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ARTYKUŁY

Specyfika powstawania i naprawy mutagennych uszkodzeń 
materiału genetycznego

Site-specific formation and removal of mutagenic D N A  damages

PIOTR WIDŁAK*

Spis treści:

I. Powstawanie mutacji
II. Czynniki określające podatność D N A  na uszkodzenia
III. Czynniki modyfikujące tempo naprawy D N A
IV. Związek między naprawą D N A  i mutagenezą

Wykaz stosowanych skrótów: AF —  2-aminofluoren; AAF
—  2-acetyloaminoiluoren; AAAF —  N-acetoksy-2-acetyloa- 
minofluoren; A F I^  —  aflatoksyna B p  B(a)P —  ben- 
zo(a)pyren; B P D E  —  diolepoksyd benzo(a)pyrenu; 
B cPH D E  —  diolepoksyd bezo(c)fenantrenu; BAA — al
dehyd bromooctowy; CAA —  aldehyd chlorooctowy; D M N
—  N-dwumetyloN-nitrozoamina; E N U  — N-etylo-N-nitro- 
zomocznik; M N U  —  N-metylo-N-nitrozomocznik; GDA
— aldehyd epoksypropionowy; aprt —  transferaza adeni- 
no-fosforybozylowa; hprt—  transferaza hipoksantyno-fos- 
forybozylowa; dhfr —  reduktaza dwuhydrofolianowa.

I. Pow staw anie mutacji

U podstaw procesu ewolucji leży rekombinacyjna 
i mutacyjna zmienność genetyczna. Zmienność genety
czna jest wynikiem nie tylko mutacji spontanicznych 
(takich jak: spontaniczna deaminacja metylocytozyny, 
nieuprawnione parowanie tautomerycznych form cy- 
tozyny i tyminy, czy błędy w replikacji DNA), ale 
również mutacji indukowanych przez fizyczne, chemi
czne i biologiczne czynniki środowiskowe. Badając 
procesy ewolucji obserwuje się zróżnicowanie tempa 
zmienności genetycznej, nie tylko na poziomie popula
cji czy grup taksonomicznych, ale również na poziomie 
pojedynczego genomu. Podręcznikowym przykładem 
zróżnicowania tempa zmienności genetycznej na p o 
ziomie genomu mogą być, z jednej strony geny histo- 
nów H4 i H3, a z drugiej geny immunoglobulin

* D r n. med.; Zakład Biologii Nowotworów, Instytut O n 
kologii, 44-100 Gliwice.

Contents:

I. Arising of mutations
II. F actors influencing the susceptibility of D N A  to damages
III. Factors influencing the rate of D N A  repair
IV. Relationship between D N A  repair and mutagenesis

i apolipoprotein, które tysiąckrotnie różnią się szybko
ścią powstawania niesynonimowych substancji. W  ob
rębie chromatyny obserwuje się występowanie całych 
regionów materiału genetycznego różniących się szyb
kością m utowania [1]. Przykładem zróżnicowania 
tempa procesów mutagenezy, badanych na niższym 
poziomie organizacji materiału genetycznego, jest obe
cność tzw. gorących miejsc mutacyjnych (mutational 
hot spots) w specyficznych sekwencjach na przykład 
onkogenów z rodziny ras [2] czy genu supresorowego 
p53 [3]. W  dużym uproszczeniu m ożna powiedzieć, że 
tempo powstawania mutacji związane jest z wypad
kową szybkości „współzawodniczących” ze sobą p ro 
cesów: uszkadzania i naprawy materiału genetycznego. 
Wydaje się więc, że heterogenność procesów m utage
nezy musi być związana z heterogennością procesów 
prowadzących do powstawania i usuwania uszkodzeń 
materiału genetycznego. Niniejsza praca jest p róbą 
przeglądu wiadomości dotyczących specyfiki powsta
wania i usuwania uszkodzeń materiału genetycznego, 
badanej na różnych poziomach jego organizacji. P ró 
bą z konieczności ograniczoną do tylko niektórych 
rodzajów uszkodzeń i tylko niektórych mechanizmów 
ich naprawy.

D o niebiologicznych czynników środowiskowych 
indukujących uszkodzenia materiału genetycznego, 
oprócz promieniowania jonizującego czy światła ultra
fioletowego (UV), należą związki genotoksyczne posia
dające zdolność kowalencyjnego wiązania się z DNA 
i tworzenia tak zwanych „adduktów ”. Związki te, 
z reguły wykazujące właściwości mutagenne i rako
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twórcze, należą do kilku grup, takich jak  na przykład: 
proste związki alkilujące (np. alkilonitrozomoczniki 
czy alkilonitrozoaminy), policykliczne węglowodory 
aromatyczne, aminy aromatyczne. O specyfice od 
działywań kancerogenów z materiałem genetycznym 
decyduje struktura chemiczna zarówno substancji ge- 
notoksycznej jak  i struktura uszkadzanych nukleo- 
tydów (będących składnikiem podwójnego heliksu 
DNA). W większości przypadków kowalencyjne wią
zania chemiczne powstają pomiędzy centrum nukleo- 
filowym w cząsteczce kancerogenu a centrum elektro- 
filowym na jednym z atom ów pierścienia puryny lub 
pirymidyny (bardzo często jest to atom  azotu). W iado
mo, że każda z grup związków genotoksycznych wiąże 
się wybiórczo ze specyficznym miejscem nukleotydu. 
I tak na przykład proste związki alkilujące wiążą się 
głównie z N7 (i słabiej O 6) guaniny oraz O 2 i O 4 
tyminy; aminy aromatyczne wiążą się preferencyjnie 
z C8 i N 2 guaniny; zaś policykliczne węglowodory 
aromatyczne z N7 i N 2 guaniny oraz N 6 adeniny 
[przeg. 4]. Uszkodzenia indukowane przez światło UV 
to cyklobutanowe dimery pirymidynowe i (w mniej
szych ilościach) fotoprodukty (6-4)-dipirymidyny, tw o
rzone pomiędzy sąsiadującymi w tej samej nici D N A  
pierścieniami pirymidynowymi. Powstałe zaś w wyni
ku działania promieniowania jonizującego rodniki 
O H  powodują pęknięcia wiązań fosfodwuestrowych 
oraz powstawanie glikolu tyminy. Różne rodzaje 
uszkodzeń indukowane przez ten sam związek są 
w różnym stopniu mutagenne i kancerogenne. I tak 
wydaje się, że alkiloaddukty z tyminą i addukty 
tworzone przez policykliczne węglowodory arom aty
czne z adeniną mogą być bardziej kancerogenne niż 
addukty  tworzone przez te związki z innymi nukleo- 
tydami. Uszkodzenia indukowane przez różne czyn
niki są przyczyną różnych rodzajów mutacji. W przy
padku genów transferaz adenino- i hipoksantyno- 
fosforybozylowej (aprt i hprt) stwierdzono, że czynniki 
takie jak  aldehyd octowy, tlenek etylenu i promienio
wanie jonizujące indukują powstawanie dużych dele- 
cji, promieniowanie UV indukuje głównie tranzycje 
GC- >  AT, addukty  indukowane przez proste związki 
alkilujące tranzycje G C - >  AT i A T ->  GC, zaś 
addukty  indukowane przez B(a)P transwersje GC- >  
TA [przeg. 5].

II. Czynniki określające podatność D N A  na 
uszkodzenia

Większość związków genotoksycznych łączy się 
preferencyjnie z nukleotydem deoksyguanylowym. Je
dnak  z punktu  widzenia genetyki i biologii m olekular
nej istotne jest to, że w obrębie genomu różne nukleo- 
tydy deoksyguanylowe (jak i pozostałe nukleotydy) 
w różnym stopniu podatne są na uszkodzenia i na 
prawę. Stwierdzono, iż różne sekwencje powtarzające 
się obecne w genomie szczura kilkunastokrotnie różnią 
się podatnością na tworzenie adduktów z N-hydroksy-

AAF [6]. Jeszcze większą zmienność w podatności na 
uszkodzenia wykryto w genie supresorowym supF 
tR N A .  Okazało się, że różne miejsca dipirymidynowe 
w obrębie tego genu kilkudziesięciokrotnie różnią się 
podatnością na tworzenie fotoproduktów indukowa
nych przez światło UV [7]. Jednym z czynników 
determinujących podatność nukleotydu na uszkodze
nie jest jego najbliższe sąsiedztwo, czyli sekwencja 
w jakiej znajduje się dany nukleotyd. Badano reaktyw
ność znajdującego się w różnym kontekście sekwencyj
nym nukleotydu deoksyguanylowego na tworzenie 
adduktów z takimi związkami jak  M N U , EN U, B(a)P, 
A F B X czy mitomycyna C. We wszystkich przypadkach 
stwierdzono, że zarówno nukleotyd występujący od 
strony 5’jak  i od strony 3’ nukleotydu deoksyguanylo
wego ma wpływ na reaktywność guaniny [8-10]. 
W  przypadku uszkodzeń indukowanych przez A F B X 
stymulujący wpływ sąsiedztwa na reaktywność guani
ny wyglądał następująco: G > C > A > T o d  strony 5’ 
i G > T > C > A o d  strony 3’ [11].

Innym czynnikiem, mającym wpływ na reaktywność 
nukleotydu, jest s truktura przestrzenna fragmentu 
DNA. Jądrowy D N A  wykazuje zwykle strukturę pra- 
woskrętnego dwuniciowego heliksu (forma B-DNA). 
Jednak w obrębie niektórych sekwencji, np. sekwencji 
bogatych w pary G C  czy tzw. sekwencji palindromo- 
wych, możliwe jest lokalne przechodzenie struktury 
B-DNA w lewoskrętną strukturę Z-DNA, trójniciową 
strukturę H -D N A  lub strukturę czteroniciową. Stwier
dzono, że niektóre kancerogeny wykazują zdolność 
wybiórczego uszkadzania nukleotydów w sekwenc
jach o nietypowej strukturze. Hydroksylamina wiąże 
się preferencyjnie z cytozynami w sekwencjach pomię
dzy dwiema strukturami Z-D N A  oraz pomiędzy Z- 
D N A  a B-DNA [12], Podobnie CAA, G D A  i AAAF 
wiążą się preferencyjnie z nukleotydami w obrębie 
sekwencji o strukturze innej niż B-DNA, takich jak  
struktura czteroniciową czy przejście pomiędzy B- 
D N A  a Z-D N A  [13, 14], Wiadomo również, że 
addukty indukowane przez takie związki jak  AAF 
i B(a)P mogą być przyczyną lokalnego zaburzania 
struktury B-DNA, np. powodując formowanie struk
tury Z-D N A  [15, 16]. Stwierdzono, że utworzenie 
jednego adduktu  ma wpływ na reaktywność sąsiadują
cych nukleotydów. Mogłoby to być spowodowane 
zmianami ich nukleofilowości lub lokalnymi zmianami 
struktury przestrzennej D N A  [8].

Większa część jądrowego D N A  ma strukturę nuk- 
leosomową; można wyróżnić segmenty o długości ok. 
200pz, w których core D N A  „owinięty” jest wokół 
białkowego rdzenia nukleosomu, a pozostała część 
(tzw. linker DNA) tworzy łącznik pomiędzy nukleo- 
somami. Okazuje się, że różniące się stopniem konden
sacji D N A  rdzeniowy i łącznikowy różnią się również 
podatnością na uszkodzenia. Zarówno (6-4)-dipirymi- 
dyny indukowane przez promieniowane UV [17], jak 
addukty tworzone przez B PD E  [18] i antybiotyki 
antracyklinowe [19] powstają w D N A  łącznikowym
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z większą wydajnością niż w DNA owiniętym wokół 
rdzenia nukleosomów. Wpływ stopnia upakowania 
chromatyny na powstawanie uszkodzeń DNA p o 
twierdzają również badania DNA plemników. W ją d 
rach plemników w „upakowywaniu” DNA biorą 
udział protaminy, co powoduje wyjątkowo silną kon
densację ich chromatyny. Wysoki stopień kondensacji 
chromatyny plemników jest prawdopodobnie przy
czyną jej niskiej podatności na uszkodzenia indukowa
ne przez związki chemiczne [przeg. 20].

Większość DNA o słabym stopniu kondensacji, nie 
mające struktury nukleosomowej i często wykazujące 
strukturę inną niż B-DNA, to sekwencje regulatorowe 
wiążące specyficzne białka. Sekwencje takie obecne są 
w regionach promotorów i sekwencji wzmacniających 
(enhancer) genów aktywnych transkrypcyjnie lub w o b 
rębie miejsc startu replikacji (sekwencje ori). Okazuje 
się, że liczne kancerogeny wiążą się preferencyjnie 
z takimi właśnie miejscami regulatorowymi. Stwier
dzono, że zarówno AAAF [21] i BPDE [18] wybiór
czo uszkadzają nukleotydy w okolicy sekwencji ori 
chromosomu wirusa SV40. Również sekwencje znaj
dujące się po stronie 5’ genu /i-globiny kurczaka 
i zawierające elementy regulujące jego transkrypcję są 
bardziej niż pozostałe części genu podatne na uszko
dzenia indukowane przez BAA [22] i BPD E [23], 
Z jąder komórkowych można łatwo usunąć niewielką 
frakcję DNA, silnie podatnego na działanie nukleaz 
i zawierającego fragmenty genów aktywnych trans
krypcyjnie. Stwierdzono, że liczne kancerogeny, takie 
jak AAF [24], B(a)P [25] czy D M N  [26], podawane in 
vivo szczurom, wiążą się preferencyjnie z sekwencjami 
obecnymi w tej frakcji DNA z jąder hepatocytów. 
Badania nad specyfiką mutacji indukowanych promie
niowaniem UV w genie hprt fibroblastów sugerują, że 
fotoprodukty powstają częściej na nici transkrybowa- 
nej [27, 28]. Stwierdzono również, że wiązanie biał
kowego czynnika transkrypcyjnego może zwiększać 
częstość powstawania fotouszkodzeń w obrębie sek
wencji promotorowych wiążących czynnik transkryp- 
cyjny [29]. Innym czynnikiem zwiększającym podat
ność DNA na uszkodzenia jest jego replikacja. Stwier
dzono, że sekwencje znajdujące się w okolicy widełek 
replikacyjnych są wybiórczo atakowane przez M N U  
[30], BPD E [31] i AAAF [32], Najprawdopodobniej 
zwiększona podatność DNA aktywnego replikacyjnie 
i transkrypcyjnie na działanie czynników genotoksycz- 
nych związana jest z: (l)jego niskim stopniem konden
sacji, (2) obecnością struktur przestrzennych typowych 
dla aktywnego DNA, (3) brakiem struktury nukleo- 
somalnej lub (4) obecnością zmienionych form nukleo
somów [przeg. 33].

Chrom atyna jąder interfazowych zorganizowana 
jest w pętle powstające w wyniku oddziaływania DNA 
z białkowym szkieletem jądrowym (tzw. macierz ją d 
rowa). Fragmenty pętli DNA związane z macierzą 
jądrow ą zawierają sekwencje typu MAR (matrix at
tached region), sekwencje ori, część genów aktywnych

transkrypcyjnie i sekwencje regulujące transkrypcję. 
Z tą strukturą związana jest regulacja procesów re
plikacji, transkrypcji i różnicowania [przeg. 34], Wiele 
danych wskazuje na to, że kancerogeny należące do 
prostych związków alkilujących [26], policyklicznych 
węglowodorów aromatycznych [25, 35-37] i amin 
aromatycznych [38] wiążą się wybiórczo do sekwencji 
obecnych w macierzy jądrowej.

III. Czynniki m odyfikujące tem po naprawy
D N A

W jądrze komórkowym funkcjonuje kilka niezależ
nych systemów naprawy urządzeń DNA. Do mniej 
skomplikowanych, a jednocześnie rozpoznających tyl
ko niewielką część uszkodzeń, należą: fotoliazy roz
szczepiające fotodimery dipirymidynowe; O h-alkilo- 
guanino-DNA-alkilotransferazy usuwające reszty me
tylowe i etylowe z guaniny; specyficzne DNA-glikozy- 
lazy usuwające zmodyfikowane puryny (powstają przy 
tym miejsca apurynowe, które przy udziale inwertaz 
mogą być wypełniane bez rozerwania wiązań fosfod- 
wuestrowych). Bardziej skomplikowanym systemem, 
w którym współpracują liczne białka, jest mechanizm 
naprawy przez wycinanie (excision repair). System ten 
rozpoznaje i naprawia takie uszkodzenia jak miejsca 
apurynowe, fotoprodukty i addukty indukowane przez 
liczne związki chemiczne. W uproszczeniu funkcjonuje 
on tak, że specyficzne białka rozpoznają uszkodzenie 
i wycinają zawierający uszkodzenie kilku- lub kil- 
kunasto-nukleotydowy fragment jednej nici DNA, 
uzupełniany następnie przez polimerazę i scalany przez 
ligazę DNA. Najlepiej poznanym kompleksem en
zymatycznym związanym z naprawą przez wycinanie 
jest UvrABC-nukleaza z komórek Escherichia coli. 
Mechanizmy naprawy DNA chronią komórkę nie 
tylko przed nieprawidłową transkrypcją i replikacja, 
ale przede wszystkim przed spowodowanym uszko
dzeniem DNA zatrzymaniem procesów transkrypcji 
czy replikacji (a w konsekwencji śmiercią komórki). 
Należy przy tym pamiętać że, tak jak w przypad
ku systemu SOS indukowanego w komórkach bak
teryjnych, mechanizmy związane z naprawą DNA 
same mogą być przyczyną powstawania mutacji 
[przeg. 39, 40].

Na zróżnicowanie szybkości naprawy DNA mają 
wpływ czynniki podobne do tych, które decydują 
o specyfice powstawania uszkodzeń. Specyfika na
prawy DNA może być rozpatrywana, z jednej strony 
jako efekt sekwencji i lokalnej struktury przestrzennej 
DNA, w której znajduje się uszkodzenie, a z drugiej 
strony jako efekt aktywności transkrypcyjnej, czy 
replikacyjnej uszkodzonego genu. Stwierdzono, że 
addukty indukowane przez pochodne AAF w trzech 
różnych guaninach w sekwencji 5’-G G C G C C -3’ usu
wane są z różną szybkością [41]. Wiadomo, że na 
szybkość naprawy mają również wpływ lokalne zabu
rzenia struktury DNA. Stwierdzono, że zmiana struk
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tury B-DNA na Z-D NA powoduje wyhamowanie 
tempa usuwania grupy metylowej z 06-metyloguaniny 
[42]. Na tempo naprawy DNA ma również wpływ 
stopień kondensacji chromatyny. Na przykład foto- 
produkty  indukowane promieniowaniem UV usuwa
ne są szybciej z końców 3’ i 5’ niż z centralnej części 
nukleosomu [43],

W odniesieniu do całego genomu można mówić
0 trzech poziomach szybkości reperacji materiału 
genetycznego: (1) wolnym — nieaktywnego transkryp- 
cyjnie DNA o wysokim stopniu kondensacji, (2) szyb
kim —  genów aktywnych transkrypcyjnie i (3) przy
śpieszonym —  transkrybowanych nici genów aktyw
nych. Przykładem wolno naprawianego DNA może 
być nietranskrybowane, o wysokim stopniu konden
sacji, tak zwane alfa-DNA z jąder komórek Naczel
nych (Primates). Tempo usuwania uszkodzeń induko
wanych przez AFBj i AAF jest niższe w alfa-DNA niż 
przeciętnie w całym genomie komórek małpich [44], 
Z kolei tak zwane „aktywne D N A ” uzyskiwane w cza
sie frakcjonowania chromatyny i zawierające fragmen
ty genów transkrybowanych naprawiane jest szybciej 
niż pozostałe frakcje chromatyny [45, 26]. Bezpośred
nich dowodów na wybiórczą naprawę genów aktyw
nych transkrypcyjnie dostarczyli B o h r  i H a n a -  
w a 11, którzy stwierdzili, że w komórkach C H O  
(Chinese hamster ovary) tempo usuwania fotodimerów 
dipirymidynowych jest kilkukrotnie wyższe w trans- 
krybowanym genie reduktazy dwuhydrofolianowej 
(dhfr) niż w otaczających go częściach genomu [46], 
Od tego momentu preferencyjną naprawę aktywnych 
transkrypcyjnie genów potwierdzono również w przy
padkach innych typów uszkodzeń, innych genów
1 innych typów komórek [przeg. 47,48], Proponowane 
są różne hipotezy dotyczące mechanizmów wybiórczej 
naprawy genów aktywnych transkrypcyjnie: (1) kom 
pleks polimerazy RNA zablokowany na uszkodzeniu 
mógłby być sygnałem dla kompleksu naprawczego; (2) 
aktywna transkrypcyjnie chromatyna mogłaby być 
bardziej dostępna dla enzymów reperacyjnych, dzięki 
swojej otwartej strukturze o słabszym stopniu konden
sacji; (3) geny aktywne mogłyby być preferencyjnie 
naprawiane dzięki ścisłym kontrolom z macierzą jąd 
rową (o ile procesy reperacji podobnie jak transkrypcji 
czy replikacji związane są z tą s trukturą jądra) [przeg. 
33], Sugerowano również, że związek procesów trans
krypcji i naprawy DNA może wynikać z udziału tych 
samych enzymów w obu procesach; przykładem może 
być związana z procesami naprawy helikaza DNA, 
będąca jednocześnie składnikiem ludzkiego czynnika 
inicjującego transkrypcję (BTF2) [49].

Wkrótce po stwierdzeniu wybiórczej naprawy genu 
dhfr okazało się, że w komórkach ssaków uszkodzenia 
indukowane w tym genie przez światło U V usuwane są 
szybciej z nici będącej matrycą w procesie transkrypcji, 
niż z nici nietranskrybowanej [50]. W doświadczeniu, 
w którym wykorzystano operon laktozowy w kom ór
kach Escherichia coli wykazano, że preferencyjne usu

wanie fotouszkodzeń z nici transkrybowanej genów lac 
ma miejsce tylko po indukcji ich ekspresji [51]. 
W iadomo również, że specyficzna dla nici transkrybo
wanej naprawa fotouszkodzeń w genie dhfr może być 
zaham owana po zahamowaniu syntezy RNA przez 
oc-amanitynę [52]. Dla wyjaśnienia zjawiska preferen
cyjnej naprawy nici będącej matrycą w procesie trans
krypcji proponowane są dwie hipotezy. Pierwsza (tzw. 
model strukturalny), zakłada, że sygnałem dla k o m 
pleksu naprawczego jest lokalna zmiana struktury 
DNA związana z obecnością zatrzymanego kom plek
su transkrypcyjnego czy hybrydy DNA-RNA. Drugi 
(tzw. model aktywny), zakłada istnienie niezależnego 
czynnika, który poprzez oddziaływania białko-białko 
wiąże kompleks naprawczy z zatrzymanym kom plek
sem transkrypcyjnym [przeg. 53]. W kom órkach Es
cherichia coli stwierdzono obecność czynnika biał
kowego tzw. T R C F  (transcription-repair coupling fac
tor), o masie ok. 130 kD, kodowanego przez gen mfd 
(mutation frequency decline), który zastępuje zab loko
wany na uszkodzeniu kompleks polimerazy RNA 
i wiąże się z podjednostką A UvrABC-nukleazy [54, 
55]. Chociaż wiadomo, że preferencyjna naprawa nici 
transkrybowanej nie jest typowa dla wszystkich rodza
jów uszkodzeń DNA [56, 57], to w układach in vivo 
efekt ten opisano w przypadku uszkodzeń indukow a
nych przez AFBj [58], BPDE [59] i BcPH D E [60], 
Należy przy tym pamiętać, że zjawisko preferencyjnej 
naprawy genów aktywnych transkrypcyjnie w nierów
nym stopniu dotyczy różnych genów i różnych typów 
komórek.

Nie jest jasna rola struktur macierzy jądrowej 
w procesach naprawy DNA. Wiadomo, że w jądrach 
fibroblastów synteza DNA indukowana przez uszko
dzenia wywołane światłem UV przebiega szybciej we 
frakcji związanej z macierzą jądrową. Takiej swoistości 
nie obserwuje się w komórkach, które utraciły zdol
ność preferencyjnej naprawy genów aktywnych trans
krypcyjnie [61, 62], Stwierdzono również, że addukty  
indukowane przez B(a)P w hepatocytach szczura usu
wane są preferencyjnie z DNA związanego z macierzą 
jądrow ą [63]. Do obecnych w jądrze makrocząsteczek 
mających wpływ na procesy naprawy DN A  należy 
poliADP-ryboza, prawdopodobnie działająca poprzez 
modyfikację histonów i regulację aktywności białek 
związanych z reperacją DNA (topoizomerazy, poli
merazy i ligazy DNA). Ponieważ w macierzy jądrowej 
obecne są polimerazy ADP-rybozy sugerowano, że 
procesy naprawy DNA (podobnie jak procesy re
plikacji i transkrypcji) zachodzą w macierzy jądrowej 
[przeg. 64], Z drugiej strony wiadomo, że addukty  
indukowane w DNA wątroby szczurów przez D M N
[26] i AAF [65, 66] usuwane są najwolniej z frakcji 
związanej z macierzą jądrową. Stwierdzono, że uszko
dzenia indukowane przez pochodne AAF (w przeci
wieństwie do uszkodzeń indukowanych przez UV) nie 
są preferencyjnie usuwane z genów aktywnych trans
krypcyjnie [67], M ożna więc przypuszczać, że istnieje
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związek pomiędzy preferencyjną naprawą genów ak 
tywnych transkrypcyjnie, a udziałem w procesach 
reperacji DNA struktur macierzy jądrowej.

W procesie ewolucji szczególne znaczenie mają 
uszkodzenia materiału genetycznego i mutacje w ko
mórkach linii generatywnych. Badano wydajność na
prawy DNA w czasie oogenezy i spermatogenezy 
u myszy. Stwierdzono, że w trakcie całego procesu 
oogenezy (z wyjątkiem wczesnych etapów profazy 
pierwszego podziału) uszkodzenia indukowane przez 
promieniowanie UV naprawiane są szybciej w linii 
komórek generatywnych, niż przeciętnie w komórkach 
somatycznych [68, 69]. Preferencyjną naprawę uszko
dzeń indukowanych przez akrylamid stwierdzono ró
wnież w trakcie procesu spermatogenezy (do etapu 
wczesnych spermatyd). Uszkodzenia DNA w kom ór
kach na etapie późnych spermatyd i plemników były 
słabo naprawiane, lecz jednocześnie DNA tych kom ó
rek był bardziej odporny na uszkodzenia [70, 71].

IV. Zw iązek między naprawą D N A  
i m utagenezą

N a szybkość procesów mutagenezy ma wpływ szyb
kość zarówno powstawania, jak i usuwania uszkodzeń 
materiału genetycznego. Powstaje pytanie, który z tych 
dwóch procesów jest istotniejszy; czy hot spots m uta
cyjne to miejsce gdzie uszkodzenia powstają częściej 
niż gdzie indziej, czy raczej są to miejsca naprawiane 
wolniej niż inne. Porównywano częstość powstawania 
fotouszkodzeń i mutacji indukowanych promieniowa
niem UV w różnych miejscach dipirymidynowych 
genu supF tR N A  (po transfekowaniu uszkodzonego 
DNA do fibroblastów), i stwierdzono brak korelacji 
pomiędzy częstością powstawania uszkodzeń i częstoś
cią mutacji. Część hot spots mutacyjnych obserwowa
no w miejscach uszkadzanych rzadziej niż inne, z kolei 
w niektórych miejscach uszkadzanych częściej niż 
przeciętnie częstość mutacji były niższa [7], Ponieważ 
częstość mutowania danego nukleotydu nie musi być 
bezpośrednio związana z częstością uszkadzania tego 
miejsca można przypuszczać, że jest ona związana z: (1) 
różnicami w szybkości naprawy poszczególnych nuk- 
leotydów, (2) różnicami w „dokładności” polimeraz 
DNA naprzeciw uszkodzonych nukleotydów w róż
nych miejscach genu i (3) różnicami stosunku hy- 
pass/stop w przypadkach poszczególnych nukleoty
dów (gdyby zatrzymanie replikacji było letalne, tylko 
„przejście” (bypass) uszkodzenia przez polimerazę 
DNA mogłoby być przyczyną mutacji). Badano częs
tość powstawania fotouszkodzeń i szybkość ich na
prawy w różnych miejscach dipirymidynowych w ge
nie l a d  Escherichia coli. Stwierdzono związek pomię
dzy częstością powstawania mutacji i ilością uszko
dzeń na nietranskrybowanej nici tego genu, natomiast 
brak takiego związku w przypadku uszkodzeń na nici 
będącej matrycą w procesie transkrypcji. Hot spot 
mutacyjne związane z uszkodzeniami nici transkrybo-

wanej było tożsame z miejscem gdzie naprawa uszko
dzeń była wolniejsza niż w innych miejscach [72]. 
Przeciwstawne wnioski wynikają z badania mutacji 
w sekwencji typu N arl  (G 1G 2C G 3C C ->  GG CC) 
w komórkach Escherichia coli. Mutacja tego typu 
związana jest z adduktami tworzonymi przez pochod
ne AAF, przy czym tylko addukt z G 3 indukuje taką 
delecję. Stwierdzono, że najwolniej naprawianym 
uszkodzeniem nie był addukt w pozycji G 3, lecz addukt 
w pozycji G 2 (czterokrotnie wolniej niż G 3) [41], 
Pomimo tych zastrzeżeń wydaje się, że dla procesów 
mutagenezy decydujące znaczenie ma szybkość na
prawy potencjalnie mutagennych uszkodzeń DNA. 
W genach aktywnych transkrypcyjnie mutacje induko
wane przez promieniowanie UV związane są głównie 
z uszkodzeniami na nici nietranskrybowanej, mimo, że 
uszkodzenia indukowane przez UV tworzone są co 
najmniej tak samo często na nici transkrybowanej. 
Zjawisko to jest związane z preferencyjną naprawą nici 
będącej matrycą w procesie transkrypcji — w kom ór
kach gdzie nie funkcjonuje preferencyjna naprawa nici 
transkrybowanej większość mutacji powstaje pod 
wpływem uszkodzeń tej właśnie nici [27, 28, 73].

Można więc założyć, że chociaż specyfika powsta
wania jak i usuwania uszkodzeń DNA jest związana ze 
specyfiką powstawania mutacji, to przebieg naprawy 
DNA ma decydujące znaczenie dla procesu mutagene
zy. Przypuszcza się, że brak całkowitej dokładności 
i efektywności mechanizmów naprawy DNA jest jedną 
z ważnych przyczyn zmienności genetycznej całej 
biosfery [74]. Przykładem związku tempa naprawy 
DNA ze zmiennością genetyczną na poziomie genomu 
mogą być geny immunoglobulin. W jądrach limfocy
tów, w których przebiegają procesy rearanżacji domen 
genów immunoglobulin, geny kappa Ig i mi Ig są 
bardziej podatne na uszkodzenie indukowane przez 
światło UV i jednocześnie wolniej naprawiane niż te 
same geny w jądrach granulocytów [75], Przykładu na 
związek pomiędzy wydajnością naprawy uszkodzeń 
DNA i tempem zmienności genetycznej dostarcza 
również porównanie tych zjawisk w obrębie różnych 
grup Naczelnych [Primates). Ludzie i małpy człeko
kształtne, u których stwierdzono wyższe tempo repera
cji DNA niż u małp wąskonosych i szerokonosych, 
charakteryzują się wolniejszym tempem ewolucji bia
łek, i co ciekawe, również dłuższym czasem życia [76, 
77]. Zaobserwowano również związek pomiędzy defe
ktami mechanizmów naprawy DNA a dziedziczną 
podatnością na różne rodzaje chorób. Przykładem 
może być zespół xeroderma pigmentosum (XP). Skóra 
chorych jest bardzo wrażliwa na promieniowanie UV 
wskutek wrodzonych defektów w mechanizmach repe
racji DNA. Chorzy z zespołem XP charakteryzują się 
wielokrotnie zwiększonym ryzykiem choroby nowo
tworowej [przeg. 78].

Artykuł otrzymano 27 grudnia 1993 r.
Zaakceptowano do druku 15 kwietnia 1994 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: ATPyS — Adenozyno
5'-0-(tiotrifosforan); A M P -P N P  — Adenozyno 5'-(/ł,y-imi- 
no) trifosforan; rN T P  — rybonukleotydotrifosforan; d N T P
—  deoxyrybonukleotydotrifosforan; Py — nukleotyd piry
midynowy; Pu — nukleotyd purynowy; ssDNA — jedno- 
niciowy DNA; SSB — białko wiążące jednoniciowe DNA; 
N E M  —  N-etylo-maleimid; DnaA — białko DnaA; dnaA- 
gen DnaA: DnaB — białko DnaB; dnaB  — gen dnaB: DnaC
— białko DnaC; dnaC — gen dnaC; IH F  — białko IHF; H U
—  białko HU

I. W stęp

Replikacja DNA chromosomu bakterii Escherichia 
coli od wielu lat stanowi klasyczny model doświadczal
ny w badaniach mających na celu zrozumienie bio
chemicznego mechanizmu oraz regulacji powielania 
materiału genetycznego każdej żywej komórki [1, 2]. 
Badania biochemiczne pozwoliły na wyodrębnienie

* Pracownia Biofizyki, Katedra Biologii Molekularnej,  Uni
wersytet Gdański, ul. Kładki 24, 80-822 Gdańsk

w procesie replikacji DNA szeregu następujących po 
sobie etapów (Rye. 1). Czytelnik musi jednak pamiętać, 
że w komórce poszczególne etapy replikacji DNA 
mogą zachodzić jednocześnie.

II. Inicjacja

II-l. Matryca DNA

Inicjacja replikacji chromosomu bakteryjnego roz
poczyna się w obrębie określonej sekwencji DNA 
nazwanej oriC, zlokalizowanej w 84 min. mapy genety
cznej E. coli [3], Minimalna sekwencja oriC (245 par 
zasad), niezbędna do autonomicznej replikacji mini- 
chromosomu w komórce bakteryjnej została określona 
na podstawie analizy m utantów delecyjnych E. coli 
[3]. W jej obrębie znajdują się cztery 9- nukleotydowe 
powtórzone odcinki DNA nazwane: Rl, R2, R3, R4 
o sekwencji najwyższej zgodności {consensus sequence) 
TTAT(C/A)CA(C/A)A [4], Z odcinkami tymi specyfi
cznie wiąże się białko inicjatorowe DnaA (Ryc. 2) [5, 6]. 
Pomiędzy sekwencją Rl i R2 znajduje się miejsce 
specyficznego wiązania białka IH F  {integration host
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Rye. 1. E tapy replikacji plazm idu oriC
Pol III H E-polim eraza III DNA holoenzym; Pol I-poli- 
m eraza I DNA; T opo IV -topoizom eraza IV; [ +  ] — ak
tywacja; [-] —  inhibicja.

factor) [7, 8], Z kolei pomiędzy R1 i R3, oraz z prawej 
strony sekwencji R4 znajdują się dwie sekwencje, 
z którymi specyficznie wiąże się białko Fis {factor for  
inversion stimulation) [9 -11] .  Po lewej stronie regionu 
oriC znajdują się trzy 13- merowe powtórzone sekwen
cje, bogate w pary AT nazwane L, M i R. C harak
teryzuje je obniżona stabilność heliksu DNA [12, 13]. 
W negatywnie superhelikalnym plazmidowym DNA, 
ten fragment sekwencji oriC łatwo ulega rozwinięciu 
nawet bez udziału czynników białkowych. Każdy 
z 13-merów rozpoczyna się sekwencją GATC. W ob
rębie minimalnej sekwencji oriC znajduje się w sumie 
11 sekwencji GATC, w których adenina jest sub- 
stratem metylotransferazy Dam [14, 15]. Enzym ten 
katalizuje metylację adeniny w pozycji N-6.

Badania genetyczne wykazały, że dla funkcjonowa
nia procesu replikacji, konieczne jest zachowanie w re
gionie oriC nie tylko sekwencji rozpoznawanych 
przez białka wiążące się do DNA, ale również dystansu 
pomiędzy nimi. Przykładowo, zmiana odległości po-

245 par zasad

Ryc. 2. Schem at minimalnej sekwencji oriC
L, M, R —  sekwencje bogate w pary AT; R1-R4 —  miejsca 
w iązania białka DnaA; IH F  —  sekwencja rozpoznaw ana 
przez białko IH F; FIS —  miejsce w iązania białka FIS; P 3,d 
—  p ro m o to r gid; P orlR —  pro m o to r or/R

między sekwencją R3 i R4 o 2 pary zasad prowadzi do 
powstania sekwencji oriC nieaktywnej w replikacji 
[16]. Topologia regionu oriC oraz całej cząsteczki 
DNA jest również istotna dla prawidłowego funkc
jonow ania replikacji. W reakcji odtworzonej z oczysz
czonych enzymów matrycę replikacji stanowią jedynie 
kowalencyjnie zamknięte, koliste, negatywnie super- 
zwinięte cząsteczki DNA, zawierające minimalną sek
wencję oriC [17, 18].

II-2. Białko inicjatorowe DnaA

Badania genetyczne i biochemiczne wykazały, że 
produkt genu dnaA, białko zasadowe o masie cząstecz
kowej 53 kD a jest niezbędnym czynnikiem w inicjacji 
replikacji zależnej od sekwencji oriC [19]. Białko to 
cechują następujące aktywności biochemiczne:

1. Wiąże się specyficznie z 9- merowym odcinkiem 
dwuniciowego DNA o sekwencji najwyższej zgo
dności : (T/C)(T/C)( A/T/C)T( A/C)C( A /G )(A/C/T)(A/C) 
[20-22], Wiązanie białka DnaA z tą sekwencją obser
wowano zarówno w przypadku liniowych jak  i kolis
tych superhelikalnych cząsteczek DNA. Stosując me
todę ochrony DNA przed degradacją [footprinting), 
wykazano wiązanie białka DnaA z rozpoznawanymi 
przez nie sekwencjami w obrębie regionu oriC, zarów
no in vitro jak i in vivo [23].

2. Sekwencje rozpoznawane przez białko DnaA 
znajdują się w obrębie promotorów szeregu genów: 
dnaA, mioC, uvrB , rpoH. Stwierdzono, że wiązanie 
DnaA z tymi sekwencjami prowadzi do specyficznego 
zaham owania transkrypcji [24-30].

3. Białko DnaA wykazuje wysokie powinowactwo 
do ATP, A D P oraz cA M P [31, 43]. W obrębie genu 
dnaA istnieje sekwencja charakterystyczna dla białek 
wiążących nukleotydy adeninowe. DnaA wykazuje 
również bardzo słabą aktywność ATPazy [31].

4. Białko DnaA wiąże kwaśne fosfolipidy takie jak 
kardiolipina [32].

II-3. Powstanie aktywnego kompleksu inicjacyj
nego

W pierwszym etapie inicjacji replikacji, 20 do 30 
cząsteczek białka DnaA wiąże się kooperatywnie 
z czterema sekwencjami Rl, R2, R3 i R4 zlokalizowa
nymi w regionie oriC [33]. Powstanie nukleoproteino- 
wego kompleksu prowadzi do znacznych zmian w to
pologii D NA  [19, 20, 34, 35]. Dochodzi do zawinięcia 
łańcucha DNA wokół cząsteczek DnaA [33], Wyni
kiem zmiany struktury DNA jest lokalne rozwinięcie 
heliksu DNA w obrębie bogatych w pary AT sekwencji 
L, M i R [36, 37], Powstanie rozwiniętej struktury 
DNA wykazano przy pomocy specyficznych dla jedno- 
niciowego DNA nukleaz: SI i PI [36, 38], Wiele 
danych wskazuje na to, że jedynie DnaA w kompleksie 
z A TP jest aktywne w rozwijaniu heliksu DNA. 
Kompleks DnaA-ADP, podobnie jak  DnaA-ATPyS
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oraz D naA -A M P-PN P, wiąże się z sekwencją oriC, jest 
jednak nieaktywny w replikacji dwuniciowego DNA 
[31, 39].

Aktywność replikacyjną białka DnaA można mie
rzyć in vitro stosując jako  substrat specjalnie przygoto
waną jednoniciową matrycę DNA, posiadającą poje
dynczą sekwencję wiążącą białko DnaA [40]. W tym 
systemie replikacji, aktywna jest zarówno forma 
D naA-ATP jak i D naA -A D P [41]. Przeciwciała mo- 
noklonalne, które specyficznie hamują wiązanie nuk- 
leotydów adeninowych z białkiem DnaA, hamują 
również replikację dwuniciowego DNA. Obecność 
tych przeciwciał nie wpływa na replikację jednonicio- 
wej matrycy [41], Ponieważ synteza DNA na jedno- 
niciowej matrycy nie wymaga rozwijania heliksu 
DNA, powyższe wyniki popierają hipotezę, zgodnie 
z k tórą jedynie D naA-ATP jest aktywne w rozwinięciu 
D NA  [31, 32, 42],

Zaproponowano następujący sposób regulacji ak
tywności białka DnaA. Aktywna forma DnaA-ATP 
tworzy kompleks inicjacyjny. Następnie, w wyniku 
działania ATPazy, ATP ulega hydrolizie i powstaje 
nieaktywna forma DnaA-ADP. Kolejna inicjacja re
plikacji jest możliwa dopiero po zachodzącej bardzo 
wolno wymianie A D P na ATP. Wykazano, że wiązanie 
cA M P do DnaA przyspiesza wymianę A D P na ATP, 
w wyniku czego dochodzi do regeneracji aktywnego 
kompleksu DnaA-ATP [43.] Dzięki takiemu mechaniz
mowi cAMP, będący kluczowym czynnikiem regulacji 
metabolizmu bakterii w zależności od dostępności 
pokarmu w środowisku, może również wpływać na 
częstotliwość inicjacji replikacji i szybkość podziałów 
komórkowych [43], Podobnie, kwaśne fosfolipidy, 
w tym kardiolipina, przyspieszają wymianę nukleo- 
tydów, ale tylko w przypadku białka DnaA związanego 
z sekwencją oriC. Aktywność wolnego białka DnaA, jest 
hamowana w obecności fosfolipidów [32, 39, 44],

Od wielu lat sugerowano powiązanie regulacji ini
cjacji replikacji DNA z metabolizmem błony kom ór
kowej, której jednym z głównych składników są fos
folipidy [45], Bezpośrednie oddziaływanie kwaśnych 
fosfolipidów z białkiem inicjatorowym DnaA może 
być mechanizmem synchronizującym zmiany w struk
turze błon zachodzące w czasie podziału komórki 
z inicjacją replikacji chromosomu bakteryjnego [46]. 
Innym czynnikiem wiążącym replikację z metaboliz
mem błony komórkowej jest metylacja sekwencji oriC 
katalizowana przez metylotransferazę Dam [47]. Bez
pośrednio po zakończeniu cyklu replikacji, adenina 
w sekwencjach GATC jest zmetylowana, jedynie na 
jednej (rodzicielskiej) nici DNA. Hemimetylowana 
sekwencja oriC w porównaniu z sekwencją oriC w peł
ni zmetylowaną ma większe powinowactwo do błony 
komórkowej [48, 49]. W wyniku wiązania hemimety- 
lowanej sekwencji oriC z błoną, inicjacja kolejnej 
rundy replikacji jest zablokowana, aż do czasu metyla- 
cji sekwencji GATC nici potomnej [50]. Wtedy powi
nowactwo rejonu oriC do błony maleje i po uwolnieniu

cząsteczki DNA może ponownie dochodzić do utw o
rzenia kompleksu inicjacyjnego [51], Przedstawiony 
powyżej model regulacji inicjacji replikacji jest bardzo 
atrakcyjny. Jego potwierdzenie wymaga jednak dal
szych doświadczeń.

W tworzeniu rozwiniętej struktury DNA białko 
DnaA wymaga współudziału innych czynników biał
kowych. System pozwalający na rozwinięcie matrycy 
w regionie bogatym w pary AT zrekonstruowano in 
vitro w obecności białka DnaA oraz ściśle określonego 
stężenia białka HU (histon-like protein) [36, 52]. To 
ostatnie białko może być również zastąpione białkiem 
IH F (integration host factor) [35, 38, 53], które wiąże 
się z oriC pomiędzy sekwencjami R 1 i R2 [7], Białka 
HU  i IH F  zaliczane są do II typu białek wiążących 
DNA, wykazują wysoki stopień homologii i cha rak 
teryzuje je podobieństwo strukturalne [54], O ba  są 
dimerami, które po związaniu z DNA wywołują zmia
nę konformacji polegającą na zagięciu (bending) helik
su. Istotna różnica między nimi polega na tym. że HU 
wiąże się z DNA niespecyficznie [55] zaś IH F  rozpo
znaje specyficzną sekwencję [56]. Stwierdzono ponad 
to bezpośredni wpływ białka HU na wiązanie białka 
IH F  w obrębie sekwencji oriC. Na podstawie tych 
badań zaproponow ano hipotezę, zgodnie z k tórą oba 
białka współdziałają w inicjacji replikacji [57], D o
świadczenia genetyczne pokazały jednak, że w delecyj- 
nych mutantach nie posiadających białka HU (hupAB) 
plazmidowy DNA zawierający sekwencję oriC nie 
transformował komórek. E. coli [58], Podobny feno
typ obserwowano przy jednoczesnym braku genu IH F 
i polimerazy I DNA (polA/hip3) [8]. Dane te sugerują, 
że in vivo w replikacji zależnej od sekwencji oriC białka 
HU i IH F  nie mogą zastępować się wzajemnie [57],

W obrębie rejonu oriC wykazano również wiązanie 
białka Fis z specyficznymi sekwencjami zlokalizowa
nymi w sąsiedztwie R2 i R4 [9, 10]. Fis jest małym (12 
kDa) zasadowym białkiem, które wiąże się z DNA i, 
podobnie jak HU oraz IHF, powoduje jego zagięcie. 
Fis nie wykazuje jednak homologii z białkami HU 
i IH F  [11, 59, 60], Doświadczenia genetyczne wskazu
ją na istotną rolę białka Fis w replikacji chromosomu 
E. coli [10], dotychczas nie wiadomo jednak, czy Fis 
może zastąpić białko HU lub IH F  w replikacji DNA in 
vitro.

Wielu autorów uważa, że rola małych białek wiążą
cych się z oriC (HU, IHF, Fis) polega na zmianie 
konformacji DNA, w wyniku której białko DnaA, 
związane z sekwencją R 1-R4, znajduje się w bezpośred
nim sąsiedztwie regionu bogatego w pary AT [7], 
Umożliwia to katalizowane przez DnaA rozwinięcie 
heliksu DNA. Ostatnio wykazano, że w obecności 
DnaA, IH F  i HU jedna z nici w obrębie sekwencji 
M i R jest chroniona przed działanie nukleazy PI [38]. 
Autorzy uważają to za dowód na bezpośrednie od
działywanie białka DnaA z tymi sekwencjami. D oda t
kowego potwierdzenia tej hipotezy dostarczają porów
nania filogenetyczne. Sekwencje R i M są konser
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watywne w ewolucji wielu gatunków bakterii [61]. 
Znacznie mniej konserwatywna jest sekwencja L poło
żona najdalej od miejsca wiązania DnaA. Zmiana tej 
sekwencji na niehomologiczną sekwencję bogatą w pa
ry AT nie ma wpływu na replikację plazmidów oriC, 
zarówno in vitro jak i in vivo [13]. Prawdopodobnie 
białko DnaA nie oddziałuje bezpośrednio z sekwencją 
L. Całkowite usunięcie każdej z trzech sekwencji 
bogatych w pary AT uniemożliwia jednak rozwinięcie 
helisy DNA i hamuje replikację plazmidu oriC [12,62].

Aktywny kompleks inicjacyjny otrzymano in vitro 
poprzez inkubację w temperaturze 30°-38°C mieszani
ny reagującej zawierającej superhelikalny DNA plaz
midu oriC, ATP oraz białka DnaA i/lub IH F [35, 36]. 
Wysokie stężenie HU i obecność topoizomerazy I (To
po I) powoduje niwelowanie negatywnych superhelik- 
sów matrycy, w wyniku tego dochodzi do zaham ow a
nia katalizowanego przez białko DnaA rozwinięcia 
podwójnego heliksu DNA. W tych warunkach nie
zbędne jest dodanie polimerazy RNA i rybonukleoty- 
dów. Doświadczenia in vitro wykazały, że transkrypcja 
startująca z prom otora  znajdującego się w pewnej 
odległości od sekwencji oriC wspomaga katalizowane 
przez białko DnaA rozwinięcie DNA w rejonie boga
tym w pary AT [53, 63]. Zjawisko to nazwano 
aktywacją transkrypcyjną. Doświadczenia in vivo 
wskazują na istotną w inicjacji replikacji DNA rolę 
transkrypcji inicjowanej z prom otora gid zlokalizowa
nego z lewej strony sekwencji oriC [ 13], oraz p rom oto
ra P or/-R znajdującego się w obrębie oriC (Ryc. 2) 
[64], Polimeraza RNA startuje z tych promotorów 
w kierunku przeciwnym do położenia regionu bogate
go w pary AT. W wyniku przesuwania się polimerazy 
RNA, negatywne superheliksy DNA nagromadzają się 
w obrębie sekwencji bogatej w pary AT [65, 66] 
ułatwiając jej destabilizację [13, 64],

Powstanie aktywnego kompleksu inicjującego re
plikację zależną od sekwencji oriC polega na przyłącze
niu białka inicjatorowego DnaA i lokalnym rozwinię
ciu heliksu DNA. Badania biochemiczne wykazały, że 
można to osiągnąć in vitro stosując kilka systemów 
doświadczalnych różniących się liczbą dodawanych 
czynników białkowych. Obecnie trudno jest rozstrzyg
nąć, które białka asystują w inicjacji replikacji in vivo. 
Istnieje oczywiście możliwość, że kom órka w zależno
ści od warunków Fizjologicznych wykorzystuje kilka 
alternatywnych mechanizmów inicjacji replikacji.

II. 4. Białko hamujące inicjację replikacji: IciA 
(inhibitor o f  chromosome initiation)

O d wielu lat panowała opinia, że replikacja DNA 
jest regulowana na poziomie inicjacji jedynie przez 
pozytywny czynnik aktywujący [45]. Białko DnaA ma 
cechy takiego czynnika. Ostatnio wyizolowano i oczy
szczono białko, które specyficznie hamuje replikację 
plazmidu oriC, in vitro [67, 68]. Białko to nazywane 
IciA jest dimerem o masie podjednostki 33 kDa. IciA

wiąże się specyficznie z bogatymi w pary AT sekwenc
jami: L, M i R i chroni ten region przed rozwinięciem 
katalizowanym przez białko DnaA [38]. Z aham ow a
nie replikacji obserwowano jedynie wtedy, gdy białko 
IciA dodano do reakcji przed białkami DnaA, HU 
i IHF. Białko IciA hamuje również rozwijanie heliksu 
DNA w warunkach aktywacji transkrypcyjnej. Stosu
jąc miejscowo specyficzną mutagenazę wykazano zbie
żność pomiędzy powinowactwem IciA do zmutowanej 
sekwencji L, M i R a hamowaniem replikacji in vitro 
[38]. Plazmidy oriC, zawierające sekwencje L, 
M i R zmutowane w taki sposób, że IciA nie wiązało się 
z nimi, wykazywały 10-krotnie podwyższoną liczbę 
kopii w komórce [67]. Bakterie, w których nad- 
produkowano białko IciA charakteryzowały się wol
niejszym wzrostem [68]. Białko IciA może być przeto 
ważnym czynnikiem regulującym częstotliwość inic
jacji replikacji.

III. Powstanie widełek replikacyjnych  

III-l. Helikaza DnaB

Widełki replikacyjne [1, 2] powstają dzięki aktyw
ności helikazy, która rozkręca heliks DNA, rozpo
czynając od regionu sekwencji oriC bogatego w pary 
AT. Jedyną helikazą aktywną w replikacji chrom o
somu E. coli jest produkt genu dnaB [69, 70]. Białko 
DnaB (52 kDa) [71, 72] charakteryzuje się następują
cymi aktywnościami biochemicznymi:

1. Wiąże ATP i w obecności tego nukleotydu two
rzy stabilny heksamer o stechiometrii 6 DnaB-6 ATP 
[73-75],

2. Jest ATPazą aktywowaną w obecności DNA. 
Aktywność ta nie jest specyficzna wobec ATP. DnaB 
hydrolizuje również inne rybonukleotydy [72, 73, 76],

3. Wiąże się z jednoniciowym DNA w obecności 
M g2+ oraz ATP lub rNTP. Nie ulegające hydrolizie 
analogi ATP nie hamują wiązania DnaB z ssDNA. 
Białka SSB hamują wiązanie DnaB z ssDNA [75].

4. Wykazuje aktywność helikazy wymagającą obec
ności ATP lub rNTP. Nie ulegające hydrolizie analogi 
nukleotydów hamują aktywność helikazy. W warun
kach in vitro wykazano, że helikaza DnaB (heksamer) 
rozplata łańcuch DNA, przesuwając się procesywnie 
wzdłuż pojedynczej nici w kierunku 5'-3'. Białka SSB, 
dodane do mieszaniny reagującej po związaniu DnaB 
z jednoniciowym DNA, aktywują helikazę [69, 70].

III-2. Białko DnaC

Produkt genu dnaC jest małym białkiem (30 kDa), 
którego jedyną znaną funkcją jest współdziałanie 
z helikazą DnaB w wiązaniu z matrycą DNA [77, 78].

1. DnaC, podobnie jak DnaB wiąże nukleotydy 
adeninowe, nie posiada jednak aktywności ATPazy [79].

2. Tworzy kompleks z białkiem DnaB (zwany dalej 
kompleksem BC), o stechiometrii 6 DnaB- 6 DnaC- 6
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ATP. Kompleks BC jest trwały w obecności ATP lub 
jego nie ulegających hydrolizie analogów [79, 80],

3. W kompleksie BC dochodzi do zmiany właściwo
ści obu jego komponentów.

Wolne białko DnaC traci aktywność replikacyjną 
w obecność N EM , związku chemicznego reagującego 
z resztkami sulfhydrolowymi. Białko DnaC, w kom 
pleksie z DnaB, przestaje być wrażliwe na obecność 
N E M  [77, 79, 80],

Białko DnaC hamuje ATPazową aktywność DnaB 
oraz obniża wiązanie nukleotydów adeninowych 
z DnaB [81]. Wzrastające ilości DnaC najpierw ak 
tywują, a następnie hamują aktywność helikazy 
DnaB [82],

W porównaniu z wolnym białkiem DnaB, kompleks 
BC ma wyższe powinowactwo wobec jednoniciowego 
DNA. Wiązanie kompleksu BC z jednoniciowym 
DNA wykazano również w obecności białka SSB [82],

III-3. Wiązanie helikazy DnaB z matrycą DNA

Doświadczenia in vitro wykazały, że helikaza DnaB 
może przyłączyć się do matrycy DNA zawierającej 
sekwencję oriC, jedynie w postaci kompleksu BC [83]. 
W ymagana jest również obecność białek DnaA, HU 
oraz SSB. Miejscem wiązania DnaB jest rozwinięta 
sekwencja bogata w pary AT [1, 2], Molekularny 
mechanizm wiązania helikazy nie był dotychczas zna
ny. Ostatnio wykazano, że białko DnaB może bezpo
średnio oddziaływać z białkiem DnaA nawet w nieobe
cności DNA. Wiązanie DnaB z DnaA jest aktywowane 
przez białko DnaC. Wbrew wcześniejszym sugestiom 
[2], nie wykazano bezpośredniego oddziaływania po
między białkami DnaC i DnaA [83], Przeciwciała 
monoklonalne skierowane przeciwko białku DnaA 
hamują wiązanie DnaB z DnaA oraz proces replikacji 
DNA in vitro [83]. Wyniki te wskazują na kluczową 
rolę bezpośredniego oddziaływania pomiędzy biał
kami DnaB i DnaA podczas wiązania helikazy DnaB 
z matrycą DNA. Zagadkowa jest rola białka DnaC 
w tym procesie. Być może DnaC zmienia konformację 
DnaB w taki sposób, że białko to wiąże się bardziej 
efektywnie zarówno z DnaA jak i z jednoniciowym 
DNA, nawet w obecności białek SSB. Po związaniu 
kompleksu BC z DNA dochodzi do dysocjacji białka 
DnaC [82, 83]. Uwolnienie DnaC wymaga praw
dopodobnie ATPazowej aktywności DnaB, ponieważ 
w obecności nie ulegającego hydrolizie analogu 
A TP/S, DnaC  pozostaje związane w kompleksie nuk- 
leoproteinowym nieaktywnym w replikacji DNA [41]. 
Białko DnaC dodane w wysokim stężeniu do wyizolo
wanego kompleksu nukleoproteinowego zawierające
go jedynie białka DnaA i DnaB hamuje replikację in 
vitro [84, 85]. Równo-molowy stosunek białek DnaB 
i D naC jest absolutnie kluczowy dla prawidłowego 
przebiegu replikacji. Podobnie in vivo, nadprodukcja 
białka DnaC jest toksyczna dla bakterii, może jednak 
zrekompensować jej efekt nadprodukując jednocześ

nie białko DnaB [84], Obniżenie stężenia białka DnaC 
jest również szkodliwe dla bakterii. Biochemiczny 
mechanizm działania letalnej, dominującej, mutacji 
w genie dnciB (RC231) [86] polega na konkurencji 
białka DnaBRC231 (niezdolnego do wiązania się 
z DNA) i dzikiego białka DnaB o wiązanie białka 
DnaC. Powstanie nieaktywnego w replikacji kom plek
su DnaBRC231-DnaC prowadzi do obniżenia stężenia 
białka DnaC w komórce i w efekcie do zaham owania 
replikacji [85].

III-4. Rozwinięcie DNA

Dysocjacja białka DnaC z kompleksu oriC DNA- 
-D naA -D naB-D naC aktywuje helikazę DnaB [82,41], 
k tóra katalizuje rozwijanie helisy DNA. Prowadzi to 
do powstania widełek replikacyjnych. Produkt reakcji 
rozwinięcia matrycy DNA in vitro, obserwowano 
stosując mikroskopię elektronową oraz elektroforezę 
agarozową [70, 36]. Katalizowana przez helikazę 
DnaB reakcja rozwijania helisy DNA wymaga obec
ności białka SSB. które stabilizuje powstały jedno- 
niciowy DNA i zapobiega reasocjacji siostrzanych nici. 
Wymagana jest również obecność białka HU, obu 
podjednostek gyrazy (GyrA i GyrB), ATP i M g2 + [36], 
W miarę przesuwania się helikazy dochodzi do na
gromadzenia pozytywnych superheliksów w dotych
czas negatywnie superhelikalnej matrycy DNA. Gyra- 
za będąca topoizomerazą klasy II niweluje pozytywne 
superheliksy DNA, przez to umożliwia wędrówkę 
widełek replikacyjnych [88], W obecności gyrazy, 
helikaza DnaB rozwija do 90% matrycy DNA, zaś 
w nieobecności gyrazy, rozwinięty DNA obserwowano 
jedynie w bezpośrednim sąsiedztwie sekwencji oriC [36],

Losy białka DnaA po etapie dysocjacji białka DnaC 
z kompleksu inicjacyjnego nie są dokładnie znane. 
Stosując przeciwciała anty-DnaA wykazano obecność 
tego białka związanego z rozwiniętą matrycą DNA 
[34], W innych doświadczeniach in vitro pokazano, że 
po oddysocjonowaniu od jednej matrycy DNA te same 
cząsteczki DnaA mogą inicjować replikację innej m at
rycy [42]. Nie wiadomo czy w komórce te same 
cząsteczki DnaA biorą udział w inicjacji kilku kolej
nych cykli replikacji DNA.

IV. Prim osom

IV-1. Białko primaza DnaG

Polimeraza III DNA odpowiedzialna za replikację 
DNA w komórce E. coli nie może rozpocząć reakcji 
polimeryzacji de novo od wolnych deoksyrybonuk- 
leotydów [1]. Podobnie, jak inne polimerazy DNA, 
dla rozpoczęcia syntezy nowej nici DNA wymaga ona 
obecności primerów RNA. Analiza genetyczna wska
zuje na to, że enzymem odpowiedzialnym za syntezę 
primerów jest produkt genu dnaG [89], Białko prima
za D naG  jest monomerem o masie cząsteczkowej 65.6
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kDa [90], Primaza D naG  jest niespecyficzną poli- 
merazą RN A, syntetyzuje bowiem primery zawierające 
zarówno ry b o - ja k  deoksyrybonukleotydy [91]. Nie
którzy badacze uważają, że cecha enzymu sprzyja 
syntezie krótkich primerów. Primery syntetyzowane in 
vivo mają 11( -h/-l) nukleotydów [92]. Podczas re
plikacji chromosom u E. coli primaza wiąże się z m at
rycą DNA w sąsiedztwie białka DnaB [75]. Praw
dopodobnie dochodzi do bezpośredniego oddziaływa
nia primazy D naG  i białka DnaB [157]. Według 
ostatnich doniesień, primaza D naG  rozpoznaje sek
wencję G T C  i od niej rozpoczyna syntezę primera. 
Jednak w obecności białka DnaB primaza jest mniej 
specyficzna i rozpoznaje sekwencję PuPyPy [92],

IV-2. Synteza primerów

Wydajną syntezę primerów RNA na obu niciach 
DNA uzyskano dodając primazę D naG  i rybonuk- 
leotydy do mieszaniny reagującej, pozwalającej na 
otrzymanie rozwiniętej działaniem helikazy DnaB, 
matrycy D N A  (II-4.). Najprostszy układ replikacji in 
vitro odtworzono z dziewięciu oczyszczonych białek: 
DnaA, DnaB, DnaC, Gyr A/B, HU, SSB, DnaG, 
holoenzym polimerazy III DNA [87]. W tych w arun
kach bardzo wydajnie replikują się niewielkie plaz
midy oriC.

Białko D naG  można zastąpić w reakcji replikacji 
plazmidu oriC polimerazą RNA. Wymaga to jednak 
dodania dodatkowych białek (RNaza H i topoizome- 
raza I) warunkujących specyficzność reakcji [93]. 
Tylko w obecności tych białek synteza DNA jest 
całkowicie zależna od obecności białka DnaA i sek
wencji oriC. Polimeraza RNA rozpoczyna transkryp
cję nie tylko w sąsiedztwie sekwencji oriC, lecz również 
w wielu innych rejonach matrycy DNA. Rola RNazy
H, jako  czynnika warunkującego specyficzność, polega 
prawdopodobnie na hydrolizie transkryptów zlokali
zowanych poza sekwencją oriC. Synteza DNA w sys
temie zależnym od polimerazy RNA jest 10-krotnie 
mniej wydajna niż w reakcji zależnej od primazy 
DnaG.

Synteza primerów katalizowana wyłącznie przez 
primazę jest zaham owana w obecności topoizomerazy
I, RNazy H oraz wysokiego stężenia białka HU. 
M ożna ją jednak przywrócić dodając do reakcji poli- 
merazę RNA [93]. Aktywacja przez polimerazę RNA 
nie polega prawdopodobnie na bezpośrednim udziale 
tego enzymu w syntezie primerów. Dochodzi raczej do 
omawianej wcześniej (II-3.) aktywacji transkrypcyjnej 
[53, 63, 13, 64], RNaza H warunkuje w tym układzie 
specyficzność replikacji. Badania genetyczne, oraz d o 
świadczenia z zastosowaniem inhibitorów polimerazy 
RNA in vivo wskazują na istotną rolę tego enzymu 
w replikacji chromosomu bakteryjnego i plazmidów 
oriC [94-96]. Przyjmuje się, że reakcja syntezy prime
rów w obecności primazy D naG  i polimerazy RNA jest 
najbardziej zbliżona do sytuacji fizjologicznej.

V-1. Holoenzym polimerazy III DNA

Synteza obu nici DNA w procesie replikacji chromo
somu E. coli jest katalizowana przez składający się z 10 
podjednostek białkowych kompleks enzymatyczny 
nazwany holoenzymem polimerazy III DN A  (Pol III 
HE) [97, 1, 2]. Katalityczny rdzeń holoenzymu tworzą 
trzy podjednostki: a  (132 kDa), 8 (27 kDa), 0 (10 kDa). 
Aktywność polimerazy syntetyzującej siostrzaną nić 
DNA w kierunku od 5' do 3' warunkuje podjednostka 
a. Podjednostka 8 działając jak egzonukleaza wycina 
nieprawidłowo sparowane nukleotydy w kierunku 
3'-5'. Dzięki takiej aktywności podjednostki 8 holoen
zym Pol III popełnia błąd jedynie raz na 105 syn
tetyzowanych nukleotydów [158]. Rdzeń polimerazy 
III charakteryzuje niska procesywność, to znaczy, że 
enzym nietrwale przyłącza się do matrycy i nie syn
tetyzuje długich odcinków DNA. Jednak w wyniku 
przyłączenia kolejnych podjednostek białkowych: 
i  (71 kDa), y (47 kDa), 6 (35 kDa), 8' (33 kDa), x(\5  
kDa), \\i (12 kDa), tworzą się bardziej procesywne 
formy Pol III. Szczególnie ważna jest podjednostka 
|3 (38 kDa), odpowiedzialna za trwałe przyłączenie 
kompleksu polimerazy do DNA [98]. Holoenzym Pol 
III odtworzony in vitro z 10 oczyszczonych podjednos
tek pozostaje związany z matrycą DNA przez 30 do 40 
min i syntetyzuje długie odcinki DNA z szybkością 750 
nukleotydów na sekundę [100-102]. Szybkość syntezy 
DNA jest porównywalna z tempem replikacji chrom o
somu E. coli in vivo [103]. Ogrom na procesywność 
holoenzymu Pol III umożliwia przebieg procesu re
plikacji DNA, w którym para widełek replikacyjnych 
startuje w przeciwnych kierunkach z regionu oriC 
i okrąża cały chromosom w czasie 42 min [104].

V-2. Replisom

Główny problem w procesie syntezy potomnych nici 
DNA polega na tym, że polimeraza DN A  może 
syntetyzować nowy łańcuch tylko w jednym kierunku 
od końca 5' do 3'. W związku z tym synteza jednej nici 
DNA zachodzi w kierunku ruchu widełek replikacyj
nych (nić wiodąca), drugiej zaś w kierunku przeciwnym 
(nić opóźniona) [1]. Omówione właściwości biochemi
czne holoenzymu Pol III (V-1.) sugerują, że jest on 
idealnie przystosowany do syntezy nici wiodącej. Raz 
przyłączony do matrycy DN A  w pobliżu primera RNA 
dobudowuje do jego końca 3' kolejne deoksyrybonuk
leotydy. Wyjątkowa procesywność holoenzymu umoż
liwia syntezę całej wiodącej nici DN A  bez odrywania 
się od matrycy. Katalizowaną przez holoenzym Pol III 
reakcję syntezy wiodącej nici DNA odtworzono in 
vitro w obecności ATP, M g 2 + , deoksyrybonukleoty- 
dów oraz jednoniciowej matrycy DNA z przyłączo
nym krótkim primerem RNA [105, 106],

Nić opóźniona syntetyzowana jest w sposób nieciąg-

V. Elongacja

POSTĘPY BIOCHEMII 40(4), 1994 205http://rcin.org.pl



ły. Polimeraza DNA odrywa się od matrycy po 
zakończeniu syntezy odcinka DNA (fragment O kaza
ki) i ponownie łączy się z nią w sąsiedztwie następnego 
primera [1], Syntezę fragmentów Okazaki stwierdzo
no badając replikacją in vitro, w układzie w którym 
jedyną polimerazą DNA był holoenzym Pol III [18], 
co wykazuje, że holoenzym Pol III może syntetyzować 
obie siostrzane nici DNA.

Szereg doświadczeń biochemicznych wskazuje na 
to, że dwie cząsteczki holoenzymu różniące się składem 
podjednostek tworzą asymetryczny dimer (Ryc. 3) 
[106, 97, 2], w obrębie którego z matrycą nici wiodącej 
jest trwale związana wysoce procesywna forma en
zymu. Dzięki połączeniu z drugą cząsteczką holoen
zymu, dimer może poruszać się zgodnie z ruchem 
widełek replikacyjnych. Matryca nici opóźnionej po 
zakończeniu syntezy fragmentu Okazaki może od- 
dysocjować od enzymu bez naruszania struktury dime- 
ru. W kolejnych cyklach powstający, w wyniku ruchu 
widełek replikacyjnych, jednoniciowy fragment tej 
matrycy tworzy pętle, na której primaza syntetyzuje 
primer —  wydłużany następnie przez polimerazę 
DNA. Poprzez zapętlenie matrycy nici opóźnionej, 
kierunek syntezy DNA zmienia się o 180° i staje się 
zgodny z kierunkiem ruchu widełek. Hipoteza ta jest 
bardzo atrakcyjna, wyjaśnia bowiem w jaki sposób 
obie siostrzane nici mogą być syntetyzowane w tym 
samym czasie przez jeden enzym. Obecnie, w wielu 
laboratoriach trwają prace mające na celu odtworzenie 
dimeru Pol III z oczyszczonych podjednostek, zbada
nie jego struktury i mechanizmu, który reguluje syn
tezę opóźnionej nici DNA [102, 107-115].

Model asymetryczny dimeru lokalizuje holoenzym 
w pobliżu helikazy DnaB i primazy. W związku z tym 
przyjęto, że białka te tworzą wieloenzymatyczny kom 
pleks replisom [116], który może jednocześnie roz
wijać helisę DNA, syntetyzować primery RNA i obie 
siostrzane nici DNA. Badania biochemiczne pokazały, 
że holoenzym Pol III i helikaza DnaB są trwale 
związane z DNA, zaś primaza przyłącza się do re- 
plisomu na początku cyklu syntezy kolejnego primera 
[108]. Replisom może być formowany na etapie inic
jacji replikacji prawdopodobnie z udziałem białka 
DnaA. Wyniki badań genetycznych wskazują na m oż
liwość bezpośredniego oddziaływania pomiędzy biał
kiem DnaA a podjednostką x polimerazy III DNA, 
kodowaną przez gen dnaX  [117].

V-3 Usuwanie primerów i ligacja DNA

Holoenzym Pol III syntetyzuje opóźnioną nić DNA, 
nie może jednak usunąć primerów RNA i wypełniać 
pozostających po nich luk. Funkcję tę pełni polimeraza 
I D N A  (Pol I). Jest to pojedynczy polipeptyd o masie 
103 kD a [1], posiadający trzy główne aktywności 
enzymatyczne:

1. polimerazy DNA dobudowującej deoksyrybo- 
nukleotydy do końca 3' primera RNA,

Ryc. 3. Schemat struktury replisomu — wieloenzymatycznego 
kompleksu syntetyzującego synchronicznie obie potomne 
nici DNA.

2. egzonukleazy 3'-5', korygującej błędnie sparow a
ne nukleotydy,

3. egzonukleazy 5'-3' degradującej sparowane z m a
trycą fragmenty DNA lub RNA o długości do 10 par 
zasad.

Pol I przyłącza się do przerw w nici DNA pozo
stających po syntezie fragmentów Okazaki, wypełnia 
te luki, jednocześnie usuwając primery. W mieszaninie 
reagującej złożonej z oczyszczonych enzymów —  co 
stanowi próbę odtworzenia naturalnego środowiska 
reakcji —  degradacja primerów jest aktywowana 
w obecności RNazy H [34], Enzym ten praw dopodob
nie wspomaga egzonukleolityczną aktywność Pol I. 
RNaza H nie może jednak całkowicie zastąpić Pol I, 
ponieważ jedynie polimeraza I D N A potrafi usunąć 
ostatni rybonukleotyd primera [118, 119], Polimeraza 
DNA I nie może połączyć wiązaniem dwuestrowym 
sąsiadujących ze sobą sparowanych nukleotydów. 
Produktam i reakcji katalizowanej przez holoenzym 
Pol III i Pol I są dwie potomne dwuniciowe cząsteczki 
D N A zawierające przerwy w miejscach rozpoczęcia 
syntezy primerów.

Ligaza DNA, m onom etr o masie 75 kD a [120, 121], 
katalizuje syntezę wiązania dwuestrowego pomiędzy 
sąsiadującymi ze sobą, sparowanymi, nukleotydami. 
Źródłem energii w tej reakcji jest hydroliza jednej 
cząsteczki N A D  na każde powstające wiązanie dwues- 
trowe.
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VI-1. Sekwencje terminatorowe ter i białko Tus 
(terminator utilization substance)

D wukierunkowa replikacja chromosomu bakteryj
nego rozpoczyna się od sekwencji oriC (84 min. mapy 
genetycznej E. coli) a kończy się gdy widełki replikacyj- 
ne spotykają się w regionie terminatorowym (28.5-33.5 
min.) [122, 123]. Region terminatorowy E. coli ma 350 
par zasad długości, po jego obu stronach zlokalizowa
ne są powtórzone 22- nukleotydowe sekwencje ter
minatorowe, nazwane odpowiednio ter A, terB, terC, 
terD. Ruch widełek replikacyjnych ulega zatrzymaniu 
w obrębie regionu terminatorowego. Region ten działa 
jak  swoista pułapka. Taki mechanizm umożliwia za
kończenie replikacji zawsze w tym samym miejscu, 
nawet wtedy gdy jedne z widełek przesuwają się 
wolniej. Zatrzymanie ruchu widełek replikacyjnych 
jest uzależnione od orientacji sekwencji ter. Para 
sekwencji terC i terB hamuje widełki przesuwające się 
zgodnie z ruchem wskazówek zegara, zaś para ter A 
i terD hamuje widełki poruszające się w przeciwnym 
kierunku [124, 125].

Działanie sekwencji terminatorowej ter jest uzależ
nione od obecności białka Tus [126]. Produkt genu 
tus, to białko zasadowe o masie cząsteczkowej 36 kD a 
wiążące się specyficznie z sekwencją ter. Dwie grupy 
badaczy wykazały niezależnie, że białko Tus związane 
z sekwencją ter jest inhibitorem helikazy DnaB [127, 
128]. Obecność samej sekwencji ter, bez względu na jej 
orientację, nie ma wpływu na aktywność helikazy 
DnaB. Białko Tus hamuje aktywności helikazy DnaB 
tylko wtedy, kiedy sekwencja ter występuje w specyfi
cznej orientacji, w tej samej, w której widełki re- 
plikacyjne hamowane są in vivo [127, 128]. Nie ma 
natomiast zgody co do mechanizmu działania Tus. 
Według jednej hipotezy kompleks Tus-DNA stanowi 
przeszkodę uniemożliwiającą dalszy ruch helikazy 
[128], Alternatywna hipoteza zakłada bezpośrednie 
oddziaływanie pomiędzy białkiem DnaB i specyficznie 
zorientowanym dzięki wiązaniu z sekwencją ter, biał
kiem Tus [127]. Fizjologiczna rola omówionego me
chanizmu terminacji nie została dotychczas wyjaś
niona. Wiele genomów: bakteriofag lambda, plazmid 
C oIE  1, wirus SV40, nie posiadają takiego mechaniz
mu. Delecja sekwencji ter [129] i unieczynnienie, na 
drodze mutacji białka Tus nie mają wpływu na replika
cję plazmidów oriC [128]. Być może omówiony me
chanizm terminacji jest istotny w replikacji dużego 
chrom osom u bakteryjnego ze względu na jego skom
plikowaną topologię. Możliwe, że sekwencje ułatwia
jące rozdzielenie potomnych cząsteczek DNA zlokali
zowane są w obrębie regionu terminatorowego.

VI-2. Rozdzielenie potomnych cząsteczek D NA

Po zakończeniu procesu syntezy nici potomnych,

VI. Terminacja DNA ma postać dwóch kowalencyjnie zamkniętych, 
kolistych, splecionych ze sobą cząsteczek. Cząsteczki te 
muszą ulec rozdzieleniu, czyli dekatenacji podczas 
ostatniego etapu replikacji. Jeżeli obie cząsteczki po to 
mne nie mają nacięć w łańcuchach DNA, to jedynie 
topoizomerazy klasy II mogą katalizować dekatenację 
[130, 131]. U bakterii E. coli występują dwa enzymy 
należące do tej klasy; gyraza i niedawno odkryta 
topoizomeraza IV (produkt genów parC i parE) [132]. 
O ba  białka wykazują wysoki stopień homologii i są 
dimerami złożonymi z dwóch różnych podjednostek. 
Jedynie gyraza, w odróżnieniu od topoizomerazy IV, 
katalizuje reakcję wprowadzania negatywnych super- 
heliksów do cząsteczki DNA.

Dotychczas uważano, że wyłącznie gyraza katalizuje 
rozdzielenie potomnych cząsteczek DNA powstałych 
w wyniku replikacji chromosomu bakteryjnego [133- 
135]. Wskazywały na to badania genetyczne, gdyż 
jednym z fenotypowych efektów niektórych mutacji 
w genach kodujących podjednostki gyrazy (GyrA 
i GyrB) są zaburzenia rozdziału (partitioniny) chrom o
somów potomnych. W doświadczeniach biochemicz
nych, w których gyraza była jedynym białkiem należą
cym do II klasy topoizomeraz uzyskano rozdzielenie 
potomnych minichromosomów zawierających sek
wencje oriC [34], Proces ten nie był jednak wydajny. 
Jedynie 30% replikujących się minichromosomów 
ulegało rozdzieleniu. Wykazano również, że w obecno
ści białka HU, gyraza katalizuje dekatenację dimerów 
DNA, będących produktami replikacji plazmidu 
pBR322 [135]. Mutcje w genach parC  i parE kodują
cych topoizomerazę IV, powodują akumulację super- 
helikalnych dimerów DNA będących produktami re
plikacji plazmidów w komórce E. coli i Salmonella 
tiphimurium [136], Zaobserwowano, że nie wszystkie 
mutacje w genach yyrAB  prowadzą do zaburzeń 
rozdziału potomnych chromosomów. Zahamowanie 
aktywności gyrazy, poprzez dodanie inhibitorów tego 
enzymu do hodowli bakteryjnej, nie prowadzi do 
akumulacji katenatów chromosomów [137], Na pod
stawie tych danych przyjmuje się, że w procesie 
rozdziału potomnych chromosomów czynne są dwie 
topoizomerazy klasy II. Gyraza miałaby działać na 
etapie inicjacji i elongacji, wprowadzając negatywne 
superheliksy i usuwając nagromadzające się w re
plikowanej cząsteczce DNA pozytywne superheliksy. 
Topoizomeraza IV zaś, byłaby głównym enzymem 
odpowiedzialnym za dekatenację produktów replika
cji [136, 138]. Dalsze badania pokażą czy przed
stawiona hipoteza jest prawdziwa.

VII. Rola białek szoku term icznego-hsp (beat 
shock pro teins)  w replikacji D N A

Wyniki badań genetycznych wskazują na istotną 
rolę białek szoku termicznego w replikacji chrom o
somu bakteryjnego i innych genomów replikujących 
się w komórce E. coli. Mutacje w genach kodujących
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białka hsp: dnaK, grpE, dnaJ, groEL  i groES  powodują 
zaburzenie lub zahamowanie procesu replikacji chro
mosomu E. coli [139-141], Ponad to, mutacje w genach 
kodujących białka biorące bezpośredni udział w pro 
cesie replikacji (dnaA i ssb) są suprymowane w wyniku 
nadprodukcji białek G roE L  i G roE S [142-144],

Biochemiczny mechanizm działania białek hsp zo
stał najlepiej poznany w replikacji D N A  fagów A. i PI. 
Doświadczenia in vitro wykazały, że w obu przypad
kach białka hsp katalizują częściową dysocjację kom 
pleksów białek replikacyjnych [145-148], Replikacja 
plazmidu oriC in vitro, nie wymaga obecności białek 
szoku termicznego [34], Dodanie do reakcji jed 
nego z białek hsp lub ich kombinacji nie zmienia ani 
wydajności, ani też kinetyki syntezy D NA  [41]. P raw 
dopodobnie białka hsp nie uczestniczą bezpośrednio 
w replikacji chromosomu E. coli. Białka te mogą 
jednak stabilizować lub wpływać na proces syntezy 
enzymów replikacyjnych. Jednym z takich enzymów 
jest białko inicjatorowe DnaA. Inkubacja monomeru 
DnaA w temperaturze 30°C prowadzi do agregacji 
białka i jego inaktywacji. Wykazano, że w tych w arun
kach obecność białka G roE L  lub D naK  skutecznie 
chroni DnaA przed agregacją [41]. Białko D naK  
katalizuje również dysocjację agregatów i przywraca 
aktywność replikacyjną DnaA [41, 149], Niektóre 
temperaturowrażliwe mutanty DnaA (dnaA46, dnaA5) 
są nieaktywne w reakcji replikacji badanej w mieszani
nie reagującej złożonej tylko z oczyszczonych en
zymów. Dodanie do tej mieszaniny reagującej białek 
DnaK  i G rpE  prowadzi do aktywacji zmutowanych 
form DnaA [150-152], Molekularny mechanizm dzia
łania białek hsp na białko DnaA nie jest dokładnie 
poznany. M ożna jednak przypuszczać, że jest on 
związany z „opiekuńczą” (molecular chaperones) rolą 
tych białek chroniących polipeptydy przed denatura- 
cją termiczną i agregacją [153],

Zwiększenie wewnątrzkomórkowego stężenia biał
ka inicjatorowego DnaA powinno prowadzić do wzro
stu częstotliwości inicjacji replikacji DNA. Okazało  się 
jednak, że obserwowany efekt był znacznie mniejszy 
niż oczekiwano. Pięciokrotny wzrost syntezy białka 
DnaA spowodował zwiększenie częstotliwości inicjacji 
replikacji jedynie o 20% [154], N adprodukcja  białka 
DnaA może prowadzić do powstania dużych ilości 
zagregowanej, nieaktywnej, formy tego białka [41]. 
Prawdopodobnie białka hsp asystują w procesie p ra 
widłowego zwijania (folding) polipeptydu DnaA. 
W warunkach jego nadprodukcji stężenie białek hsp 
w komórce może być zbyt niskie, aby mogły one 
skutecznie „dopilnować” zwijania każdej syntetyzowa
nej cząsteczki DnaA. Jest również możliwe, że białka 
hsp kontrolują stężenie aktywnej formy DnaA, a przez 
to pośrednio wpływają na częstotliwość inicjacji re
plikacji.

Białka hsp mogą również wpływać na syntezę 
innych białek biorących udział w replikacji. Ostatnio 
wykazano wpływ mutacji w genach dnaK, dnaJ  i grpE

na stężenie podjednostki e polimerazy III DN A  oraz 
RNazy H [155]. Obecnie trudno rozstrzygnąć, czy 
efekty fenotypowe w genach kodujących białka hsp na 
replikację chromosomu bakteryjnego odzwierciedlają 
specyficzną rolę tych białek w replikacji DNA, czy też 
jest to wynik ogólnej funkcji białek szoku termicznego, 
polegającej na asystowaniu w prawidłowym zwijaniu, 
transporcie komórkowym i ochronie przed denatura- 
cją polipeptydów [139, 140].

VIII. Podsum owanie

Proces replikacji chromosomu E. coli jest fascynują
cym tematem badawczym. Pomimo wielu lat badań, 
nadal nie rozumiemy biochemicznego mechanizmu 
inicjacji replikacji. Poznano wprawdzie szereg czyn
ników, które prawdopodobnie odpowiedzialne są za 
inicjację replikacji: s truktura i topologia matrycy 
DNA, stan metylacji matrycy, oddziaływanie kom 
pleksu inicjacyjnego z błoną kom órkow ą i regulatora
mi metabolizmu komórkowego. Udało się również 
odtworzyć proces inicjacji replikacji in vitro, lecz nadal 
nie wiadomo czy znane są wszystkie czynniki biorące 
w nim udział. Ostatnio znaleziono kolejne białko-Rob 
(right oriC binding) wiążące się z sekwencją oriC, 
którego rola fizjologiczna jest zupełnie nieznana [156], 
Podobna sytuacja jest z każdym kolejnym etapem 
replikacji DNA.

Dla biologii molekularnej replikacja chromosomu 
E. coli stała się takim klasycznym obiektem badaw 
czym, jakim jest glikoliza w drożdżach dla biochemii. 
Możliwość badania roli oddziaływań białko-białko, 
białko-DNA, wpływu topologii DNA  i roli błon 
komórkowych w replikacji chromosomu w układzie 
doświadczalnym o znanych i sprawdzonych skład
nikach, powinna doprowadzić do lepszego zrozumie
nia mechanizmów regulacji cyklu komórkowego.

Artykuł otrzymano 15 lutego 1994 r. 
Zaakceptowano do druku 8 lipca 1994.
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Wykaz stosowanych skrótów: hsp — białko szoku termicz
nego, HSR — regiony o dużej częstotliwości mutacji, PCR 
—  ang. p o lym era se  cha in  rea c tio n  (synteza łańcuchowa 
fragmentów DNA przy użyciu polimerazy i specyficznych 
primerów), S — sekwencjonowanie, H O T  — ang. h y d ro - 
x y la m in e  h y d ro ch lo r id e  an d  o sm iu m  te tro x id e  rea c tion , 
D G G E  — ang. d en a tu r in g  g ra d ien t ge l e lec tro p h o res is  (gra
dientowa elektroforeza denaturująca), C D G E  — ang. cons- 
ta n t d e n a tu ra n t gel e lec tro p h o res is  (stałostężeniowa elektro
foreza denaturująca), SSCP — ang. sing le  s tra n d  confor-  
m a tio n  p o lym o rp h ism  (jednoniciowy polimorfizm konforma- 
cyjny).

I. W stęp

Badania zmierzające do rozwiązania problemu po
wstawania nowotworów doprowadziły w ostatnich 
latach do identyfikacji nowotworowych genów sup- 
resorowych. Odkrycie genów hamujących podziały 
komórkowe wzbogaca naszą wiedzę o uwarunkow a
niach genetycznych choroby nowotworowej oraz po
zwala lepiej zrozumieć normalne mechanizmy regulu
jące wzrost. Intensywne badania tej właśnie grupy 
genów zmierzają w kierunku opracowania metod 
prognostycznych, diagnostycznych, jak i terapii nowo
tworowej bazującej na odkrytych genetycznych zależ
nościach. Genem skupiającym uwagę wielu badaczy 
jest gen p53 i jego białkowy produkt. Białko roku 1993 
[1] stanowi interesujący obiekt badawczy ze względu

1 Mgr, Katedra Biochemii, Uniwersytet Gdański, Kładki 24, 
80-822 Gdańsk, 2 prof., U301 IN SERM , 27 rue J. Dodu,
75010 Paris, France
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na częste występowanie w przypadku wielu chorób 
nowotworowych zmutowanej, a tym samym nieaktyw
nej formy białka p53. Pomim o intensywnych badań 
rola białka p53 w cyklu komórkowym nie jest do 
końca wyjaśniona. Gen p53, uważany początkowo za 
onkogen, okazał się w rzeczywistości być genem sup- 
resorowym, hamującym inwazyjny wzrost komórek 
[2-6]. W niniejszej pracy zostaną przedstawione trzy 
główne rodzaje analizy białka p53, tj. analiza moleku
larna, immunohistochemiczna i serologiczna oraz m o
żliwości ich praktycznego wykorzystania.

II. Analiza m olekularna genu p53

Badania nad molekularnymi podstawami chorób 
nowotworowych wskazują, że są one wynikiem aku
mulacji mutacji w genach, istotnych z punktu widzenia 
prawidłowego funkcjonowania komórki. Geny te zali
czane są do klasy onkogenów i genów supresorów 
transformacji nowotworowej.

II-l. Częstotliwość występowania mutacji w genie 
p53

Powszechnie obserwowanym defektem genowym 
w komórkach rakowych są mutacje w genie p53, które 
pozostają w związku przyczynowym z procesem kan- 
cerogenezy. Z wielu obserwacji wynika również, że 
mutacjom w genie p53 towarzyszy utrata allelu nie- 
zmutowanej formy p53 , co w efekcie końcowym d o 
prowadza do utraty supresorowej funkcji białka [7, 8].
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W dwunastu najczęściej spotykanych nowotworach 
zidentyfikowano mutacje somatyczne w genie p53 
występujące ogółem u 40 do 45% pacjentów [9, 10] 
z różną częstotliwością, zależną od rodzaju nowo
tworu (Tabela 1). Ponadto  mutacje genu p53 występują 
u pacjentów z tzw. syndromem Li-Fraumeni (LFS), 
którzy charakteryzują się dziedzicznymi skłonnościa
mi do zapadania na choroby nowotworowe w młodym 
wieku [11, 12]. Mutacje w genie p53 należą głównie do 
mutacji punktowych zmiany sensu warunkujących 
ekspresję zmutowanego białka [9]. Mutacje te, o nega
tywnie dominującym efekcie wpływającym na redukcję 
funkcjonalnych tetramerów, są jednym z pięciu mecha
nizmów inaktywacji genu p53 i jego produktu  biał
kowego przedstawionych przez V o g e l s t e i n a  
i K i n z l e r a  [13]. Drugi mechanizm związany jest 
z delecją allelu w locus p53 redukującą ekspresję 
i powstawanie tetrameru, co prowadzi do spadku 
ekspresji genów hamujących podziały komórkowe. 
Mutacje nonsensowne lub typu splice site są od
powiedzialne za skrócenie produktu białkowego genu 
p53, uniemożliwiając tym samym oligomeryzację i po
wstawanie aktywnej formy tetrameru. Kolejny, czwar
ty mechanizm polega na oddziaływaniu białka p53 
z produktam i wirusów onkogennych wywołującymi 
inaktywację białka p53 na skutek związania się z p53 
i jego degradację. Ostatecznie produkt genu p53 może 
być zmieniony w wyniku wzmocnionej ekspresji genu 
mdm-2, k tóra interferuje z aktywnością białka p53. 
Konsekwencją braku prawidłowo funkcjonującego 
białka p53 jest utrata kontroli nad podziałami kom ó
rki i naprawą uszkodzeń DNA, prowadząca do grom a
dzenia aberacji chromosomowych i rozwoju transfor
macji nowotworowej.

Przeprowadzone do tej pory analizy pozwoliły zlo
kalizować około 3000 mutacji w genie p53. Badania 
N i g r o i w s p . [7] wskazują, że 95% mutacji zgro
madzonych jest w centralnej części genu, z czego 57% 
może być znaleziona w czterech regionach (A-D)
0 dużej częstości mutacji (ang. hot-spot regions (HSR)), 
które to regiony zlokalizowane są w czterech z pięciu, 
wysoce konserwatywnych ewolucyjnie, domenach. 
Późniejsze badania C a r o n  d e  F r o m e n t e l
1 S o u s s i [10] ujawniły nieznany dotąd region HSR 
często ulegający mutacjom, zwłaszcza w przypadku 
raka płuc, tzw. HSR A'. Spośród pięciu powyżej 
zdefiniowanych regionów HSR można wyróżnić trzy 
kodony najczęściej ulegające mutacjom, a odpow iada
jące Arg175, Arg248 i Arg273. Niektóre z somatycznych 
mutacji w genie p53 wykazują wysoką specyficzność 
tkankową zależną od substancji kancerogennych [83], 
Przykładem jest aflatoksyna B[ wywołująca transwer- 
sję G - > T w  kodonie 249 specyficzną dla raka wątro- 
bowokomórkowego [84], Mutacja dwóch przylegają
cych par zasad typu CC —► TT oraz mutacja polegająca 
na transwersji G -> T są charakterystyczne dla raka 
skóry [85, 86], Ponadto, transwersje G -> T występują 
z dużą częstotliwością w przypadku nowotworów 
tytoniozależnych, jak rak płuc, przełyku, głowy i szyi 
[22, 87]. Region HSR szczególnie często ulegający 
mutacjom, zlokalizowany pomiędzy kodonem 245 
a 251, wraz z rodzajami mutacji i wywołującymi je 
czynnikami mutagennymi przedstawiony jest na ryci
nie 1. Spektrum mutacji genu p53 jest różne w przypad
kach poszczególnych rodzajów nowotworów, dlatego 
analiza rodzaju mutacji może dostarczyć istotnych

II-2. Rozkład mutacji w genie p53

-  GGC - A T ® -  AAC -03G  —Ag-g -CCC -ATC -
-  £ *G -  TAC- TTG- G g :-  TCC -  GGG -TAG  -

246 248 \ 249 250

Ryc. 1. Region o dużej częstotliwości m utacji (pom iędzy kodonem  245 a 251), z zaznaczeniem  rodzaju m utacji oraz czynnika m utagennego.
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informacji odnośnie etiologii choroby nowotworowej 
oraz zdefiniować regiony białka p53, istotne dla peł
nienia właściwych temu białku funkcji biologicznych. 
Częstotliwość mutacji w genie p53 wzrasta wraz ze 
stopniem zaawansowania nowotworu i tak np. w przy
padku raka jelita grubego ilość mutacji punktowych 
rośnie w miarę przemiany guza niezłośliwego (adeno- 
ma) w formę złośliwą (carcinoma) [88]. Jakkolwiek 
mutacje w genie p53 spotykane są we wczesnych 
stadiach transformacji nowotworowej [89, 90], to 
jednak ich największa częstotliwość obserwowana jest 
w przypadku nowotworów o niskim stopniu zróż
nicowania, co pozwala na wykorzystanie tej cechy 
w prognostyce [91, 92], Rozkład mutacji w genie p53 
w przypadku różnych chorób nowotworowych z za
znaczonymi konserwatywnymi domenami przedsta
wiony jest na rycinie 2.

II-3. Stosowane metody

Zdolność efektywnego wykrywania mutacji w genie 
p53 ma duże znaczenie kliniczne ze względu na moż
liwość detekcji mutacji w skłonnościach dziedzicznych,

umożliwiając tym samym identyfikację pacjentów 
o wysokim ryzyku zachorowalności na raka. Ponadto, 
analiza wykrytych mutacji stanowi materiał do inten
sywnych badań zmierzających do określenia klinicz
nego znaczenia mutacji w genie p53. Powszechnie 
stosowaną techniką biologii molekularnej pozwalają
cą na analizę mutacji w genie p53 jest bezpośrednie 
sekwencjonowanie uprzednio zamplifikowanych me
todą PCR  sekwencji DNA genu p53. Pomimo, że jest 
to m etoda bardzo czuła, pozwalająca na dokładną 
lokalizację oraz określenie charakteru mutacji, duży 
nakład czasu oraz pracy przy użyciu tej techniki 
spowodował rozwój nowych metod zaliczanych do 
tzw. metod pośrednich. Detekcja substytucji jednej 
pary zasad jest możliwa poprzez wykonanie przy 
użyciu RNAazy cięcia pojedynczej nici RNA w kom 
pleksie RNA:DNA [93]. Oddziaływanie zasad pirymi
dynowych tymidyny i cytozyny z substancjami chemi
cznymi w heterodupleksach DNA :D N A  umożliwiło 
opracowanie chemicznej metody detekcji mutacji, tzw. 
metody H O T  (ang. hydroxylamine hydrochloride and 
osmium tetroxide reaction). Tymidyna i cytozyna, 
w miejscach błędnego dopasowania (ang. mismatch)

Ryc. 2. Rozkład mutacji w genie p53 człowieka w przypadku różnych rodzajów  now otw orów . Oś odciętych reprezentuje 393 kodony genu p53, 
a oś rzędnych przedstaw ia ilość m utacji przypadającą na poszczególny kodon. Liczby rzymskie (I-V) oznaczają położenie 
konserw atyw nych dom en genu p53, natom iast N całkow itą ilość m utacji.
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T abela  1
M etoda  analizy m olekularnej oraz częstotliwość m utacji w genie p53 spotykana w przypadku dw unastu  najczęściej występujących now otw orach

Lp Rodzaj now otw oru
C zęstotliw ość
w ystępow ania

0//o

M etoda analizy
Częstotliwość 
zm ian w genie 

p53
Autorzy Piśm ien

nictwo

wg Park in  i wsp. 1993 [14] wg Soussi i wsp. 1994 [15]

1 rak płuc drobnoko- 11.8 S 11/15 T akahashi i wsp.. 1991 [16]
m órkow y S 16/20 D’Amico i wsp., 1992 [17]

s 20/27 Miller i wsp., 1992 [18]
SSCP (4-9) 6/10 Hensel i wsp., 1991 [19]
SSC P (2-11) 23/27 Sam eshim a i wsp., 1992 [20]
SSC P (5,7-8) 18/28 Lohm ann i wsp., 1993 [21]

w ielkokom órkow y S 14/30 Suzuki i wsp., 1992 [22]
RN aza/S 23/51 C hiba i wsp., 1990 [23]
SSCP 60/115 K ishim oto i wsp., 1992 [24]
SSCP (5-8) 57/77 M itsudom i i wsp., 1992 [25]
SSCP 35/71 H orio i wsp., 1993 [26]

2 rak żołądka 9.9 s 6/10 Kim i wsp., 1991 [27]
s (5-9) 7/12 M atozaki i wsp., 1992 [28]
D G G E  (5-8) 15/29 Renault i wsp., 1993 [29]
C D G E  (5-9) 3/9 Seruca i wsp., 1992 [30]
SSCP 9/24 T am ura i wsp., 1991 [31]
SSC P (5-11) 6/12 Y am ada i wsp., 1991 [32]

3 rak sutka 9.4 S (5, 7-8) 2/13 Chen i wsp., 1991 [33]
S (5-8) 7/49 D avidoff i wsp., 1991 [34]
S (5-9) 4/11 Kovach i wsp., 1991 [35]
S (1-11) 7/27 Moll i wsp. 1992 [36]
s (5-9) 14/44 Som m er i wsp., 1992 [37]
H O T  (5-9) 41/137 Coles i wsp., 1992 [38]
C D G E  (5-9) 11/32 Borresen i wsp., 1991 [39]
C D G E  (5, 7-8) 18/109 T horlacius i wsp., 1993 [40]
SSCP (4-9) 11/26 O sborne i wsp., 1991 [41]
SSC P (5-9) 10/59 R unnebaum  i wsp., 1991 [42]
SSCP (2, 5-9) 18/96 M azars i wsp., 1992 [43]

4 rak jelita  grubego 8.9 S (5-9) 23/33 Baker i wsp., 1990 [8]
S (5-9) 5/7 Rodriges i wsp., 1990 [44]
S (4-9) 8/14 Ishioka i wsp., 1991 [45]
S (5-8) 16/24 Shaw i wsp., 1991 [46]
S (5-9) 10/15 C unningham  i wsp., 1992 [47]
C D G E  (5-9) 14/33 Lothe i wsp., 1992 [48]
D G G E  (5-8) 49/90 Ham elin i wsp., 1993 [49]
SSCP (5-8) 45/96 K ikuchi-Y anoshita i wsp., 1992 [50]
SSCP (5-9) 84/149 Peidano i wsp., 1993 [51]

5 rak szyjki macicy 5.7 S 2/8 C rook i wsp., 1991 [52]
s 2/2 Scheffner i wsp., 1991 [53]
s 3/24 C rook i wsp., 1992 [54]
SSCP (5-8) 2/36 Fujita i wsp., 1992 [55]

6 rak gardła 5.4 brak danych

7 chłoniaki 4.2 S 9/27 G aidano  i wsp., 1991 [56]
SSCP (5-8) 10/12 Farrell i wsp. 1991 [57]
SSCP (5-8) 10/27 Bhatia i wsp., 1992 [58]

8 rak w ątrobow oko- 4.1 S (5-8) 5/10 Bressac i wsp., 1990 [59]
m órkow y S (5-8) 8/16 Hsu i wsp., 1991 [60]

S (5-8) 20/61 Sheu i wsp., 1992 [61]
S (5-8) 2/15 Hollstein i wsp., 1993 [62]
SSC P (2-11) 7/43 M urakam i i wsp., 1991 [63]
SSCP (5-8) 10/50 Buetow i wsp., 1992 [64]
SSCP (5-8) 17/26 O da i wsp., 1992 [65]
SSCP (5-8) 49/169 O da i wsp., 1992 [66]
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9 rak przełyku 4.0 S (5-8)
S (5-8)
S (5-9)
SSCP (5-8) 
SSCP (5-8) 
SSCP (2-11)

15/34
5/10
7/18
6/24

14/25
15/32

Hollstein i wsp., 1990 
Bennett i wsp., 1991 
Hollstein i wsp., 1991 
C asson i wsp., 1991 
H uang i wsp., 1993 
W agata i wsp., 1993

[67]
[68]
[69]
[70]
[71]
[72]

10 rak gruczołu k ro k o  3.8 SSCP (4-9) 9/14 Bookstein i wsp., 1993 [73]
wego SSCP (4-9) 1/10 Effert i wsp., 1993 [74]

11 rak pęcherza m oczo 3.2 S (5-9) 11/18 Sidransky i wsp., 1991 [75]
wego SSCP (4-11) 8/23 Fujim oto  i wsp., 1992 [76]

SSCP (5-8) 29/80 Spruck i wsp., 1993 [77]

12 białaczka 2.8 różna mniejsza Fenaux i wsp., 1991 [78]
niż 10% G aidano  i wsp., 1991 [79]

Jonveaux i wsp., 1991 [80]
Soussi i Jonveaux, 1991 [81]
Fenaux i wsp., 1992 [82]

w heterodupleksach DNA w odpowiedniej reakcji 
chemicznej, ulegają modyfikacjom umożliwiającym 
cięcie z wykorzystaniem piperydyny [94, 95]. Zależna 
od składu zasad zdolność denaturacji dwuniciowego 
DNA w różnych temperaturach i stężeniach substancji 
denaturującej leży u podstaw metody D G G E  [96] i jej 
wariantu C D G E  [97] (ang. denaturing gradient gel 
electrophoresis oraz constant denaturant gel electrop
horesis). Różnica w migracji pojedynczych nici DNA 
w żelu poliakryloamidowym, wynikająca z odmiennej 
drugorzędowej struktury pojedynczej nici DNA zależ
nej od składu zasad, pozwoliła na opracowanie tech
niki SSCP (ang. single strand conformation polymorp
hism) [98, 99], Każda z powyżej przedstawionych 
technik jest powszechnie stosowana do identyfikacji 
mutacji w genie p53 (Tabela 1). SSCP i C D G E  są 
technikami szybkimi oraz czułymi w 90%, niemniej 
jednak każdy ekson musi być analizowany niezależnie. 
Metoda H O T  umożliwia jednorazową analizę znacz
nie większych fragmentów DNA, jest jednak bardziej 
czasochłonna oraz wymaga specyficznych odczynni
ków chemicznych. Posiada natomiast znacznie więk
szą czułość w porównaniu z innymi pośrednimi meto
dami analizy molekularnej, aczkolwiek zdarza się, że 
nie wykrywa transwersji G -> T [100]. Częstotliwość 
występowania mutacji w genie p53 jest zmienna i zale
ży od rodzaju nowotworu, jak  i lokalizacji geograficz
nej. Rozbieżność danych spotykanych w piśmiennict
wie jest prawdopodobnie uwarunkow ana różnymi 
podejściami badawczymi oraz sposobem przygotowa
nia próby, dlatego zarówno do celów badawczych, 
a zwłaszcza klinicznych mutacje powinny zawsze zo
stać zsekwencjonowane lub potwierdzone poprzez 
kolejny niezależny test z wykorzystaniem odmiennej 
techniki.

III. Analiza im m unohistochem iczna

III-l. Aspekty molekularne

Krótki czas półtrwania aktywnej formy białka p53

od 6 do 20 minut uniemożliwia jej gromadzenie się 
w ilości wykrywalnej konwencjonalnymi technikami 
immunoprecypitacji lub immunohistochemicznymi. 
Wydłużenie się czasu półtrwania do 6 godzin, często
kroć wynik zmiany konformacji pod wpływem mutacji 
[16, 101-104] umożliwia wykrycie stabilnego białka 
przy zastosowaniu techniki immunohistochemicznej 
używanej powszechnie jako  pośredni wskaźnik m uta
cji w genie p53. Zależność ta została potwierdzona 
przez badania B a r t e k  i w s p .  oraz G a n n o n a 
i w s p., którzy do analizy użyli monoklonalnych 
przeciwciał PAb240 specyficznie rozpoznających zm u
tow aną formę białka p53 [105, 106]. Związek pomię
dzy obecnością mutacji a podwyższonym poziomem 
białka p53 został odnotowany, między innymi w przy
padku raka sutka, krtani i płuc [107-110],

Nie wszystkie mutacje punktowe wywołują podwyż
szenie poziomu białka p53 [44], jak również nie są one 
jedynym mechanizmem stabilizacji białka p53. Zwięk
szona stabilność to rezultat tworzenia kompleksów 
z białkami wirusowymi: dużym antygenem T wirusa 
SV40 [111], białkiem E lb  adenowirusa Ad5 [112] 
oraz białkiem kom órkowym  hsp 70 [113]. Także 
produkt genu mdm-2 o zwielokrotnionej ekspresji 
obserwowanej w przypadku mięsaków oddziaływuje 
bezpośrednio z białkiem p53 wywołując jego inak- 
tywację [114]. Nie jest wykluczone, że Mdm-2 w wyni
ku związania się z białkiem p53 wpływa na jego 
stabilizację, aczkolwiek w chwili obecnej brak jest 
wystarczyjących dowodów. Praw dopodobnym  jest 
występowanie niepoznanych, jak dotąd, białek k om ór
kowych odpowiedzialnych za stabilizację p53 i regula
cję jego funkcji. Zwiększenie poziomu p53 w komórce 
jest również wynikiem działania czynników uszkadza
jących DNA, do których możemy zaliczyć substancje 
chemiczne oraz promieniowanie UV lub y [103, 115- 
117]. W związku z powyższym należy zachować dużą 
ostrożność w interpretowaniu pozytywnych wyników 
analizy immunohistochemicznej jako  odzwierciedle
nia mutacji w genie p53 [118].
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Analiza immunoreaktywności białka p53, z uwzglę
dnieniem stopnia złośliwości oraz stadium zaawan
sowania nowotworu, wskazuje na możliwość wykorzy
stania białka p53 jako interesującego markera bio
logicznego [91, 119-121]. Przeprowadzone badania 
wykazują zbieżność pomiędzy obecnością białka p53 
a agresywnym stadium choroby nowotworowej. Nie 
wyklucza się jednak zastosowania białka p53 jako  
biomarkera wczesnego stadium nowotworu w przypa
dku raka przełyku [122]. N a podstawie wyników, 
pochodzących z analizy szerokiej grupy pacjentów 
z różnymi rodzajami nowotworów, można wysnuć 
pierwsze wnioski odnośnie ulepszenia, standaryzacji 
i praktycznego wykorzystania metody immunohis- 
tochemicznej [119, 123, 124]. Akumulacja stabilnego 
białka w większości przypadków w jądrze komórek 
nowotworowych oraz jego niewykrywalność w otacza
jącej je tkance normalnej, w połączeniu z łatwością 
i szybkością metody immunohistochemicznej, um oż
liwiają wykorzystanie tej ostatniej w prognostyce. 
Powtarzalność oraz dokładność metody w dużym 
stopniu zależy od zastosowanych przeciwciał, które 
powinny charakteryzować się dużą specyficznością 
oraz powinowactwem do antygenu bez względu na 
metodę przygotowania próby. W tym celu podjęto 
szerokie działania zmierzające do otrzymania anty- 
ludzkich monoklonalnych przeciwciał, mogących zna
leźć zastosowanie w analizie immunohistochemicznej 
[125, 126]. Nie bez znaczenia pozostaje także sposób 
utrwalenia materiału, który ma być poddany analizie 
oraz metoda detekcji kompleksu antygen-przeciwciało 
[127],

IV. Analiza serologiczna

Po raz pierwszy obecność przeciwciał anty-p53 
u myszy z chemicznie indukowaną transformacją 
nowotworową została zaobserwowana w 1979 r. [103], 
a następnie potwierdzona u innych zwierząt [ 128,129]. 
W 1982 roku C r a w f o r d  i w s p .  odnotowali humo- 
ralną odpowiedź immunologiczną skierowaną prze
ciwko białku p53 u 9% kobiet z rakiem sutka [130]. 
Późniejsze badania C a r o n  d e  F r o m e n t e j  
i w s p. wykazały obecność przeciwciał anty-p53 w su
rowicy 12% dzieci z różnymi rodzajami nowotworów 
i 20% w przypadku chłoniaka Burkitta [131]. Prace te 
zapoczątkowały nowy nurt badań nad właściwościami 
białka p53 i doprowadziły do analizy serologicznej 
szerokiej grupy pacjentów [ 132], Oberwuje się związek 
pomiędzy występowaniem przeciwciał anty-p53, 
a obecnością mutacji w genie p53 [133, 134], zwłaszcza 
mutacji prowadzących do akumulacji białka [134], 
Interesujące jest zjawisko braku przeciwciał anty-p53 
w przypadku mutacji w eksonie 8, k tóra  związana jest 
z wysokim poziomem białka p53 w przypadku raka 
płuc. Zakładając wpływ akumulacji białka na po 

III-2. Zastosowanie kliniczne wstanie odpowiedzi immunologicznej skierowanej 
przeciwko białku p53, świadczyć by to mogło o słabej 
immunogenności tego rodzaju mutacji lub defektyw- 
nym procesie prezentacji antygenu [134]. D a  v i -  
d o  f f i w sp . ,  analizując grupę kobiet z rakiem sutka, 
wykazali związek pomiędzy obecnością przeciwciał 
anty-p53 a mutacjami zlokalizowanymi w eksonach 
5 i 6 genu p53. Ze względu na fakt, że mutanty te tworzą 
kompleks z białkiem szoku termicznego hsp 70, au to 
rzy postulują udział białka hsp 70 w prezentacji 
antygenu i indukcji odpowiedzi immunologicznej 
[133]. Z ostatnich badań wynika, że przeciwciała 
anty-p53 rozpoznają zarówno natywną jak  i zm utow a
ną formę białka p53, a immunogenne domeny białka 
zlokalizowane są na jego C- i N-końcowym odcinku, 
a więc poza regionem często ulegającym mutacjom, 
czyli regionem hot-spot. [134-137]. Obserwacje te 
dotyczą szerokiej grupy pacjentów z różnymi rodzaja
mi nowotworów, jak  i zwierząt immunizowanych 
ludzkim, niezmutowanym białkiem p53 [135, 136], 
Wynika stąd, że indukcja odpowiedzi immunologicz
nej jest rezultatem przełamania tolerancji na skutek 
dużej akumulacji immunogennego białka. Jakkolwiek 
istnieje korelacja pomiędzy obecnością przeciwciał, 
a akumulacją białka p53 i obecnością mutacji, nie jest 
to jednak bezpośredni mechanizm wiodący do wywo
łania humoralnej odpowiedzi immunologicznej. Przy
czyny występowania przeciwciał anty-p53 tylko u pew
nych pacjentów nie są w pełni poznane i stanowią 
przedmiot intensywnych badań. Pierwsze prace za
jmujące się analizą serologiczną sugerują możliwość 
praktycznego jej wykorzystania w prognostyce i moni
torowaniu terapii. Badania V o l k m a n n a  i w s p .  
wykazały, że analiza obecności przeciwciał anty-p53 
u chorych na raka wątroby, może uzupełniać konwen
cjonalną metodę, badającą stężenie markera onkop- 
łodowego, jakim jest alfafetoproteina (AFP) [138]. Jak 
wynika z porównania dokonanego w tabeli 2, ten 
dopiero rozwijający się rodzaj analizy może być kon
kurencyjny w stosunku do analizy molekularnej i im
munohistochemicznej oraz stanowić podstawę do opra
cowania prostego i szybkiego tekstu, który by wykazy
wał obecność w ustroju choroby nowotworowej.

V. Leczenie nowotworów przez odbudowę 
funkcji supresorowej białka p53

Wraz z rozwojem efektywnych technik umożliwiają
cych dostarczenie genu do wybranych komórek tera
pia genowa stała się rzeczywistością. Dwie powszech
nie stosowane metody in vitro wprowadzania obcych 
genów o potencjalnym znaczeniu terapeutycznym 
oparte są na metodzie fizycznej, tj. transferze lipo- 
somalnym [ 139] oraz metodzie wykorzystującej defek- 
tywne replikacyjnie wirusy DNA lub RNA [140-142], 
N a podstawie dotychczasowych danych perspektywy 
wykorzystania genu p53 w leczeniu nowotworów 
wydają się być realne oraz bardzo obiecujące. Prze-
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T abela 2
Rodzaje analiz stosow anych do badań genu p53 i jego produktu  białkowego (zm odyfikowana wersja tabeli wg S o u s s i  i ws p .  [15]).

M etoda Sposób analizy Wyniki Zalety W ady

Analiza
m olekularna

-bezpośrednia

-pośrednia

Sekwencjono- 
wanie genu p53

Sekwencjono- 
wanie kodujących 
regionów cDNA

Sekwencjono- 
wanie eksonów 
4-8

Identyfikacja 
mutacji oraz 
delecji genu

Pozwala na dok ładną  analizę miejsca 
i rodzaju m utacji

C zasochłonna

N ieskuteczna w przypadku m utacji po
łożonych poza regionem sekwencjono- 
wanyeh eksonów

T k an k a  now otw orow a jest niezbędna do 
jej przeprow adzenia

Niemożliwa do zastosow ania w ru tyno
wej diagnostyce

H O T
D G G E
C D G E
SSCP

Stwierdzenie 
obecności m u
tacji oraz dele
cji genu

Szybka do przeprow adzenia

Może być w ykorzystana do analizy d u 
żej liczby pacjentów

D okładność m etody wynosi 90%

T k an k a  now otw orow a jest niezbędna do 
jej przeprow adzenia

Niemożliwa do zastosow ania w ru tyno
wej diagnostyce

Analiza
imm unohisto-

chemiczna

Zastosow anie poli- 
klonalnych lub 
m onoklonalnych 
przeciwciał

Detekcja biał
ka p53 w ko
m órce now o
tworowej

Um ożliwia identyfikację stabilizacji b iał
ka p53 niew ywołaną przez mutację

Może być zastosow ana w rutynowej 
diagnostyce

Nieskuteczna w przypadku całkowitej 
delecji genu p53 oraz m utacji, k tóre nie 
wywołują akum ulacji białka p53

T kan k a  now otw orow a jest niezbędna do 
jej przeprow adzenia

Analiza
serologiczna

Im m unoblotting

Im m unoprecypi-
tacja

ELISA

Stwierdzenie 
obecności prze
ciwciał
anty-p53 w su
rowicy pacjen
tów

Pozwala na wykrycie zmian (stabiliza
cji?) białka p53 niewywołanych przez 
m utacje

Może być zastosow ana w rutynowej 
diagnostyce

T kanka now otw orow a nie jest wym aga
na

M oże być pom ocna w określeniu za
aw ansow ania procesu now otw orow ego 
i m onitorow aniu  terapii

N ieskuteczna w przypadku mutacji, k tó 
re nie wywołują odpowiedzi im m unolo
gicznej skierowanej przeciwko białku 
p53

prowadzone niezależnie badania wykazały, że trans- 
fekcja oraz ekspresja dzikiej formy białka p53 w nowo
tworowych liniach komórkowych z delecją obydwu 
alleli genu p53, lub zawierających zmutowaną formę 
białka, wywołuje supresję nadmiernej proliferacji ko
mórkowej i zahamowanie transformacji nowotworo
wej [2, 143, 144]. Ponadto, F u j i w a r a  i w s p .  
stosując retrowirusowe wektory jako  nośniki genu 
dzikiej formy białka p53 wykazali, że są one w stanie 
penetrować trójwymiarowe, wielokomórkowe, nowo
tworowe struktury modelowe, natomiast ulegający 
ekspresji gen p53 indukuje zaprogramow aną śmierć 
komórki, czyli apoptozę w przypadku komórek raka 
płuc [145]. Dalsze badania [146] bazujące na ist
niejącej zależności pomiędzy utratą funkcji przez biał

ko p53, a wzrostem oporności na chemioterapeutyki 
[147] ujawniły nowy aspekt terapii genowej. W wyni
ku transfekcji linii komórkowej wielkokomórkowego 
raka płuc zrekombinowanym adenowirusm, zawiera
jącym dziką formę genu p53, zwiększono wrażliwość 
komórek na chemioterapeutyki, sugerując tym samym 
skuteczność połączenia terapii genowej z chemiotera
pią w leczeniu nowotworów [146]. W tym miejscu 
należy również zwrócić uwagę na terapeutyczny aspekt 
czynników, które przywracają nieaktywnej formie bia
łka p53 właściwą mu funkcję. Wiadomym jest, że 
zmutowane białko p53 tworzy kompleks z białkiem 
szoku termicznego hsp 70 [113, 148, 149], zarówno 
z formą konstytutywnie obecną w komórce, jak  i formą 
indukowaną warunkami stresowymi [149]. Biologicz
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na rola kompleksu p53-hsp 70 ne jest w pełni poznana. 
Badania H a i n a u t a  i M i l n e r  [150] sugerują 
udział hsp 70 w przywracaniu zmutowanej formie 
białka p53 natywnej konformacji i wytwarzaniu jego 
właściwej struktury oligomerycznej, tzn. tetrameru. 
Białka szoku termicznego typu hsp 70 zaliczane do tak 
zwanych białek opiekuńczych (ang. molecular chapero
nes) [151] mogą mieć istotny wpływ na regulację 
aktywności białka p53. Łącząc się z dom enam i hydro
fobowymi, uczestniczą nie tylko w formowaniu właś
ciwej struktury białek i przywracaniu natywnej kon
formacji białkom po ustąpieniu w arunków streso
wych, ale także biorą udział w podstawowych proce
sach komórkowych zachodzących w warunkach fizjo
logicznych, jak na przykład transport białek przez 
błony, morfogeneza struk tur komórkowych, proteoli- 
za. W świetle ostatnich badań nową obiecującą strate
gię walki z chorobą nowotworow ą reprezentuje za
stosowanie białek szoku termicznego, których pod
wyższony poziom został zaobserwowany w kom ór
kach nowotworowych [152]. Ze względu na fakt, że 
reakcja układu odpornościowego na spontanicznie 
rozwijający się nowotwór jest zwykle niewystarczają
ca, uwaga badaczy skoncentrow ana jest na wykrywa
niu nowotworowych antygenów stanowiących cel a ta 
ku cytolitycznych limfocytów T, jak  i na znalezieniu 
sposobów wzmocnienia aktywności tych komórek 
układu odpornościowego. Wysoka immunogenność 
białek szoku termicznego [153] została wykorzystana 
w badaniach L u c k a c s a  [154], który wzmocnił 
odpowiedź immunologiczną skierowaną przeciwko 
kom órkom  nowotworowym poprzez transfekcję ge
nem kodującym białko szoku termicznego (hsp65) 
z Mycobacterium leprae. Równocześnie zaobserwowa
no cofnięcie się procesu rakotwórczego, która to 
zmiana może być rezultatem przywrócenia właściwych 
dla białka p53 funkcji supresorowych pod wpływem 
oddziaływania hsp65 z p53 [154], W chwili obecnej 
prezentacja polipeptydów zmutowanej formy białka 
p53 przez cząsteczki klasy I głównego kompleksu 
zgodności tkankowej (ang. major histocompatibility 
complex), mająca na celu indukcję cytotoksycznych 
limfocytów T, stanowi podstawę dla konstrukcji poli- 
peptydowych szczepionek nowotworowych [155]. Nie 
mniej interesująca strategia terapii nowotworowej 
pojawiła się wraz z odkryciem genu WAF1 / C I P I , 
którego indukcja związana jest ekspresją niezmutowa- 
nego genu p53 [156, 157]. Białko p53 pobudzając 
transkrypcję genu W AF1 / C I P I , silnego inhibitora ki
naz zależnych od cyklin, hamuje nadmierną prolifera
cję komórki. Identyfikacja białka W A F1/CI PI zapo
czątkowała nowy nurt badań  zmierzający do znalezie
nia związków blokujących podziały kom órkowe po
przez imitację efektu inhibitorowego typowego dla 
produktu genu W A F1/CIP1, zaburzającego funkc
jonowanie cyklu komórkowego. Ponadto , zastosowa
nie preparatów blokujących czynniki inaktywujące 
białko p53, a tym samym umożliwiających prawidłowe

jego funkcjonowanie, stanowi alternatywny sposób 
podejścia do leczenia chorób nowotworowych.

VI. U wagi końcowe

Postępy w dziedzinie biologii molekularnej są coraz 
częściej wykorzystywane w innowacyjnych podej
ściach do zagadnień zarówno diagnostycznych, jak 
i prognostycznych oraz otwierają nowy etap w po
szukiwaniu skutecznej terapii nowotworów złośli
wych. Na szczególną uwagę zasługują geny supresory 
transformacji nowotworowej jako  markery biologicz
ne, znajdujące zastosowanie w rozpoznawaniu now o
tworów, monitorowaniu wyników leczenia i jako 
wskaźniki nawrotu choroby.

W niniejszym artykule przedstawiono trzy powsze
chnie stosowane sposoby analizy białka p53, które 
będą mogły, zapewne, mieć zastosowanie w praktyce 
klinicznej. Są to: analiza DNA pacjentów, analiza 
immunohistochemiczna tkanki i analiza serologiczna. 
Wydaje się, że mogą one stanowić bazę dla efektyw
nych metod uzupełniających obecnie stosowane bada
nia lekarskie oraz istniejące już testy kliniczne. Zw ró
cono także uwagę na obiecujące perspektywy za
stosowania białka p53 w terapii genowej, którego stan 
funkcjonalny może dostarczać istotnych informacji 
odnośnie skuteczności zastosowanej chemioterapii lub 
radioterapii.
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Receptor estrogenowy: budowa i funkcja w normalnej 
i neoplastycznej tkance

Estrogen receptor: structure and function in normal and neoplastic 
tissue

ELŻBIETA KULIG*

Spis treści

I. Wstęp
II. Budowa receptora estrogenowego

II-l. Domeny funkcjonalne receptora estrogenowego 
Il-la . Domeny uczestniczące w transaktywacji 
II-1 b. Domena wiążąca DNA  
II-Ic. Domeny wiążące estrogeny i HSP90 
II-ld. Domena uczestnicząca w transporcie receptora 

do jądra komórki 
II-2. Struktura genu i mRNA receptora estrogenowego

III. Znaczenie odmian receptora estrogenowego w nowo
tworach

IV. Uwagi końcowe

Wykaz stosowanych skrótów: AhR — receptor dioksyny, 
ATG — kodon metioniny, miejsce startu translacji, C O U P -  
T F  —  białko z rodziny receptorów hormonów stereo- 
idowych wiążące się z regulatorowym obszarem genu oval- 
buminy, DBSF — białko stymulujące wiązanie receptora 
estrogenowego z DNA, ER receptor estrogenowy, ERE 
— sekwencja regulatorowa DNA wiążąca się z receptorem 

estrogenowym, ERR1 i ERR2 — białka z rodziny receptorów 
horm onów  steroidowych o budowie zbliżonej do receptora 
estrogenowego, GR — receptor glukokortykoidów, G RE
—  sekwencja regulatorowa DNA wiążąca się z receptorem 
glukokortykoidów, H RE — ogólne określenie sekwencji 
regulatorowych DNA  wiążących się z receptorami hor
monów steroidowych, HSP90 — białko szoku cieplnego 90, 
NUR-77 —  białko z rodziny receptorów hormonów steroi
dowych o nieznanej funkcji, PRE — sekwencja regulatorowa 
DN A wiążąca się z receptorem progesteronowym, RARE
— sekwencja regulatorowa DNA wiążąca się z receptorem 
kwasu retinowego, TGA — kodon nonsensowny, sygnał 
zakończenia translacji, TRE — sekwencja regulatorowa 
D NA  wiążąca się z receptorem tyroksyny.

I. W stęp

Receptor estrogenowy (ER) jest białkowym czyn
nikiem transkrypcyjnym, indukowanym przez swój 
ligand. Wraz z receptorami innych steroidów, recep
torami kwasu retinowego i tyroksyny, a także recep
torami o podobnej strukturze lecz nieznanych jeszcze 
Ugandach (ang. orphan receptors) tworzy, jak mówimy,
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rodzinę białek wiążących DNA.
Badania nad cząsteczkami białek wchodzących 

w skład rodziny receptorów steroidowych [ 1 -3] umoż
liwiają stworzenie ogólnego schematu ich budowy. 
Wyróżnia się domeny odpowiedzialne za trzy główne 
funkcje receptorów steroidowych tj. za 1. transaktywa- 
cję genów, 2. przyłączanie do specyficznych sekwencji 
D N A -H RE (ang. hormone responsive element), 3. wią
zanie ligandu, a także za oddziaływania regulujące 
transport do jądra  komórkowego, z białkami szoku 
cieplnego i za inne oddziaływania międzybiałkowe. 
Receptory hormonów steroidowych są zlokalizowane 
w cytoplazmie lub jądrze komórkowym i tam wiążą się 
ze swoimi ligandami. Przyłączenie ligandu może ak 
tywować różne funkcje receptorów. Na przykład rece
ptor glukokortykoidów (GR) jest białkiem cytoplaz- 
matycznym, którego wszystkie funkcje: transport do 
jądra, wiązanie DNA i transaktywacja, są zależne od 
wiązania hormonu. Receptor estrogenowy jest przeno
szony do jądra  komórki i związany z DNA bez udziału 
liganda. Przyłączenie estradiolu umożliwia transak- 
tywację genu. Przyłączenie horm onu do receptora 
tyroksyny nie jest niezbędnym warunkiem translokacji 
receptora do jądra, związania z DNA ani też regulacji 
transkrypcji. Po związaniu horm onu zmienia się 
wpływ receptora na ekspresję odnośnych genów: za
miast hamowania transkrypcji, obserwuje się jej ak 
tywację. Receptory tyroksyny i witaminy D 3, w przeci
wieństwie do receptorów estrogenowego, progestero- 
nowego i glukokortykoidów, nie wiążą się z HSP90 
(ang. heat shock protein 90) [4],
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Ten przykład wskazuje, że — mimo bardzo wielu po
dobieństw —  receptory horm onów steroidowych istot
nie różnią się sposobem funkcjonowania w komórce.

Jeszcze mniej wiadomo o działaniu receptorów 
o nieznanych Ugandach — jak na przykład ERR1, 
ERR2 (ang. estrogen receptor related 1 lub 2) [5], 
C O U P -T F  (ang. chicken ovalbumin upstream promoter 
— transcription factor), NUR-77 (ang. nuclear receptor- 
77) [1]. Wszystkie zawierają palce cynkowe typu II, 
jako  domenę wiążącą DNA. Mimo sklonowania i po
znania sekwencji cD NA  nie wiadomo niemal nic o ich 
funkcji biologicznej. Wstępne dane na temat C O U P - 
T F  sugerują jego udział w aktywacji transkrypcji genu 
insuliny i proopiomelanokortyny. Białka rodziny rece
ptorów steroidów występujące u różnych gatunków 
zwierząt uczestniczą również w procesach różnicowa
nia. N a przykład czynnik transkrypcyjny "seven-up" 
u Drosophila melanogaster, odpowiedzialny za róż
nicowanie komórek siatkówki, ma bardzo podobną 
sekwencję jak ludzki C O U P -T F  [1]. Znalezienie ligan- 
dów i przypisanie biologicznej funkcji tak wielu biał
kom o charakterze receptorów hormonów steroido
wych wymaga jeszcze wielu badań.

Niniejszy artykuł jest poświęcony dość dobrze po
znanemu receptorowi estrogenowemu, a szczególnie 
budowie i zaburzeniom funkcji różnych jego form 
w kom órkach nowotworowych.

II. Budowa receptora estrogenowego

II-l Domeny funkcjonalne receptora 
estrogenowego

Ludzki receptor estrogenowy [6] jest zbudowany 
z sześciu domen funkcjonalnych. N-końcowy fragment 
cząsteczki, kodowany przez eksony 1 i 2, zawiera 
domeny A i B, odpowiedzialne za transaktywację. 
Domeny CI i CII rozpoznają i wiążą sekwencję ERE 
(ang. estrogen response element) w regulatorowych

fragmentach genów. Są one kodowane przez część 
eksonu 2 i ekson 3. Domena D zawiera sekwencję 
odpowiedzialną za transport receptora do jądra  kom ó
rki. C-końcowy fragment receptora estrogenowego 
kodowany przez eksony 4, 5,6,7, i 8 (domena E i F), jest 
miejscem wiązania horm onu i białka HSP90, oraz 
uczestniczy w tworzeniu dimerów receptora (Rye. 1). 
W badaniach porównawczych stwierdzono dużą ho- 
mologię sekwencji kodujących receptor estrogenowy 
w genomach człowieka i szczura. Sekwencje domen A, 
CI i CII są identyczne, a w pozostałych fragmentach 
genów receptora estrogenowego homologia wynosi od 
73% do 96% [6-7],

Il-la . Domeny uczestniczące w transaktywacji

Doświadczenia przeprowadzone na m utantach de- 
lecyjnych receptora estrogenowego doprowadziły do 
wyodrębnienia fragmentów TAF1 i TAF2 (ang. trans
activation function), bezpośrednio zaangażowanych 
w aktywację transkrypcji. Białko receptora pozbawio
ne C-końcowej domeny E aktywuje ekspresję genów, 
lecz ta aktywacja nie jest regulowana przez hormon. 
Dodatkowe delecje w N-końcowej części białka po
zwoliły wykazać, że najmniejszy niezbędny do transak- 
tywacji fragment białka to odcinek od 1 do 185 
aminokwasu (TAF1). Stopień aktywacji transkrypcji 
przez opisane mutanty receptora waha się od kilku do 
stu procent wartości otrzymywanych w przypadku 
normalnego receptora estrogenowego i zależy od wa
runków eksperymentu oraz typu zastosowanego pro
motora. Na przykład w komórkach HeLa fragment 
TAF1 powoduje jedynie 5% transaktywacji, w fibro- 
blastach zarodków kurzych —  58%, a w komórkach 
G C  — blisko 100%, w porównaniu z aktywacją 
poprzez nie zmodyfikowany receptor w tym samym 
układzie modelowym [8-9]. Sugeruje to, że receptor 
estrogenowy osiąga pełną aktywność po interakcji 
z białkami specyficznymi dla niektórych promotorów
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Ryc. 1. cDNA i białko ludzkiego receptora estrogenowego. W schemacie cDNA wyróżniono poszczególne eksony i miejsca startu  (ATG) 
i końca translacji (TGA). Z aznaczono podział białka receptora estrogenowego na dom eny. D om ena A/B odpow iada za transaktyw ację, 
dom ena C —  za w iązanie z DNA, dom ena D — za transport receptora do jąd ra , dom ena E /F  — za wiązanie z estrogenam i i HSP90. 
Przedstaw ione cD N A  i białko odpow iada formie 1 mR NA (patrz Ryc. 3).
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i obecnymi w wybranych tkankach [ 10], Białka wiążą
ce się z receptorem estrogenowym mogą też być 
inhibitorami jego aktywności. W komórkach drożdży 
zidentyfikowano białko o funkcji represora receptora 
estrogenowego [11], działające na fragment TAF1. 
Specyficzna tkankowo ekspresja represora mogłaby 
wyjaśnić zmienną aktywność receptora w różnych 
tkankach. W aktywacji transkrypcji uczestniczy też 
fragment TAF2, zlokalizowany w domenie wiążącej 
hormon [12]. W przeciwieństwie do domeny A/B 
aktywacja jest w tym przypadku zależna od przyłącze
nia liganda. Podobną strukturę zdolną do transak- 
tywacji zlokalizowano też w domenie wiążącej ligand 
receptora glukokortykoidów [13]. W normalnej cząs
teczce receptora estrogenowego fragmenty TAF1 
i TAF2 współpracują w procesie transaktywacji po 
przyłączeniu ligandu. Jest to prawdopodobnie uzależ
nione od zmiany konformacji wywołanej przyłącze
niem estradiolu, która umożliwia reakcję z innymi 
białkami w kompleksie inicjacji transkrypcji [14]. 
Związki syntetyczne— jak hydroksytamoksyfen (ago
nista/antagonista) lub ICI 164 384, (antagonista, syn
tetyczny analog estradiolu z podstawnikiem w pozycji 
Cl),  po związaniu się z receptorem, prawdopodobnie 
uniemożliwiają przybranie całkowicie prawidłowej 
konformacji. Taka hipoteza może tłumaczyć np. od
mienną wrażliwość genu katepsyny D na wymienione 
substancje. W odróżnieniu od ICI 164 384, hydroksy
tamoksyfen (podobnie jak estradiol), aktywuje trans
krypcję mRNA katepsyny D [15].

Il-lb . Domena wiążąca DNA

Domena C wiążąca DNA jest zbudowana z 84 
aminokwasów [16]. Odcinek 66 aminokwasów w do
menie C (pozycje 185-250) kształtuje dwa palce cyn
kowe typu II, w których atom cynku jest komplek- 
sowany przez grupy tiolowe czterech cystein. Typ II 
palców cynkowych jest charakterystyczny dla całej 
rodziny receptorów horm onów steroidowych. Typ 
I palców cynkowych występuje w innych czynnikach 
transkrypcyjnych, podobnych do TFIIIA, w których 
atom cynku jest kompleksowany przez dwie reszty 
tiolowe cysteiny i dwie reszty imidazolowe histydyny 
[1]. Domena C zawiera też odcinek 12 aminokwasów 
zasadowych (pozycje 251-262), uczestniczących w od
działywaniu z białkiem HSP90. Fragment domeny 
C bezpośrednio oddziałujący z DNA składa się 
z dwóch odcinków, odpowiadających dwóm palcom 
cynkowym. Odcinek CI określa specyficzność wiąza
nia z DNA, a CII stabilizuje wiązanie receptora 
poprzez oddziaływanie z resztami fosforanowymi 
DNA [17]. Badania przy użyciu przeciwciał rozpo
znających obszary CI lub CII wykazały, że receptor 
estrogenowy może wiązać się z sekwencją ERE zarów
no jako monometr jak i jako dimer, a także niezależnie 
od przyłączenia HSP90 [18]. Wykazano, że kompleks 
ER/HSP90 jest rozpoznawany przez przeciwciało spe

cyficzne z CI lub z CII. Wnioskuje się, że nawet 
w kompleksie z HSP90, palce cynkowe są odsłonięte, 
dostępne dla DNA. Natomiast po przyłączeniu DNA, 
kompleks ER/HSP90 nie był już rozpoznawany przez 
przeciwciała [18]. Analizując kinetykę tworzenia kom 
pleksu ER/ERE można wnioskować, że receptor est
rogenowy wiąże się z DNA w równomolowych iloś
ciach [19-20], Wiązanie to jest niezależne od obecności 
estradiolu, który stabilizuje powstały kompleks. Wyni
ki te popierają hipotezę, według której receptor est
rogenowy wiąże się z DNA, albo jako monom er albo 
w formie heterodimeru.

Przedstawiona powyżej hipoteza jest sprzeczna 
z obowiązującym dotychczas poglądem, według które
go receptor estrogenowy wiąże się z DNA jako  homo- 
dimer. Zwraca się uwagę na odmienne warunki eks
perymentów, których wyniki są podstawą do sfor
mułowania obu hipotez. Dawniejsze doświadczenia 
prowadzono w warunkach dużego nadmiaru homo- 
gennej postaci receptora estrogenowego, otrzymanego 
w translacji in nitro [21]. W późniejszych eksperymen
tach [19] użyto niehomogennej postaci receptora 
izolowanego z naturalnych źródeł. Wiązanie receptora 
estrogenowego z DNA może wtedy przebiegać przy 
udziale niewielkich ilości innych białek obecnych w ją 
drze komórkowym. Obserwowano też, że wiązanie 
receptora z sekwencją ERE jest wzmocnione po doda
niu do reakcji ekstraktu z jąder komórek nie zawierają
cych receptora [22], W komórkach drożdży i kom ór
kach linii HeLa zidentyfikowano białko o masie 45 
kDa (DBSF-ang. D N A  binding stimulating factor), 
ułatwiające wydajne tworzenie kompleksu ER/ERE 
[23]. Według wyników innych doświadczeń [19], 
receptor estrogenowy znacznie trudniej oddysocjowu- 
je od DNA w obecności estradiolu. Opisane obserwa
cje wspierają hipotezę, według której estrogeny uczest
niczą w tworzeniu kompleksów receptora z innymi 
białkami jądra  komórkowego, a nie jedynie z DNA. 
Wyniki doświadczeń nad tworzeniem heterodimerów 
receptora kwasu retinowego i tyroksyny i ich wiąza
niem z DNA [1] pozwalają przypuszczać, że przedsta
wiona hipoteza może dotyczyć całej rodziny recepto
rów steroidowych. Stwierdzono też, że ekstrakty z j ą 
der komórek stabilizują wiązanie receptorów proges
teronu, kwasu retinowego i tyroksyny z D N A  [24-26].

Sekwencje DNA rozpoznawane przez receptory 
hormonów steroidowych są niejednokrotnie bardzo 
podobne (Ryc. 2). Zlokalizowane są one najczęściej 
w rejonie wzmacniacza, rzadziej w promotorze — np. 
sekwencja ERE występująca w promotorze genu vite- 
logeniny. Mają one strukturę palindromu z różną 
liczbą nukleotydów oddzielających obie jego połowy
[27]. Pośrodku palindromu ERE znajduje się reszta 
adeniny. Doświadczenia in vitro wykazały, że receptor 
estrogenowy rozpoznaje i specyficznie wiąże pojedyn
czą nić DNA (komplementarną do przedstawionej na 
rycinie 2), z resztą tyminy pośrodku palindromu [28]. 
Receptor glukokortykoidów i progesteronowy rozpo-
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G R E/PR E 5' PuGAACA/- - N N N  - /TGTTCPy3' 

ER E 5' AGGTCA/C- - A - G /TGACCT 3'

TR E  5’ AGAT C A/GGG AC G/T G AC C T 3'

R A R E 5' AGTT C A/GC G  AG A/GTT C AG3'
Ryc. 2. Regulatorowe sekwencje DNA specyficznie wiążące się 

z następującym i receptoram i horm onów  steroidowych: 
G R E /P R E  —  z receptoram i glukokortykoidów  i proges
teronów , ERE —  z receptorem  estrogenowym , TR E — z re
ceptorem  tyroksyny, RARE — z receptorem  kwasu retino- 
wego. Symbol (-) oznacza brak nukleotydu i został w prow a
dzony w celu uwidocznienia hom ologii sekwencji, N ozna
cza dow olny nukleotyd.

znają identyczną sekwencję DNA, a jednak regulują 
ekspresję różnych genów prowadząc do różnych efek
tów biologicznych. Jest to możliwe albo poprzez udział 
innych białek w tworzeniu kompleksów' inicjacji trans
krypcji, albo dzięki specyficznej tkankowo ekspresji 
obu receptorów.

II-lc. Domena wiążąca estrogeny i HSP90

Funkcja wiązania estradiolu jest zlokalizowana 
w domenie E receptora estrogenowego (aminokwasy 
516-524), podobnie jak zdolność tworzenia dimerów 
(aminokwasy w pozycjach 500-520) [21] [29-30] i wią
zania białka HSP90 [31]. Jak już wspomniano powy
żej, w oddziaływaniu z HSP90 uczestniczy też fragment 
domeny C receptora, składający się z aminokwasów 
o charakterze zasadowym (pozycje 251 -271). Usunięcie 
tego fragmentu białka uniemożliwia wiązanie HSP90 
mimo nienaruszonej domeny wiążącej hormon. Praw
dopodobnie fragment ten oddziałuje wiązaniami jo n o 
wymi z dom eną A białka HSP90, zbudowaną z kwaś
nych, ujemnie naładowanych, aminokwasów. Delecje 
małych fragmentów domeny E nie zaburzyły wiązania 
z HSP90, lecz jej całkowite usunięcie uniemożliwiło 
utworzenie kompleksu. Wypływa stąd wniosek, że 
natywna konformacja całej domeny E jak i obecność 
zasadowego odcinka domeny C receptora estrogeno
wego są niezbędne do prawidłowego oddziaływania 
z HSP90. Podobny mechanizm tworzenia kompleksu 
z HSP90 opisano w przypadku receptora proges- 
teronowego [32]. W przypadku receptora glukokor
tykoidów istnienie natywnej domeny E wystarcza do 
utworzenia kompleksu z białkiem szoku cieplnego. 
Kompleks H SP90/G R może także powstać przy dele- 
cji obszaru z pogranicza domen C i D receptora 
glukokortykoidów [31] [33].

Il-ld . Domena uczestnicząca w transiokacji do 
jądra komórkowego

Dom ena D receptora estrogenu zawiera sygnał 
lokalizacji jądrowej (aminokwasy 256-303), nakładają

cy się z rejonem wiązania HSP90. Sygnał lokalizacji 
jądrowej receptora estrogenowego jest zbudowany 
z trzech szeregów zasadowych amonokwasów [34]
0 sekwencji bardzo podobnej z sekwencją sygnału 
lokalizacji jądrowej antygenu T wirusa SV40. W ykaza
no znaczną homologię fragmentu receptora estrogeno
wego odpowiedzialnego za lokalizację w jądrze kom ó
rki u różnych gatunków zwierząt [31 ]. W przeciwieńst
wie do receptora glukokortykoidów [4], receptor 
estrogenowy nie zawiera w domenie E wiążącej hor
mon drugiej sekwencji odpowiedzialnej za transport 
do jądra. Prawdopodobnie dlatego receptor estroge
nowy jest zawsze obecny w jądrze komórki, a receptor 
glukokortykoidów nagromadza się tam dopiero po 
przyłączeniu hormonu. Receptor progesteronowy jest 
także, jak  estrogenowy, zawsze obecny w jądrze kom ó
rki [35],

II-2. Struktura genu i mRNA receptora estrogenu

Długość domeny genu receptora estrogenowego 
u człowieka wynosi około 140 kilozasad. Do niedawna 
sądzono, że gen estrogenowy u człowieka [6], podob
nie jak u zwierząt innych gatunków [7] [36], jest 
zbudowany z 8 eksonów przedzielonych intronami. 
W genomie myszy [36] wykryto dodatkowy ekson 
w kierunku 5' od startu transkrypcji i nazwano go 
— ekson F. Dodatkowe miejsca startu transkrypcji 
wykryto też w genach innych receptorów hormonów 
steroidowych, jak w receptorze progesteronowym, 
vitaminy D 3, tyroksyny i kwasu retinowego [37]. 
D okładna analiza sekwencji ludzkiego genu estroge
nowego, aż do 3 tysięcy nukleotydów w kierunku 5' od 
miejsca startu transkrypcji, wykazała także obecność 
dwóch dodatkowych miejsc startu transkrypcji i doda
tkowego eksonu F [37-39] (Ryc. 3). Dla ułatwienia, 
umownie, zachowano uprzednią numerację nukleo
tydów w DNA przyjmując początek eksonu 1 w miejs
cu +  1. Dodatkowy ekson F zaczyna się w pozycji 
-3090 i kończy w pozycji -1884, zawiera dwa miejsca 
startu transkrypcji —  od nukleotydu -1994 i jeszcze 
dalej w kierunku 5', w pozycji -3090. Opisana struktura 
genu umożliwia powstanie trzech form mRNA. Form a
1 o długości 6322 nukleotydów rozpoczyna się w pozy
cji +  1. Transkrypcja formy 2 mogłaby się rozpocząć 
w pozycji -1994 i długość cząsteczki wynosiłaby 6268 
nukleotydów, zakładając podobny sposób składania 
RNA jak przy tworzeniu mRNA3. Tak niewielka 
różnica w długości mRNA nie jest możliwa do zauwa
żenia w analizie Northern biot. Jedynie zastosowanie 
sekwencjonowania pozwoli z całkowitą pewnością 
potwierdzić istnienie mRNA2. Form a mRNA3, rozpo
czynająca się w pozycji -3090, ma przewidywaną 
długość 7364 nukleotydów. Wycięcie intronu F o d 
bywa się poprzez usunięcie sekwencji od -1884 do 
+  164. W komórkach raka sutka M CF7 wykryto 
doświadczalnie dwie formy mRNA receptora estroge
nu, o długości około 6,3 i 7,3 kilozasad, które od-
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transkrypcji i sk ładanie RNA.

powiadałyby formom 1 i 3 [37]. Także w normalnej 
i neoplastycznej przysadce szczura [40] wykryto w obu 
przypadkach dwie formy receptorowanego mRNA 
o długości około 6.5 i 7.5 kb. Występowanie dwóch 
różnych białkowych form receptora estrogenowego 
opisano w przysadce [41]. W laktotropach i somato- 
tropach wykryto formę 50-55 kDa, a w gonadotropach 
-65 kDa. M ożna przypuszczać, że pojawienie się 
różnych transkryptów jest regulowane specyficznie 
w różnych typach komórek i powstałe na ich matrycy 
formy białka mogą mieć nieco odmienne funkcje 
biologiczne. Tym niemniej hipoteza ta wymaga dalszej 
weryfikacji eksperymentalnej, ponieważ obserwowane 
formy białkowe mogą także powstawać w wyniku 
zmian posttranslacyjnych jak np. proteoliza lub zmia
na ładunku i ruchliwości elektroforetycznej poprzez 
fosforylację.

Bardzo niewiele wiadomo o strukturze prom otora 
genu receptora estrogenowego i przez to o regulacji 
jego transkrypcji. Regulacja ekspresji genu receptora 
ma istotne znaczenie dla zrozumienia jego roli w bio
logii tkanek wrażliwych na estrogeny, a także patoge
nezy ich nowotworów. N a  przykład specyficzne ham o
wanie transkrypcji może doprowadzić do fenotypu 
ER(-), jak w przypadku komórek raka sutka, 
MDA-MB-231 [42], u których nie stwierdzono wy
stępowania mutacji genu ER. Po transfekcji tych 
komórek plazmidem, zawierającym gen ER pod kon t
rolą wczesnego p rom oto ra  wirusa SV40 [43], obser
wowano pojawienie się białka receptora i zmianę 
morfologii w kierunku bardziej zróżnicowanego feno
typu.

Stwierdzono hamowanie ekspresji genu receptora 
estrogenowego przez estradiol [40], ale nie wiadomo

czy jest to działanie bezpośrednie, czy sekwencja ERE 
jest obecna w promotorze lub wzmacniaczu genu ER. 
Analizując podobieństwo do typowych sekwencji 
w genetycznych bazach danych [39] [44], wykryto 
w niekodującym fragmencie 5' obecność elementów 
rozpoznawanych przez czynniki transkrypcyjne AP1, 
AP2 i Spl, a także receptor dioksyny AhR (ang. aryl 
hydrocarhon receptor). Dioksyna i jej pochodne są 
jednymi z najbardziej toksycznych związków z grupy 
halogenowych pochodnych węglowodorów arom aty
cznych, które zanieczyszczają środowisko. Działając 
poprzez receptor dioksyny zmieniają ekspresję genów 
cytochromów P-450 (P-450 1A 1) [45] i receptora 
estrogenu [46], Wykazano, że oprócz promowania 
wzrostu nowotworów, dioksyna zaburza przebieg cyk
lu miesięcznego u kobiet —  prawdopodobnie poprzez 
obniżenie ekspresji receptora estrogenowego [46].

III. Znaczenie odmian receptora estrogeno
wego w biologii nowotworów

Estrogeny regulują proliferację komórek w tkan
kach wrażliwych na ten hormon oraz wpływają na ich 
różnicowanie. Estrogeny działają na komórki za po
średnictwem swojego receptora, wszelkie zatem zmia
ny jego składu i struktury, ilości w komórce oraz 
zaburzenia w działaniu, mogą być przyczyną zaburze
nia prawidłowej funkcji tkanki. W nowotworach zależ
nych od estrogenów [47] bardzo często stwierdza się 
obecność różnych form receptora estrogenowego, po
wstałych na skutek mutacji punktowych lub przesunię
cia ramki odczytu, delecji i błędów w dojrzewaniu 
RNA, albo też zmian posttranslacyjnych. Zmienione 
formy białka receptora często zachowują się w sposób
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określany albo jako  m utanty dominujące negatywnie, 
albo jako  m utanty dominujące pozytywne. Pod poję
ciem m utan ta  dominującego negatywnego rozumie się 
białko, które samo nie ma zdolności do transaktywacji 
i co więcej, blokuje aktywność normalnego receptora, 
gdy są one równocześnie obecne w komórce. Form a 
dominująca pozytywna wykazuje aktywność nawet 
w nieobecności liganda.

Wrażliwość tkanek nowotworowych na estrogeny 
i zmiana mechanizmu działania receptora estrogeno
wego bardzo istotnie wpływa na wynik leczenia przy 
pomocy hormonoterapii. Poddają się jej jedynie nowo
twory zawierające prawidłowy receptor estrogenowy. 
Jednak wraz z upływem czasu, większość nowotworów 
staje się odporna na estrogeny i substancje o działaniu 
antagonistycznym w stosunku do estrogenów, i w efek
cie następuje stopniowa przemiana w mniej zróż
nicowany, bardziej złośliwy fenotyp. Przypuszcza się, 
że mutacje genu receptora estrogenowego mogą przy
najmniej w części odpowiadać za ten proces. Ponadto  
wykazano, że blisko 30% nowotworów sutka wykazu
jących obecność receptorów estrogenowego i proges- 
teronowego i blisko 70% nowotworów sutka o fenoty
pie E R (+  )/PR(-) nie jest wrażliwa na hormonoterapię 
[48]. Diagnostyczne testy, przy pomocy których stwie
rdza się obecność receptorów estrogenowego lub pro- 
gesteronowego, są oparte na zasadzie wiązania ligan- 
du. Wiele zmutowanych form receptorów zachowuje 
zdolność wiązania ligandu, lecz ich funkcjonowanie nie 
jest prawidłowe. Dodatkowe testy, analizujące obec
ność najczęściej spotykanych m utantów receptora 
estrogenowego w wycinku tkanki nowotworowej, po
zwoliłyby szybciej zastosować w takich przypadkach 
inną metodę leczenia. Niektóre nowotwory estrogen, 
przeciwnie, pobudza do wzrostu. W takich przypad
kach również korzystne byłoby wczesne stwierdzenie 
tego faktu i zastosowanie terapii prowadzącej do 
unieczynnienia receptora estrogenu. Pewne znaczenie 
dla stworzenia teoretycznych podstaw takiej terapii 
mogą mieć badania nad dominującymi negatywnymi 
m utantam i receptora estrogenowego.

Większość opublikowanych badań nad mutantami 
receptora estrogenowego dotyczy nowotworów sutka 
[47] [49], a ostatnio doniesiono o identyfikacji m utan
tów receptora w oponiakach [50] i nowotworach 
endometrium [51].

Mutacje punktowe receptora estrogonowego ziden
tyfikowane podczas testowania wielu nowotworów 
[47], często mają charakter milczący, to znaczy nie 
powodują zmiany sekwencji aminokwasów. Mutacja 
punktowa wykryta w domenie B receptora estrogeno
wego w raku sutka u myszy [52], prowadząca do 
zamiany aminokwasu, utworzyła dodatkowe miejsce 
rozpoznawane przez endogenne proteazy. Jest to p ra
wdopodobnie przyczyna pojawiania się białka o masie 
50 kD a zamiast białka o masie 65 kDa. Obserwowano 
wzrost ilości skróconej postaci receptora estrogenowe
go w mysich kom órkach nowotworowych w miarę

progresji do formy niezależnej od estrogenu. Mutacje 
punktowe wykryte w linii komórkowej raka sutka 
T47D powodują przesunięcie ramki odczytu i wpro
wadzenie kodonu terminacji. Powstałe białko jest 
krótsze i kończy się za domeną C lub w domenie 
E [52]. W komórkach T47D wykryto też zmutowaną 
postać receptora estrogenowego z delecją domeny 
D i dużej części domeny E. Linia kom órkow a T47D 
jest niewrażliwa na obecność estrogenu i wykazuje 
fenotyp ER(-)/PR( +). Inna mutacja punktow a w ludz
kim receptorze estrogenowym w kodonie 257 prowa
dzi do wymiany alaniny na walinę i powoduje osłabie
nie wiązania estradiolu [53].

Analiza mRNA receptora estrogenowego w tkan
kach nowotworowych ujawniła istnienie szeregu jego 
odmian, a co za tym idzie, zmodyfikowanych form 
białka, z brakującymi eksonami 3, 4, 5 lub 7 [54-57]. 
Delecje całych eksonów są najprawdopodobniej skut
kiem nieprawidłowego składania RNA. Delecja eks- 
onu 3 w mRNA [54] (kodującego drugi palec cyn
kowy) uniemożliwia przyłączanie się takiego białka do 
sekwencji ERE. F orm a ta hamuje tranasktywację 
przez normalny receptor, czyli zachowuje się jak 
m utant dominujący negatywny. Brak eksonu 4 [55] 
kodującego domenę D i fragment domeny E pozwala 
przypuszczać, że produkt białkowy genu może na
gromadzać się w cytoplazmie ze względu na brak 
sygnału transportu do jąd ra  komórki. Jednak, ponie
waż taka postać receptora estrogenowego nie asocjuje 
z HSP90 w duże kompleksy 8-9 S, będzie praw
dopodobnie także zdolna do biernej dyfuzji do jądra 
komórkowego i wiązania DNA. Oprócz raka sutka 
wykryto ostatnio taką formę w oponiakach [50]. 
Delecja eksonu 5 w genie ER [56] upośledza zdolność 
przyłączania horm onu do powstałego białka recep
tora. T aka odmiana receptora estrogenowego wykazu
je zdolność do transaktywacji także w nieobecności 
ligandu (mutant dominujący pozytywny) w kom ór
kach nowotworów sutka o fenotypie ER(-)/PR( +  ) 
[56], Receptor taki nie będzie wykrywany w testach 
opartych na wiązaniu liganda. Umożliwia on tkance 
nowotworowej uzyskanie niezależności od regulacji 
hormonalnej i nabycie odporności na hormonoterapię 
polegającą na usunięciu jajników, hamowaniu aktyw
ności aromatazy lub podawaniu antyestrogenów. Po
dobne zjawisko uzyskania niezależności hormonalnej 
przez nowotwory opisano też w innych tkankach, 
w których mutacji uległa dom ena wiążąca ligand 
w receptorze androgenów i receptorze tyroksyny 
[58, 59], Białko receptora estrogenowego powstałe na 
matrycy transkryptu bez eksonu 7 [50] [57] nie 
wykazywało zdolności do transaktywacji, a jednocześ
nie hamowało działanie prawidłowej formy receptora 
—  czyli zachowywało się jako m utant dominujący- 
negatywny.

W badaniach modelowych indukow ano mutacje 
w określonych regionach genu ER [60] i analizowano 
czy otrzymane m utanty  są dominujące negatywne czy
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dominujące pozytywne. Wykazano, że w m utantach 
dominujących negatywnych, hamujących aktywność 
normalnego receptora aż w 80% (przy równomolo- 
wym stosunku obu form), mutacje dotyczyły fragmen
tu TAF2 (aminokwasy 530-555). Wywołane mutacje 
polegały na zastąpieniu pojedynczych aminokwasów 
lub na przesunięciu ramki odczytu, albo była to delecja 
fragmentu TAF2. Dla porównania, formy receptora 
estrogenowego powstałe w wyniku delecji eksonu 3 lub 
7 wyraźnie słabiej hamowały aktywność normalnego 
receptora (40-60%) w takich samych stosunkach m olo
wych. Mutacje, indukowane jedynie w regionie wiążą
cym hormon (aminokwasy 516-524) w domenie E, nie 
aktywowały transkrypcji, ale też nie blokowały aktyw
ności prawidłowej formy receptora. Zjawisko bloko
wania aktywności natywnych receptorów przez ich 
mutanty dominujące negatywne opisano też w przypa
dku receptora tyroksyny [61] i kwasu retinowego [62].

Zaproponowano kilka możliwych wyjaśnień mecha
nizmu działania opisanych mutantów [60]. Zmienione 
formy receptorów mogą konkurować o miejsce wiąza
nia z DNA z normalnym receptorem. Nie stwierdzono 
aby mutanty dominujące negatywne receptora estroge
nowego miały większe powinowactwo do DNA, niż 
forma normalna. Konkurencja o sekwencję ERE mog
łaby jedynie mieć miejsce przy znacznej przewadze 
zmodyfikowanej postaci receptora w komórce. Inny 
mechanizm, to uniemożliwienie syntezy RNA poprzez 
związanie normalnego receptora lub innych białek 
z kompleksu inicjującego transkrypcję, które występują 
w komórce w stężeniach mniejszych niż optymalne. 
Często w piśmiennictwie sugeruje się powstawanie 
nieaktywnych dimerów normalnej i zmienionej formy 
receptora [60]. Taki kompleks nie wiąże się z sekwencją 
HRE. Wreszcie ostatnim z możliwych mechanizmów 
działania dominujących negatywnych odmian recep
torów może być nieprawidłowa interakcja z innymi 
czynnikami transkrypcyjnymi w już utworzonym kom 
pleksie inicjacji syntezy mRNA. Wszystkie opisane 
hipotezy są prawdopodobne, ale wymagają potwier
dzenia w wynikach doświadczeń.

IV. Podsum owanie

Estrogeny wpływają na podział komórek i zróż
nicowanie tkanek. Działają za pośrednictwem biał
kowego receptora aktywując ekspresję genów zawiera
jących sekwencję ERE w części regulatorowej. W pro
cesie transaktywacji ekspresji genów współuczestniczą 
inne białka obecne w jądrze komórkowym. Dzięki 
temu działanie receptora estrogenowego podlega kon
troli w różnych tkankach, a także w kompleksach 
inicjacji transkrypcji o różnym składzie białkowym.

Ze względu na kluczową rolę estrogenów w biologii 
wielu tkanek, wszelkie zmiany w ilości i strukturze 
receptora estrogenowego mogą prowadzić do zjawisk 
patologicznych jak np. choroba nowotworowa. Znajo
mość powiązania struktury i funkcji normalnego rece

ptora, a także wyjaśnienie jak  zmiany struktury zabu
rzają jego funkcję prowadząc do zmian chorobowych 
może być pomocne przy wyborze metod leczenia.

Artykuł otrzymano 23 marca 1994 r. 
Zaakceptowano do druku 30 czerwca 1994 r.
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Receptor ekdysteroidowy Drosophila melanogaster —  
jeden z czynników transkrypcyjnych kontrolujących 
metamorfozę

Ecdysteroid receptor from Drosophila melanogaster —  one of the 
transcription factors controlling metamorphosis

ANDRZEJ OŻYHAR*
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Wykaz stosowanych skrótów: BR-C  — „Broad-Complex” 
zespół genów odpowiedzialnych za powstawanie „wczes
nego” pufu 2B5 w chromosomie X, ślinianek Drosophila 
melanogaster; c-Jun — białkowy produkt protoonkogenu 
c-jun; c-Fos — białkowy produkt protoonkogenu c-fos; E74

białkowy produkt genu E74; E75 — białkowy produkt 
genu E75; EcR — receptor ekdysteroidowy; EcRE — regula
torowa sekwencja D NA wiążąca receptor ekdysteroidowy; 
ER — receptor estrogenowy; GR — receptor glukokor- 
tykoidowy; HRE — regulatorowa sekwencja DNA wiążąca 
receptor jądrowy; hsp 27 —  białko szoku cieplnego Drosop
hila melanogaster, będące produktem genu hsp 27; MR 

- receptor mineralokortykoidowy; O T F  1 — czynnik 
transkrypcji wiążący sekwencję oktameryczną; ponasteron 
A —  25-dezoksy-20-hydroksyekdyzon; RAR — receptor 
kwasu retinowego; RXR — receptor retinowy X, (receptor 
kwasu 9-cis retinowego); Sgs — białkowy produkt genu Sgs 
(”salivary gland secretion protein'); TR — receptor tyroido- 
wy; Usp — białkowy produkt genu usp (”ultraspiracle”); 
VDR — receptor witaminy D 3.

I. W stęp

Receptory hormonów sterydowych wchodzą w 
skład nadrodziny receptorów jądrowych, obejmującej 
również inne strukturalnie pokrewne białka, w tym
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receptory tyroksyny (TR). kwasu retinowego (RAR), 
witaminy D 3 (VDR), oraz receptory, których ligandy 
nie są do tej pory poznane (tzw. receptory „sieroce”). 
Białka te, o wyraźnie zdefiniowanej budowie dom eno
wej, są zależnymi od swoich ligandów czynnikami 
regulującymi transkrypcję [1-3] 1

Białka nadrodziny receptorów jądrowych spełniają 
swoją fizjologiczną funkcję wiążąc się ze specyficznymi 
sekwencjami regulatorowymi DNA (HRE, "hormone 
responsive elements"), co prowadzi do zmiany szybko
ści transkrypcji genów będących pod ich kontrolą [3,4], 
W przypadku receptora glukokortykoidowego (GR) 
i receptora estrogenowego (ER) wykazano, że wiążą się 
one z HRE w postaci homodimerycznych kompleksów 
[5, 6-8] 2. Z drugiej zaś strony, ostatnie doniesienia 
wyraźnie dowodzą, iż RAR, TR, VDR wiążą się 
z niektórymi wariantami HRE z wysokim powino
wactwem dopiero w obecności innych, dodatko
wych czynników białkowych (patrz 11-3.2.). Jednym

1 Szereg podstawowych informacji odnośnie funkcji oraz 
struktury białek należących do rodziny receptorów ją d 
rowych zostało przedstawionych w artykułach: „Jądrowe 
receptory jako  czynniki regulujące transkrypcję”. W . S o 
k ó ł -  M i s  i ak na łamach Post. Biochem., 38 (1992) 12-22; 
„Receptor estrogenowy: budowa i funkcja w normalnej 
i neoplastycznej tkance” E . K u l i g  na lamach Post. 
Biochem., 40 (1994).
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z nich jest receptor X kwasu retinowego (RXR), który 
tworzy heterodimery zdolne do specyficznego oddzia
ływania z H RE nie tylko z pokrewnym RAR [ 8, 9], ale 
także z VDR, TR [8-10] oraz z białkiem PPAR 
(”peroxisome prolifer at or-activated receptor") [ 11, 12]. 
Znaczenie fizjologiczne powyższych oddziaływań nie 
jest na razie w pełni zrozumiałe, lecz zdolność recep
torów do formowania heterodimerów wskazuje na 
istnienie złożonego systemu komunikacji pomiędzy 
tymi czynnikami („faktorami”) transkrypcji. System 
ten może być dodatkow o modulowany dzięki temu, iż 
niektóre z receptorów zdolnych do tworzenia hetero
dimerów regulują transkrypcję również jako  homo- 
dimery. Co więcej, w niektórych przypadkach mogą 
one także działać jako niezależne od horm onu czynniki 
transkrypcji [13].

Synergistyczne oddziaływanie pomiędzy receptora
mi nadrodziny receptorów jądrowych i czynnikami 
regulującymi transkrypcję, nie należącymi do tej grupy 
białek, przyczynia się prawdopodobnie również do 
dodatkowego różnicowania tkankowej (rozwojowej) 
regulacji ekspresji genów [14]. Mechanizmy regulacyj
ne tego rodzaju obejmują na przykład: oddziaływania 
białko-białko z czynnikiem transkrypcji O T F  1, w wy
niku, którego następuje wygięcie w pętlę DNA w ob
szarze pomiędzy elementami regulatorowymi [15]; 
oddziaływania będące skutkiem przyłączenia się do 
wspólnego elementu regulatorowego, zbudowanego 
z sąsiadujących lub zachodzących na siebie miejsc 
regulatorowych. Ilustracją ostatniego typu mechaniz
mu jest porozumiewanie się (’’crosstalking”) GR i bia
łek c-Jun i c-Fos należących do grupy czynników 
transkrypcji zawierających element strukturalny od
powiedzialny za ich dimeryzację, zwany suwakiem 
leucynowym [16, 17].

Pytania dotyczące hierarchii oddziaływań między- 
białkowych, oraz mechanizmu, prowadzącego w kon
sekwencji do wysoce wyspecjalizowanych odpowiedzi 
na poziomie komórkowym, są dopiero stawiane. Z a
prezentowane powyżej przykłady mogą być trak tow a
ne jedynie jako  drogowskazy na drodze, jaką należy 
pokonać w celu zrozumienia mechanizmów regulacji 
transkrypcji genów.

W ostatnich latach zidentyfikowano u Drosophila 
melanogaster szereg białek należących do nadrodziny 
receptorów jądrowych [18, 19]. Stwarza to wyjątkową 
możliwość podjęcia próby odpowiedzi na szereg pytań 
w oparciu o obiekt bardzo dobrze scharakteryzowany, 
zarówno pod względem genetycznym jak i ontogenety- 
cznym, pozwalający na molekularne modelowanie, 
niemożliwe ze względów etycznych, czy też praktycz-

2 Wydaje się, że także i te receptory, o których sądzono 
powszechnie, iż działają jako  homodimery, mogą w nie
których warunkach funkcjonować w postaci heterodimery- 
cznych kompleksów. Więcej informacji na ten temat znajdzie 
Czytelnik w zamieszczonym w tym samym zeszycie Post. 
Biochem. artykule „Receptor estrogenowy: budowa i funkcja 
w normalnej i neoplastycznej tkance” autorstwa E. Ku l i g .

nych u organizmów wyższych. Interesującym przy
kładem tej grupy białek jest receptor ekdysteroidowy 
(EcR), którego naturalnym ligandem jest ekdyzon3 
—  hormon linienia owadów i innych bezkręgowców. 
Właściwości EcR oraz jego udział w procesach mole
kularnej kontroli metamorfozy zostaną omówione 
poniżej (patrz II-3.). Inne białka należące do tej 
rodziny, to typowi przedstawiciele receptorów „siero
cych”. Są one produktami następujących genów: svp 
(”sevenup”), biorącego udział w różnicowaniu komórek 
fotoreceptorowych oka [ 20]; tli ("tailles") koniecznego 
dla prawidłowego, osiowego rozwoju embrionalnego 
[ 21]; usp ("ultraspiracle") wymaganego dla prawid
łowego embrionalnego i larwalnego rozwoju odwłoka 
[22, 23]; F T Z - F I , regulatora prawidłowego formowa
nia segmentów podczas embriogenezy [24] i wreszcie 
E l 4 [25, 26], E75 [27,28] i BR-C  [29], genów, których 
produkty są czynnikami transkrypcji odpowiedzial
nymi za indukcję drugorzędowej odpowiedzi na ek
dyzon (patrz I I -1, 11-2.). Trzy pozostałe geny kodują 
białka, posiadające domeny wiążące DNA struktural
nie pokrewne do rodziny receptorów sterydowych. 
Brak w nich jednak fragmentów homologicznych do 
domeny wiążącej ligand. Są to: kni ("knirps”), wymaga
ny podczas embriogenezy dla prawidłowej segmentacji 
odwłoka [30] oraz dwa blisko strukturalnie spokrew
nione geny o nieznanych funkcjach: knrl (”knirsps- 
related") [31] i egon ("embryonic gonad") [32].

II. M olekularna kontrola m etam orfozy

Ekdyzon koordynuje tkankowo-specyficzne zmiany 
morfologiczne i fizjologiczne u stawonogów. W przy
padku najlepiej poznanych obiektów, jakimi są owady, 
wiadomo, że stymuluje on metamorfozę w kierunku 
następnego okresu życia, podczas gdy, ściśle współ
działający z nim w procesach regulacyjnych, hormon 
juwenilny wywiera efekt antagonistyczny „zezwalając” 
na działanie programów realizowanych przez tkanki 
w poprzednich etapach rozwoju [33, 34], U D. melano
gaster można zaobserwować co najmniej jeden szczyt 
stężenia ekdyzonu podczas każdego z sześciu stadiów 
rozwoju: embrionalnego, trzech larwalnych, przedpo- 
czwarki i poczwarki [35]. Podczas pierwszego i drugie
go okresu larwalnego ekdyzon jest przede wszystkim 
odpowiedzialny za indukcję linienia starej kutikuli 
[36]. W drugiej połowie trzeciego okresu larwalnego 
larwa przestaje się odżywiać i rozpoczyna wędrówkę 
w poszukiwaniu odpowiedniego miejsca do przepo
czw arzenia. Pojawienie się podwyższonego poziomu 
ekdyzonu jest sygnałem do zakończenia okresu węd
rowania, a także do sporządzenia przez larwę kokonu 
i rozpoczęcia metamorfozy. Dwanaście godzin później

3 Informacje na temat ekdyzonu, w szczególności zaś fizjo
logicznych efektów jego działania zostały omówione w a r
tykule „Ekdysteroidy owadzie — biosynteza, metabolizm, 
funkcja”. K .  G r z e l a k  1994 Post. Biochem. 40 181-190.
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kolejny wzrost stężenia jest sygnałem do przemiany 
przedpoczwarki w poczwarkę, po czym następuje 
szeroki szczyt stężenia ekdyzonu podczas stadium 
poczwarki. Podczas metamorfozy następuje przemo
delowanie organizmu — tkanki charakterystyczne dla 
larw ulegają histolizie, rozwijają się natomiast tkanki 
imaginalne tworząc struktury właściwe dla owada 
dorosłego [36, 37],

II-l. Model Ashburnera

Szczególnie interesującym i owocnym dla poznania 
molekularnego mechanizmu działania ekdyzonu oka
zał się krótki okres pomiędzy rozpoczęciem przez 
larwę wędrowania, a zakończeniem stadium przedpo
czwarki. W tym czasie politeniczne chromosomy śli
nianek larwy stają się na tyle duże, że mogą być 
bezpośrednio obserwowane pod mikroskopem [38]. 
N a kró tko  przed wzrostem stężenia ekdyzonu — będą
cym sygnałem do tworzenia puparium- niektóre 
z chromosom ów zlokalizowanych na chromosomach 
powiększają się, osiągając rozmiary, wyraźnie odbie
gające od normalnych. Powiększone chromomery, 
zwane pufami, w tym przypadku pufami międzylin- 
kowymi (” intermoult puffs”), zanikają w trakcie na
stępującego wzrostu stężenia ekdyzonu. Jednocześnie 
pojawia się zespół kilku nowych pufów, noszących 
nazwę pufów wczesnych (”early puffs”). Zanikają one 
po kilku godzinach, a następnie pojawia się w po
wtarzalnej sekwencji przez okres 10 godzin ok. 100 
pufów „późnych” {"late puffs") [39],

A s h b u r n e r  [39] opracował system eksperymen
talny, który pozwolił na obserwację powstawania pufów 
in vitro, w odpowiedzi na umieszczenie ślinianek larw 
trzeciego okresu D. melanogaster w medium zawierają
cym ekdyzon. Przy jego pomocy wykonał, wspólnie 
z kolegami, szereg doświadczeń, które stały się pod
stawą do skonstruowania prostego modelu kontroli 
powstawania pufów zwanego dziś powszechnie mode
lem Ashburnera. Według niego (Ryc. 1.), ekdyzon, 
będący w kompleksie ze swoim receptorem (EcR),

REPRESJA INDUKCJA

Ryc. 1. M odel A shburnera przedstawiający genetyczną kontrolę 
pow staw ania pufów w chrom osom ach politenicznych Dro
sophila melanogaster [19, 39], D okładny opis modelu 
znajduje się w tekście pracy (II-l).

odpowiedzialny jest za dwa regulatorowe efekty: induk
cję pufów „wczesnych” i represję pufów „późnych”. 
Indukcja pufów „wczesnych” zachodzi także w obecno
ści inhibitorów syntezy białek, z czego można wnios
kować, że powyższe efekty są bezpośrednią odpowie
dzią na ekdyzon, a czynniki dodatkowe biorące udział 
w regulacji są obecne w komórkach w momencie 
poddania ich działaniu hormonu. Wysunięto także 
hipotezę, iż produkty białkowe „wczesnych” pufów 
działają jako czynniki regulatorowe, indukujące drugo- 
rzędową odpowiedź na ekdyzon, której przejawem jest 
pojawienie się pufów „późnych” i zanik pufów „wczes
nych”. W konsekwencji: zarówno EcR jak i produkty 
pufów „wczesnych” powinny być białkami regulatoro
wymi specyficznie oddziaływującymi z DNA [39], 
Model Ashburnera wytyczył kierunki poszukiwań dla 
badaczy zainteresowanych molekularnym mechaniz
mem regulacji ekspresji genów przez ekdyzon, w szcze
gólności zaś genów odpowiedzialnych za m etam or
fozę. Dzięki niemu szybko określono dwie podstawo
we grupy celów badawczych. Pierwsza z nich obej
mowała identyfikację i charakterystykę EcR, druga 
identyfikację i charakterystykę produktów genów o d 
powiedzialnych za powstawanie pufów „wczesnych”.

II-2. Geny pufów „wczesnych”, ich struktura i pro
dukty

Do tej pory, scharakteryzowano na poziomie mole
kularnym dziewięć pufów zależnych od ekdyzonu 
(Tab. 1.) [40-45]. Trzy z nich należą do klasy „wczes
nych”, jeden „późnych”, a pozostałe do grupy pufów 
„międzylinkowych”. W kontekście przedstawionego 
powyżej modelu hierarchicznej regulacji jest oczywis
tym, że kluczową rolę w jego realizacji powinny 
odgrywać produkty pufów „wczesnych”. W ostatnim 
czasie zidentyfikowano i scharakteryzowano geny zlo
kalizowane w tej grupie pufów, a także rozpoczęto 
badania nad regulacją ich ekspresji i funkcją p roduk
tów. W pufie 2B5 zdefiniowano tzw. „Broad Complex" 
(B R -C ) [29, 46], w obszarze 74EF gen E74 [25, 26], 
a gen E75 w obrębie pufu 75B [27, 28]. Geny te jak dla 
D. melanogaster są wyjątkowo długie, 60-100 kpz, 
i mają podobną strukturę. E74 obejmuje dwie jedno
stki transkrypcji, E74A i E74B, o różnych p rom oto
rach lecz wspólnym 3'-końcu, w wyniku czego po
wstające dwa pokrewne produkty białkowe posiadają 
identyczne domeny wiążące DNA [25]. Struktura E75 
jest podobna, obejmuje ok. 50 kpz, w tym trzy 
promotory zależne od ekdyzonu, które pozwalają na 
syntezę spokrewnionych mRNA: t.j. E75A , E75B  
i E75C. Także i w tym przypadku produkty genów 
posiadają identyczne C-końce i różne N-końce. Anali
za ich sekwencji aminokwasowej pozwoliła na wyróż
nienie domen odpowiedzialnych za wiązanie DNA 
oraz niezidentyfikowanego jak dotąd liganda. Wyjąt
kowym w tej grupie jest białko E75B, którego domena 
wiążąca DNA posiada tylko jeden palec cynkowy.
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T abela 1
Geny pufów ślinianek Drosophila melanogaster (według [103])

Typ pufu Symbol p u fu1 Gen(y) Funkcja O dnośnik lit.

międzylinkowy 3C Sgs42 białko klejowe [40]
międzylinkowy 25B Sgsl białko klejowe [41]
m iędzylinkowy 68C Sgs3 białko klejowe [42]
m iędzylinkowy 68C Sgs7 białko klejowe [42]
m iędzylinkowy 68C Sgs8 białko klejowe [42]
m iędzylinkowy 90BC Sgs5 białko klejowe [43]
m iędzylinkowy 71CE Sgsó białko klejowe [44]

wczesny 2B5 BR-C regulatorow a [29, 27]
wczesny 74 EF E74 regulatorow a [25, 26]
wczesny 75B E75 regulatorow a [27, 28]

późny 71CE Geny I-IV nieznana [45]

1 Symbole pufów według konwencji podanej przez B e c k e r a  [106] i A s h b u r n c r a  [107],
2 W ażnymi funkcjami ślinianek Drosophila melanogaster są synteza i sekrecja śluzowatego kleju, który pozwala owadowi na przytw ierdzenie się 
do podłoża podczas m etam orfozy. Głównym  jego składnikiem  są białka sekrecyjne ślinianek (’’salivary gland secretion proteins”, Sgs), 
pow stające na m atrycy odpow iednich mR NA pod koniec trzeciego okresu larwalnego.

Świadczyć to może, iż realizuje ono swą praw dopodo
bną funkcję czynnika transkrypcji, wiążąc się z DNA 
w odmienny sposób niż znane receptory nadrodziny, 
bądź też, że działa ono w kompleksie z innymi białkami 
[18]. BR-C  ma najbardziej złożoną strukturę. Obej
muje obszar 100 kpz, w obrębie którego położone są 
co najmniej trzy prom otory kontrolujące syntezę 
dwóch pierwotnych transkryptów ( ~  50 kpz i 100 
kpz), przekształcanych w wyniku składania w kilka
naście transkryptów pochodnych. Wszystkie one za
wierają wspólny ekson zwany „rdzeniowym”, na to 
miast podzielić je można na trzy klasy, definiowane 
przez ekson kodujący różniące się między sobą pary 
palców cynkowych typu C 2H 2 [29],

Jak wynika więc z przytoczonych powyżej infor
macji, zgodnie z postulatami modelu Ashburnera, 
białka kodowane przez poznane do tej pory geny 
pufów „wczesnych” zawierają elementy strukturalne 
umożliwiające im specyficzne oddziaływanie z DNA, 
a co za tym idzie potencjalne funkcjonowanie jako 
czynniki transkrypcji.

II-3. Receptor ekdysteroidowy

II-3.1. Identyfikacja aktywności i genu receptora 
ekdysteroidowego

Przeciwnie niż inne receptory horm onów sterydo
wych receptor ekdysteroidowy (EcR) został ziden
tyfikowany bardzo późno, bo dopiero w 1978 r. [47,48]. 
Opracowanie syntezy 25-dezoksy-20-hydroksyekdy- 
zonu, (ponasteronu A), o wysokiej aktywności specyfi
cznej (122 Ci/mmol) umożliwiło po raz pierwszy 
zaobserwowanie wysycalnej aktywności wiążącej ten 
ligand ze stałą dysocjacji ~ 3  nM  w ekstraktach linii 
komórek K c [47] oraz w dyskach imaginalnych 
skrzydeł D. melanogaster [48], Kolejne eksperymenty 
mające na celu dokładną charakterystykę EcR wyko
nywane były głównie na tym samym obiekcie, przy

czym EcR badano w ekstraktach z embrionów, po- 
czwarek, dorosłych samic jak również z wybranych 
tkanek — dysków imaginalnych i ślinianek [49, 50]. 
Analiza wykresów Scatcharda wiązania ponasteronu 
A do preparatów EcR z komórek Kc , dysków imagina
lnych oraz embrionów wykazała, że ligand wiązany 
jest przez jedną klasę miejsc wiążących [47, 48, 51-54]. 
Badania przeprowadzone na ekstraktach otrzym a
nych z komórek linii Bil oraz z dorosłych samic D. 
melanogaster doprowadziły natomiast do zaobserwo
wania heterogenności miejsc wiążących. W ekstrak
tach Bil wykazano istnienie dwóch klas miejsc wiążą
cych o stałych dysocjacji 0.3 nM i 2.0 nM [55], zaś 
w preparatach z samic wyznaczono stałe równe 0.9 nM 
i 3 nM [56], Aktywność EcR badano również u przed
stawicieli innych gatunków owadów wyznaczając bar
dzo zbliżone wartości stałych dysocjacji [50],

Właściwości hydrodynamiczne EcR zostały najpeł
niej zbadane dla D. melanogaster. Wyznaczone w arto
ści masy cząsteczkowej są dla różnych preparatów 
zbliżone i wynoszą 120-130 kDa [50, 54]. Wyraźne 
zróżnicowanie obserwowane jest natomiast dla w arto
ści współczynników sedymentacji. Dla świeżych prepa
ratów komórek Kc stwierdzono na przykład, że zarów
no cytoplazmatyczna, jak i jądrow a aktywność wiążą
ca ponasteron A posiadają współczynnik sedymentacji 
6S, natomiast dla EcR z mrożonych preparatów 
komórek K c wyznaczono współczynnik sedymentacji 
równy 4S [50]. EcR w ekstraktach embrionów był 
charakteryzowany wartościami współczynnika sedy
mentacji 8.5S i 4.5S w buforach odpowiednio o niskiej 
i wysokiej sile jonowej [57]. Najwyższą wartość (9S) 
zaobserwowano jednak, po kowalencyjnym związaniu 
hormonu z EcR, w wyniku naświetlenia preparatu 
bezpośrednio przed wirowaniem promieniowaniem 
ultrafioletowym [58].

Zróżnicowane wartości współczynników sedymen
tacji, w szczególności zaś ich zależność od siły jonowej, 
były wyraźną wskazówką, iż EcR jest białkiem o właś
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ciwościach podobnych do receptorów sterydowych, 
zidentyfikowanych i scharakteryzowanych u kręgow
ców. Eksperymentalne potwierdzenie przypuszczenia 
można było uzyskać jedynie po określeniu sekwencji 
aminokwasowej EcR. Podejmowano więc próby oczy
szczenia EcR w celu otrzymania informacji, które 
pozwoliłyby na zaprojektowanie strategii klonowania 
genu. Procedury oparte o klasyczne metody chrom ato
graficzne nie doprowadziły ostatecznie do celu, praw
dopodobnie ze względu na niestabilność kompleksów 
EcR-ponasteron A [53], Niemniej jednak, osiągnięto 
znaczny postęp oczyszczając EcR z komórek K c 
500-700-krotnie [59] oraz 5000-krotnie z poczwarek
D. melanogaster [59]. Ostatni wynik był w dużej mierze 
skutkiem oparcia procedury izolacji o specyficzne 
oddziaływania receptora z immobilizowanym DNA 
z grasicy cielęcej. Wskazywał on kierunek badań 
zmierzających do oczyszczenia EcR, a także podkreślał 
konieczność otrzymania danych dotyczących oddzia
ływania EcR z DNA.

Identyfikacja sekwencji regulatorowej rozpoznawa
nej przez EcR (EcRE), a także scharakteryzowanie 
oddziaływań pomiędzy nią a receptorem (patrz 11-3.2.) 
pozwoliły na zaprojektowanie oczyszczania tego biał
ka m etodą chromatografii powinowactwa w oparciu 
o immobilizowane oligonukleotydy zawierające sek
wencję hsp 21 [60]. Jakkolwiek osiągnięto wysoki 
stopień oczyszczenia, bo aż 29 000-krotny, to jednak 
nie udało się otrzymać białka w ilości wystarczającej 
do przeprowadzenia analizy struktury pierwszorzędo- 
wej, a co za tym idzie do zaprojektowania sondy DNA 
pozwalającej na izolację genu EcR. W tym samym 
czasie K o e l l e  i w s p .  [61] scharakteryzowali p ro 
dukt genu, nazwanego przez nich EcR, zlokalizowane
go w obrębie pufu 42A D. melanogaster. Gen ziden
tyfikowano stosując sondę hybrydyzacyjną obej
mującą fragment genu E75 kodujący domenę wiążącą 
DNA wraz z przyległymi aminokwasami. W pierw
szym rzędzie sonda posłużyła do zidentyfikowania 
genomowych klonów EcR, które następnie zostały 
użyte do analizy biblioteki cDNA z larw ostatniego 
okresu.

Główny transkrypt genu EcR  (ok. 6 kpz) z otwartą 
ramką odczytu obejmującą 879 kodonów, koduje 
białko należące do nadrodziny receptorów jądrowych. 
Zawiera ono co najmniej dwie wyraźnie zdefiniowane 
domeny: domenę wiążącą DNA i domenę wiążącą 
hormon. Domena wiążąca DNA, kodowana w odróż
nieniu od innych receptorów przez jeden a nie dwa 
eksony, zawiera 19 konserwowanych aminokwasów. 
Wykazuje ona największe podobieństwo do formy 
(3 ludzkiego TR [61]. Produkt genu EcR posiada, 
identycznie jak TR, VDR i RAR w obrębie C-koń- 
cowego palca aminokwasy Glu-Gly-Gly, odpowie
dzialne prawdopodobnie i w tym przypadku za specy
ficzne wiązanie do sekwencji regulatorowej [62], Spok
rewniony z nimi strukturalnie ER posiada odpowied
nio Glu-Gly-Ala [63],

II-3.2. Oddziaływanie receptora ekdysteroidowe- 
go z DNA i czynnikami transkrypcji —  ich 
znaczenie dla różnicowania kontroli eks
presji genów przez ekdyzon

II-3.2.1. Oddziaływanie receptora ekdysteroido- 
wego z DNA; pierwsze obserwacje

Pierwsze wyniki wskazujące na to, że EcR wiąże się 
z DNA zostały zaprezentowane w krótkim czasie po 
identyfikacji aktywności EcR. Było to możliwe dzięki 
otrzymaniu przeciwciał do 20-hydroksyekdyzonu [64, 65] 
oraz opracowaniu metody aktywowanego promie
niami ultrafioletowymi kowalencyjnego wiązania 20- 
hydroksyekdyzonu do EcR [66]. Przy pomocy tej 
ostatniej techniki, połączonej z radioimmunologiczną 
detekcją związanych ekdysteroidów stwierdzono, że 
20-hydroksyekdyzon jest kompleksowany przez biał
ko komórkowe D. melanogaster o masie 130 kD a [58]. 
Dodatkowe badania pufów chromosomów ślinianek 
poddanych działaniu 20-hydroksyekdyzonu, a następ
nie promieniowania ultrafioletowego, wykazały obec
ność w nich antygenu 20-hydroksyekdyzonu w kom 
pleksie z receptorem. Był to pierwszy dowód na 
asocjację EcR w kompleksie ze sterydowym ligandem, 
z chromatyną [ 66, 67], Wyniki te przedstawiono 
w czasie, gdy nie były jeszcze znane sekwencje DNA 
wiążące specyficznie receptory sterydowe. Przewidy
wano wprawdzie ich istnienie, lecz badania oddziały
wania receptorów z DNA były prowadzone z użyciem 
niefrakcjonowanego DNA genomowego. Pomimo sze
regu niedostatków pozwoliły one na zaobserwowanie, 
między innymi, procesu aktywacji (transformacji) rece
ptorów, polegającego na przejściu receptora ze stanu 
charakteryzującego się brakiem powinowactwa do 
DNA do stanu, w którym receptor wiąże się do DNA. 
Oprócz tego zidentyfikowano czynniki wpływające na 
interakcję receptorów z DNA [ 68], Badania prze
prowadzone dla PR, ER i GR pokazały, na przykład, 
że fosforan 5-pirydoksalu specyficznie hamuje wiąza
nie tych białek do DNA, nie zmieniając przy tym 
w sposób istotny ich powinowactwa do sterydu [69- 
73]. Dodatkow o związek ten zmieniał właściwości 
hydrodynamiczne receptorów, co objawiało się 
zmniejszeniem ich współczynnika sedymentacji. Jak 
kolwiek nie było jasne, jakie jest fizjologiczne znacze
nie powyższych obserwacji, nie ulegało wątpliwości, że 
są one charakterystyczne dla receptorów sterydowych. 
Analiza wpływu fosforanu 5'-pirydoksalu została wy
konana również dla EcR z ekstraktów embrionów D. 
melanogaster [63]. Stwierdzono, że wiązanie receptora 
do DNA z grasicy cielęcej immobilizowanego na 
celulozie jest hamowane również w przypadku tego 
białka. Modyfikacja ta jest specyficzna, gdyż inne 
związki, pochodne do fosforanu 5'-pirydoksalu (piry- 
doksal, fosforan 5'-pirydoksaminy, pirydoksamina), 
praktycznie nie mają wpływu na interakcję EcR 
z DNA. Towarzyszy jej zmiana własności hydrodyna
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micznych objawiająca się zmniejszeniem współczyn
nika sedymentacji z wartości 8.5 S do 4.5-5.0 S. Powy
ższe wyniki były bardzo podobne do opublikowanych 
wcześniej dla receptorów sterydowych kręgowców. 
D odatkow o stwierdzenie, iż w przypadku EcR modyfi
kacja dotyczy prawdopodobnie, jak u innych recep
torów, reszt lizyny ważnych dla interakcji z DNA [57], 
wyraźnie sugerowało istnienie podobieństwa struk
turalnego pomiędzy EcR a receptorami kręgowców 
w obrębie domeny odpowiedzialnej za wiązanie DNA 
(potwierdzonego ostatecznie po izolacji genu EcR, 
patrz II-3.E). Pozwalało to także na wysunięcie przy
puszczenia o istnieniu podobieństwa strukturalnego, 
a co za tym idzie także funkcjonalnego, pomiędzy 
sekwencjami regulatorowymi rozpoznawanymi przez 
EcR i innych członków nadrodziny.

II-3.2.2. Receptor ekdysteroidowy wiąże się specy
ficznie z sekwencjami regulatorowymi

Jak podkreślono to wcześniej, receptory sterydowe 
kontrolują ekspresję genów przez interakcję z sekwen
cjami H R E  funkcjonującymi jako klasyczne wzmac
niacze transkrypcji. Pierwsze HRE zidentyfikowano 
dla G R  [74], a w dalszej kolejności dla pozostałych 
receptorów hormonów sterydowych [4]. Po zebraniu 
dostatecznej ilości informacji, HRE tej podklasy recep
torów nadrodziny podzielono na dwie grupy [75, 
76,3]. Klasyczną, konsensusową sekwencją grupy pier
wszej jest palindrom G G T A C A nnnT G T Y C Y 4, rozpo
znawany przez GR, PR, AR i receptor mineralokor- 
tykoidowy (MR). Konsensusową sekwencją grupy 
drugiej jest G G T C A nnnT G A C C , palindrom rozpo
znawany przez ER, TR, VDR, RAR. Coraz więcej 
danych eksperymentalnych wskazuje jednak na to, że 
powyższa klasyfikacja jest uproszczona. Jak stwier
dzono ostatnio TR [77], VDR [78], RAR [79], ale 
także RXR [80] zdolne są do wiązania nie tylko 
funkcjonalnych sekwencji palindromowych, lecz także 
sekwencji, będących bezpośrednimi powtórzeniami 
(„direct repeats”) sekwencji AGGTCA. Obecność 2, 3, 
4 lub 5 pz rozdzielających powtórzone sekwencje 
określa przy tym, który z receptorów będzie preferen
cyjnie wiązany [81-83].

W pierwszym etapie, badania nad oddziaływaniem 
EcR ze specyficznymi sekwencjami regulatorowymi, 
były poważnie ograniczone ze względu na brak metody 
pozwalającej na wykazanie w sposób bezpośredni z jaką 
sekwencją EcR tworzy specyficzny kompleks. Zmierza
no więc do zdefiniowania elementów regulatorowych na 
drodze funkcjonalnej analizy sekwencji promotoro- 
wych genów regulowanych przez ekdyzon. W praktyce 
sprowadzało się to do identyfikacji krótkich fragmen
tów wystarczających do regulacji transkrypcji genów 
przez ten hormon. Analiza została przeprowadzona 
najpełniej w przypadku genów kodujących białka szoku

4Y = C lub T.

cieplnego {hsp). Najbardziej znaczące wyniki otrzymano 
dla rejonu promotorowego genu hsp 27 kodującego 
białko o masie 27 kDa, którego ekspresja jest stymulo
wana zarówno przez ekdyzon jak też i przez szok 
cieplny [84]. W pierwszej kolejności wykazano, że 
obszar pomiędzy pozycjami -579 i -455 jest odpowie
dzialny za kontrolowaną przez ekdyzon indukcję syn
tezy mRNA [85]. Dodatkowe eksperymenty pozwoliły 
na zidentyfikowanie w jego obrębie sekwencji 23 pz 
rozpoznawanej specyficznie przez białka ekstraktu jąd 
rowego komórek Schneidera. Opierając się na spo
strzeżeniu, iż ten krótki fragment wystarcza dla kontroli 
ekspresji heterologicznego genu przez ekdyzon, wysu
nięto przypuszczenie, że łatwy do identyfikacji w ob
rębie sekwencji palindrom, może być sekwencją regula
torową rozpoznawaną przez EcR (Ryc. 2. i 3.) [ 86].

Sugestia wymagała bezpośredniego dowodu eks
perymentalnego. Został on dostarczony przez dwie 
pracownie, które posłużyły się w tym celu różnymi 
metodami. M etoda pierwsza była oparta  na iden
tyfikacji i analizie sekwencji fragmentów DNA wiążą
cych EcR skompleksowany ze znakowanym 26-[1251] 
ponasteronem A [87], Postępowanie takie, możliwe 
dzięki bardzo wysokiej aktywności specyficznej stery
du, pozwoliło na śledzenie EcR związanego z DNA 
pomimo tego, że receptor nie był oczyszczony. Po
twierdzono nie tylko wiązanie się receptora z sekwen
cją 23 pz prom otora hsp 27, ale także zidentyfikowano 
trzy nowe sekwencje wiążące EcR w obrębie p rom oto
ra genu Eip 28/29 (Ryc. 2.). Metoda druga, oparta  na

u
. . . . . . . .

A C A A G T G C A T I G A A C C C 1 T G T hsp 2 Z
T G I T C A C G [ A A C I T G G G A A C A (-530 do -550)

• • • • • > • •
C G C A G G T I A A T G A C C A A C A A T Upstream
G C G T C C A A r T A C I G G T T G T T A (-450 d o -430)

. . . • • . . •
G I A A A G 1 G A C T G A C C T C A A G A Prox
C A T T I C A C r G A C T G G A G T T C T (+2659 do +2679)

. . . • • .
1 T G A C C C C A A T G A A C I T C r A A Dist
A A C T G G G G T T A C T T G A A G A T T (+4437 do +4457)

. • • • •
C A A A A 1 T C A T T C A A C C C A A T C Fbp 1
G T T T I A A G T A A G T T G G G T T A G (-106 do -86)

A
T G A C C Y KONSENSUS

Rvc. 2. Sekwencje fragmentów DNA zawierających elem enty regu
latorow e wiązane przez EcR.
N a rysunku pokazano pięć znanych obecnie EcRE (wraz 
z sekwencjami sąsiadującym i) pochodzących z następują
cych genów: hsp 21 [85, 86, 88], Fhp 1 [104, 105] oraz Eip 
28/29 (Prox , Dist, Upstream) [87]. Lokalizacja sekwencji 
w poszczególnych genach została określona przez podanie 
num erów odpowiednich nukleotydów  w odniesieniu do 
miejsca startu  transkrypcji (+  1). Sekwencja zawierająca hsp 
21 EcRE została odw rócona o 180° w celu łatwiejszego 
wykazania istnienia we wszystkich EcRE wspólnych ele
m entów (ram ka) składających się na sekwencję konsen
susową, obejm ującą sześć par nukleotydów  [87]. Strzałka 
wskazuje położenie lokalnego centrum  symetrii, a kropki 
—  symetrycznych par nukleotydów.
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 7_ 6 _5_ 4 3 2 1 I 2 _3_ 4 5 6 7___________

A G A C A A G G G T T C A  - A - T G C A C T T G T C C A  hSp  27  EcRE 
T C T G T T C C C A A G T  - T - A C G T  G A A C A G G T

6 5 4 3 2 1  1 2 3 4 5 6
G G T A C A N N N T G T T C T  GRE
C C A T  G T N N N A C A A G A

5 4 3 2 1  1 2 3 4 5
G G T  C A N N N T  G A C C  ERE
C C A G T N N N A C T  G G

Ryc. 3. Porów nanie hsp 27 hcR h  z konsensusowym i sekwencjami 
regulatorow ym i rozpoznaw anym i przez receptor giukokor- 
tykoidow y (GRE) i estrogenowy (ERE). W obrębie sekwen
cji obejm ującej pary zasad od pozycji -552 do -527 obszaru 
prom otorow ego genu hsp 27 w yróżniono palindrom  cent
ralny (podw ójna linia), k tóry jest odpowiedzialny za wiąza
nie funkcjonalnego EcR [87, 89, 91], a także palindrom  
zewnętrzny (linia pojedyncza), k tóry jak  pierw otnie sądzono 
powinien być sekwencją rozpoznaw aną przez EcR [86], 
Pary zasad palindrom u centralnego zostały ponum erow ane 
zgodnie z konwencją zastosow aną przez T r u s s a  i w sp . 
[75] dla pokazanych niżej G R E  i ERE. Dla uproszczenia 
pokazano tylko jedną  z „wersji” sekwencji GRE. Zdaniem  
T r u s s a  i B e a t o  [3] sekwencja konsensusowa G R E 
zapisana jak o  pojedyncza nić DNA ma bowiem następującą 
postać: G G TA C A nnnT G T Y C Y , gdzie Y =  C lub T. 
Sekwencję hsp 27 przedstaw iono z dw om a „odstępam i” 
pomiędzy ram ionam i palindrom u, tak aby m ożna ją  było 
łatwiej porów nać z G R E  i ERE; „N ” — oznacza dowolny 
nukleotyd.

filtracji żelowej, umożliwiła analizę kompleksów po
wstających w wyniku specyficznej interakcji EcR 
z DNA [ 88, 89], Również i w tym przypadku pokaza
no, że nieoczyszczony EcR z embrionów D. melanogas- 
ter jest specyficznie wiązany przez 23 pz z sekwencji hsp 
27. Stwierdzono ponadto, że po związaniu DNA EcR 
dimeryzuje, zwiększając swą obserwowaną w filtracji 
żelowej masę z 130 kD a do 290 kDa. Dodatkowe 
eksperymenty kompetycyjne pozwoliły na dalsze scha
rakteryzowanie oddziaływania i na stwierdzenie, że za 
wiązanie EcR odpowiedzialny jest centralny palin
drom sekwencji hsp 21 [ 88], a nie, jak uprzednio sądzili 
R i d d i h o u g h  i P e l h a m  [85], palindrom „zew
nętrzny” (Ryc. 3.). Porównanie jego sekwencji z opisa
nymi powyżej sekwencjami regulatorowymi rozpo
znawanymi przez receptory nadrodziny receptorów 
sterydowych kręgowców (Ryc. 3) sugeruje, że jest ona 
blisko spokrewniona z H RE rozpoznawanymi przez 
ER, a także TR, VDR, RAR. Istotnie, przeprowadzone 
przez M a r t i n e z a  i w s p .  [90] testy funkcjonalne 
oparte o użycie genów reporterowych wykazały, że zmia
na długości sekwencji oddzielającej odcinki połówkowe 
centralnego palindromu hsp 27 z 1 pz do 3 pz powoduje 
uwrażliwienie go na estradiol, przy jednoczesnym odczu
leniu na ekdyzon. Odwrotnie, skrócenie sekwencji 
oddzielającej z 3 pz do 1 pz w ERE rozpoznawanym 
przez ER czyni go wrażliwym na ekdyzon, co sugeruje, 
że podstawową różnicą pomiędzy tymi elementami re
gulatorowymi jest długość sekwencji oddzielającej [90].

Sugestia ta znalazła bezpośrednie potwierdzenie 
w elektroforetycznej analizie tworzenia się komplek
sów pomiędzy EcR a oligonukleotydami, zawierający
mi element hsp 27 ze zmodyfikowaną sekwencją od

dzielającą [91]. Mutacja centralnej pary A /T  do C/G 
nie miała praktycznie wpływu na tworzenie się specyfi
cznych kompleksów DNA-EcR, natomiast zmiana 
odstępu pomiędzy odcinkami połówkowymi palin
dromu prowadziła do zmniejszenia powinowactwa 
DNA do EcR, w porównaniu do DNA zawierającego 
niezmienioną sekwencję hsp 27. Efekt był silniejszy 
w przypadku gdy usunięto centralną parę zasad, niż 
gdy długość sekwencji oddzielającej zwiększono z 1 pz 
do 2 pz.

Dokładna analiza oddziaływania EcR z sekwencją 
regulatorową hsp 27 wykazuje jednak, że sposób w jaki 
EcR specyficznie tworzy kompleks z DNA  różni się od 
opisanego w przypadku ER, GR. Podstawowa różnica 
zawiera się w tym, iż pary zasad występujące w pozyc
jach -3, -4 i + 1 ,  + 3 ,  + 4  hsp 27 EcRE (Ryc. 3.) mogą 
być mutowane bez istotnego wpływu na wiązanie 
receptora. Dodatkowo, pary zasad odpowiedzialne za 
tworzenie kompleksu z EcR obejmują nawet pozycje 
-7, -6, + 6  [91] podczas gdy ER, a także GR, kon tak
tują się z parami zlokalizowanymi najdalej w pozyc
jach +  5 i -5 [3]. Dwie teoretycznie możliwe lokalizacje 
par zasad hsp 27 odpowiedzialnych za wiązanie EcR 
pokazano na rycinie 4. Bez względu na to, która z nich 
jest realizowana w rzeczywistości, można się spodzie
wać, że s truktura kompleksu EcRE-EcR różni się 
znacząco od kompleksów G R -G R E  i ER-ERE, które 
charakteryzują się obecnością miejsc kontaktowych 
w bruździe dużej i ich brakiem w bruździe małej [3] 
(patrz legenda do Ryc. 4). Prawdopodobnie, różnica ta 
wynika przede wszystkim z faktu, iż sekwencja o d 
dzielająca EcRE wynosi 1 pz a ERE i G R E  3 pz [3, 4], 
chociaż wydaje się, że długość sekwencji oddzielającej 
nie jest jedynym czynnikiem, określającym specyficz
ność oddziaływania. Na przykład, oddziaływanie hete- 
rodimeru RXR/TR z elementem regulatorowym, bę
dącym bezpośrednim powtórzeniem o sekwencji od
dzielającej 4 pz, wymagać może istnienia kontaktów 
pomiędzy aminokwasami domeny wiążącej DNA TR, 
a parami zasad zlokalizowanymi w obrębie bruzdy 
mniejszej [92],

Przynajmniej w przypadku sekwencji hsp 27, EcR 
jest wiązany z DNA prawdopodobnie w postaci hete- 
rodimeru — w tym przypadku w kompleksie z p roduk
tem białkowym genu ultraspiracle (Usp) [93, 94]. 
Ekspresja samego EcR w komórkach ssaczych nie 
pozwala bowiem na zaobserwowanie w nich aktywno
ści wiązania ponasteronu A, ani też powstania specyfi
cznych kompleksów z oligonukleotydami zawierający
mi sekwencję hsp 27. Obie aktywności, oraz towarzy
sząca im zdolność komórek ssaczych do aktywowania 
heterologicznych prom otorów zawierających sekwen
cję hsp 27, pojawiają się dopiero w przypadku koeksp- 
resji Usp bądź bardzo blisko strukturalnie z nim 
spokrewnionego (86% homologii sekwencji amino- 
kwasowej) ssaczego odpowiednika — RXRa [93], 
Funkcjonalne oddziaływanie EcRE hsp 27 z EcR wy
maga więc obecności Usp [94], lecz nie można wy-
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A B

Rvc. 4. H ipotetyczna lokalizacja par zasad hsp 21 EcRE odpow ie
dzialnych za wiązanie funkcjonalnego EcR.
Na schem atycznie przedstawionej na rysunku podwójnej 
spirali DNA zaznaczono (•) pary zasad centralnego palin- 
d rom u hsp 21 (porównaj Ryc. 3.), zidentyfikowane jako  
istotne dla oddziaływ ania z EcR [89, 91], Lokalizacja 
przedstaw iona na rycinie A zakłada, iż białka tworzące 
funkcjonalny EcR umieszczane są w sąsiadujących bruz
dach dużych, gdzie tw orzą w przeważającej mierze kontakty  
z hsp 21 EcRE. D odatkow e miejsca k on tak tu  położone są 
w obrębie bruzdy małej, gdzie powinny być też zlokalizow a
ne reszty am inokw asów  odpowiedzialnych za tworzenie 
dim eru białek, będących składnikam i funkcjonalnego EcR. 
Na skutek lokalizacji przedstawionej na rycinie B, obie 
cząsteczki białkowe powinny być umieszczone w obrębie 
bruzd małych, gdzie realizują one większość oddziaływań 
z hsp 27 EcRE; dodatkow e miejsca oddziaływ ania (białko- 
-białko i białko-D N A ) położone są w bruździe dużej. 
Dyskusja dotycząca tego, jakie białka składają się na 
funkcjonalny EcR znajduje się w tekście pracy (II-3.2.2.).

kluczyć istnienia niezidentyfikowanych jeszcze EcRE 
zdolnych do wiązania homodimerów EcR. Jak wyka
zano bowiem dla pokrewnego VDR, elementy regula
torowe rozpoznawane przez to białko można podzielić 
na dwie grupy [95]. Pierwsza obejmuje sekwencje 
zdolne do funkcjonalnego wiązania homodimerów 
VDR. Zawierają one element G G G T G A  zorganizo
wany w formie bezpośrednio powtórzonych sekwencji 
z sekwencją oddzielającą 6 pz, lub też jako  palindrom 
bez sekwencji oddzielającej, czy wreszcie jako  pa
lindrom z sekwencją oddzielającą 12 pz. Druga kla
sa obejmuje bezpośrednie powtórzenia sekwencji 
G GTCCA , A G G TCA  lub G G G T G A  oddzielone 3 pz, 
które funkcjonalnie wiążą heterodimery utworzone 
z VDR i RXR. Występowanie elementów regulatoro
wych należących do obu klas jest, zdaniem C a r l s -  
b e r g a  w w s p .  [95], świadectwem istnienia co naj
mniej dwóch dróg przenoszenia i różnicowania o d 
powiedzi dla witaminy D 3, a także prawdopodobnie 
również innych ligandów rozpoznawanych przez rece
ptory jądrowe. Pozostaje otwartym pytanie, czy

i w przypadku EcR ten sposób różnicowania sygnału 
biologicznego jest możliwy. Element hsp 21 wydaje się 
być, w tym kontekście, bardzo interesującym obiek
tem, gdyż wiąże on heterodimery Usp/EcR, co jak 
wspomniano powyżej, w przypadku VDR, jest cechą 
sekwencji będących bezpośrednimi powtórzeniami. 
Sekwencja hsp 21 nie należy jednak do tej grupy; jest 
ona raczej zdegenerowanym palindromem (Ryc. 3.).

Dodatkowe możliwości regulacji otwierają się także 
dzięki temu, iż gen EcR zorganizowany w podobny 
sposób jak geny E74 i E15, koduje więcej niż jedną 
izoformę receptora [96]. Opisany poprzednio jako 
jedyny transkrypt EcR  może być alternatywnie składa
ny, w wyniku czego obok opisanego już wcześniej 
produktu białkowego o obserwowanej w elektrofore
zie masie 105 kD a [61], oznaczanego teraz jako 
EcR-Bl, powstać może izoforma EcR-B2 o masie 80 
kDa. O dkryto  także nową jednostkę transkrypcji, 
zachodzącą na obszar jednostki transkrypcji EcR-B, 
która koduje trzecią izoformę receptora: EcR-A. Biał
ka EcR-A, EcR-Bl i EcR-B2 charakteryzują się iden
tycznymi domenami wiążącymi DNA (66 aminokwa
sów), steryd (221 aminokwasów) lecz podobnie jak 
białka E75 i E74 różnią się one N-końcowymi segmen
tami. Jak stwierdzono, wszystkie trzy formy wiążą 
z podobnym powinowactwem steryd, a także rozpo
znają specyficznie sekwencję hsp 27, co sugeruje, że 
aktywności zlokalizowane w domenach odpowiedzial
nych za wiązanie DNA są „nieczułe” na różnice 
w obręcie N-końcowego fragmentu białka [96], Z ba
dano również zmiany stężenia poszczególnych izoform 
i odpowiednich mR NA  w całych owadach podczas ich 
rozwoju. Profile zmian ich stężenia są różne, przy czym 
dominacja poszczególnych form jest przynajmniej czę
ściowo synchronizowana przez pojawiające się kolejne 
szczyty stężenia ekdyzonu. Zdaniem T a 1 b o t a 
i w s p . [96] powyższe wyniki wskazują, iż poszczegó
lne formy EcR, lub ich kombinacje są wymagane dla 
różnych etapów metamorfozy.

Zróżnicowane czasowo i tkankowo występowanie 
różnych izoform nie jest ograniczone tylko dla EcR. 
Podobne zależności zaobserwowano dla produktów 
genów pufów „wczesnych” E l 4A, E l 5A i E75B , w ow a
dach o ściśle określonym wieku oraz w kulturach 
tkankowych [97].

III. U w agi końcowe

Jak wspomniano we Wstępie, najnowsze wyniki 
dotyczące receptora glukokortykoidowego wskazują 
wyraźnie na to, że czynniki transkrypcji nie należące 
do nadrodziny receptorów jądrowych mogą tworzyć 
kompleksy z receptorami sterydowymi, modyfikując 
ich aktywność [14], Do grupy tych białek należą: 
czynnik O T F  1, białka zawierające homeodomenę, 
a także AP-1: heterodimer białek c-Fos i c-Jun posia
dających w swej strukturze motyw suwaka leucynowe- 
go. Jak wydaje się AP-1 antagonizuje w analogiczny
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sposób również działanie RAR, TR i ER [98-100] 
a więc receptorów filogenetycznie pokrewnych EcR 
[101]. M ożna więc się spodziewać, iż białka D. melano
gaster zawierające motyw homeodomeny, zamka leu- 
cynowego, a także inne o nieznanych do tej pory 
elementach strukturalnych odpowiedzialnych za wią
zanie z DNA, są potencjalnymi kandydatami zdolnymi 
do tworzenia kompleksów z różnymi izoformami EcR.

Wykazanie istnienia tego typu oddziaływań, jak 
również poszerzenie wiedzy dotyczącej regulacji ak 
tywności EcR przez białka należące do nadrodziny 
receptorów jądrowych, należą obecnie do najbardziej 
interesujących zadań badawczych. Ich realizacja, 
w której centralnym punkcie znajdzie się analiza 
zależności pomiędzy strukturą a funkcją kompleksów 
tworzonych przez EcR z DNA (przy ewentualnym 
udziale innych partnerów białkowych), przyczyni się 
niewątpliwie do zrozumienia mechanizmów odpowie
dzialnych za zróżnicowaną metamorfozę poszczegól
nych tkanek owada. Powyższe eksperymenty mogą 
także doprowadzić do identyfikacji receptora (recep
torów?) horm onu juwenilnego [ 102], drugiego obok 
ekdyzonu horm onu o kluczowym znaczeniu dla meta
morfozy.
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Udział transkrypcji genu cytochromu P450scc w regulacji 
syntezy hormonów sterydowych w korze nadnerczy

The contribution of cytochrome P450scc gene transcription in the 
regulation of steroid hormone synthesis in the adrenal cortex
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Wykaz stosowanych skrótów: A II — angiotensyna II, ACAT
-  acylotransferaza acylo-CoA:cholesterol (2.3.1.26), ACTH
-  kortykotropina, Adr —  adrenodoksyna, cA M P  — cyk

liczny 3',5'-monofosforan adenozyny, CAT — acetylotrans- 
feraza chloramfenikolu (2.3.1.28), C R E — element odpowie
dzi na cAM P, C R EB P  — białko wiążące się do CRE, 
CYP11A — podrodzina genowa cytochromów P450, do 
której należy gen cytochromu P450scc (1.14.15.6), CYP11B
—  podrodzina genowa cytochromów P450, do której należy 
gen cytochromu P450j ip (1.14.15.4), CYP21B podrodzina 
genowa cytochromów P450, do której należy gen cyto
chrom u P450C21 (1.14.99.10), Da —  dalton, D A G  — 1,2- 
dwuacyloglicerol, G RP78 —  „mniejsze” białko szoku ter
micznego, H D L  — lipoproteiny o dużej gęstości, 3(3HSD
— dehydrogenaza 3-|3-hydroksysterydowa (1.1.1.51), kD a
—  kilodalton, LD L —  lipoproteiny o małej gęstości, P450l7a

-  cytochrom P450I7a (1.14.99.9), PKA  —  kinaza biał
kowa A, P K C  — kinaza białkowa C, pz — pary zasad, Red 
Adr — reduktaza adrenodoksyny (1.18.1.2), reduktaza 
HM G -C oA  — reduktaza 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-CoA 
(1.1.1.34), SAP — polipeptydowy aktywator sterydogenezy, 
S C P 2 — białko przenoszące sterole, SEH — hydrolaza 
estrów sterolowych (3.1.1.13), TPA  —  ester forbolu (12- 
O-tetradecanoylphorbol-13 acetate), T R E  —  element od
powiedzi na estry forbolu.

I. W stęp

H orm ony sterydowe, syntetyzowane z cholesterolu 
w korze nadnerczy, gonadach i w łożysku regulują

1M gr,2pręf. dr hab., K atedra  i Zakład  Chemii Fizjologicznej 
AM, ul. Święcickiego 6, 60-781 Poznań; Zakład Genetyki 
Człowieka PAN, ul. Strzeszyńska 32, 60-479 Poznań.

transkrypcję genów, które kontrolują szereg ważnych 
procesów fizjologicznych. U człowieka oraz u zwierząt 
wielu gatunków formą transportową cholesterolu 
w osoczu krwi są lipoproteiny o małej gęstości (LDL) 
[ 1 ]. Wyjątkiem są niektóre gryzonie, u których funkcję 
tę pełnią lipoproteiny o dużej gęstości (HDL) [2]. 
Cholesterol lipoprotein jest głównym substratem syn
tezy hormonów sterydowych [1, 2], Cholesterol jest 
także syntetyzowany in situ z acetylo-CoA [3], lub 
może pochodzić z hydrolizy estrów cholesterolu zawa
rtych w kroplach lipidowych [4,5].

Początkową reakcją w syntezie wszystkich hor
monów sterydowych jest przemiana cholesterolu 
w pregnenolon [ 6-8], katalizowana przez kompleks 
enzymatyczny desmolazy cholesterolowej, zawierający 
cytochrom P450scc (side-chain cleavage cytochrome 
P450). Cytochrom P450scc przenosi elektrony 
z N A D PH  na cholesterol, dając w rezultacie jego 
hydroksylację w pozycjach 22R i 20oc, i rozerwanie 
wiązania pomiędzy C 20 i C 22 [9]. Produktem pośred
nim jest 20oc, 22R-dihydroksycholesterol [7,9], C yto
chrom P450scc nie pobiera bezpośrednio elektronów 
z N A D PH . Reakcję tę przeprowadza flawoproteina 
—  reduktaza adrenodoksyny. Przenosi ona elektrony 
na białko żelazowo-siarkowe, zwane adrenodoksyną, 
k tóra gra rolę donora elektronów dla cytochromu 
P450scc [7,9]. Reduktaza adrenodoksyny i adrenodo
ksyna są zlokalizowane w matriks, a P450scc w we
wnętrznej błonie mitochondrialnej [7,9] (Rye. 1). Usu
nięcie fragmentu łańcucha bocznego cholesterolu jest
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Ryc. 1. Kom pleks enzym atyczny desm olazy cholesterolowej.
W m itochondrialnej m atriks, elektrony pochodzące 
z N A D PH  ulegają przeniesieniu na reduktazę adrenodok- 
syny (Red Adr), a następnie na adrenodoksynę. Z redukow a
na adrenodoksyna (A drr) łączy się z cytochrom em  P450scc, 
zlokalizowanym  w wewnętrznej błonie m itochondrialnej, 
oddaje elektron i ponow nie przechodzi w formę utlenioną 
(A dr0). N a cytochrom ie P450scc zachodzi reakcja przem ia
ny substra tu  (S), —  cholesterolu w pregnenolon.

procesem ograniczającym wielkość biosyntezy hor
monów sterydowych [10], która na tym etapie jest 
kontrolow ana przez kortykotropinę (ACTH). Dlatego 
zrozumienie regulacji ekspresji genu cytochromu 
P450scc ma ważne znaczenie poznawcze.

W artykule przedstawiono mechanizm hormonalnej 
regulacji ekspresji genu P450scc w strefach: pasmowa- 
tej i siatkowatej kory nadnerczy. W porównaniu 
z innymi gruczołami wewnętrznego wydzielania, 
w których przebiega synteza hormonów sterydowych, 
kora nadnerczy zawiera najwięcej metabolitów (Ryc. 2). 
U zwierząt wielu gatunków funkcjonują w niej bowiem 
cztery specyficzne substratowo cytochromy P450, 
które umożliwiają syntezę glukokortykoidów, mi- 
neralokortykoidów, androgenów nadnerczowych i ge- 
stagenów. Dwa z tych cytochromów (P450scc

i P450lip) zlokalizowane są w wewnętrznej błonie 
mitochondrialnej, a dwa pozostałe (P45017a i P450c21) 
w retikulum endoplazmatycznym [6,7]. Syntezę glu
kokortykoidów i androgenów w komórkach stref 
pasmowatej i siatkowatej kory nadnerczy pobudza 
kortykotropina, k tóra działa za pośrednictwem cA M P 
i kinazy białkowej A [5,11], natomiast produkcję 
mineralokortykoidu — aldosteronu w strefie kłęb- 
kowatej kory nadnerczy stymuluje angiotensyna II (A 
II) [12,13]. H orm on ten, działając za pośrednictwem 
inozytofosfatydów jako  przekaźników drugiego rzędu, 
powoduje zmiany w wewnątrzkomórkowym rozmie
szczeniu jonów  wapnia oraz aktywację kinazy C 
[14-16]. Zatem, biosynteza hormonów sterydowych 
w korze nadnerczy jest regulowana przez co najmniej 
dwa horm ony i zachodzi poprzez dwa różne systemy 
przekaźników drugiego rzędu. Systemy te oddziaływu- 
ją na siebie i wzajemnie się uzupełniają.

Celem pracy jest przedstawienie i przedyskutowanie 
danych z piśmiennictwa dotyczących regulacji eks
presji genu cytochromu P450scc (CYP11A) w korze 
nadnerczy przez kortykotropinę.

II. Regulacja horm onalna syntezy kortyko- 
idów

II-l. Kortykotropina, ACTH

K ortykotropina  jest hormonem peptydowym wy
wodzącym się z prekursora (proopiomelanokortyny) 
syntetyzowanego w przednim płacie przysadki móz
gowej [17,18],

Łańcuch kortykotropiny ludzkiej zawiera 39 reszt 
aminokwasowych, przy czym sądzi się, iż sekwencja

Ryc. 2. Szlak biosyntezy horm onów  sterydowych w korze nadnerczy większości ssaków. Pełne nazwy enzym ów znajdują się w wykazie skrótów.
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Lys-Lys-Arg-Arg w pozycji 15-18 warunkuje wiązanie 
ACTH z receptorem [ 19], U ssaków ujawniono prawie 
kompletną homologię odcinka zawierającego pierwsze 
24 reszty aminokwasowe. Jak się przypuszcza, pozo
stała część peptydu chroni cząsteczkę horm onu przed 
proteolizą [20].

II-2. Receptory kortykotropiny

K ortykotropina wiąże się ze specyficznym recep
torem o masie cząsteczkowej 225 kDa, zlokalizowa
nym w błonie cytoplazmatycznej komórek stref pas- 
mowatej i siatkowatej kory nadnerczy [21]. Receptor 
ACTH zawiera przynajmniej trzy wiązania dwusiarcz- 
kowe i pod wpływem mocznika oraz merkaptoetanolu 
ulega rozpadowi na fragmenty o masach cząstecz
kowych: 22, 52, 64, i 83 kD a [21]. Miejsce wiązania 
horm onu znajduje się we fragmencie 83 kD a [21].

Badania przyłączenia ACTH, znakowanego [ 125J], 
do frakcji błon cytoplazmatycznych komórek stref 
pasmowatej i siatkowatej wykazały obecność miejsc 
wiążących specyficznie, lecz o różnym powinowactwie: 
3 , 4 x l 0 ~ 9/mol i l , 0 x l 0 -9 /mol [22]. Liczbę miejsc 
wiążących horm on przypadających na jedną komórkę, 
ocenia się na 3500 do 7200 [23,24], Również błony 
cytoplazmatyczne komórek strefy kłębkowatej, p rodu
kujących głównie aldosteron, zawierają obok recep
torów angiotensyny II, receptory ACTH o właściwoś
ciach podobnych do receptorów występujących w komór
kach stref pasmowatej i siatkowatej [24],

Przypuszcza się, że receptory o wysokim powinowact
wie do ACTH, powodują wejście jonów C a 2+ do 
komórki, a receptory o niskim powinowactwie od 
powiadają za zwiększoną akumulację cA M P w kom ó
rce [25]. Koncepcja ta jest zgodna z obserwacją, że 
w interakcji hormon-receptor biorą udział jony wap- 
naia [26,27], współdziałając w syntezie cA M P [28].

Zajęcie niewielkiej nawet liczby receptorów przez 
A CTH powoduje maksymalny efekt stymulacji i wy
dzielania horm onów sterydowych [22]. W hodowlach 
komórek kory nadnerczy wołu, w wyniku dodania do 
pożywki ACTH o stężeniu 1 pM, po przejściowym 
obniżeniu liczby receptorów, spowodowanym  ich in
ternalizacją, obserwowano silną odpowiedź na ho r
mon, mierzoną ilością mRNA P450scc [29]. Sugeruje 
to, że ACTH oddziaływuje nie tylko na ekspresję 
genów kodujących enzymy uczestniczące w syntezie 
horm onów sterydowych, lecz także na gen własnego 
receptora i być może także cyklazy adenylowej.

II-3. Wewnątrzkomórkowe mechanizmy kontrolne

Związanie się ACTH z receptorem prowadzi do 
stymulacji aktywności cyklazy adenylowej, co pociąga 
za sobą wzrost stężenia cyklicznego A M P  wewnątrz 
komórki [30], W interakcji horm on-receptor uczest
niczą jony wapnia z puli zewnątrzkomórkowej, „po
magając” niejako w zajęciu receptora przez hormon

[26,27], Wejście jonów C a2 + do komórki, towarzyszą
ce związaniu się ACTH z receptorem, konieczne jest, 
jak się wydaje dla syntezy cAMP, k tóra wymaga 
uaktywnienia cyklazy adenylowej [28]. W wyniku 
związania się ACTH z receptorem następuje nagły 
wzrost syntezy cAMP. Pośredniczy w tym białko G, 
składające się z podjednostek: c l, p, i y [31,32]. W stanie 
nieaktywnym łańcuchy a, (3 i y tworzą kompleks, 
w którym do podjednostki cl przyłączony jest G D P. Po 
związaniu kortykotropiny z receptorem następuje 
zmiana jego konformacji i w efekcie przyłączenie go do 
białka G. Wtedy G D P  odłącza się od podjednostki c l. 

Na jego miejsce wchodzi G TP, który zmienia konfor
mację tej podjednostki, co z kolei powoduje odłączenie 
podjednostek (3 i y, a w konsekwencji dyfuzję podjed
nostki c l wzdłuż wewnętrznej powierzchni błony cyto
plazmatycznej aż do połączenia się z cyklazą adenylo- 
wą [31,32]. Dopóki do podjednostki c l przyłączony jest 
G TP, dopóty zachowuje ona aktywujące oddziaływa
nie na cyklazę. Trwa to nawet do kilku sekund. Kiedy 
nastąpi hydroliza G T P  do G D P , podjednostka c l traci 
zdolność stymulacji cyklazy adenylowej i ponownie 
wiąże się z (3 i y [31,32]. Nieznane są jeszcze miejsca 
wiązania z receptorem, ani też sposób wzajemnego 
kontaktu podjednostek białka G. W iadom o nato
miast, w którym miejscu cząsteczki wiążą się G T P  
i G D P. Podjednostki (3 i y spełniają przypuszczalnie 
rolę m odulatora działania białka G oraz odpowiadają 
za jego „zakotwiczenie” w błonie cytoplazmatycznej 
[31,32],

W wyniku uaktywnienia cyklazy adenylowej na
stępuje natychmiastowy wzrost produkcji cAMP, peł
niącego funkcję przekaźnika drugiego rzędu [33-35]. 
Świadczą o tym eksperymenty z użyciem jego analo
gów: dibutyrylo-cAMP i 8-bromo-cAM P [34] oraz 
z użyciem forskoliny — diterpenu, który aktywuje 
cyklazę adenylową [35]. Związki te naśladują działa
nie ACTH oraz cA M P wywołując wzrost syntezy 
hormonów sterydowych. Cykliczny A M P  przyłącza 
się do podjednostki regulatorowej kinazy białkowej 
A powodując uwolnienie podjednostki katalitycznej 
[33], która fosforyluje szereg cytosolowych i mikro- 
somalnych białek potrzebnych do produkcji horm o
nów sterydowych [36]. Jednym z efektów działania 
kinazy A jest indukcja syntezy cytochromu P450scc, 
adrenodoksyny i reduktazy adrenodoksyny, poprzez 
wpływ na zwiększenie poziomu specyficznych mRNA 
[34,37].

Wśród białek z kory nadnerczy fosforylowanych 
przez kinazę A znajduje się hydrolaza estrów sterolo
wych [38], której działanie pozwala zwiększyć pulę 
wolnego cholesterolu [39]. Rozważa się także moż
liwość udziału kinazy zależnej od jonów wapnia i kal- 
moduliny w aktywacji hydrolazy estrów sterolowych 
[40], Jednocześnie, wraz ze wzrostem aktywności tego 
enzymu zauważono obniżenie aktywności acylotrans- 
ferazy acylo-CoA: cholesterol, spowodowane fosfory- 
lacją aktywnej formy tego enzymu [41] (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Udział kinazy białkowej A (PKA) w regulacji w ewnątrz
kom órkowej puli estrów cholesterolu.
R — receptor kortykotrop iny  (ACTH), SEH —  hydrolaza 
estrów sterolowych, ACAT —  acylotransferaza 
acylo-CoA:cholesterol, znak ( +  ) oznacza aktywację, (-) 
—  hamowanie.

Wzrost stężenia wolnego cholesterolu we wnętrzu 
komórki powoduje wysycenie nim błony wewnętrznej 
mitochondriów, a nadwyżka wolnego cholesterolu 
zostaje reestryfikowana [41].

Doniesiono także o fosforylacji, przez kinazę A, 
białka rybosomów kory nadnerczy [42] co sugeruje, że 
regulacja syntezy hormonów sterydowych zachodzi 
także na poziomie translacji. Eksperymenty z użyciem 
inhibitorów syntezy białek: cykloheksimidu i puromy- 
cyny [41,43] potwierdziły to przypuszczenie i d o 
prowadziły do wniosku, iż na wczesnym etapie od
powiedzi na ACTH wymagana jest synteza białka 
o krótkim okresie półtrwania [43]. Po stymulacji 
kortykotropiną, w obecności cykloheksimidu zauwa
żono gromadzenie się wolnego cholesterolu w błonie 
zewnętrznej mitochondriów [44], co sugerowało, że 
synteza białka jest niezbędna do transportu chole
sterolu z zewnętrznej do wewnętrznej błony mitochon
driów [45], W korze nadnerczy wykryto białko prze
noszące sterole (sterol carrier protein — 2, SCP2) [46,47], 
Sądzi się, że białko to ułatwia przeniesienie chole
sterolu z kropli lipidowych do mitochondriów oraz 
z zewnętrznej do wewnętrznej błony mitochondrialnej 
[46]. Ponadto  wykazano, że jego syntezę indukuje 
ACTH [48], Wydaje się więc możliwe, że cyklohek- 
simid ogranicza syntezę właśnie tego białka [49], 
Poszukiwania innych czynników wrażliwych na cyklo- 
heksimid doprowadziły do wykrycia labilnego białka 
o masie cząsteczkowej 3215 Da, nazwanego polipep- 
tydowym aktywatorem sterydogenezy, (steroidogene- 
sis activator polypeptide, SAP) [50], który miałby 
przenosić cholesterol przez błonę mitochondrialną. 
Białko to powstaje z prekursora o masie cząsteczkowej 
82 kD a (p82) w wyniku proteolitycznego odłączenia 
aminokwasów C-końcowych. Jak sugerowano, p82 
jest blisko spokrewnione lub nawet tożsame, z wy
stępującym w różnych tkankach „mniejszym” białkiem 
szoku termicznego, (glucose regulated protein 78, 
GRP78) [50]. Pozwala to przypuszczać, że GRP78 
ulega tkankowo-specyficznej protelizie, ponieważ SAP 
występuje tylko w tkankach syntetyzujących hormony 
sterydowe. Odłączenie aminokwasów C-końcowych 
z cząsteczki GRP78 zachodzi, jak się wydaje, podczas 
translacji [50]. Mogłoby to tłumaczyć wrażliwość

syntezy horm onów  sterydowych na cykloheksimid, 
gdyż w wyniku zahamowania translacji zabrakłoby 
SAP niezbędnego do przemieszczenia cholesterolu do 
wewnętrznej błony mitochondrialnej. W związku 
z tym powstaje pytanie, czy proteaza odcinająca SAP 
od G RP78 jest zależna od kinazy A? Wreszcie inte
resujące wydaje się powiązanie pomiędzy ewolucyjnie 
starymi białkami szoku termicznego, chroniącymi ko
mórki przed niesprzyjającymi warunkami środowiska, 
a ewolucyjnie młodszymi białkami warunkującymi 
odpowiedź na stres, prowadzącą do syntezy glukokor
tykoidów [50].

W korze nadnerczy ACTH zwiększa stężenie m RNA 
receptora LD L i reduktazy 3-hydroksy-3-metylogluta- 
tarylo-CoA (reduktaza HM G-CoA) [51]. U zwierząt, 
dla których głównym źródłem cholesterolu do syntezy 
horm onów  sterydowych są lipoproteiny osocza krwi, 
ACTH wpływa silniej na poziom stężenia receptorów 
LDL, nastomiast np. u chomika, wykorzystującego do 
syntezy horm onów  sterydowych przede wszystkim 
cholesterol endogenny, ACTH stymuluje głównie syn
tezę reduktazy H M G -CoA  [51]. Działanie ACTH na 
transkrypcję obu genów można zahamować podaniem 
inhibitora desmolazy cholesterolowej (aminogluteti- 
midu), co sugeruje, że za efekt zahamowania jest 
odpowiedzialny wolny cholesterol [51]. M ożna by 
wnioskować, że poziom ekspresji tych genów zależy od 
stężenia wolnego cholesterolu, które obniża się pod 
wpływem ACTH. Wydaje się to uzasadnione, gdyż 
w regionach promotorowych genu receptora lipo- 
protein i reduktazy HM G-CoA, wykryto sekwencje 
SRE (sterol regulatory elements) za pośrednictwem 
których cholesterol moduluje ich aktywność trans- 
krypcyjną [52, 53].

III. Indukcja syntezy cytochromu P450.vcc

III-l. Gen cytochromu P450scc

Geny cytochromów P450 tworzą nadrodzinę [54], 
w której, w oparciu o liczbę eksonów, wyróżniono 
rodziny genowe. Gen cytochromu P45dsrc razem z ge
nem P450lip tworzy rodzinę CYP11 z dwiema pod- 
rodzinami: CYP11A i CYP11B. Podrodzina CYP11A 
zawiera wyłącznie gen P450scc, natomiast w podro- 
dzinie CYP11B występuje gen cytochromu P450lip 
wraz z innymi ściśle spokrewnionymi genami [54].

G en cytochromu P450scc (C Y P11 A) człowieka ma 
długość ok. 20 tysięcy pz i zawiera dziewięć eksonów 
[55]. W procesie transkrypcji powstaje specyficzny 
m RNA o długości ok. 2 tysiące pz [56]. Jego wy
stępowanie wykazano w tkankach syntetyzujących 
horm ony sterydowe, natomiast nie stwierdzono w m ó
zgu, nerce, wątrobie, płucach i sercu [57], Badania 
z zastosowaniem hybrydyzacji in situ pozwoliły zloka
lizować gen C Y P 1 1A człowieka na ramieniu q, w p rą 
żku 23 do 24, chromosomu 15 (15q23-q24) [58], 
W literaturze nie znaleziono danych dotyczących
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chromosomowej lokalizacji genu CYP11A u innych 
gatunków. Geny pozostałych składników desmolazy 
cholesterolu człowieka: reduktazy adrenodoksyny 
i adrenodoksyny położone są na innych chrom o
somach, odpowiednio: 17q24-q25 i 11 q22 [58],

Wykazano, że komplementarny DNA (cDNA) 
szczurzego C Y P 1 1A posiada 77% homologii z cDNA 
bydlęcym i 80% homologii z cDNA człowieka [57],

Z mitochondriów nadnerczy wołu wyizolowano 
produkt białkowy genu CYP11A [59]. Białko to, 
o ciężarze cząsteczkowym 49 kDa, powstaje z prekur
sora o ciężarze 54,5 kD a w wyniku modyfikacji 
potranslacyjnej [59]. W układzie in vitro oczyszczony 
P450.SCC uległ fosforylacji katalizowanej przez kinazę 
C na grupach -OH seryny i treoniny [60]. Wyniki te 
oraz spostrzeżenie, że z wewnętrzną błoną mitochond- 
rialną związana jest aktywność kinazy białkowej C, 
wskazuje na znaczenie fosforylacji P450.src w uaktyw
nieniu syntezy hormonów sterydowych w odpowiedzi 
na sygnał zewnętrzny [60].

II1-2. Regulacja ekspresji genu cytochromu P450.vt*c

Aby zlokalizować elementy cis, działające w regionie 
regulatorowym genu P450scc człowieka i określić ich 
rolę w procesie transkrypcji podstawowej {basic trans
cription) i stymulowanej {stimulated transcription), wy
konano  transfekcję komórek nowotworowych kory 
nadnerczy myszy (linia Yl), za pomocą serii konstruk
cji zawierających różnej długości fragmenty regionu 
regulatorowego genu CYP11A związane z genem 
acetylotransferazy chloramfenikolu (CAT) jako  repor
terem [61]. Stwierdzono, że sekwencja o długości 2327 
pz, oskrzydlająca gen CYP11A od strony 5', jest 
odpowiedzialna zarówno za transkrypcję podstawo
wą, jak  i indukowaną cAMP, przy czym najkrótszy 
z badanych fragmentów (od +  1 do -88), w którym 
znajdują się sekwencja TATA i motyw CA AT, od
powiada wyłącznie za transkrypcję podstawową [61]. 
Elementy cis, warunkujące ekspresję podstawową 
w genie człowieka zlokalizowano we fragmencie od -56 
do -44 [61, 62], podczas gdy w genie bydlęcym od -49 
do -26 [63]. Przypuszczalny motyw TATA (TTATTA) 
w regionie promotorowym bydlęcego genu CYP11A 
zajmuje pozycję od -31 do -26 [63, 64], Podobną 
pozycję zajmuje on też w genach: człowieka [65], 
myszy [66] i szczura [67].

Konstrukcje o długości 152, 267, 343 i 605 pz, 
zawierające fragmenty regionu oskrzydlającego gen 
ludzki od końca 5', począwszy od pozycji + 1 ,  od
znaczały się 5-krotnie wyższą aktywnością transkryp- 
cyjną w obecności ACTH w porównaniu z transkryp
cją podstawową [61]. W miejscu od -108 do -117 
stwierdzono sekwencję: G G G G A G G A G C , w której 
tylko jedna zasada różni ją  od miejsca wiązania faktora 
transkrypcyjnego SP-1 {stimulatory protein -1), o sek

wencji: — G G G G C G G  [61 62]. SP-1 jest trans- 
J  T  a a t l  j j

działającym białkiem odgrywającym rolę w transkryp
cji genów wirusowych i eukariotycznych, związanych 
z utrzymaniem podstawowych funkcji komórki [62]. 
Badania aktywności transkrypcyjnej konstrukcji za
wierających fragment prom otora związany z genem 
reporterem sugerują, że wiązanie faktora SP-1 w tym 
miejscu zwiększa poziom transkrypcji [62]. Podobna 
sekwencja w genie bydlęcym znajduje się w pozycjach 
od -68 do -63 (CCGCCC) oraz od -109 do -100 
(TG G G A G G A G C ) [62, 64], Ponieważ SP-1 występu
je w komórkach różnych typów, zatem chociaż wydaje 
się on niezbędny dla transkrypcji genu P450scc, to 
jednak nie jest on przypuszczalnie czynnikiem od
powiadającym za specyficzną-tkankowo ekspresję te
go genu. W badaniach regionu promotorowego genu 
C Y P U A  myszy, przy użyciu ekstraktów jądrowych 
z komórek linii Y 1, zauważono także, że w obszarze od 
-126 do -33, oprócz SP-1, istnieją miejsca wiązania 
innych czynników białkowych: SF-1, SF-2 i SF-3 
{steroidogenesis factor  1, 2 and 3) [66]. Jak się sądzi, 
mają one znaczenie w transkrypcji podstawowej [66].

Transkrypcję genu C Y P 1 1A silnie wzmacnia cAMP, 
oddziaływując na białko(a) wiążące się z sekwencją 
DNA w rejonie regulatorowym tego genu, zwaną 
elementem odpowiedzi na cA M P (cAMP response 
element', CRE) [61, 62,64], Jednakże białko wiążące się 
z CRE, (cAMP response element binding protein, 
CREBP), podobnie jak faktor SP-1, nie jest przypusz
czalnie czynnikiem odpowiadającym za specyficzną 
tkankowo ekspresję tego genu, gdyż występuje także 
w innych tkankach [62, 68]. Regiony odpowiedzialne 
za indukowaną cA M P transkrypcję genu P450scc 
u bydła i myszy nie zawierają sekwencji homologicznej 
do CRE i stąd przypuszczalnie mogą współdziałać 
z innymi specyficznymi tkankowo białkami, które 
warunkują odpowiedź na cA M P [63, 66]. Możliwe, że 
CREBP wiąże się nie tylko z sekwencją kanoniczną dla 
CRE: TG ACGTCA, ale również i ze zbliżonymi sek
wencjami. CREBP. jak wiadomo, ulega fosforylacji 
przy pomocy kinazy A i w takiej postaci wpływa na 
zwiększenie transkrypcji genów klasy II [62, 68], 
Mechanizm pobudzenia transkrypcji pozostaje jednak 
niewyjaśniony. W obszarze regulatorowym genu 
CYP11A człowieka, począwszy od pozycji -1633 do 
-1625, znajduje się sekwencja TG A TGTCA , która 
różni się od klasycznego CRE tylko jedną zasadą. 
Przypuszcza się, że sekwencja ta może być odpowie
dzialna za indukowaną cA M P transkrypcję genu 
CYP11A u człowieka [61, 62]. W odniesieniu do 
regionu promotorowego bydlęcego genu CYP11A 
doniesiono najpierw, że podobną rolę może grać 
sekwencja TTG A TC  w pozycji od -166 do -161, 
znajdującą się w obszarze odpowiedzi na cAMP: od 
-183 do -83 pz [62, 64], Dalsze eksperymenty prze
prowadzane technikami footprinting i gel retardation, 
z użyciem ekstraktu jądrowego z komórek Yl, po
zwoliły na zlokalizowanie sekwencji odpowiedzi na 
cA M P w odcinku od -118 do -83 [63]. Co ciekawe,
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w miejscu tym znajduje się, jak już wspomniano, 
sekwencja, z którą wiąże się czynnik SP-1 (od -109 do 
-100 wg [64], a od -110 do -101 wg [63]). Tak więc 
wydaje się bardzo prawdopodobne, że SP-1 lub jakieś 
inne, spokrewnione z nim białko, jest konieczne do 
indukowanej cA M P transkrypcji bydlęcego genu 
CYP11A. Drugim czynnikiem pobudzającym trans
krypcję mógłby być faktor ASP (adrenal-specific prote
in), specyficzne białko występujące tylko w jądrach 
komórek nadnerczy, dla którego przypuszczalne miej
sce wiązania wykryto w regionie od -101 do -89 [63]. 
Miejsce to jest prawie identyczne (11 na 13 pz) 
z odpowiednią sekwencją w genie cytochromu P450c21 
człowieka (CYP21B), k tóra również odpowiada za 
transkrypcję indukowaną przez cA M P [69],

Sukcesywne delecje regionu regulatorowego genu 
CYP11A człowieka, zawierającego sekwencje hom o
logiczne (od -152 do -89) do regionu odpowiedzi na 
cA M P w bydlęcym genie CYP11A, powodowały 
zmniejszenie podstawowej aktywności transkrypcyj- 
nej zamiast oczekiwanego zmniejszenia aktywności 
indukowanej przez cA M P [62, 63]. Mogłoby z tego 
wynikać, że u zwierząt różnych gatunków regiony 
odpowiadające za aktywność podstawową i induko
waną przez cA M P znajdują się w różnych odległoś
ciach od miejsca startu transkrypcji. Schemat regio
nów promotorowych CYP11A najlepiej dotychczas 
poznanych gatunków zwierząt przedstawia rycina 4.

Inny element, za pomocą którego cA M P mógłby 
indukować transkrypcję genu CYP11A, to element 
odpowiedzi na aktywujące kinazę C estry forbolu, 
(TRA response element: TRE). Region odpowiedzi na 
cA M P w genie C Y P 1 1A człowieka zawiera w pozycji 
od -611 do -605 sekwencję: TG A GTCA , identyczną 
z sekwencją kanoniczną dla TRE: T G A G /C TC A  [61, 
62]. Taki sam region znajduje się w genie CYP11A 
myszy, w pozycji od -318 do -311 [ 66]. Wykazano, że 
z TR E wiąże się czynnik transkrypcyjny AP-1, będący

heterodimerem białek c-fos i c-jun [62, 70]. Ze względu 
na podobieństwo sekwencji CRE i TRE jest możliwe, 
że TRE odznacza się także wrażliwością na cA M P [61, 
62, 70],

Badania transfekcji komórek Y1 za pomocą k o n 
strukcji zawierających region regulatorowy o różnej 
długości związany z genem reporterem, wykazały, że 
w obszarze prom otora genu C Y P 1 1A człowieka, sek
wencje odpowiedzialne za aktywność podstawową 
indukowaną nie zachodzą na siebie [61], N atom iast 
w genie myszy wydają się one zachodzić na siebie, co 
sugeruje obserwacja, że w komórkach Yl, w których 
wprowadzono mutację w genie kinazy białkowej A, 
zniesieniu uległ nie tylko indukowany, lecz także 
podstawowy poziom transkrypcji [71],

W badaniach prom otora genu CYP11A człowieka 
użyto też związków, działających za pośrednictwem 
kinazy C, a więc naśladujących działanie angiotensyny 
II w komórkach kory nadnerczy [65], Działanie na 
komórki Yl jonoforem wapniowym A23187 i estrem 
forbolu TPA (tetradecanoyl phorbol acetate) znacznie 
obniża ilość mRNA P450scc już po 12 godz. inkubacji, 
a po transfekcji konstrukcjami prom otora z genem 
reporterem te same czynniki hamują ekspresję genu 
reportera [65]. Sekwencje nadające właściwości sup- 
resyjne zlokalizowano w obszarze od -89 do -343 
i zauważono, że supresja ta jest wywołana zaham ow a
niem transkrypcji. W regionie tym nie wykryto jednak 
żadnych znanych sekwencji regulatorowych, tak więc 
mechanizm supresji pozostaje nadal niewyjaśniony 
[65], Miejsca odpowiedzialne za supresję znajdują się 
w innych regionach niż elementy odpowiedzialne za 
ekspresję podstawową i regulowaną przez cAM P [65]. 
Stąd, nie wyjaśnia mechanizmu represji model za
kładający współzawodnictwo białek inhibitorów 
transkrypcji, ze znanymi czynnikami transkrypcyjny- 
mi o te same elementy cis. Rezultaty badań wskazują 
raczej, że w regulacji transkrypcji dochodzi do wzajem-

, 1G9 7 __________■) 52 3  - 1 5 2 _____________ -89 -4 9 /2 6  C Z Ł O W IE K

 1 t  1    J ---------------------------------
-2 50 0

-118  -83 W Ó Ł

 //----------------------------------------------------------------------
-896

-424  -327 -219  ‘77  M Y S Z  1t____________________ g 0
S F3 S F2  SF1

-573  -565  -473  -465  -311 -304 -200 -1 9 2 -1 8 8  -180 S Z C Z U R

  -------------   “------ n--------- o-
-118 -112

l l - Regiony odpowiedzialne za transkrypcję podstawową

Wk - Regiony związane z transkrypcją indukowaną przez cAMP
wm - Regiony odpowiedzialne zarówno za transkrypcję podstawową, 

jak i indukowaną przez cAMP

Ryc. 4. Lokalizacja sekwencji odpow iedzialnych za transkrypcję podstaw ow ą oraz indukow aną przez cA M P w regionach prom otorow ych 
genu C Y P 1 1A
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Ryc. 5. Schemat regulacji horm onalnej transkrypcji genu C Y P 1 1 A. 
K o rtyko trop ina  (ACTH), poprzez cAM P i kinazę białkow ą 
A (PKA), aktyw uje białka jądrow e, które wiążąc się do 
elem entu odpowiedzi na cA M P(C R E), regulują pozytywnie 
( +  ) transkrypcję genu CYP11A. Angiotensyna II (A II) 
inicjuje w kom órce rozpad fostatydyloinozytolu-4,5-bisfos- 
foranu, doprow adzając m.in. do pow stania 1,2-dwuacylog- 
licerolu (DAG), k tóry aktyw uje kinazę białkow ą C (PKC). 
K inaza białkowa C fosforylując białko(a) wiążące się do 
elem entu odpowiedzi na estry forbolu (TRE) wpływa ham u
jąco  (-) na ekspresję C Y P 1 1 A.

nej interakcji pomiędzy białkami regulującymi ekspre
sję genu pozytywnie i negatywnie [65] (Ryc. 5).

Jednym z czynników negatywnie regulujących eks
presję genu CYP11A jest przypuszczalnie receptor 
glukokortykoidów, którego obecność wykazano w ko
rze nadnerczy [72]. Okazało się, że syntetyczny gluko- 
kortykoid, deksametazon, wiążąc się z receptorem 
glukokortykoidów obniża poziom mRNA 450scc 
w kom órkach kory nadnerczy hodowanych in vitro 
[73]. Towarzyszy temu obniżenie wydzielania ko r
tyzolu. Wyniki badań sugerują, że działanie deksame- 
tazonu zachodzi na poziomie transkrypcji. Co więcej, 
dowiedziono, że deksametazon hamuje stymulowaną 
forskoliną ekspresję genu reportera w kom órkach 
nadnerczy, do których wprowadzono zrekombinowa- 
ne plazmidy zawierające prom otor genu CYP11A 
związany z genem CAT [73]. Dokładnej lokalizacji 
miejsca działania kompleksu deksametazon-receptor 
w regionie regulatorowym genu jednak nie ustalono; 
wiadomo, że znajduje się ono blisko elementu od
powiedzi na cA M P [73, 74], usytuowanego w genie 
bydlęcym w pozycji od -166 do -161 [62], Tak więc 
możliwe są dwa sposoby wyjaśnienia mechanizmu 
represji wywołanej deksametazonem. Albo kompleks: 
receptor glukokortykoidów-deksametazon oddziały- 
wuje ze specyficzną sekwencją w obszarze prom otoro- 
wym genu, albo też łączy się ze specyficznym faktorem 
transkrypcyjnym powodując jego unieczynnienie. Ze 
względu na to, że niskie (nie farmakologiczne) dawki 
deksametazonu powodowały 60% redukcję wydziela
nia kortyzolu [73, 74], wydaje się prawdopodobne, że 
glukokortykoidy przyłączając się do specyficznych 
receptorów hamują ekspresję genów enzymów uczest
niczących w syntezie hormonów sterydowych (w tym 
C Y P 11 A), co może mieć ważne znaczenie fizjologiczne.

IV. U wagi końcowe

N a zakończenie trzeba podkreślić, że badania zmie
rzające do zrozumienia molekularnych mechanizmów 
regulacji transkrypcji genu CYP11A, jak  też i innych 
genów, których produkty białkowe uczestniczą w pro 
cesie syntezy hormonów sterydowych wychodzą do 
piero z fazy początkowej. Poznanie mechanizmu trans
krypcji tych genów będzie wymagało nie tylko szczegó
łowej analizy specyficznych sekwencji w regionach 
promotorowych lecz także wnikliwych badań czyn
ników białkowych, wiążących się z nimi. Z kolei 
pełniejsze zrozumienie oddziaływań białko: DNA 
i białko:białko w procesie transkrypcji przyczyni się 
być może do wyjaśnienia, na poziomie molekularnym, 
zjawiska zintegrowanej regulacji ekspresji genów o b 
serwowanej w specyficznej tkankowo regulacji syntezy 
hormonów sterydowych.
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Formy molekularne cytochromu P-450 wątroby szczura 

Molecular forms of cytochrome P-450 in rat liver
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Wykaz stosowanych skrótów: ACTH — hormon adrenokor- 
tykotropowy; DEX — deksametazon; 3-MC — 3-metylo- 
cholantren; ló a P C N  — 16a-karbonitryl pregnenolonu TAO 
— triacetyloleandomycyna; T C D D  -  2, 3, 7, 8-tetrachloro- 
dibenzo-p-dioksyn

I. W stęp

Cytochromy P-450 stanowią grupę hemoprotein 
biorących udział w metabolizmie wielu związków 
egzogennych (leki, trucizny, środki ochrony roślin, 
zanieczyszczenia przemysłowe, używki), jak również 
w syntezie i biotransformacji ważnych fizjologicznie 
związków endogennych (hormony sterydowe, kwasy 
tłuszczowe, kwasy żółciowe, pochodne witaminy D 3, 
prostaglandyny, leukotrieny, aminy biogenne). P od
stawową funkcją cytochromów P-450 jest przekształ
canie związków niepolarnych w metabolity bardziej 
polarne, które mogą ulegać procesom sprzęgania (de
toksykacji) i wydalania (patrz artykuł B. B a r t ł o -  
m o w i c z w Postępach Biochemii [1]). Niestety, w nie
których przypadkach, procesy te mogą prowadzić do 
powstania pochodnych bardziej toksycznych, m uta
gennych lub karcinogennych [2].

II. Form y m olekularne cytochrom u P-450

II-l. Nomenklatura genów form molekularnych 
cytochromu P-450

Przeprowadzone w ostatnich latach badania spe- 
ktrofotometryczne, immunologiczne, elektroforetycz-

* Dr n. farm.; Katedra i Zakład Biochemii i Chemii Klinicz
nej, Akademia Medyczna, 02-097 Warszawa, ul. Banacha 1

ne i chromatograficzne wykazały obecność w tkankach 
wielu form molekularnych cytochromu P-450. Różni 
autorzy izolując cytochromy P-450 nadawali im włas
ne nazwy, w konsekwencji te same formy nosiły różne 
oznaczenia (Tabela 1). Dopiero N e b e r t i w s p . [3] 
zaproponowali nową, spójną nomenklaturę dla genów 
i białek cytochromu P-450 opartą  na podobieństwach 
sekwencji aminokwasów poszczególnych form mole
kularnych (Tabela 1).

Tabela 1
Form y m olekularne cytochrom u P-450 w ątroby szczura

Rodzina/ N om enklatura  cytochrom ów  P-450
Pod rodzi Geny Nebcrt Ryan G uengerich W axm an
na genów [3] [4-9] [10-12] [13-16]

CYP1 C YP1A1 l A l c BNF-B BNF-B
C YP 1A 2 1A2 d B N F /IS F-G ISF-G

C YP 2
C YP 2A C YP2A1 2A1 a U T -F 3

C YP 2A 2 2A2 — — —
C YP 2B CYP2B1 2Bl b PB-B PB-4

C YP 2B 2 2B2 e PB-D PB-5
C YP2B3 2B3 — — —

C YP 2C C YP2C 6 2C6 k PB-C PB-1
C YP2C 7 2C7 f — —

CYP2C11 2Cl l h UT-A 2c
C YP2C 12 2C12 i UT-1 2d
C YP2C 13 2C13 g — —

C YP2D CYP2D1 2D1 — UT-H —
CYP2D 2 2D2 — — —
CYP2D 3 2D3 — — —
CYP2D4 2D4 — — —
CYP2D5 2D5 — — —

C YP 2E CYP2E1 2E1 J — —
C YP 3 CYP3A1 3A1 P — —

C Y P 3A 2 3A2 — PB /PC  N-E PB-2a
C YP 4 C YP4A1 4A1 — — —

C YP 4A 2 4A2 — — —
C YP 4A 3 4A3 — — —
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Zgodnie z kryteriami przyjętymi przez N e b e r t a 
i w s p., w wielogenowej superrodzinie cytochromów 
P-450 wyróżniono 27 odrębnych rodzin genów, z k tó
rych tylko 10 występuje u wszystkich ssaków. Do tej 
samej rodziny genów kodujących cytochromy P-450 
zakwalifikowano te geny, których produkty wykazują 
co najmniej 40% podobieństwa sekwencji am inokw a
sów w porównaniu z produktami genów zaliczonych 
do innych rodzin. Rodziny genów oznaczono cyframi 
arabskimi: 1, 2, 3 itd. Cytochromy P-450, które cecho
wała analogia s trukturalna wyższa niż 55-60% zgru
powano w podrodziny. Podrodziny oznaczono duży
mi literami A, B, C itd. Formy molekularne w ramach 
tej samej podrodziny numerowano kolejno np. P-450 
2B1, 2B2, 2B3.

Geny kodujące cytochromy P-450 oznaczono sym
bolem CYP, pisanym kursywą, natomiast na oznacza
nie m RNA i białek P-450 stosuje się taki sam symbol 
pisany standardową czcionką. Białka P-450 można więc 
oznaczać np. CYP1A2, P-450 1A2 lub prościej 1A2.

Cytochromy P-450 wątroby i niektórych innych 
tkanek są kodowane przez geny 4 rodzin oznaczone 
CYP1-CYP4 (Tabela 1). Gen kodujący mikrosomalny 
cytochrom P-450, który bierze udział w 7a-hydroksy- 
lacji cholesterolu zaliczono do rodziny CYP7. Mito- 
chondrialne cytochromy P-450 wykorzystujące ad- 
renodoksynę i reduktazę adrenodoksyny w syntezie 
sterydów, są kodowane przez geny z rodziny CYP 11 
(P-450 11 Al —  odpowiada za rozerwanie łańcucha 
bocznego cholesterolu; P-450 11 BI — bierze udział 
w 11/i-hydroksylacji). Inne cytochromy P-450, które

Tabela 2
W łaściwości fizyko-chemiczne cytochrom ów  P-450

biorą również udział w syntezie sterydów, są kodo
wane przez geny z rodziny CYP 17 (P-450 17 — aktyw
ność 17a-hydroksylazy), CYP19 (P-450 19 — aromata- 
za), CYP21 (P-450 21 —  aktywność 21-hydroksylazy) 
oraz CYP27 (P-450 27 — aktywność 27/25 hydroksy- 
lazy) [3, 17, 18].

II-2. Właściwości fizyko-chemiczne form moleku
larnych cytochromu P-450

Podstawowe właściwości fizyko-chemiczne form 
molekularnych cytochromu P-450 przedstawiono 
w tabeli 2.

Formy molekularne cytochromu P-450 mają wzglę
dną masę cząsteczkową w zakresie od 47000 do 56000. 
Kompleksy zredukowanych cytochromów P-450 
z tlenkiem węgla wykazują maksimum absorbancji 
w zakresie od 447 do 452 nm. Większość cytochromów 
P-450 występuje w formie niskospinowej, tylko cyto
chromy P-450 1A2 i 2E1 występują w formie wysoko- 
spinowej [10, 8].

Cytochromy P-450 charakteryzują się różną, cho
ciaż częściowo nakładającą się, specyficznością sub
stratową. Badania z użyciem różnych substratów (m.in. 
aniliny, amidopiryny, benzfetaminy, benzo[a]pirenu, 
etylomorfiny, etoksyrezorufiny, etoksykumaryny) wy
kazały, że tylko niektóre z tych związków są metaboli
zowane przez jedną formę molekularną cytochromu 
P-450 (Tabela 3). Na przykład N-demetylacja benz
fetaminy jest katalizowana głównie przez cytochrom 
P-450 2B1, O-deetylacja etoksyrezorufiny przez cyto-

C ytochrom y
P-450

W zględna m asa 
cząsteczkowa Fe + 2 Fe + 3 Fe + 2CO Sekwencja N -końcow a

1 Al 56000 409 417 447 PSV Y G FPA FT SA TE
1A2 52000 410 392 447 AFSQ Y 1SLA PELLL
2A1 48000 411 417 452 M L D T G L L L W 1L A S L
2A2 49000 413 416 449 M L D T G L L L W 1L A S L
2B1 52000 410 417 450 M E PS IL L L L A L L V G F
2B2 52500 413 415(395) 450.6 M EPS1LLLLA LLV G F
2C6 50000 414 417 451 M D LV M L LV LT LT SLI
2C7 51000 414 394(417) 448 M D LV TFLV LT L SSL I

2C11 51000 415 417 450 M D PV LV LV LTLSSLL
2C12 50500 414 417 449 M D PFV V L V L SL SFLL
2 0 3 50000 414 417 448 M D PV V V L L L SL FFL L
2D1 52000 — 417 449.2 M E L L N G T G L W SM A 1F
2E1 51600 412 395 451.5 AVLG1TIALLVW VA
3A1 51000 418 420 450 M D LLSA LTLETW V LL
3A2 52000 410 417 449 M D L1FM LETSSLLLA
4A1 51500 418 410(396) 451.8 M SY SA LSSTR FTG Sl

Fe + 2 —  m aksym alna długość fali absorbancji zredukow anego cytochrom u P-450
Fe + 3 —  m aksym alna długość fali absorbancji utlenionego cytochrom u P-450
Fe + 2C O  —  spektrum  różnicowe kom pleksu zredukow anego cytochrom u P-450 z tlenkiem węgla
O znaczenia am inokwasów : A —  alanina, D — kwas asparaginow y, E — kwas glutam inow y, F  — fenyloalanina, G  —  glicyna, I —  izoleucyna, 
L — leucyna, M —  m etionina, P — prolina, Q  — glutam ina. S —  seryna, T —  treonina, V —  walina, W —  tryptofan, Y — tyrozyna 
W yniki analizy sekwencji cD N A  wskazują, że cytochrom y P-450 1A 1, 1A2 i 2E1 mają na N -końcu m etioninę, k tó ra  jest odcinana w wyniku 
modyfikacji posttranslacyjnych [19-21]
Piśm iennictwo: cytochrom y P-450 2A2, 4A1 [22-25], pozostałe cytochrom y P-450 [4-16]
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Tabela 3
Specyficzność substratow a oczyszczonych form m olekularnych cytochrom u P-450

R eakcja/substrat

Cytochrom y P-450 
(nm ole/m in/nm ole cytochrom u P-450)

1 Al 1A2 2A1 2A2 2B1 2B2 2C6 2C7 2C 11 2C12 2C13 2D1 2E1 3A 1 3A2 4A1

H ydroksylacja aniliny 
N -dem etylacja benzfeta-

1.0 9.6 <  0.5 <  0.5 1.8 <  0.5 <  0.1 <  0.5 1.5 <  0.5 <  0.5 2.4 12.7 — 0.2 —

miny
3/9-hydroksylacja

6.7 3.9 2.3 3.6 132.5 19.8 14.1 1.3 52.1 2.8 4.9 19.0 5.5 6.0 2.0 —

benzo[a]p irenu
O -deetylacja

23.4 0.3 0.2 -- 0.4 0.1 0.4 <  0.1 1.8 <  0.1 <  0.1 0.02 <  0.1 --- 1.3 —

7-etoksy kum aryny 
O -dem etylacja

97.1 0.6 0.6 0.2 9.6 2.0 0.5 <  0.5 0.9 0.7 1.1 5.2 1.2 0.05 0.8 —

p-nitroanizolu
co-hydroksylacja

21.6 0.7 <  0.5 — 1.8 <  0.5 1.3 <  0.5 1.5 <  0.5 <  0.5 <  0.1 1.6 — <  0.5 —

kwasu laurynow ego 2.2 — — — 6.7 — <  0.1 <  0.1 4.3 — <  0.1 — 2.3 — — 43.0

Piśm iennictwo: cytochrom y P-450 2A2,2D1, 3A1, 3A2 [25, 12,40, 11], pozostałe cytochrom y P-450 [4-9], cu-hydroksylacja kwasu laurynow ego 
[31, 22]

chrom P-450 1 Al, etoksykumaryna i benzo[a]piren są 
metabolizowane przez cytochrom P-450 1A 1, anilina 
przez cytochrom P-450 2E1 i 1A2 [6, 9-11]. Cyto
chromy P-450 wykazują również regio- i stereoselek- 
tywność katalizowanych reakcji w metabolizmie ta 
kich związków jak testosteron, progesteron, czy war- 
faryna (Tabela 4) [9, 16, 26, 27, 10, 11].

Tabela 4
Regio- i stereospecyficzność hydroksylacji warfaryny, testosteronu 
i p rogesteronu przez oczyszczone formy m olekularne cytochrom u 
P-450

Preferencyj ne pozycje hydroksylacji

Cytochrom y W arfaryna Testosteron Progesteron
P-450 [10, 11 , 27] [9, 16, 25-27] [9, 16]

1 Al R: 8, 6, 7 S: 6, 8, 7 6ß 6ß; 16a
1A2 — — 6ß 6ß; 16a
2A1 — S: 4, 6 7a 7a
2A2 — — 15a, 7a 6ß, 15ß
2B1 R: 4 — 16a, 16ß 16a
2B2 R: 4 — 16a, 16ß 16a
2C6 R: 7, 6, 4 S: 7, 6, 4 2a, 16a 16a; 21
2C7 — — 16a 16a; 2a

2C11 R: 6, 4 S: 4, 6 2a, 16a 2a; 16a
2C12 — — la , 15a 15a
2C13 — — 6ß 6ß; 16a
2D1 R: 4 S: 4 — —

2E1 — — — —

3A1 R: 10 S: 10 6ß —

3A2 R: 10; 4 S: 10 6ß —

4A1 — — — —

R, S —  izom ery warfaryny

Zawartość poszczególnych form molekularnych cy
tochrom u P-450 w siateczce śródplazmatycznej zależy 
od stanu fizjologicznego i patologicznego zwierząt. 
Wyższe stężenia cytochromów P-450 (formy 2B1, 2B2, 
2E1) obserwowano w warunkach głodzenia zwierząt 
[28, 29], w cukrzycy wywołanej alloksanem lub strep- 
tozotocyną (formy 2A1,2C7,2C12,2E1,3A2,4A2,4A3

[30-33]) oraz w genetycznie uwarunkowanym nadciś
nieniu tętniczym (formy 2A1, 2C11, 3A2 [30]).

Cytochromy P-450 wykazują specyficzność narzą
dową, np. formy 2A1, 2A2 i 2B3 występują tylko 
w wątrobie [34, 35], a 2A3 w płucach [36],

Ekspresja wielu form molekularnych cytochromu 
P-450 zależy od płci oraz od wieku zwierząt. N a  przy
kład cytochromy P-450 2A2, 2C 11, 2C13 i 3A2 wystę
pują tylko u samców [34, 15, 37, 38], natomiast cyto
chrom P-450 2 0 2  u dojrzałych płciowo samic [15].

Wiele związków chemicznych podwyższa stężenie 
różnych form molekularnych cytochromu P-450. Ze 
względu na strukturę chemiczną oraz rodzaj induko
wanej formy molekularnej związki te podzielono na 
następujące grupy:
1. policykliczne węglowodory aromatyczne (3-mety- 

locholantren, /Tnaftoflawon, 2, 3, 7, 8-tetrachlorodi- 
benzo-p-dioksyn)

2. pochodne kwasu barbiturowego (np. fenobarbital)
3. sterydy (16 a-karbonitryl pregnenolonu, deksame- 

tazon)
4. etanol i aceton
5. leki hipolipidemiczne (klofibrat, bezafibrat)
6. antybiotyki makrolidowe(triacetyloleandomycyna, 

erytromycyna, gryzeofulwina)
Policykliczne węglowodory aromatyczne indukują 

przede wszystkim cytochromy P-450 1 Al i 1A2 [5, 12, 
39], fenobarbital — cytochromy P-450 2B1 i 2B2 [7, 
12,13], 16 a-karbonitryl pregnenolonu i deksametazon
—  cytochromy P-450 3A1 i 3A2 [40-43], etanol 
i aceton —  cytochrom P-450 2E1 [28, 44], klofibrat
— cytochromy P-450 4A1-3 [22-24, 18], triacetylole- 
andomycyna — cytochromy P-450 3A1 i 3A2 [42,43].

Działanie indukcyjne ksenobiotyków przejawia się 
nie tylko przez wzrost stężenia form molekularnych 
cytochromu P-450 obecnych u zwierząt kontrolnych 
(formy konstytutywne), ale również przez indukcję 
nowych form. Podawanie takich związków jak DEX, 
16aPCN czy TAO powoduje indukcję syntezy cyto-
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chromu P-450 3A 1, który nie występuje u zwierząt 
kontrolnych niezależnie od płci i wieku [43],

III. Regulacja zawartości cytochrom ów  
P -450 w kom órce

Wzrost stężenia cytochromów P-450 w komórce 
może być wynikiem aktywacji transkrypcji genów, 
zwiększenia stabilności mRNA oraz obniżenia szybko
ści degradacji białek P-450.

Liczne dane eksperymentalne wskazują, że zjawisku 
indukcji cytochromów P-450 towarzyszy przede wszy
stkim wzrost szybkości transkrypcji. Policykliczne 
węglowodory aromatyczne (TCDD, 3-MC, /Lnaftof- 
lawon) aktywują transkrypcję genów CYP1A1 
i CYP1A2  [17, 18, 45, 46]. Ekspresja tych genów 
znajduje się pod kontrolą locus genetycznego, ozna
czonego symbolem Ah (Aryl hydrocarbons). P roduk
tem genu Ah jest białko receptorowe, które wykazuje 
duże powinowactwo do policyklicznych węglowodo
rów aromatycznych. Induktory łączą się w cytoplaz- 
mie z receptorem Ah; powstały kompleks receptor- 
induktor jest transportowany do jądra  komórkowego, 
gdzie aktywuje proces transkrypcji genów CYP1A1 
i CYP1A2.  Tworzenie kompleksu induktor-receptor 
jest warunkiem koniecznym, ale nie wystarczającym 
do aktywacji receptora Ah. Kompleks induktor-recep
tor ulega zależnym od temperatury modyfikacjom 
zwiększającym jego powinowactwo do DNA [47], 
W procesie aktywacji receptora Ah ważną rolę od
grywa białko szoku cieplnego Hsp90, które występuje 
w kompleksie z nieaktywną formą receptora. Przyłą
czenie induktora do tego kompleksu powoduje dysoc- 
jację białka Hsp90, co prowadzi do odsłonięcia dom e
ny receptora wiążącej się z DNA  [48]. Aktywny 
kompleks receptor-induktor rozpoznaje specyficzne 
sekwencje D N A tzw. sekwencje AhRD (Ah-responsive 
domain) [46]. Interakcja białko — DNA wywołuje 
zmianę konformacji chromatyny w tym regionie, k tóra 
powoduje, że DN A  staje się bardziej dostępny dla 
czynników transkrypcji. Aktywacja transkrypcji ge
nów CYP1A1 i CYP1A2  jest więc bezpośrednią od
powiedzią na przyłączenie do D N A kompleksu induk
tor-receptor. Prowadzi to do zwiększenia stężenia 
CYP1 Al i CYP1A2 mRNA oraz odpowiadających im 
białek.

Inne geny cytochromów P-450 są również aktywo
wane za pośrednictwem odpowiednich receptorów. 
Sterydy (DEX i 16aPCN) aktywują transkrypcję genu 
CYP3A1 w sposób niezależny od klasycznych recep
torów glikokortykosterydów [49]. Natom iast klofib- 
rat aktywuje transkrypcję genów z rodziny CYP4A , 
prawdopodobnie poprzez ten sam receptor, który jest 
odpowiedzialny za aktywację proliferacji peroksyso- 
mów [50],

Molekularny mechanizm indukcyjnego działania 
fenobarbitalu nie jest znany. Dotychczas nie znalezio

no specyficznego komórkowego receptora fenobar
bitalu. Badania z użyciem znakowanego radioaktyw
nie fenobarbitalu nie wykazały obecności kompleksu 
fenobarbital-specyficzne białko. Przyczyną tego może 
być brak receptora, jego niskie stężenie lub też małe 
powinowactwo receptora do tego leku. Wiadomo, że 
fenobarbital zwiększa szybkość transkrypcji genów 
z podrodzin: CYP2B  (geny CYP2B1, CYP2B2) [51-53], 
CYP2C  (geny CYP2C6 , CYP2C7 , CYP2C11) [54-56], 
oraz z rodziny CYP3 (geny CYP3A1 i CYP3A2) [35]. 
Stwierdzono, że cytochrom P-450 2C7 jest indukow a
ny przez fenobarbital tylko u niedojrzałych płciowo 
samców [55], Lek ten zwiększa także około 2-krotnie 
poziom CYP2C11 mRNA, nie towarzyszy temu jed
nak wzrost stężenia białka P-450 2C11 [56].

Horm on adrenokortykotropowy (ACTH) aktywuje 
transkrypcję genów kodujących cytochromy P-450, 
które biorą udział w syntezie sterydów (formy 11 Al, 
11 BI, 17 i 21A 1) poprzez stymulację syntezy cA M P 
[57, 58]. W konsekwencji wzrost stężenia cA M P 
prowadzi do fosforylacji specyficznych białek, np. 
czynników transkrypcji, które następnie oddziaływują 
z sekwencjami DNA oznaczanymi CRS (CRS 
—  cA M P responsive sequence) [58].

Zwiększoną stabilność mRNA obserwowano w wy
niku indukcji przez 3-MC i T C D D  cytochromu P- 
4501A2 [59-61], przez deksametazon cytochromów 
P-450 2B1/2B2 [62] oraz przez streptozotocynę i al- 
loksan cytochromu P-450 2E1 [63].

Etanol, aceton, izoniazyd, 4-metylopyrazol pow o
dują około 5-krotny wzrost zawartości cytochromu 
P-450 2E1 nie wpływając na poziom jego mRNA. 
Wskazuje to na zwiększenie stabilności białka 2E1 
poprzez obniżenie szybkości jego degradacji [21, 64, 
65], Antybiotyki makrolidowe np. triacetyloleando- 
mycyna indukują cytochromy P-450 3A1 i 3A2 p o 
przez zwiększenie stabilności tych form [66].

IV. Podsum owanie

Z wątroby szczura wyizolowano, oczyszczono 
i scharakteryzowano ponad 20 różnych form m oleku
larnych cytochromu P-450. Różnią się one masą 
cząsteczkową, maksimum absorbancji zredukowane
go kompleksu z tlenkiem węgla, stanem spinowym, 
składem i sekwencją aminokwasów, specyficznością 
substratową, typem katalizowanej reakcji oraz wraż
liwością na działanie induktorów. Formy te wykazują 
również specyficzność narządową, gatunkową oraz 
zależność od płci i wieku. Stężenie poszczególnych 
cytochromów P-450 zależy od stanu fizjologicznego 
i patologicznego zwierząt.

Artykuł otrzymano 17 stycznia 1994 r. 
Zaakceptowano do druku 1 lipca 1994 r.
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Uprzejmie zawiadam iam y PT Koleżanki i PT Kolegów  
o przeniesieniu siedziby Zarządu G łów nego  

Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego  
na teren Instytutu Biologii Doświadczalnej im. M . Nenckiego

pokój 632 i 633

Obecny adres:

Polskie Tow arzys tw o  Biochemiczne  
ul. Pasteura 3, 02-093 W arszaw a  

Tel. bezpośredni 658 20 99 
Tel. przez centralę 659 85 71 w . 352 

Fax 22 5342

Dyżury biura Zarządu odbywać się będą jak dotychczas  
w e  w to rk i w  godz 12-18
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Kolegium M edycyny Laboratoryjnej w Polsce

Komisja Promocji

Adres
Fundacja Rozwoju Diagnostyki Laboratoryjnej 

ul. Św. Agnieszki 1, 31-501 K raków

Przewodniczący Komisji: 
Dr G erard  Nowacki

tel. 22 08 39 
fax: 22 83 05

Pozwalamy sobie poinformować, że powołane zostało do życia Kolegium Medycyny Laboratoryjnej

Kolegium powstało z in ic jatywy Krajowego Zespołu Specjalistów do spraw Diagnostyki Laboratoryjnej 
i Diagnostyki Mikrobiologicznej, Zarządu G łównego Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryj
nej oraz kilkudziesięciu specjalistów medycyny laboratoryjnej z ośrodków akademickich i poza- 
akademickich z całej Polski.

Zjazd założycielski odbył się w  czerwcu 1993 roku w  Gdańsku i zgromadził 80 cz łonków Założycieli

W  styczniu 1994 r. odbyło  się Walne Zgromadzenie Członków Założycieli Kolegium w  liczbie 167 osób. 
Walne Zgromadzenie Członków Założycieli przyjęło projekt Statutu Kolegium. Wybrano władze 
statutowe Kolegium, składające się z Prezydium i Rady Zarządu, Przewodniczących Komisji i Grup 
Roboczych oraz Komisji Rewizyjnej.

Kolegium gromadzi lekarzy i nielekarzy —  specjalistów różnych dziedzin medycyny laboratoryjnej 
(diagnostyki laboratoryjnej), takich jak hematologia, serologia i transfuzjologia, immunologia, to k 
sykologia, patomorfologia i cytologia kliniczna, genetyka kliniczna i cytogenetyka, medycyna nuklearna 
i endokrynologia, bakteriologia i w irusologia, parazytologia, biochemia i analityka kliniczna. Wspólnym 
i jednoczącym wszystkie dziedziny medycyny laboratoryjnej elementem jest diagnostyczny wymiar 
badania laboratoryjnego.

Cele i zadania Kolegium zostały przedstawione szczegółowo w  Statucie. Pierwszym i najważniejszym 
zadaniem Kolegium jest rozwój medycyny laboratoryjnej w  Polsce i kształtowanie modelu działania 
wszystkich dziedzin medycyny laboratoryjnej w  sposób zapewniający największą jej użyteczność 
społeczną.

Kolegium będzie kolegialną i samorządną ale jednocześnie niezależną i elitarną reprezentacją specjalistów 
różnych dziedzin medycyny laboratoryjnej z ośrodków akademickich i pozaakademickich. Kolegium 
będzie instytucją opiniotwórczą, dbającą o praw id łowe pod względem merytorycznym, organizacyjnym 
i technicznym rozwiązania wszystkich problemów w  medycynie laboratoryjnej. Instytucją promującą 
rozwój w iedzy i praktyki laboratoryjnej, wyznaczającej standardy „dobre j praktyki laboratoryjnej” .

Kolegium będzie pełnić rolę integrującą środowisko i reprezentować je wobec organów administracji 
państwowej i samorządowej.

Głos kolegium będzie docierać:
•  do wszystkich środowisk medycyny laboratoryjnej;
•  do ośrodków władzy ustawodawczej —  Sejmowej i Senackiej Komisji Zdrowia;
•  do Ministerstwa Zdrowia i wszystkich jego Departamentów;
•  do Urzędów W ojewódzkich i W ydzia łów Zdrowia;
•  wszędzie tam, gdzie podejmowane są decyzje dotyczące bezpośrednio lub pośrednio medycyny laboratoryj-

Kolegium widzi swoją rolę szeroko. Cele jakie sobie stawia obejmują wszystkie istotne problemy medycyny 
laboratoryjnej. Za najważniejsze uważamy kształtowanie modelu działania medycyny laboratoryjnej 
w  Polsce, rozwój w iedzy i praktyki laboratoryjnej w  Polsce, wyznaczanie standardów i zasad 
dotyczących organizacji, wymagań merytorycznych i technicznych oraz sposobu działania wszystkich

w  Polsce.

nej.
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medycznych laboratoriów analityczno-diagnostycznych.

Cele edukacyjne Kolegium uwzględniają zarówno szkolenie przed- jak i podyplomowe, nie ty lko 
w  wyższych ale i w  średnich szkołach medycznych. Biorąc tez pod uwagę fakt, ze w  wielu dziedzinach 
medycyny laboratoryjnej pracują obok lekarzy —  także nie lekarze —  biolodzy, farmaceuci, chemicy 
i analitycy medyczni. Koelgium będzie starać się oddziaływać na kształcenie, widziane jako p rzygo tow a
nie do zawodu i na system specjalizacji, który w in ien być zróżnicowany, dostosowany do posiadanego 
wykształcenia.

Kolegium będzie wspomagać wszelkie poczynania zmierzające do wprowadzenia w o lnego rynku usług 
diagnostycznych we wszystkich działach medycyny laboratoryjnej. Będzie też współdziałać w  w y 
pracowaniu odpow iedn ich  standardów w  tym zakresie, zabezpiczających wysoki poziom badań oraz 
prawa pacjentów jak i p racow ników  laboratoriów diagnostycznych.

Cele te kolegium będzie realizować samodzielnie —  formułując opinie, wyznaczając standardy, wymagania 
i zalecenia. Będzie również współdziałać z odpow iedn im i Departamentami i Komisjami Ministerstwa 
Zdrowia, z instytucją krajowego nadzoru specjalistycznego i innymi instytucjami centralnymi, których 
działalność dotyczy medycyny laboratoryjnej. W  szczególności współpraca z krajowymi zespołami 
specjalistycznymi może stanowić istotny element działania Kolegium i zapewnić praktyczną realizację 
zasad wypracowanych przez Kolegium.

Kolegium zamierza współdziałać z towarzystwami naukowymi. Kolegium nie będzie towarzystwem czy tez 
supertowarzystwem naukowym. Nie stawia sobie takich celów.

Kolegium zamierza współdziałać z korporacjami zawodowym i, integrując środowisko medycyny laborato
ryjnej i tworząc klimat zrozumienia i współdziałania ze środowiskami medycyny praktycznej, wspierając 
jednocześnie działania zmierzające do z likw idowania  istniejących obecnie przejawów dyskryminacji 
medycyny laboratoryjnej.

Kolegium przyjmuje te wszystkie zadania w  poczuciu odpowiedzialności za p raw id łow y rozwój i działania 
medycyny laboratoryjnej w  Polsce. Te poczucie odpowiedzialności w yp ływ a ze znajomości rzeczy 
i z przeświadczenia, że stan obecny, rzeczywistość w  jakiej obecnie działamy —  odbiega od w zo rów  
i standardów obowiązujących juz w  innych krajach.

Mamy nadzieję, ze idea Kolegium Medycyny Laboratoryjnej wpisuje się w  perspektywę zmian, reformy 
organizacji i działania ochrony zdrowia w  Polsce, i ze zyska ona aprobację i poparcie środowiska.

Dr Gerard NOWACKI 
Przewodniczący Komisji Promocji 

i Organizacji Kolegium

Prof. Jerzy ROGULSKI 
Prezes Kolegium M edycyny 

Laboratoryjnej w  Polsce
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XXX Jubileuszowy Zjazd Polskiego Towarzystwa  
Biochemicznego

S p r a w o z d a n i e

A ttyka  na Zamku Książąt Pom orskich —  m iejsce obrad W ejście na XXX Zjazd Polskiego Tow arzystw a B iochem icznego
XXX Zjazdu

Z upoważnienia Zarządu G łównego obrady XXX Jubileuszowego Zjazdu Polskiego Towarzystwa B io 
chemicznego zorganizował Oddział Szczeciński PTBioch. Odbyły się one w  dniach 14— 16 września 1994 
w  Szczecinie, na terenie Zamku Książąt Pomorskich. Na prośbę organizatorów protektorat nad Zjazdem objął 
J M  Rektor Pomorskiej Akademii Medycznej, prof, dr hab. med. Seweryn Wiechowski. Doroczne spotkanie 
b iochem ików miało mieć, zgodnie z opinią Komitetu Organizacyjnego, oprawę godną Jubileuszu. Zamek 
Książąt Pomorskich w ydaw ał się najlepszym miejscem dla przeprowadzenia obrad, usytuowania stoisk 
w ystaw ow ych, i najbardziej godnym dla przyjęcia, jak się okazało największej w  historii Z jazdów, liczby 
uczestników. W Zjeździe wzięło udział 820 osób (w  tym ok. 75%  stanowiły  osoby bardzo młode). Wśród 
uczestników Zjazdu znaleźli się także zaproszeni goście z Niemiec, Czech, Ukrainy, L itwy oraz Rosji i Wielkiej 
Brytanii, a także członkowie honorow i Towarzystwa.

Na uroczystość Otwarcia Zjazdu, która odbyła się w  sali Opery i Operetki Szczecińskiej na terenie Zamku, 
zaproszono: W ojewodę Szczecińskiego, którego reprezentował Lekarz W ojewódzki, Prezydent Miasta 
Szczecina oraz rektorów uczelni szczecińskich. Gości przywitał Przewodniczący Komitetu Naukowego 
i Organizacyjnego profesor Zygmunt Machoy oraz rektor Pomorskiej Akademii Medycznej profesor Seweryn 
Wiechowski. Po bardzo serdecznym przemówieniu Prezydenta mecenasa Bartłomieja Sochańskiego, który 
uznał powierzenie Szczecinowi przez Zarząd G łówny zorganizowania Zjazdu za zaszczyt dla miasta 
i środowiska, głos zabrała Prezes Towarzystwa prof. Liliana Konarska. Pani Prezes poza słowami przywitania, 
podziękowaniami dla organizatorów oraz życzeniami skierowanymi do uczestników Zjazdu przekazała 
zebranym szereg w iadomości kronikarsko-organizacyjnych z życia Towarzystwa. Korzystając z w y ją tkowej 
i uroczystej chw il i  wręczyła profesorowi Zygm untow i M achoyow i dyplom, w  którym —  w  imieniu władz 
Towarzystwa i całej społeczności biochemicznej —  dziękuje Profesorowi za lata działalności naukowo- 
-społecznej w  Towarzystwie oraz w  środowisku polskim i poza granicami kraju.

Po ofic ja lnych wystąpieniach zostały wygłoszone dwa referaty plenarne: Profesor Bogusław Halikowski ze 
Szczecina, Członek rzeczywisty PAN, m ów ił na temat: ,,Wolne rodniki a mózg” , profesor Edmund Bauerlein 
z Instytutu Max Planca w  Hartinsried m ów ił n.t.: „ATP-synthases and bacterial fragellar m otor” . Po wykładach 
zabrała głos profesor Barbara Grzelakowska-Sztabert, organizator XXXI Zjazdu, zapraszając wszystkich 
zainteresowanych do Warszawy we wrześniu 1995 r. i informując o planowanych sesjach programowych. 
Uroczystość Sesji Otwarcia Zjazdu zakończył znakomity występ chóru Pomorskiej Akademii Medycznej, 
obchodzący swój jubileusz 25-lecia.
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Przewodni temat „Organizmy żywe w  cywilizacyjnie zmienionym środowisku naturalnym" zdominował 
problematykę naukową Zjazdu. Program szczegółowy oparto o zainteresowania i osiągnięcia naukowe 
szczecińskich i zaproszonych naukow ców  (dzięki temu w  programie Zjazdu pojaw iły  się zagadnienia rzadko 
proponowane przez komitety naukowe) i zawierały się w  następujących sesjach:

1. Molekularne mechanizmy karcinogenezy (organizatorzy: prof. Aleksandra Krygier-Stojałowska, prof. Jan 
Lubiński ze Szczecina)
Cz. I Molekularno-genetyczne mechanizmy procesu now o tw orow ego
Cz. II Proliferacja w  procesie now o tw o row ym
Cz. III Zastosowanie molekularnej genetyki w  diagnostyce i terapii now o tw o ró w
Cz. IV Elementy karcinogenezy

2. Regulacja wytwarzania energii w  komórce (organizator: prof. Mariusz Żydow o z Gdańska)
3. Molekularne i biochemiczne aspekty w irusow ych i bakteryjnych chorób zwierząt (organizator: prof. 

An ton i Furowicz ze Szczecina)
4. Molekularne i regulacyjne aspekty systemu transportu jo n ó w  (organizator: prof. Tomasz Tyrakowski ze 

Szczecina)
5. Biologiczne zagrożenia związkami f luoru (organizator: prof. Zygmunt Machoy ze Szczecina)
6. Metabolizm lipoprotein (organizator: prof. Marek Naruszewicz ze Szczecina)
7. Składniki łącznotkankowe ściany naczyniowej (organizatorzy: prof. Edward Bańkowski z Białegostoku 

i prof. Marian Drożdż z Katowic)
8. Pierwiastki ś ladowe w  organizmach i środowisku (organizator: prof. Mikołaj Protasowicki ze Szczecina)
9. Biochemia mięśnia (organizator: prof. Marian Pytasz)

10. Wolne rodniki w  medycynie i b io logii (organizator: dr hab. Kazimierz Ciechanowski ze Szczecina)
11. Lektyny, selektyny i ich funkcje (organizator: prof. Zygmunt Sagan ze Szczecina)
12. Doniesienia różne (organizator: dr Teresa Wesołowska ze Szczecina)

Cz. I Molekularne podstawy biotechnologii
1. Biologia molekularna (organizator: prof. Tomasz Twardowski z Poznania)
2. B iotechnologia (organizator: prof. Stanisław Bielecki z Łodzi)

Cz. II Elementy toksykologii i diagnostyki klinicznej (organizator: dr Teresa Wesołowska ze Szczecina) 
Cz. III Biochemia zwierząt (organizator: dr Teresa Wesołowska ze Szczecina)
Cz. IV Biochemia roślin (organizator: prof. Jan Kępczyński ze Szczecina)

Formuła sesji „Doniesienia różne" została zmieniona przez organizatora. Nadesłane prace, po kwalif ikacji 
tematycznej, stały się materiałem dla podsesji. W ten sposób „Doniesienia różne" zyskały w łasny program. Do 
każdej nowej Sesji zostali zapraszani przewodniczący oraz w yk ładow cy  spinający w  całość zagadnienia 
poruszane w  czasie tematycznej sesji plakatowej. Wydaje się, ze sesja „Doniesienia różne" prowadzona 
w  innej formie aniżeli czysto plakatowa silniej satysfakcjonuje autorów i m otywuje  uczestników do większego 
wysiłku intelektualnego i aktywności w  czasie dyskusji. Dowodem przychylnego przyjęcia zmiany w  p row a
dzeniu sesji „Doniesienia różne" była frekwencja na w /w  sesjach.

Sympozjum satelitarne: „B iochem iczne i patofizjologiczne aspekty regulacji ustro jowej”  (organizator: prof. 
Tomasz Tyrakowski ze Szczecina) wyprzedzało obrady Zjazdu o jeden dzień (13.09.94), a sympozjum 
satelitarne „Glikozylacja i g likokon jugaty  w  fizjo logii i pa to log ii"  (organizatorzy: prof. Jerzy Kościelak 
z Warszawy i prof. Elwira Lisowska z W rocławia) zamykało obrady Zjazdu w  dniu 16 września.

Przedstawione prace plakatowe w  sesjach programowych i „Doniesieniach różnych" były integralną 
częścią sesji i s tanow iły  równocenną formę prezentowania prac obok kom unikatów  ustnych. Dlatego 
uczestnicy przygotowali po kilka przezroczy dla ich wykorzystania w  dyskusjach końcowych. Opracowania 
p lakatowe prac prezentowano w  Sali Stanisława Leszczyńskiego w  Zamku na estetycznych stelażach. Miejsce 
i sposób prezentacji podnosiły istotnie wartość Sesji.

W  czasie Zjazdu przedstawiono łącznie 671 doniesień, w  tym 70 w yk ładów  w  Sesjach. 7 w yk ładów  
prezentowały Firmy. Większość prac znalazło swoje miejsce na plakatach.

Tematyka niektórych sesji cieszyła się ogromnym zainteresowaniem uczestników i osób z poza Zjazdu; 
szczególnie dużą frekwencję miała sesja „M o leku la rne  mechanizmy karcinogenezy", gdzie wykładowcam i 
byli m.in. prof. M. Chorąży, J. Steffen, W. J. Stec, S. Szala. Sesja „M o leku larne i biochemiczne aspekty 
w irusow ych  i bakteryjnych chorób zwierząt”  mimo bardzo specjalistycznego charakteru miała licznych 
słuchaczy i dyskutantów. Niezmiernym zainteresowaniem, ze względu na aktualność tematu, cieszyły się sesje: 
„P ierw iastk i śladowe w  organizmach i ś rodow isku", „B io log iczne zagrożenia związkami f luoru", „M etabo lizm  
l ipopro te in” , a w  sesji „Doniesienia różne" —  „M o leku la rne  podstawy b io techno log ii" ,  „E lementy to k 
sykologii i diagnostyki k l in icznej" oraz „B iochem ia roślin".

W  czasie Zjazdu przeprowadzono dwa konkursy przewidziane wcześniejszymi postanowieniami ZG: 
o nagrodę imienia Włodzimierza M ozołowskiego i imienia Janiny Opieńskiej-Blauth, oraz konkurs za
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proponow any i sponsorowany przez Firmę M & C  Lab. dla najlepszej prezentacji.
Materiały zjazdowe zostały wydane w  formie szczegółowego „P rogram u” , w  którym z okazji XXX 

jub ileuszowego Zjazdu zamieszczono także informacje o składzie osobowym  Zarządu G łównego i zarządów 
oddzia łów terenowych, o sekcjach tematycznych, w ydaw n ic tw ach  i nagrodach Towarzystwa oraz w  postaci 
tomu „Streszczenia”  referatów i komunikatów, przygotowanych do druku ze składu komputerowego. 
W ydaw n ic tw a  częściowo finansował KBN. Specjalnie dla sesji „B io log iczne zagrożenia związkami f luo ru ”  
została wydana kolejna recenzowana publikacja książkowa „M etabo lizm  fluoru '9 4 ” , zawierająca skrócone 
wersje referatów i pełne publikacje kom un ika tów  ze streszczeniami w  języku angielskim i dwujęzycznymi 
tytułami prac (objętość 101 stron). W ydaw n ic tw o  to zostało sfinansowane ze środków Ministerstwa Zdrowia 
i Opieki Społecznej.

43 f irmy prezentowały i oferowały, w  pięknych budowanych na indywidua lne zamówienia stoiskach, 
aparaturę, sprzęt, chemikalia i środki pomocnicze niezbędne w  badaniach naukowych.

Organizację Zjazdu wspomagali sponsorzy miejscowi m.in. Browar Szczeciński, Szczecińska Spółdzielnia 
Mleczarska, PŻM, PSM, „H a r tw ig ” , Bank Ochrony Środowiska oraz firmy Behring Werke A. G. Hoechst 
Polska Sp. z o.o., Intimex, Merck, Perkin Eimer, Zepter.

Na imprezy towarzyszące złozyły się: koncert zespołu instrumenta lno-wokalnego „Camerata Nova”  pod 
batutą dyrektora Zamku, Eugeniusza Kusa; koncert sponsorowała firma Perkin Elmer, spotkania towarzyskie 
w  salach kawiarni „Z am kow a” , wycieczki autokarowe po Szczecinie oraz do Berlina.

W  czasie Zjazdu odbyło się posiedzenie Sekcji d/s Dydaktyki i posiedzenie Zarządu Głównego. Zjazd 
poprzedziła konferencja prasowa, w  czasie której dziennikarze z mediów szczecińskich dowiedzie li się o celu 
Zjazdu, problematyce naukowej obrad i jednostek tworzących program Zjazdu oraz o oczekiwaniach 
organ iza to rów -naukow ców  pracujących w  uczelniach Szczecina ze strony władz i przemysłu. Dzięki 
konferencji dziennikarze i reporterzy byli obecni na uroczystości otwarcia, w  czasie Zjazdu oraz na uroczystości 
zamknięcia obrad. Wiadomości, komentarze i rozmowy z uczestnikami wybranych sesji przekazywano 
mieszkańcom Szczecina na bieżąco.

Wielu uczestników Zjazdu pozostało do końca z organizatorami i na uroczystości zamknięcia obrad Sala 
Księcia Bogusława była wypełn iona. Najważniejszym punktem programu było ogłoszenie przez Prezesa 
Towarzystwa profesor Lilianę Konarską decyzji jury konkursowych i wręczenie nagród oraz wyróżnień.

W  konkursie o nagrodę im. prof. Włodzimierza Mozołowskiego I nagrodę (sponsorowaną przez firmę 
Intimex) otrzymał Wojciech G. Musia ł z Poznania za pracę „Transformacja ty ton iu nikotiana tabacum genem 
białka otoczki wirusa ospowatości ś l iw y ”  oraz współauto rs two w  pracy „Ekspresja genu białka otoczki wirusa 
ospowatości ś liwy (PPV) w  transformantach H tabacum” . Wyróżnienia otrzymali: S ławomir Dąbrowski 
z Gdańska za opracowanie „Badan ie  produktów  PCR genu kodującego ludzką amylogeninę”  i Barbara 
Niewczas z Warszawy za pracę „Regulacja kanału w apn iow ego  na błonie komórkowej hepatomy H -3 5 ” .

W konkursie o nagrodę im. prof. Jan iny Opieńskiej-B lauth (fundatorem jest Oddział PTBioch w  Lublinie) 
wzię ło udział 8 studentów: S ławomir Majdanik, Anna Herman, Sylwia Świtkowska, Borys Wróbel, Małgorzata 
Borzym, Beata Narożny, Maciej Król i Aleksander Rojek. I nagrodę otrzymała Anna Herman z Gdańska za pracę 
„Kontro la  replikacji DNA przez czterofosforan guanozyny w  komórkach Escherichia co l i” , a trzy równorzędne 
nagrody II uzyskali: Maciej Król z Łodzi za pracę „W p ły w  ambroksolu na wewnątrzkom órkowe stężenie 
wapnia w  ludzkich granulocytach obo ję tnoch łonnych po stymulacji peptydem chemotaktycznym FMLP 
i konkawaliną A ” , S ławomir Majdanik z Lublina za pracę „W p ły w  DMSO na aminoacylację tR N A ”  oraz 
Aleksandra Rojek z Warszawy za pracę „W p ły w  ATP i tapsigarginy na uwalnianie Ca2+ do cytosolu komórek 
glejaka C6” . Wszyscy uczestnicy tego konkursu otrzymali certyfikaty stwierdzające udział w  konkursie.

Model cząsteczki D N A z f i rm y  M & C  Lab. jako nagrodędla najlepszej prezentacji posterowej otrzymał zespół
E. Poręba, A. Goździcka-Józefiak, H. Kędzia z Instytutu Biologii Molekularnej i B iotechnologii UAM  
w  Poznaniu za pracę „Analiza czynn ików  kom órkowych oddziałujących z wirusem HPV 16 w  procesie 
onkogenezy” .

Na koniec uroczystości przewodniczący Komitetu Naukowego i Organizacyjnego Zjazdu Zygmunt Machoy 
i Prezes Towarzystwa Liliana Konarska podziękowali Komitetowi Organizacyjnemu za przygotowanie Zjazdu. 
Były to podziękowania bardzo przyjemne i potrzebne, bowiem Zjazd przygotowały w  jego zasadniczej formie, 
poza niżej podpisanymi jeszcze ty lko  dwie osoby, dr Dorota Samujło i dr Tadeusz Ogoński. W  ostatniej fazie 
przygotowań pracowało na rzecz gości i ogólnej oprawy obrad wiele osób, nie tylko cz łonków Towarzystwa. 
Ich nazwiska dla większości z 820 gości pozostaną nieznane. Uczuciu radości z racji udanego Zjazdu 
towarzyszy uczucie żalu; tyle pracy i już po Zjeździe.
Był Zjazd... Za rok będzie kolejny XXXI w  Warszawie.

Teresa Wesołowska, Zygmunt Machoy
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RECENZJA KSIĄŻKI

Andrzej Jerzmanowski: GENY I LUDZIE

W ydaw n ic tw a  Szkolne i Pedagogiczne 
Warszawa 1 994, str. 292

Jest to jedna z najlepiej napisanych książek, jakie czytałem, popularyzujących zagadnienia i osiągnięcia 
współczesnej biologii, zwłaszcza molekularnej, oraz pokazująca możliwe ich konsekwencje teraz i w  przyszło
ści. Au to r odsłania przed czytelnikiem elementy warsztatu badawczego, które do tych w y n ik ó w  doprowadziły, 
a także problemy i konflikty, w  które uwikłani bywają ludzie zajmujący się pracą naukową. Wykazał przy tym 
n iew ątp l iw y talent publicystyczny, przez co tekst czyta się z dużą przyjemnością, chw ilam i z napięciem. Opis 
historii odkrycia i scharakteryzowania wirusa HIV może być podstawą scenariusza sensacyjnego filmu, 
chociaż książka nie jest pisana w  tonie sensacji. Myślę, że w ie lu z nas, dla których merytoryczna treść publikacji 
nie s tanowi nowości, książka ta pokazuje jak można przełamywać hermetyczny język specjalistyczny 
w  porozumiewaniu się z ludźmi innych specjalności.

W  książce przedstawiony jest stan wiedzy na temat molekularnych aspektów funkc jonowania  komórek 
i organ izm ów ilustrowany szczegółowszymi opisami mechanizmu działania wirusa AIDS, biologicznych 
mechanizmów transformacji now o tw o row ych  i procesów starzenia się, a w ięc zjawisk szczególnie dziś 
pasjonujących wie lu ludzi. Co ważne, autor nie straszy (jak to często czynili dziennikarze) perspektywami 
skonstruowania przez b io logów  nowych organizmów, nad którymi straci się kontrolę i które zagrożą ludzkości.

Opisom biologicznym towarzyszą pewne refleksje filozoficzne autora na temat w p ły w u  obecnych 
i p rzew idywanych osiągnięć biologii na ogólną kondycję ludzkości. Jak większość współczesnych przyrod
n ików  jest on dzieckiem Oświecenia —  wierzy w  postęp wiedzy i jej dobroczynną rolę dla człowieka, chociaż 
nie bez pewnych wahań. Zaiste wydaje się, że istnieją realne szanse na to, ze nauka pozwoli skuteczniej 
zwalczać raka i leczyć choroby dziedziczne, ale będzie też n iewątp liw ie  narastać rozdźwięk między 
możliwościami medycyny a f inansowym i możliwościami ludzi, którzy chcieliby z nich skorzystać.

Wreszcie pytanie o dalsze wyzwania jakie natura stawia przed biologami. Autor upatruje je w  ustaleniu 
„moleku larnych i logicznych podstaw najbardziej zaawansowanych funkcji mózgu” , co może kiedyś stworzyć 
podstawę do przeniesienia świadomości poza ciało, „d o  zewnętrznego systemu magazynującego i analizują
cego dane” . Jest to perspektywa niezmiernie intrygująca wielu badaczy. Czy nie ociera się ona jednak 
o granice ludzkiego poznania? Jeśli chodzi o świat cząstek elementarnych, granicę taką wyznacza zasada 
nieoznaczoności Heisenberga. Być może, podobna teoretyczna granica poznania istnieje tez na drugim 
biegunie organizacji materii, w  jej najbardziej złożonej postaci —  w  strukturze mózgu i stanach jego 
świadomości.

Fakt, że omawiana książka, formalnie o biologii molekularnej, p rowokuje do tego typu rozwazań, świadczy 
o szerokości perspektywy, w  jakie autor w idzi własną dziedzinę badawczą.

Andrzej Pa szewski

Aby zaprenumerować „P o 
stępy Biochemii”  w  1995 r. 
należy wpłacić odpow ied 
nią kwotę na konto ban
kowe w ydaw cy (Polskiego 
Towarzystwa Biochemicz
nego) za pomocą przekazu 
zamieszczonego na odw ro
cie. Zamówione egzempla
rze będziemy wysyłać po 
cztą na adres podany nam 
na przekazie. Ponieważ o d 
cinek przekazu docierający 
do nas jast jednocześnie za
mówieniem, prosimy o bar
dzo wyraźne napisanie

imienia, nazwiska (lub na
zwy instytucji) i dokładne
go adresu wraz z kodem 
pocztowym (D R U K O W A 
NYMI LITERAMI) na wszy
stkich trzech odcinkach 
przekazu.

Prenumerata krajowa 
dla instytucji:
580 000 zł.

Prenumerata krajowa 
indywidualna:
280 000 zł, (50% zniżki dla 
członków Polskiego To w a
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerując
„Postępy
Biochemii"
wspierasz
swoje
czasopismo!
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Kolejny, XXXI, Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbędzie się w  Warszawie w  dniach 6 8 
września 1995 r. Pierwsze zawiadomienie Członkowie otrzymają w  listopadzie.

PROGRAM NAUKOWY ZJAZDU:

1. Rola błon w  regulacji procesów komórkowych.
2. Mięśnie w  normie i patologii.
3. Biologia komórki now o tw orow e j.
4. Geny i genomy.
5. Biochemia receptorów.
6. Procesy biotransformacji.
7. Regulacja hormonalna.
8. Nauczanie biochemii.

Zjazdowi towarzyszyć będą w ystaw y sprzętu laboratoryjnego, aparatury i odczynników. Przewiduje się 
umieszczenie ogłoszeń w  materiałach zjazdowych.

Zainteresowanych uczestnikom w  Zjeździe, a także osoby chcące zasięgnąć informacji w  sprawie wystaw 
i ogłoszeń prosimy o kontakt z sekretarzem Oddziału Warszawskiego, pod następującym adresem:

Doc. dr hab. Katarzyna NAŁĘCZ,
Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul Pasteura 3, 02 -093  Warszawa, 
tel. 659-85-71 w. 303, fax 22 -53-42 .

Z przyjemnością informujemy, że —  wzorem lat ubiegłych —  biochemicy polskiego pochodzenia i Polacy 
pracujący w  krajach byłego Związku Radzieckiego mogą ubiegać się o pokrycie kosztów uczestnictwa 
w  Zjeździe i pobytu w  Warszawie. Serdecznie zapraszamy i prosimy o powiadomienie o tej możliwości 
zainteresowanych kolegów. Zgłoszenia przyjmuje Pełnomocnik Zarządu do kontaktów  z kolegami w  krajach 
byłego ZSRR —  profesor dr med. Marek Gniazdowski z Zakładu Chemii Ogólnej Akademii Medycznej (ul. 
Lindleya 6, 90-1 31 Łódź, tel. 784 -277 ) oraz Zarząd G łówny P.T. Bioch. (ul. Pasteura 3, 02 -093  Warszawa).

Pokwitowanie dla wpłacającego

z ł ............................................
słownie«..,......... .............................

Odcinek dla posiadacza rachunku

zł............................................
słownie ....

wpłacający....................................

Odcinek dla poczty lub banku

z ł ............................................
słownie.................... ......................

wpłacający..................................... wpłacający.....................................

imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodera pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym

na rachunek na rachunek na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne Polskie Towarzystwo Biochemiczne Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XI11/0 W-wa, Al. Jerozolimskie P.B.K. XI11/0 W-wa, Al. Jerozolimskie P.B.K. XI11/0 W-wa, Al. Jerozolimskie
370044-1225-139-11 370044-1225-139-11 370044-1225-139-11

stempel

podpis przyjmującego

stempel

podpis przyjmującego

stempel

podpis przyjmującego

http://rcin.org.pl



W skazów k i 
dla  a u to ró w

W ydaw an y  przez Po lsk ie  T ow a rzys tw o  B io chem iczne  
k w a r ta ln ik  „P o s tę p y  B io c h e m i i ”  pub l iku je  prace  p rze 
g lą d o w e  o m a w ia ją c e  b ieżące  os iągn ięc ia ,  koncepc je  
i k ie runk i badaw cze  w d z ied z in ie  b iochem ii  i nauk p o k re w 
nych; pub l iku je  też noty z h is to r i i  b iochem ii ,  zasady  
po lsk ie go  s ło w n ic tw a  b iochem icznego ,  recenz je  nade
s łanych  ks iążek  oraz s p ra w o z d a n ia  ze z jazdów, k on fe ren 
cj i i szkół,  w k tórych b io rą  udz ia ł cz ło nk o w ie  Tow arzys tw a .

Prace p rze znaczone  do pub l ikac j i  w „P o s tę p a c h  B io 
c h e m i i ”  m ogą  m ieć  cha rak te r  a r tyku łów  m on og ra f icznych  
(do 20 s tron  tekstu l icząc p iśm ie n n ic tw o  i tabele),  m in ire -  
v iew s  (do 10 stron  tekstu), o raz  k ró tk ich  not o na jnow szych  
os ią g n ię c ia c h  i pog lądach  (do 5 stron tekstu).

A u to rzy  a r tyku łu  o d p o w ia d a ją  za p ra w id ło w o ś ć  i śc is łość  
poda w an ych  in fo rm ac j i  o raz  pop ra w no ść  cy tow a n ia  p iś
m ienn ic tw a . U jęc ie  prac w inno  być synte tyczne, a p rze d 
s taw ion e  z a g ad n ie n ie  z i lu s t ro w a n e  za po m ocą  tabel,  
rycin , (wykresy ,  schem aty ,  reakc je),  w z o ró w  i fo togra f i i .

W skazany  jes t  podz ia ł a r tyku łów  m onog ra f icznych  na 
rozd z ia ły  i pod rozdz ia ły ,  k tórych rzeczow e  ty tu ły  tw o rzą  
sp is  treśc i.  Z god n ie  z p rzy ję tą  konw enc ją  rozdz ia ły  noszą 
cy fry  rzym sk ie  p o d ro zdz ia ły  od p o w ie d n io  rzym sk ie  i a ra b 
sk ie  np. 1-1, I-2. P op raw ność  log iczna  i s ty l is tyczna  tekstu 
w a ru n k u je  je go  jedn ozna czno ść  i czy te lność. A u to rzy  
p rze to  w inn i  un ikać sk ładn i obco języczne j,  gw a ry  la b o ra 
to ry jne j ,  a także og ran iczać  s toso w an ie  do raźn ie  tw o rz o 
nych skró tów , nawe t jeże l i  byw a ją  używ ane w p racach 
spec ja l is tycznych .  Każda z nades łanych  do Redakcji prac 
po d lega  ocen ie  spe c ja l is tó w  i o p ra co w an iu  re d akcy jne 
mu. R edakc ja  zas trzega  sob ie  m oż l iw o ść  sk róce n ia  tekstu 
i w p ro w a d z e n ie  zm ian  nie w p ły w a ją c y c h  na treść  pracy, 
d e k la ru je  też go tow ość  k o n su l to w an ia  tekstu z A u to ram i.

P rzekazan ie  a r tyku łu  do redakc j i  je s t  rów no znaczn ie  
z o ś w iad czen ie m , że nades łana  praca  nie by ła  i n ie będz ie  
p u b l ik o w a n a  w innym  czasop iśm ie ,  jeże l i  zos tan ie  o g ło 
szona w „P o s tę p a c h  B io c h e m i i ” . W przypadku , gdy Au- 
tor(zy) zam ie rza ( ją )  w łączyć  do sw ego  au to ra  ar tyku łu  
i lu s t rac je  pu b l ikow an e  przez  au to rów  prac cy towanych , 
na leży  uzyskać i p rzekazać  nam o d p o w ie d n ią  zgodę  na 
p rzedruk .

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: Maszynopis powinien być napisany jedno
stronnie, czcionką wielkości standardowej, z podwójną 
interlinią, z lewym marginesem ok. 4 cm z trzydziestoma 
wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu (litery 
+ odstęp), odstępy pomiędzy wyrazami powinny od
powiadać jednemu znakowi (nie równać do prawego 
marginesu).
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń, ani 
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak
teru czcionki drukarskiej mogą Autorzy zaznaczyć ołów
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso
wania w tekście liter alfabetu greckiego trzeba na mar
ginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna m aszynop isu  jes t  n ien um ero w a na ,  
z a w ie ra  im iona  i nazw isko  (a) au to ra  (ów ), nazwy, ad resy  
w ra z  z n u m ere m  te le fonu z a k ład ów  (w języku  po lsk im
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i an g ie lsk im ) ,  w k tó rych  p racu ją  autorzy, ad res  do k o re 
spo nd en c j i  nr te le fonu  i ew en tu a ln ie  fax, ad resy  p ryw a tne  
au to rów , ty tu ł a r tyku łu  w języku po lsk im  i an g ie ls k im  o ra z  
—  w p ra w y m  d o ln ym  rogu —  l iczbę tabel, rycin , w z o ró w  
i fo tog ra f i i  o raz  sk ró t  ty tu łu  pracy (do 25 znaków).

Strona 1 (tytułowa) z a w ie ra  im iona  i na zw iska  au to rów , 
ty tu ł p ra cy  w języku  po lsk im  i ang ie lsk im , rz eczo w y  sp is  
t reśc i też w obu językach ,  ty tu ł naukow y każdego z a u to 
rów  i ich m ie jsce  p racy  z ad resem  pocz tow ym  o raz  w ykaz  
s toso w an ych  skró tów .
Kolejno numerowane dalsze strony ob e jm u ją  tekst pracy, 
p iś m ien n ic tw o ,  tabe le ,  podp isy  i o b ja śn ie n ia  rycin , w z o 
rów  i fo tog ra f i i .

PIŚMIENNICTWO: W ykaz p iśm ien n ic tw a  o b e jm u je  prace  
w ko le jnośc i  ich cy to w a n ia  w tekście , zaznacza  s ię  je 
l iczbam i p o rz ą d k o w y m i u ję tym i w naw iasy  k w a d ra to w e ,  
np. [3,7,9,— 26]. O dnośn ik i  b ib l iog ra f iczne  w inny  m ieć  
nową up ros z c z o n ą  fo rm ę .  Sposób cy tow a n ia  c z a so p ism  
(1), m o n og ra f i i  (2), ro z d z ia łó w  z ks iążek  je d n o to m o w y c h  
(3), ro z d z ia łó w  z to m ó w  ser i i  o p raco w an e j p rzez  tych 
sam ych  re d a k to ró w  (4), rozd z ia łów  z to m ó w  se r i i  o p ra c o 
w anych  p rzez  różnych  red ak to ró w  (5) w s k a zu ją  pon iże j 
podane  p rzyk łady :

1. H i ld e n b ra n d t  GR, A ron son  NN (1980) B io ch im  Bio- 
phys Acta 631: 499— 502

2. B os tock  CJ, S u m n e r  AT (1978) The Euka ryo t ic  C h ro 
m osom e, E lsev ie r,  North -Holand, A m s te rd a m

3. No rbe rth  T, P isca to r  M (1979) W: F r ibe rg  L, N o rdb e rg  
GF, Von VB (red) H andbook on the T o x ic o lo g y  of 
Meta ls .  E lsev ie r,  North -Hol land, A m s te rd a m ,  str  
541-553

4. Delej J, K es te rs  K (1975) W: F lork in  M, Stotz EH (red) 
C o m p re h e n s iv e  B io che m is t ry  t 29B. E lsev ie r,  
N o r th -H o l land  A m s te rda m , str  1-77

5. F ranks  NP, L ieb  WR (1981) W: Kn igh t  CG (red) 
R esea rch  M o n o g ra p h s  in Cell  and T issue  P h y s io lo 
gy, t 7. E lsev ie r,  North -Ho l land, A m s te rd a m , str  
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny być gotowe do reprodukcji. 
Fotografie czarno-białe (kontrastowe), powinny być w y 
konane na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy 
wykonać tuszem na białym papierze lub kalce technicznej. 
Wskazane jest, aby ryciny były dwukrotnie większe od 
przyszłej reprodukcji, tj. w  skali 2:1. Cyfry i litery służące 
do opisu rysunku powinny mieć wysokość nie mniejszą 
niż 5 mm. Na rysunkach nie należy umieszczać opisów 
słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie wykresów 
winny być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Decy
zję o stopniu zmniejszenia ryciny podejmie redakcja. 
Ilustracji nie należy włączać w tekst maszynopisu, lecz 
odpowiednio ponumerować: tabele i ryciny noszą cyfry 
arabskie, wzory zaś rzymskie. Na marginesie tekstu należy 
zaznaczyć ołówkiem preferowane miejsce umieszczenia 
tabeli, ryciny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porub- 
rykowane, winny być opatrzone jednoznacznym tytułem 
i ewentualnie także niezbędnymi objaśnieniami. Słowne 
objaśnienia znaków graficznych można umieścić w pod
pisie pod ryciną, rysunkowe zaś jedynie na planszy ryciny. 
Tytuły i objaśnienia rycin sporządza się w postaci oddziel
nego wykazu. Ilustracje należy podpisać nazwiskiem 
pierwszego z autorów i pierwszym słowem tytułu pracy 
oraz oznaczyć ,,góra-dół”  (ołówkiem na odwrocie). Ze 
względu na wewnętrzną spoistość artykułu wskazane jest 
konstruowanie orginalnych rycin i zbiorczych tabel na 
podstawie danych z piśmiennictwa.

M a s z yn op is  i za łą c z n ik i  (w dw u egzem p la rza ch ) ,  w ła ś 
c iw ie  zab ez p ie c z o n e  przed  uszkodzen iem  w czas ie  t ra n s 
portu , na leży  p rze s ła ć  na adres:

R edakc ja  k w a r ta ln ik a  „P o s tę p y  B io c h e m i i ”
Instytu t B io lo g i i  D ośw ia dcza lne j  im. M. Nenck iego , 
ul. P as teura  3,
02-093 W arszaw a
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Instytut Biochemii i Biofizyki PAN zmienił siedzibę

Z przyjemnością zawiadamiamy, że nasz Instytut ma nowy adres. W  paździer
niku 1994 r. wszyscy pracownicy IBB znaleźli się w  nowych budynkach. 
Współgospodarzami gm achów jest Zakład Genetyki i częściowo Instytut Biologii 
Eksperymentalnej Roślin, Wydziału Biologii Uniwersytetu Warszawskiego.

Z okazji oddania do użytku nowej siedziby, w  dniach 28— 30 listopada 1994 r. 
odbyło się sympozjum przedstawiające dorobek naukowy Instytutu i związanych 
z nami jednostek UW. Program sympozjum obejmował również następujące 
dyskusje zespołowe: „Edukacja w  dziedzinie b io log ii" , „B io log ia  XXI w ieku" oraz 
„Skąd idziemy dokąd zmierzamy".

W  sympozjum obok pracowników IBB PAN i UW wzięli udział liczni zaproszeni 
goście w  tym nasi koledzy pracujący obecnie za granicą.

Nasz nowy adres: Pawińskiego 5A, 02-106 Warszawa, telefony 658 44 99 
(centrala), 658 47 24 (sekretariat) i fax 658 46 36.

Dyrekcja Instytutu

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl


	SPIS TREŚCI CONTENTS



