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WSPOMNIENIA

Profesor Zofia Lassota — Wspomnienia

1923-1997

22 sierpnia 1997 roku w W arszawie zm arła, w pełni 
sił twórczych, profesor dok to r habilitow any Zofia 
z Sobolewskich Lassota —  współtwórczyni Instytutu 
Biochemii i Biofizyki PAN, w ybitna specjalistka 
w dziedzinie biochemii owadów.

Studia wyższe ukończyła w 1950 r. na Wydziale 
Chemii Politechniki G dańskiej, uzyskując tytuł magis
tra  chemii. Jeszcze przed ukończeniem studiów  roz
poczęła pracę badawczą, pod kierunkiem  profesora 
Ernesta Syma, w Zakładzie Technologii Środków 
Spożywczych. Dalsza Jej kariera naukow a związana 
była z W arszawą. Pierwsze lata to asystentura w Z a
kładzie Chemii Ogólnej, a następnie Chemii F izjo
logicznej Akademii Medycznej. W latach tych ściśle 
w spółpracowała z Zakładem  Biochemii Instytutu G ru 
źlicy i Państwowego Z akładu Higieny. W 1954 r. 
rozpoczęła pracę w tworzącym  się wówczas, pod 
kierunkiem  profesora Józefa Hellera, Zakładzie Bio
chemii PAN. Zakład ten przekształcił się następnie 
w Instytut Biochemii i Biofizyki PAN. Profesor Zofia 
Lassota była jedną z tych osób, dzięki której powstał 
nasz Instytut. Zw iązana z nim była do końca swego 
życia. Stopień dok tora  nauk przyrodniczych uzyskała 
w 1959 r. za pracę nad A TP-azą i pirofosfatazą kiełków 
roślin. Przedm iot Jej rozpraw y habilitacyjnej stanow i
ły badania nad wpływem prom ieniow ania jonizujące
go na rozwój osobniczy owadów. Po uzyskaniu w 1969 
r. stopnia dok to ra  habilitow anego została kierow 
nikiem Pracow ni Biochemii Rozwoju Osobniczego 
w Zakładzie Biochemii Porównawczej. W roku 1974 
uzyskała tytuł profesora nadzwyczajnego, a w 1982 r. 
profesora zwyczajnego.

Profesor Zofia Lassota odbyła kilka staży nauko

wych w poważnych ośrodkach zagranicznych, między 
innymi w ośrodku CNRS w C ronenbourgu k. Stras- 
bourga (prof. P. Mandel), M iędzyuczelnianym O środ
ku Badań Jądrow ych w Liege (prof. Z. Bacą), Między
narodow ym  Laboratorium  Genetyki i Biofizyki w N e
apolu (prof. J. Brachet), oraz w Zakładzie Biologii 
Rozwoju Insty tutu  im. Jacques’a M onoda w Paryżu 
jako  profesor wizytujący.

Prace badawcze profesor Zofii Lassoty koncent
rowały się wokół problem ów związanych z biochemią 
owadów. Były to badania nad układem  cholinergicz- 
nym w ontogenezie, syntezą kwasów nukleinowych 
w em brionalnym  i postem brionalnym  różnicowaniu 
się kom órek, rolą horm onów  w regulacji ekspresji 
genów owadzich czy też rolą mózgu w regulacji 
horm onalnej rozwoju owadów. Jej dorobek naukowy 
obejmuje ponad pięćdziesiąt prac opublikowanych 
w czołowych czasopismach. Pod Jej redakcją powstał 
podręcznik „Biologia m olekularna —  ekspresja genu” 
(PW N, 1980 r. wydanie pierwsze, 1987 wydanie uzupeł
nione). W latach 1965-1971 była redaktorem  naczel
nym „Postępów  Biochemii”.

W czasie swej wieloletniej działalności naukowej 
profesor Lassota wychowała wiele pokoleń młodzieży 
akademickiej i pracow ników naukowych. W yprom o
wała sześciu doktorów , była opiekunką naukow ą 
trzech habilitacji.

O prócz działalności naukowej profesor Zofia Las
sota pełniła szereg ważnych funkcji w Instytucie. Była 
zastępcą D yrektora do spraw Ogólnych (1970-1972), 
a także zastępcą D yrektora do spraw N aukow ych 
(1972-1975). N a oddzielną uwagę zasługuje Jej działal
ność w Radzie Naukowej Instytutu. Rozpoczynała od 
sekretarzow ania tej Radzie, pełniła funkcję zastępcy 
przewodniczącego Rady (1981-1983), a od 1993 r. była 
nieprzerwanie przewodniczącą Rady Naukowej In 
stytutu Biochemii i Biofizyki PAN.

Była O sobą głęboko rozum iejącą naturę ludzką, 
umiejącą niezwykle trafnie i racjonalnie oceniać ludzi 
i motywy ich działania przy życzliwym i prawdziwie 
przyjacielskim do nich stosunku. O sobą o wielkiej 
osobistej kulturze, autorytecie i odwadze.

Jej przedwczesna śmierć okryła żałobą w ychow an
ków Instytutu, Jej przyjaciół i znajom ych z kraju 
i zagranicy. Odejście profesor Zofii Lassoty jest og ro 
m ną stratą dla nas wszystkich. Pozostanie w naszej 
pamięci nie tylko jako  w ybitna uczona, ale również 
jako  serdeczny opiekun i przyjaciel.

Uczniowie i Przyjaciele
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Wspomnienie o Profesorze Karolu Taylorze

My, uczniowie i współpracownicy Profesora K arola 
Taylora, głęboko wstrząśnięci Jego przedwczesną 
śmiercią, chcielibyśmy opowiedzieć o Nim  jako  
o Uczonym i Człowieku. Każdy z nas chciałby opisać 
swe kontakty  z Profesorem i swoje o Nim  wspo
mnienie, lecz na razie jest na to za wcześnie. W iosną 
roku przyszłego, osam otnieni Jego odejściem, sami 
będziemy otwierać nowy budynek M iędzyuczelniane
go W ydziału Biotechnologii Uniwersytetu i Akademii 
Medycznej w G dańsku, do pow stania którego tak 
bardzo przyczynił się Profesor. Wówczas zorganizuje
my specjalną sesję naukow ą poświęconą pamięci p ro 
fesora Taylora.

Teraz, pragniem y oddać pierwszeństwo jednem u 
z Jego nauczycieli, profesorowi Wacławowi Szybals- 
kiemu, który nadesłał nam W spomnienie o Profesorze 
Karolu Tylorze. We wspomnieniu omówił on O sobo
wość oraz najważniejsze odkrycia i osiągnięcia nasze
go Profesora.

Grażyna Konopa, Barbara Lipińska, Anna 
J. Podhajska, Bogusław i K rystyna Szew
czykowie, Grzegorz Węgrzyn, Maciej Żylicz 
i pozostali pracownicy Wydziału Biologii, 
Geografii i Oceanologii UG oraz M iędzy
uczelnianego Wydziału Biotechnologii

UG-AM G

Mikrobiologia straciła wielkiego uczonego, 
w Osobie profesora Karola Taylora.

Chciałbym  pow iadom ić wszystkich moich przyja
ciół m ikrobiologów , że 30-tego sierpnia 1997 zm arł 
znakom ity polski m ikrobiolog, wirusolog oraz bio
chemik, profesor K arol Taylor. M iał 69 lat. Był 
Rektorem  U niwersytetu Gdańskiego, jak  również kie
rownikiem K atedry Biologii M olekularnej oraz L abo
ratorium  G enetyki M olekularnej. Zm arł w wyniku 
komplikacji, powstałych po zakażeniu wirusem C żół
taczki, które doprow adziły do niekontrolow anej po
operacyjnej, opornej na antybiotyki bakterem ii.

K arol Taylor urodził się 9 lutego 1928 r. w Poznaniu, 
w znanej rodzinie, wywodzącej się ze Szkocji, a zam ie
szkałej w Polsce od okołu trzystu lat. Ukończył 
Politechnikę w G dańsku, następnie doktoryzow ał się 
z zakresu wirusologii we Wrocławiu. Stopień docenta 
uzyskał w 1966 r. na podstawie badań, w których 
wykazał, iż fag Vill koduje enzym, który —  poprzez 
specyficzną deacylację powierzchniowego polisachary
du —  odpow iada za pierwszy etap szczególnie specyfi
cznego zakażenia salmonellą. Żona Karola, Alina, jest 
także wybitnym m ikrobiologiem  i zajmuje się bada

niem funkcji i regulacji białek litycznych, kodowanych 
przez faga.

Z ważniejszych odkryć dok to ra  K arola Taylora 
trzeba przypomnieć, że to On pierwszy, w 1966/67 
wykazał zjawisko transkrypcji obu nici DNA. Badania 
te zostały wykonane w moim laboratorium , a ich 
wyniki były bulwersujące, ponieważ w tam tym  czasie 
przyjm owano powszechnie, że tylko jedna nić, tzw. nić 
sensowa, ulega transkrypcji. K arol wykrył także kas
kadę precyzyjnie regulowanych zdarzeń transkrypcyj- 
nych i opublikow ał pierwszą m apę transkrypcyjną. 
W pracy tej posłużył się fagiem X, przyczyniając się tym 
do uznania bakteriofaga X za najlepszy z dostępnych 
w tym czasie organizm  modelowy, nadający się do 
badań genetycznych i molekularnych. O dnośna praca 
została opublikow ana w 1967 r. w PN  AS (67; 1618- 
-1625), a później przedrukow ana w kilku książkach 
i czasopismach specjalistycznych.

Po swoim powrocie do G dańska K arol zorganizo
wał Uniwersytecki Insty tut Biologii, obejmujący za
kłady m ikrobiologii, biochemii, biologii m olekularnej
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i był jego dyrektorem  do 1975 roku. W badaniach nad 
m echanizm am i inicjacji replikacji faga A in vivo (w 
których w ykazał dużą niestabilność białka O) i in vitro 
(używając oczyszczonych białek O i P faga A,) wykorzy
stał kom órki norm alne oraz pozbawione chrom o
somów „m inikom órki”. Badania te kontynuow ał K a
rol w roku 1980/1981 w laboratorium  profesora A rtura 
K ornberga w Uniwersytecie Stanforda, gdzie wykazał 
fizyczne oddziaływ ania białek O i P z faga A.

Karol został wybrany Rektorem  Uniwersytetu 
Gdańskiego. Jego kadencja we wczesnych latach 
osiemdziesiątych przypadła na trudny okres stanu 
wojennego, k tóry  w prow adzono wkrótce po pow sta
niu Solidarności. Jako R ektor wykazał O n w tym 
trudnym  czasie swe niezwykłe wyczucie, odwagę 
i umiejętność obrony studentów  i kolegów nauko
wców. W wyniku jego prodem okratycznej aktywności 
i publicznego głoszenia prawdy, władze kom unistycz
ne skonfiskowały w odwecie Jego paszport i odwołały 
G o z funkcji R ektora przed upływem kadencji.

Represje polityczne sprawiły, że K arol podjął b ar
dziej intensywne działania badawcze i w efekcie w yka
zał: (i) rolę białek DnaA i G roE  gospodarza w re
plikacji faga A, (ii) znaczną stabilność kom pleksu 
replikacyjnego, k tó ra jest dziedziczona tylko przez 
jedną z potom nych cząsteczek DNA  faga A, w każdym 
jego replikacyjnym  cyklu (dziedziczenie białkowe). 
Podczas ostatn ich  siedmiu lat, gdy Polska odzyskała 
swą pełną niepodległość, K arol opublikow ał blisko 
dwadzieścia prac głównie w dobrze znanych zachod
nich czasopism ach, takich jak: Journal of Bacteriology, 
J. M olecular Biology, Genetics, Virology, Gene, M ole
cular and G eneral Genetics i innych.

Gdy odwiedziłem G o w szpitalu w G dańsku około 
miesiąca przed Jego śmiercią, Karol był dobrej myśli 
i redagował wraz z dr Grzegorzem W ęgrzynem m anu
skrypt pracy na tem at aktywacji głównego praw o
stronnego p rom oto ra  faga A przez białka DnaA. 
Odbyliśmy prawdziwie stym ulującą dyskusję nau
kową!

O prócz swych badań podstawowych K arol prom o
wał badania z dziedziny mikrobiologii stosowanej, jak  
np. ochrona przed zakażeniem bakteriofagowym  pod
czas fermentacji antybiotyku nizyny, zastosowanie 
genetyki m ikrobiologicznej do m onitorow ania zanie
czyszczeń m utagennych czy karcynogennych M orza 
Bałtyckiego. K arol otrzym ał wiele nagród, medali, 
nagród naukow ych i został wybrany na członka-kore- 
spondenta Polskiej Akademii Nauk.

Karol był zawsze uprzejmy, zawsze gotowy nieść 
pomoc; był prawdziwym  dżentelmenem o szczególnym 
poczuciu hum oru. Był wspaniałym eksperym entato
rem i nauczycielem, głębokim myślicielem, a także 
zam iłowanym  żeglarzem. Był znakom itym  organizato
rem, który stworzył w Uniwersytecie G dańskim  kilka 
nowoczesnych zakładów  biologicznych o różnej orien
tacji; a ostatn io  przyczynił się wielce do budowy 
nowego budynku M iędzyuczelnianego W ydziału Bio

technologii U G -A M G , który będzie o tw arty w 1998 
roku.

K arol grał ważną rolę zarówno w nauce światowej 
(w dziedzinie m apow ania kaskady zdarzeń transkryp
cji oraz replikacji DNA), jak  i lokalnie, jako  twórca 
nowoczesnej biologii na Uniwersytecie Gdańskim . 
Jako  W ychowawca kształcił nowe generacje polskich 
m ikrobiologów , biotechnologów oraz biologów m ole
kularnych.

K arola i Jego geniuszu nikt nie zastąpi. Był w yjąt
kową osobowością. Brak będzie bardzo Jego m ądro
ści, talentów  organizacyjnych, a także Jego udziału 
w tworzeniu europejskiej sieci naukowej.

Bardzo dziękuję profesor Alinie Taylor i d r G rzego
rzowi Węgrzynowi za pom oc w redakcji tego w spo
mnienia.*

Wacław Szybalski 
M cArdle Laboratory  

University o f  Wisconsin 
Medison, Wl 53706 USA  

e-mail: szybalski@ oncology.wisc.edu

* wspomnienie o prof. Karolu Taylorze zostało przygotowa
ne dla AMS News, przekład za zgodą Autora.

Wydawca prosi 
o kontakt tych, 

którzy chcieliby wykorzystać 
łamy „Postępów Biochemii”  

do reklamowania 
swych produktów i usług 
związanych z biochemią, 
biologią molekularną 
i biologią komórki.
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NAGRODA NOBLA

Nagroda Nobla za priony 

Nobel prize for prions

PAWEŁ P. LIBERSKI*»

Przyznanie tegorocznej N agrody N obla S t a n i e -  
y o w i  B. P r u s i n e r o w i ,  profesorowi Uniwersytetu 
K alifornijskiego w San Francisco [1] (Ryc. 1) zbiegło 
się z opublikow aniem  w ostatnim  num erze N aturę 
dw óch prac —  J o h n a  C o l l i n g e ’ a z Londynu 
i M o i r y  B r u c e  w Edynburgu, który udowodniły 
po n ad  wszelką wątpliwość, że nowy w ariant C JD  jest 
wynikiem  przepasażow ania BSE na człowieka [2 -4 ].

S t a n l e y  B. P r u s i n e r  sform ułował teorię 
„p rio n u ” [2], W irusy są to patogeny zwierząt, ow a
dów, roślin a nawet bakterii. W odróżnieniu od 
wszystkich organizm ów żywych zawierają tylko jeden 
kwas nukleinowy, DN A lub RNA (wszystkie inne 
organizm y zawierają zawsze oba kwasy nukleinowe) 
oraz płaszcz białkowy; najmniejsze w iruso-podobne 
tw ory (wiroidy roślin) nie zawierają już białek a tylko 
kolistą cząsteczkę RNA. Wg P r u s i n e r  a, który 
o trzym ał N agrodę N obla za tą właśnie koncepcję, 
czynnik infekcyjny scrapie (prion od proteinaceous 
infectious particie z przestawionym i sam ogłoskam i) 
jest jeszcze prostszy i nie zawiera już nawet kwasu 
nukleinow ego, składając się z patologicznego białka 
P rP sc o odmiennej konformacji przestrzennej (mówimy 
o patologicznym  „konform erze”) od b iałka kom ór
kowego, P rP c. P rP Sc odkłada się następnie w mózgu 
pod postacią blaszek amyloidowych lub tzw. „synap
tycznych” depozytów PrP . P r u s i n e r  i jego propo- 
nenci sugerują, że w wyniku zakażenia, P rP sc jako  
m atryca narzucą P rP c swoj patologiczny kształt, in
nym i słowami, cząsteczka P rP sc zmienia cząsteczkę 
zdrow ego białka P rP c w kolejną cząsteczkę zakaźnego 
p r p sc (sekwencja P rP c i P rP sc jest jednakow a).

C horoby wywołane przez priony (kuru, CJD , choro
ba G erstm anna-Strausslera-Scheinkera i śm iertelna 
rodzinna bezsenność oraz scrapie i choroba szalonych 
krów ) stanow ią część większej grupy tzw. nowotw orów 
białek (ang. protein cancers), chorób wywołanych od
kładaniem  się patologicznych konform erów  różnych 
białek: beta peptydu (AP) w chorobie Alzheimera czy, 
odkrytej kilka tygodni temu, alfa-synukleiny w cho-

*» Samodzielna Pracownia Biologii Nowotworów Katedry 
Onkologii Akademii Medycznej w Łodzi.
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Ryc. 1. Stanley B. P rusiner z autorem  artykułu  na III M iędzy
narodow ym  Sym pozjum  „Transm issible subacute spon
giform encephalopathies: prion diseases”. Paryż, M arzec 
1996.

robie Parkinsona [5 -7 ], huntingtiny tworzącej włókna 
amyloidowe w chorobie H untingtona [8], czy fratak- 
syny w ataksji Friedreicha [9]. Jedynie choroby wywo
łane przez priony są wywołane przez czynnik infekcyj
ny. Co powoduje odkładanie się patologicznych kon
formerów innych białek — nie wiemy, ale mechanizm 
jest identyczny, choć etiologia jest różna.

Uczestniczyłem w 1984 roku w sym pozjum  w New 
Battle Abbey, zorganizowanym  celem zdyskredytow a
nia S t a n l e y a  B. P r u s i n e r a  i jego teorii, który 
praktycznie pojedynczo starał się w ciągu pięciu lat 
m orderczego wręcz wysiłku oczyścić czynnik zakaźny 
scrapie [10]. W 1982 roku, S t a n l e y  wysunął teorię 
prionu [11], w 1984 we współpracy z L e r o y  H o 
o d  e m  zsekwencjonował N -koniec P rP  [12], w 1985 
wraz z C h a r l i e  W e i s m a n n e m  sklonował gen 
dla P rP  [13]. Odkrycia te stały się podstaw ą N agrody 
N obla dla P r u s i n e r a .

Pomim o, że teoria prionu jest teorią dom inującą, nie 
jest jednak teorią powszechnie uznaną. Pow ażną prze
szkodą w jej powszechnej akceptacji jest obecność tzw.
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szczepów scrapie —  to znaczy izolatów czynnika 
infekcyjnego (prionu), które zachowują charakterys
tyczne cechy pom im o przepasażowywania przez o r
ganizmy różnych gatunków. Np. szczep, który wywo
łał nowy w ariant choroby C reutzfeldta-Jakoba po 
przepasażowaniu z krów zakażonych encefalopatią 
gąbczastą bydła zachowuje te same cechy po przepasa
żowaniu na koty, świnie i antylopę kudu. N atom iast 
sekwencja P rP  zwierząt wszystkich tych gatunków  jest 
odrębna. P r u s i n e r uważa, że P rP sc może mieć wiele 
różnych konformacji przestrzennych. Cząsteczki P rP  
o odmiennej konformacji przestrzennej byłyby właśnie 
szczepami scrapie.

Laureat N agrody N obla, D. C. G a j d u s e k  sądzi 
inaczej. Zakaźną nie jest według niego pojedyncza 
cząsteczka P rP sc, lecz jej agregat, „kryształ”. Począt
kowo P rP sc tworzy jąd ro  krystalizacji, (ang. „a seed”), 
wokół którego odkładają się kolejne cząsteczki P rP sc. 
Tak, jak  z tej samej zamarzniętej wody m ożna stwo
rzyć nieskończenie wiele form płatków  śniegu, tak ta 
sam a cząsteczka P rP sc może utworzyć różniące się 
kształtem  kryształy szczepów scrapie. Niestety, nikt 
nigdy nie obserwował mechanizmu, który umożliwiłby 
tworzenie takich odm iennych kryształów w komórce, 
nie znaczy to jednak, że mechanizm u takiego nie ma, 
może po prostu nie został jeszcze odkryty, a i P r u - 
s i n g e r  i G a j d u s e k  mają rację. M oże ...

N a zakończenie kilku uwag osobistych. Chciałbym 
przypomnieć, że pole to zostało uhonorow ane drugą 
już N agrodą N obla —  pierwszą przyznano w 1976 
roku d rD . C a r l e t o n o w i  G a j d u s k o w i ,  z k tó 

rym miałem zaszczył pracować —  i cały czas pracuję 
—  przez wiele lat. Cieszę się, że pole, którem u po
święciłem swoje zawodowe życie, stało się warte dwóch 
N agród Nobla.
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ARTYKUŁY

Redakcja Postępów Biochemii zamówiła niniejszy artykuł. Jedno
cześnie z prawdziwą przyjemnością przedstawia autorkę, życząc Jej 
wielu sukcesów  w tak dobrze rozpoczętej karierze naukowej.

Dr M arta M iączyńska jest absolwentką Wydziału Biologii i Nauk 
o Ziemii, specjalność biologia molekularna, Uniwersytetu Jagiellońs
kiego. W roku 1993 otrzymała stypendium doktoranckie im. Berthy von 
Suttner, ufundowane przez austriackie Ministerstwo Nauki i rozpoczęła 
pracę w Zakładzie Mikrobiologii i Genetyki Uniwersytetu w Wiedniu. 
Tematyka pracy dotyczyła charakterystyki produktów genów kodują
cych białka eskortujące REPw drożdżach. Stopień naukowy doktora 
otrzymała w roku 1996 a w październiku br. podjęła pracę w Europejs
kim Laboratorium Biologii Molekularnej w Heidelbergu.

Funkcjonowanie GTPaz typu Rab/Ypt i ich białek eskor
tujących w regulacji transportu błonowego

Rab/Ypt type of GTPases and their escort proteins (REP) in the 
regulation of membrane transport

MARTA MIĄCZYŃSKA*
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I. Wstęp

T ransport w ew nątrzkom órkow y przebiegający za 
pośrednictwem  pęcherzyków błonowych zapewnia

*dr, Celi Biology Programme, EMBL, Meyerhofstr. 1, 
D-69012, Heidelberg, Germany
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właściwą organizację i funkcjonowanie organelli ko
m órkowych oraz leży u podstaw  procesów sekrecji 
i endocytozy. O statnie lata przyniosły olbrzymią ilość 
doniesień opisujących różne aspekty transportu  bło
nowego. W ynika z nich, że podstaw owe etapy i mecha
nizmy m olekularne transportu , takie jak  formowanie 
pęcherzyków (ang. vesicle budding), rozpoznanie błony 
docelowej przez pęcherzyki (ang. vesicle docking) i ich 
fuzja (ang. vesicle fusion), zostały zachowane w procesie 
ewolucji we wszystkich kom órkach eukariotycznych 
[1-3]. Trzy podejścia doświadczalne okazały się szcze
gólnie przydatne w badaniach transportu  wewnątrz
kom órkowego. O bok eksperym entów biochemicz
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nych mających na celu analizę składu pęcherzyków 
synaptycznych w neuronach oraz prób rekonstytucji 
poszczególnych etapów  transportu  w w arunkach in 
vitro —  genetyczne badania drożdży Saccharomyces 
cerevisiae doprowadziły do odkrycia wielu typów 
białek uczestniczących w procesach transportu  w ko
mórce. W niniejszym artykule chciałabym przedstawić 
jedną z klas białek regulujących transport błonowy we 
wszystkich kom órkach eukariotycznych, jak ą  repre
zentują G TPazy typu Rab/Ypt. Dzięki cyklicznym 
zm ianom  konformacji oraz zdolności do krążenia 
pomiędzy błonam i organelli a cytosolem białka 
Rab/Y pt zapewniają specyficzność i kierunkow ość 
procesów transportu . Prawidłowe funkcjonowanie 
R ab/Ypt zależy w dużym stopniu od oddziaływań 
z białkam i regulatorowym i, spośród których białka 
eskortujące, tak zwane REP, odgrywają szczególną 
rolę.

II. GTPazy jako regulatory transportu błono
wego

II-l. Białka z rodziny Rab/Ypt i ich lokalizacja 
wewnątrzkomórkowa

pęcherzyka-donora (ang. vesicle SNARE, v-SNARE) 
i na błonie docelowego organellum  (ang. target SNA
RE, t-SNARE), które m ają połączyć się w procesie 
fuzji. Om awianie kom pleksów SNARE wykracza poza 
ramy obecnego artykułu [problem atyka ta została 
przedstaw iona w artykułach przeglądowych 3, 14-17], 
należy natom iast wspomnieć, że obecność aktywnego 
Rab/Y pt związanego z G T P  oraz praw dopodobnie 
jego dalszych efektorów jest jednym  z warunków 
oddziaływania między kom pleksam i v-SNARE 
i t-SNARE obecnymi na dwóch kom partm entach 
błonowych [7, 18]. K om órka musi więc posiadać 
mechanizmy zapewniające aktywację Rab/Y pt w od
powiednim czasie i miejscu, jak  również mechanizmy 
umożliwiające „recycling” białka R ab/Y pt po zakoń
czeniu fuzji ponownie do błony-donora. W związku 
z tym oprócz cyklicznych zm ian konformacyjnych 
powodujących aktywację i inaktywację wynikające 
z rodzaju związanego nukleotydu, białka Rab/Ypt 
krążą pomiędzy właściwym sobie typem błony a cy
tosolem. Efektem tego jest występowanie białek 
Rab/Y pt w kom órce w dwóch pulach: dominującej 
błonowej i mniejszej rozpuszczalnej w cytosolu (por. 
rozdział III).

Pierwsze białka wiążące G T P  i regulujące sekrecję 
odkryto w latach osiemdziesiątych w kom órkach 
drożdży pączkujących Saccharomyces cerevisiae. Biał
ka Y ptl i Sec4 wykazywały nie tylko aktywność 
GTPazow ą, ale również znaczne podobieństw o struk
turalne do produktów  onkogenów  Ras [4 ,5]. Z czasem 
zidentyfikowano kolejne białka G  wykazujące hom o- 
logię do Y ptl i Sec4 i funkcjonujące w transporcie 
wewnątrzkom órkowym , które tworzą rodzinę liczącą 
obecnie ponad 30 członków u ssaków (białka okreś
lane nazwą Rab) i około 10 u drożdży (białka Ypt) 
[6-8]. O bok innych rodzin białek takich jak  Ras, 
Rho/Rac, Ran i Arf, białka Rab/Y pt są klasyfikowane 
jako  małe białka G  podobne do Ras (ang. Ras-like 
small G proteins), ponieważ w odróżnieniu od hetero- 
trimerycznych białek G, wszystkie białka należące do 
tej grupy charakteryzują się m asą cząsteczkową w gra
nicach 20-28 kD a [9, 10].

Cechą charakterystyczną białek Rab/Ypt jest ich 
ściśle określone rozmieszczenie w kom órce [11], P o
szczególne białka tej klasy są zlokalizowane w błonach 
określonych organelli kom órkowych i regulują dzięki 
temu dany etap transportu  (Ryc. 1). Przykładow o, 
białko Y ptl w kom órkach drożdży pośredniczy 
w transporcie pomiędzy retikulum  endoplazm atycz- 
nym a aparatem  Golgiego i jest zlokalizowane w bło
nach tych organelli [12], podczas gdy inne drożdżowe 
białko typu Ypt, Sec4, „reguluje ruch” między ap a ra
tem Golgiego a błoną kom órkow ą [5, 13].

Uważa się, że na poziomie m olekularnym  rola białek 
Rab/Y pt w transporcie w ew nątrzkom órkowym  polega 
na regulacji oddziaływania między specyficznymi biał
kami (tak zwanymi SNAREs) obecnymi na błonie

Ryc. 1. Schemat lokalizacji w ew nątrzkom órkow ej w ybranych b ia
łek Rab w kom órkach ssaczych i białek Ypt u drożdży S. 
cerevisiae. Strzałki sym bolizują kolejne e tapy sekrecji lub 
endocytozy regulow ane przez poszczególne białka R ab/Y pt. 
O bjaśnienia skrótów: PM  —  błona kom órkow a; EE 
—  wczesny endosom  (ang. early endosome) w kom órkach  
ssaczych; LE —  późny endosom  (ang. late endosome) 
w kom órkach ssaczych; ER —  retikulum  endoplazm atycz- 
ne; E —  endosom  w kom órkach  drożdży.
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II-2. Czynniki regulujące funkcjonowania białek 
Rab/Ypt

P odobnie do innych G T Paz, białka Rab/Y pt m ają 
zdolność wiązania nukleotydów  guaninowych i hydro
lizy G T P , jednakże szybkość samoistnej wymiany 
nukleotydów  (G D P na G TP) oraz hydrolizy G T P  jest 
w przypadku białek R ab/Y pt bardzo niska i w związku 
z tym m ogą one istnieć w dwóch stabilnych konfor
m acjach: aktywnej po związaniu G T P  i nieaktywnej 
w kom pleksie z G T P  [18]. K rążąc pomiędzy tymi 
dw om a stanam i białka R ab/Y pt spełniają rolę „mole
kularnych przełączników” (ang. molecular switches) 
w procesach sekrecji i endocytozy. Jedynie aktyw na 
form a R ab/Y pt w kom pleksie z G T P  umożliwia zajście 
procesów prowadzących do fuzji błon.

Z nane są dwa typy białek regulatorowych u łat
wiających białkom  Rab/Y pt przybranie odpowiedniej 
konform acji. Są to czynniki przyspieszające wymianę 
nukleotydu (ang. guanine nucleotide exchange factor, 
G EF), k tóre ułatw iają dysocjację G D P  i związanie 
G T P  i w ten sposób aktyw ują Rab/Ypt, oraz białka 
zwiększające aktywność G T Pazow ą (ang. GTPase ac
tivating protein, GAP), które przyspieszają hydrolizę 
G T P  i inaktywację białka R ab/Y pt [19, 20] (Ryc. 2).

W przeciwieństwie do białek typu G E F  i GAP, które 
są specyficzne dla poszczególnych Rab/Y pt [21, 22], 
białko zwane Rab G D I (ang. GDP dissociation in
hibitor) może oddziaływać ze wszystkimi białkam i 
R ab/Y pt w danym  momencie związanymi z G D P. Rab 
G D I jest inhibitorem  dysocjacji G D P  i stabilizuje 
w ten sposób nieaktyw ną konform ację białek Rab/Ypt, 
jak  również reguluje ich krążenie między błonam i 
a cytosolem  [23-25] (por. rozdział III).

II-3. Prenylacja białek Rab/Ypt, białka eskortują
ce Rab (REP)

Aby móc regulować procesy transportu  pęcherzyko
wego białka R ab/Y pt muszą być związane z błonam i 
w ew nątrzkom órkow ym i. Jednakże Rab/Y pt są syn
tetyzowane jako  białka rozpuszczalne i ich zdolność 
do wiązania się z błonam i zależy od prenylacji, n ieod
wracalnej lipidowej modyfikacji posttranslacyjnej, 
k tó ra  nadaje białkom  własności hydrofobowe [26]. 
Prenylacja polega na kowalencyjnym dołączeniu gru
py farnezylowej (C 15) lub geranylogeranylowej (C20) 
poprzez w iązania tioeterowe do reszt cysteinowych 
znajdujących się na C-końcu m odyfikowanego białka 
[27, 28]. Biochemia i znaczenie procesów prenylacji 
została niedawno szczegółowo opisane na łam ach 
Postępów Biochemii [29].

Białka R ab/Y pt są zwykle zakończone sekwencją 
Cys-Cys lub Cys-X-Cys (X oznacza dowolny am ino
kwas) [30], gdzie obydwie reszty cysteinowe są modyfi
kow ane przez dodanie geranylogeranylu w reakcji 
katalizow anej przez enzym określony jako  Rab gera- 
nylogeranylotransferaza (R abG G PTaza). Enzym ten

Ryc. 2. Cykl G T Pazow y białek R ab/Y pt i jego regulacja przez 
czynniki przyspieszające wymianę nukleotydu (G EF) i b iał
ka zwiększające aktyw ność G T Pazow ą (GAP).

jest heterodim erem  składającym  się z podjednostek 
a  i (3 [31]. Cechą odróżniającą R abG G PT azę od 
innych prenylotransferaz białkowych jest fakt, że jako  
substrat rozpoznaje ona nie sam o białko Rab/Y pt, 
a jego kom pleks z białkiem pomocniczym, tak zwanym 
białkiem eskortującym  Rab (ang. Rab escort protein- 
REP; początkowo określanym  również jako  kom 
ponent A RabG G PTazy), które odgrywa również 
ważną rolę w dalszych etapach funkcjonow ania białek 
R ab/Y pt [32, 33].

III. Cykliczne funkcjonowanie białek 
Rab/Ypt w komórce

Liczne doświadczenia, głównie na hodow lach ko
m órek ssaczych, doprow adziły do ustalenia m odelu 
opisującego cykliczne funkcjonowanie białek Rav 
w kom órce i rolę białek pomocniczych takich jak  REP 
i Rab G D I w tym procesie [33-35] (Ryc. 3). Zgodnie 
z przedstawionym  modelem, natywne białko Rab 
zostaje związane przez białko eskortujące REP. Roz
poznanie kom pleksu Ryb-REP przez R abG G PT azę 
umożliwia podwójną prenylację Rab poprzez dodanie 
grup geranylogeranylu do obu C-końcow ych reszt 
cysteinowych. Reakcja ta zachodzi w dwu etapach: 
p roduktem  pierwszego jest kom pleks pomiędzy m ono- 
geranylogeranylow anym  Rabv i REP, k tórego duża 
stabilność umożliwia w etapie drugim  efektywne d o d a
nie kolejnej reszty prenylowej do białka Rab [36],

Po zakończeniu reakcji prenylacji R EP pozostaje 
w kompleksie ze zmodyfikowanym Rab i „eskortuje” 
go do błony specyficznego organellum  typowego dla 
danego białka Rab [34], Szczegóły tego procesu nie są 
znane, ale sugeruje się, że istnieje specyficzny receptor 
błonowy dla prenylowanego Rab lub kom pleksu Rab- 
-REP. Podczas asocjacji Rab z błoną, R EP jest uw al
niany do cytoplazmy, gdzie może uczestniczyć w kolej
nej rundzie prenylacji, natom iast Rab przechodzi 
wymianę G D P  na G T P  stym ulow aną przez błonowe
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błona
pęcherzyka lub

Ryc. 3. Krążenie białek R ab/Y pt między błonam i a cytozolem 
wskutek oddziaływań z R E P i Rab G D I. D okładny opis 
w tekście (rozdział III). N a schemacie pom inięto oddziały
wania R ab/Y pt z elektoram i i kom pleksam i białkowymi 
SNAREs prow adzące do rozpoznania  i fuzji błon pęcherzy
ków i organelli.
Objaśnienie skrótów: R E P —  białko eskortujące Rab; Rab 
G D I —  inhibitor dysocjacji G D P; ER —  retikulum  endo- 
plazm atyczne; G G P P  —  dwufosforan geranylogeranylu; 
a/B et2 i P/Bet4 —  odpowiednio: podjednostki a  i p trans- 
ferazy geranylogeranylu dla białek Rab (kodow ane u d roż
dży przez geny BET2 i BET4); R —  hipotetyczny receptor 
błonowy dla białek R ab/Y pt lub kom pleksu R EP-R ab/ypt; 
G E F  —  czynnik przyspieszający wym ianę nukleotydu; 
G A P — białko zwiększające aktyw ność G TPazow ą.

białko z rodziny G EF. W swej aktywnej konformacji 
Rab oddziałuje z dalszym efektorem /efektoram i, um o
żliwiając powstanie kom pleksów białkowych zaan
gażowanych w rozpoznaw anie i fuzje odpowiednich 
pęcherzyków. W ten sposób aktywow ane białka Rab 
zapoczątkują i zapewniają czasową koordynację p ro 
cesów rozpoznania i fuzji błon (ang. molecular timers) 
[37]. D okładny mechanizm poprzez który białko Rab 
i jego efektory regulują aktywność kom pleksów SNA
REs nie jest jednak znany. Dotychczas odkryto dwa 
bezpośrednie efektory dla białek Rab; rabaptynę-5 
(specyficzną dla Rab5) i rabfilinę (specyficzną dla 
Rab3), które są rekrutow ane z cytosolu do odpow ied
nich błon przez aktywow ane Rab związane z G T P  
[38-40],

Po hydrolizie G TP, następującej przy udziale białek 
o aktywności G A P i po zakończeniu procesów fuzji, 
nieaktywne Rab powinno zostać ponow nie dostar
czone do błony donora. N astępuje to dzięki białku Rab 
G D I, które rozpoznaje prenylowane, związane z G D P  
Rab i uwalnia je z błon [25]. W związku z tym 
w kom órce istnieje zawsze pula białek Rab w cytosolu

w kompleksie z Rab G D I [41]. Rab G D I może 
dostarczyć Rab ponownie do odpowiedniej błony 
poprzez mechanizm analogiczny do eskortow ania Rab 
przez REP, rozpoczynając w ten sposób kolejny cykl 
[42-44], N iedaw no opisano błonowe białko, tak zw a
ny czynnik uwalniający G D I (ang. G D I displacement 

factor, G D F), które ułatwia dysocjację kompleksu 
G D I-R ab i związanie Rab z błonam i [45]. Czynnik ten 
może więc odgrywać rolę postulow anego receptora 
błonowego dla Rab. Sugeruje się ponadto, że fosforyla
cja Rab G D I odgrywa rolę w regulacji krążenia białek 
Rab między cytosolem i błonam i [46]. Zgodnie z tym 
modelem, białka Rab są związane w cytosolu z fos- 
forylow aną formą Rab G D I, podczas gdy oddziały
wanie z błonowymi Rab następuje przez niefosforylo- 
waną formę G D I. M echanizm  ten mógłby wytłum a
czyć konieczną równowagę między dwom a przeciw
stawnymi procesami (solubilizacji i asocjacji z bło
nami białek Rab), które przebiegają za pośrednictwem 
Rab G D I.

Opisany funkcjonalny cykl białek Rab może okazać 
się w rzeczywistości jeszcze bardziej skom plikow any 
i regulowany przez dalsze czynniki. Stwierdzono na 
przykład, że konform acja białka Rab w kompleksie 
z G D P  jest preferowana przy geranylogeranylacji 
wskutek większego powinowactw a wykazywanego 
przez REP do Rab w konform acji z G D P  w porów 
naniu z G T P  [47]. Ponieważ w ew nątrzkom órkowe 
stężenie G T P  jest wyższe niż G D P  [48], natywne 
białka Rab są praw dopodobnie związane z G TP. 
W związku z tym nie wyklucza się istnienia pom oc
niczego białka o aktywności G AP, które wiązałoby się 
z natywnym  Rab jeszcze przed utworzeniem kom plek
su z REP i wspom agałoby hydrolizę G T P, um oż
liwiając następnie skuteczną prenylację. A lternatyw 
nie, REP mógłby działać jak o  białko chroniące (ang. 
chaperone) wiążąc się z Rab już w trakcie uwalnianie 
z rybosom ów  i w ten sposób zm uszając Rab do 
przyjęcia konformacji w kompleksie z G D P. Żaden 
z tych modeli nie został jak  dotąd  potw ierdzony 
doświadczalnie.

Liczne podobieństw a struk turalne i funkcjonalne 
pomiędzy REP i Rab G D I doprowadziły do stw ier
dzenia, że Rab G D I jest wyspecjalizowaną formą REP. 
W iadom o, że oba białka ham ują dysocjację G D P  
z białek Rab, utrzym ując je w stanie nieaktywnym , 
a w kom órkach permeabilizowanych oba m ogą d o 
starczać jak  i ekstrahow ać prenylowane Rab z błon 
[34]. Rab G D I nie rozpoznaje jednak nieprenylowa- 
nych Rab i nie może asystować w reakcji geranylogera
nylacji [34]. W związku z tym in vivo REP dostarcza 
białka Rab po raz pierwszy do błon bezpośrednio po 
ich modyfikacji, podczas gdy Rab G D I jest odpow ie
dzialny za dalsze cykle asocjacji i dysocjacji [35].

Jakie znaczenie biologiczne m ają cykliczne zm iany 
lokalizacji wewnątrzkom órkow ej białek Rab/Ypt? 
W ydaje się, że służą przede wszystkim lepszemu w yko
rzystaniu kom órkowej puli tych białek i dzięki temu
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praw dopodobnie większej wydajności procesów trans
portu. W przeciwieństwie do asocjacji białek R ab/Y pt 
z błonam i, ich dysocjacja za pośrednictwem  Rab G D I 
nie m a krytycznego znaczenia dla procesów transpor
tu. W ykazano  bowiem, że białka Y ptl i Sec4 mogą 
funkcjonow ać w transporcie błonowym  u drożdży po 
zastąpieniu  ich prenylow anych C-końców heterologi- 
cznymi dom enam i transbłonow ym i [49]. Te zmodyfi
kow ane formy białek nie mogły być usuwane z błon 
przez R ab G D I i ich funkcjonowanie w kom órce było 
mniej wydaje w porów naniu z norm alnym i prenylowa- 
nymi odpow iednikam i. O znacza to, że w przypadku 
białek R ab/Y pt ich asocjacja z błonam i poprzez reszty 
prenylow e stw arza znacznie większe możliwości regu
lacyjne i jest korzystniejsza dla kom órki niż byłoby ich 
stałe zakotw iczenie w błonie jak  m a to miejsce w przy
padku białek integralnych.

IV. R E P a choroideremia

O pisano  dotychczas dwie formy białka REP w ko
m órkach  ssaków oraz jedną w kom órkach drożdży S. 
cerevisiae. REP-1 u ludzi jest produktem  genu choroi- 
derem ii (CHM ) znajdującego się na chrom osom ie 
X [50, 51]. Delecje w locus C H M  wywołują po
stępującą degenerację siatkówki, k tó ra  objawia się 
w wieku młodzieńczym stopniowym  ograniczeniem 
widzenia i prowadzi do całkowitej ślepoty w wieku 
średnim . Jedna trzecia światowych przypadków  tej 
rzadkiej choroby została opisana w Skandynawii, 
gdzie pacjenci okazali się potom kam i pewnej fińskiej 
pary żyjącej w siedemnastym wieku (jest to typowy 
efekt założyciela —  ang .founder effect) [52, 53].

Lim foblasty pacjentów z choroiderem ią wykazują 
znaczny spadek zdolności do prenylacji białek Rab, 
k tóry jest odw racalny in vitro po dodaniu oczysz
czonego szczurzego białka REP-1 [54]. Fakt, że 
kliniczne objawy choroby są ograniczone do dystrofii 
siatków ki (podczas gdy całkowity brak aktywności 
R abG G P T azy byłby praw dopodobnie letalny już 
w rozw oju em brionalnym ) sugerował istnienie innego 
białka REP, które m ogłoby kom pensować nieobec
ność REP-1. Ta hipoteza została potw ierdzona od
kryciem białka REP-2, w 75% identycznego z REP-1 
i będącego produktem  genu C H M L  (choroideremia- 
-like) na chrom osom ie 1 [55]. Porównaw cze badania 
REP-1 i REP-2 wykazały, że m ają one podobną 
aktyw ność w stosunku do większości białek Rab, 
z wyjątkiem  Rab3A (dla którego R abG G P T aza wyka
zuje niższą vmax w obecności REP-2 w porów naniu do 
REP-1) oraz Rab27, które nie może być efektywnie 
prenylow ane in vivo w obecności REP-2 [55, 56]. 
U pacjentów  cierpiących na choroiderem ię Rab27 jest 
jedynym  wykrywalnym białkiem, które wskutek braku 
REP-1 nie może wiązać się z błonam i i grom adzi się 
w formie rozpuszczalnej w cytosolu. Rab27 podlega 
ekspresji-w siatkówce i naczyniówce, których degene
racja objaw ia się w choroiderem ii, ale również w in

nych tkankach ciała ludzkiego [56]. Przy założeniu, że 
Rab27 reguluje specyficzny dla siatkówki i naczynió
wki etap transportu  błonowego i nie może być w tym 
zastąpiony przez inne białka Rab — jest możliwe, że 
właśnie selektywna dysfunkcja Rab27 prow adzi do 
wystąpienia objawów choroby.

V. Ślepe drożdże czyli badania REP u S.
cerevisiae

Łatwość przeprow adzania eksperym entów genety
cznych i dostępność licznych m utantów , tak  zwanych- 
m utantów  sec, wykazujących zaham ow anie sekrecji na 
określonym  etapie w kom órce przyczyniły się do 
szerokiego zastosow ania drożdży S. cerevisiae jako  
systemu modelowego do badania procesów transportu  
błonowego [57], Liczba białek Ypt u drożdży jest 
zdecydowanie mniejsza niż Rab u ssaków. Co ciekawe, 
tylko niektóre z nich są niezbędne do przeżycia 
kom órek —  takie jak  Y p tlp  lub Sec4p [4, 5] —  pod
czas gdy delecja genów kodujących inne Ypt wywołuje 
np. upośledzenie transportu , ale nie jest letalna [58- 
-61]. G enam i niezbędnymi są za to BET4 i BET2 
kodujące odpowiednio podjednostki ot i (3 R abG 
G PTazy [62], gen M R S 6 /M S I4  kodujący drożdżow e 
białko REP [63-66] oraz gen GDI1 (kodujący Rab 
GDI), w którym  wcześniej odkryto m utację sec l9 -l 
[67]. Dane te wskazują, że w kom órkach drożdży 
czynniki te są jedynymi formami (w przeciwieństwie 
do ssaków posiadających co najmniej dwa różne 
białka REP i kilka izoform Rab G D I [68], co ułatwia 
badanie relacji pomiędzy nimi. W ykazano na przy
kład, że M R S6  nie jest w stanie zastąpić niefunkcjo
nalnego genu GDI1, co świadczy o tym, że zadania 
tych białek w kom órce są częściowo odrębne, mimo 
funkcjonalnych podobieństw  stwierdzonych w syste
mie ssaczym [68].

Badania nad białkiem M rs6p, drożdżow ym  REP, 
oprócz aspektów czysto poznawczych m ają znaczenie 
również ze względu na patogenezę choroiderem ii, 
wywoływanej u ludzi przez niefunkcjonalne białko 
REP-1. Analiza defektów w locus C H M  u pacjentów 
z choroiderem ią wykazała, że w większości przyczyną 
choroby były delecje całej ramki odczytu, zaburzenia 
w składaniu mRNA lub nonsensowne m utacje prow a
dzące do delecji na C-końcu białka [69, 70]. O gran i
czenia techniczne utrudniają system atyczną analizę 
m utacyjną białka REP-1 in vivo, co jest możliwe bez 
większych trudności w kom órkach drożdży. Jednym  
z wyznaczników funkcji REP są tak zwane regiony 
zachowane strukturalnie (ang. structurally conserved 
regions, SCRs), wspólne dla wszystkich form REP 
i Rab G D I, położone w N-końcowej części białka [71, 
72], Analiza m utacyjna M rs6p wykazała, że zarów no 
regiony SCR jak  i C-koniec są niezbędne do zapew 
nienia prawidłowej konformacji białka umożliwiającej 
wiązanie Ypt i jego dalszą prenylację [73].

Badania lokalizacji w ewnątrzkom órkowej M rs6p
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wskazują, że funkcjonowanie REP w kom órce może 
być bardziej skom plikow ane niż pierwotnie zakłada
no. Przeważająca część M rsóp jest rozpuszczalna 
w cytosolu, gdzie zachodzi prenylacja (katalityczne 
podjednostki R abG G PT azy są również białkam i roz
puszczalnymi), ale istnieje także mniejsza frakcja 
M rsóp, związana peryferalnie z błonam i m ikrosom al- 
nymi, głównie retikulum  endoplazm atycznego [74]. 
Frakcja ta nie powstaje w wyniku oddziaływań R EP 
z błonam i na etapie eskortow ania Rab/Y pt po prenyla- 
cji (REP jest uwalniany do cytosolu w momencie 
zw iązania Rab z błonam i) lecz może reprezentować 
wcześniejszy etap cyklu i odzwierciedlać rolę M rsóp 
jak o  białka ochronnego (ang. chaperone) pom agające
go uwalniać natywne Ypt z rybosomów.

H istoria odkrycia genu M R S 6 /M S I4  wskazuje, że 
jego p rodukt może wpływać także na procesy nie 
będące bezpośrednio związane z transportem  we
w nątrzkom órkow ym . Gen ten został wyizolowany 
niezależnie jako  supresor m itochondrialnego defektu 
w oddychaniu wywołanego dysrupcją genu M R S2  
[75] oraz jako  supresor nadwrażliwości na szok ciepl
ny (ang. heat shock sensitivity) spowodowanej przez 
mutacje wywołujące konstytutyw ną aktywację ścieżki 
Ras-cA M P (ang. Ras-cA M P pathway) i wysoki we
w nątrzkom órkow y poziom  cA M P [64]. Z kolei m u ta
cje M rsóp mogą wywoływać w kom órce efekty plejot- 
ropowe takie jak  zaburzenia pączkowania czy m or
fologiczne zmiany m itochondriów  [ U . B i a ł e k -  
- W y r z y k o w s k a ,  wyniki nieopublikow ane]. M e
chanizm  obserwowanych zjawisk nie jest jak  do tąd  
jasny, ale szerokie spektrum  procesów, na które może 
wpływać drożdżowe białko REP wskazuje, że jego 
funkcja sięga dalej niż tylko bezpośrednie oddziaływ a
nia z białkami klasy Rab/Ypt.

VI. Uwagi końcowe

Odkrycie rodziny białek Rab/Ypt udowodniło, że 
transport błonowy —  obok wielu innych procesów 
w komórce —  podlega regulacji poprzez białka G. 
Oprócz typowego dla białek G cyklu GTPazowego, 
podstawą działania Rab/Ypt są cykliczne zmiany lokali
zacji wewnątrzkomórkowej. Funkcjonowanie białek 
Rab/Ypt jest jednym z najlepiej opisanych przykładów 
w jaki sposób modyfikacja lipidowa, jaką jest prenyla
cja, oraz oddziaływania z białkami pomocniczymi um o
żliwiają ciągle krążenie Rab/Ypt pomiędzy specyficz
nym typem błon wewnątrzkomórkowych a cytosolem. 
Zadaniem  trwających jeszcze badań jest natom iast 
wyjaśnienie mechanizmów warunkujących ściśle okreś
loną lokalizację białek Rab/Ypt w błonach odpowied
nich organelli komórkowych oraz mechanizmów od
działywania białek Rab/Ypt z kompleksami SNARE.
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Oksydacyjne uszkodzenia DNA — wolnorodnikowe 
modyfikacje zasad i deoksyrybozy

DNA oxidative damages — free radicals modifications of bases 
and sugar moieties

TOMASZ H. ZASTAWNY
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I. Wstęp

Działanie prom ieniow ania jonizującego, przy od
pow iednio wysokich daw kach, prowadzi w konsek
wencji do śmierci kom órek. Jeśli jednak  daw ka p ro 
m ieniow ania jest subtelna, to skutki wpływu naświet
lania objaw iają się indukcją procesów m utagenezy 
oraz karcynogenezy [1-3]. Prom ieniowanie jonizujące 
może oddziaływać bezpośrednio z cząsteczką DNA 
wywołując jonizację zasad — jest to tzw. efekt bezpo
średni (ang. direct effect). Lub też działając pośrednio 
(ang. indirect effect) poprzez wzbudzenie cząsteczek 
wody obecnych w kom órce [4]. Niniejsze opracow a
nie koncentruje się na omówieniu skutków  efektu 
pośredniego.

1 dr, K atedra i Zakład Biochemii Klinicznej AM im. Lud
wika Rydygiera w Bydgoszczy, 85-094 Bydgoszcz, ul. K ar
łowicza 24.

Contents:

I. Introduction
II. Reaction of the free radical with D N A  bases

II-1. Reaction of the free radical with pyrimidine bases
II-2. Cyclopyrimidines formation
II-3. Reaction of the free radical with purines bases
II-4. Cyclopurines formation

III. DNA-protein cross-links
IV. Reaction of the hydroxyl radical with sugar moiety 

IV-1. Reaction of the hydroxyl radical with sugar
moiety under anaerobic condition 

IV-2. Reaction of the hydroxyl radical with sugar 
moiety under aerobic condition

V. Concluding remarks

Pierwszym etapem  jonizacji cząsteczki wody jest 
powstanie eaq i H 20 '  + , k tóre ulegają szybkiemu roz
padowi tw orząc rodnik hydroksylowy.

H 20  -> H O '+ + e aq

H 20  + +  H 20  -► H 30 + +  OH

Kolejnym etapem  radiolizy wody jest powstanie H 
oraz rodnika hydroksylowego:

eaq- H + O H -

Zakończeniem  tego procesu jest powstanie cząsteczki 
w odoru oraz nadtlenku wodoru:

H +  'H - * H 2

OH  +  ’O H  -> H 20 2

Prom ieniowanie gam m a uzyskane ze źródła 60Co 
(energia emitowanych fotonów wynosi 2,11 x 1CP13J) 
oraz strum ień elektronów pochodzący z akceleratora 
(o energii 4,8 x 10“ 13J) wywołują zbliżoną liczbę prze
m ian w przeliczeniu na jednostkę energii. Jeśli więc

* Autor ma pełną świadomość kontrowersji panujących 
wokół nomenklatury głównego produktu reakcji rodnika 
hydroksylowego z guaniną. Stąd też stosowaną w niniejszej 
pracy nazwę „8-hydroksyguanina” oraz jej skrót, należy 
traktować umownie, pamiętając jednak, że wielu autorów 
produkt ten określa jako 8-oksoguanina, 7-hydro-8-oksogu- 
anina oraz 7,8-dihydro-8-oksoguanina.
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w artość G (liczba moli p roduktów  powstających 
w przeliczeniu na 1 J energii radiacyjnej w każdym 
em itow anym  fotonie), zostanie ustabilizow ana na tym 
samym poziomie, wówczas w arunki eksperym entalne 
są porównywalne. O bydw a wymienione źródła p ro 
m ieniowania indukując radiolizę wody wywołują głó
wnie pow staw anie rodnika hydroksylowego i ea~.

M echanizm  oddziaływania rodnika hydroksylowe
go z D N A  m ożna badać po naświetlaniu roztw oru 
w atmosferze czystego podtlenku azotu oraz m ieszani
ny podtlenku azotu z tlenem w stosunku 4:1. Obecność 
czystego N 20  w środow isku radiacji powoduje prze
kształcenie ea~, powstającego równolegle z O H ', w rod 
nik hydroksylowy, co wydatnie zwiększa sum aryczną 
ilość tego p roduk tu  radiolizy:

e “ +  N 20  O H  +  N 2 +  O H ~

Obecność cząsteczek tlenu, powoduje zm iatanie zaró
wno rodnika H ', jak  i ea~, co prowadzi do pow stania 
rodników  ponadtlenkow ych HO'2:

H /e a- + 0 2 - > H 0 2/ 0 '2-

W związku z powyższym, naświetlanie w atmosferze 
podtlenku azotu  stosuje się jako  układ modelowy 
pozw alający na obserwację uszkodzeń D N A  pow stają
cych w w arunkach anaerobow ych. N atom iast miesza
nina podtlenku azotu z tlenem (w stosunku 4:1), 
pozw ala na m odelowanie działania rodnika hydro
ksylowego na D N A  w w arunkach aerobowych [4].

W oparciu o liczne dane eksperym entalne stwier
dzono, że rodnik hydroksylowy jest główną, aktyw ną 
form ą tlenu odpowiedzialną za powstaw anie większo
ści oksydacyjnych uszkodzeń cząsteczek DN A [5]. 
Silnie elektrofilowy charak ter rodnika hydroksylowe
go powoduje, że jest to związek wysoce reaktywny. 
M oże w związku z tym wywołać oderwanie atom u 
w odoru (k =  109M _1s _1 w przypadku izopropanolu), 
szybciej jednak  może rozszczepić wiązania podwójne 
(k =  10loM -1 s -1 ) [6]. N atom iast reakcja rodnika 
hydroksylowego z grupą fosforanową obecną w DNA 
przebiega znacznie wolniej (k <  107M -1 s -1 ) [7]. 
W związku z powyższym przyjmuje się, że rodnik

hydroksylowy indukuje dwa podstawowe typy prze
m ian składowych cząsteczki DNA:

1. reakcję addycji z wiązaniami n zasad azotow ych
2. dehydratację cząsteczek deoksyrybozy.
N agrom adzenie w DNA kom órkow ym  produktów

tak zapoczątkow anych przemian, prow adzi do efek
tów biologicznych, takich jak  m utageneza i karcynoge- 
neza (Ryc. 1.).

II. Modyfikacje zasad azotowych w wyniku 
działania wolnych rodników

Jak wynika z powyższych rozważań, zdecydow ana 
większość rodników  hydroksylowych reaguje z zasa
dam i azotowymi. W przypadku wolnych zasad azo to 
wych proces ten przebiega przy stałej szybkości 
k =  4,5 —9 x  109M -1 s -1 [7], dla nukleotydów  w ar
tość stałej szybkości wynosi 4 x l 0 9M ~ 1s ~ 1 [4, 7]. 
W przeważającej większości reakcje te m ają charak ter 
addycji z wiązaniami k pomiędzy C-5 i C-6 w przypad
ku pirym idyn oraz C-4 i C-8 w przypadku zasad 
purynowych. Jeśli reakcja przebiega w w arunkach 
tlenowych, to powstający produkt posiadający nie- 
sparow any elektron zlokalizowany na atom ie węgla 
w pierścieniu, może przekształcić się w rodnik  ponad- 
tlenkowy. W przypadku niektórych procesów k o ń 
cowym produktem  wolnorodnikowym  przem ian pu- 
ryn jest forma wyjściowa związku.

II-l. Oddziaływanie rodników hydroksylowych 
z pirymidynami

Ty mina
Z czterech zasad azotowych budujących natyw ną 

cząsteczkę DNA, przem iany w olnorodnikow e tyminy 
są najlepiej udokum entow ane w literaturze. Pierwszy 
etap reakcji rodnika hydroksylowego z tym iną może 
przebiegać dwiema drogami:

1) reakcja addycji z atom am i węgla w pierścieniu, 
tworzącymi wiązanie podwójne C5 =  C6,

2) oderwanie atom u w odoru od grupy metylowej 
związanej z C5.

DNA

naprawa 
enzymatyczna

naprawa 
enzymatyczna

DNA
NASTĘPSTWA BIOLOGICZNE DZIAŁANIA 

"** WOLNYCH RODNIKÓW NA DNA
błędna naprawa 

uszkodzeń
D N A

Ryc. 1. Schemat indukcji biologicznych następstw  działania wolnych rodników  na DNA.
D N A ’ —  cząsteczka DN A zaw ierająca uszkodzenie oksydacyjne, D N A ” —  błędnie napraw iona cząsteczka DNA. (Przez napraw ę 
chem iczną należy w tym przypadku rozum ieć nieenzym atyczne przem iany zasad azotowych, k tórych końcowym  produktem  jest zasada 
k tó ra  była substratem . D obrym  przykładem  takiego procesu m ogą być przem iany cytozyny przedstaw ione na Ryc. 4).
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11 CH3 1  CH3 I CH3 J1 CH2OH
...j^ Y - oh hn^ N ^ oh hn^ Y h Hf

A Y "  c A n Y  <A n h  ° Y  h
r  R R R

glikol tyminy 5-hydroksy-6- 6-hydroksy-5,6- 5-hydroksymetylo- 
-hydrotymina -dihydrotymlna -uracyl

Ryc. 2. Przem iany w olnorodnikow e tym iny w w arunkach bez
tlenowych.

Produkty  tych reakcji, przedstawione na rycinie 2. 
pow stają w następujących stosunkach ilościowych: 
R-C5' —  60% , R-C6' —  31%, R -C 5-C H 2 —  9%  [8], 
Związki te identyfikowano bezpośrednio in situ 
w DN A [9], oligonukleotydach oligo(dT) [10] oraz 
wolnych nukleotydach [11], przy zastosow aniu spino
wej spektroskopii rezonansu elektronowego (ESR 
—  electron spin resonance spectroscopy). Rodniki zasad 
R-C5' i R-C6' ze względu na swoją wysoką reaktyw 
ność i krótki czas półtrw ania, wym agają utrw alenia 
poprzedzającego analizę. Możliwe jest to przy za
stosow aniu m etody tzw. pułapki spinowej (spin-trap- 
ping) [11, 12]. P rodukt R-C5-CH‘2 jest stosunkow o 
stabilny, stąd  też ustalenie jego struk tu ry  nie było 
obarczone tym problem em  [11, 12]. Dalsze przem iany 
tyminy przebiegają odm iennie w zależności od obecno
ści tlenu bądź jego braku w środow isku reakcji,
a) wolnorodnikowe przemiany tyminy w warunkach 

beztlenowych
W w arunkach anaerobow ych interm edianty R-C5 

i R-C6' m ogą ulegać redukcji [8] lub hydratacji (w tym 
przypadku atom  w odoru pochodzi od cząsteczki cuk
ru sąsiadującego nukleotydu [13-15]. I tak, p rodukt 
pierwszego etapu przem ian R-C‘ w wyniku utlenienia 
może przekształcić się w cis- lub trans-5,6, dihydroksy- 
-5,6-dihydrotym inę (glikol tyminy —  Ryc. 3.), lub też

hydratacji, k tó ra prowadzi do 5-hydroksy —  5,6- 
-dihydrotym iny (Ryc. 3.). N atom iast rodnik  R-C5', 
redukuje się do 6-hydroksy-5,6-dihydrotym iny. Reak
cja tyminy z innym produktem  radiolizy wody —  H ‘, 
również prowadzi do pow stania wysoce reaktywnej 
formy wolnorodnikowej R-C6', k tóra następnie redu
kow ana jest do 5,6-dihydrotyminy. E lektrony uwal
niane podczas radiolizy wody także m ogą być wy
chwytywane przez tyminę, co prowadzi do pow stania 
anionorodnika z ładunkiem  zlokalizowanym  w pozy
cji C6, k tó ra następnie przekształca się w 5,6-dihyd- 
rotym inę [4]. Końcowe produkty  opisanych przem ian 
izolowano i identyfikowano po naświetlaniu, zarów no 
DNA, jak  i chrom atyny prom ieniam i jonizującym i 
w w arunkach beztlenowych [16-19]. 
b) przemiany tyminy w warunkach tlenowych

Produkty  pierwszego etapu przem ian w olnorod- 
nikowych tyminy w obecności tlenu są takie same jak  
w środowisku anaerobowym : R-C5', R-C6' i R-C5- 
-C H 2‘. Również ostateczne produkty  przem ian ro d 
ników R-C5' i R-C6 są identyczne —  glikol tyminy 
[20] i 5-hydroksym etylouracyl [17, 21]. Rodniki I e ta
pu R-C5‘, R-C6 i R-C5-CH2' m ogą również ulegać 
redukcji tworząc niestabilne w odoronadtlenki R-C5- 
-O O H , R -C6-O O H  i R -C 5-C H -O O H  [22, 23], Proce
sy te zachodzą w wyniku bezpośredniego przeniesienia 
elektronu (np. z an ionorodnika ponadtlenkowego), 
względnie rodniki peroksylowe tyminy m ogą ulegać 
hydratacji. In vivo donorem  w odoru w tych procesach 
są nośniki grup tiolowych lub podjednostki s tru k tu ra l
ne DNA (np. deoksyryboza) [24, 25].

W odorotlenki powstałe w II etapie aerobow ych 
przem ian tyminy ulegają następującym  procesom:

a) rodnik ponadtlenkow y 5-hydroperoksy-6-hydro- 
ksy-5,6-dihydrotym idyna przekształca się w kwas 
5-hydroksy-5-m etylobarbiturowy, a następnie pierś
cień pirym idynowy ulega rozerwaniu i pow staje 
N -tartronylom ocznik [26, 27].

b) pierścień 5-hydroperoksy-6-hydroksy-5,6-dihyd- 
rotym idyna ulega również rozerwaniu, pow staje nie
stabilna forma łańcuchowa, k tó ra szybko cyklizuje 
tworząc pochodną im idazolową —  5-hydroksy-5-m e- 
tylohydantoinę. Jest to główny produkt (ok. 75%) 
przem ian w olnorodnikow ych tyminy w w arunkach 
tlenowych [20, 27].

c) w w arunkach tlenowych niewielkie ilości tym iny 
tworzą rodnik ponadtlenkow y R -C -C H 2-O O H , który 
częściowo przekształca się w 5-form ylodeoksyurydy- 
nę, częściowo natom iast w 5-hydroksym etylodeok- 
syurydynę [28],

Powstawanie niektórych z wymienionych powyżej 
końcowych produktów  przem ian tyminy w w arun
kach tlenowych wykazano również in vivo w DNA 
kom órkowym . N a przykład, obecność glikolu tym iny 
i tym idyny stwierdzono w kom órkach H eLa [21, 29, 
30], 5-hydroksym etylouracyl w hodowlach kom órek 
białaczkowych naświetlanych prom ieniam i gam m a 
oraz 5-O H M etU ra i pochodne hydantoiny w k o m ó r
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Ryc. 3. Przem iany w olnorodnikow e tyminy w w arunkach tlenowych

kach wątrobowych myszy również po działaniu p ro 
mieniowania gam m a [31].
Cytozyna

Szlaki w olnorodnikow ych przem ian cytozyny, do
tychczas nie zostały w pełni poznane. Jedną z przyczyn 
niewielkiego stanu wiedzy o tych procesach jest wyso
ka niestabilność produktów  pierwszych etapów  prze
mian wolnorodnikowych.

W iadom o jednak, że w reakcji z cytozyną rodnik 
hydroksylowy przyłącza się w pozycji C-5 i C-6 
tworząc formy R -C 5-O H  i R-C6 -O H [32, 33]. Dalsze 
reakcje przebiegają odm iennym i drogam i, w zależno
ści od obecności tlenu w środowisku reakcji lub jego 
braku. W spólnym, zarów no dla w arunków  anaerobo- 
w y ch jak  i aerobow ych jest jedynie proces prowadzący 
do powstania 5-hydroksycytozyny i 5-hydroksyuracy- 
lu, (Ryc. 4 i 5) [34]. W w arunkach beztlenowych, 
podobnie jak  w przypadku tyminy, rodnik R-C6 -OH 
ulega redukcji, przekształcając się w 5-hydroksy- 
-5,6-dihydrocytozynę, k tóra po deaminacji daje 
5-hydroksy-5,6-dihydrouracyl. Redukcja rodnika 
R-C5 -OH praw dopodobnie prowadzi do 6-hydroksy- 
-5,6-dihydrocytozyny. Jednak, jak  dotąd, nie udało się 
potwierdzić tego eksperym entalnie, co być może, jest 
spowodowane tym, że w środowisku kwaśnym pod
czas hydrolizy, 6-hydroksy-5-6-dihydrocytozyna ulega 
dehydratacji do cytozyny [17, 18]. Przypuszczalnie 
w środowisku wodnym również dochodzi do prze
kształcenia 5-hydroksy-5,6-dihydrocytozyny do cyto-

zyny. Pow staw anie glikolu, uracylu, 5-hydroksycyto- 
zyny i 5-hydroksyuracylu stw ierdzono zarów no po 
naświetlaniu wolnych zasad azotowych [35] i D N A  in 
vitro, jak  i po naśw ietlaniu kom órek [16-18] i zwierząt 
laboratoryjnych [34].

W obecności tlenu, rodniki R-C5 -OH i R-C6 -OH 
przekształcają się w formy ponadtlenkow e 5-hydro- 
peroksy-6-hydroksy-5,6-dihydrocytozynę i 6-hydro- 
peroksy-6-hydroksy-5,6-dihydrocytozynę (Ryc. 5). 
Dalszy proces przebiega najpraw dopodobniej, ana lo 
gicznie jak  w przypadku przem ian tyminy. 5-hydro- 
peroksy-6-hydroksy-5,6-dihydrocytozyna po dehyd
ratacji daje niestabilną dihydroksycytozynę, k tó ra 
ulega deaminacji do 5,6-dihydroksyuracylu. N a to 
miast przem iany 6-hydroperoksy-6-hydroksy —  
5,6-dihydrocytozyny prow adzą do 5-hydroksyhydan- 
toiny [26] (Ryc. 5). Obecność końcowych produktów  
przem ian tlenowych cytozyny stw ierdzono także po 
działaniu prom ieniow ania gam m a na wodne roztw ory 
tej zasady [36], jak  również po naświetlaniu chrom aty- 
ny i hodowli kom órek eukariotycznych [17, 31].

II-2. Powstawanie cyklicznych pochodnych piry- 
midyn

W wyniku reakcji rodnika hydroksylowego z piry- 
m idynam i m ogą powstać również cykliczne pochodne 
nukleotydów. S truktury  takie tworzą się jeśli rodnik 
rybozy C5' połączy się z 6 atom em  węgla cytozyny lub
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Ryc. 4. Beztlenowe przem iany cytozyny.

CYTOZYNA

5-hydroksyuracyl

5-hydroksycytozyna

tyminy. Pow stanie wówczas nietrwały rodnik cyklicz
ny, k tóry  po hydratacji przekształca się w stabilny 
p roduk t końcowy, w przedstawionym  na rycinie 6 
przypadku —  5’, 6-cyklo-5,6-dihydro-2’-deoksyurydy- 
na [37],

II-3. Oddziaływanie rodników hydroksylowych 
z purynami

Guanina
D ane literaturow e wskazują, że z czterech zasad

azotowych guanina najbardziej efektywnie reaguje 
z rodnikiem  hydroksylowym  [4, 38]. Pierwotnym i 
produktam i reakcji rodnika hydroksylowego są trzy 
rodniki; G -C 4 0 H ', G -C 5 0 H  i G -C 8 0 H  (Ryc. 7), 
z których najistotniejszym zdaje się być występujący 
w dwóch formach rezonansowych G -C 8 0 H ' (Ryc. 7.). 
M oże on ulegać zarów no redukcji, jak  i utlenieniu [8]. 
W pierwszym przypadku reakcja prowadzi do o tw ar
cia pierścienia imidazolowego puryny, w wyniku czego 
powstaje F apyG ua [8]. Była to jedna z pierwszych 
oksydowanych zasad azotowych zidentyfikow ana

5-hydroksycytozyna
Ryc. 5. Przypuszczalny szlak przem ian cy

tozyny w obecności tlenu.
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hydratacja

R o d n i k  C - 5 '  r y b o z y  

d e o k s y t y m i d y n y

Ryc. 6. P rzyk ładow a reakcja pow staw ania cyklicznych pochodnych pirymidyn.

5 ’, 6 -  c y k l o - 5 - h y d r o -  2 d e o k s y t y m i  d y n  a

w D N A  po działaniu prom ieniow ania gam m a w w a
runkach tlenowych, opisana przez H erasa w 1960 
r [39], U tlenienie rodnika G -C 8 0 H ' prowadzi do 
pow stania, chyba najczęściej oznaczanej w labo ra to 
riach pochodnej, jak ą  jest 8-hydroksyguanina. N azew 
nictwo tej pochodnej nie zostało jak  do tąd  jednoznacz
nie ustalone, a zażarte spory dotyczące tej kwestii, 
toczą się często przy okazji konferencji naukowych 
poświęconych wolnorodnikow ym  produktom  oksyda
cji DNA. W literaturze spotyka się również następują
ce nazwy tego produktu: 7,8-dihydro-8-oksoguanina, 
7-hydro-8-oksoguanina oraz 8-okso-guanina.

Pow staw anie końcowych produktów  oksydacji gu- 
aniny —  F apyG ua i 8-O H G ua stw ierdzono zarów no 
w w arunkach tlenowych, jak  i beztlenowych, po działa
niu prom ieniow ania gam m a na D N A  [18, 40, 41], 
chrom atynę [17], kom órki hodowli tkankow ych [31,

42] oraz zwierzęta laboratoryjne [35, 42].
Adenina

Przemiany wolnorodnikowe adeniny w znacznym  
stopniu przebiegają podobnie, jak  w przypadku guani- 
ny. Pierw otnym  produktem  ataku  rodnika hydro
ksylowego są dwa rodniki adeniny A 8 0 H ‘ i A 4 0 H ' 
[43]. Podobnie jak  w przypadku rodnika G 8 0 H ', 
występuje tu am biwalencja oksydo-redukcyjna ro d 
nika A -C 80H ', który może ulegać zarów no utlenieniu 
co prowadzi do 8-hydroksyadeniny, jak  i redukcji, 
czego produktem  jest ostatecznie FapyA de (Ryc. 8). 
W w arunkach tlenowych 8-OHAde jest preferow anym  
produktem  tego procesu [44]. Podobnie jak  w przypa
dku guaniny, powstawanie końcow ych produktów  
przem ian adeniny obserw owano po naświetlaniu 
DNA, chrom atyny, kom órek eukariotycznych i zwie
rząt laboratoryjnych [17, 18, 31, 35, 40-42].

°  H °
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N H

H N ' ^ N  N otwarcie pierścienia ^  ^

A V - »  . . . A A i P T '  - “ - ’ . » . A A . -
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T  H 
R

I
F a p y G u a  R

k / i ,
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N H
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GUANINA

O H  I 
R

Rodnik G40H

Rodnik G50H

Ryc. 7. Przem iany guaniny indukow ane 
działaniem  rodnika hydroksylo
wego.
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ADENINA

' HR R
rodnik A 8 0 H '  . H + rodnik A 4 0 H '\  ^  aa-" “

0 2, -02' - H

NH, NH2

ó d -  " Ć c ^  " O a ,N OH

R
80H-Ade

N̂ °
A r ^ N - HI

R
FapyAde

Ryc. 8. Przem iany adeniny indukow ane działaniem  rodnika hydro
ksylowego.

II-4. Pow staw anie cyklicznych pochodnych puryn

Lokalizacja rodnika na węglu C-5’ deoksyrybozy 
może prow adzić do pow stania cyklicznych pochod
nych puryn. Końcowy produk t powstaje poprzez 
niestabilny cykliczny rodnik nukleozydu (Ryc. 9.). 
Powstaw anie cyklicznych pochodnych puryn wykaza
no po naświetleniu nukleozydów i DNA prom ieniam i 
gam m a [45].

Istnienie większości oksydowanych pochodnych za
sad azotowych, oraz nietrwałe interm edianty poprze
dzające ich powstanie, potw ierdzono eksperym ental
nie. O pozostałych (np. 6-hydroksy-5,6-dihydrotym i- 
na, glikol cytozyny, 5,6-dihydrocytozyna) m ożna przy
puszczać na podstawie hipotetycznych szlaków prze
mian. Szlaki przem ian oksydacyjnych zasad azoto
wych, rodzaje powstałych produktów  końcowych oraz 
ich wzajemne stosunki uzależnione są ściśle od rodzaju 
czynnika oksydującego i w arunków  reakcji. W związ

ku z tym badania prow adzone obecnie zmierzają 
w kierunku opracow ania porównywalnych nieinwa
zyjnych m etod analitycznych pozwalających na jedno
czesne wykrywanie dużej ilości produktów . Również, 
jak  dotąd, nierozwiązaną pozostają kwestie fizjologi
cznego poziom u zmodyfikowanych zasad w DNA 
jąder, m itochondriów  i plastydów oraz praw dopodo
bieństwo zawyżania wyników analiz na skutek artefak
tów powstających podczas preparatyki DNA.

III. Powstawanie wiązań poprzecznych 
D NA-białko

Generowanie wolnych rodników  w bezpośrednim 
sąsiedztwie chrom atyny może poza oksydacją zasad 
azotowych, prowadzić do adduktów  powstających, 
zarów no przy udziale DNA, jak  i białek jądrow ych 
—  wiązań poprzecznych D N A -białko [46]. Dane 
eksperym entalne również w tym przypadku wykazują, 
że rodnik hydroksylowy, jest głównym czynnikiem 
indukującym  powstawanie tych uszkodzeń [46-49], 
W iązania poprzeczne D N A -białko tworzą się jako  
produkty  reakcji następujących substratów:

1. dwóch rodników  zlokalizowanych w cząsteczce 
DNA i białka,

2. wolnorodnikowej pochodnej zasady azotowej 
z niezmodyfikowanym aminokwasem,

3. rodnika am inokwasowego z natyw ną zasadą 
azotową.

Pow stania wiązań poprzecznych DNA -białko m ożna 
oczekiwać w wyniku działania prom ieniowania jo n i
zującego, U V, oraz szeregu innych czynników o działa
niu kancerogennym. Tworzenie się takich adduktów  
obserwowano, zarów no podczas eksperym entów pro 
wadzonych in vivo na hodowlach kom órek eukario ty
cznych [50-53], jak  i in vitro, po działaniu rodników  
hydroksylowych na chrom atynę [47, 54-57]. Prace 
prow adzone przy zastosow aniu spektrom etrii m aso
wej oraz spektrom etrii 13C-N M  R, pozwoliły na ustale
nie struktury  chemicznej niektórych adduktów  DNA- 
-białko, powstających w wyniku działania rodnika 
hydroksylowego [47, 54-57]. W oparciu o uzyskane 
wyniki zaproponow ano m olekularny mechanizm two-
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y
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NHo DNA^C

N = f= K  TJH N-------A  NH

n h 2 DNA— O—A ^ 'N A nA
NH.

H > ° ó  ó  -e-.-H* , h T oJ

Y Y
DNA d L

Rodnik C -5 ’ ryb ozy 
deoksyguan ozyny

Ryc. 9. Przykładow a reakcja pow staw ania cyklicznych pochodnych puryn.
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TYMINA

rodnik tym iny R-C 6 * rodnik tyrozyny 

O H
OH

— N H —  C H — C  O B

WIĄZANIE POPRZECZNE 
TYMINY Z TYROZYNĄ

'N H - C H - C O ~ ~

TYROZYNA

TYROZYNA rodnik tyrozyny TYMINA

Ryc. 10. Pow staw anie w iązania poprzecznego D N A -białko w wyniku interakcji tyminy z tyrozyną
a) m echanizm  pow staw ania wiązania poprzecznego Thy-Tyr bezpośrednio pom iędzy pierścieniami obu związków,
b) pow staw ania w iązania poprzecznego Thy-Tyr w wyniku dehydratacji grupy metylowej tyminy.
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rżenia się tych uszkodzeń (Ryc. 10) [56, 58]. W pierw
szym etapie badań eksperym enty prow adzono na 
układach modelowych, w których mieszaniny różnych 
am inokwasów i zasad azotowych naświetlano prom ie
niami gamma, a następnie powstałe addukty  badano 
m etodą G C/M S. W ykazano w ten sposób, które 
z am inokwasów i zasad azotowych są szczególnie 
predysponowane do tworzenia adduk tu  typu zasada 
azotowa-AA. Kolejnym etapem  były badania prow a
dzone na chrom atynie naświetlanej prom ieniam i gam 
m a generującymi powstaw anie rodnika hydroksylo
wego. Stwierdzono, że głównym adduktem  odpow ie
dzialnym za powstawanie wiązań poprzecznych DNA - 
-białko jest kowalencyjne połączenie tyminy z tyrozy
ną (Ryc. 10). [54], P onad to  w ykazano możliwość 
występowania wiązań poprzecznych D NA -białko p o 
między zasadami; tym iną oraz cytozyną a am ino
kwasami Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Thr, Lys, Tyr [17, 54, 
56, 57],

Po inkubacji kom órek K562 z H 20 2 lub naśw iet
laniu ich prom ieniam i gamma, izolowano kowalencyj
ne addukty tyrozyny z tyminą, reprezentujące wiązanie 
D NA -białko [52]. D odanie do mieszaniny inkubacyj- 
nej typowego zm iatacza wolnych rodników  D M SO  
lub związku chelatującego o-fenatroliny zdecydowa
nie obniżało poziom wiązań poprzecznych. Prein- 
kubacja kom órek z silnym inhibitorem  katalazy k o 
mórkowej —  cyjankiem potasu wywoływała efekt 
przeciwny [52].

Badania nad m echanizmem pow staw ania wiązań 
poprzecznych D N A -białko wykazały, że poziom D P C  
jest wyższy po naświetlaniu kom órek w w arunkach 
beztlenowych [59]. Późniejsze badania pozwoliły na 
ustalenie, że w środowisku tlenowym powstaje przede 
wszystkim addukt Thy-Tyr [47], natom iast w środo
wisku N 20  wiązania D N A -białko reprezentow ane są 
przez addukty  Thy-Tyr, Thy-Lys i Cyt-Tyr [47]. 
Sugeruje to, że rodniki powstające w cząsteczce DNA 
regulują szybciej z tlenem niż ze zjonizowanymi biał
kami. Interesujące byłoby wyjaśnienie czy istnieją 
różnice strukturalne pomiędzy adduktam i pow stają
cymi w w arunkach tlenowych i beztlenowych. Jest 
bardzo praw dopodobnie, że modyfikacje chrom atyny 
w kom órkach beztlenowych m ogą prowadzić do obec
ności specyficznych sekwencji DN A wysoce podatnych 
na powstawanie w ich obrębie wiązań poprzecznych 
DNA-białko. Takie zjawisko obserwowano po n a 
prom ieniowaniu kom órek w w arunkach różnej siły 
jonowej [60]. Naśw ietlając kom órki V79 w roztw orze 
hipertonicznym  stwierdzono zjawisko kondensacji 
chrom atyny, przy czym poziom D PC  był niższy niż 
w roztworze izotonicznym. W środowisku hipotonicz- 
nym, które pozwala na relaksację skondensowanej 
chrom atyny poziom D PC  był zdecydowanie wyższy, 
ponadto  obserwowano również więcej wiązań p o 
przecznych w odcinkach D NA  aktywnych transkryp- 
cyjnie [60].

Powstawanie wiązań poprzecznych D N A -białko

wykazano również w kom órkach eksponowanych na 
działanie metali ciężkich [53]. Stwierdzono, że jony 
Fe(II) indukują powstawanie wiązań poprzecznych 
pomiędzy tym iną i tyrozyną w chrom atynie kom órek 
kultur tkankowych. Przypuszczalnie w kom órkach 
traktow anych Fe(II) dochodzi do powstania rodnika 
ponadtlenkow ego, który następnie ulega dysmutacji 
do H 20 2. N adtlenek w odoru natom iast może przeni
kać przez błony otoczki jądrow ej i w reakcji z metalami 
związanymi z chrom atyną tworzyć wysoce reaktywny 
rodnik hydroksylowy [61]. Nie zaobserw ow ano podo
bnego zjawiska w przypadku jonów  Cu(II), co przypu
szczalnie wynikało z wysokiego stanu walencyjnego 
miedzi, który zapobiega redukcji cząsteczki tlenu 
koniecznej do generowania 0 ‘2~. Ewentualnie za zjawi
sko to mogły być odpowiedzialne białka kom órkowe 
specyficznie wiążące miedź [53].

Jak  dotąd  niewiele jest danych literaturow ych doty
czących biologicznej roli wiązań poprzecznych po
wstających jako  p rodukt reakcji wolnorodnikowych. 
Brak jest również doniesień stwierdzających ich n a
prawę w kom órkach. Przypuszcza się jednak, że mogą 
one zarów no zaburzać strukturę chrom atyny, jak  
i efektywność procesów związanych z ekspresją genów.

IV. Oddziaływanie rodników hydroksylowych 
z resztą cukrową

Reakcja rodników  hydroksylowych z pierścieniem 
deoksyrybozy może prowadzić do pow stania w DNA 
pojedynczych i podwójnych pęknięć. Pojedyncze pęk
nięcia (SSB —  single strand breaks) z reguły nie są 
letalne dla kom órki [62-64], jeśli jednak nie zostaną 
napraw ione przez odpowiednie mechanizmy, mogą 
prowadzić do zmian struktury  cząsteczki DNA. N a to 
miast nagrom adzenie w DNA podwójnych pęknięć 
(DSB —  double strand breaks) może prowadzić do 
śmierci kom órki. Pow stają one, jeśli pęknięcia poje
dynczej nici zlokalizowane są naprzeciwległe w bliskiej 
odległości [4, 65]. Ten typ uszkodzeń DNA obser
wowany jest szczególnie w przypadku działania wyso
kich dawek radiacji.

Dane eksperym entalne dowodzą, że reakcja addycji 
zasad azotowych z rodnikiem  hydroksylowym  za
chodzi z wyższą częstością niż proces dehydratacji 
rybozy, będący pierwszym etapem  pow staw ania pęk
nięć DNA. W badaniach nad uszkodzeniam i rybo- 
nukleotydów poliU, stwierdzono, że jedynie 7%  rod 
ników hydroksylowych reaguje z rybozą, reszta n a to 
m iast modyfikuje zasady azotowe [66]. Interesującym  
jest, że rodnik hydroksylowy reaguje zdecydowanie 
szybciej z resztami cukrowym i dwuniciowych struk tu r 
DNA  lub RNA, niż w przypadku struk tu r jedno- 
niciowych. Zjawisku renaturacji DNA towarzyszy 
jednoczesny wzrost ilości rodników  hydroksylowych 
reagujących z resztą cukrow ą do około 20%  [67]. Za 
zmiany te odpowiedzialny jest efekt sferyczny struk 
tury dwuniciowej, w której reszty cukrowe zlokalizo
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wane są na zewnątrz helisy, zasady natom iast skiero
wane są do wnętrza [7, 67]. Rodnik hydroksylowy 
może indukow ać oderwanie każdego atom u w odoru 
związanego z cząsteczką deoksyrybozy. Prowadzi to 
do pow stania rodnika wodorowęglanowego, co stano
wi pierwszy etap rozszczepiania łańcucha polinuk- 
leotydowego. Tego typu formy rodnikowe deoksyry
bozy identyfikowano po działaniu prom ieniow ania 
gam m a zarów no na m o n o -jak  i oligonukleotydy [10, 
33, 68]. Przypuszcza się, że w olnorodnikow a dehyd- 
ratacja deoksyrybozy w pozycji C4, po działaniu 
prom ieniow ania gam m a na D N A  jest procesem fawo
ryzowanym  w stosunku do pozostałych możliwości. 
W ynika to stąd, że w natywnej cząsteczce DNA 
pozostającej w konformacji P, węgiel C4 deoksyrybozy 
jest fragm entem  najsilniej wyeksponowanym  na ze
wnątrz helisy [69], W związku z tym zdecydowana 
większość ostatecznych produktów  w olnorodniko- 
wych przem ian deoksyrybozy powstaje w wyniku 
przem ian tej formy przejściowej [4, 70-73].

IV-1. Reakcja rodnika hydroksylowego z deok- 
syrybozą w warunkach beztlenowych

W środowisku wodnym w w arunkach beztlenowych 
przem iany rodnikowe deoksyrybozy m ogą prowadzić 
do uwolnienia reszty ortofosforanowej (Ryc. 11). W ar
tości stałych szybkości tych reakcji wskazują na to, że 
forma w olnorodnikow a deoksyrybozy C4‘ prowadzi 
przede wszystkim do uwolnienia reszty ortofosforano
wej połączonej z C-3’ (k «  106s -1 , dla C-5’ wartość ta 
wynosi k «  103s -1 ) [74].

Poza oderwaniem  reszty ortofosforanowej możliwe 
są również drogi przem ian prowadzące do pow stania

w cząsteczce miejsc wrażliwych na alkalia. N a szcze
gólną uwagę zasługuje tu oderwanie atom u wodoru 
z pozycji C - l \  Z apoczątkow ane w ten sposób przem ia
ny prow adzą do oderw ania wolnej zasady azotowej 
i pow stania laktonu (Ryc. 12).

IV-2. Reakcja rodnika hydroksylowego z deok- 
syrybozą w warunkach tlenowych

Zdecydow ana większość rodników  zlokalizowa
nych na atom ie węgla w obecności tlenu przekształca 
się w odpow iadający im rodnik ponadtlenkow y (RO ) 
[4]. Ich czas półtrw ania przy stężeniu tlenu 0,2 mM (w 
mieszaninie N 20 / 0 2) wynosi ok. 2,5 ps. W związku 
z tym po oderw aniu atom u wodoru w pierwszym eta
pie przem ian tlenowych, następuje tworzenie się rod 
nika ponadtlenkow ego cukru. Związki te charaktery
zują się stosunkow o długim czasem półtrw ania wyno
szącym od 0,3 do 1,6 s [75]. D ążą one do przyłączenia 
w odoru tworząc w ten sposób wodorotlenki. D onora
mi w odoru w tym procesie mogą być zarówno związki 
tiolowe znajdujące się w jądrze, białka oraz sąsiadujące 
cząsteczki reszt deoksyrybozy [75].

M ożliwa jest również inna droga przemian ro d 
ników peroksylowych deoksyrybozy. M ogą one ulegać 
dimeryzacji tworząc czterotlenki, które ulegają de
kompozycji:

a) homolitycznej tworząc cząsteczkę tlenu i dwa 
rodniki alksylowe [76],

b) heterolitycznej, zgodnie z mechanizmem zapro
ponow anym  przez R u s e 11 a, dając tlen, alkohol 
i keton [76].

W przem ianach wolnorodnikowych deoksyrybozy 
istotne jest również to, że nie wszystkie uszkodzenia

OH

Ryc. 11. M echanizm  odszczepienia reszty ortofosforanow ej
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pierścienia cukrowego są wynikiem bezpośredniej rea
kcji rodnika hydroksylowego z cząsteczką. Część 
uszkodzeń powstaje na skutek oderw ania atom u wo
doru od cząsteczki cukru przez rodnik zasady azo to
wej (Ryc. 13.).

Badania nad pęknięciami D N A  po w olnorodniko- 
wej modyfikacji pierścienia deoksyrybozy, zmierzają 
do poznania m echanizm ów ich pow staw ania przy 
udziale wielu czynników egzogennych, w tym również 
środków  farm akologicznych, których działanie zwią
zane jest z indukcją wolnych rodników  [76-79].

V. Uwagi końcowe

Oksydacja cząsteczek D NA kom órkow ego następu-

Ryc. 12. Proces przem ian w olnorodniko- 
wych deoksyrybozy po pow sta
niu rodn ika C-l*.

je zarów no pod wpływem czynników egzo-, jak  i en
dogennych. Prawidłowość funkcjonow ania genomu 
w zasadniczym stopniu uzależniona jest od efektywno
ści m echanizmów odpowiedzialnych za utrzym anie 
ilości uszkodzeń DNA na stałym, niskim poziomie. Do 
nich należą enzymatyczne i nieenzymatyczne m echani
zmy eliminacji reaktywnych form tlenu z kom órki oraz 
enzymy naprawiające powstające uszkodzenia DNA. 
M im o to, w w arunkach szoku tlenowego dochodzi do 
znacznego wzrostu ilości uszkodzeń oksydacyjnych. 
S tosunkow o niedawnego opracow ano metodologię 
pozw alającą na identyfikację i analizę uszkodzeń ok
sydacyjnych DNA. Pozwoliło to w następnych latach 
na opublikow anie wielu prac dotyczących wpływu 
licznych czynników egzodennych na stopień oksydacji

CH3;0  O h

OH
2,5-dideoksypentozD-4-uloza

H O -CH , 0  0  u

\ _ y

2,3-dideoksy pe ntozD-t-ulo za

h o - c h 2 o  O u

OH
2-deoksypentozo-4-uloza

00

OH
2-deoksytetiadialdoza2a

O H-CH2 0  0  H — p - o - c h 2

O P*ww
2,5-dideoksypentozD4-uk>za 
związana z DNA

O—
2-deoksypentozo-4-uk)za 
związana z DNA

^ p —o —c h 2

COOH A

O—p«w
kwas 2-deoksypentonowy 
związany z DNA

o —P'
eiytroza 
związany z DNA

'P -O -C H , 0  0  u

\_ y
P - 0 -C H 2 0  0  H

w
0 - P '

2,3-dideoksypentozD-4-uloza 2-deoksypentozo-4-uloza 
zw iązana z DNA związana z DNA

o o

hY _ Y h
O—p*~~

2-deoksytetiadialdoza 
związana z DNA

P -O -C H  2 OH

kwas glikolowy 
związany z DNA

Ryc. 13. Głów ne p rodukty  k o ń 
cowe przem ian wolno- 
rodnikow ych deoksy
rybozy.
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DNA. Również intensywnie badane są procesy na
prawy tych uszkodzeń. Ciągle jednak nie są do końca 
poznane szlaki przem ian w olnorodnikow ych elemen
tów budujących cząsteczkę DNA. W ynika to przede 
wszystkim z ciągłej niedoskonałości metod, które nie 
pozw alają na identyfikację i oznaczenie interm edian- 
tów przem ian, których czas półtrw ania jest niezwykle 
krótki. N aw et końcowe produkty  tych przem ian częs
to są na tyle niestabilne, że ich obecność m ożna 
stwierdzić jedynie w oparciu o wyniku obliczeń kwan- 
towo-m echanicznych. Również nadal brak jest w ystar
czających danych eksperym entalnych pozwalających 
na jednoznaczne określenie związków pomiędzy ok
sydacją D N A  a rozwojem stanów patologicznych 
organizm ów wyższych, takich jak  m utageneza, kar- 
cynogeneza, czy też procesy starzenia.
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I Wstęp

M inęło już ponad 10 lat od czasu, gdy po raz 
pierwszy opisano reakcję łańcuchow ą polimerazy 
(PCR; ang. polymerase chain reactioń) [1]. O d tego 
m om entu opracow ano w oparciu o PCR liczne w a
rianty m etody amplifikowania kwasów nukleinowych 
i m anipulow ania nimi, które stosowane są m.in do 
identyfikowania obecności specyficznych sekwencji 
DN A lub RNA w badanej próbie. Możliwe jest obecnie 
rutynow e wykrywanie pojedynczych cząsteczek m at
rycy D N A  zawierających w ybraną sekwencję w o p a r
ciu o niezwykle czułą technikę wewnętrznego PCR 
(ang. nested PCR), gdzie p rodukt wstępnej amplifikacji 
poddaw any jest ponownie reakcji PCR z zastosow a
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niem oligonukleotydów  położonych wewnętrznie 
w stosunku do pary starterów  użytych do wstępnej 
reakcji. Obecność specyficznych RNA może być iden
tyfikow ana m etodą PCR po wstępnym przepisaniu go 
na cD NA  z zastosow aniem  odwrotnej transkrypcji 
(technika znana jako  RT-PCR; ang. reverse-transcrip- 
tion polymerase chain reaction). W wielu przypadkach 
samo stwierdzenie obecności lub braku poszukiwanej 
sekwencji nukleotydów  nie jest wystarczające; ważniej
sze jest poznanie jej ilości. Służy temu ilościowa 
technika PCR (ang. quantitative PCR), której celem 
jest oszacowanie liczby cząsteczek m atrycy w próbie.

Ciekawym przykładem  zastosow ania ilościowej te
chniki PCR  jest m onitorow anie choroby szczątkowej 
u pacjentów po transplantacjach szpiku kostnego. 
Przeszczepianie szpiku kostnego jest często leczeniem 
z w yboru u chorych na różnego typu białaczki. M ia
nem choroby szczątkowej określa się zjawisko wy
stępow ania pewnej ilości kom órek nowotworow ych 
(białaczkowych) u osób będących w remisji po za
stosow aniu odpowiedniej terapii, np. po przeszczepie
niu szpiku. N a tym etapie samo stwierdzenie obecności 
niewielkiej liczby kom órek nowotworowych nie ma 
znaczenia prognostycznego, natom iast określenie, czy 
i w jaki sposób ich ilość zmienia się w czasie pozwala 
przewidzieć możliwość naw rotu choroby i włączyć 
w odpowiednim  momencie leczenie zapobiegawcze.

II. Ilościowa technika PCR

Celem ilościowej techniki PCR jest oszacowanie 
liczby cząsteczek m atrycy w próbie. W yróżnić m ożna 
cztery główne rodzaje ilościowej techniki PCR. Są 
nimi: 1/. pom iar ilości p roduktu  PCR; 2/. rozcieńczenie 
ograniczające; 3/. równoczesna amplifikacja genu ba
danego i kontrolnego; 4/. reakcja kompetytywnej 
amplifikacji. Decyzja o wyborze danej techniki zależy 
od kilku czynników; tzn. od rodzaju matrycy, której 
ilość chcemy zbadać, od przewidywanej szacunkowo 
ilości tej matrycy, od wymaganej dokładności oznacze
nia oraz od tego, czy ilość cząsteczek m atrycy należy 
oznaczyć w sposób bezwzględny, czy względem stan
dardu. By rezultaty były wiarygodne i pow tarzalne, 
wszystkie rodzaje ilościowej techniki PCR wymagają 
zastosow ania wielu dokładnych kontroli. Ponadto, 
z wyjątkiem metody ograniczającego rozcieńczenia 
(ang. limiting dilution), konieczne jest przeprowadzenia 
pom iaru ilości produktu  PCR. M ożna w tym celu 
zastosow ać szereg różnych metod, np.: bezpośredni 
pom iar w żelu agarozowym  wybarwionym brom kiem  
etydyny przy pom ocy densytom etru laserowego [2] 
bądź też kam ery typu C CD  (ang. charged coupled 
device) [3]; densytom etrię żeli lub ich fotografii [4]; 
pom iar scyntylacji znakowanych produktów  PCR [5]; 
wbudowanie do p roduktu  PCR znacznika fluorescen
cyjnego i odczyt laserowy przy pom ocy autom atycz
nego sekw enatora DNA [6]; oznaczenie kolorym et
ryczne po hybrydyzacji produktów  PCR unierucho

m ionych na filtrze z oligonukleotydam i znakow anym i 
digoksygeniną [7, 8] czy wreszcie wizualne porów 
nanie z wzorcami [9, 10],

III. Kinetyka reakcji amplifikacji

Poznanie kinetyki reakcji PCR jest istotne w przy
padku zastosow ania jej do oznaczeń ilościowych. 
P rodukty  kolejnych cykli reakcji stają się substratam i 
w następnych cyklach, stąd ilość produktów  PCR 
wzrasta wykładniczo. Ilość nagrom adzonych cząste
czek p roduktu  (N ) określa równanie: N  =  N 0 ( 1 +  E )n, 
gdzie N 0 oznacza wyjściową ilość cząsteczek m atrycy, 
E —  wydajność reakcji (tzn. frakcję cząsteczek m atrycy 
ulegającą amplifikacji w każdym  cyklu), a n —  liczbę 
cykli reakcji. Równanie to uwzględnia fakt, iż am p
lifikacja nie jest procesem doskonałym , tzn. nie wszyst
kie cząsteczki m atrycy obecne w próbie b iorą udział 
w reakcji, a tylko ich część oznaczona tu sym bolem  E. 
N a wydajność reakcji m ogą wpływać takie czynniki, 
jak: sekwencja nukleotydów oraz długość am plifiko
wanej matrycy, w arunki reakcji czy sekwencja oligo- 
nukleotydowych starterów . P onadto  stw ierdza się 
różnice w wydajności reakcji pomiędzy poszczegól
nymi próbam i nawet wówczas, gdy am plifikacja p rzep
row adzana jest w tych próbach równocześnie w iden
tycznych w arunkach [11]. W końcow ych cyklach 
reakcja amplifikacji nie przebiega już wykładniczo, jej 
wydajność spada i pojawia się efekt plateau. Przejście 
z fazy wykładniczej do plateau może odbyć się na 
różnym etapie reakcji w zależności od szczególnego 
układu m atrycy i starterów , a także w zależności od 
wyjściowej liczby cząsteczek matrycy. U w aża się, że 
w większości przypadków  efekt plateau zaczyna p o ja 
wiać się około dwudziestego cyklu reakcji.

IV. Rodzaje ilościowej techniki PCR  

IV-1. Pom iar ilości produktu PC R

Pom iar ilości produktu  PCR przez porów nanie ze 
standardem  jedną z m etod wymienionych wcześniej 
(patrz: Rozdział II) jest najprostszym , lecz zarazem  
najmniej dokładnym  rodzajem  ilościowej techniki 
PCR. M etoda ta polega na równoległym prow adzeniu 
reakcji amplifikacji w próbie badanej oraz w serii p rób  
kontrolnych zawierających znaną ilość matrycy. O k re
ślenie ilości badanej sekwencji w próbie następuje 
poprzez porów nanie z zewnętrznym standardem , j a 
kim są w tym przypadku produkty  amplifikacji p rób  
będących serią rozcieńczeń znanej ilości tejże sekw en
cji matrycowej. Zakłada się, że w próbach (badanej 
i kontrolnej) zawierających takie same ilości m atrycy 
pow staną takie same ilości produktów  PCR. Założenie 
takie jest przybliżone ze względu na w spom niane 
powyżej różnice w wydajności reakcji w różnych 
próbkach, nawet am plifikowanych w identycznych 
warunkach. Ponadto  porów nanie ilości p roduktów
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PCR w próbach badanych i kontrolnych przeprow a
dzić należy wtedy, gdy reakcja przebiega jeszcze w spo
sób wykładniczy, ponieważ ilość produktu  pow stają
cego w fazie plateau nie jest bezpośrednio zależna od 
początkowej ilości matrycy. M etoda ta służy więc 
jedynie do przybliżonego oszacow ania ilości matrycy, 
jednak mimo wszystko jest przez wielu badaczy stoso
wana ze względu na łatwość wykonania. W badaniach 
hem atologicznych zastosow ano ją  na przykład do 
oznaczenia poziom u choroby szczątkowej po terapii 
u chorych na ostrą białaczkę limfoblastyczną (ALL), 
gdzie amplifikowano sekwencje DNA specyficzne dla 
określonych rearanżacji genów łańcuchów ciężkich 
im m unoglobulin oraz genów dla łańcuchów gam m a 
i delta receptorów na limfocytach T [10, 12].

IV-2. Rozcieńczenie ograniczające

M etoda ta polega na przygotow aniu serii rozcień- 
czeń znanej ilości m atrycy w taki sposób, że ostatnia, 
najbardziej rozcieńczona próba w serii nie zawiera już 
wystarczającej dla pow stania p roduktu  PCR ilości 
DNA. K rotność rozcieńczenia służy następnie do 
obliczenia wyjściowej ilości matrycy. W tym przypad
ku bardzo ważne jest dobranie w arunków  reakcji 
zapewniające wysoki stopień powtarzalności wyni
ków. O ptym alnym  rozwiązaniem jest tu opracow anie 
w arunków  umożliwiających amplifikację pojedynczej 
cząsteczki lub kilku cząsteczek matrycy [13], na 
przykład przy pom ocy wewnętrznego PCR.

IV-3. Równoczesna amplifikacja genu badanego 
i kontrolnego

M etoda ta polega na równoczesnej amplifikacji 
sekwencji badanej oraz kontrolnej jako  wewnętrznego 
standardu na matrycy tego samego DNA w tej samej 
probówce. Zastosow anie wewnętrznego standardu po
zwala na m onitorow anie zmiennych param etrów , ta 
kich jak: ilość DNA w próbie; „amplifikowalność” 
DNA, tzn. wydajność tego DNA jako  m atrycy w reak
cji amplifikacji; a także różnice w wydajności am p
lifikacji występujące pomiędzy poszczególnymi p ró b a
mi w termocyklerze. Oznaczenie ilości sekwencji bada
nej w próbie następuje dzięki porów naniu intensywno
ści produktów  PCR sekwencji badanej i kontrolnej 
powstających na danej matrycy. M etoda ta spełnia 
swoje zadanie w przypadku, gdy obie te sekwencje 
amplifikowane są ze zbliżoną wydajnością, co pow in
no być ustalone empirycznie przy pom ocy różnych 
kombinacji oligonukleotydowych starterów; a także 
gdy ilości tych sekwencji w m atrycy są zbliżone. 
M etoda ta jest szczególnie użyteczna do wykrywania 
niewielkich delecji, na przykład w genie dystrofiny 
[14]; do identyfikowania u traty  allelu [15] oraz do 
wykrywania większych aberracji chrom osom owych, 
jak  trisomie [6] lub aneuploidie [16]. W przypadku 
amplifikacji polimorficznych sekwencji m inisatelitar-

nych oznaczenie ilościowe może być przeprowadzone 
poprzez pom iar względnej intensywności prążków 
odpowiadających poszczególnym produktom  PCR, na 
przykład celem oszacow ania stopnia chimeryzmu mie
szanego u pacjentów po przeszczepach szpiku kost
nego [17] lub ilościowej oceny utraty heterozygotycz- 
ności [18].

IV-4. Reakcja kompetytywnej amplifikacji

Reakcja kompetytywnej amplifikacji (ang. competi
tive PCR) przypom ina nieco opisaną w poprzednim  
podrozdziale metodę równoczesnej amplifikacji genu 
badanego i kontrolnego w tym znaczeniu, iż s tandar
dow a sekwencja odniesienia jest am plifikowana rów 
nocześnie w tej samej próbie, co sekwencja badana. 
W przypadku kompetytywnej reakcji PCR rolę stan
dardu  spełnia odpowiednio skonstruow ana syntetycz
na m atryca, a nie jak  w przypadku poprzedniej 
metody, endogenna sekwencja odniesienia w obrębie 
badanego DNA [19,20,21]. Amplifikacji m etodą PCR 
(zwykłą lub przez wewnętrzny PCR) poddaje się serię 
prób zawierających taką sam ą ilość badanego DNA 
oraz różne ilości (seryjne rozcieńczenie) sekwencji 
standardowej (kom petytora). Sekwencja badana i kon 
trolna amplifikowane są przy pomocy tej samej pary 
oligonukleotydow ych starterów  i współzawodniczą ze 
sobą w mieszaninie reakcyjnej o wszystkie jej skład
niki. Jeśli spełniony jest podstawowy w arunek doty
czący jednakow ej wydajności amplifikacji sekwencji 
badanej i kontrolnej, wówczas stosunek ilościowy tych 
sekwencji znajduje odzwierciedlenie w stosunku iloś
ciowym odpowiednich produktów  PCR przez cały 
czas trw ania reakcji. Ilość sekwencji badanej jest 
równa ilości sekwencji kontrolnej w tej próbie w serii, 
w której pow staną jednakow e ilości produktów  PCR 
na obu matrycach. W tak dobranych w arunkach 
doświadczenia różnice w wydajności amplifikacji wy
stępujące pomiędzy poszczególnymi próbam i nie mają 
wpływu na wynik końcowy. Przy pomocy tej metody 
możliwe jest oznaczenie szerokiego zakresu ilości 
badanej sekwencji bez konieczności ograniczania ba
dania do fazy wykładniczej reakcji; oznaczenie może 
być dokonane także wtedy, gdy reakcja osiągnęła już 
plateau. Z  pow odu tych zalet reakcja kompetytywnej 
amplifikacji jest najczęściej stosow aną odm ianą iloś
ciowej techniki PCR.

Rolę sekwencji kontrolnej (tzw. kom petytora) speł
nia zwykle sztucznie skonstruow ana m atryca utw orzo
na drogą modyfikacji sekwencji identycznej z badaną 
poprzez dodanie lub usunięcie niewielkiego fragm entu 
restrykcyjnego lub wprow adzenie nowego miejsca 
restrykcyjnego m etodą m utagenezy in vitro. Po reakcji 
PCR i, jeśli to konieczne, po zastosow aniu enzymu 
restrykcyjnego, sekwencję badaną i kontro lną m ożna 
odróżnić dzięki różnicy wielkości odpowiednich p ro 
duktów  PCR lub m etodą hybrydyzacji ze specyficz
nymi sondam i molekularnym i. Zastosow anie kom -
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pety to ra różniącego się wielkością od sekwencji bada
nej znacznie upraszcza analizę, gdyż eliminuje koniecz
ność późniejszej hybrydyzacji z sondam i m olekular
nymi lub stosowania enzymów restrykcyjnych. 
W przypadku zastosow ania kom petytywnej reakcji 
PCR d o  oznaczeń ilościowych RNA (w celu badania 
poziom u ekspresji genu) etapem  wstępnym oznaczeń 
jest uzyskanie cD NA m etodą odwrotnej transkrypcji, 
k tóry jest następnie am plifikowany w reakcji PCR. 
Część badaczy stosuje w tego typu oznaczeniach 
kon tro lny  RNA jako  kom petytor w reakcji, co um oż
liwia kontrolow anie wydajności etapu odwrotnej 
transkrypcji [19]. Przygotowanie takiego kom petyto- 
ra jest jednak  dość trudne, ponadto  cząsteczki RNA są 
nietrw ałe i łatwiej niż DN A ulegają zdegradowaniu. 
Właściwsze wydaje się w związku z tym zastosowanie 
odpow iedniego DNA jako  kom petytora i przeprow a
dzenie równolegle dwóch serii reakcji kompetytywnej 
amplifikacji: jednej serii w celu zidentyfikowania po
ziom u transkrypcji sekwencji badanej, a drugiej w celu 
oznaczenia poziom u transkrypcji innej sekwencji 
w tym samym m ateriale badanym ; istotne jest, by 
ekspresja tej ostatniej była stała (konstytutywna) [22], 
Zastosow anie takiej serii kontrolnej efektywnie elimi
nuje param etry  zmienne, jak  na przykład wydajność 
odw rotnej transkrypcji czy jakość preparatów  RNA.

Przygotow anie kom petytora jest na ogół procesem

dość żm udnym  i czasochłonnym. W związku z tym 
reakcja kom petytywnej amplifikacji znajduje zastoso
wanie przede wszystkim w laboratoriach przeprow a
dzających większą liczbę analiz ilościowych danej 
sekwencji w wielu różnych próbach. Przykładow o, 
m etodę tę wykorzystuje się między innymi do detekcji 
wirusów w próbkach klinicznych [7, 8], do oszacowa
nia stopnia amplifikacji onkogenów w guzach litych 
[23] oraz do oznaczenia różnic w poziomie ekspresji 
genów po zadziałaniu różnych czynników stym ulują
cych [24]. Innym  przykładem  jej zastosow ania jest 
oznaczenie ilościowe choroby szczątkowej u pacjen
tów z białaczkami po różnego rodzaju terapii; w tym 
przypadku am plifikowane są sekwencje będące p rodu
ktam i specyficznych dla danego typu białaczki trans- 
lokacji i fuzji genów, np. B C R -A B L  w przewlekłej 
białaczce szpikowej [25, 26]. M etodę oznaczania ilości 
specyficznych dla przewlekłej białaczki szpikowej p ro 
duktów  transkrypcji om ówiono szczegółowo poniżej.

V. Oznaczanie ilości produktów transkrypcji 
sekwencji BCR-ABL  u pacjentów z prze
wlekłą białaczką szpikową

U ponad 90%  chorych na przewlekłą białaczkę 
szpikową (CM L —  ang. chronic myeloid leukemia) oraz 
u 5% dzieci i 20% dorosłych chorych na ostrą

B.
e!3(b2) e!4(b3) a2 J a3 a4

a2 a3 a4

c.

BCR ----- 1 0 0  b p

Ryc. 1. Schem at fragm entu m RNA BC R -A B L , p roduk tu  transkrypcji hybrydow ego genu B C R -A B L  w chrom osom ie Filadelfia, w miejscu 
połączenia sekwencji obu genów. Plazm id stosow any jak o  k o m pety to r w oznaczeniach ilościowych B C R -A B L  zawiera odcinek DNA 
o sekwencji odpowiadającej przedstaw ionym  tu fragm entom  m R N A  z dodatkow ą sekwencją DNA faga lam bda o wielkości około 200 
par zasad, w prow adzoną w miejscu wskazanym  przez strzałkę.
A. P ro d u k t transkrypcji b2a2.
B. P ro d u k t transkrypcji b3a2.
C. P roduk t transkrypcji ela2 .
Litery a, b oraz e z odpowiednim i num eram i oznaczają eksony genów BCR  i ABL.

POSTĘPY B IOCHEMII 43(4), 1997 253http://rcin.org.pl



białaczkę limfoblastyczną (AM L —  ang. acute lymp- 
hoblastic leukemia) stw ierdzono występowanie tzw. 
chrom osom u Filadelfia (Ph). Chrom osom  ten, opisany 
po raz pierwszy w 1960 roku [27], powstaje w wyniku 
translokacji zrównoważonej t(9;22)(q34;ql 1) pomiędzy 
długimi ram ionam i chrom osom ów  22 i 9 [28]. Bada
nia m olekularne wykazały, że złam anie chrom osom u 
22 następuje w obrębie tzw. regionu BC R  w chrom o
somie 22 (ang. breakpoint cluster region), którego 
łączna długość wynosi 6 tysięcy par zasad, a chrom o
somu 9 —  na końcu 5’ genu ABL. Połączony produkt 
fuzji obu genów B C R -A B L  jest aktywny transkrypcyj- 
nie, a produktem  jego ekspresji jest białko hybrydowe 
o właściwościach transform ujących [29]. Pierwotny 
produkt transkrypcji jest składany u większości cho
rych na C M L w taki sposób, że w dojrzałym  mRNA 
ekson b2 lub b3 genu BC R  sąsiaduje z eksonem a2 
genu A B L  (produkty transkrypcji odpowiednio b2a2 
lub b3a2) [29], W obu przypadkach produktem  trans
lacji jest białko BCR-ABL o wielkości 210 tysięcy 
daltonów . Z kolei u około 70% pacjentów z ALL- 
-Ph( + ) w wyniku fuzji połączeniu ulega ekson e l genu 
BCR  z eksonem a2 genu ABL, a produktem  translacji 
jest mniejsze białko o wielkości 190 tysięcy daltonów  
(Ryc. 1). U pozostałych 30% chorych na A LL-Ph ( +  ) 
produktem  translacji jest białko o wiel
kości 210 tysięcy daltonów  [30], tak jak  w przy
padku CM L.

Połączony gen B C R -A B L  ze względu na specyficzne 
występowanie wyłącznie w kom órkach białaczkowych 
jest doskonałym  m arkerem  do identyfikowania choro
by szczątkowej. Badacze z kilku różnych grup w ykaza
li możliwość specyficznego i efektywnego wykrywania 
m RNA B C R -A B L  m etodą odwrotnej transkrypcji 
RNA izolowanego z leukocytów i amplifikacji uzys
kanego cD NA  (RT-PCR). Technika ta pozwala na 
wykrycie pojedynczej kom órki C M L na tle 105 do 106 
prawidłowych kom órek. U wielu pacjentów obecność 
kom órek CM L, a więc również hybrydowego mRNA 
B C R -A B L , jest wykryw ana wiele miesięcy po trans
plantacji szpiku kostnego, gdzie nie stwierdza się 
naw rotu choroby podstawowej. O niebezpieczeństwie 
naw rotu choroby świadczy nie tyle sam o w ystępow a
nie kom órek C M L po transplantacji, ile wzrost ich 
liczby w pewnym odcinku czasu. W związku z tym 
zastosowanie techniki jakościowej umożliwiającej je 
dynie zidentyfikowanie braku lub obecności mRNA 
B C R -A B L  ma ograniczoną wartość prognostyczną [9, 
31, 32]. W prow adzając reakcję kom petytywnej am p
lifikacji do oznaczania ilości produktów  transkrypcji 
genu B C R -A B L  wykazano, że wzrost ilości tego 
mRNA poprzedza naw rót choroby, k tóry na później
szym etapie m ożna wykazać m etodam i cytogenetycz- 
nymi [25, 33]. Dane uzyskane przy pom ocy testu 
ilościowego umożliwiają bardzo wczesne włączenie 
terapii w postaci transfuzji leukocytów pochodzących 
od pierw otnego dawcy szpiku kostnego [22].

Test zmierzający do oznaczenia ilości transkryptów
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B C R -A B L  u pacjenta składa się z kilku etapów  (Ryc.
2). Po wstępnym przygotow aniu m ateriału do badań, 
obejmującym ekstrakcję RNA i syntezę cD NA, przep
row adza się serię kilku reakcji PCR (omówionych 
poniżej) z udziałem prób badanych i kontrolnych. 
M ateriałem  wyjściowym do badań jest krew obw odo
wa lub szpik kostny badanej osoby, z których wyod
rębnia się leukocyty m etodą wirowania. W ybór krwi 
lub szpiku nie m a większego wpływu na wydajność 
oznaczenia [26, 34]. Leukocyty poddaw ane są następ
nie lizie w odpowiednim  buforze, po czym z uzys
kanego lizatu w yodrębniana jest m ieszanina wszyst
kich RNA występujących w komórce. Kolejnym eta
pem jest synteza cD N A z zastosow aniem  niespecyficz
nych heksam erów (ang. random hexamers —  pdN 6). 
Uzyskany cD NA jest m atrycą we wszystkich kolej
nych etapach analizy jakościowej i ilościowej sekwen
cji B C R -A B L  z zastosowaniem  reakcji amplifikacji. 
Pierwsze dwie reakcje (typu multiplex oraz wewnętrzny 
PCR) służą wyłącznie analizie jakościowej; tzn. p o 
zwalają zidentyfikować obecność lub brak odpow ied
nich produktów  transkrypcji w m ateriale pochodzą
cym od pacjenta. W reakcji multiplex kilka par oligo- 
nukleotydowych starterów  obecnych w mieszaninie 
reakcyjnej umożliwia równoczesną amplifikację frag
m entu prawidłowej sekwencji BCR  oraz jednej z re-

Ryc. 2. Schemat ilościowego oznaczenia mR NA  B C R -A B L  przy 
pom ocy reakcji kom petytywnej amplifikacji (objaśnienia 
w tekście). Reakcje multiplex PCR oraz wewnętrzny (nested) 
PCR służą jakościow em u zidentyfikowaniu obecności hyb
rydowych sekwencji e la2 , b2a2 i b3a2, których ilość jest 
następnie oznaczana w obecności odpow iedniego kom - 
petytora.
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kom binow anych sekwencji e la2 , b3a2 lub b2a2, w za
leżności od tego, k tó ra z nich występuje u danego 
pacjenta. Amplifikację fragm entu genu BCR  przep
row adza się tu wyłącznie w celu sprawdzenia jakości 
wyizolowanego RNA i wydajności etapu odwrotnej 
transkrypcji —  obecność odpowiedniego produktu  
PCR jest potwierdzeniem, że wstępne przygotowanie 
m ateriału  było prawidłowe. U tych pacjentów, u k tó 
rych poziom  m RNA będącego produktem  transkryp
cji genu B C R -A B L  na chrom osom ie Filadelfia jest 
wysoki, pojawi się również p rodukt zawierający jedną 
z wymienionych powyżej rekom binow anych sekwen
cji. Brak takiego p roduktu  na tym etapie badania 
odzw ierciedla brak odpowiedniego p roduktu  trans
krypcji w próbie badanej bądź też jego obecność 
w stosunkow o niewielkiej ilości. W celu zweryfikowa
nia, k tó ra  z tych opcji jest prawdziwa, przeprow adza 
się badanie m etodą wewnętrznego PCR. Reakcja taka 
jest złożona z dwóch następujących kolejno po sobie 
amplifikacji; w pierwszej stosuje się jako  matrycę 
cD N A  danego pacjenta oraz odpow iednią parę oligo- 
nukleotydow ych starterów  umożliwiających syntezę 
sekwencji B C R -A B L , w drugiej rolę m atrycy spełnia 
p roduk tu  pierwszej reakcji, a oligonukleotydow e star
tery są położone wewnętrznie (w kierunku 3’) w stosun
ku do pary stosowanej w pierwszej amplifikacji. R eak
cja typu wewnętrznego charakteryzuje się znacznie 
wyższą wydajnością w stosunku do zwykłej am p
lifikacji. W związku z tym pozw ala ona wykryć obec
ność poszukiw anego m RNA B C R -A B L  także u tych 
pacjentów, u których poziom tego m RNA jest niski 
i detekcja opisaną powyżej m etodą multiplex PCR nie 
jest możliwa. Z kolei brak p roduktu  wewnętrznego 
PCR dowodzi faktycznego braku mRNA B C R -A B L  
u danego pacjenta.

Oznaczenie ilościowe m etodą kompetytywnej am p
lifikacji opiera się na równoczesnym zastosow aniu 
w reakcji PCR dwóch m atryc w jednej próbie: jedną 
z nich jest sekwencja badana, drugą —  sekwencja 
wzorcowa, której ilość w reakcji jest dokładnie znana. 
Amplifikacji poddaje się równocześnie serię prób, 
z których każda zawiera taką sam ą ilość sekwencji 
badanej oraz odpowiednie seryjne rozcieńczenie sek
wencji wzorcowej. W przypadku oznaczeń m RNA 
B C R -A B L  rolę sekwencji wzorcowych pełnią odpo
wiednio skonstruow ane plazmidy, który zawierają 
odcinek DNA  o sekwencji nukleotydowej odpow iada
jącej połączonym  eksonom  b3 i a2 albo el i a2 genu 
B C R -A B L  na chrom osom ie Filadelfia (Ryc. 1). W ybór 
odpowiedniego plazm idu wzorcowego zależy od ro 
dzaju zidentyfikowanej u danego pacjenta zrekom - 
binowanej sekwencji B C R -A B L , co następuje w wyni
ku opisanych wyżej reakcji multiplex oraz nested PCR. 
W obręb fragm entu B C R -A B L  w plazmidzie d o d a t
kow o w prow adzony jest krótki odcinek DN A faga 
lam bda. Dzięki tej modyfikacji powstający na matrycy 
tego plazm idu produkt PCR różni się wielkością od 
analogicznego produk tu  syntetyzowanego na matrycy

badanego cD NA, dzięki czemu oba fragmenty m ożna 
następnie rozdzielić stosując elektroforezę w żelu aga- 
rozowym. Oznaczenie ilościowe badanej sekwencji 
możliwe jest dzięki jednakowej wydajności am plifika
cji tej sekwencji w przypadku cD NA i plazmidu jako  
m atrycy z zastosow aniem  tych samych oligonukleoty- 
dowych starterów , o które obie m atryce współzawod
niczą ze sobą. Proporcje ilości odpowiednich p roduk
tów  PCR  w próbach będą takie, jak  proporcje ilości 
obu matryc. Ilość badanego cDNA będzie równa ilości 
kontrolnego plazm idu użytego do reakcji w tej próbie, 
w której proporcje odpowiednich produktów  PCR 
będą wynosiły 1:1.

O prócz oznaczeń m RNA B C R -A B L  w badanych 
p reparatach  pochodzących od pacjentów przeprow a
dza się również w analogiczny sposób oznaczenie 
ilościowe AB L. O statecznym  wynikiem badania jest 
obliczenie proporcji ilości B C R -A B L  do ABL. Dzięki 
zastosow aniu A B L  jako  wewnętrznego standardu wy
nik końcow y nie jest zależny od wydajności etapów 
izolacji m RN A i odwrotnej transkrypcji. Ilości BCR- 
-A B L  i A B L  oznaczane są w tym samym preparacie 
cD N A  uzyskanym  m etodą odwrotnej transkrypcji na 
m atrycy m RNA badanego pacjenta. Ponadto  do ozna
czeń A B L  stosowane są te same oligonukleotydowe 
startery  oraz ten sam plazmid jako  kom petytor w reak
cji, jak  w przypadku oznaczeń B C R -A B L. Oznaczanie 
ilości A B L  stanowi wygodną kontrolę wewnętrzną dla 
całości złożonej procedury oznaczania ilościowego 
B C R -A B L .

Końcowy wynik oznaczenia ilościowego podaw any 
jest w procentach i oznacza on proporcję ilości BCR- 
-A B L  do A B L. W artość poniżej 0.02% uważana jest za 
wskaźnik niskiego poziom u B C R -A B L  i stanowi w ska
zanie do kolejnego badania po około czterech tygod
niach. W artość pomiędzy 0.02% i 0.5% sugeruje 
możliwość wznowy choroby. W tym przypadku konie
czne jest badanie kolejnej próby od pacjenta w m oż
liwie jak  najszybszym terminie celem zweryfikowania 
wyniku i m onitorow ania wznowy na poziomie m ole
kularnym . Z kolei wartość pomiędzy 0.5% a 14% 
oznacza wysoki poziom transkrypcji BC R-ABL. U ta 
kich pacjentów  w badaniu cytogenetycznym stwierdza 
się w znacznej ilości metafaz obecność chrom osom u 
Filadelfia. W artość ponad 14% występuje u pacjen
tów, u których większość lub wszystkie metafazy 
wykazują obecność tego chrom osom u w badaniu 
cytogenetycznym.

N a każdym  etapie kompetytywnej reakcji PCR 
bardzo ważne jest stosowanie odpowiednich prób 
kontrolnych. K ontrole negatywne nie zawierające m a
trycy, w których nie powinno dojść do syntezy żadnego 
p roduk tu  PCR, umożliwiają zidentyfikowanie zanie
czyszczeń, a kontrole pozytywne zawierające matrycę 
izolow aną z odpowiednich linii kom órkowych infor
m ują o prawidłowym  przebiegu całej procedury ozna
czania B C R -A B L .

U pacjentów  badanych m etodą kompetytywnej rea
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kcji PCR naw rót choroby jest zawsze poprzedzony 
w zrostem  ilości mRNA B C R-ABL,  k tóry znacznie 
w yprzedza pojawienie się odpowiednich m arkerów 
cytogenetycznych [9, 33]. Podwyższenie poziom u 
transkrypcji genu B C R -A B L  wynika z wykładniczego 
w zrostu ilości kom órek białaczkowych w okresie po
przedzającym  naw rót choroby. Samo stwierdzenie 
obecności tego m RNA m a natom iast niewielkie zna
czenie prognostyczne, ponieważ występuje on często 
u pacjentów  w okresie do jednego roku po transplan
tacji i potem  zanika. W prowadzenie oznaczeń iloś
ciowych m etodą kompetytywnej amplifikacji um oż
liwiło odróżnienie tych pacjentów, u których poziom 
m R N A  B C R -A B L  wzrasta sygnalizując zbliżający się 
naw ró t choroby od tych, u których ilość tego mRNA 
nie zm ienia się, bądź maleje. U tych pierwszych 
możliwe jest wczesne zastosow anie odpowiedniej tera
pii zapobiegającej wznowię białaczki. Reakcja kom 
petytyw nej amplifikacji sekwencji B C R -A B L  z za
stosow aniem  dodatkow ych kontrolnych oznaczeń ilo
ściowych sekwencji A B L  jest wydajną i wiarygodną 
m etodą m onitorow ania choroby szczątkowej u pac
jentów  po transplantacjach szpiku kostnego.

Artykuł otrzymano 24 kwietnia 1997 r.
Zaakceptowano do druku 18 września 1997 r.
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I. Wstęp

Jak powszechnie wiadom o, jedną z cech charak 
terystycznych RNA wirusów jest ich duża niestabil
ność genetyczna. Przez długi czas przyczyny tego 
zjawiska upatryw ano głównie w znacznej ilości błę
dów, jakie popełniać może polim eraza RNA podczas 
replikacji wirusowego genom u [1, 2]. Badania do ty
czące ewolucji RNA wirusów wykazały jednak, iż 
istnieje dodatkow y proces umożliwiający rearanżację 
ich informacji genetycznej. Jest nim rekom binacja 
zachodząca pomiędzy genomowymi cząsteczkami 
RNA [3, 4]. Jeszcze na początku lat 90-tych uważano, 
iż proces ten zachodzić może tylko w obrębie nie
których grup wirusów [5], Sądzono tak, gdyż w stabil
nie utrzym ujących się w arunkach naturalnych p rodu
kty rekombinacji są z reguły trudne do zaobserw ow a
nia. Z jednej strony rekom binacja hom ologiczna po
między identycznymi cząsteczkami RNA jest niezau
ważalna, gdyż prowadzi do odtw orzenia cząsteczek 
rodzicielskich. Z drugiej strony zm iany w genomie 
w prow adzone w wyniku rekom binacji niehomologicz- 
nej nie pozw alają zazwyczaj nowopowstałem u wiruso-
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12/14, 61-704 Poznań 2 Prof.; Plant Molecular Biology 
Center and Biology Department, Northern Illinois Univer
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wi konkurow ać z typem dzikim (wt) przez co zostaje on 
wyeliminowany ze środowiska. W ostatn ich  latach 
częstość z jaką  identyfikowane i izolowane są rekom - 
binanty RNA uległa jednak wyraźnemu zwiększeniu. 
Fakt ten wiązany jest głównie z coraz szerszym stoso
waniem nowoczesnych m etod inżynierii genetycznej 
szczególnie ekspresji fragmentów genom ów w iruso
wych w różnych organizm ach [6, 7] (m etody w ykorzy
stywane w medycynie dla potrzeb terapii genowej czy 
w rolnictwie dla uzyskania odporności przeciwwiruso- 
wej roślin). Kolejną istotną przyczyną wpływającą na 
zwiększenie częstości rekombinacji w ydają się być 
daleko idące zmiany środowiskowe. Z m uszają one 
drobnoustro je do ulegania ciągłym przeobrażeniom , 
których celem jest jak  najlepsze przystosow anie do 
nowopowstałego otoczenia. Rekom binacji sprzyja 
także łatwość, z jak ą  wirusy m ogą obecnie rozprzest
rzeniać się w skali całego świata, wzajemnie na siebie 
oddziałując.

Najnowsze badania wskazują coraz wyraźniej, iż 
rekom binacja jest niezwykle powszechna w świecie 
RNA wirusów, gdzie pełni rolę jednego z głównych 
czynników decydujących o ich dużej zmienności gene
tycznej [8], Badania te umożliwiały identyfikację róż
nego typu rekom binantów  wirusowych pow stałych 
w wyniku wymiany informacji genetycznej pom iędzy 
fragmentami genomu tego samego wirusa [9], pom ię
dzy różnymi szczepami wirusowymi [10, 11] oraz 
pomiędzy wirusem a kom órką gospodarza [12, 13]. 
R ekom binacja obserwowana była u wirusów ludzkich 
[5, 14], zwierzęcych [5], roślinnych [9, 15, 16] i b ak 
teryjnych [17], Sprawiło to, iż jest ona obecnie tra k 
tow ana jako  jedno z najpoważniejszych potencjalnych
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zagrożeń zarówno dla zdrowia ludzi czy zwierząt, jak  
i upraw rolnych.

Pom im o poczynionych licznych obserwacji m oleku
larny mechanizm rekombinacji RNA nie został w pełni 
poznany. Powszechnie akceptow anym  jest pogląd, iż 
proces ten zachodzi zgodnie z mechanizmem „copy 
choice” [18], gdy w trakcie syntezy nici potom nej 
replikaza wirusowa zmienia matrycę, a więc inaczej jak  
w przypadku organizmów, których genom zbudow any 
jest z DNA. W skazują na to głównie dwa fakty. Po 
pierwsze rekom binacja RNA uw arunkow ana jest zdol
nością wirusa do replikacji [19]. Po drugie stosun
kowo często obserwuje się obecność dodatkow ych 
nukleotydów (nie pochodzących z matrycy) w miejs
cach przeskoków rekom binacyjnych [8], Z akłada się, 
iż zostają one wbudowane podczas przeskoku re- 
plikazy, gdy enzym ten traci kon tak t z jedną m atrycą 
a równocześnie nie jest jeszcze dostatecznie zasoc- 
jow any z kolejną. P onad to  nie istnieją żadne dowody 
świadczące, iż rekom binacja zachodzić może poprzez 
rozerwanie i ponow ne połączenie nici RNA.

II. Typy rekombinacji

Chcąc uporządkow ać naszą dotychczasową wiedzę 
na tem at rekombinacji, L a i zaproponow ał, by po
dzielić ją  na trzy typy: rekom binację homologiczną, 
hom ologiczną nieprecyzyjną (zaburzoną) oraz nieho- 
m ologiczną [5].

Rekombinacja homologiczna. W procesie tym uczes
tniczą identyczne lub bardzo podobne cząsteczki 
RNA. Przeskok rekom binacyjny zachodzi pomiędzy 
dokładnie odpowiadającym i sobie nukleotydam i tak, 
iż tworzący się rekom binant zachowuje sekwencję jak  
i organizację cząsteczek rodzicielskich (tzw. symetrycz
ny przeskok rekombinacyjny, Ryc. 1A). Określenie 
tego typu rekombinacji term inem  „hom ologiczna” 
odnosi się zatem zarów no do całych cząsteczek RNA 
jak  i do sekwencji, w obrębie których obserwowany 
jest przeskok rekom binacyjny oraz do samej lokaliza
cji miejsca przeskoku. W świetle obecnych badań 
wydaje się, iż w naturalnych w arunkach jest to najczęś
ciej zachodzący typ rekombinacji. Chociaż z ewolucyj
nego punktu  widzenia proces ten nie wydaje się mieć 
szczególnego znaczenia, jednak  może on pełnić nie
zwykle istotną rolę m echanizm u umożliwiającego n a
prawę uszkodzonych czy błędnie skopiowanych geno- 
mowych cząsteczek RNA.

Rekombinacja homologiczna nieprecyzyjna (zabu
rzona). Podobnie jak  poprzednio opisywany proces 
zachodzi ona pomiędzy homologicznymi cząsteczkami 
RNA. Jednakże w tym przypadku miejsca pomiędzy 
którym i dochodzi do przeskoku rekom binacyjnego 
ulokow ane są różnie w obu cząsteczkach (tzw. niesy
metryczne przeskoki rekombinacyjne, Ryc. IB). Re
kom binacja hom ologiczna nieprecyzyjna prowadzi 
zatem do powstania rekom binantów , w których pewne 
sekwencje uległy duplikacji lub delecji w porów naniu
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z rodzicielskimi cząsteczkami RNA.
Rekombinacja niehomologiczna. Ten typ rekom bi

nacji jest obserwowany najrzadziej. Uczestniczą w niej 
dwie różne cząsteczki RNA (Ryc. 1C). Powstały re
kom binant jest więc zdecydowanie odm ienny od cząs
teczek rodzicielskich. Rekom binacja niehom ologiczna 
odgrywa zatem szczególnie isto tną rolę w procesie 
ewolucji RNA wirusów. M oże bowiem prowadzić 
zarów no do daleko idącej rearanżacji w obrębie geno
mu wirusowego jak  również do pow stania całkowicie 
nowych drobnoustrojów . Te ostatnie tworzą się nie 
tylko w wyniku rekombinacji zachodzącej pomiędzy 
RNA wirusowymi. Obserwuje się, iż na drodze rekom 
binacji mogą być wprow adzane do genomu wirusowe
go także fragmenty RNA z kom órki gospodarza.

III. Systemy doświadczalne umożliwiające 
badanie rekombinacji genetycznej RNA  
wirusów

Jak już wspominaliśmy, w ostatnich latach ukazało 
się wiele doniesień mówiących o zidentyfikowaniu 
i wyizolowaniu różnego typu rekom binantów  w iruso
wych. Ponieważ jednak  mechanizm m olekularny re
kom binacji RNA jak  również jej strukturalne uw arun
kow ania nie zostały w pełni poznane, stąd nadal 
niezwykle trudno jest stworzyć warunki, w których 
proces ten zachodziłby w sposób kontrolow any oraz 
z wydajnością umożliwiającą jego efektywną obserw a
cję. D odatkow y problem, szczególnie w przypadku 
badań prow adzonych in vivo, stanowi obecność ciś
nienia selekcyjnego, decydującego czy tworzące się 
rekom binanty ulegać będą akum ulacji, a jeżeli tak to 
które z nich. Często zatem podstawowym  problem em  
rodzącym  się w trakcie badań jest odpowiedź na 
następujące pytanie: na ile struk tu ra  wyizolowanych 
rekom binantów  rzeczywiście odzwierciedla mecha-

A

c
DWIE RÓŻNE 5*

CZĄSTECZKI RNA  *  "

| | |-3 '^-------------- POTOMNA CZĄSTECZKA RNA

3‘ 5’

Ryc. 1. Trzy typy rekom binacji RNA. A) Rekom binacja h o m o 
logiczna. B) Rekom binacja hom ologiczna nieprecyzyjna. C) 
Rekom binacja niehom ologiczna.
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nizm rekom binacji, a w jakim  stopniu jest jedynie 
m iarą przystosow ania potom nych cząsteczek RNA 
(ich infekcyjności, zdolność do replikacji czy akum ula
cji). Z tych to względów tylko w kilku przypadkach 
poczynione obserwacje dotyczące pow staw ania re- 
kom binantów  dały podstawy do stworzenia systemów 
doświadczalnych umożliwiających prowadzenie bar
dziej szczegółowych badań procesu rekombinacji 
RNA.

Obecnie wyróżnić m ożna cztery podstawow e sys
temy rekom binacyjne stworzone w obrębie następują
cych rodzin wirusów: pikornaw irusów  [19], koronaw i- 
rusów [5], karm ow irusów  [16] oraz brom owirusów 
[9]. Jednakże tylko ostatni z wymienionych systemów 
jest na tyle wszechstronny, iż umożliwia badanie 
m echanizm u m olekularnego wszystkich trzech typów 
rekombinacji. Uzyskiwane przy jego zastosow aniu 
wyniki m ają najbardziej kom pleksowy charakter, 
przez co pozw alają najprecyzyjniej określić s truk tu ral
ne uw arunkow ania badanego procesu. Z tego też 
względu w dalszej części pracy skoncentrujem y się 
głównie na przedstawieniu wyników badań dotczą- 
cych rekom binacji brom owirusów. Najpierw  jednak 
k ró tko  przedstaw ione zostaną najbardziej istotne re
zultaty uzyskane przy użyciu pozostałych trzech sys
temów.

III-l. Pikornawirusy

Do rodziny pikornaw irusów  zaliczane są wirusy 
ludzkie i zwierzęce, których genom stanowi cząsteczka 
kwasu rybonukleinow ego o polarności m RNA i długo
ści ok. 7-8 tysięcy nukleotydów  [20]. Jej koniec 5 'jest 
kowalencyjnie związany z białkiem VPg podczas gdy 
koniec 3' stanowi poli (A). Genom ow y RNA posiada 
pojedynczą ram kę odczytu tak więc w wyniku trans
lacji powstaje tylko jedna poliproteina. Dzięki obecno
ści specyficznych proteaz zostaje ona następnie roz
dzielona na mniejsze fragmenty stanowiące wirusowe 
białka strukturalne i funkcjonalne. Za powielenie 
genom u wirusowego odpowiedzialny jest kom pleks 
replikacyjny. W jego skład, obok kodowanej przez 
wirusa specyficznej polimerazy RNA wchodzą praw 
dopodobnie białko PVg oraz pewne kom ponenty 
pochodzące z kom órki gospodarza.

W badaniach rekombinacji genetycznej pikornaw i
rusów posługiwano się głównie dw om a drobnoust
rojami: wirusem polio oraz wirusem pryszczycy byd
lęcej (FM D V — ang./ood and mouth diseases virus) [11, 
14, 21]. Badania te prow adzono przy użyciu klasycz
nych m etod genetycznych zarów no in vitro (w hodow 
lach kom órkowych) jak  i in vivo [22, 23]. Polegały one 
na wywoływaniu tzw. mieszanych infekcji, to znaczy 
zakażeniu kom órek dwom a szczepami wirusowymi 
posiadającym i odm ienne m arkery genetyczne (szczepy 
term owrażliwe czy odporne na działanie pewnych 
związków chemicznych, preparatów  biologicznych lub 
przeciwciał). Stosowane m arkery były zawsze umiejs

cowione w obrębie regionu kodującego. Zakładano, iż 
rekom binacja miała miejsce, jeżeli częstość z jaką 
infekcja mieszana prowadziła do odtw orzenia wirusa 
o fenotypie typu dzikiego była wyższa jak  w infekcji, 
w której stosowano tylko jeden ze szczepów wiruso
wych. D odatkow o obserwowano, że częstość rekom 
binacji rosła w sposób liniowy wraz ze wzrostem 
odległości pomiędzy położeniem m arkerów  w geno- 
mowych RNA [24-26]. W ynik taki wskazywał, iż 
rekom binacja zachodzić może z jednakow ym  praw 
dopodobieństw em  w obrębie całego genom u [27, 28]. 
Ekstrapolując rezultaty uzyskane dla różnie oddalo
nych m arkerów  (dystans zmieniał się od ok. kilkuset do 
ok. trzech tysięcy nukleotydów) obliczono, że w ob
rębie całego genom u pikornaw irusa rekom binacja 
zachodzić pow inna z częstością ok. 10-20%. Wniosek 
ten nie wydaje się jednak słuszny, gdyż nie stwier
dzono, by wyizolowane rekom binanty nosiły ślady 
wielokrotnych przeskoków rekom binacyjnych, co po
winno mieć miejsce przy tak wysokiej częstości rekom 
binacji. D odatkow ą niedogodnością systemu op ra
cowanego dla pikornaw irusów jest ulokowanie 
m arkerów  genetycznych w obrębie sekwencji kodują
cych. Powoduje to powstanie ciśnienia selekcyj
nego bardzo silnie wspom agającego akum ulację jedy
nie takich rekom binantów , w których odtw orzona 
została sekwencja typu dzikiego. Praktycznie system 
ten umożliwia akum ulację jedynie produktów  rekom 
binacji homologicznej. Nie wiadom o zatem  co rzeczy
wiście odzwierciedlają uzyskiwane wyniki: czy m echa
nizm procesu rekombinacji, czy złożoność procesów 
selekcyjnych.

III-2. Koronawirusy

G rupę koronaw irusów  tworzą zarów no wirusy lu
dzkie jak  i zwierzęce [29]. Cechą szczególnie wyróż
niającą koronaw irusy spośród innych ( +  ) RNA w iru
sów jest wielkość ich genomu, który stanowi pojedyn
cza cząsteczka RNA o długości ok. 31 tysięcy nuk
leotydów. Genom  tych drobnoustro jów  jest zatem 
najdłuższą znaną jednoniciow ą cząsteczką RNA. W jej 
obrębie występuje zwykle 7-8 genów, z których każdy 
ulega translacji z odrębnej cząsteczki mRNA. P odob
nie jak  u innych RNA wirusów za replikację genomu 
odpowiedzialna jest kodow ana przez wirusa specyficz
na polim eraza RNA. Pierwszy etap replikacji polega 
na wytworzeniu nici ( — ) służącej następnie do syntezy 
genomowych cząsteczek ( +  ) RNA jak  i subgenom o- 
wych mRNA. Każdy z syntetyzowanych m RNA posia
da identyczny koniec 3' co oznacza, że sekwencje 
krótszych m RNA całkowicie zawierają się w dłuższych 
cząsteczkach. D odatkow o na końcu 5' każdego 
m RNA znajduje się tak zwana sekwencja wiodąca 
(ang. leader) pochodząca z końca 5' genomowego 
RNA. W końcowym etapie replikacji w kom órce 
gospodarza pojawiają się również cząsteczki kom 
plem entarne do subgenom owych mRNA. One także
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stanow ią matryce w specyficzny sposób rozpoznawane 
przez wirusowy kom pleks replikacyjny. Ten stosun
kowo skom plikow any mechanizm replikacji korona- 
wirusów dodatkow o wymagający wprow adzenia sek
wencji wiodącej do każdego z subgenom owych mRNA 
sugeruje, że proces transkrypcji RNA ma charakter 
nieciągły lub że w jego pierwszym etapie powstają 
cząsteczki typu pre-m RNA, które następnie ulegają 
przekształceniu w procesie podobnym  do splicingu.

Badania rekombinacji genetycznej koronaw irusów  
prow adzone były w analogiczny sposób jak  w przypa
dku pikornaw irusów  [30-34]. Umożliwiały zatem ob
serwację jedynie rekombinacji homologicznej. Posłu
żono się w nich różnymi szczepami wirusa mysiego 
zapalenia w ątroby (M HV —  ang. mouse hepatitis 
virus), z których każdy obarczony był specyficznym 
m arkerem  genetycznym. Przeprow adzone mieszane 
infekcje wykazały, iż podobnie jak  w przypadku wirusa 
polio, wraz ze wzrostem odległości pomiędzy stosow a
nymi m arkeram i zwiększa się częstość rekombinacji. 
O trzym ane wyniki świadczyły, że w obrębie całego 
genomu częstość rekombinacji wynosić powinna ok. 
25% , a więc podobnie jak  dla wirusa polio posiadają
cego wielokrotnie mniejszy genomowy RNA. Wynik 
ten wydaje się być bliskim prawdy, co potwierdziła 
izolacja wirusów potom nych, których genom utw orzo
ny został w rezultacie kilkakrotnej rekombinacji (tego 
typu rekom binantów  nie znajdow ano podczas badań 
wirusa polio) [32]. D odatkow o stwierdzono, że miejs
ca przeskoków rekom binacyjnych ulokowane były 
w obrębie całego genomu, zarów no we fragmencie 
pomiędzy m arkeram i genetycznymi jak  i poza nim. 
Oznacza to, iż rekom binacja zachodziła także w regio
nach, które nie zostały poddane ciśnieniu selekcyj
nemu. Jak dotąd nie udało się jednak ustalić, co jest 
powodem tak częstej rekombinacji koronawirusów. 
W ydaje się, że proces ten może być odpowiedzialny za 
ciągłą napraw ę niezwykle długiej jednoniciowej cząste
czki RNA stanowiącej genom wirusa. Pewne obserw a
cje sugerują nawet, że w przypadku koronaw irusów  
w procesie rekombinacji uczestniczą specyficzne białka 
odpowiedzialne za lokalizację miejsc przeskoków re
kom binacyjnych [35]. Ze względu jednak na dużą 
złożoność całego systemu, badania koronaw irusów  nie 
doprowadziły do uzyskania jednoznacznego obrazu 
rekombinacji RNA.

III-3. Karmowirusy

Karm owirusy stanow ią grupę wirusów roślinnych, 
których genom zbudow any jest z pojedynczej nici 
RNA o polarności mRNA i długości ok. 4 tysięcy 
nukleotydów [36]. Jednym  z przedstawicieli karmowi- 
rusów jest wirus kędzierzawki rzepy (TCV —  ang. 
turnip crinkle virus). W irusowi temu towarzyszą bardzo 
często tzw. satelitarne RNA o zmiennej długości 
i zróżnicowanej sekwencji. Choć satelitarne RNA nie 
niosą ze sobą żadnej informacji genetycznej potrzebnej

do rozwoju wirusa, ich replikacja jest całkowicie 
zależna od TCV. Porów nanie sekwencji różnych sateli
tarnych RNA pozwoliło stwierdzić, że niektóre z nich 
są najpraw dopodobniej produktam i rekombinacji za
chodzącej pomiędzy genomem TCV a innymi satelitar
nymi RNA [37]. Przewidywania te potw ierdzono 
eksperym entalnie wykazując, iż podczas infekcji roślin 
za pom ocą TCV i niektórych satelitarnych RNA 
dochodzi do rekombinacji. Tą drogą otrzym ano i scha
rakteryzow ano cząsteczki powstałe w wyniku rekom 
binacji pomiędzy satelitarnym i RNA [16, 38] oraz 
pomiędzy genomem TCV a satelitarnym i RNA [39]. 
W przeciwieństwie do powyżej przedstawionych wnio
sków dotyczących pikornaw irusów  i koronawirusów 
stwierdzono, że w TCV miejsca przeskoków rekom 
binacyjnych nie są zlokalizowane przypadkowo. G ru 
pują się one w regionach RNA wykazujących znaczne 
podobieństwo strukturalne do obecnego w genomie 
TCV prom otora transkrypcji sugerując, iż rekom bina
cja zachodzi podczas syntezy potom nej nici ( +  ) [38]. 
P roduktam i rekombinacji są satelitarne RNA a więc 
cząsteczki nie odgrywające zasadniczej roli w procesie 
rozwoju wirusa. Stworzony w oparciu o TCV system 
rekom binacyjny nie znajduje się zatem pod wpływem 
silnego ciśnienia selekcyjnego. Wydaje się więc, iż 
uzskane wyniki lepiej odzwierciedlają rzeczywisty m e
chanizm rekombinacji niż miało to miejsce w przypad
ku pikornaw irusów czy koronaw irusów . T rudno jest 
jednak bezpośrednio porównyw ać te systemy, jako  że 
oba om awiane wcześniej umożliwiają badanie rekom 
binacji homologicznej, podczas gdy rekombinację 
w której uczestniczą genomowe i satelitarne RNA 
TCV zakwalifikować należy jako  niehomologiczną.

VI. Rekombinacja genetyczna bromowirusów

Bromowirusy stanow ią pierwszą rodzinę roślinnych 
( +  ) RNA wirusów, dla których obserwow ano rekom 
binację genetyczną RNA [15]. U zyskane wówczas 
rezultaty dały podstawy do stworzenia systemu bio
logicznego umożliwiającego dalsze badania rekom 
binacji. W tym celu posłużono się wirusem mozaiki 
stokłosy (BMV —  ang. brome mosaic virus) [9]. BMV 
jest jednym  z najlepiej poznanych ( +  ) RNA wirusów, 
którego genom stanowią trzy oddzielne cząsteczki 
RNA zwane RNA1, RNA2, i RNA3 [40], D odatkow o 
w trakcie infekcji wytwarzany jest tzw. subgenom owy 
RNA4 mający sekwencję identyczną z 3 '-końcow ą 
częścią RNA3 [40], Wszystkie RNA posiadają metylo- 
waną resztę guanozynow ą na końcu 5' oraz prawie 
identyczny, około 200 nukleotydowy niekodujący ko
niec 3', którego fragm ent tworzy tzw. struk turę tRN A- 
-podobną [40] (Ryc. 2A). Cząsteczki RNA1 i RNA2 
kodują odpowiednio białka 1 a i 2a, które razem z bliżej 
nieokreślonym i składnikam i kom órkowym i gospoda
rza tworzą wirusową replikazę [41], RNA3 koduje 
białko płaszcza oraz białko 3a odpowiedzialne za 
rozprzestrzenianie się w irusa w zainfekowanym or-

260 POSTĘPY BIOCHEMII 43(4), 1997http://rcin.org.pl



A

B

C

RNA3

D REKOMBINACJA HOMOLOGICZNA

RNA3

s- —i_3ą_HZLęp_JrmTT—

RNA2
5' ----- 1 2a

ganizmie [42]. W białku la  wyróżnić m ożna dwie 
domeny: N -term inalną odpowiedzialną za m odyfika
cję końca 5' w genomowych RNA (tzw. kapow anie 
— ang. capping) oraz C -term inalną posiadającą właś
ciwości helikazy [43]. C entralną część białka 2a stano
wi polim eraza RNA zależna od RNA [44,45], podczas 
gdy dom ena N -term inalna odpowiedzialna jest za 
wiązanie białek 1 a-2a w obrębie kom pleksu replikacyj- 
nego [46].

Rekombinację pomiędzy genomowymi RNA 
w BWV zaobserw ow ano po raz pierwszy, gdy RNA3 
posiadający 20 nukleotydow ą delecję w konserw atyw 
nym końcu 3' ulegał napraw ie w wyniku rekombinacji 
z RNA1 lub RNA2 podczas infekcji w jęczmieniu 
(gospodarz systemiczny) [15]. Dalsze modyfikacje 
niekodującego końca 3' w RNA3 umożliwiły zwięk
szenie częstości, z jaką  zachodzi rekom binacja [47]. 
D odatkow o zm iana gospodarza ze stosowanego wcze
śniej systemicznego na takiego, w którym  wirus wywo
łuje jedynie infekcje lokalne (Chenopodium ąuinoa) 
pozwoliła uzyskać w jednej roślinie wiele niezależnie 
rozwijających się zakażeń (tzw. plamek lokalnych). 
Każde zakażenie prowadzić może do pow stania in
nego rekom binanta (z reguły jednego, czasem jednak 
dwóch lub trzech) [47], W celu ich zidentyfikowania 
z liści roślin wycinano pojedyncze plam ki lokalne 
i izolowano z nich całkowity RNA. N astępnie przy 
zastosow aniu specyficznych starterów  (primerów) na- 
m nażano koniec 3' cząsteczki RNA3 m etodą odw rot
nej transkrypcji i polimerazowej reakcji łańcuchowej 
(RT-PCR). O trzym ane produkty  RT-PCR analizowa-
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Ryc. 2. Schematyczny opis systemów rekom binacyjnych stw orzo
nych w oparciu o BMV.
A). O rganizacja genom u BMV. Składa się on z trzech 
cząsteczek RNA ( RNA 1, 2 i 3) kodujących białka la, 2a, 3a 
oraz białko płaszcza (CP). BMV zawiera także tzw. RNA4, 
który jest subgenom owym  RNA mającym  sekwencję iden
tyczną z częścią 3' RNA3. Regiony kodujące genom u 
oznaczone zostały za pom ocą prostokątów  a niekodujące za 
pom ocą linii. W szystkie cząsteczki posiadają 7-m etylogua- 
nonozynę (m 7G) na końcu 5' i prawie identyczny koniec 3', 
którego fragm ent term inalny tworzy tzw. strukturę t RNA 
podobną.
B) Budowa rekom binacyjnie aktyw nego wektorowego 
RNA3 stosow anego w opisywanym  systemie w miejsce wt 
RNA3. W wektorowym  RNA3 zmodyfikowany został jedy 
nie koniec 3', k tóry podzielić m ożna na cztery regiony A, B, 
C i D. Region A zawiera 236 nukleotydow y 3'-końcowy 
fragm ent zachowawczy we wszystkich czterech genom o
wych RNA. Część tego fragm entu została zduplikow ana

region B (odcinek pom iędzy 7 a 200 nukleotydem  licząc 
od końca 3'). N astępnie w prow adzony został 3'-końcowy 
fragm ent RNA3 z C C M V  —  region C (197 nukleotydowy 
w wektorowych RNA3 stosow anych w rekom binacji nieho- 
mologicznej oraz 765 nukleotydow y w wektorowych RNA3 
stosow anych w rekom binacji homologicznej; czarny p rosto 
kąt). Region D, oznaczony dodatkow o strzałką, zawiera 
rekom binacyjnie aktyw ną sekwencję kom plem entarną do 
fragm entu niekodującego końca 3' RNA1 (rekom binacja 
niehom ologiczna) lub hom ologiczną do fragm entu niekodu
jącego z końca 3' RNA2 (rekom binacja homologiczna).
C) P roponow any m echanizm  niehomologicznej rekom bi
nacji RNA. Do wektorowej cząsteczki RNA3 w prow adzona 
została 40-141 nukleotydow ą sekwencja kom plem entarna 
do niekodującego fragm entu pochodzącego z końca 3' 
w tR N A l. Stąd cząsteczki RNA1 i RNA3 tworzyć m ogą 
lokalną struk turę  dwuniciow ą (heterodupleks, oznaczony za 
pom ocą strzałek). Jeżeli w irusowa replikaza zapoczątkuje 
syntezę nici potom nej z końca 3' RNA1, wówczas w obrębie 
dwuniciowego fragm entu dojść może do zmiany m atrycy 
z RNA1 na RNA3. W ten sposób utworzony zostaje 
rekom binat posiadający niezm odyfikowany koniec 3' 
z RNA1 i część kodującą oraz koniec 5' z RNA3.
D) P roponow any m echanizm  homologicznej rekom binacji 
RNA. Do wektorowej cząsteczki RNA3 w prow adzona 
została 15-60 nukleotydow ą sekwencja hom ologiczna do 
niekodującego fragm entu pochodzącego z końca 3' wt 
RNA2 (obie sekwencje oznaczono za pom ocą strzałek). 
W ystępow anie lokalnej hom ologii pomiędzy rekom binują- 
cymi cząsteczkam i RNA2 i RNA3 nie pozwala im bezpo
średnio ze sobą oddziaływać. Jednakże w obrębie regionów 
hom ologicznych now osyntetyzow ana nić potom na jest 
kom plem entarna do obu cząsteczek RNA. Jeżeli więc 
podczas replikacji RNA2 koniec nici potom nej oddysocjuje 
z cząsteczki m atrycowej, może on ulec hybrydyzacji do 
RNA3 i zostać użyty przez wirusow ą replikację jak o  starter 
do dalszej syntezy RNA. W ten sposób wytworzony zostanie 
rekom binat posiadający niezm odyfikowany koniec 3' po
chodzący z wt RNA2 oraz część kodującą i koniec 5' 
z RNA3.

no elektroforetycznie w żelu agarozowym, wklonowy- 
wano do wektora pUC19 i sekwencjonowano. D odat
kowo dla potwierdzenia, iż rekom binanty RNA zo
stały rzeczywiście wytworzone w roślinie podczas 
infekcji, a nie w trakcie RT-PCR, całkowity RNA 
analizow ano m etodą N orthern-blot. Uzyskano dane 
wskazywały, że rekom binacja niehom ologiczna po
między wirusowymi RNA zachodzi w regionach lokal
nej kom plem entarności pomiędzy rekombinującymi 
cząsteczkami [48], podczas gdy hom ologiczna w rejo
nach lokalnej homologii [49]. Poczynione obserwacje 
umożliwiły skonstruow anie cząsteczki RNA nazwanej
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wektorem  rekom binacyjnym  (Ryc. 2B) [50]. Do jej 
stworzenia użyto RNA3, który nie jest konieczny do 
replikacji wirusowego RNA. W cząsteczce tej zm odyfi
kow ano jedynie niekodujący koniec 3', tak więc nadal 
zawierała ona całą informację genetyczną niezbędną 
do norm alnego rozwoju BMV. D okonane m odyfika
cje polegały na duplikacji konserwatywnej sekwencji 
z końca 3' (Ryc. 2B regiony A i B), po której w prow a
dzono fragment RNA pochodzący z pokrewnego bro- 
m owirusa (wirusa żółtej chlorow atości wspięgi chińs
kiej CCM V, ang. —  cowpea chlorotic mosaic virus 
—  Ryc. 2B region C). Zm iany te miały na celu 
zmniejszę zdolności replikacyjnych cząsteczki RNA3. 
Tak otrzym any wektorowy RNA3 jest stabilny w trak 
cie infekcji (tzn. nie rekombinuje), gdy użyć go do 
inokulacji roślin zam iast RNA3 o sekwencji typu 
dzikiego (wt RN A3) razem z RNA1 i RNA2 (oba
0 sekwencji typu dzikiego, odpow iednio wt RNA1 i wt 
RNA2). Zaczyna on jednak  rekom binować, gdy bezpo
średnio za fragmentem z CCM V w prow adzona zo
stanie sekwencja wykazująca aktywność rekom bina- 
cyjną (Ryc. 2B region D). Stosując wektorowy RNA3 
zidentyfikowano regiony aktywne rekom binacyjnie 
w BMV i stworzono dwa analogiczne systemy um oż
liwiające badania m olekularne rekombinacji niehom o- 
logicznej i homologicznej (Ryc. 2C i D). Pierwszy 
system nazwany heterodupleksowym  powstał przez 
wprowadzenie do wektorowego RNA3 40-141 nuk- 
leotydowej rekom binacyjnie aktywnej sekwencji, kom 
plem entarnej do niekodującego fragm entu z końca 3' 
RNA1 [50]. Umożliwiło to tworzenie lokalnej dwu- 
niciowej struktury (heterodupleksu) pomiędzy rekom - 
binującymi cząsteczkami RNA1 i RNA3 w obrębie 
której dochodziło do przeskoków rekombinacyjnych. 
Ponieważ miały one miejsce pomiędzy różnymi, choć 
kom plem entarnym i sekwencjami, stąd zdefiniowane 
zostały jako  niehomologiczne. Drugi system powstał 
w wyniku wprow adzenia do cząsteczki wektorowej 
15-60 nukleotydowej sekwencji z 3'-końcowego nieko
dującego fragm entu wt RNA2 [49]. Istnienie hom o
logicznych sekwencji w wektorowym  RNA3 (region D)
1 wt RNA2 powodowało, iż cząsteczki te ulegały 
rekombinacji. Ponieważ przeskoki rekom binacyjne 
zachodziły w obrębie identycznych sekwencji, stąd 
zdefiniowano je jako  homologiczne.

Zarów no w systemie umożliwiającym badanie re
kombinacji niehomologicznej jak  i homologicznej 
przeskoki rekom binacyjne prowadziły do napraw ienia 
wektorowego RNA3. W obu przypadkach tworzyły się 
rekom binanty RNA3, w których zm odyfikowany kon
serwatywny koniec 3' cząsteczki wektorowej był za
stępowany przez wspólny dla wszystkich genomowych 
RNA 3'-końcowy fragment pochodzący z wt RNA1 
(rekom binacja niehomologiczna) lub wt RNA2 (re
kom binacja homologiczna). W ten sposób 3'-końcowa 
sekwencja rekom binanta RNA3 była zbliżona do 
istniejącej w wt RNA3. Stąd jego zdolność do replikacji 
gwałtownie rosła w porów naniu z wykazywaną przez

rodzicielskie RNA3, pow odując wytworzenie silnego 
ciśnienia selekcyjnego wspierającego akum ulację re- 
kom binantów  i równocześnie eliminującego rodziciel
skie cząsteczki wektorowego RNA3. Zgodnie z za
proponow anym  mechanizmem rekombinacji nieho
mologicznej i homologicznej, RNA1 lub RNA2 będący 
dawcą niezm utowanego końca 3' zdefiniowany został 
jako  RNA donorowy, a napraw iany RNA3 jako  RNA 
akceptorow y [9, 18, 49]. W yznaczona dla najaktyw 
niejszych wektorowych RNA3 częstość rekombinacji 
niehomologicznej czy homologicznej wynosiła blisko 
100% podczas gdy dla innych znanych systemów nie 
przekraczała z reguły 10%. Określa ona w jakim  
procencie niezależnie rozwijających się infekcji (pla
mek lokalnych) dochodzi do wytworzenia rekom bi
nanta RNA3.

W przypadku rekombinacji niehomologicznej za
proponow any mechanizm zakłada, iż rekom binanty 
tw orzą się w trakcie syntezy potom nej nici ( —), gdy 
wirusowa replikaza dociera do dwuniciowego regionu 
i nie mogąc go rozpleść, przeskakuje z RNA d o noro 
wego na akceptorow y (Ryc. 2C) [9, 18]. Inny jest 
praw dopodobnie m olekularny mechanizm rekom bi
nacji homologicznej. Zaangażow ane w ten proces 
cząsteczki RNA2 i RNA3 posiadają sekwencje hom o
logiczne, nie mogą więc oddziaływać ze sobą bezpo
średnio. Jednakże w tym przypadku nowosyntetyzo- 
wana na donorow ym  RNA2 nić potom na jest kom 
plem entarna do akceptorow ego RNA3. Z apropono
wano zatem, że do rekombinacji homologicznej do 
chodzić może gdy w wyniku zatrzym ania syntezy nici 
potom nej na donorow ym  RNA jej fragment zostanie 
uwolniony. Jeżeli ma to miejsce w obrębie sekwencji 
homologicznych, wówczas część nici potomnej może 
ulec hybrydyzacji do akceptorow ego RNA. N astępnie 
fragment ten mógłby służyć wirusowemu kom plek
sowi replikacyjnemu jako  starter do wznowienia syn
tezy RNA na nowej m atrycy (Ryc. 2D) [18, 49].

V. Strukturalne uwarunkowania rekombina
cji BMV

V-1. Rekom binacja niehom ologiczna

Jak już w spom niano, istnienie lokalnych sekwencji 
kom plem entarnych w genomowych cząsteczkach 
RNA może być czynnikiem indukującym  rekom bina
cję niehomologiczną. Przeprow adzone in vitro eks
perymenty z udziałem BMV potwierdziły wcześniejsze 
przypuszczenia, iż rekom binujące cząsteczki m ogą ze 
sobą oddziaływać tworząc lokalną strukturę dwu- 
niciową (heterodupleks —  Ryc. 3) [9], Stw ierdzono 
jednak, że nie zawsze istnienie nawet stosunkow o 
długiego regionu kom plem entarności jest w stanie 
wywołać rekom binację [51]. Sugeruje to, iż możliwość 
tworzenia struktury  dwuniciowej przez cząsteczki 
RNA nie jest bezpośrednią przyczyną występowania 
przeskoków rekombinacyjnych. Tym niemniej obec
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ność sekwencji kom plem entarnych jest przypuszczal
nie konieczna dla zajścia badanego procesu, podczas 
którego są one najpraw dopodobniej odpowiedzialne 
za zbliżenie rekom binujących m olekuł (aby wirusowa 
replikaza m ogła zmienić m atrycę podczas syntezy nici 
potom nej, cząsteczka donorow ego RNA musi znaleźć 
się dostatecznie blisko cząsteczki akceptorowej). W y
daje się zatem, iż obok lokalnej kom plem entarności 
istnieć m uszą inne elementy zakodow ane w strukturze 
RNA, będące sygnałem do zajścia rekombinacji.

P rzeprow adzona analiza położenia miejsc przesko
ków rekom binacyjnych potw ierdza to przypuszczenie 
[50, 51]. W ynika z niej bowiem, iż przeskoki częściej 
m ają miejsce za pirym idyną, szczególnie za U. Spośród 
174 rekom binantów , których sekwencja została okreś
lona, 132 posiadały pirym idynę jako  ostatni nukleotyd 
pochodzący od donora (w tym w 96 przypadkach 
(55%) była to U). Z 42 przeskoków  jakie miały miejsce 
za resztą purynow ą 30 zaszło w obrębie sekwencji 
(AG)n [50, 51]. D odatkow o obserwowano, że niektóre 
heterodupleksy tw orzone przez rekom binujące cząste
czki RNA pow odują powstawanie wielu różnych re
kom binantów , podczas gdy inne w bardzo specyficzny 
sposób prow adzą do pow stania tylko dwóch prawie 
identycznych produktów  rekom binacji (Ryc. 3) [50, 
51]. Przeprow adzona analiza struk tu ralna pozwoliła 
stwierdzić, iż wszystkie heterodupleksy wspierające 
rekom binację w sposób selektywny posiadają jedną 
wspólną cechę: jeśli oddziaływania pomiędzy kilkom a 
pierwszymi param i zasad tworzącymi lokalną struk
turę dwuniciową zostaną zaburzone (praw dopodobnie 
dzieje się tak  gdy, wirusowa replikaza zaczyna kopio
wać fragm ent RNA1 zaangażow any w tworzenie hete- 
rodupleksu), wówczas zm ieniona zostaje drugorzędo- 
wa s truk tu ra  rekombinacyjnych cząsteczek RNA.

Część heterodupleksu ulega rozpleceniu, a w struk
turze RNA akceptorow ego (modyfikowany RNA3) 
wytw orzona zostaje stabilna struk tu ra szpilki (hairpin- 
Ryc. 4). Jej powstanie sprawia, iż usytuowane na 
donorow ym  i akceptorowym  RNA miejsca przesko
ków rekom binacyjnych ulegają znacznem u zbliżeniu 
w porów naniu z ich położeniem w dwuniciowej struk
turze tworzonej przez rekom binujące cząsteczki RNA 
1 i 3. Zablokow anie możliwości tworzenia się struktury 
szpilkowej w cząsteczce RNA akceptorow ego pow o
dow ało całkowity zanik specyficzności rekombinacji. 
Potw ierdza to  przypuszczenie, iż zmiany strukturalne 
związane z jej powstaniem  m ogą być odpowiedzialne 
za selektywne tworzenie tylko dwóch różnych rekom 
binantów .

Dalsza analiza rekom binacyjnie aktywnego regionu 
sugeruje, że co najmniej trzy elementy strukturalne 
związane z powstaniem  szpilki mogą być odpow iedzia
lne za specyficzność badanego procesu. Po pierwsze 
stabilna szpilka może pełnić podobną rolę jak ter
m inatory  transkrypcji, to znaczy zatrzym ywać replika- 
cję dając tym samym sygnał do zmiany matrycy. Po 
drugie, specyficzność rekombinacji pow odow ać mogą 
sekwencje homologiczne występujące w badanej struk
turze (Ryc. 4A). Ich obecność sprawia, że fragm ent nici 
potom nej syntetyzowanej na donorow ym  RNA jest 
kom plem entarny do akceptorowego RNA. Zatem  gdy 
synteza nici ( —) na donorow ym  RNA zostanie prze
rw ana, wówczas cząsteczka ta może być użyta jako  
starter (primer) do wznowienia syntezy na akcep
torow ym  RNA. Po trzecie, aranżacja pierwszo- i dru- 
gorzędowej struktury  donorow ego i akceptorowego 
RNA (w sytuacji gdy zostaje utw orzona struktura 
szpilkowa) wykazuje olbrzymie podobieństw o do p ro 
ponow anego modelu rybozymu typu „hammerhead”

P N 3(-)R N A 3

A18 B2
U

5' • CCCUGCUCGGAGGACUAGUC ACU - 3‘
UCGAGCAGAGGUCUCACACAGAGACAAGCGCAUCACUUAA
AGCUCGUCUCCAGAGUGUGUCUCUGUUCGCGUAGUGAAUU „  

wtRNAl 3‘ - CCCGAGAGG t t  GUG -5'
I i i

234 82 A18

e1 f1 M
PN8(-)RNA3 d li l 'l

a1 b1 IA U  G C C l 'U  A K,5 M2 h4 j2 k2
G C  C G l  C G Qi  I I I Ifi r. fi fi * fi fi — 9' ł 1 1 1 15-• CCCUGCUCGGAGGACUAGUCUC G C  G C *  G C — a ł  * * * * n n CUA-

GAGGUCUCACA AGACAAGCG ACUUAACAC UAAAGAUCAAAUCACCAGCGAGCUCGCCGUUAAAGCAAUACUCAAAGGACUUCUU f  1 UUUTfil1
CUCCAGAGUGU„ „UCUGUUCGC„ „UGAAUUGUG,, AUUUCUAGUUUAGUGGUCGCUCGAGCGGCAAUUUCGUUAUGAGUUUCCUGAAGAAI AAA

wtRNAl 3'-CCCGAGAGGAGCUCGU| Ą j0 gu a g U f f  t l i  t i  |  UUU-51

234 ai * j .  f1 K5 M2 h4 k2 c1
91 I P1 i1 ¡2e l f  ‘

d1

Ryc. 3 . Usytuow anie miejsc przeskoków  rekom binacyjnych w obrębie heterodupleksów  tw orzonych przez wt RNA1 i dwa w ybrane wektorowe 
RNA3 (PN3(-) oraz PN8(-) RNA3). W ektorow y PN3(-) RNA3 tworzy 40 a PN8(-) RNA3 141 nukleotydow y region dwuniciowy z wt 
RNA1. Zastosow anie PN3(-) RNA3 prow adzi zawsze do pow stania jednego z dwóch bardzo podobnych rekom binantów , podczas gdy 
w przypadku PN8(-) RNA3 powstaje wiele różnych rekom binantów . M iejsca przeskoków  rekom binacyjnych uw idoczniono w ten 
sposób, iż dla danego rekom binan ta  ostatn i nukleotyd pochodzący z donorow ego wt RNA1 i pierwszy nukleotyd pochodzący 
z akceptorow ego RNA3 oznaczony został strzałką i taką  sam ą literą. Um ieszczone obok liczby wskazują w ilu niezależnie rozwijających 
się infekcjach lokalnych w ytworzony został dany rekom binat. Dużymi literam i oznaczono miejsca przeskoków obserw ow ane przy 
zastosow aniu różnych pochodnych RNA3.
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Ryc. 4. Zidetyfikow ane elem enty struk turalne  m ogące odpow iadać 
za specyficzność rekom binacji.
A) Schematyczny opis heterodupleksów  tw orzonych przez 
wt RNA1 i w ektorowe RNA3, dla których rekom binacja 
zachodzi w sposób regioselektywny (np. heterodupleksu 
tw orzonego przez wt RNA1 i PN3(-) RNA3 przedstaw ione
go w całości na Ryc. 3A.) H eterodupleksy te posiadają 
identyczny fragm ent początkow y, różnią się jednak  d ługo
ścią tworzących je  sekwencji kom plem entarnych. N a powy
ższym rysunku uwidoczniony został wspólny dla wszystkich 
heterodupleksów  region, w obrębie k tórego dochodzi do 
przeskoków rekom binacyjnych (miejsca przeskoków  ozna
czono strzałkam i i literami). W ich wyniku powstaje zawsze 
jeden z dwóch prawie identycznych rekom binatów . W regio
nie tym wyróżnić m ożna dwa elem enty struk turalne  m ogące 
odpow iadać za regiospecyficzność rekom binacji. Są nimi 
sekwencje hom ologiczne obecne w cząsteczce donorow ego 
i akceptorow ego RNA (oznaczone prostokątam i) oraz wy
stępująca w w ektorowym  RNA3 sekwencja m ogąca tworzyć 
stabilną struk turę  szpilkow ą (oznaczona poziom ą linią).
B) S truk tura  szpilkowa, k tó ra  może pow staw ać podczas 
replikacji w obrębie heterodupleksu przedstaw ionego na 
Ryc. 4A. Jej utworzenie sprawia, iż oddalone od siebie 
miejsca przeskoków rekom binacyjnych ulegają zbliżeniu.
C) P roponow ana drugorzędow a stru k tu ra  rybozym u typu 
„hammerhead." [52],

[52] (Ryc. 4 B i C). Nie przypuszczamy, aby badany 
układ wykazywał właściwości katalityczne (nie wszyst
kie nukleotydy decydujące o wysokiej aktywności 
katalitycznej rybozymu są zachowane). Nie m ożna 
jednak wykluczyć, iż jego tworzenie prowadzi czasami 
do rozerwania cząsteczki RNA co stanowić może 
bodziec dla zajścia rekombinacji. W szystkie przyto
czone tu spostrzeżenia wyraźnie wskazują, że zarówno 
sekwencja jak  i budow a przestrzenna cząsteczek RNA 
odgrywa istotną rolę w procesie niehomologicznej 
rekombinacji RNA.

V-2. Rekombinacja homologiczna

Podobnie jak  w przypadku rekombinacji niehom o
logicznej, wektorowy RNA3 wykorzystany został do 
testow ania aktywności rekombinacyjnej różnych sek
wencji pochodzących z wt RNA1 i 2. Przeprow adzone 
badania pozwoliły zidentyfikować sekwencje rekom- 
binacyjnie aktywne ukazując jednocześnie, iż sam a 
tylko hom ologia pomiędzy rekom binującym i cząstecz
kami RNA nie jest elementem wystarczającym dla 
zajścia tego procesu [49, 51], Celem dokładniejszego 
określenia strukturalnych uw arunkow ań rekom bina
cji homologicznej, jedną spośród testowanych sekwen

cji poddano bardziej szczegółowym badaniom . Był to 
60 nukleotydow y fragment pochodzący z niekodujące- 
go końca 3' wt RNA2 (nazwany sekwencją R). Jej 
wprowadzenie do wektorowego RNA3 powodowało 
powstanie i akum ulację rekom binantów  w ponad 90% 
niezależnie rozwijających się infekcji. Stosując kom 
puterow e m etody m odelowania struktury drugorzędo- 
wej RNA zaproponow ano przypuszczalną budowę 
sekwencji R. P raw dopodobnie mieści ona w sobie dwie 
stabilne struktury  typu szpilki (oznaczone na rycinie 
5 literami G i H). W stępnie założono, iż istnienie 
stabilnych struk tu r szpilkowych spowalnia lub za
trzymuje proces syntezy nici potom nej co stanowić 
może bezpośredni sygnał dla zajścia rekombinacji. 
W oparciu o powyższe założenie przeprow adzono 
selektywną modyfikację sekwencji R starając się stwie
rdzić, jakie elementy zawarte w jej strukturze są 
odpowiedzialne za obserwowaną aktywność rekom- 
binacyjną. Badania te wykazały, iż zgodnie z oczekiwa
niami częstość rekombinacji jest proporcjonalna do 
długości rekom binacyjnie aktywnej sekwencji. Skróce
nie sekwencji R do 23 nukleotydów  powodowało 
obniżenie częstości rekombinacji z 90 do 50% [49, 51, 
53]. Podobnie częstość rekom binacji ulegała obniże
niu, gdy wprow adzane mutacje zmniejszyły stopień 
homologii pomiędzy sekwencją R a jej odpow ied
nikiem obecnym w wt RNA2. P onadto  zauważono, że 
wprowadzenie do sekwencji homologicznych d o d at
kowego kilkunukleotydow ego fragm entu złożonego 
z A oraz U (np. sekwencji UUAAAA) znacznie zwięk
szyło częstość nieprecyzyjnej rekombinacji hom ologi
cznej [53]. Duplikacja tej sekwencji w obu rekom- 
binujących cząsteczkach jeszcze wyraźniej preferowała 
występowanie niesymetrycznych przeskoków rekom 
binacyjnych. Bardzo interesującą obserwację poczy
niono, gdy analogiczny eksperym ent przeprowadzony 
został dla fragmentu zawierającego wyłącznie reszty 
G i C, a więc nukleotydy tworzące silniejsze pary zasad 
niż A-U. W prowadzenie do sekwencji rekom binacyj
nie aktywnej zm ian prowadzących do powstania regio
nów bogatych w reszty G oraz C powodowało wyraźne 
zmniejszenie liczby obserwowanych przeskoków re-

Hairpin H Hairpin G 

A
,, u ,, [ G  U

U / / a  a

o

>
> / / /  U -A

r A A / / /  G ' C
/  U - A / / /  A -U

/  C -G  / / /  C -G
1 G - C U /  U -A

G - U I I I A -U
5' ACACU UU UGUUGA AGUC GUGGUUGACG 3'

Ryc. 5. Przewidywana struk tu ra  drugorzędow a rekom binacyjnie 
aktywnej sekwencji R. P rzeprow adzona analiza kom pute
rowa wykazała, iż w obrębie sekwencji R powstawać m ogą 
dwie stabilne struk tury  typu hairpin (oznaczone literam i 
G  i H). D odatkow o obie struk tury  szpilkowe zaangażo
wane są w oddziaływ ania z poprzedzającym i je fragm en
tam i dwuniciowymi RNA tw orząc tzw. struk tu ry  
pseudo-węzłowe.
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kom binacyjnych (bezpośrednio w obrębie tych regio
nów praktycznie nie dochodziło do przeskoków re- 
kom binacyjnych) [54]. D odatkow o wykazano, iż m u
tacje zmniejszające jak  i zwiększające trwałość struktur 
szpilkowych obecnych w sekwencji R (szpilki G oraz 
H, Ryc. 5) nie wpływają w istotny sposób na przebieg 
rekom binacji homologicznej [51]. Wynik taki wydaje 
się przeczyć przyjętemu wcześniej założeniu, iż nie
które elementy drugorzędowej struktury  RNA mogą 
być czynnikiem indukującym  przeskoki rekom bina- 
cyjne. Dotychczasowe badania świadczą bowiem, że 
podstawowym  czynnikiem decydującym o przebiegu 
rekom binacji homologicznej jest pierwszorzędowa 
struk tu ra  RNA.

VI. Podsumowanie

Rekom binacja jest, jak  wynika z przedstawionych tu 
danych, zjawiskiem bardzo powszechnym w świecie 
( + )  RNA wirusów. Poczynione dotychczas obserwacje 
nie pozw alają jednak stwierdzić w jaki sposób zróż
nicowane pod względem pochodzenia jak  i wielkości 
fragm enty RNA wbudowyw ane są w genom wirusowy. 
W ydaje się, że rekom binacja RNA zachodzi zgodnie 
z mechanizm em  „copy choice”, a więc inaczej jak 
w organizm ach, w których nośnikiem informacji gene
tycznej jest DNA. W przypadku tych ostatnich rekom 
binacja polega na rozerwaniu genomowych cząsteczek 
DN A  i ich ponownym  połączeniu. M echanizm  „copy 
choice” zakłada, iż podczas syntezy genomowej cząste
czki RNA wirusowy kom pleks replikacyjny zmienia 
matrycę. W ten sposób do wytworzenia nici potom nej 
użyte zostają co najmniej dwie rodzicielskie cząsteczki 
RNA. Liczne obserwacje świadczą, iż spośród trzech 
różnych typów rekombinacji najpowszechniejszą jest 
rekom binacja hom ologiczna a zdecydowanie najrzad
szą niehomologiczna.

Jak  dotąd nie udało się jednak jednoznacznie ustalić 
dlaczego pewne fragmenty RNA charakteryzują się 
szczególnie dużą aktywnością rekom binacyjną pod
czas gdy inne są jej całkowicie pozbawione. N a pod
stawie przedstawionych wcześniej danych dotyczących 
pikorna-, korona-, karm o- czy brom owirusów sądzić 
m ożna, że istnieje wiele różnych czynników w arun
kujących przebieg rekom binacji RNA. Sygnałem do 
zajścia przeskoku rekom binacyjnego może być pierw
szo- lub drugorzędow a struk tu ra RNA czy specyficzne 
oddziaływ ania RNA-białko. Rekom binacja może być 
również indukow ana przez oddziaływ ania pomiędzy 
białkam i, gdy w ich wyniku dochodzi do odpow ied
niego zbliżenia cząsteczek RNA. D odatkow o, jeśli 
prawdziwym jest pogląd, iż rekom binacja zachodzi 
zgodnie z mechanizmem „copy choice”, wówczas także 
s truk tu ra  oraz właściwości replikazy decydować po
winny o zdolność wirusa do rekombinacji. Tymczasem 
jeszcze do niedaw na brak było jakichkolwiek danych 
mówiących o udziale białek repłikazowych w procesie 
rekombinacji. Pierwsze tego typu doniesienia pocho

dzą z ostatnich lat i dotyczą białek kodowanych przez 
BMV [55, 56], W ynika z nich, iż oba białka wirusowe 
tworzące kom pleks replikacyjny zaangażow ane są 
w rekombinację. W ykazano bowiem, że m utacja do
meny helikazowej białka la  wpływać może na usytuo
wanie miejsc niehomologicznych przeskoków rekom- 
binacyjnych [55]. Ponadto  zidentyfikowano mutację 
domeny polimerazowej białka 2a, której obecność 
całkowicie ham uje rekombinacje niehom ologiczną nie 
wpływając w istotny sposób na częstość rekombinacji 
homologicznej [56], N adal nie w iadom o jednak jaką 
rolę odgrywają wirusowe białka la  i 2a w procesie 
rekombinacji. Jak zatem m ożna sądzić, jeszcze wiele 
czasu upłynie zanim zdołam y dokładnie poznać i zro 
zumieć m olekularne podstawy rekombinacji genetycz
nej RNA. N adal pozostanie więc ona przedm iotem  
licznych, niezwykle intrygujących badań.
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Bywają tacy lekarze, bywają tacy ogrodnicy i jeszcze setka innych 
zawodów. Ich praca może być bezustanną przygodą jeśli tylko potrafią 
w niej dostrzec coraz to nowe wyzwania. Pomimo trudów i porażek ich 
ciekawość nie stygnie. Z  każdego rozwiązanego zagadnienia wyfruwa 
im rój nowych pytań. Natchnienie, czymkolwiek ono jest, rodzi się 
z bezustannego nie wiem.

Słowa te wyjęte z noblowskiego przemówienia Wisławy Szym bor
skiej doskonale obrazują twórcze zafascynowanie wielu badaczy 
dwufunkcyjnymi właściwościami kwasów rybonukleinowych.

Tektonika R N A  

RN A tectonics

MIROSŁAWA Z. BARCISZEWSKA*

Spis treści: Contents:

I. Wprowadzenie
II. Transferowe kwasy rybonukleinowe
III. Rybosomalny 5S RNA
IV. Perspektywy badań RNA

I. Introduction
II. Transfer ribonucleic acids
III. Ribosomal 5S RNA
IV. RNA perspectives

Wykaz stosowanych skrótów: tRNA — transferowe kwasy 
rybonukleinowe; 5S rRNA — rybosomalny 5S kwas rybo
nukleinowy; DNA — kwas deoksynukleinowy; TMV — wi
rus mozaiki tytoniu; mRNA — messenger RNA, informacyj
ny RNA; aa-tRNA — aminoacylo-tRNA; RF-1, 2, 3 — czyn
niki uwalniające 1, 2, 3; EFG — czynnik elongacyjny G; 
EF-Tu — czynnik elongacyjny Tu (niestabilny); NMR 
— magnetyczny rezonans jądrowy; Y — a(karboksyamino)- 
-4 ,9-d ihydro-4 ,6-d im ety lo-9-okso-lH -im idazolo[l,2 -a]- 
-puryno-7-dimetylowy ester kwasu butanowego; vji — pseu- 
dourydyna; Q — 7-(4,5-cis-dihydroksy-l-cyklopenten-3-yl- 
-aminometylo)-7-deazaguanozyna.

I. Wprowadzenie

Każdy etap  w badaniach biochemicznych charak 
teryzuje się własnym poziomem doświadczalnym. N a 
początku wieku wystarczyło opisać właściwości eks
trak tu , później oczyszczanie i wydzielanie jego skład
ników stosując proste m etody selektywnego w ytrąca
nia, z czasem bardzo zaawansow ane techniki chrom a
tograficznego rozdziału. N a każdym  etapie pytano 
o właściwości przebiegu procesów i ich fizjologiczne 
znaczenie. W raz z rozwojem m etod analizy m akro
cząsteczek m ożna było wyznaczyć ich budowę pierw- 
szorzędową (sekwencję nukleotydów  lub am inokw a

* Prof. dr hab., Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej 
Akademii Nauk, ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznań

sów), zrozumieć zależności ewolucyjne, a także anali
zować strukturę przestrzenną.

Dziś wiemy, że bez popraw nego opisania struktury 
przestrzennej m akrom olekuł i ich kompleksów nie 
m ożna zrozumieć, jak  działają i jakie m ają one fizjo
logiczne znaczenie. W związku z tym w spółpraca 
biochem ików z badaczam i określającymi struktury 
przestrzenne doprow adziła do wyodrębnienia się dys
cypliny nazywanej biologią strukturalną. W wielu 
przypadkach współpraca taka przyniosła już znaczące 
osiągnięcia.

Jeden z podstawowych problem ów biologii m oleku
larnej dotyczy m echanizm u oddziaływania kwasów 
nukleinowych i białek. M ożna tutaj powtórzyć za F . 
C r i c k i e m, że „bez zrozum ienia molekuł możemy 
mieć jedynie dalekie pojęcie o samym życiu. Wszystkie 
koncepcje wyższego poziom u są niepewne, dopóki się 
ich nie potwierdzi na poziomie m olekularnym ” [ 1]. 
W obecnej rzeczywistości laboratoryjnej badania cząs
teczek biologicznych coraz częściej rozpoczyna się od 
analizy ich struktury  [2]. Pozwala to zrozumieć: 
właściwości biocząsteczek oraz specyficzności ich wią
zania i katalizy (chemia), właściwości spektralnych 
i elektronowych (Fizyka), roli w procesach fizjologicz
nych kom órki (biologia i medycyna).

W przypadku kwasów rybonukleinowych (RNA), 
o których będzie m owa w tym artykule, trzeba na 
wstępie przypomnieć, że cząsteczki te w przeciwieńst-
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wie do DNA i białek są „dwufunkcyjne” [3]. Są one 
nośnikam i informacji, podobnie jak  DNA, a także 
charakteryzują się właściwościami katalitycznym i (ry- 
bozymy), co upodabnia je do białek [4],

Jeżeli do tego dodam y zdolność RNA do tworzenia 
struk tu r przypom inających budow ą inne m akrom ole- 
kuły (mimikra) [5] i zdolność tworzenia izomerów 
optycznych, dostrzeżemy bogactw o możliwości funk
cyjnych RNA, wynikających ze zróżnicowania budo
wy ich struk tu r wyższego rzędu (mozaika).

Jeden z liderów w dziedzinie badań kwasów nuk
leinowych, I g n a c i o T i n o c o  J r. z Uniwersytetu 
Kalifornijskiego w Berkeley, obserwując wielorakie 
zależności między struk tu rą  i funkcją kwasów rybo
nukleinowych powiedział, że RNA może zrobić co 
zechce [ 6]. Tę myśl odzwierciedla tytuł artykułu.

W pierwszej z trzech części przedstawię wnioski, 
wynikające z badań własnych, dotyczących tRNA, 
w drugiej przedyskutuję niektóre zagadnienia struk
tury 5S rRNA  i jego oddziaływań z białkami, a na 
zakończenie zarysuję perspektywy dalszych badań 
struktury  i właściwości RNA. Dodajm y, że znajom ość 
elementów budowy i reguł tworzenia m akrocząsteczek 
może stać się podstaw ą do projektow ania i kon
struow ania nowych ich form [7].

II. Transferowe kwasy rybonukleinowe

Cząsteczki transferowych RNA ze względu na swoją 
wielkość, określone funkcje oraz znaną strukturę krys
taliczną stanow ią najlepiej poznany na poziomie m ole
kularnym  biologiczny przedm iot badawczy [ 8]. Dla 
każdego biochem ika jest dzisiaj oczywiste, że bez 
wiedzy o tRNA nie m ożna zrozum ieć ani struktury, ani 
działania kwasów rybonukleinowych, w tym również 
tak popularnych ostatn io  rybozymów [9, 10]. Jest 
kilka przyczyn tej sytuacji:

— tRN A wyróżniają się najprostszą budow ą spoś
ród m akrocząsteczek kwasów nukleinowych (76 nuk- 
leotydów, M.cz. 25000D, zachowawczość struktury  
pierwszorzędowej),

—  znane są różnorodne m etody badania ich struk
tury (metody chemiczne, enzymatyczne, krystalografi
czne i NM R),

—  spełniają różne funkcje w czasie syntezy biał
ka [ 11].

W odróżnieniu od innych kwasów rybonukleino
wych, tRN A  uważane są powszechnie za cząsteczki 
bardzo stabilne. Przyczyną tego jest ich szczególna 
budow a [12], C harakteryzują się one bowiem regular
ną struk tu rą zwaną helisą typu A, brakiem  wybrzuszeń 
i pętli wewnętrznych z wyjątkiem antykodonu [ 8]. Te 
cechy kwasów rybonukleinowych uważa się powszech
nie za decydujące o swoistości m echanizmu rozpoz
naw ania przez nie białek [13, 14]. W arto tutaj przypo
mnieć, że oddziaływanie białek z DNA odbywa się 
głównie w dużej bruździe, gdzie spirala a  białek 
swoiście rozpoznaje kwas nukleinowy [15].

mRNA
AUG

1UAA och re  1 
UGA a m b e r  > 

, UAG o pa l J

Czynnik
uwalniający

Dojrzałe
białko

Supresorowy
tRNA

Białko
supresorowe

Przesunięcie 
ramki odczytu

Om inięcie  
kodonu stop

Ryc. 1. Procesy biologiczne jakie m ogą zachodzić podczas od
działywań kodonów  term inujących z rybosom am i w toku 
biosyntezy białka.

Subtelne zmiany w strukturze trzeciorzędowej cząs
teczek tRN A m ożna prześledzić na przykładzie od
działywań kodon-antykodon. Rybosom przesuwając 
się po m RNA i odczytując informacje zakodow ane 
w swoiście ułożonych trójnukleotydach natrafia na 
kodony term inujące (Ryc. 1). W tym miejscu mogą 
zachodzić 3 procesy: zakończenie syntezy białka i uwo
lnienie peptydu z rybosom u, przesunięcie ramki od
czytu albo kontynuacja syntezy białka w wyniku 
sensownego rozpoznania kodonu term inującego przez 
tRNA. W połowie lat 80 okazało się, że u Eukaryota 
niektóre kom órkow e tRN A  (supresorowe tRNA) roz
poznają kodony term inujące UAG (amber), UAA 
(ochrę) czy UGA (opal) [16, 17]. Pow odują one, że 
w miejscu kodonu stop do powstającego peptydu 
włączany jest am inokwas i synteza łańcucha pep- 
tydowego jest kontynuow ana dalej. Tworzy się w ten 
sposób białko supresorowe nazywane też białkiem 
dalszego odczytu [18, 19]. Zjawisko syntezy białek 
dalszego odczytu potw ierdzono w kom órkach roślin
nych. W ykazano np. że w liściach tytoniu po infekcji 
wirusem mozaiki tytoniu (TMV) powstaje białko 
o masie cząsteczkowej 183 kD a [20]. W badaniach 
tego procesu wykorzystuje się m RNA kodujący znane 
białko wirusowe (mRNA zawiera kodon UAG, amber). 
W wyniku supresji tego kodonu kontynuow ana jest 
synteza białka supresorowego, które w praktyce labo
ratoryjnej obserwujemy jako  nowy prążek w żelu 
polikaryloam idowym . Stosując powyższy test i wyko
rzystując chrom atograficznie oczyszczone tRNA  wy
kazaliśmy, że supresję kodonu amber pow odują mię
dzy innymi roślinne tR N A ryr z tytoniu [18], łubinu 
[19] i pszenicy [20] z antykodonem  G T A  (Ryc. 2). 
O kazało się także, że drugi znajdujący się w roślinach 
izoakceptor tR N A lyr z antykodonem  Q T A , nie roz
poznaje kodonu UAG. Ponieważ te dwa tR N A Tyr 
różnią się tylko jednym  nukleozydem, m ożna to uznać 
za przyczynę ich różnych właściwości kodujących 
[21]. N ukleozyd Q jest swoiście zm odyfikowaną gua- 
nozyną występującą w tRN A specyficznych dla aspa- 
raginy, kwasu asparaginowego, histydyny i tyrozyny. 
W tRN A występuje ponad 95 zm odyfikowanych nuk- 
leozydów [22].

Analiza struktury  nukleozydu Q wskazuje na przy-

268 POSTĘPY B IOCHEMII 43(4), 1997http://rcin.org.pl



i G A

tRNA yr z roślin
a oh
c
c
G

p C - G  
C - G  
G - C  
A - U  
C - G  
C - G  
U - A  4U

G U A

C U Cm’C 'i i i i
G A G  C»IG

G - U
A - U
G - C
G - C
A-4>

C U 
U ™'A 

/ G T A

U G G C CI I I I I
A C U G G

c u* ^
A »'G 

G

u A , A
G

C

tRNATrp E .coli
A1
C
c
G

p A - U  
G - C  
G - C  
G - C  
G - C  
C - G  
G - C  

<U
U G

D A A 
D C U U G~ IIMG GAAC 

G d A
C - G
C - G
G - C
G - C
U - A

C U C U Ci i i I I
G G G A G

% TT
G m’G 

u

Ryc. 2. S truk tu ra  drugorzędow a tyrozynow ych t RNA roślinnych, 
z antykodonem  G T A  oraz Ó T A  oraz tR N A IrpE. coli. 
G uanozyna może być zastąp iona nukleozydem  
Q w tR N A Tyr, a adenozyna 23 guanozyną w tR N A Trp.

czyny natury stereochemicznej uniemożliwiające o d 
działywania antykodonu i kodonu term inującego 
U AG. Należy jednak pam iętać, że oba izoakceptorowe 
tR N A Tyr mające antykodony G T A  lub Q T A  rozpoz
nają dwa kodony tyrozynowe UAC i UAU, podczas 
rybosom alnej syntezy białka.
Z tych doświadczeń wynikało, że nukleotydy w an- 
tykodonie tRN A decydują o swoistości oddziaływania 
kodon-antykodon, a obecność zm odyfikowanych nuk- 
leozydów w tRNA wpływa na specyficzność rozpoz
naw ania informacyjnego RNA. O kazało się jednak, że 
m utan t tR N A Trp z E. coli (Ryc. 2) zawierający G23, 
w przeciwieństwie do dzikiego tR N A Trp (A23), jest 
supresorem  kodonu term inującego opal (UGA) [23]. 
O znacza to, że o właściwościach supresorowych decy
dują nie tylko nukleozydy w pętli antykodonu, zatem 
oddziaływ ania dalekiego zasięgu m ają znaczący udział 
w procesie dekodow ania m RNA [23].

W ydaje się, że zmienność konformacji jest dość 
powszechną właściwością tRNA. Przypom nę tutaj, że 
np. usunięcie zasady Y, znajdującej się w antykodonie 
drożdżowego tR N A phe, powoduje zmianę reaktyw no
ści (względem chloroacetaldehydu), cytozyny 60 znaj
dującej się w pętli rybotym idyny [24]. Jest zatem 
oczywiste, że determ inantów  swoistości oddziaływania 
kodon-tR N A  należy poszukiwać również poza regio
nem antykodonu cząsteczki tRNA.

Stwierdzono, że swoiste tRNA leucynowe i g lutam i
nowe z w ątroby ssaków wykazują także właściwości 
supresji kodonu amber [25], W związku z tym okreś
liliśmy sekwencję sześciu izoakceptorów  tR N A Leu z łu
binu, z których żaden nie wykazywał własności sup
resorowych. Porów nanie ich struk tu r pierwszorzędo- 
wych z innymi eukariotycznym i tR N A Leu umożliwiło 
stwierdzenie, że aktywne i nieaktywne w supresji 
izoakceptorow e tRNA, różnią się struk tu rą  ramienia 
i pętli antykodonu [26]. Dotyczyło to  obecności pary 
G -C  w centralnej pozycji ram ienia an tykodonu oraz 
dw óch zm odyfikowanych nukleozydów w pętli an 

tykodonu (z wyjątkiem inozyny i guanozyny) [26].
W ykorzystując te wyniki udało się przewidzieć 

i potwierdzić, że tR N A 3Gln z łubinu, spełniający powy
ższe w arunki strukturalne, ma właściwości supresoro- 
we. W ynika z tego wniosek, że wspom niane cechy 
sekwencji nukleotydowej w arunkują indukcję swoistej 
konformacji (struktury) tRNA, k tó ra umożliwia deko
dowanie kodonu UAG w mRNA. M ając metodę oceny 
aktywności oraz technikę analizy sekwencji nukleoty
dowej tRNA, m ożna precyzyjnie określać elementy 
struktury  pierwszorzędowej innych supresorowych 
tRNA.

Ryc. 3. Struktury  krystaliczne kom pleksu trójskładnikow ego 
E F -T u:G T P -A A -tR N A  (A) oraz czynnika elongacyjnego 
E F -G -G D P  (27) (B). W idoczne jest wyraźne podobieństw o 
struk turalne  fragm entu an tykodonu  t RNA oraz jednej 
z dom en białka G  (29).

Potwierdzeniem  tej koncepcji była (wykonana nie
zależnie przez trzy grupy badawcze) analiza struktury  
kryształu kom pleksu trójskładnikow ego czynnika 
elongacyjnego EF-Tu (EF-Tu-G TP-A A -tRN A ) oraz 
kom pleksu białka elongacyjnego E F -G -G D P  [27-29]. 
Uderzające podobieństw o struk tu r RNA i białka stało 
się podstaw ą do wysunięcia koncepcji m imikry mole
kularnej (Ryc. 3) tłumaczącej zdarzenia zachodzące na 
rybosom ie [30-32]. O  tym jaki proces będzie przebie
gał na rybosomie, m ogą decydować niewielkie zmiany 
struktury  zarówno kwasów nukleinowych jak  i białek 
(Ryc. 4). Oczywiste jest, że czynniki uwalniające (RF) 
mające bardzo podobną strukturę tRNA, mogą go 
zastąpić w rybosom alnym  miejscu A i rozpoznać 
kodon „stop".

W arto w tym kontekście przypomnieć zaobserw o
w aną niedawno prawidłowość wskazującą na różno
rodność struktury  wolnych aminoacylowanych tRNA 
oraz ich identyczność w kompleksie z EF-Tu:G TP 
(„ Variety before and unity after"). H ipoteza ta mówi, że 
różnice w budowie przestrzennej bardzo podobnych 
cząsteczek tRN A istotne dla ich specyficzności, „znika
ją ” po utworzeniu kom pleksu trójskładnikowego [33]. 
N astępuje także izomeryzacja niestabilnego wiązania 
estrowego do ortoestrow ego [34]. O identyczności 
s truk tu r tRNA  w kompleksie z E F-T u:G TP świadczą
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Ryc. 4. M im ikra  m olekularna w biosyntezie białka. Dw a białka: 
czynnik elongacyjny E F G :G D P  oraz czynniki uwalniające 
RF-1 (RF-2) G T P  m ające bardzo podobną  struk turę  m ogą 
w określonych w arunkach wiązać się w miejscu rybosom al- 
nym A, którego funkcją jest w iązanie am inoacylo-tR N A  
(69). Strzałka oznacza kierunek przesuw ania rybosom ów. 
Stop oznacza zatrzym anie syntezy białka po zajęciu miejsca 
A przez czynnik uwalniający.

m.in. pom iary fluorescencji oraz chemicznej m odyfika
cji tRNA w stanie wolnym oraz w kompleksie tró j
składnikowym  [ 8].

Dla pełnego zrozum ienia zm ian konformacyjnych 
tRNA równolegle prowadziliśm y badania m echaniz
mu rozpoznaw ania kodon-antykodon na przykładzie 
glicynowych tRNA  z E. coli. O kazało się, że tR N A Y 5' 
z antykodonem  UCC rozpoznaje dwa kodony glicyny 
GG A  i G G G , ale nie czyta dwóch innych kodonów  
G G U  i G G C  właściwych dla tego am inokwasu. N a to 
miast tR N A Gly z Mycoplazma  z antykodonem  U CC 
rozpoznaje wszystkie cztery kodony. D okładna anali
za sekwencji nukleotydowych tych tRNA wykazała, że 
tylko nukleozyd w pozycji 32 decyduje o takim  właśnie 
sposobie kodow ania. U rydyna w tej pozycji w pętli 
an tykodonu tR N A Gly powoduje różnicowanie kodo
nów, natom iast tR N A Gly z cytozyną w pozycji 32 
rozpoznaje wszystkie cztery kodony. M echanizm  tego 
swoistego oddziaływania kodon-antykodon nie jest do 
końca jasny. M ożna go tłumaczyć możliwością tw o
rzenia dodatkow ej pary zasad U(32)-A(38) w pętli 
antykodonu, zm ianą konformacji fragm entu an tyko
donu lub kinetyką oddziaływania tRNA  —  mRNA 
[35-37].

Powyższe rozważania skłaniają do przyjęcia dwóch 
wniosków ogólnych:

—  Dynam iczność struk tury  RNA zapewnia m oż
liwość regulacji różnych procesów fizjologicz
nych.

—  A ktualna struk tu ra  (konform acja) cząsteczki 
tRN A  zależy od jej otoczenia. Inna będzie pod
czas oddziaływ ania np. z białkiem tat bogatym 
w argininę, inna podczas wiązania syntetaz am i
noacylo-tRNA , a jeszcze inna w kompleksie 
z czynnikiem elongacyjnym EF-Tu.

III. Rybosomalne 5S RNA

5S rRN A  budzi duże zainteresowanie badaczy ze

Ryc. 5. Aktywności (właściwości) rybosom alnego 5S RNA, pod
stawowego składnika rybosom ów. Gen 5S rR N A  ulega 
transkrypcji w obecności polim erazy III o raz  czynnika 
transkrypcyjnego T F  III A. Cząsteczka 5S rR N A  tworzy 
kom pleksy z szeregiem białek T F  III A, p48, p43, AA RS 
i tR N A  oraz z białkam i L5 lub YL3, k tóre są prekursoram i 
rybosom ów.

względu na niewielką masę oraz znaną funkcję bio
logiczną. Jest to zrozumiałe, ponieważ 5S rR N A  (M.cz. 
40 KD a) obok tRNA (M.cz. 25 KDa), należy do 
najmniejszych kwasów rybonukleinowych występują
cych w przyrodzie [38]. N asza wiedza o 5S rRNA jest 
jednak znacznie uboższa niż tRNA, których różne 
funkcje, właściwości i struktury  krystaliczne wolnych 
kwasów oraz kilku ich kom pleksów z syntetazam i 
am inoacylo-tRN A  są znane. Innym powodem  zainte
resowania 5S rRNA były coraz liczniejsze obserwacje 
katalitycznych właściwości RNA, co doprow adziło  do 
sform ułowania hipotezy „świata RNA”, k tóry  w ewo
lucji poprzedzał „świat DNA i białek”, w którym  
żyjemy [39]. Cząsteczki 5S rRNA oraz białka z nimi 
oddziałujące stanow ią dobry model w badaniach spe
cyficzności biocząsteczek i być może w dalszej perspek
tywie „kodu R N A -białko”, podobnie jak  się to czyni 
w przypadku DNA i białek [40, 41].

Cząsteczka 5S rRNA [42] jest składnikiem  rybo- 
somu (Ryc. 5), ale nie tylko. Tworzy ona kom pleksy 
z białkami, których funkcja nie jest do końca znana. 
Znaleziono kom pleksy 5S rRNA  z syntetazam i am ino
acylo-tRNA, czynnikiem elongacyjnym, białkam i ry- 
bosom alnym i a także czynnikiem transkrypcyjnym  
T FIIIA  [38].

Obiektem  naszych zainteresowań były roślinne 5S 
rRNA, o których wiedza jest znacznie mniejsza niż 
w przypadku bakteryjnych 5S rRNA. Większość eks
perym entów dotyczyła 5S rRNA z łubinu i pszenicy. 
Szerokie spektrum  badań, od teoretycznych analiz 
sekwencji nukleotydowych, poprzez m etody chemicz
ne i biochemiczne aż do N M R  i kałorym etrii, p o 
zwoliły na zaproponow anie struktury  III rzędowej 5S 
rRNA z łubinu [38, 43] (Ryc. 6). N a schemacie 
struktury  drugorzędowej widać pętle wewnętrzne, wy
brzuszenia i szpilki.
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Ryc. 6. S tru k tu ra  drugorzędow a oraz przestrzenna roślinnych 5S 

rRN A . Równoległe ułożenie helis p i y umożliwia od
działyw anie pętli C i E z utworzeniem  wiązań wodorowych.

Elementy te stanow ią nie tylko miejsca potencjal
nych oddziaływ ań z białkam i, ale są też źródłem 
różnorodności konformacyjnej tej cząsteczki [38]. 
Chcę jeszcze zwrócić uwagę na dwie cechy struktury  
tego RNA: równoległe ułożenie helis RNA oraz m oż
liwość równoległych wiązań wodorowych w 5S rRNA 
[43]. Potw ierdzeniem  obecności takich równoległych 
wiązań w odorow ych w 5S rRN A  jest struk tu ra  krysz
tału tRNA [ 8], w którym  łańcuch oligonukleotydow y 
w pętlach dw uhydrourydyny oraz rybotym idyny bieg
nie również równolegle [44]. Podobne ułożenie odcin
ków dwuniciowych (helis) RNA w strukturze rybo- 
zymu typu „hammerhead” potw ierdza hipotezę o prze
biegu łańcucha w cząsteczce 5S rRNA proponow aną 
w naszym laborato rium  [45-48].

W ubiegłym roku poznano struk turę fragm entu 
innego rybozym u IVS znalezionego w sekwencji w trą
conej rybosom alnego 23 S rRNA Tetrahymena. Taki 
RNA o długości 160 nukleotydów, stanowiący frag
m ent rybozym u IVS, krystalizuje w postaci dwóch 
równolegle ułożonych helis, ściśle z sobą oddziałują
cych. W struk turze tej wykryto nieznany typ od 
działywań między nukleotydam i w helisie oraz w pę
tli [49, 50], N a  ile model struk tury  trzeciorzędowej 
5S rRNA jest popraw ny okaże się najpraw dopodob
niej dopiero po poznaniu struktury  kryształów tego 
RNA [51-53].

W tym kontekście chcę zwrócić uwagę na problem y 
związane z określaniem  struktury  przestrzennej RNA 
w roztw orze i krysztale. Dotychczas poznano struk-

tury kryształów wielu różnych RNA. W przypadku 
niektórych oligorybonukleotydów  wnioski pochodzą
ce z analiz rentgenostrukturalnej i N M R  są różne. 
Oznacza to, że nie w iadom o dokładnie czy RNA ma 
budowę helisy czy szpilki [54, 55]. P o n ad to  stru k tu 
ra krystaliczna rybozymów nie tłumaczy dokładnie 
m echanizm u reakcji hydrolizy RNA w obecności 
jonów  metali dwuwartościowych [47]. M ożna przypu
szczać, że te różnice spow odow ane są dynam iką struk
tury RNA.

N a początku tego rozdziału podkreśliłam , że 5S 
rRNA oprócz podstawowej funkcji sk ładnika rybo- 
somu, tworzy kom pleksy z różnymi b iałkam i [38]. 
Jednym  z nich jest czynnik transkrypcyjny III A (TF 
III A), białko o szczególnej strukturze i rzadkich właś
ciwościach [56-58]. Czynnik transkrypcyjny III A (TF 
III A) wiąże 5S rRNA  ze stałą w iązania 10~9M ini
cjując jego transkrypcję. P onadto  tworzy on kom pleks 
z 5S rRNA o podobnej stałej asocjacji. Z nając budowę 
asocjatów 5S rR N A -TF IIIA  i 5S rD N A -T F  IIIA 
mamy szansę nie tylko poznać swoistość RNA, ale 
także wnioskować o mechanizm ach tych reakcji, rów 
nież dlatego, że param etry struktury  D N A  (forma B) 
i RNA (forma A) są zasadniczo różne [59].

Białko T F  IIIA, rozpoznające obie formy kwasów 
nukleinowych, okazało się ważnym narzędziem  w ba
daniach strukturalnych. Sekwencja cD N A  T F  IIIA  
charakteryzuje się prawidłowością w ystępowania reszt 
cysteiny i histydyny [56, 57], Ponieważ ich aranżacja 
sugerowała możliwość wiązania jonów  metali, po
wstała hipoteza struktury  „palca cynkow ego”, k tóra 
po kilku latach została pozytywnie zweryfikowana 
[58]. T F  IIIA zawiera 9 dom en cynkowych złożonych 
z 30 am inokwasów, w tym dwie reszty cysteiny i dwie 
histydyny wiążące 1 jon  cynku. S truk tu ra krystaliczna 
peptydów zawierających palce cynkowe w kom plek
sach z DNA ujawniła swoistość oddziaływ ań nie
których am inokwasów z zasadam i np. argininy z gua- 
niną czy asparaginy z adeniną [56-58]. D otychczas nie 
wiadom o wiele o znaczeniu dom en cynkow ych in vivo, 
ale ze względu na powszechność ich występowania 
w różnych białkach np. onkogennych, zagadnienie jest 
niezmiernie istotne. Dla przykładu m ożna wymienić 
zawierające palec cynkowy białko będące produktem  
genu powodującego raka piersi (BRCA1).

Prow adząc badania m echanizm u oddziaływ ania 5S 
rRN A i T F  IIIA  z roślin należało wyodrębnić i schara
kteryzować obie cząsteczki z tego samego źródła oraz 
wykazać zdolność tworzenia swoistego kom pleksu 
między nimi. O kazało się, że 5S rRNA z łubinu tworzy 
również kom pleks z białkiem T F  IIIA Xenopus laevis 
[60]. O bserwacja ta jest dlatego tak istotna, ponieważ 
w przypadku homologicznego 5S rR N A  Xenopus, 
tworzącego również kom pleks 7S, proponow ano inny 
model struktury  przestrzennej (kształt litery Y) bez 
oddziaływań III rzędowych [59]. W ykazanie, że nie
które fragmenty T F  III A (palce cynkowe 4 i 6) wiążą się 
z 5S rRN A w taki sposób, że ram iona II i V znajdują się
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Ryc. 7. O ddziaływ ania peptydów  zawierających różne palce cyn
kowe z 5S rRNA roślin. Poszczególne palce cynkowe (np. 
P5,6) o różnym  stopniu  zaczernienia wskazują miejsce 
oddziaływ ania z 5S rRNA.

w bezpośrednim  sąsiedztwie, czyli dom eny (3 i y ułożo
ne są równolegle [61] jest pośrednim  dowodem  na 
inną budowę 5S rRNA Xenopus. Bardzo silnym po p ar
ciem takiej struktury  5S rRN A  (Ryc. 6) jest poznana 
ostatn io  struk tu ra kryształu fragm entu rybozymu IVS 
z 23S rRNA. Pokazano wyraźnie równoległe ułożenie 
dom en i możliwości tworzenia wiązań wodorowych 
między nimi [49, 50].

Jest wiele sposobów analizy udziału poszczególnych 
palców cynkowych w oddziaływaniach RNA. W na
szych badaniach wykorzystaliśmy peptydy zawierają
ce różną liczbę palców cynkowych. Dłuższe fragmenty

otrzym ano m etodam i inżynierii genetycznej [62] 
a krótsze zawierające do 60 am inokwasów na d ro 
dze syntezy chemicznej [63]. Badanie tych oddzia
ływań polega na tworzeniu kom pleksów odpowie
dnich peptydów z 5S rRNA a następnie analizie 
ich topografii przy pom ocy enzymów lub odczyn
ników chemicznych. Peptyd zawierający na przykład 
trzy palce cynkowe (90 am inokwasów) oddziaływuje 
z 5S rRNA głównie dom eną y (Ryc. 7). Postępując 
w podobny sposób z kilkom a peptydam i, o trzym a
liśmy informacje o udziale fragm entów białka i 5S 
rRNA w tworzeniu kom pleksów co widać na rycinie 
(Ryc. 7). Ich układ pozwala na przyjęcie z dużym 
praw dopodobieństw em  hipotezy o addytywności d o 
men peptydowych w swoistych oddziaływaniach bia
łka. Nie jest ona całkowicie popraw na w odniesieniu 
do RNA. W iadom o, że struk tu ra przestrzenna pe
ptydów jest ściśle uform ow ana w przeciwieństwie 
do struktury  RNA, która jest raczej luźna [64], 
M a to swoje źródło w strukturze chemicznej 21 
am inokwasów i „tylko” 4 nukleozydów oraz ich wza
jem nych oddziaływaniach (Ryc. 8).

Schematycznie przedstaw iona budow a peptydów 
i kwasów nukleinowych, wskazuje na m ałą ilość grup 
funkcyjnych w tych ostatnich, co sugeruje podatność 
cząsteczek RNA do występowania w różnorodnych 
konform acjach wyraźnie zależnych od otoczenia i śro
dowiska, w którym  cząsteczka się znajduje.

IV. Perspektywy badań RNA

Kilka lat temu do analizy dużych, złożonych po p u 
lacji cząsteczek RNA, wykazujących aktywność en-

RNA Białka

Ryc. 8. Schemat budowy i oddziaływ ań m onom erycznych składników  kwasów nukleinowych i białek. K oncentryczne koła o różnym  
zaczernieniu wskazują na różnice reaktywności tych cząsteczek.
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zym atyczną, zaproponow ano nową technikę nazywa
ną „genetyką in vitro” [65]. Podstaw ą jej są dwie 
obserwacje: że RNA może bezpośrednio wykazywać 
fenotyp, oraz że dostępne są efektywne systemy re
plikacji RNA in vitro. Fenotyp obserwowany na 
poziomie cząsteczki RNA może wiązać się z jej zdol
nością do tworzenia kom pleksów z innymi cząstecz
kami, a także z właściwościami katalitycznymi. Selek
cja in vitro może być stosow ana zarów no w odniesieniu 
do cząsteczek kwasów nukleinowych jak  i białek. 
W ykorzystując tą metodę do badań RNA należy się 
spodziewać otrzym ywania nowych cząsteczek kwasów 
rybonukleinowych o nieznanych dotąd  właściwoś
ciach i zastosow aniach (np. w diagnostyce medycznej) 
[ 66]. P raw dopodobnie zbliżymy się wyraźnie do zro
zum ienia mechanizm u oddziaływania kwas nukleino
wy —  białko. Właśnie dotąd nieznane cechy RNA 
otw ierają pole do dalszych badań. Możliwości są 
nieograniczone. W skażę tutaj jedną z nich, a m ianow i
cie tworzenie izomerów optycznych RNA czyli L-RNA 
[67-70]. Spośród wielu nowych właściwości, w arto 
wymienić ich niezwykłą stabilność w surowicy. To 
wskazuje na możliwości wykorzystania ich jako  an- 
tysensowe oligonukleotydy w terapii. W dalszym ciągu 
zapewne rozwijać się będą badania struktury  RNA 
m etodam i N M R  oraz analiza rentgenostrukturalna.
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Wykaz stosowanych skrótów: OUN Ośrodkowy Układ 
Nerwowy; NMDA — N-metylo-D-asparaginian; GABA 

kwas y-aminomasłowy; EGF — epidermalny czynnik 
wzrostu; IGF — insulinozależny czynnik wzrostu; PREG
— pregnenolon; PREG-S — siarczan pregnenolonu; DHEA
— dehydroepiandrosteron; DHEA-S — siarczan dehyd- 
roepiandrosteronu; NE — noradrenalina; 17pE — 17P- 
-estradiol; 3a5aTH P — 3a-OH-5a-pregnan-20-on, allopreg- 
nanolon; 5aTHDOC — 3a, 21-dihydroksy-5a-pregnan- 
-20-on; TBPS — t-butylobicyklofosfotionian; PKA — kina- 
za białkowa A; GABA-A — receptor kwasu y-aminomas- 
łowego.

I. Wstęp

O d kilku lat wyraźnie wzrosło zainteresowanie

1 dr n. med. 2 prof. dr hab. II Zakład Biochemii, Instytut
Fizjologii i Biochemii Akademii Medycznej w Łodzi, 90-131 
Łódź, ul. Lindleya 6

oddziaływaniem horm onów  steroidowych na kom órki 
ośrodkowego układu nerwowego (OUN). Steroidy 
obecne w O U N  pochodzą z dwóch źródeł. Jedną pulę 
stanow ią horm ony steroidowe syntetyzowane w gru 
czołach obwodowych, takich jak  kora nadnerczy, 
jajniki i jąd ra  i pokonujące barierę krew mózg. Są to 
m.in. estradiol, m ineralokortykoidy, k tórych działanie 
w mózgowiu wiązano do niedaw na wyłącznie z przysa
dką oraz wzgórzem tj. z obszaram i m ózgowia od
powiedzialnymi za regulację gospodarki horm onalnej 
w organizmie. D rugą grupę stanow ią steroidy syn
tetyzowane, m agazynowane i m etabolizow ane 
w O U N . W latach 80-tych B a u l i e u  i ws p .  w ykaza
li, że związki te powstają niezależnie od funkcjonow a
nia gruczołów obwodowych i nazwali je  neurosteroi- 
dami [1]. Syntezę i m etabolizm  typowych neuro
steroidów, jak  pregnenolon i dehydroepiandrosteron
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oraz ich pochodne, opisano we wcześniejszej pracy [2].
Bez względu na źródło pochodzenia steroidy w yka

zują dużą aktywność biologiczną w mózgowiu ssaków. 
Już w początkach lat 40-tych naszego stulecia S e y 1 e 
stwierdził, że niektóre neurosteroidy wykazują potężne 
działanie anestetyczne. O d tego czasu pojawiały się 
pojedyńcze doniesienia o wpływie steroidów  na różne 
funkcje mózgowia, a pom im o wzrostu zainteresow ania 
tym tem atem  nadal brak jest pełnych informacji do ty
czących m echanizm ów oddziaływania tych horm onów  
na procesy neuronalne.

Z akłada się, że horm ony steroidowe zarów no p o 
chodzenia obwodowego, jak  i neurosteroidy, oraz 
steroidy syntetyczne (np. alphaxaloń) m ogą m odulo
wać funkcje neuronalne. Działanie ich określa się jako:
a) genom owe — poprzez zm ianę ekspresji genu
b) bezpośrednie —  pozagenomowe.

Celem pracy jest przedstawienie dostępnych danych 
dotyczących bezpośredniego-pozagenom ow ego od
działyw ania steroidów na tkankę nerwową.

II. M echanizmy działania neurosteroidów

Klasyczny —  genomowy m echanizm działania ste
roidów  polega na wiązaniu się horm onu z wewnątrz
kom órkow ym  receptorem, i tworzeniu kom pleksu 
horm on-receptor łączącego się z elementem odpow ie
dzi horm onalnej (HRE) w genie docelowym w łań
cuchu DNA. Zm iany w transkrypcji genu prow adzą do 
wywołania określonych efektów fizjologicznych po
przez wzrost lub zaham ow anie syntezy określonego 
białka (najczęściej enzymu). W yniki badań ostatnich 
lat wykazały jednak, że steroidy charakteryzuje wyso
ka aktyw ność biologiczna także pozagenom owa. Dane 
przem awiające za pozagenom owym  mechanizmem 
działania steroidów przedstawiają się następująco [3]:

Tabela 1.
W pływ neurosteroidów  na struk tury  błonowe.

1. Uzyskany efekt działania w krótkim  czasie (sekundy 
lub minuty) po zastosow aniu horm onu wyklucza me
chanizm genomowy wymagający dłuższego czasu (go
dziny lub dni) dla ujawnienia efektu.
2. Zablokow anie możliwości wejścia horm onu do 
kom órki np. poprzez kowalencyjne związanie ho r
m onu z białkam i nie eliminuje wystąpienia efektu.
3. Efekt działania uzyskuje się w badaniach in vitro 
prow adzonych na preparatach mózgowia nie zaw iera
jących jąd ra  np. frakcje błon synaptosom alnych.
4. Efekt działania nie jest blokow any przez inhibitory 
syntezy białek tzn. że badany steroid musi działać 
bezpośrednio na białko już istniejące a nie wpływać na 
ekspresję genu tego białka i co za tym idzie jego 
syntezę, co jest charakterystyczne dla związków działa
jących poprzez receptor jądrow y
5. H orm ony takie jak  PREG -S i DHEA-S, nie wiążące 
się z receptorem  w ew nątrzkom órkowym , wykazują 
wysoką aktywność biologiczną.

Przypuszczalny mechanizm bezpośredniego działa
nia steroidów może dotyczyć:
a —  wiązania ze specyficznym receptorem  steroidu 
w błonie kom órkowej
b —  wiązania z błonowym  receptorem  neurotrans- 
miterów np. GABA, N M D A , dopam iny 
c —  aktywacji w/w receptorów  przez zmianę w recep
torze czynników jak  EG F, IGF-1. 
d —  bezpośredniego wpływu na aktywność enzymów 
np. kinaz białkowych lub enzymów związanych z syn
tezą i rozkładem  neurotransm iterów . 
e —  niespecyficznej modulacji przepuszczalności błony 
kom órkowej

Samo określenie neuroaktyw ne steroidy czy neuro
steroidy nie wyjaśnia m echanizm u działania. Związki 
zarów no jednej jak  i drugiej grupy m ogą oddziaływać 
na kom órkę bezpośrednio i poprzez genom. W yjątek

N eurosteroid
Efektywne 

stężenie nM Receptor Efekt

Progesteron 10 W iązanie z błonam i synaptosom alnym i
DH EA -S 30
PR EG -S 20
3a,5a-TH P-S 80

3a,5a-TH P-S 10 R eceptor GABA agonista
3a,5a-T H P 102
PR EG -S 1 0 M 0 5 antagonista
DH EA -S

PR EG -S 102-103 Receptor N M D A agonista

Progesteron 102 R eceptor glicynowy antagonista
PR EG -S

Progesteron 102 R eceptor nikotynow y antagonista
Progesteron-3-BSA

Progesteron 0.1 Receptor oksytocyny agonista
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stanow ią PREG -S i DHEA-S o których sądzi się, że 
działają wyłącznie bezpośrednio. Np. w zależności od 
obszaru mózgowia ten sam horm on może wykazywać 
różny mechanizm działania. Tabela 1 przedstawia 
wpływ niektórych neurosteroidów  na struktury  błono
we, z określeniem ich efektywnego stężenia w miejscu 
działania [4]. W iadom o również, że horm ony takie jak  
np. estradiol, testosteron czy m ineralokortykoidy na
wet w niskich stężeniach wiążą się z błonam i [5].

III. Wpływ steroidów na receptory błonowe

III-l. Wpływ neurosteroidów na receptor 
GABA-A

Głównym  inhibitorow ym  neuroprzekaźnikiem  
układu nerwowego jest kwas y-aminom asłowy stano
wiący fizjologiczny ligand błonowego receptora. W pe
łni funkcjonalny receptor GABA składa się z ośmiu 
podjednostek, przy czym znanych jest szereg izoform 
tego receptora, różniących się obecnością i ilością 
występujących w nim rodzajów podjednostek ozna
czonych jako  ocj-ag, Pr P3, 7 ^ 73, 5, n. Transm em b- 
ranow e regiony podjednostek receptora GABA-A 
tw orzą kanał dla jonów  chlorkowych i zawierają 
miejsca wiązania takich ligandów agonistycznych jak  
kwas y-aminomasłowy, benzodiazepiny, barbiturany, 
oraz wiązania antagonistów  jak  pikrotoksyna 
i t-butylobicyklofosfotionian (TBS). W ykazano, że 
w strukturze receptora zaw arte są również miejsca 
wiążące steroidy [1]. Agoniści receptora GABA-A 
wzmagają częstotliwość otw ierania kanału C l-  w na
stępstwie czego dochodzi do hiperpolaryzacji błony 
kom órkowej. W śród agonistów receptora GABA-a 
znajduje się wiele znanych anestetyków i środków 
nasennych.

Z pionierskich prac S e y 1 a [ 6, 7] wynika, że 
progesteron i jego m etabolity, jak  3a5aT H P  
i 3a5(3THP, podaw ane szczurom w postaci injekcji 
przedłużały czas anestezji co najmniej o 2 godziny. 
W iadom o również, że m etabolity te nie wiążą się 
z klasycznymi receptoram i wewnątrzkom órkowym i. 
Dalsze badania wykazały, że anestetyczne oraz an- 
tyepileptyczne właściwości tych progestagenów zwią
zane są z ich pozytywnym allosterycznym oddziaływa
niem na receptor GABA-A. Są one agonistam i recep
to ra GABA i analogicznie jak  kwas y-aminomasłowy, 
wzmagają częstotliwość otw ierania kanału C l-  pow o
dując hiperpolaryzację błony kom órkowej. G rupa 
steroidowych agonistów  receptora GABA wykazuje 
w synaptosom ach kory mózgowej ok. 10 razy wyższą 
aktywność od benzodiazepin i ok. 200 razy większą 
niż pentobarbital [ref w 3]. W śród steroidowych 
agonistów  receptora GABA przeważają związki posia
dające grupę O H  przy węglu 3 pierścienia A i grupę 
ketonow ą przy węglu 20 (Rys 1). O prócz 3a5aT H P  
i 3a5(3THP właściwości takie wykazują 5a-pre- 
gnan-3a, 21-diol-20-on (m etabolit deoksykortykoste-
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ronu), 5aT H D O C , a także wzbudzający w ostatnim  
czasie szczególne zainteresowanie syntetyczny steroid- 
-alphaxalon. Podstawienie grupy hydroksylowej w po
zycji C21 do cyklopentanoperhydrofenantrenu lub też 
ekstryfikacja kwasem tłuszczowym oraz obecność łań 
cucha bocznego przy C17 w pozycji (3 powoduje 
niewielki spadek aktywności biologicznej horm onów  
w porów naniu z kwasem y-aminom asłowym  [ref w 8].

S m i t h  i ws p .  [9, 10] wykazali, że podanie 
w injekcji progesteronu lub po jego zaaplikow aniu 
miejscowym następuje zaham ow anie odpowiedzi ko
m órek Purkinjego u szczura na kwas y-am inom as
łowy. Efekt tego działania ujawniał się już po upływie 
3— 10 m inut, co wydaje się wykluczać mechanizm 
genomowy. Użyte do tych doświadczeń zwierzęta były 
uprzednio ow ariektom izowane, zatem poziom  endo
gennego progesteronu był bardzo niski lub zerowy. 
Zastosow anie białkowych inhibitorów  syntezy białek 
nie zmieniało zdolności progesteronu do obniżania 
odpowiedzi kom órek Purkinjego na glutam inian [9, 
10]. Dane te przem awiają za pozagenom owym  m echa
nizmem działania horm onu.

Należy podkreślić, że niektóre endogenne neuro- 
steroidy, jak  siarczan dehydroepiandrosteronu i siar
czan pregnenolonu oraz syntetyczny RU 5135 (3oc-hy- 
droksy-16-imino-5(3-17-aza-androstan-l 1-on) działają

TetrahydroDOC Alphaxalon
3a ,21 -dihydroksy-5B-pregnan-20-on (syntetyczny)

Pregnanolon 
3a-OH-5fl-pregnan-20-on, 3a,58THP

Pregnenolon Dehydroepiandrosteron

Ryc. 1. Budowa neurosteroidów  aktyw nych wobec receptora 
GABA.
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jako  antagonisty  receptora GABA-A redukując częs
totliwość otw ierania kanału chlorkowego; należą za
tem do grupy neurosteroidów  pobudzających [ 11 ]. 
Działanie ich na receptor GABA jest różnorodne. I tak, 
PREG -S inhibuje wiązanie TBPS i wzmaga wiązanie 
benzodiazepin z receptorem, ale w stopniu znacznie 
słabszym niż czynią to 3aO H  zredukow ane pochodne 
progesteronu; ponadto  sam o wiązanie PREG -S przez 
błony neuronalne ham uje obecność pikrotoksyny. 
W przeciwieństwie do działania PREG -S, DHEA-S nie 
wpływa na wiązanie TBPS z receptorem. H orm on 
w stężeniach pmolowych ham uje raczej wiązanie ben
zodiazepin, a wiązanie DHEA-S do błon neuronalnych 
inhibowane jest przez barbiturany. Sugeruje to ist
nienie różnych miejsc wiązania tych neurosteroidów  
w receptorze GABA-A [12-14], W arto podkreślić 
również, że niezestryfikowane formy pregnenolonu 
i dehydroepiandrosteronu nie wpływają na funkc
jonow anie receptora GABA i wykazują znacznie niż
szą aktywność biologiczną niż ich estry siarczanowe 
[15]. Obecnie przypuszcza się, że w strukturze recep
to ra  GABA istnieją odrębne miejsca rozpoznające 
i wiążące neurosteroidy, wykazujące zarów no właś
ciwości agonistów jak  i antagonistów . Stwierdzono 
bowiem, że nawet pod nieobecność kwasu y-amino- 
masłowego neurosteroidy m ogą bezpośrednio m odu
lować funkcje tego receptora [ref w 8].

Jak do tąd  brak jest dokładnych danych o miejscu 
działania steroidów w cząsteczce tego receptora, waż
ny jest jednak fakt, że podjednostka y2 receptora 
GABA wykazuje wysoki stopień ekspresji w kom ór
kach glejowych, które jak  w iadom o są głównym 
miejscem syntezy neurosteroidów  w mózgowiu [ 8].

Fizjologiczne znaczenie modulacji receptora GABA 
przez steroidy wymaga dalszych badań. Regulacja 
receptora GABA-A wydaje się bowiem odgrywać 
istotną rolę w różnych stanach fizjologicznych jak  
i patologicznych, a mianowicie w stresie, zespole 
napięcia przedmiesiączkowego, depresji, także depre
sji poporodow ej oraz w procesach związanych z pa
mięcią i świadomością. Poziom  3ahydroksysteroidów  
w mózgowiu może wzrastać do 10 i nawet 30 nM  
w czasie stresu i w czasie ciąży. M oże to również 
wyjaśniać objawy wzmożonej senności kobiet w cią
ży oraz u pacjentów leczonych wysokimi dawkam i 
progesteronu. W badaniach in vivo obserwowano, 
że PREG -S —  neurosteroid pobudzający powoduje 
skrócenie czasu snu szczurów w anestezji wywoła
nej barbituranam i, a wyniki te zostały potw ierdzone 
po zastosow aniu tego horm onu dokom orow o lub 
dootrzew now o [16].

III-2. Wpływ neurosteroidów na receptory 
NMDA i glicynowy

H orm ony steroidowe m ogą modyfikować funkcje 
receptorów  innych neurotransm iterów . W ykazano 
działanie niektórych horm onów steroidowych na recep

tor glicynowy (głównie wrażliwy na strychninę) oraz na 
receptor NM DA. I tak, w hodowli neuronów rdzenia 
kręgowego wysokie mikromolowe stężenia siarczanu 
pregnenolonu, deoksykortykosteronu i progesteronu 
ham ują przewodnictwo kanału C l” w receptorze glicy- 
nowym [17]. Niskie pM  stężenia kortykosteroidów: 
20adihydrokortyzolu, a-kortolu (5(3-pregnane-3a„ 11(3, 
17a, 20a, 21-pentol) i progesteronu wzmagają depo
laryzację zależną od glicyny np. w preparatach ner
wów ocznych. Najbardziej aktywne wobec receptora 
GABA-A horm ony 3a-O H -D H P i alfaksalon okazały 
się nieaktywne wobec receptora glicynowego. Należy 
również podkreślić, że najbardziej aktywny w stosun
ku do tego receptora kortykoid 20adihydrokortyzol 
nie wpływa na działanie receptora GABA-A. Pom i
mo pewnej homologii w budowie pomiędzy wrażli
wym na strychninę receptorem glicynowym i recep
torem GABA, zdają się one mieć różne strukturalne 
„wymagania” dla oddziaływujących na nie steroidów 
[12, 16]. Wyjątkiem jest siarczan pregnenolonu, który 
inhibuje zarówno GABA jak i glicynozależne przewo
dzenie jonu  C l- , a także wzmaga aktywność receptora 
N M DA , co powoduje wzrost stężenia wewnątrzkom ór
kowego wapnia. PREG-S działa jako  pozytywny allos- 
teryczny m odulator receptora N-metylo-D-asparagi- 
nianowego. W ydłuża on czas otwarcia kanałów ak 
tywowanych N M D A  i wzrost częstotliwości otwiera
nia kanału, co zaobserwowano w hodowlach neuro
nów hipokam pa [18]. Z badań F a h e y  i ws p .  
prow adzonych na hodowli neuronów  kory mózgu 
kurczaka wynika, że PREG -S w stężeniu 250 nM  
powoduje wzrost wew nątrzkom órkowego C a2 + wy
wołany aktywacją receptora N M D A  w nieobecności 
zarów no N M D A  jak i glicyny. W obecności N M D A  
i glicyny i przy stężeniach PREG -S 50 i 100 nM 
znacznie wzrastało stężenie wapnia w ew nątrzkom ór
kowego. Badania te potw ierdzają odm ienność miejsc 
wiązania steroidu i glicyny czy poliam iny przez recep
to r N M D A  [19].

W ykazano, że w w arunkach in vitro N M D A  pow o
duje uwalnianie [ 3H ]noradrenaliny z hipokam pa 
szczura. Zbadano wpływ niektórych neuroaktywnych 
steroidów na uwalnianie N E z udziałem N M D A  
poprzez receptor a  i stwierdzono, że DHEA-S ma 
właściwości agonu a-receptora, PREG -S działa jak  
odw rotny agon, natom iast progesteron jest antago- 
nem tego receptora [20]

W ykazano, że 17(3estradiol redukuje przewodzenie 
jonów  Ba2+ i C a2+ przez receptor N M D A  w hodowli 
neuronów  szczura. Efekt pojawiał się po upływie kilku 
sekund od zaaplikow ania horm onu i nie był ham ow a
ny przez tamoxifen —  znany inhibitor wew nątrz
kom órkowego receptora estradiolu. Przewodzenie 
Ba2+ w takim  samym stopniu ham ow ane było przez 
estriol i 4-hydroksyestriol, natom iast mniejszą aktyw 
ność ujawniał 17aestradiol oraz 2-metoksyestriol [21]. 
Powyższe dane przem awiają za działaniem horm onów  
na poziomie błony kom órkowej neuronu.
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III-3. Wpływ steroidów na struktury błonowe 
związane z białkami G

Poza wyżej opisanym i oddziaływaniam i neurostero- 
idów na receptory am inokwasowe, GABA i N M D A , 
także inne horm ony o budowie steroidowej m ogą 
regulować procesy zachodzące w tkance mózgowej 
w sposób niezależny od ich klasycznych receptorów. 
O dkryty np. w błonach synaptycznych z m ózgowia 
płazów receptor glukokortykoidów  związany jest 
z białkam i G i odpowiedzialny jest za specyficzne 
wiązanie kortykosteronu. Receptor ten słabo wiąże 
kortyzol, nie wiąże zaś zupełnie deksam etazonu. Jak 
wykazano w tej grupie organizm ów, kortykosteron 
wiążąc się z receptorem  błonowym  bierze udział 
w kontroli szybkich odpowiedzi behaw ioralnych na 
stres [22].

P rogesteron natom iast poprzez wiązanie się z błoną 
oocytów płazów wzmaga ich dojrzewanie przy rów no
czesnej inhibicji aktywności cyklazy adenylanowej. 
Aktywacji ulega natom iast fosfolipaza C; oba te en
zymy związane są z białkam i G. 17(3estradiol działając 
na białka G  może zmieniać neuronalną pobudliwość 
kom órek poprzez regulację szybkości transportu  K + , 
a w efekcie tym wydaje się uczestniczyć cykliczny 
AM P. Steroid ten może również stym ulować hydrolizę 
fosfatydyloinozytoli w neuronach móżdżku, a jak  
wynika z danych proces ten zależy również od białek 
G  [ref w 12}.

III-4. Steroidy a stężenie wapnia w komórce

Jak już wspom niano, horm ony steroidowe wiążąc 
się z receptorem  N M D A  pow odują równocześnie 
zmiany w stężeniu w ew nątrzkom órkow ego wapnia. 
Nieliczne doniesienia w literaturze przedm iotu św iad
czą jednak o tym, że horm ony te m ogą wpływać na 
poziom wapnia w cytozolu w sposób nie zależny od 
funkcjonow ania receptora N M DA .

W ykazano zmiany w stężeniu wapnia w kom órkach 
hodowli neuronów  wzgórza po zastosow aniu kilku 
steroidów  [23]. Stwierdzono, że allopregnanolon 
(1 pM -100 pM ) pow odow ał wzrost stężenia jonów  
C a2+ w kom órce w przeciągu 2-3 sekund w sposób 
zależny od dawki. Efekt ten był stereospecyficzny, 
bowiem izomer (3 allopregnanolonu (3(3-hydroksy-5a- 
-pregnan-20-on) nie wykazywał żadnego wpływu na 
poziom C a2+ w komórce. Podanie 17[3-estradiolu 
pow odow ało wzrost poziom u wapnia, ale w stopniu 
mniejszym niż allopregnanolon, natom iast progeste
ron nie wywoływał uchwytnych zmian. Autorzy pracy 
sugerują, że wzrost stężenia wapnia wywołany w/w 
steroidam i związany jest ze wzmożonym przenikaniem  
do kom órki wapnia zew nątrzkom órkowego. Potw ier
dzono to stosując w badaniach EGTA lub blokery 
kanałów  wapniowych zależnych od napięcia (np. nife- 
dypinę). Zasugerow ano również istnienie pośredniego 
wpływu badanych steroidów na receptor GABA, czego

następstwem  byłaby polaryzacja błony i otwarcie 
kanału wapniowego.

Badania nad wpływem neurosteroidów  na kanały 
wapniowe zależne od napięcia prowadzili również 
F r e n c h - M u l l e n  i S p e n c e  [24, 25]. U dow od
nili oni, że allotetrahydrodeoksykortykosteron, siar
czan dehydroepiandrosteronu i pregnanolon ham ują 
przepływ jonów  wapnia przez kanały wapniowe w neu
ronach hipokam pa. Podobny efekt zaobserwowano po 
zastosow aniu pregnenolonu i PREG -S, natom iast 
progesteron nie wywierał podobnego działania. Z da
niem autorów  ham owanie przepływu jonów  wapnia 
wydaje się przebiegać z udziałem wrażliwych na tok 
synę krztuśca białek G  i związaną z tym aktywacją 
kinazy białkowej C [26].

Stwierdzono również, że w neuronach hipokam pa 
szczurów wzrasta przepływ jonów  C a2 + poprzez kana
ły wapniowe po zastosow aniu estradiolu. Jednoczesne 
podaw anie estradiolu i progesteronu wzmagało jeszcze 
ten efekt. W tych samych badanych grupach nie 
zaobserw ow ano jednak zmian w funkcjonowaniu ka
nału K + [27].

W zrost stężenia w ewnątrzkom órkowego wapnia 
może być również wynikiem jego uwalniania z m aga
zynów wew nątrzkom órkowych po działaniu steroi
dów. W ykazano mianowicie, że 17(3- i 17a-estradiol, 
estron i estriol pow odują wzrost stężenia C a2+ w ko
mórce. Brak takiego efektu stw ierdzono po stosowaniu 
progesteronu. W zrost [C a2 + ] { pod wpływem estroge
nów utrzymywał się w obecności: EGTA, inhibitorów  
kanałów  wapniowych (np. metoksywerapam il, nifedy- 
pina), inhibitorów  w ewnątrzkom órkowych recepto
rów estrogenów (tamoksifen) lub też inhibitorów  syn
tezy RNA i białek (aktynom ycyna D, cykloheksymid). 
N atom iast neom ycyna —  inhibitor hydrolizy fosfa
tydyloinozytoli hamuje wzrost stężenia C a2+ w kom ó
rce. N asuw a się więc wniosek, że estrogeny pow odują 
uwalnianie jonów  C a2+ z m agazynów w ew nątrzko
m órkowych praw dopodobnie na drodze stym ulow a
nia procesu rozpadu fosfatydyloinozytoli [28].

III-5. Inne działania steroidów

Opisane powyżej działania horm onów  steroido
wych na struktury  błonowe, mimo pewnych niejasno
ści zyskują potwierdzenie w wielu niezależnych bad a
niach i obecnie nie budzą wyraźnych wątpliwości. 
Istnieją, nieliczne wprawdzie, doniesienia o innych 
szybkich zm ianach w kom órce wywołanych obecnoś
cią horm onu steroidowego.

I tak 17(3E2 przypisuje się zmianę pobudliwości 
poprzez zmiany w przewodnictwie jonów  K + , stym u
lację hydrolizy fosfatydyloinozytoli w neuronach kory, 
oraz zmianę translokacji jonów  C a2+ w zakończe
niach nerwowych w różnych obszarach mózgowia. 
Pod wpływem 17(3E2 zachodzi również wzrost synte
zy dopam iny w neuronach, a także obniżanie uw al
niania noradrenaliny, dopam iny i serotoniny z synap-
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tosom ów  kory mózgowej szczura [29]. W zm aga się 
również uwalnianie noradrenaliny w kom órkach 
wzgórza [30]. Estradiol i progesteron zm ianiają rów 
nież aktyw ność hydroksylazy tyrozynowej w m óz
gowiu szczura [31].

17(3E2 podaw any ovariektom izow anym  szczurom 
powoduje wzrost aktywności kinazy białkowej 
C a spadek aktywności kinazy białkowej A w przysad
ce szczura, natom iast nie zmienia aktywności PKA we 
wzgórzu [32]. W ykazano również wpływ 17(3-estra- 
diolu na aktywność kinazy białkowej C w przysadce 
szczura [33-35].

W arte wspom nienia wydają się być prace F  i 1 i p i - 
n i e g o  i w s p., którzy zaobserwowali, że neuroak- 
tywne steroidy takie jak  18-OH-DOC, aldosteron 
i allo tetrahydroprogesteron m odulują proces LTP 
(long term potentatioń) poprzez obniżanie E P SP  (post- 
synaptyczny potencjał pobudzający) oraz PS (popula- 
tion spike) [36]. Wg badań przeprow adzonych przez 
M e y e r a  i G r u o l  DHEA-S powoduje wzrost 
am plitudy EPSP [37].

IV. Kliniczne znaczenie oddziaływania 
steroidów na błony

In terakcja steroidów i neurosteroidów  z niejąd- 
rowymi receptoram i sugeruje, że odgrywają one rolę 
w wielu procesach zachodzących w mózgowiu i m ogą 
pow odow ać zmiany behaw ioralne np. na drodze in
dukcji snu lub znoszenia podniecenia. W określonych 
stanach biologicznych zaobserw ow ano zmiany w syn
tezie horm onów  steroidowych w mózgowiu np. w ciąży 
i cyklu miesiączkowym. Należy podkreślić, że więk
szość badań przeprow adzona była na gryzoniach 
i w związku z tym in terpretacja i porów nanie wyników 
z neurosteroidogenezą u ludzi i związanymi z nią 
chorobam i jest na tym etapie badań przedwczesne. 
O pisano wprawdzie kilka klinicznych zastosow ań ste

roidów w takich stanach jak  stres, stany drgawkowe, 
epilepsja oraz w procesie zapam iętyw ania [15].

Endogenne stężenia neurosteroidów  i enzymów bio
rących udział w neurosteroidogenezie może być m odu
lowane np. stresem, cyklem miesiączkowym bądź 
pojawiającymi się zaburzeniam i horm onalnym i. 
W stanie stresu zaobserw ow ano wzrost stężenia allop- 
regnanolonu i te trahydroD O C  w mózgowiu do pozio
mów aktywujących receptor GABA. Stężenie obu 
horm onów  w osoczu przed i po stresie jest niewy- 
krywalne. W czasie trw ania stresu wzrasta również 
poziom siarczanu pregnenolonu, dzięki czemu znoszo
ne jest inhibitorow e działanie kwasu y-aminom as- 
łowego. Ilość allopregnanolonu w mózgowiu gryzoni 
wzrasta również w czasie ciąży. U ludzi horm ony te 
występują w osoczu w stężeniach nieoznaczalnych 
i brak jest danych o ich poziomie w mózgowiu. Jedynie 
na podstawie podobieństw  reakcji zachodzących u lu
dzi i gryzoni m ożna wnioskować, że zmiany horm onal
ne wpływając na neurosteroidogenezę mogą być przy
czyną np. depresji poporodow ej lub zespołu napięcia 
przedmiesiączkowego.

W padaczce obserwuje się zmiany w GABAergicznej 
neurotransm isji. Ponieważ częstotliwość napadów  p a
daczki u ludzi ulega zmianie podczas stresu bądź ciąży, 
przypuszcza się, że częstotliwość napadów  zależna jest 
od aktualnego stężenia horm onów. U kobiet chorych 
na epilepsję napady pojawiają się cyklicznie w zależno
ści od dnia cyklu. Częstość napadów  jest mniejsza 
podczas fazy lutealnej, gdy poziom progesteronu jest 
wysoki. Być może przem iana progresteronu do allop
regnanolonu w mózgu odpow iedzialna jest za redukcję 
napadów  podczas tej fazy.

W ykazano, że pregnenolon, PREG-S, dehydroe- 
p iandrosteron i DHEA-S podane dokom orow o wzma
gają pamięć u myszy, podczas gdy allopregnanolon 
wyraźnie osłabia ten proces. Interesujące może być 
przypuszczenie, że obniżenie zdolności zapam iętyw a

s s

Ryc. 2. Drogi działania horm onów  steroidow ych 
w komórce.
rec. ster. —  receptor błonowy steroidu; 
rec. GABA —  receptor GABA; rec. 
NM D A , G L IC  —  receptor N M D A  i gli- 
cynowy; R —  receptor jądrow y steroidu; 
S —  horm on steroidowy.
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nia występujące w wielu chorobach lub w norm alnym  
procesie rozwojowym organizm u włączając w to wiek 
(starzenie się) może być rezultatem  zm ian w neuro- 
steroidogenezie.

V. Podsumowanie

Przytoczone przykłady oddziaływania neurosteroi
dów i niektórych neuroaktyw nych steroidów  na pozio
mie błonowym oraz bezpośrednie-pozagenomowe 
działanie tych związków na kom órkę świadczą o ich 
zdolności do m odulow ania szeregu funkcji neuronal- 
nych. Orientacyjny wpływ steroidów na kom órkę 
przedstawia rycina 2. Przedstaw ione dane nie są 
z pewnością wyczerpujące, w wielu przypadkach brak 
jest jak  do tąd  dokładnych informacji dotyczących 
mechanizm u działania a dostępne doniesienia wyma
gają dalszych badań, zwłaszcza u ludzi. D otychczaso
we dane przem awiają jednak  za udziałem horm onów  
steroidowych w procesach zachodzących w OU N . 
Sugerują także, że dalsze badania m ogą rzucić nowe 
światło na przyczyny pow staw ania chorób degenerują
cych ośrodkowy układ nerwowy. Każdy postęp w tej 
dziedzinie niezwykle trudnej obecnie do leczenia może 
posłużyć do odkrycia nowej generacji leków skutecz
nych w tych chorobach, w których obecnie stosuje się 
środki uspakajające, nasenne lub przeciwdrgawkowe, 
a więc likwidujące wyłącznie objawy.

Artykuł otrzymano 25 lutego 1997 r.
Zaakceptowano do druku 4 czerwca 1997 r.
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Zaburzenia homeostazy miedzi są przyczyną groźnych 
chorób człowieka

Disturbances in copper homeostasis are the main cause of serious 
diseases in man

JOANNA BANDOROWICZ-PIKUŁA1 
SŁAWOMIR PIKUŁA2
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Wykaz stosowanych skrótów: komórki CHO (ang. C hinese  
h a m ste r  o va ry  cells) —  komórki nabłonka jajnika chomika 
chińskiego; EH BR (ang. E isa i h yp erb iliru b in em ic  ra ts) — rasa 
szczurów, u której występują zaburzenia aktywnego trans
portu organicznych anionów do żółci; GSH — glutation; 
KdpABC-ATPazy — ATPazy transportujące jony metali, 
występujące w błonie komórek prokariotycznych; LEC (ang. 
L o n g -E v a n s  c in n a m o n  ra ts) — rasa szczurów, u której 
występują zaburzenia metabolizmu miedzi; MO AT (ang. 
m u ltisp ec ific  o rg a n ie  an ion  tra n sp o r te r)  — transporter or
ganicznych anionów, różnych od soli żółciowych; M N K  

gen kodujący ATPazę transportującą jony miedzi, które
go mutacje odpowiadają za rozwój choroby Menkesa; W N D  

gen kodujący ATPazę transportującą jony miedzi, które
go mutacje odpowiadają za rozwój choroby Wilsona.

I. Krążenie miedzi w organizmie

M iedź jest znana od czasów antycznych, kiedy to 
w iązano ją  z boginią Wenus, personifikacją miłości. 
W organizm ie miedź występuje w śladowych ilościach, 
ale jest niezbędna do życia [1, 2]. Stanowi bowiem 
składnik grup prostetycznych wielu enzymów, m.in. 
oksydazy cytochrom u c i dysm utazy ponadtlenkowej. 
M iedź odgrywa rolę w regulacji ekspresji genów,

1 Dr, 2 Doc. dr hab., Pracownia Biochemii Lipidów, Zakład 
Biochemii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.

The relation between cell biology and transition metal 
chemistry, like that between war and love, is still enigmatic.

Kaplan J, O ’Halloran T V [1]

Contents:
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II. Diseases connected to perturbations in copper metabo

lism
II-1. Degeneration of central nervous system in Men

kes disease
11-2. Injuries to various organs in Wilson disease

III. Properties of P-type Cu transport ATPases
IV. Concluding remarks

transporcie jonów  żelaza, m etabolizmie glukozy i cho
lesterolu, a także bierze udział w procesach biologicz
nego utleniania. Dzienne zapotrzebow anie człowieka 
na miedź wynosi 5 miligramów. Pierwiastek ten jest 
niezbędny w procesach wzrostowych i w m echaniz
mach obronnych organizmu. O d właściwego poziomu 
miedzi zależy wytrzymałość kości i prawidłowy roz
wój ośrodkow ego układu nerwowego. M iedź uczest
niczy również w dojrzewaniu erytrocytów  i leuko
cytów oraz w cyklu skurczowo-rozkurczowym  mięśnia 
sercowego [ 2].

N adm iar miedzi jest toksyczny, zarówno dla o r
ganizmów eukariotycznych, jak  i prokariotycznych. 
W obecności tego pierw iastka z 0 2 i H 20 2 w reakcji 
Fentona powstają reaktywne formy tlenu (rodniki 
hydroksylowe) [3, 4]. M iedź może w ten sposób 
inicjować utlenianie cząsteczek enzymów, lipidów 
i kwasów nukleinowych [1, 5, 6]. N iedobór miedzi jest 
związany z chorobam i dziedzicznymi np. chorobą 
M enkesa lub może prowadzić do wywołania schorzeń 
nabytych. W ynikają one przede wszystkim z niedoży
wienia, a towarzyszą im niedokrwistość, niedorozwój 
kośćca, zaham ow anie wzrostu, spadek odporności 
organizm u na infekcje, zaburzenia krążenia i niskie 
ciśnienie [6].

T ransport miedzi w organizm ie jest niezbędny dla 
właściwego w ykorzystania tego pierw iastka w proce-
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Ryc. 1. K rążenie jonów  miedzi w organizmie. A poC p i H oloC p 
—  odpow iednio apo- i holoceruloplazm ina; His —  his- 
tydyna; G SH  —  glutation; M T I-III —  m etalotioneiny I-III. 
O bjaśnienia w tekście.

sach biochemicznych i jednocześnie uniknięcia szkod
liwych skutków  nadm iaru lub niedoboru miedzi. W o r
ganizm ach ssaków jony miedzi wchłaniane są w żołąd
ku i jelicie cienkim (Ryc. 1). W chłanianie to jest 
regulowane przez aminokwasy, kwas askorbinow y 
i inne składniki pokarm ow e, a także jony kadm u, 
cynku i żelaza. W jelicie występują niskocząsteczkowe 
białka o wysokiej zawartości reszt cysteinowych, m eta
lotioneiny, które wiążą jony miedzi. Z jelita jony 
miedzi są transportow ane do wątroby, skąd w kom 
pleksie z białkami, na drodze egzocytozy oraz dzięki 
aktywności ATPazy transportującej jony miedzi są 
wydzielane do żółci (Ryc. 2). W kompleksie z białkami 
jony  miedzi są także wydzielane do krwi, gdzie pozos
tają w surowicy lub są kum ulow ane w erytrocytach. 
Tylko niewielka ilość miedzi jest wydalana z organiz
mu z moczem. Ilość ta w zrasta w stanach patologicz
nych i pochodzi z kom pleksu miedzi z histydyną 
i album iną. W surowicy krwi, w transporcie miedzi 
uczestniczy ceruloplazm ina, będąca jednocześnie na tu 
ralnym przeciwutleniaczem, album ina, transkupreina 
i am inokwasy (histydyną) [7, 8]. C eruloplazm ina (a2- 
-glikoproteina) jest syntetyzowana głównie w w ąt
robie, w postaci apobiałka, a następnie wydzielana do 
osocza jako  holobiałko, ze związanymi 5-6 atom am i 
miedzi. N a błonie plazmatycznej kom órek różnych 
tkanek znajdują się receptory ceruloplazminy, dzięki 
którym  jony  C u +, po oddysocjowaniu od ceruloplaz
miny, wnikają przez błonę plazm atyczną do cytosolu 
tych kom órek. Jony miedzi wnikają do kom órek także 
w kompleksie z histydyną lub w sposób zależny od 
albuminy. Po wniknięciu miedź grom adzi się w cyto
solu lub w określonych przedziałach kom órkowych, 
w retikulum  endoplazm atycznym , jądrze, aparacie 
G olgi’ego, peroksysom ach i lizosomach. W kom ór
kach występują liczne białka wiążące miedź: dys- 
m utaza ponadtlenkow a, zlokalizow ana w cytosolu 
i peroksysom ach, oksydaza cytochrom ow a c w mito-

chondriach, oraz inne enzymy zależne od miedzi 
zlokalizowane w aparacie Golgi’ego i organellach 
sekrecyjnych. W wiązaniu miedzi w ew nątrz komórki 
biorą udział także am inokwasy i m etalotioneiny, biał
ka zlokalizowane w cytosolu, jądrze i lizosomach, 
których synteza indukow ana jest przez jony  metali 
ciężkich [10, 11]. Najważniejszą rolę w wiązaniu 
miedzi odgrywa glutation (y-L-kwas glutam inow y-L- 
-cysteina-glicyna), tripeptyd redukujący jony  C u2 + 
i kom pleksujący jony C u + [12]. W hepatocytach na 
przykład, 60% miedzi istnieje w postaci kompleksu 
Cu(I)-GSH. Miedź z tego kom pleksu jest wykorzys
tyw ana w syntezie m etalotionein, ceruloplazm iny 
i dysm utazy ponadtlenkowej [13, 14]. M iedź transpor
tow ana jest z kom órek przez Cu-ATPazy. Właściwości 
tych enzymów zostaną omówione w dalszej części 
artykułu.

II. Choroby związane z nieprawidłowym  
metabolizmem miedzi

N adm ierna kum ulacja miedzi w kom órkach w ątro
by może prowadzić do uszkodzenia tkanki i do 
wystąpienia wielu groźnych stanów patologicznych,

Cu-ATPaza (MNK)
Komórki innych tkanek

Jelito Cu+/aminokwasy

Ryc. 2. Udział C u-A TPaz w m etabolizm ie m iedzi w organizm ie 
człowieka.
C u-A TPazy M N K  i W N D  —  transportu jące  jony  miedzi 
ATPazy, których funkcja jest zaburzona u ludzi z chorobą 
M enkesa (M N K ) i chorobą W ilsona (W ND); A poC p i H o
loCp —  apo- i holoceruloplazm ina; RCp —  receptor 
ceruloplazm iny, T  —  transporte r odpow iedzialny za bierny 
transport jonów  miedzi; M T I-III —  m etalo tioneiny I-III; 
GSH —  glutation; SO D  — dysm utaza ponadtlenkow a; ER 
—  retikulum  endoplazm atyczne.
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jak  m arskość w ątroby i choroba W ilsona [15]. 
U szczurów EH  BR (ang. Eisai hyperbilirubinemic rats), 
u których zaobserw ow ano zaburzenia aktywnego 
transportu  organicznych anionów  do żółci przez kana- 
likularny rejon błony plazmatycznej, katalizow anego 
przez A TPazę typu M O  AT (ang. multispecific organie 
anion transporter), stw ierdzono również zwiększoną 
kum ulację miedzi w w ątrobie [16], gdyż miedź jest 
usuw ana z organizm u głównie do żółci [14]. Z drugiej 
strony groźne skutki, nawet śmierć organizm u, wywo
łuje n iedobór tego pierw iastka (choroba M enkesa) 
w ośrodkow ym  układzie nerwowym (1— 7 pg/g suchej 
masy, w porów naniu  z 20— 30 pg/g suchej masy u osób 
zdrowych), jelicie, nerkach i tkance łącznej, spow odo
wany zaburzeniem  w chłaniania miedzi w układzie 
pokarm ow ym  [16-18].

W ostatn ich  latach wykryto, że pierw otną przyczyną 
dwóch najczęściej występujących u ludzi, uw arun
kow anych dziedzicznie chorób, M enkesa i Wilsona, 
związanych z nieprawidłowym  metabolizm em  miedzi 
w organizm ie, jest brak, niski poziom ekspresji lub 
m utacje genów A TPaz transportujących jony miedzi, 
prow adzące do syntezy enzymów o zaburzonej funkcji 
[14, 19-21]. G en, którego m utacje odpow iadają za 
rozwój choroby M enkesa, M N K  (A TP 7A ), zlokalizo
wano na chrom osom ie X (rejon Xq 13). K oduje on 
białko enzymatyczne, Cu-ATPazę, zbudow ane z 1500 
reszt am inokwasow ych. Gen, którego mutacje od
pow iadają za rozwój choroby W ilsona, WND (A TP7B), 
położony jest na chrom osom ie XII (rejon ql4.3) i ko
duje inną C u-A TPazę, zbudow aną z 1411 reszt am ino
kwasowych. Obie ATPazy należą do ATPaz typu 
P i zaw ierają sześć pow tarzających się dom en boga
tych w reszty cysteiny, stanowiących miejsce wiązania 
jonów  m etali ciężkich. C u-A TPazy występujące u ludzi 
bardzo przypom inają C u-A TPazy innych organiz
mów, także priokariotycznych, co świadczy o pojawie
niu się tej grupy enzymów we wczesnych stadiach 
ewolucji życia na Ziemi, z tym, że enzymy z kom órek 
ssaków charakteryzują się krótszym  rejonem C-koń- 
cowym i dłuższym rejonem N -końcowym , w porów 
naniu  z enzymam i organizm ów  prokariotycznych [14, 
22-25]. M utacje genów kodujących Cu-ATPazy w ko
m órkach zw ierząt prow adzą do rozwoju podobnych 
chorób  jak  u człowieka (na przykład ang. mottled 
disease u bydła [26]). W ażnych informacji na tem at 
chorób  o objaw ach wskazujących na zaburzenia 
w transporcie miedzi dostarczyły badania szczurów 
LEC (ang. Long-Evans cinnamon rats), myszy (ang. 
toxic milk mouse, mottled mouse) i psów (ang. bedlington 
terrier) [14, 27-30].

II-1. Degeneracja ośrodkowego układu nerwowego 
w chorobie Menkesa

C horoba  M enkesa, której przebieg jest bardzo szy
bki i kończy się śmiercią we wczesnym dzieciństwie, 
spow odow ana jest niedoborem  miedzi i spadkiem

aktywności enzymów zależnych od tego pierwiastka. 
Jest to schorzenie charakteryzujące się postępującą 
degeneracją ośrodkowego układu nerwowego, co p ro 
wadzi do zaham ow ania rozwoju psychicznego [14]. 
Niski poziom miedzi w organizmie wiąże się z zaburze
niem wchłaniania miedzi w układzie pokarm owym . 
W zrost stężenia miedzi w świetle jelita wywołuje 
wzmożoną syntezę m etalotionein, które wiążą duże 
ilości miedzi, przez co spada pula tego pierwiastka 
dostępnego dla syntezy białek zależnych od jonów  
miedzi [14]. Należy podkreślić, że transport miedzi do 
w ątroby (transportery ułatwiające dyfuzję kationów  
metali ciężkich, ang. cation diffusion facilitators) i z tego 
organu (holoceruloplazm ina) odbywa się bez prze
szkód [31].

Pacjenci z chorobą M enkesa charakteryzują się 
zanikiem naturalnej pigmentacji skóry, niepraw idło
wym owłosieniem, zaburzeniam i w układzie naczynio
wym i niedorozwojem  tkanki łącznej. U osób tych, już 
w okresie życia płodowego, występują zakłócenia 
w transporcie miedzi przez łożysko, w jelicie oraz przez 
barierę krew-mózg [14]. P ierw otną przyczyną tej 
choroby, jak  już wspom niano, jest nieobecność lub 
zaburzona funkcja Cu-ATPazy, kodowanej przez gen 
M N K ,  którego mutacje wywołują wymienione objawy 
choroby [32-34]. Cu-A TPaza M N K  występuje przede 
wszystkim w błonach cystern trans aparatu  G olgi’ego, 
jak  pokazano np. w kom órkach C H O  (ang. Chinese 
hamster ovary cells) [35]. W aparacie Golgi’ego za
chodzi precyzyjna regulacja transportu  i sortow ania 
białek do innych przedziałów kom órkowych. Proces 
ten polega między innymi na potranslacyjnej modyfi
kacji białek, przyłączaniu do nowo syntetyzowanych 
m akrocząsteczek reszt cukrowych i innych związków, 
które są specyficznymi sygnałami sortującymi, um oż
liwiającymi właściwe rozmieszczenie białek w kom órce 
[36]. W ydaje się, że umiejscowienie Cu-ATPazy w bło
nach aparatu  Golgi’ego, a także w błonach innych 
organelli związanych z sortowaniem  białek, np. en- 
dosom ów, wynika z obecności w tym enzymie specyfi
cznego rejonu transbłonowego. Rejon ten odpow iada 
za wbudowywanie Cu-A TPazy we właściwy system 
błon, w odpowiedzi na specyficzne zapotrzebow ania 
m etaboliczne kom órki [18]. Taki mechanizm przypo
m ina podobne procesy rządzące w ew nątrzkom órko
wym rozmieszczeniem innych enzymów wiążących 
jony miedzi, np. m onooksygenaz (P-hydroksylaza do- 
paminy), oksydoreduktaz (m itochondrialna oksydaza 
cytochrom ow a c) i dysm utazy ponadtlenkowej. Należy 
dodać, że funkcje wymienionych enzymów są zaburzo
ne oraz, że poziom ich ekspresji jest niski u ludzi 
z chorobą M enkesa [37],

C u-A TPaza M N K  ulega przemieszczaniu w trans
porcie pęcherzykowym pomiędzy błonam i aparatu  
Golgi’ego a błoną plazm atyczną. Podwyższenie stęże
nia jonów  miedzi przyspiesza ten proces [36], Jony 
miedzi są usuwane z kom órek praw dopodobnie w p ro 
cesie egzocytozy. W iadom o, że transport miedzi z ko
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m órek jest ważny dla utrzym ania właściwego stężenia 
jonów  miedzi w cytoplazmie i przeżycia kom órek. 
Dzięki obecności Cu-A TPazy w błonach pęcherzyków 
wydzielniczych, jony miedzi m ogą być kum ulowane we 
wnętrzu tych pęcherzyków. Pęcherzyki wydzielnicze 
ulegają następnie fuzji z błoną lizosomów lub błoną 
plazm atyczną, dzięki czemu następuje eksport jonów  
miedzi z kom órek, a C u-A TPaza powraca do błon 
aparatu  G olgfego, przy czym proces ten zależy od 
A TP [18, 36]. A zatem, C u-A TPaza M N K  pośrednio 
bierze udział w usuwaniu jonów  miedzi [18]. Nie jest to 
jednak jedyne białko transportu jące jony miedzi z ko
mórek.

II-2. Uszkodzenia różnych narządów w chorobie 
Wilsona

Zupełnie inny m echanizm zaburzenia hom eostazy 
miedzi występuje w chorobie Wilsona. C horoba W il
sona jest to schorzenie dziedziczone w sposób auto- 
somalny, recesywny. Objawy kliniczne występujące 
u ludzi z chorobą W ilsona są spow odow ane nie
prawidłowym  metabolizm em  miedzi w wątrobie, zabu
rzeniami wydalania tego pierw iastka z organizm u 
i w efekcie grom adzeniem  się miedzi w wielu narzą
dach, co prowadzi do upośledzania funkcji tych narzą
dów [14]. W chłanianie miedzi w jelicie i transport do 
w ątroby pozostają na norm alnym  poziomie, zaburze
niom podlegają transport jonów  miedzi z hepatocytów 
do żółci oraz wbudowywanie jonów  miedzi do apoce- 
ruloplazminy [38]. Zjawiska te wywołują wzrost puli 
miedzi związanej z m etalotioneinam i. W miarę roz
woju choroby w ątroba ulega postępującym  uszkodze
niom. W ysoki poziom miedzi w w ątrobie prowadzi do 
martwicy i pojawienia się dużych ilości miedzi 
w krwiobiegu, ale w formie niezwiązanej z ceruloplaz- 
miną, co wywołuje uszkodzenia błony erytrocytów 
i w niektórych przypadkach anemię hemolityczną 
[14]. W późniejszych stadiach choroby dochodzi do 
nagrom adzenia się miedzi w mózgu i w nerkach. 
U 95% pacjentów z postacią neurologiczną choroby 
W ilsona i około 50% pacjentów z objawami w ąt
robowymi, w rogówce oka pojaw iają się żółto-brązo- 
we, żółto-zielone lub brązowe pierścienie Kaysera- 
-Fleischera [14].

Pierwotnym  objawem choroby W ilsona u 40% 
chorych jest uszkodzenie w ątroby (żółtaczka, m ars
kość asym ptom alna, chroniczne zapalenie w ątroby 
i inne); u następnych 40%  stwierdza się objawy 
neurologiczne (zaburzenia mowy, ślinotok, wzmożenie 
napięcia, drżenie, zaburzenia chodu i inne), zaś u 15% 
występują objawy psychiczne (zaburzenia zachowania, 
depresja, stany urojeniowe) [14]. D odatkow o, choro
bie W ilsona towarzyszą osteoporoza, artretyzm  i cho
roby stawów. U chorych z objawami wątrobowym i 
mogą w późniejszych stadiach wystąpić objawy neuro
logiczne. Do niedawna choroba W ilsona kończyła się 
zgonem w dzieciństwie, ale obecnie, przy prawidłowym

leczeniu, granica przeżycia bardzo się przesunęła. 
Leczenie jest skuteczne, pod warunkiem , że rozpoz
nanie jest wczesne. W przypadkach szybko postępują
cej choroby, kiedy dochodzi do znacznych uszkodzeń 
w ątroby wykonuje się przeszczep tego organu. W in
nych przypadkach stosuje się z powodzeniem  związki 
kompleksujące jony miedzi (np. 2 ,3-dim erkaptopropa- 
nol, D-penicilaminę, dihydrochlorek trietyloam iny, 
tetratiom olibdenian) oraz terapię solami cynku. Zwią
zki te m ają za zadanie mobilizację miedzi w uszkodzo
nych organach, w których uległa nagrom adzeniu, 
i wzmożenie jej w ydalania z organizm u [14].

Wymienione objawy choroby W ilsona są związane 
z zaham ow aniem  transportu  jonów  miedzi z w ątroby 
do żółci i wzrostem stężenia tych jonów  w cytoplazmie 
kom órek. Zwiększone wydzielanie miedzi w moczu 
chorych na chorobę W ilsona jest spow odow ane praw 
dopodobnie uszkodzeniem kanalików  nerkowych 
przez złogi miedzi [14]. Zjawisko to jest bardzo 
ważnym czynnikiem diagnostycznym, ale nie jest przy
czyną któregokolwiek z objawów klinicznych. Wydaje 
się, że za wzmożoną kum ulację jonów  miedzi w hepa- 
tocytach odpow iadają zaburzenia ekspresji lub funkcji 
Cu-ATPazy, zlokalizowanej w rejonie kanalikularnym  
błony plazmatycznej. Enzym ten bierze udział w ak 
tywnym transporcie jonów  miedzi do żółci [39-41]. 
Jest on kodow any przez gen WND , wykazujący 55% 
podobieństw a do genu M N K  [42-45]. Zależny od 
ATP układ transportu  jonów  miedzi zidentyfikow ano 
również w błonach retikulum  endoplazm atycznego 
hepatocytów  [46]. Chorobie W ilsona towarzyszy niski 
poziom ceruloplazm iny w surowicy, co jest związane 
z zaburzeniam i wbudowywania jonów  miedzi do 
ceruloplazm iny w trakcie jej syntezy na błonach szor
stkiego retikulum  endoplazm atycznego kom órek 
w ątroby i zaburzeniam i wydzielania białka do krw io
biegu [14].

III. W łaściwości ATPaz typu P, transportują
cych jony miedzi

Cu-ATPazy, kodow ane przez geny M N K  i WND  
uszkodzone u ludzi z chorobam i M enkesa i W ilsona, 
należą do grupy A TPaz transportujących jony  miedzi 
występujących powszechnie w świecie ożywionym: od 
bakterii do ssaków [23]. M asy cząsteczkowe enzymów 
z bakterii wynoszą 71-81 kD a [47], z kom órek drożdży 
100-122 kD a [35], a z kom órek ssaków 145-150 kD a 
[23-25], Enzymy te przypom inają inne ATPazy typu 
P, gdyż podobnie jak  one ulegają autofosforylacji [48]. 
ATPazy typu P tworzą nadrodzinę, składającą się 
z ponad stu dotąd opisanych hom ologicznych białek 
enzymatycznych, ważnych dla prawidłow ego funkc
jonow ania kom órek, zwłaszcza dla utrzym yw ania 
w nich równowagi jonowej [24, 49]. A TPazy, zarów no 
w kom órkach organizm ów eukariotycznych, jak  i pro- 
kariotycznych, są integralnym i białkam i błonowym i, 
które katalizują aktywny transport kationów , wbrew
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gradientow i ich stężeń, przez błonę plazm atyczną 
i błony organelli w ew nątrzkom órkow ych. Podstaw o
wą cechą, k tó ra  łączy ze sobą ATPazy typu P jest 
w ystępowanie w ich cyklu katalitycznym  zjawiska 
autofosforylacji czyli tw orzenia się tzw. ufosforylowa- 
nego pośrednika, w którym  grupa fosforanowa po
chodząca z A TP, ulega przyłączeniu do reszty kwasu 
asparaginow ego w cząsteczce białka. Reakcja hydro
lizy A TP jest pow iązana z przenoszeniem kationów  
przez błonę [24, 49].

Przypuszcza się, że ATPazy typu P istniały już we 
wczesnych etapach rozwoju organizm ów żywych na 
naszej planecie, chociaż nie pełniły jeszcze w tym czasie 
kluczowej roli w utrzym aniu hom eostazy kationów  
w cytoplazm ie kom órek. U zarania ewolucji doszło do 
podziału enzymów tej grupy na białka transportujące 
jony m etali ciężkich i jony metali o niższych masach 
atom ow ych [25]. „P raA T P azy” typu P, w swojej 
pierwotnej formie przetrw ały do współczesnych cza
sów w postaci K dpA B C -A TPaz organizm ów proka- 
riotycznych, na przykład M g2 + -A TPaza S. typhimu- 
rium i C a 2 + -A T Paza Synechococcus PCC7942 [50]. 
ATPazy typu P  organizm ów  eukariotycznych są poza 
kilkom a w yjątkam i białkam i m onom erycznym i [24,
49]. W zależności od liczby dom en w cząsteczce białka, 
penetrujących dw uwarstw ę lipidow ą błony i biorących 
udział w tw orzeniu kanału  błonowego, wyróżnia się 
dwa podtypy tych enzymów. Podtyp  pierwszy (Pj), 
o sześciu transbłonow ych segm entach zlokalizow a
nych w N -końcow ym  rejonie cząsteczki i dwóch 
w rejonie C-końcow ym  oraz podtyp drugi (P 2), o czte
rech takich segm entach umiejscowionych w rejonie 
N -końcow ym  i czterech do sześciu segmentach zlokali
zowanych w C-końcow ym  rejonie ATPazy [24, 49]. 
W iększość występujących we współczesnych organiz
m ach A TPaz typu P należy do podtypu P 2, grupujące
go białka zdolne do transportu  takich kationów , jak  
H + , N a + , K + i C a2+ [24, 49]. Inna specyficzność 
enzymów podtypu P 2 w stosunku do transportow a
nych jonów  jest praw dopodobnie zw iązana ze zwięk
szoną liczbą dom en transbłonow ych (M 10-M 11), 
w porów naniu  z podtypem  P j (M 6-M 8) [25]. Trzeci 
podtyp P 3, do k tórego należą K dpA BC-A TPazy o r
ganizm ów  prokariotycznych, pod względem specyficz
ności w stosunku do transportow anych jonów  metali 
przypom ina podtyp  P 2, z tym, że enzymy tej grupy są 
b iałkam i oligomerycznymi [25]. W oparciu o dane 
zgrom adzone na tem at różnych A TPaz typu P, szcze
gólnie transportu jących  jony C u 2 + , C d 2+ i H g2 + 
(podtyp P J ,  wysunięto przypuszczenie, że „praAT- 
Pazy” organizm ów  prokariotycznych powstały w celu 
regulacji stężenia jonów  metali ciężkich w cytoplazmie 
kom órek tych organizm ów  [51].

C u-A TPazy, dzięki obecności w ich cząsteczkach 
dom eny o aktyw ności fosfatazy, ulegają autodefos- 
forylacji, czemu towarzyszy zm iana konform acyjna 
białka i tran sp o rt jednego lub dwóch kationów  przez 
błonę [23-25]. D o cech odróżniających Cu-ATPazy od

Ml M2 M3 M 4 M5 M6 M 7 M8

Błona

Cytosol

Ryc. 3. Budowa C u-A TPaz i udział dom en w ich funkcjonowaniu. 
M 1-M 8 —  dom eny transbłonow e oznaczono kolorem  ciem 
noszarym ; C PX  —  reszty am inokw asow e biorące udział 
w transporcie kationu; dom eny zlokalizowane po cytoplaz- 
matycznej stronie błony oznaczono kolorem  białym; 
D K T G T  —  centrum  aktyw ne enzym u zawierające resztę 
kwasu asparaginow ego, ulegającą autofosforylacji; TG ES 
—  dom ena fosfatazowa; G D G X N D X P  —  reszty am ino
kwasowe biorące udział w wiązaniu ATP; H P  —  reszty 
am inokw asow e ulegające m utacji w chorobie W ilsona; 
CXXC —  reszty am inokw asow e biorące udział w wiązaniu 
jonów  miedzi; dom eny zawierające te sekwencje oznaczono 
kolorem  jasnoszarym . Inne objaśnienia w tekście.

innych A TPaz typu P należy obecność w cząsteczkach 
tych białek miejsc wiążących jony metali ciężkich 
(CXXC) zlokalizowanych w pobliżu polarnego 
N -końca białka, wewnątrzbłonowej domeny CPX, 
dom eny H P  oraz innej organizacji i liczby dom en 
transbłonow ych [25] (Ryc. 3). D om ena CPX (cysteina- 
-prolina-dow olny am inokwas) odgrywa praw dopodo
bnie rolę w transporcie kationów  [25]. Funkcja dom e
ny H P  (histydyna-prolina) nie została jeszcze w pełni 
poznana, ale zauważono, że u pacjentów w ykazują
cych objawy choroby W ilsona, reszta histydyny jest 
zastąpiona przez resztę kwasu glutaminowego, co 
prowadzi praw dopodobnie do ekspresji nieaktywnej 
formy białka [25]. Miejsce wiążące jony miedzi zbudo
wane jest z jednej do sześciu powtarzających się dom en 
CXXC (cysteina-dowolny am inokw as-dow olny ami- 
nokwas-cysteina) [25]. W cząsteczkach niektórych 
A TPaz podtypu P! zamiast dom en CXXC występują 
dom eny bogate w reszty histydyny i metioniny, peł
niące jednak tę samą funkcję [52].

Istotne dla zrozum ienia etiologii chorób M enkesa 
i W ilsona u ludzi było stwierdzenie, że Cu-A TPaza 
kodow ana przez gen M N K  jest syntetyzowana w ko
m órkach wielu organów, z wyjątkiem wątroby, pod
czas gdy C u-A TPaza kodow ana przez gen WND  jest 
syntetyzow ana przede wszystkim w kom órkach w ątro
by. O kreślono także, na którym  etapie metabolizm u 
miedzi działają wymienione ATPazy [14, 25]. Należy 
jednak pamiętać, że jak  do tąd  tylko w przypadku 
enzymu z bakterii Enterococcus hirae (CopB) zaobser
wowano, że Cu-A TPaza transportu je jony miedzi [53].
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W iększość dotychczas zebranych informacji na tem at 
struk tu ry  i funkcji A TPaz transportujących jony w ko
m órkach ssaków, pochodzi z porównawczych badań 
podobnych enzymów z kom órek bakterii G ram -doda- 
tnich [23, 54].

IV. Uwagi końcowe

M etody leczenia osób z objawami choroby W ilsona 
opierają się przede wszystkim na zastosow aniu związ
ków kom pleksujących jony miedzi, w celu mobilizacji 
miedzi w uszkodzonych organach i ułatwienia usuw a
nia tego pierw iastka z moczem. Jednym  z pierwszych 
związków tego typu był 2,3-dim erkaptopropanol, jed 
nak kuracja była długotrw ała i wiązała się często 
z występowaniem  objawów niepożądanych. Obecnie 
powszechnie podaje się chorym  D-penicilaminę. 
I w tym  przypadku leczenie trw a całe życie. Związek 
ten u wielu ludzi z chorobą W ilsona, szczególnie 
u k tórych występują objawy neurologiczne i zaburze
nia funkcjonow ania w ątroby, powoduje znaczną po
prawę. Często stosowane są również inne związki 
kom pleksujące jony miedzi (tetratiom olibdenian) oraz 
terapia cynkowa, w ykorzystująca zdolność cynku do 
indukow ania syntezy m etalotionein i zablokow anie 
w chłaniania miedzi w jelicie cienkim [14]. U pacjen
tów z ostrym i objawami choroby W ilsona konieczna 
jest transp lan tacja w ątroby [55].

W przypadku choroby M enkesa stosowane m etody 
leczenia polegają na próbach przywrócenia właściwe
go poziom u miedzi w organizmie. Ze względu na 
zaburzenia wchłaniania miedzi w jelicie, różne związki 
miedzi (chlorki, siarczany) lub jej kompleksy z EDTA, 
album iną lub histydyną, są wstrzykiwane dootrzew - 
nowo [14]. Najlepsze wyniki takiej kuracji daje stoso
wanie kom pleksu miedzi z histydyną, k tó ra  nawet 
w zdrow ym  organizmie odgryw a ważną rolę w hom eo
stazie miedzi [56]. Ale i w tym przypadku leczenie nie 
jest w pełni skuteczne i wiele groźnych objawów 
choroby M enkesa nie zanika, na przykład uszkodzenia 
tkanki łącznej [14].

O dkrycie genów, które ulegają uszkodzeniom  
w chorobach M enkesa i W ilsona oraz charakterystyka 
białek transportujących, kodow anych przez te geny, 
niosą nadzieję na przyszłość. Jest bardzo praw dopodo
bne, że badania mechanizmów transportu  miedzi przez 
błony, katalizow anego przez Cu-ATPazy, pozw olą na 
znalezienie w najbliższych latach związków terapeuty
cznych, k tóre będą efektywnie zwalczać schorzenia 
wynikające z zaburzeń hom eostazy miedzi w organiz
mie. B adania te nabierają szczególnego znaczenia 
w dobie postępującego skażenia środowiska n a tu ra l
nego, w tym także m etalam i ciężkimi.
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monofosforan; DTT — ditiotreitol; GUS — P-glukuronida- 
za; G-6-P — glukozo-6-fosforan; karboksy-P — karbok- 
syfosforan; LH CP — ligh t h a rvestin g  ch lo ro p h yll a /b  b ind ing  
p ro te in  co m p lex :  MA — jabłczan; O AA — szczawiooctan; PA
— pirogronian; PEP — fosfoenolopirogronian; PEPC — kar- 
boksylaza fosfoenolopirogronianu; Pi — nieorganiczny 
ortofosforan; Rubisco — karboksylaza/oksygenaza rybulo- 
zo-l,5-bisfosforanu; RUBP — rybulozo-l,5-bisfosforan; Vm
— szybkość maksymalna reakcji enzymatycznej.
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I . Wprowadzenie

Karboksylaza fosfoenolopirogronianu (EC 4.1.1.31; 
PEPC ) katalizuje praktycznie nieodw racalną reakcję 
(3-karboksylacji fosfoenolopirogronianu w obecności 
dwuwęglanu, w wyniku której powstają szczawiooctan 
i nieorganiczny fosforan. Enzym ten został odkryty 
w 1953 roku [1] i od tego czasu jest przedm iotem  
licznych badań. Prace te doprowadziły do stwierdzenia 
obecności różnych izoform karboksylazy fosfoenolopi
rogronianu, biorących udział w różnych procesach na 
terenie kom órki. W szystkie izoformy P E PC  są zlokali
zowane w kom órkach na terenie cytoplazmy, lecz 
wykazują różną specyficzność tkankow ą i funkcjonal
ną [2-4]. Enzym ten występuje u roślin wyższych, 
glonów i Eubacteriae. Nie stw ierdzono natom iast jego 
obecności u zwierząt i grzybów, u których reakcję 
karboksylacji fosfoenolopirogronianu katalizuje jedy
nie karboksykinaza fosfoenolopirogronianu (EC 
4.1.1.32) [5, 6].

O statni poświęcony karboksylazie fosfoenolopiro
gronianu artykuł przeglądowy ukazał się w Postępach 
Biochemii dziesięć lat tem u [7]. O d tego czasu wiedza 
dotycząca tego enzymu znacznie się rozszerzyła, zwła
szcza jeśli chodzi o zagadnienia związane z jego 
regulacją na poziom ach transkrypcyjnym  i potrans- 
lacyjnym. Te właśnie problem y om ówione będą w ni
niejszym artykule na przykładzie fotosyntetycznej izo
formy karboksylazy fosfoenolopirogronianu z roślin 
C4 i CAM. Ta izoforma wzbudzała od początku 
największe zainteresowanie badaczy, jako  kluczowy 
enzym odpowiedzialny za pierwotne włączanie dw u
tlenku węgla w fotosyntezie typu C4. Zainteresow any 
czytelnik może sięgnąć również po inne opublikowane 
w ostatnich dziesięciu latach artykuły źródłowe i prze
glądowe dotyczące karboksylazy fosfoenolopirogro
nianu —  jej struktury  i regulacji [8- 11], izoform i ich 
funkcji fizjologicznych w kom órkach [ 12, 13], m echa
nizmu i kinetyki katalizow anej reakcji [14, 15] oraz 
ewolucji na poziomie m olekularnym  [ 6, 16].

II. Funkcje fizjologiczne

Karboksylaza fosfoenolopirogronianu pełni funkcję 
anaplerotyczną. Cykl K rebsa oprócz dostarczania 
protonów  i elektronów dla łańcucha oddechowego 
w procesie oddychania jest również źródłem pod
stawowych akceptorów  am oniaku dla reakcji jego 
włączania do związków organicznych. W syntetyzują
cej kom órce ma więc miejsce ciągły odpływ produktów  
pośrednich cyklu Krebsa, a ich poziom musi być 
uzupełniany na drodze karboksylacji produktów  gli
kolizy: pirogronianu z udziałem karboksylazy piro- 
gronianowej (EC 6.4.1.1) i dehydrogenazy jabłczano- 
wej dekarboksylującej (EC 1.1.1.40) lub fosfoenolopi
rogronianu z udziałem karboksylazy fosfoenolopiro
gronianu (EC 4.1.1.31) i karboksykinazy fosfoenolopi
rogronianu (EC 4.1.1.32) [17]. Funkcja anaplerotycz-

na karboksylazy fosfoenolopirogronianu jest szczegól
nie istotna w takich stadiach rozwojowych rośliny, 
w których intensywność reakcji anabolicznych jest 
nasilona, a więc w trakcie dojrzewania owoców [18], 
dojrzewania i kiełkowania nasion [19-21], oddziały
wania między słupkiem i kiełkującą łagiewką pyłkową 
[22] a także w czasie symbiotycznego włączania azotu 
atmosferycznego w brodaw kach korzeniowych roślin 
m otylkowych [23-25].

PEPC  bierze udział w regulacji pH w ewnątrzkom ór
kowego współdziałając z dehydrogenazą jabłczanow ą 
zależną od N A D + i dehydrogenazą jabłczanow ą dekar- 
boksylującą zależną od N A D P + [26, 27]. Ten ostatni 
enzym oraz PE PC  m ają różne optim a pH (dla PEPC  
jest ono wyższe), w zależności od wahań pH  cytoplaz
my urucham iane są więc na przem ian aktywność 
karboksylująca P E PC  lub dekarboksylująca dehy
drogenazy jabłczanowej, co powoduje akum ulację lub 
degradację kwasów dwukarboksylowych i odpow ied
nio spadek lub wzrost pH cytoplazmy.

K arboksylaza fosfoenolopirogronianu pozwala 
utrzym ać równowagę jonow ą kom órek w czasie pobie
rania i transportu  kationów. Klasycznym tego przy
kładem  jest synteza jabłczanu ze szczawiooctanu w ko
m órkach szparkowych, towarzysząca napływowi jo 
nów potasu z otaczających kom órek epiderm y w czasie 
otw ierania aparatów  szparkowych [28, 29].

U roślin typu C4 i CAM  karboksylaza fosfoenolopi
rogronianu katalizuje reakcję pierw otnego wiązania 
dw utlenku węgla w procesie fotosyntezy (izoforma 
fotosyntetyczna PEPC ) [31, 31]. U tych roślin pierw
szym akceptorem  C 0 2 jest PE P, który po karbo 
ksylacji daje szczawiooctan, związek niestabilny, który 
jest natychm iast m etabolizowany do jabłczanu lub 
asparaginianu. Związki te są transportow ane do ko
m órek pochwy okołowiązkowej. Tam ulegają one 
dekarboksylacji, dostarczając C 0 2 do cyklu Calvina 
(Ryc. 1).

Fotosynteza typu C4 charakteryzuje się rozdziałem 
czasowo-przestrzennym  poszczególnych etapów . Roz
dział przestrzenny, oparty na wiązkowej budowie liści,

Ryc. 1. Schemat wiązania C 0 2 u roślin C4 i CAM.
1, anhydraza węglanowa; 2, karboksylaza fosfoenolopirog
ronianu; 3, dehydrogenaza jabłczanow a zależna od 
N A D P  + ; 4, am inotransferaza asparaginianow a; 5, dehyd
rogenaza jabłczanow a dekarboksylująca zależna od 
N A D P +; 6, karboksykinaza fosfoenolopirogronianu zależ
na od ATP; 7, dehydrogenaza jabłczanow a zależna od 
NA D + ; 8, dehydrogenaza jabłczanow a dekarboksylująca 
zależna od N A D  + ; 9, karboksylaza/oksygenaza rybulo- 
zo-l,5-bisfosforanu.
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polega na tym, że synteza szczawiooctanu ma miejsce 
na terenie kom órek mezofilu, natom iast karboksylacja 
RU BP i pozostałe reakcje cyklu Calvina zachodzą 
w kom órkach  pochwy okołowiązkowej. N atom iast 
w tkankach  roślin gruboszow atych te same procesy 
m etaboliczne są rozdzielone w czasie. Karboksylacja 
PE P i grom adzenie kwasów dwuwęglowych (zwłasz
cza jabłczanu) zachodzą podczas nocy, zaś w ciągu 
dnia zachodzi dekarboksylacja nagrom adzonego jab ł
czanu, dostarczając C 0 2 do cyklu Calvina. Ten rodzaj 
fotosyntezy wym aga specjalizacji organów  i kom órek 
na poziom ie anatom icznym  i funkcjonalnym  [32], 
ciągłego transportu  m etabolitów  fotosyntetycznych 
[27] oraz bardzo skom plikow anych mechanizmów 
regulacji enzymów [33].

III. Struktura cząsteczki karboksylazy fosfo- 
enolopirogronianu

G eneralnie uważa się, że u roślin karboksylaza 
fosfoenolopirogronianu jest hom otetram erem  o masie 
m olekularnej poszczególnych podjednostek około 110 
kD a [ 8], niemniej jednak in vitro stwierdza się obec
ność również innych form strukturalnych enzymu. 
Dzięki technice elektroforezy w żelu denaturującym  
zaobserw ow ano formy dimeryczne, trimeryczne, tet- 
ram eryczne a także m onom ery [34, 35]. Tetram ery są 
form ą najczęściej obserwowaną, wykazują większą 
aktyw ność niż dimery, m onom ery natom iast są nieak
tywne [36-39].

Teoretycznie występują dwie możliwości organizacji 
przestrzennej podjednostek tetram eru: pseudo-tetra- 
edr [35] lub kw adrat [34], Rzeczywista struktura 
przestrzenna tetram eru nie jest jeszcze znana, zbadanie 
jej um ożliwią, podejm owane obecnie w różnych labo
ra to riach  dośw iadczenia z użyciem techniki dyfrakcji 
prom ieni Roentgena na kryształach PE PC  hodow a
nych in vitro.

S tru k tu ra  czw artorzędow a enzymu stabilizowana 
jest dzięki obecności reszt cysteinowych i histydyno- 
wych [40]. Związki chemiczne reagujące z tiolami 
i h istydyną ham ują aktyw ność PE PC  i pow odują 
dysocjację tetram eru  do dimeru, a następnie do m ono
meru. P E P  i M g2+ chronią enzym przed dysocjacją, 
w iążąc się z resztą histydynową. Nie obserwuje się 
ścisłej stechiom etrii pomiędzy konwersją dim eru do 
tetram eru  (k tórą m ożna uzyskać działając hydroksyla- 
m iną i D TT) a wzrostem aktywności enzymu [36], 
Z m iana struk tu ry  czwartorzędowej białka wiąże się 
najpraw dopodobniej z m odyfikacją konformacji po
szczególnych podjednostek, k tó ra m a wpływ na właś
ciwości miejsca aktywnego [35, 36]. Także inne czyn
niki, takie jak  stężenie enzymu, pH, siła jonow a, 
tem peratura, obecność oraz stężenie glicerolu i efek- 
torów  m etabolicznych m ogą in vitro zmieniać stopień 
oligomeryzacji P E PC  [34-37, 39, 41, 42].

IV. Parametry kinetyczne

W optym alnym  pH (pH 8-8,5) krzywa nasycenia 
fosfoenolopirogronianem  przyjmuje kształt hiperboli 
typowej dla modelu M ichaelisa-M enten z wartością 
Km około 1 mM. D la niższych wartości pH (pH 7) 
krzywa przybiera kształt sigmoidalny, a wartość Km 
dla substratu  w zrasta [5, 43], U zbadanych do tej pory 
roślin C4 (sorgo, kukurydza, trzcina cukrowa) stężenia 
fizjologiczne P E P  (około 3 mM) nie wysycają enzymu 
w w arunkach pH fizjologicznego. U roślin C3 wartości 
Km dla P E P  są niższe niż dla roślin C4 [1, 44, 45].

K arboksylaza fosfoenolopirogronianu do działania 
wymaga obecności jonu  dwuwartościowego. Rolę tę in 
vivo pełni najpraw dopodobniej magnez. In  vitro b a r
dzo dobrym  kofaktorem  jest m angan, zaś nieco mniej 
efektywnym —  kobalt [ 8]. N atom iast wapń, cynk i rtęć 
ham ują aktywność PE PC  [46, 47].

Rola jonów  magnezu w katalizie nie jest jeszcze 
w pełni poznana. W ydaje się [48, 49], że jon  metalu 
dwuwartościowego ułatwia łączenie się substratu  z en
zymem poprzez tworzenie potrójnego kom pleksu „en- 
zym -m etal-PEP”. Jony magnezu i m anganu mogą 
wiązać się z PE PC  nawet pod nieobecność P E P  [49,
50]. Kom pleks m etal-PE P uważany jest za substrat 
aktywny [47, 51, 52]. M imo że doświadczenia nad 
chemiczną modyfikacją PE PC  wskazują, że magnez 
nie jest konieczny do wiązania PE P, w jego obecności 
powinowactwo enzymu do tego substratu  jest znacznie 
wyższe [ 8]. Drugim  substratem  enzymu jest jon  
H C O 3 [48], D la PE PC  z liści kukurydzy wartość Km 
dla dwuwęglanu wynosi 20 mM przy pH 7 [43], 100 
mM  przy pH 8 i 160 mM  przy pH 9,5 [5].

Aktywność PE PC  zależy od pH, którego optim um  
wynosi około 8-8,5 [5, 38]. Pomiędzy pH 7 i 8 aktyw 
ność PEPC  silnie wzrasta oraz zmianie ulegają p ara
metry kinetyczne enzymu. W szczególności, pow ino
wactwo PE PC  otrzymanej z liści kukurydzy do P E P  
i M g2+ wzrasta pomiędzy pH 7,5 i 8,5, zmniejsza się 
natom iast dla wartości pH niższych niż 7,5 i wyższych 
niż 9,5. Podobnie Km dla dwuwęglanu w zrasta wraz ze 
wzrostem pH (patrz wyżej). W rażliwość na efektory 
allosteryczne (jabłczan, glukozo-6-fosforan) również 
w dużym stopniu zależy od pH —  w zrasta ona wraz ze 
spadkiem  pH [47],

U sorgo, kukurydzy i prosa tem peratury optym alne 
dla PEPC  wynoszą odpowiednio 42,39 i 38°C. Dziesię- 
ciom inutow a inkubacja PE PC  in vitro w buforze bez 
regulatorów  allosterycznych w tem peraturze 50°C 
powoduje zupełną inaktywację enzymu u tych roślin 
[53]. Inkubacja w obecności asparaginianu, jabłczanu 
lub szczawiooctanu chroni enzym przed termiczną 
denaturacją, co pozwala na jego działanie w tem 
peraturach dochodzących do 55°C [54], Tę właściwość 
PE PC  uważa się za jedną z cech związanych z ad ap ta
cją roślin C4 do klim atu suchego i gorącego.

Po inkubacji w niskich tem peraturach (0-4°C) ak 
tywność PE PC  roślin C4 obniża się znacznie i para
metry kinetyczne ulegają zmianie. Zm iany te m ożna 
wiązać z mniejszą lub większą dysocjacją enzymu na
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podjednostki. Inaktyw acja P E PC  jest tym większa im 
wyższe jest pH roztw oru inkubacyjnego i im bardziej 
rozcieńczony jest enzym w roztworze. Obecność PE P  
chroni enzym przed inaktywacją [55].

V. Mechanizm reakcji

Reakcja (J-karboksylacji fosfoenolopirogronianu 
katalizow ana przez P E PC  jest silnie egzoergiczna, 
a więc praktycznie nieodw racalna [5, 13, 47, 56]. N a 
podstawie doświadczeń z użyciem izotopu tlenu 1 sO, 
początkow o wnioskowano, że proces karboksylacji 
przebiega jednoetapow o [48]. Późniejsze badania [47, 
57, 58] dowiodły, że karboksylacja zachodzi w dwóch 
etapach. Substraty i M g2 + przyłączają się do enzymu 
w kolejności: M g2+, PEP, H C O ^. Najpierw  tworzone 
są karboksyfosforan i stabilizowany magnezem enolo- 
pirogronian. K arboksyfosforan rozpada się następnie 
na związany z enzymem C 0 2 i nieorganiczny fosforan. 
Cząsteczka C 0 2 reaguje z enolopirogronianem  tw o
rząc szczawiooctan (Ryc. 2). Po zakończeniu tego 
cyklu przem ian szczawiooctan i Pi są uwalniane przez 
enzym.

S truktura miejsca aktywnego enzymu została usta
lona dzięki modyfikacjom chemicznym białka. N a 
przykład, fosforan pirydoksalu (PLP) ham uje aktyw 
ność P E P C  z liści kukurydzy, przyłączając się do reszty 
lizynowej. Lizyna stanowi więc praw dopodobnie część 
miejsca katalitycznego enzymu, ponieważ zarówno 
fosfoenolopirogronian jak  i magnez chronią go przed 
ham ującym  wpływem PLP. Co więcej, analiza widm 
karboksylazy fosfoenolopirogronianu fotoutlenionej 
w obecności fosforanu pirydoksalu pokazała, że his- 
tydyna i arginina stanowią również część miejsca 
aktywnego [40, 59],

Obserwacje te zostały potw ierdzone w dośw iad
czeniach ukierunkow anej m utagenezy [60] i analizy 
sekwencji aminokwasowej PE PC  z różnych roślin [10, 
61]. Stw ierdzono obecność konserwatywnych domen. 
W szczególności motywy: «VfTAHPT» (aminokwasy 
pisane wielką literą są konserw atywne w 100%) z re
sztą histydynową, «Q qV M vG Y SD SgK D aG » z resztą 
lizynową i fragment «F H G R G G tvG R G G gP » bogaty 
w reszty glicynowe, wchodzą w skład miejsca aktyw 
nego P E PC  [59, 62] położonego na C-końcu enzymu.

G rupy tiolowe m ają istotny wpływ na aktywność 
PEPC . Powyżej om ów iono już związek reszt -SH ze 
struk tu rą  czwartorzędową białka. Reszty te występują 
też praw dopodobnie bezpośrednio w miejscu aktyw 
nym enzymu. Inkubacja oczyszczonej P E PC  z liści 
kukurydzy w obecności reduktora (DTT), pow odow a
ła dw ukrotne zwiększenie aktywności katalitycznej 
bez zm iany stałych katalitycznych [63]. Odm ienne 
obserwacje poczynili C hardot i W edding [64], którzy 
stwierdzili zmniejszenie K m PEP dla PE PC  aktyw ow a
nej ditiotreitolem . Wpływ tego związku nie jest więc 
zupełnie jasny. Chlorek miedzi (CuCl2) ham uje aktyw 
ność enzymu [63, 65], nie zmieniając struktury  czwar-

poT 
I 30 O'
1 9 I

HCO3  + CH2 = C -C 0 2  H 0 2 C - 0 - P 0 f  +  CH2  =  C - C 0 2  *==*

PEP karboksy-P enolan

O' o
HP02- +  C 0 2  + CH2  = C -C 0 2  — * ‘0 2 C -C H 2 - C - C 0 2  +  HPO4

OAA

Ryc. 2. M echanizm  karboksylacji fosfoenolopirogronianu przez 
karboksylazę fosfoenolopirogronianu.

torzędowej [36]. D ane te wskazują, że reszty cys
ternowe biorą udział w wiązaniu substratów  z en
zymem.

VI. Regulacja aktywności fotosyntetycznej 
izoformy karboksylazy fosfoenolopiro
gronianu

VI-1. Regulacja na poziomie metabolicznym

Dla P E PC  optym alne pH wynosi około 8, pH 
kom órki roślinnej (7-7,5) jest więc suboptym ałne dla 
enzymu. Powoduje to dużą wrażliwość P E P C  na 
regulację metaboliczną.

Aktywność PE PC  jest regulow ana przez m etabolity 
fotosyntetyczne. W w arunkach pH fizjologicznego 
jabłczan, asparaginian i pośredniki cyklu K rebsa po
wodują ham owanie enzymu. Jabłczan może wiązać się 
z tetram erem  PE PC  kooperatywnie, pow odując ha
mowanie kompetycyjne. [ 8, 66, 67]. A ktyw atoram i 
allosterycznymi PE PC  i antagonistam i jabłczanu są 
natom iast fosforany cukrów, jak  na przykład glukozo- 
-6-fosforan, fruk tozo-1,6-bisfosforan czy fosforan dihy- 
droksyacetonu [ 8,10, 69,69]. G -6-P  zwiększa pow ino
wactwo PE PC  do fosfoenolopirogronianu i zmienia 
krzywą zależności od stężenia P E P  z sigmoidalnej na 
hiperbolę typow ą dła rów nania M ichaelisa-M enten 
[70]. Jedynie u roślin C4 jednoliścien- 
nych, dodatkow o funkcję ak tyw atora P E PC  pełni 
glicyna. Zwiększa ona Vm enzymu, nie zm ieniając 
K m PEP [71, 72],

VI-2. Regulacja kowalencyjna poprzez proces 
fosforylacji

W kom órkach Eucaryota karboksylaza fosfoenolo
pirogronianu ulega odwracalnej fosforylacji, katalizo 
wanej przez kinazę PEPC , której aktyw ność jest 
stym ulow ana w świetle. Ta m odyfikacja potranslacyj- 
na jest drugim  sposobem  regulacji aktywności P E P C  
obok kontroli metabolicznej.

Pierwsze doniesienia dotyczące fosforylacji P E P C  
dotyczyły roślin typu CAM. Cechą podstaw ow ą 
PE PC  u roślin CAM jest rytm  dobowy, według 
którego zmieniają się jej właściwości enzymatyczne,
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w szczególności K m PEP i Ki dla jabłczanu oraz aktyw 
ność katalityczna. U roślin CAM , wiązanie dwutlenku 
węgla zachodzi nocą, kiedy to aktywność PE PC  jest 
bardzo wysoka a wrażliwość na ham owanie przez 
jabłczan stosunkow o niska. Istnieją więc dwa stany 
fizjologiczne PEPC -C A M : stan «nocny» o niskim 
K m PEP i wysokim  Ki dla jabłczanu (3 mM ) oraz 
«dzienny» o wysokim K m PEP i niskim Ki (0,3 mM) 
[73-75]. Z nakow anie enzymu z liści Bryophyllum fedts- 
chenkoi i Kalanchoe daigremontiana in vitro za pom ocą 
izotopu fosforu 32P, wykazało że wyłącznie forma 
«nocna» enzym u ulega fosforylacji [74, 76, 77]. Stan 
ufosforylowania enzymu jest więc skorelow any z jego 
aktywnością.

Proces odw racalnej fosforylacji P E PC  występuje 
również u roślin C4 [78-80]. Aktywność katalityczna 
i w artość Ki dla jabłczanu są wyższe w okresie 
wiązania C 0 2, czyli w czasie dnia. O dpow iada to 
stanowi ufosforylowania PEPC . W ciemności, PE PC  
podlega defosforylacji przy udziale na razie nie ziden
tyfikowanej fosfatazy białkowej. Proces ten powoduje 
u tratę  aktyw ności przez enzym. U kukurydzy i sorga 
fosforylacja in vitro nieufosforylowanej P E PC  z uży
ciem fosforu 32P pozwoliły umiejscowić dom enę ulega
jącą fosforylacji w N -końcu enzymu [78, 80-84]. 
Sekwencja am inokw asow a tej dom eny jest następują
ca: «R H H SID A Q L », co odpow iada serynie num er 
8 i 15 odpow iednio u sorga i kukurydzy.

Biosynteza P E P C  typu C4 z sorga w kom órkach 
Escherichia coli, wyniki badań z użyciem ukierun
kowanej m utagenezy oraz modyfikacje chemiczne czą
steczki (karboksym etylacja i karboksyam idom etylacja 
chim erycznego białka) wykazały, że fosforylacja wpły
wa na właściwości P E PC  poprzez wprow adzenie ła
dunku ujem nego w pozycji 8 [85, 86]. Reakcja fos
forylacji jest stosunkow o wolna (około 90 min) i tow a
rzyszy jej synteza kinazy P E PC  zależnej od światła [78, 
82, 87, 88].

VI-3. Regulacja poprzez zmianę konformacji

U w aża się że, przynajmniej u roślin gruboszowa- 
tych, m odyfikacje struktury  czwartorzędowej mogą 
zm ieniać własności funkcjonalne P E PC  w rytmie 
dobowym . Aktywność P E PC  izolowanej z liści Cras- 
sula argentea jest regulow ana poprzez dysocjację tet- 
ram eru (form a «dzienna» o niskiej aktywności) do 
dim eru (form a «nocna» wysoce aktywna) [89-91].

U kukurydzy, substraty enzymu (PEP, magnez 
i dwuwęglan) oraz ak tyw ator allosteryczny G -6-P 
stabilizują te tram er i chronią go przed dysocjacją. 
Z kolei jab łczan  ma wpływ odw rotny —  faworyzuje 
dysocjację [39, 92, 93]. Wpływ struk tury  czw artorzę
dowej na funkcjonow anie P E PC  u roślin C3 i C4 nie 
jest jednak  zupełnie jasny, gdyż niektórzy autorzy 
sugerują, że niezależnie od struktury  czwartorzędowej, 
wyłącznie fosforylacja jest odpow iedzialna za zmiany 
aktyw ności enzym u [37, 94].

VII. Regulacja transkrypcji genów kodujących 
karboksylazę fosfoenolopirogronianu

U bakterii gen kodujący karboksylazę fosfoenolopi
rogronianu jest obecny w genomie w formie pojedyn
czej kopii. U Eucaryota PE PC  jest kodow ana przez 
rodzinę genów [6, 95, 96]. U sorga sklonow ano 
i zsekwencjonowano trzy geny kodujące PE PC  [61,97, 
98]. Geny te nazw ano SvC3, SvC4 i SvC3RL  Nazwy 
odpow iadają profilom ekspresji: «Sv» oznacza Sorg
hum vulgare, «RI» —  (ang. root inducible) ulegający 
ekspresji indukowanej w korzeniach, «C3» i «C4» 
oznaczają funkcję m etaboliczną kodowanej izoformy.

Ekspresję tych trzech genów badano przy pomocy 
hybrydyzacji RNA wyizolowanego z różnych organów  
roślin ze znakowanym i radioaktyw nym  fosforem frag
m entam i niekodujących fragmentów 3’ klonów geno
mowych. W wyniku dodatkow ych doświadczeń tran s
krypcji in vitro z użyciem jąder kom órkow ych wyizolo
wanych z liści oraz hybrydyzacji wytworzonego zna
kowanego m RNA z sondą specyficzną, wykazano, że 
gen ScC3 jest genem konstytutyw nym , ulegającym 
ekspresji na niskim poziomie we wszystkich organach 
rośliny. Ekspresję genu SvC 3RI obserwowano we 
wszystkich organach rośliny, na terenie korzeni była 
ona stym ulow ana jonam i N H 4 [72, 99]. Gen SvC4 
ulega ekspresji wyłącznie w kom órkach mezofilu liści. 
Jego transkrypcja jest uzależniona od światła i k o n t
rolow ana przez fitochrom  [99,100]. Ilość mRNA genu 
SvC4 zmienia się też w rytmie dobowym  [101] i zależy 
od rodzaju źródła azotu (jony azotanow e lub am ono
we) w pożywce [72],

Ekspresja genów kodujących PE PC  u sorga zależ
na jest więc od licznych bodźców zewnętrznych (świa
tło, źródło azotu) oraz wewnętrznych (fitochrom, spe
cyfika kom órkowa). Badania mechanizmów regula
cyjnych kontrolujących transkrypcję wymagają zna
jom ości struktury  i funkcjonow ania prom otorów  tych 
genów.

VIII. Mechanizmy regulacji transkrypcji genów 

VIII-1. Analiza struktury promotorów

Obecnie znamy sekwencje 20 różnych genów kodu
jących PE PC  [6]. Pomiędzy sekwencjami am inokwa- 
sowymi wyznaczonymi na podstawie sekwencji nuk- 
leotydowych występuje duży stopień homologii u róż
nych roślin. Pewne domeny, np. miejsce fosforylacji na 
N -końcu są hom ologiczne w 100%. N a poziomie 
struktury  białka nie m ożna więc wyjaśnić źródeł 
specyfiki ekspresji różnych izoform PEPC: C3, C4 
i CAM. Jednak w przeciwieństwie do białka oraz części 
kodującej genu, p rom otory  różnych genów kodują
cych PE PC  są bardzo różne i wykazują tylko nikły 
stopień homologii.

P rom otor genu SvC4 zawiera dom eny hom ologicz
ne z dom enam i występującymi w genie kodującym
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izoformę fotosyntetyczną P E PC  u kukurydzy oraz 
w regulowanych przez światło genach cab i rbcS 
kodujących odpowiednio białka systemu L H C P oraz 
m ałą podjednostkę Rubisco [102-104]. W ykazano, że 
sekwencja RS2 w prom otorze genu kodującego P E PC  
C4 u kukurydzy jest miejscem wiązania się dwóch 
białek jądrow ych M N F2a i M N F2b [105, 106]. Białko 
M N F2a jest praw dopodobnie represorem  transkrypcji 
tego genu w ciemności, gdyż jego obecność stwierdza 
się tylko w ekstraktach białkowych pochodzących 
z liści etiolowanych, nie wykryto go w liściach zielo
nych. Oprócz tego, u tej samej rośliny sklonow ano 
i zsekwencjonowano trzy białka M N B la, M N B lb  
i M NF1 wykazujące powinowactwo do sekwencji RS1 
(obecnej także w prom otorze genu SvC4 u sorga) 
[105-108]. cD N a białka M N B la  wykazuje homologię 
z białkam i H M G  (ang. high mobility group), białko 
M N B lb  nie jest hom ologiczne z żadnym  znanym  
białkiem. Sekwencja RS2 jest również miejscem wiąza
nia dla innego białka zwanego PEP1 [109]. Białko to 
występuje w ekstraktach z liści zielonych i nie stw ier
dzono jego obecności w liściach etiolowanych. M ógłby 
to być zatem aktyw ator ekspresji genu kodującego 
P E PC  C4 u kukurydzy.

Sekwencje zgodne RS1, RS2 i RS3 (wszystkie trzy 
obecne w prom otorach genów kodujących P E PC  C4 
u kukurydzy i sorga) [105] występują w regionie 
p rom otora bogatym  w zasady GC. Jednym  ze znanych 
m echanizmów regulacji ekspresji genów jest metylacja 
bogatych w G C  rejonów w obrębie ich prom otorów  
[110-113]. U kukurydzy występuje odw rotna korela
cja pomiędzy ilością względną m RNA dla PE PC  C4 
oraz poziomem metylacji fragm entu genom u zaw iera
jącego gen kodujący PE PC  C4 [114]. Demetylacja 
danego rejonu w prom otorze genu kodującego PE PC  
C4 u tej rośliny była skorelow ana z akum ulacją mRNA 
i białka PE PC  w kom órkach mezofilu liści [115]. 
Zważywszy na podobieństw o struktury  prom otorów , 
praw dopodobne wydaje się występowanie podobnego 
m echanizm u regulacji ekspresji genu SvC4 u sorga.

P rom otor genu SvC4 posiada też rejon bogaty 
w zasady AT (pomiędzy -425 a -500 parą zasad 
—  num eracja począwszy od miejsca startu  translacji). 
Sekwencje bogate w pary AT występują w p rom oto
rach genów rbcS i cab u groszku, gdzie są miejscem 
wiązania białka AT-1, które jest praw dopodobnie 
zaangażow ane w regulację transkrypcji tych genów 
przez światło [116]. W genie cab-ml u kukurydzy, 
sekwencja zgodna «AT-1» oddziałuje jako  element 
pozytywny lub negatywny w zależności od tkanki. 
W ydaje się, że bierze ona udział w represji genu 
w kom órkach pochwy okołowiązkowej i w aktywacji 
genu w kom órkach mezofilu [117].

W prom otorze genu kodującego PE PC  u Mesemb- 
ryanthemum crystallinum , rośliny u której m etabolizm  
CAM indukow any jest zasoleniem, występują dwie 
sekwencje bogate w pary AT. Sekwencje te są miejscem 
wiązania trzech białek P C T A -l,2 i 3 [118]. Ilość białka

PCTA-1 i jego zdolność do wiązania się z DNA 
w ekstraktach z roślin poddanych stresowi są skorelo
wane ze wzrostem poziom u transkrypcji genu ppcl 
w trakcie trw ania stresu. Kom pleks DNA-PCAT-2 
obserwuje się natom iast wyłącznie w ekstraktach bia
łek jądrow ych z korzeni lub liści roślin kontrolnych. 
W obu tych przypadkach poziom transkrypcji badane
go genu jest bardzo niski w porów naniu z poziomem 
transkrypcji w liściach roślin poddanych stresowi 
[119]. Zależność ta sugeruje, że białko PCAT-2 może 
być represorem  ekspresji genu ppcl.

Rola sekwencji bogatych w pary AT w regulacji 
ekspresji genów u roślin nie jest do tej pory jasna. 
W ydaje się, że m ogą one odgrywać bądź rolę pozytyw
ną [118, 120-123], bądź negatywną [116, 118, 124] 
w zależności od badanego przypadku.

Gen SvC4 u sorga ulega transkrypcji wyłącznie 
w kom órkach mezofilu. U kukurydzy zidentyfikowano 
do tej pory dwie sekwencje odpowiedzialne za ekspre
sję tkankow o specyficzną genów kodujących dikinazę 
p irogronian-ortofosforan(PPD K ) [125] oraz genu cab 
[117]. Sekwencja kom plem entarna do miejsca w iąza
nia białka regulatorowego w prom otorze genu PPDK  
(«CTCCAT») wykazuje wysoką hom ologię do sekwen
cji zgodnych z prom otorów  genów kodujących PE PC  
C4 («CTCCACAT»).

YTII-2. Analiza funkcjonalna

Analizę funkcjonalną prom otorów  przeprowadza 
się poprzez badanie roślin transgenicznych oraz d o 
świadczenia ekspresji przejściowej genów reportero- 
wych pod kontro lą  badanych prom otorów .

VIII-2-l. Rośliny transgeniczne

W prowadzanie nowych genów do genomu roślin 
jednoliściennych sprawia duże kłopoty ze względu na 
brak efektywnej techniki wprow adzenia DNA trans- 
genu do kom órki oraz regeneracji roślin. Rośliny 
jednoliścienne są mało wrażliwe na zakażanie przez 
Agrobacterium. W tym przypadku stosuje się więc 
elektroporację lub transform ację przy użyciu glikolu 
polietylenowego protoplastów  kom órek roślinnych 
oraz bom bardow anie organów  i tkanek przy pom ocy 
cząsteczek pokrytych przenoszonym  DNA. Chociaż 
techniki te zaowocowały otrzym aniem  płodnych roślin 
kukurydzy i ryżu, otrzym ywanie jednoliściennych roś
lin transgenicznych nie jest jeszcze czynnością ru tyno
wą [126-128],

Ekspresja genów roślin C4 w systemie C3 napotyka 
na trudności spow odow ane odm iennością m echaniz
mów wycinania intronów  genów roślin jednoliścien
nych u roślin dwuliściennych oraz regulacji stabilnoś
ci mRNA. Pom im o występowania tych problem ów 
wykorzystując system heterologiczny otrzym ano kilka 
interesujących danych. Gen SvC4 z sorga ulega 
ekspresji w liściach transgenicznego tytoniu, nie ulega 
natom iast ekspresji w korzeniach, co może sugerować,
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I że region 5’ p rom otora tego genu długości 2,4 kb 
wprow adzony razem z DNA regionu kodującego 
jest w stanie prowadzić ekspresję tkankowo-specy- 
ficzną [129].

P rom otor genu PE PC  C4 kukurydzy jest aktywny 
w transgenicznym  tytoniu [130-131]. Aktywność 
transkrypcyjna jest wyższa w liściach niż w korzeniach, 
co wskazuje, że p rom otor typu C4 wystarcza dla 
ekspresji tkankow o specyficznej w liściach.

Prom otory  dwóch karboksylaz (PE PC  i Rubisco) 
kontro lu ją ekspresję zależną od światła i specyficzną 
dla kom órek mezofilu liści, genu reporterow ego GU S 
u rośliny C3 ryżu [132]. Te doświadczenia pokazują, że 
systemy regulacji, kontrolujące ekspresję tkankow o- 
-specyficzną i zależną od światła genów kodujących 
PE PC  i Rubisco, są te same u roślin C4 i C3.

VIII-2-2. Ekspresja przejściowa

Doświadczenia ekspresji przejściowej kasety eks
presyjnej złożonej z p rom otora  genu kodującego 
PE PC  C4 kukurydzy i genu reporterow ego GU S 
w protoplastach wykazały, że p rom otor ten zapewnia 
poziom  ekspresji porównyw alny z prom otorem  genu 
kodującego 35S RNA wirusa mozaiki kalafiora [133]. 
Analiza delecji i m utageneza różnych fragmentów 
prom otora  genu PE PC  C4 wykazały, że fragment 
długości około 200 par zasad, zawierający sekwencje 
nukleotydow e TATA, CAAT i RS2 wystarcza do 
wysokiej ekspresji.

Ekspresja wszystkich trzech genów kodujących 
PE PC  u kukurydzy (pepcZm l —  typ C4, pepcZm2a 
i pepcZm2b  —  typy niefotosyntetyczne) wykazuje 
specyficzność tkankow ą. Pom im o tego w systemie 
ekspresji przejściowej w protoplastach mezofilu liści, 
aktyw ność genu pepcZm l jest konstytutyw na i nie
wrażliwa na światło. W przeciwieństwie do p rom oto
rów pozostałych genów regulow anych przez światło 
u kukurydzy (RbcS , cab) [103, 134], kiedy to obser
wowano natychm iastow ą odpowiedź na światło, in
dukcja genu kodującego PE PC  C4, jest praw dopodob
nie zw iązana ze zależnymi od światła zm ianam i mor- 
fogenetycznymi, zachodzącym i w przeciągu długiego 
czasu. Tak więc, przynajmniej u kukurydzy, światło 
wyzwalające ekspresję różnych genów fotosyntetycz- 
nych w czasie zielenienia roślin działa na co najmniej 
dwóch niezależnych drogach przewodzenia sygnału.

Podobne wyniki otrzym ano techniką bom bardow a
nia tkanek za pom ocą DNA. Stwierdzono, że fragment 
p rom oto ra  genu SvC4 długości 600 par zasad jest 
wystarczający do ekspresji tkankowospecyficznej 
w kom órkach mezofilu liści u sorga [72], Te doniesie
nia są w zgodzie z wynikami doświadczeń w ykazują
cych, że fragment długości 510 par zasad prom otora 
genu kodującego PE PC  C4 u kukurydzy, zawierający 
trzy kopie sekwencji RS2, jest konieczny i w ystar
czający dla wydajnej ekspresji genu reporterowego 
G U S w liściach [109].

Biorąc pod uwagę wszystkie powyższe wyniki anali-

v— °-P
G-6-P (+)1y ^ %

[ PEPQJ  MA (-)

Ryc. 3. Schemat regulacji przez św iatło ekspresji izoformy fotosyn- 
tetycznej karboksylazy fosfoenolopirogronianu.

zy funkcjonalnej prom otorów  genów kodujących 
P E PC  C4 m ożna stwierdzić, że przynajmniej w części, 
inform acja w arunkująca specyficzną regulację tych 
genów znajduje się w części proksym alnej ich prom o
torów. Obecność sekwencji homologicznych w prom o
torach genów kodujących P E PC  C4 u różnych gatun
ków roślin oraz w innych genach regulowanych przez 
światło sugeruje, że odgrywają one pewną rolę w regu
lacji transkrypcji. P raw dopodobnie sekwencje te są 
miejscem wiązania się czynników transkrypcyjnych. 
O ddziaływ anie pomiędzy czynnikami transkrypcyjny- 
mi i prom otorem  genu jest w istocie etapem  końcowym 
całego ciągu elementów łańcucha przekazu sygnału 
świetlnego, który kontroluje aktywność genów od 
niego zależnych.

Podsum ow ując m ożna stwierdzić, że światło jest 
nadrzędnym  czynnikiem regulującym ekspresję izofor
my fotosyntetycznej karboksylazy fosfoenolopirogro
nianu na kilku poziom ach (Ryc. 3). N a poziomie 
transkrypcyjnym  światło aktywuje transkrypcję genu 
kodującego PE PC  C4, natom iast na poziomie potran- 
slacyjnym, poprzez m etabolity fotosyntetyczne oraz 
proces odwracalnej fosforylacji, reguluje aktywność 
katalityczną białka. Równie złożony system kontroli 
zapewnia sprawne funkcjonow anie w zmiennych w a
runkach środowiskowych tego kluczowego dla foto
syntezy typu C4 enzymu.
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KOMUNIKATY

Komunikaty Zarządu Głównego Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego

NAGRODY

W  konkursie o nagrodę im. Jakuba Karola Parnasa laury przypadły zespołowi: Danuta Płochocka, 
Marek Wełnicki, Piotr Zielenkiewicz, Włodzimierz Ostoja-Zagórski z Instytutu Biochemii i Biofizyki w  War
szawie za publikację „Threedimensional model of the potyviral genome-linked protein”  ogłoszoną w  Proce- 
edings of the National Academy of Sciences of USA, 1996, 93, 12150-12154. Sponsorem nagrody jest 
Molecular Research Center z San Sineti, USA, za sprawą dr Piotra Chomczyńskiego.

W  konkursie o nagrodę im. Bolesława Skarżyńskiego laureatami zostali: mgr Bogdan Falkiewicz i prof. 
dr hab. chem. Bogdan Liberek z Zespołu Chemii Aminokwasów i Peptydów Uniwersytetu Gdańskiego. 
Nagrodzone prace: „Budow a i funkcja antygenów zgodności tkankowej (M HC) klasy I”  oraz „Budow a 
i funkcja antygenów zgodności tkankowej (M HC) klasy II" opublikowane zostały w  42 tomie „Postępów 
Biochemii" odpowiednio w  nr 1, 41-47 oraz w  nr 4, str 340-349 w  1996 r.

W  pierwszej edycji Konkursu Sekcji Kwasów Nukleinowych PTBioch i Firmy Sigma-Aldrich
nagroda przypadła zespołowi: Lucyna Woźniak, J. Pyzowski, Wojciech J. Stec z Centrum Badań Molekular
nych i Makromolekularnych w  Łodzi za publikację: „N ew  approach to the synthesis of oligo (nucleoside 
methane phosphonate)s" ogłoszoną w  J. Organie Chemistry 1996, 61, 879-881

Przyznano dwie równorzędne nagrody w  Konkursie im. Włodzimierza Mozołowskiego; otrzymali je: p. 
Magdalena Pęska za prezentację: „Współdziałanie (cross-talk) różnych dróg sygnałowych w  regulacji 
ekspresji genu dekarboksylazy ornitynowej (ODC) w  nerce mysiej" oraz p. Marcin Szmidt z Uniwersytetu 
Adama Mickiewicza w  Poznaniu za pracę „Ludzki homolog genu lethal (2)neighbour o f tid  Drosophila 
melanogaster jako nowy marker zmian now otw orow ych"

W  Konkursie im. Janiny Opieńskiej-Blauth nagrodę przyznano studentowi V roku (obecnie) Tomaszowi 
Wojciechowskiemu z Koła Naukowego przy Katedrze Biochemii AM w Gdańsku za prezentację „H is- 
tochemiczna metoda wykrywania produktów peroksydacji lip idów ".

Opłata członkowska PTBioch w 1998 r. wynosi 20 zł, 
a studencka — 7 zł

Prenumerata roczna „Postępów Biochemii": 
dla nie zrzeszonych w PTBioch 30 zł
dla członków PTBioch  15 zł
dla instytucji........................60 zł
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Roczny spis treści tom 43, nr 1, 2, 3, 4, 1997
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bakteriofaga ........................................................  5
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i struktura genomu w irusów Papilloma . . . .  18

Małgorzata Sidorkiewicz — „X ”  - ostatnia 
niewiadoma wirusa zapalenia wątroby typu B?
Gen X i produkty jego ekspresji...................... 25

Marek Jurgowiak, Ryszard Oliński —  Ok
sydacyjne uszkodzenia mitochondrialnego 
DNA związane z rozwojem stanów patologicz
nych i s ta rzen iem ............................................... 30

Beata Gubernator, Jarosław Króliczew- 
ski, Jacek Rybka, Andrzej Szczepaniak
— Białko Rieskego - składnik transmembrano- 
wych kompleksów cy toch rom ow ych ............  41

Iwona Fijałkowska —  Inhibitor białka C: 
jego właściwości, funkcje i znaczenie w  ukła
dzie równowagi hem osta tyczne j................... 51

Piotr Kuśnierczyk — Nobel nierychliwy, ale 
sprawiedliwy: odkrycie restrykcji MHC nagro
dzone po 22 latach (Nagroda Nobla w  dziedzi
nie fizjo logii lub medycyny w  roku 1996) . . 66

Krystyna Dzierzbicka, Magdalena Goz- 
dowska, Aleksander M. Kołodziejczyk
—  Synergistyczne efekty immunomodulato- 
rów typu muramylopeptydów i innych leków 
stosowanych wspólnie w  chemioterapii . . .  73

Andrzej Gindzieński, Krzysztof Zwierz
—  Episjalina - nowopoznany składnik glikoka- 
liksu i błony komórkowej komórek nabłon
kowych .................................................................  80

Piotr W idłak — W pływ uszkodzeń DNA na 
regulację cyklu kom órkow ego .........................  85

Anna Tobiasz, Teresa Żołądek —  System 
ubikw itynacji i jego rola u drożdży Saccharo
myces cerevisiae .................................................. 91

Iwona J. Fijałkowska, Piotr Jończyk
—  Koordynacja syntezy nici prowadzącej 
i opóźnionej DNA w  widełkach replikacyj- 
n y c h .......................................................................  98

Małgorzata Sidorkiewicz —  „X " ostatnia 
niewiadoma wirusa zapalenia wątroby typu B? 
Transaktywujące i onkogenne własności b ia ł
ka XHBV? ................................................................. 105

Joanna Bandorowicz-Pikuła, Sławom ir 
Pikuła — Wewnątrzkomórkowe białka w iążą
ce A T P .....................................................................111

Anna Moczarska —  Zmiany w  domenie 
regulatorowej g łówki miozyny obserwowane 
w  niektórych chorobach se rca ............................ 120

Andrzej A. Kasprzak —  Jak funkcjonuje 
m io z y n a ? ................................................................. 134

Renata Dąbrowska, Dariusz Stępkowski
—  Rola łańcuchów lekkich m io zyn y  143

Łukasz Humieniecki, Ryszard Słomski
—  Dystrofia m io ton iczna ..................................... 151

Ewa M. Koźma, Andrzej Głowacki, Krys
tyna Olczyk, Magdalena Jaźwiec —  Pro- 
teoglikany - struktura i fu n k c je ......................... 158

Julian Świerczyński, Zdzisław Kochan, 
Joanna Karbowska —  Geny otyłości . . .  174

Krystyna I. Wolska —  Terminacja transkryp
cji b a k te ry jn e j........................................................ 182

Grzegorz Ira —  Wyspy CpG — niezmetylo- 
wane odcinki DNA w  genach kręgowców . . 189

Karol Białkowski, Ryszard Oliński —  M e
tabolizm fosforanów 8 -o x o d G ............................ 199

Piotr Mucha, Agnieszka Szyk, Gotfryd  
Kupryszewski, Jan Barciszewski —  Elek
troforeza kapilarna: narzędzie analizy biomo- 
le k u ł...........................................................................208

M arta Miączyńska —  Funkcjonowanie 
GTPaz typu Rab/Ypt i ich białek eskortujących 
w regulacji transportu b ło n o w e g o ...................231
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Tomasz Hubert Zastawny — Oksydacyjne
uszkodzenia DNA - wolnorodnikowe m odyfi
kacje zasad i dezoksyrybozy............................... 238

Małgorzata Jungerman —  Ilościowa tech
nika PCR i jej zastosowanie w  molekularnej 
diagnostyce hem ato log iczne j............................250

Marek F ig lerow icz—  Rekombinacja gene
tyczna ( +  ) RNA w iru s ó w .................................. 257

Mirosława Z. Barciszewska —  Tektonika 
R N A ...........................................................................267

Elżbieta Rębas, Lilia Lachowicz —  Poza- 
genomowe działanie steroidów w  układzie 
n e rw o w y m .............................................................. 274

Joanna Bandorowicz-Pikuła, Sławom ir 
Pikuła —  Zaburzenia homeostazy miedzi są 
przyczyną groźnych chorób człowieka . . . .  281

Szecherezada Katarzyna Rydz —  Fotosyn- 
tetyczna izoforma karboksylazy fosfoenolopi- 
rogronianu - regulacja transkrypcyjna i potran- 
s la c y jn a .................................................................... 287

INNE

David Shugar — Profesor David Shugar
doktorem Honoris Causa Uniwersytetu  
W arszaw sk ieg o ............................................... 2

Wspomnienia — Zofia Lassota .................. 226

Wspomnienia — Karol T a y lo r ......................227

Kazimierz Zakrzewski — Zaproszenie do 
dyskusji —  List do R edakc ji............................  58

Piotr Laidler — Sprawozdanie z XXXII Zjaz
du Polskiego Towarzystwa Biochemicznego . 59

Komunikat Komisji S ło w n ic tw a  173

Grzegorz Bartosz —  Uczmy biochemii po
prawnie .................................................................... 216

S p ra w o zd an ia .....................................................218

Indeks autorów prac przeglądowych, tom 43, 
1997

B

B andorow icz-P ikuła  J —  Pracownia Biochemii L ip i
dów, Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii Do
świadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 
02-093 Warszawa
Barciszewska Z M  —  Instytut Chemii Bioorganicznej 
PAN, Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznań 
Barciszewski J —  Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, 
Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznań 
Białkowski K —  Katedra i Zakład Biochemii Klinicznej, 
Akademia Medyczna im. L. Rydygiera, ul. Karłowicza 24, 
80-092 Bydgoszcz
Bujarski JJ —  Plant molecular Biology Center and 
Department of Biological Sciences, Northern Illinois U ni
versity, DeKalb, IL 60115 USA

F

Fig lerow icz M  —  Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, 
Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznań 
Fijałkowska I —  Pracownia Biologii Molekularnej, Cen
trum M ikrobiologii i W irusologii PAN, ul. Lodowa 106, 
93-232 Łódź
Fijałkowska IJ —  Pracownia Mutagenezy i Reperacji 
DNA, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawińskiego 
5A, 02-106 Warszawa

G

D

D ąbrowska Renata —  Zakład Biochemii Mięśni, In 
stytut B iologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Dziabaszewska E —  Zakład Diagnostyki Patomorfolo- 
gicznej Narządów Płciowych IGiP AM, ul. Polna 33, 
60-535 Poznań
Dzierzbicka K —  Katedra Chemii Organicznej, Politech
nika Gdańska, ul. Narutowicza 11/12, 80-952 Gdańsk

Gindzieński A —  Zakład Chemii Ogólnej i Organicznej, 
Akademia Medyczna w  Białymstoku, ul. M ickiewicza 2, 
15-230 Białystok
G łow acki A —  Katedra i Zakład Chemii Klinicznej 
i Diagnostyki Laboratoryjnej, Śląska Akademia Medycz
na, ul. Jagiellońska 4, 41 -200 Sosnowiec 
Gozdowska M  —  Katedra Chemii Organicznej, Politech
nika Gdańska, ul. Narutowicza 11/12, 80-952 Gdańsk 
G ubernator B —  Uniwersytet Wrocławski, Instytut B io
chemii i Biologii Molekularnej, ul. Tamka 2, 50-137 
Wrocław
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H

H um iniecki Ł —  Zakład Genetyki Człowieka PAN, ul. 
Strzeszyńska 32, 60-479 Poznań i Imperial Cancer Rese
arch Fundation, Oxford University, John Radclife Hos
pital, Oxford OX 391, England

I

Ira G —  Pracownia Genetyki IBiOS, ul. Gagarina 9, 
87-100 Toruń

J

Jaźw iec  M  —  Oddział Urazowo-Ortopedyczny, Szpital 
Miejski nr 1, ul. Zegadłowicza 3, 41-200 Sosnowiec 
Jungerm an M  —  Zakład Genetyki Człowieka PAN, ul. 
Strzeszyńska 32, 60-479 Poznań
Ju rg o w iak  M  — dr, Katedra i Zakład Biochemii Klinicz
nej, Akademia Medyczna im. L. Rydygiera, ul. Karłowicza 
24, 80-092  Bydgoszcz

K

K arbow ska J —  Katedra i Zakład Biochemii Akademii 
Medycznej, Dębinki 1, 80-211 Gdańsk 
Kasprzak AA —  Centre de Rocherches de Biochchimie 
Macromoleculaire, Centre National de la Recherche 
Scientifique B.P. 5051, 1019 Route de Mende, 34033 
M ontpellier Cedex, Francja
Kochan Z —  Katedra i Zakład Biochemii Akademii 
Medycznej, Dębinki 1, 80-211 Gdańsk 
K ołodziejczyk A M  —  Katedra Chemii Organicznej, 
Politechnika Gdańska, ul. Narutowicza 11/12, 80-952 
Gdańsk
Koźma EM  —  Katedra i Zakład Chemii Klinicznej i Diag
nostyki Laboratoryjnej, Śląska Akademia Medyczna, ul. 
Jagiellońska 4, 41-200 Sosnowiec 
K ró liczew ski J —  Uniwersytet Wrocławski, Instytut 
Biochemii i B iologii Molekularnej, ul. Tamka 2, 50-137 
W rocław
Kupryszew ski G —  Instytut Oceanologii PAN, 81-712 
Sopot
Kuśnierczyk P —  Laboratorium Immunogenetyki, In
stytut Im munologii i Terapii Doświadczalnej im. L. Hirsz
felda PAN, ul. Weigla 12, 53-114 Wrocław

L

Lachow icz L —  II Zakład Biochemii, Instytut Fizjologii 
i B iochemii, Akademia Medyczna, ul. Lindleya 6, 90-131 
Łódź

M

M arszałek  J —  Katedra Biologii Molekularnej i Komór
kowej, Międzyuczelniany Wydział Biotechnologii 
A M G /U G  Uniwersytet Gdański, ul. Kładki 24, 80-822 
M iączyńska M  —  Celi Biology Programme, EMBL 
Meyerhofstr 1, D-69012, Heidelberg, Germany 
M oczarska A —  Zakład Biochemii Mięśni, Instytut

Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02-093 Warszawa
M ucha P —  Wydział Chemii, Uniwersytet Gdański, 
80-952 Gdańsk

O

Olczyk K —  Oddział Urazowo-Ortopedyczny, Szpital 
Miejski nr 1, ul. Zegadłowicza 3, 41 -200 Sosnowiec 
Oliński R —  Katedra i Zakład Biochemii Klinicznej, 
Akademia Medyczna im. L. Rydygiera, ul. Karłowicza 24, 
80-092 Bydgoszcz

P

Pikuła S —  Pracownia Biochemii Lipidów, Zakład B io
chemii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. 
Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

R

Rekowski P —  Wydział Chemii, Uniwersytet Gdański, 
80-952 Gdańsk
Rębas E —  II Zakład Biochemii, Instytut Fizjologii i B io
chemii, Akademia Medyczna, ul. Lindleya 6, 90-131 Łódź 
Rybka J —  Instytut Immunologii i Terapii Doświadczal
nej PAN, ul. Czerska 12, 53-114 Wrocław 
RydzSK —  Zakład Bioenergetyki Roślin, Instytut Biologii 
Eksperymentalnej Roślin U.W., ul. Pawińskiego 5A, 02- 
-106 Warszawa

s
Sidork iew icz M  —  I Zakład Biochemii IFiB Akademii 
Medycznej w  Łodzi, ul. Lindleya 6, 90-131 Łódź 
Słomski R. —  Zakład Genetyki Człowieka PAN, ul. 
Strzeszyńska 32, 60-479 Poznań
Stępkow ski D —  Zakład Biochemii Mięśni, Instytut 
Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. 
Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Szczepaniak A —  Uniwersytet Wrocławski, Instytut 
Biochemii i Biologii Molekularnej, ul. Tamka 2, 50-137 
W rocław
Szyk A —  Wydział Chemii, Uniwersytet Gdański, 80-952 
Gdańsk

ś

Św ierczyński J —  Katedra i Zakład Biochemii Akademii 
Medycznej, Dębinki 1, 80-211 Gdańsk

T

Tobiasz A —  Zakład Genetyki, Instytut Biochemii i B io
fizyki PAN, ul. Pawińskiego 5A, 02-106 Warszawa

W

W id łak  P —  Zakład Biologii Now otw orów , Instytut 
Onkologii, ul. Wybrzeże Armii Krajowej 15, 44-100 G li
wice
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W olska KI —  Zakład Genetyki Bakterii, Instytut M ikro- Zw ierz K — Zakład Biochemii Farmaceutycznej, Akade-
biologii Uniwersytet Warszawski, ul. Nowy Świat 67, mia Medyczna w  Białymstoku, ul. M ickiewicza 2, 15-230
00-046 Warszawa Białystok

Z

Zakrzew ska-C zerw ińska J —  Zakład M ikrobiologii, 
Instytut Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN, ul. 
Czerska 12, 53-114 Wrocław
Zastaw ny H T —  Katedra i Zakład Biochemii Klinicznej, 
Akademia Medyczna im. L. Rydygiera, ul. Karłowicza 24, 
85-094 Bydgoszcz

NOWE W YDAW NICTW A PTBIOCH.:

1) „HORM ONY GLIKOPROTEINOWE —  Struktura, biosynteza i funkcja ich oligosacharydów"
Monografia biochemiczna nr 41 
autor Iwona Żak i Marian Drożdż 
rok wydania 1996

cena 5,- zł

2) „W ŁODZIMIERZ MOZOŁOWSKI 1895— 1975 w  100-lecie urodzin”  
Wydawca Oddział Gdański PTBioch. r. 1995 
pod red. Wiesława Makarewicza praca zbiorowa

cena 25,- zł

Ż

Żarko-Podstaw ka M  —  Syngen Biotech, ul. Trzemeska 
12, 53-679 Wrocław
Żołądek T —  Zakład Genetyki, Instytut Biochemii i B io
fizyki PAN, ul. Pawińskiego 5A, 02-106 Warszawa
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Zakład Badawczo-Wdrożeniowy i Inżynierii 
Genetycznej TERPOL Przedsiębiorstwo 

Farmaceutyczne SA w  Sieradzu

Szanowni Państwo,

przedstawiamy ofertę naszych usług w  zakresie inżynierii genetycznej oraz wysokiej jakości produktów dla 
biologii molekularnej.

Zakład od 1989 roku prowadzi prace badawcze w  dziedzinie biotechnologii opartej na metodach 
inżynierii genetycznej. Posiadamy wieloletnie doświadczenie w  stosowaniu metod biologii molekularnej: 
amplifikacji DNA metodą PCR, klonowania i sekwencjonowania DNA, ekspresji heterologicznych białek 
w  Escherichia coli, izolowania i oczyszczania białek rekombinacyjnych otrzymanych w  E. co/i. W Zakładzie po 
raz pierwszy w  Polsce otrzymano oczyszczone i potwierdzone przez analizę sekwencji aminokwasowej białko 
rekombinacyjne. Wiele z opracowanych oryginalnych rozwiązań technologicznych chronionych jest paten
tami.

Współpracujemy z szeregiem placówek naukowych w  kraju.
Dyrektorem naukowym Zakładu jest prof. dr hab. Andrzej Płucienniczak, kierownikiem dr Andrzej 

Szczepanek.

— technik inżynierii genetycznej: izolowanie DNA z otrzymanego materiału, klonowanie, 
konstrukcja wektorów plazmidowych

— amplifikacji DNA metodą PCR
— ekspresji heterologicznych białek w Escherichia coli
— izolowania rekombinowanych białek z komórek E. coli
— oczyszczania białek metodami chromatograficznymi.

— termostabilną polimerazę DNA z Thermus aquaticus
— endoproteinazę: czynnik Xa
— rekombinacyjne fragmenty białek strukturalnych wirusów HIV-1, HIV-2
— zestaw diagnostyczny do wykrywania wirusa HBV metodą PCR
— wzorce mas DNA (w zakresie od 30 do 2000 par zasad)
— własne wektory ekspresyjne.

Zespół naukowy ZBW ilG posiada wieloletnie doświadczenie (od 1986 r.) w pracach badawczych 
w  wymienionym zakresie. Zainteresowanym przesyłamy aktualny katalog. Ceny konkurencyjne, przy dużych 
zamówieniach możliwość uzyskania rabatu.

Szczegółowych informacji udzielą Państwu:

dr Andrzej Szczepanek, mgr inż. Elżbieta Man, mgr Małgorzata Urbaniak,
Zakład Inżynierii Genetycznej TERPOL, Przedsiębiorstwo Farmaceutyczne SA
ul. POW 57, 98-200 Sieradz, tel. (043) 220586 do 88 w . 208, 224548, fax 227105
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Zachęcamy do czytania i prenumerowania A cta B iochem ica Polonica  
Prenumerata roczna wynosi: indywidualna 40 zł

dla instytucji wynosi 80 zł

Acta
B ioch im ica 
P olonica

Vol. 44 No. 3/1997

QUARTERLY 

PL ISSN0001-527X 

31 11 13

E ditors of the  Issue Kazimierz Lech Wierzchowski 
Andrzej Bierzyński

Proteins and peptides

Reviews Structural and energetic aspects o f protein-protein  
recogn ition
Jacek Otlewski and Włodzimierz Apostoluk 367-38«

High coordination la ttice  m odels o f protein  stru c
ture, dynam ics and therm odynam ics
Andrzej Koliński and Jeffrey Skolnick 369-122

Critical reviews H elix-coil transition  theories. Are they correct?
Andrzej Bierzyński and Krzysztof Pawłowski 423-432

D isulfide bonds in  protein  folding studies: friends or 
foes?
Michał Dadlez 433-452

Minireviews E lu cid ation  of neurophysin/bioligand in teractions  
from  m olecular m odeling
Rajmund Kaźmierkiewicz, Cezary Czapiewski and 
Jerzy Ciarkowski 453-466

The im pact o f the am ino-acid sequence on the sp ec i
fic ity  of copper(II) in teractions w ith  p ep tid es having  
nonco-ordinating side-chains
Wojciech Bal, Marcin Dyba and Henryk Kozłowski 467-476

F luorescence resonance energy transfer in  stu d ies of 
inter-chrom ophoric d istances in  b iom olecules
Leszek Łankiewicz, Joanna Malicka and Wiesław
Wiczk 477-490
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Regular papers Why a “ben ign” m utation k ills  enzym e activity. 
Structure-based analysis o f the A176V m utant of 
Sa-ccharomyces cerevisiae L-asparaginase I
David T. Bonthron and Mariusz Jaskólski

C rystal structure o f rat transthyretin  at 2.5 A 
resolution: F irst report on a unique tetram eric  
structure
Andrzej Wojtczak

The determ ination  o f thym opoietin  conform ation  
based on  X-ray structure o f a d iscontinuous thy- 
m opoietin-like m otif o f G -actin
Ignacy Z. Siemion, Iwona Strug and Zbigniew 
Szewczuk

D esign of a know ledge-bas ed force Held for off-lat- 
tice  sim ulations o f protein  structure
Adam Liwo, Stanisław Ołdziej, Rajmund Kaźmier- 
kiewicz, Małgorzata Groth and Cezary Czapiewski

Energy m inim ization of globular proteins w ith  
so lvent effects included. Com parison of em pirical 
solvation  energy term s and exp lic it w ater trea t
m ent
Andrzej Kierzek and Piotr Zielenkiewicz

M odelling o f active form s of protein  kinases: p38 
— a case study
Krzysztof Ginalski, Bogdan Lesyng, Janusz Sowad- 
ski and Michał Wojciechowski

E xpression of Lupinus luteus cDNA coding for  
PR10 protein  in  Escherichia coli: Purification  of  
the recom binant protein  for structural and func
tional stu d ies
Michał M. Sikorski

M aize TF IIIA — the first transcription  factor IIIA 
from  m onocotyledons. P urification  and proper
ties
Eliza Wyszko, Marek Radłowski, Sławomir Bartko
wiak and Mirosława Z. Barciszewska

Interaction  of HIV Tat m odel peptid es w ith  tRNA  
and 5S rRNA
Małgorzata Giel-Pietraszuk, Mirosława Z. Bar
ciszewska, Piotr Mucha, Piotr Rekowski, Gotfryd 
Kupryszewski and Jan  Barciszewski
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Short communication C rysta lliza tion  and p relim inary  crysta llograp h ic
stu d ies o f a new  crystal form  of papain from  Carica 
papaya
Maciej Kozak, Elżbieta Kozian, Zbigniew Grzonka and
Mariusz Jaskólski 601-4106

Membranes

Regular paper Conform ations, orientations and tim e scales charac
ter is in g  d im yristoy lp h osp h atid y lch o lin e  b ilayer  
m em brane. M olecular dynam ics sim ulation  stu d ies
M arta Pasenkiewicz-Gierula and Tomasz Rog 607-4124
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W skazów ki 
dla autorów

W ydawany przez Polskie T ow arzystwo B iochem iczne kwar
talnik „Postępy Biochemii" publikuje prace przeglądow e om a
wiające bieżące osiągnięcia, koncepcje i kierunki badaw cze  
w  dziedzinie biochem ii i nauk pokrewnych; publikuje też noty 
z historii biochem ii, zasady polsk iego słow nictw a biochem i
czn ego , recenzje nadesłanych książek oraz sprawozdania ze 
zjazdów, konferencji i szkół, w  których biorą udział członkow ie  
Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w  „P ostępach Biochemii" 
m ogą mieć charakter artykułów m onograficznych (do 20  stron 
tekstu licząc piśm iennictw o i tabele), m inireviews (do 10 stron 
tekstu), oraz krótkich not o najnowszych osiągnięciach i p o 
glądach (do  5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpow iadają za praw idłow ość i śc isło ść  p od a
w anych informacji oraz popraw ność cytow ania piśm iennictwa. 
Ujęcie prac w inno być syntetyczne, a przedstawione zagadnienie  
zilustrow ane za pom ocą tabel, rycin, (wykresy, schem aty, reak
cje), w zorów  i fotografii.

W skazany jest podział artykułów m onograficznych na rozdziały 
i podrozdziały, których rzeczow e tytuły tworzą spis treści. Z god
nie z przyjętą konwencją rozdziały noszą cyfry rzymskie, podroz
działy odp ow ied n io  rzymskie i arabskie np. 1-1, I-2. Poprawność  
logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego  jednoznaczność  
i czytelność. Autorzy przeto winni unikać składni obcojęzycznej, 
gwary laboratoryjnej, a także ograniczać sto sow an ie  doraźnie 
tw orzonych skrótów, naw et jeżeli bywają używ ane w  pracach 
specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac podlega  
ocen ie  specjalistów  i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja 
zastrzega sob ie  m ożliw ość skrócenia tekstu i w prow adzenie  
zmian nie w pływ ających na treść pracy, deklaruje też g o to w o ść  
konsultow ania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest rów noznaczne z o św ia d 
czeniem , że nadesłana praca nie była i nie będzie publikowana 
w  innym czasopiśm ie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach  
Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza (ją) w łączyć  
do sw eg o  artykułu ilustracje publikowane przez autorów prac 
cytow anych, należy uzyskać i przekazać nam odpow iednią  zgodę  
na przedruk.

Redakcja prosi A u to ró w  o przestrzeganie następujących  
w skazów ek szczegółowych:

TEKST: M aszynopis pow inien być napisany jednostronnie  
czcionką w ielkości standartowej, z podw ójną interlinią, z lewym  
m arginesem  ok. 4  cm.
W tekście nie należy sto so w a ć  żadnych podkreśleń, ani roz
strzelonego druku. Ewentualne su gestie  co  do charakteru czc io n 
ki drukarskiej m ogą Autorzy zaznaczyć ołów kiem  na marginesach  
m aszynopisu. W przypadku stosow ania  w  tekście liter alfabetu 
greckiego trzeba na m arginesie w p isać ołów kiem  ich fonetyczne  
brzmienie.

S trona in form acyjna m aszynopisu jest nienum erowana, za 
wiera imiona i nazwisko (a) autora (ó w ), nazwy, adresy wraz 
z numerem telefonu zakładów (w  języku polskim i angielskim ), 
w  których pracują autorzy, adres do korespondencji, nr telefonu

i ew en tualn ie  fax, adresy prywatne autorów, tytuł artykułu 
w języku polskim i angielskim  oraz —  w  prawym dolnym  rogu 
—  liczbę tabel, rycin, w zorów  i fotografii oraz skrót tytułu pracy 
(do 2 5  znaków ).

Strona 1 (ty tu ło w a ) zawiera imiona i nazwiska autorów , tytuł 
pracy w  języku polskim i angielskim , rzeczowy sp is treści też 
w obu językach, tytuł naukow y każdego z autorów i ich m iejsce  
pracy z adresem  pocztow ym  oraz wykaz stosow anych  skrótów . 
Kolejno num erow ane dalsze strony obejmują tekst pracy, 
piśm iennictw o, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, w zorów  
i fotografii.

P IŚ M IE N N IC T W O : Wykaz piśm iennictwa obejm uje prace 
w kolejności ich cytow ania w  tekście, zaznacza się  je liczbami 
porządkowym i ujętymi w  naw iasy kwadratowe, np. [ 3 ,7 ,9 — 2 6 ].  
Odnośniki bibliograficzne w inny mieć now ą uproszczoną formę. 
S p o só b  cytow ania czasopism  (1 ), monografii (2 ), rozdziałów  
z książek jednotom ow ych (3 ), rozdziałów z tom ów  serii op raco
wanej przez tych sam ych redaktorów (4 ), rozdziałów z to m ó w  
serii opracow anych przez różnych redaktorów (5 ) wskazują  
poniżej podane przykłady:

1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1 9 8 0 ) Biochim  B iophys 
Acta 631: 4 9 9 -5 0 2

2. B ostock CJ, Sumner AT (1 9 7 8 ) The Eukaryotic C hrom o
som e, Elsevier, N orth-Holand, Amsterdam

3. Norberth T, Piscator M (1 9 7 9 ) W: Friberg L, Nordberg GF, 
Von VB (red) Handbook on the T oxicology of Metals. 
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 5 4 1 -5 5 3

4. Delej J, Kesters K (1 9 7 5 ) W: Florkin M, Stotz EH (red) 
Com prehensive Biochem istry t 29B. Elsevier, N orth-H ol
land Amsterdam, str. 1 -77

5. Franks NP, Lieb WR (1 9 8 1 ) W: Knight CG (red) Research  
M onographs in Cell and Tissue Physiology, t 7. Elsevier, 
North-H olland, Amsterdam, str. 2 4 3 -2 7 2

ILUSTRACJE: Ryciny w inny być g o to w e  do reprodukcji. F oto
grafie czarno-białe (kontrastow e), pow inny być w ykonane na 
papierze m atowym . Po porozum ieniu z Redakcją m ożna propo
n ow ać reprodukcję fotografii barwnych. Pozostałe ryciny należy 
w ykonać tuszem  na białym papierze lub kalce technicznej. 
W skazane jest, aby ryciny były dwukrotnie w iększe od przyszłej 
reprodukcji, tj. w  skali 2 : 1 .  Cyfry i litery służące do opisu rysunku 
pow inny mieć w ysok ość  nie mniejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie 
należy um ieszczać op isów  słow n ych , lecz posłu g iw ać się skróta
mi. Osie w ykresów  winny być opatrzone napisem  łatw o zro
zumiałym. Decyzję o stopniu zmniejszenia ryciny podejm uje 
w ydaw ca. Ilustracji nie należy w łączać w  tekst m aszynopisu, lecz 
od p ow ied n io  ponum erować: tabele i ryciny noszą cyfry arabskie, 
wzory zaś rzymskie. Na m arginesie tekstu należy zaznaczyć  
ołów kiem  preferowane m iejsce um ieszczenia tabeli, ryciny czy  
wzoru. Tabele odp ow ied n io  porubrykowane, w inny być o p a t
rzone jednoznacznym  tytułem i ew entualnie także niezbędnym i 
objaśnieniam i. S łow n e objaśnienia znaków graficznych m ożna 
um ieścić w  podpisie pod ryciną, rysunkowe zaś jedynie na 
planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia rycin sporządza się w  postaci 
od d zieln ego  wykazu. Ilustracje należy podpisać nazwiskiem  
pierw szego z autorów i pierwszym  słow em  tytułu pracy oraz 
oznaczyć „góra-dół" (ołów kiem , na odw rocie). Ze w zględu  na 
w ew nętrzną sp o istość  artykułu w skazane jest konstruow anie  
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstaw ie danych  
z piśm iennictw a.

M aszynopis i załączniki (w  dw u egzem plarzach), w łaściw ie  
zabezp ieczone przed uszkodzeniem  w czasie transportu, należy  
przesłać na adres:

Redakcja kwartalnika „P ostępy Biochemii"
Polskie T owarzystwo Biochem iczne  
ul. Pasteura 3,
0 2 -0 9 3  Warszawa
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