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W  Po raz pierwszy w polskiej literaturze pzegladowej przedstawiono na s. 155
dane dotyczace bialek szoku termicznego u roslin. Scharakteryzowano te
bialka oraz wskazano ich role w przezywaniu stresu, jakim jest podwyzszona
temperatura.

H W artykule na s. 217 opisano nowe techniki genetyki molekularnej umoz-
liwiajace wprowadzanie zmian genetycznych w $cile okreSlone miejsca ge-
nomu ssakéw. Zastosowanie tych technik przynosi ciekawe wyniki w
badaniach nad czynnoscig gendw in vivo. Celowane zmienianie informacji
genetycznej to takze potencjalny "ztoty Srodek" terapii genowej. Opisane
techniki doprowadzg zapewne do stworzenia terapii genowej opartej na ce-
lowanym zmienianiu genomu.

I O strukturze i funkcji fiboronektyn mozna przeczyta¢ na s. 171. Rézne mo-
lukularne formy fibronektyn sa produktami jednego czynnego genu u ludzi.



ERRATA

W artykule A. F. Sikorskiego pt. Szkielet btony erytrocytu zamieszczonym w zeszy-
cie 1tomu 20 z 1993 r. Postepow Biologii Komaorki wystgpity btedy, za ktére autoréw
serdecznie przepraszamy.
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OBSZARY JADERKOTWORCZE (NOR)U SSAKOW:
WYSTEPOWANIE | POLIMORFIZM

NUCLEOLAR ORGANIZER REGIONS (NORs) IN MAMMALS:
AN OCCURRENCE AND SIZE POLYMORPHISM

Aldona PIENKOWSKA, Marek SWITONSKI

Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat, Akademia Rolnicza Poznan

Streszczenie. W pracy przedstawiono przeglad badan nad wystepowaniem i polimorfizmem wielkoéci obszaréw
jaderkotwoérczych (NOR), na przyktadzie licznych gatunkéw zwierzat, a takze cztowieka. Analiza cytogenetyczna
tych specyficznych regionéw chromosoméw moze by¢ prowadzona metodg ich wysrebrzania (Ag-NOR) oraz
stosowang coraz cze$ciej metoda hybrydyzacji "insitu™ z sondami molekularnymi reprezentujacymi fragmenty genéw
rRNA. Zaprezentowano tez syntetyczne zestawienie liczby NOR wraz z ich potozeniem na poszczeg6lnych chromo-
somach dla 27 gatunkéw ssakéw.

Summary. A review of the research on an occurrence and size polymorphism of Nucleolar Organizer Regions (NORSs)
in mammals, including human, is presented. Cytogenetic analysis of theese specific chromosome regions can be carried
on by applying of the silver-staining method (Ag-NOR) or by "in situ" hybrydization with the use of rDNA probes
representing rRNA gene fragments. List of NOR’s number and their assignment to particular chromosomes in 27
mammalian species is also presented.

Obszary jaderkotworcze (NOR) sg fragmentami chromosomow, w ktdrych znajdujg sie
geny kodujace rRNA [5, 8S, 18S i 28S]. Na bazie tych genéw mozliwe jest tworzenie sie
jaderek w okresie interfazy [36].

Metody identyfikacji obszarow NOR opierajg si¢ na specyficznym wybarwianiu kwasnych
biatek chromatynowych lub na hybrydyzacji zodpowiednimi sondami molekularnymi rDNA.
Najpopularniejsza metodg ujawniania obszaréw jaderkotwdérczych jest barwienie srebrowe
przy uzyciu AgNO03. Efektem wybarwien sg z6tto-brgzowe chromosomy z czarnymi depozy-
tami srebrowymi (NOR) potozonymi obok chromatyd [za 36].

Poniewaz efekty barwien moga by¢ obserwowane zaréwno w mikroskopie elektronowym,
jak idwietlnym, przypuszcza sie, ze mechanizm wybarwien opiera si¢ na reakcji redoks. Przy
takim zatozeniu srebro po otrzymaniu elektronu redukuje sie z plus pierwszego stopnia
utlenienia do zerowego i wytraca sie w postaci metalicznej jako czarny osad. Dawcg elektronu
jest w tym wypadku wodor z grupy hydroksylowej. Sytuacja taka jest mozliwa, jesli w
tancuchu bocznym biatka wystepujg arginina, histydyna, tyrozyna, cysteina (lub seryna na
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pierwszej pozycji) majace grupy guanidynowe [35]. Wdwczas w podwyzszonej kwasowosci
spowodowanej obecnoscig grupy SH z cysteiny wodér jest zdolny oddysocjowaé elektron
stajac sie reduktorem [27].

Badania na réznych gatunkach udowodnity, ze miejsca wybarwienn Ag-NOR korespondujg
z miejscami rybosomalnych genéw identyfikowanych przez hybrydyzacje in situ, jednak
bardzo rzadko wszystkie te miejsca sa uwidaczniane barwieniem. Moze to by¢ spowodowane
niewielky liczbg kopii gendw rRNA bedaca ponizej czutosci barwienia srebrowego [za 36].
Jednoczes$nie stwierdzono tez, ze liczba wybarwien srebrowych jest skorelowana ze stopniem
transkrypcji genéw rybosomalnych, a obecno$¢ srebra wykazuje raczej potencjat transkrypcji
niz transkrypcje aktualnie wystepujace [36].

Jak juz wyzej wspomniano, jedyng doktadng metoda umozliwiajgcg precyzyjne okreslenie
miejsca obszarow NOR na chromosomie jest hybrydyzacja in situ. Ze wzgledu na duzy
konserwatyzm genetyczny, w metodzie tej mozna hybrydyzowa¢ chromosomy jednego ga-
tunku z sondg molekularng pochodzaca z genomu innego gatunku [38]. Mozliwo$¢ ta zostata
wykorzystana do analizy obszaréw jaderkotwérczych w kariotypach zwierzat domowych,
poprzez zastosowanie sondy molekularnej reprezentujgcej fragment ludzkiego genu 28S
rRNA. Gallagher iwsp. [8] przy uzyciu biotynylowanej sondy pGb 28S rRNA ustalili pozycje
obszarow NOR w telomerach bydlecych chromosoméw z pary nr 2, 3,4, 11, 29. Analogiczne
badania wykonane przez Solinas i wsp. [34], rowniez przy uzyciu ludzkiej sondy wykazaty,
Ze obszary te wystepujg na chromosomach nr 2, 3, 6, 11 i 28 (lub 29).

Badania te moga pozwoli¢ na wyjasnienie problematycznych miejsc wystepowania obsza-
row jaderkotwoérczych na 4 lub 6 oraz 28 lub 29 parze chromosomdéw, ktére zostaty ustalone
wczedniej na podstawie barwienia sekwencyjnego Q-AgNOR, RBA-AgNOR oraz prazkami
GTG-AgNOR [za 8],

Badania genomu $wini [20] przy uzyciu biotynylowanej sondy rDNA pochodzacej z
ludzkiego genomu potwierdzity obecno$¢ obszaréw jaderkotwdérczych na 8 i 10 parze chro-
mosomow, gdzie zlokalizowano je wczesniej barwieniem srebrowym [za 20] i metoda
radioaktywnej hybrydyzacji in situ [22]. Dotychczas wykorzystano ludzkie sondy molekular-
ne rDNA do zamapowania obszaréw NOR u nastepujacych gatunkéw zwierzat: $winie, bydto,
nutrie, konie i lisy polarne. We wszystkich wypadkach nastapito przytgczenie sondy do
obszarow jaderkotworczych [27].

Liczebno$¢ obszaréw jaderkotworczych oraz ich rozmieszczenie na chromosomach jest
cechg charakterystyczng dla kazdego gatunku (tab. I).

Liczba chromosoméw majacych obszary jaderkotwdrcze miesci sie w dos$¢ szerokim
zakresie od 2 (nutria) do 18 (pies, orangutan). Jednocze$nie z przedstawionego zestawienia
wynika, ze liczha obszarow jaderkotwdérczych wystepujagca w kariotypach réznych gatunkéw
nie jest funkcja diploidalnej liczby chromosoméw. U gatunkéw o podobnej liczbie diploidal-
nej chromosomow liczba chromosomoéw zawierajgcych NOR moze sie znacznie rozni¢. U
orangutana (2n=48) takich chromosomoéw jet 18, u cztowieka (2n=46) jest 10, u krélika
(2n=44) jest ich 8, a u nutrii (2n=42) - tylko 2. Z kolei u bydta (2n=60) wystepuje 10
chromosomoéw niosagcych NOR, a u konia (2n=64) - tylko 6 chromosomow.

Badania prowadzone na réznych gatunkach ssakéw wykazaty, ze w obrebie gatunku
wystepowaé moze zmienno$¢ liczby wysrebrzajgcych sie obszarow NOR. Dla przyktadu u
ludzi moze ich by¢ od 5 do 10, przy czym istnieja wyrazne roznice indywidualne, rasowe, a
takze populacyjne zwigzane z miejscem zamieszkania [29]. Zr6znicowanie liczby wysrebrza-
jacych sie NOR w zaleznosci od rasy obserwowat tez Mellink [20] u $win. Najnizszg liczbe
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TABELA |. Zestawienie liczby i potgczenia obszaréw jaderkotwérczych

Gatunek 2n Liczba NOR Nr chromosomoéw Zrédio
Czlowiek 46 10 13,14,15,21,22 [21]
Szympans (Pan troglotydes) 48 10 13,14,18,21,22 [29]
Goryl (Gorilla gorilla) 48 6 1,21,22 [29]
Orangutan (Pongo pygmaeus) 48 18 11,12,13,14,15,16,17,22,23 [29]
Gibbon (Hylobates lar) 48 2 15 [29]
Kon (Equus caballus) 64 6 1,28,31 [28]
Osiot (Equus asinus) 62 8 20,21,24,29 [13]
Swinia (Sus scrofa domestica) 38 4 8,10 [2]
Bydto (Bos taurus) 60 10 2,3,6,11,28,(29?) [34, 6]
Zebu (Bos indicus) 60 10 2,3,4,11,28 [19]
Bawoét rzeczny (Bubalus bubalis) 50 12 3,4,8,21,23,24 [5]
Bawdt btotny (Bubalus amee) 48 10 4,8,20,22,23 [41
Owca (Ovis aries) 54 10 1,2,3,6,21 [8]
Koza (Capra hircus) 60 10 2,3,5,6,28 [10]
Daniel (Dama dama) 68 4 1,2 [32]
Kot (Felis catus) 38 16 e,e2 [30, 29]
Pies (Canisfamiliaris) 78 18 5,8,14,16,19,21,32,37,X,Y [31]
Krélik (Oryctolagus cuniculus) 24 8 13,16,20,21 [18]
Lis pospolity (Vulpesfulvus) 34 6 8,9,13 [15]
Lis polarny (Alopex lagopus) 50 10 13,17,18,20,22 [16]
Nutria (Myocastor coypus) 42 2 TI [27]
Szczur norweski (Rattus norvegius) 42 6 3,11,12 [33]
Szynszyla (Chinchila langer) 64 2 2 [9]
Norka (Muselia vison) 30 4 2,8 [U]
Chomik chinski (Cricetulus griseus) 22 10 4,5,6,9,11 [9]
Swinka morska (Caviaporcellus) 64 14 1,3,4,6,7,9,17 [9]
Mysz (Mus musculus) 40 10 12,15,16,18,19 [9]

obserwowano u ras: dunskiej, norweskiej i finskiej; umiarkowang u Yorkshire i Pietrain, a
najwiekszg u Meishan. Przyjmuje sie, ze zréznicowanie liczby ujawnianych NOR zalezy od
ich aktywnosci transkrypcyjnej w taki sposéb, ze wysrebrzajg sie tylko te odcinki oraganiza-
toréw jaderkotworczych, w ktérych transkrypcja odbedzie sie w nastepnym cyklu komérko-
wym, stad nie wszystkie NOR moga ujawniac si¢ jednoczesnie [za 29],

Badania nad aktywnoscia organizatoréw jaderkotwdérczych u ludzi wykazaly, ze nie jest
ona jednakowa dla wszystkich akrocentrykéw posiadajgcych je. Szczegolnie wyr6zniajg sie
pod tym wzgledem chromosomy pary 21, charakteryzujgce sie najwyzsza aktywnoscig i
chromosomy pary 15, majace najmniejszg aktywnos$¢ w poréwnaniu z obszarami NOR z par
13, 14,22. Réznice te sg istotne statystycznie [40]. Natomiast badania nad obnizong czestoscig
wysrebrzania sie NOR na chromosomach pary 22 u ludzi nie wykazaty réznic statystycznie
istotnych [21],

U krélikéw chromosomy pary 20 sg bardziej aktywne niz z pary 16, 13 oraz 21. Badania
statystyczne wykazaty, ze w tym wypadku zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig NOR naréznych
chromosomach opiera sie naréznicach liczby kopii genéw rRNA [23]. Potwierdzajg to badania
Martin-DeLeon [17], w ktérych wykazano, ze u krolikow liczba genéw rybosomalnych nie
jest rbwnomiernie roztozona na chromosomach. Para 20 ma ich najwiecej, a para 14 i 16
zawiera wiecej kopii niz para 21.
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Doswiadczenia przeprowadzone na psach [3] wykazaly, ze w ptytkach metafazalnych
najczesciej wysrebrzaja sie NOR na chromosomach pary 8, nastepnie pary 7 i6 oraz 9, 12 i
10, a najrzadziej na 5i 11.

Problem wielkos$ci depozytow srebrowych u $win [20] skomentowany zostat nastepujaco:
u licznych zwierzat sygnaty na 10 parze sg silniejsze niz na parze 8, jednak u rasy Pietrain i
Yorkshire mocniejsze sg sygnaty na parze 8. Wyniki te sugeruja, ze istniejg réznice w ilosci
rDNA obecnego w obu parach chromosomowych. Z drugiej strony, poréwnanie wynikow
hybrydyzacji i wysrebrzania wykazato, ze pojawieniu sie sygnatébw hybrydyzacyjnych na
chromosomach pary 10 zawsze towarzyszyta obecno$¢ depozytéw srebrowych przy barwieniu
Ag-NOR. Podobna zalezno$¢ nie wystepowata w odniesieniu do pary 8. Na tej podstawie
wywnioskowano, ze organizatory jaderkotwdrcze pary 10 byty aktywne transkrypcyjnie we
wszystkich komérkach, natomiast na parze 8 wykazywaty znaczne zréznicowanie aktywnosci
lub jej catkowity brak.

Ciekawa proba wyjasnienia réznic w aktywnosci NOR sg badania przeprowadzone na
krolikach [18]. Zaktada sie¢ w nich, ze aktywno$¢ wzoru pragzkowego jest oznaczona juz w
embriogenezie. Poréwnano NOR w komérkach watroby oraz nerek i stwierdzono, ze komorki
parenchymatyczne, takie jak hepatocyty sa bardziej aktywne fizjologicznie i ta aktywnos¢
moze mie¢ odbicie w zwiekszonej liczbie i aktywnosci Ag-NOR w porédwnaniu z komorkami
nerek (pochodzenia mezodermalnego).

Liczne badania prowadzone u cztowieka ujawnity wystepowanie tak zwanych asocjacji
satelitarnych (AS). Polegaja one na wzajemnym kontakcie chromosomdw akrocentrycznych
za posrednictwem ramion krétkich, zawierajagcych przewezenia wtdrne, lub za pomocg sate-
litbw. AS moga by¢ w postaci wsp6lnego ziarna srebrowego lub mostka pomiedzy obszarami
NOR, zaréwno pomiedzy chromosomami homologicznymi jak i pochodzacymi z r6znych par.
U cztowieka majacego 5 par akrocentrykéw w sktad AS moze wchodzi¢ od 2 do 10 chromo-
somoOw; najczesciej spotyka sie asocjacje dwuchromosomowe, rzadziej trzy-, czterochro-
mosomowe, a najrzadziej pieciochromosomowe [29]. Asocjacje takie obserwowano takze u
innych gatunkéw. U myszy najczestszymi asocjacjami chromosomdéw majacych NOR sg
asocjacje dwu- i trzychromosomowe [24]. Sugerowano réwniez na podstawie badan prowa-
dzonych u kéz, ze wchodzenie chromosoméw w asocjacje jest cechg osobniczg, i mimo ze u
kéz spotyka sie asocjacje dwu-, trzy- i czterochromosomowe, najczesciej pojawiajg sie
asocjacje dwuchromosomowe [25].

Drugim typem zrdznicowania, z ktérym spotykamy sie badajagc NOR, jest polimorfizm
wielkosci obszaréw jaderkotwdérczych. Ujawnia sie on w postaci depozytéw srebrowych (lub
sygnatow w hybrydyzacji in situ) o réznych rozmiarach. Wielko$¢ tych depozytéw jest
zazwyczaj oceniana subiektywnie jako bardzo duzy, duzy, $redni lub maty. Przeprowadzone
badania rodzinowe wskazuja, ze stopiefh wysrebrzania NOR, odzwierciedlajacy wielko$¢ tego
obszaru, jest charakterystyczng, dziedziczng cechg chromosomu, ktéra przekazywana jest
zgodnie z segragacjg mendlowska [29], U tego samego osobnika chromosomy homologiczne
w jednej lub kilku parach moga wysrebrzac¢ sie réznie. Szczeg6towa analiza wykazata, ze w
polimorficznych parach réznigcych sie dtugoscia przewezenia wtérnego, chromosom z dtuz-
szym przewezeniem zawsze wybarwia sie silniej, podczas gdy jego homolog wybarwia sie
$ladowo lub nie wybarwia sie wcale [30].

Na zdjeciu nr 1pokazane sag chromosomy knura, u ktérego stwierdzono polimorfizm NOR
w parze nr 8. Zaréwno wysrebrzanie, jak i hybrydyzacja in situ ujawnity we wszystkich
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ptytkach state zréznicowanie wielkosci obszaréw jaderkotwdérczych [34], Wystepowanie
polimorfizmu obszar6w NOR w parach 8 i 10 u $wini byty opisywane niejednokrotnie [7, 39].

RYSUNEK. Polimorfizm NOR w 8 parze chromosoméw knura: a- barwienie konwencjonalne Giemsa, b - wysre-
brzanie AgN03(Ag-NOR), ¢ - prazki Q (QFO), d - sekwencyjne, po prazkach Q (pastrz c) wywotanie sygnatu w
hybrydyzacji in situ z biotynylowang sondg ludzkiego genu 28S rRNA

Pomimo ze polimorfizm NOR jest znany u wielu gatunkéw, niewiele jeszcze mozna
powiedzie¢ na temat efektéw fenotypowych. Stwierdzono, ze heteromorfizm NOR w 21 parze
chromosomdw u ludzi moze by¢ odpowiedzialny za zwiekszone ryzyko powstawania zabu-
rze mejotycznych [12]. Przypuszcza sie ponadto, iz moze istnie¢ zwigzek pomiedzy akty-
wnosciag NOR oraz rozmiarami depozytow srebrowych a powstawaniem nowotworow
ztosliwych [26]. Zauwazono tez, ze w translokacjach Robertsona obejmujacych chromosomy
z obszarami jaderkotwdrczymi nigdzie nie ujawniajg sie prazki srebrowe. Rezultat ten uzy-
skano dla ludzkich translokacji Robertsona 13/13, 14/21, 15/21 oraz 21/21 [1]. Do interesu-
jacych wnioskdéw doszli uczeni badajacy zaleznos¢ pomiedzy liczbg aktywnych NOR a
kierunkiem uzytkowania krolikow. Ustalono, ze aktywno$¢ obszaréw jaderkotworczych
krolikow w typie miesnym rézni sie statystycznie istotnie od osobnikéw typu futerkowego
[14].

Formy polimorficzne obszaréw jaderkotwdrczych spetniajg ponadto role markera chro-
mosomowego, podobnie jak formy polimorficzne wielkosci obszaréw heterochromatyny
konstytutywnej. Markery takie moga by¢ wykorzystywane m.in. w badaniach nad mapowa-
niem gendw szczegodlnie przy zastosowaniu metody rodzinowej, ktora opiera si¢ na analizie
segregacji mapowanych genéw i ewentualnych markeréw chromosomowych [37].
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Streszczenie. W pracy przedstawiono problemy zwigzane z genomowym imprintingiem u réznych organizméw.
Omoéwiono zwigzane z tym procesem systemy determinowania ptci u niektérych owadéw. Przeanalizowano zjawisko
genomowego imprintingu ijego wptyw na determinacje ptci u ssakéw oraz na dziedziczenie niektérych zespotéw
sprzezonych z chromosomem X. Przedstawiono wptyw genomowego imprintingu na rozwdj tkanek ptodowych i
pozaptodowych u ssakéw. Omoéwiono zalezno$ci pomiedzy imprintingiem a ekspresja fenotypowa dominujacych
genopatii, choréb nowotworowych i innych u cztowieka.

Stowa kluczowe: genomowy imprinting, ekspresja allelu, determinacja ptci

Summary. Problems of genomie imprinting in different organisms are presented. Different ways of sex determination
associated with imprinting in insects are described. Genomic imprinting is also analyzed in mammals: its influence
on sex determination and inheritance some of X-linked syndromes and influence of imprinting on development of
embryonic and extraembryonic tissues. Dependences of phenotypic expression of genetic dominant disorders and
familiar cancers on genomic imprinting in man are also described.

Key words: genomic imprinting, allele expression, sex determination

WSTEP

Termin imprinting - "pietno" jest zapozyczony przez genetyke z etologii, gdzie oznacza
wysoce wyspecjalizowana, ajednoczesnie ograniczong forme uczenia sie. U wielu kregow-
cow imprinting jest zachowaniem, dzieki ktoremu miode zwierzeta nawigzujg kontakty
spoteczne oraz ucza sie bezbtednie rozpoznawaé¢ matke oraz osobniki swojego gatunku. To
wrodzone pietno wywiera wptyw na cate zycie zwierzecia, mimo ze moze sie ono zrealizowac
jedynie w okreslonym krotkim czasie po urodzeniu lub wykluciu.

Termin imprinting w genetycznym, a $cislej w cytogenetycznym znaczeniu zostat po raz
pierwszy uzyty przez Helene Crouse w 1960 r. [9] dla scharakteryzowania zjawiska eliminacji
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chromosoméw u Sciara (owady, rzad Dipterd). Pomimo uptywu tylu lat od ukazania sig tej
pierwszej, a nastepnie licznych innych publikacji [2, 3, 7, 8, 15], dla wielu biologéw i lekarzy
ciggle jeszcze jest niespodzianka, ze matczyne i ojcowskie chromosomy mogg u ssakéw oraz
innych gatunkéw funkcjonowac u potomstwa odmiennie. W zwiazku z tym ré6znym, zaleznym
od pochodzenia funkcjonowaniem materiatu genetycznego genomowy imprinting proponuje
sie po polsku nazywaé "genomowym pietnem rodzicielskim".

Przy tradycyjnym pojmowaniu praw Mendla nie ma wiekszego znaczenia czy gen decy-
dujacy o czerwonej, czy biatej barwie kwiatéw, pochodzi od ros$liny matczynej lub ojcowskiej,
bowiem nie wptywa to najego funkcje. W ostatnich latach wykazano, ze u ssakdw nie jest
obojetne, od ktérego z rodzicdw pochodzi komplet chromosomdw albo konkretny chromo-
som, np. heterochromosom X lub okreslony allel. Istniejg niepodwazalne dowody na to, ze
chromosomy lub geny moga "zapamieta¢" swoje rodzicielskie pochodzenie. U niektérych
organizmoéw konsekwencjg imprintingu jest odwracalna utrata aktywnosci jednej z dwu
homologicznych sekwencji DNA. W genetycznym ujeciu efekt imprintingu jest rownoznacz-
ny z hemizygotycznoscig w okreslonym locus lub w zespole loci.

Mozemy zatem stwierdzi¢, ze genomowe pietno rodzicielskie w ogdlnym znaczeniu jest
zrdznicowang modyfikacjg i/lub ekspresja u potomstwa homologicznych alleli, czyli regiondéw
chromosoméw dziedziczonych od kazdego rodzica.

Do tej pory poznane przyktady genomowego imprintingu obejmuja eliminacje ojcowskich
chromosomoéw u Sciara coprophila [23] i owadéw Coccoidea [2], heterochromatynizacje i
inaktywacje heterochromosomu X u ssakdéw [20, 21], u myszy zréznicowang metylacje
transgenu [38, 39, 44], ktéra moze obejmowac przylegte sekwencje w miejscu insercji oraz
rézne formy allelicznego wytaczenia genéw ssakéw [11], Ze wzgledu na to, ze genomowy
imprinting jest powigzany z procesami metylacji DNA, ktore to zjawisko wystepuje réwniez
u roslin [31], nalezy sie spodziewa¢, ze imprinting u roslin takze zostanie opisany.

ROLA GENOMOWEGO IMPRINTINGU W DETERMINOWANIU PLCI

Genomowy imprinting jest ogo6lnie specyficzny piciowo, bowiem konsekwencja pietna
jest to, ze te same funkcje genu, chromosomu lub zestawu chromosomoéw roznig sie w
zaleznosci od rodzicielskiego pochodzenia. Wptyw imprintingu na determinowanie pici jest
oczywiscie bardzo interesujacy. Do tej pory poznano metodami cytogenetycznymi 3 systemy
determinowania pici, z ktérych kazdy jest bezpo$rednio zwigzany z rodzicielskim pietnem
genomowym.

SYSTEM SCIARA COPROPHILA

Zjawisko imprintingu u Sciara zostato przebadane przez Crouse [7, 8, 9].

U Sciara imprinting jest widoczny u niektérych embrionéw (nie u wszystkich) jako
eliminacja chromosomu i prowadzi do powstania 2 klas zarodkéw réznigcych sie aktualna,
czyli efektywna liczba kopii poszczeg6lnych chromosoméw. Ta réznica w liczbie kopii jest
podstawg determinacji pici. Zygoty Sciara majg dwa komplety autosoméw (A) i 3 chromoso-
my X, z ktérych dwa sa pochodzenia ojcowskiego.

AmAp XmXpXp
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Podczas wczesnych etapow embriogenezy jeden ojcowski chromosom Xjest eliminowany
z komorek linii piciowej u obydwu pici oraz z komoérek somatycznych samicy. Zatem w
pierwotnych komaérkach piciowych samicy i samca wystepuje zestaw chromosomoéw

AmAp XmXp

Samica ma zatem we wszystkich komdrkach (poza gametami) zestaw chromosomoéw

AmAp XpXm

U samcdw w komdrkach somatycznych eliminacji ulegajg oba chromosomy X pochodze-
nia ojcowskiego ijego kariotyp somatyczny przedstawia sie jako

AmAp Xm

Szczego6lnie interesujace jest to, ze zr6znicowana eliminacja chromosoméw w komérkach
ciata wydaje sie by¢ oparta na matczyno kontrolowanym imprintingu. Wdrukowane miejsce,
odpowiedzialne za eliminacje ojcowskich chromosoméw X, znajduje sie w tych chromoso-
mach ijest potozone w poblizu centromeru. W przypadku translokacji chromosom X/autosom,
sa eliminowane tylko te, ktére odznaczaja sie tg aberracjg i ktdre majag chromosom X z
centromerem.

SYSTEM COCCOIDEA Z ELIMINACJA CHROMOSOMOW

U owaddéw pancerzowych wszystkie ojcowskie chromosomy sg eliminowane podczas
podziatéw rozwijajacego sie zarodka i powstajg z nich samce. U innych zarodkéw nie
obserwuje sie takiej eliminacji i z nich powstajg samice [5]. Mozna zatem stwierdzi¢, ze
ojcowskie chromosomy u niektérych zarodkéw podlegajg genomowemu imprintingowi. W
tym systemie zaptodnienie komorki jajowej jest konieczne, a nastepnie imprinting prowadzi
do eliminacji ojcowskich chromosomdw, co w koncowym efekcie jest rownoznaczne z
haplo-diploidalnym systemem determinowania ptci podobnym do systemu wystepujacego u
Hymenoptera.

SYSTEM COCCOIDEA Z INAKTYWACJA CHROMOSOMOW

SYSTEM LECANOIDEA

U pewnych rozmnazajacych sie ptciowo owadéw (np. Planococcus citri, Lecanoidea,
Homoptera) ojcowski zestaw chromosomoéw staje sie heterochromatynowy i genetycznie
nieaktywny u tych zarodkéw, ktére rozwijajg sie w samce [3]. Proces inaktywacji zachodzi
podczas wczesnych etapdw embriogenezy, a chromosomy pozostajg heterochromatynowe w
wiekszosci tkanek podczas dalszego rozwoju. W zarodkach samic nie ma takiego zréznico-
wania miedzy matczynymi i ojcowskimi chromosomami i oba zestawy chromosomoéw sg
funkcjonalne. Proces inaktywacji chromosoméw odbija sie rowniez na przebiegu mejozy: u
samcow nie zachodzi proces rekombinacji, a wszystkie heterochromatynowe chromosomy sg
eliminowane. W rezultacie wszystkie plemniki zawieraja tylko matczyne chromosomy.

SYSTEM PSEUDOCOCCOIDAE

Ten system jest wariantem systemu Lecanoidea, od ktérego rézni sie przebiegiem stadiow
premejotycznych i mejotycznych. W premejotycznych profazach wystepuje destrukcjajedne-
go lub wiecej ojcowskich chromosomoéw, a te ktore nie ulegty rozpadowi sg eliminowane w
podziatach mejotycznych, zawsze przed spermiogeneza. W efekcie kazdy plemnik zawiera
réwniez tylko matczyne chromosomy [15],
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U pewnych Coccoidea, ktdre zwykle rozmnazajg sie partenogenetycznie, samce moga
(chociaz rzadko) powstawac z niezaptodnionych komérek jajowych. Mechanizm powstawa-
nia takich samcéw dostarczyt nieodpartego dowodu, ze imprinting wystepuje w jaju. U
Pulvinaria hydrangeae haploidalny pronucleus niezaptodnionego jaja ulega endomitotyczne-
mu podziatowi i powstate dwa haploidalne jadra zlewaja sie i tworzg substytut zygoty.
Zazwyczaj takie "diploidalne" zarodki rozwijaja sie w samice, ktére kontynuujg fakultatywng
partenogeneze. W malej liczbie przypadkéw takich partenogenetycznych zarodkéw, jeden z
dwdch haploidalnych zestawoéw chromosomoéw staje sie heterochromatyczny we wczesnych
etapach rozwoju i z takich zarodkéw powstajg samce. U tych samcdw wszystkie chromosomy
sg pochodzenia matczynego. Imprinting musiat mie¢ miejsce wjaju, prawdopodobnie wtedy,
gdy funkcjonowaty dwa produkty podziatu przedjadrza zenskiego. Jest zatem mozliwe, ze u
owadow imprinting ma miejsce w jaju, po wniknieciu mikrogamety i utworzeniu sie obu
przedjadrzy [5].

Wyzej przedstawione dowody matczynego kontrolowania imprintingu wskazujg na to, ze
(przynajmniej u owadow) istnieje matczyna kontrola ptci potomstwa. Tym samym imprinting
moze by¢ mechanizmem umozliwiajagcym regulowanie proporcji osobnikéw obu pici w
zaleznosci od warunkéw ekologicznych.

INAKTYWACJA CHROMOSOMU X U SSAKOW

Nieprzypadkowa inaktywacja chromosomu X u ssakéw byta pierwszym dla tej gromady
przyktadem zréznicowanej ekspresji zaleznej od rodzicielskiego pochodzenia materiatu gene-
tycznego. Ojcowski chromosom X jest preferencyjnie inaktywowany we wszystkich komér-
kach samic torbaczy i w btonach ptodowych rozwijajacych sie samic gryzoni. Natura bodzca
powodujacego te wybidrczg inaktywacje nie jest dotychczas wyjasniona. W komoérkach
wiasciwego zarodka myszy inaktywacja jest losowa [20].

Proces inaktywacji chromosomu X zalezy w cze$ci od metylacji DNA, w przylegajacych
do genow regionach bogatych w pary C-G [11]. Funkcja tych genéw moze by¢ reaktywowana
przez 5-azacytydyne powodujacg demetylacje DNA. Inaktywacja chromosomu X jest analo-
giczna do ponizej oméwionego allelicznego wykluczenia, z tym jednak zastrzezeniem, ze w
tym przypadku mechanizm kompensacyjny rozcigga sie na caty chromosom X.

WPLYW GENOMOWEGO IMPRINTINGU
NA ROZWOJ ZARODKOWY SSAKOW

U ssakéw komarki rozwijajacego sie zarodka nie korzystajg w jednakowej mierze z obu
odziedziczonych genomoéw i "wiedzg" prawdopodobnie doskonale, kiedy majg skorzystac z
informacji zawartej w matczynym lub ojcowskim homologu. Zatem geny autosomalne,
pochodzace od matki i ojca ulegajg zroznicowanej ekspresji u zarodka.

Lawler i wsp. [19] badali komérki zasniadu groniastego i ustalili, ze majg one 46 zupetnie
prawidtowych chromosomow, ktére jednak wszystkie byty pochodzenia ojcowskiego. Jest to
wiec przypadek partenogenezy, ktéra mogta polega¢ na podwojeniu chromosoméw plemnika
(catkowite nierozdzielenie sie chromosomoéw) albo na dispermii, przy czym caty matczyny
materiat genetyczny zostat utracony. W przeciwnym przypadku, kiedy wszystkie chromoso-
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my sg pochodzenia matczynego powstaje potwomiak jajnika [8]. Nowotwor ten pochodzi z
diploidalnego, partenogenetycznego wzrostu komoérek matczynego pochodzenia i dowody
cytogenetyczne sugeruja, ze sg one pochodzenia postmejotycznego. Potwomiak jajnika ma
diploidalne, matczyne i partenogenetyczne pochodzenie i powstaje w wyniku nienormalnego
rozwoju pierwszego ciatka kierunkowego lub z fuzji drugiego ciatka kierunkowego z przed-
jadrzem komorki jajowej. Jeden z dwoch chromosoméw komoérek potworniaka jest genetycz-
nie nieaktywny (tworzy ciatko Barra), co sugeruje, ze mechanizmy genomowego imprintingu
i inaktywacji chromosomu X sg catkowicie matczyne [5].

Rozwdj androgenetycznych zygot nie jest prawidtowy, bowiem dochodzi do nadmiernego
rozwoju bton ptodowych oraz tozyska, natomiast rozwoéj zarodka jest niewielki i dochodzi do
poronienia. Gynogenetyczne zygoty takze nie rozwijajg sie prawidtowo. W przeciwienstwie
do poprzednich obserwuje sie intensywny rozwo6j zarodka, ale zahamowany jest rozwdj tkanek
pozazarodkowych i réwniez dochodzi do poronienia. Przeprowadzone do$wiadczenia dowo-
dza, ze u ssakéw geny matki odpowiadajg za wzrost zarodka, natomiast geny ojcowskie sg
odpowiedzialne za struktury zewnatrzembrionalne, a wiec za fozysko i btony ptodowe [1].

WPLYW GENOMOWEGO IMPRINTINGU NA FENOTYP

GENOMOWY IMPRINTING | ALLELICZNE WYKLUCZENIE

Organizmy diploidalne zachowujg zdolno$¢ do redukcji w mejozie swojego genomu do
stanu haploidalnego oraz produkcji gamet meskich i zeAskich. Okazato sie takze, ze u
diplontéw wystepuja stany, w ktorych potrzebuja one tylko haploidalnych zestawéw swojego
genomu. U ssakow takim dobrze poznanym stanem jest mechanizm determinacji ptci oparty
na zjawisku haploidalnosci. Chromosom Y warunkujacy rozwoj pici meskiej jest u niej obecny
w pojedynczej kopii. U plci zenskiej ten sam efekt jest osiggany przez kompensacyjny
mechanizm prowadzacy we wczesnym stadium embriogenezy do inaktywacji jednego z
dwéch chromosoméw X. W wyniku tego procesu u samic ssakow geny sprzezone z chromo-
somem X wystepujg takze w dawce haploidalnej.

U organizmoéw diploidatnych alleliczne wykluczenie, w ktérego wyniku tylko jeden z
dwaoch alleli jest aktywny, doprowadza do funkcjonalnej (nie strukturalnej!) haploidalnosci.
Zjawisko allelicznego wykluczenia znane jest w odniesieniu do gendw dla immunoglobulin
od 1965 r. [43]. Diploidalne komorki produkujace immunoglobuliny nie uzywajg obydwu
autosomalnych alleli; dana komérka produkuje jedynie jedng specyficzng immunoglobuline.
Mechanizm odpowiedzialny za to zjawisko zostat woéwczas nazwany allelicznym wyklucze-
niem [43]. Uwazano, ze mechanizm tego zjawiska polega na specyficznej regulacji funkcji
genu, po powstaniu - w wyniku potgczenia sie réznych (V-D-J) domen DNA - funkcjonal-
nego genu dla immunoglobuliny. Obecnie wydaje sig, ze jest mozliwa inna interpretacja tego
zjawiska [11], a mianowicie doswiadczenia natransgenicznych myszach mozna interpretowac
tak, zejezeli istniejajuz funkcjonalne geny dlaimmunoglobulin, to uksztatltowanie nastepnych
genow jest przez nie blokowane. Znane sg réwniez inne przyktady allelicznego wykluczenia
[11]. Nowe mutacje moga by¢ in vitro fatwo indukowane w komoérkach linii CHO (wyprowa-
dzonej zjajnika chomika chinskiego) przez standardowe silne mutageny, jak np. EMS, aliczne
rewersje tych mutacji zachodzg niespodziewanie pod wptywem stabego mutagenu, jakim jest
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5-azacytydyna, majaca wtasciwosci demetylujgce. Wyniki te sugeruja, ze komorki wstepnie
mialy allel aktywny i allel nieaktywny (metylowany). Pierwszy allel byt wystawiony na
dziatanie mutagenu i zmutowat, natomiast drugi uaktywnit sie po demetylacji [11]. Powyzszy
mechanizm zostat potwierdzony podczas doSwiadczen na innych genach [26, 33].

Doswiadczenia in vitro pozwolity na do$¢ dobre poznanie wptywu procesow metylacji na
alleliczne wykluczenie. Do tej pory bardzo niewiele jednak wiadomo o tych mechanizmach
zachodzacych in vivo u ssakdw. Genomowy imprinting, powodujacy alleliczne wykluczenie,
prawdopodobnie moze powodowaé¢ znaczne odchylenie od statystycznie spodziewanych
proporcji alleli u potomstwa. Jest przy tym mniej istotne, czy alleliczne wykluczenie jest
wynikiem genomowego imprintingu u matki czy u ojca.

CYTOGENETYCZNE DOWODY GENOMOWEGO IMPRINTINGU

Monoparentalne disomie kilku regionéw chromosoméw moga powodowaé réznorodne
fenotypy od prenatalnie letalnych do zespotow, ktore cechuja sie zaburzeniami rozwoju,
zywotnosci i behawioru. Matczyna disomia proksymalnej cze$ci chromosomu 11 powoduje,
ze myszy sg mniejsze niz normalne, podczas gdy myszy z ojcowska disomig tego samego
fragmentu chromosomu 11 sg wieksze niz w normie.

Chromosomowy imprinting dobrze obrazuje tzw. mysz Cattanacha. W chromosomie nr 7
myszy znajduje sie locus dla genu barwy siersci. Inny allel w tym szczepie myszy powoduje
powstanie brazowej siersci. Mysz Cattanacha ma w obu chromosomach 7 geny albinotyczne,
warunkujace biala siers¢, ale segment o dtugosci 1/3 chromosomu 7 z genem brazowego
zabarwienia siersci znajduje sie w wyniku translokacji posrodku jednego chromosomu X.
Drugi chromosom X jest normalny. Zgodnie z hipotezg Lyon [20] chromosomy X ulegajg
losowej inaktywacji. Wszedzie tam, gdzie aktywny jest chromosom X majacy segment
chromosomu 7, myszy majg brunatng sier§¢. Tam, gdzie aktywny jest normalny chromosom
X, myszy majg bialg siersé.

Jezeli genomowy imprinting moze obejmowac istotng czes¢ genomu ssakéw, to mozna
oczekiwaé, ze zmienna penetracja i zmienna ekspresja niektérych genéw moze by¢ zwigzana
z rodzicielskim pochodzeniem materiatu genetycznego. U myszy mamy taki rzadki dowdd:
mutacja Thp letalna. Zarodki z delecja w T kompleksie ging, jezeli odziedziczg mutacje od
swojej matki, ale przezywaja, jezeli te mutacje odziedzicza po ojcu.

Zdaniem Willisona [44], dotychczasowe wyniki do$wiadczeri analizujgcych skutki unipa-
rentalnej disomii u myszy oraz wptywu genomowego imprintingu na pojedyncze geny mozna
zebra¢ we wniosku, ze liczba genéw sprzezonych z autosomami i wykazujacych efekt
rodzicielskiego pietna genomowego jest niewielka, u myszy dotyczy tylko okoto dziesieciu
genow.

GENOMOWY IMPRINTING W GENETYCE CZLOWIEKA

ZMIENNY WIEK WYSTEPOWANIA DOMINUJACYCH GENOPATII

Badania przeprowadzone natransgenicznych myszach dowodza, ze genomowy imprinting
dziata réwniez na poziomie pojedynczego miejsca genowego. Reik i wsp. [33] oraz Sapienza
i wsp. [34] wykazali, ze wzdr metylacyjny wokoét wstawionego transgenu ijego transkrypcyj-
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na aktywno$¢ moga sie w mysim ptodzie rézni¢ w zaleznos$ci od pici rodzica, od ktérego
pochodzi. Ro6znice te mogg by¢ tkankowo specyficzne, dlatego tez istotne jest badanie
wzoréw metylacji na poziomie pojedynczego locus, a nie na poziomie genomu oraz w tkance,
ani na poziomie catego organizmu.

U cztowieka posréd autosomalno dominujgcych genopatii wystepuja takie, u ktérych wiek
wystepowania i/lub ciezko$¢ objawow jest zalezna od pici dotknietego chorobg rodzica.
Plagsawica Huntingtona wykazuje szerokg zmienno$¢, jezeli chodzi o wiek wystepowania
pierwszych objawow. Gdy patologiczny gen jest dziedziczony od ojca, objawy chorobowe
wystepuja wczesniej - Srednio w 33 roku zycia, jezeli gen pochodzi od matki objawy
wystepujg pézniej - Srednio w 42 roku zycia [28, 29]. Ta statystycznie istotna réznica moze
by¢ ttumaczona rodzicielskim pietnem genomowym, ktére moze poprzez metylowanie redu-
kowaé aktywnos$¢ normalnego allelu pochodzacego od matki, z pozostawieniem - jako allelu
funkcjonujacego - allelu plasawicy Huntingtona pochodzacego od ojca [6]. Powyzsza teza
nie jest jednak molekularnie udowodniona, tym bardziej, ze potrzebny jest dowo6d na to, iz
istotnie imprinting jest odwracany przy kazdym przej$ciu chromosomu przez linie komoérek
ptciowych. Posredni dowod na to odwracanie dostarczyty badania Myersa i wsp. [27]
wskazujace, ze w plgsawicy Huntingtona modyfikujagcy wplyw pici obcigzonego rodzica
wystepuje w pojedynczej rodzicielskiej generacji, a nie jest kumulowany przez poszczeg6lne
pokolenia.

Dystrofia miotonicznajest przyktadem choroby, w ktdérej wystepuje zjawisko antycypacji
[12] polegajacej na tym, ze objawy chorobowe u potomstwa sg bardziej nasilone i manifestuja
sie wczesniej niz u rodzicéw. U wiekszosci nosicieli mutacji zaniki miesniowe wystepujg w
drugiej, trzeciej lub czwartej dekadzie zycia. Najwiekszg osobliwoscig w tym zespole jest
istnienie u potomstwa obcigzonych matek ciezkiej miopatii manifestujgcej sie juz podczas
zycia wewnatrzmacicznego. Rodzicielskie pietno genomowe mogtoby by¢ wyjasnieniem dla
takiego wczesnego wystepowania objawow chorobowych, ale do tej pory brak bezpos$rednich
dowoddéw prawdziwosci tej hipotezy.

Ataksja rdzeniowo-mézdzkowa cechuje sie petng penetracjg, ale Sredni wiek poczatku
choroby i$redni wiek umierajgcych chorych jest znaczaco nizszy u dzieci ojcdw obcigzonych
ataksja niz u dzieci matek obcigzonych ataksja.

RODZINNE WYSTEPOWANIE NOWOTWOROW

Interesujgce dowody na kliniczne znaczenie genomowego pietna rodzicielskiego dla
funkcjonowania pojedynczego genu zostaly dostarczone poprzez odkrycia onkologiczne.
Dobrym przyktadem sg tu odkrycia dotyczace nowotworu kiebka. Dominujacy gen powodu-
jacy powstanie tego rzadkiego, tagodnego nowotworu manifestuje sie jedynie u tych oséb,
ktére odziedziczyty go po ojcu. Model dziedziczenia jest wiec taki, ze matczyny gen jest
inakty wowany podczas oogenezy i moze by¢ ponownie aktywowany podczas spermatogenezy
[24].

W nowotworach uwarunkowanych recesywnie obydwa allele nowotworowego, supresoro-
Wwego genu sg tracone; pierwszy przez mutacje, a drugi czesto przez somatyczng rekombinacje
i/lub nondysjunkcje. W nowotworze Wilmsa zwiazanym z delecjg 1lp, w retinoblastoma i w
osteosarkoma, w ktorych utrata nastepuje w 13q, chromosom matczyny jest gubiony duzo
czesciej niz ojcowski.
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W rodzinnych przypadkach siatkéwczaka muszg ulec mutacji obie homologiczne kopie
genu retinoblastoma, ktérych locus znajduje sie w chromosomie 13 i dopiero wowczas
mozliwa jest transformacja nowotworowa. Jeden z allelicznych gendw retinoblastoma (RB 1)
ulega czesto delecji w linii zarodkowej, zwykle w ojcowskim chromosomie 13. Ten ojcowski
gen RB 1jest takze czesto zmutowany w sporadycznych przypadkach osteosarkoma (ale nie
w sporadycznych przypadkach retinoblastoma), co powoduje, ze przezywajgce osoby z
rodzinnym retinoblastoma sa bardzo narazone na wystapienie u nich miesaka. Dla wyjasnienia
preferencyjnego zatrzymywania ojcowskiego chromosomu w osteosarkoma przyjmuje sie, iz
imprinting powoduje, ze chromosomy sg réznie podatne na mutacje, a matczyny allel moze
by¢ wzglednie ttumiony przez metylacje. Zatem, aby rozwinat sie proces nowotworowy, allel
matczyny powinien by¢ utracony. W znacznej czesci recesywnych nowotwordw region
chromosomowy, ktéry jest uznawany za niosgcy mutacje, pozostaje heterozygotyczny. Zdaje
sie to dowodzié, ze imprinting moze czasami uczyni¢ jeden z alleli catkowicie nieaktywnym
i dlatego nie jest gubiony.

OPOZNIENIE UMYSLOWE ZWIAZANE Z KRUCHYM X

Zesp6t objawow chorobowych opisanych w 1943 r. przez Martina i Bella [22], kt6rego
cytogenetyczng cechg jest famliwos¢ chromosomu X w prazku Xq27.3 [40], zastuguje na
szczeg6lng uwage ze wzgledu na to, iz jest to najczestsza przyczyna wystepowania dziedzi-
cznego uposledzenia umystowego sprzezonego z chromosomem X [42] oraz ze wzgledu na
odstepstwa od znanych regut dziedziczenia. Okoto 30% nosicielek tego genu wykazuje
uposledzenie umystowe, podczas gdy 20% mezczyzn posiadajgcych ten gen jest umystowo
normalnych [36].

Wystepuja takze réznice w spodziewanej czestosci tego syndromu u braci obciazonych
mezczyzn [35]. Liczne odmiennosci w dziedziczeniu tego zespotu spowodowaly rozwdj badan
zmierzajacych do ich wyjasnienia [4, 10, 14, 30, 32, 37].

Model zaproponowany przez Lairda [16, 17] jest oparty na genomowym imprintingu.
Ujawnianie lub nieujawnianie sie objawow chorobowych sprowadza si¢ do réznic pomiedzy
zmutowanym (ale nie poddanym imprintingowi) chromosomem fra-X i zmutowanym (i
poddanym imprintingowi) chromosomem fra-X. Wystepowanie cytogenetycznego objawu,
jakim jest tamliwo$¢ chromosomu X w prazku q27.3, jest zdaniem Lairda zalezne od
imprintingu. Chromosom X z mutacjg fra-X poddany procesowi imprintingu ma by¢ famliwy,
natomiast chromosom z tg samg mutacjg, ale nie poddany procesowi imprintingu ma by¢
nietamliwy [18].

Mezczyzni z pelnymi objawami zespotu Martina-Bella majg zdaniem Lairda i wsp. [16,
17] zmutowany, aktywny chromosom X nie poddany procesowi imprintingu. U mezczyzn,
ktérzy odziedziczyli chromosom fra-X, a nie sg chorzy, wystepuje miejscowy imprinting
mutacji fra-X. Kobiety - nosicielki przejawiajg niektére cechy tego zespotu w zaleznosci od
przypadkowej inaktywacji (lyonizacji) chromosomu X. Moga one unikngé objawéw choro-
bowych, jezeli inaktywacji ulegnie wiecej niz 50% komorek z mutacjg kruchego chromosomu
X. Powyzszy model wymaga jednak doswiadczalnego potwierdzenia.
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POSTULOWANE MECHANIZMY GENOMOWEGO IMPRINTINGU W MFJOZIH

Dotychczas zebrane dane wskazuja, ze rodzicielskie pietno genomowe w spos6b niezmie-
niony przechodzi przez podziat mitotyczny, ale moze zosta¢ wymazane podczas podziatu
mejotycznego. Hulten i Hall [13] sugerujg istnienie ponizszych etapéw mechanizmu genomo-
wego imprintingu:

(a) wymazanie jakiego$ poprzedniego pietna genomowego,

(b) naniesienie nowej modyfikacji rodzicielskiego genomu,

(c) tkankowo specyficzna fenotypowa ekspresja rodzicielskiego imprintingu u potomstwa.

Inaktywowany chromosom X samicy ssaka jest catkowicie aktywny u potomstwa. W
przypadku zygoty XY pozostaje aktywny we wszystkich komérkach potomnych, a w przy-
padku zygoty XX moze znowu ulec genetycznej inaktywacji. By¢ moze, ze ten ogélnie znany
proces lyonizacji chromosomu X jest szczegdlnym przypadkiem natozonym na generalne
mechanizmy autosomalnego imprintingu. Molekularne mechanizmy pietna genomowego
zdajg sie by¢ powigzane z metylacjg CpG. Metylacja zwigzana z rozrodczg linig komdrek
mogtaby mie¢ miejsce podczas podziatéw mitotycznych poprzedzajgcych mejoze lub podzia-
téw mejotycznych, lub w okresie pomejotycznym. Z badann Monka [25] wynika, ze u myszy
zjawisko autosomalnego imprintingu zachodzi w mejozie wraz z metylacja DNA. Metylacja
wywiera wptyw na konfiguracje chromatyny i raz podczas gametogenezy wprowadzona do
chromosoméw mogtaby by¢ powielana az do chwili aktywacji danego genu.

Zdaniem Hultona i Halla [13] proces wymazania poprzedniego i naniesienia nowego
imprintingu zachodzi w profazie | mejozy, w stadiach zygotenu i pachytenu, w ktérych
matczyne i ojcowskie homologi sg scisle sparowane. Zdaniem tych autoréw jest réwniez
prawdopodobne, ze po normalnie przebiegajagcym procesie pachytenowej koniugacji nie
powinno nic pozosta¢ z poprzedniej "chromosomowej pamieci”; zaburzenie procesu koniu-
gacji moze prowadzi¢ do zaburzenia zapisu nowego rodzicielskiego pietna genomowego.
Krytycznym momentem prawidtowosci przebiegu zmiany imprintingu miatby by¢ stopien
kondensacji chromatyny w pachytenie. Im mniej skondensowane sg chromosomy mejotyczne,
tym tatwiej moze przebiegac proces demetylacji lub metylacji i na odwrét. Interesujace jest,
ze u cztowieka wystepuje zalezna od pici réznica w dtugosci chromosoméw pachytenowych:
zenskie sag w przyblizeniu 50% dtuzsze niz meskie [41]. Ta istotna réznica w dtugosci
chromosoméw moze by¢ morfologicznym wyktadnikiem odmiennosci w genomowym im-
printingu pomiedzy picig zeriskg a meska.

KLASY IMPRINTINGU

Wielorako$¢ probleméw zwigzanych z genomowym imprintingiem spowodowata, ze
podjeto probe jego klasyfikacji. Ponizej przedstawiona zostanie klasyfikacja opracowana
przez Chandre i Nanjudiaha [5].

Imprinting specyficzny dla gamety.Dotyczy zréznicowanej modyfikacji lub ekspresji
allelu zaleznie od tego, czy dziedziczony jest on przez plemnik czy przezjajo. Przyktadem tej
klasy imprintingu jest preferencyjna inaktywacja alleli ojcowskiego chromosomu X w bto-
nach ptodowych gryzoni.
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Imprinting specyficzny dla szczepu i gatunku. W miedzygatunkowych krzyzéwkach
myszy mogg by¢ preferencyjnie inaktywowane chromosomy X pochodzace od jednego
gatunku. Zjawiska tego nie obserwuje sie w miedzygatunkowych krzyzéwkach u liséw.

Imprinting specyficzny dla allelu. W pewnej liczbie loci u cztowieka moze wystepowaé
zréznicowana metylacja. Wzdr metylacji specyficzny dla danego allelu jest dziedziczony
przez kilka pokolen. Te allele sa nieodwracalnie modyfikowane i imprintowane. Jezeli taka
modyfikacja powodowataby wyciszenie ekspresji allelu, bytoby to réwnoznaczne z efektem
mutacji. Taka dziedziczng modyfikacje ekspresji genu Holliday [11] nazwat epimutacja.

EWOLUCYJNY ROZWOJ GENOMOWEGO IMPRINTINGU

Chandra i Nanjudiah [5] zaktadajg 3 mozliwe drogi ewolucyjnego rozwoju genomowego
imprintingu, a mianowicie:

A. Imprinting moze by¢ korzystny sam w sobie, gdy wdrukowane i niewdrukowane allele
tego samego locus dajg inne fenotypy. Jezeli segment DNA marodzicielskie pietno genomowe
w gametach jednej pici, a nie maja go gamety drugiej ptci, to moze to prowadzi¢ do efektow
skorelowanych z dymorfizmem piciowym. U pewnych organizméw determinowanie pici
moze by¢ uwarunkowane imprintingiem\ tym samym matczyna kontrola pici potomstwa jest
mozliwg korzystng konsekwencjg imprintingu.

B. Geny odpowiedzialne za imprinting moga mie¢ plejotropowe efekty i mogg ulegaé
selekcji z réznych innych powod6éw. Nie ma do tej pory dowodéw na takag ewolucje genomo-
wego imprintingu.

C. Genomowy imprinting mogtby koewoluowac wraz z innymi cechami. Takimi innymi
cechami mogtyby by¢ np. brak zdolInos$ci do rozwoju androgenetycznych i gynogenetycznych
diploiddéw oraz wzmacnianie znaczenia anizogamii w rozmnazaniu ptciowym. Sposréd wszy-
stkich kombinacji wielkosci gamet prowadzacych do powstania zygoty potaczenie mikroga-
meta - makrogameta ma najwieksza przezywalnos¢ [32].

ZAKONCZENIE

Za genomowy imprinting sg odpowiedzialne procesy metylacji DNA, jak to udowodniono
metodami biochemicznymi (ciecie enzymami restrykcyjnymi, reakcja PCR). Jest jednak
szereg pytan, na ktére nie ma odpowiedzi, np:

» Czy metylacja poprzedza, czy nastepuje po inaktywacji lub reaktywacji genéw sprzezo-
nych z chromosomem X?

» Pewne transgeny sg réznie metylowane w plemnikach i w komoérkach jajowych. Nie
wiadomo jednak, jak dalece jest ten wzor nastepnie dziedziczony.

Na podstawie szeregu badan wiadomo obecnie, ze genom plemnikow jest bardziej mety-
lowany niz genom jaja, chociaz obydwa sg og6lnie niedometylowane w poréwnaniu z
tkankami somatycznymi. Wydaje sie ponadto, ze po zaptodnieniu nastepuje proces demety-
lacji. W zarodku przed implantacjg nie ma dla wszystkich sekwencji duzego sygnatu procesu
metylacji de novo. Wykrywalna metylacja de novo rozpoczyna sie blisko momentu implan-
tacji i wzrasta podczas gastrulacji.
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HEAT SHOCK PROTEINS AND THEIR ROLE IN PLANT CELLS

Joanna PORANKIEWICZ, Edward Antoni GWOZDZ

Zaktad Ekofizjologii Ro$lin, Poznan

Streszczenie. W artykule przedstawiono wyniki badan nad biatkami szoku termicznego (HSPs) w zakresie regulacji
ich biosyntezy oraz petnionych funkcji. Przeprowadzono charakterystyke poszczegélnych klas HSP, ich lokalizacje
w odpowiednich przedziatach komoérkowych oraz role w metabolizmie komérek roslinnych. Pod wzgledem moleku-
larnym reakcja roélin i zwierzat na bodziec termiczny jest bardzo podobna, jednakze cechg charakterystyczng dla
roélin jest ekspresja biatek szoku termicznego o niskich masach czasteczkowych, tj. w zakresie 16-28 kDa.
Przedstawiono dane wskazujace na petnienie przez biatka szoku termicznego funkcji ochrony waznych struktur i
biatek komérkowych przed szkodliwym oddziatywaniem wysokiej temperatury. Omoéwiono réwniez te badania, ktére
wskazujg na wazng role, jakg biatka te badz ich homologi odgrywaja w komérkach w warunkach normalnej
temperatury polegajaca na usprawnieniu, a nawet umozliwieniu tak waznych proceséw, jak tagczenie sig¢ podjednostek
enzymatycznych czy przyjecie przez dane biatko wtasciwej konformacji przestrzennej. Oméwiono zjawisko termoto-
lerancji, ktéra nabywaja rosliny poddane preinkubacji w podwyzszonej temperaturze, w ktérej syntetyzowane sg HSP,
majace decydujace znaczenie dla przezywania stresu temperaturowego. Przedstawiono takze przyszte kierunki badan
zmierzajacych z jednej strony do lepszego poznania mechanizméw indukcji ekspresji genéw HSP oraz te badania, w
ktérych uzyskanojuz obiecujace wyniki co do mozliwosci indukowania pewnych proceséw rozwojowych za pomoca
wysokiej temperatury u roslin z wkagczonym do genomu promotorem HS.

Stowa kluczowe: biatka szoku termicznego, stres, termotolerancja

Summary. We present current achievements in investigations on heat shock proteins (HSPs) in respect to their
biosynthesis and functions. A detailed characteristic of particular families of HSPs is given as well as their
compartmentation and role in cell metabolism. The response of both plant and animal cells to elevated temperature
is essentially similar, however, a characteristic feature of plant response is the expression of low molecular weight
HSPs in range of 16-28 kDa. The mechanism of transcriptional and translational control of expression of HS genes
coded for HSPs is also described. Data are presented, which seem to indicate that HSPs often function as molecular
chaperones and in this way protect important cellular structures and proteins against detrimental effect of thermal
stress. There are evidences indicating on the crucial role of both HSPs and their homologues in normal non-stressed
cells in catalizating the assembly of enzyme subunits as well as facilitating folding of some proteins into their
biologically active forms. Acquisition of tolerance to lethal heat treatment of plant in most cases is dependent on and
correlated to the synthesis of HSPs in plant cells pretreated with nonlethal heat shock. Future topics and perspectives
of studies in heat shock proteins are mostly concentrated on the mechanism of heat induced gene expression and
application of HS promotores in thermal induction of some foreign genes in transgenic plants and in this way to control
developmental and metabolic processes in plants.
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Wykaz skrétéw. ER (Endoplasmatic Reticulum) - siateczka $rédplazmatyczna, HS (Heat Shock) - szok termiczny,
HSP (Heat Shock Proteins) - biatka szoku termicznego, HSC (Heat Shock Cognate Proteins) - biatka pokrewne
biatkom szoku termicznego, HSG (Heat Shock Granules) - ziarnisto$ci cytoplazmatyczne, HSF (Heat Shock Factor)
- czynnik transkrypcji genéw szoku termicznego, HSE (Heat Shock Element) - sekwencja regulatorowa nukleoty-
dowa regionu promotorowego HSgendw przytaczajaca HSF, RuBP (Ribulose Bisphosphate) - rybulozo-1,5-bisfo-
sforan.

WSTEP

W swoim naturalnym $rodowisku rosliny poddawane sg oddziatywaniu wielu czynnikéw
stresowych, czesto o takim stopniu nasilenia, ktéry stwarza warunki stresowe, tojest znacznie
odbiegajace od optymalnych. Jednym z takich czynnikéw stresowych, niekorzystnie wptywa-
jacych nawzrost i metabolizm komdrek jest szok temperaturowy, a reakcja roslin na ten rodzaj
stresu jest dotad najlepiej scharakteryzowana pod wzgledem molekularnym [64, 80],

Odpowiedz komorek na stres termiczny polega na ograniczeniu wytwarzania normalnych
biatek i indukcji syntezy nowych, specyficznych biatek szoku termicznego (Heat Shock
Proteins- HSP). Taki mechanizm odpowiedzi na wysokg temperature jest wysoce konserwa-
tywny i wystepuje zarowno u organizméw prokariotycznych, jak ieukariotycznych.

Biatka szoku termicznego oraz mechanizmy regulujgce ich synteze majgjuz dzisiaj bogata
literature, nie tylko w postaci oryginalnych prac, ale takze w formie artykutéw przeglagdowych
i ksigzek [10, 11, 56, 58, 64, 67, 80, 88]. W polskim piSmiennictwie naukowym biatka te
zostaty juz omoéwione u bakterii i w komérkach zwierzecych [51, 52, 58, 82], stad w tym
artykule skoncentrowano sie gtéwnie na doniesieniach dotyczacych komaérek roslinnych.

W 1962 r. F. M. Ritossa [74] zwr6cit uwage na aktywacje gendw u Drosophila melanoga-
ster przez szok termiczny, a w roku 1974 Tissieres i wsp. [84] opisali po raz pierwszy synteze
biatek szoku termicznego pod wptywem wysokiej temperatury. Warto jednak zaznaczy¢, ze
juz w 1864 r. niemiecki fizjolog roélin Julius Sachs interesowat sie okre$leniem gérnych
zakreséw temperaturowych dla zycia roslin i opisat zmiany w strukturze komorki pod
wptywem wysokiej temperatury [67].

U rodlin temperatura wywotujaca odpowiedz na szok termiczny w postaci syntezy specy-
ficznych biatek jest zr6znicowana w zaleznos$ci od gatunku i na ogét wynosi ona od 10-15°C
powyzej wyznaczonej doswiadczalnie optymalnej temperatury wzrostu [11]. Podobnie jak u
zwierzat, réwniez u roélin mozna wyroznic¢ trzy fazy odpowiedzi na wysokg temperature:
indukcje syntezy (Kilka minut), synteze HSP (1-3 godzin) i rozpad biatek szoku termicznego
(12-50 godzin) [67].

Biatka stresu temperaturowego (HSP) nalezg do kilku rodzin i zostaty sklasyfikowane w
zalezno$ci od ich relatywnej masy czasteczkowej wyrazonej w kilodaltonach (kDa), ktorg z
kolei wyznaczono na podstawie ruchliwosci tych polipeptydéw w zelu poliakrylamidowym
w warunkach denaturujgcych. Nie sg to wiec biatka natywne, ale komponenty wiekszych
czasteczek, co nalezy uwzgledni¢ przy ich charakterystyce funkcjonalnej. Biatka szoku
termicznego zgrupowano w nastepujace rodziny: HSP90 i HSP110, HSP70, HSP60, nisko-
czasteczkowe HSP ( 30-16 kDa) i HSP 8.5.
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Pewne geny szoku termicznego majg swoje odpowiedniki (Heat Shock Cognate Genes),
ktore ulegaja ekspresji w komorkach nie poddanych dziataniu stresu termicznego, a translacja
tych matryc daje pokrewne biatkom szoku termicznego - HSC (Heat Shock Cognate Proteins)
[88].

Zwigkszony poziom biatek szoku termicznego w komaérkach roslinnych nie jest zwigzany
wytgcznie z oddziatywaniem wysokiej temperatury, ale wystepuje rowniez pod wplywem
wielu innych czynnikéw stresowych i toksycznych, takich jak: metale ciezkie [24], arsen [24],
deficyt wodny [37], hormony sterydowe, bekit metylenowy, glukozamina, analogi amino-
kwasow [11]. Jednak warto podkresli¢, ze synteza petnego kompletu biatek szoku termicznego
ma miejsce tylko w warunkach stresu powodowanego przez wysoka temperature.

KLASYFIKACJA BIALEK SZOKU TERMICZNEGO

RODZINA HSP90 I HSP110

Do klasy HSP90 nalezg biatka o masie czasteczkowej 80-94 kDa, ktore sa obecne w
wiekszosci komorek eukariotycznych, gdzie moga stanowié od 1-2% biatek catkowitych [36].

Cytoplazmatyczne formy HSP90 (nazywane takze GRP94) u kregowcoéw sg zlokalizowane
w siateczce $rédplazmatycznej, gdzie ulegajg syntezie w warunkach gtodu glukozowego [57].
Tworzg tez kompleksy z nieaktywnymi hormonami sterydowymi, aktyng i produktami pew-
nych onkogenéw [67]. Biatka z rodziny HSP90 wystepujg rowniez w cytoplazmie komérek
nie poddanych dziataniu czynnikéw stresowych [88].

Geny kodujace biatka homologiczne do HSP90 zostaty dopiero ostatnio wyizolowane z
organizmoéw roslinnych [88]. U Arabidopsis stwierdzono, ze dwa geny HSP90 wykazuja 80%
identycznos$¢, a takze uderzajgce podobienstwo z rodzing HSP90 z drozdzy i komérek
zwierzecych [83].

Pewne biatka z tej rodziny funkcjonujg jako biatka ostaniajgce (molecular chaperones).
Ostatnie doniesienia wskazuja, ze HSP90 moze wptywac na proces zwijania (folding) biatek
w warunkach in vitro, hamujac powstawanie biatkowych agregatow przez niespecyficzne
wigzanie sie z biatkiem docelowym i umozliwienie nabycia przez nie wta$ciwej konformacji
przestrzennej [90].

Wiekszo$¢ organizméw eukariotycznych, w tym takze rosliny, syntetyzuje wysokocza-
steczkowe biatka szoku termicznego o masie cz. ok. 110 kDa, ktére zwigzane sg z frakcja
cytozolowg [18,56]. U roslin synteza HSP 110 trwa najkrdécej w poréwnaniu z innymi biatkami
szoku termicznego i ograniczonajest do pierwszej godziny szoku [88]. Ekspresja drozdzowe-
go genu HSP 104 nie jest niezbedna dla wzrostu komérek w normalnej i podwyzszonej
temperaturze, jednak delecyjne mutanty drozdzowe pozbawione HSP104 s3 niezdolne do
rozwiniecia termotolerancji, jakkolwiek niejest to element wytgczny, gdyz o nabyciu termoto-
lerancji decydujg prawdopodobnie réwniez inne czynniki [77],

Stosunkowo niewielka ilo$¢ danych dotyczacych roslinnych wysokoczasteczkowych bia-
tek szoku termicznego zwigzana jest z matg liczbg przeprowadzonych dotychczas pod tym
katem badan.
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RODZINA HSP70

Analiza sekwencji DNA wykazata, ze w poréwnaniu z innymi genami dla HSP, w grupie
gendéw HSP70 wystepuje najwyzszy stopied zachowawczosci [67]. ldentycznos¢ sekwencji
catkowitych pomiedzy genami HSP70 soi i muszki owocowej wynosi 65%, podczas gdy
pomiedzy odpowiednimi genami soi a kukurydzy az 84% [75]. HSC70 obecne sg w komarkach
w warunkach fizjologicznych [94] jako biatka cytoplazmatyczne wszystkich tkanek, natomiast
HSP70 syntetyzowane sg wytgcznie w czasie stresu pod wptywem wysokiej temperatury [88].
Stwierdzono wieksze podobienstwo pomiedzy eukariotycznymi cytoplazmatycznymi homo-
logami HSP70 z réznych gatunkéw rosélin niz pomiedzy homologami HSP70 w réznych
przedziatach komoérkowych tego samego gatunku, co sugeruje do$¢ wczesne ewolucyjne
rozdzielenie r6znych form HSP70 [88].

W komorkach eukariotycznych homologi HSP70 sg zwigzane z takimi przedziatami
komérkowymi, jak: cytozol i cysterny siateczki §rédplazmatycznej [63, 66], chloroplasty [3,
61], matriks mitochondrium [3, 19, 45]. Obecno$¢ biatek z rodziny HSP70 w tak réznych
przedziatach komorkowych przypisuje sie ich fundamentalnej roli w metabolizmie i funkcjo-
nowaniu komorki.

Stwierdzono, ze biatka te w warunkach szoku termicznego wigza sie odwracalnie zjgdrem
i jaderkiem, co jest charakterystyczne dla réznych typdw organizméw, w tym takze roslin.
Wysoka temperatura powoduje koncentracje konstytutywnych biatek z rodziny HSP70 w
jadrach stresowanych komoérek. Co zwigzane jest prawdopodobnie z ochrong przez nie
zaréwno procesu transkrypcji, jak i syntezy rybosoméw [67]. Ekspresja pewnych genéw dla
HSP70 charakteryzuje sie specyficznoscig tkankowg w okreslonych fazach rozwoju rodlin. |
tak, za pomocg sondy cDNA dla HSC70 grochu mozna wykry¢ wysoki poziom mRNA w nie
poddanych dziataniu stresu organach, takich jak np. liscie, korzenie i dojrzewajace nasiona
[21]. Inny homolog HSP70, poczatkowo scharakteryzowany jako biatko wigzace ciezkie
tarncuchy immunoglobuliny (binding protein - BiP) [60], zlokalizowany zostat w przestrzeni
siateczki $rddplazmatycznej u ssakéw i drozdzy [63, 66], a takze w komodrkach tkanek
pomidora [88]. Okazato sie ponadto, ze bedace réwniez homologiem HSP70 biatko, chara-
kteryzuje sie zwiekszong syntezg w warunkach gtodu glukozowego (Glucose Regulated
Protein - GRP). Istnieje hipoteza, wg ktdrej, podobnie jak HSP70, biatka z grupy BiP i GRP
stabilizujg nowo syntetyzowane w retikulum endoplazmatycznym polipeptydy, dopdki nie
przyjma one wiasciwej konformacji [33, 69].

Badania nad lokalizacjg wewnatrzkomorkowg biatek szoku termicznego przysporzyty
takze argumentéw przemawiajgcych za hipotezg endosymbiotycznego pochodzenia chloro-
plastéw. | tak: w stromie chloroplastow kilku gatunkéw roslin [3, 61] stwierdzono obecno$¢
homologdw bakteryjnego biatka DnaK (nalezgcego do rodziny HSP70) takze w warunkach
bezstresowych [61]. Biatka te wykazywaty silniejszg reakcje z przeciwciatami dla DnaK niz
z przeciwciatami dla eukariotycznych HSP70. Dotychczasowe doniesienia wskazywaty, ze
wszystkie biatka szoku termicznego sg kodowane przez genom jadrowy takze w przypadku,
gdy byly one lokalizowane w chloroplastach lub mitochondriach. Niedawno jednak zlokali-
zowano w chloroplastach glonu Pavlova lutherii biatko HSP70, ktére jest kodowane w
genomie chloroplastowym i wykazuje wiekszag homologie sekwencyjng z bakteryjnym biat-
kiem DnaK niz z eukariotycznym HSP70 [78],

Duza ilo$¢ homologéw genéw dla HSP70 mocno komplikuje badania nad regulacja ich
ekspresji, adodatkowym utrudnieniem jest takze znaczny poziom mRNA ibiatek pokrewnych



BIALKA SZOKU TERMICZNEGO | ICH ROLA W KOMORKACH 159

HSP (Heat Shock Cognate Proteins - HSC) w wiekszosci komorek nie poddanych dziataniu
stresu.

RODZINA HSP60

HSP60 byto pierwszym biatkiem szoku termicznego, ktoremu nadano nazwe biatka
ostaniajacego {molecular chaperone) [26], co dostownie ttumaczac oznacza "biatko towarzy-
szace" lub "molekularna przyzwoitka". Biatka ostaniajgce definiuje sie obecnie jako rodzine
nie zwigzanych z sobg klas biatek, ktére posredniczg w nabywaniu prawidtowej konformacji
przez inne biatka, same jednak nie wchodzg w sktad koricowej struktury biatka, jak réwniez
nie przenoszg informacji niezbednej do jego faldowania i oligomeryzacji. Zwijanie biatek
odbywa sie na ogét w warunkach ekstremalnie wysokiej ich koncentracji [32], a w procesie
tym biatka ostaniajace ograniczaja sie raczej do asystowania i zapobiegania powstawaniu
niewtasciwych oddziatywan miedzybiatkowych, co mogtoby prowadzi¢ do struktur o uposle-
dzonej funkcji [26].

Kodowany przez genom jadrowy homolog HSP60, zwany takze chloroplastowa chapero-
ning 60, funkcjonuje jako "biatko wiazace" duzg podjednostke RuBP-karboksylazy, co pro-
wadzi do powstania kompleksu stabilizujgcego duze podjednostki oraz umozliwia ich
potaczenie z matymi podjednostkami i powstanie ostatecznej funkcjonalnej struktury holoen-
zymu [25, 26, 31].

Inne biatko ostaniajgce HSP60 - obecne w matriks mitochondrium wspomaga proces
zwijania sie biatek, ktére wnikajg przez btone mitochondrialng w formie rozwinietej. Po
przejsciu przez btone mitochondrialng importowane biatko wchodzi w interakcje z komple-
ksem HSP60, a do jego zwiniecia i przyjecia whasciwej konformacji na powierzchni HSP60,
atakze uwolnienia z kompleksu wymaganajest hydroliza ATP [26,31]. Sposob, wjaki HSP60
rozpoznaje te biatka i przytacza sie do nich, pozostaje ciggle niewyjasniony.

NISKOCZASTECZKOWE BIALKA SZOKU TERMICZNEGO (LMW HSP)

Jest to grupa biatek o masie czgsteczkowej 16-28 kDa, ktdre sg intensywnie syntetyzowane
w warunkach szoku termicznego w komorkach roslinnych [22, 47, 67]. Biatka te sg uwazane
za specyficzne dla roélin z uwagi na to, ze tylko nieliczne z nich zostaty zidentyfikowane u
innych przedstawicieli Eukariota, np. HSP26 u drozdzy [70], HSP24 w fibroblastach zarod-
kow kurzych [16], HSP22,23,26,27 u muszki owocowej [4].

Wiekszos¢ roslinnych niskoczasteczkowych HSP syntetyzowana jest w czasie szoku
termicznego, a tylko niektére mozna wykry¢é na bardzo niskim poziomie w tkankach nie
poddanych dziataniu wysokiej temperatury [59]. Biatka tej klasy odznaczajg sie duzatrwata-
$cig i mozna je wykry¢ jeszcze dtugo po ustgpieniu stresu, a czas ich potowicznego rozpadu
dochodzi do 52 godzin [12]. Tak znaczna stabilnos¢ tych biatek pozwala na ich akumulacje i
wykrycie w zelu, mimo ze poziom ekspresji ich genéw oraz syntezy jest bardzo niski [59].
Niskoczgsteczkowe HSP zwigzane sg gtéwnie z cytoplazma podstawowag [87] i chloroplastami
u réznych, czesto odlegtych od siebie gatunkéw [12].

Sugeruje sie, ze agregacja niskoczgsteczkowych HSP z btong tylakoidowg ma zwigzek z
ochrong i naprawg fotosystemu Il w warunkach stresowych [34, 48, 81], jakkolwiek taka
interakcje obserwowano jedynie w temperaturze powyzej 38°C ito przy bardzo intensywnym
oswietleniu [34].
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Niskoczasteczkowe HSP zostaty takze zlokalizowane w znacznej ilosci w komérkach
korzeni, co wskazuje, ze moga one funkcjonowac we wszystkich typach plastydow, nie tylko
w organellach fotosyntetycznych [12].

Niektorzy autorzy sadza, ze niskoczasteczkowe HSP, jak np. HSP21 u Arabidopsis moga
funkcjonowac jako biatka ostaniajgce, co do tej pory uwazane byto za ceche specyficzng dla
innych biatek szoku termicznego (HSP90, HSP70, HSP60) [13].

W badaniach z uzyciem mikroskopu elektronowego stwierdzono, ze niektére niskoczg-
steczkowe HSP tworzg elektronowo geste, cytoplazmatyczne kompleksy o strukturze ziarni-
stej (Heat Shock Granules - HSG) [67]. Istnienie tych struktur zostato po raz pierwszy
wykazane w wierzchotkowych merystemach korzeni zb6z [29] i cebuli [73] oraz w komérkach
ré6znych organéw pomidora [67]. Skupiska ziarnistosci cytoplazmatycznych (HSG) sg tatwo
wykrywalne z powodu ich gestosci i wielkosci i np. u pomidora maja one $rednice ponad 1
[im przy wielkosci poszczegdlnych czastek wynoszacej od 40 do 80 nm [67]. W skiad
ziarnistosci cytoplazmatycznych wchodzg gtéwnie niskoczasteczkowe HSP (50-80%), a
takze HSP70 (5-10%) [65]. Wykazano roéwniez, ze ziarnistosci te zawierajg RNA, ktérego
synteza miata miejsce w okresie poprzedzajagcym szok termiczny [67], w zwigzku z czym
przypuszcza sie, ze moga one uczestniczy¢ w ochronie i przechowywaniu normalnego,
komérkowego mRNA w czasie stresu termicznego [67].

HSP 8.5 (UBIKWITYNA)

W warunkach szoku termicznego, podobnie jak przy dziataniu innych czynnikéw streso-
wych, powstaje duza liczba biatek o niewtasciwej konformacji, ktére ulegaja szybkiej degra-
dacji poprzez system ubikwityny [28,71], Jest to wysoce konserwatywne, 76-aminokwasowe
biatko (8,5 kDa), ktdre taczy sie kowalencyjnie z innymi biatkami, znaczac je w ten sposéb
dla degradacji proteolitycznej [88]. Jednakze nie jest do kohca wyjasnione, w jaki sposéb
uszkodzone przez stres biatka sg rozpoznawane i wybierane przez ubikwityne do degradacji.
Ostatnie doniesienia wskazujg na niezalezng regulacje réznych genéw z rodziny ubikwityny
w odpowiedzi na dziatanie takich czynnikéw stresowych, jak wysoka temperatura, zranienie
czy traktowanie etylenem [30],

REGULACJA SYNTEZY HSP

Regulacja syntezy biatek szoku termicznego moze zachodzi¢ na kilku poziomach, z
ktérych najwazniejszymi sg poziomy transkrypcji i translacji.

Ekspresja gendw dla biatek szoku termicznego nastepuje szybko, bowiem juz po 7,5 min.
W hypokotylach soi w temp. 40°C wykrywalny jest metodg hybrydyzacji HS mRNA, aby po
2 godzinach doj$¢ do 20 000 kopii na komorke [79].

Chociaz mechanizm percepcji bodzca termicznego nadal pozostaje nieznany, to jednak
wiadomo juz, ze inicjacja ekspresji genoéw biatek szoku termicznego zachodzi poprzez
przytaczenie sie zaktywowanego biatkowego czynnika transkrypcyjnego (Heat Shock Factor
- HSF) do ok. 10-nukleotydowej sekwencji regulatorowej (Heat Shock Element - HSE)
obecnej w wielu kopiach w regionie promotorowym HS genow [64]. Okazato sig, ze ta wysoce
konserwatywna sekwencja obecnajest w promotorach HS gen6éw odlegtych od siebie organi-



BIALKA SZOKU TERMICZNEGO | ICH ROLA W KOMORKACH 161

zmow, w tym réwniez roslin, i odgrywa kluczowg role w indukcji transkrypcji w warunkach
stresu termicznego, jakkolwiek nie wyklucza sie¢ udziatu w tym procesie innych sekwencji
regulatorowych [64], W zwiagzku z tym, ze w indukcji ekspresji genéw HS decydujaca role
odgrywa biatkowy czynnik transkrypcyjny (HSF), stat sie on przedmiotem intensywnych
badan zmierzajacych do poznaniajego wasciwosci, warunkéw aktywacji oraz kodujacych go
genow [64, 67].

Warunki, wjakich nastepuje aktywacja transkrypcji, sg dos¢ zréznicowane i obejmuja m.in.
zmiany w $rodowisku oksydo-redukcyjnym i poziomie jonéw w komoérce. Szok termiczny
powoduje przesuniecie rdwnowagi oksydo-redukcyjnej w kierunku proceséw utlenienia, a
tym samym aktywacje czynnika transkrypcji szoku termicznego, ktory taczy sie zpromotorem
dla biatek szoku termicznego. W korzeniach kukurydzy w czasie szoku termicznego obser-
wowano wzrost stezenia glutationu, co moze by¢ zwigzane z przywrdéceniem komérce stanu
mniej utlenionego [10].

Burke i Orzech (1988) wysuneli hipoteze, ze wzrost poziomu glutationu (ktérego liniowe
polimery - fitochelatyny wychwytuja jony metali) jest zwigzany z mechanizmem usuwania
nadmiaru jonéw, wnikajacych do cytoplazmy na skutek zaburzern wywotanych przez wysoka
temperature [11]. Do czynnikéw, ktére moga aktywowaé¢ geny HSP, nalezg jony metali
ciezkich, np. kadmu [93]. W genie dla HSP 17,5 kDa u soi znaleziono sekwencje podobne do
MRE (Metal Regulatory Element) [20].

Btony komérkowe sg najbardziej wrazliwe na zmiany temperatury [85], a zaktdcenia w ich
funkcjonowaniu sg jednymi z pierwszych efektow szoku termicznego [10]. Na przyktad w
korzeniach kukurydzy 5 minut po zadziataniu szoku termicznego nastepuja zmiany w prze-
pltywie jonéw K+ i H+ poprzez btony, co powoduje zachwianie réwnowagi jonowej w
komorce, a to z kolei aktywuje czynnik transkrypcyjny (HSF) (prawdopodobnie poprzez jony
Ca+“ i aktywowane kalmoduling kinazy) [10].

W warunkach stresowych w komérkach pojawia sie duza ilos¢ zdenaturowanych biatek,
ktérych poziom wg Munro i Pelhama (1985) jest odpowiedzialny za percepcje bodzca
termicznego [62]. Badania Ananthan i wsp. (1986) zdajg sie potwierdzaé przypuszczenie, ze
biatka o niewtasciwej konformacji moga by¢ sygnatem aktywujgcym transkrypcje genéw dla
HSP u organizméw eukariotycznych [2].

Synteza wielu HSP ma miejsce w czasie normalnego przebiegu ontogenezy przy braku
bodZca termicznego, np. podczas sporulacji u drozdzy czy oogenezy u Drosophila [10]. U
roélin transkrypcja genéw HSP i synteza biatek szoku termicznego zachodzi we wszystkich
wegetatywnych tkankach [6, 17] oraz w rozwijajgcych sie i kietkujgcych nasionach [1, 38],
Stadia rozwojowe, w ktorych nie stwierdzono petnej odpowiedzi na szok termiczny, ograni-
czajg sie do wczesnego stadium zarodka (pre-torpeda) u marchwi [96] i kietkujacych ziaren
pytku [39, 40, 95]. Sugeruje sie, ze synteza niskoczgsteczkowych HSP w dojrzewajgcych
nasionach zwiazana jest raczej z zabezpieczeniem rosliny przed dziataniem czynnika streso-
wego niz petnieniem przez nie jakich$ funkcji w embriogenezie [88].

Wiekszos¢ gendw dla HSP nie ma introndw, ale istnieja wyjatki, w tym takze u roslin, np.
w genach kodujgcych HSP70 kukurydzy [76], HSP70 petunii [92] czy HSC80 pomidora [50].
Przypuszcza sie, ze przyczyna, dla ktorej wiekszos¢ gendéw dla HSP pozbawionajest introndw,
moze by¢ konieczno$¢ ich szybkiej ekspresji w postaci dojrzatych, funkcjonalnych transkryp-
téw [56].

W warunkach stresu wysokiej temperatury zmniejsza sie intensywno$¢ syntezy wiekszosci
biatek komérkowych z wyjatkiem biatek szoku termicznego (HSP), ktérych synteza ulega
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znacznemu zwiekszeniu, do tego stopnia, ze w ekstremalnych dla danego gatunku temperatu-
rach (45-52°C) biatka szoku termicznego sg jedynymi, jakie sg wytwarzane w komérce.Ta
duza wybiorczos¢ syntezy biatek szoku termicznego zwigzana jest ze zmianami w procesie
translacji, polegajagcymi na znacznej dyskryminacji normalnego, komérkowego mRNA, pod-
czas gdy HS mRNA odznacza si¢ wieksza stabilnoscig i jest preferencyjnie ttumaczony [10,
46].

Wyniki dotychczasowych badan [67] pozwalajg na wyr6znienie czterech klas mRNA
wystepujacych w warunkach szoku temperaturowego:

1) matrycowe RNA kodujace biatka szoku termicznego, szybko syntetyzowane w trakcie
stresu, ktore tworzg polisomy syntetyzujgce biatka szoku; w wiekszosci komérek HS mRNA
jest stosunkowo stabilny w okresie stresu, jednakze po przeniesieniu siewek soi do temperatury
28°C jego okres pottrwania jest mniejszy niz 3 godziny [47];

2) normalne mRNA, syntetyzowane w materiale nie poddanym dziataniu stresu, ktére
kodujg biatka strukturalne i metaboliczne komorki, nie ulegaja translacji, a chronione sa przed
degradacja w ziarnistosciach cytoplazmatycznych, reaktywowane po ustaniu stresu [67];

RYSUNEK. Model biosyntezy i funkcji biatek szoku termicznego w komérce: (1) transkrypcja genéw dla biatek
szoku termicznego; (2) translacja HS mRNA prowadzaca do syntezy biatek petnigcych w komérce nastepujace fun-
kcje: A - ochrona normalnego, komérkowego mRNA w czasie trwania szoku termicznego; B - wspomaganie tacze-
nia duzych podjednostek RuBP-karboksylazy z matymi; ochrona fotosystemu Il przez HSP20 agregujace z btona
tylakoidowgq; C - chelatowanie jonéw metali naptywajacych do cytoplazmy z wakuoli i otoczenia komérki w wyni-
ku uszkodzenia termicznego bton; D - taczenie sie z cze$ciowo zdenaturowanymi biatkami, co zapobiega tworze-
niu sie agregatéw; E - znaczenie przez ubikwityne zdenaturowanych biatek, ktére ulegaja nastagpnie proteolitycznej
degradacji; (3) tworzenie z udziatem HSP20 ziarnistosci cytoplazmatycznych (HSG), w ktérych przechowywa-

ny jest komérkowy mRNA
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3) pewna pula normalnych mRNA, ktdre z nieznanych przyczyn podlegajg jednak trans-

lacji w warunkach szoku termicznego, np. te, ktére kodujg biatka rybosomalne i zapasowe soi
11

[]4) niektore mRNA ulegajace degradacji, kodujgce wysoce wyspecjalizowane biatka, np.
a-amylaze [7].

Ciekawym przyktadem zréznicowanej stabilnosci matrycowych RN A w warunkach szoku
termicznego mogg by¢ mRNA dla RuBP-karboksylazy, kiedy to mRNA dla matej podjedno-
stki enzymu ulega degradacji w temperaturze 38-49°C, natomiast mRNA dla duzej podjed-
nostki kodowany w chloroplastach pozostaje w tych warunkach stabilny [87],

Na podstawie dostepnych danych doswiadczalnych zaproponowano hipotetyczng sekwen-
cje zdarzen zachodzacych w komarce poddanej dziataniu wysokiej temperatury [64, 67],

W pierwszym etapie szoku termicznego nastepuje zniszczenie polirybosoméw uczestni-
czacych w biosyntezie normalnych biatek komdrkowych; ten proces obejmuje degradacje
kodujgcego je normalnego mRNA, zahamowanie inicjacji translacji oraz destrukcje cyto-
szkieletu (0-5 min). W nastepnej kolejnosci zachodzi formowanie sie polirybosoméw zdol-
nych do syntezy biatek szoku termicznego, w ktory to proces wiaczone sg nowo syntetyzowane
HS mRNA oraz zmienione czynniki inicjacji i ufosforylowane rybosomy (10-30 min). Nie
podlegajace translacji normalne mRNA zwigzane z cytoszkieletem sg chronione przed degra-
dacjg przez zwiekszony poziom HSP, apo 15 min szoku termicznego rozpoczyna sie tworzenie
ziarnistosci cytoplazmatycznych (HSG), z ktérych po powrocie do normalnych warunkéw
temperaturowych aktywowany jest mMRNA. Gromadzone w poddanej stresowi komorce biatka
szoku termicznego podlegajg selektywnej wewnatrzkomorkowej lokalizacji, ktdra jest proce-
sem odwracalnym po ustagpieniu szoku. Przedtuzone dziatanie temperatury stresowej powo-
duje stopniowe obnizenie syntezy HSP i przywrdcenie syntezy normalnych biatek ko-
morkowych [17, 64],

ROLA BIALEK SZOKU TERMICZNEGO

Dotychczasowe wyniki badan oraz wcigz pojawiajace sie nowe dane zdajg sie wskazywac,
ze rola bialek szoku termicznego zwigzana jest z przezyciem przez organizm warunkéw
stresowych i przywrdceniem normalnego funkcjonowania komadrek po ustgpieniu stresu.

W nastepstwie szoku termicznego obserwuje sie gtebokie zmiany w ultrastrukturze komo-
rek [23]. Polegajg one m.in. na zaniku polirybosoméw oraz siateczki $rodplazmatycznej
szorstkiej, co dotyczy gtéwnie struktur zaangazowanych w synteze roslinnych biatek sekre-
cyjnych, takich jak a-amylaza [7], ekstensyna lub witelogenina w hepatocytach Xenopus
laevis [10].

Trzebajednak podkresli¢, ze szok termiczny nie uszkadza bton siateczki $srédplazmatycz-
nej szorstkiej, uczestniczacych w syntezie lektyn lub biatek zapasowych [10]. Dezintegracja
bton siateczki srédplazmatycznej szorstkiej pociggata za sobg nie tylko uposledzenie syntezy
odpowiednich biatek, ale wigzata sie rowniez z zywotno$cig komorek, gdyz jak w przypadku
speczniatych ziaren pytku tytoniu nie kietkowaty te, ktére po ustaniu stresu nie byty zdolne
do odtworzenia struktur ER [15]. Rozmiar uszkodzen struktur komérkowych jest uzalezniony
od natezenia stresu, na ogét w temperaturze 38°C byly one mniejsze niz w 45°C, ktéra dla
wielu komorek byta temperaturg letalng [15].
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Stwierdzono, ze biatka zrodziny HSP70 odgrywaja bardzo wazg role w przywréceniu stanu
wyjsciowego cytoszkieletu w komorkach zwierzecych [67], jednakze brak dotychczas danych
dotyczacych reorganizacji uktadu cytoszkieletowego w czasie HS i po ustapieniu stresu u
roslin.

Rola biatek szoku termicznego zwigzana jest $cisle z ich komdrkowg lokalizacja okreslang
najczesciej za pomoca metody réznicowego wirowania, sprzezonej z zastosowaniem specy-
ficznych poli- i monoklonalnych przeciwciat [5, 42, 72, 91]. Metodg tg we frakcji jadrowej
zlokalizowano HSP68, HSP70, a takze HSP22-28 [10]; biatka te odznaczajg sie wysoka
odpornoscig na ekstrakcje solami i traktowanie nukleazami. Sugeruje to, ze mogg one
odgrywac pewng role jako biatka strukturalne w jadrze lub poza nim jako jadrowe elementy
cytoszkieletu [10]. Obecno$¢ HSP70 i niskoczasteczkowych HSP stwierdzono takze w
jadrach komarek soi [55] i kukurydzy [18].

Badania immunofluorescencyjne z zastosowaniem monoklonalnych przeciwciat wykaza-
ty, ze u muszki owocowej HSP70 po ustgpieniu szoku ulega przemieszczeniu z jadra do
cytoplazmy, a powtérne zadziatanie wysokiej temperatury powoduje ponowna, gwattowng
relokalizacje HSP70 dojadra [86], Natej podstawie sgdzi sie, ze HSP70 stabilizuje chromatyne
w czasie HS, ajego translokacja po ustgpieniu szoku do cytoplazmy zwigzana jest z reakty-
wacjg normalnego mRNA i przywréceniem biosyntezy biatek po szoku termicznym [86].

Z frakcjg chloroplastowyg zwigzane sa gtdwnie biatka z rodziny HSP20 [12, 34, 48].
Postuluje sie, ze funkcja niskoczagsteczkowych chloroplastowych HSP polega na ochronie
aparatu fotosyntetycznego przed uszkodzeniem [81]. Z kolei chloroplastowe biatko z rodziny
HSP60 (zaliczane do biatek ostaniajacych) wspomaga przyjecie wiasciwej struktury przez
enzym RuBP-karboksylaze.

Jednakze doktadna rola chloroplastowych HSP jest ciggle jeszcze niejasna i moze byé
zwigzana zar6wno z aktywacja genow, fotosynteza, jak i innymi procesami zachodzacymi w
obrebie chloroplastéw [88].

Wysoko- i niskoczgsteczkowe biatka szoku termicznego zostaty zlokalizowane w mito-
chondriach, w tym takze pochodzenia roslinnego, np. z siewek soi poddanych dziataniu
wysokiej temperatury [14, 55]. Najlepiej dotychczas udokumentowana zostata rola HSP60
jako "biatka towarzyszacego", wspomagajacego tworzenie wasciwej struktury innych biatek,
ktére sg transportowane w stanie rozwinietym do mitochondriow [26, 41], Réwniez biatka z
rodziny HSP70 moga funkcjonowac w procesie przemieszczania innych biatek w ich potrans-
lacyjnym ATP-zaleznym transporcie do mitochondriéw i wnetrza retikulum endoplazmaty-
cznego [58].

Wedtug hipotezy Pelhama (1986) ulegajace czesciowej denaturacji w czasie szoku termi-
cznego biatka odstaniaja swoje regiony hydrofobowe, ktére oddziatujac ze sobg prowadza do
powstania nierozpuszczalnych biatkowych agregatéow. HSP70 wigzac sie z regionami hydro-
fobowymi biatek komdrkowych ograniczajg te niekorzystne interakcje i sprzyjaja czesciowe-
mu rozpuszczeniu tych agregatéw [68]. Ostatnio stwierdzono jednak, ze nie jest to jedyny
mechanizm rozpoznawania nienatywnych biatek w komérce [43],

Role biatek szoku termicznego w warunkach stresowych mozna ttumaczy¢ tym, ze ucze-
stniczg one w procesach naprawczych i ostaniajgcych inne biatka i sa do tej funkcji dobrze
przystosowane, poniewaz same sg w wiekszosci odporne na wysokie temperatury i nie ulegaja
denaturacji wtemperaturze 100°C. Na przyktad biatka szoku termicznego w korzeniach tubinu
odznaczajg sie tg wtasciwoscia i moznaje przez to zaliczy¢ do grupy tzw. heat-stable proteins
[44] (Porankiewicz, Gwo6zdz, dane nie publikowane).
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HSPs A TERMOTOLERANCJA

Termotolerancja oznacza zdolno$¢ organizmu do tolerowania normalnie letalnych, wyso-
kich temperatur po poczatkowej preinkubacji w podwyzszonej, ale nie letalnej temperaturze,
w ktdrej nastepuje synteza HSP [88]. Przyktadowo, u soi proces ten obejmuje 2-godzinng
preinkubacje siewek w temp. 40°C [55]. Zjawisko to okresla sie mianem nabytej termotole-
rancji, z ktorg od dawna wigzano obecnos¢ biatek szoku termicznego [67].

Zjawisko nabytej termotolerancji oraz rola HSPs w tym procesie wigze sie nie tylko ze
zwiekszong odpornoscig na wysoka, normalnie letalng temperature. Okazato sie, ze preinku-
bacja w podwyzszonej temperaturze znacznie zmniejsza szkodliwe skutki niskiej temperatury
w liscieniach ogorka, poprzez zmniejszenie wycieku jonéw z komérek (stabilizacje bton) [54]
oraz zwigksza przezywalno$¢ komdrek drozdzy poddanych zamrozeniu w ciektym azocie
[49]. W obu przypadkach tolerancja na stres powodowany niska temperaturg i zamrozeniem
byta zwigzana, a nawet zalezna, od syntezy biatek szoku termicznego.

Niestety, wiedza na temat molekularnych aspektdw termotolerancji i wrazliwosci komorek
na wysoka temperature jest ciggle jeszcze fragmentaryczna, istnieje jednak wiele przyktadow
wskazujacych na pozytywna korelacje pomiedzy syntezg niskoczasteczkowych HSP, a takze
HSP70, a nabywaniem termotolerancji przez komorki roslinne [53, 60, 88],

Okazato sig, ze w etiolowych siewkach soi z rozwojem termotolerancji jest zwigzany nie
tylko poziom syntezy niskoczasteczkowych HSP, ale takze ich akumulacja [55, 88], Na tym
samym materiale stwierdzono, ze wraz ze wzrostem temperatury z 35°C do 40°C wzrasta
zawarto$¢ niskoczgsteczkowych HSP (15-18 kDa) w stosunku do biatek catkowitych z 0,76%
do 0,98%, co moze by¢ skorelowane z nabyciem przez tkanke termotolerancji [42]. Jednakze
z drugiej strony sg tez przyktady rozwoju termotolerancji, mimo braku syntezy HSP, np. w
kietkujacych ziarnach pytku u Tradescantia, czy w komérkach drozdzy potraktowanych
cykloheksimidem [10]. Réwniez analizy na poziomie genetycznym nie wykazaty tak Scistej
korelacji. Na przyktad po skrzyzowaniu wstecznym wrazliwej na wysokg temperature linii
baweiny geny dla unikalnych HSP nie segregowaty z fenotypem wykazujgcym termotoleran-
cje [27]. Wskazuje to na konieczno$¢ weryfikacji obserwacji na poziomie fizjologicznym i
biochemicznym poprzez przeprowadzenie badan genetycznych. Wydaje sie, ze mechanizmy
zwigzane z rozwijaniem termotolerancji nie sprowadzaja sie tylko do zwiekszonej akumulacji
niskoczgsteczkowych HSP i petnieniu przez nie funkcji ochronnych. Zwiekszona odpornos$¢
na niekorzystne warunki moze sie takze wigza¢ z oddziatywaniem i wspotdziataniem innych
czynnikow. Na przyktad wiadomo, ze niektore niebiatkowe metabolity, takie jak: prolina,
poliole i fitohormony (np. kwas abscysynowy), moga w sposdb bezposredni lub posredni
wptywacé na funkcjonowanie komérek w warunkach stresowych ostaniajaco lub jako modu-
latory odpowiedzi na stres [8, 67].

SZOK TERMICZNY A INNE CZYNNIKI STRESOWE

Ogédlnie wiadomo, ze nie tylko wysoka temperatura indukuje synteze specyficznych biatek
szoku termicznego. Za pomocg sondy cDNA dla HSP70 muszki owocowej wykazano akumu-
lacje HSP70 mRNA w mezokotylach kukurydzy pod wptywem tak rdéznych czynnikéw
stresowych, jak: wysoka temperatura, kwas abscysynowy, stres wodny, zranienie [37].
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Roéwniez w siewkach soi traktowanych arsenem i kadmem stwierdzono akumulacje specyfi-
cznych dla szoku termicznego mRNA i biatek [24], W badaniach nad sktadem polipeptydo-
wym biatek w korzeniach tubinu w odpowiedzi na rézne czynniki stresowe, takie jak np.
wysoka i niska temperatura, jony Pb+2, NaCl obserwowano stymulacje syntezy tych samych
polipeptydéw (Porankiewicz, Gw6zdz dane nie publikowane).

Ostatnio wykazano, ze stres wodny podwyzsza odpornos$¢ fotosystemu Il na dziatanie
innych czynnikéw stresowych, takich jak wysoka temperatura czy silne $wiatto. Liscie
poddane stresowi wodnemu, a nastepnie dziataniu temp. 42°C (w ciemnosci) charakteryzo-
waly sie wiekszg stabilnoScia fotosystemu Il przejawiajgcg sie matg i catkowicie odwracalng
redukcjg wydajnosci procesu fotosyntezy [35].

Nasuwa sie wiec przypuszczenie, ze mechanizmy obronne u organizmoéw zywych sg silnie
ze sobg powigzane, co jest prawdopodobnie wynikiem kompleksowego dziatania czynnikow
stresowych w warunkach naturalnych. Jednakze z drugiej strony cechg odrdzniajgca rosliny
od innych organizmoéw jest to, ze na og6t nie syntetyzujg one biatek szoku termicznego pod
wptywem dziatania réznych czynnikéw stresowych. Jedynie w wyniku dziatania arsenu i w
mniejszym stopniu kadmu w warunkach fizjologicznych roéliny reaguja podobnie jak w
odpowiedzi na szok termiczny [24]. U roslin pojawiajg sie raczej klasy pewnych biatek
charakterystycznych dla dziatania okre$lonego czynnika stresowego, np. pod wptywem ni-
skiej temperatury, zranienia czy stresu wodnego [9, 67].

UWAGI KONCOWE

Ewolucyjnie wyksztatcona, uniwersalna dla wszystkich organizméw zywych odpowiedz
komorek na szok termiczny w znacznym stopniu przyczynita sie¢ do lepszego poznania i
zrozumienia mechanizméw kontroli zaleznej od stresu ekspresji genéw.

tatwosc, zjakg mozna indukowac ekspresje gendéw szoku termicznego, przy jednoczesnej
represji innych genéw, specyficzno$¢ czynnika indukujgcego, duzy stopien homologii HS
gendéw u odlegtych ewolucyjnie organizméw sprawiaja, ze badania nad tym zagadnieniem
znajduja sie w centrum zainteresowania wspotczesnej fizjologii i biologii molekularnej.

Wprawdzie duzo juz wiadomo na temat molekularnych mechanizméw ekspresji genéw
HS, to jednak wiele zagadnien pozostaje niewyjasnionych. Do nich nalezy ustalenie dodatko-
wych sekwencji promotorowych genéw HS odpowiedzialnych za poziom ekspresji oraz tych
sekwencji, ktdre decydujg o rozwojowej itkankowej specyficznosci ich ekspresji. Wyjasnienia
wymaga takze sprawa indukcyjnosci gendw HS przez inne czynniki stresowe w warunkach
fizjologicznych. Stosunkowo stabo poznany jest takze podstawowy mechanizm przekazywa-
nia sygnatu termicznego i aktywacji biatkowego czynnika transkrypcyjnego.

Obok waloréw poznawczych badan nad regulacja ekspresji genéw stresu termicznego,
szczegblnie wazne wydaje sie zagadnienie przejsciowego nabycia termotolerancji przez
organizm w nastepstwie subletalnego szoku temperaturowego. Ma to szczeg6lnie istotne
znaczenie dla roslin, ktére w przeciwienstwie do zwierzat nie majg zdolnosci szybkiej zmiany
niekorzystnych warunkéw $rodowiska.

Praktyczne zastosowanie wynikow badan nad regulacjg ekspresji genéw przez wysoka
temperature jest jeszcze niewielkie, tym niemniej pojawity sie juz pewne koncepcje aplika-
cyjne, a uzyskane wyniki sg obiecujgce. Rosliny uprawne w ciggu dnia narazone sg wielokrot-
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nie na dziatanie stresu termicznego, w wyniku czego nastepuje catkowite zablokowanie
ekspresji wszystkich gendéw poza genami HS. Dlaroslin oznacza to, ze przez dhugi nieraz czas
sg one bezbronne wobec innych czynnikdw stresowych, takich jak: anoksja, desykacja czy
patogeny. Rozwazana jest strategia eksperymentalna polegajaca na wprowadzeniu do roslin
metodami inzynierii genetycznej dodatkowych kopii genéw kierujagcych odpornoscig na
patogeny lub susze, ktére bylyby pod kontrolg promotora HS [89]. Okazato sie mozliwe
wykorzystanie promotora dla genéw HS do badania aktywno$ci wprowadzonych do roslin
gendw [80] oraz do indukowania wysoka temperaturg ekspresji dowolnej sekwencji kodujacej
w roslinach transgenicznych [80].

W tym zakresie interesujgca wydaje sie mozliwos$¢ wykorzystania promotorow genéw HS
do indukowania w roslinach syntezy okreslonych fitohormonéw i w ten sposob posrednio
kierowanie procesami wzrostowymi i rozwojowymi. Na przyktad udato sie juz uzyskacé
indukowane wysoka temperaturg roznicowanie pedéw w transgenicznym tytoniu w wyniku
wklonowania genu biosyntezy cytokininy do kasety promotorowej HS [64].

Ciagly postep w rozwoju technologii badawczej biologii molekularnej stworzy zapewne
nowe mozliwos$ci zastosowania termoindukcji gendw HS w uprawie roslin i nieodlegty wydaje
sie czas, gdy w warunkach kontrolowanych, np. w szklarniach, mozliwe bedzie za pomoca
podwyzszonej temperatury kierowanie niektdrymi procesami rozwojowymi i metabolicznymi
roslin.
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STRUKTURA | FUNKCJA FIBRONEKTYNY*

FIBRONECTIN- STRUCTURE AND FUNCTION

Barbara lwona WOJCICKA-BARTLOMIEJCZYK*, Jacek WOJCIEROWSK]| **
*Klinika Ginekologii AM, **Zaktad Genetyki AM w Lublinie

Streszczenie. Fibronektyny sa glikoproteidami waznymi dla przebiegu wielu fizjologicznych i patologicznych
proceséw. Jest interesujace, ze rézne molekularne formy fibronektyn sg produktami jednego czynnego genu u ludzi.
W artykule oméwiono fizykochemiczne wtasnosci, strukture biatka, budowe genu i mechanizmy jego regulacji, typy
receptordw, specyfike tkankowg i obecno$¢ w tkankach prawidtowych i patologicznie zmienionych. Szczeg6towiej
przedstawiono mechanizmy prowadzace do zmian w syntezie fibronektyn obserwowanych w procesach réznicowania
ionkogenezy.

Stowa kluczowe: fibronektyna - wtasciwosci, gen, receptor, struktura, funkcja, nowotwory.

Summary. The glycoproteins termed "fibronectins" appeared to be very important for many physiological as well as
pathological processes. Itis interesting that different fibronectins are produced from only one functional human gene.
In presented paper the physico-chemical properties of different types of fibronectins, gene structure and alternative
splicing mechanism, types of fibronectin receptors are described as well as their tissue specifity and expression in
physiological and pathological conditions. The mechanisms of changes of fibronectin synthesis observed in develop-
mental and transformed cells are more detaily described.

Key words: fibronectin - properties, gene structure, receptor, structure, function, carcinoma.

Fibronektyny sa glikoproteidami substancji miedzykomaorkowej i bton komérkowych oraz
ptynéw ustrojowych. Biora udziat w takich zjawiskach fizjologicznych, jak: przyleganie
komdrek, migracja i organizacja cytoszkieletu, rozwoj zarodkowy, hemostaza, gojenie ran i
transformacja nowotworowa [4, 6, 7, 15, 25, 34, 49, 60, 62]. W ostatnich latach poznano
doktadnie strukture fibronektyny [8, 22, 36, 51, 58, 59]. Stwierdzono, ze jeden gen poprzez
rézne mRNA stwarza mozliwo$¢ powstawania réznych form fibronektyn [34].

W 1948 r. Morrison i wsp. jako pierwsi stwierdzili obecno$¢ fibronektyny w osoczu krwi.
W 1957 r. Smith i wsp. opisali u pacjentéw z koagulopatig i kriofibrynogenemig precypitujaca
frakcje osocza krwi ztozong z fibrynogenu i zimnej nierozpuszczalnej globuliny (tzw. osoczo-

*Praca realizowana w ramach PW 72/91 AM Lublin.
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wej fibronektyny). Mosesson i wsp. zaohserwowali, ze osocze krwi 0s6b zaréwno zdrowych,
jak i chorych zawiera frakcje precypitujgca z heparyng i mukopolisacharydami.

Druga grupa badan dotyczyta wystepowania fibronektyny i kolagenu w substancji mie-
dzykomaérkowej i przylegania komorek [47], Fibronektynajako sktadnik substancji miedzyko-
moarkowej bierze udziat w tworzeniu $rodowiska, w ktérym nastepuje réznicowanie komaérek
[3.65],

Trzecia dziedzina poszukiwan to badania funkcji uktadu siateczkowo-$rédbtonkowego [9,
27, 55, 64], Najwazniejszym impulsem do badan nad fibronektynami stato sie odkrycie, ze
powierzchnia prawidtowej komorki traci duze biatko w procesie transformacji nowotworowej
(Hynes 1973) [34]. Intensywnie wioknista substancja miedzykomaérkowa zawierajgca fibro-
nektyne z reguty zanikata po nowotworowej transformacji komorki [46].

WEASCIWOSCI

Fizyko-chemiczne wiasciwosci fibronektyny okreslity badania Alexandra i Mosessona.
Surowicza forma fibronektyny, produkowana przez hepatocyty, sktada sie z dwdch podjed-
nostek o masie ok. 450 kDa, potagczonych mostkami dwusiarczkowymi i fafcuchéw o masie
ok. 220 kDa. Ze wzgledu na réznice w szybkosci migracji tancuchéw okreslono je jako alfa i
beta [61]. Przypuszcza sie, ze czasteczka fibronektyny surowiczej ma ksztatt globulamy.
Zaczyna ona ulega¢ denaturacji w temperaturze 50-56°C, a catkowita denaturacja nastepuje
w temperaturze 70°C [8, 22, 36, 51, 58, 59],

Forma tkankowa jest nierozpuszczalnym dimerem [61]. Zbudowana jest z dwoéch tancu-
chéw polipeptydowych o zmiennym sktadzie aminokwasowym obejmujacym trzy regiony
ED-A, ED-B i lll CS [58, 61]. Forma tkankowa fibronektyny zawierajgca EDI fragment typu
Il moze w niewielkich ilosciach wystepowaé w osoczu krwi. Fibronektyna tozyskowa
zbudowana jest z co najmniej 5 podjednostek, z ktdrych dwie mniejsze wykazujg podobien-
stwo do fibronektyny osoczowej, za$ pozostate do fibronektyny tkankowej [58, 63].

Fuecht i Chueng wykazali znaczenie podwyzszonej glikozylacji fibronektyny w rozwoju
zmian mikroangiopatycznych w cukrzycy. W 1990 r. Roy i wsp. [56] stwierdzili, ze hipergli-
kemia indukuje zmiany w ekspresji genow fibronektyny i ta zmiana ma konsekwencje
metaboliczne [18, 19, 40, 50]. W hodowli ludzkich komdrek nabtonkowych indukowanych
wysokimi poziomami glukozy stwierdzono nadmierng ekspresje fibronektyny, ktdra utrzymy-
watla sie przez roznie dtugi okres po przywrdceniu prawidtowego poziomu cukru.

Cukrowce stanowig ok. 5% masy czasteczki fibronektyny. Fibronektyny z r6znych ptynéw
tkankowych réznig sie stopniem glikozylacji [41, 66, 67], szczegOlnie fibronektyny ptynu
owodniowego zawierajg znaczaco wiecej cukrowcow 7-9,5% [26]. Obecnos¢ fibronektyny
w plynie owodniowym stwierdzit po raz pierwszy Chen w 1976 r., a nastepnie Ruoslahti
wykazat jej podobienistwo do formy tkankowej oraz fibronektyny wystepujacej w teratokar-
cinoma i uznat, ze moze ona spetniaé funkcje markera karcinoembrionalnego.

Wielkos¢ wiékien fibronektyny w substancji pozakomérkowej zalezy od obecnosci kwasu
askorbinowego. W jego obecnosci tworzone sg widkna o $rednicy 40 nm. Lokalizujg sie one
co 70 nm na widknach kolagenowych. Odlegtosé ta jest istotna dla zabezpieczenia przed
dziataniem kolagenaz. Wi6kna kolagenu i fibronektyny produkowane w obecnosci kwasu
askorbinowego sg oporne na degradacje przez trypsyne i inne proteazy. In vitro obserwuje sie
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cienkie, nieperiodyczne wtokna 6-10 nm w tkankach embrionalnych, w tkance ziarnistej i
podczas migracji komorek do rany.

Wyrdéznia sie dwie formy fibronektyny [30, 34, 46]: surowicza-normalng i tkankowg-on-
kofetalng. Uzyskano przeciwciata FDC-6 reagujace pozytywnie z fibronektyng tkankowg a
nie reagujace z formg osoczowg [45, 46].

Domena reagujaca z FDC-6 znajduje sie miedzy wczesniej poznanymi domenami Hip-2 i
Fib-2. Stwierdzono dwie Kklasy ludzkich tkankowych fibronektyn. Jedna z nich reagowata z
przeciwciatami FDC-6 (podjednostki 310 i 335 kDa) i wystepowata w komoérkach raka
watroby i innych nowotworéw, tkankach ptodowych, ptynie owodniowym. W zwigzku z
powyzszym nazwano jg "fibronektyng onkofetalng".

Druga klasa tkankowych fibronektyn charakteryzuje sie mniejszag masg czasteczkowsq i
brakiem reakcji z monoklonalnymi przeciwciatami FDC-6. Fibronektyny te pochodza z
normalnych ludzkich tkanek i ze wzgledu na ich podobienstwo do poznanej wczesniej
osoczowej fibronektyny okreslono je jako "normalna tkankowa fibronektyng". Skiadajg sie
one z alfa i beta podjednostek o masie czasteczkowej 285-295 kDa.

Poznano struktury pierwszorzedowe dla fibronektyn trzech rdznych gatunkéw: cztowieka,
szczura i krowy. Dwie pierwsze poznano na poziomie DNA [57], podczas gdy bydleca
poznano na poziomie biatka. Wiele zaskakujacych rezultatéw uzyskano w tych badaniach:

1) Istnieje bardzo duze podobieristwo ws$rod gatunkéw ssakéw obejmujgce ponad 90%
czasteczki.

2) Sekwencja sktada sie z powtarzajgcych sie domen (typ +HI), dwie z nich, potaczone
mostkami dwusiarczkowymi majg dtugos¢ ok. 55 aminokwaséw, podczas gdy typ Il ma
dtugos¢ 90-95 aminokwaséw i nie ma cysteiny. W kazdej domenie fibronektyny jest 12
powtdrzen typu I, 2 typu Il'i 15-17 typu Il stanowi to 20-60% sekwencji. Obecna struktura
fibronektyny powstata poprzez endoduplikacje i mutacje punktowe genu w toku réznicowania
gatunkdw.

Wczesniej stwierdzono wystepowanie dwéch lub trzech typéw mRNA fibronektyny ist-
niejgcych w ludzkich komoérkach Hs 578 T lub w prawidtowych komdrkach szczurzej watroby.
Zmienno$¢ poprzez alternatywne wycinanie intronu daje réznorodno$¢ form fibronektyny
kodowanych jednym tylko genem [46]. Okreslenie funkcji domeny onkofetalnej dla normal-
nych komérek bytoby bardzo interesujace i wymaga dalszych badan [46].

STRUKTURA GENU

W chromosomie 11 zlokalizowano gen strukturalny dla fibronektyny, a geny regulujace
jego ekspresje w chromosomie 3. Genjest duzy isktada sie z ok. 50 eksondw [33]. Organizacja
genu jest bardzo interesujaca [57]. Transkrypcja pojedynczego duzego genu i kompleksu
genoéw fibronektyny poprzez alternatywne wycinanie intronéw prowadzi do réznych mRNA,
ktére koduja réznorodne podjednostki fibronektyn [11, 12, 24].

Jesli zjednego genu moze powsta¢ wiele réznych mRNA poprzez alternatywne wycinanie
intronu, staje sie to inspiracjg do badan nad strukturg genu. Genjest duzy (50 000 zasad u kury,
70 000 zasad u szczura) i sktada sie z ok. 50 eksonow [33].

Struktura czasteczki fibronektyny rodzi pytanie, czy struktura biatka odzwierciedla orga-
nizacje jego genu. Analiza sekwencji genu fibronektyny szczura potwierdza to przypuszcze-
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nie. Domeny typu I i Il sg kodowane przez pojedyncze eksony. Jest to interesujace, poniewaz
takie powtdrzenia wystepujg w kilku innych biatkach. Pojedyncze domeny typu | wystepuja
na przyktad w tkankowym aktywatorze plazminogenu i w czynniku XIII a.

Domeny typu Il stwierdzono w czynniku X1 a i takze w gtéwnym biatku bydlecego ptynu
nasiennego [34], Biatka te nie wykazujg innych podobienstw do fibronektyny, sugerujac
jedynie zwigzki ewolucyjne.

Gilbert [34] sugerowal, ze w toku ewolucji eksony kodujace sekwencje strukturalne i
funkcjonalne mogga ulega¢ mieszaniu. Doktadne poznanie genu fibronektyny wydaje sie
potwierdzac te hipoteze. Bardzo interesujgcajest organizacja domen typu Il genu fibronekty-
ny. Kazda taka domena jest oddzielona intronem. Wiekszos$¢ jest kodowana przez pary
eksonéw. Wyjatek stanowig trzy domeny typu Il (ED-A, ED-B, IlIl CS). W niektérych
przypadkach eksony kodujgce sekwencje ED-A, ED-B i lll CS moga by¢ wyciete [11, 12].
Sekwencja ED-B wystepuje tylko w niektérych prawidtowych tkankach osobnikéw dorostych
(zrab jajnika, myometrium, tkanka chrzestna). Stwierdzono znacznie silniejszg jej ekspresje
w tkankach ptodowych i nowotworowych [12, 20]. Sekwencja ta moze nadawa¢ czasteczce
fibronektyny specyficzne witasciwosci niezbedne w procesie organogenezy i transformacji
nowotworowej. Stwierdzono silniejsza ekspresje domeny 111 CS w tkankach nowotworowych
niz prawidtowych [32].

Dwa r6zne sposoby alternatywnego wycinania intronu, exon skipping i exon subdivision,
odpowiadajg za powstanie r6znorodnych mRNA w trakcie transkrypcji genu fibronektyny
[11, 12].

Podsumowujac, transkrypcja pojedynczego duzego genu fibronektyn poprzez alternatyw-
ne wycinanie intronéw prowadzi do powstania réznych mRNA, ktoére kodujg réznorodne
formy fibronektyn. Wystepuje to w réznych typach komorek, tak wiec rézne komarki
produkujg rézne populacje podjednostek fibronektyny [5, 17, 43, 53]. Jakkolwiek analiza
DNA dostarcza wyjasnienia istnienia tych form, to mechanizm alternatywnego wycinania
intronu ijego regulacja pozostaje zagadka, mimo ze poznano strukture promotora genu [24],
W procesach nowotworowych dochodzi do zaburzenia regulacji mechanizmu alternatywnego
wycinania intronu [21, 52],

Stwierdzono, ze tkankowe czynniki wzrostu i glikokortykoidy [13, 21, 23, 24, 35] mogg
stymulowa¢ synteze fibronektyny. cAMP reguluje ekspresje HCG i fibronektyny w ludzkich
cytotrofoblastach [14], podwyzszajac zawartos¢ mRNA dla HCG, a zapobiegajac wzrostowi
MRNA dla fibronektyny.

RECEPTORY DLA FIBRONEKTYNY

Odkad wiadomo, ze fibronektyna oddziatuje z komérkami, a szczeg6lnie gdy stwierdzono
potgczenia przezbtonowe miedzy fibronektyng a aktyng, obiektem zainteresowania stata sie
powierzchnia komérki [34]. W ostatnich latach zidentyfikowano biatka btonowe, ktére
okazaty sie by¢ miejscem wigzacym fibronektyne [3],

Substancjapozakomorkowa i cytoszkielet komorek sg Scisle powigzane. Wiédkna substancji
pozakomérkowej zawierajace fibronektyne przylegajg do wewnatrzkomaérkowych wioékien
aktyny [65]. Komérki zmienione nowotworowo, ktére tracg zaréwno fibronektyne, jak i
zorganizowane mikrofilamenty aktyny, sa w stanie odtworzy¢ te mikrofilamenty we witékna,
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jesli do ich hodowli doda sie fibronektyne. Traktowanie komorek cytochalazynami, ktore
niszcza wiokna aktyny, prowadzi do utraty fibronektyny na powierzchni komorki. Te wyniki
doprowadzity do wniosku, ze musi istnie¢ fizyczne potgczenie miedzy pozakomorkowa
fibronektyng a wewnatrzkomdrkowg aktyng. To przezbtonowe potaczenie odgrywa istotng
role w przyleganiu komoérkowym, morfologii i migracji komdrek ijest niszczone w procesie
transformacji nowotworowej. Wiele biatek cytoszkieletu, jak winkulina i talina bierze udziat
w tym potaczeniu [65].

Najbardziej obiecujgcym kandydatem dla potgczen przezbtonowych sg glikoproteidy,
tworzace kompleks o masie 140 kDa (sktadajacy sie z 3 niekowalencyjnie potaczonych
glikoproteiddw u kury iz 2 u ssakdw). Analiza immunofluorescencyjna i immunoelektronowa
sugeruja, ze kompleks ten jest czescig przezbtonowego potaczenia cytoszkieletu z substancja
pozakomdrkowa.

Poznano doktadnie strukture pierwszorzedowgq tego glikoproteidu i stwierdzono jego
podobienstwo do receptora fibronektyny opisanego przez Pytela w 1985 r. Zaproponowano
wspoblng nazwe "integryna" [3]. Receptor ten sktada sie z kilku podjednostek zlokalizowanych
wewnatrz- i zewngtrzkomérkowo. Poznano dwa podstawowe typy receptoréw z rodziny
integryn wigzace fibronektyne. Sg to receptory alfa5 betal i alfa4 betal [10, 31, 42]. Znana
jest budowa centrum aktywnego receptora alfa4 beta 1 [48] z asparaging w centralnej pozyciji.
Stwierdzono, ze domena CS 1i CS5 segmentu przylegania typu Il (111 CS) jest wigzana przez
ten receptor [48]. Glikozylacja odgrywa istotng role w prawidtowym funkcjonowaniu recep-
tora [2].

Heterodynamiczne, przezbtonowe receptory przylegania z rodziny integryn regulujg przy-
leganie monocytéw i makrofagdw [16, 39] do fibronektyny, lamininy i kolagenu. Te oddzia-
tywania sg istotne w procesach odpornosciowych. Wydaje sie, ze ekspresja receptorow
przylegania podlega Scistej regulacji [39]. Mogtoby to wyjasnia¢ zjawisko odtgczania mono-
cytow od biatek substancji pozakomérkowej i odktadania ich w ogniskach zapalnych.

Limfocyty B majg gtownie receptor alfad4 betal [38], limfocyty T majg obydwa typy
receptoréw [37]. Obecnos$¢ dwoch typow receptorow daje mozliwosé interakcji komaérka-ko-
moarka i komorka- substancja pozakomérkowa, ktére sg istotne w procesach odpornosciowych
i reakcjach zapalnych. Czynniki aktywujace limfocyty T moga zmienia¢ ekspresje obydwu
receptoréw, umozliwiajac selektywna regulacje [37].

Komorki oddziatujg z fibronektyng pozakomdrkowg poprzez receptory przylegania z
rodziny integryn. Receptory te sg wysoko zorganizowane i rozmieszczone podobnie do
wiokien fibronektyny. Procesy embriogenezy i transformacji nowotworowej prowadza do
dezorganizacji rozmieszczenia receptoréw i utraty fibronektyny [1, 29,44, 54]. Stwierdzono,
ze receptor fibronektyny powstaje na powierzchni komérki w odpowiedzi na obecno$é
fibronektyny w substancji pozakomoérkowej [54].

Receptor dla fibronektyny stwierdzono na ptytkach krwi [34]. Jest to kompleks glikopro-
teidowy Il b/ 11l a. Miejsce wigzace czasteczke fibronektyny z komorka moze zostaé
przytaczone do domeny Il a tego kompleksu. Zaréwno wigzanie, jak i tworzenie kompleksu
jest hamowane przez peptydy adhezji. Stwierdzono, ze schorzenie genetyczne, jakim jest
trombastenia Glanzmana, jest spowodowane utratg kompleksu Il b/I11 a i zdolnos$ci wigzania
fibronektyny przez ptytki.

Kompleks 1l b/Ill a rozni sie od 140 kDa kompleksu integryny dla fibroblastéw inng
lokalizacjg komérkowa i odmiennym powinowactwem do biatek substancji pozakomoérkowej.
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FUNKCJE

Impulsem do badan nad fibronektynami stato sie odkrycie, ze powierzchnia prawidtowe;j
komarki traci duzy glikoproteid w procesie transformacji nowotworowej. Utrate tg stwierdzo-
no metodami immunoflorescencyjnymi. Intensywnie witoknista substancja miedzykomor-
kowa, zawierajaca fibronektyne, obserwowana w prawidtowych komdrkach z reguty stawata
sie nieobecna po ich transformacji nowotworowej [46].

Te spostrzezenia poprzedzity podjecie badan nad funkcjag fibronektyn. Yamada i wsp.
stwierdzili, ze dodanie fibronektyny do hodowli komérek guza, ktéry jej nie syntetyzuje,
przywraca wioknisty charakter substancji miedzykomdrkowej i morfologie komérki prawid-
towej [54, 65]. Fibronektyng odgrywa istotng role w procesie przylegania komorek i ich
morfologii. Stwierdzono, ze moze promowac¢ migracje komoérek. Badania nad migracjg
komérek w czasie rozwoju embrionalnego ujawnity istnienie powigzan fibronektyny ze
szlakami migracji komaérek, reakcje migrujagcych komérek na fibronektyne oraz mozliwos¢
blokowania migracji komérek substancjami reagujacymi z fibronektyng [6]. Fibronektyng
bierze udzial w migracji i przyleganiu komérek w rozwoju zarodkowym [25], Komorki
zarodka przytaczajg sie do widkien fibronektyny poprzez receptory z rodziny integryn. Proces
ten podlega regulacji hormonalnej, czynnikdw wzrostu. Stwierdzono, ze tego typu oddziaty-
wania sg istotne w procesach gastrulacji, hematopoezy, rozwoju zarodkowym, gojeniu ran,
procesach transformacji nowotworowej [1, 25, 29, 44, 54].

Stezenie fibronektyny w surowicy krwi wynosi 300 [tg/pl. Utatwia ona przyleganie
komorek w hodowli tkankowej i uczestniczy w procesie krzepniecia krwi. Przyfacza sie do
fibryny [7] oraz promuje adhezje ptytek krwi [28], Wbudowanie fibronektyny do skrzepu
krwi ma réwniez pozniejsze konsekwencje. Jedng z nich jest migracja komoérek podczas
gojenia rany, gdzie fibronektyng promuje przyleganie i migracje komdrek biorgcych udziat w
procesie gojenia, podobnie jak podczas embriogenezy. Kolejna funkcja fibronektyny to
wspotudziat w lizie skrzepu. Fibronektyng przytacza zaréwno plazminogen, jak ijego akty-
wator, co nasila fibrynolize [7, 34]. Fibronektyng promuje fagocytoze fibryny i innych
substancji przez makrofagi. Wydaje sie prawdopodobne, ze obecno$¢ fibronektyny w skrzepie
jest istotna zaréwno dlajego formowania, jak i rozpuszczenia [34].

Fibronektyna wraz z innymi czgsteczkami substancji miedzykomorkowej bierze udziat w
tworzeniu Srodowiska, w ktérym nastepuje réznicowanie komdrek [65].

W procesie transformacji nowotworowej mozemy mie¢ do czynienia z réznymi zmianami
w produkcji fibronektyny:

1) blokada produkcji obu form tkankowych,

2) przestawienie produkcji normalnej fibronektyny na produkcje fibronektyny onkofetal-
nej,

3) dalsza produkcja normalnej fibronektyny jakkolwiek w mniejszych ilosciach.

Produkcja fibronektyny onkofetalnej moze by¢ takze zwigzana z selekcja fibroblastow w
ciagtej hodowli - tylko komérki zdolne do syntezy onkofetalnej fibronektyny moga przezy¢
w hodowlach komérkowych. Z drugiej strony synteza fibronektyny onkofetalnej moze by¢
tez wynikiem reaktywacji "onkofetalnych" gendéw kodujacych te domene (rozpoznawang
przez przeciwciata FDC-6).
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DALSZE PERSPEKTYWY BADAN FIBRONEKTYNY

Pomimo ze fibronektyna zostata opisana po raz pierwszy przed 18 laty, nie jest w peni
poznana jej funkcja i struktura. Obecnie znamy doktadnie strukture genu fibronektyny,
sekwencje réznych odmian biatka, receptory komdérkowe. Poznano pewne biologiczne funkcje
fibronektyny i ustalono ich molekularne podtoze. Nadal konieczne jest potagczenie szczeg6to-
wych informacji molekularnych z biologiczng ztozonoscia. Badania struktury fibronektyny sg
nadal prowadzone i dotycza:

« tréjwymiarowej struktury czasteczki biatka fibronektyny,

e struktury trzeciorzedowej receptoréow biatkowych,

* mechanizmu regulacji alternatywnego wycinania intronu,

* natury potgczen przezbtonowych.

Jak wspomniano, impulsem do badan nad fibronektyng byto odkrycie jej utraty w procesie
transformacji nowotworowej. Zjawisko to nadal nie jest wyjasnione. By¢ moze kazda zmiana
struktury pierwszorzedowej biatek tworzgcych potgczenia przezbtonowe prowadzaca do
rozproszenia kompleksu (fibronektyna, integryna, winkulina, talina i aktyna) moze prowadzié¢
do transformacji nowotworowej. W przypadku fibronektyny zmiana biosyntezy obejmuje
mozliwe znane modele wycinania intronu. Efekty potranslacyjne na biatkach kompleksu sg
réwniez mozliwe. Transformacja czesto wzbudza aktywacje kinazy tyrozynowej, a biatka
kompleksu sg potencjalnymi receptorami dla kinazy [34]. Podobnie transformacja prowadzi
do wzrostu wydzielania proteaz, szczeg6lnie aktywatora plazminogenu. W zwiazku z powy-
zszym doktadne kompleksowe badania nad efektami transformacji na te kompleksy przezbto-
nowe wymaga zwrocenia uwagi na kazdy z mozliwych efektow.
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MITOCHONDRIA AMEBY (ACANTHAMOEBA CASTELLANII)
£ ACZA ENERGETYCZNE CECHY MITOCHONDRIOW
ROSLIN | ZWIERZAT

MITOCHONDRIA OF AMOEBA (A CASTELLANII) SHARE
ENERGETIC FEATURES OF PLANT AND ANIMAL MITOCHONDRIA

Lilia HRYNIEWIECKA

Zaktad Bioenergetyki Uniwersytetu im. A.Mickiewicza, Poznan

Streszczenie. Mitochondria ameby A. castellanii i roélin wyzszych wykazujg wiele wspdlnych cech, nie spotykanych
w mitochondriach ssakéw. Do najwazniejszych z tych cech naleza: (i) wspdtistnienie dwéch konstytutywnych drég
transportu elektronéw - fosforylujacej drogi przebiegajacej przez tancuch cytochromowy oraz niefosforylujacej i
niewrazliwej na KCN drogi alternatywnej; (ii) istnienie nieelektrogennego obejscia dla elektronéw z matriksowego
NADH do ubichinonu; (iii) zdolno$¢ do utleniania egzogennego (cytoplazmatycznego) NADH. W artykule przed-
stawiono charakterystyczne cechy rozgatezionego tafncucha oddechowego ameby i oméwiono ich znaczenie dla
ogdIlnego metabolizmu mitochondriéw.

Summary. Mitochondria of amoeba A. castellanii were found to share many features with mitochondria of higher
plants, absent from the mammalian mitochondria. The main features are: (i) coexistence of two constitutive pathway
of electron transport - the phosphorylating one passing through the cytochrome chain, and the alternative one,
nonphosphorylating and insensitive to KCN; (ii) the presence of a non-electrogenic bypass for the electrons from the
matrix pool of NADH to ubiquinone; (iii) the ability to oxidize exogenous (cytosolic) NADH. The properties of the
branched respiratory chain of amoeba mitochondria and its significance for the general metabolism of mitochondria
are discussed in this article.

WSTEP

Acanthamoeba castellanii nalezy do rodzaju matych, wolnozyjgcych ameb zasiedlajgcych
glebe i naturalne zbiorniki wodne [5]. Badania nad energetyka mitochondriéw tego prostego
organizmu zwierzecego ujawnity uderzajace podobienstwo tancucha oddechowego ameby do
rozgatezionego tancucha oddechowego roslin wyzszych [30]. Podobienstwo to staje sie
jeszcze bardziej interesujgce w zestawieniu z hipotezg opartg na filogenetycznej analizie
rybosomalnego RNA, a zaktadajaca ewolucyjne wyprowadzenie roslin wyzszych z Acantha-
moeba castellanii [13, 60].
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W tarcuchu oddechowym ameby (rys. 1) iroslin [12, 39,40,45] obok czterech podstawo-
wych komplekséw oddechowych, z ktorych I, 111 i IV generujg elektrochemiczny gradient
protonowy w poprzek wewnetrznej btony mitochondrialnej (analogicznie do odpowiednich
komplekséw w mitochondriach ssakéw), wystepujg dodatkowe przenosniki elektronéw. Sg
to:

1) alternatywna oksydaza niewrazliwa na KCN, katalizujgca przeniesienie elektronéw na
tlen z pominieciem taricucha cytochromowego;

2) dehydrogenaza zewnetrznego NADH niewrazliwa na rotenon, zlokalizowana po zew-
netrznej stronie wewnetrznej btony mitochondrialnej i utleniajgca bezposrednio cytopla-
zmatyczny NADH oraz

3) dehydrogenaza wewnetrznego NADH niewrazliwa na rotenon, umiejscowiona w we-
whnetrznej btonie mitochondrialnej od strony matriks i utleniajaca matriksowy NADH.

Dwie oksydazy terminalne, dwie dehydrogenazy utleniajgce matriksowy NADH i dehy-
drogenaza NADH, mogaca przenosi¢ ekwiwalenty redukcyjne bezposrednio z cytoplazmy na
tancuch oddechowy, tworzg w wewnetrznej btonie mitochondrialnej ameby rozgateziony
system drdg transportu elektron6w, wigzacych sie ze sobg na poziomie ubichinonu (rys. 1).
System taki wymaga bardzo precyzyjnych mechanizmoéw regulacji, tym bardziej ze poszcze-
gélne drogi transportu elektrondw nie sg w jednakowym stopniu zaangazowane w synteze
ATP [30],

Rys. 1. Schemat rozgatezionego taricucha oddechowego w mitochondriach ameby: 1-1V - kompleksy gtéwnego tan-

cucha oddechowego, ?- biatko (biatka?) drogi alternatywnej, “obejscie” - dehydrogenaza matriksowego NADH

niewrazliwa na rotenon, SA - bursztynian, SHAM - kwas salicylohydroksamowy, GP - galusan propylu, DS - di-
sulfiram, rot- rotenon, AA - antymycyna A; strzatki tamane - inhibitory, strzatka pusta - aktywatory
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ALTERNATYWNA DROGA ODDECHOWA NIEWRAZLIWA NA KCN

Jedng z najwazniejszych funkcji mitochondriow wszystkich organizmaéw jest synteza ATP,
gtéwnego Zrédia energii swobodnej wykorzystywanego przez komérke. Poniewaz podstawg
mechanizmu syntezy ATP jest jej energetyczne sprzezenie z transportem elektronéw, zain-
teresowanie wzbudza niezwigzana z fosforylacja oksydacyjng droga transportu elektronéw do
tlenu wykryta w mitochondriach roslin wyzszych [12,40,45,46, 56] i wielu eukariotycznych
mikroorganizmow [16, 25, 41], a takze w komorkach bakteryjnych [36]. Droga ta - nazwana
alternatywng droga oddechowg - odgatezia sie od "klasycznego" tancucha oddechowego na
poziomie ubichinonu (rys. 1), stad niewrazliwa jest na inhibitory cytochromowych przenos-
nikéw elektronéw - KCN i antymycyne A.

Dotychczas nie udato sie pozna¢ molekularnego sktadu drogi alternatywnej, pomimo préb
izolacji przeno$nikéw mogacych braé¢ udziat w alternatywnym transporcie elektronéw do
tlenu. Takze nie okre$lono jednoznacznie samej alternatywnej oksydazy jako jednostki
molekularnej. Jednak wiele danych eksperymentalnych wskazuje, ze jest to biatko 35-37 kDa
[55, 57, 68] usytuowane prawdopodobnie przy matriksowej powierzchni wewnetrznej btony
mitochondrialnej [55].

Wsp6tistnienie w mitochondriach dwéch drég oddechowych - cytochromowej i alterna-
tywnej - nie oznacza, ze obie drogi réwnocze$nie biorg udziat w oddychaniu przy petnym
wykorzystaniu mozliwosci kazdej z nich. Na przyktad u wielu organizmow transport elektro-
now w nieobecnosci KCN przebiega wyacznie drogg cytochromowa. Dlatego tez maksymal-
ny przeptyw elektronéw przez kazdg z drég, jak i potencjalny udziat kazdej z nich w
catkowitym oddychaniu mozna okresli¢ tylko w obecnosci odpowiednich inhibitorow.

U ameby A. castellanii wrazliwo$¢ oddychania na inhibitory drogi cytochromowej jest
odmienna w przypadku catych komorek (trofozoitéw) i izolowanych mitochondriéw. W
komorkach ameby KCN i antymycyna A stymulujg zuzycie tlenu [19, 31], natomiast w
izolowanych mitochondriach, przeciwnie, cze$ciowo je hamujg [20, 21, 31]. W obu uktadach
oddychanie odporne na inhibitory drogi cytochromowej jest catkowicie hamowane przez
inhibitory drogi alternatywnej: SHAM (kwas salicylohydroksamowy), galusan n-propylu i
disulfiram (dwusiarczek tetraetylotiokarbamylu) [30].

Stosowanie substratéw oddechowych réznigcych sie pod wzgledem drogi wprowadzania
elektronéw na ubichinon - miejsce odgatezienia drogi alternatywnej od drogi cytochromowej
- pozwala na uzyskanie petniejszej informacji zaréwno o charakterze kazdej z drég oddecho-
wych, jak i ich wzajemnych powigzaniach. Substraty zalezne od NAD+, np. jabtczan czy
izocytrynian, oddajg elektrony na ubichinon przez | miejsce sprzezenia lub jego niewrazliwe
na rotenon obejscie. Elektrony z bursztynianu i egzogennego NADH wprowadzane sg na
taricuch oddechowy od razu na oksydoredukcyjnym poziomie ubichinonu, przy czym elektro-
ny z bursztynianu dochodzg od strony matriks, az NADH od zewnetrznej strony wewnetrznej
btony mitochondrialnej (rys. 1).

W mitochondriach ameby utlenianie jabtczanu, bursztynianu i egzogennego NADH wy-
kazuje silne sprzezenie. Odpowiednie wartosci stosunku ADP/O zgodne sg z iloscig miejsc
sprzezenia, wynikajaca ze sposobu wprowadzania elektronéw na gtéwny tancuch oddechowy
(rys. 2). Natomiast w obecno$ci KCN obserwuje sie charakterystyczny dla drogi alternatywnej
brak sprzezenia transportu elektronéw z syntezag ATP; warto$ci ADP/O sa zerowe podczas
utleniania bursztynianu i NADH, a wiec substratow wprowadzajacych elektrony z pominie-
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ciem | kompleksu oddechowego. Jednakze podczas utleniania jabtczanu, ktére przebiega z
udziatem | miejsca sprzezenia, stosunek ADP/O wynosi okoto 1
Stosujac kryterium fosforylacji oksydacyjnej,
droge alternatywng okresla sie czesto jako niefo-
sforylujaca. Jednakze z punktu widzeniateorii che-
miosmotycznej, nalezatoby ja raczej okresli¢ jako
droge transportu elektronéw nie generujacag AjiH+
(sita protonomotoryczna) [42]. W mitochondriach
ameby pomiary AT (gtéwnego z dwoch kompone-
ntéw A|'h+w mitochondriach) prowadzone w o-
becnosci KCN wykazaly, ze podczas utleniania
bursztynianu i egzogennego NADH mitochondria
nie generujg AT, natomiast gdy substratem jest
jabtczan, AT powstaje przy udziale | miejsca
sprzezenia (patrz dalej irys. 4A i 5B). Tak wiec
zaréwno wartosci stosunku ADP/O, jak i poziom
AT wskazuja, ze odcinek tancucha oddechowego
od matriksowego NADH do ubichinonu jest
wspoélny dla obu drég oddechowych i pomimo
wykluczenia drogi cytochromowej moze dostar-
czy¢ komorce energii uzytecznej posrednio réw-
niez droga alternatywna.
Interesujgcym przyktadem dostarczania ko-
morce energii  wystarczajacej do podtrzymania
Rys. 2. Zuzycie tlenu przez mitochondria ameby z  funkcji fizjologicznej przez samg droge alterna-
réznymi substratami, w obecnosci i w nieobecno- tywng jest oscylacja kurczliwosci w kanatach en-
sci KCN: MA-jabtczan, SA - bursztynian, 4- doplazmatycznych $luzowca Physarum za-

stan oddechowy 4. 3 - stan oddechowy 3 (fosfo- chod w obecnogci KCN> a mozliwa dziekj

rylujacy), % - hamowanie oddychania przez KCN ; . P
wyrazone w procentach; pola zakreskowane - od- WspOtpracy drogi alternatywnej z | miejscem

dychanie odporne na KCN w wartosciach absolut-  Sprzezenia [3].
nych Potencjat btonowy generowany przez droge al-
ternatywng wspotpracujaca z | miejscem sprzeze-
nia umozliwia tez aktywng akumulacje jonéw Ca2+ w mitochondriach ameby, u ktérych
transport Ca2+jest réwnie aktywny, jak w mitochondriach ssakéw [11], Niestety brak jest
danych naten temat dotyczacych mitochondriéw roslinnych, poniewaz do niedawna sgdzono,
ze nie sg one zdolne do elektrogennego transportu Ca2+ [10]. Ostatnio stwierdzono jednak, ze
mitochondria roslin akumulujg Ca2+ na koszt AT [59], mozna wiec przypuszczaé, ze w
procesie tym bedzie brata udziat takze droga alternatywna sprzezona z | miejscem.

Jako kryterium udziatu drogi alternatywnej w catkowitym oddychaniu, tj. w nieobecnosci
KCN, przyjmuje sie stopien hamowania zuzycia tlenu przez SHAM [45]. W mitochondriach
tych roslin, w ktérych obie drogi oddechowe - alternatywna i cytochromowa - dzialajg
réwnoczesnie, czesto obserwuje sie rozprzegajacy wptyw drogi alternatywnej na fosforylacje
oksydacyjng [40], W takim wypadku dodanie SHAM, poza przyhamowaniem zuzycia tlenu,
podwyzsza wartosci KO i stosunek ADP/O [40],

Takie kryterium udziatu drogi alternatywnej w catkowitym oddychaniu mozna zastosowac
do mitochondriéw ameby tylko w przypadku utleniania bursztynianu, poniewaz pozostate
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substraty - jabiczan i NADH w nieobecnosci KCN oddaja elektrony wytacznie na droge
cytochromowag (rys. 3A). CzeSciowe hamowanie zuzycia tlenu z bursztynianem jako substra-
tem zwigzane jest z rownoczesnym podwyzszaniem wartosci KO z 2,1 do 2,4 i stosunku
ADP/O z 1,4 do 1,7. Wyniki przekonujg o udziale drogi alternatywnej w catkowitym
oddychaniu mitochondriéw ameby, gdy substratem jest bursztynian. Podobnie wyjatkowg
sytuacje podczas utleniania bursztynianu, w poréwnaniu z innymi substratami, obserwowano
w mitochondriach kotyledonow
soi [8].
Mimo iz w mitochondriach a-
meby droga alternatywna wedtug
powyzszego kryterium nie od-
biera elektrondw z jabtczanu lub
NADH w nieobecnosci KCN,
substraty te tez moga kierowac
elektrony na droge alternatywna,
jezeli utleniane razem silnie
zwigkszajg przeptyw elektronow
(rys. 3B, stupek 4). Wedtug hipo-
tezy Bahra i Bonnera [2] warun-
kiem ujawnienia sie aktywnosci
alternatywnej oksydazy w catko-
witym oddychaniu jest "wysyce-
nie" elektronami drogi
cytochromowej w danym stanie
oddechowym, a wiec sytuacja, w
ktérej koenzym Q jest prawie w
100% zredukowany. Wedtug ta-
kiej koncepcji ani utlenianie sa-
mego jablczanu, ani utlenianie
samego NADH w mitochon-
driach ameby nie spetnia tych

warunkow i dopiero taczne dzia-

tanie obu substratow, podwyz- Rys. 3. Udziat drogi alternatywnej w catkowitym oddychaniu mito-

szajac przeplyw elektronéw, U- _chondrlow ameby w stanie 4 z r6znymi substratami: A - subst_raty poj
. . ) . jedyncze, B - substraty tgczone, I-qV alt - aktualny udziat drogi

mozliwia Wk’lczeme sig dmgl alternatywnej w catkowitym oddychaniu (wyznaczony jako rézni-

alternatywnej (rys. 3, stupki 1,2  capomiedzy oddychaniem w nieobecnosci inhibitoréw, a oddycha-

oraz 4). Jednakze nawet przy ut- niem drogg cytochromowg w obecnosci SHAM), 2 - V
lenianiu tei pary ukiad cvtochro- aktywnos¢ drogi cytochromowej (wyznaczona w obecnosci SH'AM),
1 p y_ y L, MA - jabiczan; SA - bursztynian, N - NADH

mowy moze jeszcze przyjac

wiecej elektronéw, gdy zostanie

dodany trzeci substrat - bursztynian (rys. 3, stupek 6), czego juz koncepcja Bahra i Bonnera
[2] nie mozna wytlumaczyé. Trudno tez tg koncepcjg wyttumaczyé¢ fakt, ze udziat drogi
alternatywnej w oddychaniu catkowitym ujawnia sie podczas utleniania bursztynianu, chociaz
szybkos$¢ tego utleniania jest nizsza od szybkosci utleniania samego NADH, w ktérej droga
alternatywna udziatu nie bierze (rys. 3, stupki 2 i 3). Na fakt, ze w mitochondriach ameby
podczas utleniania bursztynianu droga cytochromowa w obecnosci SHAM najwidoczniej nie
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wykorzystuje petnych mozliwosci transportu elektrondw w stanie 4, wskazuje réwniez obser-
wacja, ze dodanie nastepnego substratu, np. NADH, znacznie zwieksza zuzycie tlenu w tych
warunkach (rys. 3, stupki 2 i 5). Obie obserwacje sugeruja, ze podczas utleniania samego
bursztynianu ubichinon zredukowany jest w mniejszym stopniu niz podczas utleniania samego
NADH. Do wiaczenia drogi alternatywnej nie bytaby zatem konieczna catkowita redukcja
ubichinonu, ale okreslony stopien redukcji ubichinonu nizszy od redukcji catkowitej. Trudno
jestjednak wyjasni¢, dlaczego ten krytyczny stopien redukcji ubichinonu miatby by¢ wyzszy
w przypadku utleniania NADH niz bursztynianu. W kazdym razie w nieobecnosci KCN taki
krytyczny stopien redukcji musiatby byé wyzszy podczas utleniania NADH niz podczas
utleniania bursztynianu.

Podobnie Day i wsp. [7, 17] potwierdzajac zalezno$¢ aktywnosci drogi alternatywnej od
stopnia redukcji ubichinonu, zakwestionowali ostatnio konieczno$¢ "wysycenia" drogi cyto-
chromowej elektronami dla wgczenia drogi alternatywnej. Stwierdzili, ze w mitochondriach
kotyledonow soi (rosliny o wysokiej aktywnosci drogi alternatywnej) do uaktywnienia alter-
natywnej oksydazy wystarczy 60% redukcji puli ubichinonu [7]. Co wiecej, autorzy ci
sugeruja, ze na zalezno$¢ pomiedzy aktywnoscig alternatywnej oksydazy a stanem redoks
ubichinonu mogg mie¢ wptyw réwniez i inne parametry kinetyczne, takie jak aktywnos$¢
enzymow czy wspoétdziatanie substratow [17].

Aktywnos¢ drogi alternatywnej w mitochondriach ameby probowano zwigkszy¢ prowa-
dzac hodowle trofozoitéw z inhibitorami ekspresji genomu mitochondrialnego (chloramfeni-
kol i bromek etydyny) lub inhibitorami drogi cytochromowej (KCN i antymycyna A) [33].
Czynniki te indukujg alternatywna oksydaze u wielu mikroorganizméw [41, 58] i w pewnych
komorkach roslinnych hodowanych in vitro [35]. Okazato sie, ze w mitochondriach ameby
inhibitory te silnie uposledzajg wzrost hodowli i powodujg zmiany w ultrastrukturze mito-
chondridow, szczeg6lnie drastyczne w hodowlach z chloramfenikolem i bromkiem etydyny
[26]. Nie zmieniaja one jednak aktywnoS$ci drogi alternatywnej, natomiast zwiekszaja jej
udziat w oddychaniu w wyniku ostabienia fancucha cytochromowego [33]. Dzieje sie tak
niezaleznie od tego, czy uzyty czynnik dziata poprzez inhibitory ekspresji genomu mitochon-
drialnego, czy tez przez ograniczenie zdolnosci syntezy ATP w komorce.

Czynnikiem ograniczajgcym oddychanie alternatywne w mitochondriach ameby jest ste-
zenie zelaza w pozywce [31, 32]. Niedob6r zelaza powoduje zanik aktywnosci drogi alterna-
tywnej przy poczatkowo niezmienionej aktywnos$ci drogi cytochromowej. Prawdopodobnie,
gdy stezenie zelaza w pozywece jest zbyt niskie, zelazo zostaje najpierw wbudowywane w
sktadniki tancucha cytochromowego.

STYMULACJA DROGI ALTERNATYWNEJ
PRZEZ MONONUKLEOTYDY PURYNOWE

Oddychanie odporne na KCN stymulowane jest w mitochondriach ameby przez 5’ -mono-
fosforany nukleozydéw: adeninowego [18, 22, 30, 31, 34], guaninowego i inozynowego [30,
34], Identyczne dziatanie mononukleotydéw obserwowano takze w mitochondriach innych
mikroorganizméw, takich jak Euglena gracilis [58], Moniliella tomentosa [23, 65], Parame-
cium tetraurelia [15] i Neurospora crassa [64], Natomiast w mitochondriach roslin wyzszych
nie stwierdzono stymulacji drogi alternatywnej przez mononukleotydy [52].
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W mitochondriach ameby maksymalny stopief stymulacji aktywnosci drogi alternatywne;j
w obecnosci KCN przez poszczegdélne mononukleotydy purynowe jest podobny (ok. 10-krot-
ny) niezaleznie od utlenianego substratu. Natomiast wartosci Km tej stymulacji sa zréznico-
wane, przy tej samej wartosci Vmax [30] i wynosza dla; AMP - 0,6 mM, IMP - 0,2 mM, GMP
- 30 pM. Tak wiec najefektywniejszym stymulatorem drogi alternatywnej u ameby okazat sie
GMP, podobniejak uA. crassa [64], Tymczasem w przypadku pantofelka [15] i M. tomentosa
[65] najnizsza sposrod mononukleotydow wartos¢ Kmstymulacji alternatywnego oddychania
wyznaczono dla AMP - odpowiednio 120 |[iM i 25 pM. Z kolei u E. gracilis wartosci te sg
jednakowe dla AMP i GMP - 100 pM [60], Poréwnanie tych danych wskazuje na odmienne
powinowactwo poszczeg6lnych mononukleotydéw do drogi alternatywnej u réznych mikro-
organizmow, natomiast reguta jest znacznie wyzsza zdolno$¢ stymulacyjna mononukleoty-
déw purynowych niz pirymidynowych [15, 30, 65].

Mononukleotydy stymulujg transport elektrondw drogg alternatywna zaréwno przy wyla-
czeniu drogi cytochromowej (rys. 4A i B, linia ciggta), jak i podczas jej dziatania (rys. 4A i
B, linia przerywana). To ostatnie jest szczego6lnie istotne, bowiem obecno$¢ mononukleoty-
déw pozwala na udziat w oddychaniu obu drég oddechowych réwnocze$nie i to nie tylko
wtedy, kiedy substratem jest bursztynian (patrz rozdziat poprzedni), ale takze gdy jest nim
jabtczan (rys. 4A, linia przerywana) lub egzogenny NADH. Tak wiec mozliwo$¢ stymulacji
oddychania alternatywnego przez mononukleotydy ma duze znaczenie metodyczne, bowiem
przy ich pomocy mozna sterowac stopniem zaangazowania drogi alternatywnej w oddychaniu
catkowitym, w nieobecnosci cyjanku.

Rys. 4. Stymulacja drogi alternatywnej w mitochondriach ameby przez GMP przy drodze cytochromowej wytgczo-
nej (linia ciggta) i poczatkowo nie wytgczonej (linia przerywana, pole zakropkowane): A - jabiczan (MA), B - bur-
sztynian (SA), dalsze objasnienia w teks$cie
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Przyspieszenie zuzycia tlenu przez GMP nie wywiera wptywu na wysokg wartos¢ AT
generowanego przez gtdwny tancuch oddechowy, niezaleznie od utlenianego substratu (rys.
4A i rys. 4B, linia przerywana, tto zakropkowane). Natomiast niski potencjat btonowy
utrzymujacy sie w obecnosci KCN przy utlenianiu jabtczanu dziataniem | miejsca sprzezenia
(rys. 4A, linia kropkowana), zostaje przez GMP znacznie wzmocniony (linia ciggta).

Zapis przebiegu tworzenia przedstawiony AT na rysunku 4A odzwierciedla proces skie-
rowywania transportu elektronéw z drogi cytochromowej na droge alternatywng. W przypa-
dku réwnoczesnego wyltgczenia drogi cytochromowej przez KCN i pobudzenia drogi
alternatywnej przez GMP AT nie powstaje od razu, a najwyzszy w tych warunkach poziom
osigga dopiero po 1,5 minuty (linia ciagta). Tymczasem pobudzenie drogi alternatywnej przez
GMP przed podaniem KCN skraca czas przestawienia catego transportu elektronéw z drogi
cytochromowej (pojej wytaczeniu) naalternatywna (rys. 4 A, linia przerywana). Innymi stowy
przeptyw elektronéw, ktory przed wejsciem na droge alternatywna przebiegat wytacznie droga
cytochromowa, wymaga dtuzszego czasu na zmiane kierunku niz przeptyw elektrondw, ktéry
juz przed wylaczeniem drogi cytochromowej wchodzit czesciowo na droge alternatywna.

Mechanizm stymulacji transportu elektronéw drogg alternatywng przez mononukleotydy
pozostaje nadal nie wyjasniony. Dotychczas ustalono tylko, ze AMP funkcjonuje przy zew-
netrznej powierzchni btony wewnetrznej. Jednym z dowodéw na dziatanie AMP od zewnatrz
jest obserwowana w mitochondriach pantofelka [14] i ameby [30] stymulacja drogi alterna-
tywnej przez nieprzenikajgcy przez btone wewnetrzng mitochondrium kompleks AMP-aga-
roza. Pozatym sam AMP tez nie przenika przez btone wewnetrzng; u pantofelka sprawdzono,
ze radioaktywnos¢ 14C-AMP akumulowana jest w mitochondriach tylko w warunkach umo-
zliwiajacych przejscie AMP w ADP [14]. Vanderleyden i wsp. [63] oraz Doussiere [14]
sugerowali, ze AMP dziatajac od zewnatrz mitochondriéw powoduje zmiane konformacji
nieokre$lonego jeszcze biatka btony wewnetrznej zlokalizowanego przy jej zewnetrznej
powierzchni, a zwigzanego funkcjonalnie z alternatywna oksydazg. Zasadniczg trudno$¢ w
okresleniu funkcji tego biatka (biatko regulujace, czy przenosnik elektronéw?) sprawia
nieznajomo$¢é molekularnej struktury drogi alternatywne;j.

Ostatnio sugeruje sie, ze alternatywna oksydaza jest biatkiem (35-37 kD) potozonym w
wewnetrznej btonie mitochondrialnej od strony matriks [55]. Taka lokalizacja umiemozliwia-
taby bezposredni kontakt tej oksydazy z mononukleotydami, a tym samym sugerowataby
istnienie biatka posredniczacego w odbieraniu sygnatu od mononukleotydu. Takim posredni-
kiem mogtoby by¢ biatko - engagingfactor, ktére wedtug hipotezy Steginka i Siedowa [61]
umozliwia sprzezenia oksydazy alternatywnej z ubichinonem.

DROGA TRANSPORTU ELEKTRONOW NIEWRAZLIWA NA ROIENON

Utlenianie matriksowego NADH w mitochondriach ameby [28, 30] i ro$lin wyzszych [12,
48,49,62] okazato sie bardziej skomplikowane niz w mitochondriach ssakéw, poniewaz bio-
rg w nim udziat dwie dehydrogenazy NADH, obie umiejscowione w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej po jej matriksowej stronie. Jedna z dehydrogenaz jest odpowiednikiem
klasycznego kompleksu | mitochondriow ssakow; charakteryzuje sie ona wrazliwoscig na
rotenon i piericydyne A oraz sprzezeniem transportu elektronéw przy | miejscu fosforylacji
oksydacyjnej. Natomiast druga dehydrogenaza jest niewrazliwa na inhibitory kompleksu I,
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nie ma zdolnosci do translokacji protonow i dlatego droga przechodzacych przez nig elektro-
now zwigzana jest tylko z dwoma dalszymi miejscami fosforylacji (kompleks Il i kompleks
1V). O mozliwos$ci ominiecia przez elektrony kompleksu | w drodze do ubichinonu, $wiadczy
czesciowe tylko hamowanie przez rotenon i piericydyne A zuzycie tlenu z substratami
zaleznymi od NAD+. Tak wiec niewrazliwa na rotenon i nieelektrogenna droga utleniania
matriksowego NADH, tworzaca tzw. obejscie (bypass), moze przebiega¢ rownologle do drogi
wrazliwej na rotenon i elektrogennej. Obie te drogi redukujg ubichinon, ktéry moze dalej
oddawac elektrony znowu na dwie drogi oddechowe - cytochromowgq i alternatywna (rys. 1).

Wzajemne zaleznosci i preferencje poszczegdlnych drég transportu elektronéw z matri-
ksowego NADH do tlenu staty sie ostatnio w energetyce mitochondriéw roslin kontrowersyj-
nym i szeroko dyskutowanym zagadnieniem. Wynikneto to zwtaszcza ze stwierdzenia, ze
egzogenny NAD+wnikajagc do matriks i podwyzszajac mitochondrialng pule NAD(H), moze
te preferencje znaczaco zmieni¢ [48, 62], Poza faktem wspdtistnienia dwdéch drog transportu
elektronéw, wrazliwej i niewrazliwej na rotenon, dalsze komplikacje wprowadza ztozony
mechanizm utleniania jabtczanu, w ktérym biorg udziat dwa matriksowe enzymy generujgce
NADH: dehydrogenaza jabtczanowa (MDH) i zalezny od NAD+ enzym jabtczanowy dekar-
boksylujacy (ME) [9, 12, 62, 67], Wspotdziatanie obu tych enzymoéw pozwala na catkowite
utleniania w cyklu Krebsa wprowadzonego anaplerotycznie jabtczanu, poniewaz szczawio-
octan wytwarzany przez MDH moze kondensowac z acetylo-koenzymem A powstajagcym z
pirogronianu dostarczanego réwnoczesnie z jabtczanu przez ME.

W matriks mitochondriow ameby wykazano aktywnos$¢ zarowno MDH, jak i ME oraz
obecno$¢ bezposrednich produktow obu enzymdw [28]. Wyniki te wskazuja na podobny jak
w mitochondriach roslinnych mechanizm utleniania jabtczanu. Stwierdzono tez, ze podobnie
jak u rodlin [9, 48, 62] egzogenny NAD+ stymuluje w mitochondriach ameby utlenianie
jabtczanu i innych substratow zaleznych od nukleotydow pirymidynowych [28, 30]. W
mitochondriach rosdlin wyzszych zjawisko to zachodzi dzieki aktywnemu transportowi egzo-
gennego NAD+do matriks mitochondrialnej przy udziale specyficznego przenosnika [49,62].
Transport cytoplazmatycznego NAD+ do mitochondriéw ma istotne znaczenie dla regulacji
aktywnosci MDH i ME, zaleznej w duzej mierze od proporcji NAD+NADH w matriks
mitochondrialnej [48].

W obecnosci rotenonu powodujacego zwiekszenie stosunku NADH/NAD+ zmienia sie
proporcja produktéw utleniania jabtczanu; wzrasta ilo$¢ pirogronianu, a szczawiooctan redu-
kowany jest powrotem do jabiczanu [62], Zarazem zwigkszenie stezenia NADH uaktywnia
dehydrogenaze NADH niewrazliwg na rotenon, charakteryzujgca sie dziesieciokrotnie niz-
szym powinowactwem do NADH w poréwnaniu z dehydrogenaza wrazliwg na rotenon [47].

Fizjologiczna rola dehydrogenazy wewnetrznego NADH niewrazliwej na rotenon w
mitochondriach roslin nie jest znana. Sugeruje siejednak jej preferencyjne powigzanie z drogg
alternatywna tworzace catkowicie niefosforylujaca droge utleniania endogennego NADH, co
umozliwia reoksydacje nukleotydéw pirymidynowych takze przy wysokim potencjale fosfo-
rylacyjnym [47, 53,67]. Tymczasem w mitochondriach ameby stwierdzono brak preferencyj-
nego kierowania elektronéw z niewrazliwego na rotenon obejscia na droge alternatywng [28],
co ilustruje rysunek 5. Przyktad ten zostanie omoéwiony szczegdtowo, poniewaz sytuacja w
mitochondriach ameb rzuca nowe $wiatto na ten kontrowersyjny u roslin problem.

W obecnosci rotenonu, gdy nieelektrogenne obejscie stymulowane dodatkowo przez
NAD*+, jest jedyna droga transportu elektronéw z matriksowego NADH do ubichinonu,
elektrony kierowane sa nadal w duzej ilosci na droge cytochromowg mimo stworzenia
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Rys. 5. Wspétdziatanie drog transportu elektronéw z matriksowego NADH w mitochondriach ameby: MA - jabt-
czan, rot - rotenon, objasnienia w tekscie
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optymalnych mozliwosci funkcjonowania obu drég oddechowych dzieki uaktywnieniu drogi
alternatywnej przez GMP (rys. 5A, pion zakropkowany). Swiadczy o tym brak obnizenia AT
przez GMP (11 i Il miejsce sprzezenia utrzymujg potencjat btonowy) przy niewielkim tylko
przyspieszeniu zuzycia tlenu. Dopiero podanie KCN uwalnia maksymalny przeptyw elektro-
now droga alternatywng i powoduje catkowite zniesienie potencjatu. Réwnoczesnie z rysunku
5A wynika, ze dodanie NAD+ do mitochondriéw utleniajgcych jabtczan zwieksza zuzycie
tlenu i w niewielkim stopniu obniza potencjat generowany przez | miejsce sprzezenia. To
nieznaczne obnizenie AT ilustruje stopien przesuniecia przeptywu elektronéw z kompleksu |
najego obejscie. Za tym, ze przesuniecie przez NAD+ przeptywu elektronéw z kompleksu |
na obejscie jest tylko czeSciowe, przemawia to, ze rotenon powoduje dalsze obnizenie AT .

Obejscie stymulowane przez NAD+ moze funkcjonowaé réwnoczesnie z drogg wrazliwg
na rotenon takze wtedy, gdy transport elektronéw przebiega dalej wytacznie drogg alterna-
tywna (rys. 5B, pion zakropkowany). Swiadczy o tym generowanie do$¢ wysokiego poziomu
AT przez | miejsce sprzezenia, gdy po zahamowaniu przez KCN drogi cytochromowej, GMP
uaktywnia droge alternatywnga. Dopiero podanie rotenonu powoduje zniesienie AT w zwigzku
z przesunieciem wszystkich elektronéw na obejscie. Rownolegte przyspieszenie zuzycia tlenu
przez rotenon odzwierciedla zniesienie kontroli natozonej uprzednio na transport elektronéw
przez | miejsce sprzezenia.

Rownoczesne wytgczenie | miejsca sprzezenia przez rotenon i fancucha cytochromowego
przez KCN (rys. 5C) pozostawia tylko jedng mozliwo$é, mianowicie transport elektronéw
droga prowadzaca przez obejscie do alternatywnej oksydazy (pion zakropkowany). Transport
elektrondw via obejscie jest wtedy staby nawet w obecnosci GMP i dopiero dodanie NAD+
pozwala na petny w tych warunkach przeptyw elektronéw. Swiadczy to o niezaleznoéci dwéch
proceséw w mitochondriach ameby: 1) stymulacji przez NAD+ transportu elektronéw via
obejscie niewrazliwe na rotenon i 2) stymulacji przez GMP transportu elektronéw droga
alternatywna.

W odrdznieniu od mitochondriéw roslin, w mitochondriach ameby w obecnosci NAD+ nie
zaznacza sie wiec wyrazny podziat na fosforylujacy i niefosforylujacy szlak transportu
elektronéw z dehydrogenaz wewnetrznego NADH do tlenu. Obejscie niewrazliwe na rotenon
moze wspotpracowaé zaréwno z drogg alternatywna, jak i cytochromowg. Zarazem GMP
stymuluje transport elektronéw droga alternatywna bez wzgledu nato, czy elektrony pochodza
zkompleksu I, czy z niesprzezonej z fosforylacja oksydacyjng dehydrogenazy NADH niewra-
zliwej na rotenon (obejscie) (rys. 5).

Natomiast w mitochondriach roslin, w ktérych GMP i inne nukleotydy nie sa stymulatorami
drogi alternatywnej [52], stwierdzono, ze AMP stymuluje aktywnos$¢ wiasnie dehydrogenazy
NADH wrazliwej na rotenon, ktéra oddaje elektrony wytgcznie na droge cytochromowa [51].
Co wiecej, stymulacja przez AMP powoduje hamowanie aktywnos$ci dehydrogenazy NADH
niewrazliwej na rotenon, wspotpracujacej wykacznie z drogg alternatywng. W ten sposéb
stezenie cytoplazmatycznego AMP decydujac przez ktora z dehydrogenaz przeptyng aktualnie
elektrony posrednio wptywa na wigczenie lub wykaczenie alternatywnej oksydazy in vivo
[51].

Obserwowane w mitochondriach roslinnych powigzania funkcjonalne kompleksu | wyta-
cznie z drogg cytochromowg oraz dehydrogenazy wewnetrznego NADH niewrazliwej na
rotenon wytgcznie z drogg alternatywng, pozwalajg na utleniania nadmiaru endogennego
NADH droga catkowicie niefosforylujacg [12,45]. Taki system pozwala komérce na szybkie
oddychanie w stanie 4, nawet przy wysokim tadunku energetycznym [10,43, 67]. Prawdopo-
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dobnie system ten umozliwia nieskrepowane wysokg sitg protonomotoryczng dostarczanie
przez metabolizm mitochondrialny szkieletow weglowych dla reakcji anabolicznych [53,67].

Pomimo tego og6lnego schematu w mitochondriach pewnych roélin nie posiadajacych
alternatywnej oksydazy obejscie niewrazliwe na rotenon moze przekazywac elektrony na
droge cytochromowsa, przy zachowaniu sity protonomotorycznej [10]. Day i wsp. [10] suge-
ruja, ze transport elektronéw przez obejscie obniza ogélny stosunek H+2e" i pozwala na szybki
przeptyw elektronéw w obecnosci wysokiej AliH+ ktdrej termodynamiczny wplyw na stan
rownowagi redoks powmiedzy NAD(H) a ubichinonem zostaje w tych warunkach ograniczo-
ny. Podobny efekt termodynamiczny mozliwy jest w mitochondriach ameby dzieki wspétpra-
cy obejscia z obiema drogami oddechowymi.

UTLENIANIE EGZOGENNEGO NADH

Zdolno$¢ do utleniania egzogennego NAD okazata sie nastepna wsp6lng cecha mitochon-
driow ameby [27, 30] iroslin wyzszych [45, 46, 52, 53] nie obserwowang w mitochondriach
ssakow. W obu typach organizmoéw utlenianie egzogennego NADH przebiega identycznie;
jest szybsze niz utlenianie substratow cyklu Krebsa, prowadzi do syntezy dwoch czagsteczek
ATP i nie wykazuje wrazliwos$ci na rotenon, natomiast hamowane jest przez antymycyne A
oraz KCN. Aktywno$¢ dehydrogenazy zewnetrznego NADH w mitochondriach roslin jest
jednak silnie kontrolowana przez jony Ca2+ [46, 54], podczas gdy w mitochondriach ameby
jony Ca2+sg tylko bardzo stabymi stymulatorami tej dehydrogenazy [50].

W mitochondriach wiekszosci gatunkéw roslinnych transport elektronéw z egzogennego
NADH, w przeciwienstwie do tegoz z substratéw cyklu Krebsa, wykazuje o wiele silniejsze
powinowactwo do drogi cytochromowej niz do drogi alternatywnej [40, 45, 46]. Wyjatek
stanowig mitochondria tkanek termogennych (np. u Araceae), w ktdrych dostepno$c¢ drogi
alternatywnej jest taka sama dla elektronéw z NADH, jak dla elektronéw z innych substratow
[40, 45],

Taki nieréwnomierny, zalezny od rodzaju substratu przeptyw elektronéw po obu drogach
oddechowych w mitochondriach roslin trudno jest pogodzi¢ z tzw. "modelem Q" Krogera i
Klingenberga [37] zaktadajagcym, ze homogenna, ruchoma pula ubichinonu jest jednakowo
dostepna dla wszystkich dehydrogenaz i oksydaz. Ten model - adekwatny do sytuacji w
mitochondriach ssakéw - nie ttumaczy mechanizmu rozdzielania elektrondw pomiedzy
komponenty rozgatezionego fancucha oddechowego zakonczonego dwoma terminalnymi
oksydazami i zwigzanego z r6znymi drogami utleniania matriksowego iegzogennego NADH
[7, 43, 45]. Dlatego zaproponowano kilka odmiennych rozwigzan opartych na koncepcji
oddzielnych pul ubichinonu zwigzanych funkcjonalnie albo z r6znymi dehydrogenazami, albo
z réznymi oksydazami [6,7, 24, 40, 51, 66]. Jednak nadal nie wyklucza sie mozliwosci
istanieniahomogennej puli ubichinonu przy zatozeniu, ze w mitochondriach roslin wolniejsze
utlenianie egzogennego NADH niz innych substratéw moze byé spowodowane dtuzsza drogg
dyfuzji ubichinonu pomiedzy alternatywng oksydazg a dehydrogenazg zewnetrznego NADH,
w poréwnaniu z drogg dyfuzji pomiedzy tg oksydazg a kompleksem 11 i kompleksem | [44].
Za istnieniem homogennej puli ubichinonu przemawiajg takze wyniki badan, stwierdzajace
stymulacje utleniania NADH przez substraty cyklu Krebsa [1,4,7, 8,45,66]. Z drugiej strony
analiza zalezno$ci pomiedzy aktywnoscia alternatywnej oksydazy, a stanem redoks ubichino-
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nu podczas utleniania NADH, bursztynianu i jablczanu przeprowadzona ostatnio w tych
samych mitochondriach, wskazuje raczej na heterogenno$¢ puli ubichinonu [7]. Tak wiec
problem ten jest nadal otwarty.

W mitochondriach ameby, odmiennie niz w przypadku wiekszosci roslin, elektrony z

egzogennego NADH maja w obecnosci KCN rownie tatwy dostep do drogi alternatywnej jak
elektrony zjabtczanu lub bursztynianu [29], niezaleznie od obecnosci GMP (rys. 2 irys. 6A).
Nizsze zuzycie tlenu z substratami zalezny-
mi od NAD+, takimi jak jabtczan (rys. 2) czy
izocytrynian (rys. 6A, stupek 3), wynika z
kontroli transportu elektrondw wywieranej
przez | miejsce sprzezenia. Zniesienie tej
kontroli przez rozprzegacz, np. FCCP, oraz
stymulacja niewrazliwego na rotenon obej-
$cia kompleksu | przez NAD (rys. 6A, stu-
pek 4) pozwala osiggna¢ z tymi substratami
szybko$¢ zuzycia tlenu zblizong do tej z
pozostatymi substratami (rys. 6A, stupki
1,2).

Natomiast w nieobecnosci KCN, podo-
bnie jak u roslin, elektrony z NADH kiero-
wane sa w mitochondriach ameby wytgcznie
na droge cytochromowsg (rys. 3). Jednakze w
tych warunkach elektrony zjabtczanu tez nie
sg odbierane przez droge alternatywng, co
mozna ttumaczy¢ zbyt niskim stopniem re-
dukcji ubichinonu wynikajgcym z tego, ze
przeptyw elektronéw podczas utleniania
jab}czanu jESt Wolniejszy niz podczas utle- Rys. 6. Rownoczesne utlenianie substratow oddechowych
niania bursztynianu. Przyjecie proponowa- w mitocho_ndriach ameby: pola zakropl_(owane - zuzycie

. . ., g .. NADH mierzone spektrofotometrycznie (nmole NADH
nej dla mitochondriéw roslinnych koncepcji . min  « mg"1lbiatka) jednoczesnie ze zuzyciem tlenu
przeciwstawienia NADH substratom cyklu (natck, min* mmg“ibiatka) mierzonym amperometrycz-
Krebsa jest wiec w przypadku mitochon- nie, ISA- bursztynian, IC - izocytrynian, MA - jabtczan
driéw ameby niemozliwe, poniewaz w obe-
cnosci GMP zaréwno jabtczan i bursztynian (rys. 4A i B - linia przerywana, pion zakropko-
wany),jak i NADH [30] oddajg elektrony na droge alternatywng mimo aktywnej rownoczesnie
drogi cytochromowej. Wydaje sie wiec, ze stopien redukcji ubichinonu nie jest w mitochon-
driach ameby jedynym czynnikiem decydujagcym o kierowaniu elektronéw na droge alterna-
tywna. Prawdopodobnie duzo wieksze znaczenie ma pobudzenie drogi alternatywnej przez
GMP. Na podstawie dotychczasowych wynikéw nie mozna jednak rozstrzygna¢ czy pula
ubichinonu w mitochondriach ameby jest homogenna czy heterogenna. Wprawdzie brak
dostepu do drogi alternatywnej dla elektronéw z NADH w oddychaniu niehamowanym
sugeruje istnienie odrebnych pul ubichinonu dla elektronéw z NADH i bursztynianu, ktére
ten dostep maja, ale w obecnosci GMP elektrony z obu substratow tatwo wprowadzane sg na
droge alternatywna. Takze zahamowanie aktywnosci drogi cytochromowej w mitochondriach
ameby pozwala najednakowe utlenianie wszystkich substratow przez droge alternatywna.
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Zdolno$¢ mitochondriow ameby do utleniania NADH z szybko$cig poréwnywalng z
szybkoscig utleniania pozostatych substratéw zbiega sie z brakiem stymulacji utleniania
NADH przez substraty cyklu Krebsa (rye. 6B), ktére to zjawisko zaobserwowano w mitochon-
driach roslin [1,4,7,8,45,66] przypisujac mu duze znaczenie. Pomiary spektrofotometryczne
wykazaty, ze w mitochondriach ameby podczas réwnoczesnego utleniania NADH z burszty-
nianem lub izocytrynianem, albo z obydwoma substratami razem, utlenianie NADH jest nizsze
(rys. 6B, stupki 5, 6, 7) od zuzycia tlenu obserwowanego podczas utleniania samego NADH
(rys. 6A, stupek 1). Ponadto we wszystkich trzech uktadach substratéw udziat NADH w
oddychaniu jest bardzo zblizony (rys. 6B, stupki 5,6). Wprawdzie przy utlenianiu pary NADH
z jabtczanem obserwuje sie spektrofotometrycznie podobna jak u roslin [1, 4, 7, 8, 45, 66]
stymulacje utleniania NADH w obecnosci jabtczanu (rys. 6B, stupek 8), ale stymulacja tajest
pozorna. Mianowicie, w mitochondriach ameby podczas utleniania jabtczanu drogg alterna-
tywng stymulowang przez AMP [28] lub GMP (wyniki nie opublikowane) obok pirogronianu
pojawia sie znaczna ilo$¢ szczawiooctanu, w przeciwienstwie do sytuacji, w ktorej aktywnos$¢

drogi alternatywnej nie jest stymulowana. Tak
wiec, stymulacja utleniania egzogennego
NADH przez jabtczan jest wynikiem zuzycia
NADH do redukcji szczawiooctanu przez
MDH w przestrzeni miedzybtonowej. W mito-
chondriach ameby szczawiooctan generowany
w matriks przechodzi przez wewnetrzng btone
mitochondrialng na zewnatrz [28], Efekt ten
znika, gdy przy tacznym utlenianiu substratow
jabtczan zastgpi sie¢ izocytrynianem, bowiem
produkty jego utleniania tej komplikacji nie
powodujg (rys. 6, stupki 6, 7).

Obecno$¢ w mieszaninie substratow izocy-
trynianu (podobnie jak jabtczanu) generujace-
go AH' na koszt | miejsca sprzezenia pozwala
przesledzi¢ konkurencje pomiedzy substratami
o dostep do drogi alternatywnej na podstawie

Rys. 7. Konkurencja elektronéw wprowadzanych na réwnoczesnych zmian zuzycia tlenu i poziomu

droge alternatywna z réznych substratéw widocznaja- AH' (rys. 7). Obserwowany spadek AH' wska-

ko obnizanie generowanego przez | miejsce sprzeze- zuje na ograniczenie dostepu elektronow z i-

nia: cyfra w nawiasie oznacza zuzycie NADH (w . , . . A
nmolach min-1 mg-1 biatka) mierzone spektrofo- zocytrymanu do drogi alternatywnej przez

tometrycznie elektrony zaréwno z bursztynianu, jak i z

NADH. Z réwnolegtych pomiaréw spektrofo-

tometrycznych wynika, ze w tych warunkach udziat elektronéw z NADH w koncowej fazie

oddychania wynosi az 60%, co zarazem dowodzi silnej konkurencyjnosci NADH przy
wprowadzeniu elektronéw na tor alternatywny.

Przedstawione problemy sg interesujgce z tego wzgledu, ze mitochondria prawdopodobnie
utleniajg substraty rdwnoczesnie in vivo. W przypadku mitochondriow roslinnych sugeruje
sie wrecz regulacje utleniania cytoplazmatycznego NADH w mitochondriach przez substraty
cyklu Krebsa [12].



MITOCHONDRIA AMEBY 195

UWAGI KONCOWE

W mitochondriach ameby A. castellanii wykryto wiekszo$¢ cech charakterystycznych dla
mitochondriéw roslinnych, a niespotykanych u ssakéw (tab. 1, 1-4). W przypadku innych
mikroorganizmow dotychczas obszernie opisano tylko altematyng droge oddechowg niewra-
zliwg na KCN i zdolno$¢ mitochondriow do utleniania egzogennego NADH (tab. 1).

Z kolei wspo6lng cecha mitochondriow ameby i innych pierwotniakéw oraz drozdzy i
grzybow, rdézniagca je od mitochondridw roslin wyzszych jest stymulacja drogi alternatywnej
przez mononukleotydy purynowe (tab. 1), ktére prawdopodobnie sg cytoplazmatycznym
czynnikiem regulujgcym aktywnos$¢ drogi alternatywnej in vivo.

TABELA 1. Zestawienie cech mitochondriéw ameby z cechami mitochondriéw rosélin wyzszych i
mikroorganizmoéw

Cechy mitochondriéw Ameba Rosliny wyzsze Mikroorganizmy
1. Droga alternatywna + + +

niewrazliwa na KCN [19-21,30,31]  [12,39,40,45,57] [16,25,36,41]
2.0bejscie kompleksu I + + ?

niewrazliwe na rotenon [28,30] [12,48,49,62]
3. Dehydrogenaza + + +

zewnetrznego NADH [27,30] [45,46,53,54] [41]
4. Utleniania jabtczanu + + ?

przez matriksowe MDH i ME [28,30] [12,45,46,62]
5. Stymulacja drogi alternatywnej + - +

przez mononukleotydy purynowe [18,22,30,34] [52] [15,23,58,64,65]

Zdefiniowanie roli drog transportu elektronéw funkcjonujacych obok gtéwnego tancucha
oddechowego napotyka na trudnosci pomimo znacznej ilosci informacji doswiadczalnych.
Dotyczy to réwniez fizjologicznej roli utleniania egzogennego NADH oraz skomplikowanego
mechanizmu utlenianiajabtczanu. Najwiecej danych uzyskano o drodze alternatywnej. Wska-
zujg one na réznorakie znaczenie tej drogi, szczeg6lnie w przypadku roslin wyzszych [38, 39,
40, 56], Na podstawie tych danych mozna jednak doj$¢ do pewnego uogdlnienia. Obecnie
najczesciej przyjmuje sie, ze droga alternatywna wyzwala transport elektronéw spod kontroli
potencjatu fosforylacyjnego komorki [12,40, 54], co umozliwia usuwanie sity redukcyjnej w
sytuacjach, gdy jej nadmiar blokuje odpowiednie szlaki metaboliczne. Ubocznym, a w
szeg6lnych przypadkach wrecz fizjologicznym dla roslin znaczeniem drogi alternatywnej jest
efekt dziatania termogeniny (biatko rozprzegajgce) w mitochondriach ssakdw.

Znacznie mniej wiadomo o roli fizjologicznej obejscia niewrazliwego na rotenon, a
szczegOlnie o jego rzeczywistym udziale w oddychaniu in vivo [12, 39]. Ostatnio niektorzy
autorzy sugeruja, ze obejscie moze by¢ podobnie jak droga alternatywna konstytutywna cechg
mitochondriow roslinnych umozliwiajagcg szybkie oddychanie w stanie 4 przy wysokim
potencjale fosforylacyjnym komorki [43].
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W komérkach zwierzecych sita redukcyjna zasadniczo usuwana jest z cytoplazmy przez
uktady wahadtowe; glicerolo-3-fosforanowy ijabtczano-asparaginianowy. Tymczasem dzigki
zdolnosci do bezposredniego utleniania cytoplazmatycznego NADH iréwnolegtej aktywnosci
drogi alternatywnej, komorki roslin wyzszych [45, 46, 53, 54] i mikroorganizmow [41] majg
mozliwos$¢ bezposredniego usuwania ekwiwalentow redukcyjnych z cytoplazmy (a wiec
odblokowania glikolizy), catkowicie uwolnionego od kontroli ze strony potencjatu fosforyla-
cyjnego.

Jabtczan dzieki tatwosci, z jakg przechodzi przez btony organelli oraz zaangazowaniu w
rézne reakcje anaplerotyczne i mechanizmy wahadtowe, petni w komdrkach roslinnych
funkcje ruchomej sity redukcyjnej [40, 67]. Nadmiar tej sity redukcyjnej moze zosta¢ tatwo
usuniety dziataniem enzymu jabtczanowego wspotpracujgcego z niewrazliwym na rotenon
obejsciem kompleksu | niefosforylujaca, alternatywng drogg oddechowa, bez kontroli ze
strony potencjatu fosforylacyjnego czy fadunku energetycznego komarki [12, 40, 54, 67],

Poréwnanie energetyki mitochondriéw ameby i roslin wyzszych ujawnito przy uderzaja-
cym podobieristwie, takze i pewne rdznice w funkcjonowaniu rozgatezionego taricucha
oddechowego (np. w dostepie elektronéw z egzogennego NADH do drogi alternatywnej).
Prawdopodobnie wynikajg one ze specyfiki metabolizmu. Nie bez znaczenia jest tez fakt, ze
przeprowadzone w tym artykule poréwnanie dotyczy organizmu jednokomérkowego pocho-
dzacego z hodowli aksenicznych iorganizméw tkankowych, zyjacych w rozmaitych, czasem
ekstremalnie réznych warunkach. Jednak rozpatrujac - w aspekcie og6lnego metabolizmu -
znaczenie niefosforylujacych drog transportu elektrondw i ich powigzania z bezposrednim
utlenianiem cytoplazmatycznego NADH oraz z metabolizmem jabtczanu mozna przyjac, ze
drogi te petnig podobne funkcje w komérce ameby jak w komaérkach roslin wyzszych.
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N-KONCOWE PEPTYDAZY KOMORKOWE
I. AMINOPEPTYDAZY*

N-TERMINAL PEPTIDASES OF CELLS. I. AMINOPEPTIDASES

Halina OSTROWSKA

Zaktad Analizy Instrumentalnej Akademii Medycznej w Biatymstoku

Streszczenie. N-konicowe peptydazy hydrolizujg wigzania peptydowe w N-korcu substratu i uwalniajgjeden amino-
kwas (aminopeptydazy), dipeptyd (peptydazy dipeptydylowe) lub tripeptyd (peptydazy tripeptydylowe). W cze$ci |
pracy dokonano przegladu literatury dotyczacej aminopeptydaz komoérkowych. Wiekszo$¢ aminopeptydaz jest
metalopeptydazami, zawiera komponente weglowodanowg, ma budowe podjednostkowg i mase czasteczkowg
zblizong do 300 000 daltonéw. Enzymy te wspétdziataja ze sobg i z innymi proteazami w degradacji peptydéw i
biatek.

Stowa kluczowe: aminopeptydazy.

Summary. N-terminal peptidases degrade N-terminal peptide bonds of substrate and release one amino acid
(aminopeptidases), dipeptide (dipeptidyl peptidases) or tripeptide (tripeptidyl peptidases). The literature on amino-
peptidases of cells is reviewed in part I of this article. Most of the aminopeptidases seem to be metallo-proteins,
glicoproteins, have complex subunit structures with high molecular weight often reaching 300 000. They act
synergistically with each other and with other proteases to degrade large peptides and proteins.

Key words: aminopeptidases
Wykaz stosowanych skrétéw: DFP - diizopropylofluorofosforan, EDTA - kwas etylenodiaminoczterooctowy, MCA

-7-amino-4-metylokumaryna, NNap-beta-naftyiamid, NPhN02-4-nitroanilid, pNA -p-nitroanilid, pCMB - kwas
p-chlororteciobenzoesowy, Pms-F - fluorek fenylometanosulfonowy

PODZIAL | CHARAKTERYSTYKA AMINOPEPTYDAZ

Klasyfikacja aminopeptydaz opartajest na ich specyficznosci substratowej. Nazwe enzymu
tworzy sie od nazwy N-kofAcowego aminokwasu, do ktérego wykazuje on najwieksze powi-
nowactwo, dodajac koricdwke -ylowa. Wyjatek stanowi aminopeptydaza rozszczepiajgca

*Praca zostata wykonana z budzetu Uczelni.
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wigzanie peptydowe utworzone przez proling, wystepujacg w drugiej pozycji od N-korica
substratu. Enzym ten nazwano aminopeptydaza prolinowa. Dotychczas opisane aminopep-
tydazy okreslane sg w literaturze réznymi nazwami (tab. 1).

TABELA 1 Klasyfikacja aminopeptydaz wg [16]

Nazwa enzymu Inne nazwy Nr klasyfikacyjny

Aminopeptydaza leucylowa (LAP) Peptydaza leucylowa, peptydaza aminoleucylowa, EC 3.4.11.1
aminoegzopeptydaza leucynowa, aminopeptydaza
leucynowa, alkaliczna leucynamidaza, cytozolowa
aminopeptydaza |
Aminopeptydaza aspartylowa (DAP)  Aminopeptydaza aspartylowa aktywowana Mg+2, EC 3.4.11 -
naftylamidaza aspartylowa, angiotensynaza A,
cytozolowa aminopeptydaza Il
Rozpuszczalna aminopeptydaza Arylamidaza, arylamidaza obojetna, arylamidaza EC 3.4.11.14
alanylowa (sAAP) alanylowa, naftylamidaza aminokwasowa,
aminopeptydaza aktywowana tiolami, aminopeptydaza
watroby cztowieka (HLA), aminopeptydaza wrazliwa
na puromycyne, aminopolipeptydaza, cytozolowa
aminopeptydaza Ill
Rozpuszczalna aminopeptydaza Aminopeptydaza B(APB), arylamidaza arginylowa, EC 3.4.11.6
arginylowa (SRAP) arylamidaza B, aminopeptydaza argininowa,
aminopeptydaza argininowa aktywowana CL, cytozolowa
aminopeptydaza IV

Aminopeptydaza prolylowa (sPAP) Iminopeptydaza prolinowa, aminopeptydaza prolinowa, EC 3.4.11.5
cytozolowa aminopeptydaza V

Aminopeptydaza tripeptydowa (TAP) Imidoendodipeptydaza, aminoegzotripeptydaza, EC 3.4.11.4
limfopeptydaza, aminotripeptydaza, tripeptydaza

Mikrosomalnaaminopeptydaza Aminopeptydaza M, aminopeptydaza N, aminopepty- EC 3.4.11.2

alanylowa (MAAP) daza cze$ciowo zwigzana z btonami, aminopeptydaza

mikrosomalna, amino-oligopeptydaza, aminopeptydaza
pseudoleucynowa, btonowa aminopeptydaza |

Aminopeptydaza glutamylowa (EAP) Aminopeptydaza A, angiotensynaza A, aminopeptydaza EC 3.4.11.7
aspartylowa, aminopeptydaza glutamylowa aktywowana
Ca+2, peptydaza glutamylowa, hydrolaza glutamyl-
-naftylamidu, peptydaza-a-aminokwasowa, btonowa
aminopeptydaza Il

Mikrosomalna aminopeptydaza AminopeptydazaP,X-prolylaminopeptydaza EC 3.4.11.9

prolinowg (MPAP)

Aminopeptydaza cystynylowa (CAP) Oksytocynaza, aminopeptydaza cystynowa, EC 3.4.11.3
aminopeptydaza cystylowa

Lizosomalnaaminopeptydaza Katepsyna H, Katepsyna Ill, naftylamidaza leucylowa, EC 3.4.22.16

arginylowa (1RAP) naftylamidaza aminokwasowa, lizosomalna amino-

peptydaza, arylamidaza, katepsyna B?, katepsyna B A,
endoaminopeptydaza, hydrolaza benzoiloarginino-2-
naftylamidu (BANA), amidohydrolaza benzoilo-
arginino-2naftylamidowa

Aminopeptydaza metionylowa (MAP) Aminopeptydaza metioninowa EC 3.4.11.-

Aminopeptydazy wystepuja we frakcji cytozolowej (aminopeptydaza leucylowa, asparty-
lowa, alanylowa, arginylowa, prolylowa i aminopeptydaza tripeptydowa), btonowej (mikro-
somalna aminopeptydaza alanylowa, aminopeptydaza glutamylowa, mikrosomalna
aminopeptydaza prolinowg, aminopeptydaza metionylowa) i lizosomalnej (aminopeptydaza
cystynylowa i arginylowa) tkanek i narzadéw roznych gatunkéw zwierzat i cztowieka [16, 17,
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22]. Jedynie aminopeptydazy btonowe wigzg si¢ z btonami struktur komaérkowych, co odbywa

sie za pomocg matego hydrofobowego fragmentu zlokalizowanego w N-koricu czgsteczki

enzymu [32]. Uwolnienie aminopeptydaz btonowych odbywa sie w drodze autolizy zapomocg

proteaz, takich jak: papaina, bromelina, trypsyna oraz przy uzyciu detergentow [22].
Charakterystyke aminopeptydaz komérkowych przedstawia tabela 2.

TABELA 2. Charakterystyka aminopeptydaz wg [16, 17] z uzupetnieniami

Enzym Zrédio Substrat Optimum Aktywator Inhibitor M. cz
enzymu PH

Aminopeptydaza nerki, jelito, Leu-NH2 9,0-10,0 Mn, Mg+2 fenantro- 32 6000
leucylowa soczewka lina, EDTA

Aminopeptydaza nerki psa Asp-NNap 6,2 Mn+2 nie poznano 25000
aspartylowa

Rozpuszczalna watroba Ala-NNap 6,9 Zn+2, Co+2 EDTA, fenantro- 235000
aminopeptydaza cztowieka lina, puromycyna
alanylowa

Rozpuszczalna watroba Arg-NNap 7,5 cr pCMB, Hg+2, 95000
aminopeptydaza szczura bestatyna
arginylowa

Aminopeptydaza nerki $wini  Pro-Leu-NH2 7,5 Mn+2 pCMB, jodo- 300000
prolylowa acetamid

Aminopeptydaza nerki $wini  Gly-Gly-Gly, 7,8 nie wymaga fenantrolina, 71000
tripeptydowa Leu-Gly-Gly pCMB, bestatyna
Mikrosomalna nerki $wini  Leu-NA 6,5-8,5 Co+2 EDTA, fenan- 280000
aminopeptydaza trolina, amastatyna,
alanylowa bestatyna

Aminopeptydaza nerki Glu-NNap, 6,2 Ca+2 EDTA, Mn+2 270000
glutamylowa Asp-NNap

Mikrosomalna nerki Gly-Pro-Ala 8,0 Mn+2 fenantrolina, 1000000
aminopeptydaza swini merkaptoetanol
prolinowa

Aminopeptydaza watroba Met-NNap, 7,0 nie wymaga pCMB, fenanan- 74000
metionylowa szczura Met-Lys-bradykinina trolina

Aminopeptydaza tozysko Leu-NNap, 7,3 nie wymaga DFP, pCMB, 320000
cystynylowa Lys(NNap) Cu+2, Zn+2

Lizosomalna

aminopeptydaza lizosomy Arg-NNap 6,8 tiole pCMB 26000
arginylowa tkanek 28000

AMINOPEPTYDAZY CYTOZOLOWE

AMINOPEPTYDAZA LEUCYLOWA

Aminopeptydaza leucylowa (LAP, EC 3.4.11.1) odszczepia od peptydow wszystkie N-
koncowe L-aminokwasy, wykazujac najwyzsze powinowactwo doN-koncowej leucyny [16],
Enzym ten wystepuje w cytozolu komorek wielu narzagdéw oraz w leukocytach i moczu [17,
22]. Gtdwnym zrodiem aktywnosci aminopeptydazy leucylowej jest nerka, watroba i socze-
wka oka [15, 16].

Aminopeptydaza leucylowa jest cynkowg metaloproteazg, o budowie podjednostkowej i
w odréznieniu od innych aminopeptydaz nie zawiera weglowodanéw [16]. Enzym z soczewki
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oka i nerek $wini skfada sie z 6 identycznych podjednostek o m. cz. 54000 daltonéw kazda.
W centrum aktywnym kazdej podjednostki wystepujg dwajony Zn+“. Aktywacja nastepuje w
wyniku zamiany jonu Zn+“ najony Mg+~Ilub Mn+“ z utworzeniem Zn+2-M g+2(Mn+“)LAP.
Poznano réwniez miejsce wigzace tego enzymu [4]. Natywna czasteczka aminopeptydazy
leucylowej ma ksztatt cylindryczny i wymiary 67 x 107 A. N-koniec LAP stanowi treonina.
Poznano tez strukture I-rzedowg N-koricowego fragmentu tego biatka [16]. Punkt izoelektry-
czny LAP znajduje sie w pH 4,9.

Aminopeptydaza leucylowa wykazuje najwieksze powinowactwo do substratow zawiera-
jacych w N-koncu leucyne i alanine (tab. 3). Arylamidy tych aminokwaséw hydrolizuje ona
w niewielkim stopniu [22], LAP z soczewki wotu nie dziata na substraty z N-koricowym
kwasem glutaminowym, aspartylowym i proling. Enzym z nerek cztowieka degraduje peptydy
biologicznie czynne, takie jak: Leu-enkefalina, luliberyna i proktolina [15], natomiast LAP
tozyska inaktywuje oksytocyne i angiotensyne Il [16]. Aminopeptydaza leucylowa wykazuje
tez aktywno$¢ transferazows i esterazowg [17].

TABELA 3. Specyficzno$¢ substratowa aminopeptydazy Aktywnoéc’ aminopeptydazy leucylowej
leucylowej wg [17] oznacza sie przy uzyciu Leu-NH2w pH 9,0
po aktywacji enzymu jonami Mn+2 lub w

Substrat :;I:ti/zwnosc (:;v;:; obecnosci pH 10 w obecnosci jonéw Mg+2 [15, 16,
22]. Do oznaczania aktywnosci tego enzy-
L-Leu-NH2 100,0 100,0 mu jest stosowany réwniez ester metylowy
t-IPIhe,;m'Z'Z ssg i;g Leu-Leu oraz Phe-3-thia-Phe [22],
L-Lys-NH2 - 120 Inhibitorem LAP jest 1,10-fenantrolina.
L-Ala-NH2 3.4 4,9 EDTA, cytryniany, jony Cd+2, Cu+2, Hg+
L-Pro-NH2 0,7 - i Co+2 oraz bestatyna i amastatyna [4, 15,
Gly-NH2 0.1 0.1 17]. Aktywnos¢ enzymu obnizajg takze dhu-
D-Leu-NH2 0.0 0.0 gotancuchowe kwasy organiczne oraz ana-
L-Leu-Leu 100,0 53,0
L-Leu-lle 64.0 50,0 logi leucyny. Wystepuje najprawdopodob-
L-Leu-Ala 64,0 - niej endogenny inhibitor tego enzymu [16].
L-Ala-Leu 93,0 : LAP jest stabilna w stanie zamrozenia w
tflzt;ﬁ:,’j:i 1223 1:28 PH 7-9 w obecnosci MgCI2 lub w postaci
Gly-L-Leu-NH2 43,0 94.0 kompleksu z fosforanem wapnia [16], Jest
L-Leu-Gly-Gly 120,0 70,0 natomiast inaktywowana w pH ponizej 5 i
Gly-Gly-Gly 2,4 - powyzej 11.

Uwalnianie aminopeptydazy leucylowej

do krwi z komoérek watroby w przypadku

ich martwicy wykorzystywane jest do celéw diagnostycznych [22, 33]. Zwiekszenie aktyw-

nosci tego enzymu jest bardziej wiarygodnym wskaznikiem ostrego zapalenia watroby niz

zwigkszenie aktywnosci aminotransferaz. Znacznie wyzszy poziom aktywnosci LAP w lim-
focytach moze by¢ wskaznikiem infekcji wirusowych [22].

AMINOPEPTYDAZA ASPARTYLOWA

Aminopeptydaza aspartylowa (DAP, EC 3.4.11.-) odszczepia od N-korca peptydéw kwas
asparaginowy [16]. Zrodiem jej aktywnosci jest frakcja cytozolowa nerek psa. Enzym ten
czesciowo oczyszczono i ustalono m. cz. na 250000-300000 daltonow.
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Aktywnos$¢ aminopeptydazy aspartylowej oznacza sie przy uzyciu Asp-NNap w pH
6,2-7,5, po aktywacji jonami Mn+2. Glu-NNap jest hydrolizowany z mniejszg szybkoscia, a
inne aminoacylonaftylamidy nie sg podatne na dziatanie tego enzymu. Aminopeptydaza
aspartylowa odszczepia N-koricowy kwas asparaginowy od angiotensyny II.

AMINOPEPTYDAZA ALANYLOWA

Aminopeptydaza alanylowa (SAAP, EC 3.4.11.14) wykazuje najwieksze powinowactwo
do substratébw z N-koncowg alaning [16]. Enzym ten wystepuje we frakcji cytozolowej
watroby, nerek, trzustki, jelita cienkiego, miesni szkieletowych oraz w cytozolu wielu innych
narzadow [15, 16].

Aminopeptydaza alanylowa jest glikoproteina, majaca budowe podjednostkowg [16].
Enzym z watroby cztowiekajest dimerem o m. cz. 235000 daltonéw i zawiera 21% weglowo-
dandéw. Kazda podjednostka ma m. cz. 118000 daltondw i zawierajon Zn+2. SAAP z watroby
$wini oraz z nerek cztowiekajest monomerem o m. cz. odpowiednio 96000 i 103000 daltondw.

We krwi cztowieka wystepuje wiele izoenzymoéw sAAP roznigcych sie ruchliwoscig
elektroforetyczng, lecz majagcych wspolng determinante antygenowg [16].

Aminopeptydaza alanylowa uwalnia N-koncowe aminokwasy od dipeptydow, tripepty-
déw, oligopeptydéw oraz amiddw i arylamidéw aminokwaséw [15, 16]. Enzym z watroby
cztowieka hydrolizuje najszybciej naftylamid alaniny, fenyloalaniny i metioniny. Nie hydro-
lizuje natomiast Leu-Gly i Leu-NH2, ktore sg substratami aminopeptydazy leucylowej. sAAP
hydrolizuje Met-Lys-bradykinine, Lys-bradykinine, Leu- i Met-enkefaliny, angiotensyne,
oksytocyne, Arg-wazopresyne, somatostatyne i cholecystokininy. Oligopeptydy z zablokowa-
ng grupg aminowg (tyroliberyna, neurotensyna) oraz zawierajgce w N-koncu proline (brady-
kinina, substancja P) nie sg podatne na dziatanie tej aminopeptydazy.

Aktywno$¢ aminopeptydazy alanylowej oznacza sig przy uzyciu Ala-NNap i Ala-MCA w
pH 6,9 po aktywacji jonami Co+2 lub Zn+" [16].

SAAP jest cynkowa metaloproteazg, ktorej aktywnos¢ znosi 1,10-fenantrolina, bestatyna,
puromycyna i inne antybiotyki oraz wolne aminokwasy hydrofobowe [15, 16],

Rozpuszczalna aminopeptydaza alanylowa (EC 3.4.11.14) wykazuje duze podobienstwo
pod wzgledem wiasciwosci fizykochemicznych i biochemicznych do aminopeptydazy leucy-
lowej (EC 3.4.11.1) i mikrosomalnej aminopeptydazy alanylowej (EC 3.4.11.2). Powyzsze
podobienstwa, jak i tworzenie asocjatéw z innymi sktadnikami stwarzaja duze trudnosci
preparatywnego oddzielenia tych enzyméw.

Z cytozolu erytrocytéw cztowieka wyizolowano alanylowg aminopeptydaze aktywowang
jonami CL [1], Enzym ten ma m. cz. 70000 daltonéw i punkt izoelektryczny w pH 5,1.
Wykazuje wysokie powinowactwo do naftylamidu alaniny, ajego aktywnos$é hamuje besta-
tyna, amastatyna, jony metali dwuwarto$ciowych oraz pCMB i 1,10-fenantrolina.

AMINOPEPTYDAZA ARGINYLOWA

Aminopeptydaza arginylowa (sSRAP, EC 3.4.11.6) odszczepia od peptydéw ipolipeptydow
N-kofncowe aminokwasy zasadowe [16, 17, 22]. Enzym ten wystepuje w watrobie, nerkach,
miesniach szkieletowych iwielu innych narzadach oraz w erytrocytach i leukocytach [16,22].

Masa czasteczkowa aminopeptydazy arginylowej z watroby szczura oraz z erytrocytéw
cztowieka i leukocytéw wotu wynosi 95000 daltonéw [16]. Natomiast enzym z mies$ni
szkieletowych cztowieka ma m. cz. ok. 76000 daltondw, a z watroby wotu i $wini ok. 58000
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daltonéw. W czasie przechowywania w
temperaturze +4°C aminopeptydaza ar-
ginylowa tworzy agregatyny, ktére w
obecnosci substratu dysocjujg na mono-
mery o rdznej masie czasteczkowej.
Punkt izoelektryczny enzymu z réznych
tkanek znajduje sie w pH ok. 5,0.

Aktywno$¢ aminopeptydazy argi-
nylowej oznacza sie przy uzyciu Arg-
NNap lub Lys-NNap, w pH 7,0-7,5, w
obecnosci jonow CF lub Br- [16, 17].
Enzym ten nie hydrolizuje substratéw
rozktadanych przez inne aminopeptyda-
zy. Naturalnym substratem jest kalli-
dyna, bradykinina, proangiotensyna i
neurotensyna.

Aminopeptydaza arginylowa jest
proteaza cynkowa, ktorej aktywnos¢ ha-
muje bestatyna [8]. Mechanizm wigza-
nia substratu oraz inhibitora przez ten
enzym przedstawia rysunek 1. W ce-

. ) ) ntrum katalitycznym znajduja sie dwa
Rysunek 1. Model miejsca aktywnego aminopeptydazy arginy- .. .. ,
lowej i mechanizm wigzania substratu (A) i inhibitora (B) miejsca wigzace, do ktorych przy%qcza
przez ten enzym sie substrat: miejsce Sj wigze amino-
kwasy zasadowe, a miejsce ST reszty
aromatyczne (pNA). Do miejsca Sj’ o-
raz do miejsca S2’ przytacza sie bestatyna. Aktywnos$é aminopeptydazy arginylowej znosi
rébwniez 1,10-fenantrolina, EDTA, pCMB, jony Hg+2, Zn+2, Cd+2 i Pb+" oraz niektdre
aminokwasy.
Wzrost aktywnosci aminopeptydazy arginylowej w surowicy krwi obserwuje sie w stanach
zapalnych o r6znej etiologii [16].

AMINOPEPTYDAZA PROLYLOWA

Aminopeptydaza prolylowa (sPAP, EC 3.4.11.5) odszczepia od N-korca peptydéw proling
w obecno$cijonéw Mn+2jako aktywatorow [16], Wystepuje ona we frakcji cytozolowej wielu
tkanek zwierzat i cztowieka, wykazujac najwyzszg aktywnos$¢ w watrobie, nerkach i fibro-
blastach skéry [16].

Enzym z nerek wotu sktada sie z 6 identycznych podjednostek, ma m. cz. ok. 300000
daltondéw i punkt izoelektryczny w pH 4,1. Natomiast aminopeptydaza z narzagdéw cztowieka
wystepuje w formie monomeru o m. cz. 80000 daltonéw, ajej punkt izoelektryczny znajduje
sie w pH 5,3.

Aktywnos$¢ aminopeptydazy prolylowej z nerek Swini oznacza si¢ przy uzyciu Pro-Leu-
NH2w pH 7,5, a z narzagdow cztowieka przy uzyciu Pro-Gly-Gly w obecnosci jonéw Mn+_
w pH 7,4-8,0 lub bez tych jonéw w pH 8,5 [16],
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Aminopeptydaze odszczepiajacg N-koncowa proline z polipeptydéw wyizolowano tez z
frakcji cytozolowej nerek i mozgu szczura [26]. Enzym ten uwalnia proling z Pro-Leu-Gly-
NH2po aktywacji jonami Mn+2.

Aktywnos¢ aminopeptydazy prolylowej znosi pCMB, jodoacetamid ijony Cd+2 [16]. W
czasie przechowywania w temperaturze +4°C lub -20°C enzym traci 10-20% aktywnosci. W
tych warunkach catkowicie traci aktywnos¢ dipeptydaza prolylowa. Eliminuje to wptyw tego
enzymu na oznaczanie aktywnosci aminopeptydazy prolylowej w materiale biologicznym.

AMINOPEPTYDAZA TRIPEPTYDOWA

Aminopeptydaza tripeptydowa (TAP, EC 3.4.11.4) odszczepia N-kofAcowy aminokwas od
tripeptydow [16, 22]. Enzym ten wystepuje w wielu tkankach i narzadach, takich jak; nerki,
mozg, watroba, $luzéwka jelita, skora, miesnie szkieletowe, miesnie gtadkie macicy, tozysko
i limfocyty zwierzat i cztowieka [16].

Aminopeptydaza tripeptydowa z nerek $wini wystepuje w trzech ré6znych formach mole-
kularnych: monomeru (71000 daltonéw) oraz dimeru stabilnego (142000 dalton6éw) i niesta-
bilnego [16]. Czasteczke monomeru stanowi pojedynczy faficuch polipeptydowy zawierajacy
stosunkowo duzg liczbe reszt tryptofanowych i 11 reszt cystynylowych. Poznano réwniez
sktad aminokwasowy tej aminopeptydazy z m6zgu matpy [16]. Punkt izoelektryczny TAP
nerek znajduje sie w pH 4,94.

Aminopeptydaza tripeptydowa odszczepia N-koAcowy aminokwas od tripeptydéw wyka-
zujac najwyzszg aktywnos$¢ w pH 7,5-7,8 [22]. W tabeli 4 przedstawiono specyficzno$¢
substratowg enzymu z nerek $wini, jelita krdlika i mézgu szczura. Tripeptydy majace na
drugim miejscu proline, hydroksyproline, kwas glutaminowy i kwas asparaginowy nie sg
hydrolizowane [16]. Aminopeptydaza tripeptydowa z cytozolu mézgu szczura hydrolizuje
biologicznie aktywne tripeptydy, takie jak: Met-Leu-Tyr (czynnik chemotaktyczny), Gly-His-
Lys (czynnik wzrostowy watroby) i Thr-Val-Leu (tripeptyd z centralnego uktadu nerwowego).

TABELA 4. Specyficzno$¢ substratowa aminopeptydazy tripeptydowej wg [16]

Substrat Aktywnos$é, %
nerki $wini jelito krélika mozg szczura

Pro-Gly-Gly 100,0 100,0 100,0
Ala-Gly-Gly 57,0 95,0 314,0
Leu-Gly-Gly 53,0 49,0 286,0
Gly-Gly-Gly 33,0 23,0 188,0
Phe-Gly-Gly 18,0 n.o. 220,0
Tyr-Gly-Gly 11,0 n.o. 57,0
Trp-Gly-Gly 0,7 n.o. n.o.
Ala-Ala-Ala n.o. 77,0 n.o.
Gly-Gly-Leu n.o. n.o. 105,0

Aktywnos$¢ aminopeptydazy tripeptydowej oznacza sie najczesciej przy uzyciu Leu-Gly-
Gly, Pro-Gly-Gly lub Gly-Gly-Gly [16, 22], Aktywno$¢ tego enzymu oznaczana jest takze w
surowicy krwi w celach diagnostycznych [22]. Jest ona podwyzszona w surowicy pacjentéw
ze schorzeniami watroby oraz u chorych na biataczke.

Inhibitorem TAP jest bestatyna oraz blokiery grup SH [16]. Inhibicje przez fenantroline
znosza jony Co+2, Mg+2 i Mn+2, a przez pCMB - cysteina. Nie jest ona wrazliwa na
puromycyne i amastatyne.
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AMINOPEPTYDAZY BLONOWE

MIKROSOMALNA AMINOPEPTYDAZA ALANYLOWA

Mikrosomalna aminopeptydaza alanylowa (mAAP, EC 3.4.11.2) wystepuje we frakcji
mikrosomalnej wielu tkanek i narzagddéw réznych gatunkow zwierzat i cztowieka [16, 22].
Enzym ten wyizolowano z nerek [14, 23], jelita cienkiego [19], watroby [17], mdzgu [5],
tozyska [12] i z plazmy nasiennej [27] oraz z surowicy kobiet ciezarnych [12] i z osocza [16].

Fragment N-konca czasteczki mAAP, za pomocg ktérego wigze sie ona z btonami,
obejmuje sekwencje Leuld-Val32, w ktdrej przewazajg reszty aminokwasow hydrofobowych
[19].

Mikrosomalna aminopeptydaza alanylowa charakteryzuje sie znaczng heterogennoscia
molekularng, ktdrajest wynikiem potranslacyjnej modyfikacji tego enzymu [21]. W wigkszo-
§ci narzadow wystepuje enzym o budowie podjednostkowej. mAAP z narzagdow wieprza,
szczura i cztowieka jest dimerem, a z narzagdoéw krélika monomerem. Masa czasteczkowa
dimeru wynosi 280000 daltonéw, a monomeru 125000-136000 daltonéw [17]. mAAP zjelita

. 0, . . cienkiego $wini sktada sie z trzech roznych

TABELA 5. Skfad aminokwasowy mikrosomalnej

aminopeptydazy alanylowej nerek szczura i cztowieka wg ~ podjednostek. A (162000 daltonow)

[23] (123000 daltonéw) i C (62000 daltonow).
Enzym ten Jest syntetyzowany w formie
Aminokwas ?;[';iirawf’gf"wmqad jedno®*s ki A ktéra in vivo moZe Byd
konwertowana do podjednostki B i C przez
Asp 11,6 11,2 trypsyne.
;:rr 32 i:; Poznano sktad aminokwasowy (tab. 5) i
Glu 10,7 12,7 cukrowy mikrosomalnej aminopeptydazy
Gly 4.6 2,7 alanylowej [23, 32]. Enzym z osocza cha-
Ala 7,2 4,6

rakteryzuje sie nizszg zawartoscig weglo-

\,\;aelt ii zz wodandéw (11,6%) w poréwnaniu do tego
lle 5,0 46 enzymu wyizolowanego 2z innych na-
Leu 9,2 104 rzadow (17,4-22,1%) [16]. Punkt izoelek-
;zg jg Zé tryczny przypada na pH 3,9 dla ami-
His 51 25 nopeptydazy z osocza oraz na pH 4,2-4,8
Lys 47 5,6 dlaenzymu z narzagdéw [22]. Poznano row-
Arg 3.9 58 niez sekwencje aminokwasowg mikroso-
(P:';Os (5); gé malnej aminopeptydazy alanylowej z nerek
Trp o 35 szczura [14] i jelita cienkiego cztowieka

[19]. Enzym zjelita zawiera 967 reszt ami-
nokwasowych.

Mikrosomalna aminopeptydaza alanylowa z osocza cztowieka jest identyczna immunolo-
gicznie z enzymem z nerek i watroby [16].

Centrum aktywne mikrosomalnej aminopeptydazy alanylowej zawiera argining, histydyne
ireszty aminokwaséw kwasnych w miejscu wigzacym oraz tyrozyne w miejscu katalitycznym,
majgcym takze jony Zn+2 [9].

Mikrosomalna aminopeptydaza alanylowa wykazuje szerokg specyficznos$¢ substratows.
Hydrolizuje amidy, nitroanilidy i naftylamidy aminokwaséw obojetnych (Ala, Leu, Tyr, Phe)
i z tego wzgledu nazywano jg aminopeptydazg N (neutralng). Najwieksze powinowactwo
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wykazuje jednak do substratéw zawierajagcych N-koncowag alanine ijest najczesciej nazywana
aminopeptydaza alaninowa. Nie hydrolizuje natomiast substratdbw z N-koricowa proling,
kwasem asparaginowym i glutaminowym [16, 17, 22]. Ze wzgledu na szeroka specyficznos¢
substratowg i znaczng stabilno$¢ jest wykorzystywana do ustalania sekwencji peptydow [16].

Na dziatanie mikrosomalnej aminopeptydazy alanylowej podatne sa niektére biologicznie
czynne peptydy (tab. 6). Przeprowadza ona konwersje kallidyny do bradykininy, inaktywuje
des(Asp*)-angiotensyne | i (Asn™-angiotensyne Il, angiotensyne IlI, hepta (5-1 I)-substancje
P i Met' -enkefaline [5, 20, 29]. Na dziatanie tego enzymu jest oporna bradykinina, angioten-
syna | i Il, substancja P oraz beta-endorfiny. W degradacji bradykininy wspdétdziata z
mikrosomalng aminopeptydazg prolinowg i peptydazg dipeptydowg IV. Angiotensyna lll,
substancja P i kallidyna hamujg kompetencyjnie degradacje enkefalin dokonywang przez ten
enzym [20], Enkefaliny iinne niskoczasteczkowe, opioidowe peptydy hydrolizowane sg przez
mAAP mdzgu, wiosowatych naczyd moézgowych i ptynu moézgowo-rdzeniowego [3, 5].
Mikrosomalna aminopeptydaza alanylowa nerek krélika hydrolizuje ponadto somatostatyne

TABELA 6. Hydroliza biologicznie czynnych peptydéw przez mikrosomalng aminopeptydaze alanylowa wg [20,

29]
Peptyd Sekwencja aminokwasowa i rozszczepiane wigzanie peptydowe
Angiotensyna | Asp— Arg— Val—Tyr— lle— His— Pro— Phe— His— Leu
4
des-Aspl-angiotensyna | Arg— Val—Tyr— lle— His— Pro— Phe— His— Leu
Angiotensyna Il Asp— Arg— Val— Tyr— lle— His— Pro— Phe
4
(Asn”angiotensyna Il Asn— Arg— Val— Tyr— lle— His— Pro— Phe
|

Angiotensyna Il Arg—Val— Tyr— lle— His— Pro— Phe

|
Kallidyna Lys— Arg— Pro— Pro— Gly— Phe— Ser— Pro— Phe— Arg
Bradykinina Arg— Pro— Pro— Gly— Phe— Ser— Pro— Phe— Arg
Substancja P Arg— Pro— Lys— Pro— Gin— Gin— Phe— Phe— Gly— Leu—Met

i

Hepta(5-11)-substancja P Gin— Gin— Phe— Phe— Gly— Leu— Met

i
(Met5)enkefalina Tyr— Gly— Gly— Phe— Met

1
Somatostaty na Ala— Gly— Cys— Lys— Asn— Phe— Phe— Trp— Lys— Phe— Thr— Phe—Ser—bys

i niektore analogii neurokinin [29]. Natomiast enzym z plazmy nasiennej wykazuje powino-
wactwo do Arg-Arg-pNA, syntetycznego substratu peptydazy dipeptydylowej I11 [27]. mAAP
tarczycy bierze udziat w niektorych etapach hydrolizy tyreoglobuliny [16], Wystepujaca na
powierzchni leukocytéw wielojadrzastych mAAP moze dokonywac inaktywacji tetrapeptydu
stymulujacego fagocytoze (Thr-Lys-Pro-Arg,tuftsin), ktdry jest uwalniany z leukokinin przez
leukokinaze [16].

Opracowano r6zne metody oznaczania aktywnosci mikrosomalnej aminopeptydazy alany-
lowej [21]. Do tego celu stuza nitroanilidy i naftylamidy alaniny lub leucyny. mAAP wykazuje
optymalng aktywno$¢ w pH 6,5-8,5 i wymaga aktywacji jonami Co+2 [17, 22]. Wada
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arylamidéw leucynowych i Ala-NNap jest ich czesciowa hydroliza przez aminopeptydaze
cystynylowa. Do oznaczania aktywnos$ci mAAP w surowicy oraz w moczu zaleca sie uzywa-
nie nitroanilidu alaniny lub Leu-3-karboksy-4-hydroksyaniliny [21,22], Zawarto$¢ aminopep-
tydazy alanylowej w surowicy oznacza sie tez metodg radioimmunologiczng [22].

Mikrosomalna aminopeptydaza alanylowa jest cynkowg proteinaza, ktorej aktywnosé
hamuje EDTA, niskie stezenia o-fenantroliny, aminokwasy hydrofobowe Tris i jony Mg+2
[16, 22]. Aktywnos$¢ tego enzymu hamuje takze amastatyna, bestatyna i puromycyna oraz
kwas o-(fenylotio)-fenylooctowy, bedacy lekiem przeciwzapalnym [16, 27].

MAAP jest stabilna w temperaturze laboratoryjnej w zakresie pH 3,5-10,8 w ciggu 1
godziny [16]. Wysokooczyszczone preparaty tego enzymu moga by¢ przechowywane w stan ie
zamrozenia lub po liofilizacji przez wiele miesiecy. mAAP jest stabilna w 6 M moczniku,
natomiast 0,5 M chlorek guanidyny powoduje nieodwracalngjej inaktywacje.

Oznaczanie mikrosomalnej aminopeptydazy alanylowej w surowicy i moczu ma znaczenie
diagnostyczne [21, 22], Aktywno$¢ tego enzymu w surowicy jest 10-krotnie wyzsza niz w
moczu. Zalezy ona od pici i wieku. Wzrasta w surowicy krwi kobiet ciezarnych. Wzrost
aktywnosci tego enzymu w surowicy obserwuje sie takze u pacjentéw z rakiem trzustki oraz
w uszkodzeniach watroby wywotanych etanolem i niektorymi innymi zwiazkami chemiczny-
mi.

AMINOPEPTYDAZA GLUTAMYLOWA

Aminopeptydaza glutamylowa (EAP, EC 3.4.11.7) odszczepia od peptyddw N-koncowg
reszte glutamylowg lub aspartylowg [16]. Wysoka aktywno$¢ tego enzymu wystepuje w
tozysku i surowicy kobiet ciezarnych [18] oraz w meskich narzadach rozrodczych i w
naczyniach wtosowatych [2, 17].

Aminopeptydaze glutamylowg wyizolowano zjelita cienkiego, nerek, tozyska i z surowicy
krwi [16, 22]. Z jelita $wini wyizolowano forme D-EAP po solubilizacji detergentami i forme
P-EAP po uwolnieniu jej proteazami. Masa czgsteczkowa D-EAP wynosi 350000- 400000
daltonéw, a P-EAP 250000-270000 daltonéw. Forma D jest konwertowana do formy P przez
trypsyne. N-koncowym aminokwasem formy P-EAP jest asparagina lub kwas asparaginowy,
a D-EAP leucyna. Obie formy sg dimerami. Kazda podjednostka formy D zawiera hydrofo-
bowy peptyd ztozony z 42 reszt aminokwasowych, za pomocg ktdrego enzym wigze sie z
powierzchnig btony. Kazda podjednostka zawiera jon Ca+2. EAP z jelita cienkiego krolika
wystepuje w formie monomeru o m. cz. 170000 daltonéw.

Aminopeptydaza glutamylowa uwalnia N-koncowy kwas glutaminowy i kwas asparagi-
nowy od peptydéw oraz naftylamidow aminokwasowych [16, 22]. Naturalnym substratem
aminopeptydazy glutamylowej jest angiotensyna | i Il [2]. Enzym ten dokonuje inaktywacji
angiotensyny Il w osoczu krwi [18]. Aktywno$¢ EAP wzrasta we krwi kobiet ciezarnych w
wyniku przechodzenia enzymu z tozyska.

Aktywnos$¢ aminopeptydazy glutamylowej oznacza sie przy uzyciu Glu-NNap lub Asp-
NNap odpowiednio w pH 6,2 oraz w">H 7,4 w obecnosciJonow Ca+2 [16, 20, 22]. Aktywacji
enzymu dokonujg obok jonéw Ca’* réwniez jony Ba+ i Sr+ . Substratem zalecanym do
oznaczania aktywnosci aminopeptydazy glutamylowej w surowicy krwi jest Glu-pNA, Glu-
NNap i Glu-MCA [22].
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Inhibitorem aminopeptydazy glutamylowejjest EDTA, 1,10-fenantrolina, jony Zn+2, Ni+2,
Cu+2, Hg+~i Cd+.oraz cytryniany i fosforany [16, 22]. Jony Mn+2 i Ca+2 odwracajg inhibicje
dokonywang przez EDTA. Aktywnos¢ enzymu hamuja tez zwigzki tiolowe i amastatyna.

MIKROSOMALNA AMINOPEPTYDAZA PROLINOWA

Mikrosomalna aminopeptydaza prolinowa (mPAP, EC 3.4.11.9) odszczepia N-koAcowy
aminokwas zwigzany z proling od substratow o ogélnym wzorze X-Pro-Y— [13, 16]. Enzym
ten wystepuje w nerkach [11], jelicie cienkim [13], mdzgu [7], ptucach [16], ptytkach krwi
[24, 28], leukocytach [10] i w surowicy [30] oraz w innych narzgdach zwierzat [16].

Aminopeptydaza prolinowa wyizolowana z nerek Swini charakteryzuje sie bardzo duzg
masg czasteczkowg wynoszacg 1000000 i 2000000 daltonéw [16]. Przyczyng tego jest
najprawdopodobniej wigzanie sie enzymu ze sktadnikami lipidowymi, ktore nie sg oddzielane
w czasie oczyszczania. Natomiast aminopeptydaza prolinowa z ptytek krwi cztowieka [28] i
z mbzgu szczura [7] ma mase czasteczkowg odpowiednio 223000 i 143000 daltondéw.

Aminopeptydaza prolinowa hydrolizuje wiele X-Pro-dipeptydéw [7,11,13], Enzym z puc
cztowieka uwalnia N-koncowy aminokwas z Arg-Pro, Leu-Pro i Ala-Pro. Nie hydrolizuje
natomiast substratow zawierajacych N-koficowg proling. Aktywno$¢ aminopeptydazy proli-
nowej oznacza sie najczesciej przy uzyciu Gly-Pro-Ala i Gly-Pro-Hyp w pH 8,0 [10, 16] lub
innych syntetycznych substratéw [13]. Aktywatorami tej aminopeptydazy sgjony Mn+2 [7].

Naturalnym substratem aminopeptydazy prolinowej jest bradykinina i substancja P [7, 28,
30]. W degradacji bradykininy wspoétdziata z peptydaza dipeptydylowa IV i mikrosomalna
aminopeptydazg alanylowg. Enzym z mozgu hydrolizuje kazomorfine i (Tyr)-melanostatyne
[7], Aminopeptydaza prolinowa ptytek krwi bierze udziat w inaktywacji cytokinin, ptytkowe-
go czynnika wzrostu, tachykinin i interleukiny 1i 2 [24], Rozktadanie wigzan peptydowych
utworzonych przez proline sugeruje role tej aminopeptydazy w degradacji kolagenu.

Aminopeptydaza prolinowajest metalopeptydaza wrazliwg na 1,10-fenantroline i merkap-
toetanol [7, 16]. Aktywno$¢ enzymu z ptuc cztowieka obnizajg niektdre antybiotyki [16].

AMINOPEPTYDAZA METIONYLOWA

Aminopeptydaza metionylowa (MAP, EC 3.4.11.-) wystepuje we frakcji mikrosomalnej i
mitochondrialnej watroby szczura [25] oraz w nerkach i osoczu krwi szczura [16], Czasteczka
enzymu z watroby tego zwierzecia ma mase 74000 daltonéw i zawiera 5 grup sulfydrylowych.

Aminopeptydaza metionylowa odszczepia N-koricowa metioning od dipeptydéw i Met-
NNap. W mniejszym stopniu hydrolizuje tez Leu-NNap, Ala-NNap, Arg-NNap i Lys-NNap.
Hydrolizuje réwniez Met-Lys-bradykining. Optimum aktywnos$ci znajduje sie w pH 7,0.
Substratem stuzacym do oznaczania aktywnosci tego enzymu jest Met-NNap lub Met-Lys-
bradykinina.

Aktywno$¢ MAP znosi catkowicie pCMB, 1,10-fenantrolina i w 50% puromycyna. Enzym
traci aktywnos$¢ w czasie przechowywania, czemu zapobiega dodanie merkaptoetanolu lub
glicerolu.

Rola biologiczna aminopeptydazy metionylowej jest zwigzana z uwalnianiem N-kofAcowej
metioniny z nowozsyntetyzowanych biatek [25],
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AMINOPEPTYDAZY LIZOSOMALNE

AMINOPEPTYDAZA CYSTYNYLOWA

Aminopeptydaza cystynylowa (CAP, EC 3.4.11.3) opisywanajest w literaturze pod nazwa
oksytocynazy. Zrodtem jej aktywnosci jest frakcja lizosomalna tozyska i surowica kobiet
ciezarnych [16, 22].

Aminopeptydaza cystynylowajest glikoproteina o masie czasteczkowej - 280000-325000
daltonéw [16]. Czasteczka enzymu skiada sie z dwoch identycznych podjednostek o masie
czasteczkowej 140000 daltonow kazda, zawierajacych jon Zn+2. CAP wystepuje w dwdch
formach: CAP-1 i CAP-2, ktére mozna rozdzieli¢ metodg elektroforezy. W surowicy wyste-
puje forma CAP-2. Zawiera ona wewnatrzczgsteczkowe wigzanie jonowe utworzone po-
miedzy grupg karboksylowg kwasu sjalowego i grupa aminowg reszty aminokwasowej.
Neraminidaza odszczepia kwas sjalowy i powoduje powstanie formy CAP-1. Punkt izoele-
ktryczny formy CAP-2 znajduje sie w pH 3,7.

Aminopeptydaza cystynylowa wyizolowana z surowicy krwi pozatozyskowej wykazuje
szeroka specyficznos¢ substratowg [16]. Hydrolizuje ona wiele aminoacylo-naftylamidéw,
takich jak: Leu-NNap, Arg-NNap, Lys-NNap, Ala-NNap, Tyr-NNap i Cys(-NNap)2. Nie
dziata natomiast na Asp- i Glu-NNap [22], Enzym wykazuje aktywnos$¢ w zakresie pH 4,0-
8,7, z maksimum w pH 7,3. Naturalnym substratem CAP jest oksytocyna, wazopresyna,
angiotensyna Il ijej amid [16, 22].

Aktywnos$¢ aminopeptydazy cystynylowej oznacza sie¢ przy uzyciu Cys-(NNap)2,
Cys(Bzl)-NPhNO2 lub Leu-NNap [16]. Do oznaczania aktywnosci tego enzymu w surowicy
krwi polecana jest metoda fluorymetryczna, w ktérej substratem jest S-Bz-Cys-MCA [22].

Aktywnos$¢ aminopeptydazy cystynylowej hamuje EDTA, 1,10-fenentrolina oraz jony
Zn+2, Cd+2, Cu+“ i Ag+2 [16, 17]. W odrdznieniu od innych aminopeptydaz nie jest ona
wrazliwa na amastatyne, bestatyne i metioning. Enzym traci aktywno$¢ w czasie przechowy-
wania w stanie zamrozenia lub po liofilizacji.

Aktywnos¢ aminopeptydazy cystynylowej w surowicy zwieksza sie wraz z rozwojem cigzy
[22]. Oznaczanie tego enzymu w surowicy krwi ma znaczenie w ocenie funkcji tozyska.
Aktywnos$¢ CAP w plynie owodniowym jest nieznaczna.

Z miesni szkieletowych cztowieka wyizolowano aminopeptydaze cystynylowa aktywowa-
ng jonami CL [31]. Hydrolizuje ona S-Bz-Cys-MCA w pH 7,5. Jej aktywno$¢ hamuje
bestatyna. Nie jest natomiast wrazliwa na puromycyne i EDTA. Masa czasteczkowa tej
aminopeptydazy wynosi 66000 daltonéw.

LIZOSOMALNA AMINOPEPTYDAZA ARGINYLOWA

Lizosomalna aminopeptydaza arginylowa (1RAP) opisywana jest w literaturze jako kate-
psyna H (EC 3.4.22.16). Enzym ten wystepuje w lizosomach $ledziony, nerek, watroby i ptuc
[16]. Masa czasteczkowa aminopeptydazy arginylowej wynosi 26000-28000 daltonéw. W
watrobie szczura wystepuje jedna forma enzymu o pi 7,1, w watrobie cztowieka dwie formy
0 pi 6,0 16,4, aw ptucach krolika kilka form tego enzymu o pi 5,8-6,5.

Lizosomalna aminopeptydaza arginylowa wykazuje najwieksze powinowactwo do N-kon-
cowej argininy [16]. Hydrolizuje ponadto naftylamidy aminokwaséw, takich jak: Thr, Met,
Ser, His, Lys, Ala, Leu i Glu oraz wykazuje nieznaczng aktywno$¢ endopeptydazowq i
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hydrolizuje azokazeine. Optimum aktywnosci tego enzymu znajduje sie w pH 6,8. Aktywnos$¢
aminopeptydazy arginylowej oznacza si¢ przy uzyciu Arg-NNap lub Arg-MCA [16].

Inhibitorem enzymu sablokiery grupSH, takie jak pCMB ijodoacetamid [16]. Leu-CH2C1
w stezeniu 1pM hamuje aktywnos$¢ egzopeptydazowg i endopeptydazowa tej aminopeptyda-
zy. 1RAP jest catkowicie hamowana przez cystatyne biatka jaja, cystatyne A i B watroby i
inhibitor proteinazy alfa-cysteinowej. Aktywno$¢ tego enzymu hamuje takze alfa2-makroglo-
bulina.

OZNACZANIE AKTYWNOSCI AMINOPEPTYDAZ

Metody oznaczania aminopeptydaz w surowicy krwi cztowieka sg przedmiotem pracy
przegladowej [22]. Trudnos$ci w oznaczaniu aktywnosci tych aminopeptydaz sa spowodowane
gtéwnie brakiem specyficznego substratu. Oznaczanie aktywnos$ci umozliwiajg réznice w
optimum pH oraz we wrazliwosci na aktywatory i inhibitory poszczegdlnych aminopeptydaz.
I tak na przyktad Leu-NH2, bedacy substratem aminopeptydazy leucylowej jest hydrolizowa-
ny réwniez przez mikrosomalng aminopeptydaze alanylowg. W celu oznaczenia aktywnosci
LAP w surowicy przy uzyciu tego substratu inkubacje przeprowadza sie w pH 9,0 w obecnosci
jonéw Mg+2. Natomiast mAAP hydrolizuje Leu-NH2 w pH obojetnym po aktywacji jonami
Co+2, ajony Mg+2 hamujga jej aktywno$¢. Aktywnos$¢é aminopeptydazy leucylowej oznacza
sie rowniez przy uzyciu Leu-hydrazyny w pH 10, co eliminuje wptyw mikrosomalnej
aminopeptydazy alanylowej. Do oznaczania aktywno$ci LAP stosuje sie tez Phe-thia-Phe,
ktéra hydrolizowana jest przez ten enzym 20-krotnie szybciej niz mAAP [22],

Leu-NNap moze postuzyé do oznaczania aktywnosci mikrosomalnej aminopeptydazy
alanylowej i aminopeptydazy cystynylowej, jesli oznaczanie przeprowadzi sie w odpowied-
nich warunkach. W celu oznaczenia aktywnosci aminopeptydazy cystynylowej do uktadu
nalezy doda¢ amastatyne, bestatyne lub metioning. Aminopeptydaza cystynylowa hydrolizuje
tez Ala-NNap, substrat stuzacy do oznaczania aktywnosci mikrosomalnej aminopeptydazy
alanylowej. Nie wykazano natomiast hydrolizy Ala-pNA przez aminopeptydaze cystynylowg
surowicy [21], Z tego wzgledu do oznaczania aktywnos$ci mAAP w surowicy oraz w moczu
zaleca sie uzycie Ala-pNA [6].

Aminopeptydaza aspartylowa (DAP) i aminopeptydaza glutamylowa (EAP) hydrolizujg
peptydy z N-koricowym kwasem glutaminowym lub asparaginowym. Jednak DAP wymaga
aktywacji jonami Mn+2inie jest wrazliwa na EDTA. Zwiazki te hamujg natomiast aktywnos¢
aminopeptydazy glutamylowej, ktéra jest aktywowana jonami Ca+2 [18].

Nawynik oznaczania aktywnos$ci aminopeptydazy tripeptydowej przy uzyciu Leu-Gly-Gly
wptywa obecnosé innych aminopeptydaz. Aktywnos¢ tego enzymu w surowicy krwi oznacza
sie wiec w obecnos$ci amastatyny [22], Aktywnos¢ rozpuszczalnej aminopeptydazy arginylo-
wej (SRAP) oznacza sie przy uzyciu Arg-NNap. Substrat ten jest hydrolizowany takze przez
aminopeptydaze glutamylowg (EAP), aminopeptydaze leucylowg (LAP) i lizosomalng ami-
nopeptydaze arginylowg (katepsyna H). W celu oznaczenia aktywnosci SRAP i wyelimino-
wania wptywu LAP i EAP stosuje sie amastatyne. Natomiast w celu odréznienia aktywnosci
tego enzymu od lizosomalnej aminopeptydazy arginylowe;j stosuje si¢ 0,1 mM bestatyne, ktora
znosi aktywno$¢ sRAP [16]. Ponadto rozpuszczalna aminopeptydaza arginylowa hydrolizuje
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jedynie nieznacznie Leu-NNap, podczas gdy lizosomalna aminopeptydaza arginylowa hydro-
lizuje ten substrat ze znaczng szybkoscia.
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CELOWANE MODYFIKOWANIE GENOMU SSAKOW

GENE TARGETING IN THE MAMMALIAN GENOME

Michat HETMAN
Zaktad Cytologii Klinicznej CMKP, Warszawa

Streszczenie. W ciggu ostatnich 5 lat rozwinieto nowg technike genetyki molekularnej umozliwiajacg wprowadzanie

zmian genetycznych w $ci$le okre$lone miejsca genomu komoérek ssakéw. U myszy stato sie¢ réwniez mozliwe
przeniesienie takich zmian na poziom organizmu. Dotagd w rekach badaczy nie byto narzedzia, ktére pozwalatoby
bada¢ bezposrednio funkcje poszczegélnych fragmentéw informacji genetycznej in vivo, z zachowaniem fizjologi-
cznej struktury genomu. Nie byto tez narzedzia, ktére czynitoby wykonalnym naprawienie dominujgcej mutacji
powodujacej chorobe genetyczng. Teraz takie narzedzie istnieje i nazywa sie celowanym modyfikowaniem genomu
(gene targeting). Ponizszy artykut przedstawia zasady jego dziatania oraz niektére wyniki zastosowan.

Stowa kluczowe:celowane modyfikowanie genomu, homologiczna rekombinacja, zarodkowe komérki macierzyste,
myszy

Summary . In the recent 5 years a new technique of molecular genetics was developed. It enables introduction of
targeted modifications into the mammalian cell genome. In mice it became possible to modificate the genome of the
whole animal using this technique. Up to now there was no tool to study the function of the particular pieces of the
genetic information in vivo without changing the physiological genome structure. There was also no tool enabling
the corection of the dominant mutation causing genetic disease. Now the tool making the tasks like these feseable
exists and is named gene targeting. This article presents the tenets of the gene targeting and some results of its usage.

Keywords: gene targeting, homologuos recombination, embryonic stem cells, mice

W CELOWANYM MODYFIKOWANIU GENOMU
WYKORZYSTUJE SIE PROCES HOMOLOGICZNEJ REKOMBINACJI

Homologiczna rekombinacja jest procesem polegajacym na interakcji pomiedzy dwoma
czagsteczkami DNA o identycznych sekwencjach. Interakcja taka konczy sie wzajemng wy-
miang fragmentow czasteczek. Wskutek tego produktem homologicznej rekombinacji sg
czasteczki DNA sktadajace sie z elementéw obydwu substratow.
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Istniejg obecnie dwa podstawowe modele wyjasniajgce dane doswiadczalne na temat
zjawiska homologicznej rekombinacji: model Meselsona i Raddinga [45,60] lepiej ttumaczacy
rekombinacje u bakterii oraz model naprawy dwuniciowych przerw DNA (double-strand-bra-
ke repair model), ktéry lepiej wyjasnia dane na temat rekombinacji u Eukaryota [60,70,79].
Drugi z tych modeli zostat w uproszczeniu przedstawiony na rysunku 1. Warunkiem zajscia
homologicznej rekombinacji jest pojawienie sie dwuniciowej przerwy w ciggtosci jednej z
czasteczek DNA bioracej udziat w reakcji. Kompleks powstaty w wyniku rozpoznania sie
homologicznych sekwencji dwoch czasteczek DNA i utworzenie przez nie dwéch wigzan
Hollidaya [60,70] moze da¢ poczatek dwojakiego rodzaju produktom. Pierwszy jest wynikiem
rozwigzania kompleksu szlakiem konwersji genu (gene conversion), drugi powstaje poprzez
zwrotny proces crossover (reciprocal crossover event). Wszystkie etapy homologicznej
rekombinacji (rozpoznanie homologicznych sekwencji, utworzenie kompleksu ijego rozdzie-
lenie) wymagajg udziatu enzymoéw sktadajgcych sie na komoérkowy aparat homologicznej
rekombinacji.

Rys. 1. Uproszczone przedstawienie modelu naprawy dwuniciowych przerw DNA: (A) dwie homologiczne sekwen-
cje odnajduja sie i ustawiajg obok siebie (jedna z czasteczek jest w kolorze czarnym, druga jasniejsza); (B) dwuni-
ciowe przerwanie ciagtosci jednej z czasteczek; (C) utworzenie kompleksu skitadajacego sie z obydwu
czasteczek potgczonych dwoma wigzaniami Holliday’a; (D) kompleks jest rozwigzywany przez ciecia poszcze-
goélnych nici DNA z utworzeniem 2 zrekombinowanych czgsteczek DNA; moga to by¢ czasteczki powstate w wy-
niku rozwigzania kompleksu szlakiem konwersji genu (E, F) lub szlakiem zwrotnego zajwiska crossover (G, H)

Homologiczna rekombinacja jest zjawiskiem powszechnym u wszystkich organizméw
prokariotycznych i eukariotycznych. Umozliwia naprawe uszkodzehn DNA, a takze tworzenie



CELOWANE MODYFIKOWANIE GENOMU 219

nowych jakosci genetycznych w procesie rekombinacji towarzyszagcemu mejozie [4,45,60,
70,79],

Homologiczna rekombinacja zostata wykorzystana do wprowadzania zmian genetycznych
w $cisle okreslone miejsca genoméw komorek i organizmoéw, a technike te nazwano celowa-
nym modyfikowaniem genomu (gene targeting).

EGZOGENNY DNA MOZE BRAC UDZIAL
W HOMOLOGICZNEJ REKOMBINACJI

Jezeli do komorek ssakéw zostaje wprowadzony z zewnatrz DNA o danej sekwencji, jego
los moze by¢ dwojaki :

1) wiekszo$¢ komorek hydrolizuje egzogenny kwas nukleinowy, ktéry w ten sposob
podlega catkowitej degradaciji,

2) mata cze$¢ komorek integruje obcg czasteczke DNA do swojego genomu i przekazuje
ja potem potomnym komérkom [57,60],

Integracja egzogennego DNA przebiega w sposob przypadkowy, a wiec nie dajacy sie
przewidzie¢. Jezeli wprowadzany przez eksperymentatora DNA zawiera sekwencje homolo-
giczne do jakich$ czesci genomu komorki, to mozliwe jest rowniez zajscie zjawiska homo-
logicznej rekombinacji pomiedzy egzo- i endogennymi homologicznymi sekwencjami.
Wynikiem takiego procesu bedzie integracja egzogennego DNA w to miejsce genomu, gdzie
istniata homologia sekwencji. Stwarza to mozliwo$¢ wprowadzania egzogennego DNA do
genomow komaérek w spos6b kontrolowany i powtarzalny. Tego wiasnie wymaga praca w
systemach ztozonych, jakimi niewatpliwie sg genomy ssakow.

Zjawisko homologicznej rekombinacji wykorzystywano od dos¢ dawna do kontrolowane-
go i powtarzalnego wprowadzania modyfikacji do genomu drozdzy [4,60,70]. U drozdzy
praktycznie kazda egzogenna, homologiczna, liniowa czasteczka DNA integruje sie w genom
poprzez homologiczng rekombinacje, a wiec w sposéb ukierunkowany.

Komorki ssakow okazaty sie by¢ ukiadem doswiadczalnym, w ktorym wykorzystanie
homologicznej rekombinacji do wprowadzania celowanych zmian genomu jest znacznie
trudniejsze niz w drozdzach. Podstawowg przeszkoda jest niska czesto$¢ zachodzenia zjawi-
ska homologicznej rekombinacji pomiedzy egzogennymi fargmentami DNA a genomem
komoérek [4,8,39,60], Inaczej niz u drozdzy, w komorkach ssakéw przypadkowa integracja
dominuje nad celowang integracja przez homologiczng rekombinacje [4,8,39,60]. Mimo tych
trudnos$ci udato sie opracowac sposoby wytawiania rzadkich zjawisk integracji egzogennego
DNA do genomu przez homologiczng rekombinacje w komérkach ssakéw. Pierwsze dowody
Swiadczace o wykonalnosci doswiadczerh wykorzystujgcych celowane wprowadzanie obcego
materiatu genetycznego do genomu organizmoéw wyzszych przez homologiczng rekombinacije
zostaly dostarczone w potowie lat osiemdziesigtych [4). Pierwsze dane uzyskano badajac
homologiczng rekombinacje pomiedzy egzogennym DNA a sztucznie utworzonymi loci
genomu [4], Obydwie homologiczne sekwencje byty genem markerowym, tj. takim, ktérego
obecno$¢ mozna tatwo stwierdzi¢ przez odpowiednig selekcje. Zarbwno genomowa, jak i
wprowadzana kopia byly niefunkcjonalne poprzez celowo zaplanowane mutacje. Tylko
homologiczna rekombinacja mogta odtworzy¢ funkcjonalny gen markerowy i umozliwic¢
komaérkom przezycie w warunkach selekcji. Homologiczna rekombinacja odtwarzajgca gen
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markerowy zachodzi z czestoscia 10°-107 . Stosunek homologicznej do niehomologicznej
rekombinacji oszacowano na 1(T -1CT5.

Udato sie réwniez pokazaé, ze egzogenny DNA moze bra¢ udziat w homologicznej
rekombinacji z sekwencjami genéw naturalnie wystepujacych w genomie [16,66,74], Capec-
chi i Thomas przeprowadzili doswiadczenia, w ktorych wykazali zachodzenie homologicznej
rekombinacji pomiedzy egzogennymi i naturalnymi endogennymi sekwencjami locus hprt w
mysich zarodkowych komérkach macierzystych (embryonic stem cells, ES cells) [74]. Skon-
struowali fragment DNA skfadajacy sie z kilku tysiecy par zasad sekwencji homologicznej do
genu fosforybozylotransferazy hipoksantyno-guanidynowej (HPRT). Enzym HPRT bierze
udziat w metabolizmie puryn. Jego brak moze by¢ korzystny dla komorek, jesli w pozywce
obecna jest 6-tioguanina (6-TG). Zwiazek ten jest bowiem aktywowany przez HPRT do
cytotoksycznej pochodnej. Sekwencja odcinka kodujgcego genu hprt zawarta w skonstruo-
wanej czasteczce DNA zostata zmodyfikowana. Wprowadzono mutacje typu nonsensowego
DNA zostanie wprowadzony do komorek i ulegnie integracji z ich genomem drogg homolo-
gicznej rekombinacji, to do locus hprt zostanie wprowadzona mutacja nonsensowa. Uniemo-
zliwia ona tworzenie aktywnego produktu genu. Gen hprt jest na chromosomie X. Jezeli
uzywa sie komorek o kariotypie XY, wystarczy jedno zjawisko celowanej integracji wprowa-
dzonego DNA o zmodyfikowanej sekwencji, zeby pozbawi¢ komérke aktywnosci HPRT. W
warunkach selekcji z 6-TG tylko takie komérki bedg w stanie przezy¢. W takim uktadzie
doswiadczalnym pokazano, ze stosunek czestosci integracji celowanej do przypadkowej w
locus hprt komérek ES wynosi w optymalnych warunkach 1/950 [74].

WEKTORY DO CELOWANEGO MODYFIKOWANIA GENOMU
ZAWIERAJA SEKWENCJE HOMOLOGICZNE Z GENOMEM,
SEKWENCJE MARKEROWE ORAZ SEKWENCJE MODYFIKUJACE

Egzogenne czasteczki DNA, ktérymi chcemy wprowadza¢ modyfikacje do genomu przez
homologiczng rekomhbinacje ( w sposéb celowany) muszg by¢ odpowiednio zbudowane.

Takie wektory muszg zawiera¢ sekwencje homologiczne do okreslonych miejsc genomu,
ktére chcemy modyfikowaé. Te odcinki homologiczne stuzg jako jeden z substratéw dla
homologicznej rekombinacji. Decyduja o tym, do jakiego miejsca w genomie dostarczone
beda modyfikacje informacji genetyczne;j.

W ogromnej wiekszos$ci przypadkéw zastosowania techniki celowanego modyfikowania
genomu niemozliwa jest bezposrednia selekcja “wytawiajgca” zjawiska homologicznej re-
kombinacji ( patrz pkt.2, s. 219). Zwykle wprowadzane modyfikacje nie przejawiaja sie jako
cechy fenotypowe, ktére mozna wykorzysta¢ do prowadzenia selekcji. Ze wzgledu na wspo-
mniang powyzej rzadko$¢ homologicznej rekombinacji, konieczne jest wiec umieszczenie w
wektorze sekwencji umozliwiajgcych postepowanie selekcyjne. Tylko w ten sposéb mozna
odszuka¢ klony komoérkowe, w ktérych zaszto pozadane zjawisko celowanej integracji we-
ktora z genomem.

Wyzej wymienione elementy skfadowe wektora do celowanego modyfikowania genomu
stuzg przekazaniu pod wiasciwy “adres” zmienionej informacji genetycznej oraz odszukanie
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komorek, ktére odebraty takg “przesytke”. Kazdy wektor bedzie wiec jeszcze zawierat
sekwencje kodujace te zmieniong informacje, czyli sekwencje modyfikujace genom.

WEKTORY DO CEDOWANEGO MODYFIKOWANIAGENOMU MOGA
ULEGAC INSERC3I W HOMOLOGICZNE LOCUS Z JEGO DUPLIKACJA
LUB INTEGROWAC SIE W NIE PRZEZ ZASTAPIENIE SEKWENCJI
HOMOLOGICZNEJ W GENOMIE SWOJA SEKWENCJA

Istniejg dwa rodzaje wektoréw do celowanego modyfikowania genomu: wektory insercyj-
ne (insertion targeting vector) oraz wektory zastepujace (replacement targeting vector)
[8,18,24,39,60,74], Zasada budowy obu tych rodzajéow wektoréw zostata przedstawiona na
rysunku 2. Wektory insercyjne sa linearyzowane w obrebie sekwencji homologicznych.
Pojedyncze zjawisko typu zwrotnego crossover (patrz wyzej) powoduje insercje takiego
wektora w homologiczne locus genomu. Nastepuje przy tym duplikacja sekwencji homologi-
cznych. Wektory typu zastepujacych sg linearyzowane poza obrebem homologii. Wigczenie
w homologiczne locus genomu nastepuje przez proces typu konwersji genu lub podwojnego
zwrotnego crossover. Efektem jest zastgpienie sekwencji homologicznych genomu przez ich
odpowiedniki zawarte w wektorze.

Obydwa typy wektorow miatyby dziata¢ z jednakowa efektywnoscig w komérkach ES
myszy [74,75]. Donoszono o istnieniu réznic na korzy$¢ wektoréw typu insercyjnego [24],
Wektory zastepujgce sg obecnie rutynowo uzywane. Decyduje o tym fatwiejsza konstrukcja
czasteczki wektora tego typu.

W warunkach stosowanych standardowo, integracja wektora jest najczesciej procesem
prowadzacym do pojawienia sie pozadanej zmiany w rekombinowanym locus [8,84], Spora-
dycznie tylko obserwuje sie dodatkowe mutacje [84], Jest to szczegdlnie wazne, jesli mutacje
nieinaktywujgce majg by¢ wprowadzone przez homologiczng rekombinacje.

WEKTORY DO CELOWANEGO MODYFIKOWANIA GENOMU
REKOMBINUJA NAJWYDAJNIEJ W POSTACI UNIOWB

Wektory obydwu typéw sa wprowadzane do komérek jako liniowe czasteczki DNA. W
komérkach eukariotycznych, w tym komérkach ES, wolne konce DNA sprzyjajg zachodzeniu
homologicznej rekombinacji [4,23,60]. Jest to zgodne z modelem homologicznej rekombina-
cji przedstawionym powyzej. Zaklada on Scisty zwigzek homologicznej rekombinacji z
mechanizmami naprawy DNA [60,70 ,79]. Wolne konce w obrebie sekwencji homologicz-
nych majg szczeg6lnie pozytywny wptyw na czesto$¢ homologicznej rekombinacji [23,24],
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Rys. 2. Dwa rodzaje wektoréw do celowanego modyfikowania genomu: (a) wektor insercyjny jest przerwany w ob-
szarze homologii, jego integracja z genomem w procesie homologicznej rekombinacji (pojedyncze zwrotne crosso-
ver lub konwersja genu) doprowadza do duplikacji homologicznych sekwencji w genomie i wprowadzenia
sekwencji obcych (neo - bakteryjny gen opornosci na neomycyne) do locus; (b) wektor zastepujacy ma dwa nieprze-
rwane ciggi homologii (ramiona) rozdzielone sekwencjami niehomologicznymi (gen neo), w wyniku podwéjne-
go zwrotnego crossover lub konwersji genu dochodzi do za stapienia sekwencji locus sekwencjami
homologicznymi wektora oraz insercji odcinka niehomologicznego (neo)

PREFEROWANA METODA WPROWADZANIA WEKTORA
DO KOMORKI JEST ELEKTROPORACJA

Sposrod wielu dostepnych metod wprowadzania DNA do komorek w technice celowanego
modyfikowania genomu stosuje sie elektroporacje. Elektroporacja wykorzystuje dziatanie
impulsu pradu elektrycznego na komorki [57,76], Pod jego wptywem do wnetrza komdrek
dostaje sie egzogenny DNA. Elektroporacja pozwala na jednoczesne manipulowanie duzg
liczbg komérek. Odpowiednio dobierajgc warunki elektroporacji mozna uzyskac integracje
do genomu komorki tylko jednej czasteczki wprowadzanego DNA [39,57,74]. Z tych powo-
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dow elektroporacjajest metodg z wyboru w przypadku celowanego modyfikowania genomu.
Warto wspomnie¢ o eksperymentach Zimmera i Grusa, ktorzy uzyskali bardzo wysoka
efektywnos$¢ homologicznej rekombinacji w locus genu hoxl.l stosujgc mikroiniekcje DNA
do komérek ES myszy [87]. 10-20% komorek poddanych mikroiniekcji zawierato celowane
modyfikacje w locus hox-1./.Trudnosci techniczne zwiazane ze stosowaniem mikroiniekcji
sprawiajg jednak, ze nie jest to metoda rutynowo uzywana w celowanym modyfikowaniu
genomu.

O EFEKTYWNOSCI WEKTORA DECYDUJE JAKOSC
ORAZ ILOSC SEKWENCJI HOMOLOGICZNYCH

Homologiczna rekombinacja egzogennego DNA z genomem jest procesem stosunkowo
rzadkim. Tym bardziej waznym jest wiec zidentyfikowanie czynnikéw, ktére majg wptyw na
czesto$¢ homologicznej rekombinacji. Okazato sie, ze o czestosci zachodzenia procesu
homologicznej rekombinacji decyduje gtéwnie jako$¢ oraz liczba sekwencji homologicznych
zawartych w wektorze. Czesto$¢ homologicznej rekombinacji bardzo r6zni sie zaleznie od
locus. Przyktadem takich rozbieznosci moze by¢ réznica czestosci osiggnieta przy celowanym
modyfikowaniu locus PrP [7] i Rb-1[21] w komérkach ES myszy. Stosunek celowanych
modyfikacji odpowiednich genéw do przypadkowej integracji wektora wynosit 1/5000 [7] i
1/30 [27]. Powstanie takich roznic przypisuje sie m.in. réznej aktywnosci transkrypcyjnej
gendéw [8,18], rdznej strukturze chromatyny [8,18] czy obecnosci sekwencji stymulujacych
proces homologicznej rekombinacji, takich jak nadzmienne sekwencje minisatelitarne [82].

Duze réznice w czestosci homologicznej rekombinacji powstaja w wyniku zastosowania
w wektorach sekwencji homologicznych pochodzacych z réznych szczepéw danego gatunku
zwierzat doswiadczalnych. Skonstruowano czasteczki wektora oparte na DNA izogenicznym,
czyli pochodzacego z tego samego szczepu, z ktérego pochodzg komoérki, w ktérych bedzie
uzyty wektor. Czesto$¢ homologicznej rekombinacji z udziatem takiego wektora znacznie
wzrastata w danych komoérkach. Zostato to dobrze udokumentowane dla locus Rb-1 i hprt w
komérkach ES [15,71].

Innym, istotnym czynnikiem wptywajacym na czesto$¢ homologicznej rekombinacji jest
wielkos¢ bloku homologii zawartego w wektorze. Zalezno$¢ miedzy tymi parametrami jest
mniej wiecej wyktadnicza [15,22]. Nie tylko ilos¢, ale i rozmieszczenie homologicznych
sekwencji moze by¢ wazne. Symetryczne rozmieszczenie blokdw homologii w stosunku do
elementéw niehomologicznych sprzyja efektywnemu dziataniu wektoréw zastepujacych [75].

Sa pewne dane Swiadczgce o tym, ze dtugos¢ odcinka sekwencji niehomologicznych, ktére
chcemy wprowadzi¢ przy pomocy wektora do genomu, nie wptywa na czesto$¢ zjawiska
homologicznej rekombinacji w komérkach ES [41].

CELOWANE MODYFIKACJE GENOMU NIE MUSZA MIEC ZNACZENIA
SELEKCYJNEGO, ZEBY MOGtY BYC ODNALEZIONE

W przypadku znakomitej wiekszosci zastosowan techniki celowanego modyfikowania
genomu wprowadzane zmiany nie majg znaczenia selekcyjnego. Niemozliwa jest wiec tatwa
identyfikacja pozadanych zmian w genomie tak jak to opisano dla locus hprt (patrz pkt.2, s.
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219). Opracowano metody pozwalajace odnalez¢ rzadkie zdarzenia homologicznej rekombi-
nacji, ktére nie powodujg zmian fenotypowych mogacych tatwo stuzyc¢ selekcji.

Obecnie istniejg trzy podstawowe strategie selekcyjne tego typu. » Pierwsza, o charakterze
selekcji pozytywnej wytawia wszystkie zdarzenia stabilnej integracji wektora w genom (via
przypadkowa integracja i viahomologicznarekombinacja). « Druga, rowniez oparta o selekcje
pozytywng identyfikuje tylko homologicznie rekombinowane klony. « Trzecia stanowi potg-
czenie selekcji pozytywnej z negatywng i umozliwia wybidércze selekcjonowanie klonéw
zrekombinowanych.

» Strategia pierwsza zaktada wprowadzenie w wektorze genu markerowego, ktéry moze
podlegac ekspresji w danych komérkach (gen ten ma witasne elementy regulujace, rysunek 4).
Komorki, ktore maja kopie markera wigczong w genom moga przezy¢é w warunkach bez-
wzglednie wymagajacych jego obecnos$ci. Najbardziej rozpowszechnionym genem marke-
rowym w technice celowanego modyfikowania genomu jest bakteryjny gen kodujacy
fosfotransferaze neomycyny (gen warunkujacy opornos$¢ na neomycyne, NeoR) wraz z
elementami kontrolujgcymi umozliwiajagcymi ekspresje w komorkach ES (tak zbudowany jest
popularny plasmid pMCINeo) [74]. Produkt genu opornosci neomycynowej inaktywuje
neomycyne, atakze jej analog G418, toksyczny dla komérek eukariotycznych. Stosujac G418
mozna tatwo wyselekcjonowac klony majace kopie genu opornosci neomycynowej. Selekcja
“wytawia” wszystkie zjawiska stabilnej integracji wektora, zawierajgcego ten gen, do geno-
mu.

Obok genu oporno$ci neomycynowej stosuje sie réwniez gen opornosci na hygromycyne
B (HygR) [49] oraz gen HPRT [80],

« Strategia druga wymaga uzycia genu markerowego pozbawionego wiasnych sekwencji
regulatorowych. Gen taki wbudowuje sie w wektor w ten sposob, azeby promotor locus, ktory
ma by¢ modyfikowany, mégt sterowaé jego transkrypcja. Promotor staje sie dostepny dla genu
markerowego dopiero po udanej integracji droga homologicznej rekombinacji. Selekcja
prowadzona na rzecz uzyskania markera prowadzi wiec do izolacji klondw homologicznie
rekombinowanych. Dzieje sie tak dlatego, ze “znalezienie” przez gen markerowy promotora
poprzez przypadkows integracje jest mato prawdopodobne [72], Ta bardzo efektywna strate-
gia wymaga spetnienia trzech dodatkowych warunkéw, ktére powodujg istotne ograniczenia
wjej stosowaniu [72]. Po pierwsze ekspresja genu markerowego jest uzalezniona od tego, czy
promotor modyfikowanego locus jest aktywny w komérkach, w ktérych prowadzimy selekcje.
Jezeli locus, ktére modyfikujemy, nie ulega ekspresji w selekcjonowanych komérkach,
metoda ta nie moze by¢ stosowana. Po drugie gen markerowy musi by¢ umieszczony w
odpowiedniej fazie ramki odczytu modyfikowanego locus tak, aby magt podlegac translacji.
Po trzecie gen markerowy, ktory korzysta z obcych sekwencji inicjujacych transkrypcje i
translacje, tworzy produkt bedacy fuzjg z produktem locus poddanego modyfikacjom. Produkt
genu markerowego musi pozosta¢ aktywny w tych warunkach.

Jako geny markerowe stosowano w tej strategii m.in. gen NeoR [28,72], gen HygR[12],
gen lacZ [34] [41] oraz gen ludzkiego hormonu wzrostu [26].

e Strategia trzecia, zwana selekcjg pozytywno-negatywng (positive negative selection)
[8,39,40], wymaga uzycia dwéch genéw markerowych. Pierwszy umozliwia przezycie ko-
maérkom w warunkach selekcji (selekcja pozytywna). Drugi powoduje $mier¢ komérek, ktére
go nabyty (selekcja negatywna). Obydwa geny majg wiasne sekwencje regulatorowe umozli-
wiajgce ekspresje w danych komérkach. “Pozytywny” marker (np. NeoR) jest wbudowany w
sekwencje homologiczne wektora (rysunek 3). W procesie homologicznej rekombinacji
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bedzie wiec integrowany do genomu. “Negatywny” marker jest dotgczany do wektora w
miejscu zakonczenia sekwencji homologicznych. Po linearyzacji wektora marker “negatyw-
ny” jednym swym koncem przylega do sekwencji homologicznych, a drugim tworzy wolne
zakonczenie czasteczki wektora.

Rys. 3. Strategia selekcji pozytywno-negatywnej, do korica obszaru homologii wektora zastepujacego jest dotgczo-

ny gen kinazy tymidynowej wirusa opryszczki (HSV-TK), w obszarze homologii znajduje sie gen opornosci neo-

mycynowej bakterii (neo): (a) integreacja wektora z genomem przez homologiczng rekombinacje doprowadza do

insercji genu neo do locus, sekwencje niehomologiczne poza obszarem homologii (gen HSV-TK) nie sg integro-

wane do genomu, w efekcie komérki sa oporne na pochodng neomycyny G418 i gancyklowir. (b) Przypadkowa in-

tegracja wektora do genomu wprowadza do niego zaréwno gen neo, jak i HSV-TK, komoérki sg oporne na G418 i
wrazliwe na Gancyklovir

Proces homologicznej rekombinacji nie umozliwia wiaczania brzeznych sekwencji nieho-
mologicznych do genomu. Moga one dosta¢ sie do niego tylko przez proces przypadkowej
integracji. Prowadzac selekcje, ktéra zjednej strony pozwala przezy¢ komérkom efektywnie
integrujagcym DNA z genomem (pozytywna selekcja), z drugiej za$ eliminuje komérki majace
negatywny marker wigczony do genomu przez przypadkowg integracje, mozna o0siggnac
znaczne wzhogacenie populacji klonéw homologicznie zrekombinowanych.

W przypadku locus hprt, zwiekszenie czestotliwo$ci pojawiania sie homologicznych
rekombinantéw wsréd komorek przezywajacych selekcje byto znaczne przy stosowaniu



226 M. HETMAN

Rys. 4. Czesto stosowana strategia doswiadczalna celowanego modyfikowania genomu komoérek; wektor jest wpro-

wadzany do komérek droga elektroporacji; selekcja z G 418 doprowadza do izolacji klonéw komérkowych zawiera-

jacych stabilnie zintegrowany wektor w genomie (gen neo ma witasny promotor), klony sg izolowane i namnazane,

cze$¢ komoérek zamraza sie w ptynnym azocie, a z pozostatych izoluje sie genomowy DNA; genomowy DNA stu-

zy do analizy modyfikowanego locus przy pomocy technik PCR, a nastepnie Southern biot, mozna postuzy¢ sie tyl-
ko metoda Southern biot, w ten sposéb nastepuje identyfikacja klonéw z pozadana modyfikacja w genomie

jednego negatywnego markera [40]. 19 z 24 klonéw, ktdre przezyty selekcje, miato celowang
modyfikacje locus hprt. Dla locus int-1 efektywno$¢ byta znacznie gorsza: 1klon z celowang
modyfikacjg na 400 przezywajacych podwojng selekcje [73].Tak duzy udziat klonéw o
przypadkowej integracji wektora w populacji przezywajacej selekcje probuje sie wyjasniac¢
czestymi uszkodzeniami markeréw negatywnych przed stabilng integracjg wektora z ge-
nomem. Zastosowanie dwéch markeréw negatywnych na obu koncach wektora znacznie
podwyzsza efektywno$¢ selekcji [10,11]. Ciagle jednak nie osigga sie 100% wydajnosci.
Odbiega ona tez od tej, ktdrg mozna by przewidywaé z eksperymentéw z jednym markerem
negatywnym (kwadrat wzmocnienia zjednym markerem = wzmocnienie z dwoma) [39,73].
Nie sg znane przyczyny tego zjawiska. Czesto stosowanym markerem negatywnym jest gen
dla kinazy tymidynowej wirusa opryszczki (HSV-TK) [40]. Enzym ten aktywuje preparat
przeciwwirusowy Gancyclovir, ktory blokuje synteze DNA i prowadzi do $mierci komarki.
Wygodnym markerem negatywnym, ktéry nie wymaga stosowania zadnych srodkéw sele-
kcyjnych, jest gen tancucha A toksyny btoniczej [34], Strategia selekcji pozytywno-negatyw-
nej byta do niedawna bardzo rozpowszechniona. Obecnie odchodzi sie od niej, poniewaz jej
efektywnos¢ nie jest wysoka, a traktowanie komérek Gancyclovirem (czynnik selekcji nega-
tywnej w przypadku najpopularniejszego markera negatywnego, genu HSV-TK), moze po-
garszac ich jakos¢ [36].
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Rys. 5. Zastosowanie techniki PCR do identyfikacji celowanych zmian w genomie, do amplifikowania in vitro ge-

nomowego DNA zastosowane sg dwa oligonukleotydy starterowe; jeden ma sekwencje homologiczng z sekwen-

cja endogenna, ktérej nie ma w wektorze do celowanego modyfikowania genomu; drugi odpowiada sekwencji,

ktoérajest tylko w wektorze (gen neo): (a) homologiczna rekombinacja doprowadza do spotkania sie miejsc hybry-

dyzacji obydwu starteréw, tak ze mozliwa bedzie amplifikacja sekwencji znajdujacych sie pomiedzy nimi; (b)

przypadkowa integracja uniemozliwia powstawanie produktu reakcji PCR z uzyciem powyzszych starteréw (sek-
wencje hybrydyzujace ze starterami sa w réznych, odlegtych regionach genomu)

Bardzo dobre rezultaty mozna osiggna¢ stosujac prostg pozytywng selekcje i izogeniczne
sekwencje homologiczne (czyli izolowane ze szczepu zwierzat laboratoryjnych, z ktérego
pochodzg komorki do modyfikacji) [71]. Strategie wzbogacajace moga by¢ jednak pomocne
w modyfikowaniu loci szczegdlnie “opornych” na homologiczng rekombinacje.



228 M. HETMAN

BADANIE GENOMU UJAWNIA OBECNOSC POZADANYCH MODYFIKACJI

Klony, ktdre przeszty selekcje, poddawane sg analizie genomow celem wykazania obecno-
§ci pozadanych zmian (rys. 4). Mozna postugiwac sie dwoma metodami: amplifikacjg DNA
in vitro (polymerase chain reaction, PCR) [57] oraz hybrydyzacjg molekularng (Southern biot)
[57]. Nalezy podkresli¢, ze ta ostatnia metoda ma znaczenie decydujace.

Amplifikacja DNA in vitro (PCR) jest szczegblnie pomocna, jezeli celowane modyfiko-
wanie danego locus zachodzi mato efektywnie, a uzywany schemat selekcji nie prowadzi do
skutecznej eliminacji klonéw z przypadkowymi integracjami [8,39,60,83]. W takiej sytuacji
konieczne jest zbadanie genoméw wielu klonéw, zeby znalez¢ pozadang zmiane. Zasada
dziatania PCR w wykrywaniu homologicznej rekombinacji (rys. 5) opiera sie na fakcie, iz
celowana modyfikacja wprowadza do genomu obce dla niego sekwencje (np. geny markero-
we). Amplifikacja fragmentu DNA przez PCR wymaga dwoch oligonukleotydow. Jeden z
nich odpowiada sekwencji obecnej tylko w genomie komorki, w poblizu miejsca integracji
wektora. Drugi jest homologiczny do sekwencji obecnej tylko w wektorze i ulegajacej
wbudowaniu do genomu przez proces homologicznej rekombinacji. Tak wiec celowana
integracja wektora do genomu umozliwia stworzenie matrycy, ktéra moze ulega¢ amplifikacji.
PCR jest metodg odpowiednio czulg, azeby bada¢ klony grupowo (sib selection). DNA
izolowany z kilku klonéw miesza sie i wykonuje PCR. Jezeli uzyskujemy amplifikacje
fragmentu DNA o przewidzianej przez proces celowanej modyfikacji dtugosci, sporzadza sie
mieszanine DNA z potowy klonéw wyjsciowych i wykonuje PCR. Postepuje sie w ten sposob
az do wyizolowania klonu z pozadang modyfikacjg genomu. Uzywanie PCR ma powazne
ograniczenia. Po pierwsze, amplifikowany fragment nie moze by¢ dtuzszy niz 2 kb (dtuzsze
fragmenty nie sg zwykle amplifikowane efektywnie) [39,57], Po drugie, zdarzajg sie wyniki
fatszywie pozytywne [39]. Po trzecie PCR nie we wszystkich miejscach genomu dziata dobrze
[67]. Uzycie efektywnych wektoréw do celowanego modyfikowania genomu pozwala zre-
zygnowac z uzycia PCR.

Metodg o najwiekszym znaczeniu dla indentyfikowania celowanych modyfikacji w geno-
mie jest analiza genomu metodg Southern biot [24,57], Polega ona na hybrydyzacji znako-
wanych (np. radioaktywnie) czasteczek DNA, zwanych sondami, z genomem strawionym
odpowiednim enzymem restrykcyjnym. Mozna w ten sposéb zidentyfikowaé fragmenty
zawierajagce sekwencje homologiczne do sekwencji sondy. Obce dla genomu sekwencje
zawarte w wektorze i podlegajace wraz z nim celowanej integracji (geny markerowe) wpro-
wadzajg zawsze nowe miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne do modyfikowanego
locus. Jezeli DNA ze zrekombinowanego klonu zostanie strawiony enzymem restrykcyjnym,
dla ktérego pojawito sie nowe miejsce ciecia (wraz ze zintegrowang obcg sekwencjg),
powstanie fragment restrykcyjny o zredukowanej dtugosci (rys. 6). Trawienie DNA enzyma-
mi, ktére nie rozpoznajg zadnych nowych miejsc w obcych sekwencjach, spowoduje powsta-
nie wydtuzonego fragmentu restrykcyjnego (o obce sekwencje, normalnie nieobecne w
genomie). Jezeli zastosuje sie odpowiednie sondy, te zmiany moga zosta¢ uwidocznione. Jako
sondy stosuje sie:

1) czasteczki DNA homologiczne tylko z sekwencjami genomu niezawartymi w wektorze
(obligatoryjnie), dzieki temu analizuje sie tylko modyfikowane locus, a nie miejsca przypad-
kowej integraciji,
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2) czasteczki DNA homologiczne z sekwencjami wektora-jako potwierdzenie celowanej
modyfikacji oraz wykluczenie ewentualnych wspétistniejgcych przypadkowych integracji
mogacych niespecyficznie modyfikowaé fenotyp [24],

Ryb. 6. Zastosowanie metody Southern biot do identyfikacji celowanych zmian genomu; enzym restrykcyjny R
tnie w dwéch miejscach w obrebie niezmienionego locus; integracja wektora do locus wprowadza dodatkowe miej-
sce rozpoznania i ciecia dla enzymu R; genomowy DNA pociety enzymem R rozdzielono wedtug wielkosci frag-
mentéw (przez elektroforeze na zelu agarozowym) i poddano hybrydyzacji ze znakowana sondg, sonda
odpowiada sekwencjom znajdujgcym sie tylko w genomie (nie w wektorze); jezeli mamy do czynienia z niezmody-
fikowanym locus (wr), sonda wykrywa fragment o okre$lonej dtugosci; w przypadku locus zmodyfikowanego (gt)
sonda bedzie wykrywa¢ fragment odpowiednio krétszy wskutek pojawienia sie¢ nowego miejsca ciecia enzymu R;
poniewaz zwykle tylko jeden allel ulega modyfikacji, sonda wykryje w DNA ze zmodyfikowanych komérek oby-

dwa fragmenty

Do trawienia DNA uzywa sie takich enzyméw restrykcyjnych, ktore rozpoznajg przynaj-
mniej jedno miejsce poza obszarem sekwencji homologicznych wektora (czyli miejsce wy-
stepujace tylko w genomie) [24], Zapewnia to specyficzng analize modyfikowanego locus.
Nalezy zastosowac kilka enzymow i sond. Uzyskuje sie w ten sposdb potwierdzenie celowa-
nego zmodyfikowania genomu [24], Nalezy podkresli¢, ze diploidalna komérka ma dwie
kopie locus, ktory ma by¢ modyfikowany. Homologiczna rekombinacja jest zjawiskiem na
tyle rzadkim, ze identyfikowane klony majg tylko jeden allel locus poddany rekombinacji z
wektorem. Stad analiza Southern blotting takich heterozygotycznych klonéw wykaze obe-
cno$¢ zaréwno fragmentu restrykcyjnego charakterystycznego dla zrekombinowanego allelu
locus, jak i fragmentu pochodzacego z drugiego allelu, bez modyfikacji (typ dziki). Stosunek
intensywnos$ci hybrydyzacji obydwu fragmentdw z sondg genomowg powinien by¢ jak 1/1
[24,74],
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TECHNIKE CELOWANEGO MODYFIKOWANIA GENOMU
WYKORZYSTUJE SIE NAJCZESCIEJ DO INAKTYWACJI GENOW

Technika celowanego modyfikowania genomu znalazta dotychczas najszersze zastosowa-
nie w bezposrednim poznawaniu funkcji genéw przez ich inaktywacje [77,86]. Dzieki celo-
wanym modyfikacjom stato sie mozliwe przeniesienie na poziom molekularny postulatow
Claude’a Barnarda. Tak jak poprzez resekcje narzadu mozna uzyska¢ bezposredni wglad w
jego funkcje, tak resekcja genu ijej skutki mdwia o jego fizjologicznej roli. Realizacja tego
postulatu w genetyce molekularnej przyniosta bardzo obfite efekty i sprawita, ze méwi sie
coraz czesciej o genetyce amputacyjnej (knockout genetics).

Modyfikacje polegajagca na inaktywacji genu jest stosunkowo tatwo wykonaé
[39,60,74,86]. W sekwencjach homologicznych wektora musi by¢ zawarty odcinek kodujacy
genu (przynajmniej jeden ekson). Powinien to by¢ ekson z poczatkowego odcinka genu, tak
aby brak mozliwosci ekspresji sekwencji kodujacych potozonych za nim zapewniata wyta-
czenie aktywnosci produktu genu. W ten ekson wbudowuje sie gen markerowy stuzacy
pozytywnej selekcji (rysunki 2, 3, 4, 5, 6). Spetnia on tutaj jeszcze jedno istotne zadanie:
rozrywa otwartg ramke odczytu genu wprowadzajac do niej stop kodon. W procesie transkry-
pcji genu tworzy sie wiec mRNA, ktdry zawiera insercje ztozong z genu markerowego.
Poprzez wprowadzenie mutacji stop kodon proces translacji ulega zablokowaniu. Sekwencje
kodujace locus potozone 3’ od stop kodonu nie moga ulega¢ ekspresji.

Taka mutacja powinna by¢ w stanie homozygotycznym, aby przejawi¢ swe dziatanie (w
rzadkich przypadkach juz stan heterozygotyczny moze si¢ objawia¢ fenotypowo). Celowana
modyfikacja zapewnia inaktywacje tylkojednego allelu locus. Drugi allel mozna inakty wowac¢
postugujac sie wektorem, ktéry zawiera inny gen markerowy (double knockout).W ten sposéb
inaktywowano m.in. proto-onkogenpim-1 [72] i gen hamujgcej podjednostki biatka G ai2 [49].
Postugujac sie komoérkami ES myszy z modyfikacjg tylko jednego allelu mozna przy pomocy
technik embriologicznych i hodowlanych otrzymac zwierzeta homozygotyczne pod wzgle-
dem wprowadzonej mutacji [5,8,39,60,83,86](patrz pkt.13, s. 231)

TECHNIKA CELOWANEGO MODYFIKOWANIA GENOMU UMOZLIWIA
WPROWADZANIE DROBNYCH MUTACJI TYPU PUNKTOWEGO

Celowane modyfikowanie genomu moze réwniez dotyczy¢ wprowadzania drobych muta-
cji np. typu punktowego o charakterze substytucyjnym. Jest to jednak zadanie znacznie
trudniejsze niz wprowadzanie insercji. Gen markerowy nie moze znalez¢ sie w obrebie
sekwencji kodujacych. Jego obecno$¢ w odcinkach niekodujacych jest rdwniez wysoce
niewskazana ze wzgledu na mozliwo$¢ nieprzewidywalnego wptywania na ekspresje genu.
Nalezy wiec w ogdle zrezygnowaé z jego pojawienia sie w zmodyfikowanym genie. Gen
markerowy mozna wprowdzi¢ do komorek obok wektora do celowanego modyfikowania
genomu. DNA wprowadza sie do komérek przez elektroporacje. Komoérki przezywajace
pozytywng selekcje to komorki, w ktérych doszto do stabilnej integracji genu markerowego
do genomu. Niewielka cze$¢ komaérek wbudowuje obydwie czasteczki DNA w ten sposéb, ze
jedna z nich (wektor) jest integrowana przez homologiczng rekombinacje. Przy pomocy tej
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metody, zwanej koelektroporacja (poniewaz jednoczesnie wprowadza sie dwie czasteczki
DNA), udato sie wprowadzi¢ drobne mutacje do locus hprt [13]. Inne metody wprowadzania
drobnych mutacji to np. strategie hit and run [21] oraz przeciwselekcja (counterselection) z
uzyciem genu markerowego hprt [80].

TECHNIKA CELOWANEGO MODYFIKOWANIA GENOMU MOZNA
WPROWADZAC GEN REPORTEROWY W CELU SLEDZENIA
WZORU EKSPRESJI MODYFIKOWANEGO LOCUS

Oprécz gendéw markerowych potrzebnych do prowadzenie selekcji mozna wprowadzaé do
genomu geny reporterowe monitorujace ekspresje locus, w ktérym sie znalazty. Gen reporte-
rowy musi by¢ pozbawiony wiasnego promotora, wigczony do badanego locus z zachowaniem
ramki odczytu i aktywny, jezeli ulega translacji jako gen pofgczony z sekwencjg kodujaca
locus. Produkt genu reporterowego powinien byé tatwo wykrywalny w tkankach. Czesto
stosuje sie w tej roli gen bakteryjny dla B-galaktozydazy, lacZ. Jezeli tego rodzaju modyfikacje
locus uda nam sie przenie$¢ do genomu zwierzecia, to produkt genu reporterowego bedzie
obecny tylko tam, gdzie jest aktywny promotor locus. Uzyskuje sie w ten sposob informacje
na temat wzoru ekspresji genu w tkankach. Postepujac tak zademonstrowano odcinkowy
charakter wzoru ekspresji genu hox-3.1 z rodziny homeobox w czasie rozwoju myszy [34].

CELOWANA MODYFIKACJA GENOMU KOMORKI ES MOZE
ZOSTAC PRZENIESIONA DO GENOMU ORGANIZMU

Uzywanie zarodkowych komdérek macierzystych (komérek ES od embryonic stem) [8,18,-
19,39,55,83,86] umozliwito tworzenie zwierzat o celowanych modyfikacjach genetycznych.
Dotychczas udato sie hodowac¢ tylko mysie komorki ES [43,55]. Komérki ES sg izolowane z
zarodkéw. Hodowane w odpowiednich warunkach zachowujg totipotencjalnos¢. Oznacza to,
ze mogg zréznicowaé sie ku wszystkim tkankom organizmu, takze komérkom rozrodczym.
Zachowanie totipotencjalnosci komaérek ES in vitro wymaga hodowli na fibroblastach zarod-
kowych [51] i/lub w obecnosci LIF (leukemia inhibitoryfactor) [65] w Srodowisku.

Komorki ES wprowadzone do blastocysty roznicujg sie w kierunku wszystkich tkanek
zwierzecia [5,8,18,19,39,83,86]. Powstajg myszy hybrydowe ztozone z komérek pochodza-
cych z “rodzicielskiej blastocysty” oraz komdrek o rodowodzie komérek ES (rys. 7). Gdy
komérki ES dadzg poczatek komoérkom rozrodczym, mozna wowczas poprzez hodowle
uzyskac pokolenie potomne (F|) hybrydy, w ktérym pojawig sie osobniki catkowicie ztozone
z komérek o rodowodzie ES [6,8,18,19,39,83,86]. Identyczne manipulacje mozna wykonac z
komérkami ES o zmodyfikowanym uprzednio genomie. Komorki takie sa zwykle heterozy-
gotyczne pod wzgledem wprowadzanej mutacji (patrz wyzej) i dlatego azeby uzyska¢ homo-
zygoty, potrzebne jestjeszcze jedno krzyzowanie w obrebie Fj.

Zdolnos¢ komérek ES do wchodzenia do linii zarodkowej moze ulec fatwo utracie w trakcie
prowadzenia hodowli [55], Dlatego komorki ES nalezy hodowa¢ w optymalnych warunkach
zapewniajacych utrzymanie ich petnego potencjatu rozwojowego. Zdolno$¢ komérek ES do
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Rys. 7. Wprowadzanie zmian genetycznych komoérek ES do genomu myszy, ok. 10 komérek ES (szczep o siersci
agouti, dziedziczonej dominujaco, pte¢ meska) o zmodyfikowanym genomie jest wstrzykiwanych do 3,5-dniowej
blastocysty myszy szczepu C57B1 (czarne zabarwienie sieréci, recesywne); blastocystajest wprowadzana do macicy
myszy w pseudociazy; potomstwo urodzone z reintrodukowanych blastocyst jest dwéch rodzjéw: myszy czarne
bez udziatu komérek ES oraz myszy hybrydowe o sier$ci taciatej (czarna i agouti); osobniki hybrydowe pici me-
skiej poddaje sie analizie genetycznej w celu ustalenia rodowodu linii zarodkowej, w tym celu wykonuje sie
krzyzowanie z czarnymi samicami C57B1; jezeli komérki ES majg udziat w tworzeniu plemnikéw, to otrzymamy w
F potomstwo dwdch rodzajéw :czarne i agouti (w catosci z komérek ES); przy pomocy Southern biot identyfikuje
sie osobniki agouti, u ktérych jest zmieniony allel locus; wzajemne skrzyzowanie takich osobnikéw prowadzi do
otrzymania myszy homozygotycznych pod wzgledem modyfikacji

kolonizacji sznuréw piciowych hybrydy wydaje sie obecnie podstawowym “waskim gard-
tem” na drodze do otrzymania szczep6w myszy z celowanymi modyfikacjami genomu [18].
Celowane modyfikowanie genomu komorek ES myszy pozwala przenie$¢ wprowadzone
modyfikacje do genomu zwierzecia i badaé je in vivo. Sprawia to, ze komorki ES sg obecnie
najczestszym obiektem dla celowanego zmieniania informacji genetycznej [77,86].
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CELOWANE MODYFIKOWANIE GENOMU UMOZLIWIA
BADANIE UKLADOW ZtEOZONYCH

Celowane modyfikowanie genomu myszy stworzyto mozliwos$¢ bezposredniego badania
czynno$ci genéw w ztozonych procesach zachodzacych in vivo. Uzywajac tej strategii
eksperymentalnej uzyskano interesujace dane dotyczace uktadu immunologicznego, rozwoju,
kontroli proliferacji i réznicowania, a ostatnio czynnosci osrodkowego uktadu nerwowego.

Uktad immunologiczny. Jako uktad niezwykle ztozony, ajednoczes$nie niekoniecznie
niezbedny do zycia w srodowisku wolnym od patogenéw byt jednym z pierwszych obiektdw
dla celowanego modyfikowania w wydaniu “amputacyjnym” (knockout genetics).

Produkty genow RAG-1i RAG-2 sg odpowiedzialne za powstawanie zmiennosci prze-
ciwciat i receptorow dla antygendw na limfocytach T. Myszy, u ktérych wytaczono te geny
drogg homologicznej rekombinacji, rozwijajg fenotyp charakteryzujacy sie ostrym niedobo-
rem odpornosci [48,62]. Limfocyty T i B sg zablokowane w poczatkowych stadiach swojego
rozwoju. Metodg genetyki “amputacyjnej” wytaczono u myszy kilka genéw dla receptoréw i
markeréw btonowych limfocytow. Wsrdd nich sg geny tancuchow a i B receptora antygenu
limfocytow T (TCR) [47,52], ekson btonowy genu tancucha ciezkiego |i immunoglobulin [30],
geny markerow btonowych CD4 iCD8 limfocytdw T [38,54], gen B 2-mikroglobuliny [31,85],
a takze gen kinazy p59 fyn, elemetu kaskady sygnatowej receptora TCR tymocytéw [1,69].
U myszy pozbawionych faricucha B TCR, ale nie a, stwierdzono zablokowanie rozwoju
tymocytéw na poziomie komdrek CD8”CD4_ [47]. Warto wspomnie¢, Ze myszy pozbawione
limfocytow CD4+ w wyniku inaktywacji genu CD4 wykazywaty defekt immunologiczny
tylko w zakresie odpowiedzi humoralnej [54], Celowane modyfikowanie postuzyto réwniez
inaktywacji genéw dla limfokin, m.in. interleukiny 2 [59] i 4 [33].

Mechanizmy rozwojowe. Geny podejrzane o udziat w kontroli rozwoju zarodkowego i
ptodowego zaczeto bardzo wczesnie bada¢ przy pomocy celowanego modyfikowania geno-
mu. Najwiecej uwagi poswiecono dotychczas genom nalezagcym do rodziny homeobox.
Uzyskano myszy pozbawione gendw en-2 [86], hox 1.5 [10], hox 1.6 [11], hox 3.1 [34] oraz
genu wnt-1 [44,73], spoza rodziny homeobox (produkt genu jest glikoproteing substancji
miedzykomorkowej). Myszy pozbawione produktu genu hox 1.5 rozwijaty fenotyp przypomi-
najacy zespot DiGeorge’a, wrodzong chorobe wystepujacg u ludzi [10]. Fenotyp myszy bez
produktu genu hox3.1 objawiat sie zaburzeniami wyksztatcania sie segmentow szkieletowych
tutowia [34]. W przypadku tego genu uzyskano réwniez obraz jego ekspresji in vivo przy
pomocy genu reporterowego lacZ [34].

Kontrola proliferacji i réznicowania. W$rdd genéw bioracych udziat w kontroli prolife-
racji i roznicowania inaktywowano u myszy m.in. proto-onkogeny c-src [68], c-myb [50],
N-myc [46], c-abl [58], bmi-1 [3\,pim-1 [86],c-fos [29], geny przeciwnowotworowep53 [17]
iRb-1[12,20,27,35], gen czynnika transkrypcyjnegoGATA-1 [9], geny miesniowo-swoistych
czynnikoéw transkrypcyjnych MyoD [56] i Myf-5 [6], gen metylotransferazy DNA [37], geny
czynnikéw wzrostu IGF Il [14] ia-inhibiny [42], gen receptora p75 dla NGF [36] . Mutacje
inaktywujace c-myb, bmi-1, Rb-1 i gen metylotransferazy DNA sg letalne zarodkowo w stanie
homozygotycznym. Duzym zaskoczeniem byt fakt, ze nie ma takich skutkéw inaktywacja
genu p53, ktdry uwazano za uniwersalny regulator proliferacji. Co wiecej, myszy pozbawione
p53 rozwijajg sie normalnie, ajedynym odchyleniem od normy w ich fenotypie jest wysoka
zapadalno$¢ na r6zne nowotwory. Gen Rb-1, ktérego rola wydawata si¢ znacznie bardziej



234 M. HETMAN

zawezona, okazat sie niezbedny w rozwoju. Ptody mysie nie majgce aktywnego genu Rb-1
wykazujg zaburzenia w obrebie uktadéw nerwowego i krwiotwérczego. Heterozygoty pod
wzgledem mutacji Rb-1"sg narazone na rozw6j nowotworow szyszynki. Taki genotyp u ludzi
prowadzi do zachorowania na nowotwor siatkowki retinoblastoma.

Osrodkowy uktad nerwowy.Od niedawna zaczeto go bada¢ metodg celowanego mody-
fikowania genomu. Sa juz jednak pierwsze, bardzo interesujgce wyniki. Stworzono myszy
pozbawione aktywnego genu a podjednostki kinazy wapniowo kalmodulinowej typu Il
(kinaza CAM 11, CAM 1l kinase) [2,63]. Ten brak objawiat sie upo$ledzonym diugotrwatym
wzmocnieniem synaptycznym (long term potentiation, LPT) w badaniach elektrofizjologicz-
nych neuronéw hipokampa transgenicznych myszy [2,63]. Oprécz tego myszy wykazywaty
uposledzong zdolno$¢ do uczenia sie [2,64]. Podobny fenotyp obserwowano u myszy pozba-
wionych genu kinazy tyrozynowejfyn [2]. W ten sposéb aktywno$¢ produktéw poszczegdl-
nych gendw zostata bezposrednio powiazana z wyzsza czynnoscig osrodkowego uktadu
nerwowego.

CELOWANE MODYFIKOWANIE GENOMU UMOZLIWIA
TWORZENIE MODELI LUDZKICH CHOROB GENETYCZNYCH

Podejscie “amputacyjne” w technice celowanego modyfikowania genomu sprawdza sie w
modelowaniu ludzkich choréb genetycznych u myszy. Czyni to te technike uzyteczna nie tylko
w badaniach czysto podstawowych, ale réwniez na polu badan o bardziej bezposrednim
znaczeniu uzytkowym. Pierwsze modele mysie stworzono dla choroby Gauchera [78] i
mukowiscydozy (cysticfibrosis) [67]. W obu przypadkach istnieje wiele cech wspélnych z
patologia cztowieka. Modele te tworzg wiec szanse na lepsze poznanie patologii obu choréb
oraz opracowanie skutecznej terapii. Sg juz pierwsze efekty zastosowan celowanego mody-
fikowania genomu myszy w badaniach patogenezy miazdzycy [53]. Nie wolno zapomina¢ o
tym, ze niektére odpowiedniki choréb genetycznych cztowieka u myszy przebiegajg catkiem
inaczej. Dobrym przyktadem jest deficyt enzymu Hprt manifestujacy sie u cztowieka rozwo-
jem zespotu Lesch-Nyhana. U myszy hprf nie obserwuje sie zadnych objawéw chorobowych
[25,32,86],

CELOWANE MODYFIKOWANIE GENOMU JEST TECHNIKA
ATRAKCYJNA DLA TERAPII GENOWEJ

Celowane modyfikowanie genomu bytoby dobrg metodg do leczniczego zmieniania infor-
macji genetycznej w terapii genowej ludzi [81]. Mozna by w ten sposdb unikna¢ niebezpie-
czenstwa przypadkowych insercji nowo wprowadzanej informacji genetycznej w kodujace
odcinki genéw, zapewni¢ kontrolowang, stabilng lub fizjologiczng ekspresje wprowadzanej
informacji, korygowa¢ mutacje dominujace. Smithies ijego koledzy dokonali korekcji genu
Bsglobiny (mutacja powodujgca anemie sierpowatg) w hybrydach komérek myszy icztowieka
[61]. Jest jednak wiele problemdw, ktére muszg zosta¢ rozwigzane, zanim bedzie mozna
stosowa¢ homologiczng rekombinacje w terapii genowej. Do najwazniejszych nalezg stosun-
kowo niska wydajnos¢ homologicznej rekombinacji, konieczno$¢ prowadzenia selekcji in
vitro oraz koniecznos$¢ indywidualnego konstruowania wektoréw dla kazdego typu mutacji.
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Pierwszy z nich uda sie by¢ moze rozwiaza¢ stosujac enzymy katalizujace homologiczng
rekombinacje.

CELOWANE MODYFIKOWANIE GENOMU OTWIERA NOWY ROZDZIAL
W BADANIACH NAD CZYNNOSCIA GENOMU ORGANIZMOW WYZSZYCH

Znaczny postep wiedzy na temat funkcjonowania homologicznej rekombinacji i metod
selekcyjnych przyczyniaja sie do coraz efektywniejszego celowanego wprowadzania zmian
do genomu komorek organizmow wyzszych. Opracowanie metod hodowli komoérek ES i ich
reimplantacji do blastocyst doprowadzito do powstania strategii pozwalajgcej w sposob
celowany zmienia¢ genom myszy. Strategia ta tworzy niepowtarzalng mozliwo$¢ bezposred-
niego wgladu w dziatanie genéw in vivo Jest to bardzo cenne zw#aszcza wobec ogromnej ilosci
informacji uzyskiwanych in vitro, ktérych odniesienie do uktadu in vivo pozostaje nieznane.
Nie nalezy zapomina¢ o ograniczeniach systeméw doswiadczalnych powstajacych przez
celowane modyfikowanie genomu: (1) Na razie mozna uzyskiwac tylko myszy z celowanymi
modyfikacjami genow (ich biologia rdézni sie od biologii innych ssakéw, w tym cztowieka).
(2) Wczesna letalnos¢ charakteryzujaca niekdére genotypy uniemozliwia badanie ich roli w
dalszych fazach zycia osobniczego.

Nadzieje na rozwigzanie pierwszego problemu tworzg intensywne prace nad izolacjg i
hodowlg totipotencjalnych komérek sznuréw piciowych [43]. Prawdopodobnie komoérki te
bedzie mozna tatwiej uzyskac dla r6znych zwierzat doswiadczalnych niz komorki ES. Drugi
problem uda sie by¢ moze rozwigza¢ poprzez uzycie drozdzowego, bardzo wydajnego
systemu miejscowo swoistej rekombinacji (enzym FLP irozpoznawane przez niego sekwencje
docelowe) [51]. Poddany tkankowo swoistej ekspresji u transgenicznych zwierzat magtby
tkankowo swoiscie modyfikowac genom.

Technika celowanego modyfikowania genomu, zwitaszcza myszy, jest ciggle bardzo droga
ipracochtonna [77]. Informacje uzyskane dzieki tej technice sprawiajgjednak, ze coraz wiecej
laboratoriéw decyduje sie najej stosowanie. Istniejgjuz nawet firmy podejmujace sie szybko
i efektywnie zmodyfikowac zadane locus genomu myszy (np. BRL Basel).

12 lat temu Capecchi bezskutecznie wystepowat o grant z NIH na badania dotyczace
wykorzystania homologicznej rekombinacji do zmieniania genomu komérek ssakow. Projekt
zostat odrzucony, gdyz powazni recenzenci byli przekonani, ze przedsiewziecie takie jest
niewykonalne, a pomyst nadaje sie tylko do tego, zeby o nim zapomnie¢. Jednak Capecchi
znalazt inne zrodta finansowania badan i napewno kiedy$ bedzie kandydatem do nagrody
Nobla.
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STATUT POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOLOGII KOMORKI

I. Nazwa, siedziba, teren dziatalnosci i charakter prawny Towarzystwa

1. Stowarzyszenie nosi nazwe Polskie Towarzystwo Biologii Komérki (w dalszym ciggu
oznaczone skrotem PTBK).

2. Terenem dziatalnosci PTBK jest obszar Rzeczypospolitej Polskiej, a siedzibg Zarzadu
Gtéwnego miasto Krakdéw.

3. PTBK rozwija dziatalno$¢ za posrednictwem Zarzadu Gtéwnego i Oddziatéw zorgani-
zowanych w poszczegdlnych miastach.

Il. Cele i Srodki dziatania

4. Celem PTBK jest popieranie rozwoju biologii komérki i popularyzowanie tej nauki.

5. Srodki prowadzace do tego celu sg nastepujace: a/ urzadzanie posiedzen naukowych i
dyskusyjnych, odczytéw, wyktadow, wystaw, konkurséw i ankiet oraz zjazddw naukowych i
dydaktycznych,

b/ wydawanie i popieranie dziatalno$ci wydawniczej z dziedziny biologii komorki i jej
zastosowan,

cl popieranie badan naukowych i przyznawanie stypendiéw,

d/ utrzymywanie tgcznosci z pokrewnymi stowarzyszeniami oraz organizowanie wymiany
wydawnictw naukowych, cztonkostwo w innych pokrewnych miedzynarodowych organiza-
cjach,

e/ organizowanie wymiany naukowej z zagranica przez zapraszanie uczonych zagranicz-
nych do Polski i delegowanie za granice przedstawicieli Towarzystwa,

f/ tworzenie spos$réd swoich cztonkéw sekcji i komisji do wykonywania poszczegélnych
zadan.

I1l. Prawa i obowigzki cztonkéw

6. Cztonkowie Towarzystwa dzelg si¢ na:

al zwyczajnych,

b/ honorowych

¢/ wspierajacych.

7. Cztonkiem zwyczajnym Towarzystwa moze zosta¢ kazda petnoletnia osoba, majaca
dorobek naukowy w dziedzinie biologii komarki lub nauk pokrewnych, czy tez przyczyniajaca
sie w wybitny spos6b do popularyzacji tych nauk.

8. Godnos$¢ cztonkdéw honorowych nadaje Walne Zgromadzenie na wniosek Zarzadu
Gtownego, osobom wybitnie zastuzonym na polu biologii komérki i nauk pokrewnych.
Nabycie praw cztonka PTBK nastepuje z chwilg wyrazenia przez te osoby zgody na udziat w
pracach PTBK.

9. Cztonkiem wspierajgcym Towarzystwa moze zosta¢ kazda osoba fizyczna lub prawna,
okazujgca gotowos¢ wspotpracy z Towarzystwem w realizacji jego celow.

10. Osoba pragnaca zosta¢ cztonkiem zwyczajnym lub wspierajgcym PTBK skiada dekla-
racje do Zarzadu Oddziatu, zaopiniowang przez dwdch cztonkéw zwyczajnych lub honoro-
wych Towarzystwa. Liste przyjetych Zarzad Oddziatu przedstawia do zatwierdzenia
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Zarzadowi Gtéwnemu. Zarzad Gtdwny w razie decyzji odmownej zawiadamia o niej Oddziat,
w terminie 2 tygodni od jej podjecia.

11. Cztonkowie zwyczajni i wspierajacy optacajg wpisowe oraz sktadki roczne, ktérych
wysokos$¢ ustala Walne Zgromadzenie.

12. Cztonkowie honorowi sktadek ani wpisowego nie optacajg i otrzymujg bezptatnie
wydawnictwa Towarzystwa.

13. Wszyscy cztonkowie Towarzystwa majg prawo:

alczynnego udziatu w zebraniach naukowych Towarzystwa,

b/ otrzymania wydawnictw Towarzystwa na warunkach ustalonych przez Zarzad gtowny.

Cztonkowie honorowi i zwyczajni majg ponadto prawo:

¢/ gtosowania na Walnych Zgromadzeniach Towarzystwa,

dlwybieralnosci do wszystkich wiadz Towarzystwa.

14. Do obowigzkéw wszystkich cztonkéw Towarzystwa nalezy czynny udziat w pracach
Towarzystwa i popieranie jego zamierzen wymienionych w pkt. 4.

15. Kazdy cztonek ma prawo wystgpienia z PTBK, obowigzany jestjednak powiadomié¢ o
tym na piSmie Zarzad Oddziatu i uregulowac zalegte sktadki.

16. W razie nieoptacenia przez cztonka sktadek w ciggu dwoch lat, Zarzad Oddziatu moze
podja¢ uchwate o skresleniu z listy cztonkéw Towarzystwa, a po ich uregulowaniu powrécic¢
go ponownie do jego praw.

17. Cztonek Towarzystwa moze by¢ wykluczony z listy cztonkéw, za czyny nie licujace z
godnoscig cztonka lub za dziatalno$¢ na szkode Towarzystwa. Wykluczenie nastepuje na
mocy uchwaty Zarzadu Gtéwnego wiekszoscig 2/3 gtoséw, przy czym na zgdanie wykluczo-
nego, motywy powinny by¢ zakomunikowanie na pismie. Wykluczonemu przystuguje prawo
odwotania sie do Walnego zgromadzenia.

IV. Wtladze Stowarzyszenia

18. WiHadzami PTBK sa: Walne Zgromadzenie, Zarzad Gitoéwny, Prezydium Zarzadu,
Komisja Rewizyjna i Zarzady Oddziatow.

19. Walne Zgromadzenie PTBK jest naczelng wiadzg PTBK. Wytycza ono Kierunki
dziatania Towarzystwa i zasady gospodarki finansowej, przeprowadza wybory Zarzadu
Gtoéwnego i Komisji Rewizyjnej, udziela lub odmawia absolutorium ustepujgcemu Zarzadowi
Gtownemu, rozstrzyga odwotania cztonkéw od uchwaly Zarzadu Giléwnego w sprawie
wykluczenia ich z PTBK.

20. Walne Zgromadzenia dzielg sie na zwyczajne i nadzwyczajne. Zwyczajne Walne
Zgromadzenie PTBK zwotuje Zarzad Gtéwny, w zwigzku z zakonczeniem kadencji Zarzadu
Gtownego, co 3 lata. Nadzwyczajne Walne Zgromadzenie zwotluje Zarzad Gtowny z wiasnej
inicjatywy, na pisemne zgdanie Komisji Rewizyjnej PTBK lub na zgdanie nie mniej niz 1/4
cztonkéw zwyczajnych i honorowych.

21. Na Walnym Zgromadzeniu PTBK przewodniczy wybrany przez zebranych cztonek
honorowy lub zwyczajny, protokotuje Sekretarz z wyboru.

22. Zarzad Gtéwny zobowiazany jest przesta¢ zawiadomienia o zwotaniu Walnego Zgro-
madzenia wraz z porzagdkiem dziennym, wszystkim cztonkom Towarzystwa, przynajmniej na
dwa tygodnie przed wyznaczonym terminem zgromadzenia.

23. Porzadek dzienny zwyczajnego Walnego Zgromadzenia ustala Zarzad Gtéwny. Porzg-
dek dzienny moze by¢ uzupetniony przez Walne Zgromadzenie, na zyczenie Zarzadu kazdego
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z Oddziatow, doreczone na pismie Zarzagdowi Gtownemu, najpézniej na pie¢ dni przed
terminem Walnego Zgromadzenia.

24. Porzadek dzienny nadzwyczajnego Walnego Zgromadzenia musi obejmowac punkty
dotyczace spraw, celem zatatwienia ktérych nadzwyczajne Walne Zgromadzenie zostato
zwotane.

25. Walne Zgromadzenie jest prawomocne w pierwszym zwotanym terminie jezeli ucze-
stniczy w nim co najmniej potowa cztonkéw zwyczajnych. Jezeli to nie nastapi, w drugim
terminie wyznaczonym nie wczesniej niz 30 minut po uptywie czasu pierwszego terminu do
waznosci uchwat Walnego Zgromadzenia wystarczy obecno$¢ conajmniej 1/4 cztonkow
zwyktych bez wzgledu na liczbe zgromadzonych cztonkdw.

26. Uchwaly zapadaja zwyktg wiekszoscig gtoséw, z wyjatkiem uchwat dotyczacych
zmian Statutu, wyboru cztonkdw honorowych i wykluczenia cztonkéw, ktorzy odwotali sie
do Walnego Zgromadzenia. Uchwaty te wymagaja 2/3 gtosow obecnych na Walnym Zgro-
madzeniu. Wybory do Zarzagdu Gtdwnego i udzielenie absolutorium odbywaja sie w gtoso-
waniu tajnym. Inne uchwaty mogg by¢ podejmowane w gtosowaniu jawnym, jezeli obecni
jednomyslinie zgodza sie na taka forme gtosowania.

27. Walne Zgromadzenie Towarzystwa wybiera w tajnym gtosowaniu:

al Prezesa

b/ szeSciu cztonkéw Zarzgdu Gtdéwnego,

c/ 3-osobowg Komisje Rewizyjna.

28. Kadencja Zarzadu Gtdwnego trwa trzy lata. Tej samej funkcji w Zarzadzie cztonek nie
moze petni¢ przez okres wiecej niz dwoch kadencji.

29. Zarzad Giéowny PTBK Kkieruje dziatalnoscia Towarzystwa, wykonuje nadzér nad
dziatalnos$cig Oddziatéw i zarzadza majatkiem Towarzystwa, zgodnie z postanowieniami
niniejszego Statutu i uchwatami Walnego Zgromadzenia.

30. Zarzad Gtdwny PTBK skiada sie z Prezesa, Vice-prezesa, Przewodniczacych Oddzia-
16w oraz ponadto 5-ciu cztonkow - w tej liczbie Sekretarza i Skarbnika oraz Prezesa uprzedniej
kadencji.

Zarzad Gtdwny ma prawo kooptacji w razie istotnej potrzeby - najwyzej dwoch cztonkdw,
poza wymienionymi wyzej. W razie niemoznosci przybycia Przewodniczacego Oddziatu na
posiedzenie Zarzadu Gtdnego, ma on prawo upetnomocni¢ jednego z cztonkéw Zarzadu
Oddziatu do zastepowania siebie na tym posiedzeniu. Petnomocnictwo to winno by¢ wydane
na pismie i wazne jest tylko najedno posiedzenie Zarzadu Gtownego.

Prezes, Vice-prezes, Sekretarz i Skarbnik tworzg Prezydium Zarzadu Gtéwnego PTBK.
Biezace sprawy PTBK sg prowadzone przez Perzydium Zarzadu Gtéwnego.

31. Najp6zniej w 10 dni po wyborach winno sie odby¢ posiedzenie konstytucyjne Prezy-
dium Zarzadu Gtdéwnego, na ktérym cztonkowie wybrani przez Walne Zgromadzenie doko-
nujg wyboru sposraod siebie funkcji Vice-prezesa, Sekretarza, Skarbnika i ewentualnie inne.

32. W razie ustgpienia Prezesa Towarzystwa w czasie trwania kadencji, funkcje jego az do
najblizszego Walnego Zgromadzenia obejmuje Vice-prezes. Jezeli zebranie to bytoby Nad-
zwyczajnym Walnym Zgromadzeniem, to wjego porzadku dziennym winien znalez¢ sie punkt
przewidujacy wybory nowego Prezesa Towarzystwa.

33. Zarzad Gtowny organizuje przynajmniej raz na trzy lata zjazdy naukowe lub powierza
ich organizacje Zarzadom Oddziatow.

34. Posiedzenia Prezydium Zarzadu Gtdwnego Polskiego Towarzystwa Biologii Komorki
zwotuje Prezes lub Vice-prezes, w zasadzie raz na dwa miesigce.
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35. Posiedzenie plenarne Zarzadu Gtéwnego PTBK zwotuje Prezes lub Vice-prezes, co
najmniej jeden raz w roku. Zwotuje on ponadto posiedzenia plenarne na pisemny wniosek
Komisji Rewizyjnej lub przynajmniej trzech cztonkdw Zarzadu Gtéwnego. Wszyscy czton-
kowie Zarzagdu Gtdwnego powinni otrzymaé¢ zawiadomienie o posiedzeniu, przynajmniej na
tydzien przed terminem, wraz z proponowanym porzadkiem dziennym.

36. Do prawomocnos$ci uchwat Zarzagdu Gtownego wystarczy obecnos$¢ co najmniej 2/3
cztonkéw tego Zarzadu, w tym Prezesa lub Vice-prezesa. Uchwaty Zarzadu Gtéwnego lub
jego Prezydium zapadajg zwyklg wiekszoscig gtoséw. W razie réwnosci gtoséw rozstrzyga
glos przewodniczacego zebrania. Przebieg obrad jest protokotowany. Protokét podpisuje
Przewodniczgcy i Sekretarz.

37. Prezes Zarzadu Gtownego przewodniczy z urzedu na posiedzeniach Zarzadu. Repre-
zentuje PTBK we wszystkichjego stosunkach z wiadzami panistwowymi i instytucjami nau-
kowymi w kraju i za granicag. Do dokonywania czynno$ci prawnych w imieniu PTBK
upowazniony jest Prezes Zarzagdu Gtéwnego oraz ustanowieni przez niego petnomocnicy.

38. Sekretarz prowadzi biuro Zarzgdu Gtdéwnego, sporzadza protokoty z obrad Zarzadu
Giéwnego i sprawozdania z dziatalnosci Towarzystwa.

39. Skarbnik prowadzi ksiegowos$¢ Zarzadu Gtdéwnego, sporzadza zestawienia i sprawoz-
dania finansowe dla wtadz, Walnego Zgromadzenia oraz Komisji Rewizyjnej, prowadzi i
podpisuje korespondencje dotyczacg zobowigzan materialnych.

40. Komisja Rewizyjna sktada sie z trzech oséb, wybranych przez Walne Zgromadzenie
na okres kadencji Zarzadu Gléwnego. Komisja Rewizyjna konstytuujac sie wybiera ze
swojego sktadu Przewodniczacego.

41. Komisja Rewizyjna przeprowadza kontrole dziatalno$ci Towarzystwa ijest obowigza-
naprzynajmniej raz w okresie kadencji przed Walnym Zgromadzeniem dokonaé rewizji ksiag,
dokumentéw kasowych, sprawdzi¢ stan majatku i prawidtowos¢ wydatkéw finansowych w
oparciu o preliminarz oraz ztozy¢ na piSmie sprawozdanie i wnioski Walnemu Zgromadzeniu.
WSsrod tych wnioskéw, Komisja Rewizyjna stawia rowniez wniosek o udzielenie lub odmé-
wienie absolutorium ustepujacemu Zarzgdowi Gtéwnemu.

42. Spory miedzy cztonkami, dotyczace Towarzystwa rozstrzyga Sad Kolezenski, w
sktadzie trzech osob, wybranych przez Walne Zgromadzenie. Orzeczenia Sadu Kolezenskiego
sg ostateczne.

V.

43. W celu realizacji zadan PTBK moga powstawaé w poszczegdlnych miejscowosciach
Oddziaty PTBK, z inicjatywy Zarzagdu Gtéwnego albo z inicjatywy terenowej. Do powotania
Oddziatlu wymagany jest udziat przynajmniej pieciu osob.

44. Nowopowstajacy oddziat wybiera tymczasowy Zarzad w skfadzie: Przewodniczacy,
Vice-przewodniczacy i Sekretarz. Gdy liczba cztonkéw Oddziatu wzro$nie do 20-tu, Zarzad
Gtowny upowaznia Przewodniczacego Oddziatu do zwotania Nadzwyczajnego Walnego
Zgromadzenia cztonkéw Oddziatu, celem dokonania wyboru Zarzadu Oddziatu w skiadzie:
Przewodniczacy, Vice-przewodniczacy, Sekretarz i Skarbnik oraz 3-osobowej Komisji Rewi-
zyjnej. Tryb powotania Zarzagdu Oddziatu oraz czas trwania kadencji jest taki sam jak Zarzadu
Gtéwnego. Petnienie tej samej funkcji w Zarzadzie Oddziatu dopuszczalne jest przez okres
dwéch kolejnych kadencji.

45. Na pokrycie kosztow zwigzanych z dziatalno$cig - Oddzialy otrzymujg fundusze,
ktérych wielkos¢ ustala Zarzad Gtéwny.
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46. Oddzialy zobowiazane sg sktada¢ raz do roku Zarzagdowi G¥dwnemu sprawozdania z
dziatalno$ci naukowej, organizacyjnej i finansowe;j.

VI. 47. Majatek Towarzystwa powstaje z optat: aJwpisowych, b/ sktadek cztonkowskich,
c/ subwencji panstwowych, instytucji samorzadowych, darowizn, spadkéw i zapisow.

48. Towarzystwo prowadzi ksiegi rachunkowe i inwentaryzacyjne, przygotowane do
czynnosci i potrzeb, zgodnie z wymaganiami przepisow ogolnych.

49. Funduszami Towarzystwa dysponuje zgodnie z opracowanym i zatwierdzonym preli-
minarzem Prezes lub Vice-prezes, wesp6t ze Skarbnikiem, albo osobg przez nich upowaznio-
ng, zgodnie z obowigzujgcymi przepisami.

VII. Postanowienia koricowe

50. Zmiany statutu PTBK zapadaja na mocy uchwaty Walnego Zgromadzenia wigkszoscig
2/3 gtoséw. Projekt zmiany Statutu powinien by¢ przestany cztonkom PTBK, co najmniej na
trzy tygodnie przed Walnym Zgromadzeniem.

51. Rok gospodarczy Towarzystwa trwa od 1stycznia do 31 grudnia.

52. Rozwigzanie Towarzystwa moze nastapi¢ na mocy uchwaty Walnego Zgromadzenia,
powzietej wiekszoscig 2/3 gloséw cztonkéw obecnych na zebraniu. Walne Zgromadzenie,
uchwalajac rozwiazanie Towarzystwa, jednocze$nie decyduje o sposobie likwidacji i 0 uzyciu
jego majatku.

Krakéw, 22 marca 1991
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