorzystnego zjawiska
EOF. Uzycie zeli fizycznych jest bardzo wygodne.
Zanikajg problemy zwigzane z polimeryzacjg zelu
w waskich kapilarach. Réwniez wymiana buforu w ka-
pilarze jest procesem natychmiastowym. Zele fizyczne
stosowane wraz z kapilarami o modyfikowanych po-
wierzchniach znajdujg zastosowanie w analizie map
restrykcyjnych DNA (Ryc. 10). Potgczenie tej metody
z niezwykle czutg metodg detekcji, jakg jest laserowo
wzbudzana fluorescencja (LIF) pozwala oznacza¢ ma-
sy rzedu 10~2° mola [29].

Elektroforeza znalazta zastosowanie w analizie
wszystkich grup zwigzkéw organicznych. Niektore
z nich, takie jak weglowodany czy lipidy z powodu
braku chromoforéw lub tadunku w czasteczce stwa-
rzajg pewne problemy w analizie CE. Z tego powodu
najczesciej analizowane sg w postaci pochodnych
zawierajacych zjonizowane grupy funkcyjne lub chro-
mofory [2]. Niezwykle szybki rozwdj oraz wzrastajgca
popularnosé elektroforezy kapilarnej sprawit, ze wiele
informacji o CE znalez¢ mozna w sieci informacyjnej
Internet pod adresami:
http://minyos.its.rmit.edu.au/~seans/ce.html
http://www-Immb.ncifcrf.gov/ESAB/indexEP.html
http://www.vchgroup.de/vch/journals/2027.html
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Uczmy biochemii poprawnie: ponadtlenek, dysmutaza
ponadtlenkowa

Méj podziw iuznanie dla pieknego polskiego wydania ,,Biochemii” Luberta Stryera (PWN, Warszawa 1997)
zmacita lektura s. 589-591 tego podrecznika zawierajacych btedne ttumaczenia nazw angielskich. Jakkolwiek btedne
odpowiedniki angielskich termindw superoxide i superoxide dismutase koegzystujg od lat w polskim piSmiennictwie
z terminami wiasciwymi i nie ominelty nawet taméw Postepéw Biochemii, warto na fakt ten zwr6ci¢ uwage
szczegblnie gdy chodzi o podrecznik biochemii, ktéry ma ksztattowa¢ podstawy wiedzy studentow.

Od lat chemicy polscy postuguja sie terminem ponadtlenek jako odpowiednikiem angielskiego terminu
superoxide,w odr6znieniu od terminu nadtlenek odpowiadajgcego angielskiemu terminowi peroxide. Warto zwrdcic
uwage na zasadnicza réznice pomiedzy ponadtlenkami a nadtlenkami. W ponadtlenkach (np. ponadtlenku potasu
K 02) formalny stopien redukcji tlenu wynosi — 1/2; anionorodnik ponadtlenkowy (superoxide anion radical)
0 2 powstaje w wyniku przylaczenia jednego elektronu do czasteczki tlenu 0 2. Formalny stopien redukcji tlenu
w nadtlenkach (np. nadtlenku wodoru H20 2) wynosi — 1 Nadtlenki powstajg w wyniku jednoelektronowej
redukcji ponadtlenkéw lub dwuelektronowej redukcji czagsteczki tlenu. Ponadtlenki zawierajg niesparowany
elektron, sg wiec wolnymi rodnikami; nadtlenki (w wiec i nadtlenek wodoru) nie majg charakteru wolnych
rodnikdw. Warto moze dodac¢, ze systematyczna nazwa chemiczna ponadtlenku potasu winna brzmiec¢ ditlenek
potasu, za$ systematyczna nazwa nadtlenku wodoru ditlenek diwodoru, jednak wygodniejsze i bardziej zrozumiate
sg chyba tradycyjne (i dopuszczalne) terminy ponadtlenek i nadtlenek.

Anionorodnik ponadtlenkowy 0 2jest zdysocjowang formg rodnika HO'2, ktérego nazwa angielska hydroperoxyl
radical wydaje sie by¢ niezbyt fortunna i moze wprowadza¢ w btgd sugerujac, ze mamy do czynienia z nadtlenkiem.
Trudno o inne polskie ttumaczenie tego terminu niz rodnik wodoronadtlenkowy czy hydronadtlenkowy (co
rébwniez moze wprowadza¢ w btad). Czy nie prosciej bytoby nazwac ten zwigzek ponadtlenkiem wodoru?
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Enzym katalizujgcy reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenkowego (nie ,rodnika nadtlenkowego™!)
O02+02+2H+-+H202+02

to oczywiscie dysmutaza ponadtlenkowa (a nie ,,nadtlenkowa”). Nadtlenek jest produktem, a nie substratem reakcji
katalizowanej przez ten enzym. Mianem ,dysmutazy nadtlenkowej” mozna bytoby okresli¢ raczej katalaze, ktora
katalizuje reakcje dysmutacji nadtlenku wodoru

H20 2+ H20 2->2H20 + 0 2,

lecz na szczeScie mocno zakorzeniona nazwa zwyczajowa zapobiega kolejnemu zamieszaniu terminologicznemu.

Nawiasem moéwiac, niezupetnie Scista jest informacja zawarta na s. 591 podrecznika (0 co juz nie mozna mieé
pretensji do ttumaczy). Peroksydazy redukujg nie tylko ,,nadtlenki alkilu” ROOH (jesli pojeciem alkilu rozumiemy
rodnik weglowy), lecz réwniez (jesli nie przede wszystkim) nadtlenek wodoru. Jakkolwiek ,klasyczne” peroksydazy
sg oczywiscie biatkami hemowymi, to bardzo wazna (zwtaszcza w komorkach ssakow) peroksydaza glutationowa
nie jest hemoproteina.

Grzegorz Bartosz

£6dz, dn. 1 lipca 1997 r.

Prof. dr hab. Zofia Zielinska
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
Instytut im. Nenckiego

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa

Wielce Szanowna Pani Profesor
Przesytam w zatgczeniu sprawozdanie z Konferencji ,Aktualne kierunki badan w biochemii i biotechnologii”
Z uprzejmg prosba o zamieszczenie w ,Postepach Biochemii”.

tacze wyrazy szacunku i powazania,
atakze najserdeczniejsze pozdrowienia.

Zofia Walter

Uprzejmie informujemy, ze nasze pismo Acta Biochimica
Polonica jest indeksowane przez Biochemistry & Biophy-
sics Citation Index (ISI, U.S.A.), BIOSIS (U.S.A.), Chemi-
cal Abstract (Columbus, U.S.A.), Current Awareness in
Biological Sciences (England), Excerpta Medica (Else-
vier, Holland), Medline (U.S.A.).
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SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie z Konferencji
~Aktualne kierunki badan w biochemii i biotechnologii”

W dniach 12— 14 grudnia 1996 roku w todzi odbyta sie druga Ogolnopolska Konferencja Naukowa na
temat ,Aktualne kierunki badarn w biochemii i biotechnologii”. Konferencje zorganizowaly Katedry Uniwer-
sytetu L6dzkiego: Genetyki Molekularnej, Cytobiochemii, Biologii Ogo6lnej, Fizjologii i Biochemii Roslin oraz
Zaktad Genetyki Drobnoustrojow. Wspotorganizatorami byly: todzki Oddziat Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego i Komitet Badan Naukowych PAN, ktéry czesciowo sfinansowat Konferencje.

Konferencja zostala poswiecona pamieci profesora Antoniego Dmochowskiego w setng rocznice Jego
urodzin. Profesor Dmochowski byt jednym z zalozycieli Uniwersytetu tédzkiego w 1945 roku, twoércg
pierwszej uniwersyteckiej Katedry Biochemii w Polsce i organizatorem Zaktadu Chemii Ogdélnej i Fizjologicz-
nej Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu tédzkiego (przeksztalconego w 1949 w Akademie Medyczng). Byt
wychowawcg kilku pokolenn biochemikéw, pracujgcych obecnie w Polsce i za granicg. Profesor charak-
teryzowat sie wielkg pasjg naukowa. Zainicjowat kierunki badan, zwielkim wyczuciem tego, co bedzie wazne
w rozwoju biochemii. W swej pracy szczegdlng uwage poswiecat wychowaniu i wtasciwemu ksztatceniu
studentéw i mtodej kadry.

1995 roku Polskie Towarzystwo Biochemiczne uchwalito nagrode im. Profesora Dmochowskiego za
osiggniecia dydaktyczne, przyznang po raz pierwszy w 1996 roku. Srodowisko tédzkie jest dumne, ze przy
bardzo duzej konkurencji, pierwszg nagrode za podrecznik ,Cytobiochemii” otrzymata wychowanka
Profesora, prof. dr hab. Leokadia Ktyszejko-Stefanowicz, a wyréznienie — prof. dr hab. Grzegorz Bartosz za
ksigzke ,Dwa oblicza tlenu”.

Obrady rozpoczela sesja inauguracyjna, a dalszy program obejmowatl pie¢ sesji tematycznych i Konferencje
Okraggtego Stotu.

Tematy poszczegdlnych sesji byly podyktowane kierunkami badan prowadzonymi aktualnie przez kierow-
nikdw katedr organizujacych Konferencje, wywodzgcych sie bezposrednio lub posrednio ze szkoly Profesora
Dmochowskiego. W wiekszosci przypadkéw badania te byly zainicjowane jeszcze w czasie czynnej pracy
naukowej Profesora.

Uroczyste otwarcie Konferencji odbyto sie w auli im. Antoniego Dmochowskiego w Gmachu Wydziatu
Biologii i Nauk o Ziemi UL. Obrady rozpoczeta przewodniczgca Konferencji prof. dr hab. Zofia Walter,
a nastepnie zabrali gtos: prof. dr hab. Stanistaw Liszewski, rektor UL, prof. dr hab. Jerzy Kroh, czlonek
rzeczywisty Polskiej Akademii Nauk, Prezydent Miasta todzi, prof. dr hab. Wanda Leyko, ktéra po Profesorze
Dmochowskim objeta kierownictwo Katedry Biochemii, prof. dr hab. Maria Olszewska, przewodniczgca
to6dzkiego Oddziatu Polskiej Akademii Nauk oraz prof. dr hab. Liliana Konarska, przewodniczaca Zarzadu
Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Otwarcie Konferencji zakonczyt wyktad prof. Leokadii
Klyszejko-Stefanowicz, na temat ,Zycie i dzialalno$é¢ Profesora Antoniego Dmochowskiego”.

Wyktady inauguracyjne zostaly wygtoszone przez prof. dr hab. Marie Olszewska na temat ,Gatunkowo
i tkankowo-specyficzna metylacja cytozyny u roslin wyzszych”, oraz przez prof. dr hab. Marka Gniazdow-
skiego na temat ,Czego dowiadujemy sie o mechanizmach dziatania lekéw przeciwnowotworowych z badan
uktadow subcelularnych”.

Sesje naukowe Konferencji to:

W plyw mutagendédw chemicznych na strukture genomu iwybrane procesy metabolicze” (organizator: prof. dr
hab. Zofia Walter); ,Biotechnologia ze szczegbélnym uwzglednieniem inzynierii genetycznej” (organizator:
prof. dr hab. Adam Jaworski); ,Biatka komorek prawidtowych inowotworowych” (organizatorki: prof. dr hab.
Leokadia Klyszejko-Stefanowicz i prof. dr hab. Wanda Malgorzata Krajewska); ,Hemostaza u kregowcow”
(organizatorzy: prof. dr hab. Tadeusz Krajewski i prof. dr hab. Barbara Wachowicz); ,Biotechnologia roslin
(organizator: prof. dr hab. Henryk Urbanek).

W ramach sesji wygtoszone zostaly 34 referaty naukowe oraz zaprezentowano 58 komunikatow w formie
posterow, potgczonych z ustng prezentacjg i ozywionymi dyskusjami.

Tematem Obrad Okrggtego Stotu byla ,Technika elektroforezy pojedynczych komoérek (comet assay)
w ocenie uszkodzeh DNA” (organizatorzy: dr hab. Janusz Blasiak i dr hab. Krzysztof Szyfter).
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W ramach Konferencji odbyto sie réwniez Zebranie Sekcji Mutagenezy PTG i Polskiej Sekcji EEMS, ktoremu
przewodniczyt dr hab. Krzysztof Szyfter.

W Konferencji uczestniczyto okoto 150 o0s6b z catej Polski oraz trzech gos$ci zagranicznych: prof. Anna
Ferraro z Uniwersytetu La Sapienza w Rzymie, prof. Stan Heptinstall z Uniwersytetu w Nottingham (Wielka
Brytania) idr Michael Bushell z Uniwersytetu w Surrey (Wielka Brytania). Ponadto w Konferencji brali udziat
studenci IV i V roku studidw specjalnosci: biochemia, biofizyka i genetyka oraz nie zgtoszeni jako formalni
uczestnicy, a zainteresowani wybranymi tematami zjazdowymi, pracownicy tédzkich placéwek naukowych,
co powiekszyto ilos¢ uczestnikéw do 200 oséb.

Konferencja stata sie okazjg do wielu kontaktéw naukowych, wymiany doswiadczen, nawigzania
wspotpracy, atakze spotkan towarzyskich. W dniu otwarcia Konferencji w godzinach wieczornych w Centrum
konferencyjnym miato miejsce spotkanie towarzyskie przy Swiecach, atakze dzien po6zniej spektakl w Teatrze
Wielkim oraz wycieczka po todzi w sobotnie przedpotudnie.

W naszym przekonaniu Konferencja odegrata duzg role w integracji placéwek naukowych w Polsce,
pozwolita na wymiane doswiadczen, nawigzanie wspotpracy i niezwykle cenne, bezposrednie dyskusje
badaczy, w zakresie reprezentowanych na sesjach kierunkéw naukowych.

Zofia Walter

Il Zjazd Stypendystévy Howard Hughes Medical
Institute z Europy Srodkowej i Wschodniej

Miedzy 24 a 27 czerwca 1997 w warszawskim hotelu Sheraton odbyto sie drugie z rzedu spotkanie
Miedzynarodowych Stypendystéw Instytutu Medycznego Howarda Hughesa (HHMI), wybranych w 1995 r.
sposrod ponad 2000 kandydatow. HHMI, najwieksza instytucja filantropijna w Stanach Zjednoczonych,
zorganizowat to spotkanie, by zwrdci¢ uwage na wazne badania biomedyczne prowadzone w tym rejonie
Europy. W 1995 r. HHMI przyznat 5-letnie granty na og6lna sume 15 milionéw dolaréw przeznaczone na
finansowanie badan naukowoéw w ich wtasnych instytucjach. Dwie trzecie ztych grantéw wspierajg wspoélne
badania ze wspotpracujgcymi badaczami z USA, Europy Zachodniej, Japonii i Australii. Sposréod Miedzy-
narodowych Stypendystéw HHMI 35 pochodzi z Rosji, 14 z Wegier, 12 z Republiki Czeskiej, 10 z Polski, 6 ze
Stowacji, 3 z Litwy, 3 z Ukrainy, 2 z Estonii, 1 z Biatorusi i 1 z totwy. Wysoko$¢ grantu wynosi od 25 do 35
tysiecy dolaré6w USA rocznie.

Czterodniowa konferencja rozpoczetfa sie wieczorem 24 czerwca wystgpieniami ministra spraw zagranicz-
nych RP iczotowych osobistoSci polskiego zycia naukowego oraz zasadniczym przemoéwieniem Dr Purnella
Choppina, prezydenta HHMI. Nastepnego wieczoru odbyta sie interesujaca dyskusja poswiecona biezacej
polityce naukowej w Polsce. Pozostata czes¢ konferencji poSwiecona byla na wystapienia naukowcéw
dotyczgce wynikéw ich badah. Przedstawiono w sumie 73 doniesienia ustne i 13 plakatowych z na-
stepujgcych dziedzin: Zwijanie i oddzialywanie bialek, Neuropeptydy, Kanaly i pompy jonowe, Motory
i miesnie, Regulacja transkrypcji, Kompleksy biatko-DNA, Nowe systemy i narzedzia genetyki, Molekularne
aspekty funkcjonowania komoérek i wirusé6w, Morfologia i mechanizmy funkcjonowania mézgu, Loci
genetyczne: organizacja, charakterystyka i ewolucja, Syntezy i modyfikacje zwigzkéw chemicznych o znacze-
niu biologicznym. Mechanizmy molekularne choréb, Plastyczno$¢ neuronalna, Receptory i btony, On-
kogeneza i supresja nowotworéw, Enzymy: aktywnos$c¢ i struktura, Organizacja i ekspresja gendéw, Przekazy-
wanie sygnatéw i oddziatywania miedzykomorkowe.

Wystgpienia i doniesienia plakatowe byly bardzo interesujgce i staly na dobrym miedzynarodowym
poziomie (ksigzka zawierajgca streszczenia wystgpien i plakatow znajduje sie w posiadaniu Redakcji
Postepow Biochemii i moze by¢ udostepniona na zyczenie).

Instytut Medyczny Howarda Hughesa finansuje oprécz programu dla Europy Srodkowej i Wschodniej trzy
inne programy regionalne na ogdélna sume 53 milion6w dolaroéw, ktére wspierajg badania Miedzynarodowych
Stypendystéw w 19 krajach na catym Swiecie. Gtéwnym obszarem dziatania HHMI pozostajg jednak Stany
Zjednoczone, gdzie Instytut finansuje badania kilkuset wybitnych naukowcow z dziedziny biomedycyny,
pracujacych w réznych uniwersytetach i instytucjach naukowych.

Przygotowat
A. JerzmanowsKki

POSTEPY BIOCHEMII 43(3), 1997 219



Zaktad Badawczo-Wdrozeniowy i Inzynierii
InGen | Genetycznej TERPOL Przedsiebiorstwo

Farmaceutyczne SA w Sieradzu
AT\

Szanowni Panstwo,

przedstawiamy oferte naszych ustug w zakresie inzynierii genetycznej oraz wysokiej jakosci produktéw dla
biologii molekularne;j.

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

Wspoétpracujemy z szeregiem placowek naukowych w kraju.

Dyrektorem naukowym Zakfadu jest prof. dr hab. Andrzej Plucienniczak, kierownikiem dr Andrzej
Szczepanek.

Oferujemy ustugi w zakresie:

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

— amplifikacji DNA metodg PCR

— ekspresji heterologicznych biatek w Escherichia coli

— izolowania rekombinowanych biatek z komorek E coli

— oczyszczania bialek metodami chromatograficznymi.

Ponadto posiadamy w sprzedazy:

— termostabilng polimeraze DNA z Thermus aquaticus

— endoproteinaze: czynnik Xa

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

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

— wiasne wektory ekspresyjne.

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

Szczego6towych informacji udzielg Panstwu:
dr Andrzej Szczepanek, mgr inz. Elzbieta Man, mgr Matgorzata Urbaniak,
Zaktad Inzynierii Genetycznej TERPOL, Przedsiebiorstwo Farmaceutyczne SA

ul. POW 57, 98-200 Sieradz, tel. (043) 220586 do 88 w. 208, 224548, fax 227105
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groups of pyruvate kinase isoenzymes from Morris
hepatoma 7777 and normal rat liver

Jan Ignacak and Maria Guminska 201-208

Synthesis of y-chaconine and y-solanine are cata-

lyzed in potato by two separate glycosyltransferases:
UDP-glucose:solanidine glucosyltransferase and
UDP-galactose:solanidine galactosyltransferase

Jan Zimowski 209-214

Transformation of I-0-(indole-3-acetyl)-|3-D-glucose
into di-0-(indole-3-acetyl)-D-glucose catalysed by en-
zyme preparations from corn seedlings

Adriana Szmidt-Jaworska, Jacek Kesy and Jan 215-220
Kopcewicz

Expression, purification and kinetic properties of
human recombinant phospholipase C 63
Tadeusz Pawetczyk and Andrzej Matecki 221-230

Nucleic acids and gene expression

Minireviews Modification of pre-mRNA splicing by antisense oli-
gonucleotides

Ryszard Kole 231-238
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The dynamic nature of plant mitochondrial genome
organization

Hanna Janska and Magdalena Wotoszynska 233-250
Regular papers Expression of the yeast NAM9 gene coding for mito-

chondrial ribosomal protein

Magdalena Boguta, Agnieszka Chacinska, Marcin 251-258

Murawski and Barbara Szczesniak

Nucleotide sequence of nuclear tRNAGly genes and

tRNAGIy pseudogenes from yellow lupin (Lupinus

luteus): Expression of the tRNAGlygenes in vitro and

in vivo

Przemystaw Nuc, Katarzyna Nuc, Zofia 253-271
Szweykowska-Kuliniska and Jerzy Pawetkiewicz

Molecular cloning and expression in Escherichia
coli of a gene coding for bovine S100A1 protein and
its Glu32—GIn and Glu73—»Gin mutants

Krystyna Bolewska, Hanna Kozdowska, Grazyna 275-281
Goch, Beata Mikokajek and Andrzej Bierzynski

Glycoproteins and glycolipids

Regular papers Determination of single monosugars bound to a pep-
tide
Hubert Krotkiewski and Bozena Krotkiewska 285-232

Immunochemical characterization of lipopolysac-
charide from glucose-nonfermenting Gram-negative
clinical bacterial isolate

Matgorzata Mieszaka, Joanna Kiibler and Andrzej 233-300
Gamian

The JV-acetylgalactosamine and lactosamine specific
lectin from Iris hyhrida leaves

Mirostawa Ferens-Sieczkowska, Magdalena 301-308
Orczyk-Pawitowicz and Bronistawa Morawiecka

Oxidative stress

Regular papers Studies on the nature of genotoxic and cytotoxic
effects induced by hydralazine

Jadwiga Marczewska and Jadwiga H. Koziorowska 303-314

Effect of high temperature treatment of Vicia faba
roots on the oxidative stress enzymes in leaves

Maria Filek, Renata Baczek, Ewa Niewiadomska, 315-322
Marta Pilipowicz and Janusz Koscielniak
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Metabolism and transport

Regular papers

Short communication

Cancer research

Minireview

Short communication

Miscellanous

Aby zaprenumerowaé¢ ,Po-
stepy Biochemii" w 1997 r.
nalezy wptaci¢ odpowiedniag
kwote na konto bankowe wy-
dawcy (Polskiego Towarzys-
twa Biochemicznego) za po-
mocg przekazu zamieszczo-
nego na odwrocie. Zamowio-
ne egzemplarze bedziemy
wysytaé poczta na adres po-
dany nam na przekazie. Po-
niewaz odcinek przekazu do-
cierajgcy do nas jest jedno-
czesnie zamoéwieniem, prosi-
my o bardzo wyrazne napi-

Ketone bodies activate gluconeogenesis in isolated
rabbit renal cortical tubules incubated in the pres-
ence of amino acids and glycerol

Tadeusz Lietz, Katarzyna Winiarska and Jadwiga 323-332
Bryla
Specificity ofthe tonoplast transportofthe oleanolic
acid monoglycosides in the vacuoles from Calendula
officinalis leaves
Anna Szakiel and Wirginia Janiszowska 333-338
Activity of liver proteases in experimental methanol
intoxication
Elzbieta Skrzydlewska, Zdzistaw Skrzydlewski and 339-342
Krzysztof Worowski
and clinical biochemistry
Tumor cell N-glycans in metastasis
Piotr Laidler and Anna Lityriska 343-358
Adenosine deaminase activity in blood of patients
with stable angina pectoris
Maria Kopff, Irena Zakrzewska, Jerzy Klem, 359-362
Jadwiga Kal inowska-Fuchs and Marek Strzelczyk
Why not to benefit from Internet resources: A list of
useful WWW addresses
Wladyslaw Pajdak 363-364
Book review
365-365
sanie imienia, nazwiska (lub
nazwy instytucji) i doktadne-
go adresu wraz z kodem po-
cztowym (DRUKOWANYMI
LITERAMI) na wszystkich
trzech odcinkach przekazu. -
Prenumerujac
Prenumerata krajowa dla "
instytucji: nPOStpr
.zt i T
00. 2 Biochemii
Prenumerata krajowa in- .
dywidualna: Wsplerasz
30. zt (50% znizki dla czton- SWOJe
kéw Polskiego Towarzystwa .
Biochemicznego). CzaSOplsmO!
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Pokwitowanie dla wptacajacego

Zt.
stownie.

wplacajacy,

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

P.B.K. XIII/O W-wa. Al. Jerozolimskie
37 00 44-1225-2720-3-69

stempel
Pobrano optate

podpis przyjmujacego
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Odcinek dla posiadacza rachunku

2 S
stownie

wptacajacy

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

P.B.K. XI1I/O W-wa. Al. Jerozolimskie
37 00 44-1225-2720-3-69

stempel
P Pobrano optate

podpis przyjmujacego

Odcinek dla poczty lub banku

Zh e
SHOWNIC.cooeeieeeeeeeeeeeeeeee e,

wptlacajacy.

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XIlIl/O W-wa. Al. Jerozolimskie

37 00 44-1225-2720-3-69

stempel
P Pobrano optate

podpis przyjmujacego
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Wskazowki
dla autoréow

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

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

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

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na rozdziaty
i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuty tworza spis treéci. Zgod-
nie z przyjeta konwencjg rozdziaty nosza cyfry rzymskie, podroz-
dziaty 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 skrétéow, nawet jezeli bywajg uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac podlega
ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja
zastrzega sobie mozliwos¢ skrécenia tekstu i wprowadzenie
zmian nie wptywajgcych na tres¢ pracy, deklaruje tez gotowos$¢
konsultowania tekstu z Autorami.

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

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazowek szczegbétowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie

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

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

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

Strona 1 (tytutowa)’zawiera imiona i nazwiska autorow, 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 skrétow.
Kolejno numerowane dalsze strony obejmujg tekst pracy,
piSmiennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzorow
i fotografii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$miennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tek$cie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3,7, 9—26].
Odnosniki bibliograficzne winny mie¢ nowa uproszczong forme.
Spos6b cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziatow
z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatdw ztomoéw serii opraco-
wanej przez tych samych redaktoréw (4), rozdziatéw z tomow
serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazujg
ponizej podane przyktady:

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

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

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

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

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

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukcji. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wykonane na
papierze matowym. Po porozumieniu z Redakcjag mozna propo-
nowac reprodukcje fotografii barwnych. Pozostate ryciny nalezy
wykonaé tuszem na bialym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od przysziej
reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzgce do opisu rysunku
powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszg niz 5 mm. Na rysunkach nie
nalezy umieszczac¢ opiséw stownych, lecz postugiwac sie skrota-
mi. Osie wykreséw winny by¢ opatrzone napisem tatwo zro-
zumiatym. Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje
wydawca. llustracji nie nalezy wigczac¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele iryciny nosza cyfry arabskie,
wzory za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otowkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryciny czy
wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny byé opat-
rzone jednoznacznym tytutem i ewentualnie takze niezbednymi
objasnieniami. Stowne objasnienia znakéw graficznych mozna
umie$ci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe za$ jedynie na
planszy ryciny. Tytuty i objasnienia rycin sporzadza sie w postaci
oddzielnego wykazu. llustracje nalezy podpisa¢ nazwiskiem
pierwszego z autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy oraz
oznaczy¢ ,go6ra-dot" (otéwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na
wewnetrzng spoisto$¢ artykutu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych
z piSmiennictwa.

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

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3,

02-093 Warszawa
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