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Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii'
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1988 roku za wybitne osiggniecia badawcze z zakresu biochemii i bio-
fizyki.

Medalem im. Leona Marchlewskiego zostali wczes$niej uhonorowani
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i Mieczystaw Chorazy.
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NAGRODA NOBLA

Nagroda Nobla z chemii za 1997 rok — mitochondrialna

syntaza ATP

Nobel Prize in chemistry for 1997: Mitochondrial ATP synthase

LECH WOJTCZAK™*

Tegoroczna Nagroda Nobla z chemii zostata po-
dzielona pomiedzy Jensa C. Skou, wyrdznionego
za odkrycie ATP-azy sodowo-potasowej (patrz odreb-
ne opracowanie w niniejszym numerze Postepow Bio-
chemii), aPaula D. Boyera iJohna E Wal-
kera, nagrodzonych za badania nad mechanizmem
dziatania mitochondrialnego enzymu syntetyzujgcego
ATP w procesie oksydacyjnej fosforylacji.

By lepiej zrozumie¢, na czym polega doniostos¢
odkry¢ tych dwdéch ostatnich badaczy, cofnijmy sie
0 19 lat, kiedy to w roku 1978 Nagrodg Nobla z chemii
uhonorowany zostat Peter Mitchell za ,chemio-
smotyczng” teorie sprzezenia energetycznego. Zgodnie
z nig zrodtem energii dla syntezy ATP jest potencjat
elektryczny na wewnetrznej btonie mitochondridw,
btonie tylakoidéw i btonie komorkowej bakterii. Po-
tencjat ten tworzy sie na skutek przemieszczaniajonow
wodorowych w wyniku proceséw oksydoredukcyj-
nych w mitochondriach, transportu elektronéw w fo-
tosyntetycznym taincuchu oksydoredukcyjnym w chlo-
roplastach, réznych proceséw chemicznych w bak-
teriach, a wreszcie bezposrednio w wyniku absorpcji
kwantow Swiatta w niektorych bakteriach fotosyn-
tetyzujacych. Jak z tego widac, teoria Mitchella
w sposOb jednolity ujmuje zasade ,sprzezenia ener-
getycznego” w catym Swiecie zywym [1-3].

Niezaleznym torem szty prace nad zidentyfikowa-
niem i wyodrebnieniem enzymu odpowiedzialnego za
synteze czgsteczki ATP z ADP ifosforanu nieorganicz-
nego (P,). Pionierem tych badan, zapoczatkowanych
juz pod koniec lat pieédziesigtych, byt Efraim Rac-
ker. On to pierwszy wyodrebnit z mitochondridw
»czynniki sprzezenia”, ktore okazaty sie pojedynczymi
tancuchami peptydowymi lub duzymi kompleksami
biatkowymi niezbednymi do tego, by na btonie mito-
chondriéw mogt przebiegac proces syntezy ATP kosz-
tem proceséw oksydoredukcji. Przy braku Zrédia

* Prof. dr, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nen-
ckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa; poczta
elektroniczna: LWAC@nencki.gov.pl.

energii pod postacig reakcji utleniania natomiast czyn-
niki te warunkowaty proces odwrotny, tojest hydrolize
ATP do ADP i Pj. Obecnie wiemy, ze syntaza ATP
sktada sie z trzech, dajacych sie dobrze wyr6znié
w mikroskopie elektronowym, czesci: bazalnej, $cisle
zwigzanej z wewnetrzng btong mitochondrialng, ozna-
czanej symbolem FO, katalitycznej, znajdujacej sie pod
postacig kulistej ,,gtowy” na wewnetrznej powierzchni
wewnetrznej btony i oznaczanej jako Fj, oraz tgczacej
obie czeSci cienkiej ,szyjki” (Ryc. 1). Kazda z tych
czesci jest kompleksem ztozonym z kilku lub kilkunas-
tu tancuchow peptydowych. ,,Gtowa”, ktérej Srednica
wynosi okoto 10 nm, sklada sie z naprzemian usytuo-
wanych trzech podjednostek a i trzech [3 Mimo ze
podjednostki obu rodzajow wigzg nukleotydy adeni-
nowe, to wiasciwa reakcja syntezy ATP (ewentualnie

m p=
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Ryc. 1. Kompleks mitochondrialnej syntazy ATP.
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Rye. 2. ,Klasyczny” schemat zmian konformacyjnych w centrum katalitycznym syntazy ATP. Wedtug [9]; reprodukcja za zgodg Annual Review

of Biochemistry.

jego rozpadu w procesie odwrotnym) zachodzi na
podjednostce @ W ,szyjce”, dtugosci okoto 5 nm,
znajdujemy po jednej podjednostce y, 5, e F6i OSCP.
Wreszcie cze$¢ podstawowa ztozona jest z wysoce
hydrofobowych peptydéw oznaczanych literami, a,
bici jest integralnie zwigzana z wewnetrzng btong
mitochondrialng [4-7]. Bardzo podobnie zbudowa-
ny jest kompleks syntazy ATP w chloroplastach
i u bakterii.

Wytworzona przez funkcjonujacy taricuch oddecho-
wy réznica potecjatu elektrycznego na wewnetrznej
btonie mitochondrialnej (fadunek dodatni na jej ze-
wnetrznej powierzchni i ujemny na powierzchni we-
wnetrznej) oraz r6znica stezenia jonéw wodorowych
(alkaliczne pH wewnatrz) jest sitg napedzajaca ruch
jonéw wodorowych do wnetrza mitochondrionu przez
»,kanal protonowy” mieszczacy sie w bazalnej czesci
kompleksu, czyli w podjednostce FO. Ten strumien
protonéw dostarcza energii dla syntezy ATP. Reakcja
ta jest tatwo odwracalna: hydroliza ATP przez kom-
pleks wywotuje prad protonéw w kierunku przeciw-
nym izdolnajest do budowy potencjatu elektrycznego
oraz gradientu pH po obu stronach btony. W zwigzku
ztym kompleks, o ktorym mowa, moze by¢ okreslany
zarbwno mianem syntazy ATP jak i ATP-azy FOFj.

Na tym etapie naszej wiedzy powstato pytanie
o mechanizm tego katalitycznego procesu. Jak wiado-
mo, rownowaga reakcji ADP + P, ATP + H20 jest
bardzo przesunieta w lewg strone. Fakt, ze zachodzi
ona w $srodowisku wodnym, jeszcze bardziej przesuwa
ja w lewo (w kierunku hydrolizy a nie syntezy z od-
taczeniem wody). Przebieg reakcji w prawo wymaga
zatem wktadu znacznych ilosci energii lub ... Srodowis-
ka bezwodnego. Wymaganiom tym wychodzi na prze-
ciw koncepcja jednego z tegorocznych laureatow,
Paula D. Boyera, przyjmujaca, ze bezposrednim
zrodtem energii dla syntezy ATP jest odpowiednia
zmiana konformacji czasteczki enzymu (syntazy), zbli-
zajaca do siebie czasteczki ADP i Pj i niejako ,,wymu-
szajgca” ich potgczenie sie ze sobg [8, 9]. Jesli ponadto
wyobrazimy sobie, ze dzieje sie to w miejscu katalitycz-
nym wjakis$ sposob izolowanym od wodnego srodowi-
ska, zrozumiemy, ze wymogi termodynamiczne reakcji
syntezy moga by¢ spetnione. Zgodnie z koncepcja
Boyera toraczej odtgczenie juz wytworzonej czaste-
czki ATP od enzymu niz jej synteza wymaga wktadu
energii.

Ogo6lIne zasady teorii konformacyjnej ilustruje ryci-
na 2. Przyjmuje ona istnienie w kompleksie syntazy
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trzech miejsc katalitycznych, odpowiadajgcych praw-
dopodobnie trzem podjednostkom 3w ,,gtowie” en-
zymu. W pozycji wyjsciowej (pierwsza od lewej) enzym
zwigzany jest Scisle z jedng czasteczka ATP. Miejsce
katalityczne bedace w konformacji L (,,luznej”) wyka-
zuje powinowactwo do ADP i P,, ktére zostajg luzno
zwigzane (reakcja 1). Teraz, w reakcji wymagajacej
wktadu energii (reakcja 2), nastepuje z jednej strony
niejako ,,zamkniecie” i zblizenie do siebie ADP i Pj
(konformacja T, czyli ,Scista”, ang. tight), z drugiej
— ,,0tworzenie” miejsca dotychczas $cisle wiazgcego
czasteczke ATP, czyli przejscie tego miejsca w konfor-
macje ,,otwartg” (O). Konsekwencjg tych przeksztat-
cen jest catkowite odtgczenie czasteczki ATP od miejs-
ca O oraz chemiczne potgczenie sie ADP i  w miejscu
T z wytworzeniem ATP (reakcja 3). | w ten sposéb
wracamy do sytuacji wyjsciowej. W najnowszej, zmo-
dyfikowanej wersji udziat energii pod postacig strumie-
nia protonéw przewidziany jest na kazdym z tych
trzech etapow przeksztatcen. Ilustruje to na przy-
ktadzie tylko jednego miejsca katalitycznego rycina 3.
Nalezy zwréci¢ uwage, ze oba schematy przyjmuja
petng odwracalno$¢ wszystkich reakcji, czego odzwier-
ciedleniem jest stwierdzona przez Boyera wymiana
izotopowa: 32P miedzy ATP ifosforanem nieorganicz-
nym oraz I1sO miedzy ATP i woda.

Konformacyjna teoria Boyera w swych zasad-
niczych zrebach powstata juz w latach sze$édziesig-
tych. Ttumaczy ona wiele stwierdzonych doswiadczal-
nie faktéw. Nie wyjasnia jednak bezposredniego zwia-
zku miedzy potencjatem elektrochemicznym na we-
wnetrznej bionie mitochondrialnej i ,napedzanym”
tym potencjatem strumieniem protonéw a zmianami
konformacyjnymi w kompleksie syntazy ATP. Wpra-
wdzie opublikowany przez Boyera w 1993 r. [10]
schemat (Ryc. 3) uwzglednia juz przemieszczenia pro-
tonéw, lecz jest to pokazane w spos6b bardzo ogol-
nikowy, bez wchodzenia w mozliwy mechanizm tego
sprzezenia. Dopiero prace zespotu Johna Wal-
kera zzastosowaniem najnowszych technik badania
struktury makromolekut, jak rentgenowska analiza
krysztatdw, mikroskopia elektronowa najwyzszej roz-
dzielczosci oraz magnetyczny rezonans jagdrowy, a tak-
ze uzycie specyficznych inhibitoréw i analogéw ATP,
pozwolity na doktadne prze$ledzenie catego procesu
katalizy na poziomie molekularnym [11, 12]. Po
pierwsze, precyzyjnie okreslono miejsca wigzace nuk-
leotydy adeninowe (ADP lub ATP) zar6wno w podjed-
nostce katalitycznej @3 jak i w nie-katalitycznej a.
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Rye. 3. Najnowsza wersja teorii konformacyjnej Boyera. Dla upro-
szczenia pokazano tylko jedno miejsce katalityczne. Prze-
bieg syntezy ATP rozpoczyna sie od sytuacji pokazanej
w lewym gérnym rogu i przebiega w kierunku przeciwnym
ruchom wskazéwek zegara. Wedtug [10]; reprodukcja za
zgoda Elsevier Science Amsterdam.

Zidentyfikowano zaangazowane w tym zwigzku reszty
aminokwasowe. A nastepnie pokazano, na czym pole-
gajg zmiany struktury tych miejsc wigzacych w czasie
przejs¢ konformacyjnych miedzy stanami O, L i T.
Okazato sie, ze miejsca te sasiadujg bezposrednio
z podjednostka y, stanowigcg trzon ,szyjki” tgczacej
~gtowe” (Ft) z czeScig podstawowg tkwigcg w btonie
mitochondrialnej (F0. Molekularny model tych zmian
dat wynik wrecz sensacyjny. Wykazano, ze kazdej
zmianie konformacji musi towarzyszy¢ obrot kom-
pleksu Fj wzgledem podjednostki y o pewien kat, tak
ze w wyniku petnego cyklu, w ktérym zachodzi synteza
trzech czasteczek ATP, nastepuje peiny obrot ,,glowy”
0 360° (Ryc. 4). W przypadku hydrolizy ATP wszystkie
zmiany, a wiec i ruch obrotowy kompleksu, przebiega-
ja w odwrotnym kierunku. Znajgc specyficzng aktyw-
no$¢ syntazy ATP, mozna nawet obliczy¢, ze przy
maksymalnej jej aktywnosci ten ruch wirowy ,,gtowy”
wzgledem ,,szyjki” odbywa sie z szybkos$cig 130-270
obrotéw na sekunde (!). Z ostatnich wypowiedzi
Walkera [13] nalezy wnosi¢, ze to raczej podjed-
nostka y wiruje wzgledem nieruchomej (wobec btony
mitochondrialnej) ,,gtowy”, a nie ,,gtowa” wzgledem
nieruchomej podjednostki y.

Ostatnio, w niezwykle efektowny sposdb ruch wiro-
wy podjednostki y wzgledem kompleksu a 3(383pokazali
autorzy japonscy [14]. Mianowicie izolowany kom-
pleks Fj unieruchamiano na szkietku mikroskopo-
wym pokrytym zwigzkiem niklu w ten sposob, ze
podjednostka y, dodatkowo obarczona fluorescencyj-

4

Ryc. 4. Molekularny model syntazy ATP. a — Pseudo-tréjwymia-
rowe odzwierciedlenie catego kompleksu F, wraz z podjed-
nostkg y. b, ¢ i d — Kolejne przejscia konformacyjne
towarzyszace syntezie ATP pokazane dla zespotu podjed-
nostek a, p i y. Poszczegdlne podjednostki oznaczone sa
roznymi kolorami: podjednostki a czerwonym, podjednos-
tki p zottym i podjednostkg y fioletowym. Czasteczka
nukleotydu adeninowego oznaczona jest kolorem czarnym
(stabo widoczna np. na panelu bw podjednostce P w okolicy
domeny oznaczonej cyfrg 9). Poziomy odcinek na panelu
aoznacza 2nm. Wedtug [11]; reprodukcja za zgodg redakcji
Nature, copyright (1997) Macmillan Magazines Ltd.
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nie znakowang czasteczka aktyny, sterczata do gory
(Ryc. 5). Po dodaniu do $rodowiska ATP mozna byto
obserwowac¢ w mikroskopie fluoroscencyjnym obroto-
wy ruch Swiecacej podjednostki vy.

Przy syntezie ATP energii do tych zmian konfor-
macyjnych, a co za tym idzie, wirowego ruchu podjed-
nostki y, dostarcza w oczywisty sposdb potencjat
elektryczny na btonie mitochondrialnej i wywotany
nim strumien jonéw wodorowych, ,,wpadajacy” z prze-
strzeni cytoplazmatycznej do wnetrza mitochondrio-
nu. Dzieje sie to najprawdopodobniej na drodze

POSTEPY BIOCHEMII 44(1), 1998

Actin filamen

Streptavidin

————— —J

MCdv-é;inp coated with Ni-NTA

Rye. 5. Schemat modyfikacji kompleksu oc3(8y dla mikroskopowej
obserwacji wirowania podjednostki y w czasie hydrolizy
ATP. Wedtug [14]; reprodukcja za zgodg redakcji Nature,
copyright (1997) Macmillan Magazines Ltd.

protonacji i deprotonacji pewnych reszt aminokwaso-
wych, ale szczeg6towy mechanizm tych proceséw
pozostaje nadal niewyjasniony.

Nalezy dla porzadku zaznaczy¢, ze bardzo podobne
wyniki dla bakteryjnej syntazy ATP uzyskat w ostat-
nich latach amerykanski badacz wtoskiego pochodze-
nia, Roderick A. Capa Id i (Institute of Molecular
Biology, University of Oregon) [15].

Dane osobowe Laureat6w:

Paul D. Boyer, rok urodzenia 1918, emerytowany
profesor w Department of Chemistry and Biochemist-
ry, University of California, Los Angeles.

John E. Walker, rok urodzenia 1941, pracuje w Medi-
cal Research Council Laboratory of Molecular Bio-
logy, Cambridge, Wielka Brytania.
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Nagroda Nobla dla Jensa Christiana Skou za odkrycie

ATPazy Na+-K +

Nobel Prize for Christian Skou for discovery of Na +-K + ATPase

40 lat po odkryciu ATPazy sodowo-potasowej
(ATPazy Na+-K+) jej odkrywca, Jens Christian
Skou z Uniwersytetu w Aarhus w Danii, otrzymat
Nagrode Nobla. Jak doszto do tego odkrycia, jakie jest
znaczenie ATPazy Na +-K +,ijakie sajego konsekwen-
cje dla zrozumienia podstawowych funkcji komérki?

Odkrycie ATPazy Na+-K+ zostato przygotowane
wieloletnimi studiami nad lokalizacjg i transportem
jondw sodu i potasu. Juz w latach 20.— 30. wiedziano,
ze stezenie sodu w komdrkach jest znacznie nizsze,
a stezenie potasu znacznie wyzsze niz w ptynie pozako-
maérkowym iprzypuszczano, ze btona komdrkowa jest
nieprzepuszczalna dla tych kationéw. Z odkryciem
radioaktywnych izotopéw 24Na i 42K okazato sie
jednak, ze oba kationy dyfundujg przez btone komo-
rki. Na poczatku lat 40. Robert B. Dean przedstawit
hipoteze o istnieniu w btonach komérkowych ,,pompy
sodowej”, ktéra aktywnie, to znaczy kosztem energii,
usuwa so6d z komoérek. Na przetomie lat 40. i 50.
Hodgkin i Huxley (Nagroda Nobla w 1963 r.)
przedstawili teorie ttumaczgcg wytwarzanie potenc-
jatéw czynnosciowych w komoérkach nerwowych sele-
ktywnymi zmianami przepuszczalnosci bton dla sodu
i potasu. Udowodnili oni, ze faza depolaryzacji jest
zwigzana z biernym naptywem sodu do komorki,
natomiast repolaryzacja jest rezultatem réwniez bier-

6

nego wyptywu jonéw potasu z komérek. Powrdt do
stanu stacjonarnego wymagat aktywnego (wbrew
gradientom elektrochemicznym) transportu sodu z ko-
moérek na zewngatrz i potasu do wnetrza komorek.
W latach 50. wykazano, ze transport ten jest hamowa-
ny przez inhibitory glikolizy, nie przypuszczano jed-
nak, ze Zrodtem energii jest ATP. W 1953 r. Schatz-
mann odkryt, ze lek nasercowy ouabaina (digitalis)
selektywnie hamuje transport Na+ i K +. Zastosowa-
nie ouabainy pozwolito na pomiary stechiometrii
aktywnego transportu. Okazato sie, ze transportowi
3 moli Na+ z komérki na zewnatrz towarzyszy
transport 2 moli K+ do komorki.

Jens Christian Skou (ur. w 1918 r. w Lemvig,
matym miasteczku na zachodnim wybrzezu Jutlandii)
ukonczyt studia medyczne w 1944 r. i rozpoczat
specjalizacje w chirurgii. Z powod6éw zdrowotnych
przeszedt do pracy naukowej na Uniwersytecie w Aar-
hus, gdzie rozpoczagt badania nad lokalnymi anes-
tetykami. Poszukiwanie nowych srodkéw znieczulaja-
cych byto palagcym problemem w czasie, gdy najczesciej
stosowang narkozg byty eter lub chloroform. Wiedzia-
no, ze lokalne anestetyki hamujg propagacje potenc-
jatdw czynnosciowych w nerwach. Modelem doswiad-
czalnym, na ktérym Skou prowadzit badania byty
lipidowe monowarstwy, do ktérych lokalne anestetyki
— substancje lipofilne — wnikajag. Skou wykazal, ze
substancje te podwyzszaja cisnienie w monowar-
stwach, tzn. zwigkszajg stopiei organizacji lipidow,
i wysunat hipoteze, ze ten zwiekszony stopien or-
ganizacji warstw lipidowych hamuje dziatanie enzy-
mow btonowych. Aby zbadaé stusznosc tej hipotezy,
postanowit wbudowa¢ w monowarstwy lipidowe en-
zym, ktérego aktywnos$¢ bytaby indykatorem organi-
zacji monowarstwy. Wybér padt na acetylocholines-
teraze. Skou wybrat sie latem 1953 r. do Nowego
Yorku aby nauczy¢ sie preparatyki enzymu u Zrddta,
czyli od samego Nachmansohna. Znalaztszy sie
wraz z Nachmansohnem w ,letnim laborato-
rium” w Woods Hole, gdzie nie byto odpowiednich
mozliwosci eksperymentalnych, Skou zajat sie stu-
diowaniem literatury. Jego uwage przyciggnety prace
nad btonowym enzymem z nerwéw matwy hydro-
lizujacym ATP w obecnos$ci Mg2+. Zastanawiat sig, po
co organizmowi enzym zuzywajacy tak cenny zwigzek
jak ATP. PO4zniej, juz w Nowym Yorku, nauczyt sie
preparowaé acetylocholinesteraze, ale po powrocie do
Aarhus postanowit zaja¢ sie ,dziwnym” enzymem.
Nerwy z niedostepnej w Danii matwy zastapit nerwami
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z krabow. Po wypreparowaniu nerwdéw z 25 tysiecy
krabdw (caly Instytut Fizjologii ,,pachniat” krabami)
i wydzieleniu frakcji mikrosomowej okazato sie, ze
aktywnos$¢ ATPazy M g2+ tej frakcji zmienia sie w sze-
rokim zakresie od doSwiadczenia do doSwiadczenia.
Zniechecony tym Skou wrdcit do badania mono-
warstw. Jednak ,,dziwny” enzym nie dawat mu spoko-
ju, totez w nastepnym roku znéw rozpoczat doswiad-
czenia na nim, z podobnym skutkiem. Analizujgc
mozliwe przyczyny zmiennos$ci wynikow, zwrécit uwa-
ge na pozornie nieistotne réznice warunkow doswiad-
czalnych. W owym czasie handlowe preparaty ATP
byty dostepne w postaci soli barowej. Te nierozpusz-
czalng w wodzie sél przeprowadzano w rozpuszczalny
ATP, ktéry neutralizowano bgdz NaOH, bagdZz KOH.
Warto tu zaznaczy¢, ze w owym czasie w wiekszosci
prac nie podawano nawet sktadu soli w Ssrodowisku.
Analiza danych wykazata, ze uzywajagc ATP neu-
tralizowany KOH nie wykrywano aktywnos$ci en-
zymu, z ATP neutralizowanym NaOH aktywnos$¢ byta
niska, natomiast najwyzsza aktywno$¢ obserwowano
gdy dla wykorzystania koriczgcych sie zapasow ATP
mieszano roztwory neutralizowane NaOH i KOH.
Zauwazenie tych korelacji doprowadzito do odkrycia
ATPazy zaleznej od becnos$ci Mg2+ i aktywowanej
przez réwnoczes$nie obecne jony Na+ i K+.

W opublikowanej w 1957 r. pracy ,, The Influence of
some Cations on an Adenosine Triphosphatase from
Peripheral Nerves” Sk ou napisat: ,the crab nerve
ATPase .. seems to fulfil a numer of conditions that
must be imposed on an enzyme ... involved in the active
extrusion of sodium ions”. W 1958 r. ostatecznie
potwierdzit, ze ATPaza Na+-K+ z nerwéw kraba jest
pompg sodowg wykazujac, ze enzym ten jest hamowa-
ny przez ouabaine.

ATPaza Na+-K+ ma ogromne znaczenie dla (1)
przywracania stanu spoczynkowego komdérek nerwo-
wych i miesniowych po wytworzeniu potencjatu czyn-
nosciowego; (2) regulacji objetosci komdrek, gdyz przy
wymianie 3 jondw Na+ na 2 jony K+ przenosi ona
l1dodatni tadunek, co zmienia spoczynkowy potencjat
btonowy iz kolei powoduje, ze CC opuszcza komdrke
jednoczesnie z N a+ niwelujac réznice ci$nienia osmo-
tycznego prowadzgca do pecznienia komorek (zwigza-
nego zréwnowaga Donnana); (3) transportu aktywngo
wtdrnego, gdzie energia zmagazynowana w postaci
gradientu stezen jondéw sodu i potasu jest wykorzys-
tywana do transportu cukrow, aminokwas6w i szeregu
jonéw wbrew gradientowi ich stezen.

Odkrycie ATPazy Na+-K+ dalo poczatek od-
kryciom innych ATPaz katalizujgcych transport jo-
néw, jak ATPaza Ca2+z siateczki sarkoplazmatycznej
(uczestniczgca w regulacji skurczu miesnia), ATPaza
Ca2” z bton komoérkowych (usuwajgca Ca2+ z komo-
rek), ATPaza H +-K+ z zotgdka (enzym ten produkuje
kwas zotgdkowy pompujac H+ z komorek do Swiatta
zotgdka, gdzie stezenie H + jest 106,4 oraz wyzsze niz
w komorkach). Enzymy te nalezg do rodziny ATPaz
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typu P, tworzacych intermediaty fosforowe odporne
na hydrolize w kwasie, inaczej zwanych ATPazami
Er E2, gdzie Ej i E2 oznaczajg dwie konformacje
enzymu roéznigce sie powinowactwem do transpor-
towanych jonéw i ATP.

W ciggu 40 lat od odkrycia ATPazy Na+-K+
zebrano wiele danych o réznych sposobach transportu
jonow przez ten enzym (np. transport K+ z komorki
i Na+ do komdrki zwigzany z syntezag ATP), o0 jego
strukturze i kinetyce zar6wno transportu jak i reakcji
enzymatycznej, nie uzyskano jednak odpowiedzi na
podstawowe pytanie dotyczgce mechanizmu jego dzia-
tania — jak skalarny proces, jakim jest hydroliza ATP,
zostaje przeksztatcony na kierunkowy (wektorowy)
proces transportu jonow.

Irena Klodos
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ARTYKULY

Molekularne mechanizmy apoptozy indukowanej poprzez
aktywacje btonowych receptoréw z nadrodziny TNF-R

Molecular mechanisms of apoptosis induced by activation of
membrane receptors from TNF-R superfamily
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niu sygnatu
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natu proapoptotycznego
IV-1. Regulacja poziomu i wtasciwosci sktadnikow ukta-
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1V-2. Udziat endogennych biatek w regulacji przekazy-
wania sygnatu
1V-3. Biatka wirusowe jako regulatory apoptozy
V. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéw: TNF — czynnik martwicy
nowotworu (tumour necrosis factor); TNF-R 1/R2 — recep-
tory TNF (receptors TNF-R/RI); FAS  antygen powierzch-
niowy, jeden z receptoréw z nadrodziny TNF; FAS-L
— ligand receptora FAS; DD — domena $mierci (death
domain), DED — efektorowa domena $mierci (death effector
domain); NFkB — czynnik transkrypcyjny; AIF — czynnik
indukujacy apoptoze (apoptosis inducing factor); JINK — ki-
nazy fosforylujgce N-koniec biatka JUN (Jun-N-terminal
kinases); kinazy ERK — kinazy, ktorych aktywnos$¢ reguluja
czynniki pozakomorkowe (extracellularly regulated kinases);
PARP — polimeraza poli-ADP-rybozy; Rb, p53 — produk-
ty biatkowe genoéw supresorowych; ICE — kaspaza 1(inter-
leukine 1 converting enzyme); CPP22 — kaspaza 3.

I. Wstep

Fizjologiczna $mier¢ komérek, zwana programowa-
ng Smiercig lub apoptoza, ma miejsce podczas catego
rozwoju organizmu. W jej wyniku organizm pozbywa
sie nadmiaru niepotrzebnych komérek podczas roz-

* Prof dr hab.; Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. M.
Nenckiego, PAN; 02-093 Warszawa, Pasteura 3
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I11-1. Adaptor proteins in apoptotic signal transduction
I11-2. Caspases as effectors of apoptosis
IV. Possible regulations of apoptotic signal transduction
IV-1. Regulation of the level and properties of com-
ponents of FAS FAS-L system
1V-2. Participation of endogenous proteins in regulation
of signal transduction
IV-3. Viral proteins as regulators of apoptosis
V. Concluding remarks

nicowania tkanek i narzagdéw, a takze eliminuje zain-
fekowane, uszkodzone czy tez zmutowane komorki.
Ostatecznie wiec o liczbie komérek w organizmie
decyduje rownowaga, pomiedzy ich proliferacjg i Smier-
cig, regulowana przede wszystkim przez gospodarke
hormonalng ustroju, dostepno$¢ czynnikéw wzros-
towych i substancji odzywczych.

Bardzo wiele czynnikéw zewnetrznych zdolnych jest
do wywotywania $mierci komorek. Sg to przede
wszystkim: czynniki uszkadzajagce DNA i zaburzajgce
cykl komdrkowy, brak czynnikéw wzrostowych, szok
termiczny, szok oksydacyjny, aktywacja okres$lonych
receptorow btonowych. Indukujg one poczatkowa
»prywatng” zdaniem Kroemera [1], faze $Smierci
komorek, o przebiegu ktorej decyduje takze typ komo-
rek oraz ich stan fizjologiczny. Dalsze fazy apoptozy,
efektorowa i degradacji (nieodwracalna), polegajg na
aktywacji w komérkach réznych proceséw biochemi-

Artykul opracowany na podstawie wyktadu sympozjalnego
wygtoszonego na XXXIIl Zjezdzie PTBioch w Katowicach,
w 1997 roku.
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cznych, zwitaszcza proteolitycznych i nukleolitycznych.
Efektem ich sg typowe dla apoptozy zmiany mor-
fologiczne komdrek iich rozpad na ciatka apoptotycz-
ne, ktére sg fagocytowane przez otaczajgce komorki.

Ro6zne aspekty apoptozy byly juz omawiane w pol-
skich czasopismach [2-8]. Obecny artykut przedstawia
wykryte ostatnio molekularne mechanizmy apoptozy
wywotywanej poprzez aktywacje receptoréw btono-
wych z nadrodziny receptoréw TNF. Ztozono$¢ powyz-
szych mechanizmow i udziat licznych biatek w przeka-
zywaniu sygnatu generowanego przy btonie komor-
kowej do biatek efektorowych, wskazuje na mozliwosci
precyzyjnej kontroli nieodwracalnej decyzji komérek
0 samounicestwieniu.

Il. Charakterystyka receptoréw z nadrodziny
TNF-R i ich ligandow

I1-1. Receptory

Nadrodzine receptorébw TNF tworzy Kkilkanascie
biatek, w tym co najmniej sze$¢ z nich moze uczest-
niczyé w procesie apoptozy. Receptory te sg biatkami
transbtonowymi o znacznej homologii w czesci ze-
wnatrzbtonowej i znacznie mniej wyraznie zaznaczo-
nej w czesci cytoplazmatycznej. Na cze$¢ zewnatrz-
btonowg sktada sie 3do 6 domen bogatych w cysteine,
ktére uczestnicza w rozpoznawaniu odpowiednich
ligandow [9-13], W podbtonowych, cytoplazmatycz-
nych fragmentach receptoréw z rodziny TNF mozna
»dopatrze¢ sie” przede wszystkim homologii funkc-
jonalnej. Wynika ona z obecnosci specyficznej sekwen-
cji aminokwasowej (80-90 AA), zwanej domena $mierci
(death domain, DD). Mutacje aminokwasowe w tej
sekwencji powoduja, ze receptory nie sa zdolne do
indukowania apoptozy. Domene $mierci wykryto naj-
wczesniej w receptorach FAS i TNF-R 1, ale okazato
sie, ze wystepuje ona réwniez w ostatnio wykrytych
receptorach DR3, TRAIL-R1/DR4 i TRAIL-R2 [14-
-16] oraz CAR1 [17], Domena DD uczestniczy w two-
rzeniu komplekséw receptordw oraz w wigzaniu rece-
ptoréw z innymi biatkami z domeng DD [13]. Wy-
stepowanie domeny $mierci nie ogranicza sie do wspo-
mnianych biatek receptorowych. Wykryto jg bowiem
w bardzo wielu biatkach zdolnych do tworzenia homo
lheterodimeréw [18,19], Ze wzgledu na wystepowanie
DD w tak rdznych biatkach jak biatka receptorowe
(np. FAS, TNF-R), enzymy (kinaza DAP), biatka
adaptorowe (FADD, TRADD, RIP), czy tez biatka
strukturalne (ankyryna) mozna sadzi¢, ze domena ta
moze przekazywac nie tylko sygnaty do $mierci komo-
rek, lecz petni¢ takze inne bardziej ogolne funkcje,
bedace prawdopodobnie efektem jej oddziatywan z in-
nymi biatkami. W domenie $mierci nie wystepuja
bowiem sekwencje aminokwasowe ,podejrzewane”
0 petnienie specyficznych funkcji [20].

Receptor FAS (CD95; APO-1) wystepuje na powierz-
chni komoérek uktadu immunologicznego, zwitaszcza
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limfocytow T, limfocytéw B, a takze na powierzchni
nowotworowych komdrek limfoidalnych. Jego obec-
no$¢ wykrywa sie takze w komdrkach grasicy, watro-
by, nerek, serca oraz innych tkanek [8, 9], Po zwigza-
niu specyficznego liganda lub przeciwciata receptor
FAS ulega szybko oligomeryzacji, tworzgc wielkoczg-
steczkowe agregaty, ktdre sg nastepnie internalizowa-
ne do cytoplazmy [12, 21],

Receptory TNF-R 1 i TNF-R2 wystepujg réwnie
powszechnie co receptor FAS izdolne sg do przekazy-
wania sygnatow zaréwno do $mierci jak i proliferacji
komdrek [12, 13] (patrz rozdziat Il11-1). Sadzi sie, ze
w przekazywaniu sygnatu do $mierci bierze udziat
przede wszystkim receptor TNF-R 1 jednakze mozliwe
jest takze wspotdziatanie obydwu receptoréw w induk-
cji apoptozy. Szereg czynnikéw (cCAMP, liczne mito-
geny, interleukina 2, lipopolisacharyd) indukuje w ko-
mérce synteze receptoréw TNF, przy czym indukcja ta
dotyczy przede wszystkim receptora TNF-R2 [12],

Receptor CD27 wystepuje tylko na powierzchni
okre$lonych subpopulacji limfocytéw T i B i bierze
udziat zaréwno w indukowaniu ich do apoptozy jak
i proliferacji. Cytoplazmatyczny fragment receptora
CD27 jest znacznie krétszy niz odpowiednie fragmenty
receptora FAS i receptorow TNF-R i, co wiecej, nie
wystepuje w nim domena $mierci [23], Nie wiadomo,
jak dotad, w jaki spos6b receptoiCD27 oddziatywuje
z biatkami efektorowymi.

Wystepowanie receptorow DR3 i TRAIL charak-
teryzuje wiekszo$¢ komdrek nowotworowych [14, 23],
Komdrki prawidtowe za$ majg natomiast na swej
powierzchni nieaktywny analog powyzszych recep-
torébw — receptor TRID (TRAIL — receptor without
an intracellular domain, tzw. decoy receptor). Rozni sie
on od receptor6w DR3 i TRAIL-R2 brakiem fragmen-
tu cytoplazmatycznego i w zwigzku z tym niemozno-
Scig interakcji z efektorowymi biatkami cytoplazmaty-
cznymi [23-25].

Receptor CAR 1 jak dotad, znaleziono tylko w ko-
morkach ptakow zainfekowanych wirusem leukosis-
-sarcoma [17], Fragment cytoplazmatyczny receptora
CAR1 zawiera sekwencje homologiczne do domeny
$mierci receptoré6w FAS i TNF-R, za$ fragment ze-
whnatrzbtonowy jest krotki i charakteryzuje go obec-
nos$¢ tylko dwéch domen bogatych w cysteine.

11-2. Ligandy

Ligandami receptorow FAS i TNF-R sg cytokiny
— FAS-L (CD95-L) i TNF, biatka btonowe, zakot-
wiczone N-kofncem w btonie komoérkowej [11], W wa-
runkach fizjologicznych moga dziata¢ ,,miejscowo”
i wigza¢ sie z receptorem FAS tych samych lub
sgsiednich komorek, tworzagc miedzy nimi bezposred-
nie potgczenia. Ligandy moga by¢ takze uwalniane
z bton dziataniem metaloproteinaz [26] i wystepowac
woéweczas jako biatka rozpuszczalne, prawdopodobnie
w postaci trimeréw, ktore tgcza sie z receptorami



innych komérek [11, 27], Sadzi sie, ze trimerem moze
by¢ tez ligand receptora CD27 — biatko CD70,
wystepujgce tylko w btonach zaktywowanych lim-
focytow T i B [22], Badania mutantdw FAS-L oraz
analiza opracowanych komputerowo modeli moleku-
larnych interakcji FAS — FAS-L wykazaty niezbed-
no$¢ w tym procesie aminokwaséw Pro-206 i Tyr-218
w czasteczce liganda [28].

Ligandem receptoré6w TRAIL-R jest cytokina TRA-
IL (APO-2L; TNF-related apoptosis inducing ligand),
strukturalnie pokrewna FAS-L i TNF, efektywnie
niszczaca tylko komorki nowotworowe [23]. Jak
dotgd nie doniesiono o wystepowaniu cytokiny TRAIL
w formie rozpuszczalnej. Ligandem receptora CARI
jest biatko otoczki wirusa ALSV (avian leukosis-sar-
coma virus) [17], za$ receptora CD27 — ligand C70
[22]. Ligandy te sa na og6t N-glikozylowane, co ma,
jak sie ostatnio sugeruje, znaczenie w procesie ich
solubilizacji [28].

I1l. Hipotetyczny przebieg szlakéw prowa-
dzacych do apoptozy

W jaki sposéb interakcja ligandéw z odpowiednimi

Tabela 1.

receptorami btonowymi moze uruchamia¢ proces apo-

ptozy? Obecnie sgdzi sie, ze sekwencja zdarzen moze

przedstawiaé sie nastepujaco:

» zwigzanie liganda (w postaci trimeru) z receptorem
zakotwiczonym w btonie, jego agregacja i inter-
nalizacja utworzonego kompleksu

e oddziatywanie cytoplazmatycznego fragmentu re-
ceptora (najczesciej poprzez domene $mierci (DD)
z biatkami adaptorowymi (patrz rozdziat I111-1))

e przekazanie sygnatow decydujacych o $mierci ko-
morek lub ich przezyciu z biatek adaptorowych do
biatek efektorowych, takich jak cysteinowe protea-
zy — kaspazy i/lub biatka zwigzane z aktywacja
czynnikoéw transkrypcyjnych (NFkB; c-jun), a takze
syntezg ceramidu (sfingomielinaza)

e aktywacja biatek efektorowych, ktorych dziatanie
moze wywotywaé apoptoze albo promowac przezy-
cie komoérek

I11-1. Biatka adaptorowe
Apoptoza wywotywana przez pobudzenie recepto-

row FAS i TNF-R wykrywalna jest juz po Kkilku
godzinach, a przez pobudzenie receptora TRAIL-R 1,

Cytosolowe biatka adaptorowe uczestniczace w przekazywaniu sygnatu proapoptotycznego z receptoréw bionowych do biatek

efektorowych. DD — domena $mierci

Skrot/Pismiennictwo

FADD/MORT
(29,30)

DAXX
(31

TRADD

(32, 33)

FAN (34, 35)

SIVA (22)

TRAFS
(33, 36)

RIP
(37, 38)

CRADD/RAIDD
(38, 39)

10

Definicja

Biatko z DD wigzace sie z receptorem FAS (FAS — associating
protein with death domain)

Biatko wigzace sie z DD receptora FAS (FAS death domain
associated protein)

Biatko z DD wiazace sie z receptorem TNF-R1 (TNF-R1
associated domain protein)

brak danych

brak danych

Czynniki wigzace sie z receptorem TNF-R (TNF-R associated
factors)

Biatko oddziatujace z receptorem (receptor — interacting
protein); kinaza ser/thr

Biatko adaptorowe z DD wigzace RIP ikaspazy (Caspase and
RIP adaptor with death domain); definicja homologiczna
(RIP-associated Ich-1/CFD3 homologous protein with a death
domain)

Udziat w taczeniu

Receptoré6w FAS i TNR-R1 z kaspaza
8 (FL1CE)

Receptora FAS z kinazag JNK lub biat-
kiem aktywujacym kinaze JNK

Receptora TNF-R 1i

a) poprzez FADD z kaspaza 8

b) poprzez RIP i TRAF-2 z biatkiem
aktywujagcym czynnik transkrypcyjny
NFkB

Receptora TNF-R 1
i sfingomielinazy

Receptora CD27 z biatkiem
efektorowym (?)

a) Receptora TNF-R2 i biatka inhibito-
rowego IAP

b) Receptora TNF-R 1z RIP i biatkiem
aktywujacym czynnik NFkB

a) Receptoréw FAS lub TNF-R1 po-
przez RA1DD z kaspazg 2

b) Receptoréw NTF-R1 poprzez TRAF-
-2 z biatkiem aktywujacym czynnik
NFkB

Receptora FAS poprzez RIP z kaspazg 2
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aktywowanego cytoking TRAIL, po kilkunastu godzi-
nach [9]. Zmiany cytoplazmatyczne typowe dla apop-
tozy moga tez wystepowaé w komdérkach w nieobecno-
Sci jadra komdrkowego i w warunkach zahamowania
syntezy de novo makroczasteczek. Sugeruje to, ze
sygnaty generowane przez powyzsze cytokiny modulu-
ja nieaktywne (latente) cytoplazmatyczne biatka efek-
torowe. Poniewaz cytoplazmatyczne fragmenty recep-
tor6w z nadrodziny TNF nie majg domen katalitycz-
nych, ich wptyw na biatka efektorowe zachodzi, jak
ostatnio udokumentowano, przy udziale ré6znych bia-
tek adaptorowych, posredniczacych w przekazywaniu
sygnatu z receptoréw (Tab. 1). Niektére z tych biatek
wspotdziatajg zardwno z receptorem FAS, jak i TNF-
-R1 (biatka adaptorowe FADD i RIP) lub tez jedynie
z receptorem FAS (biatko adaptorowe DAXX). W in-
terakcje z receptorem TNF-R1 wchodzg biatka adap-
torowe TRADD, TRAF2 i FAN. W przekazywaniu
sygnatu z receptora TNF-R2 uczestniczg biatka adap-
torowe TRAFI i TRAF2, za$ z receptora TRAIL-1
biatka adaptorowe TRADD, FADD i RIP. Wykryte
w 1997 r. biatko adaptorowe CRADD/RAIDD, podo-
bnie jak adaptor RIP, nie wchodzi w bezpos$rednig
interakcje z receptorami FAS i TNF-R1, lecz z adap-
torami FADD i TRADD, a dopiero nastepnie z efek-
torowg kaspaza. Wydaje sie wiec, ze mozna by je

FAS-L

FAS o4 btona komérkowa

DAXX FADD Il RIP &
1 L

INK Kaspaza 8 | RAIDD |
T I

Kaspazy Kaspaza 2
Kaskada kaspaz
|
|
+ i
APOPTOZA APOPTOZA APOPTOZA

Ryc. 1. Szlaki prowadzace do apoptozy po pobudzeniu receptora FAS.

nazywac¢ biatkami adaptorowymi Il rzedu.

Wiekszos$¢ biatek adaptorowych (z wyjatkiem adap-
tora FAN) charakteryzuje sie obecnoscig domeny
$mierci (DD), poprzez kt6ra wchodzg one w interakcje
z DD znajdujacg sie w cytoplazmatycznych fragmen-
tach receptoréw. Mutacje receptoréw w obrebie dome-
ny S$mierci uniemozliwiaja ich interakcje z biatkami
adaptorowymi. Wyindukowana nadekspresja adap-
torow TRADD, FADD, SIVA badZ RIP moze wywo-
tywaé apoptoze [19].

Szlaki prowadzace do apoptozy poprzez pobudze-
nie wiasciwych receptoréw btonowych sg bardzo r6z-
ne. Ich prawdopodobny przebieg przedstawiono sche-
matycznie na rycinie 1A, B. Aktywacja receptora FAS
wydaje sie ,,angazowac” co najmniej dwa biatka adap-
torowe — FADD i DAXX (Rye. 1A). Efektorami
szlakéw, w ktérych uczestniczy FADD sg najpraw-
dopodobniej dwie proteazy — kaspaza 8 i kaspaza
2 [40]. W szlaku wykorzystujagcym adaptor DAXX
ostatecznymi biatkami efektorowymi najprawdopodob-
niej sa rowniez kaspazy, lecz do ich aktywacji niezbed-
ne jest uprzednie dziatanie kinaz fosforylujgcych czyn-
niki transkrypcyjne, zwitaszcza kinaz JNK fosforyluja-
cych biatko c-Jun [31, 41], oraz kinaz ERK [42],
Stymulacja receptora FAS moze takze wywotywaé
aktywacje kinaz JNK (i apoptoze) w procesie nie

B

) FAS-L

FAS

ik et AR
RIP

\ A
Kaspaza 2
DAXX » I < RAIDD
- -

A
l FADD
Aktywacja JNK I < Kaspaza 8

Bc‘]~2—| |'— CrmA —-l

KASKADA KASPAZ

1

APOPTOZA

A) Schemat powigzan receptora FAS, poprzez biatka adaptorowe, z efektorowymi kaspazami.

B) Rozwiniecie schematu A z uwzglednieniem elementéw strukturalnych receptora, biatek adaptorowych i kaspaz (wg 20 zmodyf.)
Kolorem czerwonym zaznaczono domene $mierci (DD) wystepujaca w cze$ci cytoplazmatycznej receptora, w biatkach adaptorowych
FADD, TRADD, RIP i RAID, kolorami niebieskim i z6ttym efektorowe domeny $mierci (DED) wystepujace odpowiednio w kaspa-

zach 8 i 2.
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angazujacym biatek adaptorowych, lecz ukiad syg-
nalizacyjny zwigzany z matymi biatkami G (Rac-1)
[43]. Doniesiono takze o wystepowaniu po stymulacji
przeciwciatem receptora FAS komorek T szybkiej,
trwajacej okoto 30 minut, aktywacji kinaz tyrozyno-
wych [44]. Zahamowanie aktywnos$ci powyzszych
kinaz przez specyficzne inhibitory, hamuje w komor-
kach fragmentacje DNA i op6znia ich apoptoze. Nie
wiadomo, jak dotad, czy w przekazywaniu sygnatu
z receptora FAS prowadzgcego do aktywacji kinaz
tyrozynowych biorg udziat biatka adaptorowe.
Aktywacja receptora TNF-R1 moze wywotywac
apoptoze uruchamiajgc co najmniej dwa niezalezne,
jak siejeszcze wydaje, szlaki (Ryc. 2A, B). W pierwszym
z nich adaptor TRADD, wchodzac w interakcje badz
z adaptorem FADD, badZ tez RIP i RAIDD. do-
prowadza do aktywacji odpowiednio kaspaz
8i2iapoptozy komérek. Drugi szlak, w ktérym bierze
udzial adaptor FAN, polega na aktywacji obojetnej
sfingomielinazy, ktorej aktywnos$¢é wigze sie posrednio
(na przyktad poprzez udzial w syntezie ceramidu)
z funkcjonowaniem w komorkach wielu szlakéw syg-
nalizacyjnych [34, 35], niekiedy takze prowadzacych
do apoptozy [45], W powigzaniach TNF-R1 i biatka
adaptorowego FAN uczestniczy 1l-aminokwasowa
domena znajdujgca sie w cytoplazmatycznej czesci
receptora, funkcjonalnie i przestrzennie r6zna od obec-

nej w tym fragmencie domeny $mierci [35],

Jak juz. wspomniano powyzej stymulacja receptora
TNF-R1 moze sie rowniez powodowa¢ wzmozona
przezywalno$¢ komorek. Dla promowania przezycia
komorek istotna jest aktywacja czynnika transkryp-
cyjnego NFkB. W przekazaniu sygnatu z receptora
TNF-R 1do aktywacji NF kB uczestniczg biatka adap-
torowe TRADD i TRAF-2. Przypuszcza sig, ze biatko
TR AF-2 moze indukowaé (przy udziale kaskady kinaz
MAP) fosforylacje endogennego biatkowego inhibito-
ra (IkB) czynnika NFkB i w efekcie jego proteolize
w proteasomie [20, 46]. Aktywny, uwolniony z kom-
pleksu z inhibitorem NF kB miatby aktywowac wjad-
rze komorkowym ekspresje genow zawierajgcych ele-
ment odpowiedzi na NF kB ikodujgcych biatka istotne
dla przezycia komorek [11]. Byé moze, sg to biatka
blokujgce przebieg ,,apoptotycznego szlaku” induko-
wanego przez TNF. Nalezy doda¢, ze réwniez stymula-
cja receptora TNF-R2 prowadzi do aktywacji NFkB,
w procesach, w ktorych bierze udziat jedynie biatko
adaptorowe TRAF-2 [47], Mozliwo$¢ uruchamiania,
w wyniku stymulacji receptorow TNF, przeciwstaw-
nych funkcjonalnie szlakéw prowadzgcych badz. to do
Smierci komdrek, bgdz tez promujacych ich przezycie,
moze sprawiac, ze apoptoza wywotywana dziataniem
TNF zachodzi wolniej niz w przypadku dziatania
FAS-L. Ostatnio wykazano, ze eksperymentalne ,wy-

TNF B ? ’ ’ TNF
TNF-R1
1
—— TNF-RI1 <«  blona komérkowa — ——
EERRE TR
RIP
FADD o
l - Kaspaza 2
TRADD <« RAIDD
FADD |4&—
l T i SR Obojetna
Kaskada 8 I_ R_IP_ | :_TRAF‘Q ! sfingomielinaza
I

| | |

| =i g :

I gl v

Y Aktywacja Aktywacja

Kaskada kaspaz NFkB Ceramid NFkB v
Kaspaza 2 Kaskada kaspaz Kaskada kaspaz
|
i Kaskada kaspaz ?
|
L
APOPTOZA APOPTOZA PRZEZYCIE APOPTOZA APOPTOZA PRZEZYCIE APOPTOZA

Ryc. 2. Szlaki prowadzace do apoptozy badZz przezycia komoérek po pobudzeniu receptora TNF-R 1
A) Schemat powigzan receptora TNF-R 1, poprzez biatka adaptorowe, z efektorowymi kaspazami lub czynnikiem transkrypcyjnym

N FkB oraz poprzez biatko FAN z obojetng sfmgomielinazg

B) Rozwiniecie cze$ci schematu A z uwzglednieniem elementédw strukturalnych receptora, biatek adaptorowych i kaspaz (wg 20 zmodyf.).

Oznaczenia jak na rycinie 1
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taczanie” dziatania czynnika transkrypcyjnego NFkB
moze zmienia¢ w komdrkach réwnowage pomiedzy
stymulowanymi przez TNF mechanizmami prowa-
dzacymi do ich $mierci lub przezycia [48]. Swiadczy
0 tym spotegowanie proapoptotycznego dziatania
TNF w komérkach myszy pozbawionych genu kodu-
jacego NFkB [49], lub tez w komdrkach zawieraja-
cych tylko nieaktywny czynnik N FkB [50, 51]. Mysli
sie juz o wykorzystaniu tej informacji w terapii nowo-
tworowej [48],

Podobnie jak w przypadku pobudzenia receptora
FAS, takze aktywacja receptora TNF-R1 moze prowa-
dzi¢ do wzrostu aktywnos$ci réznych kinaz biatko-
wych, w tym kinazy JNK [52], Sygnat do aktywacji
JNK przekazywany jest w komdrkach raka piersi
MCF-7 przez biatka adaptorowe RIP i TRAF-2, lecz
aktywacja ta nie wywotuje, jak sie sadzi, ich apoptozy.

Aktywacja receptoréw TRAIL-1 i TRAIL-2 réwniez
wywotuje aktywacje uktadu kaspaz i apoptoze komo-
rek [53, 16]. Jak dotagd udokumentowano, ze w ak-
tywacji kaspaz po stymulacji receptora TRAIL-R2
bierze udziat biatko adaptorowe FADD [16]. Nie
rozstrzygnieto dotychczas, czy adaptor FADD (lub
pokrewne mu biatko adaptorowe) niezbedny jest do
dziatania receptora TRAIL-R1.

I11-2. Kaspazy jako efektory apoptozy
Jak juz pokazano w poprzednim podrozdziale zakty-

wowane btonowe receptory z nadrodziny TNF, od-
dziatywujg poprzez specyficzne biatka adaptorowe

tym (wykrytym po raz pierwszy w komdrkach nicienia
Caenorhabditis elegans) przypisuje sie kluczowe zna-
czenie dla przebiegu efektorowej, nieodwracalnej fazy
apoptozy [13, 40, 54-59], Szczegdlne cechy budowy
czasteczki kaspaz, ich powszechne, chociaz w znacznej
mierze tkankowo zréznicowane wystepowanie, a takze
zdolnos$¢ do przeprowadzania proteolizy bardzo roz-
nych strukturalnie i funkcjonalnie biatek sg podstawo-
wymi czynnikami decydujacymi o ich istotnej roli
w apoptozie. Nalezy sobie jednak zdawac sprawe, ze
réwniez aktywno$¢ innych proteaz komdrkowych
— kalpain, katepsyn, proteaz proteasomu, granzymu
B, a takze proteazy uwalnianej z mitochondriow
(czynnik AIF, apoptosis-inducing factor) moze by¢
zaangazowana w przebieg apoptozy [58, 60-63].
Wszystkie poznane dotagd kaspazy (>10) s syn-
tetyzowane jako nieaktywne proenzymy (zymogeny),
sktadajgce sie z dwodch podjednostek (~20kDa
i ~10kDa), potgczonych krotkim ,tacznikiem” oraz
z tzw. prodomeny, polipeptydu o réznej dtugosci (Ryc.
3). Prodomena, ktdra uczestniczy w dimeryzacji czas-
teczek prokaspaz (i utrzymaniu ich w formie nieaktyw-
nej), zostaje nastepnie odszczepiona podczas aktywa-
cji. Aktywna enzymatycznie formg kaspaz jest tet-
ramer (p20), (pl0)2, powstaty w wyniku badz auto-
proteolizy enzymu badZ tez dziatania innych kaspaz
lub proteaz np. granzymu B. Chociaz ogélny schemat
budowy kaspaz jest zasadniczo podobny, to mozna je
zgrupowaé w dwie podstawowe, filogenetycznie po-
krewne podrodziny, ktérych prototypami sg kaspaza
1— (ICE) i kaspaza 3 — (CPP32, apopaina). Rycina

z proteazami cysteinowymi—kaspazami. Enzymom 4 przedstawia kaspazy z tych podrodzin, w nawiasach
D103 D297 D316
Kaspaza 1 P10
404AA

D28 D175

Kaspaza 3 pl12
277AA
D210 .D216 D374 D384

homologia homologia i

Kaspaza 8 200 #FA0D — . AT9AA
219 D372.

homologi homolog

Kaspaza 10  %%5° 2PADD P12
479AA

Ryc. 3. Schemat budowy wybranych kaspaz (wg 40 zmodyf.).

Linig pogrubiong zaznaczono obszar prodomeny; kolorem ciemno-niebieskim ijasno-niebieskim odpowiednio mniejszg i wigksza
podjednostke enzymu, czarnym za$ fragment taczacy podjednostki. Symbol D oznacza reszte kwasu asparaginowego, a liczby obok
niego usytuowanie go w peptydzie. Z prawej strony podano liczbe aminokwaséw tworzacych peptyd. Zaznaczone w prodomenach
kaspaz 8 i 10 domeny homologiczne z FADD sa okre$lone na rycinach 1i 2 jako domeny DED.
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RODZINA KASPAZ

(eysteinyl-aspartate-specific-proteinases)

QACXG

C _Prodomena J Podjednostka duza

**[CE KASPAZA 5 (ICE--III, TY)
YVAD —E
( ) i KASPAZA 4 ( TX, ICH-2, ICEr-II)

KASPAZA 1 (ICE)

KASPAZA 6 (Mch2)

*

KASPAZA 10 (Mch4)

*CPP22
(DEVD)

——— KASPAZA 2 (ICH-1)

podano tez wczesniej stosowane nazwy tych enzymoéw,
uzywane przed wprowadzeniem w koncu 1996 jedno-
litego ich nazewnictwa [64], W pentapeptydzie znaj-
dujgcym sie w centrum aktywnym kaspaz wystepuje
zawsze cysteina. Enzymy z podrodzin ICE i CPP32
réznig sie nieco specyficznoscig substratowg— kaspazy
z podrodziny ICE preferujg substraty z sekwencja
YVAD, a kaspazy z podrodziny CPP32 — DEVD [56,
65, 66], wszystkie jednak rozszczepiajg polipeptydy po
reszcie kwasu asparaginowego.

Substratami kaspaz mogga byé zar6wno biatka cyto-
solowe jak i jagdrowe, a ich proteoliza moze do-
prowadzi¢ do aktywacji, jak tez i hamowania, ich
funkcji petnionych w komérce. Badania specyficznosci
substratowej poszczegélnych kaspaz sg trudne i na
0g6t prowadzone invitrojeszcze w ograniczonej liczbie
typow komdrek. Wskazujg one, ze niektére kaspazy
przeprowadzajg proteolize wielu substratow, inne tyl-
ko bardzo okreslonych. Jak te procesy zachodza
w warunkach fizjologicznych pozostaje do wyjasnie-
nia. Niemniej jednak wydaje sie, ze podczas apopto-
zy w wiekszosci komdrek ulegajg proteolizie takie
biatka jak laminy jagdrowe, histony, polimeraza poli-
-ADP-rybozy (PARP), niektére biatka strukturalne
oraz szereg biatek decydujacych o efektywnosci repe-
racji DNA, obrébki RNA, o prawidtowym przebiegu

14

KASPAZA 8 (MACH, FLICE, Mch5)

KASPAZA 9 (ICE-LAP6, Mchd)

Podjednostka mata

KASPAZA 7 (Mch3, ICE-LAP3, CMHIIII)

KASPAZA 3 (CPP32, Yama, apopaina)

Ryc. 4. Rodzina ludzkich kaspaz (wg 64 i 66
zmodyf.).
Podano obowigzujace nazewnictwo,
w nawiasach obok dotychczas stosowane
nazwy tych enzyméw. Z lewej strony
zaznaczono zwyczajowe nazwy podro-
dzin (ICE i CPP22), w nawiasach pod
nimi preferowang sekwencje AA w roz-
ktadanych substratach. W schematycznie
narysowanej prokaspazie zaznaczono
aminokwasy wystepujagce w jej centrum
aktywnym.

cyklu komérkowego i przekazywaniu sygnatdw [40,
11, 59,67, 68, 13, 57]. W ekstraktach z komorek
ulegajgcychapoptozie po aktywacji receptoréw
FAS/TNF-R udokumentowano juz, przeprowadzang
przez kaspazy, proteolize prokaspazy 3, PARP, biatka
Rel-B, rybonukleoproteiny Ul-70kDa, a-fodryny i la-
min, zachodzacag w czasie od 5 do 90 minut po
zwigzaniu liganda z receptorem [69], W innej nato-
miast kolejnosci sg rozkladane biatka po stymulacji
przeciwciatem receptora FAS w komdrkach Jurkat.
Pierwszym proteolizowanym biatkiem jest a-fodryna,
nastepnie za§ PARP, Ul-70kDa i lamina B [70]. Po
stymulacji receptoréw FAS limfocytow T nastepuje tez
proteolityczna aktywacja istotnych dla przebiegu cyk-
lu komodrkowego kinaz PITSLRE [71, 72] oraz biatka
supresorowego Rb [73-75]. W uktadach in vitro wyka-
zano takze, ze substratami kaspazy 3 moze tez by¢
biatko MDM2, negatywny regulator dziatania biatka
supresorowego p53 [76, 77] oraz biatko DFF (DNA
fragmentationfactor), niezbedne w komdrkach ulegaja-
cych apoptozie do rozpoczecia fragmentacji DNA, nie
bedace przy tym nukleazg [78].

W jaki sposéb moze dojs¢ do uaktywnienia prokas-
paz w czasie apoptozy nastepujacej po zwigzaniu
z receptorem btonowym odpowiedniego liganda czy
tez przeciwciata? Elczestnicza w tym procesie z pew-
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noscig omawiane juz biatka adaptorowe (patrz Hl-1).
Najprawdopodobniej tgcza sie one ,fizycznie” swym
fragmentem z N-konca, tzw. efektorowg domeng Smie-
rci (DED, death effector domain) z homologiczng
sekwencja (FADD homology, poréwnaj Ryc. 3) obecna
w prodomenie nieaktywnej kaspazy 8 i powodujg jej
autokatalityczng aktywacje [40, 79-81]. Sekwencje
aminokwasowe homologiczne z efektorowg domeng
$mierci (DED) adaptora FADD wykryto takze w kas-
pazie 10 [82, 83] oraz w kaspazie homologicznej
z kaspaza 8 tzw. FLICE-2, ktora ulega aktywacji
podczas stymulacji zaréwno receptora FAS jak
i TNF-R1 [84], W wyniku interakcji receptora FAS,
biatka adaptorowego FADD (tzw. DAP1/2), prokas-
paz 8/10 (tzw. CAP4) oraz niezidentyfikowanego
biatka CAP3 powstaje heterokompleks tzw. DISC
(death inducing signalling complex', 81) niezbedny do
tego, aby zaszly dalsze etapy apoptozy. Niemoznos$é
jego utworzenia moze by¢, jak wykazano badajac
apoptoze in vitro leukemicznych limfocytéw T (linia
H9), przyczyng ich opornos$ci na apoptotyczne dziata-
nie przeciwciat anty-FAS [85]. Autoproteoliza prokas-
pazy w kompleksie DISC przebiega bardzo szybko,
a produkty jej rozszczepienia wykrywalne sgjuz nawet
po 1minucie od stymulacji komorek SKW6.4 przeciw-
ciatem anty-FAS [81]. Powstaty aktywny tetramer

FAS-L

FAS

FADD

Ryc. 5. Hipotetyczna hierarchia kaspaz aktywo-
wanych w wyniku stymulacji receptoréow
btonowych FAS i TNF-R1 (wg 40 zmo-

dyf.).
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PROKASPAZA

PROKASPAZA 7

PROKASPAZA 6

kaspazy 8 przeprowadza nastepnie proteolize dalszych
kaspaz i biatkowych substratéw. Cze$¢ odszczepionej
prodomeny prokaspazy 8 pozostaje zwigzana z biat-
kiem adaptorowym FADD, cze$¢ za$ wykrywalna jest
w cytoplazmie. Nie wykazano dotychczas, aby w ak-
tywacji prokaspazy 8 uczestniczyto biatko CAP3.
Ostatnio postuluje sie, ze interakcje biatek adaptoro-
wych i kaspaz mogg zachodzi¢ poprzez tzw. domene
CARD (caspase recruitment domain; 86). Obecnos¢ jej
stwierdzono jak dotagd w biatku adaptorowym
RAIDD, kilku kaspazach oraz endogennych biatko-
wych inhibitorach apoptozy, tzw. IAP (patrz roz-
dziat 1Y-3).

Na inny niz autokataliza, mechanizm aktywacji
prokaspaz wskazujg badania udzialu w apoptozie
biatka CED4 Caenorhahditis elegans ijego homologa,
biatka Apaf, wystepujacego w komdrkach ssakow
[87-96], Postuluje sie, ze w komdérkach nie zastymulo-
wanych do apoptozy prokaspazy wystepujg w potgcze-
niu z usytuowanymi w btonach komérkowych i hamu-
jacymi apoptoze biatkami z rodziny Bel-2 [97-99]
oraz z biatkami CED4/Apaf. Po zadziataniu zewnatrz-
komérkowego sygnatu do apoptozy nastepowac miat-
by rozpad tego kompleksu wskutek oddysocjonowa-
nia biatka BC1-2 (lub jego funkcjonalnych homo-
logéw) i utworzenie nowego kompleksu, tzw. apop-

TNF

= TNF-R11 =

TRADD/FADD TRADD/RIP

/

PROKASPAZA 8

KASPAZA 8

PROKASPAZA 2 KASPAZA 2
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tosomu [89]. W jego skiad wchodzi¢ miatyby oproécz
prokaspaz i biatka Apaf-1, takze i inne biatka Apaf
oraz cytochrom c¢, uwalniany z mitochondriéw do
cytoplazmy podczas wczesnych stadiéw apoptozy ko-
morek [92,93,100-102], Po nieznanych jeszcze rearan-
zacjach biatek w kompleksie, by¢ moze na koszt energii
uwalnianej podczas hydrolizy ATP (postuluje sie, ze
CED-4/Apaf-1 jest ATPazg), nastepowatoby uwol-
nienie z kompleksu (odszczepienie) aktywnej juz kas-
pazy. Czy tego typu aktywacja prokaspaz, zwitaszcza
prokaspaz 8 i 10, nastepuje po stymulacji receptorow
btonowych jeszcze nie wiadomo, ale obecno$¢ w biat-
ku CED4 sekwencji homologicznej do DED znaj-
dowanej w biatku adaptorowym FADD i prokaspazie
8 [56], jak réwniez wywotywanie przez TNF uprzepu-
szczelnienie btony mitochondrialnej i $mier¢ komérek
L929 [103] czynig to przypuszczenie wielce praw-
dopodobnym. Przeciw temu pogladowi przemawia
jednak brak wptywu biatka BC1-2 na przebieg apop-
tozy wywotywanej stymulacjg receptora FAS w lim-
focytach B, zaktywowanych limfocytach T i w tymo-
cytach [104] oraz w komérkach leukemicznych Jur-
kat [105].

Nie mozna tez wykluczy¢ mozliwosci, ze w aktywacji
prokaspazy 8 biorg udziat inne kaspazy, np. kaspaza
1 oraz inne proteazy takie jak katepsyna D czy tez
serynowa proteaza AP24 [11],

Rycina 5 przedstawia hipotetyczng hierarchie kas-
paz dziatajacych w komorkach po zaktywowaniu
receptoréw btonowych. Jak wida¢, wiekszo$¢ z nich to
kaspazy z podrodziny CPP32. Wydaje sie wiec, ze
uczestnictwo kaspaz z rodziny ICE nie moze by¢
znaczace dla przebiegu apoptozy, w ktérym kaspaza
Sjest kluczowg proteazg [106], chociaz sprawa ta jest
ciggle przedmiotem dyskusji [69], Aktywne, znajdujga-
ce sie najwyzej w hierarchii, kaspazy 8i 10 (i ewentual-
nie kaspaza 2), zwane niekiedy kaspazami inicjujgcymi,
aktywuja nastepnie kolejne kaspazy tzw. wzmacniajg-
ce i wykonawcze, ktdre przeprowadzajg proteolize
wspomnianych juz réznych biatek komérkowych
[107, 108],

Zahamowanie aktywnoS$ci kaspaz przez liczne syn-
tetyczne i/lub wirusowe inhibitory, blokuje apoptoze
komérek Jurkat wywotang stymulacjg ich receptoréow
FAS i bardzo wyraznie zwigksza ich przezywalnos¢
[109, 110]. Wynik ten stanowi eksperymentalne po-
twierdzenie znaczenia udziatu kaspaz w apoptozie
wywotanej stymulacjg receptoréw btonowych. Wska-
zuje takze, ze kaspazy moga byé enzymami docelowy-
mi w leczeniu schorzen, ktérych przyczyng jest nad-
mierna apoptoza komorek.

IV. Prawdopodobne regulacje przebiegu
transmisji sygnatu do apoptozy

Efektywno$¢ transmisji sygnatu proapoptycznego
generowanego przy btonie komoérkowej moze wigzac

sie z:

16

- iloscig receptorow btonowych iwtasciwosciami ich
zewnatrzbtonowych oraz cytoplazmatycznych do-
men
iloscig ligandéw (induktoréw apoptozy) iich zdol-
noscig do wspoétdziatania z receptorami

— obecnoscig endogennych biatek hamujacych ak-
tywacje kaspaz ,inicjujacych” i tym samym hamu-
jacych przekazanie sygnatu do kaspaz ,,wykonaw-
czych”

— dziataniem egzogennych inhibitoréw kaspaz, prze-
de wszystkim biatek wirusowych.

Czynnikiem istotnym dla intensywnosci transmisji
sygnatu proapoptotycznego jest takze stan oksydore-
dukcyjny komoérki [111] oraz wewngtrzkomdrkowy
poziom ATP [112-114], Czynniki te sg wazne dla
przebiegu apoptozy wywotanej praktycznie wiekszos-
cig przebadanych induktoré6w. Na podstawie danych
wskazujacych, ze obnizenie wewnatrzkomérkowego
poziomu ATP hamuje apoptoze komdrek Jurkat i
HelLa, indukowang poprzez stymulacje receptora
FAS, oraz aktywnos¢ kaspaz, wysunieto w 1997 r hipo-
teze, ze az dwa etapy w szlaku apoptotycznym in-
dukowanym poprzez receptor FAS sg wrazliwe na
niedob6r ATP. Jednym z nich jest prawdopodobnie
aktywacja kaspazy 8 i/lub przekazanie sygnatu do
kaspaz ,wykonawczych”,drugim za$ etap przekazania
sygnatu do apoptozy z cytoplazmy do jadra, w kto-
rym prawdopodobnie uczestniczg liczne kinazy biat-
kowe [114],

IV-1. Regulacja poziomu i witasciwosci skiadni-
kow uktadu FAS/FAS-L

Zaréwno receptor FAS jak i jego ligand FAS-L
wystepujg na powierzchni wielu komorek, w warun-
kach fizjologicznych rzadko jednak receptor i ligand
znajduja sie jednocze$nie na powierzchni tej samej
komérki [115, 11]. To prawidtowe ich rozmieszczenie
moze sie zmieniaé pod wptywem rdznych czynnikoéw
wptywajacych na intensywnos$¢ transkrypcji koduja-
cych je gendéw. W regulacji ekspresji genu kodujgcego
receptor FAS i/lub FAS-L uczestnicza endogenne
biatka: interferon y [11], przypuszczalnie czynniki
transkrypcyjne NFkB [9, 116] i CREB [117] oraz
biatko supresorowe p53 [118, 119]. Nie wiadomo, czy
biatka te wywierajg tez wplyw na ekspresje genu
kodujgcego ligand FAS-L.

Ostatnio okazato sie, ze wiele chemioterapeutykow,
wywotujacych apoptoze réznych komérek nowotwo-
rowych (komorki leukemiczne, neuroblastoma, hepa-
toma) indukuje w nich ekspresje gendw kodujacych
FAS i/lub ligand FAS. Tyczy to takich cytostatykow
jak doksorubicyna, bleomycyna, metotreksat, fluoro-
uracyl, kamptotecyna i cis-platyna [119-122], Ekspre-
sje genu receptora FAS stymuluja réwniez estry for-
bolu, hamuje za$ cyklosporyna A [12, 122]. Nalezy
podkresli¢, ze indukcja ekspresji genow receptora FAS
ijego liganda, i w konsekwencji apoptozy, pod wpty-
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wem bleomycyny, cis-platyny lub metotreksatu nie
zachodzi w komoérkach hepatomy, ktére zostalty po-
zbawione biatka supresorowego p53 [119]. Obserwa-
cja ta potwierdza znaczenie biatka p53 w modulowa-
niu ekspresji tych gendéw. Wzrost, w wyniku terapii,
ilosci receptora btonowego FAS i jego liganda moze
podwyzsza¢ wrazliwo$¢ komérek nowotworowych na
stosowane leki, a tym samym zwiekszaé skutecznosé
terapii [122]. Wieksze ilosci uwolnionego z powierz-
chni komoérek nowotworowych wolnego, cyrkulujace-
go liganda FAS-L, majg tez niewatpliwy wplyw na
funkcjonowanie uktadu immunologicznego [115].
Zmiana struktury, prowadzaca do zmian witasciwo-
§ci receptora i/lub liganda, czesto moze wynikaé
z mutacji w kodujgcych je genach oraz z réznego typu
modyfikacji potranslacyjnych zaréwno fragmentow
zewnatrzbtonowych jak i cytoplazmatycznych tych
biatek. Najwcze$niej poznanymi mutacjami sg wy-
stepujace w komérkach myszy mutacje Ipr (lymphopro-
liferation) w genie receptora FAS i gpl (generalized
lymphoproliferation disease) w genie liganda FAS [9,
11, 123]. Mutacja lpr wynika z wbudowania w intron
genu kodujacego receptor FAS wirusowego trans-
pozonu (transposable element), co w efekcie powoduje
przedwczesne zakonczenie transkrypcji. Mutacja gpl
genu kodujgcego ligand FAS jest mutacjg punktowa,
ktorej wynikiem jest zastgpienie jednej z fenyloalanin
w czesci zewnatrzbtonowej liganda alaning. Obydwie
mutacje powodujg utrate petnionych przez te biatka
funkcji. Obecno$¢ zmutowanych form receptora i/lub
liganda wywotuje bardzo powazne konsekwencje bio-
logiczne, zwitaszcza zaburzenia funkcjonowania ukta-
du odpornosciowego, przejawiajace sie jako choroby
limfoproliferacyjne i autoimmunologiczne, konczace
sie niekiedy $miercig nosicieli mutacji [8, 9, 124, 125],
Jest tez przyczyng wielu powaznych schorzen u ludzi
[126, 127], Mutacje lpr i glp nie sgjedynymi znanymi
mutantami receptora FAS i liganda FAS-L. Inne niz
Ipr i glp mutacje receptora FAS znaleziono w lim-
focytach T pacjentéow z chorobg ALPS (autoimmune
lymphoproliferative syndrome), nie sg one jeszcze w pe-
tni scharakteryzowane [127]. Badania mutacji sg
niezwykle pomocne w okre$laniu interakcji biatek
uczestniczacych w transmisji sygnatu apoptotycznego.
Przyktadem najdalej posunietej, naturalnie wyste-
pujacej modyfikacji receptora nalezgcego do rodziny
TNF, jest obecnos$¢ w btonach komoérek prawidtowych
nieaktywnego receptora TRID [24, 25]. Receptor ten,
wigzacy cytokine TRAIL, jest biatkiem powierzch-
niowym, zakotwiczonym w btonie poprzez fragment
glikofosfotipidowy, wykazujacym znaczng homologie
z zewnatrzbtonowymi fragmentami aktywnych recep-
tor6bw DR3/TRAIL-R2. Nie ma on jednak czesci
cytoplazmatycznej, co sprawia, ze nie przekazuje syg-
natu apoptotycznego do kaskady kaspaz. Komorki
prawidtowe, na ktorych powierzchni wystepuje recep-
tor TRID ,,wytrzymujg” niszczgce dziatanie konstytu-
tywnie wystepujacej cytokiny TRAIL. Nieznane, jak
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dotad, sg jednak czynniki wywotujagce powyzszg mo-
dyfikacje receptora TRAIL.

Badania modyfikacji potranslacyjnych receptora
FAS rozpoczety sie niedawno. Wykazaty one, ze
cytoplazmatyczna domena receptora FAS wigze sig nie
tylko z biatkami adaptorowymi bezposrednio uczest-
niczacymi w przekazywaniu sygnatu do apoptozy, lecz
takze z innymi biatkami. Opisano jej interakcje z biat-
kiem FAP-1 (F/AS-associated ghosphatase-1) bedgcym
fosfataza serynowag [128, 129], biatkiem RIP (Receptor-
-interacting protein), kinazg serynowo-treoninowg
[37], biatkiem FAF-1 (FpAS-associated-factor; 130),
zidentyfikowanym ostatnio jako ubikwityna lub biat-
ko ubikwityno-podobne [131] oraz biatkiem UBC-
-FAP (F/AS-associated protein; 132), enzymem wy-
znakowujacym ubikwityng biatka majgce ulec de-
gradacji w proteasomie. Mozliwo$¢ wigzania przez
receptor FAS biatek zdolnych do przeprowadzania
fosforylacji i defosforylacji, a takze do skierowywania
biatek na droge proteolizy wskazuje, ze biatka te moga
W nieznany jeszcze sposdb uczestniczyé w kontroli
przekazywania sygnatu z receptorow FAS do biatek
efektorowych. Przemawiajg tez za wielopoziomowg
regulacja tego procesu.

IV-2. Udzial endogennych biatek w regulacji
transmisji sygnatu

Specyficznym, jak sie obecnie wydaje, regulatorem
szlaku przekazywania sygnatu do apoptozy po pobu-
dzeniu receptoréw nadrodziny TNF jest biatko wy-
kryte w 1997 r. przez kilka niezaleznych grup badaczy
[133] i opisane pod nazwami FLIP (Flice - inhibitory
protein; 134), CASPER (135), FLAME {FLICE - an-
tiapoptotic molecule, 136), CASH [137], I-FLICE
([nhibitor of F/LICE; 138). Wykryto je w tkance
miesniowej, r6znych komdrkach limfoidalnych, a tak-
ze w komorkach czerniaka [134], Gen kodujacy to
biatko znajduje sie w komérkach ludzkich w chromo-
somie 8, w poblizu genéw kodujgcych kaspazy 8 i 10
[134, 135]. Biatko to, nazywane dalej FLIP, charak-
teryzuje obecno$¢ w N-korncu dwoéch efektorowych
domen $mierci (DED), poprzez ktére moze sie ono
wigza¢ z innymi biatkami majacymi domene DED
dajagc homodimery (2 czasteczki FLIP), lub hetero-
dimery z biatkiem adaptorowym FADD oraz kas-
pazami 8 i 10 [134, 136, 137], a takze biatkiem
adapterowym TRAF-2 [133]. C-koniec biatka FLIP
charakteryzuje podobieAstwo sekwencji do prodome-
ny kaspaz 8 i 10 [137, 138], brak w nim natomiast
sekwencji aminokwaséw wystepujagcych w centrum
aktywnym kaspaz (cysteina zastgpiona jest tyrozyna)
[134], W zwigzku z tym biatko FLIP nie wykazuje
aktywnosci katalitycznej. Mozna je wiec traktowaé
jako inertna (nieaktywna) kaspaze. FLIP moze wy-
stepowa¢ w komorkach w 2 formach — krétszej
i dtuzszej. Sg sugestie, ze wystepowanie tych form moze
by¢ tkankowo-specyficzne [134], Znaczenie fizjologi-
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czne obecnosci w komdrkach nieaktywnych kaspaz
»inicjujacych” apoptoze jest niewatpliwe, jednak rézne
sg poglady o sposobie ich dziatania. Cze$¢ badaczy
uwaza [134, 136, 138], ze jedyng fizjologiczng funkcja
komorkowych biatek FLIP jest hamowanie przez nie
apoptozy. Ich antyapoptotyczne dziatanie miatoby
imitowa¢ dziatanie wirusowych biatek FLIP [139-
-142], ktére zakiocajg wigzanie prokaspaz 8 i 10
z biatkiem adaptorowym FADD. Inni skfonni sa
uwazacé, ze komdrkowe biatko FLIP moze by¢ czyn-
nikiem proapoptotycznym, wywotujgcym aktywacje
kaspazy 10, a takze kaspazy 3, dzieki temu, ze moze
ono utworzy¢ heterokompleks jednocze$nie z tymi
dwoma enzymami [138], Do antyapoptotycznego
dziatania FLIP moze sie tez przyczynia¢ ich zdaniem,
wptyw FLIP na trwato$¢ kompleksu adaptora TRAF-
-2 z biatkiem inhibitorowym IAP [138]. Sg réwniez
wyniki wskazujace, ze o tym w jaki sposéb zadziata
biatko FLIP decydowa¢ moze ekspresja jego krot-
szej lub dtuzszej formy oraz ,stan fizjologiczny” ko-
mérek [137].

Endogennymi biatkowymi inhibitorami apoptozy
sg rowniez biatka IAP (inhibitory apoptosis proteins),
homologi wczesniej wykrytych wirusowych biatek 1AP
[143]. Cechuje je obecnosé w C-koncu struktury typu
palca cynkowego (RING finger), za§ w N-konfAcu wy-
stepowanie specyficznych domen tzw. BIR (haculorirus
IAP repeats), dla ktorych typowy jest uktad amino-
kwasdw Cys-X2-Cys oraz Cys-X-His. Domeny BIR
biorg udziat w interakcjach IAP z innymi biatkami,
a ich obecnosé jest niezbedna dla spetniania inhibitoro-
wych funkcji. Polegajg one, jak sie sadzi, na zaktdécaniu
przekazywania sygnatdw z receptorow TNF-R 1/R2.
Niektére biatka IAP (c-1APj i c-1AP2) wigza sie
bowiem z biatkiem adaptorowym TRAF-1 badz
TRAF-2, ,skierowujacymi” sygnat do aktywacji kas-
paz lub do czynnika transkrypcyjnego NFkB [144],
Molekularny mechanizm dziatania biatek IAP nie
zostat jeszcze w peini poznany.

Najdawniej poznane endogenne regulatory apop-
tozy—biatka z rodziny BC1-2, ktérym przypisuje sie
zaro6wno anty-jak i proapoptotyczne dziatanie [97-99]
nie graja, jak sie wydaje, bezpos$redniej roli w kont-
rolowaniu apoptozy inicjowanej przez aktywacje rece-
ptoréw btonowych z rodziny TNF-R [33, 104, 105,
145]. Nie jest to jednak stwierdzenie kategoryczne,
pojawiajg sie bowiem doniesienia o czesciowym hamo-
waniu przez BC1-2 apoptozy niektérych komdrek
wywotywanej dziataniem cytokin z rodziny TNF-R
[146-148]. Biatko BC1-2 zdolne jest tez do hamowania
apoptozy komorek watroby, nastepujacej w wyniku
podania myszom przeciwciat anty-FAS [149]. Dys-
kusyjny jednak pozostaje ciggle problem identyfikacji
etapu apoptozy, ktory jest wrazliwy na dziatanie biatek
BC1-2. Z pewnoscig niejest to etap, w ktérym nastepuje
aktywacja kaspaz 8/10, chociazby ze wzgledu na brak
biatek BC1-2 w bionach plazmatycznych. Bardziej
prawdopodobny wydaje sie udziat BC1-2 w aktywacji
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kaspaz plazmatycznych, znajdujgcych sie w poblizu
miejsc wystepowania biatek z rodziny BC1-2, tzn.
w zewetrznej btonie mitochondrialnej, endoplazmaty-
cznym retikulum i btonie jadrowej. Za tym przypusz-
czeniem przemawia tez wykazana ostatnio (rozdziat
I11-2) fizyczna interakcja biatka BC1-2 z biatkami
Apaf-1/CEDH i prokaspazami.

1V-3. Biatka wirusowe jako regulatory apoptozy

Biatka syntetyzowane przez wirusy moga by¢ ak-
tywatorami, jak tez i inhibitorami, apoptozy w zain-
fekowanych komoérkach. Molekularne mechanizmy
lezgce u podstaw ich tak przeciwstawnych dziatan sg
bardzo rézne i omdwienie ich przekracza ramy tego
artykutu, zasygnalizuje wiec tylko te, ktére dziataja na
szlak przekazywania sygnatu do apoptozy zwigzany
z kaspazami.

Sposrod biatek wirusowych, bedacych silnymi i spe-
cyficznymi inhibitorami kaspaz, wymieni¢ nalezy prze-
de wszystkim biatko CrmA (cytokine response modifier)
wirusa ospy tzw. serping [150-153]. Hamuje ono
aktywnos$¢ kaspaz dziatajagcych w réznych fazach
apoptozy, jednakze w nie we wszystkich komdérkach
blokuje aktywacje kaspazy 8 [81]. Inhibitor CrmA
w odréznieniu od biatka BC1-2 hamuje skutecznie
apoptoze zachodzgca, miedzy innymi, przy udziale
receptoréw FAS [ 152,154, 155], Na etapie hamowania
aktywacji kaspazy 8 wydajg sie natomiast dziatac
syntetyzowane przez rézne wirusy biatka FLIP [139-
-142] (porédwnaj rozdziat 1Y-2). Inhibitorami pewnych
kaspaz sg takze: biatko p35 i niektdre biatka IAP
syntetyzowane przez bakulowirusy (wirusy infekujace
komérki owadzie) [143, 156-158], Wydaje sig, ze
hamuja one kaspazy znajdujgce sie w hierarchii ponizej
kaspazy 8 [159]. Biatka IAP tylko czeSciowo hamuja
apoptoze wywotang nadekspresjg adaptorowego biat-
ka FADD [156]. Wykazano natomiast ich udziat
w regulacji przekazywania sygnhatdw z receptoréw
TNF-R dzieki interakcjom z biatkami adaptorowymi
TRAF [59, 158],

V. Uwagi koncowe

Omowione badania dotyczyty tylko jednego z licz-
nych dziatan receptoréw btonowych zrodziny TNF-R,
jakim jest promowanie przez nie apoptozy. Nalezy
zdawac sobie sprawe, ze cytokiny aktywujgce te recep-
tory, zwtaszcza TNF-R, przejawiajg ponadto bardzo
szerokie spektrum dziatania. Funkcjonowanie ich,
poprzez wptyw na synteze innych cytokin, interferonu
y i @ biatek ostrej fazy, przeciwcial, powstawanie
wolnych rodnikow itp. [160, 161], zwigzane jest przede
wszystkim z licznymi zaburzeniami uktadu immunolo-
gicznego, w tym takze zimmunologicznym konfliktem
zachodzacym pomiedzy nowotworem a jego nosicie-
lem [162].
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Rola reaktywnych form tlenu w apoptozie

Role of reactive oxygen species in apoptosis

GRZEGORZ BARTOSZ*

Spis tresci:

l. Wstep
I1. Reaktywne formy tlenu (RFT) moga posredniczy¢
w indukcji apoptozy
11-1. RFT wywotujg apoptoze, przeciwutleniacze jej
zapobiegaja
11-2. RFT posredniczg w apoptozie indukowanej dzia-
faniem innych czynnikéw, przeciwutleniacze za-
pobiegaja apoptozie
11-3.  Obnizenie stezenia glutationu zachodzi we wczes-
nej fazie apoptozy
11-4. Bcl-2 i Bc1-x1 majg dziatanie przeciwutleniajace
I11. W jaki sposéb RFT moga indukowac apoptoze?
IV. Argumenty przeciwko istotnej roli RFT w indukcji
apoptozy
1V-1. Przeciwutleniacze nie zawsze sg skuteczne
IV-2. Czynniki wywotujace apoptoze niekoniecznie in-
dukujg stres oksydacyjny
IV-3. Warunki prawie anaerobowe nie zapobiegaja
apoptozie
V. Reaktywne formy tlenu, mitochondria a apoptoza
VI. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotow: BHA  butylohydroksyanizol;
BHT — butylohydroksytoluen; BSO — butionylosulfok-
syimina; DCF dichlorofluorescyna; DMPO 5,5-dime-
tylopyrolino-N-tlenek; DTPA  dietylotetraaminopentaoc-
tan; EDTA — etylenodiaminotetraoctan; GSH — glutation
zredukowany, GSSG — glutation utleniony (disulfid gluta-
tionu); NAC — N-acetylocysteina; PBN — N-t-butylo-(-
-fenylonitron); RFT — reaktywne formy tlenu; SOD — dys-
mutaza ponadtlenkowa; TEMPO — 2,2,6,6-tetrametylopi-
perydyno-I-oksyl.

I. Wstep

Ro6znorodnos$¢ czynnikdw wywotujgcych apoptoze
sktania do zastanowienia, czy wszystkich z nich nie
taczy wspdlny mechanizm dziatania. Pytanie to krzy-
zuje sie z innym, stawianym od szeregu lat przez
badaczy reaktywnych form tlenu: czy reaktywne formy
tlenu, oprocz destruktywnego dziatania na sktadniki
komarek nie peinig jakiej$ korzystnej funkcji przenos-
nikéw informacji, podobnie jak zblizona do nich pod
wzgledem wielu wiasciwosci reaktywna forma azotu,
tlenek azotu [1, 2]? Przestanki te legty u boku podstaw
hipotezy, iz wszystkie czynniki wywotujgce apoptoze
indukujg stres oksydacyjny w komdrkach wzmagajac

*Prof. dr hab., Katedra Biofizyki Molekularnej Uniwer-
sytetu L 6dzkiego,ul. S. Banacha 12/16, 90-237 £6dzZ; e-mail:
gbartosz@biol.uni.lodz.pl
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Contents:

I Introduction
1. Reactive oxygen species (ROS) may mediate induction
of apoptosis
I1-1. ROS induce apoptosis, antioxidants prevent apo-
ptosis
11-2.  ROS mediate apoptosis induced by other agents,
antioxidants prevent apoptosis
11-3.  Diminution of glutathione concentration occurs
in an early stage of apoptosis
11-4. Bcl-2 and Bcl-xLact as antioxidants
I1l.  How ROS can mediate apoptosis?
IV. Arguments against an important role of ROS in the
induction of apoptosis
IV-1. Antioxidants are not always efficient
1V-2. Apoptosis-inducing agents do not necessarily in-
duce oxidative stress
1V-3. Near-anaerobic conditions do not prevent apop-
tosis
V. Reactive oxygen species, mitochondria and apoptosis
VI.  Summary

wytwarzanie reaktywnych form tlenu lub upo$ledza-
jac przeciwutleniajgce mechanizmy ochronne komo-
rek [3, 4],

Il. Reaktywne formy tlenu (RFT) moga po-
Sredniczy¢ w indukcji apoptozy

I11-1. RFT wywotujg apoptoze, przeciwutleniacze
jej zapobiegaja

Stwierdzono, ze RFT lub czynniki uposledzajace
antyoksydacyjne mechanizmy obronne indukujg apo-
ptoze komorek wielu typdw, a przeciwutleniacze wy-
kazuja w tych przypadkach dziatanie ochronne. Apop-
toze komoérek wywotujg bezposrednio reaktywne for-
my tlenu iazotu, produkty reakcji RFT (np. nadtlenki)
i zwigzki powstajace z rozpadu tych produktéw oraz
czynniki indukujgce badz zwiekszajgce wytwarzanie
RFT (Tab. 1). Nalezy jednak wspomnie¢, ze wymienio-
ny w tabeli tlenek azotu moze tez dziata¢ antyapop-
tycznie [48, 49]. Donor tlenku azotu, S-nitrozoglu-
tation indukuje apoptoze tymocytow w niskich steze-
niach (<0,6 mM), natomiast w wyzszych stezeniach
(1-2 mM) hamuje apoptoze wywotang dziataniem
innych czynnikéw [50].

Mechanizm apoptycznego dziatania TNF wydaje
sie polegaé na indukcji wytwarzania RFT w mitochon-
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Tabela 1.

Niektére czynniki wywotujace apoptoze: reaktywne formy tlenu,
produkty ich reakcji i czynniki indukujace badz zwiekszajace
wytwarzanie reaktywnych form tlenu

Czynnik Pismiennictwo

Nadtlenek wodoru, niskie stezenia

(ICC 100 pM) [5-9]
Ozon [10]
Tlenek azotu [11-13]
Nadtlenoazotyn [14-17]
Wodoronadtlenek r-butylowy [18, 125]
Nadtlenki lipidow [19, 20]
4-Hydroksynonenal [21]
Akroleina [22]
Oksydatywnie modyfikowana lipoproteina

o niskiej gestosci (LDL) [23]
Wysokie ci$nienie parcjalne tlenu [24, 25]
Promieniowanie nadfioletowe [26, 27]
Promieniowanie jonizujace [9, 28]
Terapia fotodynamiczna [29, 30]
Antracykliny [31]
Menadion iinne naftochinony [32, 123]
Parakwat [33]
ns-Diaminochloroplatyna [34]
Bleomycyna [91
Neokarcynostatyna [9]
Dopamina [35, 36]
Dopamino-melanina [37]
Cyjanki [38]
Jony zelaza [39]
Jony miedzi [40]
Jony manganu [41, 42]
Jony wanadu [43]
Jony rteci [44]
Cukry redukujace, w tym glukoza [45, 46]
Czynnik martwicy guzéw (TNF) [47]

driach [50], cho¢ nie wszyscy badacze podzielajg ten
poglad [51, 52]. Anomalie struktury mitochondriow
typowe dla stresu oksydacyjnego stwierdzono w ko-
morkach niektérych przynajmniej typow poddanych
dziataniu TNF [53]. Indukcji apoptozy przez TNF
przeciwdziatata atmosfera beztlenowa i nadekspresja
zlokalizowanej w mitochondriach MnSOD [54],

POSTEPY BIOCHEMII 44(1), 1998

Indukcja apoptozy hepatocytéw in vitro przez eta-
nol wigze sie ze stresem oksydacyjnym. W komdrkach
poddanych dziataniu etanolu obserwowano wzrost
szybkosci wewnatrzkomoérkowego utleniania dichlo-
rofluorescyny (bedacy miarg szybkos$ci tworzenia nad-
tlenkdw; Ryc. 1). Apoptoza wywotana przez etanol
byta hamowana przez przeciwutleniacze i 4-metylo-
pirazol (inhibitor dehydrogenazy alkoholowej), co
sugeruje, ze mechanizm apoptycznego dziatania etano-
lu polega na stymulacji wewnatrzkomdrkowego wy-
twarzania RFT podczas metabolizmu etanolu [55].
Istnieja réwniez podstawy, by sadzié, ze amyloid
odktadajacy sie w blaszkach wtékien nerwowych oséb
dotknietych chorobg Alzheimera powoduje apoptoze
neurondéw poprzez mechanizm stresu oksydacyjnego.
Cytotoksyczne fragmenty amyloidu wywotujg bowiem
in vitro apoptoze neurondw embrionéw szczura in-
dukujac réwnoczes$nie znaczne obnizenie stezenia glu-
tationu w tych komorkach [56, 57],

Przeciwutleniacze i przeciwutleniajagce enzymy
ochronne hamujg apoptoze wywotang dziataniem
RFT i wytwarzajacych je czynnikéw. Ekspozycja na
dziatanie uktadu glukoza/oksydaza glukozowa (wy-
twarzajgcego nadtlenek wodoru) lub na dziatanie
dimetylomaleinianu (tworzgcego koniugat z glutatio-
nem ipozbawiajgcego komarki tego gtéwnego hydro-
filowego przeciwutleniacza) wywotujg apoptoze ko-
morek miesni gtadkich, ktérej przeciwdziata katalaza
i chelator jonow zelaza, deferryoksamina [58]. Apop-
tozie wywotanej przez TNF przeciwdziata tioredo-
ksyna i N-acetylocysteina [59] oraz wysoki poziom
aktywnosci SOD w komoérkach [60], N-(2-Merkap-
toetylo)-1,3-propanodiamina (zwigzek WR-1065) ha-
muje apoptoze wywotang dziataniem promieniowania
jonizujgcego [61]. Apoptoza mieloidalnych komorek
biataczkowych M1, zaréwno zalezna, jak i niezalezna
od genu p53, jest hamowana przez przeciwutleniacze
takie jak N-acetylocysteina (NAC), PBN, BHT i BHA,
a wzmagana przez egzogenny nadtlenek wodoru [62].
Odwrotnie, obnizenie stezen przeciwutleniaczy i ob-
nizenie aktywnosci przeciwutleniajgcych enzymoéw
ochronnych moze mie¢ dziatanie apoptyczne. Apo-
ptoza zachodzi w nastgpstwie obnizenia stezen
gtéwnych wewngtrzkomorkowych przeciwutleniaczy,
zwilaszcza glutationu [63] i utlenienia innych we-
wnatrzkomorkowych tioli [64], Komdrki wykazujace
niedobor peroksydazy glutationowej sg bardziej wraz-
liwe na apoptyczne dziatanie czynnikdw wytwarzajg-
cych nadtlenek wodoru [65]. Niedob6r dehydrogena-
zy glukozo-6-fosforanowej zwieksza podatno$¢ leuko-
cytow na apoptyczne dziatanie czynnikdw takich jak
promieniowanie jonizujace czy daunomycyna [66].
Nadekspresja dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) prze-
ciwdziata apoptozie neuronow spowodowanej pozba-
wieniem czynnika wzostu neuronéw [67], natomiast
oligonukleotydy antysensowe specyficzne wobec RNA
dlaCuzZnSOD indukujg apoptoze w komoérkach PC 12
[68]. Neurony myszy transgenicznych pozbawionych
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genu CuzZnSOD tatwiej ulegajg apoptozie w nastep-
stwie niedokrwienia i reperfuzji moézgu [69],

Podwyzszenie aktywnosci SOD (wytwarzajgcej
nadtlenek wodoru), ktéremu nie towarzyszy odpowie-
dni wzrost aktywnos$ci enzyméw usuwajgcych H20 2
wywotuje jednak stres oksydacyjny spowodowany
zwiekszeniem poziomu nadtlenku wodoru. Taki stres
oksydacyjny moze réwniez wywotywaé apoptoze.
Neurony kory mézgu 16-19-tygodniowych embrio-
néw z zespotem Downa (trisomia 21 prowadzgca m.in.
do zwiekszonej aktywnos$ci CuzZnSOD kodowanej
przez gen umiejscowiony na tym chromosomie) ulega-
jg spontanicznej apoptozie po 7-14 dniach hodowli,
podczas gdy neurony embrion6w nie obarczonych tym
zespotem nie wykazujg oznak apoptozy. Neurony
pochodzace od embrion6w z zespotem Downa réwniez
szybciej utleniajg DCF, a ich apoptozie przeciwdziata-
ja przeciwutleniacze [70], Neurony myszy transgenicz-
nych wykazujgcych nadekspresje CuZnSOD cechujg
sie nizszym poziomem glutationu, zapewne w nastep-
stwie stresu oksydacyjnego. Neurony te tatwiej ulegajg
apoptozie wywotanej dziataniem kwasu kainowego
[71], Komorki hemopoetyczne i tymocyty myszy
z nadekspresjg CuZnSOD tatwiej ulegajg apoptozie,
szybciej utleniajg DCF i wykazujg wyzszg peroksyda-
cje lipidéw [72]. ROdwniez neurony, w ktdrych uzys-
kano ekspresje zmutowanej formy CuzZnSOD, charak-
terystycznej dla rodzinnej postaci stwardnienia zani-
kowego bocznego (choroby Lou-Geringa) tatwiej ule-
gajg apoptozie po pozbawieniu surowicy w pozywce;
chelatory metali (dietyloditiokarbaminian i penicyloa-
mina) hamujg te apoptoze [73],

Interesujgce obserwacje dotyczg wptywu nadtlenku-
wodoru na komérki in vitro. Dobowa ekspozycja
fibroblastow na dziatanie nizszych stezen tego czyn-
nika (50-100 pM, tj. 1-2 pmol/106 komdrek) powoduje
pojawienie sie ,fenotypu starych komorek”, niezdol-
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Dichlorofluoresaceina

Ryc. 1. Pomiar utleniania niefluoryzujacej 2’
7'-dichlorofluorescyny (DCF) do fluory-
zujacej 2°, 7’-dichlorofluoresceiny jest
najcze$ciej metoda oceny wytwarzania
RFT w komdrce. Substrat dla reakcji
z RFT powstaje w wyniku wewnatrz-
komérkowej hydrolizy estru DCF, tatwo
przenikajacego przez btone plazmatycz-

\\ ng DCF iproduktjej utlenienia przenika-
ja znacznie gorzej i sg zatrzymywane
w komarce.

nych do podziatu, ale tez nie wykazujgcych oznak
apoptozy; wyzsze stezenia nadtlenku wodoru (300-400
pM) powodujg apoptoze [74], Nadtlenek wodoru nie
indukuje apoptozy w starych fibroblastach [7], Ko-
morki linii T (CCRF-CEM) w pozywce bez surowicy
ulegajg apoptozie, je$li ich stezenie jest nizsze niz
2- 105ml. Zdolnos$¢ tych komérek do wzrostu w wyz-
szych stezeniach jest uwarunkowana autokrynnym
wydzielaniem przez nie katalazy do $rodowiska [75],

Indukcja apoptozy przez stres oksydacyjny moze
by¢ fizjologicznym mechanizmem regulacyjnym. W sy-
tuacjach, w ktérych makrofagi [76] i neutrofile [13]
zabijaja komorki indukujac w nich apoptoze, gtow-
nymi mediatorami tego dziatania wydajg sie by¢ RFT
itlenek azotu. Hemopoeza watrobowa ustaje u gryzoni
w okresie perinatalnym. Wydaje sie, ze przyczyng
apoptozy komérek hemopoetycznych, jaka zachodzi
w tym okresie jest obnizenie stezenia GSH w watrobie
i prawdopodobnie zmniejszone uwalnianie tego zwigz-
ku przez hepatocyty przed koricem cigzy [77],

W sytuacjach, w ktérych apoptoza indukowana
przez stres oksydacyjny jest zbawienna dla organizmu,
przeciwutleniacze mogg wykazywac¢ paradoksalnie
niekorzystne dziatanie. Istotnie wykazano, iz dieta
bogata w witamine E (przeciwutleniacz) sprzyja wzros-
towi nowotworéw watroby myszy poddanych dziata-
niu dietylonitrozoaminy, zmniejszajgc apoptoze ko-
morek nowotworowych [78],

Zanik ogona podczas metamorfozy kijanek zacho-
dzi dzieki apoptozie komérek tworzacych ten organ.
Wydaje sie, ze indukcja apoptozy komoérek ogona
kijanki zaby Rana rugosa jest indukowana przez
nadtlenek wodoru: w okresie poprzedzajgcym apop-
toze w tkankach ogona wzrasta aktywno$¢ CuZnSOD
(wytwarzajacej H20 2), a maleje aktywno$¢ katalazy
(usuwajacej H20 2). Analogicznych zmian nie obser-
wowano w innych tkankach [79].
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Z drugiej strony, stres oksydacyjny wydaje sie tez
leze¢ u poditoza apoptozy towarzyszacej wielu choro-
bom i procesowi starzenia sie: apoptozy neuronéw
istoty czarnej mozgu zachodzacej podczas starzenia sie
organizmu [80], apoptozy neuronéw w nastepstwie
urazu niedokrwienno-reperfuzyjnego [69] i w przebie-
gu takich chorob charakteryzujacych sie degeneracjg
neuronéw jak choroba Parkinsona, choroba Alzhei-
mera i stwardnienie zanikowe boczne [81], apoptozy
komorek nerek towarzyszacej nefropatii cukrzycowej
[82] oraz apoptozy limfocytéw T zaatakowanych
przez wirusa HIV [83, 84],

I1-2. RFT posredniczg w apoptozie indukowanej
dziataniem innych czynnikéw, przeciwutle-
niacze zapobiegajg apoptozie

Samo wykazanie indukcji apoptozy przez stres
oksydacyjny nie datoby asumptu do wnioskowania
o0 bardziej uniwersalnej roli RFT w tym procesie.
Stwierdzono jednak, ze przeciwutleniacze chronig tak-
ze przed apoptozg indukowang przez szereg innych
czynnikéw, ktére niekoniecznie wigzano z zaburze-
niem réwnowagi pomiedzy peroksydantami a antyoksy-
dantami czyli z indukcja stresu oksydacyjnego. Przyj-
rzyjmy sie kilku przyktadom. Szereg chelatoréw metali
takich jak etylenodiaminotetraoctan (EDTA), dietylo-
tetraaminopentaoctan (DTPA), przeciwutleniacze ta-
kie jak 2,2,6,6-tetrametylopiperydyno-l-oksyl (TEM-
PO) i putapki spinowe N-t-butylo-a-fenylonitron
(PBN) czy 5,5-dimetylo-I-pirolino-I-tlenek (DMPO)
hamujg apoptoze tymocytéw indukowang dziataniem
deksametazonu czy etopozydu [85, 86]. Przeciwutle-
niacz WR-1065 przeciwdziata takze apoptozie tymocy-
tow indukowanej przez glukokortykoidy i jonofory
Ca2+ [61], a przeciwutleniacz kurkumina [87] iputa-
pki spinowe [88] apoptozie tych komo6rek wywotanej
przez glukokortykoidy, tapsygargine i etopozyd. Prze-
ciwutleniacze hamuja apoptoze indukowana przez
inhibitory topoizomerazy [89]. Hybrydy komérek
T ulegajg apoptozie po pobudzeniu receptora T;
apoptozie tej przeciwdziata NAC [90]. Przeciwutle-
niacze przeciwdziataja apoptozie komdrek biatacz-
kowych HL-60 indukowanej dziataniem syntetycz-
nego retinoidu, o prawdopodobnych wtasciwosciach
przeciwnowotworowych [91], apoptozie komérek ra-
ka jajnika indukowanej przez transformujacy czynnik
wzrostu Rl [92], apoptozie neurondéw wywotanej
przez endogenng neurotoksyne (N-metylo(R)salzoli-
nol) [93], apoptozie hepatocytéw wywotanej przez
kwasy zétciowe [94] oraz apoptozie komoérek leuke-
micznych WEH231 indukowanej przez ceramid i sie-
ciowanie IgM na powierzchni komdrek [95]. Proapo-
ptyczne dziatanie lekéw cytotoksycznych (etopozyd,
kamptotecyna, melfalan i chlorambucyl) jest hamowa-
ne przez katalaze [29], Obnizenie stezenia glutationu
wzmaga, a dodanie katalazy hamuje apoptoze zain-
fekowanych wirusem HIV limfocytéw T wywotang
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Tabela 2.

Niektére czynniki przeciwdziatajace apoptozie: antyoksydanty
i chelatory jonow metali

Czynnik Pismienictwo
Glutation [63, 96, 106]
Witamina E [78]
N-Acetylocysteina [59, 62, 90]
BHA [62]
BHT [62]
TEMPO [85, 86]
DMPO [85, 86]
PBN [62, 85, 86]
Kurkumina [87]
N-(2-Merkaptoetylo)-1 ,3-propanodiamina
(zwigzek W R-1065) [61]
Tlenowe pochodne fullerenéw [98]
Tioredoksyna [59]
Dysmutaza ponadtlenkowa [60, 67, 69]
Katalaza [58]
Dietyloditiokarbaminian [73]
Penicyloamina [74]
EDTA [85, 86]
DTPA [85, 86]

przez kwas retinoidowy [96]. Wspdthodowla transfor-
mowalnych i normalnych fibroblastéw w obecnosci
transformujgcego czynnika wzrostu @ prowadzi do
specyficznej eliminacji komoérek nowotworowych na
drodze apoptozy tych komorek. Proces ten jest hamo-
wany przez przeciwutleniacze [97], Jako ciekawostke
chemiczng warto wspomnie¢, ze wsrdd przeciwutle-
niaczy skutecznie hamujgcych apoptoze znajdujg sie
réwniez polihydroksylowe pochodne buckminsterful-
lerenu C60(OHNOM) (przypomnijmy, ze fullereny to
aromatyczne klastery wegla o regularnej strukturze
przestrzennej i ciekawych wiasciwosciach fizycznych;
ich odkrycie zostato uhonorowane nagrodg Nobla
w zakresie chemii w roku 1996) [98], Lista szeregu
przeciwutlemaczy i chelatorow jon6w metali, ktérych
antyapoptyczne dziatanie zostalo wykazane doswiad-
czalnie zestawiona jest w tabeli 2

Istniejg dane wskazujace, ze wiele czynnikéw in-
dukujacych apoptoze wzmaga wytwarzanie RFT
w komdrkach. Jest tak w przypadku pozbawienia
komorek surowicy w pozywce [99-102] co (przynaj-
mniej w przypadku hepatocytéw) zwieksza w nich pule
stabo zwigzanego zelaza, mogacego uczestniczy¢ w re-
akcji Fentona [101] idziatania N-(4-hydroksyfenylo)-
-retinoamidu [91]. Transformujgcy czynnik wzrostu
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TGFRI indukujgcy apoptoze komoérek R trzustki
[103] i hepatocytéw w hodowli [104, 105] wzmaga
wytwarzanie RFT, obnizajac rownoczesnie aktywno-
§ci katalazy i peroksydazy glutationowej w komérkach
B, a stezenie GSH w hepatocytach. Apoptoza komdrek
nowotworowych watroby hodowanych w pozywce bez
surowicy w obecnosci jonéw cynku, zalezna od genu
c-myc, zwigzana jest z obnizeniem zawartosci GSH
i podwyzszeniem szybkos$ci utleniania DCF. Glutami-
na przeciwdziata apoptozie podwyzszajgc poziom wew-
natrzkomérkowego glutationu [106]. Wzmozone wy-
twarzanie RFT ma miejsce w takich sytuacjach in-
dukujacych apoptoze jak pobudzenie receptora
CD95L komérek Thl przez glikoproteine gpl120 wiru-
sa HIV (107) oraz pobudzenie komérek mikrogleju
przez biatko prionowe [108], Stwierdzono, ze zwiek-
szenie wytwarzania RFT zachodzi we wczesnym etapie
apoptozy tymocytéow indukowanej przez deksameta-
zon [109]. Poczatkowe stadia apoptozy konczacej
zycie neutrofili charakteryzujg sie spadkiem poziomu
glutationu i aktywno$ci CuZnSOD [110]. Deprenyl
hamujacy apoptoze neuronéw indukuje w tych ko-
morkach synteze CuZnSOD i MnSOD [111]. Apop-
toza neurofili, zar6bwno spontaniczna jak iindukowa-
na przez aktywacje receptora Fas/APO-1 zachodzi
znacznie wolniej w przypadku komorek pochodzacych
od 0s6b z przewlektg chorobg ziarniniakowga (charak-
teryzujgcg sie defektem oksydazy NADPH, wytwarza-
jacej anionorodnik ponadtlenkowy w tych komor-
kach) [112].

C2-Ceramid (N-acetylosfingozyna), uwazany za
wtdrny przekaznik takich czynnikéw apoptycznych
jak TNF, zwieksza uwalnianie RFT przez mitochon-
dria, (kompleks oddechowy 1) [113-115], Wsrdd ge-
néw, ktérych ekspresja ulega zwiekszeniu w nastepst-
wie uaktywnienia genu p53, znajdujg sie biatka in-
dukujgce lub odpowiadajgce na stres oksydacyjny
[116]. Komérki, w ktérych uzyskano nadekspresje
genu p53, wykazywaty znacznie zwiekszone wytwarza-
nie RFT [117].

11-3. Obnizenie stezenia glutationu zachodzi we
wczesnej fazie apoptozy

W przebiegu apoptozy indukowanej dziataniem
szeregu czynnikow obserwowano obnizenie wewnatrz-
komdrkowego stezenia zredukowanego glutationu.
Znaczne obnizenie stezenia GSH obserwowano we
wczesnych stadiach apoptozy tymocytéw wywotanej
przez deksametazon, tapsygargine i gliotoksyne)
[118]. Egzogenny zredukowany glutation (GSH) prze-
ciwdziatat apoptozie, podczas gdy utleniony glutation
(GSSG) nasilat jg [119].

Obnizenie poziomu zredukowanego glutationu nie-
koniecznie musi zachodzi¢ w wyniku utlenienia; nie-
ktore czynniki apoptyczne moga indukowaé wyptyw
zredukowanego glutationu z monocytéw [120] czy
limfocytéw [121]. Niezaleznie jednak od mechanizmu,
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obnizenie stezenia gtéwnego wewnatrzkomérkowego
przeciwutleniacza jesli nie jest nastepstwem stresu
oksydacyjnego, to indukuje go.

I1-4. Bcl-2 i Bcl-xL majg dziatanie przeciw-
utleniajace

Ekspresja genu Bcl-2 zapobiega apoptozie komorek
ssakow. Jakkolwiek biologiczna rola produktu tego
genu nie jest w petni wyjasniona [122], jednga z przypi-
sywanych mu funkcji jest funkcja przeciwutleniajgca
[28, 123-125], Ekspresja genu Bcl-2 chroni komérki
przed apoptoza wywotang dziataniem nadtlenku wo-
doru, menadionu [123] i wodoronadtlenku i-butylu
[125] oraz obnizeniem poziomu GSH indukowanym
dziataniem dietylomaleinianu lub inhibitora syntezy
glutationu, butionylosulfoksyminy (BSO) [124], Eks-
presja genu Bcl-2 w komorkach drozdzy Saccharomy-
ces cerevisiae pozbawionych SOD zwieksza ich przezy-
walno$¢ w atmosferze tlenowej [124], Mechanizm
postulowanego przeciwutleniajgcego dziatania produ-
ktu genu Bcl-2 nie jest jednak jasny. W dos$wiad-
czeniach Kane’a i wsp. [124] ekspresja genu Bcl-2
w komaorkach linii neuronalnej Gtl-7 przeciwdziatata
obnizeniu poziomu GSH, podwyzszeniu wytwarzania
w tych komdrkach reaktywnych form tlenu (mierzo-
nych poprzez utlenianie DCF) i peroksydacji lipidéw,
co sugeruje hamowanie wytwarzania RFT. Doswiad-
czeniaHockenbery’ego i wsp. [123] wkomor-
kach kilku typéw wykazaty brak zmian szybkosci
utleniania DCF, lecz obnizenie stopnia peroksydacji
lipidébw, co moze wskazywa¢ na przeciwutleniajgce
dziatanie samego produktu genu Bcl-2 lub na indukcje
biosyntezy przeciwutleniaczy lub enzymoéw usuwajg-
cych RFT. Transgeniczne myszy pozbawione obu
kopii genu Bcl-2 cechujg sie m.in. szybkg depigmenta-
cjg witoséw (6-tygodniowe myszy siwiejg), co sugeruje
zaburzenia wewnatrzkomdrkowych proceséw redoks
uniemozliwiajgcych prawidtowg synteze melanin [28].
Nadekspresja genu Bcl-2 nie prowadzi do zmian
aktywnosci takich enzymow antyoksydacyjnych jak
SOD, katalaza i peroksydaza glutationowa, natomiast
wptywa na stan redoks komoérek zmniejszajgc stosu-
nek stezen utlenionego do zredukowanego glutationu
[126]. Komorki PC 12 transfekowane genem Bcl-2
wykazuja mniejszg peroksydacje lipidéw po ekspozycji
na parakwat [33] i egzogenne Zzrédto wolnych rod-
nikéw nadtlenkowych [127],

Poglad o przeciwutleniajgcym dziataniu produktu
genu Bcl-2 zostat zakwestionowany przez Stein -
nian a [128], Stwierdzit on zwiekszenie czestosci
mutacji u bakterii Escherichia coli, u ktérych wywota-
no ekspresje genu Bcl-2. Moze to wskazywaé na
prooksydacyjne, a nie antyoksydacyjne dziatanie pro-
duktu genu Bcl-2. Zwigkszenie aktywnos$ci katalazo-
-peroksydazy w komdrkach E. coli w nastepstwie
ekspresji genu Bcl-2 moze byé przejawem odpowiedzi
adaptacyjnej na prooksydacyjne dziatanie genu Bcl-2
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wyrazajgce sie przypuszczalnie wzmozeniem endogen-
nego wytwarzania RFT [128].

Gen Bcl-xL, homologiczny z genem Bcl-2, chroni
réwniez komorki przed apoptozg wywotang przez
promieniowanie gamma, ceramid i oksydanty. Ekspre-
sja genu Bcl-xL zmniejsza szybko$¢ utleniania DCF
i podwyzsza poziom GSH w komoérkach [129], Wyda-
je sie, ze ekspresja genu Bcl-xL musi prowadzi¢ do
wzmozenia syntezy GSH, bowiem w wyniku wzmoze-
nia ekspresji genu Bcl-xLobserwowano podwyzszenie
stezenia GSH nawet w komérkach eksponowanych
na l-chloro-2,3-dinitrobenzen, w ktérych stezenie
GSH spadto do niewykrywalnych wartosci. Ekspresja
genu Bcl-xL przeciwdziata réwniez obnizeniu stezenia
GSH bedacemu skutkiem zaprzestania podawania
interleukiny 3 komdrkom zaleznym od tego czyn-
nika i apoptozie komdrek wywotanej brakiem inter-
leukiny [130].

Gen ced-9 nicienia Caenorhabditis elegans, homolog
ssaczego genu Bcl-2 moze petnié role w reakcjach
redoks, bowiem koduje on biatko podobne do cyto-
chromu b560 kompleksu Il mitochondrialnego tan-
cucha oddechowego [131]. Poczatkowo sgdzono, ze
biatkowy produkt genu Bcl-2 jest zlokalizowany na
wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Nastepnie
stwierdzono jednak, ze jest on zwigzany z zewnetrzng
btong mitochondrialna, siateczka $rédplazmatyczng
i otoczky jagdrowg [132-134]; tak czy inaczej znajduje
sie wiec w poblizu gtéwnych zrodet RFT w komdrce.

I1. W jaki sposob RFT moga indukowac
apoptoze?

Wysunieto szereg, niekoniecznie wzajemnie wyklu-"

czajacych sie hipotez dotyczacych mozliwych mecha-
nizméw indukcji apoptozy przez RFT (stres oksyda-
cyjny). RFT indukujg podwojne pekniecia DNA pro-
wadzgce do powstawania duzych fragmentdow DNA
zawierajacych 1-2 miliony par zasad. Zjawisko to
poprzedza dalszg fragmentacje DNA i by¢ moze jest
czynnikiem indukujagcym apoptoze "9~

Stwierdzono takze, ze nadtlenek wodoru, zalezniejs

od stezenia, moze aktywowa¢ badz hamowaé¢ aktyw-
nos¢ kaspaz [135]. Aktywacja kaspaz przez niskie
stezenia H20 2mogtaby bezposrednio indukowaé apo-
ptoze. Sfingomielinaza zwigzana z btonami komoérek
wielu typow jest hamowana przez fizjologiczne steze-
nia glutationu. Zatem obnizenie stezenia glutationu
moze aktywowac sfingomielinaze prowadzac do wy-
tworzenia ceramidu [136].

RFT moga tez indukowaé apoptoze poprzez inter-
ferencje z komérkowymi szlakami przekazywania in-
formacji zaleznymi od fosforylacji reszt tyrozyno-
wych [137].

Szereg czynnikéw transkrypcyjnych (zwhaszcza NF-
-kB i AP-1) ulega aktywacji przez nadtlenek wodoru
i inne RFT [138-140]. Z kolei indukcja czynnika
NF-kB prowadzi m.in. do aktywacji czynnika trans-
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krypcyjnego p53 [141], By¢ moze wiec aktywacja
czynnikdw transkrypcyjnych prowadzi do ekspresji
».genéw S$mierci komorki”. Z drugiej jednak strony,
aktywacja czynnika NF-kB w komdrkach poddanych
stresowi oksydacyjnemu nie musi prowadzi¢ do apop-
tozy. Jest ona takze konieczna, by zapobiec, drogg
indukcji syntezy MnSOD, apoptozie neurondw wywo-
tanei dziataniem takich czynnikéw jak TNFot i cera-
mid [142],

IV. Argumenty przeciwko istotnej roli RFT
w indukcji apoptozy

IV-1. Przeciwutleniacze nie zawsze sg skuteczne

Przeciwutleniacze, przeciwdziatajgce apoptozie in-
dukowanej dziataniem wielu czynnikéw, nie sg jednak
skuteczne we wszystkich przypadkach. Niektérzy au-
torzy stwierdzili, ze przeciwutleniacze nie hamujg
apoptozy indukowanej aktywacjg receptora Fas [143,
144], pozbawieniem surowicy w pozywce, dziataniem
staurosporyny [70, 144] czy dziataniem TNF [143].

Wiele przeciwutleniaczy moze zreszta wywieraé
dziatanie niekoniecznie poprzez efekt antyoksydacyj-
ny. Hamowanie apoptozy przez ditiokarbaminiany
jest powszechnie przypisywane ich wiasciwosciom
przeciwutleniajgcym. Jednak zwagzki te wywierajg
takze dziatanie prooksydacyjne, a wykazano, ze ich
utlenione formy skuteczniej hamujg apoptoze niz
formy zredukowane (o wiasciwosciach przeciwutlenia-
jacych). Wydaje sie, ze antyapoptyczne dziatanie ditio-
karbaminian6w wigze sie gtdwnie z hamowaniem
aktywacji pro-kaspazy 3 przez disulfidy tych zwigzkéw
[145, 146],

IV-2. Czynniki wywotujace apoptoze niekoniecz-
nie indukujg stres oksydacyjny

Niektérym badaczom nie udato sie stwierdzi¢, by
poczatkowym stadiom apoptozy towarzyszyto zwiek-
szone wytwarzanie reaktywnych form tlenu uwidacz-
niajace sie jako wzmozenie szybkos$ci utleniania DCF
[62], Poréwnanie przebiegu apoptozy tymocytow
wywotanej dziataniem réznych czynnikéw wykazato,
ze o ile metyloprednizolon i tapsygargina zwiekszajg
wytwarzanie RFT we wczesnych etapach apoptozy,
o tyle etopozyd wrecz obniza produkcje RFT i pero-
ksydacje lipidéw' w poréwnaniu z komo6rkami kontrol-
nymi [147], Donoszono réwniez o obnizeniu wy-
twarzania RFT w tymocytach w nastepstwie dziatania
deksametazonu indukujgcego apoptoze [148].

IV-3. Warunki prawie anaerobowe nie zapobiega-
ja apoptozie

Jesli apoptoze wywotuje stres oksydacyjny, to nie
powinna ona zachodzi¢ w warunkach, w ktérych stres

oksydacyjny nie moze wystgpi¢c — w warunkach
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anaerobowych czy prawie anaerobowych. Obserwo-
wano wprawdzie, ze atmosfera prawie anaerobowa
(<20 ppm 0 2) hamuje apoptoze tymocytdw wywoty-
wang przez szereg czynnikdw (sieciowanie receptora T,
glukokortykoidy, jonofor Ca2+, promieniowanie joni-
zujace) [149], jednak sama ekspozycja na warunki
prawie anaerobowe moze powodowac apoptoze, kté-
rej zapobiega ekspresja genéw Bcl-2 lub Bcl-xL, lecz nie
przeciwutleniacze [150], Ekspresja genu Bcl-2 chroni
wiec przed apoptozg takze w warunkach prawie
anaerobowych. Ponadto, warunki prawie anaerobowe
(<1 ppm 0 2) przeciwdziatajg wprawdzie apoptozie
indukowanej przez czynniki utleniajgce (menadion czy
Cu2+/askorbinian), lecz nie majg wptywu na przebieg
apoptozy wywotanej przez inne czynniki (takie jak
staurosporyna czy przeciwciata przeciw antygenowi
Fas) [144]. Donoszono réwniez o hamowaniu apop-
tozy zaleznej od stymulacji antygenu Fas przez pod-
wyzszenie wewnatrzkomdrkowego stezenia anionoro-
dnika ponadtlenkowego [151].

V. Reaktywne mitochondria
a apoptoza

formy tlenu,

Szereg przestanek wskazuje na kluczowa role mito-
chondriéw w przebiegu apoptozy. Wiele czynnikéw
wywotujgcych apoptoze okazato sie powodowac nie-
specyficzne uprzepuszczalnienie btony mitochondrial-
nej (otwarcie megakanatu mitochondrialnego), a prze-
ciwdziatanie otwarciu megakanatu dziataniem takich
czynnikéw jak kwas bongkrekowy zapobiega apop-
tozie [152-154], Otwarcie megakanatu i zwigzane
z nim obnizenie (bezwzglednej wartosci) potencjatu
btonowego oraz wyptyw Ca2+ z mitochondriéw po-
przedza, zdaniem Kroemera i wsp., inne zmiany
charakterystyczne dla apoptozy takie jak kondensacja
chromatyny, fragmentacja DNA i zmiany w btonie
komoérkowej [153, 155-157]. Moze tez prowadzi¢ do
wtdérnego tworzenia duzych ilosci RFT [158], Uszko-
dzone w wyniku otwarcia megakanatu mitochondria
moga uwalnia¢ cytochrom c, ktéry wspotdziatajac
z innymi czynnikami moze aktywowaé proteaze z ro-
dziny kaspaz okreslang symbolem CPP32 (apopaine)
indukujac apoptoze [154, 159], Wczesnym etapem
apoptozy, poprzedzajagcym fragmentacje jadrowego
DNA jest (przynajmniej w przypadkach apoptozy
indukowanej dziataniem oksydantdéw) fragmentacja
mitochondrialnego DNA, rRNA i mRNA [160].
W mys$l tej koncepcji, rola RFT w apoptozie jest
dwojaka: RFT mogg indukowac niespecyficzne uprze-
puszczalnienie btony mitochondrialnej, a ten proces
moze z kolei wywotywaé wtdrng nadprodukcje RFT
w komdrce [161] (Ryc. 2). Nadekspresja genu Bcl-2
przeciwdziata nie tylko apoptozie, lecz takze niespe-
cyficznemu uprzepuszczalnieniu btony mitochondrial-
nej [154].

Stres oksydacyjny jest jednym z czynnikéw, ktore
moga~powodowac otwarcie megakanatu mitochond-
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___nego
///‘
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Ryc. 2. Koncepcja kluczowej roli mitochondriéw w indukcji apop-
tozy. RFT moga indukowa¢ niespecyficzne uprzepuszczal-
nienie btony mitochondrialnej, ktéremu przyciwdziata pro-
dukt genu Bcl-2. W nastepstwie niespecyficznego uprzepusz-
czalnienia btony mitochondrialnej moze doj$¢ do wtornej
zwiekszonej produkcji RFT.

Irialnego [157, 162] ito w dwojaki spos6b. Wykazano
listnienie dwdch centrow redoks regulujgcych otwarcie
kanatu. Jedno kontrolowane jest przez stopien utlenie-
nia uktadu dinukleotydéw nikotynoamidoadenino-
wych (NADH/NAD+ i NADPH/NADP +), drugie
natomiast zalezy od stopnia utlenienia wewnagtrzko-
morkowych tioli (czyli gtéwnie GSH/GSSG) [163].

W mysl jednej z hipotez, apoptoza wyksztatcita sie
w toku endosymbiozy prokariotycznych przodkow
mitochondriow jako proces umozliwiajgcy endosym-
biontowi zabicie komorki-zywiciela w sytuacji znacz-
nie zmniejszonego doptywu substratow dla metaboli-
zmu tlenowego, uwarunkowanego ztg kondycjg ko-
moérki [164], Inna hipoteza zaktada, ze niespecyficzne
uprzepuszczalnienie btony mitochondrialnej jest me-
chanizmem umozliwiajacym eliminacje mitochon-
driow podczas gdy apoptoza pozwala na eliminacje
komorek wytwarzajacych zbyt duze ilosci RFT [165],

Z drugiej strony, argumentujg przeciwnicy mito-
chondrialnej koncepcji apoptozy, proces ten moze by¢
indukowany takze w komdrkach nie majacych funk-
cjonalnych mitochondriéw [51, 166],

V1. Podsumowanie

Hipoteza o istotnej roli RFT w przebiegu apoptozy
ma swoich zwolennikéw i przeciwnikéw. W ekstremal-
nej formie postulowata ona, ze RFT sg posrednikami
dziatania wszystkich czynnikéw indukujgcych apop-
toze. Ta teza nie doczekata sie doSwiadczalnego popar-
cia, cho¢ liczne badania wskazaty na indukcje stresu
oksydacyjnego przez wiele czynnikéw apoptycznych
(Ryc. 3). Popularna obecnie koncepcja wigze indukcje
apoptozy z zaburzeniem funkcji gtéwnego zrédta RFT
w komdrce, jakim sg mitochondria, upatrujgc w nie-
specyficznym uprzepuszczalnieniu btony mitochon-
drialnej mechanizmu indukcji apoptozy. Zwiekszone
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A

Ré6zne czynniki inicjujace apoptoze

Ryc. 3. Rézne koncepcje roli

Faza
indukcji
apoptozy
RFT

Faza egzekucji apoptozy

B

Rézne czynniki inicjujgce apoptoze

N

RET RFT

Faza
indukcji
apoptozy

Faza egzekucji apoptozy

RFT

RFT w przebiegu apoptozy: A) RFT sa uniwersalnym wtédrnym przekaznikiem wszystkich czynnikéw

apoptycznych; B) RFT inicjujg apoptoze imoga posredniczy¢ w indukcji apoptozy przez niektére czynniki; ich zwiekszone wytwarzanie

moze tez towarzyszy¢ p6zniejszym stadiom apoptozy.

wytwarzanie RFT moze tez mie¢ miejsce w pdzniej-
szych stadiach apoptozy.
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Antyterminacja transkrypcji u bakterii i bakteriofagow

Transcription antitermination in bacteria and bacteriophages

KRYSTYNA |I. WOLSKA*

Spis tresci:

I Wstep

1. Antvterminacyjne biatka modyfikujgce polimeraze
RNA
11-1. Biatko N bakteriofaga k
11-2. Biatko Q bakteriofaga X
11-3. Antyterminacja transkrypcji operonéw rRNA

(rrn) Escherichia coli

I1l.  Antyterminacyjne biatka modyfikujgce drugorzedowg
strukture RNA

IV.  Antyterminacja transkrypcji z udziatem RNA

V. Uwagi koricowe

Wykaz stosowanych skrotéw: nut (ang. N utilization) — seg-
ment RNA konieczny do N-zaleznej antyterminacji; qut (ang.
Q utilization) — segment DNA konieczny do Q-zaleznej
antyterminacji; RAT (RNA antiterminator) drugorzedo-
wa struktura antyterminacyjna w operonach katabolicz-
nych; pz — pary zasad.

l. Wstep

Kazdy organizm, zaréwno pro-jak ieukariotyczny
dysponuje wieloma mechanizmami regulujgcymi eks-
presje gendéw. Liczna grupa tych mechanizméw zwia-
zanajest z terminacjg transkrypcji. Terminatory trans-
krypcji zlokalizowane sg nie tylko na koncach jedno-
stek transkrypcyjnych (operonéw), ale réwniez w sek-
wencjach poprzedzajacych geny strukturalne, w ob-
szarach miedzy genami a nawet w obrebie gendw.
Mozna wiec wnioskowaé a priori o koniecznosci
supresji terminacji (antyterminacji) w zaleznosci od
warunkow, w ktérych znajduje sie organizm.

Mechanizmy regulujace terminacje transkrypcji sg
inne niz mechanizmy kontrolujace inicjacje transkryp-
cji i moga wykorzystywaé takie mechanizmy jak
translacja i posttranslacyjna modyfikacja RNA. Istot-
nymi czynnikami regulacyjnymi sg réwniez biatka
antyterminacyjne, z ktérych wiekszos$é to biatka wig-
zace sie do RNA.

Kontrolna rola biatek antyterminacyjnych stanowi
temat niniejszej pracy przegladowej. Odrdzniamy dwa
podstawowe mechanizmy dziatania tych biatek: 1)
przez modyfikacje polimerazy RNA i 2) przez modyfi-
kacje drugorzedowej struktury RNA. Problemy te

*Dr hab.. Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikrobiologii,
Uniwersytet Warszawski, ul. Nowy Swiat 67, 00-046 War-
szawa
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stanowia przedmiot Kilku publikowanych ostatnio
artykutdéw. Biatka antyterminacyjne modyfikujace po-
limeraze RNA s3 szczegdtowo omowione w rozdziale
55 ostatniego wydania znakomitej pracy monograficz-
nej ,Escherichia coli and Salmonella, Cellular and
Molecular Biology” [1] oraz w artykutach [2-4].
Sposoby regulacji ekspresji genow przez zmiany dru-
gorzedowej struktury RNA sg przedstawione w pozyc-
jach [4-6].

W tym artykule nie om6éwiono regulacji transkrypcji
przez translacje. Zainteresowanych tematem odsytam
przede wszystkim do kilku prac przeglagdowych [5,
7-9], Natomiast szczegdtowe informacje zwigzane
z atenuacjg transkrypcji w poszczegdlnych operonach
mozna znalez¢ w pracach: operony bi syntezy amino-
kwasow — [10-16], operony kodujgce matg (pheS)
i duzg (pheT) podjednostke syntetazy fenyloalanylo-
-tRNA — [17, 18], operony biosyntezy pirymidyny,
pyrBl i pyrE — [19, 20], operon (3-laktamazy — [21,
22] oraz operon tryptofanazy tna — [23-25].

Il. Antyteminacyjne biatka modyfikujgce
polimeraze RNA

Antyterminacja transkrypcji z udziatem biatek mo-
dyfikujagcych polimeraze RNA stanowi podstawowy
mechanizm pozytywnej kontroli ekspresji genéw
umiarkowanego bakteriofaga X, ktdrego gospodarzem
jest Escherichia coli. Fag X koduje dwa biatka antyter-
minacyjne N i Q, dziatajace na kolejnych etapach
rozwoju faga w komdrce gospodarza [3]. Wydajny
proces antyterminacji uzalezniony jest rowniez od
aktywnoséci biatek bakteryjnych Nus [1]. Antyter-
minacja transkrypcji bakteryjnej na drodze modyfika-
cji polimerazy RNA ogranicza sie do siedmiu opero-
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TRANSKRYPCJA WCZESNA

Ryc. 1. Antyterminacja transkrypcji bakteriofaga a.

TRANSKRYPCJA POZNA

Mapa genetyczna faga ($rodek), sekwencja nutR (goéra), wptyw N i Q na antytcrminacje transkrypcji (dot).

néw E. coli kodujacych stabilne RNA (rrn). W procesie
tym biorg udziat biatka Nus ijeszcze niezidentyfikowa-
ny, by¢ moze biatkowy, czynnik [1],

II-1. Biatko N bakteriofaga X

N jest matym biatkiem zasadowym ztozonym z 107
aminokwas6w [26]. Okres jego pé6itrwania wynosi
2 do 5 min [27] a za degradacje odpowiedzialna jest
proteaza Lon [28], Fagi lambdoidalne, 21 i P22,
kodujg biatka homologiczne, ktore sg jednak niezdol-
ne do komplementacji mutacji N~ Jaga X [29, 30],
Cze$¢ N-terminalna wszystkich trzech biatek zawiera
sekwencje bogate w arginine, charakterystyczne dla
wielu pro- i eukariotycznych biatek wigzgcych RNA
[30, 31]. Antyterminacyjna aktywnos$¢ biatka N umoz-
liwia transkrypcje mRNA kodujgcych Kkilka innych
biatek fagowych w tym: cli i ctll niezbednych do
lizogenizacji, O i P koniecznych w replikacji
i Q — aktywatora cyklu litycznego (Ryc. 1) [32, 33],

Na antyterminacyjng funkcje biatka N wskazujg
nastepujgce dane eksperymentalne: 1) Mutacje N~ nie
maja wptywu na inicjacje transkrypcji w promotorach,
a wiec N nie funkcjonuje jak aktywator inicjacyjny lub
kodowany przez faga czynnik a polimerazy RNA [2],
2) Biatko N dodane do uktadu transkrypcyjnego in
vitro pozwala na wydtuzenie krétkich prawo- i lewo-
kierunkowych transkryptow za Rho-zalezne termina-
tory tU i tRL [34, 35],

N umozliwia nie tylko supresje fagowych Rho-zalez-
nych i wtasciwych (Rho-niezaleznych) terminatoréw, ale
réwniez licznych terminatoréw bakteryjnycH [36, 37],
Jedynym warunkiem antyterminacyjnej funkcji N jest
obecno$¢ miejsca nut przed suprymowanymi terminato-
rami [38, 39]. W genomie faga X zlokalizowano dwa
takie miejsca, nutL[40] inutR[41]. Funkcjonalng formg
jest nutRNA, co potwierdzajg liczne badania genetyczne
i biochemiczne [45-50], Miejsca nut zawierajg dwie
sekwencje istotne dla ich prawidtowego funkcjonowa-
nia, boxA i boxB [46, 51-53]. Sekwencje boxA wszyst-
kich bakteriofagéw lambdoidalnych sg bardzo podobne
{consensus: GCCTCTTA) [29], natomiast sekwencje
boxB r6znig sie znacznie, wszystkie jednak zachowuja
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zdolno$¢ do tworzenia drugorzedowej struktury trans-
kryptu typu ,petla i trzonek”. Struktury te sg rozpoz-
nawane przez N-koncowe, bogate w arginine domeny
biatek N\ N2L i Np22 [30], boxB faga Xjest krotka,
15-nukleotydowsg sekwencja. W wiazaniu biatka N is-
totna jest reszta guaniny wjednoniciowej petli; jakakol-
wiek zmiana tej zasady catkowicie niweluje wigzanie N.
W interakcjach biatka z boxB wazna jest réwniez
drugorzedowa struktura ,,trzonka” [54, 55],

Wydajna antyterminacja wymaga niekiedy supresji
terminatoréw znajdujacych sie w znacznej odlegtosci
od miejsca nut, ktére rozpoznaje iw ktorym wigze sie
poczatkowo biatko N. Istnieje duza ilos¢ danych
eksperymentalnych wskazujacych, ze zapetlenie trans-
kryptu umozliwia trwaly kontakt fizyczny miedzy
nutRNA a polimerazg RNA zaangazowang w proces
transkrypcji — nutRNA funkcjonuje wiec jak sekwen-
cja wzmacniajaca transkrypcje (enhancer) i umozliwia
modyfikacje polimerazy w odlegtych miejscach [49,
56], Prawdopodobnie nutRNA wigzac N zwigksza
jego miejscowe stezenie, co utatwia oddziatywania
z polimerazg RNA [2],

Modyfikacja polimerazy RNA przez biatko N wy-
maga wspotdziatania biatek Nus gospodarza: NusA,
NusB, NusE (S10) i NusG. Poczgtkowa analiza genety-
czna pozwolita zidentyfikowaé geny nusA, nusB i nusE
[57-60] a nastepne badania in vitro przy uzyciu
ekstraktow komdrkowych wykazaly bezposredni
udziat biatek kodowanych przez te geny w N-zaleznej
antyterminacji transkrypcji [44, 61-65]. PdOZniejsze
badania genetyczne oraz préba rekonstrukcji N-zalez-
nej antyterminacji in vitro w obecno$ci trzech wyzej
wymienionych biatek doprowadzita do identyfikacji
i charakterystyki jeszcze jednego biatka funkcjonujace-
go w antyterminacji, NusG [66-68],

Dane dostarczone przez kilka zespotéw badawczych
i uzyskane przy uzyciu licznych technik (zele op6z-
niajgce, chromatografia, immunoprecypitacja) staty sie
podstawg opracowania obowigzujgcego obecnie mo-
delu budowy nukleoproteinowego kompleksu antyter-
minacyjnego bakteriofaga X (Ryc. 2) [67, 69-72],
W kompleksie tym NusA posredniczy w oddziatywa-
niach N z polimerazg RNA a NusE w oddziatywaniach
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Ryc. 2. Model N-zaleznego kompleksu antyterminacyjnego bak-
teriofaga
Wg Richardsona i Greenblalla [1].
Wyttumaczenie w tekscie.

polimerazy RNA z NusB [69, 72], Wykazano réwniez
istnienie interakcji dwéch biatek z transkryptem RNA:
biatka N z sekwencja boxB, co zostalo omowione
powyzej i NusB z boxA [73], Przedstawiony opis
dotyczy tylko niektorych interakcji w kompleksie
antyterminacyjnym. W rzeczywistos$ci kazdy element
systemu oddziatuje przynajmniej z dwoma innymi
sktadnikami a poszczegblne oddziatywania biatko-
-biatko sg stabe, co pociaga za sobg koniecznos$é
wspotdziatania wielu elementéw [44, 73, 74],

Wielosktadnikowy kompleks jest trwaty i zdolny do
supresji terminatorow oddalonych o 5 a nawet o 10
tysiecy pz od miejsca nut; biatka NusB, NusE i NusG
petnig w nim role stabilizacyjng [54, 75, 76]. Niepeiny
kompleks antyterminacyjny, zawierajgcy obok N jedy-
nie NusA, ktérego formowanie zachodzi nawet w nieo-
becnosci sekwencji boxA, jest niestabilny i mato proce-
sywny. Kompleks ten jest zdolny do supresji ter-
minatorow potozonych blisko miejsca nul [47, 77].
Wykazano, ze polimeraza RNA zmodyfikowana przez
biatko N w obecnosci NusA nie przerywa polimeryza-
cji RNA w licznych miejscach genomu okres$lajgcych
przerwy transkrypcyjne a co za tym idzie charak-
teryzuje sie zwiekszong wydajnoscig elongacji [76,
77a]. Zatrzymanie elongacji jest warunkiem koniecz-
nym dla terminacji transkrypcji, a wiec supresja przerw
transkrypcyjnych wydaje sie podstawowym mechaniz-
mem antyterminacyjnej aktywnosci N [1],

I1-2. Biatko Q bakteriofaga Z
Biatko Q zapobiega terminacji w terminatorze t'R

Ryc. 3. Schemat budowy miejsca qut bakteriofaga /,

potozonym za promotorem p’R bakteriofaga X co
pozwala na wydajng transkrypcje odcinkéw kodujga-
cych tzw. ,p6zne” funkcje faga [78, 79], Antyter-
minacyjne dziatanie biatka Q, podobnie jak biatka N,
nie jest zalezne od suprymowanych terminatorow, ale
od sekwencji qut czeSciowo zachodzgcej na promotor
péznego operonu p’R(Ryc. 3) [80-85]. Tuz za promoto-
rem p’R w pozycji +16 lub +17 zlokalizowane jest
miejsce determinujgce przerwe w procesie transkrypcji
i whasnie pauzujaca polimeraza RNA moze byé mody-
fikowana przez biatko Q [81, 85-87],

W przeciwieAstwie do N, biatko Q jest przyktadem
biatka wigzacego sie z DNA a miejsce wigzania
zlokalizowane jest miedzy pozycjg -30 a + 10. Mutacje
w -13 i -15 catkowicie hamujg wigzanie Q z DNA,
natomiast mutacje w + 2 hamujag modyfikacje polime-
razy RNA przez Q [85], Zmodyfikowana polimeraza
nie jest zdolna do terminacji transkrypcji w terminato-
rach witasciwych i terminatorach Rho-zaleznych [84,
86], Ten sposdb pozytywnej regulacji transkrypcji
w'ydaje sie by¢ uniwersalny i wykorzystywany nie tylko
przez biatka N i Q, ale réwniez przez regulatory
transkrypcji eukariotycznej [88],

Q-zalezna antyterminacja transkrypcji faga X sty-
mulowana jest jedynie przez biatko NusA [86], nato-
miast biatko Q faga lambdoidalnego 82 nie wymaga
wspoétdziatania z innymi biatkami [89], Prawdopodo-
bna wydaje sie wiec mozliwos¢ bezposredniego kon-
taktu Q z polimeraza RNA [1],

Jak dotad istniejg dwie, nierozstrzygniete ekspery-
mentalnie, hipotezy tlumaczgce trwalg modyfikacje
polimerazy RNA przez biatko Q, co umozliwia supre-
sje terminatoréw odlegtych od miejsca qui. Pierwsza
hipoteza zaktada, ze kontakt polimerazy RNA iQ mo-
zliwy jest przez zapetlenie matrycy a to z kolei pozwala
rowniez na ciagly kontakt Q z sekwencjg qut: druga
hipoteza przyjmuje, ze Q odigcza sie od miejsca qut
i utrzymuje potgczenie jedynie z polimerazg RNA
podczas elongacji transkrypcji [1],

11-3. Antyterminacja transkrypcji operonow
rRNA (nn) Escherichia coli

W genomie E. coli znajduje sie siedem operondw
kodujacych stabilne RNA, ktérych ekspresjajest pozy-
tywnie regulowana przez antyterminacje transkrypcji
w Rho-zaleznych terminatorach zlokalizowanych

-40  -26
-35  miejsce wigzace Q  -10 ey 16
< pR' promotor------ miejsce przerwy
< _ miejsce qui— A transkrypcyjnej
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w obrebie operonow [90-92], W kazdym z operondéw
rrn antyterminacja zalezy od dwéch sekwencji zlokali-
zowanych miedzy promotorami P2 a suprymowanymi
terminatorami; boxA — analogicznej do odnajdywa-
nej w operonach faga X i potozonej za nig drugiej
sekwencji, jak dotad blizej niescharakteryzowanej [93,
94], Uktad antyterminacji in vitro wymaga uzycia
nieoczyszczonych ekstraktow komdérkowych inie uda-
o sie go odtworzy¢ stosujac oczyszczone biatka Nus.
Wysnuto stagd wniosek, ze antyterminacja w opero-
nach rrn zalezna jest przynajmniej od jeszcze jednego
nieznanego czynnika [95, 96].

System antyterminacji operonow bakteryjnych rrn
wykazuje daleko idace podobienstwo do N-zaleznej
antyterminacji faga X i prawdopodobnie uwarunkowa-
nych jest wytworzeniem stabilnego kompleksu pomie-
dzy polimerazg RN A a boxARNA, czterema biatkami
Nus i niezidentyfikowanym czynnikiem (czynnikami)
[1], Podstawowa réznica miedzy tymi dwoma sys-
temami polega na supresji w operonach rrn jedynie
terminatoréw Rho-zaleznych. Dwa alternatywne hipo-
tetyczne wyttumaczenia tej obserwacji zaktadaja, ze: a)
kompleks antyterminacyjny wigze biatko NusG i przez
to hamuje jego wspoétdziatanie z biatkiem Rho w ter-
minacji lub b) Rho zostaje odtgczone od kompleksu
antyterminacyjnego (przez wspétdziatanie z NusG) co
uniemozliwia jego terminacyjne funkcjonowanie [97],

I11. Antyterminacyjne biatka modyfikujace
drugorzedowg strukture RN A

Antyterminacja transkrypcji przy udziale biatek
wigzgcych RNA i modyfikujgcych jego strukture jest
opisana dla dziewieciu operondw (regulonéw) bak-
teryjnych. Osiem z nich to operony kataboliczne.
Jeden, regulon nas Klebsiella pneumoniae, koduje biat-
ko niezbedne do asymilacji azotyndéw i azotanow.
Pozytywna, regulacyjna funkcja tych biatek polega na
uniemozliwieniu utworzenia struktury terminatora co
czasami, cho¢ niekoniecznie, zwigzane jest ze stabiliza-
cja nietrwatej, alternatywnej struktury antyterminato-
ra RAT.

Tabela 1 zawiera liste i krotkg charakterystyke
systeméw antyterminacyjnych zwigzanych z modyfi-

kacja struktury RNA. Sze$¢ z tych systemdéw zostato
zidentyfikowanych w gramododatniej bakterii Bacillus
subtilis, trzy w gramujemnych bakteriach E. coli,
Pseudomonas aeruyinosa i Klebsiella pneumoniae. An-
tyterminacja transkrypcji indukowana jest przez ni-
skoczgsteczkowe zwigzki, substraty reakcji katabolicz-
nej [6], Mechanizm indukcji jest rozny, w Kilku
przypadkach zwigzany z dwusktadnikowym systemem
regulacyjnym ifosforylacja (defosforylacja) bezposred-
niego aktywatora [98],

Pie¢ pierwszych, wymienionych w tabeli, systeméw
regulacyjnych (E. coli bgl, B. subtilis sacPA, B. subtilis
sacB, B. subtilis bgl i B. subtilis lic) odznacza sie
znacznym podobieAstwem i wchodzi w skiad grupy
operondw bgl - sac. Sekwencja biatek antyterminacyj-
nych regulujgcych te operony jest homologiczna, maja
one podobng wielko$¢ i, do pewnego stopnia, zdolne sg
do wzajemnej komplementacji defektéw funkcjonal-
nych [99]. W operonach tej grupy znajdujg sie bardzo
podobne sekwencje istotne dla antyterminacji i umoz-
liwiajace utworzenie drugorzedowej struktury cha-
rakterystycznej dla antyterminatorow (RAT). Mecha-
nizm aktywacji zwigzany jest z fosforylacjg biatek
regulatorowych. To podobienstwo systeméw regula-
cyjnych operujgcych w réznych, niespokrewnionych
bakteriach $wiadczy o miedzygatunkowym, horyzon-
talnym przekazywaniu informacji genetycznej [6],

Prace Andrew Wrighta i wsp. pozwolity na
doktadne poznanie na poziomie molekularnym eks-
presji pierwszego z badanych operonéw katabolicz-
nych, bgl E. coli. Operon bgl sktada sie z trzech genow,
ktérych produkty pozwalajg na rozkitad (3-glukozy-
dow: gen bglG — kodujgcy biatko antyterminatora,
gen bglE — kodujacy biatko transportujgce (3-gluko-
zydy igen bglB — kodujacy (3-glukozydaze [100-102],
W nieobecnosci (3-glukozydow transkrypcja operonu
konczy sie w Rho-niezaleznym terminatorze (atenua-
torze) zlokalizowanym przed pierwszym genem struk-
turalnym bglG [103], drugi terminator znajduje sie
miedzy genami bglG i bglE (Ryc. 4) [102]. Terminacja
suprymowana jest przez pozytywny regulator trans-
krypcji, biatko BglG [103, 104], Brak (3-glukozydéw
powoduje, ze biatko BglF fosforyluje mata, wewnatrz-
komoérkowa ilo$¢ biatka BglG, co prowadzi do jego

Tabela 1.
Operony regulowane przez antyterminacyjne biatka wigzace mRNA
Operon (regulonj/funkcja Organizm Regulacyjne biatko Induktor antyterminacji

ielllrozktad (3-glukozydoéw E. coli BglG (3-glukozydy
saePu/rozktad sacharozy B. subtilis SacT sacharoza 1 mM
,sacb/rozktad sacharozy B. subtilis SacY sacharoza 30 mM
ielllrozktad (3-glukozydow B. subtilis LicT (3-glukozydy
lic/rozktad (3-glukozydow B. subtilis LicT tetrasacharydy
g/p/rozktad glicerolu B. subtilis GlpP glicerolo-3-fosforan
ii¢llrozktad L-histydyny B. subtilis HutP histydyna
i¢mlrozktad amidéw P. aeruginosa AmiR alifatyczne amidy
nus wykorzystanie azotynéw i azotandw K. pneumoniae NasR azotany azotyny
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inaktywacji [105-107]. Fosforylacja BglG przez BglF
zapobiega tworzeniu dimeréw zdolnych do wigzania
RNA i aktywnych w antyterminacji [108]. Obec-
no$¢ (3-glukozydéw umozliwia defosforylacje BglG
przez BglF a co za tym idzie jego dimeryzacje i
funkcjonowanie jako antyterminatora transkrypcji
[105-107], Niefosforylowane dimery BglG wigzg sie
w sekwencjach mRNA poprzedzajgcych i czeSciowo
zachodzacych na sekwencje terminatorow, zapobiega-
jac tworzeniu sie drugorzedowej struktury typu ,petla
itrzonek”. Prawdopodobnie wigzanie BglG stabilizuje
tworzenie sie alternatywnych drugorzedowych struk-
tur antyterminatorow [109, 110]. Wydaje sie, ze dwa
inne gatunki bakterii, Erwinia chryzantemii [111]
i Lactococcus lactis [112] zawierajg operony hgl
regulowane w sposob zblizony do opisanego dla E.
coli.

Regulon sac B. subtilis sktada sie z czterech opero-
noéw kodujacych biatka enzymatyczne konieczne do
wykorzystania sacharozy jako zrodta wegla i biatka
regulacyjne [113-116]. Wiodace transkrypty trzech
operondéw, sacPA, sacB i prawdopodobne sacX Y za-
wierajg sekwencje terminatoréw i czesciowo na nie
zachodzace sekwencje RAT [114, 116-118]. W obecno-
§ci sacharozy biatka antyterminacyjne, SacT i SacY,
zapobiegajg terminacji transkrypcji odpowiednio
w operonach sacPA i sacB. [113, 114, 119, 120].
Obserwowano rowniez krzyzowg stymulacje ekspresji
[121]. Aktywnos$¢ biatka SacY regulowana jest przez
biatko SacX na drodze fosforylacji/defosforylacji
[113], natomiast bardziej skomplikowany mechanizm
aktywacji SacT zwigzany jest z fosforylacjg jednego
z waznych funkcjonalnie miejsc zwanego miejsce ,,ak-

A. E bglG 9 bglF bglB
' H_

—>
B Antyterminacja
Aktywne
Fosfo- /3-glukozydy P

/3-gtukozydy

W obecnosci  ~-glukozydow
BglF defosforytuje BgIG.
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tywacyjnym” idefosforylacjg drugiego, zwanego miejs-
cem ,inaktywacyjnym” [122],

W antyterminacji operondw lic i bgl B. subtilis bierze
udziat antyterminator LicT [99, 123, 124], Biatko LicT
podobne jest do regulatoréw BglG E. coli oraz SacT
i SacY B. subtilis [99]. Szczegdty mechanizmu antyter-
minacji i aktywacji LicT majg wiele cech wspdlnych
z wyzej opisanymi systemami [6].

Regulon glp B. subtilis odpowiedzialny jest za kata-
bolizm glicerolu i glicerolo-3-fosforanu i skiada sie
z czterech operonéw; glpP, glpFK, glpD i glpTQ\ elpP
koduje biatko antyterminacyjne [125, 126, 127], W od-
cinkach liderowych operonéw glpEP, glpD i glpTQ
znajdujg sie sekwencje terminatorow funkcjonujace
przy braku indukcji operon6w (w nieobecnosci glicero-
lo-3-fosforanu) [128, 129]. Gdy glicerolo-3-fosforan
jest obecny, zaktywowane biatko GlpP antyterminuje
transkrypcje [6]. Istniejg doniesienia wskazujace,
ze biatko to nie tylko dziata jak antytermina-
tor transkrypcji, ale rowniez stabilizuje nietrwaty
mRNA glpD [130],

Antyterminacyjna kontrola w operonie hut B. sub-
tilis nie jest doktadnie poznana na poziomie molekular-
nym. Operon koduje enzymy niezbedne do kataboliz-
mu L-histydyny [131], Miedzy genami hutP a hutH
zlokalizowany jest terminator transkrypcji supresowa-
ny przez biatko terminacyjne HutP [132, 133].

Operon ami P. aeruginosa sktada sie z pieciu gendw
i determinuje rozkiad alifatycznych amidow [134,
135], Miedzy pierwszym (amiE)adrugim (amiB)genem
struktury znajduje sie terminator transkrypcji, ktorego
supresja wymaga aktywnosci biatka antyterminacyj-
nego AmiR [136, 137], AmiR jest negatywnie regulo-

Ryc. 4. Regulacja operonu hep E. coli.
Schemat organizacji operonu

orf i wzory jego transkrypcji (A).
— model kontroli antyterminacyj-
nej (B).
>
Terminacja

(Bgui)-!- (Bgui) Nieaktywne

Ostony

W nieobecnosci
0-glukozydoéw BglF
fosforyluje BglG.
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wany przez biatko AmiC — dwa biatka tworzg nieak-
tywny antyterminacyjnie kompleks. Niskoczgsteczko-
wy induktor (acetamid) powoduje dysocjacje kom-
pleksu AmiC-AmiR i uwolnienie AmiR, tym samym
stymulujac antyterminacje [137].

Pozytywna regulacja ekspresji regulonu nas, umoz-
liwiajgcego asymilacje azotynéw i azotanow jako
jedynego zrodta azotu w warunkach tlenowych, przy-
pomina opisang wyzej kontrole operonéw katabo-
licznych [138, 139]. W sekwencjach liderowych gtéw-
nego operonu nasF znajduje sie terminator tran-
skrypcji, w ktérego supresji bierze udziat biatko
antyterminacyjne NasR aktywowane przez azotyny
i azotany [140, 141].

IV. Antyterminacja transkrypcji z udziatem
tRNA

Transkrypcja przynajmniej 18 genéw i operondéw
kodujgcych syntetazy aminoacylo-tRNA oraz enzymy
zwigzane z biosyntezg niektérych aminokwaséw w bak-
teriach gramododatnich kontrolowana jest przez an-
tyterminacje [142, 143]. Liderowe odcinki tych opero-
noéw zawierajg trzy kolejne struktury typu ,petla
i trzonek” oznaczone I, Il i Ill, po ktérych nastepuje
silnie konserwowana sekwencja ztozona z 14 pzT( -
-box) oraz drugorzedowa struktura terminatora [143],
Niesparowane trzy zasady stanowigce kodon odpo-
wiedniego aminokwasu zlokalizowane sg w wybrzu-
szeniu struktury 1 (S).

puzo |
TYR

TYR =
II Il

Ryc. 5. Model antyterminacji z udzialem tRNA (na przyktadzie
operonu tyrS).
Wyttumaczenie w tekscie.

Terminacja

I I

Anfyfermindc ja
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Znaczenie tej rozbudowanej struktury dla antyter-
minacji wykazano badajgc operony tyrS [145-147],
ik-leu [148] i thrS [149], W kazdym z odcinkow
liderowych istnieje mozliwo$¢ utworzenia struktury
antyterminatora, w ktérej segment T, z wyjatkiem
siedmiu $rodkowych zasad tworzgcych wybrzuszenie,
sparowany jest z 5' segmentem wchodzgcym w skiad
terminatora [143], Struktura terminacyjna stabilizo-
wana jest przez nie aminoacylowany tRNA, ktéry
wigze sie do dwdch wybrzuszen — w strukturze 1 oraz
w antyterminatorze (Ryc. 5A). Aminoacylowany
tRNA nie wigze sie z antykodonem umiejscowionym
w strukturze I, co umozliwia utworzenie drugorzedo-
wej struktury terminatora (Ryc. 5B) [143]. Czynnikiem
indukujgcym antyterminacje danego operonu jest wiec
niedob6r odpowiedniego aminokwasu [147-149],

V. Uwagi konicowe

Regulacja na etapie terminacji transkrypcji wydaje
sie mie¢ podstawowe znaczenie w ekspresji genéw bak-
teryjnych i bakteriofagowych. Mozna wymieni¢ caty
wachlarz czynnikéw, ktére potencjalnie podlegaja tej
regulacji, w tym: polimeraza RNA, biatka wigzace sie
z RNA, rybosomy zaangazowane w proces translacji,
czynniki terminacyjne, transkrypty jako takie [5].

Strategie regulacji przez modyfikacje polimerazy
RNA, nazwane przez Richardsona i Greenb-
la 11 a ,procesywnymi”, majg znaczenie og6lne. Stra-
tegie wykorzystujgce modyfikacje struktury transkryp-
tu dziatajg lokalnie, w obrebie jednego operonu lub
regulonu. Ich r6znorodno$¢ pozwala podejrzewac, ze
istnieje cata grupa jeszcze nie odkrytych mechanizméw
tego typu regulaciji.

Jak dotad, znane sg tylko nieliczne przykiady an-
tyterminacyjnej kontroli transkrypcji w organizmach
wyzszych iich wirusach. Stosunkowo dobrze zbadany
mechanizm antyterminacyjnego dziatania biatka TAR
wirusa HIV-1 ma wiele cech wspo6lnych z N-zalezna
antyterminacjg faga X [88].

Artykut otrzymano 11 wrze$nia 1997 r.
Zaakceptowano do druku 8 grudnia 1997 r.
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Kontrolowana ekspresja egzogennych genow w komaorkach

ssakow

Controlled expression of exogenous genes in mammalian cells

JACEK JAWORSKI*

Spis tresci:

I Wstep
11. Represory, transaktywatory i sekwencje operatorowe
tetO
I1-1 Transaktywator tetracyklinowy
11-2 Odwrotny transaktywator tetracyklinowy
11-3 tTA, rtTA i zwierzeta transgeniczne
11-4 Warianty systemu tetracyklinowego
I11.  Nowe spojrzenie na hormony sterydowe
I11-1 Ekdyzon
111-2 RU486
IV. Chemiczne induktory dimeryzacji
V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotéw; AP-1 (ang. activator protein 1)

biatko aktywatorowe 1, CAT  acetylotransferaza chlor-
amfenikolu; CID (ang. chemical inducer of dimerization)
— chemiczny induktor dimeryzacji; CMVE1 promotor
wczesny cytomegalowirusa; ECR — receptor ekdyzonu; ERE
(ang. estrogen responsive element) — sekwencja wigzaca
receptor estrogenu; GAL4  czynnik transkrypcyjny GAL4
z S. cerevisiae: GRE (ang; glucocorticoid responsive element)
—sekwencja wigzgca receptor glukokortykoidu; HSV - wi-
rus opryszczki; IL-2 interleukina 2; IRES (ang. ribosome
internal entry site): LexA — biatko LexA E. coli: MMTV

wirus mysiej biataczki Maloneya; rtTA — odwrotny
transaktywator tetracyklinowy; RXR receptor retinoidu
X; Spl — czynnik transkrypcyjny Spl; tetO sekwencja
operatorowa operonu tetracyklinowego; tetR receptor
teracykliny E. coli: TnlO — transpozon 10 E. coli: tTA

transaktywator tetracyklinowy; USP produkt genu
ultraspiracle.

I. Wstep

Wprowadzenie do komdérek gendw kodujgcych biat-
ka prawidtowe lub zmutowane jest szeroko wykorzys-
tywane w ciggu ostatnich dwudziestu lat zaréwno
w badaniach podstawowych, jak i stosowanych bio-
logii molekularnej. Bardzo czesto wazne jest, aby ich
ekspresje mozna byto regulowa¢ tak czasowo jak
i przestrzennie. O ile w przypadku prostych organiz-
moéw, takich jak bakterie [1], czy drozdze [2], udato sie
znalez¢ zadowalajgce rozwigzania, o tyle w przypadku
komorek ssaczych wcigz trwajg poszukiwania wias-
ciwego systemu. Probowano kontrolowac ekspresje

*Mgr, Pracownia Neurobiologii Molekularnej, Zaktad
Neurobiologii Molekularnej i Komoérkowej, Instytut Bio-
logii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa.

40

Contents:

l. Introduction
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I1-1 Tetracycline transactivator
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111-2 RU486
IV.  Chemical inducers of dimerization
V. Concluding remarks

wprowadzonych genéw przy uzyciu szoku cieplnego,
steroidow lub metali ciezkich [3], Niestety wszystkie
wymienione metody miaty trzy istotne wady:

» efekty toksyczne wywotywane przez induktor,

» plejotropowe efekty induktora wywotywane
w komoérce, wynikajace z aktywacji, réwniez
innych genéw niz wprowadzony,

e wysoki poziom ekspresji badanego genu w wa-
runkach braku indukcji (poziom podstawowy).

Wydaje sie, ze ostatnio znaleziono rozwigzania,

ktére sg bardziej satysfakcjonujgce i co wazniejsze
sprawdzity sie tak in vitro, jak i in vivo [45]. Sa to
systemy oparte o: 1) elementy regulatorowe pochodza-
ce z operonow organizméw prokariotycznych: tet-
racyklinowego i laktozowego z E. coli: 2) hormony
sterydowe owadéw — (ekdyzon); 3) syntetyczne sub-
stancje chemiczne. Charakteryzuja sie one brakiem
wplywu na organizmy ssakoéw, niskag podstawowg
ekspresjg badanego genu, wysokim poziomem induk-
cji. Stwarzajg one mozliwosci wigczania i wytgczania
ekspresji oraz utrzymywania jej na $cisle zdefiniowa-
nym poziomie. Intencjg tego artykutu jest przedstawie-
nie najnowszych rozwigzan, pozwalajacych na Scistg
kontrole ekspresji genéw wprowadzonych do komé-
rek ssakow.

Il. Represory, transaktywatory i sekwencje
operatorowe tetO

Specyficzng cecha ekspresji gendw u bakterii jest
organizacja gendw w operony. Sg to jednostki trans-
krypcji, w ktérych zebrane sg geny kodujace biatka
zaangazowane w reakcje danego szlaku metabolicz-
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nego. Znajdujga sie one pod kontrolg wspolnego regio-
nu regulatorowego i daja w wyniku transkrypcji
policistronowe RNA. Wspomniany region regulacyjny
petni role wiacznika lub wytacznika, do ktérego przy-
taczaja sie produkty genéw regulatorowych. W komar-
kach sg one produkowane niezaleznie od ekspresji
regulowanych przez siebie operondw, a ich zdolnos¢
wigzania sie z sekwencja regulatorowg jest najczesciej
zwigzana z obecnos$cig niskoczasteczkowego efektora.
Jako przykiad mozna podaé operon tetracyklinowy
bakterii E. coli. W jego sktad wchodzg geny znajdujace
sie na transpozonie TnlO, warunkujace oporno$¢ bak-
terii na tetracykline. W warunkach braku tego an-
tybiotyku w Srodowisku represor operonu (tetR) wigze
sie z sekwencjg regulatorowg (tetO) uniemozliwiajac
transkrypcje genéw operonu. Natomiast w obecnos$ci
tetracykliny nastepuje jej wigzanie do biatka tetR.
Kompleks represora i antybiotyku nie moze przyta-
czy¢ sie do sekwencji regulatorowej, co umozliwia
ekspresje gendéw zwigzanych z opornoscig na tetracyk-

ling (Ryc. 1) [6],
I1-1. Transaktywator tetracyklinowy

Poczatkowo do kontroli transkrypcji genéw wpro-
wadzonych do komdrek ssakéw wykorzystywano ele-
menty operonu laktozowego E. coli [7-10], Réwno-
cze$nie pokazano, ze przy uzyciu analogicznych ele-
mentéw operonu tetracyklinowego mozna kontrolo-
wac ekspresje genéw w komdrkach roslin [11]. Opie-
rajagc sie o te dwa fakty Bujard i wsp. [6] skon-
struowali biatko fuzyjne bedace czynnikiem transkryp-
cyjnym zaleznym od obecnosci tetracykliny, tzw.
transaktywator tetracyklinowy (tTA). Sktadato sie ono
z represora operonu tetracykliny i z C-terminalnej
domeny biatka VP16 pochodzgcego z wirusa oprysz-
czki (Herpes simplex, HSV). Biatko VP 16 jest znanym
aktywatorem transkrypcji genéw wirusowych podczas
infekcji. Gen kodujgcy tTA umieszczono pod kont-
rolg wczesnego promotora cytomegalowirusa (tzw.

gen tetR

- tetracyklina

X
>

X Y
tetO  geny operonu tetracyklinowego

tetR

CMVEL). Jednocze$nie skonstruowano drugi wektor,
w ktdrym sekwencja genu reporterowego (lucyferazy)
byta poprzedzona sekwencjami: TATA z promotora
CMVE1l (promotor minimalny) i operatorowg tetO
(doSwiadczalnie ustalono, ze najwydajniejszg ekspresje
uzyskiwano umieszczajgc siedem takich sekwencji re-
gulatorowych) — tzw. promotor PhOW*_v Wiasciwo-
Sci tak skonstruowanego uktadu sprawdzano w koma@-
rkach Hela, ktore transfekowano DNA kodujacym
transaktywator tetracyklinowy (tTA) i plazmidem z se-
kwencjg genu kodujacego lucyferaze pod kontrolg
promotora PhOW*-i - Gdy hodowano transfekowane
komdrki w obecnosci tetracykliny, stwierdzano bar-
dzo niskg aktywnos$¢ lucyferazy. Przeniesienie hodowli
na podfoze nie zawierajgce antybiotyku, powodowato
znaczny wzrost aktywnosci lucyferazy. Schemat dzia-
tania transaktywatora tetracyklinowego przedstawia
rycina 2A. Maksymalna indukcja transkrypcji rzedu
105 byta osiggana po ok. 24 godzinach od usuniecia
tetracykliny. Ponowne dodanie do hodowli tetracyk-
liny powodowato spadek aktywnosci lucyferazy do
poziomu podstawowego w czasie ok. 12 godzin.

11-2. Odwrotny transaktywator tetracyklinowy

W 1996r.Gossen i Bujard [12] skonstruowali
biatko fuzyjne o whasciwos$ciach przeciwnych do orygi-
nalnego tTA. Tzw. odwrotny transaktywator (rtTA)
ma zmienione cztery aminokwasy w czesci pochodzg-
cej z tetR i aktywuje transkrypcje w obecnosci an-
tybiotyku. Schemat dziatania odwrotnego transak-
tywatora przedstawiono na rycinie 2B. W pordwnaniu
ztTA wykazuje on nizszy poziom indukcji aktywnosci
lucyferazy w hodowlach komdérkowych, bo tylko 1000-
-krotny po 24 godzinach. Waznym elementem tego
uktadu jest rodzaj stosowanego analogu tetracykliny.
Przetestowano pie¢ réznych zwiazkéw: tetracykling,
oksytetracykline, chlorotetracykling, anhydrotetracy-
kline oraz doksycykline. Maksymalng indukcje otrzy-
mano podajagc dwa ostatnie. Pozostate zwigzki byty

tet$

# .
N e +tetracyklina

tetR X

Cizzzrt ........ X X t Y

tetO  geny operonu tetracyklinowego

Ryc. 1. Schemat dziatania operonu tetracyklinowego E. coli. Produkt genu tetR jest produkowany stale. Gdy w $rodowisku brak tetracykliny,
taczy sie on z sekwencja tetO, umozliwiajac transkrypcje genéw operonu. Gdy tetracyklinajest obecna wigze sie ona z biatkiem tetR. Taki
kompleks nie moze przytaczy¢ sie do sekwencji tetO, co umozliwia zajscie transkrypcji genéw warunkujacych oporno$¢ bakterii na

tetracykling. X, Y — schematyczne oznaczenie genéw operonu.
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Ryc. 2. Schemat systemu tetraeyklinowcgo wykorzystujagcego A) transaktywator i B) odwrotny transaktywator. Objasnienia w tekscie: tTA
transaktywator tetracyklinowy; rtTA — odwrotny transaktywator tetracyklinowy; TC — tetracyklina; P — promotor
konstytuowany; tctO — sekwencja operatorowa operonu tetraeyklinowcgo; TATA — sekwencja TATA.

duzo stabszymi induktorami. Dodatkowgq zaletg dok-
sycykliny jest fakt, iz bedgc silniejszym induktorem ma
mniejsze niz tetracyklina toksyczne dziatanie na or-
ganizmy ssakow.

11-3. tTA, rtTA i zwierzeta transgeniczne

System tetracyklinowy poddano takze badaniom
w uktadach in vivo. Zesp6t Bujarda wprowadzit
linie myszy transgenicznych, u ktérej ekspresja bada-
nego genu byta zalezna od transaktywatora tetracyk-
linowego [13]. Do jednej linii myszy wprowadzono
gen kodujacy transaktywator, do drugiej za$ gen
kodujacy lucyferaze umieszczony pod kontrolg mini-
malnego promotora PhOW* -1- Myszy takie krzyzowa-
no ze sobg otrzymujac podwdjnie transgeniczng linie
posiadajgca obie sekwencje. Wykazano, ze aktywnos$¢
lucyferazy w poszczeg6lnych tkankach byta bardzo
niska jesli transgeniczne myszy mialy podawana dok-
sycykline, za$ ulegata indukcji gdy antybiotyk nie byt
obecny w ciele zwierzat. Poziom podstawowy ekspresji

42

genu reporterowego i stopieh indukcji byty zréznico-
wane w zalezno$ci od rodzaju tkanki. Najwiekszg
indukcje uzyskano w komdrkach skory, miesni uda,
jezyka (ponad 100-razy). Nie stwierdzono aktywacji
w watrobie.

W nastepnej pracy Buj ard i wsp. [14] wykorzys-
tali nowo wprowadzone linie podwojnie transgenicz-
nych myszy, o duzo nizszym podstawowym poziomie
ekspresji genu reporterowego (lucyferazy). Jako induk-
tor zastosowano doksycykling. Maksymalng indukcje
aktywnosci lucyferazy uzyskano w komorkach trzus-
tki (ok. 10000 razy) a nieco nizszg w nerkach izotgdku.
Nie stwierdzono ekspresji w watrobie, ptucach i lim-
focytach, czego powodem byto zapewne to, ze nie
dziata w nich promotor CMVELl i poprzedzajacy
sekwencje kodujgcg tTA. Ci sami badacze uzyskali
ekspresje w komérkach watroby gdy zamieniono
powyzszy promotor na tkankowo specyficzny [14].

Czas potrzebny do aktywacji i inaktywacji ekspresji
transgenéw w uktadzie tetracyklinowym badano
w dos$é nietypowym doswiadczeniu, wykorzystujacym
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Ryc. 3. Schemat uzycia wspé6lnego regionu regulatorowego tetO do jednoczesnej regulacji ekspresji dwéch réznych genéw; /e/R-VP16
transaktywator tetracyklinowy; RNA Poll — RNA polimeraza IlI; Pmin 1i Pmin2 — promotory minimalne; geny X iY —geny. ktérych

ekspresja jest kontrolowana przez region tetO.

fakt, ze miesnie szkieletowe moga by¢ transfekowane
przez bezposrednie wstrzykniecie do nich DNA (tzw.
»hagiego” DNA, gdyz nie uzywa sie w tym celu
zadnego rodzaju nos$nika np. liposoméw lub wektoréw
wirusowych). Wektory zawierajgce sekwencje DNA
kodujgce: transaktywator i gen lucyferazy pod kont-
rolag promotora PhOW*-i’ wstrzyknieto do miesni
szkieletowych myszy [15]. Tetracykling podawano im
w wodzie pitnej albo dootrzewnowo. Pokazano, ze
sze$¢ godzin po usunieciu antybiotyku z wody poda-
wanej zwierzetom do picia, mozna byto wykry¢ aktyw-
nos¢ lucyferazy, a maksymalny jej poziom byt osiggany
po 7 dniach.

Bujard i wsp. [14] uzyskali rowniez myszy
transgeniczne produkujgce odwrotny transaktywator.
Zasada konstrukcji podwdjnie transgenicznych my-
sich szczepdw byta podobna, do omowionej wczesniej,
ztgjednak réznica, ze jedna z linii posiadata sekwencje
kodujacg rtTA zintegrowang z genomem. Po podaniu
doksycykliny, u podwéjnie transgenicznych osobni-
kéw (zawierajacych tez gen reporterowy) obserwowa-
no indukcje aktywnosci lucyferazy juz po 4 godzinach,
za$ maksymalng po 24. Najwyzsza indukcje (okoto
10000 razy) stwierdzono w komérkach trzustki. Eks-

[ R NS

| tet0 [ Paw | |

GenX

presji nie stwierdzono w watrobie, pitucach, moézgu
i limfocytach.

I1-4. Warianty systemu tetracyklinowego

Istnieje wiele wariantow wykorzystujacych do ak-
tywacji transkrypcji tTA. Jednym z ciekawszych po-
mystow jest wykorzystanie wspdlnego regionu regula-
torowego (tetO)y dla dwoch réznych genéw znaj-
dujacych sie pod kontrolg minimalnych promotorow
po przeciwlegtych stronach sekwencji operatorowej
(Ryc. 3) [16]. Umozliwia to np. rGwnoczesng kontrole
ekspresji genéw: badanego i markerowego lub dwéch
réznych podjednostek w przypadku biatek ztozonych.

Innym, ciekawym pomystem jest uktad samoregulu-
jacy, w ktérym gen kodujacy transaktywator zajmuje
sie kontrolg promotora PhOMV*_i-[17, 18]. Pozwala to
na uzyskanie wiekszej ilosci transaktywatora niz
w uktadach stale go produkujgcych. Uwaza sie bo-
wiem, ze niskie stezenie tTA w komdrkach jest naj-
prawdopodobniej zwigzane z toksycznym wpitywem
C-terminalnej domeny biatka VP16 [19]. Dlatego tez,
przy ciagtej produkcji tTA przezywajg tylko te komo-
rki lub zwierzeta transgeniczne, ktore nie osiagajg

[ ‘ VH te‘R“\‘
| produkt X 16|
tTA
(IRES [ 4w | VP16
P
tTA
VIRES | gr VP16

Ryc. 4. Schemat dziatania uktadu tetracyklinowego w wariancie autoregulacyjnym. Gen kodujacy transaktywator tetracyklinowy znajduje sie
pod kontrolg promotora, na ktéry oddziatuje. W przypadku braku tetracykliny — rys. gérny — zachodzi wysoka ekspresja obu
kontrolowanych genéw. W obecno$¢ tetracykliny — rys. dolny — nastepuje znaczne obnizenie poziomu ekspresji; ictR-VP16
— transaktywator tetracyklinowy; tetO — sekwencja operatorowa operonu tetracyklinowego; Pmin — promotor minimalny; IRES
— sekwencja umozliwiajgca przytaczenie rybosomoéw; RNAPolll — RNA polimeraza II.
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krytycznego stezenia transaktywatora. Autoregulacja
pozwala na uzyskanie wiekszych ilosci transaktywato-
ra w momencie indukcji.

Kolejnym pomystem jest uzycie pojedynczego wek-
tora retrowirusowego. Wykorzystany jest tu element
zwany IRES (ang. internal ribosome entry site) wsta-
wiony pomiedzy gen reporterowy znajdujacy sie pod
kontrolg promotora PhOMV*-i i genem kodujgcym
transaktywator tetracyklinowy (Ryc. 4) [18]. Zaktada
sie, ze podobnie jak w poprzednio opisanym autore-
gulowanym systemie, wystepowanie pewnego podsta-
wowego poziomu transkrypcji i powstanie tTA. Po
podaniu tetracykliny nastepuje indukcja ekspresji,
w wyniku ktérej powstaje duzo wieksza ilo$¢ tego
policistronowego transkryptu. Efektem jego translacji
sg: biatka genu reporterowego i tTA.

System tetracyklinowy jest obecnie czesto wykorzy-
stywany. Zaczgt by¢ uzywany do badania udziatu
konkretnych biatek w procesach komoérkowych tak
w hodowli jak i z wykorzystaniem zwierzat trans-
genicznych. System ten znalazt zastosowanie w bada-
niu procesu onkogenezy [20-22], plastycznosci ko-
morek uktadu nerwowego [23], czy cyklu komor-
kowego [24],

I1l. Nowe spojrzenie na hormony sterydowe

Mimo, podkreslanych we wstepie, wad hormonéw
sterydowych uzywanych jako induktorow ekspresji,
wcigz nie stabnie zainteresowanie ich wykorzystaniem.
Przyczyna sa ich zalety takie jak: zdolno$¢ przenikania
przez btony biologiczne bez posrednictwa skompliko-
wanego systemu przekaznictwa sygnatu od btony do
jadra komérkowego oraz szybko$¢ dziatania. Wynika
to z mechanizmu w jaki dziataja hormony sterydowe.
Whnikajg one do cytoplazmy gdzie taczg sie ze swoimi
receptorami bedacymi zarazem czynnikami traskryp-
cyjnymi zaleznymi od liganda. Zwigzany z hormonem
receptor ma zdolno$¢ wniknigcia do jadra komor-
kowego i aktywacji transkrypcji tych gendéw, ktoére
posiadajg sekwencje rozpoznawcze przez dany ak-
tywator. Podstawowg wadg sterydéw jako induk-
torow byt fakt ich powszechnego wystepowania oraz
wszechstronnego wptywu jaki majg na komérki wy-
zszych kregowcéw. Znaleziono jednakze dwa roz-
wigzania:

1 uzycie hormondéw i ich receptoréw, ktdre nie
oddziatujg na komorke, do ktérej wprowadzamy in-
teresujgcy nas gen (np. owadzi hormon sterydowy
— ekdyzon).

2. zmodyfikowanie wystepujgcych naturalnie recep-
torow tak aby byly rozpoznawane tylko i wytgcznie
przez syntetyczne pochodne hormonéw sterydowych
majace niklty wptyw na komadrki ssakdw.

I11-1. Ekdyzon
Ekdyzon jest typowym hormonem sterydowym,
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wystepujacym powszechnie u owad6w. Jest on zaan-
gazowany w proces ich metamorfozy. Po wniknieciu
do cytoplazmy #3czy sie ze swoim receptorem (F.cR)
bedagcym czynnikiem transkrypcyjnym. Ten ostatni
wigze sie z sekwencjg EcCRE (ang. ecdysone responsive
element) jako heterodimer w parze z produktem genu
USP [25], Z punktu widzenia dalszych rozwazan
warto zaznaczy¢, ze biatko USP jest homologiem
receptora X retinoidu (RXR), ktéry jest sktadnikiem
heterodimeréw receptoré6w hormonéw sterydowych
w komorkach wyzszych kregowcéw [26],

Pierwsze proby z uzyciem ekdyzonu do kontroli
ekspresji genéw w komdrkach ssaczych udowodnity
funkcjonalno$¢ tego systemu. Christopher son
i wsp. [27] badali aktywacje ekspresji genu repor-
terowego — acetylotransferazy chloramfenikolu
(CAT), znajdujgcego sie pod kontrolg promotora
wirusa mysiej biataczki Moloneya (MMTV) poprze-
dzonego czterokrotnym powtérzeniem sekwencji wig-
zacej receptor ekdyzonu. Gen ten zostal wprowadzony
do komorek linii 293 réwnocze$nie z plazmidem
warunkujgcym produkcje EcR. Testowano wplyw
réznych pochodnych ekdyzonu na poziom aktywacji
ekspresji genu CAT. Stwierdzono, ze w komaorkach
ssakéw tylko ponasteron A oraz muristeron A wigza
sie z ECR w spos6b umozliwiajacy indukcje transkryp-
cji genu reporterowego. Jednocze$nie stwierdzono, ze
obie substancje nie aktywujg ekspresji genu repor-
terowego jesli sekwencja promotorowa jest poprze-
dzona przez element rozpoznawany przez receptor
glukokordykoidu (GRE) lub estrogenu (ERE). W dal-
szych eksperymentach wykluczono aktywacje genu
CAT poprzedzonego sekwencjami EcCRE przez wy-
stepujace najczesciej u ssakobw hormony sterydowe.
Robertson i wsp. [27] dowiedli, ze poprzez
zamiane domeny aktywujgcej transkrypcje z oryginal-
nej dla receptora ekdyzonu na VP 16 mozna zwigkszy¢
poziom produkcji CAT dziesieciokrotnie.

Stwierdzono réwniez, iz wymiana sekwencji wigza-
cej DNA na pochodzacyg z bakteryjnego biatka LexA,
oraz jednoczesne wprowadzenie do komorek genu
reporterowego, ktérego promotor poprzedzony byt
przez sekwencje rozpoznawang przez LexA, nie zmie-
nia zdolnosci regulacji takiego uktadu przez ekdyzon.
Daje to mozliwos$é stworzenia catej rodziny transak-
tywatoréw regulowanych przez ekdyzon, a rozpoz-
najacych rozne sekwencje w DNA.

Ekdyzon jako aktywator ekspresji genéw wprowa-
dzajacych do komorek ssaczych zastosowali N o
i wsp. [25]. Uzyto w tym celu systemu sktadajgcego
sie z trzech elementéow (patrz Ryc. 5), ktdre muszg
zosta¢ wprowadzone do komorki. Pierwszym z nich
jest gen kodujacy zmodyfikowany receptor ekdyzonu.
Drugim, gen warunkujgcy ekspresje wspomnianego
wczesniej homologu biatka USP czyli RXR. Trzecim
za$ interesujacy nas gen, znajdujacy sie pod kontrolg
minimalnego promotora poprzedzonego, przez sek-
wencje rozpoznawang przez powstajacy heterodimer.
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Ryc. 5. Schemat systemu wykorzystujagcego do kontroli ekspresji genéw wprowadzonych do komérek ssakéw pochodne ekdyzonu (muristeron);
w obecnos$ci muristeronu zachodzi aktywacja transkrypcji genu X; RXR — receptor retinoidu X; VpEcR — zmodyfikowany receptor
ekdyzonu (objasnienia w tekscie); P — dowolny promotor: Pmin — promotor minimalny: EcCRE — sekwencja rozpoznawana przez

VpEcR.

W pierwszych eksperymentach wykorzystywano nie-
zmodyfikowany EcR oraz USP. Po dodaniu muris-
teronu A otrzymano 3-krotng indukcje ekspresji p-ga-
laktozydazy. W celu zwigkszenia poziomu indukcji
wprowadzono liczne zmiany. Wymieniono domene
aktywujacg transkrypcje na C-terminalng czes¢ VP 16.
Nastepnie zamieniono gen kodujgcy USP na RXR. Do
obszaru regulatorowego poprzedzajagcego gen repor-
terowy dodano sekwencje wigzgce czynnik transkryp-
cyjny Spl. Ostatecznie, podwyzszono indukcje po
podaniu muristeronu A, z 3 razy do 20 tysiecy. Do-
datkowa zmiang zapobiegajaca wigzaniu sie do ECRE
innych czynnikdw transkrypcyjnych byto zmienienie
tej sekwencji tak, by byta ona rozpoznawana tylko
przez domene wigzagcg DNA pochodzacag z receptora
ekdyzonu zawierajgcg trzy zmutowane aminokwasy.
Ustalono, ze w linii komérkowej (CV-1), do ktorej
wprowadzono te trzy elementy, 100-krotna indukcja
osiggana jest po 3 godzinach, 1000-krotna po 8 godzi-
nach, natomiast maksymalna 20000-krotna po 20
godzinach od podania hormonu do pozywki.

System ten testowano takze in vivo. Wyprowadzono
dwie linie zwierzat transgenicznych. Pierwsza z nich
niosta transgeny kodujgce tran aktywator oraz RXR
pod kontrolg promotora specyficznego dla limfocytow
T. Druga zawierata gen reporterowy pod kontrolg
opisanych powyzej sekwencji regulatorowych. Zwie-
rzeta pochodzgce z obu linii skrzyzowano ze sobg
uzyskujac osobniki podwdéjnie transgeniczne, u kté-
rych zachodzita aktywacja badanego genu zalezna od
podania muristeronu jak i specyficzna tkankowo.

System ten ma jednak swoje wady. Nadekspresja
biatka RXR prawdopodobnie nie pozostaje bez wpty-
wu na cze$¢ procesow komérkowych. Warto wspo-
mnie¢ tylko fakt hamujgcego wptywu RXR na dziata-
nie tak powszechnego czynnika transkrypcyjnego ja-
kim jest AP-1 [28]. Postulowane zaangazowanie AP-1
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W procesy np. uczenia sie, powstawania pamieci czy
apoptozy powoduje, ze do wynikéw otrzymanych przy
uzyciu powyzszego systemu, a dotyczgcych tych wias-
nie procesow, trzeba bedzie podchodzi¢ ze szczegblng
ostroznoscia.

[1-2. RUA486

RU486 jest antagonistg progesteronu. Stanowi on
bardzo dobry iciekawy przykiad wykorzystania niety-
powych hormonow sterydowych jako induktorow
transkrypcji gendw wprowadzonych do komérek ssa-
czych. Wykorzystano fakt, ze mutant ludzkiego recep-
tora progesteronu — hPRB891 — nie posiada zdolno-
§ci wigzania progesteronu ani innych endogennych
hormonoéw [29]. Jednak to pozbawione 42 amino-
kwaséw w C-koncowej domenie biatko jest w stanie
wigzac¢ wiasnie RU486. Co dziwniejsze, mimo tego, iz
RU486 jest antagonistg progesteronu to zmutowany
receptor zwigzany z tym ligandem ma zdolno$¢ ak-
tywowania transkrypcji genéw posiadajgcych sekwen-
cje, z ktérg moze sie zwiazaé. Wykorzystujagc domeno-
wag strukture receptorow sterydowych, O "Malley
i wsp. [30] skonstruowali biatko o charakterze
transaktywatora, zdolnego do aktywacji ekspresji ge-
néw po przytgczeniu RU486. Oprécz domeny wigzacej
ligand w skiad biatka wchodzit fragment drozdzowego
czynnika transkrypcyjnego GAL4 (zawierajagcy dome-
ny odpowiedzialne za wigzanie sie do DNA, dimeryza-
cje oraz lokalizacje jadrowg), oraz domena aktywujgca
transkrypcje biatka VP16. Dodatkowo skonstruowa-
no plazmid ztozony z genu reporterowego CAT po-
przedzonego sekwencje TATA pochodzgcg z promo-
tora genu E1B adenowirusa oraz cztery powtdrzenia
sekwencji, do ktorej wigze sie GAL4. DNA obu
plazmidéw wprowadzono jednocze$nie do komoérek
CV-1w hodowli in vitro. W efekcie podania do podtoza
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Ryc. 6. Schemat wykorzystania syntetycznych ligandéw dimeryzacji (C'1D) do kontroli ekspresji genéw wprowadzonych do komérki; A) niski
poziom transkrypcji genu X gdy brak CID B) wydajna transkrypcja genu X po podaniu CID. Nastepuje potaczenie domeny wigzacej
DNA iaktywujacej transkrypcje; GAL4 — domena wigzaca DNA zdrozdzowego biatka GAL4; VP16-C — terminalna domena biatka
VP16 wirusa opryszczki; RNAPolll — RNA polimeraza Il; TATA — sekwencja TATA.

hodowlanego RU486 uzyskano 50-krotng indukcje
aktywnosci CAT. Maksymalng aktywacje osiggano po
8 godzinach od podania induktora. Sprawnos$é tego
systemu potwierdzono réwniez in vivo. Trzeba pod-
kresli¢, ze RU486 byto w tych eksperymentach poda-
wane w dawce nie powodujgcej ujawniania sie jego
efektu antagonistycznego wzgledem progesteronu
oraz glukokortykoidéw i w 1000-krotnie nizszej niz
potrzeba do wywotania aborcji. Wiadomo jednak, ze
RU486 moze wywieraé wptyw na czynnik transkryp-
cyjny AP-1 [28], czego konsekwencje omawiano juz
poprzednio. Dos$wiadczenia przeprowadzone przez
O’'Malieya i wsp. [30] nie dajag odpowiedzi na
pytanie, czy stosowane stezenie RU486 ma hamujacy
wptyw na aktywno$¢ AP-1.

IV. Chemiczne induktory dimeryzacji— CIDs

Ostatnig cze$¢ tego artykutu chciatbym poswiecic
zwigzkom nazwanym przez G.R. Crabtree i S L
Schreibera chemicznymi induktorami dimeryza-
cji— CIDs (ang. chemical inducers ofdimerization) i ich
wykorzystaniu do kontroli transkrypcji w komérkach
ssaczych. CID jest zwigzkiem syntetycznym, ktéry po
dodaniu do mieszaniny dwdch peptydoéw posiadajg-
cych domeny wigzace go, spowoduje ich dimeryzacje
(patrz Ryc. 6). Pozwala to na dobor idealnego induk-
tora z punktu widzenia kontroli proceséw przebiegaja-
cych w komérce. Poszukiwany zwigzek mozna skon-
struowacé tak, aby byt lipofilny, obojetny dla komorki,
posiadat najkorzystniejszy okres péttrwania, itd. Po-
myst wykorzystania CIDs do kontroli ekspresji genéw
na poziomie inicjacji transkrypcji podsunety badania
Schreibera i Crabtree nad kontrolg przez te
syntetyczne ligandy procesu transdukcji sygnatu w ko-
mdrkach hodowanych in vitro [31]. Taki system
kontroli opiera sie na domenowej budowie biatek,
w tym i czynnikéw transkrypcyjnych, oraz fakcie, iz
aby nastgpita aktywacja transkrypcji, domeny: wigza-
ca DNA i aktywujgca transkrypcje nie muszg byé
zwigzane ze sobg kowalencyjnie. Chemiczne induktory
dimeryzacji odpowiadaja za zwiazanie ze soba obu
koniecznych do aktywacji transkrypcji fragmentow
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biatka zawierajacych w swojej sekwencji motywy wig-
zace CID. Caty uktad kontroli ekspresji genu lub
gendw wprowadzanych do komdrki jest wiec dosyc
skomplikowany isktada sie z czterech elementéw (Ryc.
6). Pierwsze trzy to: 1) gen, ktéry nas interesuje pod
kontrolg odpowiedniej sekwencji promotorowej; oraz
fragmenty DNA Kkodujace: 2) domene wigzacg sie
z sekwencjg promotorowg oraz 3) domene aktywujaca
transkrypcje, obydwa zawierajgce motyw umozliwia-
jacy im dimeryzacje przy wspétudziale CID. Ostatnim,
czwartym, jest chemiczny induktor dimeryzacji, bez
ktérego nie moze zachodzié ekspresja interesujagcego
nas produktu.

Pierwszym wykorzystanym chemicznym indukto-
rem dimeryzacji byt syntetyczny zwigzek o nazwie
FK1012 [31], Jest to pochodna FK506 zwigzku,
ktory jest stosowany w praktyce klinicznej jako $rodek
immunosupresyjny. Po podaniu, FK506 przenika
przez btone komdrkowa i wigze sie z duzym powino-
wactwem z biatkiem FKBP12. Powstaly kompleks
FKBP12-FK506 ma zdolnos¢ wigzania sie z Kkal-
cyneuryng. Kalcyneuryna jest biatkiem posrednicza-
cym np. w aktywacji ekspresji genu interleukiny dru-
giej (IL-2). Brak produkcji IL-2 w komorkach lim-
focytéw, spowodowany wptywem kompleksu FK506-
-FKBP12, jest uznawany za przyczyne immunosup-
resji.

Spencer i wsp.,w serii eksperymentow pokazali,
ze wytworzone w wyniku chemicznej syntezy dimery
FK506 (FK1012), o r6znym stopniu modyfikacji, po
zwigzaniu z kalcyneuryng nie wywierajg wptywu na
komorke [31], W tej samej pracy pokazano, ze przy
pomocy tego ukiadu mozna bardzo dokiadnie kont-
rolowaé przekazywanie sygnatu od receptora btono-
wego do jadra komdérkowego. W tej serii eksperymen-
tow zsyntetyzowano roéwniez monomer zdolny do
wigzania FKBP12 ale nie wptywajgcy na kalcyneuryne
tzw. FK506M.

FK1012 zostat wykorzystany do kontroli inicjacji
transkrypcji genu wprowadzonego do komdrek ssa-
czych [32], DosSwiadczenie miato pokazaé, czy obec-
no$¢ aktywatora transkrypcji jest konieczna tylko
w czasie inicjacji tego procesu, czy takze podczas jego
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trwania. W tym celu do komorek linii Jurkat (po-
chodzacych z limfocytéw T) wprowadzono geny kodu-
jace hybrydowe biatka: domene aktywujaca transkryp-
cje pochodzacg z VP16 potgczong z fragmentem
pochodzagcym z FKBP12 oraz wigzacy sie z DNA
fragment drozdzowego czynnika transkrypcyjnego
GAL4 takze zdolny do dimeryzacji za posrednictwem
FK1012. Dodatkowo wprowadzono gen reporterowy,
ktérego promotor zawierat sekwencje rozpoznawang
przez GAL4. Po podaniu FK1012 do hodowli takich
komorek uzyskano indukcje ekspresji genu repor-
terowego. Byta ona zalezna zaréwno od stezenia
induktora jak i od czasu jaki uptynat od podania.
Stopien indukcji nie byt tak wysoki jak w opisywanych
wczesdniej systemach ale charakteryzowat sie szybkim
wzrostem. Interesujaca w tym systemie jest mozliwos¢é
bardzo szybkiego wytgczenia transkrypcji wprowa-
dzonego genu. Jest to mozliwos$é jakiej nie daje zaden
inny ze znanych systemow. Gwattowne zatrzymanie
syntezy uzyskuje sie poprzez dodanie do hodowli
monomeru — FK506M w odpowiednim nadmiarze
w stosunku do induktora. W opisywanym doswiad-
czeniu spadek aktywnosci biatka kodowanego przez
gen reporterowy obserwowano juz w 30 minut po
podaniu monomeru.

Ostatnio ta sama grupa badaczy opisata inny CID
wykorzystany do kontroli ekspresji genu reporterowe-
go wprowadzonego do komérek w hodowli [33], Jako
chemiczny induktor dimeryzacji wykorzystano
FKCsA zwigzek sktadajgcy sie z fragmentéw po-
chodzgcych z FK506 icyklosporyny A. Ta ostatnia jest
wigzana przez cyklofiling (CyP). Kompleks CsA-CyP
dziata na komorki podobnie jak opisany wcze$niej
FK506-FKBP12. Domena aktywujgca transkrypcje
byta biatkiem sktadajgcym sie z fragmentéw VP16
oraz CyP. Domena wigzgca DNA pochodng GAL4
oraz FKBP12. Geny kodujgce obie powyzsze fuzje
oraz biatko reporterowe wprowadzono do komorek.
Indukcje syntezy wiasciwego produktu uzyskiwano
tylko w przypadku podania FKCaA.

Opisany powyzej pomyst wykorzystuje sie w bada-
niach proceséw komorkowych coraz czesciej. Powsta-
ja nowe rodzaje zwigzkdw. Jednym z przyktadéw moze
by¢ uzycie kumermycyny jako induktora, fragmentu
gyrazyB jako domeny wigzacej i novobiocyny jako
monomeru blokujgcego transkrypcje [34]. By¢ moze
te zwigzki da sie rowniez zastosowa¢ do kontroli
ekspresji gendw na poziomie transkrypcji. Niewy-
kluczone takze jest uzycie CIDs w potgczeniu z opisa-
nymi wczesniej systemami. Nie ulega watpliwosci, ze
jest to przyktad zupeinie nowego spojrzenia na pro-
blem regulowania ekspresji genow wprowadzonych do
komérek ssaczych.

V. Podsumowanie

W powyzszym przegladzie nowych sposobdw kont-
roli ekspresji gendéw wprowadzanych do komérek
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ssaczych przedstawiono jedynie systemy oparte o kon-
trole inicjacji transkrypcji. Pominiete zostaty pomysty
wykorzystujgce potranslacyjne modyfikacje biatek [4]
a takze te oparte o wykorzystanie rdznego rodzaju
rekombinaz [35-38], Sg to rdwniez rozwigzania bar-
dzo ciekawe ioryginalne. Mogg by¢ stosowane osobno
lub w potgczeniu z kontrolg na poziomie transkrypcji.
Czesto tez mogg w nich by¢ wykorzystane induktory
takie jak np. CIDs [4], ekdyzon [4] czy inne zmodyfi-
kowane hormony sterydowe [39], Zastrzezenia do ich
wykorzystywania sg bardzo podobne do tych omawia-
nych w powyzszej pracy. Nie mniej szereg prac,
w Kktérych zaczeto badaé juz udziat konkretnych
genow w sytuacjach mniej lub bardziej fizjologicznych
pokazuje, ze zwieksza sie zainteresowanie ich zastoso-
waniem. Daleka jeszcze droga do wykorzystywania ich
w medycynie. W dniu dzisiejszym jednak, opisane
powyzej, zaawansowane systemy stanowig nowe
i obiecujgce narzedzie do doktadniejszego badania roli
poszczegblnych gendéw zaréwno in vitro jak i in vivo.

Artykut otrzymano 14 sierpnia 1997 r.
Zaakceptowano do druku 8 grudnia 1997 r.
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Regulacja ekspresji genu DM D cztowieka. Przyktad wielo-
krotnego wykorzystania informacji genetycznej

Regulation of human DMD gene expression. An example of
multiple utilization of genetic information
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Wykaz stosowanych skrotow: BMD dystrofia miesniowa
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l. Wstep

Najwiekszym poznanym genem cztowieka jest poto-
zony na chromosomie Xp21 gen DMD. Nazwa po-
chodzi od warunkowanej przez mutacje tego genu
dystrofii miesniowej Duchenne’a. Gen DM D obejmuje
fragment genomu o wielkosci 2,5 Mpz, co stanowi 1%
chromosomu X i prawie 0,1% genomu cztowieka.
Cze$¢ kodujaca, w poréwnaniu z rozmiarem catego
genu, jest bardzo mata i koduje mMRNA o wielkosci 14
kz. Gen ten ztozony jest z 79 eksonéw o Sredniej
wielkosci 200 pz. Sekwencje niekodujgce stanowig
zatem az 99,4% genu, przy przecietnej wielkosci in-
tronu 35 kpz. Najwieksze introny przekraczaja nawet
200 kpz [1], Dla przyktadu, petna wielko$¢ innych,
uwazanych za olbrzymie, genéw cztowieka, jak np. gen
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CFTR warunkujagcy mukowiscydoze lub gen FVII1
kodujacy czynnik VIII krzepniecia krwi, zblizona jest
do 200 kpz. Od 1986 roku, kiedy Koenig i wsp. [2]
zlokalizowali gen DMD w locus Xp21, analizg jego
struktury i funkcji zainteresowato sie wiele grup bada-
wczych, dostarczajgc nowych danych o budowie i eks-
presji. Informacje o strukturze genu zostaty przed-
stawione na tamach ,,Postepéw biochemii * w artykule
J. Kwiatkowskiej i R Stomskiego ,Gen
DMD — najwiekszy gen cztowieka” [3],

Juz w 1987 roku grupa badaczy pod kierunkiem
Hoffmana wykryta biatkowy produkt genu — dys-
trofine [4], Biatko to wystepuje po cytoplazmatycznej
stronie btony komérkowej miesni i niektérych neuro-
néw [5]. Porédwnanie dystrofiny cztowieka i kilku
gatunkéw zwierzat wykazato, zejest to biatko konser-
watywne ewolucyjnie. Dystrofina cztowieka ma mase
427 kDa i zbudowana jest z 3685 aminokwaséw
tworzacych cztery strukturalne domeny [6, 7], Czes¢
N-terminalna zawierajgca 240 aminokwasow tworzy
domene wigzgcg aktyne. Diuga, elastyczna domena
centralna zbudowana jest z 24 homologicznych po-
wtdrzen zawierajacych sSrednio 109 aminokwaséw.
Kazde powtdrzenie tworzy potréjng helise dzieki
trzem cze$ciom a-helikalnym idwdm regionom zawia-
sowym bogatym w proliny. Zaréwno budowa jak
i funkcja tych dwoch domen dystrofiny podobna jest
do a-aktyniny i (3-spektryn. ktére sg biatkami struk-
turalnymi wystepujacymi we wszystkich typach koma-
rek. Trzecia domena tworzy charakterystyczny motyw
sktadajgcy sie z 150 aminokwasow, z ktdrych znaczng
czes¢ stanowig proliny. Podobny motyw obecny jest
w kalmodulinie, a-aktyninie i P-spektrynach, gdzie
odpowiedzialny jest za wigzanie jonow wapnia. Naj-
bardziej konserwatywng domene dystrofiny tworzy
420 aminokwasow korca karboksylowego. Region ten
nie wykazuje homolog6 do innych biatek cytoszkieletu
poza utrofing. Badania dystrofiny w miesniach wyka-
zaly, ze domena karboksylowa #gczy sie z duzym
kompleksem biatek w sarkolemmie [8],

Gen DMD wykryto w wyniku poszukiwan moleku-
larnego podioza dystrofii migéniowej Duchenne’a
(DMD) ijej allelicznej postaci — dystrofii mieSniowej
Beckera (BMD) [2], Dystrofia miesniowa Duchenne’a
jest jedna z najczestszych chordb genetycznych sprze-
zonych z chromosomem X i dziedziczy sie w spos6b
recesywny. DMD wystepuje z czestoscig 1 na 3000
noworodkéw pici meskiej, natomiast BMD okoto
dziesieciokrotnie rzadziej. Choroba ta charakteryzuje
sie postepujacym zanikiem miesni, a u 30% chorych
wystepuje ponadto uposledzenie umystowe [9], Muta-
cje genu DM D powodujg brak dystrofiny w miesniach
0s6b cierpiacych na letalng posta¢ choroby (DMD),
natomiast w tagodnej postaci choroby (BMD) dys-
trofina wystepuje w mniejszej ilosci lub w formie
zmienionej. Najczestszymi mutacjami prowadzgcymi
do DMD/BMD sg duze delecje obejmujgce kilka lub
nawet kilkanascie ekson6w [10], Analiza mutacji
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wywotujacych dystrofie miesniowg Duchenne’a jest
podstawg rutynowej diagnostyki molekularnej, jednak
w dalszym ciagu nie opracowano skutecznych metod
leczenia. Podejmowane sg proby terapii genowej,
jednakze powaznym problemem jest niezwykia wiel-
ko$¢ genu DMD [11].

Il. Produkty ekspresji genu DM D
I1-1. Dystrofiny o masie 427 kDa

Pierwsze badania wystepowania dystrofiny w roz-
nych tkankach sugerowaty, ze ekspresja genu DMD
osigga znaczacy poziom tylko w niektérych typach
komérek uktadu nerwowego oraz miesniach szkieleto-
wych, miesniu sercowym i w mniejszym stopniu w mie-
$niach gtadkich [5, 12], Nudeli wsp. jako pierwsi
zauwazyli, ze aminoterminalna cze$¢ dystrofiny w mie-
$niach i tkance moézgowej rozni sie sekwencjg [13].
Jedenascie aminokwaséw na koncu aminowym dys-
trofiny miesni (dystrofina M) zastgpionych jest w dys-
trofinie mézgu (dystrofina C) trzema innymi amino-
kwasami. Ta cze$¢ biatka kodowana jest przez alter-
natywne pierwsze eksony, a transkrypcjg dystrofiny
M i C kierujg odrebne promotory. Promotor C poto-
zony jest w odlegtosci 90 kpz przed promotorem
M i okoto 400 kpz przed drugim eksonem [14],
Transkrypt zawierajgcy specyficzny dla dystrofiny
C pierwszy ekson wystepuje wytgcznie w korze moz-
gowej oraz hipokampie i wykazuje az 99% zgodnosci
sekwencji u cztowieka i szczura, podczas gdy homo-
logia pierwszego eksonu dystrofiny M siega tylko 80%.
Dalsze badania zaowocowaty odkryciem nastepnych
promotorow, ktorych aktywnos$¢ w réznych tkankach
prowadzi do powstania jeszcze innych izoform dys-
trofiny (Ryc. §).

Kolejna izoforma dystrofiny o masie 427 kDa
wykryta zostata w komorkach Purkinjego — stad jej
nazwa dystrofina P, chociaz wystepuje takze w mies-
niach i korze mézgowej. Promotor P, ktéry kieruje
transkrypcjg dystrofiny P, oraz specyficzny dla tej
formy dystrofiny pierwszy ekson, potozone sg w $rod-
kowej czesci olbrzymiego, skladajgcego sie z 280 kpz
intronu pierwszego [15]. Aktywno$¢ promotoréw M,
C i P prowadzi do powstania ,petnej dtugosci” trans-
kryptow o wielkosci 14 kz, ktére r6znig sie jedynie
krotka sekwencjg na 5’ koncu. Swoisty dia poszczego6l-
nych dystrofin pierwszy ekson tgczy sie ze wspolnym
eksonem drugim z zachowaniem ramki odczytu, zatem
dystrofiny M, C i P réznig siejedynie krotkg sekwencjg
konca aminowego.

Nishio i wsp. [16] przedstawili wyniki doswiad-
czen sugerujgce wystepowanie okoto 500 kpz przed
promotorem M jeszcze jednego promotora (promotor
L), kierujacego transkrypcja izoformy dystrofiny o ma-
sie 427 kDa. Obecnosé tej izoformy wykazano w hodo-
wlach limfoblastéw, jednak nic nie wiadomo o jej
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wystepowaniu w innych komérkach. W przeciwienst-
wie do innych form o petnej dtugosci, specyficzna czesc¢
sekwencji transkryptu dystrofiny L tgczy sie dopiero
z trzecim eksonem. Inny pierwszy ekson, wystepujacy
w blisko potowie transkryptéw pochodzacych z lim-
focytow krwi obwodowej, zaobserwowali rdéwniez
Roberts i wsp. [17], Ekson ten lezy jednak
w intronie pierwszym genu DMD i transkrybowany
jest pod kontrolg promotora M, ale nie wiadomo czy
w limfocytach aktywny jest dodatkowy promotor.
Przyjmuje sie ze mRNA dystrofiny obecny w tych
komérkach powstaje dzieki nieuprawnionej transkry-
pcji, czyli bardzo stabej ekspresji genu (1 na 10000
limfocytow) w komaérkach, w ktorych normalnie nie
wystepuje biatkowy produkt genu.

11-2. Krétkie formy dystrofiny

Analizy typu Western biot z uzyciem przeciwciat
skierowanych przeciw centralnej oraz C-terminalnej
czesci dystrofiny doprowadzity do odkrycia kolejnych
biatek powstajacych w wyniku ekspresji genu DMD
(Tab. 1). Biatka te nazywane sg apodystrofinami lub
oznaczane Dp (utworzone od ang. dystrophin product)
imasa czasteczkowa. Apodystrofiny powstaja w wyni-
ku aktywacji promotoréw potozonych w réznych
intronach genu DMD, a ich wspdélnymi cechami jest
brak waznej dla funkcji dystrofiny domeny N-ter-
minalnej oraz obecno$¢ regionu wymaganego do wig-
zania z kompleksem glikoprotein btonowych [18],

Badania obecnosci i ilosci apodystrofin w r6znych
tkankach pozwolity stwierdzi¢, ze najbardziej powsze-
chnym produktem genu DMD jest apodystrofina
1 (Dp71). Obecnosci Dp71 nie wykazano w mie$niach
szkieletowych, lecz udokumentowano jej wystepowa-
nie w mozgu iinnych tkankach poza miesniami. llosci
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Ryc. 1. Potozenie promotoréw w genie DM D cztowieka.
Aktywno$¢ kazdego z promotoréw prowadzi do powstania innej formy dystrofiny.
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tej izoformy w komaorkach glejowych, watrobie izotad-
ku porownywalne sg z iloscig dystrofiny M w mies-
niach szkieletowych [ 19,20]. Dp71powstaje w wyniku
translacji jedynie 6% czeSci kodujacej genu DMD.
Promotor formy Dp71 — promotor G (ang. glial lub
general), znajduje sie¢ w intronie 62 czyli w odlegtosci
2 Mpz za promotorami M, C i P. Promotor G kieruje
powstawaniem mRNA w wielkosci 4,8 kz. Jego unikal-
na sekwencja 5’ zawiera 123-nukleotydowy region nie
ulegajacy translacji (5" UTR) oraz 7 nowych kodondw.
Alternatywny pierwszy ekson Dp71 w wyniku sktada-
nia mMRNA {3czy sie z eksonem 63 [20-22], Badania
wykazaty, ze Dp71 jest w rzeczywistosci rodzing izo-
form bialek powstajgcych w wyniku alternatywnego
sktadania konca 3’ transkryptu generowanego przez
promotor G. W niektorych izoformach zachowany jest
»miesniowy” koniec karboksylowy, w innych, w wyni-
ku usuniecia 32-nukleotydowego przedostatniego eks-
onu, zmienia sie charakter domeny C-terminalnej
z hydrofilowego na hydrofobowy [19, 23, 24],

Promotor G kieruje rowniez syntezg bardzo krot-
kiego transkryptu (2,2 kz mRNA), z ktérego powstaje
biatko o masie 40 kDa — apodystrofina 3 [25].
Apodystrofiny 1 i 3 majg identyczng sekwencje
N-terminalng oraz wykazujg takie samo rozmiesz-
czenie w tkankach, jednak apodystrofina 1 wystepuje
w znacznie wiekszych ilosciach. Natomiast pozycja
kodonu stop oraz sekwencja 3’ UTR apodystrofiny
3jest taka sama jak w skroconej dystrofinie ptodowej,
opisanej przez Feenera i wsp. [24].

Kolejne promotory zlokalizowano w intronach; 29
- promotor R (ang. retinal), 44 - promotor CNS (ang.
central nervous system) oraz 55 - promotor S (komarki
Schwanna). Promotor S zostal odkryty przez Byer-
sa i wsp. [26], ktorzy wykazali jego aktywnos$¢
wytgcznie w komérkach nerwéw obwodowych iw ho-
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Tabela 1.

Biatka kodowane przez gen DMD i ich wystepowanie w réznych typach komoérek

Biatko Masa
dystrofing M 427 kDa
dystrofing C 427 kDa
dystrofing P 427 kDa
dystrofing L (?) 427 kDa
dystrofing G, Dp71, 71 kDa
apodystrofma 1
apodystrofma 3 40 kDa
dystrofma S, Dpi 16, 116 kDa
apodystrofma 2
dystrofing R, Dp260 260 kDa
dystrofma CNS, Dpi40 140 kDa

dowlach komérek Schwanna. Pod kontrolg promoto-
ra S powstaje transkrypt o wielkosci 5,2 kz, a biat-
kowym produktem jest dystrofma S o masie 116 kDa
(Dp 116, apodystrofma 2) [26, 27], Wydaje sige, ze
ekwiwalentem Dpi 16 jest w centralnym uktadzie ner-
wowym izoforma o masie 140 kDa (Dp 140) powstajgca
pod kontrolg promotora CNS [28], Transkrypt
Dpi40 sktada sie z 7,5 kz oraz zawiera specyficzng
109-nukleotydowa sekwencje transkrybowang z regio-
nu w intronie 44. Charakterystyczne jest, ze caly
pierwszy ekson Dpi40 koduje region nie ulegajacy
translacji, a inicjujacy kodon metioninowy znajduje sie
dopiero w eksonie 51.

Czwartg, krotka forme dystrofiny, ktéra wystepuje
gtdwnie w siatkowce, zidentyfikowali i scharakteryzo-
wali Souza i wsp. [29], Izoforma oznaczona jako
Dp260, lub nazwana dystrofing R, ulega ekspresji
z promotora R, a pierwszy ekson jej transkryptu
koduje specyficzny koniec aminowy ztozony z 13
aminokwas6w o charakterze hydrofilowym.

W wyniku alternatywnego sktadania eksondw ko-
dujacych czes¢ C-terminalng dystrofiny pojawia sie
kilkanascie dodatkowych izoform tego biatka. Ich
wystepowanie w rdznych tkankach jest Scisle regulo-
wane w trakcie rozwoju i nie zalezy od rodzaju
promotora, ktéry je generuje [23], Obecnos$é wiekszo-
Sci tych form charakterystyczna jest wylgcznie dla
rozwoju postnatalnego, podczas gdy w tkankach emb-
rionalnych dominuje forma powstata bez udziatu
przedostatniego eksonu. W trakcie rozwoju miesni,
uktadu nerwowego i innych tkanek pojawiajg sie
kolejne izoformy dystrofiny, ktére majg zmieniong
polarno$¢, a co za tym idzie, réznig sie zdolnoscig do
interakcji z glikoproteinami btony komdérkowej. Moz-
liwe, ze wymiana izoform jest zdeterminowana przez
rézng w trakcie rozwoju ekspresje biatek btonowych
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Promotor Wystepowanie
M miesnie szkieletowe, gtadkie, miesien
sercowy
C kora moézgowa, hipokamp
P komorki Purkinjego, miesnie, kora
mdzgowa
L limfoblasty
G wiekszo$¢ tkanek oprécz miesni
G wigkszo$¢ tkanek oprocz miesni
S nerwy obwodowe, komoérki Schwanna
R siatkowka
CNS centralny uktad nerwowy

zwigzanych z dystrofing. Wiadomo, ze alternatywne
sktadanie gendw biatek kurczliwych miesni jest zjawis-
kiem bardzo powszechnym. Przyjmuje sie, ze jest to
spos6b umozliwiajacy regulacje fukcji elementéw kur-
czliwych w odpowiedzi na fizjologiczne réznice zaréw-
no w obrebie, jak i pomiedzy poszczeg6lnymi grupami
miesni.

11-3. Inne produkty ekspresji genu DMD

Gen DMD jest nie tylko najwiekszym, ale réwniez
najbardziej ztozonym genem cztowieka, zawierajgcym
liczne promotory. Nie jest wykluczone, ze w tym genie
wystepujg jeszcze inne, poza przedstawionymi, promo-
tory — na przyktad w olbrzymich intronach, ktére
swoimi rozmiarami doréwnujg najwiekszym genom,
dlatego tez lista izoform dystrofiny nie jest jeszcze
zamknieta. Mozliwe jest réwniez powstawanie na
matrycy genu DM D transkryptow, ktdre nie zawieraja
sekwencji wystepujagcych w mRNA dystrofiny. Znale-
zienie takich transkryptow jest utrudnione, poniewaz
jako sondy molekularne stosowane sg fragmenty
cDNA dystrofiny oraz przeciwciatla dla epitopow
dystrofiny mie$ni. Natomiast wykryto produkt genu
DMD, ktéry niejest dystrofing, a przynajmniej trudno
go za taki uznac.

Jak wykazali Holder i wsp. transkrypt po-
wstajgcy pod kontrolg promotora P moze ulega¢ na
koncu 5’ alternatywnemu skiadaniu [30], Charak-
terystyczny dla tego transkryptu ekson pierwszy za-
wiera w czesci 3’ zgodny z ramka odczytu sygnat
terminacji translacji. W czasie dojrzewania transkryp-
tu fragment z kodonem terminujgcym w eksonie
pierwszym moze zosta¢ usuniety. W tym przypadku
translacja zakofAczy sie po utworzeniu dystrofiny P,
natomiast zachowanie tego fragmentu w transkrypcie
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2 Alternatywne sktadanie transkryptu genu DMD powstajagcego pod kontrola promotora P. W wyniku pierwszego wariantu

alternatywnego sktadania powstaje dystrofina P o masie 427 kDa. drugi wariant generuje oktapeptyd.

powoduje przerwanie translacji po utworzeniu ok-
tapeptydu (Ryc. 2).

Ekspresja N-terminalnych peptydéw zostata opisa-
na rowniez w przypadku innych gendéw. Przykiadem
jest gen receptora (3-adrenergicznego, w Kktérym
N-terminalny peptyd reguluje ekspresje poprzez in-
hibicje translacji [31]. Nie jest pewne, czy oktapeptyd
powstajacy pod kontrolg promotora P jest niezalez-
nym regulatorem ekspresji, jednak udowodniono, ze
jego obecnos$¢ w komérece uniemozliwia translacje
petnej diugosci dystrofiny.

I1l. Struktura promotoréw genu DM D

Jednym z gtéwnych probleméw biologii molekular-
nej jest zrozumienie mechanizméw, dzieki ktdrym
okreslone geny ulegajg ekspresji w okreslonej fazie
cyklu komorkowego, specyficznej dla tkanek oraz
w odpowiedzi na dziatanie induktoréw zewnatrzko-
morkowych. Dlatego tez wazne jest poznanie struk-
tury promotoréw oraz innych czynnikdw cis- i trans-
-aktywujgcych zaangazowanych w generowanie izo-
form dystrofiny w r6znych tkankach czy w czasie
ontogenezy.

W mieéniach szkieletowych, gtadkich i mieéniu
sercowym powstawaniem dystrofiny kieruje promotor
M [32]. Jego aktywnos$¢ jest specyficznie stymulowana
w trakcie ré6znicowania mioblastow w miotuby, powo-
dujac gwattowny wzrost ilosci dystrofiny. Analiza
sekwencyjna 150 nukleotydéw ,,minimalnego promo-
tora” mieSniowego wykazata, ze pod wzgledem budo-
wy przypomina on promotory innych genéw specyficz-
nych dla miesni [33, 34], Najblizej miejsca startu
transkrypcji potozona jest sekwencja TATA. Dalej
zlokalizowane sg charakterystyczne dla promotoréow
miesniowo-specyficznych elementy CArG [ang.
CC(A + T-n'r/i)6GG]. Sg to sekwencje bogate w pary
A+ T ograniczone od strony 5’ przez kilka nuk-
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leotydéw cytozynowych, a od strony 3’-guaninowych.
Pomiedzy kaseta TATA a CArG znajduje sie region
bogaty w pary GC, jednak najprawdopodobniej nie
jest on niezbedny dla ekspresji dystrofiny miesniowej.
Elementem promotora M jest rowniez sekwencja
wigzgca czynnik MEF-1 (ang. myocyte-specyfic enhan-
cer-binding nuclear factor), a takze kaseta ,E” od-
dziatywujgca z biatkami o strukturze heliks-petla-
-heliks. Takim biatkiem jest miedzy innymi czynnik
transkrypcyjny myoDI odpowiedzialny za r6znicowa-
nie sie miesni. Wydaje siejednak, ze ani motyw wigzacy
czynnik MEF-1, ani kaseta ,E” nie sg niezbedne do
ekspresji genu DM D w mieé$niach. Sekwencja konsen-
susowa CArG jest jedynym poznanym elementem
promotora M istotnym dla transkrypcji miesniowej
izoformy dystrofiny [35]. Wydaje sie, ze ekspresja genu
DMD w mies$niach jest, przynajmniej czesciowo, regu-
lowana przez mechanizmy typowe dla ekspresji in-
nych, specyficznych dla mie$ni genow.

Motywy podobne do CArG wystepujg takze w pro-
motorach P i C [36], Budowa promotora P nie jest
jeszcze doktadnie poznana, ale wiadomo, ze oprécz
motywow podobnych do CArG zawiera réwniez kase-
te ,E”. Sekwencja regionu promotorowego aktywnego
w neuronach kory mdzgowej i hipokampu nie ma
typowego silnego motywu TATA, chociaz okoto 26 pz
przed miejscem rozpoczecia transkrypcji znajduje sie
region bogaty w A+ T. Cechg charakterystyczng re-
gionu 5’ UTR transkryptu powstajacego pod kontrolg
promotora C jest nietypowa obecnos$¢ az 9 kodondéw
AUG, z ktorych tylko jeden jest zgodny z ramka
odczytu sekwencji kodujgcej genu DMD.

Kaseta TATA nie wystepuje w promotorze G, ktory
kieruje powstawaniem biatka Dp71 — jedynego lub
gtéwnego produktu genu DMD w wielu komdrkach
niemiesniowych. Opr6cz kasety TATA, promotor
G nie posiada réwniez innych, wystepujacych po-
wszechnie w promotorach eukariotycznych sekwencji
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zgodnych takich jak np. kaseta CAAT, a bogaty jest
w pary GC (81 z pierwszych 100 pz) i zawiera 3 miejsca
wigzania dla czynnika transkrypcyjnego SP1 [37], Te
cechy struktury promotora G sg typowe dla promoto-
row genow warunkujgcych podstawowe funkcje ko-
moérki (ang. housekeeping genes), takich jak geny
histonéw, biatek cytoszkieletu czy podstawowych en-
zyméw metabolizmu.

Promotory, ktérych struktura zostata poznana, roz-
nig sie zaréwno budowa, jak i aktywnoscig tkankowo-
-specyficzng. Jednak uwage zwraca wystepowanie ka-
set podobnych do CArG oraz innych elementow
charakterystycznych dla promotoréw miesniowo-spe-
cyficznych w promotorach nie zaangazowanych w po-
wstawanie dystrofiny miesni. Moze to odgrywac istot-
na role w zmniejszaniu strat spowodowanych mutac-
jami w obrebie promotora M. Przyktadem jest sprze-
zona z chromosomem X kardiomiopatia rozstrzenio-
wa (XLDCM), wywotywana przez mutacje w promo-
torze M genu DMD. W mies$niach szkieletowych
chorych na XLDCM brakuje M dystrofiny, natomiast
zastepuje jg forma P. Z nieznanych przyczyn promotor
P nie jest w stanie kierowac transkrypcjag w miesniu
sercowym, co prowadzi do jego degeneracji.

Jak dotad niewiele wiadomo o sekwencjach wzmac-
niajacych transkrypcje genu DMD (ang. enhancer).
Istnieje szereg posrednich przestanek wskazujgcych na
istnienie w obrebie duzych intronéw potozonych przy
eksonie 1 dodatkowych, specyficznych dla miesni
sekwencji wzmacniajagcych. Z fragmentu intronu
1 o wielkosci 5 kpz wyodrebniono sekwencje spet-
niajgcg warunki sekwencji wzmacniajgcej [40]. Sek-
wencja ta dziata niezaleznie od potozenia i orientacji
oraz jest specyficzna dla miesni (jest aktywna zaréwno
w niedojrzatych miofibrylach jak i w dojrzatych mies-

ilos¢
eksonéw

79--

fragment
"dojrzatego” mRNA

Ryc. 3. Kotranskrypcyjne sktadanie mRNA dystrofiny.

fragment
"niedojrzatego” mRNA

niach szkieletowych, ale nie w fibroblastach). Z pew-
noscig nie jest to jedyna sekwencja wzmacniajgca
transkrypcje genu DMD w mie$niach, gdyz wzrost
poziomu trnaskrypcji in vitro zachodzacy tylko przy jej
udziale jest kilkakrotnie nizszy od obserwowanego
w prawidtowych miesniach.

IV. Powstawanie mRNA dystrofiny

Nie tylko regulacja ekspresji genu DMD, lecz réw-
niez sam proces jego transkrypcji sg bardzo ztozone.
Niezwykta wielko$¢ genu oraz liczba eksonéw sugeru-
ja, ze moga tu wystepowaé inne mechanizmy po-
wstawania i dojrzewania mRNA anizeli wystepujgce
w mniejszych genach. Wielu informacji o transkrypcji
i sktadaniu mRNA dystrofiny dostarczyty doswiad-
czenia polegajgce na okre$leniu czasu i poziomu
akumulacji transkryptow genu DMD w r6znicujacych
sie komorkach miogennych [41, 42], W tych komdr-
kach aktywny jest promotor specyficzny dla miesni.
Poréwnujac czas, w jakim w transkryptach zaczynaty
pojawiaé sie sekwencje z czterech réznych miejsc genu,
ustalili, ze do transkrypcji pierwszych 1770 kpz genu
DMD polimeraza RNA Il potrzebuje 12 godzin.
Przyjeli zatem, ze czas wymagany do transkrypcji
catego genu wynosi okoto 16 godzin. Wynika z tego, ze
szybko$¢ wydtuzania transkryptu genu DMD, tak jak
innych gendw, wynosi okoto 40 nukleotydow na
sekunde, a wiec jego transkrypcja zachodzi w typowy
spos6b. Wydajno$¢ tego procesu jednak wyraznie
maleje w kierunku 3’ genu, szczeg6lnie w przedziale od
1500 do 2200 kpz. W regionie tym czesto dochodzi do
odtaczenia lub zablokowania polimerazy. Przyczyna
odtgczenia lub zablokowania mogag by¢ promotory
potozone w tej czeSci genu. Poniewaz promotory

kompleks
transkrypcyjny

spliceosom
intron

ekson

16 godzin czas

Transkrypcja catego genu DM D trwa 16 godzin, wycinanie intronéw zaczyna sie zanim powstanie petnej wielkosci mMRNA.
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w intronie 55 i 62 sg bardzo stabo aktywne w miegs-
niach, moga zawieraé sekwencje wigzace represory
transkrypcji lub inne czynniki utrudniajgce polimera-
zie RNA |l transkrypcje tego fragmentu.

Dodatkowe badania wykazaly, ze wycinanie in-
tronéw z pre-mRNA dystrofiny rozpoczyna sie zanim
jeszcze transkrypcja zostanie zakonczona (Ryc. 3).
Zjawisko to znane byto juz u bezkregowcow. Jest to
jednak pierwszy przyktad kotranskrypcyjnego sktada-
nia mMRNA u kregowcow. Kotranskrypcyjne sktadanie
mRNA wydaje sie by¢ skutecznym sposobem zapew-
niajgcym precyzyjne tgczenie 79 eksonéw potozonych
w duzej fizycznej odlegtosci.

V. Uwagi koncowe

Wystepowanie izoform biatek w wielu tkankach
oraz na réznych etapach réznicowania komorkowego,
tkankowego i funkcjonalnego jest zjawiskiem powsze-
chnym. Olbrzymia rdznorodnos$¢ izoform powstaje
w wyniku alternatywnego sktadania mRNA, ktdre
umozliwia modyfikacje struktury biatka wraz ze zmia-
nami jakosciowymi zachodzacymi w komarce. lzofor-
my biatka moga by¢ tez produktami ekspresji odreb-
nych genéw o podobnej budowie, ale réznigcych sie
rodzajem promotora, a wiec zdolnych do ekspresji
w roznych tkankach. Wystepowanie w jednym genie
kilku promotoréw umozliwia wielokrotne wykorzys-
tanie informacji genetycznej, ktora jest tak modyfiko-
wana, iz powstaje biatko zmienione jedynie w czesci
N-terminalnej. Wykorzystanie kilku promotorédw oraz
wiariantow alternatywnego skitadania zostato opisane
dla wielu gendw, jednak transkrypcja genu DMD oraz
sktadanie mMRNA dystrofiny wydaje sie by¢ procesem
duzo bardziej ztozonym niz w przypadku jakiegokol-
wiek innego znanego biatka.

Ztozona struktura genu DMD uniemozliwia jego
ekspresje we wczesnej ontogenezie, kiedy komorki
dzielg sie w czasie krdtszym niz wymagany do trans-
krypcji catego genu. Wiadomo jednak, iz cze$¢ genu
ulega ekspresji juz w szybko dzielgcych sie embrional-
nych komérkach macierzystych [43], W tym stadium
rozwoju pojawia sie tylko mMRNA Dp71, ktdéry trans-
krybowany jest ze stosunkowo nieduzej czesci genu
DMD. Dopiero pozniej, podczas rdéznicowania sie
wyspecjalizowanych typdw komoérek, zaktywowane
zostajg promotory potozone ponad 2000 kpz przed
promotorem G, umozliwiajgc powstawanie dystrofiny
miesni i mozgu.

Mozna przyja¢, iz podobne mechanizmy miaty
miejsce w trakcie ewolucji genu DMD. Pierwotnym,
najstarszym produktem u nizszych organizméw mogto
by¢ biatko podobne do Dp71, powstajagce z genu
0 typowej wielkosci. Pézniej ewolucja tego genu mogta
przebiega¢ w kierunku uzyskiwania nowych eksonow
1 promotorow, az osiggnat swojg obecng wielkos¢
izdolno$¢ do kodowania wielu biatek o réznej komaor-
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kowej specyficznosci i biologicznych funkcjach.
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potranslokacyjnym; Ppe— miejsce P na rybosomie w stanie
pretranslokacyjnym.

I. Wstep

Rybosom jest kompleksem rybonukleoproteino-
wym o $rednicy ok. 25 nm, na ktérym zachodzi ostatni
etap ekspresji informacji genetycznej zakodowanej
w genach. Podczas transkrypcji informacja zawarta
w sekwencji nukleotydowej DNA zostaje przepisana
na komplementarng do niej sekwencje nukleotydowg
matrycowego RNA (mRNA). W procesie translacji
zachodzacym na rybosomie informacja zawarta w tan-
cuchu mRNA jest ttumaczona na sekwencje amino-
kwasowg biatka. Rybosomy organizmow prokarioty-
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Tabela 1

Sktad rybosomoéw

Prokariota
Rodzaj Masa Liczba
sktadnika czasteczkowa nukleotydéw

Rybosom 70S 2,6 x 106
Podjednostka 30S 0,9 x 106
rRNA 16S 0,55 x 106 - 1550
21 biatek (S1—S21)
Podjednostka 50S 1,7 x 106
rRNA 23S 11 x 106 - 3200
rRNa 4,0 x 106 120

34 biatka (L1— L34)

cznych majg stalg sedymentacji 70S, natomiast te
znajdujgce sie w cytoplazmie komorek eukariotycz-
nych sg wieksze — majg statg sedymentacji 80S. Rybo-
som sktada sie z dwoch podjednostek (por. Tab. 1),
potaczonych ze sobg w sposob odwracalny. Kazda
z nich zbudowana jest z RNA (rRNA) oraz z biatek.
Ponad potowe masy rybosomu stanowi RNA. Mnigj-
sza podjednostka bakteryjna 30S sktada sie z jednej
czasteczki rRNA o statej sedymentacji 16S oraz 21
roznych biatek (podjednostka 40S sktada sie zjednego
rRNA o statej sedymentacji 18S i ok. 32 biatek).
Podjednostka 50S zbudowana jest zdwoch czasteczek
rRNA, 23S i 5S oraz z 34 biatek (w sktad podjednostki
60S wchodzg trzy czasteczki rRNA 5S, 5.8S, 28S i ok.
40 biatek). W tabeli 1 zestawiono biatka i kwasy
nukleinowe wchodzace w sktad rybosomodw.

Do 1974 r. rRNA byt uwazany za szkielet dla biatek
rybosomalnych [1], Od tego czasu wzrastata liczba
doniesien Swiadczagcych o tym, ze rRNA jest od-
powiedzialny takze za funkcje rybosomalne [2, 3],

wierzchotek
(head)

podstawa
(base)

wierzchotek
(head)

platforma

Ryc. 1. Morfologia rybosomu z E. coli [4], (platform)
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Eukariota
Rodzaj Masa Liczba
sktadnika czasteczkowa nukleotydéw

Rybosom 80S -4,5 x 10ft
Podjednostka 40S - 15x 106
rRNA 18S 0,7 x 106 - 1900
ok. 32 biatka
Podjednostka 60S - 3,0 x 106
rRNA 28S - 17 x 106 -4500
rRNA 5,88 5,0 x 104 158
rRNA 58S 4,0 x 104 120
ok. 40 biatek

Funkcjonalnie wazne fragmenty rybosomalnych kwa-
séw nukleinowych sg najczesciej zachowawcze, jedno-
niciowe i eksponowane na powierzchni podjednostki.
W pracy tej przedstawiamy wyniki badan, w ktérych
wykorzystuje sie strategie antysensowych oligonuk-
leotydéw w analizie ekspozycji, funkcji i lokalizacji
fragmentéw rRNA na powierzchni podjednostek ry-
bosomalnych.

Obecnie istnieje zgodnos$¢ badaczy na temat ogélnej
struktury i morfologii rybosomu E. coli. Model poka-
zany na rycinie 1jest powszechnie akceptowany [4],
Mata podjednostka 30S sktada sie z dwdch nieréw-
nych czesci: wierzchotka (ang. head), ktéry stanowi 1/3
catosci i podstawy (ang. base), (2/3 podjednostki). Duza
podjednostka, podobnie jak mata, jest asymetryczna.
Sktada sie ona z centralnej wypuktosci (ang. central
protuberance) i dwéch nieréwnych odstajacych czesci,
nachylonych do centralnej wypuktosci pod katem ok.
50°. Jedna z nich stanowi tzw. ,stupek” (ang. stalk)
sktadajacy sie z kompleksu biatek L7/L12.

centralna wypukto$é

szczelina (central protuberance)

(cleft)

< : ¥
: \ ¢
¢ platforma ’ \

(platform)

“Ae.,

\ i % >
- N o W

centralna wypuktosé
(central protuberance)

stupek (stalk)

/

krawedz =
i m[_lgg’,\ dolina

(valley)
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grzbiet

(ridge) ~ N
wybrzuszenie
(bulge)

luka

(9ap)

ptat
(lobe)

b) dziobek
(bill)
platforma ____

(platform)

korpus
(body)

(lobes)

Za pomocg mikroskopu elektronowego okreslono
morfologie rybosomow eukariotycznych [42], Ksztatt
i opis podstawowych elementéw struktury eukarioty-
cznych podjednostek rybosomalnych w poréwnaniu
z wygladem podjednostek eubakteryjnych, archebak-
teryjnych i bakterii siarkowych przedstawiono na
rycinie 2.

Il. Og6lny zarys procesu elongacji tancucha
peptydowego na rybosomie

Efektywnos$¢ i precyzja cyklu biosyntezy biatka jest
wynikiem prawidtowego wspotdziatania pomiedzy
czasteczkami réznigcymi sie nie tylko wielkoScig, ale
i wasciwosciami fizykochemicznymi (kwasy nukleino-
we rdznego typujak rRNA, mRNA, tRNA oraz biatka:
rybosomalne i czynniki elongacyjne, jak rowniez zwig-
zki niskoczasteczkowe: aminokwasy, nukleotydy, jony
nieorganiczne). Na rybosomie, w trakcie elongacji
tancucha peptydowego majg miejsce zasadnicze proce-
sy: (1) rozpoznanie mRNA — tRNA poprzez od-
dziatywanie kodon-antykodon, (2) tworzenie wigzania
peptydowego, (3) przesuniecie tRNA i mRNA wzdiuz
rybosomu. Sita parowania trzech zasad jest bardzo
mata i dlatego bez skomplikowanej struktury rybo-
somu doktadno$é odczytu matrycy bytaby bardzo
niska. Mozna spekulowaé, ze doktadno$¢ odczytu
zwiekszytaby sie poprzez parowanie wiekszej liczby
zasad, ale spowodowatoby to jednocze$nie zmniej-
szenie szybkos$ci odczytu. Rozwigzanie problemu szyb-
kosci i doktadnosci odczytu na rybosomie in vivo nie
jest w petni wyjasnione, jest natomiast przedmiotem
licznych prac eksperymentalnych jak i spekulacji [5, 6,
40 i prace tam cytowane].

Ponad trzydziesci lat temu Watson i Crick
zaproponowali mechanizm biosyntezy peptydu na
rybosomie postulujgcy istnienie dwoch miejsc: A — do
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centralna wypukiosc
— (central protuberance)

stupek L7/L12
(L7/L12 stalk)

Ryc. 2. Pordwnanie ksztattu (a) duzej i (b) matej
eukariotycznej podjednostki rybosomalnej
zpodjednostkami rybosomalnymi bakterii sia-
rkowych, eubakteryjnymi iarchcbakteryjnymi
[42],

g) Cechy podjednostek rybosomalnych bak-
terii siarkowych nieobecne w podjednostkach
eubakteryjnych i archebakteryjnych

[ Cechy podjednostek eukariotycznych nieo-
becne w podjednostkach archebakteryjnych
i eubakteryjnych.

ktérego przytacza sie kolejny AA-tRNA oraz
P — w ktérym zlokalizowany jest P-tRNA [6],

Zgodnie z tym modelem przyjmujemy, ze zwigzanie
kolejnego  AA-tRNA uwalnia deacylowany tRNA,
natomiast na rybosomie stale znajduje sie peptydylo-
-tRNA. W tym modelu nie jest zdefiniowana w spos6b
jednoznaczny liczba tRNA obecnych jednoczes$nie na
rybosomie.

Obecnie dyskutowane sa modele, w ktérych postu-
luje sie wiekszg liczbe miejsc aktywnych na rybosomie
i bardziej ztozone mechanizmy translacji, w celu wyjas-
nienia precyzji i szybkosci biosyntezy biatka.

Zgodnie z allosterycznym tréjmiejscowym modelem
cyklu elongacyjnego (przedstawionym schematycznie
na rycinie 3) na rybosomie znajduja sie zawsze dwie
czgsteczki tRNA [5]:

1) w stanie pretranslokacyjnym

m tRNA niosagcy aminokwas (AA-tRNA) w fun-
kcjonalnym miejscu A i tRNA z tworzonym tan-
cuchem peptydowym (P-tRNA) w miejscu P.

2) w stanie potranslokacyjnym

m P-tRNA w miejscu P ideacylowany (wolny) tRNA
w miejscu E.

Gtéwna cecha modelu tréjmiejscowego jest wzajem-
ne allosteryczne potgczenie pomiedzy miejscami
A i E na rybosomie. Jezeli miejsce A jest obsadzone
przez AA-tRNA to miejsce E posiada obnizone powi-
nowactwo do deacylowego tRNA iodwrotnie deacylo-
wany tRNA w miejscu E powoduje zmniejszone powi-
nowactwo AA-tRNA do miejsca A. Zgodnie z podrecz-
nikowa definicjg terminu allosterii zmiana struktury
czasteczki (w tym przypadku fragmentu rybosomu)
powoduje zmiane powinowactwa do ligandu, czyli
transferowanego RNA.

Stany pre- i potranslokacyjny rybosomu oddzielone
sg barierg energetyczna (ok. 90kJ/mol). Czynniki elon-
gacyjne (w uktadzie prokariotycznym EF-Tu i EF-G,
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Ryc. 3. Allosteryczny trédjmiejscowy model cyklu elongacyjnego
biosyntezy biatka
deacylowany-tRNA
aminoacylo-tRNA
peptydylo-tRNA
G, Tu faktory elongacyjne
A miejsce A
E miejsce E
P miejsce P

aw eukariotycznym EF-la i EF-2) obnizajgc te energie
przyspieszaja proces translacji. Czynniki spetniaja tez
inng funkcje: okre$lajg kierunek reakcji. Czynnik elon-
gacyjny EF-G (lub EF-2) przeksztatca stan pretrans-
lokacyjny w potranslokacyjny, natomiast EF-Tu (lub
EF-la) potranslokacyjny w pretranslokacyjny [5],
Czynniki elongacyjne sg klasycznymi ,biatkami G”
wigzacymi GTP, o wilasciwosciach GTP-azowych.
Konformacja biatka G, do ktérego przytgczony jest
GTP, pozwala mu przytgczy¢ sie do innej makroczgas-
teczki lub wiekszego kompleksu, katalizujgc reakcje
w okreslonym kierunku. Po wykonaniu tej funkcji
nastepuje hydroliza GTP do GDP i zmiana konfor-
macji biatka G, a w konsekwencji oddysocjowuje od
makroczagsteczki lub kompleksu. W przypadku czyn-
nikdw elongacyjnych kompleksem tym jest rybosom.
Czynnik EF-G (lub EF-2), ktéry przeprowadza rybo-
som w stan potranslokacyjny, charakteryzujacy sie
wyzszym powinowactwem do GTP niz do GDP.
Dlatego po hydrolizie GTP do GDP ioddysocjowaniu
kompleksu dwusktadnikowego EF-G*GDP (lub EF-
-2*GDP) od rybosomu, nastepuje spontaniczna za-
miana GDP na GTP. Inaczej sytuacja przedstawia sie
w przypadku EF-Tu. Kompleks dwusktadnikowy EF-
-Tu*GTP nie wigze sie do rybosomu. Czynnik EF-Tu
dostarcza AA-tRNA do miejsca A na rybosomie.
Analiza struktury kompleksu tréjsktadnikowego
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wskazuje, ze czynnik zwigzany jest z AA-tRNA w pew-
nej odlegtosci od miejsca oddziatywania z antykodo-
nem. Na podstawie tej obserwacji mozna przypusz-
cza€, ze w procesie rozpoznania czynnik ten nie jest
zaangazowany. O prawidlowym odczycie matrycy
decyduje oddziatywanie kodonu (mRNA) z antykodo-
nem (tRNA) poprzez parowanie pomiedzy zasadami
kodonu i antykodonu (typu Watsona-Cricka). Po
rozpoznaniu nastepuje zwigzanie kompleksu z rybo-
somem, a nastepnie hydroliza GTP. W konsekwencji
zachodzi oddysocjowanie kompleksu dwusktadniko-
wego EF-Tu*GDP, pozostawia rybosom w stanie
pretranslokacyjnym, z AA-tRNA przylagczonym
w miejscu A. W odr6znieniu od EF-G, powinowactwo
zardbwno GTP jak i GDP do EF-Tu jest duze. Spon-
taniczna zamiana tych nukleotyddw nie jest zatem
mozliwa. Obnizenie powinowactwa tych nukleotydow
do czynnika EF-Tu zalezy od czynnika EF-Ts. Tworzy
on z EF-Tu tetramer: EF-Tu(EF-Ts)2EF-Tu, ktérego
struktura krystaliczna zostata rozwigzana przez Ka -
washime [7], Sekwencja treonina-kwas asparagi-
nowy-fenyloalanina-walina wystepuje we wszystkich
czynnikach EF-Ts. Jej funkcja polega na obnizaniu
powinowactwa nukleotydéw (GTP, GDP) do czyn-
nika. Réwnowaga przesunieta jest w kierunku tworze-
nia kompleksu EF-Tu*GTP, bedgcego substratem dla
kompleksu trojsktadnikowego z AA-tRNA (AA-
-tRNA*EF-Tu*GTP), ktdry bierze udziat w kolejnym
cyklu translacji.

W badaniach polegajacych na okresleniu charak-
teru oddziatywan tRNA z rybosomem w miejscu A,
P i E [8, 40, 41], uzyskano wyniki, ktére dajg nowe
Swiatto na mechanizm cyklu elongacji biosyntezy
biatka. Wykonano synteze czgsteczek tRNA zawiera-
jacych statystycznie rozmieszczone siarkowane grupy
fosforowe przy kazdym nukleotydzie A, G, C i U.
Z wykorzystaniem tak modyfikowanych tRNA pro-
wadzono synteze polifenyloalaniny. Po otrzymaniu
funkcjonalnych kompleksow rybosomalnych stanu
pre- i potranslokacyjnego trawiono je jodem (I2).
Niechronione, siarkowane grupy fosforowe byty prze-
cinane. Zaobserwowano catkowicie odmienny charak-
ter oddziatywan Ac-Phe-tRNA z rybosomem w miejs-
cu Aideacylowanego tRNA w miejscu P. Stwierdzono,
ze tRNA w miejscu E (ang. exit — wyjscie) w stanie
potranslokacyjnym (E t) oddziatuje z rybosomem
w podobny spos6b jak peptydylo-tRNA (P-tRNA)
z miejscem P w stanie pretranslokacyjnym (P pre).
Natomiast P-tRNA zlokalizowany w miejscu P, w sta-
nie potranslokacyjnym (Ppost) oddziatuje podobnie jak
aminoacylo-tRNA (AA-tRNA) z miejscem A w stanie
pretranslokacyjnym (Apre) [8], Istniejg zatem dwie
ruchome domeny. Domena rybosomu, z ktérg od-
dziatuje AA-tRNA w miejscu A w stanie pretrans-
lokacyjnym zostata nazwana ,domeng a”. Domena
rybosomu, z ktorg oddzialuje deacylowany tRNA
w miejscu E w stanie potranslokacyjnym zostata
nazwana ,,domeng e”. W regionie P w stanie pretrans-
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EF-G + GDP + P

Ryc. 4. Model a—e cyklu elongacji proce-
su biosyntezy biatka [40, 41]
— aminoacylo tRNA
deacylowany tRNA
- peptydylo tRNA
EF-G, EF-Tu-prokariotyczne fak-
tory elongacyjne

P, — reszta fosforanowa
GTP — guanozynotrzyfosforan
GDP — guanozynodwufosforan

Post — stan potranslokacyjny
Pre — stan pretranslokacyjny

lokacyjnym znajduje sie domena e, natomiast w stanie
potranslokacyjnym domena a. Miejsca A, P i E sg
raczej regionami, w ktérych w zaleznosci od stanu
translokacyjnego pojawiajg sie domeny o i c. Do
programowanych rybosomdw moga przytaczy¢ sie
maksymalnie trzy czgsteczki tRNA [9], Zatem na
rybosomie znajdujg sie trzy miejsca wigzania tRNA;
dwa o wysokim powinowactwie (ot i ¢, odpowiednio
w regionie P i E) oraz trzecie o niskim (,miejsce S”
w regionie A). Miejsce 5 w regionie A moze byc¢
nazwane centrum rozpoznania (ang. decoding centre).
Na rybosomie w stanie potranslokacyjnym nastepuje
w nim odczyt matrycy, czyli oddziatywanie kodonu
(mMRNA) z antykodonem (rRNA). Schemat ten przed-
stawiony jest w sposob ideowy na rycinie 4 [wg
Nierhausa (32, 33)].

I1l. Dostepno$¢ rRNA w strukturze ryboso-
mow prokariotycznych

Wiasciwosci katalityczne czasteczek RNA zostaly
zaobserwowane po raz pierwszy w 1982 r. przez
Cecha i wsp. ktérzy wykazali, ze intron genu 26S
rRNA Tetrahymena thermophila samodzielnie wycina
sie z pre-rRNA po przyjeciu aktywnej konformacji
[10], W 1983 r. wykazano, ze aktywnym, katalitycz-
nym sktadnikiem RNazy P jest RNA [11]. W nastep-
nych latach wiedza na temat katalitycznej aktywnosci
RNA szybko sie zwiekszata. Dzi$ znanych jest juz kilka
odrebnych klas enzyméw rybonukleinowych — rybo-
zymow. Domeny katalityczne wiekszosci tych RNA
tworzg strukture przypominajacag gtéwke miotka (ang.
hammerhead ribozyme). Od kilku lat uwaza sig, ze
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wiasciwosci katalityczne moga mieé takze czasteczki
RNA wchodzace w skitad rybosomdw.

Wzrastajgce zainteresowanie rybosomalnymi kwa-
sami rybonukleinowymi zaowocowato zsekwencjono-
waniem ponad 6000 rRNA Kklasy 16/18S [12], ok. 430
klasy 26/28S rRNA [13] i ok. 1660 klasy 5S [43], Na
podstawie wynikow przeprowadzonej analizy kom-
puterowej tych sekwencji wskazuje sie, ze pewne
fragmenty sg zachowawcze. Mozna sadzi¢, ze sekwen-
cje te sg szczegdblnie wazne, najprawdopodobniej maja
istotne znaczenie funkcjonalne. Najczesciej stanowig
one czes$¢ centrum aktywnego na rybosomie lub bezpo-
$rednio oddziatujg z innymi ligandami bioracymi
udziat w biosyntezie biatka. Te elementy strukturalne
sg nie tylko zachowawcze, ale takze jednoniciowe
i eksponowane na powierzchni podjednostki [14],
Mozna przypuszczaé, ze rybosomy, ktoére posiadaja
mutacje w obrebie tych fragmentéw nie sg zdolne do
prowadzenia biosyntezy biatka. Dostepnos$¢ tych funk-
cjonalnie waznych fragmentéw rRNA w strukturze
rybosomu byta badana m.in. przez W.E. Hilla
i wsp. za pomocg antysensowych oligonukleotydow
[15]. Strategia antysensowa polega na oddziatywaniu
ze sobg dwoch komplementarnych, przeciwbieznych
nici kwasu nukleinowego: nici kodujacej jaka$ infor-
macje lub — bardziej ogélne — ,nici funkcjonalnej”
oraz krotkiego fragmentu syntetycznego, o dtugosci
6-30 nukleotydéw, komplementarnej do fragmentu
strukturalnego o szczeg6lnym znaczeniu, np. w regio-
nie inicjatorowym mRNA. Ten krdtki oligonukleotyd
okre$lony jako antysensowy DNA (aDNA) hybrydy-
zujac do nici funkcjonalnej, blokuje funkcjonowanie
dtugiej czasteczki kwasu nukleinowego powodujac
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zatrzymanie jakiego$ procesu, np. translacji.

Do swych badan grupa H i1la wykorzystata oligo-
nukleotydy sktadajgce sie w wiekszosci z szesciu
nukleotydéw, gdyz krotsze sondy nie tworzyty trwa-
tych duplekséw, natomiast dluzsze nie oddziatywaty
specyficznie z rRNA.

Funkcjonalne i eksponowane w strukturze rybo-
somu fragmenty rRNA sg prawdopodobnie narazone
na dziatanie RNaz. Muszg by¢ zatem w jaki$ sposob
chronione przed ich dziataniem poprzez oddziatywa-
nie z biatkiem lub fragmentem rRNA. Srednica wiek-
szoSci molekut RNaz wynosi ok. 2,5 nm. Byé moze
rybosomalny RNA jest w ograniczonym stopniu eks-
ponowany na powierzchni podjednostki, tak aby umo-
zliwi¢ oddziatywanie z ligandami biorgcymi udziat
w biosyntezie (tRNA, mRNA), ajednocze$nie uniemo-
zliwi¢ kontakt z RNazami. Wyniki eksperymentéw
przeprowadzonych przez Hilla i wsp. wskazujg na
stusznos¢ takiej koncepcji. Na powierzchni podjednos-
tek rybosomalnych dostepne dla antysensowych oligo-
nukleotydow sg bowiem tylko bardzo krdtkie frag-
menty rRNA. Ich wielko$¢ wynosi od 5 do 10 nuk-
leotydow. Wedtug tych badaczy fragment 1542-1537
duzego rybosomalnego RNA (L-rRNA) rybosomu
prokariotycznego jest w catosci dostepny dla oligo-
nukleotydow. Region ten zawiera sekwencje anty-
-Shine-Dalegarno. Do pewnego stopnia dostepny jest
takze region zawierajgcy zasady 1492-1507 L-rRNA.
Nalezy zaznaczy¢, ze poziom hybrydyzacji zalezy od

g DU

(a) (b)

”

Ryc. 5. Lokalizacja wybranych fragmentéw rRNA na powierzchni
duzej jednostki rybosomalnej 50S (podjednostke przed-
stawiono w dwdch rzutach obréconych wzgledem siebie

0 90°)

a) O — lokalizacja nukleotydéw A39 i U40 5S rRNA;
O — konca 3 5S rRNA,

b) O — lokalizacja domeny a-sarcyny,

c¢) O — lokalizacja regionu transferazy peptydylowej.

Zaobserwowano stosunkowo wysoki poziom hybrydyzacji
oligonukleotydéw  komplementarnych do fragmentu
801-811 w 23S rRNA. Odcinek tréjnukleotydowy od 807 do
809 tego fragmentu najprawdopodobniej oddziatuje z kon-
cem 3'tRNA [16], Wykazano za pomoca techniki wigzania
krzyzowego, ze fragment rRNA znajduje sie w bliskim
sgsiedztwie centralnej domeny V 23S rRNA. Stanowi ona
region transferazy peptydylowej, czyli centrum katalitycz-
nego odpowiedzialnego za synteze wigzania peptydowego.
Lokalizacja tego fragmentu rRNA w strukturze rybosomu
przedstawiona jest na rycinie 5 (wg prac zespotu Brima-
combe [17]).
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sposobu otrzymania podjednostek; oznacza to, ze
maja one r6zne konformacje. Najprawdopodobniej
wspomniany region bierze udziat w oddziatywaniu
rybosomu z kompleksem faktora inicjatorowego 1F-3
z mRNA. Region 1393-1407 L-rRNA, to tzw. decoding
region — region dekodujacy, jest najdtuzszym konser-
watywnym, jednoniciowym regionem 16 S rRNA.
Wyniki hybrydyzacji wskazujg, ze tylko fragment
1398-1403 jest dostepny dla oligonukleotydéw. Kom-
pleks mMRNA-Phe-tRNApewspotzawodniczy ze wspo-
mnianymi oligonukleotydami o wigzanie do tego
fragmentu rRNA. [17, 20]

Domena alfa sarcyny to bardzo specyficzny ichara-
kterystyczny element strukturalny rybosomu. Jest to
zachowawczy fragment 23S rRNA od nukleotydu 2654
do 2667, znajdujacy sie w domenie V duzej czasteczki
kwasu rybosomalnego. Fragment ten jest dostepny dla
toksyny oc-sarcyny, ktéra przecina 23S rRNA za gua-
nozyng w pozycji 2661 [G2661] [18]. Mozliwa jest
hybrydyzacja oligonukleotydéw roznej dtugosci o sek-
wencji komplementarnej do tej domeny, co powoduje
jej ostoniecie przed atakiem hydrolitycznym tej rybo-
nukleazy. Natomiast nie zaobserwowano inhibicji ak-
tywnos$ci rybosoméw po hybrydyzacji tych oligonuk-
leotydéw, co autorzy interpretujg zmianami konfor-
macyjnymi tej domeny w czasie cyklu elongacji biosyn-
tezy biatka [19].

5S rRNA jest najmniejszym kwasem rRNA rybo-
somu. Znajduje sie w centralnej wypuktosci duzej
podjednostki rybosomalnej. Za pomocg mikroskopii
elektronowej potgczonej z metodami immunologicz-
nymi zlokalizowano nukleotydy A39i U40 tego kwasu
na powierzchni centralnej wypuktos$ci po stronie pod-
jednostki 30S [21], natomiast jego koniec 3’ po
cytoplazmatycznej stronie podjednostki [22] (por.
Ryc. 5). Z danych literaturowych wynika, ze w struk-
turze rybosomu 70S pewne nukleotydy 5S rRNA sg
dostepne dla chemicznej modyfikacji. W przeprowa-
dzonych przez nas eksperymentach uzyskalisSmy wyni-
ki, ktore wskazuja, ze w uktadzie prokariotycznym jesli
ma miejsce hipotetyczne oddziatywanie petli TTCG
czasteczki tRNA z fragmentem CGGA petli ,C”
czgsteczki 5S rRNA — to nie jest ono zasadnicze dla
procesu translacji [23-25 i dane wiasne].

Hybrydyzacja DNA w potgczeniu z mikroskopig
elektronowg jest uzyteczng metodg lokalizacji frag-
mentoéw rRNA [27, 28, 31, 32], Syntetyczne oligonuk-
leotydy z przytgczong biotyng hybrydyzujg do kom-
plementarnych fragmentéw rRNA, a nastepnie moga
by¢ zlokalizowane za pomoca mikroskopii elektro-
nowej. Zlokalizowano w ten sposob fragmenty stano-
wigce rybosomalne miejsce P. (por. Ryc. 6).

IV. Dostepno$¢ rRNA w strukturze ryboso-
mow eukariotycznych

W odrdznieniu od danych dla rybosomoéw prokario-
tycznych informacje dotyczgce struktury i funkcji
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Ryc. 6. Lokalizacja fragmentéw 16S rRNA (zaciemnione elementy) w strukturze malej
podjednostki rybosoméw z E. coli.
Na rysunku przedstawiono dwa rzuty matej podjednostki w celu zob-
razowania przestrzennej lokalizacji fragmentéw 16S rRNA.

rybosomow 16S rRNA z E. coli, tzn. na wysokosci ,karku”, obok
ograniczone »Szczeliny” tejze podjednostki (Ryc. 7) [27], Zachowa-

i mniej jednoznaczne. W tabeli 1 podano, ze w skiad
rybosoméw eukariotycznych wchodzg cztery kwasy
rybonukleinowe 5S rRNA, 58S rRNA, 185 rRNA
i 26-28S rRNA. Wykorzystujgc strategie antysenso-
wych oligonukleotydéw wskazano, ze zachowawczy
fragment 18S rRNA S. cereuisiae odpowiadajgcy frag-
mentowi 1392-1407 16S rRNA z E. coli zostat zlokali-
zowany w tym samym obszarze na powierzchni malej
podjednostki rybosomalnej co wspomniany fragment

POSTEPY BIOCHEMII 44(1), 1998

wczos$¢ struktury i lokalizacji tego fragmentu rybo-
somalnego kwasu nukleinowego matej podjednostki
sugeruje jego funkcjonalne znaczenie w strukturze
rybosomu.

Jesli chodzi o 585 rRNA to wykazano, ze pewne
jego fragmenty mogg by¢ eksponowane na powierz-
chni podjednostki i byé moze sa zaangazowane w pro-
cesie biosyntezy biatka. Wykazano takze, ze oligonuk-
leotyd o sekwencji komplementarnej do fragmentu
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(@) (b)

VAS

Ryc. 7. a) Lokalizacja 3' konca 16S rRNA (zacieniony obszar)
w strukturze matej podjednostki rybosoméw E. coli;
b) Lokalizacja 3' konca 185 rRNA (zacieniony obszar)
W strukturze matej podjednostki rybosoméw z zarodkéow'
pszenicy [33],

103-114 5,88 rRNA z zarodk6w pszenicy hamuje
biosynteze biatka do poziomu okoto 55%, co wskazu-
je, ze w trakcie biosyntezy biatka ten fragment rRNA
jest eksponowany na powierzchni podjednostki [34],
Zaréwno w uktadzie prokariotycznym, jak i euka-
riotycznym translokacja katalizowana przez czynnik
elongacyjny EF-2 jest hamowana przez toksyne a-sar-
cyne, ktéra przecina specyficznie 28S rRNA Xenopus
za guaning w pozycji 3733 [G3733], Biosynteze biatka
hamujag réwniez oligonukleotydy o sekwencji kom-
plementarnej do domeny oc-sarcyny (tzn. do fragmentu
3719-3744 w 28S rRNA u Xenopus (eukariota). Naj-
wyzszy efekt inhibitorowy wykazuje oligonukleotyd
catkowicie zakrywajacy petle tej domeny [35].

Tabela 2.
Poziom hybrydyzacji a-DNA komplementarnych do domeny oc-sar-
cyny

Fragmenty 28S rRNA w strukturze domeny oc-sar- Hybrydyzacja

cyny, do ktérych hybrydyzowano a-DNA %
3024— 3039 47
3024— 3038 37
3024— 3037 15

Efekt inhibitorowy oligonukleotydow komplemen-
tarnych do domeny oc-sarcyny wykazalismy réwniez
w naszych pracach przeprowadzonych z rybosomami

Tabela 3.

z tubinu z6ttego (Lupinus luteus). Sposrdd kilkudziesie-
ciu testowanych przez nas oligonukleotydéw (10-16
mery) komplementarnych do domeny ot-sarcyny
w strukturze rybosomoéw z tubinu, najwyzszy poziom
hybrydyzacji wykazywaty sondy komplementarne do
konca 3' tej domeny. Poziom inibicji procesu wigzania
Phe-tRNA do rybosomu byt proporcjonalny do pozio-
mu hybrydyzacji tych oligonukleotydéw [36, 37],

Sposéréd kilku oligonukleotyddw (8-10 mery) o sek-
wencji komplementarnej do réznych jednoniciowych
fragmentdw 5S rRNA najwyzszy poziom hybrydyzacji
do rRNA w strukturze rybosoméw z tubinu z6ttego
(Lupinus luteus), a w konsekwencji najwyzszg inhibicje
procesu wigzania Phe-tRNA do rybosomu ipolimery-
zacji poly[Phe] wykazywaty sondy komplementarne
do petli ,,C” tej czasteczki. Najwyzszg warto$¢ hyb-
rydyzacji obserwowalismy w przypadku 8-meru (60%
hybrydyzacji), a najmniejszg w przypadku 10-meru
(30% hybrydyzacji) [38] (por. Tab. 3).

W stanie pre- i potranslokacyjnym rybosomu

dwoéch zasadniczych formach konformacyjnych

rybosomu w trakcie hiosyntezy tancucha polipeptydo-
wego — dostepnos¢ petli ,C” 5S rRNA jest zroz-
nicowana. Wykonali§my enzymatyczng konwersje ry-
bosomu (stosujac oczyszczone czynniki EF-1 i EF-2)
do stanu pre- i potranslokacyjnego. Poziom hyb-
rydyzacji oligonukleotydu komplementarnego do petli
»,C” 5S rRNA w strukturze rybosomu w stanie pre-
i potranslokacyjnym wynosit odpowiednio 73 i 17%.
5-krotna réznica $Swiadczy o bardzo znacznej zmianie
konformacji tego fragmentu struktury 55 rRNA w tra-
kcie procesu biosyntezy biatka [39],

V. Uwagi koncowe

Jedyng znang funkcjg rybosomoéw wszystkich zy-
wych organizmow jest biosynteza biatka. Na rybo-
somach dochodzi do rozpoznania mMRNA-tRNA po-
przez oddziatywanie kodon-antykodon, utworzenia
kolejnego wigzania peptydowego, przesuniecia tRNA
i MRNA wzdtuz rybosomu. Ten skomplikowany,
wieloetapowy proces jest koordynowany ikatalizowa-
ny przez ztozong strukture rybosomu sktadajacg sie
z biatek i kwas6w nukleinowych. Oba komponenty sa
funkcjonalne i aktywne. Wsp6lne cechy rybosomoéw

Poziom hybrydyzacji a-DNA komplementarnych do petli ,,C’ 55 rRNA i ich wptyw na

aktywno$¢ rybosomow

Fragmenty 5S rRNA do

ktorych hybrydyzowano Hybrydyzacja

a-DNA (%)
37—46 30
38—46 37
37—45 42
38— 45 60

62

Inhibicja wigzania Inhibicja syntezy

Phe-tRNA do rybosomu poly( Phe)
(%) (%)
30 60
39 68
44 75
50 88
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znajdujg swe odbicie w podobienstwie strukturalnej
organizacji rybosomow. Wszystkie rybosomy sktadajg
sie zdwach nierdwnych podjednostek (Ryc. 1i2), ktére
sg niezbedne dla przeprowadzenia biosyntezy biatka.
Réznorodnos$¢ zwigzana ze zrédtem pochodzenia ry-
bosoméw nie ma znaczenia dla funkcji tej organelli
komérkowej.

Strategia antysensowych oligonukleotydéw jest

skutecznym narzedziem w celu okreslenia lokalizacji
dostepnosci i funkcji rRNA w strukturze rybosomow.
Na podstawie uzyskanych wynikéw wnioskujemy, ze
zachowawcze fragmenty rRNA sg najczesciej ekspono-
wane na powierzchni podjednostek; znajdujg sie one
w funkcjonalnie waznych obszarach rybosomu — za-
zwyczaj w szczelinie pomiedzy podjednostkami, a za-
tem w obszarze, gdzie przebiegajg wspomniane etapy
biosyntezy biatka. Porownanie lokalizacji zachowaw-
czych fragmentow w strukturze rybosoméw réznych
gatunkéw wskazuje, ze odpowiadajace sobie domeny
znajdujg sie w tych samych lub zblizonych obszarach
podjednostek rybosomalnych.

Artykut otrzymano 6 czerwca 1997 r.
Zaakceptowano do druku 5 stycznia 1998 r.
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Mate proteoglikany srodmigzszowe — genetyczne roznice

| podobienstwa

Small interstitial proteoglycans — genetic differences and

similarities

RAFAL BOBINSKIY
KRYSTYNA OLCZYK2,

EWA KRZYZOWSKA-BOBINSKA3

Spis tresci:

1. Wstep
1. Budowa biatek rdzeniowych
I11.  Proteoglikany keratanowe
I11-1. Lumikan
111-2. Fibromodulina
IV. Proteoglikany chondroityno/dermatanowe
IV-1. Dekoryna
1V-2. Biglikan
V. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skréotéw: PG proteoglikany; GAG
—glikozoaminoglikany; MPS — male proteoglikany $réd-
migzszowe; LM lumikan; FM — fibromodulina; DE
—dekoryna; Bl — biglikan; APl (ang. activator protein 1)
biatko aktywatorowe 1, AP2 (ang. activator protein 2)
biatko aktywatorowe 2; AP3 (ang. activator protein 3)
biatko aktywatorowe 3; NF-kB (ang. nuclear factor of
kappa chain B cells) — czynnik transkrypcyjny taricuchéw
kappa limfocytéw B; TNF-a (ang. tumor necrosis factor)

— czynnik martwiczy nowotwordw; Spl — czynnik trans-
krypcyjny; IL6 — interleukina 6; TGF-(3 (ang. transforming
growth factor) — transformujgcy czynnik wzrostowy; pz

— pary zasad; kpz — tysiagc par zasad.

I. Wstep

Proteoglikany (PG) sa heterogenna grupa gliko-
protein, zbudowanych z biatka rdzeniowego, do ktére-
go przytaczony jest fanicuch lub tancuchy glikozoamino-
glikanowe. Glikozoaminoglikany (GAG), sg — z kolei
— liniowymi, nierozgatezionymi heteropolisacharyda-
mi, zbudowanymi z powtarzajacych sie disacharydo-
wych jednostek, ztozonych z N-acetylowanej heksozo-
aminy, zwigzanej wigzaniem glikozydowym z kwasem
heksuronowym bgadz galaktozg [1, 2]. Obydwie skta-
dowe odgrywajg wazng role w oddziatywaniach tych
makromolekut z otaczajgcymi je czgsteczkami. Jest to
zwigzane z silnie anionowym charakterem glikozoami-
noglikanéw [3], oraz bardzo zrdznicowang budowg

1Mgr,2prof., Katedrg i Zaktad Chemii Klinicznej i Diagnos-
tyki Laboratoryjnej, Slaska Akademia Medyczna, ul. Jagiel-
lonska 4, 41-200 Sosnowiec, 3mgr, Samodzielna Pracownia
Mikrobiologii, Szpital Gdrniczy, 41-200 Sosnowiec
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biatek rdzeniowych [3, 4], Dzieki swoim witasciwos-
ciom, proteoglikany wptywajg na organizacje macie-
rzy pozakomorkowej. Biorg udzial we wzajemnym
oddziatywaniu komdrek [4-6], a takze oddziatujg
z czynnikami wzrostowymi, regulujgc tym samym
szereg procesOw biochemicznych [7-10]. Proteoglika-
ny produkowane sg przez wszystkie komorki zwierze-
ce, z ktdrych sg albo wydzielane do przestrzeni poza-
komérkowej [ 11-15] albo stanowig integralny element
btony komérkowej (tzw. proteoglikany transmemb-
ranowe) [16-26].

Mate proteoglikany $rédmigzszowe (MPS) okres-
lane takze jako mate proteoglikany bogatoleucylowe,
s§ — mimo genetycznych réznic, blisko spokrewnione
strukturalnie [3, 27, 28]. W skiad tej grupy wchodzi
piec¢ proteoglikanow: dekoryna, biglikan, fibromoduli-
na, lumikan oraz — najstabiej poznany i scharak-
teryzowany — epifikan [3]. Zwigzki te podzielono na
dwie podgrupy, zaleznie od rodzaju przytgczonego
tancucha glikozoaminoglikanowego. Do pierwszej
z nich nalezg PG keratanowe, do drugiej, chondro-
ityno/dermatanowe [3].

Il. Budowa biatek rdzeniowych

Pomimo niewielkich réznic, ktdre bedg opisane
w kolejnych rozdziatach, biatko rdzeniowe MPS zbu-
dowane jest bardzo podobnie (Ryc. 1). W jego sktad
wchodzi 10 regiondw bogatych w leucyne [3, 28, 29,
30], z ktorych kazdy zawiera 11 aminokwasowgq
sekwencje o duzej konserwatywnosci rozmieszczenia
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Ryc. 1 Budowa matych proteoglikanéw
$§rédmigzszowych. Na rysunku wi- A
doczne sg obszary bogatoleucylo-
we oraz bogatocysteilowe, a takze
miejsca przytaczenia tancuchow
glikozoaminoglikanowych i tan- f
cuchéw oligosacharydowych.

reszt leucyny. Uszeregowanie reszt aminokwasowych
przybiera nastepujacg postac: LXXLXLXXNXL,
gdzie L okresla leucyne, N jest asparagina, natomiast
X — jest dowolnym aminokwasem [29]. Catos¢, czyli
dziesie¢ w/w region6w tworzy domene centralna, ktora
otoczona jest z obu stron obszarami obfitujacymi
w cysteine. W sumie jest sze$¢ obszarow bogatocys-
teilowych, z ktorych cztery znajdujg sie na koncu
aminowym, natomiast dwa na koricu karboksylowym
biatka rdzeniowego (Ryc. 1). Kazdy obszar N-kon-
cowego regionu zbudowany jest z kilkunastu reszt
aminokwasowych o nastepujgcej sekwencji: CX2_3
CXCX6_8C, gdzie C jest cysteing a X dowolnym
aminokwasem, za$ obszary C-kofAcowego regionu bia-
tka rdzeniowego o konserwatywnie rozmieszczonych
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- Domena bogatoleucylowa

- Domena bogatocysteilowa

- tancuch chondroityno/ f
dermatano-siarczancnw

T - tancuch oligosacharydowy
- Siarczanowana tyrozyna

- tancuch keratano-siarczanowy

resztach cysteiny, sktadajg sie z liczacej okoto 35
aminokwasOw sekwencji: FCX15_16LX2N X 12_13C,
gdzie C jest cysteing, F — fenyloalaning, natomiast
X — dowolnym aminokwasem [3]. Reszty cysteilowe
potagczone sg ze sobg mostkiem dwusiarczkowym,
tworzagc charakterystyczng petle [3, 31]. Kolejna,
wspblng cechg MPS jest utozenie przestrzenne biatka
rdzeniowego, przypominajgce Kksztattem podkowe
(Ryc. 2) [3, 34], Cecha ta wynika z wystepowania
hydrofobowej domeny centralnej, ktdra charakteryzu-
je sie naprzemiennym utozeniem struktury a-helikalnej
i tzw. struktury dywanowej (fi-sheet) [3, 32-34]. Od
zamieszczonego powyzej opisu struktury biatek rdze-
niowych odbiega nieco epifikan, ktérego domena
centralna zbudowana jest nie z dziesieciu, lecz z o$miu
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Ryc. 2. Dwuwymiarowy schemat struktury biatka rdzeniowego
matych proteoglikanéw $ré6dmigzszowych. Literg ,,S” ozna-
czono mostki dwusiarczkowe. Pogrubiong linig zaznaczo-
no centralng, bogatoleucylowa cze$¢ biatka rdzeniowego.

powtdrzen bogatoleucylowych (Ryc. 1). Brak w litera-
turze informacji na temat struktury genu kodujgcego
biatko rdzeniowe dla epifikanu, uniemozliwit blizszg
charakterystyke tego proteoglikanu w niniejszej pub-
likacji.

I1l. Proteoglikany keratanowe
I11-1. Lumikan (LM)

Najodpowiedniejszym materiatem do badan nad
struktura i funkcjg lumikanu (LM) jest rogéwka oka,
poniewaz ten PG jest jednym z gtownych sktadnikéw
wymienionej tkanki [29, 35, 36, 38]. Lumikan reguluje
przezroczysto$¢ rogéwki, wptywajac na Srednice wio-
kien kolagenowych ina odlegtosci pomiedzy nimi [29],
Badania wskazujg, iz cze$¢ biatkowa lumikanu hamuje
powiekszanie sie Srednicy wtdkien kolagenowych, na-
tomiast hydrofilowe tancuchy GAG, S$ciggajac wode
do przestrzeni miedzywitokienkowej, przyczyniajg sie
do zachowania odlegto$¢ miedzy tymi strukturami
[29], Lancuchy GAG lumikanu moga istnie¢ w formie
niesiarczanowanej, jednak w miare dojrzewania mole-
kuty, polilaktozoaminowe tancuchy boczne domeny
centralnej ulegajg siarczanowaniu i przeksztatcajg sie
w tancuchy keratano-siarczanowe [28]. Stopien siar-
czanowania tancuchow glikanowych zalezny jest takze
od tkanki, w ktérej sie on znajduje. Zasadniczo,
lumikan istnieje w dwéch formach, uwzgledniajgcych
jego umiejscowienie. Pierwsza z wymienionych form
jest forma bogatosiarczanowang i znajduje sie w rog6-
wce, natomiast druga, ubogosiarczanowana, wystepu-
je w pozostatych tkankach [30].

Domena centralna biatka rdzeniowego LM posiada
cztery reszty asparaginy wigzace tancuchy siarczanu
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keratanu (KS) wigzaniem N-glikozydowym, w pozycji
91, 130, 164, 257 biatka rdzeniowego [35], Piaty
tancuch KS wigzany jest przez asparagine poza ob-
szarem centralnym, w pozycji 320 [35], Charakterys-
tyczng cechg bieguna aminowego jest obecno$¢ ujem-
nie natadowanej strefy, bogatej w reszty siarczanowa-
nej tyrozyny, dzieki ktérym LM moze oddziatywaé
z dodatnio natadowanymi czgsteczkami macierzy po-
zakomorkowej oraz biatkami powierzchniowymi ko-
morek (Ryc. 1) [3],

Stosujgc technike hybrydyzacji in situ, z wykorzys-
taniem znakowanej fluorescencyjnie sondy molekular-
nej, ustalono doktadnie potozenie genu kodujgcego
biatko rdzeniowe ludzkiego lumikanu. Gen ten znaj-
duje sie w dtugim ramieniu chromosomu 12, (locus 12q
21.3-922) [29, 37], Zbudowany jest on z 7500 par zasad
i nalezy do najmniejszych genéw kodujacych biatko
rdzeniowe matych proteoglikandéw $rd6dmigzszowych
[29] (Tab. 1i Ryc. 3). Jego budowa jest stosunkowo
prosta, sktada sie on bowiem z 3 ekson6w i2 intronéw.
Sekwencje niekodujgce zajmujg az 5700 pz, z czego
pierwszy intron posiada 2200 pz, a drugi 3500 pz.
Pierwszy intron rozdziela eksony 1i Il, dzielgc takze
sekwencje dojrzatego mRNA pomiedzy 59 a 60 pz.
Natomiast, miedzy 942 a 943 zasadg kodujacej nici lezy
drugi, wiekszy intron [28]. Cze$¢ kodujaca rozmiesz-
czona jest na trzech eksonach, z ktorych pierwszy,
liczac od konca 5° mRNA posiada 59 nukleotydow,
natomiast dwa nastepne zbudowane sg kolejno z 882
i 786 pz. Sekwencja pierwszego eksonu nie ulega
translacji, drugiego w wiekszosci jest kodujaca, z wyja-
tkiem pierwszych 21 pz na jego koricu 5°. Miejsce
potaczenia pierwszych dwoch eksondéw lezy wiec poza
obszarem kodujgcym [28]. Ostatni ekson niesie dalszg
cze$¢ informacji o biatku rdzeniowym, ktéra zaczynata
sie na eksonie sasiednim. Po wycieciu introndw,
MmRNA sktada sie z 1792 pz. Na jego koncu 5’ lezy 80
nukleotydowa sekwencja niekodujgca. Z kolei, dalsze
1014 pz zajmuje otwarta ramka odczytu, ktéra koduje
338 aminokwasow. Niekodujacy koniec 3 mRNA
zbudowany jest z 618 pz, ktére zakonczone sg 18
nukleotydowg sekwencjg poli A. Punkt potgczenia
miedzy Il i 1l eksonem znajduje sie w czesci kodujacej,
dzielagc otwartg ramke odczytu w miejscu kodonu
lizyny (AAG). Pierwszy nukleotyd tego kodonu lezy na
drugim eksonie, natomiast dwa pozostate — na trze-
cim. Rozdziat sekwencji kodujgcej nastepuje wiec
pomiedzy pierwszym a drugim nukleotydem, co stano-
wi pierwszg faze kodonu [28, 29].

I11-2. Fibromodulina (FM)

Poczagtkowo nazywano ten proteoglikan biatkiem
macierzy 59 kDa (59 kDa matrix protein) [3]. Obecnie
okre$lany jest on w literaturze mianem fibromoduliny
(FM) [31], Podobnie jak lumikan, FM jest proteog-
likanem keratanowym, rozpowszechnionym w tkance
tacznej [39], Razem z dekoryna i lumikanem, reguluje
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Tabela 1.

Charakterystyka sekwencji intronowych i eksonowych oraz faz kodonéw w genach kodujacych biatka rdzeniowe

Wielko$¢ intronu

dla matych proteoglikanéw $rédmigzszowych.
Bl — biglikan
Wielko$¢ eksonu
Gen (pZ)
I 59 1
LM I 882 2
mn 786 3
I 52 1
FM 1 983 2
" 1500 3
la 78 1
Ib 80 2
1 244 3
" 113 4
DE v 214 5
\% 114 6
\Y 94 7
Wl 139 8
VI 1285 —
1 138 1
I 238 2
1" 113 3
BI v 214 4
Y 111 5
\Y 94 6
Vil 139 7
Vil 2210 —
on fibrylogeneze kolagenu typu 1i Il, poprzez hamo-

wanie wzrostu wiokien kolagenowych. We wspomnia-
nym procesie uczestniczy zaréwno cze$¢ biatkowa jak
i glikanowa FM [40], Dotychczas dobrze scharak-
teryzowano sekwencje FM cztowieka, wotu, myszy
i kury [28, 41-43]. Roznice w sekwencji aminokwaso-
wej FM pomiedzy gatunkiem ludzkim a pozostatymi,
wymienionymi gatunkami zwierzat sg stosunkowo
niewielkie. We wszystkich przypadkach podobieristwo
sekwencji waha sie w granicach 80-90% [28, 39,
41-43],

Biatko rdzeniowe FM, o masie 42 kDa, jest naj-
wiekszym z biatek w grupie MPS. Z uwagi na wy-
stepowanie obszaru bogatego w reszty siarczanowanej
tyrozyny, oraz przytgczanie tancuchéw KS, biatko to
upodabnia sie do biatka rdzeniowego lumikanu [44].
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LM — lumikan, FM — fibromodulina, DE — dekoryna,

Miejsce tgczenia
Faza kodonu L .
na nici biatkowej

2200 — —

3500 0 —

1500 — —

5000 |

800 — —
> 5700 | 41-Gli
> 2700 0 78-His/Ala
- 1200 | 150-Glu
> 3200 I 188-Gli
1300 1l 219-Liz
5400 0 265-GlIn/Wal
~ 1200 — —

511 0 —_
450 1 —
190 | —

122 1 _

- 1510 0 —

Ré6znice pomiedzy obydwoma wymienionymi PG do-
tycza w zasadzie tylko wielkosci ich czasteczek oraz
rozmieszczenia tancuchow glikozoaminoglikanowych
(Ryc. 1) [28, 44], Do reszt asparaginy biatka rdzenio-
wego fibromoduliny przytgczone sg w pozycji 109, 147,
182, 272 domeny centralnej oraz poza nig w pozycji
307 tancuchy GAG przez wigzanie N-glikozydowe
[31, 35],

Gen kodujacy biatko rdzeniowe FM zbudowany jest
z 8500 pz i znajduje sie na dtugim ramieniu chromo-
somu 1 (locus 1932) [44, 45], W skiad genu wchodzg

liczac od konca 5’ DNA dwa introny, zawierajgce
odpowiednio — 1500 pz, i 5000 pz, oraz trzy eksony,
z ktérych pierwszy posiada 52 pz, kolejny 983 pz
natomiast trzeci — 1500 pz (Tab. 1) [46], Pierwotny
transkrypt, po wycieciu intronéw, zmniejsza sie do
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Ryc. 3. Budowa genoéw kodujacych biatka
rdzeniowe dla matych proteoglika-

| 11 V VII
gl it 1
Il Y VI

DE

la Ib 1 ,_lil_‘ v \Y VIl
wielko$ci 2500 pz, z ktdrych 1128 pz stanowi otwartg
ramke odczytu, kodujgcg 376 aminokwasow. Na pier-
wszym eksonie zapisana jest sekwencja niekodujgca,
natomiast dwa pozostate dzielg miedzy siebie informa-
cje o biatku rdzeniowym [46], Pierwsza zasada kodo-
nu inicjujgcego ATG znajduje sie na pigtym miejscu
w sekwencji drugiego eksonu, liczac od kornca 5’
mRNA. Ekson drugi koduje 326 aminokwasow, z kt6-
rych pierwszych 18 stanowi peptyd sygnatowy. Z kolei,
ekson Ill obejmuje 50 aminokwaséw C-koricowego
fragmentu biatka rdzeniowego FM oraz nie ulegajgca
translacji sekwencje na koricu 3’ mRNA [46], W przy-
padku FM — jak wcze$niej wspomniano — pierwszy
nukleotyd kodonu inicjujgcego jest zarazem czwartym
nukleotydem drugiego eksonu, natomiast w lumikanie
— ta odlegtos$¢ wzrasta do 21 pz. Odlegtosé pomiedzy
koncem 3’drugiego intronu a kodonem terminujacym,
w genie kodujgcym biatko rdzeniowe FM, wynosi 150
pz. Ten sam odcinek w lumikanie jest rowny 152 pz.
Intron Il dzieli ekson Il i Il pomiedzy oddzielnymi
kodonami(faza 0 kodonu). W przypadku lumikanu ten
podziat nastepuje w obrebie jednego kodonu, z ktére-
go pierwszy nukleotyd lezy na eksonie Il, dwa pozos-
tate na eksonie Il (faza | kodonu) [46].

VI

IV. Proteoglikany chondroityno/dermatanowe
IV-1. Dekoryna (DE)
Dekoryna, wczesniej nazywana DSPG Il lub PG 40,
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]

néw $rédmigzszowych. Pola czarne
wskazujg eksony; linie — introny,
pola biate — regiony 5' i 3' nie pod-
legajace translacji. Wielko$ci poszcze-
goélnych genéw sa proporcjonalne do
zamieszczonej skali. Ze wzgledu na
duza wielko$¢ introndéw, w genie ko-
dujagcym biatko rdzeniowe dekoryny,
sekwencje te zaznaczono przerwa.

jest najbardziej rozpowszechniong i najlepiej poznang
czasteczka sposréd MPS. Odgrywa wazng role w od-
dziatywaniach z biatkami macierzy oraz czynnikami
wzrostowymi [32, 47, 48], Jest jednym z najwazniej-
szych regulatoréw tworzenia macierzy pozakomor-
kowej. Oddziatuje z fibronektyng i trombospondyna
oraz wptywa na migracje i proliferacje komérek [32],
Wspdlnie z lumikanem ifibromoduling hamuje proces
powiekszania S$rednicy widkien kolagenowych typu
I i Il, miedzy innymi poprzez wptyw na biosynteze
kolagenazy [32,40,49, 50]. Udowodniono, izobecnos$¢
dekoryny w tkance dziata inhibicyjnie na TGF-(l,
hamujac tym samym proces widknienia [47]. Z kolei,
sama ekspresja genu dekoryny moze by¢ hamowana
na poziomie transkrypcji przez TNF-a, ktéry taczy sie
z regionem promotora [32], Zawarto$¢ tego proteog-
likanu obniza sie w skérze narazonej na dtuzsza
ekspozycje stoneczng [51], natomiast wzrasta pod
wptywem hormonu wzrostu [52], Biatko rdzeniowe
dekoryny, o masie 36 kDa, sklada sie z 359 reszt
aminokwasowych. Do biatka tego przytgczony jest
tylko jeden taricuch chondroityno- lub dermatano-
-siarczanowy w obszarze N-koAcowym omawianej
makroczasteczki [3]. W obrebie domeny centralnej
biatka rdzeniowego wigzane sg takze tancuchy oligo-
sacharydowe. Przytgczajg sie one poprzez asparagine
przy 6, 8 10 powtdrzeniu bogatoleucylowym (Ryc. 1).
N-koniec biatka rdzeniowego zawiera krotkg, 16 ami-
nokwasowg sekwencje sygnatowa, ktéra przytgcza sie
do szorstkiego retikulum endoplazmatycznego oraz
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14 aminokwasowy propeptyd. Delecje w obrebie dru-
giej z wymienionych czesci biatka rdzeniowego od-
powiedzialne sg za skracanie tancuchéw GAG w deko-
rynie [53].

Gen kodujacy biatko rdzeniowe dekoryny, w poro-
wnaniu z genem lumikanu i fibromoduliny, ma znacz-
ne rozmiary. Gen ten zlokalizowany jest w chromo-
somie 12, (locus 12q 21.3) i zbudowany z 38 kpz. W jego
sktad wchodzi osiem intronéw i tyle samo eksonow
(Ryc. 3). Szczego6towa charakterystyke odcinkéw ko-
dujacych i niekodujacych, streftaczenia oraz faz kodo-
now zawiera tabela 1 Dojrzalty mRNA, gotowy do
transkrypcji, zbudowany jest z 2361 pz, z czego 1077 pz
stanowi otwartg ramke odczytu [54-56], Ekson la i lb
oraz czeSciowo Il, niosg sekwencje niekodujgce. Na
pozostatej czesci Il eksonu zapisana jest domena
N koncowa. Domene C koncowg koduje ekson VIII,
ktéry w dalszej czesci niesie sekwencje niekodujgca.
Bogatoleucylowy obszar centralny biatka rdzeniowe-
go kodowany jest na eksonach I11-VII [3]. Na szcze-
g6lng uwage zastuguje budowa kofica 5’mRNA, ktora
znacznie sie rézni od budowy mRNA dla pozostatych
proteoglikan6w omawianej grupy. Na wspomnianym
koncu znajdujg sie dwa eksony (la i Ib), niosgce
sekwencje niekodujacg [55, 56], Pierwszy z nich,
okreslony jako la, sktada sie z 78 pz, z czego 23 pz s3
identyczne z sekwencja kodujaca biatko rdzeniowe,
ktora znajduje sie pomiedzy 26 a 48 pz, liczac od
miejsca startu transkrypcji. Region przylegajacy do
eksonu od konfca 5’ (tzw. promotor la) posiada (liczac
od konca 5’ dwie ramki GC o aktywnosci cis, do
ktérych przytaczajg sie czynniki transkrypcyjne Spl,
oraz dwa, nastepujace po sobie, obszary o identycznej
sekwencji, po 51 pz kazdy [55, 56], Wykazano, iz
region ten nie ma wiasciwosci promotora, a jedynie
moze mieé¢ wpltyw na czesto$¢ zachodzenia procesu
transkrypcji [55-58]. Ekson Ib zbudowany jest z 80 pz
i oddzielony od swojego poprzednika znacznych roz-
miaréw intronem, o dtugosci 13200 pz. Koniec 5’
eksonu ograniczony jest sekwencjg promotora Ib,

Promotor

H &--+++ 4| 0
' 9831 -

O - Ramka TATA

0 - Ramka CAAT

0 - Obszar wigzacy AP5

D - Obszar wigzacy TGF-(3
0 - Obszar wigzacy NF- KB
1 - Obszar wigzacy AP1

—+ - Sekwencja homopirymidynowa
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sktadajgcg sie z okoto 900 pz. Mutacje w tym obszarze
moga znacznie obnizy¢ wydajnos$¢ transkrypcji lub
catkowicie jg zahamowac, gdy proces ten bedzie doty-
czyt pierwszych 140 nukleotydéw konica 3’ promotora
(Ryc. 4). We wspomnianej strefie znajdujg sie dwie
ramki TATA, w pozycji -50 i -60 pz, oraz jedna CAAT,
w pozycji -95 pz. Dystalnie do tego regionu znajdujg sie
sekwencje rozpoznawane przez czynniki transkrypcyj-
ne APl i AP5. Obszary te znajdujg sie w pozycjach
odpowiednio -525 pz oraz -813 pz. Pomiedzy nimi
znajduje sie jeden motyw TGF-(3 (poz. -685 pz).
Kilkanascie nukleotydéw dalej leza dwie sekwencje
NF-kB, rozpoznawane przez interleuking 1, ktdra
z kolei — jest ,,wzmacniaczem” transkrypcji. Na korcu
5 promotora Ib znajduje sie strefa homopirymidyno-
wa CT (ni¢ kodujaca) oraz homopurynowa AG (ni¢
niekodujaca). Ich zadaniem jest tworzenie i stabilizacja
struktury drugorzedowej DNA [56, 59], oraz wigzanie
czynnikéw transkrypcyjnych [56, 60, 61].

1V-2. Biglikan (BI)

Jako jedyny przedstawiciel rodziny MPS, biglikan
moze istnie¢ w formie proteoglikanu transmembrano-
wego [62], Poza tym, podobnie jak lumikan, fib-
romodulina i dekoryna, biglikan oddziatuje z kolage-
nem, szczegOlnie typu I, Il, a ponadto VI [63].
Wspo6lnie z dekoryna, regulujac fibrylogeneze kolage-
nu macierzy w jadrach wplywaja na tworzenie sie
mikroarchitektury tego organu [64], Ponadto biglikan
wigze sie z fibronektyng i TGF-p, hamujac odpowied-
nio adhezje i transformacje komérek. Biglikan wy-
stepuje w chrzastce [65, 66], skérze [66, 67], jadrach
[64], koSciach [67, 68], a takze w bliznowcu (bliznie
przerostowej) [69].

Budowa biatka rdzeniowego biglikanu wykazuje
duze podobienstwo do dekoryny [3, 70], Gidwne
réznice dotyczg miejsca i ilosci przytaczonych tan-
cuchow glikozoaminoglikanowych i oligosacharydo-
wych (Ryc. 1). Na N-koricu biatka rdzeniowego znaj-

Ekson

°00 V

Ryc. 4. Obszar promotora Ib genu kodujace-
go biatko rdzeniowe dekoryny.
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dujg sie 1-2 tancuchy chondroityno- lub dermatano-
-siarczanowe, natomiast w obrebie domeny centralnej
— biglikan wigze dwa tancuchy oligosacharydowe.
Przytaczenie tych ostatnich nastepuje przez asparagi-
ne, przy 8 i 10 powtdrzeniu bogatoleucylowym [3].
Czasteczka biatka rdzeniowego ma mase 38 kDa
izbudowanajest z 368 reszt aminokwasowych [70, 71],
natomiast po przytgczeniu reszt cukrowych jej masa
wzrasta do ok. 42 kDa [71]. N-koniec biatka rdzenio-
wego biglikanu zawiera 16 aminokwasowy peptyd
sygnatowy oraz zbudowany z 14 reszt aminokwaso-
wych propeptyd [72].

Gen kodujacy biatko rdzeniowe biglikanu znajduje
sie na chromosomie X, (locus Xq28) [73]. Zbudowany
jest on z 8800 pz z czego 1200 pz wchodzi w region
promotora transkrypcji, pozostate 7600 pz przypada
na naprzemiennie utozone sekwencje kodujace inieko-
dujagce [74, 75]. Gen biglikanu zbudowany jest z 8 eks-
onéw i 7 intronéw, co wskazuje na bliskie jego
pokrewienstwo z genem dekoryny (Ryc. 3). Podobiens-
two to potwierdza doktadna analiza omawianych
struktur. Zaréwno w biglikanie jak i w dekorynie,
eksony I, 1V, VI, VII maja jednakowg ilo$¢ zasad, za$
pozostate wykazujg niewielkie wahania w liczbie nuk-
leotydéw (Tab. 1) [55, 56, 74], Matrycowy RNA sktada
sie z 3252 pz, z czego 1104 pz stanowi otwartg ramke
odczytu. Pierwszy ekson nie zawiera sekwencji kodujga-
cej. Struktura biatka zapisana jest na eksonach I1-VII.
Ekson drugi koduje peptyd sygnatowy, propeptyd,
sekwencje przytaczajacg tancuchy GAG oraz dwa
pierwsze regiony bogatocysteilowe [74, 75]. Eksony
I11-VIl zawierajg informacje o domenie centralnej,
natomiast struktura dwoch ostatnich obszaréw boga-
tocysteilowych i C-konca zapisana jest na eksonie VII,
ktory w wiekszej czesci nie jest kodujacy [74], Region
promotora transkrypcji zbudowany jest z 1218 pz.
Doswiadczalnie stwierdzono, ze jesli sekwencja ta
ulegnie skroceniu do wartosci ponizej -500 pz, wow-
czas promotor traci aktywnos$¢ i transkrypcja ustaje
[75]. W obrebie promotora rozmieszczonych jest
okoto 30 miejsc cis-aktywnych, wséréd ktérych brakuje
sekwencji CAAT i TATA. Charakterystyczng cechg
genu biglikanu jest duza zawarto$¢ sekwencji GC,
skupionych w dwoch powtérzeniach na konhcu 3’
promotora [75], Pierwsza z nich zajmuje pozycje
miedzy -1 pz a -164 pz, druga od -204 do -256 pz, za$
procentowa zawarto$¢ par GC siega odpowiednio
73% i87% [74,75]. W regionie promotora znajduje sie
az 11 sekwencji rozpoznawanych przez czynnik trans-
krypcyjny Spl, pie¢ — rozpoznawanych przez AP2,
oraz po jednej sekwencji, rozpoznawanej przez IL6
i NF1. W dystalnej strefie promotora istnieje szereg
miejsc wigzacych dla substancji wzmacniajgcych lub
hamujgcych proces transkrypcji takich jak: TGF-(3,
NF-kB, API, AP3, IL6, TNF-oc [75], Analiza konca 5’
DNA dekoryny i biglikanu wykazata istotne réznice
w dtugosci i budowie tej strefy. Dekoryna posiada dwa
promotory oddzielone znacznych rozmiaréw intro-
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nem [55, 56], z kolei promotor biglikanu nie posiada
sekwencji CAAT i TATA [74-76],

V. Podsumowanie

Mate proteoglikany $rédmigzszowe dzielimy na
dwie grupy, gdzie do pierwszej nalezg proteoglikany
keratanowe czyli lumikan i fibromodulina, za$ do
drugiej — proteoglikany chondroityno/dermatanowe
czyli dekoryna i biglikan. Podstawg podziatu omawia-
nych PG jest zaréwno rodzaj przytaczonego tanicucha
GAG jak i budowa oraz wielko$¢ genéw kodujgcych
biatka rdzeniowe MPS. Fibromodulina i lumikan
maja bardzo zblizong wielko$¢ i prawie identyczng
budowe genu. Podobnie jest w drugiej grupie proteog-
likanéw, gdzie struktura DNA dekoryny i biglikanu
jest takze bardzo zblizona, nawet do tego stopnia, iz
niektére eksony majg identyczng ilos¢ zasad. Niewiel-
kie réznice dotyczg budowy koncow 5 DNA oraz
wielkos$ci genéw dla tych proteoglikandw, bowiem gen
biglikanu wyraZznie ustepuje wielkosciag genowi deko-
ryny, gtéwnie z powodu krotszych sekwencji introno-
wych.

Artykut otrzymano 30 czerwca 1997 r.
Zaakceptowano do druku 8 stycznia 1998 r.
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I. Wstep

Klasycznym przyktadem oddziatywan symbiotycz-
nych zachodzacych w przyrodzie jest wspotzycie roslin
wyzszych z bakteriami zdolnymi do wigzania azotu
atmosferycznego. Rosliny wchodzace w symbioze na-
leza wytacznie do rodziny motylkowatych (Legumino-
sae) z jedynym, jak do tej pory, znanym wyjatkiem,
rodzajem Parasponia z rodziny wigzowatych (Ulmace-
ae) [Trinick, cyt. za 20]. Symbiotyczne bakterie
nalezg do czterech rodzajow bakterii glebowych: Rhi-
zobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium i Sinorhizo-
bium. Chociaz sa one odlegte filogenetycznie [1], to ze
wzgledu na ich specyficzng zdolnos¢ do symbiozy
z roslinami motylkowatymi zalicza sie je do wspdinej
grupy nazywanej rizobiami [2].

Rizobia indukujg tworzenie nowych organow ros-
linnych, tzw. brodawek korzeniowych, a czasem pedo-
wych, np. u wodnych roslin motylkowatych z rodzaju
Sesbania [3], Brodawka o okre$lonej morfologii i ana-
tomii, charakteryzujgca sie wyspecjalizowanym meta-

~r, Zaktad Biochemii, Instytut Biologii i Ochrony Srodo-
wiska, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, ul. Gagarina 9,
87-100 Torun; 2dr hab., prof, nadzw., Michigan State Uniwe-
rsity, Department of Botany and Plant Pathology, East
Lansing, M| 48824 USA
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holizmem stanowi swoistg nisze ekologiczng, we-
wnatrz ktérej istniejg warunki umozliwiajgce bakteryj-
nym symbiontom redukcje azotu atmosferycznego do
amoniaku bedacego Zzrédtem azotu dla roéliny. Reduk-
cja N2 jest katalizowana przez nitrogenaze, enzym
wrazliwy na tlen, wystepujacy jedynie u prokariontéw
[4-6],

Oddziatywania pomiedzy roslinami motylkowaty-
mi i rizobiami sg specyficzne, poniewaz dany gatunek
lub szczep rizobiow moze indukowa¢ wytwarzanie
brodawek tylko u okreslonych roslin. Jednakze sto-
pien specyficznosci nie jest jednakowy (Tab. 1) [2, 7-9],
Niektore rizobia mogg indukowa¢ powstawanie bro-
dawek u roslin jednego lub kilku gatunkéw, np. R.
meliloti infekuje tylko lucerne, R. leguminosarum bv
viciae wyke i groch, ale blisko z nim spokrewnione R.
leguminosarum bv trifolii wytacznie koniczyne. Z kolei
inne bakterie wykazuja duzo szerszy zakres brodaw-
kowania, np. Rhizobium sp. NGR 234 moze infekowac
okoto 70 ré6znych gatunkéw rosdlin, w tym takze rosliny
z rodzaju Parasponia [2, 8].

Oddziatywania symbiotyczne rozpoczynajg sie od
kolonizacji wtosnikdw korzeniowych przez bakterie,
ktére do komdrek kory korzenia dostajg sie poprzez
specyficzng strukture, tzw. ni¢ infekcyjna. Réwnolegle
z infekcja nastepuje indukcja podziatow komadrek kory
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Tabela 1.

Specyficzno$¢ oddziatywan symbiotycznych

Rizobia Roélina-gospodarz

Rhizobium meliloti  lucerna (Medicago)
Rhizobium
leguminosarum

biovar viciae groch (Pisum), wyka (Viciae)

biovar trifolii koniczyna (Trifolium)
biovar phaseoli fasola (Phaseolus)
Rhizobium motylkowate ze strefy tropikalnej,
sp. NGR 234 Parasponia
Bradyrhizobium
japonicum soja (Glycine)
Azorhizobium
caulinodans Seshania
Sinorhizobium
fredii soja (Glycine)

pierwotnej korzenia, w wyniku czego powstaje broda-
wka pierwotna. Ni¢ infekcyjna zawierajgca bakterie
rosnie w kierunku brodawki pierwotnej, gdzie bakterie
zostajg uwolnione do cytoplazmy i otoczone btong
peribakteroidowg, PBM (ang. peribacteroid membrane)
pochodzacg z roslinnej btony plazmatycznej. Brodaw-
ka pierwotna rozwija sie w brodawke funkcjonalna,
a bakterie réznicujg sie do form symbiotycznych
— bakteroidéw, ktére majg zdolnos$¢ redukcji azotu
atmosferycznego do amoniaku [10-13].

Symbioza jest waznym zjawiskiem nie tylko z punk-
tu widzenia ekonomicznego i ekologicznego. Organiz-
my symbiotyczne mogg stanowi¢ materiat do badan
nad mechanizmami kontrolujacymi podziaty komérek
roslinnych iproces organogenezy pod wptywem specy-
ficznych bodzcéw chemicznych. Wzajemna wymiana
sygnatow jest podstawg rozpoznania komdrkowego
aktywacje specyficznych gendw bateryjnych i roslin-
nych, co prowadzi do wytworzenia funkcjonalnej
brodawki. Intensywne badania prowadzone w ostat-
niej dekadzie przyczynity sie do znacznego postepu
w poznaniu i zrozumieniu molekularnych podstaw
specyficznych oddziatywan zachodzacych w symbio-
zie. Wyniki tych badan, w r6znym zakresie, mozna
znalez¢ w licznych opracowaniach przeglagdowych [2,
7,9, 11, 12, 14-24], W polskim piSmiennictwie opub-
likowano na ten temat 3 artykuty w Kosmosie [25-27]
i ostatnio w Acta Biochimica Polonica [28]. Prezen-
towana praca dotyczy badan wczesnych etapow sym-
biozy, m.in. identyfikacji zwigzkéw sygnatowych i po-
twierdzenia ich udziatu w ekspresji informacji genety-
cznej kontrolujgcej ten proces.

Il. Wymiana sygnatow pomiedzy bakterig
i rosling

Symbiotyczne oddziatywania miedzy rizobiami
i motylkowatymi rozpoczynajga sie wtedy, gdy w wyni-
ku chemotaksji bakterie kieruja sie¢ w strone powierz-
chni korzeni rosliny pod wptywem wydzielanych przez
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nie substancji chemicznych. W latach osiemdziesiatych
ustalono, ze zwigzkami chemicznymi, ktére indukujg
ekspresje specyficznych bakteryjnych genéw nod (ang.
nodulation)uczestniczagcych w symbiozie sg flawonoidy
[29-31]. Wkrotce okazato sie, ze w wyniku ekspresji
tych genéw syntetyzowane sg bakteryjne zwigzki syg-
natowe, ktére z kolei umozliwiaja roslinie rozpoznanie
odpowiedniego mikrosymbionta [8, 16, 18, 32].

I1-1. Flawonoidy — roslinne zwiazki sygnatowe

Flawonoidy nalezg do zwigzkdw fenolowych, ktdre
sg wtérnymi metabolitami syntetyzowanymi, akumu-
lowanymi i wydzielanymi przez ro$ling w czasie jej
normalnego wzrostu i rozwoju. Jest to zréznicowana
pod wzgledem struktury klasa zwigzkéw chemicznych
petnigcych w roslinie rozmaite funkcje. W ostatnich
latach odkryto, ze niektore z nich mogg funkcjonowad
jako sygnaty chemiczne w r6znego typu oddziatywa-
niach roslin z mikroorganizmami [33-35]. Zagad-
nienie to zostato szerzej oméwione w artykule opub-
likowanym w Postepach Biochemii [36].

OH

Luteolina
37,4°,5,7-tetrahydroksy flawon

Naringenina
4,,5,7-trihydroksyflawonon

OH
\/\/O OH

OH

Daidzeina
4’ 7-dihydroksyizoflawon

Ryc. 1. Flawonoidy indukujace ekspresje genéw nod: luteolina
(flawon) aktywuje geny nod u R. meliloti, naringenina
(flawonon) u R. leguminosarum bv viciae, daidzeina (izo-
flawon) u B. japonicum.
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Najwiecej fiawonoidéw jest syntetyzowanych i wy-
dzielanych z korzeni podczas intensywnego wzrostu
irozwoju roslin motylkowatych. Wydzielajg one rézne
fiawonoidy, ktére sg rozpoznawane przez rizobia, ale
tylko okres$lone zwigzki moga specyficznie indukowac
bakteryjne geny nod. Zdolno$¢ do aktywacji genoéw
brodawkowania zalezy od gatunku rosliny. Geny nod
z Rhizobium ulegajg aktywacji przez flawony i flawono-
ny (luteolina, naringenina) wydzielane przez roS$liny
strefy umiarkowanej, takie jak koniczyna, lucerna,
wyka, groch [31, 37], podczas gdy geny nod z Bradyr-
hizobium sa aktywowane gtéwnie przez izoflawony
(daidzeina) wydzielane przez rosliny motylkowate stre-
fy tropikalnej, np. soje [38] (Ryc. 1). Ponadto stwier-
dzono, ze fiawonoidy, ktore indukuja ekspresje genéw
nod sg wydzielane w obszarze wystepowania mtodych,
ale w petni rozwinietych witosnikdw korzeniowych
[31]. Wyniki innych badan wykazaty, ze doktadnie
w tej samej strefie nastepuje infekcja korzenia przez
bakterie [14],

11-2. Czynniki Nod — bakteryjne czgsteczki
sygnatowe

Sposéb wnikniecia bakterii do komoérek korzenia,
a takze charakterystyczny rozwoj istruktura brodawki
sg specyficznie zalezne od rosliny-gospodarza, co
oznacza, ze to ro$lina posiada informacje genetyczng
dla symbiotycznej infekcji i powstania brodawki. Rola
bakterii polega na wywotaniu ekspresji tej informacji
za posrednictwem specyficznych zwigzkéw sygnato-
wych nazywanych czynnikami Nod, NF (ang. Nod
factors).

Czynniki Nod sa oligosacharydami lipochitynowy-
mi. Ich budowa chemiczna zostata ustalona dopiero na
poczatku lat dziewiecdziesigtych. Lerouge i wsp.
[39] po raz pierwszy wyizolowali, oczyscili i okreslili
strukture czynnika Nod z Rhizobium meliloti, ktory
indukuje wytwarzanie brodawek u lucerny (Ryc. 2).
Wkroétce potem ustalono budowe czynnikéw Nod
syntetyzowanych przez inne gatunki rizobiow: R.

HO 4

HO NH
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species NGR 234 [40], B. elcani i B.japonicum [41,42],
R. leguminosarum bv triofolii i R. leguminosarum bv
viciae [43, 44] R. etli [45] R. tropici i inne [2, 11, 44],
Wszystkie poznane do tej pory czynniki Nod majg
podobng budowe chemiczng, ktérej ogdlny schemat
przedstawiony jest na rycinie 3 [2, 9, 12, 21, 24, 46],
Szkielet gtowny tych zwigzkéw sktada sie z 3-5 jedno-
stek N-acetylo-D-glukozoaminy (GIcNAc) potgczo-
nych wigzaniami (3-1,4 glikozydowymi. Koniec niere-
dukujacy oligosacharydu chitynowego jest podstawio-
ny w pozycji C-2 resztg kwasu ttuszczowego, zroz-
nicowang pod wzgledem dtugosci taficucha weglowego
(C16, C18 lub C20)i ilosci wigzan nienasyconych (2-4).
Szkielet cukrowy, ktory jest wspdlny dla wszystkich
czynnikéw Nod, zawiera dodatkowe podstawniki de-
cydujace o specyficznoSci wzgledem gospodarza.
Wszytkie przebadane do tej pory gatunki i szczepy
rizobiow syntetyzujg czynniki Nod roznigce sie dtugo-
Scig gtownego szkieletu lipochitynowego, struktura
reszty kwasu ttuszczowego oraz rodzajem pozostatych
podstawnikow.

I11. Bakteryjne geny brodawkowania

Geny rizobiéw istotne dla infekcji i tworzenia bro-
dawek oraz kontroli specyficznosci wzgledem gos-
podarza obejmujg dwie grupy: geny brodawkowania
(geny nod) oraz geny determinujace strukture bakteryj-
nej sciany komorkowej, zwigzane z syntezg egzopolisa-
charydow (geny exo), lipopolisacharydéw (geny Ips)
oraz (3-glukanéw (geny ndv) [14]. Ekspresja genow exo,
Ips i ndv bedgca odpowiedzig na sygnat roslinny jest
niezbedna dla oddziatywan symbiotycznych, ale do-
ktadne funkcje biatek kodowanych przez te geny nie sg
poznane. Przypuszczalnie sg one istotne nie tylko
w najwczesniejszych etapach oddziatywan symbioty-
cznych, biorgc udziat we wzajemnym rozpoznaniu
obydwu symbiontéw i efektywnym przyczepianiu sie
bakterii do powierzchni wiosnikéw korzeniowych, ale
takze w czasie tworzenia nici infekcyjnej, wchodzac
w sktad wypetniajacej ja matriks zawierajacej bakterie

0SO3H

Ryc. 2. Struktura pierwszego zidentyfikowanego czynnika Nod.
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Ryc. 3. Schemat og6lny struktury czynnikéw Nod.
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[47-50]. Mutacje w tych genach powodujg tworzenie
»pustych” brodawek, nie zawierajgcych nici infekcyj-
nej ani bakterii, w ktérych nie zachodzi wigzanie
azotu [15].

Sposréd wymienionych genow, tylko geny nod ucze-
stniczg w syntezie bakteryjnych czasteczek sygnato-
wych, czynnikdw Nod. Wyrdéznia sie wsrdod nich geny
wspoélne, wystepujace u wszystkich rizobiéw, com nod
(ang. common nodulation genes) oraz geny hsn nod (ang.
host-specific nodulation genes), obecne w réznych kom-
binacjach u réznych gatunkéw bakterii [2, 11, 17]. Do
grupy genéw com nod nalezg geny nod A, B, C, D, I, J,
ktére odgrywajg u symbiotycznych rizobiow pierwszo-
rzedng role, poniewaz sg odpowiedzialne za synteze
czynnikow Nod w ogole. Ustalono, ze sg one w wyso-
kim stopniu konserwatywne i biorg udziat w syntezie
lipochitynowego szkieletu gtéwnego tych zwigzkéw
[14]. Mutacje w tej grupie gendéw powodujg utrate
zdolnosci syntezy NF, co prowadzi do zaniku zdolno-
§ci zakazania gospodarza ro$linnego. Produkty genéw
hsn nod uczestniczg w modyfikacji obu koncéw szkiele-
tu gtdwnego determinujac specyficznos¢ bakteryjnych
symbiontéw wzgledem rosliny. Mutacje wsréd tych
gendw prowadzg do syntezy NF o zmienionej struk-
turze, czego nastepstwem jest obnizenie aktywnosci
biologicznej lub zmiana gospodarza, ale nie utrata
mozliwosci infekcji.

IV. Synteza czynnikéw Nod

Rizobia syntetyzujg czynniki Nod w wyniku eks-
presji genéw nod indukowanej wydzielanymi przez
ros$line-gospodarza flawonoidami. W indukcji tej po-
$redniczy bakteryjne biatko Nod D kodowane przez
gen nod D, jedyny gen nod ulegajacy ekspresji kon-
stytutywnej, zardwno u bakterii wolnozyjacych jak
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i wspotzyjacych w symbiozie z roslinami motylkowaty-
mi [15]. Biatko Nod D ma zdolno$¢ bezposredniego
oddziatywania z flawonoidami i jest aktywatorem
transkrypcji pozostatych genéw nod, ktore kodujag
biatka uczestniczagce w syntezie oligosacharydu lipo-
chitynowego (Ryc. 4) [7, 11, 51].

IV-1. Oddziatywania flawonoidy — biatko Nod D

Regulatorowy gen nod D wystepuje u wszystkich
rizobidw ijest niezbedny dla brodawkowania. Mutan-
ty, ktdre nie posiadajg funkcjonalnego nod D nie moga
infekowac¢ swoich gospodarzy [14]. Tylko niektore
gatunki rizobiéw, np. R. leguminosarum bv niciae, czy
R. leguminosarum bv trifolii majg pojedynczy nod D.
Wiegkszo$¢ mikrosymbiontéw, jak R. meliloti, R. spe-
cies NGR 234, czy B. japonicum majg 2-5 kopii tego
genu [11]. Biatka Nod D z r6znych gatunk6éw bakterii,
mimo ze wykazujg wysoki stopien homologii, moga
oddziatywac¢ tylko z okre$lonym rodzajem flawonoi-
déw, np. jeden z izoflawonéw — daidzeina jest silnym
aktywatorem gendéw nod u B. japonicum, ale nie
aktywuje ich u R. meliloti, R. leguminosarum bv uiciae
ani u R. leguminosarum bv trifolii [7], Ustalono, ze
wrazliwos¢ rizobiow na roslinne sygnaty pokrywa sie
ze stopniem specyficznosci wzgledem infekowanych
roélin [7, 51]. Mozna w zwigzku z tym przypuszczac, ze
dany gatunek rizobiéw syntetyzuje wiasciwe sobie
biatko Nod D, ktére wspoétdziata w aktywacji trans-
krypcji genéw nod tylko z okreslonym flawonoidem,
determinujgc tym samym specyficzno$¢ wzgledem gos-
podarza. Uwaza sie, ze specyficzno$¢ bakteryjnych
symbiontéw wzgledem r6znych aktywator6w moze
by¢, przynajmniej w niektérych przypadkach, rezul-
tatem roznej zdolnosci wigzania, trasportu i oddziaty-
wan z biatkami regulatorowymi [34]. Takie zr6z-
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Ryc. 4. Wymiana zwigzkéw sygnatowych miedzy symbiontami i odpowiedzi rosliny na przyktadzie oddziatywan Rhizobium meliloti i lucerny.
Flawonoidy wydzielane przez korzenie ros$liny-gospodarza za posrednictwem biatka Nod D aktywuja bakteryjne geny com nod i hsn nod.

Geny te kodujg biatka bioragce udziat w syntezie czynnika Nod, ktéry indukuje odpowiedzi komoérek roslinnych:

1) deformacje

witosnikéw, 2) tworzenie nici infekcyjnej, 3) podziaty komdérkowe prowadzace do wytworzenia brodawki.

nicowanie zdolnosci flawonoidéw do aktywacji gendw
nod jest przyktadem znakomitej adaptacji, ktora po-
zwala na transkrypcje tych genow tylko w sytuacji, gdy
istnieje szansa zakazenia potencjalnego gospodarza.

IV-2. Biatko Nod D jako aktywator transkrypcji
genoéw nod

Strukturalne geny nod ABC, ktore uczestnicza
w syntezie gtdwnego tancucha czynnikéw Nod sag
zorganizowane w operon i znajdujg sie na duzym
plazmidzie symbiotycznym (pSym) u bakterii z rodzaju
Rhizobium lub na chromosomie u Azorhizobium i Bra-
dyrhizobium [6]. Biatko Nod D po zwigzaniu specyfi-
cznego flawonoidu ulega aktywacji i dziata jako ak-
tywator transkrypcji dla genéw nod [32]. Mechanizm
aktywacji jest podobny u wszystkich gatunkéw rizo-
biow. Nod D o masie czasteczkowej okoto 35 kDa
sktada sie z dwéch funkcjonalnych domen: N-kon-
cowej, konserwatywnej domeny wigzacej sie z DNA
oraz zmiennej domeny C-koncowej oddziatujgcej z fla-
wonoidem i kontrolujgcej aktywacje gendéw nod specy-
ficznie wzgledem gospodarza [11]. W badaniach im-
munologicznych ustalono, ze biatko Nod D wigze sie
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C-koncem z wewnetrzng btong komarki bakteryjnej
[63], Uzyskane rownolegle rezultaty innych doswiad-
czen wskazywaty, ze réwniez w btonie bakteryjnej
akumulowane sg flawonoidy [54], Na tej podstawie
postawiono hipoteze, ze flawonoidy wigzg sie w btonie
bakteryjnej do C-koncowej domeny Nod D, co przy-
puszczalnie powoduje zmiane konformacji znajdujgcej
sie w cytoplazmie domeny N-kofAcowej umozliwiajac
zwigzanie jej z DNA i uruchomienie transkrypcji
gendw nod [51].

Biatko Nod D wykazuje znaczny stopied homologii
z innymi prokariotycznymi biatkami regulatorowymi
nalezacymi do rodziny Lys R [55], Wszystkie te biatka
posiadaja w N-konicowej czesci charakterystyczny
element strukturalny, ,helisa-zwrot-helisa” (HTH
— ang. helix-turn-helix). Fragment ten pos$redniczy
w przytaczeniu do DNA biatek regulatorowych pet-
nigcych funkcje aktywatoréw transkrypcji u proka-
riontow. Tak charakterystyczna budowa biatek regu-
latorowych z rodziny Lys R sugeruje, ze w regulowa-
nych genach wystepujg regiony zawierajgce specyficz-
ng sekwencje wigzacg tego typu regulatory. Przebada-
nie roznych prokariotycznych regulatorow transkryp-
cji metodami genetyki molekularnej doprowadzito do
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odkrycia wspolnej sekwencji w promotorach genéw
regulowanych przez biatka typu Lys R [56], Jest to
kréotka (50-60 par zasad) charakterystyczna sekwencja
T-Njj-A, okres$lana jako ,motyw Lys R”. Wigkszo$¢
operonow gendéw nod poprzedza wysoko konserwaty-
wny region promotorowy okres$lany jako nod box,
w ktérym stwierdzono obecno$¢ charakterystycznego
»motywu Lys R” wigzacego aktywator Nod D [56].

Niektore bakterie posiadajg dodatkowy mechanizm
regulacji ekspresji gendw nod. U Bradyrhizobium japo-
nicum indukcja gendéw nod mozna zachodzi¢ w nieobe-
cnosci biatka Nod D, ale z udziatem produktow genow
nodW i nodVC [57], Analiza sekwencji aminokwasowej
biatek kodowanych przez te geny wskazuje na to, ze
moga one naleze¢ do rodziny dwusktadnikowych
regulatoréw biatkowych [58].

IV-3. Synteza lipochitynowego szkieletu czynni-
kéw Nod

Synteza szkieletu gtéwnego czynnikéw Nod jest
katalizowana przez produkty genéw nodA, nodB
i nodC, ktére nie ulegajg ekspresji w bakteriach
wolnozyjgcych [59], Jak wyzej wspomniano, trans-
krypcja tych gen6w jest aktywowana przez regulatoro-
we biatko Nod D. Zwigzkiem wyjSciowym do syntezy
oligosacharydu chitynowego jest N-acetylo-D-gluko-
zoamina (GIcNAc). W pierwszym etapie syntezy po-
wstaje oligomer chitynowy z udziatem biatka Nod C,
ktére jest homologiczne do syntazy chityny z drozdzy
[7, 60]. Ustalono, ze reakcja ta wymaga wolnej
N-acetylo-D-glukozoaminy, a wydtuzanie oligosacha-
rydu zachodzi w kierunku konca nieredukujgcego [2].
Nod C, podobnie jak syntaza chityny z drozdzy, jest
biatkiem btonowym, ale w przeciwiefistwie do niej nie
syntetyzuje polimer6éw lecz tylko oligomery zawierajg-
ce maksymalnie pie¢ jednostek N-acetyloglukozoarni-
nowych [2], Kolejnym etapem jest modyfikacja, ktora
zachodzi z udziatem biatka Nod B Kkatalizujgcego
odszczepienie reszty N-acetylowej na nieredukujgcym
koncu oligosacharydu chitynowego [61]. Nod B jest
biatkiem cytosolowym homologicznym do pochodzg-
cej z grzybow deacetylazy chitynowej, dla ktorej
substratem jest oligomer zbudowany przynajmniej
z czterech reszt GIcNAc [2]. Jak wykazaty badania
prowadzone z uzyciem Nod B oczyszczonego z R.
meliloti, enzym ten jest specyficzny wzgledem substratu
poniewaz nie usuwa reszty N-acetylowej z mono-
sacharydu acetyloglukozoaminowego [2], Wolna gru-
pa aminowa, ktdra pozostaje na konicu nieredukujg-
cym po deacetylacji zostaje w nastepnym etapie pod-
stawiona odpowiednig resztg kwasu ttuszczowego
przenoszong przez produkt genu nodA, transferaze
N-acylowg [62], Nod A, podobnie jak Nod B, jest
biatkiem cytosolowym i wykazuje specyficzno$¢ zar6-
wno wzgledem oligosacharydu chitynowego jak row-
niez wzgledem przenoszonej grupy acylowej [2],
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IV-4. Modyfikacje tancucha gtéwnego czynnikow
Nod

Utworzony w przedstawiony powyzej sposob szkie-
let lipochitynowy jest dalej modyfikowany przez pro-
dukty genoéw hsn nod. Biatka kodowane przez te geny
katalizujg przytaczenie dodatkowych podstawnikow
(Ryc. 3), ktére decydujg o specyficznosci wzgledem
gospodarza, a takze wptywajg na stabilnos¢ i aktyw-
no$¢ biologiczng czynnikow Nod [63-66].

Koniec nieredukujgcy szkieletu cukrowego jest mo-
dyfikowany gtdwnie w reakcji O-acetylacji. R. meliloti,
R. leguminosarum bv viciae oraz R. leguminosarum bv
trifolii syntetyzuja czynniki Nod podstawione w tej
czesci grupa O-acetylowg w rekacji katalizowanej
przez transferaze acetylowg kodowang przez gen nodL,
ktora specyficznie przytgcza O-acetyl w pozycji C-6
[2], Niektore rosliny, np. Leucaena moga wytwarzac
brodawki tylko wtedy, gdy sg zakazone bardzo specyfi-
cznym rodzajem NF zawierajacych na koncu nieredu-
kujacym reszte karbamylowg. Tego typu czgsteczki
sygnatowe syntetyzuje np. R. species NGR 234 po
aktywacji genu nodU. Ustalono, ze mutanty nodL~
oraz nodU~ tracg zdolnos$¢ infekcji swoich gospodarzy
roslinnych [2].

Znacznie szerszy zakres modyfikacji wystepuje na
koncu redukujagcym oligosacharydu lipochitynowego.
W wiegkszosci przypadkéw dodatkowe grupy sa pod-
stawione w pozycji C-6 w reakcjach siarczanowania,
acetylacji i glikozylacji, kontrolowanych przez od-
powiednie produkty genéw hsn nod. Znaczenie tych
podstawnikéw dla specyficznosci czynnikdw Nod byto
wielokrotnie potwierdzane w doSwiadczeniach przep-
rowadzanych z udziatem mutantéw bakteryjnych. Na
przyktad R. meliloti moze indukowaé wytwarzanie
brodawek korzeniowych u lucerny tylko wtedy, gdy
syntetyzuje NF z resztg siarczanowg w pozycji C-6 na
koncu redukujagcym [63], Ustalono, ze synteza w petni
specyficznych czasteczek zalezy od ekspresji genow
nodPQ, ktoérych produkty biorg udziat w wytworzeniu
»aktywnego” siarczanu oraz genu nodH kodujgcego
biatko homologiczne do sulfotransferazy [2, 11]. Ja-
kiekolwiek mutacje ws$réd tych trzech genéw powodu-
ja, ze bakteria syntetyzuje czynniki Nod bez reszty
siarczanowej, czego nastepstwem jest utrata zdolnosci
infekcji swojego gospodarza, tj. lucerny. Z kolei, jesli
geny te wprowadzi sie np. do R. leguminosarum bv
niciae, ktore specyficznie indukuje wytwarzanie broda-
wek u grochu, to taki symbiont moze zakaza¢ nowego
gospodarza, w tym przypadku lucerne [2, 11].

V. Transport czynnikéw Nod

Transport czynnikow Nod poza komoérke bakteryj-
ng zachodzi najprawdopodobniej za posrednictwem
produktow genéw nodl i nodJ nalezacych do grupy
genéw wspolnych com nod [11, 59, 67-68]. Obecnos¢
tych genow stwierdzono u wszystkich przebadanych
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rizobiéw, co sugeruje ich wsp6lne funkcje. Ich rola
w transporcie czynnikdw Nod zostata potwierdzona
w badaniach mutantéw nod\ lub nod] . Mutanty R.
leguminosarum bv trifolii syntetyzujg, ale nie wydzielajg
na zewngatrz czynnikow Nod, czego efektem jest nie-
wielki stopien zakazenia rosliny-gospodarza [59]. Jed-
nakze u innych gatunkéw, np. R. leguminosarum bv
viciae mutacje tych genéw tylko w niewielkim stopniu
obnizajg wydzielanie lipochitooligosacharydéw, co
sugeruje istnienie alternatywnego systemu transportu
[2], Ustalono, ze biatko Nod | jest mocno hydro-
fobowym, przypuszczalnie integralnym biatkiem bto-
nowym, spokrewnionym z duzg rodzing biatek, ktdre
w swojej strukturze posiadajg fragmenty wigzace ATP
i uczestniczg w procesach transportowych [11].

Biatka Nod I i Nod J wykazujg duze podobienstwo
do biatek bakteryjnych biorgcych udziat w sekrecji
polisacharydéw, co dodatkowo wskazuje na ich udziat
w transporcie czynnikéw Nod [2, 59], Jednak mecha-
nizm, za posrednictwem ktérego biatka te uczestnicza
w transporcie lipochitooligosacharydow poza komor-
ke bakteryjng nie jest poznany. Hipotetyczny model
przedstawiony przez Carlsona i wsp. [59] za-
ktada transport zsyntetyzowanych NF przez btone
wewnetrzng do przestrzeni miedzybtonowej z udzia-
tem biatek Nod 1 i Nod J, a nastepnie wydzielanie ich
na powierzchnie komdrki bakteryjnej przez nieziden-
tyfikowane biatko, by¢ moze analog specyficznego
biatka transportujgcego u E. coli.

Badania mechanizmoéw transportu czynnikéw Nod
przyczynity sie do powstania ciekawej sugestii doty-
czacej dodatkowej roli reszty acylowej znajdujacej sie
na nieredukujagcym koricu cukrowego szkieletu czyn-
nikébw Nod. Przypuszcza sie, ze oprécz roli jaka
odgrywa ona w determinowaniu specyficznosci wzgle-
dem rosliny-gospodarza, moze ona by¢ takze istotna
dla transportu czynnikéw Nod, poniewaz umozliwia
ich wigzanie sie z btonami bakteryjnymi [59],

V1. Odpowiedzi rosliny na czynniki Nod

Schemat interakcji bakteria-roslina obejmujacych
wzajemna wymiane sygnatéw oraz odpowiedzi komoé-
rek rosliny-gospodarza przedstawiony jest na rycinie 4.
Pierwszym etapem oddziatywarn pomiedzy rizobiami
i ro$ling jest kolonizacja wtosnikéw korzeniowych
przez bakterie, czego widocznym efektem jest deforma-
cja i skrecanie wiosnikow. Szereg uzyskanych dotych-
czas wynikow wskazuje na to, ze deformacja wios-
nikébw moze by¢ wywotana takze w nieobecnosci
bakterii, przez oczyszczone czynniki Nod, ktdre wyka-
zujg aktywnos$¢ biologiczng przy bardzo niskich steze-
niach, 10_12-10“7 M [13, 69], Skrecanie wito$nikéw
korzeniowych nastepuje juz po 10 minutach od poda-
nia oczyszczonych oligosacharydéw lipochitynowych
i prawdopodobnie spowodowane jest reorganizacjg
cytoszkieletu komorek epidermalnych [70]. Ustalono,
ze w tym czasie zachodzi depolaryzacja bton plaz-
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matycznych, wyptyw protonéw, zmiany w poziomie
jonéw wapnia i rozmieszczeniu filamentéow aktyny
[71-73]. Procesy te sg czescig ztozonych mechanizmow
komorkowych kontrolujacych deformacje wiosnikéw
korzeniowych.

Na podstawie uzyskanych do tej pory wynikéw
pewne jest, ze czynniki Nod sg bakteryjnymi sygnatami
indukujagcymi ztozone odpowiedzi gospodarza roslin-
nego prowadzgce do wytworzenia brodawki. Infekcja
oraz morfogeneza i funkcjonalny rozwéj brodawki
zachodzg pod genetyczng kontrolg rosliny. Czynniki
Nod aktywujg w roslinie tak zwane geny nodulinowe,
sklasyfikowane jako geny wczesne (ENOD) i pb6zne
(NOD) w zaleznosci od czasu ich ekspresji [van
Kammen, cyt. za 13], Wiekszo$¢ z tych gendw jest
specyficzna dla symbiozy i ulega ekspresji prawie
wytacznie w tkankach brodawki [9, 15, 74],

VI-1. Wczesne geny nodulinowe

Jednoczes$nie z procesem infekcji, w komdrkach
epidermy korzenia ulegajg ekspresji wczesne geny
nodulinowe. Geny te sg aktywowane w najwczes$niej-
szych etapach symbiozy, jeszcze przed wigzaniem
azotu, a biatka przez nie kodowane, tzw. wczesne
noduliny biorg udziat w procesie infekcji bakteryjnej
(deformacja witosnikdw, tworzenie nici infekcyjnej)
i morfogenezy brodawki (podzialy komdrkowe, po-
wstanie brodawki pierwotnej) [11, 13].

W ostatnich latach zidentyfikowano i sklonowano
wiele wczesnych genéw nodulinowych [11, 13, 75-83].
Identyfikacja tych gendéw okazata sie niezwykle pomo-
cna w badaniach percepcji czynnikéw Nod i szlaku
transdukcji sygnatu, w ktérych petnia one role swois-
tych markerdw, tym bardziej, ze niektére z nich mogg
podlegaé¢ ekspresji pod wptywem wyizolowanych
czynnikéw Nod [12].

Najwczes$niej aktywowane sg geny ripl (ang. rhizo-
bium-induced peroxidase), kodujacy peroksydaze oraz
ENOD12 i ENODS5, ktérych produktami sa biatka
bogate w proline [15, 84]. Wszystkie trzy geny sg
aktywowane bardzo szybko, w ciggu kilku godzin od
infekcji specyficznym szczepem bakterii lub podania
oczyszczonych NF [8, 13], Wydaje sig, ze ripl nie jest
zaangazowany w dalsze etapy brodawkowania,
w przeciwieAstwie do ENOD12 i ENODS5, ktére sa
indukowane takze w czasie tworzenia nici infekcyjnej
oraz powstawania brodawki [13].

Gen ENOD12 zostat zidentyfikowany miedzy in-
nymi w grochu (PsENDO012 A i B) oraz lucernie
(MSENODI2) [77, 82], Analiza sekwencji aminokwa-
sowej biatek kodowanych przez ENOD12 z tych roslin
wykazata obecno$¢ powtarzajacego sie, charakterys-
tycznego pentapeptydu bogatego w proline, co sugeru-
je, ze biatka te sg prawdopodobnie zwigzane ze $ciang
komérkowg [10, 11], PSENOD5 z grochu koduje
biatlko o masie czasteczkowej 14 kDa, ktore, poza
proling zawiera takze stosunkowo duzo alaniny, glicy-
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ny i seryny, podobnie jak glikoproteiny arabinogalak-
tanowe bedace sktadnikami $cian komorkowych.
Ustalono, ze obydwa wczesne biatka nodulinowe
posiadajg N-koncowg sekwencje sygnatowg i przypu-
szczalnie sg transportowane przez btone. Badania
z zastosowaniem hybrydyzacji in situ wykazaty, ze
PSENOD5 podlega ekspresji tylko w zainfekowanych
komoérkach, w ktérych znajduje sie ni¢ infekcyjna, co
sugeruje, ze biatko kodowane przez ten gen moze by¢
sktadnikiem $ciany komdrkowej nici infekcyjnej. Z ko-
lei, ekspresje PSENOD12 obserwowano we wtos$nikach
korzeniowych i w komérkach kory korzenia zaré6wno
zainfekowanych, jak rowniez w tych, ktore jeszcze nie
zawieraty nici infekcyjnej [11]. Tak wiec biatko to
moze wchodzi¢ w sktad nie tylko nici infekcyjnej, ale
takze $cian komérkowych tych komdérek kory, przez
ktore bedzie przechodzita ni¢ infekcyjna. PSENOD12
podlega ekspresji rowniez we wszystkich komaorkach
brodawki pierwotnej. Obecno$¢ biatek kodowanych
przez PSENOD12 i PSsENODS5 stwierdzono tez w bto-
nie peribakteroidowej otaczajacej bakteroidy [11-13].

Badania genéw nodulinowych u grochu doprowa-
dzity do identyfikacji innych wczesnych nodulin [11],
PSENOD2 i PSsENOD14 kodujg homologiczne poli-
peptydy o masie czasteczkowej 6 kDa. Biatka te
posiadajag N-koncowg sekwencje sygnatowg i cztery
reszty cysteinowe rozmieszczone w podobny sposéb
jak w biatkach wigzacych metale. Nie jest wykluczone,
ze sg to biatka transportujgce do bakteroidow zelazo
lub molibden, niezbedne dla funkcjonowania nitroge-
nazy [4, 5].

W komérkach parenchymy brodawek soi igrochu
stwierdzono ekspresje genu ENOD?2 [10, 11]. Obydwa
biatka sg strukturalnie podobne do biatka kodowane-
go przez PSENOD12 i przypuszczalnie sg takze sktad-
nikami $ciany komorkowej. Ze wzgledu na lokalizacje
w komérkach parenchymy wydaje sie, ze biatka te
moga wspotdziata¢ w tworzeniu bariery tlenowej zape-
wniajacej wewnatrz brodawki odpowiednie mikro-
srodowisko dla funkcjonowania wrazliwej na tlen
nitrogenazy.

Wiele uwagi poSwiecono ostatnio ENOD40, ktory
zostat sklonowany z grochu, soi ilucerny [11]. Gen ten
podlega ekspresji podczas intensywnych podziatéw
merystematycznych prowadzacych do wytworzenia
brodawki [11-13]. Badania wykazaty brak homologii
z jakgkolwiek znang sekwencjg. Ustalono natomiast,
ze sekwencje kodowane przez ENOD40 sg poliadeny-
lowymi transkryptami o diugosci 700 par zasad nie
zawierajacymi dtugiej ramki odczytu, co sugeruje, ze
nie biatko, lecz mMRNA moze by¢ aktywnym produk-
tem petnigcym regulatorowe funkcje we wczesnych
etapach powstawania brodawki [11, 13]. Jest to dosé
oryginalna sugestia, ktora jak dotad nie znalazta
potwierdzenia w rezultatach uzyskanych przez innych
badaczy. Wykazano natomiast, ze ENOD40 wprowa-
dzony do tytoniu, roéliny nie nalezacej do Legumino-
sae, wywotywat efekty charakterystyczne dla niekto-
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rych fitohormonoéw indukujgc podziaty komorkowe
[85-87], Poréwnanie sekwencji klonow ENODA40
z transformowanego tytoniu oraz kilku motylkowa-
tych wykazato obecnos$¢ wysoko konserwatywnych
fragmentow kodujacych oligopeptydy ztozone z 10
aminokwaséw (tytod) i 12-18 aminokwaséw (soja,
groch, lucerna i wyka) [86, 87], W badaniach in vitro
prowadzonych na protoplastach dzikiego tytoniu wy-
kazano, ze peptydy te, w stezeniach 10“12-10 16
M zmieniaty odpowiedZ na auksyny indukujac po-
dziaty protoplastow przy hamujacych stezeniach hor-
monu. Niewykluczone, ze czynniki Nod mogg in-
dukowaé¢ podziaty komérkowe w szlaku niezaleznym
od sygnatu auksynowego i to w stezeniach ponad
dwukrotnie nizszych od stezenia auksyn. Wskazujg na
to uzyskane ostatnio interesujgce wyniki badan in
vitro, ktdre wykazaty, ze protoplasty tytoniu ulegaja
podziatom komérkowym w wyniku aktywacji przez
czynniki Nod genu AX11,ktory jest indukowany przez
auksyny i cytokininy w czasie podziatdw komorko-
wych [88],

Odkrycie peptydu kodowanego przez ENOD40 ma
znaczenie nie tylko dla poznania molekularnych pod-
staw wytwarzania brodawek w procesie symbiozy. Jest
ono niezwykle istotne dla badan majgcych na celu
identyfikacje nowych czasteczek sygnatowych petnia-
cych, podobnie jak klasyczne fitohormony, funkcje
regulatorowe w procesach wzrostu i rozwoju roslin.
W 1991 r. doniesiono o odkryciu systeminy, pierw-
szego roslinnego peptydu aktywnego w procesach
zwigzanych z odpornos$cig roslin na zranienia [89, 90].
Produkt genu ENOD40 bytby drugim przyktadem
aktywnego peptydu uczestniczgcego w morfogenezie
roslin i dowodem na to, ze funkcjonowanie peptydow
jako zwigzkdw sygnatowych nie ogranicza sie tylko do
Swiata zwierzecego.

VI-2. P6zne geny nodulinowe

PéZzne geny nodulinowe (NOD) podlegajg ekspresji
tuz przed lub w czasie wigzania azotu atmosferycz-
nego. Biatka kodowane przez te geny sg niezbedne dla
funkcjonowania brodawki, ale niektdre sposréd nich
sgq obecne takze poza brodawka, w innych czesciach
rosliny i podlegajg ekspresji nie tylko podczas sym-
biozy [15].

Sposréd genéw NOD najlepiej scharakteryzowana
jest rodzina genoéw kodujgcych leghemoglobine, biat-
ko, ktére bardzo obficie wystepuje w brodawce, stano-
wiac do 25% wszystkich biatek rozpuszczalnych [12,
14,89]. Leghemoglobinajest hemoproteing o wysokim
powinowactwie do tlenu, wykazujgcg znaczng homo-
logie i strukturalne podobienstwo do zwierzecej hemo-
globiny [91]. W dojrzatej brodawce biatko to petni
wazng role jako istotny element mechanizmu chronig-
cego nitrogenaze przed zbyt wysokim stezeniem tlenu,
ajednocze$nie zapewniajgcego dostateczng ilos¢ gene-
rowanej w procesach oksydacyjnych energii niezbed-
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nej dla reakcji katalizowanej przez ten enzym [12].

Inne pbézne geny nodulinowe kodujg enzymy lub
podjednostki enzymow uczestniczacych w metaboliz-
mie i transporcie azotu (syntaza glutaminianowa,
syntaza glutaminowa, aminotransferaza asparaginia-
nowa, oksydaza moczanowa) i wegla (syntaza sacharo-
zy, karboksylaza fosfoenolopirogronianowa) [15, 75],
Te geny nie sg specyficzne tylko dla symbiotycznych
brodawek, lecz podlegaja ekspresji rowniez w innych
cze$ciach roéliny, cho¢ nie jest wykluczone, ze enzymy
kodowane przez geny brodawkowe mogg réznié sie
kinetyka lub witasciwosciami immunologicznymi od
enzymow syntetyzowanych poza brodawka.

Produktem péznych genéw nodulinowych sg takze
niektore biatka znajdujgce sie w btonie peribakteroido-
wej [15]. Btona peribakteroidowa otacza mikrosym-
bionty uwolnione z nici infekcyjnej w procesie en-
docytozy do cytoplazmy komorek gospodarza. Btona
ta odgrywa wazng role w kontroli wymiany metaboli-
tow [12]. Sugeruje sig, ze moze mie¢ ona takze
znaczenie dla ochrony przed fitoaleksynami, wytwa-
rzanymi w komoérkach roslinnych w odpowiedzi na
infekcje bakteryjna [75], PBM pochodzi z btony
plazmatycznej komérek roslinnych, ale jej specyficzne
wiasciwosci sg determinowane obecnos$cig pdznych
nodulin.

Ostatnio zidentyfikowano nowe geny NOD z Vicia
faba{VfNOD32) i Lotusjaponicus (LjN OD 16), ktore ko-
dujg biatka o nieznanych na razie funkcjach [92, 93],

VII. Uwagi koncowe

W ostatnich latach dokonano istotnego postepu
w poznaniu molekularnych podstaw symbiozy roslin
motylkowatych z rizobiami. Szczegdlne osiggniecia
mozna obserwowaé w zakresie charakterystyki zwigz-
kéw sygnatowych i wzajemnej wymiany sygnatow,
ktora jest podstawg efektywnych oddziatywan sym-
biotycznych. Czynniki Nod, bakteryjne zwiazki syg-
natowe indukujg specyficzne odpowiedzi komorek
roslinnych poprzez aktywacje ekspresji genéw, jednak
mechanizm tej aktywacji nie jest znany. Szczegdlnie
istotne jest uzyskanie odpowiedzi na pytania dotyczga-
ce percepcji i transdukcji sygnatu. Znaczne rozmiary
iztozona budowa chemiczna czynnikdw Nod sg raczej
przeszkodg w ich swobodnym wnikaniu do komdrek,
zaréwno systemem symplastu jak i apoplastu. Nie
stwierdzono, jak dotad, obecnosci czynnikow Nod
w cytoplazmie komérek odpowiadajgcych na te zwia-
zki. Ze wzgledu na to, ze czynniki Nod wykazujg
aktywnosé przy bardzo niskich stezeniach, a ich specy-
ficzno$s¢ wzgledem gospodarza jest determinowana
obecnoscig okreslonych podstawnikéw w szkielecie
cukrowcowym, sugeruje sig, ze czasteczki te sg rozpoz-
nawane przez receptory znajdujgce sie w komorkach
roslinnych [2, 8, 13]. Niestety wyniki poszukiwan
receptoréw NF sa na razie skromne i sprowadzajg sie
do identyfikacji dwéch biatek wiagzacych czynniki Nod

80

z R. meliloti, wyizolowanych z frakcji mikrosomalnej
ekstraktow korzeni Medicago truncatula i ekstraktow
z kultur tkankowych Medicago varia [94, 95].

Nie jest jasne, czy oligosacharydy lipochitynowe
indukuja odpowiedZ komoérek bezposrednio, czy od-
bywa sie to w szlaku transdukcji sygnatu za posrednict-
wem wtdrnych przekaznikéw. Przypuszczalnie czyn-
niki Nod sg tylko sygnatem pierwotnym, ktory wptywa
na zmiane stosunku auksyny/cytokininy poprzez pod-
niesienie poziomu cytokinin [19, 20], Zachwianie
rownowagi tych fitohormondéw' mogtoby stanowic
wtérny sygnat indukujacy podziaty komdérkowe i po-
wstanie brodawki. Jak juz wcze$niej wspomniano,
czynniki Nod aktywujg transkrypcje wczesnego genu
nodulinowego ENODA40, ktérego produkt zmienia
odpowiedZz komdrek na auksyny indukujac podziaty
komérkowe [86], Powyzsza sugestie potwierdza¢ mo-
gg takze wyniki doswiadczen, w ktorych mutanty nod~
R. meliloti, nie syntetyzujgce czynnikéw Nod, odzys-
kiwaty czesciowo zdolnos$é infekcji po wprowadzeniu
do ich genomu genu uczestniczgcego w syntezie jednej
z cytokinin, zeatyny [19]. Ponadto obserwowano, ze
kwas 2,3,5-tr6jjodobenzoesowy (TIBA) oraz kwas
IV-(I-naftyl)-ftalamowy (NPA), ktére sg inhibitorami
polarnego transportu auksyn, indukujg powstawanie
na korzeniach lucerny struktur podobnych do broda-
wek, w ktérych moze zachodzi¢ ekspresja wczesnych
genoéw nodulinowych [96], Niewykluczone, ze czyn-
niki Nod moga zmienia¢ stosunek fitohormonow'
poprzez wpltyw na synteze endogennych inhibitorow
polarnego transportu auksyn, za ktdre uwaza sie
fiawonoidy [97], Potwierdzatyby to wyniki badan
wskazujgce na to, ze NF stymulujg ekspresje syntazy
chalkonowej, kluczowego enzymu w syntezie flawono-
idow [98-101]. Tak wiec fiawonoidy syntetyzowane
w korzeniu, nie tylko umozliwiajg chemotaksje rizo-
biéw w Kkierunku rosliny-gospodarza i aktywuja bak-
teryjne geny nod, ale byé moze takze regulujg stosunek
auksyny/cytokininy w komaérkach korzenia.

Przedstawiony przeglad uzyskanych w ciggu ostat-
niej dekady rezultatow badan nad wczesnymi etapami
symbiozy skiania do sugestii, ze czynniki Nod moga
by¢ rozwazane jako regulatory wzrostu roslin [102,
103]. Ze wzgledu na to, ze zawierajg w swojej czastecz-
ce szkielet cukrowcowy wymieniane sg jako przed-
stawiciele oligosacharyn, nowej klasy roslinnych regu-
latoréw wzrostu, do ktorej nalezg aktywne biologicz-
nie oligosacharydy biorgce udziat w kontroli ekspresji
genow [104], Wiecej informacji o tej klasie zwigzkéw
zainteresowany Czytelnik moze znalez¢ w pracy opub-
likowanej w ,,Postepach Biologii Komérki” [90],
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SPRAWOZDANIE

XXX ZzJAZD
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO
Katowice, 9—12 wrzesien 1997

Sprawozdanie

W dniach 9-12 wrzesnia 1997 roku obradowat w Katowicach XXXIIl Zjazd Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego pod honorowym patronatem Jego Magnificencji Rektora Slaskiej Akademii Medycznej
Profesora Zbigniewa Religi, Jego Magnificencji Rektora Uniwersytetu Slaskiego Profesora Tadeusza Stawka,
Jego Magnificencji Rektora Akademii Wychowania Fizycznego Profesora Janusza Nowotnego, i Dyrektora
Instytutu Biologii Doswiadczalnej i Sieci Biologii Molekularnej i Komérkowej UNESCO/PAN Profesora
Macieja Natecza.

W Zjezdzie wzieto udziat okoto 750 osOb z kraju i zagranicy, w tym o$miu biochemikéw pochodzenia
polskiego z Biatorusi, ktorych pobyt sfinansowato Stowarzyszenie ,Wspodlnota Polska”.

Wydawnictwami Zjazdu byly: trzy Komunikaty, informujgce na biezgco o Zjezdzie i zaawansowaniu prac
organizacyjnych; Program Zjazdu liczacy 55 stron; oraz ksigzka Streszczenia referatéw, w ktorej na 223
stronach znalazto sie 586 streszczern wyktadéw i doniesien zjazdowych.

Obrady Zjazdu odbywaty sie w budynkach Zaktadéw Teorii Medycyny oraz w budynku Centralnego
Szpitala Klinicznego Slaskiej Akademii Medycznej w Katowicach-Ligocie w dniach 10-12 wrze$nia 1997 r.

Uroczyste otwarcie Zjazdu odbyto sie 9 wrzesnia o godz. 18.00 w Gornoslaskim Centrum Kultury.
Wszystkich uczestnikéw Zjazdu i zaproszonych gosci powitala Przewodniczaca oddziatu katowickiego
PTBioch i Komitetu Organizacyjnego dr hab. Iwona Zak. W imieniu JM Rektora SAM przywitat zebranych
Prorektor ds Nauki Prof. Tadeusz Wilczok, nastepnie Rektor Uniwersytetu Slaskiego Prof. Tadeusz Stawek po
powitaniu, ztozyt wszystkim uczestnikom zyczenia satysfakcji naukowych podczas obrad Zjazdu.

Profesor Liliana Konarska, Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego po szczegélnie serdecznym
powitaniu wszystkich zebranych, oméwitla biochemiczne wydarzenia oraz dziatalno$¢ Towarzystwa Bio-
chemicznego w minionym roku, po czym przystagpita do uroczystosci wreczania nagroéd laureatom Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego. Nagrode im. Prof. Jakuba Parnasa w konkursie za najlepsza prace doswiad-
czalng otrzymat zespét w sktadzie Danuta Ptochocka, Marek Wetnicki, Piotr Zielenkiewicz, Wtodzimierz
Ostoja-Zagorski z Instytutu Biochemii i Biofizyki w Warszawie za publikacje ,Three-dimensional model of the
polyviral genome-linked protein” ogtoszong w Proceeding of the National Academy of Sciences of USA,
1996, 93,1 21 50-1 21 54. Sponsorem nagrody jest Molecular Research Center z San Sineti, USA. Nagrode im.
Prof. Bolestawa Skarzynskiego otrzymali Bogdan Falkiewicz i Bogdan Liberek z Zespotu Chemii Amino-
kwasoéw i Peptydow Uniwersytetu Gdanskiego za prace ,Budowa ifunkcja antygendéw zgodnosci tkankowej
(MHC) klasy I” oraz ,Budowa i funkcja antygendw zgodnosci tkankowej (MHC) klasy II” opublikowane
w Postepach Biochemii 1996, 42, (1), 41-47; (4), 340-349. W pierwszej edycji Konkursu Sekcji Kwasow
Nukleinowych Zarzadu Gtéwnego i Firmy Sigma-Aldrich nagrode otrzymali L. Wozniak, J. Pyzowski, W. J.
Stec z Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych w todzi za publikacje ,New approach to the
synthesis of oligonucleoside methane phosphonates” ogtoszong w J. Organie Chemistry 1996, 61, 879-881.

Wydarzeniem naukowym ceremonii byt wykiad inauguracyjny Prof. Aleksandra Koja z Uniwersytetu
Jagiellonskiego pt. ,Roia cytokin w indukcji i hamowaniu stanu zapalnego”.

Na zakoriczenie, w czeéci artystycznej wystapit Chér Zespotu Pieéni i Tarica ,Slask” sponsorowany przez
Firme Perkin-Elmer, po czym uczestnicy Zjazdu witali sie tradycyjna lampka wina.

Program naukowy Zjazdu obejmowat 8 sesji tematycznych:

1) Struktura ifunkcja genu i genomu (org. dr hab. Zdzistaw Krawczyk) — sympozjum sponsorowane przez
Polska Sie¢ Biologii Komoérkowej i Molekularnej UNESCO/PAN;

2) Patobiochemia tkanki tacznej (org. dr hab. Krystyna Olczyk, prof. dr habr. Edward Barikowski, prof. dr hab.
Marian Drozdz);

3) Problemy biochemiczne w biologii i medycynie srodowiskowej (org. dr hab. Sylwia tabuzek);

4) Biotechnologia (org. prof. dr hab. Jerzy Chmielowski);

5) Rodniki tlenowe i antyoksydanty (org. dr hab. Roman Tarnawski);
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6) Postepy biochemii klinicznej (org. dr hab. lwona Zak, prof. dr hab. Wtadystaw Grzeszczak) — sympozjum
sponsorowane przez Ministerstwo Zdrowia i Opieki Spotecznej);

7) Biochemia wysitku fizycznego (org. dr hab. Barbara Ktapcinska).

8) Doniesienia r6zne (org. dr hab. Ludmita Weglarz).

Obrady toczyty sie w czterech réwnolegle biegnacych sesjach tematycznych, co niestety zmuszato
uczestnikéw Zjazdu do trudnych wyboréw i rezygnowania z niektorych wyktadéw. Poszczegdélnym sesjom
wyktadowym towarzyszyty przynalezne im tematycznie sesje plakatowe, kazdego dnia prezentowano rowniez
doniesienia rdzne.

W czasie Zjazdu przeprowadzono dwa konkursy. Konkurs im. Prof. Wiodzimierza Mozotowskiego za
najlepszg prace przedstawiong na Zjezdzie przez mtodego biochemika (do 30-tego roku zycia) odbyt sie pod
przewodnictwem Profesora Jerzego Popinigisa (Gdansk). Przyznano dwie réwnolegte nagrody, ktdre
otrzymali Magdalena Peska z Instytutu Biologii Doswiadczalnej w Warszawie za prace ,Wspotdziatanie
(cross-talk) réznych drég sygnatowych w regulacji ekspresji genu dekarboksylazy ornitynowej (ODC)
w nerce mysiej” oraz Marcin Schmidt z Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu za prace ,Ludzki
homolog genu lethal(2)neighbour of tid Drosophila melanogaster jako nowy marker zmian nowotworo-
wych”. Konkurs im. Prof. Janiny Opienskiej-Blauth za najlepszg prezentacje przedstawiong przez autora-
-studenta, ktéry w momencie przystania streszczenia nie posiadat jeszcze dyplomu ukonczenia studiow, odbyt
sie pod przewodnictwem Profesora Tomasza Borkowskiego (Lublin). Laureatem konkursu zostat Tomasz
Wojciechowski, student V roku z kota naukowego przy Katedrze Biochemii AM w Gdansku za prezentacje
.Histochemiczna metoda wykrywania produktéw peroksydacji lipidéw”. Nagrody zostaty wreczone przez
Profesor Liliane Konarska podczas uroczystosci zakonczenia Zjazdu.

Wazng inicjatywa o znaczeniu popularyzacyjnym byto zaproponowanie przez Redakcje czasopisma Acta
Biochimica Polonica wydanie referowanych lub zgtoszonych na sesje plakatowa prac Sympozjum Struktura
i funkcja genu i genomu. W wyznaczonym terminie wptyneto do Redakcji 9 oryginalnych prac badawczych.
Prace, ktore otrzymaja pozytywne recenzje beda opublikowane w ostatnim numerze 1997 r. ABP. Z podobng
propozycja upowszechnienia prac wygtoszonych na Sympozjum Postepy Biochemii Klinicznej wystgpita
Redakcja Wiadomosci Lekarskich.

WsSrod imprez towarzyszgcych duzym zainteresowaniem cieszyly sie liczne wystawy firm oferujgcych na
Zjezdzie aparature, sprzet i chemikalia niezbedne do badan. Inng atrakcja, z ktérej korzystali uczestnicy Zjazdu,
byto zwiedzanie Zamku Pszczynskiego lub Sztolni Czarnego Pstrgga w Tarnowskich Goérach. Spotkania
towarzyskie dopetnily zestawu imprez towarzyszacych, majacych na celu zintegrowanie spotecznosci
biochemicznej.

Informacje o Zjezdzie podato Radio i Telewizja Katowice. Z okazji XXXIII Zjazdu PTBioch Telewizja
Katowice wyemitowata okolicznosciowy program poswiecony biochemii $laskiej, w ktérej uczestniczyli dr
hab. Joanna Rzeszowska-Wolny z Instytutu Onkologii w Gliwicach, prof. dr hab. Tadeusz Wilczok z Katedry
Biochemii i Biofizyki SAM w Sosnowcu, dr hab. lwona Zak z Katedry i Zaktadu Biochemii i Chemii SAM
w Katowicach. Na antenie przedstawiono pracownie Katedry Biochemii i Chemii SAM, natomiast kierownik
Katedry prof. dr hab. Marian Drézdz omoéwit wiodace kierunki badawcze Katedry.

Na zakonczenie chciatabym w imieniu organizatoréw Zjazdu bardzo serdecznie podziekowac¢ kolezankom
i kolegom z katowickiego oddziatu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, cztonkom, studentom i sym-
patykom za wspanialg pomoc w dniach poprzedzajgcych Zjazd i w gorgcych dniach trwania Zjazdu.

Organizatorom XXXIV Zjazdu PTBioch w Bialymstoku zycze samych sukcesow.

Iwona Zak

Do cztonkow
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Zarzad P.T.Bioch. uprzejmie prosi wszystkich cztonkow o wpilate
zalegtych i biezacych sktadek cztonkowskich. Zachecamy takze do
zaprenumerowania ,Postepéw Biochemii”.
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Zachecamy do czytania i prenumerowania Acta Biochimica Polonica
Prenumerata roczna wynosi: indywidualna 40 zt
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Prot#ns: structural aspects

Review

Regular papers

Intramolecular electron transfer between trypto-
phan radical and tyrosine in oligoproline-bridged
model peptides and hen egg-white lysozyme
Kazimierz L. Wierzchowski

Molten globule as an intermediate on the human
prostatic phosphatase folding pathway
Radostawa Kuciel and Aleksandra Mazurkiewicz

Covalent modification and site-directed mutagenesis
of an active site tryptophan of human prostatic acid
phosphatase

Zhongtao Zhang, Kirill Ostanin and Robert L. Van

Etten

Prostatic acid phosphatase: structural aspects of in-
hibition by L-(+)-tartrate ions

Leslie Lovelace, Krzysztof Lewinski, Clarissa G.
Jakob, Radostawa Kuciel, Wtodzimierz Ostrowski and
t ukasz Lebioda

The role of lysine-256 in the structure and function
of sheep liver recombinant serine hydroxymethyl-
transferase
Rashmi Talwar, Junutala R. Jagath, Asis Datta, V.
Prakash, Handanahal S. Savithri and Naropantul
Appaji Rao

Primary structure of porcine spleen rihonuclease:
sequence homology

Ayumu Kusano, Masanori Ilwama, Akihiro Sanda,
Kaori Suwa, Eiko Nakaizumi, Yuka Nakatani, Hiroko
Ohkawa, Kazuko Ohgi and Masachika Irie
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Reviewes

Regular papers

Short communications

Female hormones act as natural antioxidants — a
survey of our research
Kunio Yagi

Tumor-specific pyruvate kinase isoenzyme M2 in-
volved in biochemical strategy of energy generation
in neoplastic cells

Maria Guminska, Jan Ignacak, Teresa Kedryna and
Maria B. Stachurska

Selective cobalamin malabsorption and the co-
balamin-intrinsic factor receptor
Ralph Grasbeck

Synergistic effect of 5-fluorodeoxyuridine and quina-
zoline antifolates on murine leukemia self-cultured
in vitro

Maltgorzata Balinska, Irmina Szablewska, Dorota
Janiszewska, Agnieszka Brzezinska and Krzysztof
Pawetczak

The effects of combined antifolates on inhibition of
growth of murine leukemia cells cultured in vitro
Matgorzata Balifiska, Irmina Szablewska, Dorota
Janiszewska, Katarzyna Bartuzi and Krzysztof
Pawetczak

The effect of dihydrotestosterone on transcription of
prostatic acid phosphatase mRNA in human hyper-
plastic gland

Joanna Dulinska, Piotr Laidler, Wtodzimierz S. Os-
trowski, Stawomir Mrozicki and Marek Gatka

2-Methyl-thiazolidine-2,4-dicarboxylic acid protects
against paracetamol induced toxicity in human liver
derived HepG2 cells

Lidia Wiodek and Hans Rommelspacher

The effect of experimental neoplastic disease on
malondialdehyde level and glutathione status in
erythrocytes of rats

Jolanta Batko

The activity of 3-mercaptopyruvate sulfurtrans-
ferase in erythrocytes from patients with poly-
cythemia vera

Julian Frendo and Maria Wrobel
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Inhibition of mammalian topoisomerase | by 1-nitro-
9-aminoacridines. Dependence on thiol activation
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Szmigiero

Genes and gene expression

Minireview Kainate-evoked modulation of gene expression in rat
brain
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Jan Barciszewski and Andrzej B. Legocki
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Characterization of two lipopolysaccharide types
isolated from Rhizobium galegae
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Review An enigma: the role of viral RNA aminoacylation
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ampel

Pobrano optate

dpis przyjmujacego

okwitowanie dla wptacajacego

ownie

mplacajgcy

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/O Warszawa

10201084-1791-270-201-111

jmpel

Pobrano optate

dpis przyjmujacego

POSTEPY BIOCHEMII 44(1), 1998

Odcinek dla posiadacza rachunku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PBK S.A. XIII/0 Warszawa

11101053-1225-2720-3-30

stempel

po

Odcinek dla posiadacza rachunku

Pobrano optate

dpis przyjmujacego

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

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

stempel

po

Pobrano optate

dpis przyjmujacego

Odcinek dla poczty lub banku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PBK S.A. XIII/O Warszawa

11101053-1225-2720-3-30

stempel

Pobrano optate

podpis przyjmujgcego

Odcinek dla poczty lub banku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/O Warszawa

10201084-1791-270-201-111

stempel

Pobrano optate

podpis przyjmujacego
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