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Profesor Józef Zborowski —  Wspomnienia

Profesor Józef Zborow ski 
1937— 1993

25 grudnia 1993 r. zmarł nagle w wieku 56 lat 
profesor Józef Zborowski. Jego osiągnięcia naukowe 
stanowią cenny wkład w rozwój nauk biologicznych.

Kariera naukowa profesora Józefa Zborowskiego 
związana była z Instytutem Biologii Doświadczalnej 
im. M. Nenckiego, w którym pracował przez ponad 30 
lat. Pracę badawczą w Instytucie rozpoczął jeszcze 
jako student Wydziału Biologii Uniwersytetu War
szawskiego w 1962 roku, wykonując pod kierunkiem 
prof. Lecha Wojtczaka pracę magisterską. Bezpośred
nio po ukończeniu studiów pracował przez rok w Ka
tedrze Fizjologii Zwierząt Uniwersytetu Warszaws
kiego, a następnie w latach 1963— 1967 odbył studia 
doktoranckie w Instytucie Nenckiego, specjalizując się 
w zakresie bioenergetyki mitochondriów i metaboliz
mu fosfolipidów. Stopień doktora nauk przyrodni
czych uzyskał w roku 1968, a doktora habilitowanego 
w 1983 roku. W trzy lata później utworzył Pracownię 
Biochemii Lipidów w Zakładzie Biochemii Komórki 
Instytutu Nenckiego. W roku 1992 uzyskał tytuł 
profesora.

Profesor Józef Zborowski odbył kilka staży badaw
czych w poważnych ośrodkach zagranicznych spec
jalizujących się w biochemii lipidów oraz w badaniu 
organizacji i funkcji błon biologicznych, między in
nymi w laboratorium Chemii Fizjologicznej w Gronin
gen (prof. G. Scherphof) i Zakładzie Biochemii Uniwer
sytetu Teksańskiego w San Antonio (prof. N. C. Robin
son). Ponadto współpracował z laboratoriami w Utre
chcie, Helsinkach, Pradze, Perugii i Londynie, propa
gując polską naukę i utrzymując wysoki poziom badań 
prowadzonych przez swój zespół. Zdaniem prof.

L. M. G. van Golde (Utrecht) był On doskonałym  
Ambasadorem Instytutu Nenckiego. Swe liczne prace 
doświadczalne, monograficzne i przeglądowe publiko
wał w czołowych czasopismach naukowych. W czasie 
pobytów za granicą wygłaszał wykłady i odczyty 
seminaryjne, a także aktywnie uczestniczył w wielu 
sympozjach krajowych i międzynarodowych. D ow o
dem uznania dokonań naukowych profesora Zborow
skiego jest fakt, że profesorowie L. L. van Deenen, B. de 
Kruijff (Holandia), P. Somerharju (Finlandia) i L. 
Corazzi (Włochy) wyrażając żal z powodu przedwczes
nego odejścia ich przyjaciela, deklarują chęć współ
pracy z grupą Jego uczniów.

Prace badawcze profesora Józefa Zborowskiego 
koncentrowały się wokół problemów związanych 
z biosyntezą fosfolipidów, głównie fosfatydyloinozyto- 
lu i fosfatydyloseryny, ich wewnątrzkomórkowym tran
sportem oraz funkcją w błonach biologicznych. D oty
czyły one również oddziaływań lipidów z białkami 
błonowymi i wpływu składu lipidowego błony na aktyw
ność niektórych enzymów. Wiele uwagi poświęcił tak
że konstruowaniu liposomów, możliwości ich wykorzy
stania do docelowego wprowadzania leków do komó
rek wątroby oraz badaniom interakcji liposomów z bia
łkami osocza krwi. Zdaniem prof. G. L. Scherphofa 
badania te otworzyły nowe perspektywy badawcze.

W Instytucie Nenckiego profesor Józef Zborowski 
sprawował przed kilku laty funkcję zastępcy Dyrek
tora do spraw Naukowych, a także zastępcy kierow
nika, koordynowanego przez Instytut jednego z Cent
ralnych Programów Badawczych, a ostatnio —  koor
dynatora międzynarodowego programu TEM PUS. 
Brał także udział, jako redaktor lub recenzent w pra
cach redakcji Postępów Biochemii, Acta Biochimica 
Polonica, Biochimica et Biophysica Acta, Diabetes, 
Nutrition and Metabolism (Clinical and Experimen
tal).

Profesor Józef Zborowski zawsze stawiał sobie 
wysokie wymagania naukowe i moralne. Jego bezkom-

O d lewej stoją: Pentti Som erharju (Z akład Chem ii Medycznej, 
Uniwersytet w Helsinkach), Józef Z borow ski, G ü n th e r D aum  (In
sty tu t Biochemii, U niw ersytet Techniczny w G raz, Austria)
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promisowość nieraz przysparzała mu kłopotów. Był ze 
wszech miar człowiekiem życzliwym i lojalnym. W sy
tuacjach kryzysowych zawsze można było liczyć na 
jego pom oc i zrozumienie. Był niezwykle interesują
cym rozmówcą, a jego szeroka wiedza, niekonwenc
jonalny sposób myślenia oraz humanistyczne zaintere

sowania czyniły z niego postać barwną i pełną osobis
tego uroku. Profesor Józef Zborowski był naszym  
dobrym kolegą i przyjacielem i takim pozostanie 
w naszej pamięci.

Przyjaciele i współpracownicy

Zarząd Główny  
Polskiego Towarzystwa  
Biochemicznego
zaprasza do udziału w  Konkursie 
na najlepszy wykład akademicki 
w  roku 1994

Regulam in nagrody

1. Intencją nagrody jest popularyzacja b io 
chemii i b io logii molekularnej oraz pozys
kanie materiałów dydaktycznych.

2. Warunkiem wzięcia udziału w  Konkursie 
jest przygotowanie wykładu na wybrany 
temat uwzględniający najnowsze osiągnię
cia w  tej dziedzinie oraz ilustrujących go 
materiałów w  postaci maszynopisu, rysun
ków i kompletu przezroczy. Termin nad
syłania materiałów mija 31.03.1994 r.

3. Przewidziana jest Nagroda Główna w  w y 
sokości 3 m ilio n ó w  złotych oraz dwa 
wyróżnienia. Środki finansowe na Nagrodę 
zapewnia Zarząd G łówny Polskiego Towa
rzystwa Biochemicznego.

4. Zarząd G łówny Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego zorganizuje sesję, na k tó 
rej zostaną wygłoszone konkursowe w y 
kłady. Maksymalny czas wystąpienia 2 x 45 
minut. W 1994 roku sesja odbędzie się na 
początku czerwca. Nagroda Główna i w y 
różnienia zostaną przyznane w  dniu Kon
kursu.

5. Członkowie Zarządu Głównego tworzą Ko
misję Konkursową. Ocenią oni prezentację, 
wartość merytoryczną i dydaktyczną w y 
kładów przyznając od 0 do 10 punktów. 
Komisja obraduje niejawnie, a protokół 
z obrad i inne materiały pozostają w  doku
mentacji Towarzystwa. Nagrodę uzyska 
osoba, która otrzyma największą liczbę 
punktów. Nazwisko zwycięzcy Konkursu 
zostanie podane do wiadomości Członków 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
w „Postępach Biochemii”  oraz w  „L is 
tach” .

6. Materiały konkursowe: maszynopis w ykła
du, rysunki, przezrocza i programy kom
puterowe stają się yyłasnością Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego i będą roz
powszechniane w  placówkach naukowych 
i dydaktycznych jako wykłady autorskie 
nagrodzonych osób, rekomendowane 
przez Oddziały Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego. Wymagana jest pisemna 
zgoda na przekazanie materiałów na w łas
ność Towarzystwa. Towarzystwo zastrzega 
sobie prawo do zakupu materiałów niena- 
grodzonych.

7. Niniejsza wersja regulaminu została 
uchwalona przez Zarząd Główny Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego w  dniu 5 l i
stopada 1990 roku i wchodzi w  życie 
z dniem uchwalenia.
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Nagrody Nobla z fizjologii lub medycyny oraz z chemii 
w 1993 r

Noble prizes 1993 in physiology or medicine and chemistry

E W A  B A R T N IK *

W tym roku zarówno nagroda Nobla z medycyny, 
jak i nagroda Nobla z chemii zostały przyznane 
faktycznie za osiągnięcia w dziedzinie biologii moleku
larnej. Nagrodę Nobla z medycyny otrzymali P h i l 
l i p  A. S h a r p  i R i c h a r d  J. R o b e r t s  za wy
krycie intronów, a nagrodę Nobla z dziedziny chemii 
M i c h a e l  J. S m i t h  za ukierunkowaną mutagenezę 
i K a r y  M u l l i s  za reakcję łańcuchową polimerazy. 
Obie metody wpłynęły na niesłychane przyspieszenie 
tempa badań w biologii molekularnej w ciągu ostat
nich 10-15 lat.

W tym roku mija 40 lat od opublikowania przez 
W a t s o n a  i C r i c k a  pracy o strukturze DNA, za 
którą otrzymali Nagrodę Nobla w 1962 r. Od kilku
dziesięciu lat cały szereg nagród Nobla został przy
znany uczonym, którzy umożliwili zrozumienie po
szczególnych etapów funkcjonowania żywych organiz
mów — kodowania informacji genetycznej, replikacji 
DNA, struktury genów itp. Nagroda dla S h a r p a 
i R o b e r t s a świetnie pasuje do tego ciągu.

W 1977 r. znane były już podstawowe fakty dotyczą
ce struktury genów, transkrypcji i translacji u bakterii. 
W iadomo było nawet, że u Eukariota istnieje odwrotna 
transkryptaza. Opracowywane przez cały szereg uczo
nych w latach 70-tych techniki klonowania i sekwenc- 
jonowania genów zaczynały przynosić pierwsze dane 
o strukturze genów organizmów eukariotycznych, 
które były dotąd jakby „czarną dziurą”, choć podej
rzewano, że nie różnią się od genów bakterii. W 1977 r. 
w czerwcu odbyło się XLII Cold Spring Harbor 
Symposium for Quantitative Biology — niesłychanie 
prestiżowe coroczne spotkanie uczonych, tym razem 
poświęcone chromatynie. Na tym zebraniu szereg 
pracowni — S h a r p a  i R o b e r t s a ,  ale także i J a - 
m e s a  D a r n e l l a ,  doniosły o całkowicie niespodzie
wanych wynikach otrzymanych przy badaniu genów

* Zakład Genetyki Uniwersytetu Warszawskiego, 
Aleje Ujazdowskie 4, 00-478 Warszawa

jednego z ulubionych modelowych obiektów —  ade- 
nowirusa. Ten wirus, wyizolowany pierwotnie z dróg 
oddechowych człowieka, daje się łatwo namnażać 
w laboratorium w hodowlach tkankowych, i ma 
niewielki genom (40000 bp) złożony z dwuniciowego, 
liniowego DNA. Przy badaniu powstających po infek
cji komórek transkryptów adenowirusa okazało się, że 
pewne odcinki jego genomu, które nie leżą koło siebie 
w DNA przylegają do siebie w dojrzałym RNA. 
A priori można było to tłumaczyć na kilka różnych 
sposobów, ale ostatecznie doświadczenia wykazały, że 
najpierw na DNA adenowirusa powstaje tzw. pierwo
tny transkrypt, z którego wycinane są pewne sekwen
cje, a po ich wycięciu pozostające fragmenty RNA 
łączą się ze sobą. G i l b e r t  zaproponował nazwanie 
tych wycinanych sekwencji intronami, zaś pozostałych 
sekwencji eksonami (od ekspresji).

Odkrycie istnienia intronów było przełomowym  
momentem w biologii molekularnej, stanowiło złama
nie pewnego dogmatu o kolinearności DNA -RNA - 
-białko i stanowiło punkt wyjściowy wielu doświad
czeń, mających na celu zrozumienie struktury i działa
nia genomów organizmów eukariotycznych.

Pierwszym komentarzem wyników S h a r p a  i R o 
b e r t s a  był artykuł redakcyjny w N ature pt. “Adeno
virus amazes at Cold Spring Harbor”. Wyniki zostały 
potem opublikowane zarówno w czasopismach nau
kowych, jak i w książce wydawanej przez organizato
rów sympozjów w Cold Spring Harbor. Rychło znale
ziono też introny w genach kodujących białka u ssa
ków, w genach rRNA i tRNA u całego szerego 
organizmów, a także w D N A  różnych organelli —  mi- 
tochondriów i chloroplastów. Przez wiele lat zajmowa
no się mechanizmem wycinania intronów, jest ich kilka 
w zależności od typu intronu (Tabela 1). W szeregu 
pracowni wyjaśniono mechanizm wycinania w genach 
jądrowych kodujących białka, wielkie zasługi w tej 
dziedzinie ma m.in. pracownia S h a r p a .  Stwierdzono, 
że za wycinanie tych intronów odpowiedzialny jest
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Tabela 1.
R odzaje in tronów  i m echanizmy ich wycinania

Typ
in tro n u

Lokalizacja
Typ

katalizy
Cechy

szczególne

m RNA
(jądrowy)

jąd ro RNA
(?)

udział snR N P, 
lariat jako  

produkt pośredni

grupa I jąd ro  (rRNA) 
m itochondria 
chloroplasty 
eubakterie 

fagi

RNA
(auto-

kataliza)

wewnętrzne 
O R F Y , 

Udział m aturaz, 
specyficzna 
integracjagrupa II m itochondria

chloroplasty

tRN A jąd ro białkow a wielofunkcyjna
ligaza

arche-
bakteryjny

arche-
bakterie

białkowa
(?)

wewnętrzne
O R F Y

duży kompleks, wielkości rybosomu, zawierający 5 ro
dzajów cząsteczek sn (małe jądrowe) RN A i wiele 
białek.

Stwierdzono też, analizując kolejne geny u ssaków, 
że intronów jest bardzo dużo w genach (Tabela 2), i że 
w niektórych genach —  np. w genie kodującym 
dystrofmę —  99% genu to sekwencje intronów, a eks- 
ony stanowią tylko niewielką część całości.

Zrozumienie, że istnieją introny ma implikacje dla 
medycyny — zarówno poznawcze jak i praktyczne. 
Przynajmniej w przypadku jednej choroby —  związa
nej z wytwarzaniem niewłaściwego rodzaju P-globiny 
tzw. P-talasemii — wykazano, że niektóre warianty 
choroby wynikają z błędnego wycinania intronów. 
Niedawno udało się dwóm polskim uczonym pracują
cym w Stanach — D o m i ń s k i e m u  i K o l e  (Proc 
N atl Acad Sci USA  (1993) 90: 8673-8687) —  skorygo
wać ten defekt in vitro, co otwiera perspektywy dla 
terapii tej choroby w przyszłości być może nie tylko 
metodami wprowadzania właściwego genu, ale także 
przez naprawianie składania niewłaściwego produktu 
genu.

Nagroda Nobla w dziedzinie chemii została przy
znana za metody, mające kolosalny wpływ na rozwój 
biologii molekularnej. Takie nagrody otrzymali już np. 
S a n g e r  i G i l b e r t  za ustalenie metod sekwenc- 
jonowania DNA i B e r g  za proces klonowania.

Tabela 2.
Liczba in tronów  w niektórych genach u człowieka

Gen
Wielkość

genu
(kb)

W ielkość
mRNA

(kb)

Liczba
intronów

a-globina 0,8 0,5 2
insulina 1,4 0,4 2
album ina 25,0 4,2 14
receptor LD L 45,0 5,5 17
czynnik VIII 186,0 9,0 26
dystrofina 2300,0 16,0 75

M i c h a e l  S m i t h  umożliwił genetykom realizację 
ich marzeń —  uzyskiwanie konkretnych mutacji 
w konkretnych genach, i badanie następnie ich efek
tów. Genetyka klasyczna polegała na uzyskiwaniu 
mutantów — np. muszki owocowej czy Escherichia coli 
o zmienionym fenotypie, następnie mapowaniu genu 
w którym zaszła mutacja, a także wnioskowaniu o jego 
funkcji w oparciu o jak najdokładniej przeprowadzoną 
analizę fenotypu. Po opracowaniu metod klonowania 
genów zaczęto przeprowadzać ich mutowanie in vitro, 
ale stosowane metody nie umożliwiały wprowadzania 
mutacji w konkretnych miejscach genu. S m i t h  przez 
zastosowanie starterów do replikacji DNA in vitro, 
które mają pojedyncze, niekomplementarne do mat
rycy nukleotydy, umożliwił wprowadzanie pożąda
nych mutacji w konkretnych miejscach genu, co po
zwala na badanie ich efektów na działanie genu.

K a r y  M u  11 i s  wymyślił PCR —  łańcuchową 
reakcję polimerazy, pozwalającą na uzyskanie milio
nów kopii pojedynczej sekwencji DNA. Ta „molekula
rna kserokopiarka” to prawdziwa rewolucja —  w tej 
chwili ma zastosowania i w praktyce, i w nauce tak 
rozległe, że samo ich wyliczenie zajęłoby parę stron. 
W praktyce stosuje się tę metodę do wykrywania 
patogenów (m.in. HIV), do diagnostyki medycznej 
umożliwiającej stwierdzenie nie tylko czy w genie jest 
mutacja, ale czy zaszła ona w konkretnym miejscu 
w konkretnym genie. W laboratoriach badawczych 
stosowana jest m.in. do klonowania genów, a także do 
analizy ewolucji DNA dawno już wymarłych organiz
mów (choć jednak nie do wskrzeszania dinozaurów!) 
ponieważ niewielkie ilości nawet mocno zdegradowa
nego D NA znajdowane w tkankach kopalnych or
ganizmów wystarczają do amplifikacji poszczególnych 
sekwencji techniką PCR.

A rtykuł otrzymano  7 stycznia 1994 r.
Zaakceptowano do druku 7 stycznia 1994 r.

Piśmiennictwo

1. S a m b r o o k  J (1977) Adenovirus amazes a t C old Spring 
H arb o r Nature  268: 101-104

2. G r e e n  M R  (1991) Biochemical m echanism  of constitutive 
and regulated pre m RNA splicing. Ann Rev Cell Biol 7: 559-559

3. S m i t h  M (1985) In vitro m utagenesis Ann Rev Gen 19: 423
4. W a t s o n  J D,  G i l m a n  M,  W i t k o w s k i  J, Z o l l e r  M, 

(1992) W: R ecom binant DNA: The polym erase chain reaction, 
str. 79-88, wyd. Scientific Am erican Books, N .Y.

Wydawca prosi o kontakt tych, którzy 
chcieliby wykorzystać łamy „Postę
pów Biochemii" do reklamowania 
swych produktów i usług związanych 
z biochemią, biologią molekularną 
i biologią komórki.

POSTĘPY BIOCHEMII 40 (1 ) ,  1994 5http://rcin.org.pl



Gen p53 człowieka

Human gene p53

H E N R Y K  B E R B E Ć *

Spis treści:

I. Wstęp
II. Struktura genu p53
III. Mutacje w genie p53
IV. Struktura białka p53
V. Właściwości i rola biologiczna białka p53 

V-l. Właściwości białka p53
V-2. Charakterystyka zmutowanych form białka p53 
V-3. Udział białka p53 w cyklu komórkowym 
V-4. Białko p53 a transformacja 
V-5. Gen p53 a kancerogeneza 
V-6. Molekularny mechanizm działania białka p53

VI. Uwagi końcowe

Contents:

I. Introduction
II. Structure of p53  gene
III. Mutations in p53  gene
IV. Structure of p53 protein
V. Properties and biological role of p53 protein 

V-l. Properties of p53 protein
V-2. Characterization of mutated forms of p53 protein
V-3. Involvement of p53 protein in the cell cycle
V-4. p53 protein and transformation
V-5. p53  gene and carcinogenesis
V-6. Molecular mechanism of p53 protein action

VI. Concluding remarks

Wykaz stosowanych skrótów: HCD - region o wysokiej 
konserwatywności, HSR - region o wysokiej podatności na 
mutacje.

I. Wstęp

Wśród genów, których mutacja przyczynia się do 
rozwoju nowotworu można wyróżnić: (1) protoon- 
kogeny, (2) geny supresorowe zwane także genami 
hamującymi transformację nowotworową lub antyon- 
kogenami (ang. tumor suppressor genes) oraz (3) geny 
zwiększające częstość mutacji w genomie. Szczególną 
uwagę badaczy przyciąga ostatnio ludzki gen sup- 
resorowy określany jako gen p53. Mutacja w tym genie 
jest najczęstszym defektem genetycznym stwierdza
nym w nowotworach wszystkich typów [1-5]. Trans
formacja nowotworowa wywołana przez defekt genu 
p53 pojawia się w przypadku zadziałania dwustop
niowego mechanizmu: (i) inaktywacji białka p53 na 
skutek mutacji punktowej w jednym allelu i (ii) utraty 
drugiego allelu [6].

Produkt genu p53 znany jest pod nazwami: „białko 
p53” oraz „białko TP53”. Dostępne są opracowania 
przeglądowe na temat postępu badań nad genem p53 
[2-5,7].

II. Struktura genu p53

W komórkach myszy znaleziono gen p53 w chromo
somie 11. W genie tym wyróżniono 11 eksonów;

* Doc. dr hab. Henryk Berbeć, Katedra i Zakład Chemii 
Fizjologicznej Akademii Medycznej, 20-123 Lublin, ul. Lu
bartowska 85

zawiera on około 12,5 kpz [8]. W chromosomie 14 
zidentyfikowano ponadto bezintronowy pseudogen 
p53, niezdolny do produkcji pełnej długości białka [8].

W haploidalnym genomie komórek organizmu czło
wieka występuje pojedynczy gen p53. Zlokalizowano 
go w chromosomie 17p, w strefach 12-13,3 [9]. Or
ganizacja genu p53 człowieka i myszy jest podobna. 
Gen p53 człowieka (Rye. 1) zawiera w swoim składzie 
również 11 eksonów, lecz jest większy od funkcjonal
nego genu myszy, zawiera bowiem 20,3 kpz [10].

Badania filogenetyczne wykazały, że kodujące sek
wencje genu p53 różnych zwierząt charakteryzują się 
znaczną homologią. Wyróżnia się pięć regionów o wy
sokiej konserwatywności (ang. highly conservative do
main, HCD) obejmujących następujące pozycje amino
kwasów: 13-19 (HCD I), 117-132 (HCD II), 171-181 
(HCD III), 234-258 (HCD IV) i 270-286 (HCD V) 
[5,11].

Ryc. 1. S truk tu ra  genu p53 (wg [10] oraz G ene Bank).

III. Mutacje w genie p53

W ponad połowie przypadków nowotworów u ludzi 
stwierdzono mutacje w genie p53 [1, 3, 5]. Rozrzut 
mutacji badany wzdłuż całego genu nie jest równo
mierny (Ryc. 2). Mutacje występują głównie w obrębie 
eksonów 5-8, gdzie znajdują się cztery domeny o wyso
kiej konserwatywności (HCD II-Y). Wyróżnia się 3,
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Ryc. 2. Częstość m utacji w genie p53 człowieka. Przedstaw iono 
ilość m utacji zmieniających kolejne am inokw asy budujące 
b iałko p53 w 350 przypadkach now otw orów  (opracow ano 
na podstawie [5]). W górnej części ryciny zaznaczono 
lokalizację regionów o wysokiej konserw atyw ności (HCD) 
oraz „gorących miejsc” (HSR).

4 lub nawet 5 tzw. „gorących miejsc” (ang. hot spot 
region, HSR), czyli regionów DN A szczególnie podat
nych na mutacje [5], Najczęściej dochodzi do mutacji 
w obrębie następujących kodonów: 132-143 (HSR A), 
172-179 (HSR B), 237-249 (HSR C), 272-286 (HSR D) 
i 151-159 (HSR A') [5]. W wyszczególnionych pięciu 
regionach (gorących miejscach) wykrywa się ponad 
70% wszystkich mutacji w genie p53 [5], Dla porów
nania, w genie ras z rodziny protoonkogenów, stwier
dzono mutacje transformujące jedynie w dwóch kodo- 
nach [12].

Najliczniejsze mutacje w genie p53 człowieka znaj
dowano w trzech kodonach CG(N) kodujących ar- 
gininę: 175, 248 i 273 [5]. Może to mieć związek ze 
znaczną podatnością na spontaniczne mutacje dinuk- 
leotydu CpG. W wymienionych trzech kodonach 
dochodzi najczęściej do tranzycji C w T lub G w A.

Pośród ponad 350 przypadków różnych typów 
nowotworów, w których stwierdzono mutacje w genie 
p53 [5], najczęstsze były mutacje zmiany sensu. Inser- 
cje stanowiły 2%, mutacje nonsensowne 6%. Połowa 
ostatnich mutacji polegała na zmianie kodonu CGA 
w TG A i dotyczyła regionu pomiędzy pozycjami 196 
a 213 w białkowym produkcie genu.

IV. Struktura białka p53

Strukturę pierwszorzędową białka p53 poznano 
sekwencjonując cD N A  [13, 14]. Masa cząsteczkowa 
białka p53 człowieka wynosi 53000 [15] (stąd wypro
wadzono nazwę genu i jego produktu). Białko to skła
da się z 393 aminokwasów. Koniec karboksylowy biał
ka zawiera region bogaty w aminokwasy zasadowe, 
koniec aminowy jest bogaty w aminokwasy kwaśne. 
Natywne białko p53 jest fosfoproteiną. Resztę fos
foranową znaleziono przy serynie w pozycji 315 [16].

Porównanie sekwencji ludzkiego i mysiego cDNA  
białka p53 wskazuje na 78% homologię [13]. Najwięk

szą homologię (92%) stwierdza się w obrębie kodonów  
156-288. Przypuszcza się, że ten właśnie region jest 
szczególnie ważny dla funkcji białka p53 [13]. Wykry
to polimorficzne formy białka p53 człowieka, które wy
nikały z różnic w strukturze kodonów 72 [17] i 21 [18].

V. Właściwości i rola biologiczna białka p53

V-1. Właściwości białka p53

Okres połowicznego rozpadu białka p53 wynosi ok. 
20 min [19]. Jego krótka trwałość biologiczna utrud
nia prowadzenie badań. Prawidłowe białko p53 wy
krywane jest w jądrze komórkowym [20], podczas gdy 
forma zmutowana — jedynie w cytoplazmie [21].

Funkcjonalną postacią białka p53 jest cząsteczka 
oligomeryczna, najprawdopodobniej tetrameryczna 
[22]. Sekwencja aminokwasów w pobliżu C-końca czą
steczki białka p53 determinuje możliwość oligomery- 
zacji i transportu do jądra komórkowego [11, 23].

Zasadniczym efektem działania prawidłowego biał
ka p53 jest hamowanie wzrostu [24-27] i różnicowania 
[28, 29] hodowanych in vitro komórek myszy i czło
wieka. Prawidłowe białko p53 ma zdolność indukowa
nia apoptozy*, podczas gdy białko zmutowane hamuje 
ten proces [30].

Białko p53 wykazuje zdolność wiązania się z biał
kowymi produktami onkogennych wirusów: wirusa 
SV40, adenowirusa E lb  [31], wirusa papilloma E6 
[32], a także z czynnikiem o najwyższej wśród wymie
nionych białek aktywności transformacyjnej —  z pro
duktem genu mdm2 [33, 34]. Białko p53 związane 
z produktem wirusa papilloma E6 jest rozpoznawane 
przez ubikwitynę i ulega proteolizie [32], Wykazano, 
że wymienione wyżej białka przyłączają się do cząste
czki białka p53 w różnych miejscach [33,35]. Zdolność 
wiązania się z białkiem p53 wykazują również kinazy 
białkowe cdc2 [16] oraz kinaza kazeinowa II [36], 
a także białka z rodziny białek szoku termicznego, np. 
Hsc70 [37],

Prawidłowe białko p53 wykazuje ponadto zdolność 
wiązania się z dwuniciowym DNA. Charakter wiąza
nia może być zarówno niespecyficzny jak i specyficzny 
(wiązanie z określonymi sekwencjami DNA) [6, 
38-41]. Jedno takie miejsce wiązania zidentyfikowano 
w N-końcowym odcinku białka, w obrębie amino
kwasów 1-42 [40], gdzie zgrupowane są aminokwasy 
kwaśne. W wyniku przebadania wielu genomowych 
DNA stwierdzono, że prawidłowe białko p53 ma 
zdolność wiązania się z 20-nukleotydowym palindro- 
mem występującym w niektórych DNA [38-41]. Zdol
ność wiązania się z DN A mają formy tetrameryczne 
białka p53 [39]. Interesujące jest, że zdolność białka 
p53 do wiązania się z DNA  zanika, gdy białko to jest

* Problem apoptozy (zaprogramowanego obumierania ko
mórek) został omówiony w artykule E w y  S i k o r y  Post. 
Biochem. (1993) 39: 212-220
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związane z dużym antygenem T wirusa SV40 [39], 
z produktem genu mdm2 [39], lub tworzy hetero- 
oligomer (zawierający w swoim składzie zmutowane 
cząsteczki białka p53) [6, 39, 42],

Wykazano, że białko p53 wiążąc się z DNA może 
aktywować transkrypcję genów przyległych do miejsca 
wiązania [6, 39-43]. W niektórych doświadczeniach 
uzyskiwano efekt odwrotny: hamowanie transkrypcji 
przez prawidłowe białko p53 [6, 44]. Mutacje w obrę
bie czterech HCD (II-V) pozbawiają cząsteczkę tego 
białka zdolności wpływania na transkrypcję [6, 42], 
Heterooligomery — kompleksy zmutowanego białka p53 
z prawidłowym — nie są zdolne do wiązania się z DNA  
i nie wywierają wpływu na transkrypcję [6, 23,42]. Jak 
już wspomniano wcześniej, biologicznie czynną formą 
białka p53 jest cząsteczka tetrameryczna [22].

V-2. Charakterystyka zmutowanych form białka 
p53

Cząsteczki zmutowanych form białka p53 wykazują 
dłuższy okres połowicznego rozpadu niż białko prawi
dłowe. Być może, dlatego w komórkach stransfor- 
mowanych obserwuje się większą zawartość białka p53 
[34]. Biologiczne właściwości określonych form białka 
p53 zależą od rodzaju mutacji [6, 23], Na przykład 
mutacje w obrębie kodonów 135-175 powodują zmia
nę konformacji białka [34, 44], czego nie zauważa się 
w przypadku mutacji w kodonie 273.

Cząsteczki białka p53 zmienione na skutek mutacji 
przeważnie nie mają zdolności hamowania wzrostu 
komórek [25]. Cząsteczki białka p53, które na skutek 
mutacji typu nonsens uległy skróceniu od C-końca, 
tracą zdolność do oligomeryzacji oraz do wnikania do 
jądra komórkowego [11, 23].

W cytosolu fibroblastów szczura transformowanych 
jednocześnie przy użyciu zmutowanych cząsteczek 
białka p53 i onkogenu ras zaobserwowano pojawianie 
się kompleksów utworzonych ze zmutowanych i pra
widłowych cząsteczek białka p53 [21]. Kompleksy 
takie nie hamowały transformacji nowotworowej [6, 
23, 42, 33]. Przyjmuje się, że zmiany konformacji 
zmutowanej cząsteczki białka p53 przenoszą się na 
konformację cząsteczki prawidłowego białka p53 
z chwilą utworzenia wspólnego kompleksu [2, 23], co 
powoduje, że utworzone heterooligomery nie wykazu
ją biologicznej aktywności prawidłowego białka.

V-3. Udział białka p53 w cyklu komórkowym*

Wyniki badań świadczą o udziale produktu genu 
p53 w regulacji cyklu komórkowego [16, 20, 21, 33, 
45-49] i w różnicowaniu komórek [28, 29]. Zauważo
no, że w hodowli prawidłowych komórek myszy

* Regulacja cyklu komórkowego została wyczerpująco 
omówiona w artykułach Barbary G r z e l a k o w -  
s k i e j - S z t a b e r t  w Post. Biochem. (1992) 38: 98-107; 
(1993), 39: 16-25.

poziom białka p53 (i odpowiadającego mu mRNA) 
zmienia się w poszczególnych fazach cyklu komór
kowego, osiągając w fazie G1 najwyższe wartości [45, 
48]. W innych doświadczeniach zauważono, że wnik
nięcie białka p53 do jądra komórkowego powoduje 
zatrzymanie cyklu komórkowego w późnej fazie G1 
[21, 47, 49],

Rola białka p53 w cyklu komórkowym staje się 
szczególnie widoczna w warunkach stresu komór
kowego [47]. Na przykład w uszkodzeniu DNA  
promieniowaniem jonizującym produkcja białka p53 
w komórkach ulega szybkiemu zwiększeniu, a w kon
sekwencji następuje zahamowanie podziału komórek 
poprzez blokowanie replikacji DNA [47]. W nie
których komórkach, w których doszło do uszkodzenia 
DNA, obserwuje się charakterystyczne zmiany (frag- 
mentację jądra). Przyjmuje się, że dochodzi do indukcji 
apoptozy (zaprogramowanego obumierania komórek) 
przy udziale białka p53 [30],

Białko p53 jest fosforylowane przez kinazę cdc2 
[16]. Maksymalny poziom fosforylacji osiągany jest 
podczas fazy M [16],

V-4. Białko p53 a transformacja

Gen p53 był początkowo uważany za onkogen, 
ponieważ doświadczenia wskazywały, że jego produkt 
wywołuje transformację nowotworową. Dopiero 
w ostatnich latach okazało się, że jedynie zmutowane 
formy białka p53 wykazują aktywność transformacyj
ną [2, 6, 33, 42].

Badając komórki linii hodowanych in vitro wykaza
no, że transformację wywołaną za pomocą genów one 
hamuje prawidłowa forma białka p53 [24]. Wykazano 
doświadczalnie, że wprowadzenie genu p53 typu dzi
kiego lub cD NA  do stransformowanych komórek 
zatrzymuje ich wzrost w fazie G1 cyklu [21,25, 26,49].

Zmutowane białko p53 wzmaga aktywność trans
formacyjną genu ras [50], podczas gdy prawidłowe 
białko wydatnie hamuje kotransformację prowadzoną 
jednocześnie przez formę zmutowaną białka p53 oraz 
przez gen ras [24, 50]. Interesujące jest, że aktywność 
transformacyjna zmutowanych cząsteczek białka p53 
zależy od rodzaju zmian do jakich w nim doszło na 
skutek mutacji. Wykazano na przykład, że białko p53 
zmutowane w kodonie 175 wykazuje 3 do 10 razy 
większą aktywność transformacyjną niż wtedy, gdy 
mutacja dotyczy kodonu 273 [34].

V-5. Gen p53 a kancerogeneza

Doświadczenia ostatnich lat wykazały jednoznacz
nie, że produkt prawidłowego genu p53 hamuje nowo- 
tworzenie [24- 27, 35, 46, 49]. Jedynie produkt genu 
zmutowanego wywołuje transformację nowotworową. 
Dlatego obecnie istnieje pełna zgodność wśród bada
czy (na przykład [2-5, 39, 51]), że gen p53 należy 
zaliczyć do klasy genów —  supresorów transformacji
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nowotworowej.
Jak już podano, w ponad połowie nowotworów  

u ludzi stwierdza się mutacje w genie p53. Analiza 
mutacji wskazuje na pewną współzależność pomiędzy 
rodzajem mutacji, a narządem, w którym rozwija się 
nowotwór [5]. Świadczy to, być może, że zachodzi 
jakiś związek przyczynowy pomiędzy rodzajem zmian 
mutacyjnych w genie p53 a charakterem komórek lub 
tkanek, w których dochodzi do nowotworzenia. Za
uważono na przykład, że dość często mutacja w ob
rębie kodonu 175, spotykana w DNA licznych nowo
tworów, nigdy nie występuje w DNA raka płuc [5]. 
W przypadkach raka wątroby u osób żyjących na 
obszarach geograficznych, w których za czynnik ryzy
ka uważa się aflatoksynę BI oraz wirusa B zapalenia 
wątroby, większość mutacji znajdowano w kodonie 
249 [3].

Przeprowadzając analizę materiału obejmującego 
ponad 350 przypadków, w których różnym typom  
nowotworów towarzyszyły mutacje w genie p53 za
uważono [5], że w DNA komórek nowotworów jelit, 
mózgu i układu limfatycznego przeważały tranzycje, 
podczas gdy w DNA komórek raka płuc i wątroby 
częstsze były transwersje, szczególnie GC w TA. Wska
źnik transwersji wyraźnie zależał od typu nowotworu. 
W D N A  komórek raka jelita grubego transwersji nie 
stwierdzono, w DNA komórek raka wątroby trans
wersje obejmowały 20% badanych przypadków, zaś 
w DNA komórek raka płuc aż 40%.

Spośród 27 nukleotydów DNA regionu HSR A' 
genu p53, 25 stanowią G lub C. W raku płuc połowa 
mutacji przypadała na ten region, podczas gdy w przy
padku raka jelita grubego nie obserwowano w tym 
regionie DNA mutacji [5], Fakt ten ma przypuszczal
nie związek z rodzajem kancerogenów, na jakie dany 
narząd jest narażony. Płuca są narządem szczególnie 
narażonym na bezpośredni kontakt z kancerogenami 
pochodzenia zewnętrznego zawartymi w dymie papie
rosowym, w pyłach itp. Prawdopodobny jest związek 
licznych mutacji znajdowanych w komórkach raka 
płuc w regionie HSR A' genu p53 z podatnością 
guaniny DNA na atak zewnętrznych czynników che
micznych [52],

Chyba najbardziej szczegółowo badano mutacje 
genu p53 w DNA komórek jelita grubego. W około 
80% przypadków stwierdzano anomalie w obrębie 
obydwu alleli: delecje i mutacje punktowe [9, 25]. 
W ok. 75% przypadków znajdowano w chromosomie 
17p obszar delecji [9]. Fakty te mogą wskazywać, że 
rak jelita grubego rozwija się przede wszystkim wtedy, 
gdy brak jest prawidłowego produktu genu p53.

W rzadkim zespole Li-Fraumeni charakteryzują
cym się częstym występowaniem różnych nowotwo
rów w młodym wieku stwierdzono dziedziczenie muta
cji w genie p53 w jednym allelu [2]. Przy tym na 17 
mutacji, aż 13 znaleziono w eksonie 7 w rejonie HSR 
C [5].

Badając komórki linii HL 60 ostrej białaczki pro-

mielocytarnej, wykazano, że z powodu dużej delecji 
w genie p53, komórki były całkowicie pozbawione 
produktu tego genu (nie znajdowano też odpowiadają
cego mu mRNA) [14]. W komórkach tych zauważono 
zwiększony poziom produktu genu myc. Można spe
kulować, że jeden z mechanizmów przeciwnowotworo- 
wego działania białka p53 polega na hamowaniu 
ekspresji onkogenu myc [4, 24].

Wykazano, że komórki produkujące zmutowane for
my białka p53 częściej ulegają transformacji nowotwo
rowej niż komórki pozbawione tego białka [53, 54].

V-6. Molekularny mechanizm działania białka
p53

Wysunięto dwie hipotezy tłumaczące molekularny 
mechanizm działania produktu genu p53. Na pod
stawie doświadczeń, w których badano in vitro wpływ 
białka p53 na syntezę DNA [21, 25, 26, 46, 47, 55] 
sformułowano hipotezę, która przyjmuje, że funkcja 
biologiczna białka p53 polega na hamowaniu re
plikacji DNA na etapie inicjacji [55]. Przypuszcza się, 
że prawidłowe białko p53 wiąże się z jeszcze nie 
zidentyfikowanym białkiem replikacyjnym, co powo
duje zablokowanie syntezy DNA i uniemożliwia wejś
cie komórki w fazę S. Prawdopodobnie istnieje komór
kowy odpowiednik antygenu T, który bierze udział 
w inicjacji replikacji DNA [35, 55]. Związanie się 
białka p53 z tym komórkowym odpowiednikiem wiru
sowego antygenu uniemożliwia replikację.

Według drugiej hipotezy, zasadniczą funkcją białka 
p53 w komórce jest regulacja transkrypcji. Białko p53 
może działać jak transaktywator transkrypcji, stymu
lując lub hamując syntezę mRNA. Białko p53 w formie 
tetrameru przyłącza się specyficznie do określonych 
regionów DNA i oddziaływuje na transkrypcję genów 
przyległych do miejsca wiązania [39]. Za aktywację 
(bądź hamowanie) transkrypcji odpowiedzialny jest 
kwaśny region zlokalizowany w obrębie N-końca 
białka p53. Zdolność wiązania się z DNA i wpływania 
na transkrypcję zanika, gdy dochodzi do mutacji 
w którejś z czterech ewolucyjnie konserwatywnych 
domen białka p53 (zmutowane białko p53 nie tworzy 
aktywnych tetramerów [23]). Zdolność oddziaływania 
na transkrypcję zanika również wtedy, gdy białko p53 
zostaje związane z białkowym produktem wirusa 
SV40, adenowirusa Elb, wirusa papilloma E6 lub 
z produktem genu mdm2 [39].

Białko p53 może pobudzać transkrypcję genów 
przyczyniających się do hamowania wzrostu komórki 
lub powodować represję genów działających przeciw
nie [39], stąd ostatecznym efektem działania białka 
p53 jest hamowanie wzrostu komórki.

L a n e  [51] przedstawił interesującą koncepcję roli 
biologicznej produktu genu p53. Według tego autora, 
w prawidłowo funkcjonującej komórce białko p53 
działa jako „molekularny strażnik” pilnujący integral
ności genomu. Gdy DNA ulega uszkodzeniu, białko
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p53 nagromadza się i wyłącza replikację, ażeby zapew
nić czas na naprawę uszkodzeń. Gdy reperacja nie 
dochodzi do skutku, białko p53 przyczynia się do 
uruchomienia (aktywacji) procesu apoptozy, co po
zwala na wyeliminowanie nieprawidłowej komórki ze 
środowiska. W komórkach, w których białko p53 
zostało zinaktywowane przez mutację lub zostało 
związane z białkami blokującymi jego funkcję, uszko
dzony D NA ulega replikacji. Nie dochodzi do za
trzymania cyklu komórkowego w fazie G l. Komórki 
ulegają przyspieszonemu wzrostowi i podziałom. 
W nadmiernie szybko dzielących się komórkach do
chodzi do częstych mutacji i rearanżacji chromo- 
sowowych, co doprowadza do szybkiej selekcji uzłoś- 
liwionych klonów.

VI. Uwagi końcowe

Produkt genu p53 można uważać za ważny czynnik 
regulujący wzrost, proliferację i różnicowanie kom ó
rek. Jego prawidłowa funkcja zabezpiecza komórkę 
przed transformacją nowotworową. Badania nad biał
kiem p53 dostarczyły wielu informacji, które jednak 
nie wystarczają do sporządzenia pełnego obrazu jego 
udziału w procesach życiowych komórki. N a iden
tyfikację i bliższą charakterystykę oczekują hipotety
czne białka jądrowe, za pośrednictwem których do
chodzi do hamowania replikacji przy udziale białka 
p53. Potrzebne są badania nad identyfikacją genów, 
które są przypuszczalnie regulowane przy udziale 
białka p53. W celu lepszego zrozumienia wpływu 
określonych mutacji w genie p53 na transformację 
nowotworową, konieczne są badania nad oddziaływa
niami pomiędzy białkami onkogenicznymi, a prawid
łowym i zmutowanym białkiem p53. Poznanie zależ
ności pomiędzy miejscem i rodzajem mutacji w genie 
p53, a zmianami w strukturze przestrzennej białka p53, 
jakie te mutacje wywołują, może pozwolić na przewi
dywanie wpływu określonych mutacji na funkcje tego 
białka.

A rtykuł otrzymano 10 października 1993 r.
Zaakceptowano do druku 9 grudnia 1993 r.
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Mechanizm inicjacji odwrotnej transkrypcji wirusa HIV-1

Mechanism of HIV-1 reverse transcription initiation
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Wykaz stosowanych skrótów: pbs — miejsce wiązania star
tera (ang. primer binding site); ppt — odcinek polipurynowy 
(ang. polypurine tract); AZT — azydotymidyna; ddl — dideo- 
ksyinozyna; CNBP — białko komórkowe wiążące kwasy 
nukleinowe (ang. cellular nucleic acid binding protein).

I. Wstęp

Ludzki wirus nabytego zespołu upośledzenia odpor
ności (ang. Human Immunodeficiency Virus 1— HIV-1) 
zaliczany jest do grupy wirusów zwierzęcych zwanych 
retrowirusami. Materiałem genetycznym zawartym 
w kapsydach retrowirusów jest jednoniciowy RNA 
(Rye. 1). W cyklu życiowym retrowirusów, w procesie 
odwrotnej transkrypcji dochodzi do przepisania infor
macji genetycznej, zawartej w genomie wirusa na 
D N A  (Ryc. 2). Powstająca w ten sposób kopia D NA  
ulega integracji z genomowym D N A  komórki (tzw. 
prowirus) stanowi matrycę dla transkrypcji genów

1 Mgr, 2 prof. dr hab., 3 doc. dr hab., Instytut Chemii
Bioorganicznej PAN, ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Po
znań

wirusowych kodujących białka strukturalne wirionów  
oraz białka odpowiedzialne za proliferację wirusa.

Odwrotna transkrypcja (Ryc. 2) katalizowana jest 
przez wielofunkcyjny enzym wirusowy — odwrotną 
transkryptazę, która posiada dwie aktywności: poli- 
merazy DN A zależnej od RNA i DNA  oraz rybonuk- 
leazy H. Polimeraza DNA katalizuje syntezę 3'-koń- 
cowego odcinka nici (-)DNA na matrycy RNA przez 
wydłużanie starterowego RNA, związanego z miejs
cem pbs (ang. primer binding site) znajdującym się 
100-150 nukleotydów od końca 5' wirusowego RNA. 
Utworzony w ten sposób pierwszy produkt odwrotnej 
transkrypcji, tzw. strong stop cDNA, przenoszony jest 
na koniec 3' tej samej lub innej cząsteczki wirusowego 
RNA. Tam swoiście wiąże się z rejonem R i pełni 
funkcję startera dla dalszej syntezy nici (-)DNA. Rów
nolegle z tworzeniem nici (-)DNA zachodzi degradacja 
matrycowego RNA przez rybonukleazę H, która pozo
stawia krótki odcinek wirusowego RNA, przy końcu 
3', związany z nicią (-)DNA. Odcinek ten jest bogaty 
w puryny (ang. polypurine track —  ppt) i służy jako 
starter inicjacji syntezy nici ( +  )DNA na matrycy 
D N A  [1],

Proces odwrotnej transkrypcji jest kluczowym eta
pem proliferacji retrowirusów. Zrozumienie tego zja-
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Rye. 1. Schemat budowy genom u HIV-1. G eny czytane są w trzech ram kach zaznaczonych na różnych poziom ach, gag —  gen kodujący białka 
wewnętrznej otoczki w irusa;pol —  gen kodujący o d w ro tną  transkryp tazę(po l, RNazaH), p ro teazç(p ro t)i intcgrazç(int); v if  — wirusowy 
czynnik infecyjny (ang. viral infectivity factor)', vpu, vpr —  białka wirusowe U i R; env —  gen glikoprotein otoczki zewnętrznej g p l20 
i gp41; tat, rev, n e f—  geny białek regulatorow ych.

wiska może stanowić punkt wyjścia do badań nad 
potencjalnymi inhibitorami poszczególnych etapów  
i w konsekwencji, projektowania leków, które mogły
by być zastosowane w leczeniu chorób wywoływanych 
przez retrowirusy.

Celem niniejszego artykułu jest przedstawienie ak
tualnego stanu wiedzy na temat mechanizmu inicjacji

c
■ R ■ 1 " ■

5' rr Tpbs *PP t1 U3 n  R 1

v iPbsi ■ 1 3  ■ R  ■ U S j S ’

5 1 3’

odwrotnej transkrypcji oraz roli, jaką w tym procesie 
odgrywa cząsteczka tRNA.

II. Odwrotna transkryptaza

Jedynym enzymem wirusowym, który jest niezbęd
ny do syntezy prowirusowego DNA jest odwrotna

B
■ PPC. 1-3 , R ,
1 P P t1 U3 1 R 1 3’ 5’1 p b s 1 » i ?P P t  U3 R

D
3, nbs . ^3  , R , Ü5 ,

5' rp p t 1 U3 R U5 pbs

H
3’ -  ■ P hs ■ ■ U3 , R , ^  ■ S' 3 - , U3 , R , L i S . p b s ,  , U3 , R , U5 , g ,

5 1 U3 1 R 1 U5 1 pbs 1 3 5' 1 L'3 1 R 1 U5 1 pbs 1 1 U3 1 R 1 U5 1 3’

Ryc. 2. Schemat przebiegu odw rotnej transkrypcji: A —  Starterow y tRN A  wiąże się z genomowym  RNA w miejscu pbs i inicjuje syntezę nici 
(-)DNA; B —  H ydroliza RNA przez RNazę H pozw ala na hybrydyzację regionu R (-)DNA z inną cząsteczką w irusow ego RNA, co 
pozwala na kontynuację syntezy nici (-)DNA; C  —  Po ukończeniu syntezy nici (-)DNA R N aza H degraduje m atrycow y RNA 
pozostaw iając odcinek polipurynow y (ppt), D —  odcinek polipurynow y stanowi sta rte r syntezy nici ( +  )DNA; E —  Po zakończeniu 
syntezy pierwszego odcinka ( +  )DNA RN aza H odcina starterow y RNA (tRNA) od nici (-)DNA i ppt od nici ( +  )DNA; 
F —  H ybrydyzacja kom plem entarnych odcinków  pbs; G  —  Po hybrydyzacji odcinków  pbs ukończona zostaje synteza obydw u nici 
DNA; H —  Prow irusow y DNA.
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transkryptaza (EC 2.7.7.49), kodowana przez region 
pol genomowego RNA HIV-1 (Ryc. 1). Jest to poli- 
meraza DNA, katalizująca syntezę łańcuchów polinu- 
kleotydowych na matrycy RNA lub DNA. Ponadto 
enzym ten wykazuje aktywność RNazy H hydro- 
lizującej wiązania fosfodwuestrowe RNA w hybrydach 
D NA -RNA [2]. Podobnie jak w przypadku odwrot
nych transkryptaz innych retrowirusów, aktywności 
polimerazy DNA i rybonukleazy H zlokalizowane są, 
odpowiednio, w aminowej i karboksylowej części 
cząsteczki białka [2], Zarówno w wirionach, jak 
i w zainfekowanych komórkach odwrotna transkryp
taza HIV-1 występuje w postaci heterodimerów złożo
nych z łańcuchów polipeptydowych o masach cząs
teczkowych 66 kD (p66) i 51 kD (p51) [2]. Białko p66 
powstaje w wyniku proteolizy prekursorowego białka 
p l60  powstającego w wyniku translacji produktu genu 
p o i Mniejsza podjednostka (p51) powstaje przez od
cięcie polipeptydu (p 15) od końca karboksylowego 
białka p66. Homodimer p66/p66 ulega asymetrycznej 
proteolizie w jednym z odcinków łączących odcinaną 
domenę p l5 z resztą białka. Przypuszczalnie jedna 
z domen RNazy H (pl 5) w homodimerze jest częściowo 
rozwinięta eksponując fragment łańcucha polipepty- 
dowego, w którym następuje cięcie (Ryc. 3) [3]. Proces 
ten katalizowany jest najprawdopodobniej przez pro- 
teazę wirusową chociaż nie wykluczony jest udział 
enzymów proteolitycznych komórki gospodarza. Eks
presja genu odwrotnej transkryptazy w komórkach

Ryc. 3. Proponow any m echanizm  tworzenia heterodim erów  od 
wrotnej transkryptazy. W luźno związanych asym etrycz
nych hom odim erach p66/p66 jedna z dom en rybonukleazy 
H jest częściowo rozwinięta um ożliwiając działanie pro- 
teazy. Symbole Pol i Rn oznaczają odpow iednio dom eny 
polim erazową i RNazy H.
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E.coli prowadzi do powstania zarówno homodimerów  
p66/p66, jak i heterodimerów p66/p51. Mniejsza pod
jednostka powstaje w tym przypadku w wyniku działa
nia proteaz bakteryjnych [4], Heterodimery można 
również uzyskać przez trawienie homodimeru chymo- 
trypsyną [2], Prawdopodobnie tylko jedna z podjed- 
nostek heterodimeru p66/p51 jest aktywna w procesie 
polimeryzacji DNA, podczas gdy druga zapewnia 
optymalną konformację białka [5]. Domeny poli
merazy DNA i RNazy H odwrotnej transkryptazy 
wirusa HIV-1 wykazują wysoką homologię sekwencji 
z odpowiadającymi im analogicznymi fragmentami 
enzymów innych retrowirusów. W niektórych przypa
dkach możliwe jest rozdzielenie funkcjonalnych regio
nów odwrotnej transkryptazy, wykazujących aktyw
ność polimerazy i RNazy H. Nie jest to jednak możliwe 
w przypadku enzymu HI V-1, gdzie domeny te wykazu
ją bardzo wysoki stopień współzależności funkcjonal
nej [6].

Polipeptyd odpowiadający RNazie H (p 15) uzyska
ny w wyniku trawienia homodimerów przez proteazę, 
lub w wyniku ekspresji w E. coli nie wykazuje aktywno
ści enzymatycznej. Podobnie, sama podjednostka p51 
nie jest w pełni aktywna w reakcji polimeryzacji 
DN A [6].

Ostatnio rozwiązano strukturę krystaliczną kom
pleksu odwrotnej transkryptazy HIV-1 z nienukleoty- 
dowym inhibitorem — newirapiną [7], oraz struktury 
domen polimerazy [8] i RNazy H [6, 9], Porównanie 
tych wyników z wcześniej określonymi strukturami 
innych enzymów wykazuje, że struktury domen poli- 
merazowej i RNazy H odwrotnej transkryptazy HIV-1 
są podobne, odpowiednio, do fragmentu Klenowa 
polimerazy DNA i RNazy H z E. coli [7 ,9 ,10]. Analiza 
struktury kompleksu z newirapiną pozwoliła na zro
zumienie sposobu wzajemnego oddziaływania podjed- 
nostek odwrotnej transkryptazy. Kompleks ten jest 
asymetryczny, tzn. podjednostka p51 oddziałuje z do
meną RNazy H podjednostki p66. Podjednostka p66 
tworzy bruzdę, w której wiązana jest matryca i nowo 
syntetyzowany DNA. Wcześniej proponowany model 
zakładał równoległe ułożenie podjednostek [2]. Anty- 
równoległe ułożenie podjednostek potwierdza hipo
tezę powstawania heterodimerów zaproponowaną 
przez H o s t o m s k y ’e g o  i ws p .  [6], Poznanie 
struktury odwrotnej transkryptazy oraz mechaniz
mów kluczowych procesów w replikacji retrowirusów 
może mieć istotne znaczenie przy projektowaniu no
wych leków antywirusowych blokujących działanie 
różnych składników aparatu genetycznego wirusa. 
Niektóre analogi nukleotydów, jak 3'azydodeoksyty- 
midyna (AZT) i dideoksyinozyna (ddl), blokują aktyw
ność odwrotnej transkryptazy i są wykorzystywane 
w terapii AIDS [11-13], Jak wiadomo związki te (AZT 
i ddl) nie zawierają grupy hydroksylowej przy atomie 
węgla 3' deoksyrybozy i po wbudowaniu do nowo
tworzonego łańcucha DNA powodują terminację jego 
syntezy.
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III. Starterowe tRNA

Wspólną cechą enzymów katalizujących syntezę 
D N A  jest ich niezdolność do inicjacji łańcucha de novo. 
W każdym z dotychczas poznanych przypadków syn
teza D N A  jest inicjowana przez starterowe RNA, 
posiadające wolną grupę hydroksylową na końcu 3', 
do której polimeraza przyłącza kolejne deoksynuk- 
leotydy komplementarne wobec matrycy. Wszystkie 
dotychczas opisane odwrotne transkryptazy retrowi- 
rusowe wykorzystują, jako startery w procesie inicjacji 
odwrotnej transkrypcji, cząsteczki transferowych 
RNA gospodarza [14]. Sekwencje 3'-końcowych frag
mentów tych tRNA są komplementarne z sekwencjami 
pbs w genomowym RNA wirusa (Ryc. 4). Cząsteczka

Enzymy wirusów ptasich z grupy AMV/ASV  
( A M Avian Myeloblastosis Virus, ASV-Avian Sarco
ma Virus) wykorzystują jako startery syntezy DNA  
cząsteczki tRNATrp [19, 20]. W przypadku MuLV 
(Murine Leukemia Virus) starterem jest tRNAPro [21], 
a w przypadku MMTY (M ouse Mammary Tumor 
Virus) i HIV-1 tR N A ^5 [22], Wydaje się, że o specyficz
ności oddziaływania tRNA z odwrotną transkryptazą 
decyduje budowa cząsteczki enzymu. Monomeryczny 
enzym MuLV wiąże kilka różnych tRNA z podobnym  
powinowactwem, a dimeryczne enzymy wirusów pta
sich wykazują podobnie wysoką specyficzność w sto
sunku do tRNATrp jak enzym HIV-1 w stosunku do 
tRNALys [2,23]. W komórkach ssaków stwierdzono 
trzy tRNA specyficzne dla lizyny [24]. Wszystkie one

tRNAiT tR N A iS  t R N A r
Ryc. 4. S truk tury  drugorzędow e niektórych tR N A  w ykorzystywanych jak o  startery  inicjacji odw rotnej transkrypcji. L inią przeryw aną 

zaznaczono fragm enty sekwencji kom plem entarne wobec pbs w genom ow ych RNA. N a struk tu rach  tR N A Lys i tR N A Trp zaznaczono 
regiony oddziałujące z odw rotną transkryptazą.

tRNA, związana z genomowym RNA poprzez sekwen
cję pbs, wydłużana jest przez odwrotną transkryptazę 
w czasie syntezy 3'-końcowego odcinka nici (-)DNA. 
Transferowe RNA pełniące funkcję starterów syntezy 
(-)DNA, oprócz komplementarności 3'-końcowej sek
wencji nukleotydowej do pbs, muszą wykazywać rów
nież inne cechy strukturalne, które decydują o rozpo
znawaniu ich przez odwrotną transkryptazę. Specyfi
czne oddziaływanie tRNA z odwrotną transkryptazą 
może być podobne do oddziaływania tRNA z syn- 
tetazą aminoacylo-tRNA. Analogia ta jest tym bar
dziej uderzająca, że w przypadku obydwu kompleksów  
istotną rolę odgrywa pętla antykodonu [15-18]. Od
wrotne transkryptazy różnych retrowirusów wykazują 
zróżnicowaną specyficzność w stosunku do tRNA.

tworzą stabilne kompleksy z odwrotną transkryptazą 
i powodują inhibicję jej aktywności in vitro [18, 25]. 
Oligomery powstające w wyniku hydrolizy lizynowych 
tRNA rybonukleazą T l, zawierające fragment 3' ra
mienia antykodonowego i pętli antykodonu w takim 
samym stopniu obniżają aktywność odwrotnej trans
kryptazy jak natywne cząsteczki tR N A Lys (Ryc. 4). 
Wyraźną inhibicję obserwowano również w przypad
ku tRNATrp i tRN APhe, podczas gdy tRN APro, tR N A Gly 
i tRNAVal nie miały żadnego wpływu na aktywność 
tego enzymu [18]. Inhibicja odwrotnej transkrypcji 
przez tR N A Lys dotyczy wyłącznie heterodimeru 
p66/p51 [26]. W przypadku homodimeru p66/p66 
zjawisko inhibicji nie jest obserwowane, prawdopodo
bnie ze względu na obecność w nim dodatkowej
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domeny RNazy H [18]. Interesujące było stwierdzenie, 
że tR N A Lys jest również inhibitorem polimerazy DNA  
a zo o cy tó w  X . laevis [18]. W procesie replikacji HIV-1 
jedynym aktywnym tRNA jest tR N A ^5, którego 18 
nukleotydów od końca 3' są komplementarne z sek
wencją pbs w genomowym RNA wirusa.

Topografię kompleksu tR N A ^5 z odwrotną trans- 
kryptazą HIV-1 badano przy pomocy ograniczonego 
trawienia rybonukleazą A. Wykazano, że białko 
ochrania przed działaniem enzymu dwa regiony 
tRNA: pętlę antykodonową oraz pętlę dwuhydroury- 
dyny [17] (Ryc. 4). Oddziaływania z antykodonem  
i pętlą dwuhydrourydyny mogą odgrywać istotną rolę 
w selekcji tRNA właściwego dla procesu inicjacji 
odwrotnej transkrypcji [17]. Podobne wyniki uzys
kano badając kompleksy odwrotnej transkryptazy 
AMV z tRNATrp technikami fotozszywania (ang. 
cross-linking) [23]. Z drugiej strony wydaje się, że 
specyficzność oddziaływania odwrotnej transkryptazy 
z tRNA jest ograniczona. Świadczy o tym możliwość 
zastąpienia natywnego tRNAjć5 przez pozbawiony 
modyfikacji transkrypt genu tego tRNA [27], a nawet 
przez tRNAGlu z E. coli [28]. W tym drugim przypadku 
niezbędna jest obecność w matrycy sekwencji kom
plementarnej wobec 3'-końcowego regionu tRNA  
(część ramienia rybotymidyny i ramię akceptorowe). 
Oddziaływanie odwrotnej transkryptazy z niezmodyfi- 
kowanym transkryptem tRNALys jest identyczne, jak 
w przypadku natywego tRNA, przy czym obecność 
zmodyfikowanych nukleotydów wpływa na zwiększe
nie stabilności kompleksu [27].

Tworzenie kompleksu tRNA z odwrotną transkryp- 
tazą powoduje rozluźnienie struktury ramienia akcep
torowego tRNA [15, 23], świadczące o zdolności 
odwrotnej transkryptazy do częściowego rozplatania 
ramienia akceptorowego, co jest niezbędne dla hyb
rydyzacji tRNA z komplementarnym miejscem pbs 
[18]. Ze względu na dużą zawartość par G-C ramiona 
akceptorowe i rybotymidyny są najbardziej stabilnymi 
elementami struktury tRNA i nie mogą ulegać spon
tanicznemu topnieniu i hybrydyzacji z pbs [25].

Jak już wspomnieliśmy, dla inicjacji syntezy DNA  
przez polimerazę istotna jest obecność na końcu 3' 
starterowego RNA wolnej grupy hydoksylowej. 
W przypadku odwrotnej transkryptazy AMV wykaza
no, że ma ona zdolność do deacylacji tryptofany- 
lo-tRNA czyniąc grupę 3'-OH dostępną dla inicjacji 
syntezy prowirusowego DNA  [25].

Poza specyficznym starterowym tRNA, w wirionach 
retrowirusów stwierdzono obecność innych tRNA. 
Część z tych tRNA jest związana z genomowym RNA, 
lecz ich rola nie jest znana [29].

IV. Rybonukleaza H

W procesie odwrotnej transkrypcji równolegle 
z syntezą DNA  następuje degradacja matrycowego 
RNA. Za proces ten odpowiedzialna jest rybonukleaza

H odwrotnej transkryptazy. RNaza H HIV-1 wykazu
je aktywność endonukleazy oraz egzonukleazy 3' -> 5'
[30]. W przeciwieństwie do innych enzymów retro- 
wirusowych, dla których możliwe jest rozdzielenie 
funkcjonalnych domen polimerazy i RNazy H, od
wrotna transkryptaza HIV-1 wykazuje wysoki stopień 
współzależności tych funkcji. Polipeptyd p 15, powsta
jący w czasie dojrzewania homodimerów p66/p66 
opisywany jako domena RNazy H nie wykazuje 
aktywności enzymatycznej. Utrata aktywności RNazy 
H wywołana może być również przez różne mutacje, 
nie tylko w domenie pl 5, co sugeruje, że za aktywność 
tę odpowiedzialne są również inne regiony cząsteczki
[31]. RNazę H można rekonstytuować in vitro z pod- 
jednostek p51 i p l5 [32]. W rekonstytuowanym en
zymie, polipeptydy p l5 i p51 oddziałują prawdopodo
bnie w taki sam sposób jak w heterodimerze p66/p51, 
tworząc miejsce aktywne RNazy H.

RNaza H odwrotnej trankryptazy niezbędna jest 
również przy tworzeniu i usuwaniu startera syntezy 
nici ( +  )DNA oraz odcinaniu starterowego tRNA od 
nici (-)DNA [31]. Tworzenie startera syntezy nici 
( +  )DNA zachodzi poprzez przecięcie matrycowego 
RNA w rejonie sekwencji ppt (ang. polypurine track 
—  odcinek polipurynowy). Hydroliza następuje 
w dwóch głównych miejscach ograniczających frag
ment o długości 19 nukleotydów (Ryc. 5) [1]. Specyfi
czność hydrolizy RNA w procesie tworzenia star
terowej sekwencji ppt zapewniają prawdopodobnie 
elementy struktury drugorzędowej zlokalizowane po
za samą sekwencją starterową. Wskazują na to wyniki 
badań mutantów HIV-1, w których stwierdzono, że 
pojedyncza delecja po stronie 5' ppt powoduje od
powiadające jej skrócenie startera. Po inicjacji syntezy 
nici (+  )DN A odcinek ppt jest usuwany przez hydrolizę 
na granicy między sekwencją startera i regionem U3 
genomu wirusa, niezależnie od tego, czy jest to aktual
ne miejsce połączenia DNA/RNA. Prawdopodobnie, 
miejsce to jest ściśle zdeterminowane sekwencją nuk- 
leotydową.

Badania aktywności rybonukleazy H HIV- 1 przy 
użyciu syntetycznych dupleksów R N A /D N A  wykaza
ły, że odcinanie starterowego tRNA zachodzi w wyni
ku hydrolizy wiązania pomiędzy cytozyną i końcową 
adenozyną startera. Produktem reakcji jest DNA  
z przyłączoną do końca 5' nici (-)DNA rybo-adenozy-

i  i  i  U i i
5’-gccacuUUUUAAAAGAAAAGGGGGGacuggaag-3’ 

I-------------------p p t ----------------------- If u3

Ryc. 5. Schemat tw orzenia i usuw ania starterow ego odcinka poli- 
purynowego, dla syntezy nici ( +  )DNA. N ad  sekwencją 
zaznaczono miejsca hydrolizy RNA przez RN azę H w p ro 
cesie tw orzenia startera. G łów ne cięcia zaznaczone są 
długimi strzałkam i. K rótkie strzałki oznaczają miejsca 
dodatkow ych cięć. Pojedyncze cięcie podczas usuw ania 
startera  z nici (-)DNA na granicy ppt i U3 zaznaczone jest 
strzałką pod sekwencją.
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ną (p-rA-DNA) [33], W przypadku odwrotnej trans- 
kryptazy AMV odcięcie starterowego tRNATrp za
chodzi w wyniku endonukleolitycznego trawienia do
kładnie w miejscu połączenia DNA-RNA uwalniając 
nienaruszoną cząsteczkę tRNA [34], Usunięcie tRNA 
zachodzi dopiero po syntezie DNA komplementar
nego wobec końcowych nukleotydów t RNA odpowie
dzialnych za wiązanie do pbs.

Oprócz aktywności RNazy H, hydrolizującej RNA 
w' dupleksach RNA/DNA, odwrotna transkryptaza 
wykazuje aktywność nukleazową, której substratem są 
dupleksy RNA/RNA. Aktywność ta, określana ter
minem RNazy D, jest niezależna od RNazy H i wyka
zuje taką samą specyficzność w stosunku do substratu 
jak RNaza III E. coli [35, 36].

V. Białko nukleokapsydu

Jednym z podstawowych składników wirionów re- 
trowirusów jest zasadowe białko nukleokapsydu (NC) 
powstające w wyniku dojrzewania prekursora kodo
wanego przez region gag genomu wirusowego [37], 
Białko to wraz z odwrotną transkryptazą oraz dip- 
loidalnym genomem wirusowym tworzy rybonukleo- 
proteinowy rdzeń retrowirusa. Oprócz funkcji struk
turalnej białko nukleokapsydu odgrywa istotną rolę 
w procesie tworzenia dimerów genomowego RNA [38, 
39], upakowywaniu wirusowego RNA w wirionach 
oraz inicjacji odwrotnej transkrypcji [40-42]. Białka 
nukleokapsydu różnych retrowirusów, pomimo różnic 
wielkości, wykazują duże podobieństwo strukturalne 
przejawiające się w trójdomenowej strukturze. N-koń- 
cowa domena bogata jest w aminokwasy zasadowe. 
Centralna domena zawiera jeden (plO MuLV) lub dwa 
(p 12 RSV, p 15 HIV-1, p 14 MMTV) motywy tzw. palca 
cynkowego. Fragment przy końcu karboksylowym  
jest bogaty w reszty proliny [40]. Motyw palca cyn
kowego o ogólnej sekwencji Cys-X2-Cys-X3- 
-His-X4-Cys jest potencjalnym miejscem wiązania 
atomu cynku podobnie jak w strukturach palców 
cynkowych występujących w białkach wiążących 
DNA [43], czy RNA [44]. Motyw ten nazwany jest 
palcem cynkowym typu retrowirusowego, dla odróż
nienia od klasycznego palca cynkowego występujące
go w czynnikach transkrypcyjnych, od którego różni 
się sekwencją i strukturą przestrzenną. Różnice te mają 
swe konsekwencje funkcjonalne. Opisane dotychczas
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Ryc. 6. Schemat palca cynkowego typu retrow irusow ego na przy
kładzie pierwszego palca p 15 wirusa H IY -l.

białka zawierające ten motyw obejmujące poza biał
kami retrowirusowymi białko kodowane przez trans- 
pozon copia drożdży i ludzkie białko wiążące kwasy 
nukleinowe (CNBP), wykazują specyficzność w sto
sunku do jednoniciowych regionów kwasów nukleino
wych [45], natomiast czynniki transkrypcyjne, w któ
rych występują klasyczne palce cynkowe, wiążą dup
leksy DNA [44]. Obecność domen palca cynkowego 
jest niezbędna dla prawidłowego przebiegu upakowy- 
wania RNA w wirionach, ale nie jest konieczna dla 
hybrydyzacji tRNA z pbs [41]. W tym przypadku 
istotna wydaje się być krótka sekwencja ograniczająca 
pierwszy palec od strony końca aminowego.

Funkcja białek nukleokapsydu polega prawdopo
dobnie na rozplataniu odcinków RNA o rozbudowa
nej strukturze drugo- i trzeciorzędowej oraz wiązaniu 
regionów komplementarnych, co odgrywa istotną rolę 
zarówno w procesie dimeryzacji genomu, jak i przy 
inicjacji odwrotnej transkrypcji. Białko nukleokapsy
du jest niezbędne dla hybrydyzacji starterowego t RNA 
z pbs. Jego rola polega na rozplataniu ramienia amino- 
kwasowego tRNA i stabilizacji jednoniciowej struk- 
tui-y matrycowego RNA [42]. Udział białka nukleo
kapsydu w inicjacji odwrotnej transkrypcji wymagane 
jest tylko w przypadku, gdy matrycą dla syntezy DNA  
jest natywny genom wirusowy. W badaniach in vitro, 
w których inicjowano odwrotną transkrypcję krótkich 
odcinków RNA, brak białka nukleokapsydu nie miał 
wpływu na efektywność inicjacji [28],

A rtykuł otrzymano 13 kwietnia 1993 r.
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X X X  Z J A Z D  P .T .B IO C H  W  1994 R O K U

ZAWIADOMIENIE WSTĘPNE

We wrześniu (14-16 IX) 1994 roku odbędzie się w Szczecinie 
Ogólnopolski Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. 
Jednym z zasadniczych tematów Zjazdu będzie tematyka związana 
z molekularno-biochemicznymi aspektami białaczek bydła i chorób 
zwierząt hodowlanych wywoływanych przez wirusy oraz wewnątrz
kom órkow e fakultatywne patogeny bakteryjne (Listeria spp., 

Brucella spp., Mycobacterium  spp., Salmonella spp., i inne).

w im ieniu  K o m ite tu  
O rg a n iza cy jn eg o

Prof. zw. dr hab. A . F u ro w icz
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Nowe perspektywy strategii antysensu — regulacja 
biosyntezy białka

New possibilities of antisense strategy —  regulation of protein 
biosynthesis

E W A  B O H U N 1, 
T O M A S Z  T W A R D O W S K I 2
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Wykaz stosowanych skrótów: a-DNA, a-RNA — otrzymany 
w wyniku syntezy chemicznej łub ekspresji genu krótki 
oligonukleotyd DNA lub RNA o sekwencji antysensowej; 
L-rRNA — rybosomalny RNA dużej podjednostki rybo- 
somalnej.

I. Wstęp

W ciągu ostatnich dwudziestu lat związki antysen- 
sowe znalazły szerokie zastosowanie w badaniach 
ekspresji genu. Zastosowanie związków antysenso
wych do interpretacji mechanizmów regulatorowych 
translacji, a zwłaszcza zachodzących na rybosomie jest 
zagadnieniem stosunkowo nowym. W szczególności 
ciekawe są rezultaty prac związanych z zastosowaniem  
syntetycznych antysensowych oligodeoksynukleoty- 
dów (a-DNA) komplementarnych do określonych fra
gmentów rybosomalnych RNA. Taka hybrydyzacja 
powoduje zablokowanie biosyntezy białka. Perspek
tywy wykorzystania tego typu związków w praktyce 
medycznej i w rolnictwie są coraz szersze, a w szczegól
ności wykorzystanie rybozymów oraz oligonukleoty- 
dów tworzących kompleksy trójniciowe (tzw. trój- 
niciowa „helisa”) stwarza nowe możliwości.

II. Klasyfikacja i pojęcie związków antysen
sowych

Pojęcie „antysensu” związane jest bezpośrednio ze 
zdolnością kwasów nukleinowych do wzajemnej inter-

1 Mgr, 2 prof. dr hab., Instytut Chemii Bioorganicznej
PAN, ul. Noskowskiego, 12 61-704 Poznań
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akcji poprzez hybrydyzację. Dwie przeciwbieżne nici 
kwasu nukleinowego komplementarnie oddziałując ze 
sobą jednocześnie blokują możliwość innych oddziały
wań biologicznych. Doskonałym, klasycznym przy
kładem tego typu oddziaływania jest parowanie zasad 
kodonu i antykodonu, które kiedyś określano ter
minami „kodon” i „nodok”. Antysensowym oligonuk- 
leotydem jest krótki oligomer (na ogół od kilku do 
kilkudziesięciu nukleotydów), który w wyniku specyfi
cznego rozpoznania i hybrydyzacji komplementarnej 
sekwencji blokuje aktywność biologiczną związaną 
z działaniem tego fragmentu. Ta naturalna właściwość 
kwasów nukleinowych wynika ze specyficzności paro
wania zasad, czy to w klasycznym ujęciu Watso- 
na-Cricka, czy to na zasadzie oddziaływań grup dono
rowych i akceptorowych różnych ligandów związa
nych z poszczególnymi zasadami, jak np. wiązania 
wodorowe typu Hoogsteena (Ryc. 1). Strategie anty
sensu wymagają stosowania oligonukleotydów RNA, 
DN A lub ich analogów wykazujących komplementar
ną, „antysensową”, sekwencję wobec kodującej czyli 
„sensowej” nici kwasu nukleinowego [1].

W zależności od metody pozyskiwania antysen
sowych związków można wyróżnić powstałe na drodze 
chemicznej, albo w wyniku ekspresji genu.

Synteza chemiczna —  pozwala otrzymywać krótkie 
oligonukleotydy D N A  lub RNA, z ewentualnymi 
modyfikacjami chemicznymi (na ogół o długości do 30 
jednostek), które stosuje się w celu hybrydyzacji do 
określonych, wzajemnie się uzupełniających sekwencji 
RNA (pre-mRNA, mRNA, rRNA) [2]. W przypadku 
wprowadzania tak otrzymanych antysensowych oligo
nukleotydów do komórki —  efekt ich działania in vivo 
jest krótkotrwały, zależny od czasu półtrwania w ukła-
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Ryc. 1. Klasyczne wiązanie wodorow e W atsona-C ricka (W-C) po
między parą  zasad tym ina-adenina oraz wiązanie w odoro
we typu H oogsteen’a pom iędzy adeniną i dodatkow ą 
tym iną w kom pleksie trójniciowym.

dach biologicznych.
Ekspresja genu —  w konsekwencji wprowadzenia 

odpowiedniego genu do genomu danego układu bio
logicznego zachodzi synteza stosunkowo długich (po
wyżej 50 jednostek) antysensowych RNA. W wyniku 
transkrypcji odpowiednich antysensowych sekwencji 
genowych D N A  otrzymywane są zaprogramowane 
a-RNA będące endogennymi elementami tego układu 
biologicznego. W zależności od wybranego promotora 
produkcja antysensowych RNA in vivo może być 
chwilowa lub długotrwała [3-5].

Uzyskane antysensowe transkrypty można stoso
wać do zahamowania translacji w wyniku tworzenia 
komplementarnych hybrydów typu (mRNA-antysen- 
sowy DNA) [3], W połączeniu z modyfikacjami, np. po 
włączeniu do antysensowej nici D N A  sekwencji kodu
jącej strukturę rybozymu, możliwe jest otrzymanie 
antysensowych DNA  zawierających katalityczną do
menę pozwalającą ciąć docelowy fragment RNA 
w określonym miejscu [4]. Ma to istotne znaczenie dla 
zahamowania replikacji RNA wirusów.

Niezależnie od źródła pozyskiwania oligonukleoty- 
dów specyficzność i skuteczność działania antysen- 
sowego związku zależy od.
— dostępności docelowej „sensowej” sekwencji,
—  struktury drugorzędowej nici „sens” i „antysens”,
—  wyjątkowości (niepowtarzalności) sekwencji doce

lowej,
—  mocy wiązania pomiędzy sekwencją kodującą i an- 

tysensową,
—  sposobu inhibicji wywoływanej przez związek an- 

tysensowy,
—  odporności na nukleazy (szczególnie istotne 

w przypadku oligonukleotydów otrzymywanych 
drogą chemiczną),

—  zdolności wnikania do komórki oraz migracji 
między jądrem komórkowym a cytoplazmą (w 
zależności od metody wprowadzania antysensowe- 
go związku do komórki).

Początkowo jako strategie antysensu określano te 
koncepcje eksperymentalne, których celem była kont
rola ekspresji genu na poziomie mRNA. W szczególno
ści inhibicja translacji mRNA w wyniku hybrydyzacji 
wprowadzanego z zewnątrz do komórki antysensowe- 
go oligonukleotydu, komplementarnego wobec specy
ficznego fragmentu mRNA [1, 5]. W ciągu ostatnich 
lat zastosowanie strategii antysensu rozszerzono:
—  blokowanie tzw. splicingu prekursorowego mRNA;
—  inhibicję transkrypcji genomowego D N A  poprzez 
tworzenie trójniciowych kompleksów (ang. „triple- 
stranded complexes” [5], lub „triple helix” [6]; —  dzia
łanie rybozymów, czy też —  efekty wynikające z działa
nia RN-azy H [1, 6] — (Ryc. 2).

Jednakże analiza zastosowań strategii antysensu na 
różnych poziomach przenoszenia informacji genetycz
nej nie jest przedmiotem tego artykułu, a zainteresowa
nych Czytelników odsyłamy do obszernych opraco
wań: [1-2, 6-9, 37]. Omówione zostały w nich przy
kłady strategii antysensu prowadzących do zabloko
wania replikacji genetycznej oraz przerwania ekspresji 
genu. Szczególnie efektywne było działanie antysen
sowych oligonukleotydów skierowanych względem 
mRNA w miejscu wiązania czynników inicjatorowych, 
kodonu S T A R T  czy też sekwencji kodującej.

Regulacja biosyntezy białka związkami antysenso- 
wymi na poziomie kompleksu rybosomalnego jest 
w tym kontekście zagadnieniem nowym i tym bardziej 
interesującym.

STRATEGIA CEL EFEKT

1. T w orzei 
k o m p le  
c ię c ie  < 
DNA

h r o m o s o m a ln e g o

D w u n ic io w e  B lo k o w a n ie
f ra g m e n ty  t r a n s k ry p c j i

-P iP iP iP iP i - 
- PuPuPuPuPu_ 
P IP IP IP IP I

2. T w o rz e n ie  p o d w ó jn y c h  
n ic i h y b ry d o w y c h  
z w iązek  a n ty se n s o w y  ( —  ̂
- kw as n u k le in o w y , 
c ię c ie  RN -azy H

H y d ro l iz a  kwas 
n u k le in o w e g o  
w z d e f in io w a n e

J e d n o n ic io w e
f ra g m e n ty

B lo k o w a n ie
t r a n s k ry p c j i

Ryc. 2. Strategie eksperym entalne wiążące się z zastosow aniem  
antysensowych związków.
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III. Badania rybosomalne z udziałem związ
ków antysensowych

Badania mechanizmów regulatorowych, w których 
uczestniczy rybosom i przyłączające się do niego 
ligandy (np. aminoacylo-tRNA, peptydylo-tRNA, 
tRNA), polegają przede wszystkim na stosowaniu 
syntetycznych oligonukleotydów DNA i RNA oraz ich 
analogów, a nie na stosowaniu produktów naturalnej 
ekspresji genu. Większość badań ukierunkowano w ce
lu poznania właściwości rybosomalnych kwasów nuk
leinowych. Już w 1967 roku alkilowane pochodne 
oligorybonukleotydów użyto do wprowadzenia specy
ficznej modyfikacji rybosomalnego RNA [10], a w trzy 
lata później komplementarne oligodeoksynukleotydy 
zastosowano do prób wyjaśnienia struktury 5S rRNA 
[11]. Za pomocą hybrydyzacji sond cD NA oraz 
mikroskopu elektronowego określono ogólną morfo
logię podjednostki 30S E. coli [12]. Natomiast, głów
nie przy zastosowaniu oligodeoksynukleotydów za
wierających fotolabilne grupy zdolne do wytwarzania 
wiązań krzyżowych, zidentyfikowano rybosomalne 
komponenty białkowe, sąsiadujące z odcinkiem 23S 
rRNA zaliczanym do centrum transferazy peptydylo- 
wej [13]. Krótkie, syntetyczne oligomery DNA służyć 
mogą do badania interakcji rybosomalnych RNA 
między sobą oraz miejsc wiązania (tRNA * rRNA) 
z rozdzielczością nawet do jednej czy dwóch zasad, co 
można ogólnie określić jako funkcjonalne regiony 
tRNA [14-15], Odrębne zagadnienie stanowią zmiany 
konformacyjne rRNA wewnątrz podjednostek rybo
somalnych. Badania tych przemian również są realizo
wane z zastosowaniem a-DNA. Przykładem są prace 
dotyczące struktury 16S rRNA podjednostki 30S z E. 
coli [16], czy też fragmentów 23S rRNA zaangażowa
nych w wiązanie deacylowanego tRNA w miejscu 
E [17], Syntetyczne sondy DNA znalazły zastosowa
nie również jako chromosomalne markery rybosomal
nych RNA Apis mellifera i Triticum monococcum [18, 
19], a antysensowe transkrypty RNA umożliwiły ba
danie interakcji białek rybosomalnych z rybosomal- 
nymi kwasami nukleinowymi (np. białka S7 z 16S 
rRNA [20] i śledzenie „dojrzewania” rybosomów [21].

Szczególne zainteresowanie budzą fragmenty rybo
somalnych RNA zaangażowane w uniwersalne funkcje 
rybosomu, jak np. synteza wiązania peptydowego czy 
też wydłużanie łańcucha polipeptydowego. Te frag
menty strukturalne rRNA mają często formę pojedyn
czych łańcuchów wyeksponowanych na powierzchnię 
rybosomu, co warunkuje ich oddziaływanie z innymi 
ligandami. Dostępność tych fragmentów struktural
nych dla innych komponentów układu translacyjnego 
pozostaje w ścisłym związku z ich funkcją biologiczną. 
Należy sądzić, że elementy rRNA zaangażowane 
w uniwersalne funkcje rybosomu charakteryzują się 
zachowawczością sekwencji oraz strukturami prze
strzennymi identycznymi lub bardzo podobnymi, nie
zależnie od pochodzenia materiału biologicznego

[22-24]. Zablokowanie takiej domeny funkcjonalnej 
relatywnie małym związkiem, np. krótkim (10-20 za
sad) antysensowym oligonukleotydem, winno spowo
dować inhibicję aktywności biologicznej. Podobny 
efekt może nastąpić w przypadku zastosowania rybo- 
zymu i programowej hydrolizy funkcjonalnego frag
mentu RNA w specyficznym, wcześniej zaplanowa
nym, miejscu. Takie podejście eksperymentalne umoż
liwia precyzyjne badanie funkcji danej struktury RNA, 
jak również mechanizmu molekularnego danego pro
cesu.

W przeprowadzonych pracach eksperymentalnych, 
dotyczących analizy znanych struktur pierwszorzędo- 
wych 23S i 26S rRNA oraz przez porównanie wy
branych fragmentów o określonej funkcji biologicznej, 
wybraliśmy kilka potencjalnie istotnych dla funk
cjonowania rybosomu elementów strukturalnych 
rRNA. Badano tzw. domenę a-sarcyny dużego rybo
somalnego RNA (L-rRNA). Za pomocą antysenso
wych sond oligonukleotydów DNA wykazaliśmy 
uczestnictwo tego fragmentu rRNA dużej podjednos
tki rybosomalnej w procesie wiązania aminoacy-
lo-tRNA i wydłużania łańcucha polipeptydowego [23, 
24]. Możliwa jest hybrydyzacja a-DNA z wolnym  
rybosomem, tj. nie zaangażowanym w proces syntezy 
polipeptydu. Natomiast rybosom ze związanym nowo 
syntetyzowanym polipeptydem nie jest zdolny do 
hybrydyzacji a-DNA. Przyłączenie tylko aminoacy-
lo-tRNA nie zabezpiecza rybosomu przed hybrydyza
cją a-DNA z domeną a-sarcyny.

Zastosowanie syntetycznych sond oligonukleotydo- 
wych, komplementarnych wobec różnych fragmentów 
roślinnych 5S rRNA, pozwoliło na uzyskanie nowego 
narzędzia badawczego do analizy mechanizmu wiąza
nia fenyloalanylo-tRNA z rybosomami oraz syntezy 
polifenyloalaniny [25]. Wykazano wyraźne różnice 
w zdolności do hybrydyzacji poszczególnych sond 
oraz odmienny efekt inhibitorowy w procesie wiązania 
fenyloalanylo-tRNA i syntezy polifenyloalaniny. Spo
śród testowanych oligonukleotydów największy efekt 
inhibitorowy wykazywała sonda komplementarna wo
bec zachowawczej sekwencji w pętli „C” cząsteczki 5S 
rRNA [25],

IV. Wnioski i perspektywy zastosowania stra
tegii antysensu efektywnych podczas regu
lacji biosyntezy białka

Począwszy od lat siedemdziesiątych oligonukleoty- 
dy i ich analogi znalazły szereg ważnych zastosowań 
w biologii molekularnej. Są one stosowane do klono
wania i sekwencjonowania, jako elementy „blokowe” 
służące do konstrukcji syntetycznych genów oraz jako 
startery (“pr/mcrs”) reakcji PCR (łańcuchowa reakcja 
polimeryzacji).

Uniwersalność prawa parowania zasad —  będąca 
podstawą strategii antysensu —  prowadzi do wielo
rakich możliwości ich wykorzystania. Przykładem
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tych zastosowań są badania cyklu komórkowego 
i namnażania komórek, identyfikacja genów odgrywa
jących istotną rolę w rozwoju embrionalnym, analiza 
procesów regulatorowych transkrypcji i translacji, 
testowanych zarówno in vivo jak i in vitro [1, 2, 5, 6]. 
Antysensowe oligonukleotydy znalazły praktyczne za
stosowanie w diagnostyce medycznej [26-29] i wetery
naryjnej [30] (głównie jako sondy hybrydyzacyjne 
względem 16S rRNA bakterii chorobotwórczych), 
a należy sądzić, że w niedalekiej przyszłości staną się 
także istotnym czynnikiem terapeutycznym, zwłaszcza 
w odniesieniu do chorób wirusowych i nowotworo
wych.

Po raz pierwszy in vivo udało się zastosować strate
gię antysensu do zahamowania proliferacji wirusa 
mięsaka Rous sarcoma w kulturach tkankowych — po 
dodaniu do medium komórkowego niezmodyfikowa- 
nych oligodeoksynukleotydów, komplementarnych 
wobec wirusowego RNA [31]. Podejście to stanowiło 
podstawę do opracowania dalszych strategii anty
wirusowych, a ostatnio także terapii genowej w przy
padku AIDS. Terapia ta zakłada zablokowanie eks
presji określonych genów w komórkach zainfekowa
nych wirusem HIV [32], czy też wstrzymanie replikacji 
samego wirusa w zainfekowanym układzie biologicz
nym (np. za pomocą antysensowego wektora RNA, 
sprzężonego z katalityczną domeną typu “hammer
head'” [33]). Większość badań in vivo na poziomie 
translacji prowadzono za pomocą antysensowych oli- 
gonukleotydów RNA czy DNA komplementarnych 
wobec informacyjnego RNA (mRNA). Antysensowa 
sekwencja specyficznie blokuje syntezę kodowanego 
białka w wyniku utworzenia dwuniciowego hybrydu, 
co pociąga za sobą niemożność odczytania przez 
rybosomy informacji kodowanej w mRNA. Szczegóło
we badania prowadzone zarówno w układach poza- 
komórkowych, jak i w kulturach tkankowych, wyka
zały jednakże, że efekt działania antysensowego związ
ku rzadko stanowi wyłącznie czysto mechaniczne 
zablokowanie translacji [6]. Efekt ten zależy m.in. od 
umiejscowienia a-DNA względem fragmentu mRNA. 
To znaczy czy a-DNA występuje przed czy za kodo- 
nem startowym, czy pokrywa się z miejscem wiązania 
podjednostek rybosomalnych lub faktorów inicjują
cych, czy też wyłącznie z sekwencją kodującą (por. 
praca przeglądowa H e l e n e  i T o u l m e  [6]). Zaró
wno w komórkach pro- jak i eukariotycznych stwier
dzono, że obecność antysensowego RNA (lub a-DNA) 
może hamować syntezę białka, a także obniżać poziom  
docelowego transkryptu. Powoduje on destabilizację 
względnie uaktywnienie RNaz specyficznych dla 
RNA-RNA hybrydów [6]. Różny stopień efektywno
ści blokowania translacji zależny jest od miejsca 
przyłączania antysensowego związku. Przykładowo 
antysensowy transkrypt komplementarny względem 
odcinka 3' mRNA wykazuje wyższą skuteczność niż 
komplementarny względem promotorowego odcinka 
5', włącznie z kodonem startowym AUG, a także

regionów kodujących [33, 34]. Specyficzne zabloko
wanie translacji na poziomie rRNA, z pominięciem  
mRNA, pozwoliłoby uniknąć występowania „efektów 
ubocznych”. Jest to możliwe zwłaszcza w przypadku 
zastosowania syntetycznych oligonukleotydów. Stra
tegia ta wymaga zewnętrznego podania do komórek 
a-DNA, np. w wyniku mikroiniekcji, czy też poprzez 
pobranie z podłoża. Zastosowanie takiego podejścia 
eksperymentalnego pozwala uniknąć ewentualnych 
modyfikacji a-DNA czy też nawet hydrolizy tej cząste
czki, a zatem procesów mogących zachodzić podczas 
transportu z jądra komórkowego do cytoplazmy. 
Taka możliwość istnieje w przypadku antysensowych 
transkryptów powstałych w komórce w wyniku wpro
wadzenia antysensowych genów. „Zainfekowanie” ko
mórki z zewnątrz prowadzi wyłącznie do hybrydyzacji 
w cytoplazmie. Synteza chemiczna pozwala również na 
wprowadzenie do cząsteczki antysensowego związku 
grup funkcyjnych, zwiększających stabilność i odpor
ność na enzymy nukleolityczne oraz powinowactwo 
do sekwencji docelowej. Zachodzi również poprawa 
przenikania przez błony komórkowe lub pobierania 
a-DNA przez komórkę (zainteresowanych odsyłamy 
do opracowań [5, 35-37]).

Odpowiednio przygotowane, antysensowe związki 
komplementarne względem specyficznej sekwencji 
rRNA mogłyby stanowić preparat terapeutyczny. Is
totna byłaby w tym przypadku możliwość podawania 
tych preparatów tylko w okresie obecności patogenów  
w organizmie.

Także badania prowadzone w układach roślinnych 
z wykorzystaniem antysensowych oligonukleotydów  
regulujących biosyntezę białka na poziomie rRNA 
uzasadniają stwierdzenie, że antysensowe związki słu
żyć mogą celom poznawczym i aplikacyjnym.
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Wykaz stosowanych skrótów: pz — pary zasad; w tekście 
addukty reagującego z DNA metabolitu benzo(a)pirenu, 
benzo(a)piren-9,10-epoksy-8,7-diolu określam nazwą macie
rzystego związku, w podobny sposób skracam nazwy innych 
adduktów.
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I. Wstęp

Aktywność biologiczna wielu kancerogenów i cyto- 
statyków jest uwarunkowana ich kowalencyjnym wią
zaniem z DNA [1, 2]. Często reakcje te można 
odtworzyć i badać w prostych układach bezkomór- 
kowych. Jednym z nich jest układ zależnej od DNA  
polimerazy RNA [3-8]. Zaletą jego jest wysoki stopień 
wierności procesu tranksrypcji. Wierność ta właściwa 
jest zwłaszcza układom prokariotycznym. I tak np. 
polimeraza RNA izolowana z Escherichia coli syn
tezuje wobec D NA faga T7 produkt odpowiadający 
RNA powstającemu w komórce bakteryjnej bezpo
średnio po zakażeniu fagiem. Dzieje się tak dlatego, że 
enzym bakteryjny rozpoznaje promotory, „sensowną” 
nić fagowego DNA, kolejne zasady w trakcie elongacji 
łańcucha RNA i sygnały terminacji [3-8]. W artykule 
omawiam wpływ kowalencyjnych modyfikacji DNA, 
polegających na podstawieniu lub przyłączenia drob
nocząsteczkowych związków, na funkcję DNA jako 
matrycy. Badania zmodyfikowanego DNA pozwalają 
na lepsze poznanie z jednej strony oddziaływań en- 
zym-matryca, z drugiej —  natury samego uszkodzenia.

II. Chemiczna modyfikacja D NA

Przegląd ograniczam do tych związków, których 
produkty reakcji z kwasami nukleinowymi były bada
ne w układzie syntezy RNA in vitro. Są to substancje 
bardzo różne, poczynając od tak prostej jak cis-diami- 
nodichloropiatyna(II) (cisplatyna), poprzez iperyt azo
towy i inne leki dwualkilujące, wielopierścieniowe 
związki aromatyczne, z których najczęściej badane 
były przeciwłuszczycowe pochodne furokumaryn, aż 
do silnych mutagenów i kancerogenów, jakimi są 
benzo(a)piren i 2-aminofluoren, czy chlorek winylu 
(Rye. 1).

II-l. Specyficzność wiązania

Wiele związków reaguje przede wszystkim z zasa
dami purynowymi kwasów nukleinowych, zwłaszcza 
guaniną, przy czym miejscem wiązania jest często 
pozycja N7. Te atomy azotu o wysokiej gęstości 
elektronowej eksponowane do większej bruzdy DNA  
w konformacji B, reagują z czynnikami elektrofilowy- 
mi. N7 guaniny ulega reakcji z monoalkilującymi 
związkami, takimi jak metylo- czy etylometanosul- 
fonian, i ze związkami dwualkilującymi, wywodzącymi 
się z iperytu [9-11]. Cechą tych ostatnich są dwie grupy 
chloroetylowe (Rye. 1, 2). Z N7 guaniny jest również 
wiązana (Rye. 1, 2) aktywowana przy udziale frakcji 
mikrosomalnej aflatoksyna Bj [12, 13]. Atomy N7 
puryn, najczęściej guaniny, są także miejscem wiązania 
atomu centralnego cisplatyny. Plaskokwadratowa 
struktura kompleksu warunkuje istnienie dwóch ste- 
reoizomerów: cis- i transplatyny (Rye. 1). Obydwa 
reagują z DNA, przy czym podstawienu ulegają jeden

POSTĘPY BIOCHEMII 40 (1 ) ,  1994

4'

XXIV XXV

Rye. 1. S truk tury  om aw ianych związków.
I m etylom etanosulfonian; II etylom ctanosulfonian; związki 
dwualkilujące: III iperyt azotowy; IV m efalan; V chlor
am bucil; VI aktyw ow ana pochodna cyklofosfam idu — 4,5- 
(propienow y kwasj-sulfidocyklofosfamid; VII cisplatyna; 
VIII transplatyna; IX chlorek winylu i jego metabolity: 
X tlenek chloroetylenu i XI aldehyd chlorooctow y; XII 
a flatoksyna B,; XIII 2-aminofluoren; XIV N- acetylo-2-a- 
m inofluoren; XV N -hydroksy-2-am inofluoren; XVI chlor- 
prom azyna; XVII  m itom ycyna A; XVIII m itom ycyna C; 
XIX benzo(a)piren; XX benzo(a)piren-9,10-epoksy-8,7-diol; 
XXI nitrakryna; XXII adriam ycyna (doksorubicyna); XXIII 
3'-(3-cyano-4-m orfolinylo)-3 '-deam inoadriam ycyna; XXIV 
psoralen; XXV angelicyna.

lub dwa atomy chloru. Tylko jeden z izomerów, 
cisplatyna, okazał się użyteczny w terapii nowotworów  
[14-16],
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Ryc. 2. S truk tury  niektórych adduktów .
1— IV addukty  m etabolitów  chlorku winylu: I 7-(2-ok- 
soetylo)guanina; II N2, 3-etenoguanina; III l,N 6-etenoade- 
nina; IV 3,N4-etenocytozyna; V produkt alkilacji dwufunk- 
cyjnej dwóch guanin iperytem azotowym ; VI dwufunkcyjnie 
zw iązana m itom ycyna C; addukty  benzo(a)pirenu (VII) 
i aflatoksyny B, (VIII) z guaniną; IX stru k tu ra  jednego 
z fo toadduktów  psoralenu z tyminami; X praw dopodobna 
stru k tu ra  adduk tu  chlorprom azyny, na podstawie budowy 
p roduk tu  reakcji ch lorprom azyny z G M P  [19]; addukty
2-am ino- (XI) i N -acetylo-2-am inofluorenu (XII) z C8 
guaniny oraz N -acetylo-2-am inofluorenu z grupą N H , 
guaniny (XIII).

Pochodne 2-aminofluorenu tworzą podczas inkuba
cji z D N A  dwa typy adduktów o strukturach identycz
nych ze strukturami adduktów wyodrębnionych z wąt
roby szczurów. Przeważa ilościowo produkt podsta
wienia na atomie C8 guaniny. Część kancerogenu 
wiąże się z grupą 2N H 2 zasady [17, 18]. Z C8 guaniny 
jest także wiązany lek antypsychotyczny, chlorproma- 
zyna (Ryc. 1. 2) [19].

Mitomycyna C (aktywowana czynnikami redukcyj
nymi) wiąże się selektywnie z grupami 2N H 2 guaniny 
[4, 20, 21], dając dwa rodzaje monoadduktów oraz 
diaddukt (Ryc. 2). Głównym miejscem przyłączenia 
pochodnych benzo(a)pirenu do DNA jest również 
grupa 2N H 2 guaniny (Ryc. 2), rzadziej atom N7 
puryny [22].

Preferencją w stosunku do puryn w reakcji reduk- 
tywnego wiązania z DNA w obecności związków  
sulfhydrylowych charakteryzuje się nitrakryna (Leda- 
krin) (Ryc. 1). Struktura powstającego adduktu nie jest 
znana [23, 24]. Adriamycyna (doksorubicyna, Ryc. 1) 
w obecności jonów Fe(III) tworzy nieodwracalne połą
czenie z DNA prawdopodobnie w wyniku katalitycz
nej redukcji ditiotreitolem [25], W inny sposób reaguje 
z DNA bardzo aktywna biologicznie cyjanomorfolino- 
wa (Ryc. 1) pochodna adriamycyny [26, 27]. Istotną 
rolę odgrywa tu podstawienie grupy cyjanowej. W obu 
przypadkach miejscem wiązania jest guanina. Struk
tura tych adduktów jest przedmiotem domysłów  
[26-29].

Oddziaływania furokumaryn z DNA są tematem 
szeregu artykułów przeglądowych [30-32], także na 
tych łamach [33]. Skondensowane pierścienie układu 
furokumaryny są ułożone liniowo (psoralen) lub kąto
wo (angelicyna) (Ryc. 1). Pochodne psoralenu reagują 
z DNA tworząc pod wpływem naświetlania w zakresie 
320-400 nm monoaddukty. Wiązanie następuje przez 
układ cyklobutanowy między atomami węgla 4' i 5' 
w pierścieniu furanowym lub 3 i 4 w pierścieniu 
pironowym a atomami 5 i 6 zasady pirymidynowej, 
najczęściej tyminy. Monoaddukt utworzony wzdłuż 
krawędzi furanu może być przekształcony w wyniku 
dalszego naświetlania w diaddukt (Ryc. 2) poprzez 
cykloaddycję między pierścieniem pironowym a piry
midyną (tyminą) w komplementarnej nici DNA  
[30-33],

Właściwości matrycowe DNA ulegają modyfikacji 
pod wpływem chlorku winylu, a właściwie jego meta
bolitów (Ryc. 1), tlenku chloroetylenu i aldehydu 
chlorooctowego [34], W wyniku ich reakcji z kwasami 
nukleinowymi powstają produkty podstawienia na 
atomie N7 guaniny oraz pochodne zasad określane 
jako „eteno”, których wspólną cechą jest dodatkowy 
układ pierścieniowy (Ryc. 2). O tworzeniu adduktu 
decyduje nie tylko specyficzność reakcji w stosunku do 
danej zasady, lecz także otoczenie reagującej zasady. 
Ten kontekst sekwencyjny to także jeden z celów  
badań transkrypcji zmodyfikowanej matrycy (por. 
m-2,4).

II-2. Struktura przestrzenna układu addukt-DNA

Ułożenie wielopierścieniowego fragmentu adduktu 
w stosunku do heliksu może mieć znaczenie dla 
właściwości DNA. Cykliczne układy mitomycyny 
C [35], benzo(a)pirenu [22] czy 2-aminofluorenu [18], 
jeśli ten ostatni związany jest z grupą aminową guani
ny, leżą w mniejszej bruzdzie heliksu nie wywołując 
większych zmian konformacyjnych. Związany kowa
lencyjnie pierścień psoralenu jest interkalowany mię
dzy sąsiadujące pary zasad [30-33] i także nie powodu
je destabilizacji wiązań między komplementarnymi 
zasadami. Jeśli natomiast acetyloaminofluoren połą
czony jest z C8 pierścienia guaniny, następują znaczne
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zmiany konformacyjne [36]. Podstawiona reszta gua- 
niny w formie syn jest „wynicowana” na zewnątrz 
heliksu podczas gdy układ pierścieniowy kancerogenu 
jest wsunięty w strukturę dwuniciową (“insertion-dena- 
turation model"). Struktura taka może przyjmować 
konformację Z [37, 38]. B i c h a r a  i F u c h s  [39] 
podkreślają różnicę między dwoma skądinąd bardzo 
bliskimi sobie adduktami. Jeśli bowiem z DNA związa
na jest reszta aminofluorenu (brak grupy N-acetylo- 
wej), to denaturacja DNA nie następuje, a wielopierś
cieniowy addukt leży w węższej bruzdzie DNA w nie
wielkim stopniu zmieniając przestrzenną strukturę 
heliksu.

Spośród wielu rodzajów wiązania cisplatyny 
z DNA, szczególną uwagę przyciąga ten, w którym 
atom centralny kompleksu spina dwie sąsiednie pury- 
ny w tej samej nici DNA poprzez atomy N7. Ten typ 
wiązania jest charakterystyczny dla izomeru cis, a nie 
występuje wśród produktów reakcji izomeru trans 
[14-16], Izomer trans ze względu na odległości między 
centrami reaktywnymi cząsteczki (Ryc. 1) może nato
miast wiązać dwie puryny w tym samym łańcuchu 
przedzielone trzecią zasadą, najczęściej pirymidynową 
(por. III-4). Wewnątrzniciowe wiązanie cisplatyny po
woduje zaburzenie struktury DNA, lokalne zerwanie 
wiązań wodorowych i zagięcie heliksu [15].

Alkilacja zasad może zwiększać tendencję do przyj
mowania przez DNA struktury Z [40]. Związki, które 
mogą reagować z DNA dwufunkcyjnie: iperyty i inne 
leki dialkilujące [10], pochodne psoralenu [30-33], 
mitomycynaC [20,21], cisplatyna [14-16] cyjanomor- 
folinoadriamycyna [27] oraz w pewnym stopniu nit- 
rakryna [24] tworzą wiązania międzyniciowe stabili
zujące heliks. W przeciwieństwie do psoralenów, an- 
gelicyny ze względu na kątowe ułożenie pierścieni (Ryc. 
1), tworzą wyłącznie monoaddukty [31, 33].

III. Wpływ adduktów na syntezę RNA

Badania substancji wiążących się kowalencyjnie 
z D N A  w układzie syntezy RNA obejmują oznaczanie 
całkowitej syntezy RNA na zmodyfikowanej matrycy, 
określanie ich wpływu na wiązanie polimerazy RNA 
z DNA, na inicjację łańcuchów polinukleotydowych 
i na elongację.

III-l. Inhibicja całkowitej syntezy RNA

Najłatwiej uchwytną konsekwencją chemicznej mo
dyfikacji DNA jest obniżenie jego aktywności mat
rycowej, czyli zmniejszenie całkowitej ilości syntezo
wanego RNA. Zależność między procentowym ob
niżeniem syntezy RNA, a liczbą adduktów na matrycy 
przedstawiona na wykresie logarytmicznym stanowi 
w wielu przypadkach linię prostą. Może to być przy
datne dla oznaczenia liczby adduktów, gdy brak innej 
metody pomiaru. Kompilacja danych pochodzących 
z kilku pracowni ( G n i a z d o w s k i ,  Ce r a ,  w przy

gotowaniu) wykazała, że pomiary aktywności mat
rycowej dokonywane w różnych warunkach (różne 
typy matryc, polimerazy RNA z różnych źródeł) dają 
podobne wartości. W przypadku wielopierścienio
wych adduktów 8-metoksypsoralenu, 4,5-dimetyloan- 
gelicyny [41, 42], benzo(a)pirenu [43], pochodnych 
2-aminofluorenu [43, 44] i nitrakryny [45] obser
wowano zahamowanie syntezy RNA do 50% przy 
liczbie adduktów wynoszącej 0,2-0,8 na 103 pz DNA. 
Czynnikiem mogącym wpływać na wyniki pomiarów  
aktywności jest długość transkryptu [46].

Prostsze związki alkilujące w mniejszym stopniu 
hamują syntezę RNA. 50% hamowania obserwowano 
przy 1,6 cząsteczek iperytu azotowego przypadających 
na 103 pz DNA faga T7 [47]. Działanie czynników  
monoalkilujących: dimetylosiarczanu i metylo- lub 
etylometanosulfonianu daje analogiczny efekt dopiero 
przy 14 alkilowanych zasadach na 103 pz [48].

Obniżenie aktywności matrycowej może wskazać na 
powstawanie adduktów, a badanie krzywej inhibicji 
w zależności od gęstości adduktów, potwierdzić ich 
różnice stukturalne [43]. Zmniejszenie aktywności 
bakteryjnej polimerazy RNA w obecności poli (dl-dC) 
uprzednio traktowanego aflatoksyną BI stało się prze
słanką wskazującą na wiązanie tego kancerogenu 
z resztami cytozyny [49, 50].

Kowalencyjnie związane ligandy wywierają o wiele 
większy efekt na syntezę RNA niż ligandy oddziaływu
jące z DNA niekowalencyjnie. I tak np. niekowalencyj- 
nie choć silnie wiążące się bis- i trisakrydyny hamowa
ły syntezę RNA przy stosunku molowym  
ligand/DNA: 120/103 pz [51].

III-2. Wierność transkrypcji

Wiele zmian właściwości matrycowych DNA jest 
w jakimś sensie naruszeniem wierności transkrypcji. 
W tym miejscu ograniczam się do dwóch jej aspektów: 
wyboru przez enzym właściwej nici heliksu i właściwo
ści kodujących zmodyfikowanych zasad.

Pierwszym zagadnieniem zajęły się w zapomnianych 
obecnie badaniach B o u l e - C h a r e s t  i M a -  
m e t - B r a t l e y .  Autorki stwierdziły, że przy stopniu 
inhibicji odpowiadającym wiązaniu 4 cząsteczek ipery
tu azotowego na 103 pz, powstający RNA jest nadal 
komplementarny, podobnie jak w kontroli, do jednej 
tylko nici DNA faga T7 [52].

Właściwości kodujące zmodyfikowanych zasad były 
badane z zastosowaniem tak polimeraz DNA jak 
i polimeraz RNA. Zdaniem S i n g e r  polimerazy 
RNA mają tę przewagę, że pozbawione są gmatwającej 
wyniki aktywności „korygującej” właściwej polimera- 
zie DNA I [53]. Niektóre modyfikacje DNA jak 
podstawienie guaniny w pozycji 7 resztą 2-oksoetylo- 
wą, pochodzącą z metabolitu chlorku winylu, tlenku 
chloroetylenu [54] hamują transkrypcję nie zmieniając 
właściwości kodujących zasady. Metylacja 04 tyminy 
lub 06 guaniny zwiększa wydatnie prawdopodobień
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stwo błędnego kodowania [54], 8-Hydroksyguanina 
produkt uszkodzeń DNA rodnikami tlenowymi kodu
je zarówno cytozynę jak i adeninę [55]. Również 
reakcje cykloaddycji metabolitów chlorku winylu 
(Ryc. 2) z adeniną, guaniną lub cytozyną prowadzące 
do pochodnych etenowych dają matryce o zmienio
nych właściwościach kodujących. I tak np. stwierdzo
no, że prawdopodobieństwo kodowania uracylu przez 
etenocytozynę wynosi 33% [34]. Etenoguanina wy
stępująca w strukturze poli C powoduje wbudowywa
nie obok cytozyny także adeniny i uracylu [56]. 
Właściwości kodujące zmodyfikowanej zasady zależą 
od jej otoczenia. Ta sama etenoguanina jako przeryw
nik w strukturze poli A jest odczytywana przez poli- 
merazę RNA jak adenina jeśli odpowiedni substrat, 
CTP, nie występuje w nadmiarze [57].

III-3. Wiązanie polimerazy RNA ze zmodyfiko
waną matrycą i inicjacja

Specyficzność transkrypcji zależy od znalezienia 
przez enzym rejonu promotora i rozpoczęcia od niego 
syntezy RNA. Wiązanie enzymu ze zmodyfikowaną 
matrycą było badane stosunkowo rzadko. Wynikało 
to prawdopodobnie z założenia, że przy gęstości 
adduktów nie przekraczającej na ogół jednej cząsteczki 
na 102 pz, prawdopodobieństwo uchwytnych doświa
dczalnie zmian w obrębie promotora, jest niewielkie. 
Nie stwierdzono dużych różnic w wiązaniu przez 
enzym z DNA  faga T7 zawierającego 40 reszt nitrakry- 
ny lub 12 reszt 8-metoksypsoralenu na 103 pz i wiąza
niu DNA kontrolnego [58]. W przypadku DNA  
zmodyfikowanego nitrakryną, kompleks enzym-ma- 
tryca był bardziej wrażliwy na podwyższoną siłę jono
wą [58, 59]. Metylacja zasad DN A grasicy cielęcej do 
poziomu 5% nie zmniejszała wiązania polimerazy [60].

Badania inicjacji przemawiają za tym, że modyfika
cje chemiczne zmieniają oddziaływania polimerazy 
RNA z promotorem. Badania te polegają na oznacza
niu liczby inicjowanych łańcuchów RNA lub badaniu 
inicjacji poronnej. W pierwszym przypadku używane 
są jako substraty ATP i/lub GTP znakowane 32P 
w pozycji y, ponieważ łańcuchy RNA z reguły rozpo
czynają się od nukleotydów purynowych a y i {3 32P 
pozostają na końcu 5' pierwotnego transkryptu. Jeśli 
w doświadczeniach jest także substrat, o znakowanej 
zasadzie, to można obliczyć średnią długość syntezo
wanych łańcuchów [2, 44, 59]. Poronna inicjacja 
polega na powtarzającej się syntezie oligonukleotydów  
przez enzym związany z promotorem. Można ją badać 
pomijając niektóre substraty w mieszaninie reakcyjnej. 
Długość produktu jest wyznaczona przez pojawienie 
się na kodującej nici zasady komplementarnej wzglę
dem brakującego nukleozydotrifosforanu. I tak np. 
polimeraza E. coli w obecności tylko ATP i UTP  
syntezuje pppApU na promotorach Al i A3 D NA  faga 
T7. Niekiedy wyznacza się miejsce startu na matrycy 
poprzez dodanie do mieszaniny reakcyjnej odpowied

niego komplementarnego dinukleotydu [8].
Synteza pppApU na DNA faga T7 jest hamowana 

w zbliżonym stopniu przez 8-metoksypsoralen i po
chodne angelicyny [42, 58, 61]. Efekt inhibicyjny jest 
znacznie mniejszy niż hamowanie całkowitej syntezy 
RNA. Jest to zrozumiałe bowiem inicjacja następuje na 
krótkim odcinku DNA, podczas gdy w fazie elongacji 
prawdopodobieństwo natknięcia się na addukt jest 
odpowiednio większe. Tworzenie adduktu w miejscach 
startu promotorów Al i A3, w których następuje 
synteza pppApU (ApT) jest mało prawdopodobne. 
8-Metoksypsoralen wiąże się z tą sekwencją stosun
kowo rzadko [62, 63]. Za inhibicję może być więc 
odpowiedzialny addukt oddalony o kilka par zasad.

Jeśli porównywano inkorporację y 32P-ATP lub 
GTP i całkowitą syntezę RNA, z reguły bardziej 
hamowana była całkowita synteza RNA. Niewielkie 
zmiany lub brak zmian w liczbie inicjowanych łań
cuchów obserwowano na metylowanym DNA z M. 
lysodeicticus lub grasicy cielęcej o trzykrotnie obniżo
nej aktywności matrycowej [60]. Nitrakryna hamuje 
w większym stopniu syntezę łańcuchów rozpoczynają
cych się od GTP niż od ATP [59]. W przypadku 
benzo(a)pirenu [43] i, w mniejszym stopniu, w przypa
dku acetylo-2-aminofluorenu [44] obserwowano 
wzrost liczby inicjowanych łańcuchów, gdy całkowita 
synteza RNA była zahamowana do kilkunastu pro
cent. Jeżeli w badaniach użyto matryce konstruowane 
w taki sposób, że addukty benzo(a)pirenu były związa
ne asymetrycznie z kodującą albo niekodującą nicią, 
wzrost szybkości inicjacji był obserwowany tylko 
w pierwszym przypadku [64].

Wzrost szybkości inicjacji można wyjaśnić w dwo
jaki sposób: 1° enzym szybciej, niż w przypadku 
niezmodyfikowanej matrycy, kończy syntezę łańcucha 
napotykając addukt, dysocjuje, powraca do miejsca 
startu i reinicjuje następny łańcuch; 2° zmiany konfor- 
macyjne wywołane przez addukt w regionie prom oto
ra zwiększają prawdopodobieństwo inicjacji. Ta druga 
hipoteza znajduje poparcie w doświadczeniach C o r - 
d y i w s p. [65]. Badacze ci zsyntetyzowali dwa 
rodzaje dwuniciowych polinukleotydów, w których 
występowały jako powtarzające się motywy eikozanu- 
kleotydy różniące się jedynie w środku łańcucha. Jeden 
z nich miał jednostkę dinukleotydową d(GpG), drugi 
—  jednostkę d(ApG), obydwa zawierały związane 
w centrum reszty cisplatyny (Ryc. 3). Stosując różne 
inicjujące dinukleotydy i odpowiednie substraty bada
no inicjację i transkrypcję na niciach zmodyfikowa
nych platyną i niciach komplementarnych. Wyniki 
otrzymane z polimerazą E. coli i polimerazą II z zarod
ków pszenicy oraz obydwoma wariantami, d(GpG) 
i d(ApA), były podobne [65]. Enzym mógł inicjować 
w bardzo ograniczonym stopniu transkrypcję, jeśli 
miejsce startu nakładało się częściowo na miejsce 
wiązania platyny lub znajdowało się przed adduktem  
(Ryc. 3). Warto przypomnieć, że w miejscu dwufunk- 
cyjnie związanej z sąsiednimi zasadami platyny na-
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A
5’ C-T-T-C-T-C-T-T-C-T-G-G-T-C-T-T-C-T-C-T

A-A-G-A-G-A-A-G-A-C-C-A-G-A-A-G-A-G-A-G 5’

Ryc. 3. Pow tarzająca  się sekwencja w polinukleotydzie w dośw iad
czeniach z cisplatyną [65, 66].
B adano dwa warianty: z d(G pG ) (na rycinie) lub z d(ApG) 
w środku sekwencji w układzie z polim erazą E. coli lub 
polim erazą izolow aną z zarodków  pszenicy. C isplatyna 
była związana ze środkow ym  dinukleotydem  jak  wskazano 
(A)- W poszczególnych dośw iadczeniach dinukleotydy 
kom plem entarne do nici platynow anej lub dolnej wyzna
czały inicjację w kierunku wskazanym  strzałkam i, a długość 
transk ryp tu  wyznaczona była poprzez odpow iedni zestaw 
substratów . Jeśli np. zastosow ano U T P i G pG  następow ała 
synteza trinukleotydu na nici dolnej.

stępuje rozerwanie wiązań wodorowych i rozwinięcie 
heliksu [15]. Stąd zapewne na nici komplementarnej 
zaobserwowano wzrost inicjacji [65]. Dalsze badania 
wykazały, że wiązanie polimerazy bakteryjnej z poli- 
nukleotydem zawierającym sekwencję d(ApG)-Pt 
w centrum powtarzającego się motywu nie ulega 
zmianom. Natomiast Km enzymu dla wariantu d(GpG) 
zawierającego addukt jest 4-5 razy wyższa niż dla 
polinukleotydu niezmodyfikowanego [66]. Oznacza 
to, że enzym w różny sposób oddziaływuje z tymi 
dwoma rodzajami adduktów.

Doświadczenia te były pierwszymi, w których bada
no wiązanie enzymu i inicjację za pomocą matrycy, na 
której addukt był umieszczony tak precyzyjnie [65, 
66]. Obecny stan techniki syntezy polinukleotydów  
pozwala spodziewać się podobnych badań z innymi 
adduktami.

III-4. Elongacja

W wielu pracowniach stwierdzono, że najbardziej 
widoczną konsekwencją obecności adduktów w mat
rycy jest powstawanie krótszych łańcuchów RNA. 
Zaobserwowano to w przypadku pochodnych amino- 
fluorenu [44], nitrakryny [59], benzo(a)pirenu [67], 
8-metoksypsoralenu [58] i metylowanego DNA [60]. 
Wyniki te nasunęły dalsze pytania: Czy każda cząstecz
ka adduktu blokuje elongację, czy też enzym może 
niekiedy ją ominąć? Czy addukty hamują syntezę RNA 
jedynie wówczas gdy znajdują się na transkrybowanej 
nici? Czy są różnice między mono- i diadduktami 
w efektywności przerywania syntezy? W jakiej odległo
ści od adduktu enzym przerywa syntezę łańcucha 
polinukleotydowego? Czy mechanizm blokowania en
zymu zależy od wielkości cząsteczki enzymu, struktury 
wyższych rzędów lub pochodzenia? Czy enzym w nie
naturalnym miejscu terminacji pozostaje zablokowa
ny w kompleksie trójskładnikowym matryca-polime- 
raza-nowosyntetyzowany RNA, czy też kompleks ten 
ulega dysocjacji i enzym może ponownie reinicjować

syntezę?
Porównanie adduktów benzo(a)pirenu, acetylo-2- 

-aminofluorenu i 2-aminofluorenu wykazało, że wszys
tkie trzy kancerogeny blokują w określonych miejs
cach syntezę łańcuchów [43]. Liczba tych miejsc 
w przypadku benzo(a)pirenu odpowiadała gęstości 
rozłożenia adduktów. Natomiast reszty aminofluore- 
nu, a w mniejszym stopniu silnie zaburzającego struk
turę DNA acetyloaminofluorenu (por. II-2) mogą być 
omijane przez polimerazę faga T7 [43], przy czym 
enzym bezbłędnie odczytuje zmodyfikowaną guaninę 
wstawiając w transkrypcie cytozynę [55], Dodajmy, że 
polimeraza III z oocytów Xenopus laevis jest blokowa
na przez te addukty [68].

Zastosowanie matryc, w której jedna tylko nić 
— transkrybowana albo nietranskrybowana, była ob
ciążona benzo(a)pirenem pozwoliło na stwierdzenie, że 
addukty blokują elongację przede wszystkim wtedy, 
gdy związane są z nicią kodującą. Stwierdzono to 
zarówno z polimerazą faga T7 [64], jak i w bardziej 
złożonym układzie z polimerazą III [68]. Gdy użyto 
matrycę ze zmodyfikowaną nicią nietranskrybowaną 
obserwowano niewielki wzrost terminacji w stosunku 
do nie modyfikowanego DNA [64], N a t h  i R o 
m a n o  tłumaczą to raczej wpływem adduktów na roz
wijanie heliksu, zwolnieniem elongacji i pauzą w syn
tezie niż jej przerwaniem. Podobne wnioski wysnuto 
z doświadczeń, w których 4'-hydroksymetylo-4,5', 
8-trimetylopsoralen związany był z jedną nicią [69].

Ostatnio porównano transkrypcję polinukleoty
dów, w których dwie guaniny w tej samej nici spięte 
były cis- lub transplatyną [70], W przypadku cisplaty- 
ny była to sekwencja d(GpG) (por. Ryc. 3) lub wariant 
tego polinukleotydu z sekwencją d(GpTpG) centrum 
powtarzalnego motywu. W przypadku transplatyny 
możliwe jest utworzenie diadduktu wewnątrzniciowe- 
go tylko w sekwencji d(GpTpG) (por. II-1). Wykazano, 
że cisplatyna zarówno związana z sąsiadującymi gua- 
ninami jak i z sekwencją d(GpTpG) na nici trans
krybowanej stanowi dla enzymu nieprzekraczalną 
barierę, transplatyna, natomiast, nie [70]. Analizując 
transkrypcję produktów reakcji cis- i transplatyny 
wykazano jeszcze jedną różnicę między nimi. Wiązania 
międzyniciowe cisplatyny występują między guanina- 
mi w komplementarnych sekwencjach d(GpC), nie 
obserwuje się ich w sekwencjach d(CpG) [71] nato
miast nieaktywny stereoizomer tworzy wiązania dwu- 
funkcyjne łącząc komplementarną parę d G d C  [72]. 
Monoaddukty cisplatyny mogą być omijane przez 
polimerazę [70].

D e c u y p e r  i ws p .  [73], S h i  i w s p. [69] 
badali odległość między miejscem terminacji łańcucha 
od adduktu furokumaryny. Analizowano RNA syn
tetyzowany na SV40 DNA, zawierającym zależnie od 
warunków naświetlenia minimalną albo maksymalną 
ilość diadduktów. Porównanie sekwencji transkryptu 
z potencjalnymi miejscami wiązania psoralenu wska
zywało na to, że synteza RNA zatrzymywana jest
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w odległości dwóch zasad zarówno przed monoadduk- 
tem, jak i diadduktem [73]. W pracowni H e a r s t a 
zastosowano syntetyczne polinukleotydy zawierająe 
mono- lub diaddukt wstawiony 30 zasad poniżej 
miejsca startu. Jest ono na tyle odległe od adduktu, że 
transkrybujący enzym opuszcza promotor, przesuwa 
się wzdłuż matrycy, oddysocjowuje podjednostkę sig
ma i ulega przekształceniu w formę charakterystyczną 
dla kompleksu elongacyjnego. Analiza transkryptu 
wykazała, że polimeraza kończy łańcuch RNA nukleo- 
tydem kodowanym bezpośrednio przed monoadduk- 
tem lub przed wiązaniem międzyniciowym. Enzym 
pozostaje zablokowany w kompleksie z DNA i RNA 
[69], Identyczne wyniki otrzymano z polimerazą faga 
T7 [74].

Badania z polimerazą E. coli na DNA modyfikowa
nym mitomycyną C wykazały, że wiele łańcuchów 
RNA ulega terminacji jedną zasadę przed tą, która jest 
kodowana przez guaninę. W łańcuchu RNA oznacza 
to przerwanie syntezy na X w sekwencji XpC [75]. 
W tej samej pracy wykazano, że terminacja łańcuchów 
RNA przez adriamycynę w obecności jonów Fe(II) lub 
Fe(III), jest bardziej selektywna. Następuje ona bo
wiem na reszcie guaniny poprzedzającej resztę cytozy- 
ny w łańcuchu RNA. Świadczy to o powstawaniu 
specyficznych adduktów, być może wiązań między- 
niciowych, nie wykrywanych innymi metodami [25, 
75], Cyjanomorfolinoadriamycyna (Ryc. 1) reagująca 
z D N A  w odmienny sposób [26, 27] powoduje bloko
wanie transkrypcji na sekwencjach CpC i GpG, a także 
na sekwencji GpC [28,29]. Blokowanie na tej ostatniej 
może odpowiadać wiązaniom międzyniciowym. N ato
miast bloki na sekwencjach CpC i GpG mogą zależeć 
od diadduktów wewnątrzniciowych. Jeśli reszty cyto- 
zyny nie ulegają modyfikacji to zablokowanie trans
krypcji przy dwóch kolejnych guaninach na nici nie- 
transkrybowanej oznacza, że w tym przypadku diad
dukt na tej nici również blokuje syntezę RNA [29]. 
W badaniach P h i l i p s a  i ws p .  [75] mitomycyną 
C hamuje transkrypcję, jak się wydaje, niezależnie od 
tego czy są to międzyniciowe diaddukty czy monoad- 
dukty na nici transkrybowanej.

Istnieją wyniki wskazujące na to, że efekty adduk
tów zależą od rodzaju enzymu. Polimeraza faga SP6 
była blokowana przez dwufunkcyjnie związaną mito- 
mycynę A na 3-4 zasady przed wiązaniem między
niciowym. Natomiast wiele monoadduktów było omi
janych przez ten enzym i powstawał transkrypt o dłu
gości takiej jak na DNA nie modyfikowanym ( Ce r a  
i C r o t h e r s  maszynopis).

Badania związków dwualkilujących: iperytu azoto
wego, mefalanu, chlorambucilu i pochodnej cyklofos- 
famidu (Ryc. 1) wykazały, że tylko trzy pierwsze 
powodowały zahamowanie syntezy RNA przez poli- 
merazy faga T7 lub SP6 w określonych miejscach. 
Miejsca te nie zawsze pokrywały się z charakterystycz
nymi miejscami alkilacji matrycy, jakimi są reszty 
guaniny [76]. Dalsze badania w tej pracowni do

prowadziły do wniosków, że uszkodzeniami matrycy 
prowadzącymi do zatrzymania transkrypcji są, w przy
padku iperytu azotowego, wiązania dwufunkcyjne 
między sąsiadującymi guaninami w tej samej nici. 
W przypadku mefalanu i chloroambucilu są to raczej 
wiązania między kolejnymi adeninami [77]. Warto 
wspomnieć, że rolę dwufunkcyjnych wiązań w obrębie 
tej samej nici DNA w hamowaniu syntezy RNA przez 
iperyty podkreślały już D e g r e - C o u v e  i M a -  
m e t - B r a 11 e y [47]. Analiza terminacji przy wyso
kich stężeniach iperytu azotowego wskazuje [78], że 
enzym bakteryjny przerywa syntezę jedną zasadą 
przed dwoma kolejnymi guaninami, lecz także, w prze
ciwieństwie do wyników P i e p e r a  i ws p .  [76 ,77], 
przed pojedynczo występującymi guaninami. Niektóre 
z tych ostatnich miejsc terminacji ze względu na 
bliskość drugiej guaniny w nici komplementarnej 
mogą odpowiadać wiązaniom międzyniciowym [78],

Polimeraza RNA zatrzymana przez psoralen pozo
staje w kompleksie złożonym z enzymu, matrycy 
i nowosyntezowanego RNA [69, 74]. Architektura 
takiego zamrożonego przez addukt kompleksu elon
gacyjnego była przedmiotem badań [74, 79, 80], a ich 
wyniki były niedawno omówione [33]. Warto to 
omówienie uzupełnić o nowsze publikacje [81, 82], 
Badania kompleksu polimerazy T7 z polinukleotydem  
o długości 66 pz i mostkiem psoralenowym w pozycji 
+  36/-1-37 licząc od miejsca startu wykazały, że za
trzymany przez diaddukt enzym jest mocno związany 
z niekodującą nicią DNA, a powstający łańcuch RNA 
tworzy z transkrybowaną nicią hybryd o długości 7 pz 
[81]. Z tego trójskładnikowego kompleksu można 
oddysocjować RNA działaniem heparyny uzyskując 
trwały kompleks „quasi elongacyjny” [81]. Trwałość 
wiązania enzymu ze zmodyfikowanym DNA [74, 79, 
81, 82] stanowi potwierdzenie innych danych wskazu
jących na to, że polimeraza napotykając na addukty 
tworzone przez acetyloaminofluoren [44], ben- 
zo(a)piren [67], pochodne psoralenu lub angelicyny 
[42] jest zatrzymana. Trwałość tego wiązania w miejs
cu modyfikacji jest różna dla różnych adduktów. 
Zwiększenie bowiem liczby inicjowanych łańcuchów  
na DNA zmodyfikowanym przez benzo(a)piren [43, 
64] świadczy o tym, że w przypadku tego adduktu enzym 
może dysocjować i rozpoczynać następną rundę.

W niektórych pracowniach stwierdzono, że mono- 
addukty: pochodne promazyny [73], monofunkcyjnie 
związana mitomycyną ( C e r a  i C r o t h e r s ,  maszy
nopis), benzo(a)piren [46], czy aminofluoren [55] nie 
zawsze blokują elongację. Obserwuje się to na ogół 
z niewielką, bo o masie 105 daltonów, polimerazą T7 
lub SP6 [46, 55], rzadziej z multimerycznym enzymem  
bakteryjnym lub eukariotycznym [55, 68,73]. W więk
szości przypadków duże addukty powodują termina- 
cję. Trudno powiedzieć w jakim stopniu zależy to od 
struktury adduktu, w jakim od „kontekstu” zasad. 
Polimeraza może natomiast często ominąć proste 
reszty mono i dialkilowe na DNA [78].
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IV. Uwagi końcowe

Większość kowalencyjnych modyfikacji DNA blo
kuje elongację. Stwierdzono to dla monoadduktów na 
nici transkrybowanej i wiążących dwie nici diadduk- 
tów psoralenu. Mechanizm blokowania przez te 
uszkodzenia może być różny [69], Monoaddukt znosi 
właściwości kodujące tyminy, natomiast diaddukt blo
kuje syntezę RNA poprzez uniemożliwienie rozdziele
nia komplementarnych nici. W niektórych przypad
kach przypuszcza się, że enzym może ominąć uszko
dzenie, a także zmienić transkrybowaną nić [43], choć 
na to ostatnie brak jest dowodów. Inne zmiany 
w układzie transkrypcji to zaburzenia wiązania en
zymu i inicjacji. Zaburzenia struktury DNA mogą 
zwiększyć liczbę inicjacji z pierwotnych promotorów, 
mogą też powodować powstanie nowych miejsc ini
cjacji. Łatwo wyobrazić sobie, że mostki międzynicio- 
we inaktywują promotory. Modyfikacja zasad może 
zmieniać kodujące ich właściwości.

Badania zmodyfikowanych matryc pozwalają na 
poznawanie mechanizmów transkrypcji. Analiza od
działywania enzymu w miejscach terminacji induko
wanych przez psoralen [69, 74, 79, 81, 82] lub badania 
platynowanych polinukleotydów [65, 66] są tego naj
lepszymi przykładami. Transkrypcja służy wreszcie 
jako narzędzie wykrycia adduktów i określenia ich lo
kalizacji w DNA i tak jest stosowana w wielu ostatnio 
publikowanych pracach. Wyniki badań w których w pro
stych układach subcelularnych widzi się różnicę mię
dzy lekiem a jego nieaktywnym analogiem lub stereo- 
izomerem [70] to szczególny dar natury dla biologa 
molekularnego. Z drugiej strony nie sposób nie zauwa
żyć, że leki przeciwnowotworowe i kancerogeny w opi
sywanym układzie niejednokrotnie zachowują się tak 
samo [25, 29, 49, 60, 70-72, 74-78, 83],

Obecny stan wiedzy pozwala na wysunięcie wielu 
nowych pytań i powtórzenie tych, na które dotychczas 
odpowiedzi są fragmentaryczne. Czy wierność trans
krypcji jest zachowana, gdy enzym dochodzi do miejs
ca terminacji wyznaczonego przez addukt? Jeśli ma to 
miejsce to jak polimeraza omija addukt? Jakie są 
strukturalne cechy adduktów decydujące o wymuszo
nej terminacji? W przypadku powstawania więcej niż 
jednego typu adduktu nasuwa się pytanie o różnice 
mechanizmów inhibicji właściwe formom izomerycz
nym. Sądząc z ostatnich publikacji, a także nie pub
likowanych informacji, na wiele z tych pytań po
szukuje się odpowiedzi.
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Molekularne podstawy mutagennego działania chlorku 
winylu
Molecular basis of mutagenic activity of vinyl chloride

M A Ł G O R Z A T A  M. M R O C Z K O W S K A - S Ł U P S K A 1, 
J A R O S Ł A W  T. K U Ś M I E R E K 2

Spis treści:

I Chlorek winylu — toksyczny czynnik środowiskowy
II. Aktywacja metaboliczna chlorku winylu i detoksykacja 

jego metabolitów
III. Reakcja metabolitów chlorku winylu z zasadami kwasów 

nukleinowych
IV. Molekularna dozymetria adduktów chlorku winylu
V. Mutagenność i kancerogenność tlenku chloroetylenu 

i aldehydu chlorooctowego
VI. Właściwości kodujące adduktów
VII. Reperacja adduktów

Wykaz stosowanych skrótów: chlorek winylu — VC; aldehyd 
chlorooctowy — CAA; tlenek chloroetylenu — CEO; 7-(2-o- 
xoetylo)guanina — 7oeG; 3,N4-etenocytozyna — 3,N4eC; 
3 ,N 4-(N 4-a -h y d ro k sy e ta n o )cy to z y n a — 3,N 4eC • H 20 ;  
l,N 6etenoadenina — l,N 6eA; l,N 6-(N6-a-hydroksyeta- 
no)adenina — l,N 6eA ■ H 20 ; N 2,3-etenoguanina — N 2,3eG; 
l,N 2etenoguanina — l,N 2eG.

I. Chlorek winylu —  toksyczny czynnik środo
wiskowy

Chlorek winylu (VC-ang. vinyl chloride) jest po
wszechnie stosowanym związkiem chemicznym. Uży
wa się go do produkcji polimerów i kopolimerów  
wykorzystywanych w przemyśle tworzyw sztucznych. 
W latach pięćdziesiątych rozpoczęto masową produk
cję PCW i kopolimerów VC np. z chlorkiem winilidy- 
ny, co spowodowało olbrzymi wzrost produkcji chlor
ku winylu [1]. Roczna produkcja PCW na świecie 
przekroczyła w 1988 r. 18 milionów ton [2] w Polsce 
w 1990 r. wyprodukowano około 200000 ton PCW [3].

VC należy do rodziny halogenowych pochodnych 
etylenowych. Jest gazem o przyjemnej woni i w niewiel
kich stężeniach wywołuje euforię oraz stan przypomi
nający upojenie alkoholowe. W wyższych stężeniach 
doprowadza do snu narkotycznego, dawniej wykorzy
stywano go do znieczulenia ogólnego [4]. W za
truciach ostrych wywołuje zaburzenia czynności ukła
du nerwowego: oszołomienie, bóle, zawroty głowy 
i zaburzenia widzenia. U ludzi narażonych na długo
trwałe działanie chlorku winylu stwierdzono zmiany 
naczyniowe i kostne, charakteryzujące się brakiem

1 Dr, 2 doc. dr hab., Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul.
Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa

Contents:
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II. Metabolic activation of vinyl chloride and detoxication of 

its metabolites
III. Reactivity of vinyl chloride metabolites towards nucleic 

acid bases
IV. Molecular dosimetry of vinyl chloride adducts
V. Mutagenicity and carcinogenicity of chloroethylene oxi

de and chloroacetaldehyde
VI. Miscoding properties of adducts
VII. Repair of adducts

czucia w palcach dłoni i stóp, nadwrażliwością na 
zimno oraz degeneracją końcowych odcinków kości 
palców [5].

Dobrze udokumentowany jest również związek po
między długotrwałą ekspozycją na VC, a powstawa
niem nowotworów u ludzi [1]. W badaniach dotyczą
cych śmiertelności w latach 1940-1974 wśród pracow
ników zakładów produkcyjnych VC w Wielkiej Bryta
nii, stwierdzono statystycznie znaczący wzrost śmier
telności z powodu raka wątroby [6], Podobne badania 
przeprowadzone w byłym Związku Radzieckim rów
nież wykazały związek pomiędzy ekspozycją na VC 
pracowników przemysłu chemicznego, a wzrostem 
śmiertelności spowodowanej nowotworami [7]. O za
grożeniu rakotwórczymi skutkami działania VC szer
szej populacji ludzi nie tylko związanych z produkcją 
VC lub jego polimerów, świadczy fakt, że jest on 
znajdowany w produktach spożywczych pakowanych 
w tworzywa zawierające PCW [8].

Niezależnie od badań epidemiologicznych prowa
dzone są intensywne badania nad mechanizmami 
kancerogennego i mutagennego działania VC i jego 
metabolitów. Badania te dotyczą aktywacji metaboli
cznej VC, specyficzności mutacyjnej jego metabolitów, 
molekularnej dozymetrii adduktów VC do zasad 
DNA, identyfikacji tych adduktów, właściwości kodu
jących adduktów oraz ich reperacji.

II. Aktywacja metaboliczna chłorku winylu 
i detoksykacja jego metabolitów

Chlorek winylu metabolizowany jest w wątrobie 
przy udziale cytochromu P450 II E 1. Enzymy cyto- 
chromu P450 katalizują utlenianie wielu czynników  
egzogennych, w tym toksyn i kancerogenów środowis
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kowych, a także substancji endogennych, takich jak 
steroidy, kwasy tłuszczowe czy rozpuszczalne w tłusz
czach witaminy. W organizmach zwierzęcych istnieje 
ponad 30 różnych form cytochromu P 450, różniących 
się między sobą specyficznością substratową i regula
cją. Ludzki cytochrom P450 II E 1 jest głównym 
katalizatorem oksydacji benzenu, styrenu, wielu halo
genków alkilowych, chlorku i bromku winylu, karb- 
aminianu winylu i etylu oraz akrylonitrylu. Wiadomo 
też, że enzym ten u ludzi indukowany jest przez etanol
[9 -H ].

Pierwotnym produktem utleniania VC przez cyto
chrom P450 II E 1, jest tlenek chloroetylenu 
(CEO-ang. chloroethylene oxide) [9, 12]. CEO jest 
związkiem wysoce nietrwałym i w roztworach wod
nych ulega szybko przegrupowaniu do aldehydu chlo
rooctowego (CAA-ang. chloroacetaldehyde) oraz hyd
rolizie do aldehydu glikolowego, które są związkami 
trwałymi [13] (Ryc. 1).

Sumaryczna stała szybkości rozkładu CEO w D 20  
w tem. 4 C wynosi 1.41 h -1 (t1/2— 30 min) przy czym 
stała przegrupowania CEO do CAA wynosi 0.41 h _1 
(ti/2= 1 0 0  min). Natomiast w temp. 37°C t1/2 przemia
ny w CAA i aldehyd glikolowy wynosi około 1 min. 
Reakcja przegrupowania CEO -» CAA jest katalizowa
na przez jony chlorkowe i w obecności 0.15M NaCl 
(stężenie fizjologiczne) przebiega kilka razy szybciej [13].

Oba metabolity zawierające chlor, CEO i CAA, są 
związkami aktywnymi chemicznie i reagują zarówno 
z kwasami nukleinowymi jak i z białkami [14], Oba 
związki posiadają dwie aktywne grupy funkcyjne, 
chlor i ugrupowanie epoksydowe w przypadku CEO 
oraz chlor i grupę aldehydową w przypadku CAA, 
w związku z czym w reakcji z kwasami nukleinowymi 
tworzą addukty cykliczne zasad (etenopochodne) oraz 
wiązania krzyżowe (patrz dalej).

CEO i CAA są produktami metabolizmu nie tylko 
chlorku winylu, ale również wielu innych związków za
wierających chlor (np. 1,2-dichloroetanu), z kolei wie
le innych związków (np. akrylonitryl, karbaminian etylu) 
daje metabolity o strukturze podobnej do CEO i CAA. 
W rezultacie powoduje to odnajdywanie adduktów  
charakterystycznych dla chlorku winylu w DNA po

HOCH.

ddanym działaniu wielu różnych związków [11], 
Główna droga detoksykacji obu metabolitów chlor

ku winylu zachodzi poprzez sprzężenie z glutationem, 
co prowadzi do wydalenia z moczem S-(2-hydro- 
ksyetylo)cysteiny i kwasu tiodiglikolowego [15, 16]. 
Prawdopodobnie CEO jest również substratem dla 
hydratazy epoksydowej, która przekształca go w nie
stabilny diol włączany następnie do cyklu kwasu 
cytrynowego i wydalony w postaci dwutlenku węgla 
[2, 17].

III. Reakcja metabolitów chlorku winylu z za
sadami kwasów nukleinowych

Dotychczas zidentyfikowano w DNA zwierząt do
świadczalnych poddanych działaniu VC cztery adduk
ty; 7oeG; l ,N 6eA; 3,N4sC i N 2,3eG [18], Struktury 
tych (i innych) adduktów przedstawiono na rycinie 2.

Ryc. 1. Aktywacja m etaboliczna chlorku winylu.

Ryc. 2. S truk tura  adduktów  chlorku winylu do zasad DNA.

Prowadzone od szeregu lat badania in vitro reakcji 
CAA i CEO z DNA oraz modelowymi polinukleoty- 
dami i nukleozydami pozwoliły uzyskać informacje 
o mechanizmach tych reakcji, produktach przejścio
wych, właściwościach poszczególnych adduktów, 
a także przewidywać modyfikacje dotychczas niewy- 
kryte in vivo. Przykładem może być tu wykazanie 
tworzenia wiązań międzyniciowych w reakcji CAA 
z DNA [19].

CAA był używany od dawna do syntezy etenopo- 
chodnych cytozyny i adeniny [20, 21]. Ze względu na 
silną fluorescencję l ,N 6eA i wykorzystanie tego zjawis
ka w badaniach biochemicznych i biofizycznych wiele 
prac poświęcono modyfikacji reszty adeninowej w nu- 
kleozydach, nukleotydach, koenzymach i polinukleo- 
tydach. Wyczerpujący przegląd prac poświęconych 
syntezie i właściwościom etenopochodnych zawiera 
praca L e o n a r d a  [22].

Prowadzono szczegółowe badania mechanizmu rea
kcji CAA z resztami adeniny i cytozyny w nuk- 
leozydach i w tRNA [23, 24]. We wstępnym etapie 
następuje wytworzenie zasady Schiffa w reakcji grupy 
aldehydowej CAA z egzocyklicznymi grupami amino
wymi 6-N H 2 adeniny lub 4-N H 2 cytozyny. Następnie 
zachodzi cyklizacja w wyniku alkilowania przez ugru
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powanie -C H 2C1 endocyklicznego atomu azotu w naj
bliższym sąsiedztwie grupy -N H 2. Powstałe w ten 
sposób stosunkowo stabilne produkty przejściowe 
(tzw. hydraty) 1, N6eA H 20  i 3,N4eC H 20  (Ryc. 2) 
w wyniku dehydratacji ulegają przekształceniu od
powiednio w l ,N 6eA i 3,N4eC.

Badania mechanizmu reakcji CEO (i homologicz
nego tlenku bromoetylenu) z adenozyną i cytydyną 
wykazały, że odwrotnie niż w przypadku CAA, w pier
wszym etapie następuje alkilowanie endocyklicznego 
atomu azotu, a następnie cyklizacja i dalej, identycznie 
jak w przypadku reakcji CAA, powstałe hydraty 
1,N6eA H 20  i 3,N4eC H 20  ulegają przekształceniu 
odpowiednio w 1,N6eA i 3,N4eC [25, 26].

Połowiczny czas dehydratacji w pH 7.25 reszt 
1,N6e A H 20  w  poli(A) wynosi 1.4 godz. w 37°C 
natomiast reszt 3,N4e C H 20  w  poli(C) 4.9 godziny 
w 50°C. Szybkość dehydratacji wzrasta znacznie wraz 
z obniżeniem pH i, co jest oczywiste, wraz ze wzrostem 
temperatury [27]. Względnie duża stabilność obu 
produktów przejściowych (szczególnie 3,N4e C H 20 )  
sugeruje, że mogą one odgrywać niezależną od 1,N6eA 
i 3,N4eC rolę w mutagenezie (patrz dalej).

Guanozyna w pH 6.4 reaguje z CAA bardzo wolno. 
Po kilku dniach izolowano z mieszaniny reakcyjnej 
1 ,N 2-etenoguanozynę z zaledwie kilkuprocentową wy
dajnością [28]. Znacznie wyższe wydajności uzyskano 
w reakcji guanozyny [29] i deoksyguanozyny [30] 
z haloacetaldehydami w środowisku bezwodnym lub 
zawierającym niewielkie ilości wody w obecności czyn
ników zasadowych. W żadnym z wymienionych przy
padków nie badano mieszanin reakcyjnych na obec
ność izomerów N 2,3-eteno. N 2,3-etenopochodne syn
tetyzowano natomiast w reakcji odpowiednich 6-pod- 
stawionych pochodnych guaniny z CAA lub bromoa- 
cetaldehydem. Po usunięciu grupy chroniącej z pozycji 
6 uzyskano w ten sposób N 2,3-etenopochodne guaniny 
[28], guanozyny [31] i dezksyguanozyny [32].

Oba izomery 1,N2eG i N 2,3eG powstają w reakcji 
CAA z D N A  i polinukleotydami, przy czym ich 
stosunek ilościowy zależy w dużym stopniu od tego czy 
ulegające modyfikacji reszty guaniny występują w stru
kturze jednoniciowej czy dwuniciowej [30]. Mecha
nizm powstawania adduktów guaniny nie był badany. 
M ożna jednakże przypuszczać, że analogicznie jak 
1,N6eA i 3,N4eC, powstają one via a-hydroksyetano- 
pochodne.

W wielu laboratoriach badano reakcję CAA z nuk- 
leozydami i nukleotydami zawierającymi reszty uracy
lu lub tyminy. Wszystkie próby wykazały, że te nieza- 
wierające egzocyklicznych grup aminowych zasady nie 
ulegają modyfikacji przy działaniu CAA, co wydaje się 
oczywiste w świetle badań nad mechanizmem tej 
reakcji [22]. Nie są znane jednakże autorom niniej
szego przeglądu badania reaktywności reszt tyminy 
lub uracylu w stosunku do CEO. Możliwości takiej 
reakcji nie można wykluczyć zważywszy na fakt, że 
bliski analog CEO, tlenek etylenu reaguje z resztami

tyminy dając 3(2-hydroksyetylo)pochodną [33],
Oba metabolity chlorku winylu, CEO i CAA różnią 

się w dwu zasadniczych cechach. Reaktywność CEO 
jest co najmniej dwa rzędy wielkości wyższa od 
reaktywności CAA i tylko CEO, w przeciwieństwie do 
CAA powoduje powstawanie 7oeG reakcji z DNA  
[34]. Addukt ten stanowi ponad 90% liczby adduktów  
w reakcji CEO z DNA in vitro [34] jak również 
w reakcji VC in vivo [18], W reakcji CEO z DNA in 
vitro 7oeG powstaje około 30 razy szybciej niż 1,N6eA, 
która z kolei powstaje ok. 20 razy szybciej niż N 2,3eG 
(powstawania innych adduktów w tej pracy nie bada
no) [34]. W analogicznej reakcji CAA z DNA N 2,3eG 
powstaje w ilościach porównywalnych z 3,N4eC 
i 1,N6eA, natomiast 1,N2eG powstaje w ilościach śla
dowych (3,N4eC >  1,N6eA >  N 2,3eG 1,N2eG). 
Stosując modelowe polinukleotydy wykazano, że sto
sunek N 2,3eG do 1,N2eG w  znacznym stopniu zależy 
od struktury drugorzędowej kwasu nukleinowego. 
Sugeruje to, że w odcinkach jednoniciowych DNA (np. 
w widełkach replikacyjnych) 1,N2eG może powstawać 
z wydajnością podobną do wydajności powstawania 
innych adduktów [30],

Zależność stopnia modyfikacji zasad od struktury 
kwasu nukleinowego wykazano już dawno porów
nując reaktywność natywnego i denaturowanego 
DNA oraz modelowych jedno i dwuniciowych polinu- 
kleotydów [27, 35, 36]. Ostatnio ukazuje się wiele prac, 
donoszących o użyciu CAA (lub aldehydu bromooc- 
towego) jako sondy do badania strukturalnych osob
liwości DNA takich jak formy krzyżowe [37], Z-DNA  
[38], formy trójniciowe [39] czy zmiany strukturalne 
DNA pod wpływem dużych adduktów [40]. Reaktyw
ne miejsca zasad w tych strukturach są bardziej 
eksponowane niż te same miejsca zasad w B-DNA. 
Powoduje to, że w reakcji z CAA takie struktury 
ulegają modyfikacji w znacznie większym stopniu niż 
B-DNA.

IV. Molekularna dozymetria adduktów chlor- 
u winylu

Detekcja i ilościowe oznaczanie adduktów powsta
jących w reakcji CEO i CAA z DNA in vitro prowadzo
na jest zazwyczaj po hydrolizie kwaśnej lub enzymaty
cznej modyfikowanego DNA (lub też kombinacji obu) 
i następnie rozdziale produktów przy pomocy HPLC. 
Do detekcji wykorzystuje się absorpcję UV produk
tów, jak również fluorescencję 1,N6eA, 7oeG i N 2,3eG. 
1,N2eG wykazuje słabą fluorescencję jedynie jako 
anion, natomiast 3,N4eC fluoryzuje słabo jako kation 
[11, 22, 30, 34],

Zastosowanie metody znakowania 32P w pozycji 5' 
3'-nukleotydów (ang. 32P-postlabelling) uzyskanych po 
enzymatycznej hydrolizie DNA traktowanego CAA in 
vitro w połączeniu z rozdziałem metodą E1PLC po
zwoliło na detekcję pojedynczych adduktów 1,N6eA 
i 3,N4eC na 107-108 nukleotydów w 10 pg próbce
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DN A [41]. Prowadzono także kinetyczne i ilościowe 
badania 32P znakowania 1,N6eA, 3,N4eC i l ,N 2eG 
[42], jednakże jak do tej pory nie ukazały się prace 
opisujące zastosowanie tej techniki do analizy DNA  
zwierząt doświadczalnych poddanych działaniu VC.

Stosowanie radioaktywnego 14C-VC o wysokiej 
aktywności specyficznej podawanego drogą inhalacji 
lub injekcji pozwala wykryć 7oeG w DNA wątroby 
zwierząt doświadczalnych w ilościach od kilku do 25 
adduktów na 106 niemodyfikowanych reszt guaniny. 
N 2,3eG  wykryto w ilości 0.25 adduktu /106G w do
świadczeniu gdzie 7oeG wykrywano w ilości 25 adduk
tów / 106G. Generalnie, stosowanie 14C-VC pozwala 
na oznaczenie jedynie 7oeG, adduktu powstającego 
z największą wydajnością. Addukty etenowe zasad, 
powstające w znacznie mniejszych ilościach, nie mogą 
być tą metodą wykryte i oznaczone w sposób nie 
budzący wątpliwości [14, 43].

l ,N 6eA i 3,N 4eC wykryto natomiast w DNA  
wątroby szczurów, którym podawano przez dwa lata 
wodę pitną zawierającą nieradioaktywny VC o stęże
niu 250 ppm. Addukty te zidentyfikowano stosując 
chromatografię gazową w połączeniu ze spektrometrią 
masową. Autorzy nie podają jednak danych ilościo
wych [44].

Metodą pozwalającą na oznaczenie kilku reszt 
N 2,3eG na 108G w DNA szczurów poddanych działa
niu VC opracowano w laboratorium S w e n b e r g a  
[45, 46]. W metodzie tej zastosowano połączenie 
chromatografii gazowej ze spektrometrią masową 
w wariancie jonizacji chemicznej w trybie jonów  
ujemnych (GC — NICI MS). W wyniku badań stwier
dzono znaczne różnice w zawartości N 2,3eG i 7oeG  
oznaczonej przy pomocy HPLC z detekcją fluoroscen- 
cji w zależności od wieku szczurów i analizowanego 
narządu. Jednak niezależnie od wieku zwierząt i narzą
du, stosunek N 23,eG : 7oeG mierzony natychmiast po 
zakończeniu ekspozycji na VC był stały i wynosił 
ok. 1:100.

Niewątpliwie znacznym postępem w detekcji i iloś
ciowym oznaczaniu adduktów VC do zasad DNA było 
zastosowanie przeciwciał monoklonalnych. Pierwsze 
przeciwciała monoklonalne przeciwko l ,N 6eA (IG4) 
i 3,N4sC (6F5) otrzymali Y o u n g  i S a n t a n e l l a
[47]. Przeciwciała te pozwalają wykryć oba addukty 
testem ELISA w proporcji 1/10 7 zasad. E b e r l e  
i w s p . [48] również uzyskali przeciwciała mono
klonalne przeciwko 1,N6eA (EM-A-1) i 3,N4eC 
(EM-C-1). W teście radioimmunowspółzawodnictwa 
(RIA) granica detekcji dla EM-A-1 wynosi 1 reszta 
l ,N 6eA na 2.2 x 108 A i dla EM-C-1 — jedna reszta 
3,N 4eC na 3.1 x 108 C. Zastosowanie przeciwciał 
EM-A-1 i EM-C-1 do analizy DNA różnych organów  
szczurów poddanych działaniu VC pozwoliło ozna
czyć zawartość 1,N6eA i 3,N4eC w DN A [48, 49]. 
Podobnie jak w przypadku oznaczenia zawartości 
N 2,3eG i 7oeG [46] również i w tym przypadku 
stwierdzono różnice zależne od wieku i organu zwie

rząt. Niezależnie od wykrywanych różnic 3,N4eC 
występowała zawsze w ilości 2-4 razy większej niż 
l ,N 6eA.

S w e n b e r g  i w s p . [ 1 8 ]  podają zestawienie wyni
ków ilościowego oznaczania adduktów VC różnymi 
metodami: 7oeG — HPLC i fluoroscencja [46]; 
N 2eG— GC-NICI MS [46] oraz l ,N 6eA i 3,N4eC 
—  przeciwciała monoklonalne [49]. W porównywal
nych warunkach ekspozycji na VC nowonarodzonych 
szczurów zawartość 7oeG w DNA wątroby jest ok. 100 
razy wyższa od zawartości N 2,3eG, z kolei zawartość 
N 2,3eG jest ok. 10 razy wyższa od zawartości 3,N4eC, 
a zawartość 3,N4eC przekracza 4-krotnie zawartość 
l ,N 6sA (patrz Tabela I). Proporcje adduktów prezen
towane w tym zestawieniu nie są sprzeczne z wynikami 
uzyskanymi wcześniej w doświadczeniach z radioak
tywnym VC, gdzie również określono stosunek 
N 2,3eG : 7oeG jako 1:100, a etenopochodnych 
A i C nie oznaczano, ze względu na ich niską zawartość 
(patrz wyżej [43]).

Wydaje się, że mimo stosowania diametralnie róż
nych metod analitycznych dla oznaczenia poszczegól
nych adduktów, obraz modyfikacji DNA zwierząt 
doświadczalnych poddanych działaniu VC jest wyjąt
kowo spójny. Tym bardziej wymaga komentarza 
sprzeczność widoczna przy porównywaniu tego ob
razu z wynikami reakcji CEO i CAA z DNA in vitro. 
Jak już wspomniano N 23eG w reakcji CEO z DNA  
powstaje z wydajnością ok. 20-krotnie mniejszą niż 
1,N6eA [34], Podobnie jest w przypadku reakcji CAA 
z DNA, gdzie różnice są mniej drastyczne, ale N 2,3eG 
powstaje także z wydajnością mniejszą od 3,N4eC 
i 1,N6eA [30]. Natomiast w reakcji VC z DNA  
w organizmach szczurów sytuacja jest odwrotna, t.j. 
N 2,3eG jest wykrywana w DNA w ilości ponad
10-krotnie większej od 3,N4eC i 1,N6eA. Założe
nie, że stosunkowo trwałe addukty przejściowe 
3,N4e C H 20  i 1,N6eA -H 20  są szybko reperowane 
w organizmie szczura jest logicznym, chociaż jak na 
razie pozbawionym weryfikacji doświadczalnej wy
tłumaczeniem tego zjawiska. Końcowe produkty reak
cji metabolitów VC, 3,N4eC i 1,N6eA, nie są raczej 
przedmiotem efektywnej reperacji w wątrobie szczura. 
Obserwowane in vivo powolne zmniejszanie się wraz 
z upływem czasu zawartości tych adduktów należy 
przypisać raczej ich rozcieńczeniu związanym z re- 
plikacją DNA, a nie ich aktywnej reperacji [18]. W ten 
sposób wykrywane addukty 3,N4sC i 1,N6eA byłyby 
tą częścią pierwotnych modyfikacji, które uległy dehy- 
dratacji zanim zostały usunięte przez enzym lub en
zymy reperujące.

Ostatnio w laboratorium F o i 1 e s’ a [50] otrzyma
no przeciwciała monoklonalne przeciwko N 2,3eG 
(ETH-l) i 1,N2eG (ETH-2). Granica detekcji testem  
ELISA dla ETH-l wynosi jedna reszta N 2,3sG na 
1.5 x 106 zasad, a dla ETH-2 jedna reszta 1,N2eG na 
2.2 x 105 zasad. Autorzy zastosowali te przeciwciała 
wraz przeciwciałami 1G4 6F5 [47] do ilościowego
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Tabela 1.
Pow staw anie adduk tów  chlorku winylu w DNA i właściwości kodujące tych adduktów

Częstość Właściwości kodująceh
występowania 
adduktów  w

in vitro in vivo

A ddukt DN A w ątroby
szczurów

eksponow anych
System Rodzaj m utacji Rodzaj mutacji

na VCa

7-oeG 2.0/104 pol I brak —

RNA P

<îO

G  - » A
N 2, 3 e G 3.8/10 6 AMV RT 

Klenowc 
pol a c 
HIV RTC

RNA P C -► T C -» T (80%)
3, N 4 e C 4.8/10 7 pol I C ->  A C -  A (20%)

pol I A -» C brak
AM V RT A -» C mutacji

1, N 6 e A 1.3/10 7 Klenowc A -> A 
A -» C 
A -> T

(A -> A) 
A -> T 
A -+ C 
A G

a. dane z przeglądow ej pracy S w e n b e r g a  i ws p .  (1990). Szczury były eksponow ane przez 10 dni na chlorek winylu o stężeniu w pow ietrzu 
500 ppm. Ilości adduktów  w yrażone są w stosunku do ilości odpowiedniej niem odyfikowanej zasady

b. skróty oznaczają: pol I —  I polim eraza DNA z E. coli; AM V RT —  odw rotna  transk ryp taza  z wirusa szpiczaka ptasiego AMV; Klenow 
—  fragm ent K lenow a polim erazy 1 z E. coli; po la  — polim eraza DNA a  z Drosophila melanogaster; Hl V RT o dw rotna  transkryp taza z wirusa 
HIV; RNA P —  polim eraza RNA z różnych źródeł

c. dane z dośw iadczeń w których m odyfikow ana zasada w postaci dezoksytrójfosforanu wstaw iana była naprzeciw określonego miejsca 
w m atrycy, przy pom ocy różnych enzymów

oznaczania etenoadduktów w DNA komórek G-12 
(wariant komórek chińskiego chomika V-79) podda
nych działaniu CAA. W analizowanym DNA stwier
dzono najwyższą zawartość l ,N 6eA, 2-3 razy mniej 
3,N4eC i około 10 razy mniej N 2,3eG. Nie stwierdzono 
natomiast obecności l ,N 2cG, co jest zapewne wyni
kiem z jednej strony niskiej czułości przeciwciał 
ETH-2, a z drugiej —  znikomej wydajności reakcji 
powstawania tego adduktu w DNA [30]. W tym 
przypadku proporcje adduktów są zbliżone do propo
rcji tych adduktów w reakcji CAA z D N A  in vitro [30], 
natomiast różnią się znacznie od proporcji okreś
lonych dla D N A  wątroby szczurów poddanych działa
niu VC (Tabela I). Różnice te są najprawdopodobniej 
odbiciem różnic w poziomie enzymów reperujących 
w organizmie zwierzęcia i w kulturze komórkowej.

V. Mutagenność i kancerogenność tlenku 
chloroetylenu i aldehydu chlorooctowego

Mutagenność obu metabolitów, CEO i CAA, była 
badana intensywnie w wielu laboratoriach, zarówno 
w systemach bakteryjnych jak i w komórkach eukario
tycznych [51-55]. CAA stosowany w porównywalnych 
dawkach jest słabszym mutagenem od CEO i w nie
których typach testów nie wykazuje mutagenności. 
W ykazano na przykład, że CAA jest aktywnym muta
genem w szczepie TA 100 Salmonella typhimurium  
o podwyższonej wrażliwości na mutageny, natomiast

nie powoduje mutacji w szczepie TA 1535 tego samego 
gatunku [56].

Oba metabolity wykazują podobną specyfikę muta
cji. Badania indukowanych przez CEO rewersji róż
nych mutantów trpA  u E. coli wykazały, że dominują
cym typem mutacji jest tranzycja GC -> AT, a następ
nie transwersja AT-►TA [55]. Podobnie badania 
rewertantów Arg A- u E. coli, wykazały, że najczęst
szym typem mutacji powodowanym przez CAA jest 
tranzycja GC -► AT (65%) i następnie transwersja 
AT -> TA (12%) [57],

Warto zauważyć, że żaden z etenowych adduktów  
nie powoduje mutacji, gdy jest dodawany do hodowli 
baterii w postaci zasady, nukleozydu lub nukleotydu. 
Rybo- i deoksyrybonukleozydy 3,N4eC i l ,N 6eA nie 
powodują powstawania mutacji w szczepie S. typ
himurium T100 [58]. Podobnie rybo- i deoksyrybonu- 
kleozydy oraz nukleotydy N 2,3sG i l ,N 2eG dodawa
ne do hodowli E. coli nie powodują podwyższenia 
mutacji w stosunku do hodowli kontrolnych [59, A. 
B u k o w s k a  i J.T. K u ś m i e r e k  dane nieopub- 
likowane].

Kancerogenne działanie CEO podawanego drogą 
iniekcji podskórnej, stwierdzono u myszy. Ze względu 
na silne działanie nekrotyzujące CAA nie mógł być 
podawany przez iniekcję i jego kancerogenność bada
no w teście naskórnym. Podczas gdy CEO również 
i w tym teście wykazywał silną kancerogenność, liczba 
nowotworów powodowanych przez CAA nie przewyż
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szała liczby nowotworów u zwierząt kontrolnych [60]. 
Wyniki te potwierdzają wcześniejsze badania, w któ
rych CAA stosowano w teście naskórnym oraz poda
wano dożołądkowo [61].

VI. Właściwości kodujące adduktów

Właściwości kodujące adduktów powstających 
w reakcji metabolitów VC z kwasami nukleinowymi są 
przedmiotem badań wielu laboratoriów. Badania te są 
prowadzone zarówno in vitro jak i in vivo. In vitro, 
w układach bezkomórkowych, polimery zawierające 
modyfikowane zasady są kopiowane przez różne en
zymy polimeryzujące kwasy nukleinowe. W innym 
typie doświadczeń, addukty występują w reakcji poli
meryzacji w postaci trójfosforanów stanowiąc potenc
jalne substraty dla enzymów prowadzących reakcję. 
W kolejnym typie doświadczeń DNA modyfikowany 
in vitro np. CAA, wprowadzany jest do komórek 
bakteryjnych, w których podlega naprawie i powiela
niu. Ostatni typ eksperymentów to doświadczenia 
z mutagenezą sterowaną, w których w zdefiniowanym  
miejscu genomu bakteryjnego lub fagowego, umiesz
czona jest badana zasada.

Spośród siedmiu modyfikacji powstających w reak
cji metabolitów VC z kwasami nukleinowymi (Ryc. 2), 
7oeG jest adduktem, który uważa się za niemutagenny. 
W układzie bezkomórkowym, w którym poli(dG-dC) 
zawierające 7oeG było kopiowane przez polimerazę 
I DNA z E. coli, stwierdzono inkorporację jedynie 
komplementarnych do matrycy G i C [62]. Brak 
znacznych różnic w spektrum mutacji u E. coli in
dukowanych przez CEO, który powoduje powstawa
nie głównie 7oeG oraz przez CAA, który w ogóle nie 
daje 7oeG w reakcji z DNA również sugerują, że rola 
tego adduktu w mutagenezie VC nie jest istotna [55, 
57]. Do powstawania mutacji prowadzić może nato
miast depurynacja w miejscu występowania 7oeG, 
gdyż dołączenie grupy oksoetylowej do 7 pozycji 
guaniny zwiększa labilność wiązania glikozydowego, 
poza tym addukt ten może być substratem dla glikozy- 
laz naprawiających DNA.

l,N 6eA jest modyfikacją wykazującą niejednoznacz
ne właściwości kodujące. Wyniki dotyczące jej właś
ciwości kodujących różnią się między sobą, w zależno
ści od układu doświadczalnego w którym były uzys
kane. l,N 6eA obecna w matrycy poli(dA) w układzie 
polimerazy I DNA E. coli (fragment Klenowa) i od
wrotnej transkryptazy wirusa ptasiego szpiczaka 
(AM V), powodowała słabą inkorporację G [63], Zasa
da ta, obecna w matrycy poli(rC) w układzie poli
merazy RNA z E. coli, powodowała głównie inkor
porację A, w mniejszym stopniu U [64], Stosując 
natomiast l ,N 6edATP w układzie polimerazy I DNA  
wykazano, że trójfosforan ten może zastępować dATP 
oraz z mniejszą częstością dCTP i dTTP [65], Podob
nie niejednoznaczne wyniki w odniesieniu do l,N 6eA, 
uzyskano w grupie H u m a y u n a ,  gdzie modyfikowa

ny in vitro przy pomocy CAA, jednoniciowy fragment 
genu faga M l 3, był replikowany in vivo. Na 170 
znalezionych mutantów tylko 9 dotyczyło zmian 
w miejscu występowania A. Chociaż poziom modyfi
kacji adeniny, był porównywalny z poziomem modyfi
kacji cytozyny, 3,N4eC powodowała występowanie 
mutacji z częstością znacznie większą, co wskazuje na 
to, że l ,N 6cA czytana jest często jako A [66, 67].

Chociaż l,N 6eA w porównaniu z innymi etenowymi 
modyfikacjami nie ma silnie wyrażonych właściwości 
błędnego kodowania, jej rola w mutagenezie nie może 
być pomijana. W badaniach kancerogennego działania 
karbaminianu winylu u myszy (karbaminian winylu po 
aktywacji reaguje z adeniną w DNA dając l,N 6cA) 
stwierdzono, że w sześciu z siedmiu badanych nowo
tworów, zaszła transwersja AT do TA w drugiej pozycji 
61-ego kodonu onkogenu resH, za co odpowiadać 
może l,N 6eA [68].

Nie prowadzono badań właściwości kodujących ad
duktu l ,N 6eA • H 20  ze względu na jego dużą nietrwa- 
łość (t 1/2 =  1,4 godz, 37°, pH 7 [27], patrz rozdział III).

W porównaniu do właściwości kodujących l,N 6sA 
właściwości kodujące 3,N4eC są bardziej jednoznacz
ne, choć również w tym przypadku występują pewne 
różnice zależne od modelu doświadczalnego. Błędną 
inkorporację nukletydów powodowaną obecnością 
3,N4eC w matrycach poli(C) lub poli(dC) badano 
w układzie DNA-zależnej polimerazy RNA z E. coli 
i grasicy cielęcej, a także polimerazy I DNA z E. coli 
[70, 71]. Obserwowano głównie inkorporację U lub 
T naprzeciw badanego adduktu, chociaż w przypadku 
polimeraz RNA stwierdzono również porównywalną 
inkorporację A. Natomiast w przypadku dwuniciowej 
matrycy poli (dG— dC) • poli(dG— dC) modyfikowanej 
CAA, w układzie polimerazy I DNA obserwowana 
inkorporacja A była wyższa od inkorporacji T [72],

W nowszych pracach cytowanego już zespołu H u - 
m a y u n a, modyfikowano in vitro aldehydem chloro
octowym jednoniciowy fragment genu lac Z w dwu
niciowej formie replikatywnej faga M13AB28, a na
stępnie tak przygotowanym DNA transfekowano ko
mórki E. coli uzyskując in vivo replikację DNA zawie
rającego 3,N4eC i l ,N 6eA. Sekwencjonowanie DNA  
pozwoliło stwierdzić, że mutacje wywołane przez CAA 
powstają głównie w następstwie modyfikacji cytozyny 
oraz, że 80% tych mutacji to tranzycje C — >T,  
a pozostałe to głównie transwersje C— > A  [66, 67]. 
Świadczy to, że in vivo obecność 3,N4sC w DNA  
powoduje przede wszystkim inkorporację A, a następ
nie inkorporację T.

W dalszych pracach tego zespołu badano inkor
porację nukleotydów naprzeciw 3,N4eC, w zdefinio
wanym miejscu syntetycznego oligodezoksynukleoty- 
du i stwierdzono również, że addukt ten powoduje 
przede wszystkim inkorporację A, potem T, podczas 
gdy G i C inkorporowane były w nieznacznym stopniu 
[73]. Podobne wyniki uzyskano przeprowadzając mu- 
tagenezę sterowaną, gdy badaną zasadę umieszczono
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w określonym miejscu genomu faga M 13AB28 i obser
wowano powstałe w tym miejscu mutacje. Również 
w tym doświadczeniu głównym typem obserwowa
nych mutacji były tranzycja C— > T , za którą szła 
transwersja C— >  A [74],

Duża trwałość powstającej w pierwszym eta
pie reakcji CEO lub CAA hydratowanej pochodnej 
3,N4CH 20  (t1/2ok. 24 h, 37°C, pH 7.0 [27], patrz 
rozdział III) pozwala na porównanie jej właściwości 
kodujących z właściwościami 3,N4sC. Przy użyciu 
polimerazy RNA z E. coli stwierdzono, że 
3,N4eC • H20  powoduje wyższą inkorporację A od U, 
natomiast dehydratowany addukt odwrotnie, wyższą 
inkorporację U niż A [69]. Z kolei w układzie polime
razy I DNA nie stwierdzono inkorporacji T powodo
wanej przez 3,N4e C H 20 ,  podczas gdy dehydratacja 
powodowała inkorporację T proporcjonalną do stop
nia dehydratacji [71]. Natomiast w cytowanych wyżej 
pracach grupy H u m a y u n a  [66, 67], gdzie zawiera
jący addukty fagowy DNA był replikowany w komór
kach E. coli, nie stwierdzono istotnego wpływu dehyd
ratacji na spektrum mutacji.

Modyfikacją o najbardziej jednoznacznie wyrażo
nych właściwościach kodujących jest N 2,3eG. Modyfi
kacja ta zarówno w doświadczeniach in vitro jak i in 
vivo powoduje głównie mutacje typu G— >  A, poprzez 
tworzenie pary eG-U lub eG-T. W badaniach trans
krypcji matrycy poli(C; N 2,3eG) przy pomocy odwrot
nej transkryptazy z wirusa szpiczaka ptasiego [75] 
stwierdzono, że N 2,3eG powoduje inkorporację 
C i T w stosunku około 4:1. W układzie polimerazy 
RNA z E. coli N 2,3eG obecna w matrycy poli(C) 
powodowała inkorporację C i U w stosunku około 1:1. 
Dodatkowo w tym układzie obserwowano powodo
waną przez N 2,3eG inkorporację ATP [59], W przeci
wieństwie do matryc poli(C) addukt ten, w matrycach 
poli(A) powoduje jedynie inkorporację U, gdy matryce 
są kopiowane przez polimerazę RNA i dTTP gdy 
używa się odwrotnej transkryptazy. Autorzy postulują, 
że obserwowany in vitro wpływ rodzaju sąsiadujących 
zasad na właściwości kodujące N 2,3eG może również 
mieć miejsce podczas replikacji DNA in vivo [76].

Przy pomocy różnych enzymów polimerazujących 
D N A  (patrz Tabela I) badano insercję N 2,3edGTP  
naprzeciwko C lub T umiejscowionych w zdefiniowa
nej sekwencji syntetycznego oligodezoksynukleotydu. 
W badaniach tych stwierdzono również, że N 2,3eG 
może tworzyć parę zrówno z C i z T [77],

Badania N 2,3sG w matrycach dezoksy utrudnia 
fakt, że wiązanie glikozydowe w N 2,3edGuo jest 
nietrwałe [32] i nie jest możliwe uzyskanie tych matryc 
standardowymi metodami chemicznej syntezy oligo- 
deoksynukleotydów. Za pomocą opisanej wyżej tech
niki insercji możliwe było jednak wstawienie 
N 2,3edGTP w określone miejsce genomu faga 
M 13G* 1. Fag ten był następnie replikowany w komór
kach E. coli. Sekwencjonowanie DNA powstałych 
mutantów wykazało, że najczęstszym typem mutacji

(134 mutacje na 135 znalezionych) była tranzycja 
GC — >  AT [78]. Tak więc we wszystkich przeprowa
dzonych badaniach N 2,3eG wykazuje jednoznaczne 
właściwości kodujące.

Najmniej poznaną ze wszystkich modyfikacji jest 
1,N2eG. Ze wstępnych badań wynika jednak, że 
1,N2eG obecna w matrycy poli(C) hamuje syntezę 
komplementarnej nici przez DN A —  zależną polime
razę RNA z E. coli i odwrotną transkryptazę z wirusa 
szpiczaka ptasiego w stopniu znacznie większym, niż 
N 2,3eG. Z powodu niskiej wydajności reakcji trudno 
jest stwierdzić jakie właściwości kodujące posiada ten 
addukt. Wydaje się jednak, że w systemie polimerazy 
RNA nie preferuje on inkorporacji żadnego z nuk
leotydów do nowo syntetyzowanej nici (A. B u k o w 
s k a  i J. T. K u ś m i e r e k  —  dane niepublikowane).

Informacje na temat właściwości kodujących adduk
tów omawiane w tym rozdziale, zebrane są w Tabeli 1.

VII. Reperacja adduktów

Reperacja adduktów VC do DNA nie została jeszcze 
zbadana w sposób pozwalający na wyciągnięcie ogól
nych wniosków. S w e n b e r g  i ws p .  [18] podają 
zestawienie zmian zawartości adduktów w DNA wąt
roby szczurów poddanych działaniu VC, po zakoń
czeniu ekspozycji przez 14 dni. Z zestawienia tego 
wynika, że zanik 1,N6eA i 3,N4eC następuje bardzo 
wolno i należy raczej przypisywać to zjawisko rozcień
czeniu związanemu z replikacją DNA niż aktywnej 
reperacji adduktów. Natomiast usuwanie N 2,3eG 
(t1/2 >  30 dni), a szczególnie 7oeG (t1/2 =  62h) przebie
ga szybciej [46]. Okresy te są jednakże porównywalne 
z  czasami spontanicznego uwalniania N 2,3eG z  po- 
li(dC-dG, N 2,3EG)(t1/2 >  30 dni [32]) oraz 7-metylo- 
guaniny z DNA (t1/2 =  105 h [79]), co świadczy, że 
usuwanie tych adduktów w wątrobie szczura ma 
charakter nieenzymatyczny.

Obserwowane różnice w zawartości adduktów 
w DNA w zależności od narządu i od wieku szczurów 
eksponowanych na VC [46, 48, 49] mogą świadczyć 
o różnicach w reperacji. Z drugiej strony mogą być one 
odzwierciedleniem zróżnicowanej aktywacji VC w róż
nych tkankach jak również wynikiem różnic w trans
porcie VC i/lub jego metabolitów do poszczególnych 
narządów.

Z powyższych rozważań wynika, że nie ma przeko
nywających dowodów na istnienie efektywnej reperacji 
adduktów VC w organizmie szczura. Obecność en
zymów reperujących tego typu addukty stwierdzono 
natomiast w homogenatach tkankowych jak również 
u bakterii.

O e s c h  i ws p .  [80] stwierdzili, że po inkubacji 
DNA modyfikowanego CAA z ekstraktem komórek 
raka mózgu szczurzego, można zaobserwować wycina
nie 1,N6eA i N 2,3eG. Sugeruje to istnienie w tych 
komórkach glikozylaz specyficznych dla naprawy ad
duktów etenowych.
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W pracowni S i n g e r  wykryto w homogenatach 
różnych ludzkich linii komórkowych i różnych narzą
dów ludzkich, a następnie częściowo oczyszczono 
z łożyska ludzkiego białko silnie wiążące się z dwu- 
niciowym DNA zawierającym l,N 6eA. Stała wiązania 
z oligodeoksynukleotydem o długości 25 par zasad 
zawierającym parę l ,N 6cA -T  lub l N 6e A- C wynosi 
109M -1. Wykazano również, że białko to posiada 
właściwości nukleazy nacinającej 25-mer za strony 5' 
l ,N 6eA. W dalszych badaniach stwierdzono, że białko 
to wycina l ,N 6eA i jest prawdopodobnie identyczne 
z ludzką glikozylazą 3-metyloadenina-DNA [81-83].

Z kolei w pracowni L u d l u m a  wykazano, że 
glikozylaza II 3-metyloadenina-DNA z E. coli usuwa 
N 2,3eG z  DNA modyfikowanego CAA [84]. Enzym 
ten wycina też N 2,3-etanoguaninę, bliski analog stru- 
kuralny N 2,3eG z DNA modyfikowanego przy pom o
cy chloroetylonitrozomocznika [85].

Glikozylaza II 3-metyloadenina-DNA jest induko- 
walnym enzymem wchodzącym w skład systemu od
powiedzi adaptacyjnej E. coli na środki alkilujące, 
kodowanym przez gen alkA. Enzym ten wykazuje 
szerokie spektrum aktywności i usuwa N-3- 
i HN-7-podstawione puryny oraz 0 2-podstawione 
pirymidyny z alkilowanego DNA [86].

Badania naszego zespołu wykazały, że indukcja 
systemu odpowiedzi adaptacyjnej znacznie obniża 
częstość tranzycji GC — > AT powodowanych przez 
CAA zarówno u E. coli [87] jak i w dwuniciowej 
replikatywnej formie faga M13glyU  [88], Doświad
czenia z mutantami alkA  oraz z bakteriami, w których 
mutacja ta była komplementowana przez wprowadze
nie plazmidu niosącego alkA  wykazały, że obniżenie 
częstości tranzycji GC —  >  AT zależy od genu alkA  
[57]. Badano również wpływ odpowiedzi adaptacyjnej 
na mutację pochodzącą wyłącznie z modyfikacji C. 
W tym celu traktowano CAA jednoniciowego faga 
M13glyU, co umożliwiało selektywną detekcję tran
zycji C — >  T [88]. Wykazano, że indukcja systemu 
adaptacyjnego w komórkach E. coli transfekowanych 
modyfikowanym fagiem M \3 g lyU  znacznie obniża 
częstość fagowych tranzycji C — >  T. Nie stwierdzono 
istotnych różnic w zależności od tego, czy źródlłem 
obserwowanego efektu jest 3,N4eC- H 20 ,  czy też de- 
hydratowana forma 3,N4eC. Sugeruje to, że zarówno 
3,N4eC- H 20  jak i 3,N4eC usuwane są w komórkach 
E. coli przez glikozylazę II 3-metyloadenina-DNA. 
W obecnym stadium zaawansowania badań nie jest 
możliwe stwierdzenie w jakim stopniu zachodzące 
w wyniku adaptacji obniżenie częstości tranzycji 
GC —  >  AT jest skutkiem usuwania przez glikozylazę 
II adduktu G, a w jakim adduktu C (E. B o r y s, M. M. 
M r o c z k o w s k a - S ł u p s k a  i J. T. K u ś m i e 
r e k  — dane niepublikowane).

A rtykuł otrzymano 9 listopada 1993 r.
Zaakceptowano do druku 9 grudnia 1993 r.
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Funkcja białkowych kinaz tyrozynowych podczas 
aktywacji płytek krwi

Role of protein tyrosine kinases during platelets activation
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Wykaz stosowanych skrótów: EGF-naskórkowy czynnik 
wzrostowy (ang. Epidermal Growth Factor); PDGF-czynnik 
wzrostowy pochodzący z płytek (ang. Platelet Derived 
Growth Factor); PAF-czynnik aktywujący płytki (ang. Plate
let Activating Factor); PLC-y- fosfoliaza c-y; pp— fosfopro- 
teina; G A P—białko aktywujące GTPazę (ang. GTPase 
activating protein); IP3—trifosforan inozytolu (ang. inositol 
triphosphate); RSV—wirus mięsaka Rausa (ang. Rous sar
coma virus); Gp—glikoproteina; SH — (ang. src-homology); 
vWF—czynnik von Willebranda (ang. von Willebrand Fac
tor); kinaza PI-3—kinaza 3'-fosfatydyloinozytolu (ang. PI-3 
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I. Wstęp

Białkowe kinazy tyrozynowe, selektywnie fosforylu- 
jące tyrozynę w białkach, biorą udział w regulowaniu 
normalnego wzrostu i rozwoju komórek oraz w proce
sach ich transformacji wywołanej przez większość 
retrowirusów [1-6].

Wysoka zawartość białkowych kinaz tyrozynowych 
w płytkach krwi, a także w innych w pełni zróż
nicowanych komórkach (np. neurony czy neutrofile), 
nie jest związana z procesami różnicowania się i wzros
tu [7-9]. Coraz więcej danych doświadczalnych wska
zuje na udział kinaz tyrozynowych w przewodzeniu 
informacji w komórce, umożliwiając jej prawidłową 
odpowiedź na działanie wielu fizjologicznych stymula
torów. Mechanizm przewodzenia informacji w płyt
kach krwi za pośrednictwem białkowych kinaz tyrozy-

* Dr, Zakład Biofizyki, Instytut Fizjologii i Biochemii, 
Akademia Medyczna, ul. Lindleya 3, 90-131 Łódź

40

Contents:

I. Introduction
II. Structure of nonreceptor tyrosine kinases
III. Concentration and localization of protein tyrosin kina

ses in platelets
IV. Association of tyrosine kinases with membrane recep

tors
V. Role of GpIIb-IIIa in protein tyrosine phosphorylation
VI. Mechanism of activation of tyrosine kinases by 

GpIIb-IIIa
VII. Identification of tyrosine kinases substrates
VIII. Concluding remarks

nowych jest słabo poznany mimo tego, że są one 
doskonałym obiektem do tego typu badań. Odpowie
dzi płytek na działanie wielu aktywatorów takich jak, 
np. trombina, ADP, kolagen, płytkowy czynnik ak
tywujący (PAF) towarzyszy gwałtowna fosforylacja 
reszt tyrozynowych w białkach [10-15].

Kinazy tyrozynowe występujące w płytkach krwi 
należą do klasy kinaz niereceptorowych. Budowa 
i działanie kinaz receptorowych, których przykładami 
są receptory czynników wzrostowych i insuliny została 
omówiona uprzednio na łamach Postępów Biochemii 
[16-17],

Celem tego artykułu jest przedstawienie aktualnego 
stanu wiedzy o białkowych kinazach tyrozynowych 
występujących w płytkach krwi ze szczególnym  
uwzględnieniem ich funkcji w przewodzeniu informacji 
wewnątrz komórki.

II. Budowa niereceptorowych kinaz 
tyrozynowych

Niereceptorowe kinazy tyrozynowe nie zawierają 
domeny zewnątrzkomórkowej zdolnej do wiązania 
ligandu i domeny transbłonowej. Kinazy te występują 
w cytoplazmie komórek i mogą łączyć się z niektórymi 
receptorami błonowymi, rozpoznając krótką sekwen
cję ich domen cytoplazmatycznych [3, 18-19],
N-końcowy aminokwas kinaz połączony jest wiąza
niem amidowym z resztą mirystynową, która zwiększa 
hydrofobowość tego regionu i ułatwia połączenie 
cząsteczki z błoną [3, 16], Wszystkie niereceptorowe
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białkowe kinazy tyrozynowe zawierają bardzo podob
ną domenę utworzoną z 250-300 reszt aminokwaso- 
wych, odpowiedzialną za aktywność enzymatyczną. 
Białka kodowane przez geny rodziny src , które są 
najlepiej poznanymi kinazami niereceptorowymi, za
wierają dwa krótkie regiony o wysokiej homologii 
nazwane regionami SH-2 i SH-3 (SH-ang. src homo
logy). Regiony te występują również w niektórych 
białkach nie wykazujących aktywności kinaz tyrozy- 
nowych, np. w fosfolipazie Cy (PLC-y) czy w białku 
GAP (GTPase activating protein). Region SH-3 wy
stępuje z kolei w białkach wiążących aktynę, np. 
w spektrynie i miozynie. Ponieważ delecja regionu 
SH-3 eliminuje wiązanie się tych białek z aktyną oraz 
wywołuje transformacje komórek wydaje się, że region 
SH-3 odpowiada za połączenie kinaz z białkami 
cytoszkieletu. Region SH-2 kinazy uczestniczy w re
presji aktywności kinazowej, a region SH-2 substratu 
np. PLC-y, jest miejscem rozpoznającym fosfotyrozy- 
nę w kinazie. Segment GSFLVRES regionu SH-2 
stanowi minimalną sekwencję zdolną do rozpoznawa
nia fosfotyrozyny [3, 20].

Transformujące białko wirusowe pp60v src, ma zna
cznie większą aktywność kinazy tyrozynowej niż jego 
normalny komórkowy analog, białko pp60c src. Porów
nanie budowy tych dwóch białek umożliwiło znalezie
nie mechanizmu regulującego ich aktywność.

W C-końcowym regionie białka pp60c src w pozycji 
527 znajduje się ufosforylowana tyrozyna. Desfos- 
forylacja Tyr 527 zwiększa aktywność kinazową. Biał
ko pp60v src w tej pozycji zawiera fenyloalaninę. Punk
towa mutacja Tyr-Phen uniemożliwiająca fosforylację 
białka w pozycji 527 jest więc przyczyną zwiększonej 
aktywności pp60v src. Wg. ostatnio wysuniętej hipotezy 
działania kinazy pp60c src domena SH-2 wiąże C-koń- 
cowy region tej samej cząsteczki kinazy w miejscu, 
gdzie występuje ufosforylowana Tyr 527 (head to tail 
self association) [3], co przedstawiono na (Ryc. 1). 
Połączenie takie uniemożliwia łączenie kinazy z sub- 
stratem. Reszty Tyr 527 są całkowicie ufosforylowane 
in vivo, co wyjaśnia obniżoną aktywność pp60csrc. 
Kinaza fosforylująca pp60c src, nazywana kinazą c-src, 
została wyizolowana z mózgu płodów szczura. Chara
kteryzuje się ona niezwykle wysoką specyficznością 
—  fosforyluje tylko Tyr 527 białka pp60csrc; nie 
fosforyluje innych substratów i innych reszt tyrozyno- 
wych [21]. Kinaza ppóOc src także zawiera Tyr 416, 
która również uczestniczy w regulowaniu aktywności 
cząsteczki. Autofosforylacja Tyr 416, (Tyr 416 jest 
zupełnie zdefosforylowana in vivo) zwiększa aktywność 
kinazy pp60c src [3].

III. Zawartość i lokalizacja białkowych kinaz 
tyrozynowych w płytkach krwi

Dotychczas poznane geny kodujące niereceptorowe 
kinazy tyrozynowe zawarte są w tabeli 1. Kinazy 
tyrozynowe występujące w płytkach krwi należą do

POSTĘPY BIOCHEMII 40 (1 ) ,  1994

Ryc. 1. Schemat ilustrujący aktywację kinazy pp60csrc (wg. C a n t -  
l e y  C.  i ws p .  [3], zmodyfikowano).
W cząsteczce kinazy nieaktywnej (A) Tyr 527 jest ufos
forylowana, co powoduje jej wiązanie z regionem  SH-2 tej 
samej cząsteczki. W kinazie aktywnej (B) defosforylacja Tyr 
527 uniem ożliwia wytwarzanie wewnętrznych kom pleksów 
w cząsteczce kinazy; region SH-2 kinazy jest więc uwolniony 
i może łączyć się z substratem .

białek kodowanych przez geny rodziny src i fa k  
[22-26]. W płytkach krwi stwierdzono obecność na
stępujących ich produktów-pp60csrc, pp60fyn, pp62yes, 
pp61hck, pp54/58lyn, p pl25fak, [7, 25-26]. Zawartość 
kinazy pp60c src w płytkach jest szczególnie wysoka 
i stanowi 0.2-0.4% wszystkich białek płytkowych [7, 
11]. Stężenie pp60c src w płytkach krwi jest prawie takie 
samo jak w limfocytach krwi obwodowej, komórkach 
nerwowych (mózg szczura), fibroblastach mysich 
transformowanych wirusem mięsaka Rausa (Rous sar
coma virus, RSV), ale jest kilkadziesiąt razy wyższe niż 
w mięśniach, nerce, grasicy, erytrocytach i aż 150 razy 
wyższe niż w fibroblastach [11]. Wysoki poziom 
pp60csrc w płytkach krwi odpowiada za dużą ilość 
białek płytkowych zawierających ufosforylowaną ty
rozynę. Stanowią one aż 80% wszystkich ufosforylo- 
wanych białek błony cytoplazmatycznej. Dla porów
nania w fibroblastach i błonach erytrocytarnych białka 
z ufosforylowanymi resztami tyrozynowymi stanowią 
odpowiednio 0.3% i 13% wszystkich fosforylowanych 
białek [7]. Zawartość pozostałych białkowych kinaz 
tyrozynowych w płytkach krwi jest znacznie niższa. 
Kinazy pp60fyn i pp62yes występują w ilościach około  
5-10 razy mniejszych niż pp60c src. Ilość ta jest 20-40 
razy większa niż w fibroblastach [25-27]. Dostępność

Tabela 1.
Przykłady genów kodujących niereceptorow e białkowe kinazy 
tyrozynow e

1. rodzina src src, yes, fgr, fyn, lyn,
lek, hek, blk

2. rodzina fes fer, fes/fps
3. rodzina abl abl, arg
4. rodzina fak fak

O pracow ano  na podstaw ie (22-24)
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i łatwość izolowania płytek krwi oraz duża w nich 
zawartość kinazy pp60csrc umożliwiła wyodrębnienie 
tego enzymu przez F e d e r  i B i s h o p a  [28]. Auto
rzy ci otrzymali 0.5 mg kinazy z 30 koncentratów 
płytkowych (około 3 x 1012 płytek). Wyizolowane biał
ko o masie 60 kDa odznaczało się dużą czystością. 
Pozbawione było nie tylko zawartości innych białek, 
ale również proteolitycznych produktów degradacji 
o masie 47-57 kDa, które nieodłącznie mu towarzyszą 
[29]. Charakterystyka wyizolowanej kinazy podana 
jest w tabeli 2. Porównanie wyizolowanego preparatu 
pp60c src z płytek krwi z kinazami innych komórek jest 
jak dotychczas niemożliwe z powodu różnej czystości 
otrzymanych enzymów oraz stosowania odmiennych 
warunków doświadczalnych [28-30].

Badania lokalizacji pp60c src w płytkach krwi przy

Tabela 2.
C harak terystyka kinazy pp60c src z płytek krwi.

Mcz
szybkość fosforylacji 

enolazy
donory  grupy 
fosforanowej

wym agania
jonow e

60 kD a 25 nM ol P x 
m in “ 1 x  m g “ 1

ATP
G T P

Mg + 2 20 mmol 
Mn + 2 3 mmol

O pracow ano wg. [28]

użyciu przeciwciał wykazały, że występuje ono tuż pod 
powierzchnią błony komórkowej oraz w pobliżu błon 
systemu kanalikowego związanego z powierzchnią 
[31]. Taka lokalizacja doskonale umożliwia pp60c src 
przewodzenie informacji od transbłonowych białek 
receptorowych do wnętrza komórki.

Białko pp 125fak zawiera domenę kinazową, ale w od
różnieniu od białek kodowanych przez geny src, nie 
zawiera domen SH-2 i SH-3 [24]. Lokalizacja tego 
białka oraz jego zawartość w płytkach nie jest jeszcze 
poznana.

IV. Wytwarzanie kompleksów kinaz tyrozy- 
nowych z receptorami błonowymi

Ponieważ aktywacja płytek krwi wywołuje gwał
towny wzrost fosforylacji wielu białek uważa się, że 
kinazy odpowiedzialne za ich fosforylacje są stymulo
wane przez białka receptorowe. Typowym przykładem 
takiej stymulacji jest oddziaływanie pp56lck z recep
torami CD 4 i CD 8 w limfocytach, w wyniku którego 
kinaza tworzy niekowalencyjny kompleks z cytoplaz- 
matyczną domeną receptorów. Przeciwciała wiążące 
się z receptorami wywołują wzrost aktywności kinazo- 
wej pp56lck, co z kolei powoduje fosforylacje tyrozyny 
wielu białek wewnątrzkomórkowych [18-19].

W płytkach krwi kinazy pp60fyn, pp54/58|y" i pp62yes 
łączą się z glikoproteiną IV (GpIV/CD 36) i taki 
kompleks można znaleźć w immunoprecypitatach 
otrzymanych po użyciu przeciwciał dla GpIV [26]. 
Wytwarzanie kompleksów tych kinaz z GpIV sugeru
je, iż pełnią one funkcję w przewodzeniu informacji 
podczas interakcji GpIV z ligandami, którymi naj

prawdopodobniej są kolagen i trombospondyna 
[32-34]. GpIV tworzy kompleksy z tymi samymi 
kinazami w komórkach czerniaka C 32 i komórkach 
erytroleukemicznych [26]. O stabilności kompleksów  
GpIV z kinazami świadczy ich trwałość w buforach 
zawierających jonowe i niejonowe detergenty, a o spe
cyficzności fakt, że inne glikoproteiny płytkowe, np. 
GpIIb-IIIa, których zawartość w błonie przewyższa 
około 4 krotnie GpIV, nie tworzyły podobnych połą
czeń. F e d e r  i B i s h o p  [35] zidentyfikowali cztery 
białka błonowe o masach 32, 50, 92 i 105 kDa, które 
łączyły się ze znakowanymi peptydami pochodzącymi 
z N-końcowego odcinka kinazy pp60c src. Nie podano 
bliższej charakterystyki tych białek oraz nie udowod
niono, że łączą się one z rodzimą cząsteczką kinazy. 
Tak więc, dotychczas wykazano, że z wielu receptorów 
występujących w błonie cytoplazmatycznej, jedynie 
GpIV łączy się z kinazami tyrozynowymi. Cytoplaz- 
matyczna domena GpIV odpowiedzialna za połącze
nie z kinazami nie została dotychczas zidentyfikowana. 
Odcinek C-końcowy łańcucha białkowego GpIV po
siada motyw sekwencji Cys-X-Cys-zasadowy amino- 
kwas-X-zasadowy aminokwas-X-X-Lys, który jest ta
ki sam jak motyw sekwencji receptora CD 4 i CD  
8 w limfocytach. Motyw ten jest odpowiedzialny za 
wiązanie receptora CD 4 i CD 8 z dwiema grupami 
sulfhydrylowymi występującymi w kinazie pp56lck. 
Kinazy płytkowe nie zawierają jednak wolnych grup 
sulfhydrylowych i najprawdopodobniej ich łączenie 
z GpIV nie przebiega zgodnie z mechanizmem opisa
nym dla limfocytów [19, 36],

V. Udział GpIIb-IIIa w fosforylacji tyrozyny 
w białkach

GpIIb-11 la, integryna ot ß jest specyficznym dla 
płytek receptorem, odgrywającym zasadniczą rolę 
podczas adhezji i agregacji [37]. Stężenie GpIIb-IIIa 
w błonie komórkowej wielokrotnie przewyższa zawar
tość innych glikoprotein. Na powierzchni niezaak- 
tywowanych płytek występuje około 40 000 cząsteczek 
GpIIb-IIIa, 10000 cząsteczek GpIV i 1 000 cząsteczek 
GpIa-IIa [38-41], GpIIb-IIIa swoiście wiąże wiele 
ligandów białkowych zawierających sekwencje RGD, 
tj. głównie fibrynogen, a także czynnik von Willebran- 
da (vWF), fibronektynę i witronektynę [42-45], Wiąza
nie fibrynogenu i czynnika vWF z GpIIb-IIIa jest 
niezbędne dla normalnej adhezji i agregacji płytek krwi 
[46-47]. Płytki niezaaktywowane nie wiążą tych bia
łek, pomimo występowania w ich błonie wielu cząs
teczek GpIIb-IIIa. Dopiero po aktywacji płytek trom- 
biną, ADP czy kolagenem wywołane zostają w cząs
teczce GpIIb-IIIa zmiany konformacyjne, które powo
dują udostępnienie miejsc receptorowych dla wspo
mnianych ligandów [43-46, 48]. Mechanizmy odpo
wiedzialne za aktywacje GpIIb-IIIa nie są dokładnie 
poznane. Jednym z nich może być bezpośrednia fos
forylacja cytoplazmatycznej domeny kompleksu
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GpIIb-IIIa. Rzeczywiście wykazano, że podjednostka 
GpIIIa zawiera ufosforylowaną serynę i treoninę po 
aktywacji płytek trombiną i nadtlenkami prostaglan- 
dyn [49], ale bardzo niska wydajność tej reakcji (około 
2-4% cząsteczek ufosforylowanych) i brak zależności 
od przyłączania fibrynogenu z receptorem wskazuje na 
jej znikome znaczenie fizjologiczne [50], Cytoplaz- 
matyczna domena GpIIIa zawiera Tyr w pozycji 747, 
która ze względu na podobne sąsiedztwo aminokwaso- 
we do tego, które otacza reszty Tyr ufosforylowane 
w receptorach EGF i insuliny, może być kandydatem  
do fosforylacji [51-52]. Tyr 747 była ufosforylowana 
po inkubacji wyizolowanej GpIIIa z y-ATP, ale jak 
dotychczas nie wykazano fosforylacji Tyr 747 w całych 
płytkach [49-50]. Doświadczenia z zastosowaniem  
tyrfostiny, inhibitora kinaz tyrozynowych, również nie 
dostarczyły przekonywujących dowodów wskazują
cych na bezpośrednią rolę kinaz w regulowaniu ak
tywacji GpIIb-IIIa [53]. Wyniki doświadczeń wskazu
ją na zależność odwrotną, tj. na regulowanie aktywno
ści kinaz przez GpIIb-IIIa. GpIIb-IIIa reguluje fos- 
forylację tyrozyny w trzech białkach o mcz. 126, 108 
i 100 kDa w płytkach stymulowanych trombiną [13, 
14]. Świadczą o tym następujące dane:
1. Peptydy RDGS i H12 oraz przeciwciała blokujące 

wiązanie łańcuchów a i y fibrynogenu z GpIIb-IIIa 
hamowały fosforylację tych białek,

2. Fosforylacji tych białek nie obserwowano w płyt
kach osób chorych z Trombastenią Glanzmanna, 
charakteryzujących się brakiem lub obniżoną liczbą 
GpIIb-IIIa, oraz w' płytkach, gdzie natywny recep
tor rozdysocjowano za pomocą EDTA.
Aktywacja GpIIb-IIIa i wiązanie fibrynogenu nie są

wystarczające do fosforylacji tych białek, ponieważ nie 
obserwowano jej wtedy, gdy płytki nie agregowały bez 
mieszania w kuwecie agregacyjnej. Tak więc, zależny 
od obecności receptora GpIIb-IIIa kontakt między 
płytkami podczas agregacji, wywołany aktywacją 
GpIIb-IIIa i związaniem fibrynogenu, jest niezbędny 
dla fosforylacji tych trzech białek.

Następnego przykładu udziału GpIIb-IIIa w ak
tywacji białkowych kinaz tyrozynowych dostarczyły 
doświadczenia z komórkami embrionalnymi ludzkich 
nerek (HEK 293). Komórki te po transfekcji cD NA  dla 
podjednostek a ][b i P3 nabierały zdolność przylegania 
do fibrynogenu. Towarzyszyła temu fosforylacja tyro
zyny w białku o masie 125 kDa. Adhezji tych komórek 
do kolagenu, pośredniczonej przez integrynę a 3Pr 
towarzyszyła fosforylacja białka o tej samej masie 
cząsteczkowej [54]. Adhezja płytek krwi do kolagenu 
również była połączona ze specyficzną fosforylacją 
białka o masie 120 kDa [55]. Przypuszcza się, że to 
fosforylowane białko może odpowiadać ostatnio opi
sanej przez S c h a l l e r a  i ws p .  kinazie tyrozynowej 
nazwanej p p l25fak ifocal adhesion kinase) [24].

Adhezji komórek raka nabłonka (human epidermoid 
carcinoma cells, K B  cells), oraz fibroblastów myszy 
i szczura do kolagenu, fibronektyny, lamininy i wit-

ronektyny towarzyszyła fosforylacja kinazy p p l25fak 
[56, 57]. Fosforylacja była zależna od integryn obec
nych na powierzchni tych komórek, a w przypadku 
komórek raka nabłonka głównie integryn zawierają
cych podjednostki a 3 i Pj [58].

Fosforylacja kinazy ppl25fak jest więc specyficzną 
odpowiedzią na sygnał przekazywany przez integryny, 
w tym receptora GpIIb-IIIa, podczas adhezji wielu 
typów komórek do różnych substratów. Fosforylacja 
tej kinazy w płytkach krwi, jak wykazały ostatnio 
badania L i p f e r t a  i ws p .  [59], jest silnie związana 
z aktywacją GpIIb-IIIa tj. z wiązaniem fibrynogenu 
i agregacją płytek.

VI. Mechanizm aktywacji kinaz tyrozyno
wych przez GpIIb-IIIa

Mechanizm aktywacji białkowych kinaz tyrozyno
wych przez integrynę anb i P3 (GpIIb-IIIa) nie jest 
wyjaśniony. Ponieważ nie wykazano bezpośrednio 
połączenia tej integryny z kinazami [13, 25] uważa się, 
że w aktywacji kinaz biorą udział cząsteczki pośred
niczące. Fosforylacja białka o masie 125 kDa, zależna 
od GpIIb-IIIa, uwarunkowana była mobilizacją we
wnątrzkomórkowego wapnia [54]. Jony wapnia są 
z kolei uwalniane przez 1, 4, 5-trifosforan inozytolu 
(IP3), który powstaje dzięki aktywacji fosfolipazy c-y 
(PLC-y) i kinazy PI-3 [60, 61]. Enzymy te są powiąza
ne z cytoszkieletem płytki, a ich zawartość we frakcji 
cytoszkieletu zwiększa się kilkukrotnie po aktywacji 
płytek [62, 63]. Aktywacja płytek wywołuje również 
translokację pp60c src, przypuszczalnego regulatora ak
tywności tych enzymów, do frakcji cytoszkieletu [3, 6, 
63, 64]. W związku z tym, że GpIIb-IIIa wiąże się 
z białkami cytoszkieletu [59, 65] wielu autorów suge
ruje rolę białek systemu cytoszkieletarnego w pośred
niczeniu aktywacji białkowych kinaz tyrozynowych 
[53, 55, 63, 66]. Przemawia za tym również wy
stępowanie na powierzchni wielu komórek podczas ich 
adhezji do różnych substratów tzw. ognisk adhezji 
(ang. focal adhesions), w których gromadzą się integ
ryny, białka cytoszkieletu i skupiska ufosforylowanych 
białek [24, 56].

Zaznaczyć należy, że białka cytoszkieletu nie są 
jedynie miejscem gdzie przebiegają te reakcje, ale biorą 
one aktywny w nich udział. Aktywacja płytek wywołu
je ich reorganizację, a wiele z nich jest substratami 
kinaz białkowych, głównie serynowo-treoninowych 
[67-68].

VII. Identyfikacja substratów białkowych 
kinaz tyrozynowych

Technika zwana „pułapkowaniem kinaz”, wykorzy
stująca stabilność kompleksów kinaz ze swoimi sub
stratami, umożliwia identyfikację substratów wraz 
z kinazami odpowiedzialnymi za ich fosforylację. Te
chnika te polega na immunoprecypitacji całego kom 
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pleksu utworzonego przez kinazę z substratem za 
pomocą przeciwciał dla jednego z białek kompleksu. 
Po raz pierwszy, stosując przeciwciała dla GAP, 
zastosowano ją do wyodrębnienia kompleksu przewo
dzącego informacje podczas działania PD G F na fibro- 
blasty. W skład tego kompleksu wchodzą: receptor 
PDG F, PLC, kinaza PI-3, kinaza Raf-1, seryno- 
wo-treoninowa i białko GAP [2, 6, 69]. Zastosowanie 
przeciwciał przeciwko GAP pozwoliło na wyodręb
nienie kompleksu kinaz wraz z substratami biorącymi 
udział w przewodzeniu informacji podczas stymulacji 
płytek trombiną. W kompleksie tym poza białkiem 
GAP znajdowały się trzy kinazy tyrozynowe pp60fyn, 
pp54/58lyn, pp62yes oraz dwa białka o masach 59 i 68 
kDa. Wszystkie te białka miały ufosforylowaną tyrozy
nę, a obecność w/w kinaz w otrzymanym kompleksie 
sugeruje, że są one odpowiedzialne za ich fosforylacje. 
Inny kompleks, powstający również podczas działania 
trombiny na płytkę, utworzony z kinazy pp60csrc 
i pp54/58lyn z kinazą PI-3 wyizolowano stosując do 
immunoprecypitacji przeciwciała przeciwko kinazom  
tyrozynowym. Kinazy te są najprawdopodobniej od
powiedzialne za regulowanie aktywności kinazy PI-3, 
poprzez jej fosforylację [63, 66, 70]. Znaczną rolę 
w tworzeniu tych kompleksów przypisuje się białkom  
cytoszkieletu.

VIII. Podsumowanie

W pracy tej dokonano przeglądu bieżących wiado
mości dotyczących białkowych kinaz tyrozynowych 
w płytkach krwi. Dane doświadczalne, omówione 
tutaj, wskazują na ogromną rolę kinaz tyrozynowych 
w przewodzeniu informacji w płytkach krwi, umoż
liwiając im odpowiedź na działanie zewnątrzkomór- 
kowych stymulatorów. Bezpośrednia aktywacja kinaz, 
polegająca na ich połączeniu się z receptorem, jest 
odpowiedzialna za przesyłanie informacji od GpIV, 
receptora kolagenu i trombospondyny. Pośrednia ak
tywacja kinaz, nie wymagająca łączenia się kinaz 
z receptorem, ale wymagająca min. białek cytoszkiele
tu jako pośredników pomiędzy receptorem a kinaza
mi, odpowiada za przesyłanie informacji od 
GpIIb-IIIa. Uaktywnione kinazy, działając w sposób  
kaskadowy, wywołują aktywacje wielu enzymów  
i w końcowym efekcie doprowadzają do fizjologicz
nych odpowiedzi płytek, takich jak np. adhezja czy 
agregacja. Pomimo ogromnego postępu badań infor
macje o udziale kinaz tyrozynowych w regulacji funkcji 
płytek są ciągle niepełne. W chwili obecnej większość 
białek zawierających ufosforylowaną tyrozynę określa 
się przez podanie mas cząsteczkowych. Tylko niektóre 
z tych białek zostały zidentyfikowane np. GAP czy 
białka kodowane przez geny src. Tak więc jednym  
z ważnych celów przyszłych badań będzie identyfika
cja substratów kinaz tyrozynowych.
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Receptory integrynowe są to białka odpowiedzialne 
za rozpoznawanie i przyleganie komórek do elemen
tów matriksu zewnątrzkomórkowego oraz oddziały
wanie komórek między sobą. Szczególną cechą recep
torów integrynowych jest to, iż w wyniku aktywacji 
zmienia się odwracalnie ich powinowactwo wiązania 
cząsteczek ligandu. Reagują one wówczas z określo
nymi białkami obecnymi w macierzy zewnątrzkomór- 
kowej, w błonie innych komórek, lub rozpuszczonymi 
w płynach ustrojowych. Dzięki temu, integryny umoż
liwiają swoistą adhezję komórek, ich agregację lub 
ukierunkowaną migrację. Ma to miejsce podczas ta
kich procesów jak embriogeneza, organogeneza, he- 
mostaza, czy też procesów składających się na od
powiedź immunologiczną organizmu.

Badania ostatnich kilku lat wykazały, że integryny 
pośredniczą nie tylko w biernym oddziaływaniu ko
mórek, ale także w przesyłaniu informacji w obu 
kierunkach, tj. ze środowiska zewnętrznego do wnęt
rza komórek (ang. outside-in signalling) oraz z wnętrza 
komórek na zewnątrz (ang. inside-out signalling).

I. Ogólna charakterystyka receptorów integ
rynowych

Cząsteczki receptorów integrynowych są hetero- 
dimerami, utworzonymi z dwóch podjednostek o ma
sie 120-180 kD oraz 90-110 kD, określanych od
powiednio a i p. Do chwili obecnej opisano 14 
podjednostek a oraz 8 (3, które łącząc się mogą tworzyć 
21 odmiennych receptorów. Sekwencja cDNA wszyst
kich podjednostek integrynowych została już ustalona 
(1-6). Znane do tej pory podjednostki a i P wykazują 
odpowiednio 20% i 40% homologii w strukturze 
pierwszorzędowej [1-7]. Szczególnie w podjednost- 
kach P spotyka się długie fragmenty o silnie konser
watywnej sekwencji aminokwasowej. Nazwę recep
torów integrynowych tworzy się zestawiając typy 
podjednostek a i P składające się na cząsteczkę. 
Niektórzy autorzy używają również nazw potocznych 
lub pochodzących z klasyfikacji antygenów różnico
wania komórek (systemu CD, cluster differentiation 
antigens) [4]. I tak np. płytkowy receptor dla fib- 
rynogenu może być opisany jako integryna a nbp3, 
kompleks CD41/CD61, albo najczęściej jako 
GPIIb/IIIa [8]. Podjednostki a w większości tworzą 
kompleks wyłącznie z jednym typem łańcucha p. 
Niektóre z nich, np. av, występują w kompleksie 
z wieloma podjednostkami P (Tab. 1.).

Poszczególne receptory integrynowe mogą rozpo
znawać więcej niż jeden ligand białkowy i odwrotnie 
—  różne białka mogą reagować z kilkoma odmien
nymi integrynami. Prawdopodobnie wynika to stąd, że 
niektóre integryny rozpoznają krótkie sekwencje ami- 
nokwasowe, obecne w cząsteczkach ligandów biał
kowych. I tak, integryny a 5p,, a„bp3, a vpi, avp3, a vp5, 
avp6 rozpoznają sekwencję Arg-Gly-Asp (RGD). Sek- 
wecję tę, jako miejsce wiązania z integrynami, po raz

pierwszy wykryto w fibronektynie [9]. Później okazało 
się, iż występuje ona również w cząsteczkach, wielu 
niespokrewnionych z fibronektyną białek, nie zawsze 
jednak w takiej konfiguracji, aby mogła reagować 
z integrynami [10-17]. Cząsteczki receptorów reagują
ce z sekwencją RGD mają podobną budowę. Przy
puszcza się, że segmenty cząsteczki o szczególnie 
konserwatywnej strukturze pierwszorzędowej po
szczególnych podjednostek tworzą miejsca, które bez
pośrednio uczestniczą w wiązaniu ligandów białko
wych. Integryna anbp3, znana jako płytkowy receptor 
fibrynogenu, reaguje również z sekwencją Lys-Gln- 
-Ala-Gly-Asp-Val (KQAGDV) występują wyłącznie 
w C-końcu łańcucha y fibrynogenu [13]. Ostatnio 
wykazano, że inne receptory integrynowe również 
mogą reagować z krótkimi segmentami peptydowymi, 
np. integryna o^Pj wiąże segment o sekwencji 
Asp-Gly-Glu-Ala (DGEA) występujący w kolagenie 
typu I (14), a4Pj reaguje z Glu-Ile-Leu-Asp-Val (E- 
ILDV) obecną w fibronektynie [1], a integryna axP2 
rozpoznaje Gly-Pro-Arg-Pro (GPRP), tj. sekwencję 
pochodzącą z fibrynogenu [15]. W iadomo także, iż 
integryny reagujące z białkami błonowymi należącymi 
do grupy białek o budowie podobnej do immunog
lobulin, np. z ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, NCAM  lub 
PECAM-1, swoiście rozpoznają jedną z ich domen 
białkowych [16, 17]. Sekwencja rozpoznawanych seg
mentów w tym przypadku nie jest jeszcze poznana.

II. Płytkowy receptor integrynowy

II-l. Budowa płytkowego receptora fibrynogenu

Kompleks glikoprotein płytkowych Ilb/IIIa (anbp3), 
ze względu na duże stężenie oraz funkcję, jaką pełni 
podczas agregacji płytek, jest najwcześniej i najlepiej 
poznanym przedstawicielem receptorów integryno
wych (Ryc. 1).

Otrzymany w mikroskopie elektronowym obraz 
cząsteczki ocnbp3, wbudowanej w dwuwarstwę lipido
wą, przedstawia strukturę globularną o wymiarach 
8x12- 15  nm, utworzoną przez N-końcowe regiony 
skompleksowanych podjednostek a IIb i P3, zakotwiczo
ną w błonie dwiema odnóżkami o długości 12-15 nm [18],

Łańcuch polipeptydowy P3 (GPIIIa) zawiera 762 
reszty aminokwasowe formujące następujące regiony: 
(a) cytoplazmatyczny C-końcowy fragment zbudowa
ny z 41 aminokwasów, (b) hydrofobowy fragment 
transbłonowy, (c) centralny fragment obejmujący oko
ło 25% podjednostki, w którym zlokalizowana jest 
większość wiązań disiarczkowych, oraz (d) N-końcowy  
region tworzący wielką pętlę dzięki powiązaniu most
kiem disiarczkowym z częścią centralną podjednostki 
[19-22].

Podjednostka a IIb utworzona z 1170 reszt amino- 
kwasowych syntetyzowana jest jako pojedynczy łań
cuch, z którego podczas modyfikacji potranslacyjnej 
wycięty zostaje krótki fragment peptydowy [19, 21].

46 POSTĘPY BIOCHEM II 4 0 (1 ) ,  1994http://rcin.org.pl



Tabela 1.
Receptory integrynow e

Integryna* Rozpoznaw ane

a b c Białko Sekwencja

Podrodzina Pi

« i P i C D 49a/C D 29 VLA-1 kolagen, lam inina

a 2 P l C D 49b/C D 29 VLA-2 kolagen, lam inina DGEA

a 3P i C D 49c/C D 29 VLA-3 kolagen, lam inina, fibronektyna RG D

a 4p, C D 49d/C D 29 VLA-4 fibronektyna, VCAM-1 EILD V

a 5P. C D 49e/C D 29 VLA-5 fibronektyna RG D

a óPi CD 49f/C D 29 VLA-6 lam inina

a 7P i lam inina

a 8 P i 7

GCv P i C D 51/C D 29 fibronektyna, w itronektyna RG D

Podrodzina p2

a L P 2 C D I la /C D 18 LFA-1 1CAM-1, ICAM -2

a MP 2 C D I lb /C D 18 Mac-1 ICAM -1, C3b, czynnik X, fibrynogen

a x P 2 C D I lc/C D 18 p 150,95 fibrinogen, C3b G P R P

Podrodzina p3

®llbP3 CD41/CD 61 G P IIb /IIIa fibrynogen, RGD, K.QAGDV
fibronektyna, w itronektyna, RG D
trom bospondyna RG D
czynnik von W illebranda RG D

a v P 3 CD 51/CD 61 fibrinogen, fibronektyna RG D
w itronektyna, trom bospondyna RG D
czynnik von W illebranda RG D
osteopontina, kolagen R G D

Inne

“ 6P4 VLA-6aii lam inina
a v p 5 VNR w itronektyna, fibronektyna R G D

a vp6 fibronektyna RG D

Ct4 P 7 VLA-4a|t fibronektyna, VCAM-1 EILD V

“ ielP? ?

a v P 8 ?

* N azw a integryn podana  zgodnie z osta tn io  przyjętą nom enklatu rą  (a), według klasyfikacji C D  (b) oraz jak o  nazwa zwyczajowa (c)

Ryc. 1. Schem at cząsteczki receptora fibrynogenu anbP3 utworzonej przez kom pleks dwóch podjednostek a  i P (rycina A). N H 2-końcow e 
regiony podjednostek znajdują się we w nętrzu płytki krwi, w C -końcow ym  regionie obu podjednostek zlokalizow ana jest kieszeń 
w iążąca cząsteczkę fibrynogenu. N a rycinie B przedstaw ione jest miejsce wiążące cząsteczkę fibrynogenu utw orzone przez kilka 
fragm entów  peptydow ych podjednostek anb i P3- Dwa fragm enty peptydow e anb 294-314 i P3 109-136 wchodzące w skład tego miejsca 
pochodzą z regionów oddziałujących z jonam i C a 2 + . N a tu ra  czw artego fragm entu budującego miejsce wiążące ligand w cząsteczce 
otnbP3 nie jest jeszcze poznana.
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Tak więc, dojrzałą podjednostkę a nb stanowią dwa 
łańcuchy związane jednym mostkiem disiarczkowym. 
Łańcuch ciężki, o masie 115 kD jest w całości ułożony 
na zewnątrz komórki, podczas gdy łańcuch lekki, 
o masie 22 kD jest zakotwiczony w błonie płytkowej, 
a jego 21 reszt aminokwasowych zanurzonych jest 
w cytoplazmie.

Struktura i funkcja kompleksu a Mbß3 jest ściśle 
uzależniona od obecności jonów Ca2 + . Po zastosowa
niu różnorodnych metod (dializa wyrównawcza, utle
nianie jonów izotopu kobaltu 58Co związanych z rece
ptorem, metoda spektrometryczna) wykazano, że 
anbß3 wiąże z różnym powinowactwem pięć jonów  
Ca2+ [23, 24], Jeden jon reaguje z miejscem o wysokim 
powinowactwie wiązania (Kd =  80 +  30 nM), a cztery 
z miejscami o niskim powinowactwie wiązania 
(Kd =  4 0 + 1 5  pM). Wypełnianie jonem Ca2+ miejsca
0 wysokim powinowactwie wiązania w kompleksie 
a nbß3 ma decydujące znaczenie dla stabilności cząs
teczki. Podjednostki a i ß zawierają odpowiednio 
cztery i dwa segmenty utworzone przez 12 reszt 
aminokwasowych o sekwencji charakterystycznej dla 
pętli “EF hand” wiążącej jony Ca2 + , tj. 
l(X)-3(Y)-5(Z)-7(-Y)-9(-X)-l 1(-Z), w których X, 
Y i Z określają pozycję reszt najczęściej Asp i Glu. 
Budowa pętli wiążących jony Ca2 + w a IIb i ß3 jest tylko 
częściowo zgodna z ogólnym planem miejsc “EF 
hand”, ponieważ nie mają one reszt koordynujących 
jon Ca2 + w pozycji X lub -Z. Ponadto, w troponinie C, 
kalmodulinie oraz innych białkach wiążących jony 
Ca2+ pętle te ograniczone są krótkimi odcinkami 
a-helikalnymi, których brakuje w przypadku a !Ibß3. 
Spektroskopia fluorescencyjna z zastosowaniem jo 
nów terbu (Tb3+) wykazała, że pięć syntetycznych 
peptydów, które odpowiadały 4 segmentom a Mb 
(242-255, 296-309, 364-377,425-438) oraz jednemu z ß3 
(118-131) wiąże jony Ca2 [25].

II-2. Mechanizm oddziaływania płytkowego rece
ptora dla fibrynogenu z Ugandami białkowy
mi i peptydowymi

W cząsteczce integryny a nbß3, po zastosowaniu 
różnorodnych metod chemicznych i biofizycznych 
oraz użyciu bardzo wielu przeciwciał monoklonalnych, 
zidentyfikowano regiony cząsteczki, które tworzą 
miejsce wiążące ligand białkowy. Integryna aIIbß3 

rozpoznaje dwie sekwencje peptydowe, tj. RGD oraz 
KQAGDV. Krótkie peptydy zawierające tę sekwencję 
hamują przyleganie komórek do fibronektyny, a także 
blokują wiązanie fibronektyny, fibrynogenu, czynnika 
von Willebranda oraz witronektyny z płytkami krwi
1 innymi komórkami [10-15]. W dimerycznej cząsteczce 
fibrynogenu sekwencja RGD występuje w czterech 
miejscach, tj. podwójnie w pozycjach 95-97 (RGD-F) 
i 572-574 (RGD-S) łańcucha Aa, a sekwencja 
KQAGDV dwa razy w łańcuchach y w pozycjach 
406-411. Mimo, że tetrapeptydy RGDS i RGDF są

odpowiednio pięć i dziesięć razy silniejszymi inhibito
rami od KQAGDV istnieją dowody na to, że sekwen
cja KQAGDV odgrywa bardzo ważną rolę w od
działywaniu fibrynogenu z płytkami krwi [26, 27], 
Peptyd KQAGDV, chociaż nie występuje w cząstecz
kach fibronektyny, witronektyny oraz czynnika von 
Willebranda, hamuje wiązanie tych białek do ak
tywowanych płytek [28]. Można by sądzić, że RGD  
i KQAGDV oddziałują z tym samym miejscem obec
nym w cząsteczce anbß3 albo też miejsca, do których 
przyłączają się oba peptydy powiązane są allosterycz- 
nie (Ryc. 1).

W celu identyfikacji miejsc integryny a nbß3, które 
wiążą peptydowe ligandy, płytki preinkubowano z pe- 
ptydami G RGDSPKY lub HHLGGAKQAGDV zna
kowanymi izotopem jodu (125J). Peptydy związane 
z receptorem sprzęgano następnie kowalencyjnie z czą
steczką a nbß3 przy pomocy odczynników „spinają
cych”, np. DMS. Te ostatnie, ze względu na obecność 
dwóch aktywnych grup reagujących z resztami N H 2, 
tworzą mostki wiążące kowalencyjnie peptyd wów
czas, gdy tworzy on kompleks z receptorem. Po 
wyodrębnieniu integryny anbß3 z tak potraktowanych 
płytek krwi i jej hydrolizie enzymatycznej, identyfiko
wano fragmenty receptora zawierające peptyd znako
wany izotopem jodu. Ligand peptydowy z sekwencją 
RGD wykryto przede wszystkim w podjednostce ß3, 
kowalencyjnie związany z fragmentem 109-171, praw
dopodobnie z resztą Lys w pozycji 125 [30]. W podob
nych badaniach integryny a vß3, wyodrębniono frag
ment ß3 65-220 zawierający związany kowalencyjnie 
peptyd ze sekwencją RGD [31]. Udział fragmentu 
109-171 podjednostki ß3 w budowie miejsca wiążącego 
ligand peptydowy potwierdzają także następujące ob
serwacje: (a) stężenie integryny a 1Ibß3 w płytkach krwi 
chorych z trombastenią Glanzmanna typu CAM jest 
prawie normalne, a mimo to płytki nie wiążą fib
rynogenu i innych białek oddziałujących z tym recep
torem. Takie płytki nie agregują [32]. U chorych 
z trombastenią, analiza sekwencji cD N A  kodującego 
podjednostkę ß3, wykazała obecność mutacji punk
towej. W pozycji 119 reszta Asp zastąpiona została 
w nieaktywnym receptorze resztą Tyr; (b) mutanty 
receptora a nbß3 otrzymane w komórkach CHO meto
dą rekombinacji, w których reszta A sp119 podstawio
na została innymi aminokwasami, utraciły zdolność 
wiązania peptydu RGD [29]; (c) przeciwciała mono- 
klonalne rozpoznające epitopy zlokalizowane w tym 
regionie podjednostki ß3 hamowały wiązanie peptydu 
RGD i fibrynogenu z płytkami [33-35]; (d) syntetyczny 
fragment ß3 118-131 tworzy kompleks stechiometrycz- 
ny 1:1 z peptydami zawierającymi sekwencję RGD  
(GRGDSP, RGDF), opisany stałą K D równą 75pM. 
Kompleks taki można wykryć za pomocą spektromet
rii masowej [36]; (e) warunkiem oddziaływania regio
nu ß3 118-131 z cząsteczką ligandu jest związanie przez 
ten region jonów Ca2 + . Po zastosowaniu spektromet
rii fluorescencyjnej opartej na pomiarze przepływu
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energii z reszt aromatycznych peptydu P3 118-131 do 
jonów Tb3 + wykazano, że peptyd ten wiąże jony Ca2 + . 
Oddziaływanie to ulega wielokrotnemu osłabieniu 
wówczas, gdy Asp119 zastąpiona zostaje resztą Ala [25].

W podjednostce P3, po zastosowaniu w badaniach 
wielu krótkich peptydów syntetycznych składających 
się na sekwencję 1/3 łańcucha podjednostki, wykryto 
jeszcze jeden region oddziałujący z ligandem [37]. 
Stwierdzono, że zwłaszcza dwa peptydy 204-222 oraz 
211-229 silnie hamowały wiązanie fibrynogenu z integ- 
ryną anbp3. Peptyd 211-222 nie tylko hamował wiąza
nie fibrynogenu i pozostałych białek adhezywnych 
z integryną anbp3 ale i wiązał się z fibrynogenem, 
a swoiste przeciwciała dla tego peptydu hamowały 
agregację płytek.

Powierzchnia miejsca wiążącego cząsteczkę fibryno
genu w integrynie aiIbp3 utworzona jest również przez 
reszty aminokwasowe innych segmentów podjedno
stki a nb. Jednym z nich jest region 296-306, z którym 
wiąże się peptyd HHLG G AK Q AG DV znakowany 
izotopem jodu 125J [38], Fragment peptydowy a llb 
296-306 ma kilka charakterystycznych właściwości 
wskazujących na to, że uczestniczy on w oddziaływa
niu z fibrynogenem: (a) syntetyczny peptyd a nb 296-306 
bezpośrednio wiąże się z fibrynogenem i hamuje jego 
wiązanie z integryną a I)bp3, a także agregację płytek 
krwi [40]. Aktywność hamująca tego peptydu znika po 
podstawieniu reszty Asp302 przez Glu; (b) przeciwciało 
dla peptydu a IIb 296-306 hamuje oddziaływanie fib
rynogenu zarówno z tym peptydem, jak i z integryną 
ocnhfb i z płytkami krwi; (c) zawiera typowy motyw 
aminokwasowy “EF hand” białek wiążących jony 
Ca2+ i wiąże jony metali; (d) w pozycji 302-304 ma 
segment z sekwencją DGR, tj. odwróconą RGD. 
Oligopeptydy z tą sekwencją hamują adhezję kom ó
rek; (e) w jego pobliżu znajduje się segment o sekwencji 
GAPL (reszty 309-312), który jest hydrofobowo kom
plementarny do sekwencji RDGS [39].

Niektóre z wymienionych regionów zgodnie z teorią 
hydrofobowości, są predysponowane do łączenia się 
w kompleksy z peptydami zawierającymi sekwencję 
RGD i K Q AG D [41]. Według tej teorii, reszty amino
kwasowe kodowane przez komplementarne nici 
cD N A  mają właściwości tworzenia kompleksów ze 
sobą. Na podstawie analizy sekwencji DN A przewi
dziano, które z fragmentów cząsteczki anb(33 mogą 
oddziaływać z peptydami RGD i KQAGDV [42-44]. 
Udział wykrytych w ten sposób sekwencji peptydo- 
wych w oddziaływaniu receptorów integrynowych 
z ligandami białkowymi potwierdzono eksperymen
talnie: (a) syntetyczny peptyd NLG T o komplementar
nej hydrofobowości do sekwencji RGDS obecnej w fib- 
ronektynie hamuje adhezję komórek do fibronektyny 
i agregację płytek krwi, a przeciwciała antypeptydowe 
reagują z podjednostką pj receptora fibronektyny 
a 5Pt oraz P3 receptora fibrynogenu a nbp3 [39]; (b) 
syntetyczne peptydy APLRV i GAPL, tj. fragmenty 
peptydu GAPLRY o sekwencji komplementarnej hyd-

rofobowo do segmentu PRGDSQ, który występuje 
w cząsteczce czynnika von Willebranda, hamują agre
gację płytek, retrakcję skrzepu i przyłączają się bezpo
średnio do fibrynogenu [39]. Segmenty o sekwencji 
hydrofobowo komplementarnej do peptydów zawiera
jących reszty RGD występują w regionach 128-132, 
129-133 i 109-113 podjednostki P3, a także w 309-314 
podjednostki a nb. We wszystkich przypadkach zlokali
zowane są w pobliżu reszt aminokwasowych, których 
oddziaływanie z sekwencją RGD wykazano również 
za pomocą innych metod.

Wykrycie kilku fragmentów peptydowych integryny 
a nbp3, które hamują funkcję receptora przemawia za 
obecnością w cząsteczce receptora więcej niż jednego 
obszaru kontaktującego się z ligandem. W świetle 
różnych obserwacji mało prawdopodobny jest model, 
według którego tylko jeden z opisanych regionów  
cząsteczki receptora jest aktywny, a pozostałe są 
zamaskowane w natywnej cząsteczce a 1Ibß3. Duża 
powierzchnia obszarów kontaktujących się w kom
pleksie receptora z ligandem jest typowa dla od
działywań o wysokim powinowactwie [45]. Taka 
złożona struktura miejsca wiążącego cząsteczkę ligan- 
du w anbß3 tłumaczy dlaczego powinowactwo wiąza
nia całej cząsteczki białkowej jest 30-100 razy wyższe 
od tego, które charakteryzuje oddziaływanie receptora 
z krótkimi fragmentami peptydowymi zawierającymi 
sekwencję RGD lub KQAGDV.

Na podstawie dotychczasowych badań można 
wskazać trzy regiony a nbß3, które biorą udział w od
działywaniu z cząsteczką ligandu. Są to: (1) a Mb 
294-314, (2) ß3 109-136, oraz (3) ß3 212-222. Pierwszy 
z tych regionów preferencyjnie reaguje z sekwencją 
KQAGDV, drugi z RGD, a ostatni z nich z nieopisaną 
jeszcze sekwencją fibrynogenu. Peptydy RGD  
i KQAGDV wzajemnie hamują swoje wiązanie z integ
ryną anbß3. Jedna z teorii tłumaczy to tym, iż oba 
peptydy przyjmują podobną konformację i dzięki 
temu możliwa jest ich krzyżowa reakcja z obu miejs
cami receptora. Zgodnie z drugą, związanie jednego 
z peptydów z a nbß3 wywołuje zmiany konformacyjne 
receptora, które wykluczają przyłączenie drugiego 
peptydu.

Można sądzić, iż oprócz głównych miejsc kontaktu 
w cząsteczce aiIbß3 występuje jeszcze wiele innych, 
o niższym powinowactwie wiązania. Wynika to z ana
lizy struktury i specyficzności receptorowej poszcze
gólnych integryn. Dotychczas opisane miejsca po
chodzą z regionów podjednostek a i ß, które charak
teryzują się niewielką zmiennością ewolucyjną i wy
stępują prawie w tej samej postaci w większości 
podjednostek. Mimo to, receptory utworzone z dime- 
rów różnych podjednostek a i ß, wybiórczo rozpoznają 
ligandy białkowe. W poszczególnych integrynach mu
szą więc istnieć regiony odpowiedzialne za taką specy
ficzność rozpoznawania. Po dysocjacji heterodimeru 
aß zanika aktywność receptorowa i żadna z podjedno
stek indywidualnie nie reaguje z ligandem. Wynika
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stąd wniosek, iż miejsca oddziałujące z RGD lub 
KQAGDV utworzone są wyłącznie przez kompleks 
ocnbi33 występujący we właściwej konformacji. W od
powiednim układzie eksperymentalnym można wyka
zać, że wiązanie ligandu z receptorem integrynowym  
zachodzi fazowo. Początkowo luźno związany z recep
torem integrynowym ligand tworzy z czasem nie
odwracalny, stabilny kompleks.

II-3. Aktywacja płytkowego receptora fibrynoge
nu

Liczba cząsteczek integryny a MbP3 w błonie płyt
kowej nie zmienia się po aktywacji płytek krwi wywo
łanej trombiną, ADP lub kolagenem. Zmienia się 
natomiast ich stan. Cząsteczki te przechodzą w postać 
czynną, tj. nabierają zdolności wiązania fibrynogenu 
i innych ligandów białkowych. Istotną rolę w regulacji 
aktywności receptorowej integryny a nt>P3 odgrywają 
fragmenty cytoplazmatyczne obu podjednostek. D o
wodów na to dostarczyły badania, w których za
stosowano mutanty cząsteczek receptorów integryno- 
wych. Okazało się, że zdolność do wiązania ligandu 
przez poszczególne receptory jest regulowana oddzia
ływaniem ich domen cytoplazmatycznych z białkami 
wewnątrzkomórkowymi oraz z elementami cytoszkie
letu. Wszystkie podjednostki (3 mają podobne domeny 
cytoplazmatyczne podczas gdy poszczególne podjed
nostki a zawierają bardzo różnorodne domeny we
wnątrzkomórkowe. Obserwacje w mikroskopie świetl
nym i elektronowym wykazały, że receptory integ- 
rynowe mają ograniczoną ruchliwość w ogniskach 
kontaktowych (ang. focal contacts), tj. w obszarach 
błony komórkowej, poprzez które komórki przylegają 
do siebie lub podłoża. Wykazano, że fragmenty po
chodzące z cytoplazmatycznych domen podjednostek 
P oddziałują z takimi białkami jak talina lub a-aktyni- 
na [46]. Podjednostka pozbawiona domeny cyto- 
plazmatycznej nie gromadzi się w ogniskach kontak
towych [47]. Receptory reagujące z tym samym ligan- 
dem w różnym stopniu oddziałują z cytoszkieletem, np. 
receptory fibronektyny gromadzą się w ognis
kach kontaktowych, a oCjPi nie tworzą takich skupisk
[48]. Podobnie receptory witronektyny avP3 występu
ją w ogniskach, a avP5 w nich nie występują [49]. 
Oznacza to, że różne integryny po utworzeniu kom
pleksu z tym samym ligandem białkowym wywołują 
odmienne reakcje w komórkach. Delecja fragmentu 
cytoplazmatycznego aIIb prowadzi do uzyskania zmu
towanej cząsteczki receptora, która jest nieodwracal
nie aktywna [50]. Zamiana cytoplazmatycznej dome
ny ocub na taką, która występuje w a 5, także prowadzi 
do powstania stale aktywnego mutanta. Oznacza to, że 
cytoplazmatyczna domena anb w szczególny sposób  
kontroluje stan zewnątrzkomórkowych regionów czą
steczki, tj. utrzymuje receptor anbP3 w stanie nieczyn
nym. Wpływ podjednostki anb zostaje wyeliminowany 
z chwilą aktywacji płytek krwi. Trudno wyjaśnić w jaki

sposób się to odbywa. Jedną z możliwości jest zmiana 
w strukturze receptora wywołana fosforylacją cząs
teczki integryny aIlbP3 lub białek z nią powiązanych. 
Integryna ocnbP3 w niewielkim stopniu ulega fosforyla
cji, dlatego przypuszcza się, że wywołana w ten sposób 
modyfikacja cząsteczki receptora nie ma wpływu na 
jego funkcję [51, 52].

Proces aktywacji płytek wiąże się z przesłaniem 
informacji do wnętrza komórki przy pomocy przenoś
ników biologicznych, powstałych podczas metaboli
zmu fosfatydyloinozytolu i kwasu arachidonowego, 
a także pośredniczony jest wzrostem wewnątrzkomór
kowego steżenia jonów Ca2+ i zmianą pH [52]. 
Towarzyszy temu także aktywacja kilku białek G i ki
naz białkowych. Nie wiadomo jednak, czy wymienione 
szlaki przypływu informacji są powiązane z aktywacją 
anbP3- Zmiana stężenia ww przekaźników w komór
kach eukariotycznych, do których wprowadzono me
todami inżynierii genetycznej integrynę anbP3, nie 
aktywuje tego receptora [53]. O złożoności mechani
zmu aktywacji anbP3 świadczy też fakt, że różne ilości 
aktywnych kompleksów receptora pojawiają się na 
powierzchni płytek krwi w zależności od tego jak silny 
czynnik wywołuje agregację płytek krwi. W wyniku 
działania trombiny na powierzchni płytek pojawia się 
prawie 50% więcej aktywnych receptorów niż pod 
wpływem ADP [54].

W badaniach mechanizmu aktywacji cząsteczki 
ocnbP3 powszchnie używane są przeciwciała monoklo- 
nalne, które rozpoznają epitopy specyficzne dla po
szczególnych stanów kompleksu anbp3, tj. reagujące 
wyłącznie z postacią aktywną lub nieczynną receptora, 
albo też z poszczególnymi podjednostkami. Niezwykle 
pomocne okazały się przeciwciała monoklonalne re
agujące z epitopem zlokalizowanym w miejscu przyłą
czania fibrynogenu. Blokują one wiązanie tego białka, 
a ich wiązanie z płytkami jest hamowane przez fib- 
rynogen i jego aktywne fragmenty peptydowe. Prze
ciwciała monoklonalne np. PAC-1, ze względu na 
wyższe powinowactwo wiązania i szybszą kinetykę 
przyłączania, umożliwiają badania aktywacji recep
tora przy użyciu cytometru przepływowego.

Przejście integryny anbP3 w stan aktywny obserwuje 
się nie tylko podczas aktywacji płytek czynnikami 
agregującymi, ale można wywołać je też w inny sposób, 
np. (a) rozbiciem ciągłości błony komórkowej [51]; (b) 
adsorpcją wyodrębnionego kompleksu na powierzch
ni plastikowej [37]; (c) przyłączeniem pewnych prze
ciwciał monoklonalnych [50-58]; (d) związaniem pep- 
tydu zawierającego sekwencję RGD lub KQAGDV  
[59]. Oba peptydy zachowują się więc nie tylko jako 
ligandy, ale również jako aktywatory integryny otubfb. 
Peptydy te wiążą się z receptorem będącym w stanie 
nieczynnym i wywołują zmianę konformacyjną w cząs
teczce kompleksu anbP3 typową dla receptora w stanie 
aktywnym. Now y stan cząsteczki charakteryzuje się 
względną stabilnością. Po oddysocjowaniu ligandu 
peptydowego receptor pozostaje przez krótki czas
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w stanie aktywnym i powraca do stanu nieczynnego.
Niektóre przeciwciała monoklonalne otrzymane dla 

kompleksu a nbP3 z peptydem G RG DSP, selektywnie 
rozróżniają epitopy pojawiające się w cząsteczce ak
tywnego receptora [58]. Przeciwciała te, określane 
anty-LIBS (ang. Ugand induced binding site), można 
podzielić na trzy grupy: (a) przeciwciała hamujące 
agregację płytek krwi, (b) przeciwciała aktywujące 
agregację oraz (c) przeciwciała, których związanie 
z receptorem nie wpływa na funkcję płytek. W przypa
dku dwóch przeciwciał aktywujących, tj. anty-LIBS-1 
i anty-LIBS-2, zlokalizowano rozpoznawane przez nie 
epitopy w regionie (33 600-700. Oznacza to, że związa
nie małych ligandów peptydowych z „kieszenią wiążą
cą” receptora pobudza zmiany konformacyjne w regio
nie podjednostki (33, odległym o kilkaset reszt amino- 
kwasowych od miejsca wiązania. Można też sądzić, że 
przyłączenie przeciwciał do regionu 600-700 podjed
nostki P3 wywołuje przejście konformacyjne receptora 
do stanu, typowego dla jego aktywnej postaci.

III. Sygnały wewnątrzkomórkowe a aktywa
cja integryn

ZMIANY KONFORMACYJNE 
CZĄSTECZKI1NTEGRYNY

SYGNAŁY Z WNĘTRZA

AKTYWACJA auJ3,
- p łytk i krwi

AKTYWACJA INTEGRYN 0 2
- m on o cy ty
- n eu tro file
- l im fo c y ty

AKTYWACJA INTEGRYN /3,
- lim fo c y ty

INAKTYWACJA a,/?,
- keratynocyty
- m itoza

SYGNAŁY Z ZEWNĄTR Z

FOSFORYLACJA TYROZYNOWA
- płytki
- fibrob lasty

ALKALIZACJA CYTOPLAZMY
- p łytki
- fibrob lasty
- kom órk i śródb łonka
- lim fo c y ty

AKTYWACJA LIMFOCYTÓW

AKTYWACJA SEKRECJI
- m on ocyty
- n eu tro file
- fibroblasty

RÓŻNICOWANIE KOMOREK
- m iob lasty
- K eratynocyty

Ryc. 2. Zm iany wywoływane w kom órkach w wyniku sygnałów 
przesyłanych za pośrednictwem  integryn ze środow iska 
zewnętrznego do kom órek oraz z w nętrza kom órek na 
zewnątrz.

III-l. Aktywacja integryn pod wpływem sygnałów 
przesyłanych z wnętrza komórek (inside-out 
signalling)

Wiele obserwacji wskazuje na to, że podwyższenie 
powinowactwa integryny a nbp3 do cząsteczek ligandu 
białkowego odbywa się dzięki sygnałom przesyłanym 
z wnętrza komórki (Ryc. 2.). Aktywacja receptora, 
która zachodzi w wyniku zmian konformacyjnych 
indukowanych wzdłuż łańcucha a i P, prawdopodob
nie prowadzi do odsłonięcia lub utworzenia kieszeni 
wiążącej ligand. W płytkach krwi i leukocytach, ak
tywacja większości receptorów, np. anbp3, ocmP2, OC1P2, 
a4p,, a 5p, i a6Pi, nie wiąże się ze zmianą ich stężenia 
w błonie komórkowej [60-62]. Tylko niektóre integry
ny z podrodziny Pl5 np. otjPj i w limfocytach T, 
występują w błonie komórkowej w znacznie podwyż
szonych ilościach po aktywacji komórek antygenem  
lub estrami forbolu [63].

Aktywne receptory integrynowe po pewnym czasie 
„zamykają się”, tj. powracają do wyjściowego stanu 
nieczynnego. Oprócz płytkowej integryny a nbp3 zaob
serwowano to także w przypadku integryny Ten 
ostatni receptor, podczas rozwoju keratynocytów oraz 
komórek chłoniaka złośliwego, traci zdolność reago
wania z fibronektyną [64]. Równocześnie z utratą 
aktywności receptorowej a 5Pt obserwowano zahamo
wanie fosforylacji receptora. Powiązanie fosforylacji 
integryn Pj z ich inaktywacją także w komórkach 
transformowanych wirusem wywołującym zmianę 
w budowie pp60src. Zmutowana kinaza pp60src traci 
zdolność fosforylowania pojednostki Pi a transfor
mowane komórki nie przylegają do fibronektyny [65]. 
Również w komórkach podlegających podziałowi mi-

totycznemu, jedna z reszt serynowych receptora 
ulega fosforylacji i takie komórki także tracą zdolność 
przylegania do fibronektyny. Powyższe przykłady wy
kazują, że regulacja aktywności receptorów integryno- 
wych, może być pod kontrolą procesów zachodzących 
we wnętrzu komórki, w tym także oddziaływaniem  
domen cytoplazmatycznych receptora z elementami 
cytoszkieletu lub innymi białkami komórkowymi.

III-2. Przesyłanie sygnału do wnętrza komórek za 
pośrednictwem integryn (outside-in signal
ling)

Integryny mogą przesyłać informację również do 
wnętrza komórki wpływając na wewnątrzkomórkowe 
stężenie jonów Ca2+, zmianę cytoplazmatycznego pH, 
przemianę inozytolową oraz fosforylację białek kom ó
rkowych.

W płytkach krwi aktywowanych trombiną lub ADP  
zachodzi fosforylacja reszt tyrozynowych niektórych 
białek płytkowych, ale tylko wówczas, gdy integryna 
otiIbp3 skompleksowana jest z fibrynogenem [66]. Wy
mienione czynniki akty wujące płytki rozpoznawane są 
przez ten sam typ receptora, który wyróżnia się 
obecnością siedmiu transbłonowych segmentów, cha
rakterystycznych dla receptorów oddziałujących z bia
łkami G. Przy braku ocnbp3, np. w płytkach trombas- 
tenicznych, lub po zahamowaniu wiązania fibrynoge
nu przez przyłączenie do kompleksu przeciwciał lub 
peptydów, mimo aktywacji płytek w/w czynnikami, 
zahamowana jest również fosforylacja reszt tyrozyno
wych.

W płytkach krwi tylko glikoproteina IV (GPIV) 
występuje w kompleksie z kinazami tyrozynowymi,
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należącymi do rodziny src [68, 69]. GPIV jest nieinteg- 
rynowym receptorem trombospondyny, a prawdopo
dobnie również kolagenu. Wiadomo, że trombospon- 
dyna i fibrynogen oddziałują ze sobą swoiście i tworzą 
kompleksy także podczas agregacji płytek. Reakcja 
między tymi białkami może więc ułatwiać występowa
nie w kompleksie ich receptorów, tj. a IIbp3, GPIV, a być 
może i a ^ .  Ta ostatnia integryna reaguje z kolage
nem i bierze udział w adhezji i agregacji płytek krwi. 
Można sądzić więc, że wszystkie te receptory współ
działają z receptorami aktywatorów płytkowych 
w przesyłaniu sygnału do wnętrza płytek.

Białka błony komórkowej z ufosforylowanymi tyro
zynami skupiają się głównie w strefach, w których 
komórki kontaktują się ze sobą lub z podłożem. 
Rozpoznawanie fosforylowanych przez kinazy białek 
zawierających domenę SH2 (src homology 2) umoż
liwia tworzenie swoistych kompleksów białek struk
turalnych i regulatorowych z elementami cytoszkieletu 
w ogniskach kontaktowych [70].

Adhezja fibroblastów, komórek śródbłonka oraz 
limfocytów do fibronektyny, a także rozpostarcie 
komórek wywołuje zmiany we wnętrzu komórki po
dobne do tych, które indukowane są przez substancje 
wzrostowe lub onkogeny [71]. Obserwuje się wów
czas, oprócz zmian stężenia wewnątrzkomórkowego 
jonów Ca2 + i podwyższenia cytoplazmatycznnego pH, 
fosforylację różnych białek. Pozwala to przypuszczać, 
że w wielu komórkach po związaniu ligandów biał
kowych, integryny działają synergistycznie z recep
torami aktywatorów komórkowych i wzmacniają 
przesyłany sygnał do wnętrza komórki.

Zgodnie z tym poglądem sygnał stymulujący prolife
rację komórek, wysyłany do wnętrza po związaniu 
receptora limfocytu T z białkiem CD3, w wyniku 
przyłączenia ligandu białkowego do integryn 
a 4p!, a 6Px i ulega wzmocnieniu [72, 73], W iado
mo też, że przyłączenie fibronektyny do a 5Pj indukuje 
czynnik AP-1 niezbędny do transkrypcji interleukiny 
2. Z kolei integryna avP3 bierze udział w przesyłaniu 
sygnału stymulującego syntezę interleukiny 4 w ko
mórkach yT. Dowodzi to, że adhezja komórek do 
elementów matriksu zewnątrzkomórkowego wywiera 
istotny wpływ na aktywację limfocytów T oraz, że 
odbywa się to za pośrednictwem integryn.

Przyleganie monocytów do składników matriksu 
zewnątrzkomórkowego indukuje geny kodujące me
diatory stanu zapalnego [74]. Adhezja neutrofili po- 
średniczona integrynami P2 jest bodźcem współdziała
jącym z cytokinami podczas wybuchu tlenowego (ang. 
respiratory burst) [75]. Taka adhezja pobudza również 
ruchliwość komórek oraz przemieszczanie jonów  
Ca2+ w cytoplazmie [76].

Nieznany jest mechanizm uczynniania integryn pod 
wpływem sygnałów przekazywanych z wnętrza ko
mórki. Integryny nie mają wewnętrznej aktywności 
kinaz tyrozynowych, a także brak dowodów na to, aby 
swoiście tworzyły kompleksy z rozpuszczalnymi kina

zami lub innymi białkami sygnalnymi. Mechanizm ten 
poznany jest dla receptorów z domenami SH2, np. dla 
receptorów czynników wzrostu. Po związaniu cząs
teczek czynnika wzrostu, receptory tworzą kompleksy 
dwu- lub więcej-cząsteczkowe i wzajemnie fosforylują 
odpowiednie swoje reszty tyrozynowe. Dzięki temu 
następuje dalsza aktywacja kinaz i fosforylacja kolej
nych substratów białkowych. Można sądzić, że mecha
nizm przekazywania sygnału przez integryny uwzględ
nia, po agregacji kilku cząsteczek receptorów, także 
utworzenie miejsc wiążących z wysokim powinowact
wem rozpuszczalne kinazy tyrozynowe, wzajemnie 
aktywujące się w wyniku fosforylacji. Jak do tej pory, 
brakuje dowodów potwierdzających ten model.

Z powyższych przykładów wynika, że integryny 
biorą udział w przesyłaniu sygnału w obu kierunkach, 
oraz, że skompleksowanie ligandu białkowego lub 
przeciwciała przez odpowiednie receptory integryno- 
we może modulować ekspresję genową oraz proces 
różnicowania komórek.

IV. Regulacja powinowactwa i specyficzności 
wiązania ligandu przez inne integryny

Komórki regulują swoje właściwości adhezyjne, 
dzięki selektywnej ekspresji poszczególnych recepto
rów integrynowych na powierzchni błony, a także 
modulacji ich powinowactwa wiązania ligandu biał
kowego. Poszczególne integryny mają wyraźnie za
znaczoną swoistość wytwarzania kompleksów z okreś
lonymi białkami. W przypadku niektórych receptorów 
swoistość ta ujawnia się w różnym stopniu w zależno
ści od typu komórki. Przykładem może być receptor 
kolagenu w płytkach krwi — a 2Pl5 który w innych 
komórkach dodatkowo rozpoznaje lamininę [77], 
Może to wynikać z bardzo niewielkiej różnicy struk
turalnej, np. spowodowanej punktową mutacją cząs
teczki oc2P1. Za innym mechanizmem przemawiają 
obserwacje, według których integryny po wyodręb
nieniu z komórek mają odmienną specyficzność ligan- 
dową w zależności od rodzaju lipidów lub jonów  
metali występujących w środowisku [78],

Zmienność specyficzności i powinowactwa wiązania 
cząsteczek ligandu jest najistotniejszą cechą wszyst
kich integryn, przy czym mechanizm tej zmienności 
jest najlepiej poznany w przypadku płytkowej integ
ryny a IIbP3 oraz integryn z podjednostką P2, obecnych 
w neutrofilach, monocytach i limfocytach. Integryny te 
występują w stanie nieczynnym, a ich aktywność 
receptorowa ujawnia się dopiero po aktywacji kom ó
rki. Zachodzą wówczas zmiany konformacyjne w cząs
teczce integryn, które można rejestrować przy pomocy 
przeciwciał monoklonalnych. Podobnie jak w przypa
dku integryny a IIbP3, przeciwciała aktywują lub rozpo
znają tylko aktywną postać integryny a,(32 [79].

Szczególną właściwością receptorów integrynowych 
jest to, że ich funkcja może być regulowana sygnałami, 
tak ze środowiska zewnętrznego, jak i z wnętrza
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komórki. Przykładem jest receptor ocM[32, który ulega 
aktywacji w monocytach pod wpływem estrów forbolu 
[80] albo też w wyniku przylegania komórek do 
fibronektyny [81]. Mechanizm działania receptorów 
rodziny P2 najlepiej poznany jest w przypadku granu- 
locytów i limfocytów. Integryny rodziny P2 odgrywają 
niezwykle istotną rolę podczas pozanaczyniowej mig
racji komórek. Przy ich braku, leukocyty nie przylega
ją do śródbłonka, co jest przyczyną choroby dziedzicz
nej LAD (ang. Leukocyte Adhesion Deficiency). W nor
malnie przebiegającym procesie migracji leukocytów  
z krążenia, w pierwszej fazie komórki te toczą się po 
śródbłonku dzięki oddziaływaniu selektyn, tj. recep
torów, których ekspresja na powierzchni komórek 
śródbłonka pojawia się w stanach zapalnych [82, 83]. 
Luźny kontakt leukocytów z powierzchnią śródbłonka 
pośredniczony selektynami nie wystarcza do adhezji. 
W tym celu niezbędna jest aktywacja leukocytów  
i uaktywnienie integryn, np. różnymi mediatorami 
procesu zapalnego — czynnikiem nekrotycznym 
(TNF), C5a, czynnikiem aktywującym płytki (PAF) 
lub tripeptydem fMet-Leu-Phe. Niedawno opisano 
mediator lipidowy, wyodrębniony ze stymulowanych 
neutrofili, który aktywował integryny a M(32 oraz 
a,(32,nie tylko obecne w błonie komórek, ale także po 
ich wyodrębnieniu [78]. Wiadomo, że specyficzność 
działania receptorów rodziny (32 zależy od składu 
lipidowego liposomów, w które są wbudowane.

Integryny z podjednostką [32 pełnią także istotną 
funkcję podczas reakcji limfocytów T z komórkami 
prezentującymi antygen. Za specyficzność takiego od
działywania odpowiedzialne są receptory T, które 
rozpoznają peptydy skompleksowane z cząsteczkami 
głównego kompleksu zgodności tkankowej. Adhezja 
limfocytów odbywa się wtedy za pośrednictwem integ
ryny 01,(32, która wiąże się z ICAM-1 [1].

W odróżnieniu od integryny a !Ib(33, która po syntezie 
w komórkach heterologicznych w celu wiązania ligan- 
du wymaga aktywacji, receptor a,(32 syntetyzowany 
w tych samych warunkach jest akty wny. Po transfekcji 
tego receptora do linii komórek iimfoblastycznych 
charakteryzujących się niedoborem podrodziny (32, 
typowym dla wrodzonego zespołu LAD, pojawia się 
ekspresja receptora a,[32. W celu wiązania ligandu 
(ICAM-1), receptor ten wymaga aktywacji komórek 
estrami forbolu. Po usunięciu metodą rekombinacyjną 
domeny cytoplazmatycznej i podjednostki (32, receptor 
traci aktywność, którą można było odtworzyć przy
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udziale przeciwciała monoklonalnego NKI-L16 lub 
po aktywacji komórek estrami forbolu. W monocytach 
i neutrofilach, cytoplazmatyczna domena |32 ulega 
fosforylacji, ale nie wiadomo, czy ma to związek 
z mechanizmem aktywacji receptora.

Uwagi końcowe

Szczególną właściwością integryn jest to, że po 
zaktywowaniu umożliwiają swoistą adhezję komórek. 
Integryny uczestniczą również w przepływie informacji 
w obu kierunkach, tj. ze środowiska zewnętrznego do 
wnętrza komórki oraz w kierunku przeciwnym. W wię
kszości komórek, receptory integrynowe mogą funkc
jonować synergistycznie z receptorami, których działa
nie powiązane jest z systemem białek G lub z recep
torami zawierającymi domeny kinazowe SH2. W przy
padku większości integryn, rozpoznanie swoistych 
ligandów białkowych i utworzenie kompleksu jest 
sygnałem do aktywacji fosfolipaz, przemiany fosfaty- 
dyloinozytolu, alkalizacji wnętrza komórek, wzrostu 
wewnątrzkomórkowego stężenia jonów Ca2+ oraz 
aktywacji białkowej kinazy C. Przypuszcza się, że 
agregacja cząsteczek integryn w błonie, spowodowana 
przyłączeniem wielowartościowych ligandów białko
wych lub przeciwciał, umożliwia aktywację rozpusz
czalnych kinaz tyrozynowych.
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Agryna — budowa i rola w tworzeniu synaps nerwowo- 
mięśniowych

Agrin —  structure and role in neuromuscular junction

A N N A  F I L I P E K *
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Wykaz stosowanych skrótów: ACh — acetylocholina; 
AChR(s) — receptor (y) acetylocholiny.

I. Wstęp —  odkrycie agryny

Poznanie mechanizmów przekazywania informacji 
między komórkami jest od dawna przedmiotem inten
sywnych badań. Dotyczy to zarówno przekazywania 
sygnału pomiędzy komórkami nerwowymi w mózgu, 
jak też pomiędzy neuronami i komórkami mięśnio
wymi. Przesyłanie sygnału związane jest z t ransportem 
wzdłuż aksonu cząsteczek przekaźników, tzw. neuro- 
transmiterów, które są następnie uwalniane na ze
wnątrz z zakończenia komórki nerwowej. Z uwagi na 
fakt, że połączenia między neuronami w mózgu chara
kteryzują się dużą gęstością i różnorodnością, wcześ
niejsze badania skupiały się na lepiej poznanym ukła
dzie, jakim jest połączenie neuronu z komórką mięś
niową. Połączenie to zwane jest synapsą nerwo- 
wo-mięśniową.

Jednym z najwcześniej poznanych związków uczest
niczących w przekazywaniu informacji jest acetylocho
lina (ACh), syntetyzowana i wydzielana m.in. przez 
neuron ruchowy. Acetylocholina, po związaniu się 
z receptorem acetylocholiny (AChR) w błonie komórki 
mięśniowej, wywołuje kaskadę reakcji prowadzących 
do skurczu mięśnia. Receptor acetylocholiny jest pen
tamerem zbudowanym z dwóch podjednostek a oraz 
polipeptydów ßy8. W błonie nieunerwionych włókien 
tzn. włókien mięśniowych zarodka lub w błonie odner- 
wionych włókien dojrzałego mięśnia, receptory acety
locholiny przemieszczają się swobodnie i rozmiesz
czają w błonie równomiernie. W kilka godzin po 
wytworzeniu synapsy nerwowo-mięśniowej, receptory 
acetylocholiny tworzą agregaty w błonie postsynap-

* Dr, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego 
PAN, Zakład Biochemii Mięśni, 02-093 Warszawa ul. Pas
teura 3
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tycznej, gdzie jest ich około 1000 razy więcej niż 
w pozostałych obszarach błony mięśniowej.

W latach siedemdziesiątych M c M a h a n  i ws p .  
[1] zaobserwowali, że w błonie włókien mięśniowych 
hodowanych in vitro receptory acetylocholiny skupiają 
się w tych miejscach, gdzie znajduje się połączenie 
włókna z neuronem. Te obserwacje skłoniły badaczy 
do poszukiwania substancji odpowiedzialnej za agre
gację receptorów. Przypuszczano, że substancja taka 
może znajdować się w błonie podstawowej mięśnia 
—  błonie, która zwykle pozostaje nieuszkodzona mi
mo zniszczenia zarówno włókna mięśniowego jak 
i dochodzącego do niego zakończenia nerwowego.

W 1984 roku udało się wyodrębnić z narządu 
elektrycznego drętwy Torpedo californica białko, które 
powodowało agregację receptorów acetylocholiny 
w hodowanych in vitro włóknach mięśniowych kur
częcia [2, 3]. Białko to ze względu na posiadaną 
zdolność agregowania białek postsynaptycznych na
zwano agryną. Wkrótce potem wykazano, że białko 
o podobnych właściwościach występuje w błonie pod- 
stawnej otaczającej włókna mięśniowe żaby i kurczęcia 
[4]. Badania immunocytochemiczne wykazały, że 
agryna jest transportowana wzdłuż aksonu do zakoń
czeń komórki nerwowej [5, 6], a następnie jest uwal
niana i wbudowywana w błonę podstawną włókna 
mięśniowego (Ryc. 1). Obecność agryny w błonie 
powoduje agregację receptorów acetylocholiny [7, 8]. 
Przedstawiony powyżej mechanizm działania agryny, 
zaproponowany przez M c M a h a n a  [8], poddano 
w wątpliwość, kiedy okazało się, że agryna występuje 
także w innych tkankach [9]. Następne badania, 
prowadzone przez R e i s t  i ws p .  [10], miały więc na 
celu stwierdzenie, która agryna (pochodząca z tkanki 
nerwowej czy mięśniowej) ma własności agregujące 
receptory acetylocholiny. Przekonujących danych do
starczyły wyniki doświadczeń przeprowadzonych na 
hodowlach włókien mięśniowych in vitro. Zaobser
wowano, że w hodowli mieszanej komórek mięśnio
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Ryc. 1. Schemat działania agryny w agregacji receptorów  acetylo
choliny.

wych kurczęcia z motoneuronami kurczęcia lub szczu
ra, agregacja receptorów acetylocholiny w błonie post- 
synaptycznej występuje w obu przypadkach. N ato
miast, kiedy do obu hodowli dodano przeciwciał, które 
hamują jedynie aktywność agryny z kurczęcia, stwier
dzono brak agregatów AChRs tylko w hodowli, w któ
rej były obecne motoneurony kurczęcia. Te wyniki 
wskazywały, że agryna pochodząca z neuronów (a nie 
z mięśni) powoduje agregację receptorów acetylocholi
ny w błonie komórek mięśniowych. Rola agryn po
chodzących z tkanek nienerwowych pozostaje niewy
jaśniona. Sądzi się jedynie [10], że mogą one pełnić 
pomocnicze funkcje w tworzeniu połączeń nerwo- 
wo-mięśniowych.

II. Budowa i właściwości cząsteczki agryny

Zastosowanie metod inżynierii genetycznej w bada
niach cząsteczki agryny datuje się od 1990 roku. 
Metody te, z zastosowaniem cDNA komplementar
nego z mRNA przyczyniły się do poznania pierwszo- 
rzędowej struktury agryny pochodzącej z różnych 
źródeł [8, 11-13]. Na podstawie analizy sekwencji 
zasad w mRNA wykazano, że cząsteczka agryny 
kurczęcia i szczura jest zbudowana z około 1900 reszt 
aminokwasowych i ma masę około 200 kDa. Schema
tycznie strukturę tego białka przedstawiono na rycinie
2. Analiza sekwencji agryny wskazuje na obecność 
w niej wielu domen, które są homologiczne z domena
mi występującymi w innych znanych białkach, np. 
w lamininach (białkach występujących w dużych ilo
ściach w błonie podstawowej mięśnia) czy inhibitorach 
proteaz z grupy Kazała.

Najbliżej N-końca cząsteczki agryny znajduje się 
hydrofobowy fragment (reszty 22-50) zawierający głó
wnie walinę, leucynę i izoleucynę. Przypuszcza się, że 
fragment ten może utrzymywać cząsteczkę agryny 
w błonie presynaptycznej. Usunięcie reszt 22-50 wsku
tek trawienia proteolitycznego może uwalniać cząs
teczkę agryny z błony presynaptycznej i powodować 
jej migrację w kierunku błony podstawnej.

W dalszej części sekwencji agryny wyróżnia się 
9 domen, które wykazują wysoki stopień homologii 
z domenami występującymi w inhibitorach proteaz

56

z grupy Kazała. Domeny te charakteryzują się następu
jącym motywem struktury: CX6CX7C X 10CX2C X 17C, 
gdzie litera C oznacza resztę cysteiny a X —  inne reszty 
aminokwasowe. Reszty cysteiny w domenach inhibito
rów proteaz tworzą wiązania dwusiarczkowe pomię
dzy sobą: pierwsza cysteina z czwartą (Cj-C4), druga 
z piątą (C2-C5) oraz trzecia z szóstą (C3-C6) [14, 15]. 
Ponieważ cząsteczka agryny zawiera aż 9 domen 
homologicznych z domenami występującymi w in
hibitorach proteaz, przypuszcza się, że może ona 
regulować aktywność różnych białek enzymatycznych.

Pomiędzy 8 i 9 domeną podobną do domen wy
stępujących w inhibitorach proteaz, w cząsteczce agry
ny wyróżnia się fragment polipeptydowy siadający się 
z dwóch połączonych ze sobą homologicznych domen, 
podobnych do tzw. domeny III występującej w lamini
nach. Domena ta w cząsteczce agryny charakteryzuje 
się obecnością 18 reszt cysteiny oraz dużą liczbą reszt 
glicyny. Reszty cysteiny, podobnie jak w domenach 
homologicznych z domenami występującymi w in
hibitorach proteaz, mogą tworzyć mostki S-S. Reszty 
glicyny prawdopodobnie zapewniają giętkość struk
turze białka i umożliwiają powstawanie małych pętli 
na skutek utworzenia wiązań dwusiarczkowych. Trzy 
domeny o wysokim stopniu homologii z lamininą 
A występują w cząsteczce agryny w pobliżu C-końca. 
Przypuszcza się, że domeny te mogą wykazywać 
aktywność mitogenną oraz wpływać na adhezję komór
kową.

Centralną część cząsteczki agryny zajmują dwie 
domeny bogate w reszty serynowe i treoninowe. Pierw
sza domena składa się ze 123 reszt aminokwasowych 
i zawiera 16 reszt treoniny, 29 reszt seryny i 19 reszt 
proliny. Na drugą domenę składa się 69 aminokwa
sów, a wśród nich jest 18 reszt treoniny, 5 reszt seryny 
i 11 reszt proliny.

W części cząsteczki położonej w pobliżu C-końca 
znajdują się cztery fragmenty homologiczne z domena-

Ryc. 2. O rganizacja dom en w obrębie cząsteczki agryny szczura.
1 —  N -końcow y fragm ent hydrofobowy; 2 —  dom eny 
hom ologiczne z dom enam i w inhibitorach proteaz; 3 —  po
tencjalne miejsca N-glikozylacji; 4 — dom ena hom ologicz
na z dom eną III w lam ininach; 5 —  dom eny seryno- 
wo-treoninowe; 6 —  dom eny EG F; 7 —  dom eny hom o
logiczne z lam ininą A.
Literam i A i B oznaczono pozycje w cząsteczce agryny, 
w których m ogą występować dodatkow e fragm enty poli- 
peptydowe. Reszty am inokw asow e w tych fragm entach 
przedstaw iono w kodzie jednoliterow ym .
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mi EGF. Motyw EGF składa się z sześciu reszt 
cysteiny oddzielonych innymi aminokwasami zgodnie 
ze wzorem: CX4_ 6CX5_ 6CX4 _ 15CXCX3_ 8C. W do
menach EGF pierwsza cysteina łączy się z trzecią, 
druga z czwartą, a piąta z szóstą. Domeny EGF zwykle 
występują w zewnątrzkomórkowych fragmentach bia
łek błonowych oraz w białkach wydzielonych w proce
sie egzocytozy.

Agryna zawiera również w swej sekwencji cztery 
miejsca, które mogą ulegać N-glikozylacji oraz dwa 
fragmenty łańcucha o składzie leucyna-arginina-kwas 
glutaminowy (LRE). Jedna sekwencja LRE znajduje się 
wewnątrz siódmej domeny homologicznej z domenami 
występującymi w inhibitorach proteaz. Drugi taki 
tripeptyd występuje pomiędzy fragmentami bogatymi 
w serynę i treoninę. Przypuszcza się, że sekwencje LRE 
mogą oddziaływać z błoną presynaptyczną neuronu 
jak i błoną postsynaptyczną komórki mięśniowej [16].

III. Izoformy agryny i ich występowanie

Badania genetyczne wykazały, że w wyniku róż
nicowej obróbki pre-mRNA (procesu zwanego “a/ier- 
native splicing”) powstaje wiele izoform agryny [12, 
17-19], różniących się w pobliżu C-końca cząsteczki. 
Analiza sekwencji izoform agryny szczura wskazała na 
możliwość występowania dwóch fragmentów polipep- 
tydowych w pozycji A i B (Ryc. 2). Pierwszy fragment 
(pozycja A) odpowiada sekwencji 4 aminokwasów, 
a drugi (pozycja B) —  sekwencji 19 aminokwasów. 
W rzeczywistości na fragment w pozycji B składają się 
dwie krótsze sekwencje zawierające 8 i 11 reszt amino- 
kwasowych. Izoformy agryny, w których występują 
fragmenty 8- lub 11-aminokwasowe w pozycji B nazy
wane są odpowiednio B8 i B x l . Izoforma nie zawierają
ca żadnego fragmentu w pozycji B oznaczona jest 
symbolem B0, a izoforma posiadająca obydwa frag
menty w pozycji B —  symbolem B 19. Podczas obróbki 
pre-mRNA agryny, sekwencje w pozycjach A i B mogą 
pozostawać w mRNA lub też mogą być usunięte. 
Teoretycznie istnieje więc możliwość syntezy 8 różnych 
izoform agryny na bazie tego samego genu. Zauważo
no jednak, że wszystkie izoformy posiadające w swej 
sekwencji dowolny fragment aminokwasowy w pozycji 
B, zawierają także 4-aminokwasowy fragment w pozy
cji A, co ogranicza ilość możliwych izoform agryny.

Badania agryny szczura [20] wykazały, że izoformy 
tego białka różnią się zdolnością do agregacji recep
torów acetylocholiny. Izoformy B8, Bll5 B i 9  agryny 
powodują w różnym stopniu agregację receptorów 
acetylocholiny. Obecność izoformy B0 nie prowadzi do 
powstania agregatów AChRs. Podobne wyniki otrzy
mano w badaniach agryny z kurczęcia [19]. W oby
dwu przypadkach najbardziej aktywną izoformą (w 
największym stopniu powodującą agregację recepto
rów acetylocholiny) jest izoforma B19. Izoforma B 19 
jest też główną formą występującą w motoneuronach 
kurczęcia i szczura.

Tabela 1.
L okalizacja izoform agryny w zarodku kurczaka.

B0 B ,, B 1 9

Ośrodkowy układ nerwowy
przodom ózgow ie + + +

pokryw a wzrokowa + + +
móżdżek + + +

rdzeń kręgowy + + +
siatków ka + + -

nerw wzrokowy + - -
cewka nerwowa + — —

Obwodowy układ nerwowy
zwoje rzęskowe + - +

zwoje grzbietowe + + +

Inne tkanki
mięśniowe szkieletowe + - -

w ątroba + - -
nerka + - -

mięsień sercowy +

Badania występowania różnych izoform agryny 
w 10-13 dniowym zarodku kurczęcia, tzn. w okresie, 
kiedy liczba tworzonych połączeń nerwowo-mięśnio- 
wych jest największa, wykazały, że aktywne formy tego 
białka występują tylko w tkance nerwowej. Forma 
nieaktywna (B0) występuje natomiast we wszystkich 
badanych tkankach (Tab. 1). Przedstawione wyniki 
sugerują, że spośród różnych form agryny, izoforma 
powodująca agregację receptorów pochodzi z neuro
nów. Pozostaje pytanie, jakie fizjologiczne znaczenie 
mogą mieć izoformy pochodzenia nieneuronalnego? 
Jak dotąd przypuszcza się jedynie, że mogą one 
odgrywać jakąś dodatkową rolę w agragacji recep
torów acetylocholiny lub uczestniczyć w agregacji 
innych białek w błonie postsynaptycznej.

IV. Mechanizm działania agryny

Sposób, w jaki agryna działa na receptory acetylo
choliny powodując ich agregację nie jest dotychczas 
wyjaśniony. Na podstawie danych dostępnych w lite
raturze można przypuszczać, iż agryna działa poprzez 
swoisty receptor (różny od AChR) występujący w bło
nie komórki mięśniowej. Wyniki badań wiązania się 
agryny z komórkami mięśniowymi hodowanymi in 
vitro wskazują, że miejsca wiązania się jej w błonie 
postsynaptycznej nie odpowiadają rozmieszczeniu re
ceptorów acetylocholiny. Ten wynik oraz stwierdzenie, 
że wiązanie się agryny z błoną postsynaptyczną jest 
procesem zależnym od jonów wapnia wskazują na 
prawdopodobieństwo istnienia swoistego receptora 
agryny [21].

Wyniki niektórych doświadczeń pozwalają przypu
szczać, że udział agryny w agregacji AChRs polega na 
indukcji fosforylacji tyrozyny w [3 podjednostce recep
torów acetylocholiny [22]. Ufosforylowana (3 podjed-
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nostka receptora acetylocholiny może następnie od
działywać z podbłonowym białkiem 43 kDa (które 
występuje w stosunku 1:1 z receptorem acetylocholi
ny) [23] i powodować unieruchomienie swobodnie 
przemieszczających się wzdłuż błony receptorów ace
tylocholiny. W tworzeniu agregatów AChRs możliwe 
jest uczestnictwo innych białek cytoszkieletu, oprócz 
białka 43 kDa. Przedstawiony przebieg zachodzących 
zjawisk wydaje się być prawdopodobny w przypadku 
włókien mięśniowych kurczęcia. We włóknach mięś
niowych ssaków nie wykryto ufosforylowanych reszt 
tyrozyny w [3 podjednostce AChRs i dlatego przypusz
cza się, że jest inny mechanizm działania agryny w tych 
komórkach [24].

V. Uwagi końcowe

Agryna jest białkiem o masie ok. 200 kDa, zawiera
jącym w swej sekwencji domeny homologiczne z dome
nami występującymi w innych znanych białkach. Obe
cność kilku fragmentów polipeptydowych w cząstecz
ce agryny homologicznych z domenami występujący
mi w inhibitorach proteaz, z domenami w lamininach 
oraz z domenami EGF, sugeruje udział tego białka, 
oprócz uczestnictwa w tworzeniu synaps nerwo- 
wo-mięśniowych, w wielu procesach komórkowych.

Z przeprowadzonych badań wynika, że spośród 
różnych izoform agryny, tylko izoformy pochodzenia 
neuronalnego biorą udział w tworzeniu synaps ner- 
wowo-mięśniowych. Działanie agryny poprzez swoisty 
receptor czyni wysoce prawdopodobnym udział tego 
białka w tworzeniu połączeń między komórkami ner
wowymi w mózgu. Wysoki poziom agryny w mózgu 
i w rdzeniu kręgowym obserwowany podczas rozwoju, 
wydaje się potwierdzać tę hipotezę. Dalsze badania 
nad strukturą agryny oraz mechanizmem jej działania 
mogą w niedługim czasie dostarczyć nowych infor
macji na temat roli agryny w układzie nerwowym, 
a w szczególności w procesach związanych z uczeniem 
się i pamięcią.
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Cytochrome b/f complex of chloroplast membranes
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Wykaz stosowanych skrótów: cyt.—cytochrom;
DBM IB—2,5-dwubromo-3-metylo-6-izopropylo-benzochi- 
non; D N P-IN T — eter 2-jodo-6-izopropylo3-mety- 
lo-2’,4,4’-trzynitrodwufenylu; EPR—elektronowy rezonans 
paramagnetyczny; FNR — reduktaza ferredoksy- 
na-NADP + ; H Q N O  — N-tlenek 2-(n-heptylo)-4-hydroksy- 
chinoliny; U HDBT — 5-(n-undecylo)-6-hydrok- 
sy-4,7-dwuoksobenzo tiazol.

I. Wstęp

Wszystkie błony fotosyntetyczne zawierają kom
pleks cytochromowy b/cl lub b/f katalizujący utlenia
nie chinonów i redukcję wysokopotencjałowych prze
nośników elektronów, takich jak cytochrom c2 lub 
plastocjanina. Kompleks cytochromowy b/f z błon 
chloroplastowych gra centralną rolę w transporcie 
elektronów pomiędzy fotosystemami PS II i PS I [1], 
od plastochinonu do wysokopotencjałowego akcep
tora elektronów —  plastocjaniny oraz w cyklicznym 
transporcie elektronów wokół PS I [2]. Transportowi 
elektronów towarzyszy kierunkowe przenoszenie pro
tonów poprzez błony. W konsekwencji prowadzi to do 
wytwarzania elektrochemicznego potencjału protono
wego umożliwiającego syntezę ATP [3].

Fotosyntetyczny kompleks cytochromowy b/f 
—  w odniesieniu do funkcji i składu — jest analogiem  
kompleksu III znajdującego się w mitochondriach 
[4,5]. Kompleks mitochondrialny został odkryty 
w 1960 r. Dalsze, klasyczne już badania tego komplek
su doprowadziły do wyizolowania aktywnej formy 
działającej jako ubichinon-cytochrom c oksydoreduk- 
taza [6,7].

Kompleks cytochromowy b/f z chloroplastów został 
wyizolowany po raz pierwszy w 1972 r. przez N e l 
s o n a  i N e u m a n n a  [8], ale był on nieaktywny. 
Katalitycznie aktywny kompleks, wyizolował w 1981 r. 
H u r t  i H a u s k a  [9]. Użyto kombinacji dwóch
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detergentów cholan/oktyloglukozyd dla upłynniania 
błon i selektywnej ekstrakcji kompleksu. Przed uży
ciem detergentów błony przemywano NaBr w celu 
usunięcia syntazy ATP. Kompleks oczyszczono przez 
frakcjonowanie siarczanem amonu, następnie przez 
wirowanie w gradiencie gęstości sacharozy. Opraco
wano wiele innych metod izolowania kompleksu cyto
chromowego [9-13], a większość ich opiera się na 
metodzie H u r t a  i H a u s k i  [9].

Tematem obecnego artykułu jest przegląd najnow
szych wyników badań dotyczących:
a) struktury i funkcji kompleksu cytochromowego b/f
b) rozmieszczenia kompleksu w błonach chloroplas

towych
c) organizacji genów kompleksu cytochromowego b/f.

II. Skład kompleksu cytochromowego b/f

Kompleks cytochromowy b/f u organizmów euka
riotycznych i cyjanobakterii składa się z 4 głównych 
polipeptydów: cytochromu f (34 kDa), cytochromu 
b (23 kDa), białka Rieskego Fe-S (20 kDa) oraz 
podjednostki IV (17 kDa)[3, 5]. W kompleksie tym 
wyizolowanym z liści kukurydzy, znaleziono również 
białko o masie cząsteczkowej 4 kDa o niezidentyfiko
wanej funkcji, które nazwano podjednostką V [14].

W 1992 r. R o m a n o w s k a  i A l b e r t s s o n [ 1 5 ]  
stosując metody immunologiczne, stwierdzili obecność 
białka 4 kDa oraz plastocjaniny w kompleksie cyto- 
chromowym b/f z liści szpinaku. Inni badacze [10, 14, 
16] także obserwowali obecność białek niskocząstecz- 
kowych (<  10 kDa) w kompleksie b/f, ale nie udowod
nili, że są one komponentami kompleksu. Stwierdzono 
ponadto [17], obecność jednej cząsteczki plastochino
nu związanego z tym kompleksem.

Jedną z cech charakterystycznych kompleksu cyto
chromowego, jest obecność „czterech grup transportu 
elektronów”. Dwie z nich mają wysoki potencjał 
oksydoredukcyjny (Em >  + 250  mV). Są to cyto-
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chrom f (c-typ hemu, Em =  + 340  mV) i białko 
Rieskego Fe-S (Em =  + 2 9 0  mV). Do niskopotencja- 
łowych przenośników należą dwie grupy hemowe 
związane z cytochromem b (Em =  -50 mV i -170 mV). 
Podjednostka IV (17 kDa) nie zawiera grup przenoszą
cych elektrony, uważa się, że jednostka ta wiąże 
plastochinon w kompleksie b/f (18) i/lub stabilizuje 
pozostałe komponenty w kompleksie [19]. W błonach 
mitochondrialnych znaleziono 10-12 komponentów kom
pleksu cytochromowego b /cl, ale nie wykazano by 6-8 
jego podjednostek uczestniczyło w transporcie elektro
nów i funkcja tych podjednostek jest nieznana [20].

Masa cząsteczkowa kompleksu cytochromowego 
b/f wynosi 95-160 kDa [11, 21], co wskazuje na formę 
monomeryczną kompleksu. Pomiar wielkości kom
pleksu cytochronowego rekonstruowanego w błonach 
liposomalnych [22] sugeruje jednak strukturę dimery- 
czną. Fakt, że jedna cząsteczka inhibitora niecyklicz
nego transportu elektronów —  DBMIB hamuje cał
kowicie przepływ elektronów przez dwie cząsteczki 
cytochromu, przemawia za dimeryczną strukturą 
kompleksu [23]. Niektórzy badacze [24] uważają, że 
aktywną formą kompleksu jest postać dimeryczną, 
inni natomiast [25], że aktywna forma jest m ono
merem. Wydaje się przez analogię do kompleksu 
mitochondrialnego, który działa jako dimer [26, 27], 
że chloroplastowy kompleks cytochromowy b/f rów
nież funkcjonuje w postaci dimerycznej. Stwierdzono 
[28], że usunięcie podjednostek niskocząsteczkowych 
z kompleksu mitochondrialnego powodowało zmianę 
równowagi monomer-dimer i wpływało na aktywność 
enzymatyczną kompleksu. Można przypuszczać, że 
zmiana równowagi monomer dimer w kompleksie 
cytochromowym b/f może kontrolować cykliczny 
i niecykliczny transport elektronów w fotosyntezie [4]. 
Problem ten, jak dotychczas, nie został jeszcze roz
strzygnięty.

III. Rozmieszczenie kompleksu cytochromo
wego b/f w błonach chloroplastowych

Rozmieszczenie kompleksu cytochromowego b/f 
w błonach tylakoidowych u roślin wyższych i glonów  
zielonych jest nadal przedmiotem badań. Wysunięto 
trzy hipotezy:
1) cytochrom jest równomiernie rozmieszczony w bło

nach gran i stromy [29, 30],
2) cytochrom znajduje się wyłącznie w membranach

stromy [31],
3) cytochrom jest rozmieszczony na obrzeżeniu gran 

[32, 33].
Hipotezy te opierają się na danych eksperymental

nych, brak jednak dowodów bezpośrednich. Immuno- 
cytologiczna lokalizacja kompleksu cytochromowego 
w błonach chloroplastowych wskazuje na równomier
ną dystrybucję kompleksu pomiędzy błony gran i stro
my [34, 35]. Rozmieszczenie kompleksu cytochrom o
wego b/f w błonach chloroplastowych ustalono na

podstawie badań: proteolitycznych, immunologicz
nych oraz izotopowych.

Cytochrom f występuje w błonie w postaci pojedyn
czej a helisy zbudowanej z 285 reszt aminokwasowych 
[36], rejon wiążący grupę hemową znajduje się w świe
tle tylakoidów [37, 38] i jest dużym hydrofilowym 
obszarem blisko końca N łańcucha polipeptydowego, 
który przekazuje elektrony na plastocjaninę. Ligan- 
dami grupy hemowej, która ma układ prostopadły do 
płaszczyzny błony chloroplastowej, są dwie cząsteczki 
cysteiny [39], Krótki koniec C (15 aminokwasów) 
łańcucha polipeptydowego znajduje się po stronie 
stromowej. Sekwencja aminokwasów cytochromu 
f wykazuje niski stopień homologii z jego analogiem
—  cytochromem cl z kompleksu b /c l. Skład amino- 
kwasowy cytochromu f u różnych gatunków wydziela
jących tlen jest identyczny w 80% [40].

Cytochrom b i podjednostka IV są najbardziej 
hydrofobowymi komponentami kompleksu. W kom
pleksie mitochondrialnym cytochrom b występuje 
w postaci pojedynczego polipeptydu (380 reszt amino
kwasowych) o masie cząsteczkowej 42 kDa [20], 
W kompleksie cytochromowym b/f z chloroplastów, 
cytochrom b jest homologiem N  końca, a podjednost
ka IV-C końca łańcucha polipeptydowego mitochond
rialnego cytochromu b [41, 42]. Cytochrom b chloro
plastowy ma masę cząsteczkową 23 kDa (215 reszt 
aminokwasowych), a podjednostka IV —  17 kDa (160 
reszt aminokwasowych) [41]. Oba białka chloroplas
towe wykazują wysoki stopień konserwatywności
—  ok. 90% [20]. Ich skład aminokwasowy jest hom o
logiczny w 40% w stosunku do składu aminokwaso- 
wego mitochondrialnego cytochromu b. Cytochrom  
b i podjednostka IV zbudowane są z siedmiu trans- 
membranowych a helis [41], a nie z ośmiu, jak 
dotychczas przypuszczano [44,45]. Cytochrom b skła
da się z czterech transmembranowych łańcuchów  
polipeptydowych, których końce N i C znajdują się po 
stronie stromowej błony [46]. Zawiera on dwie grupy 
hemowe, różne pod względem spektralnym [47] i re- 
doks [48], o układzie prostopadłym do powierzchni 
błony chloroplastowej [44], Dwie pary histydyn znaj
dujące się na przeciwległych stronach błony tylakoi- 
dowej pełnią funkcję ligandów tych grup [42, 49, 50]. 
Hem po stronie stromowej utrzymywany jest przez 
HIS-100 i HIS-202, a po stronie światła tylakoidu 
przez HIS-86 i HIS-187 [36].

Podjednostka IV zbudowana jest z 3 łańcuchów  
transmembranowych. Koniec N  łańcucha polipepty
dowego znajduje się po stronie stromowej, a koniec 
C w świetle tylakoidu [41, 42]. W końcu C łańcucha 
występuje odcinek zbudowany z 4 reszt aminokwaso
wych (Pro-Glu-Trp-Tyr) silnie konserwatywny we 
wszystkich dostępnych sekwencjach [51]. Sekwencja 
ta odpowiedzialna jest za wiązanie plastochinonu  
w miejscu Qo [20].

Białko Reskego Fe-S zbudowane jest z 179 am ino
kwasów o masie cząsteczkowej 18.8 kDa [52]. Sek wen-
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cja aminokwasów dedukowana z sekwencji nukleo- 
tydów jądrowego DN A wykazała obecność dwóch 
wysoce konserwatywnych regionów: Cys-Tyr-His- 
Leu-Gly-Cys i Cys-Pro-Cys-His-Gli-Ser, zlokalizowa
nych blisko końca C łańcucha polipeptydowego leżą
cego w lumen tylakoidów [20]. Do niedawna uważa
no, że cztery cysteiny w pobliżu końca C białka 
Rieskego są ligandami dla grupy Fe-S [53]. Wskazuje 
się obecnie na możliwość połączenia pomiędzy grupą 
Fe-S a histydyną i cysteiną. Wiązanie to tworzy się 
prawdopodobnie pomiędzy H is-110 i Cys-113 oraz 
Cys-126 i His-129 [20]. W tej części łańcucha biał
kowego znajdują się dodatnio naładowane amino
kwas arginina i/lub lizyna, które mogą być ligandami 
dla atomów azotu (N). Badania spektroskopowe wy
kazały, że białko Rieskego zawiera dwa takie atomy 
azotu [54-56]. Ich obecność w cząsteczce białka Ries
kego może wyjaśniać niezwykle wysoki potencjał 
oksydoredukcyjny tego białka. Dysocjacja białka Rie
skego z tego kompleksu powoduje utratę jego aktyw
ności enzymatycznej [57, 58]. Dokładniejsze położenie 
tego białka nie jest znane. Wysunięto alternatywne 
hipotezy lokalizacji białka Rieskego w membranach:
1) oba końce N i C znajdują się w świetle tylakoidu, 
przez analogię z białkiem Rieske z mitochondriów, 
gdzie N  i C koniec jest na zewnętrzenj stronie wewnęt
rznej błony mitochondrialnej [59].
2) koniec N znajduje się po stronie stromowej, 
a C w świetle tylakoidu gdzie może oddziaływać 
z grupą hemową cytochromu f [52].

Ponieważ białko Rieskego ma charakterystyczny 
sygnał EPR, może to być zatem cechą diagnostyczną 
na obecność kompleksu cytochromowego w błonach 
[60, 61]. Rozmieszczenie podjednostek kompleksu 
cytochromowego b/f w błonach tylakoidowych u roś
lin wyższych przedstawiono na rycinie 1.

R IESKE Fes C Y T O C H R O M f CYTO C HRO M  b 5 63  P O D J E D N O S T K A  IV

Ryc. 1. Schem at rozmieszczenia składników  kom pleksu cytochro
m owego b/f w błonach chloroplastow ych. N- i C- oznaczają 
końce łańcuchów  polipeptydowych. Liczby oznaczają po
zycje am inokw asów  w peptydach liczone od końca N-. 
K w adratem , kółkiem  oraz gwiazdą oznaczono odpow ied
nio: grupę hem ow ą, grupę Fe-S oraz miejsce w iązania 
plastochinonu.

IV. Działanie kompleksu

Kompleks cytochromowy sprzęga fotosyntetyczny 
transport elektronów z transportem protonów w po
przek błony tylakoidowej. „Cykl Q” Mitchella [62,63] 
i „cykl-b” Wikstroma i wsp. (64, 65) to aktualne

Ryc. 2. C ykl-Q  opisujący mechanizm  tran sp o rtu  elektronów  i p ro 
tonów  poprzez chloroplastow y kom pleks cytochrom ow y 
b/f. Linią przeryw aną oznaczono miejsca gdzie wiążą się 
p lastocjanina (PC) i ferredoksyna (Fd). Liczby oznaczają 
miejsce działania inhibitorów . 1 —  DBM IB, D N P-IN T , 
U H D B T ; 2 —  m yksotiazol; 3 —  H Q N O .

hipotezy opisujące działanie kompleksu cytochromo
wego. Hipoteza „cyklu-Q” (Ryc. 2) zakłada obecność 
w kompleksie dwóch miejsc wiążących chinon zlokali
zowanych na przeciwległych stronach błony. Jedno 
z tych miejsc jest oznaczone symbolem Qo (miejsce 
utleniające plastochinol), drugie Qr (miejsce redukują
ce plastochinon). W przypadku błon chloroplastowych 
Qo jest blisko wewnętrzenj przestrzeni błonowej, pod
czas gdy Qr jest blisko zewnętrznej (stromowej) powie
rzchni błony. W miejscu Qo plastochinol jest utleniany 
dwustopniowo. Pierwszy uwalniany elektron jest 
transportowany do wysokopotencjałowego białka 
Rieskego, a drugi do niskopotencjałowego hemu typu 
b zlokalizowanego przy Qo. Elektron przenoszony do 
białka Rieskego jest następnie transportowany do 
cytochromu f-drugiego wysokopotencjałowego prze
nośnika elektronów i stąd do ostatniego akceptora 
elektronów —  plastocjaniny. Drugi elektron z hemu 
niskopotencjałowego jest przenoszony w poprzek bło
ny do drugiego hemu b —  wysokopotencjałowego, 
znajdującego się w miejscu Qr. Elektron ten jest 
następnie wykorzystywany do redukcji cząsteczki pla
stochinonu do semichinonu. W drugim obrocie cyklu, 
drugi elektron w miejscu Qr może zredukować semi- 
chinon do — plastochinolu. W wyniku dwóch obrotów  
cyklu utleniane są dwie cząsteczki plastochinolu, jedna 
cząsteczka plastochinonu ulega redukcji, dwa elektro
ny przeniesione są na plastocjaninę i cztery protony 
zostają zdeponowane w lumen tylakoidów. „cykl-b” 
różni się od „cyklu-Q” w jednym zasadniczym punkcie. 
Redukcja plastochinonu do semichinonu w miejscu Qr 
nie zachodzi, gdyż powstały w miejscu Qo semichinon 
przesuwa się do miejsca Qr i jest tam redukowany do 
plastochinolu przez cytochrom b wysokopotencjało- 
wy.

Jeśli kompleks cytochromowy funkcjonuje w po
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staci dimeru wystarczy jeden obieg do pełnej redukcji 
plastochinonu. Według C r a m e r a  i w s p  [4] forma 
dimeryczna kompleksu cytochromowego odpowie
dzialna jest za niecykliczny transport elektronów. 
Plastochinol jest wówczas utleniany do plastochinonu 
przez dwa centra Fe-S białka Rieskego. Nie powstaje 
semichinon a niskopotencjałowy cytochrom b nie 
ulega redukcji. Jeśli natomiast warunki metaboliczne 
preferują cykliczny transport elektronów, cytochrom  
jest przekształcany do formy monomerycznej, a plas
tochinol jest utleniany przez jedno centrum Fe-S do 
semichinonu, który redukuje cytochrom b niskopoten
cjałowy. Ferredoksyna lub/i FNR redukuje wysoko- 
potencjałowy cytochrom b, co inicjuje cykliczny trans
port elektronów. Działanie „cyklu-Q” i „cyklu-b” 
w błonach zostało wielokrotnie potwierdzone eks
perymentalnie [64-68]. Chociaż opisane hipotezy 
w pełni nie wyjaśniają mechanizmu transportu elektro
nów i protonów przez kompleks cytochromowy b/f 
[69-71)] to wynika z nich, że początkowy stan redox 
cytochromu b może decydować o tym, czy potencjał 
elektrochemiczny powstaje na drodze „cyklu-Q” czy 
też „cyklu-b” [72, 73]. Szczegółowe informacje o funk
cjonowaniu obu cykli zostały zawarte w artykule 
przeglądowym H o p e  [74].

V. Organizacja genów kompleksu 
cytochromowego b/f

U organizmów eukariotycznych informacja genety
czna o komponentach kompleksu cytochromowego 
b/f, oraz innych składnikach błon tylakoidowych zawar
ta jest zarówno w jądrze, jak i w chloroplastach [36].

Genom chloroplastowy koduje cztery podjednostki 
kompleksu: cytochrom f, cytochrom b, podjednostkę 
IV i V. Białko Rieskego Fe-S kodowane jest przez 
genom jądrowy (gen pet C) [36, 41, 75, 76]. Geny 
chloroplastowe zorganizowane są w dwie grupy, od
dalone od siebie o 20 kb [20]. Gen kodujący cyt.f (pet 
A) znajduje się w innym operonie niż geny pozostałch 
komponentów kompleksu cytochromowego (gen pet 
B, pet D, pet E dla cytochromu b, podjednostki IV i V) 
i jest niezależnie transkrybowany [77]. Obecność 
intronów w genie pet B i pet D [78, 79] sugeruje, że nie 
są one kotranskrybowane i podlegają niezależnej regu
lacji. Poznano sekwencję aminokwasową wszystkich 
komponentów kompleksu cytochromowego na pod
stawie sekwencji nukleotydów DNA. Komponenty 
kompleksu cytochromowego są syntetyzowane w po
staci prekursora o wyższym ciężarze cząsteczkowym  
w porównaniu z formą dojrzałą, będącą składnikiem  
kompleksu [77, 80, 81].

U organizmów prokariotycznych, gdzie pojedynczy 
operon koduje trzy podjednostki kompleksu b /cl, 
tworzenie stechiometrycznych ilości poszczególnych 
podjednostek jest proste [82, 83]. U organizmów  
eukariotycznych genom jądrowy i chloroplastowy 
muszą współdziałać w powstawaniu podjednostek

kompleksu cytochromowego b/f. Istnieje opinia, że 
połączenie komponentów kompleksu cytochromowe
go sterowane jest produktem genów jądrowych [84]. 
Stwierdzono, że białko Rieskego jest konieczne do 
połączenia komponentów kompleksu cytochromowe
go [85]. M i l e s  [84] sugeruje, że białko to może pełnić 
funkcję „klucza” pochodzenia jądrowego odpowie
dzialnego za integrację składników kompleksu.

VI. Uwagi końcowe

Kompleks cytochromowy b/f jest centralnym ele
mentem w fotosyntetycznym transporcie elektronów  
i protonów. Budowa i funkcja tego kompleksu nie jest 
wystarczająco dotąd wyjaśniona pomimo ogromnego 
postępu badań w ostatnich latach. Struktura krys
taliczna również jest nieznana. Poznanie struktury 
przestrzennej kompleksu cytochromowego b/f powią
że wyniki badań z genetyki molekularnej i biologii 
strukturalnej dla pełnego zrozumienia zależności po
między jego budową i funkcją.

A rtykuł otrzymano 29 września 1993 r.
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prof. Tomasz Twardowski Poznań 
dr Teresa Wesołowska Szczecin 
doc. Maria Wojtaś-Wasilewska Lublin 
prof. Krzysztof Zwierz Białystok 

Zarząd Główny działa poprzez Oddziały Terenowe usytuowane:
w  Gdańsku Przewodniczący prof. W. Makarewicz

Toruniu dr A. Leźnicki
Krakowie pfof. Z. Żak
Katowicach dr hab. K. Olczyk
Lublinie dr M. Sanecka-Obacz
Łodzi prof. S. Bielecki
Olsztynie prof. W. Damiez
Szczecinie dr T. Wesołowska
Wrocław doc. M. Malicka-Błaszkiewicz
Warszawie prof. B. Grzelakowska-Sztabert
Białymstoku prof. K. Zwierz
Poznaniu prof. W. Walerych

Kierownik Biura Zarządu Głównego Weronika Kamińska.
Komisja Rewizyjna prof. Magdalena Fikus

prof. Anna Barańczyk-Kuźma 
prof. Marian Wolny

Zarząd Główny przy współpracy z Zarządami Oddziałów prowadzi działalność statutową poprzez Sekcje, 
Komisje i Zespoły powołane do zadań szczegółowych. Jak co roku, zgodnie ze Statutem, odbyły się cztery 
plenarne posiedzenia Zarządu Głównego z udziałem przedstawicieli Oddziałów. Dyżury członków Prezydium 
odbywały się we wtorki w  biurze Zarządu Głównego, w  budynku Polskiego Towarzystwa Chemicznego przy 
ul. Freta 16, a od października w  nowym lokalu Towarzystwa Biochemicznego na terenie Instytutu B iologii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego przy ul. Pasteura 3; tel. 658-20-99, FAX 22-53-42.

WAŻNIEJSZE UCHWAŁY ORGANÓW STATUTOWYCH TOWARZYSTWA

1. Podwyższenie rocznej składki członkowskiej z 40.000 zł w  roku 1 992 i 1993 do 100.000 zł poczynając od r. 
1994.

2. Powołanie Sekcji B iotechnologii 
przewodniczący —  prof. Stanisław Bielecki Łódź 
członkowie —  prof. Tomasz Twardowski Poznań

—  prof. Antoni Polanowski Wrocław
—  dr hab. Marianna Turkiewicz Łódź

DZIAŁALNOŚĆ ORGANIZACYJNO-NAUKOWA TOWARZYSTWA

Doroczny Zjazd Ogólnopolski, Sesje i Konferencje

1. XXIX Zjazd Towarzystwa odbył się w  dniach 15-17 września 1993 roku we W rocławiu z udziałem ok. 600 
uczestników z kraju i zaproszonych gości z zagranicy. Obrady odbyły się w  ramach 9 Sympozjów p.t.
—  Biotechnologia —  projektowanie i synteza związków biologicznie czynnych
—  Struktura i funkcja białek
—  Rola glikozylacji w  procesach biologicznych
—  Lipidy i błony biologiczne
—  Postępy w  biochemii klinicznej
— Struktura i funkcja aparatu genetycznego
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— Zastosowanie i wykorzystanie komputerów w  biochemii
—  Jony metali w  biologii i medycynie
— Doniesienia różne

Przedstawiono 66 referatów sympozjalnych i 441 doniesień. Coroczne Zjazdy Towarzystwa cieszą się 
niesłabnącym zainteresowaniem. Coraz liczniejszy jest udział osób niebędących członkami n/Towarzyst- 
wa. Te spotania stwarzają okazję do szerokiej wymiany poglądów między przedstawicielami pokrewnych 
dyscyplin naukowych.

2. Szkoła Zimowa na temat „ P r z e k a z y w a n i e  s y g n a ł ó w  w  k o m ó r c e ” .
W celu udostępnienia najnowszych osiągnięć nauki światowej w  dziedzinie regulacji procesów 

komórkowych Zarząd Główny w  dniach 2 i 3 grudnia 1 993 zorganizował Szkołę Zimową dla asystentów 
i młodszych pracowników nauki na temat „Przekazywanie sygnałów w  komórce” . Odbyły się następujące 
wykłady:
—  Budowa i funkcja błon
—  Molekularne mechanizmy transportu
—  Receptory, klasyfikacja i funkcja
—  Receptory czynników wzrostu, budowa i funkcja
—  Budowa i funkcja białek G
—  cAM P i cGMP — wtórne przekaźniki informacji
—  Udział pochodnych inozytolu w  przekazywaniu informacji
—  Wapń — wtórny przekaźnik sygnałów
— Biosynteza i fizjologiczna funkcja tlenku azotu
—  Sygnały indukujące programowaną śmierć komórki.

Zajęcia odbywały się w  Międzynarodowym Centrum Biocybernetyki w  Warszawie. Udział w  zajęciach 
wzięło 140 osób. Słuchacze potwierdzili dobry merytoryczny poziom wykładów i wyrażali potrzebę 
podobnych konferencji kształceniowych w  przyszłości.

Planujemy wydanie w  1 994 roku materiałów konferencyjnych ze Szkoły Zimowej w  postaci monografii.
3. Spotkanie wykładow ców biochemii i biochemii klinicznej

Coroczne spotkanie kierowników Zakładów Biochemii Akademii Medycznych z terenu Polski odbyło się 
w  dniu 22 maja 93 r. w  Poznaniu, w  Katedrze i Zakładzie Chemii Fizjologicznej AM, kierowanej przez prof. 
Halinę Karoń.

Tematem Konferencji były programy nauczania biochemii i b iologii molekularnej na Uczelniach 
Medycznych w Polsce i w Europie.

4. I Ogólnopolska Konferencja „ N a u c z a n i e  B i o c h e m i i  i B i o t e c h n o l o g i  i".
Spotkanie zostało zorganizowane przez prof. Zofię Walter w  Łodzi na terenie Domu Pracy Twórczej U. Ł. 

w  dniach 7-8 czerwca 1993 r. Obrady odbywały się w  dwóch zespołach biochemii i biotechnologii. 
W zespole biotechnologicznym tematem dyskusji był rozwój biotechnologii w  Polsce i możliwość 
technicznej realizacji osiągnięć biochemików i bio logów polskich. Nauczanie biochemii w  szkołach 
wyższych i formy wymiany doświadczeń w  tym zakresie, a także ranga osiągnięć dydaktycznych przy 
ocenie i awansach pracowników naukowo-dydaktycznych było tematem dyskusji w  zespole biochemicz
nym. W konferencji udział wzięli także nauczyciele szkół licealnych i średnich szkół zawodowych.

5. Kurs p.t. „ G l y c o b i o l o g y  W o r s h o p  —  Glycoprotein Analysis, Advanced Approaches, Techniques 
and Automated Methods”

Kurs zorganizowany był w  Białymstoku w  okresie 22-28 sierpnia 1993 r. wspólnie przez Zakład 
Biochemii Farmaceutycznej AM w Białymstoku, Instytut G likobiologii Uniwersytetu w  Oxfordzie, Oxford 
Glycosystems i Oddział Białostocki PTBioch. Zarząd Główny PTBioch. uzyskał dofinansowanie z KBN, 
które w  części pokryło koszty tego bardzo udanego pod względem naukowym i organizacyjnym kursu. 
Przewodniczącym Komitetu Organizacyjnego był prof, dr hab. Krzysztof Zwierz z AM w Białymstoku. 
Zajęcia były prowadzone w  języku angielskim. Niewątpliwą korzyścią kursu była możliwość zaprojek
towania wspólnych polsko-brytyjskich badań naukowych, a także umożliwienie uczestnikom z Estonii 
i Białorusi, Ukrainy i Polski zapoznania się z najnowszymi osiągnięciami glikobiologii.

DZIAŁALNOŚĆ W YDAW NICZA
1. Postępy Biochemii

Wydano 4 numery Postępów Biochemii. Kwartalnik jest dotowany przez KBN. Pismo rozwija się 
pomyślnie, w  obecnej formie dostarcza najnowszych informacji z dziedziny biochemii, biologii molekular
nej i genetyki. Jest cenną pomocą do nauki dla studentów W ydziałów Biologicznych i Akademii 
Medycznych. Jest uzupełnieniem podręczników akademickich.
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2. Acta Biochimica Polonica
Acta Biochimica Polonica jest kwartalnikiem publikującym oryginalne prace doświadczalne w  języku 

angielskim. Od listopada 1992 r. Acta Biochimica Polonica jest wydawana przez Polskie Towarzystwo 
Biochemiczne wspólnie z Komitetem Biochemii i Biofizyki PAN. W 1993 r. wydano 4 numery kwartalnika 
w zmienionym formacie i unowocześnionej szacie graficznej. Kwartalnik jest wydawany z pomocą 
finansową KBN.

3. Listy do Członków
Biuletyn jest redagowany przez dr Teresę Wesołowską i wydawany w  Szczecinie. Informuje o działalno

ści naszego Towarzystwa i innych Towarzystw. Wychodzi systematycznie, a życzliwy stosunek Redaktora 
do Czytelników sprzyja integracji członków naszego Towarzystwa.

4. Monografie biochemiczne
Z inicjatywy Sekcji Dydaktycznej Towarzystwa kontynuowano wydawanie monografii. W 1993 r. 

ukazało się drugie wydanie monografii p.t. „Rozpad fosfo lip idów  a przekazywanie informacji w  komórce” 
(uzupełnione i rozszerzone); autor: J. Barańska, oraz ukazała się kolejna pozycja „Budow a i funkcja błon” ; 
autorki: W. Leśniak i Z. Porembska.

5. Nagrody
Nagrody: im. prof. Jakuba Parnasa za najlepszą pracę doświadczalną z zakresu biochemii wykonaną 

w  pracowni na terenie Polski oraz im. prof. Bolesława Skarżyńskiego za najlepszy artykuł przeglądowy 
opublikowany w  ,.Postępach B iochem ii" są przyznawane regularnie. Nagrodę im. prof. Włodzimierza 
Mozołowskiego otrzymuje corocznie młody biochemik na Zjeździe Towarzystwa za najciekawszą i najlepiej 
prezentowaną pracę.

W roku obecnym Nagroda im. J. Parnasa została przyznana zespołowi: G. Węgrzyn, Ał Pawłowicz i K. 
Taylor za dwie ściśle związane ze sobą prace opublikowane w  Journa ll o f Mo/ecular B io/ogy  (226: 
675-680 i 226: 681-688) (1992).

Nagrodę im. B. Skarżyńskiego za najlepszy artykuł przeglądowy otrzymali Mirosława i Jan Barciszewscy 
z Inst. Chemii Bioorganicznej w  Poznaniu {Postępy Biochemii, 38 t. 171-178) (1992).

W Konkursie im. Mozołowskiego na najlepsze prace biochemików (do 30 lat) przedstawione na XXIX 
Zjeździe PTBioch. Komisja nagrodziła Katarzynę Lisowską, oraz wyróżniła Małgorzatę Czarny, Annę Filipek 
i Bernarda Korzeniowskiego.

KONKURS NA NAJLEPIEJ PRZYGOTOWANY I WYGŁOSZONY WYKŁAD.

Organizacja Konkursów ma na celu popularyzację osiągnięć nauk biologicznych. W roku bieżącym w finale 
Konkursu wygłoszono 4-y wykłady:
— Doc. dr hab. Katarzyna Anna Nałęcz: „Mechanizmy transportu związków niskocząsteczkowych przez 

błony biologiczne”
—  Dr Maciej Szymański: „Mechanizm inicjacji odwrotnej transkrypcji wirusa HIV —  1”
— Dr Małgorzata Giel: „Strukturalne aspekty oddziaływania białek z DNA”
—  Dr Ludwika Pawłowskie-Ćwięk: „M echanizm y detoksykacji dwutlenku siarki i skutki niewydolności jego 

unieszkodliwienia” .
Komisja Konkursowa przyznała jedną pierwszą, dwie drugie i jedną trzecią nagrodę.

STAŻE NAUKOWE

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego gorąco popiera krajowe i zagraniczne staże 
naukowe. Współpraca z FEBS rozwija się zadawalająco. W roku 1993 15 osób przebywało bądź na 
szkoleniowych konferencjach organizowanych przez FEBS, bądź na krótko — czy długoterm inowych stażach 
naukowych finansowanych przez FEBS.
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Nagrody Polskiego T o w a rzy s tw a  Biochem icznego  
przyznane w  1993 roku

Nagroda im. Jakuba Karola Parnasa za najlepszą pracę doświadczalną, wykonaną całkowicie w polskich 
laboratoriach i opublikowaną w  roku 1 992, została przyznana za dwie ściśle wiążące się ze sobą prace autorów 
z Zakładu Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdańskiego.

1. G. Węgrzyn, A. Pawłowicz i K. Taylor (1 992) „S tab ility of coliphage lambda DNA replication initiator, the 
lambda o protein” . Journal of Molecular Biology 226: 675-680

2. G. Węgrzyn i K. Taylor (1 992) Jnheritance of the replication complex by one of tw o daughter copies during 
lambda plasmid replication in Escherichia Coli” . Journal of Molecular Biology 226: 681 -688

Nagroda im. Bolesława Skarżyńskiego za najlepszy artykuł opublikowany w  kwartalniku Postępy 
Biochemii została przyznana zespołowi z Instytutu Chemii Bioorganicznej, PAN w  Poznaniu.

1. M .Z. Barciszewska i J. Barciszewski (1992) ,,Zależność funkcji kwasów nukleinowych od struktury” . 
Postępy Biochemii 38 (4) 1992, 171-178

Nagroda im. W łodzim ierza M ozołow skiego dla młodych biochemików za najlepszą pracę przed
stawioną na XXIX Zjeździe Towarzystwa we W rocławiu została przyznana:
Katarzynie Lisowskiej z Zakładu Biologii N ow otw orów  Instytutu Onkologii w  Gliwicach, za pracę pt. 
„K lonowanie, ustalenie sekwencji nukleotydowej oraz analiza wzoru ekspresji genu HSP70 szczura”

Dodatkowo przyznano wyróżnienia:

1. Małgorzacie Czarny z Zakładu Biologii Komórki Instytutu Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN 
w  Warszawie za pracę pt. „W p ływ  jonoforu A23187, tapsigarginy, kofeiny i heparyny na zalezną od ATP 
I M g2+ syntezę fosfatydyloseryny w  mikrosomach wątroby szczura” .

2. Annie Filipek z Zakładu Biochemii Mięśni Instytutu Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN 
w  Warszawie za pracę pt. „Monomeryczne i dimeryczne formy kalcykliny — białka wiążącego wapń 
z rodziny S-1 00” .

3. Bernardowi Korzeniewskiemu z Instytutu B iologii Molekularnej Uniwersytetu Jagiellońskiego w  Krakowie 
za pracę pt. „Czy model matematyczny może przewidzieć wynik eksperymentu biochemicznego?” .

Errata do artykułu z numeru 3/1993 
„S ekw encjonow anie  genom u drożdży Saccharom y
ces cerevisiae. Cele, s trateg ie , rezu lta ty” (autorzy: 
Ewa Grzybowska, Andrzej Migdalski, Marek Zagulski) z na
stępującymi poprawkami:
—  str. 159, wiersz 11 od góry: „Bal 31”  zamiast „Bal I"
—  str. 160, komentarz do ryc. 5, wiersz 12 od góry 
„streptomycynę”  zamiast „tetracyklinę” .
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Wskazówki 
dla autorów

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochem iczne 
kw arta ln ik „Postępy B iochem ii" publiku je prace prze
g lądowe om aw iające bieżące osiągnięcia, koncepcje 
i kierunki badawcze w dziedzin ie  biochem ii i nauk pokrew 
nych; publikuje też noty z h is to rii b iochem ii, zasady 
polskiego słow nictw a b iochem icznego, recenzje nade
słanych książek oraz spraw ozdania ze zjazdów, konferen
cji i szkół, w których b iorą udział członkow ie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w „Postępach B io
ch e m ii"  mogą m ieć charakter artyku łów  m onograficznych 
(do 20 stron tekstu licząc p iśm iennictw o i tabele), m in ire- 
views (do 10 stron tekstu), oraz krótkich not o najnowszych 
osiągnięciach i poglądach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpow iadają  za praw id łow ość i ścisłość 
podawanych inform acji oraz poprawność cytowania p iś
m iennictwa. Ujęcie prac w inno być syntetyczne, a przed
staw ione zagadnienie z ilustrow ane za pomocą tabel, 
rycin, (wykresy, schematy, reakcje), wzorów  i fo tografii.

Wskazany jest podział a rtyku łów  m onograficznych na 
rozdzia ły i podrozdzia ły, których rzeczowe tytu ły tworzą 
spis treści. Zgodnie z przyjętą konwencją rozdzia ły noszą 
cyfry rzym skie podrozdzia ły odpow iednio rzym skie i arab
skie np. 1-1, I-2. Poprawność logiczna i sty listyczna tekstu 
w arunkuje jego jednoznaczność i czytelność. Autorzy 
przeto w inni unikać składni obcojęzycznej, gwary labora
to ry jne j, a także ograniczać stosow anie doraźnie tw orzo
nych skrótów, nawet jeże li bywają używane w pracach 
specja listycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac 
podlega ocenie specja listów  i opracow aniu redakcyjne
mu. Redakcja zastrzega sobie m ożliwość skrócenia tekstu 
i w prow adzenie zm ian nie w pływ ających na treść pracy, 
dekla ru je  też gotowość konsultowania tekstu z Autoram i.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznacznie 
z ośw iadczeniem , że nadesłana praca nie była i nie będzie 
publikow ana w innym czasopiśm ie, jeże li zostanie og ło
szona w „Postępach B iochem ii". W przypadku, gdy Au- 
tor(zy) zam ierza(ją) w łączyć do swego autora artykułu 
ilustrac je  publikow ane przez autorów prac cytowanych, 
należy uzyskać i przekazać nam odpow iednią zgodę na 
przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: M aszynopis pow inien być napisany jednostron
nie czcionką w ie lkości standartow ej, z podwójną in te r
lin ią, z lewym m arginesem  ok. 4 cm z trzydziestom a 
w ierszam i na stron ie  i 60 znakam i w w ierszu (lite ry 
+- odstęp), odstępy pom iędzy wyrazam i pow inny od

pow iadać jednem u znakowi (nie równać do prawego 
m arginesu).
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń, ani 
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak
teru czcionki d rukarskie j mogą Autorzy zaznaczyć o łów 
kiem na m arginesach m aszynopisu. W przypadku stoso
wania w tekście lite r alfabetu greckiego trzeba na m ar
g inesie wpisać o łówkiem  ich fonetyczne brzm ienie.

Strona informacyjna m aszynopisu jest n ienum erowana, 
zaw iera im iona i nazw isko (a) autora (ów ), nazwy, adresy 
wraz z numerem telefonu zakładów  (w języku polskim

i angie lskim ), w których pracu ją  autorzy, adres do kore
spondencji nr te lefonu i ew entua ln ie  fax, adresy prywatne 
autorów, ty tu ł artykułu w języku polskim  i angielskim  oraz 
—  w prawym  dolnym  rogu —  liczbę tabel, rycin, wzorów  
i fo togra fii oraz skrót tytu łu pracy (do 25 znaków).

Strona 1 (tytułowa) zaw iera  im iona i nazw iska autorów, 
ty tu ł pracy w języku po lskim  i ang ie lskim , rzeczowy spis 
treści też w obu językach, ty tu ł naukowy każdego z auto
rów i ich m ie jsce pracy z adresem  pocztowym oraz wykaz 
stosowanych skrótów.
Kolejno numerowane dalsze strony obejm ują tekst pracy, 
p iśm iennictw o, tabele, podpisy i ob jaśnien ia  rycin, wzo
rów i fo togra fii.

PIŚMIENNICTWO: Wykaz p iśm iennictw a obejm uje prace 
w ko le jności ich cytow ania  w tekście, zaznacza się je 
liczbam i porządkow ym i ujętym i w naw iasy kwadratowe, 
np. [3,7,9,— 26], O dnośniki b ib liogra ficzne w inny m ieć 
nową uproszczoną form ę. Sposób cytow ania czasopism  
(1), m onografii (2), rozdzia łów  z książek jednotom owych 
(3), rozdzia łów  z tom ów serii opracow anej przez tych 
samych redaktorów  (4), rozdzia łów  z tom ów serii opraco
wanych przez różnych redaktorów  (5) wskazują poniżej 
podane przykłady:

1. H ildenbrandt GR, A ronson NN (1980) B iochim  Bio- 
phys Acta 631: 499— 502

2. Bostock CJ, Sum ner AT (1978) The Eukaryotic C hro
mosome, E lsevier, North-Holand, Am sterdam

3. Norberth T, P iscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg 
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of 
Metals. E lsevier, North-Holland, Am sterdam , str 
541-553

4. Delej J, Kesters K (1975) W: F lorkin M, Stotz EH (red) 
C om prehensive B iochem istry  t 29B. E lsevier, 
North-Holland Am sterdam , str 1-77

5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red) 
Research M onographs in Cell and Tissue Physiolo
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ILUSTRACJE: Ryciny w inny być gotowe do reprodukcji. 
Fotografie czarno-b ia łe  (kontrastowe), pow inny być wyko
nane na papierze matowym . Pozostałe ryciny należy 
wykonać tuszem na b ia łym  papierze lub kalce technicznej. 
Wskazane jest, aby ryciny były dw ukrotn ie w iększe od 
przyszłe j reprodukcji, tj. w skali 2:1. Cyfry i lite ry służące 
do opisu rysunku pow inny m ieć wysokość nie m nie jszą niż 
5 mm. Na rysunkach nie naley um ieszczać opisów s łow 
nych, lecz posługiw ać się skrótam i. Osie wykresów w inny 
być opatrzone napisem ła tw o zrozum ia łym . Decyzję o sto
pniu zm nie jszen ia  ryciny podejm ie wydawca. Ilustracji nie 
należy w łączać w tekst m aszynopisu, lecz odpow iednio 
ponum erować: tabele  i ryciny noszą cyfry arabskie, wzory 
zaś rzym skie. Na m arg inesie  tekstu należy zaznaczyć 
ołówkiem  preferow ane m ie jsce um ieszczenia tabeli, ryc i
ny, czy wzoru. Tabele odpow iedn io  porubrykowane, w inny 
być opatrzone jednoznacznym  tytu łem  i ew entualn ie także 
niezbędnym i ob jaśn ien iam i. S łowne ob jaśnien ia  znaków 
graficznych można um ieścić w podpisie pod ryciną, rysun
kowe zaś jedyn ie  na p lanszy ryciny. Tytuły i ob jaśnienia 
rycin sporządza się w postaci oddzie lnego wykazu. Ilust
racje należy podpisać nazw iskiem  p ierwszego z autorów 
i p ierwszym  słowem  tytu łu pracy oraz oznaczyć „g ó 
ra -dó ł”  (o łówkiem , na odw rocie). Ze względu na wewnęt
rzną spoistość a rtyku łu  wskazane jes t konstruowanie 
oryg ina lnych rycin i zb iorczych tabel na podstaw ie danych 
z piśm iennictw a.

M aszynopis i za łączn ik i (w dwu egzem plarzach), w łaś
ciw ie  zabezpieczone przed uszkodzeniem  w czasie trans
portu, należy przesłać na adres:

Redakcja kw arta ln ika  „P ostępy B iochem ii"
Instytut B io log ii Dośw iadczalnej im. M. Nenckiego, 
ul. Pasteura 3,
02-093 W arszawa
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•  •  4 3rd International Union of Biochemistry 

and Molecular Biology Conference 
“MOLECULAR RECOGNITION” 
23 to 27 April 1995, Singapore

SCIENTIFIC PROGRAMME

PLENARY LECTURES INCLUDE :

* Dr. A R Fersht :
* Dr. D M e tca lf :
* Dr. S Nakanishi

Protein Folding
The M olecular Regulation o f Blood Cell Formation 
M olecu lar B iology of G lutam ate Receptors and the ir 
Roles in Brain Functions

SYMPOSIA

SIGNALS AND RECEPTORS

* Ion channels
* Inhibins and activins
* Kinases
* Phosphatases
* G proteins and accessory factors
* Growth factors and cytokines
* Gaseous mediators

NEUROBIOLOGY

* Neurodevelopment
* Neurotrophic factors and receptors 

Gene regulation in the nervous system
* Neuronal signalling
* Neurochemistry of sensor systems
* Molecular neuropathology
* Neuroglia

MOLECULAR RECOGNITION IN
CATALYSIS AND DRUG ACTION

* Catalytic centres
* Protein engineering and unconventional 

enzymes
* Drug receptors and drug metabolizing 

enzymes
* Toxins
* Computer modelling of binding sites and 

drugs
* Biosynthesis and recognition of 

glycoconjugates
* Enzyme biotechnology

MOLECULAR IMMUNOBIOLOGY

* Major h istocompatibility molecules 
and antigen presentation

* Vaccine design and development
* T-cell and B-cell development and 

function
* AIDS
* Gene rearrangements in the immune 

system
* Apoptosis
* Immune modulation in medical 

therapeutics

Colloquia and Poster Sessions For details contact :

Welcome reception with cultural 
show

Mid-week Chinese banquet

Sight-seeing tours in Singapore 
and neighbouring countries

Trade exhibition

Dr. Hoon-Eng Khoo
Hon. Secretary, 3rd IUBMB Conference 
Department o f Biochemistry 
National University of Singapore 
Kent Ridge 
Singapore 0511.
Phone : 65-7723250 
Fax:  65-7791453
Email : bchkhe@leonis.nus.sg

C o n f e r e n c e  S e c r e t a r i a t :

Ken-Air DMC Pte Ltd. 35 Selegie Road, #09-19 Parklane Shopping Mall. Sinaapore 0718 
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