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ARTYKUŁY

Nagroda Nobla 1995 r. w dziedzinie medycyny i fizjologii: 
Embriogeneza i geny homeotyczne

The Nobel prize 1995 in medicine and physiology: 
Embryogenesis and homeotic genes

ANDRZEJ KACZANOWSKI1, 
JANINA KACZANOWSKA2

Tegoroczną nagrodą N obla uhonorow ano niemiec
ką uczoną z Tybingi (Niemcy), Christine Nüsslein- 
Volhard, Edwarda Lewisa, em erytowanego am erykań
skiego profesora z California Institute of Technology 
(U.S.A.), oraz Erica Wieschausa, Szwajcara od kilku
nastu lat kierującego laboratorium  w Princeton Uni- 
versity (U.S.A.).

N agroda ta  została przyznana za pionierskie studia 
nad podstaw am i funkcjonowania genów homeotycz- 
nych (E. Lewis), odkryciom  i opisem roli wielu genów 
kontrolujących powstawanie osi ciała zarodka i udziało
wi mechanizmów sygnalizacji w determinacji tych osi 
u m uszki owocowej Drosophila melanogaster (C. 
N üsslein-Y olhard i E. Wieschaus). O grom ne znaczenie 
tych badań  nad wczesną em briogenezą Drosophila 
polega na tym, że wykryte m echanizm y dotyczą roz
woju wszystkich typów zarodków  M etazoa z człowie
kiem włącznie, a także roślin. W arto sobie również 
uświadomić, że jest to dopiero druga nagroda N obla 
przyznana za badan ia nad rozwojem organizm ów 
(pierwszą otrzym ał niemiecki uczony H ans Spemann 
w 1935 r. za odkrycie tzw. organizatora i pierwotnej 
indukcji em brionalnej w rozwoju płazów). Przyjrzyjmy 
się wobec tego, jakie zasadnicze pytanie dotyczące 
rozwoju zarodka postawili sobie tegoroczni nobliści 
i jak i był ich w kład w odpowiedź na to pytanie.

B adania noblistów , a także innych wielkich badaczy 
pom iniętych w werdykcie Sztokholm u, dotyczyło fun
dam entalnego pytania, w jaki sposób genetycznie zako
dowana instrukcja w D N A  może służyć jako instrukcja 
przestrzenna dla rozwoju zarodka. A m ówiąc bardziej 
opisowo: jak  to się dzieje, że w rozwoju zapłodnionego 
jaja, lub wczesnego zarodka, tworzy się określony 
porządek przestrzenny różnicow ania okolicy, przed
niej, środkowej i tylnej oraz zdeterm inowanie strony

2 Prof. dr hab., Z akład  Cytofizjologii, UW , ul. K rakow skie 
Przedmieście 26/28, 00-927 W arszaw a

brzusznej i grzbietowej sugerujący istnienie m echaniz
m u program u przestrzennej determ inacji losów kom ó
rek powstałych w trakcie m itoz w zależności od ich 
położenia w zarodku?

B adania genetyczne i em briologiczne Nüsslein-Yol- 
harda, a także Struhla, G ehringa i innych pozwoliły 
wykryć szereg genów matczynych u Drosophila, k tó 
rych m RN A  lub białka determ inow ały powstawanie 
poszczególnych okolic ciała muszki. Najwcześniejsze 
determinanty dotyczyły wyznaczenia losów zaledwie 
trzech okolic ciała przedniej, środkowej i tylnej kodo
wanych przez geny: bicoid, nanos, hunchback i kruppel 
i kilka innych) i podobne kilka genów matczynych 
determ inujących stroną brzuszną i grzbietową zarod 
ka. W jaju poszczególne typy mRNA (a także niektóre 
translaty) tworzą nieprzypadkowy gradient gęstości 
rozmieszczenia cząsteczek w porządku przodo-tylnym, 
a inne tworzą gradient grzbietowo-brzuszny. Zgodnie 
z przypuszczeniami poszczególne rodzaje mRNA kodu
ją różne białka o charakterze czynników transkrypcyj- 
nych. W zależności od ich stężenia w danym obszarze 
zarodka, i ich wzajemnej interakcji poszczególne czyn
niki transkrypcyjne kontrolują włączenie, lub wyłącze
nie transkrypcji różnych grup genów w poszczególnych 
jego częściach. W  ten sposób Nüsslein-Yolhard 
z w spółpracow nikam i wykryła, że m RN A  genu bicoid 
stanowi determ inantę przodu, a genu nonos wraz 
z innymi determ inuje pow stawanie części tylnych 
zarodka (Ryc. 1). Białko B IC O ID  przez kombinację 
procesów aktywacji i represji stym uluje transkrypcję 
genów okolicy przedniej, a w strefie środkowej wyrażo
ny jest H U N C H B A C K , a z tyłu NANOS.

W trakcie rozwoju, w pewnym porządku hierar
chicznym, poprzez kom binację różnych czynników 
transkrypcyjnych dochodzi do wyodrębnienia po
szczególnych regionów (segmentów) w określonym 
porządku przodo-tylnym  wraz z determ inacją grzbie- 
tow o-brzuszną rozwoju poszczególnego segmentu
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P rzednia część zarod k a  Tylna część  zarod k a

b ico id  m R N A

b ia łk o
BICOID

stym ulacja
transkrypcji 
m R N A  
h u n ch b ack

gen  h u n ch b a ck
i

m R N A  
h u n ch b ack

m R N A  i b ia łk a  ty ln ej  
częśc i jaja  

stym ulują  

transkrypcję genu nanos  
m R N A  n an os

b ia łk o  NANO S

Rye. 1

b ia łk o  H U N C H BAC K , 
represja genów  odw łoka  
i aktyw acja transkrypcji 
genów  g ło w y  i tu ło w ia

(Niisslein-Volhard & W ieschaus, 1980, podsum ow anie 
St. Johnson  & N usslein-V olhard, 1992).

Lewis zauważył już w 1948 r., że istnieją geny 
kontrolujące rozwój m uszki owocowej przez proces 
w którym  każdy z segmentów uzyskuje specyficzną dla 
siebie determinację jego przyszłego losu, np. drugi 
segment tułow ia uzyskuje determ inację do rozwoju 
jednej pary nóg po stronie brzusznej segmentu, oraz 
wytworzenie jednej pary skrzydeł po grzbietowej jego 
stronie (Ryc. 2 a). Jeżeli jednak  zarodek będzie m u tan 
tem  jednego naw et z genów włączonych w hierarchię 
procesów związanych z determ inacją losu poszczegól
nego segmentu, może uzyskać błędną informację co do 
swojego położenia w zarodku i przyjmie program  
innego segm entu np. segment głowowy w m utancie 
może wytwarzać parę nóg (tak jakby  był segmentem 
tułowia), zam iast właściwych dla segm entu głowy 
czułków (m utacja genu: Antennapedia). Takie geny 
determ inujące specyficzność rozwoju poszczególnego 
segm entu nazw ano genami homeotycznymi, albo nad
rzędnymi genami selektorowymi. Mutacje homeotyczne 
mogą dotyczyć zaledwie jednego genu homeotycznego, 
ale ta zła kontrola powoduje przełączenie całego szeregu 
genów pod kontrolę innych czynników transkrypcyj- 
nych. Lewis wykrył także, że m utanty  hom eotyczne są 
w genomie Drosophila zgrupow ane koło siebie i w p o 
rządku odpow iadającem u przodo-tyłnej determ inacji 
segmentów zarodka (zasada kolinearności). Lewis zlo
kalizował występowanie kompletu genów homeotycz- 
nych w określonym miejscu chromosomu 3-ego okreś
lonego jako zespół Antennapedia (dla 4 genów kont
rolujących okolicę głowy) kontynuowaną w następnym 
zespole nazwanym Bithorax (kontrola tułowia i od
włoka) (Ryc. 2b) (podsum owanie Lewis, 1878). G ehring 
i G arter (w Szwajcarii) i Scott i K aufm an (w USA)

represja tran slacji 
m R N A  h u n ch b a ck , 
ak tyw acja  gen ów  o d w ło k a

w latach osiemdziesiątych wyizolowali kom plety ge
nów hom eotycznych Antennapedia potw ierdzając m e
todam i genetyki m olekularnej cytogenetyczne obser
wacje Lewisa.

W 1983 r. G ehring i M cG innis (z USA) wykryli, że 
wiele genów hom eotycznych m a w spólną sekwencje 
nukleotydow ą nazw aną homeodomeną. Białko kodo
wane przez hom eodom enę m a pow inow actw o do 
DN A  i działa istotnie jako  czynnik transkrypcyjny 
urucham iając (lub wyłączając) kaskadow ą transkryp
cję wielu kontrolow anych genów. M cG innis i G ehring 
wraz z współpracow nikam i w 1984 r. dokonali następ
nego przełomowego kroku. W ykazali bowiem, że 
podobne kom plety genów hom eotycznych znajdują się 
w genomie kręgowców: myszy i człowieka (M cGinnis 
i inni, 1984) (Ryc. 2c) i determ inują losy poszczególnych 
części centralnego układu nerwowego (Ryc. 2d). N a 
stępnie okazało się, że u roślin kon tro la  morfogenezy 
związana jest z obecnością genów zawierających h o 
meodom enę (Schwartz-Sommer i inni, 1990). A ozna
cza to, że kontrola rozwoju przez geny homeotyczne ma 
charakter uniwersalny.

Jednakże nie wszystkie geny program u m ają charak 
ter czynników transkrypcyjnych; w dodatku  mutacje 
niektórych genów zmieniających program  rozwoju 
wczesnych stadiów em briogenezy nie ujaw niają się 
w samym jaju, czy zarodku Drosophila, lecz trans- 
krybow ane są w przyległych do ja ja  kom órkach foliku- 
larnych. N iektóre białka kodow ane przez geny kont
rolujące ustabilizowanie osi przodo-tyłnej i grzbietowo- 
brzusznej mają charakter białek sygnalizacyjnych. 
Schupbach, N usslein-Volhard, W ieschaus i inni w yka
zali, że np. zdeterm inowane już kom órki folikularne 
przednie i tylne (przylegające do przedniej i tylnej 
części jaja) m ogą wydzielać b iałka sygnałowe: np.
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TUŁÓW

GŁOWA

o - a

chromosom 6 
Hox-1

c.
chromosomu

Hox-2

chromosom 15 
H ox-3

produk t genu tailless oddziały wuj e na odpowiednie 
receptory znajdujące się w przyległej części jaja. W  tym 
przypadku są to receptory TO R SO  kodow ane przez 
gen torso). Receptory torso  m ają charak ter recep
torow ych kinaz tyrozynow ych (RTK). Ich pobudzenie 
przez sygnał TA ILLESS powoduje aktywację pew

nych czynników transkrypcyjnych niezbędnych dla 
determ inacji najbardziej skrajnych części ciała (przed
niego akronu  i tylnego telsonu). A więc otoczenie ja ja  
i jego odpowiedzi na sygnały z zewnątrz stanowią 
następny ważny element w tworzeniu informacji prze
strzennej program ującej rozwój zarodka (Wieschaus

rdzeń 
przedłużony

chromosom 
Hox-4

produkt 
tworzy się 
przed 

cewką 
nerwową

Ryc. 2

centralny system nerwowy myszy
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i inni, 1978, podsum ow anie Duffy & Perrim on, 1994).
A teraz kilka słów o tym czym zajm ują się obecnie 

tegoroczni nobliści. Profesor Lewis jest już człowie
kiem w podeszłym wieku (77 lat) ale wciąż bardzo 
aktyw nym  intelektualnie. Znacznie m łodsza D r 
Nüsslein-V olhard jest osobą zupełnie niezwykłą. O tóż 
m ając takie ogrom ne sukcesy w badaniach nad  emb- 
riogenezą Drosophila, trzy lata  tem u zmieniła obiekt 
badań. Obecnie pracuje nad em briogenezą pewnej 
małej rybki akwariowej. W ubiegłym roku  (1995) po 
raz pierwszy w Tuluzie podsum ow ała im ponujący 
wstępny dorobek tych ostatnich trzech lat. Także D r 
W ieschaus pracuje bardzo aktywnie. Obecnie jego 
zainteresow ania koncentrują się nad najwcześniejszy
mi etapam i oogenezy Drosophila i bada on rolę 
cytoszkieletu i białek m otorycznych w regulacji roz
woju jaja. Z pewnością w arto będzie poznać nie tylko

przeszłe ale i przyszłe dokonania tych niezwykłych 
ludzi.

A rtykuł otrzymano 14 grudnia 1995 r. 
Zaakceptowano do druku 14 grudnia 1995 r.
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Zarząd Główny 
Polskiego Towarzystwa  
Biochemicznego
zaprasza do udziału w  Konkursie 
na najlepszy wykład akademicki 
w  roku 1996

Regulamin nagrody

1. Intencją nagrody jest popularyzacja bioche
mii i b iologii molekularnej oraz pozyskanie 
materiałów dydaktycznych.

2. Warunkiem wzięcia udziału w  Konkursie 
jest przygotowanie wykładu na wybrany te 
mat uwzględniający najnowsze osiągnięcia 
w  tej dziedzinie oraz ilustrujących go mate
riałów w  postaci maszynopisu, rysunków 
i kompletu przezroczy. Termin nadsyłania 
materiałów mija 30.04.1996 r.

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa B io
chemicznego zorganizuje sesję, na której zo
staną wygłoszone konkursowe wykłady. M ak
symalny czas wystąpienia 2 x 45 minut. W 1995 
roku sesja odbędzie się na początku czerwca. 
Nagroda Główna i wyróżnienia zostaną przy
znane w  dniu Konkursu

Członkowie Zarządu Głównego tworzą Komisję 
Konkursową. Ocenią oni prezentację, wartość 
merytoryczną i dydaktyczną wykładów przy
znając od 0 do 10 punktów. Komisja obraduje

niejawnie, a protokół z obrad i inne materiały 
pozostają w  dokumentacji Towarzystwa. Na
grodę uzyska osoba, która otrzyma największą 
liczbę punktów. Nazwisko zwycięzcy Konkursu 
zostanie podane do wiadomości Członków Pol
skiego Towarzystwa Biochemicznego w  „P o 
stępach Biochemii" oraz w  „Listach".

Materiały konkursowe: maszynopis wykładu, 
rysunki, przezrocza i programy komputerowe 
stają się własnością Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego i będą rozpowszechniane 
w  placówkach naukowych i dydaktycznych 
jako wykłady autorskie nagrodzonych osób, 
rekomendowane przez Oddziały Polskiego To
warzystwa Biochemicznego. Wymagana jest 
pisemna zgoda na przekazanie materiałów na 
własność Towarzystwa. Towarzystwo zastrzega 
sobie prawo do zakupu materiałów nienagro- 
dzonych.

Niniejsza wersja regulaminu została uchwalona 
przez Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego w  dniu 5 listopada 1990 roku.
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*Reaktywne formy tlenu a regulacja ekspresji genów

*Reactive oxygen species and the control of gene expression

MAREK JURGOWIAK1, 
KAROL BIAŁKOWSKI2, 
RYSZARD OLIŃSKI3
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(E. coli i S. typhimurium)
III. Odpowiedź komórek drożdży (S . cerevisiae) na podwyż

szone stężenie tlenu
III-l. Szok tlenowy u S. cerevisiae

III - l.l  yA Pl/yA P2: jako funkcjonalne homologi 
ludzkich czynników transkrypcji (AP-1)
III-1.2. Czynnik Mac-1 

IY. Szok tlenowy a regulacja ekspresji genów u wyższych 
Eukaryota
IV-1. Białko H AP1— czynnik w ochronie komórek 

przed skutkami uszkodzeń D N A  i zmian w kon
centracji tlenu

IV-2. Nadtlenek wodoru— wtórny przekaźnik w proce
sie ekspresji roślinnych genów warunkujących 
systemową odporność na patogeny wirusowe 

V. Udział reaktywnych form tlenu w apoptozie komórek

Wykaz stosowanych skrótów: ( ) —  kropka przy sym
bolu rodnika oznacza obecność niesparow anego elektro
nu; SO D  —  dysm utaza ponadtlenkow a; Cu Zn SO D  —  dys- 
m utaza ponadtlenkow a zawierająca miedź i cynk; M n SOD
—  dysm utaza ponadtlenkow a zaw ierająca m angan; G SH
—  form a zredukow ana glutationu; T N F  —  czynnik m art
wicy now otw oru; AP-1, N F -x  B, OxyR, Sox R/S, yA Pl, 
yAP2, Mac-1 —  czynniki transkrypcji; I-xB —  podjednostka 
inhib itorow a czynnika N F-xB; H A P —  zależne od hem u 
aktyw atory transkrypcji; bcl-2 —  protoonkogen  kodujący 
białko Bcl-2.

Wstęp

Przyjm uje się, że toksyczne właściwości tlenu są 
efektem tworzenia wolnych rodników tlenowych. Rów
nież takie związki jak  H 20 2 i HCIO, które pow stają 
endogennie m ogą w kom órce ulec przekształceniu 
w wolne rodniki tlenowe. W szystkie te czynniki okreś
lane są m ianem  „reaktywne formy tlenu”. Tlen, a do 
kładniej niektóre pochodne jego m etabolizm u mogą, 
jak  wykazano, już w m inim alnych stężeniach pow odo
wać uszkodzenia różnych struk tu r kom órkowych. 
W trakcie ewolucji organizm ów  musiały więc dosko
nalić się specyficzne mechanizm y ochronne związane 
między innym i z syntezą enzymów o działaniu antyok- 
sydacyjnym [1-4].

^ r ,  2 mgr, 3prof. d r hab, K atedra  i Z akład Biochemii 
Klinicznej, A kadem ia M edyczna im. L. Rydygiera, ul. K ar
łowicza 24, 85-092 Bydgoszcz
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cerevisiae)
III-l. Oxidative stress in S. cerevisiae

III-l.l yA Pl/yA P2: as a functional homologues 
of human transcription factors (AP-1)
III-1.2. Mac-1 transcription factor

IV. Oxidative stress and control of gene expression in higher 
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IV-1. HAP1 protein— cell defense factor against con- 

secuences of D N A  damage and oxygen concent
ration changes

IV-2. Hydrogen peroxide as a second messenger in 
plant gene expression

V. Reactive oxygen species in apoptosis

M odulacja syntezy białek, będąca odpowiedzią np. 
na szok tlenowy (patrz dalej), objęta jest kontro lą 
czynników transkrypcyjnych (aktyw atorów  transkry
pcji). Związanie czynników transkrypcyjnych z p ro 
m otorem  genu i regionem wzmacniającym  (ang. enhan
cer) inicjuje transkrypcję i prow adzi do wzmożenia 
ekspresji p roduk tu  genu.

Stan szoku tlenowego następuje wówczas, gdy zabu
rzona zostaje fizjologiczna rów now aga pomiędzy p ro 
dukcją reaktywnych form tlenu i działaniem systemów 
antyoksydacyjnych, w tym m echanizm ów napraw 
czych [5]. Stan ten charakteryzuje wzm ożona p ro d u k 
cja takich pochodnych tlenu jak  an ionorodnik  ponad- 
tlenkowy O nadtlenek w odoru H 20 2 i rodnik  hydro
ksylowy OH. W zmożone generowanie reaktywnych 
form tlenu może wynikać również z oddziaływania na

* Wcześniej na łam ach Postępów Biochemii ukazało się kilka 
artykułów  dotyczących aktywnych form tlenu: 
K w i a t o w s k i  J . M .  D ysm utaza ponadtlenkow a
—  struk tu ra, funkcja i filogeneza. Post Biochem  34 (1988), 
311-333;
L i c z m a ń s k i  A . E .  Toksyczność tlenu. I. Uszkodzenia 
żywych kom órek. Post Biochem  34 (1988), 273-291;
—  Toksyczność tlenu. II. M echanizm y ochronne. Post 
Biochem  34 (1988), 293-310;
S i k o r a  E. U dział aktywnych form tlenu w różnicowaniu, 
prom ocji now otw oru i starzeniu. Post Biochem  35 (1989), 
563-574;
G  o n d k o R. Czy przem iany rodników  tlenowych w or
ganizmie przebiegają cyklicznie? Post Biochem  41 (1995) 
243-247.
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kom órki takich czynników jak  prom ieniowanie jo n i
zujące (gamma, rentgenowskie), UV, czy też środków  
chemicznych, do których należą np. parakw at, mena- 
dion, plum bagina [6]. M ożliwość odpowiedzi na szok 
tlenowy cechuje kom órki każdego organizm u, lecz 
słabo poznany jest, jak  dotąd, jej system regulacyjny.

Reaktywne formy tlenu uszkadzają DNA, RNA, 
białka i lipidy kom órkow e, z czym wiąże się patogene
zę takich schorzeń człowieka jak: nowotw ory, m iaż
dżyca, dysfunkcje m ózgu oraz procesy związane ze 
starzeniem  się organizm u [7-11]. Zarów no kom órki 
prokariotyczne jak  i eukariotyczne elim inują skutki 
szoku tlenowego poprzez w zm ożoną syntezę białek 
przeciwdziałających reakcjom  utleniania, w tym en
zymów reperujących uszkodzenia DNA. W kom ór
kach eukariotycznych funkcjonują nie tylko systemy 
chroniące przed skutkam i szoku tlenowego, ale rów 
nież m echanizm y kontrolujące generowanie reaktyw 
nych form tlenu, k tóre działając jako  w tórne przekaź
niki aktyw ują czynniki transkrypcji. W przypadku 
oddziaływ ania patogenów  i odpowiedzi im m unologi
cznej u wyższych Eukaryota, ta  droga transdukcji 
sygnału m a szczególne znaczenie [1].

Systemy regulacyjne genów związanych z odpow ie
dzią na szok tlenowy są dość dobrze poznane w przy
padku  kom órek bakteryjnych i niższych Eukaryota, 
jednak  w przypadku wyższych organizm ów eukario ty
cznych, głównie ssaków, ich poznanie napo tyka na 
znacznie trudności [12, 13], W kom órkach ssaków 
odpowiedź na szok tlenowy wiąże się z aktywacją 
genów oksygenazy hemowej [14] i fosfatazy tyrozyno- 
weJ [15] oraz prom otorów  zależnych od czynnika 
transkrypcyjnego AP-1 i N F-xB  (N F-kappaB ) [16].

II. Odpowiedź komórek prokariotycznych 
na szok tlenowy (/:. coli i S. typhimurium)

Synteza enzymów o działaniu antyoksydacyjnym  
m oże być indukow ana w odpowiedzi na wzrost stęże
nia tlenu. N a  przykład, natlenow anie podłoża hodow 
lanego wzmaga aktyw ność SO D  w kom órkach wielu 
m ikroorganizm ów  [17]. Przy wzroście stężenia H 20 2 
w hodow li stw ierdzono indukcję syntezy katalazy 
w kom órkach  S. typhimurium  i E. coli [17].

Stosując m etody elektroforetyczne, wykazano w k o 
m órkach E. coli indukcję syntezy około 80 białek 
stanowiących odpow iedź na szok tlenowy. Z a regula
cję ekspresji genów w tych w arunkach odpow iadają 
dwa czynniki transkrypcji, określane jako  OxyR 
i SoxR/S. Czynniki te różnią się wrażliwością na 
działanie reaktywnych form tlenu, k tóre pobudzają je 
do odpowiedzi: OxyR aktyw ow any jest przez H 20 2, 
a SoxR/S przez O

Z około 30 genów, których ekspresja indukow ana 
jest pod wpływem H 20 2 u E. coli i S. typhimurium, 
9 zlokalizow anych jest w regulonie oxyR, kontro low a
nym  przez czynnik transkrypcyjny OxyR [18]. K odują 
one takie enzymy jak: katalaza i reduktaza w odoro

tlenków alkilowych, które unieczynniają toksyczne 
formy tlenu. Wczesne badania wykazały, że tem po syn
tezy i poziom  OxyR w kom órce, nie zmienia się po sty
mulacji kom órki przez nadtlenek w odoru [13]. P o
nadto, wykorzystując m etodę identyfikacji regionów 
wiązania D N A -białko (ang. footprinting) udow odnio
no, że izolowany OxyR —  zarów no w stanie utlenio
nym jak  i zredukow anym  —  wiąże się z sekwencjami 
prom otorow ym i odpowiednich genów. Jednakże, tyl
ko izolowany OxyR, zarów no utleniony, jak  i zreduko
wany i następnie utleniony in vitro, może stym ulować 
przebieg transkrypcji [13]. Przypuszcza się, że w od
powiedzi na szok tlenowy OxyR podlega zm ianom  
konform acyjnym  umożliwiającym m u aktywację 
transkrypcji, ale tylko zredukow ana form a OxyR 
funkcjonuje jako  represor sekwencji prom otorowej.

W przypadku E. coli, w arunki tlenowe indukują 
wzmożone generowanie 0 \ ,  podobnie jak  to ma 
miejsce w wyniku oddziaływania na te kom órki para- 
kwatu. N astępstw em  jest synteza około 40 białek, 
których produkcja nie jest indukow ana w obecności 
H 20 2 [19]. Synteza 9 z tych białek jest w arunkow ana 
przez regulon sox R /S  w dwóch loci genowych chrom o
som u E. coli [20, 21]. Przyjm uje się, że funkcją tych 
białek jest ochrona kom órki przed skutkam i nad 
produkcji anionorodnika ponadtlenkow ego. Są to 
takie białka jak: M n SOD  kodow ana w genie sod A, 
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa kodow ana 
przez zw f  edonukleaza IV kodow ana w nfo (reperująca 
w olnorodnikow e uszkodzenia DNA), Fum  C —  fuma- 
raza kodow ana przez fum  C [22]. Regulon sox R /Sjest 
również aktyw ow any przez tlenek azotu (NO ), będący 
wolnym rodnikiem . Czułość na N O ' w arunkuje Sox 
R/S zależną odporność bakterii na tlenek azotu gene
row any przez m akrofagi [23].

Locus sox  R/S koduje dw a białka: SoxR i SoxS [24, 
25], W  proponow anej przez niektórych autorów  [12] 
hipotezie regulacji przyjęto, że sygnał generowany 
przez O \  wyzwala aktywację czynników białkowych 
pre-SoxR. Aktywowany SoxR wyzwala następnie 
transkrypcję genu sox S [26, 27]. Now o zsyntetyzowa- 
ne białko SoxS (13 kD) należące do grupy Ara 
C aktyw atorów  prokariotycznych jest aktyw atorem  
genów regulonu soxR /S. Białko SoxR (17 kD) jest 
zarów no receptorem  wrażliwym na szok wywołany 
przez O \ jak  i transkrypcyjnym  aktyw atorem  genu 
soxS. SoxR jest hom ologiem  aktyw atorów  rodziny 
M er R, które w obecności jonów  Hg + 2 wyzwalają 
ekspresję operonu mer, uczestniczącego w m etaboliz
mie tego toksycznego m etalu [28]. P roduk t M er 
R wiąże Hg + 2, jednakże sam SoxR nie reaguje z m eta
lami ciężkimi [26]. W ykazano, że zaktyw ow any SoxR 
indukuje transkrypcję genu dla SoxS, które następnie 
wyzwala w zm ożoną ekspresję takich genów jak  genu 
kodującego M n SOD  [24].

Scharakteryzow ane zostały dwie formy czynnika 
SoxR: Fe-SoxR zawierający niehemowe żelazo (powy
żej 1,6 atom ów  na m onom er) i apo-SoxR nie zaw ierają
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cy żelaza bądź innych metali [23]. Badania spektro
skopowe wykazały, że Fe-SoxR zawiera aktywne oksy- 
doredukcyjnie wiązanie żelazo-siarka (Fe-S), które 
ulega utlenianiu po ekstrakcji z kom órek E. coli. 
Czynniki Fe-SoxR i apo-SoxR wiążą się in vivo z p ro 
m otorem  soxS chroniąc ten region przed działaniem 
D N azy I in vitro. Jednakże tylko Fe-SoxR stymuluje 
inicjację transkrypcji soxS w w arunkach in vitro, 
podobnie jak  m a to  miejsce in vivo. Stym ulacja ta 
zachodzi w wyniku związania polimerazy RNA i zaj
ścia zm ian konform acyjnych utlenionego Fe-SoxR 
w obrębie p rom oto ra  soxS. Zróżnicowany stan redoks 
wiązania Fe-S SoxR m a w w arunkach in vivo wpływ na 
m odulację aktywności transkrypcyjnej tych białek 
w odpowiedzi na szok tlenowy. Aktywność transkryp- 
cyjna SoxR nie zmienia się na skutek działania chelato- 
rów, co jest praw dopodobnie wynikiem silnego zwią
zania Fe w SoxR.

III. Odpowiedź komórek drożdży (5 . cerevi- 
siae) na podwyższone stężenie tlenu

Podobnie jak  E. coli, drożdże S. cerevisiae to fakul
tatywne anaeroby. W  środowisku tlenowym organi
zmy te w ykorzystują hemowe grupy prostetyczne jako  
sensory tlenowe w regulacji metabolizm u. Hem  jest 
idealnym  sensorem, gdyż wszystkie enzymy niezbędne 
do jego syntezy są obecne w kom órce podczas wzrostu 
anaerobow ego [29]. W iadom o natom iast, że tlen może 
być związany z syntezą hemu, a synteza niektórych 
hem oproteidów  jest indukow ana przez tlen [30].

Indukcja ekspresji genów kontrolow anych przez 
hem zachodzi za pośrednictw em  zależnych od hemu 
aktyw atorów  transkrypcji określanych jako  HAP1 
i działających w kom pleksie z H A P2/3/4 (ang. heme 
activation protein). W  przypadku H AP1, związanie 
hem u odsłania wiążące D N A  domeny, indukując 
transkrypcję genów cytozolowej katalazy (CTT1) jak  
i M n SO D  (sod2). M echanizm  interakcji pomiędzy 
hemem i czynnikam i H A P2/3/4 pozostaje nadal 
niejasny.

W ew nątrzkom órkow e stężenie hem u podlega ścisłej 
kontroli, um ożliwiając organizm owi odpowiedź na 
zm iany w stężeniu tlenu. Wcześniej powszechnie przyj
m owano, że hem jest efektorem pośredniczącym  w od
działywaniu tlenu na kom órki. W edług najnowszych 
badań regulacja przez hem i tlen może być w kilku co 
najmniej przypadkach od siebie niezależna [31].

III-l. Szok tlenowy u S. cerevisiae

W coraz liczniejszych publikacjach podejm owane 
jest zagadnienie szoku tlenowego u drożdży [32, 33]. 
D ość wcześnie dokonano interesującej obserwacji, że 
kom órki S. cerevisiae zawierają 6,5 razy więcej SOD 
i 2,3 razy większą ilość katalazy podczas wzrostu 
w środow isku zawierającym  100% 0 2, niż podczas 
wzrostu anaerobow ego [17]. Obserwacje, że inkubacja

kom órek drożdży z niskimi daw kam i H 20 2 chroni je 
przed wpływem następnych wysokich dawek nadtlen
ku, k tóre są daw kam i letalnymi dla S. cerevisiae 
wskazują wyraźnie, że kom órki drożdży posiadają 
mechanizm y ochronne urucham iane w szoku tleno
wym [34]. Inkubacja kom órek z m enadionem , który 
jest czynnikiem wyzwalającym generowanie nadtlenku 
w odoru urucham ia mechanizm y obronne. N atom iast 
uprzednie działanie na kom órki H 20 2 nie czyni ich 
opornym i na m enadion, co sugeruje istnienie dwóch 
różnych, ale zależnych od szoku tlenowego dróg 
odpowiedzi u S. cerevisiae.

N adm ienić należy również o odkryciu u drożdży 
białka, o masie cząsteczkowej 27-kDa, którem u przy
pisuje się udział w ochronie antyoksydacyjnej kom órki 
[17]. Jakkolw iek sposób indukcji syntezy i mechanizm 
działania tego enzymu jest słabo poznany (ostatnio 
przypisuje się m u aktywność reduktazy nadtlenków  
zależnej od tioredoksyny (J  Biol Chem 269: 27670, 
1994) to  przypuszcza się, że indukcja syntezy białka 
27-kD a zachodzi w odpowiedzi na wzrastające stęże
nie 0 2, F e3 + , bądź indukują ją  egzogenne związki 
tiolowe.

III-l.l. yAPl/yAP2: jako funkcjonalne homologi 
ludzkich czynników transkrypcji (AP-1)

G eny YAP1 i YAP2 kodują, zaliczane do rodziny 
c-jun, czynniki transkrypcyjne kom órek drożdży [35]. 
W yizolowano dwa typy m utantów  drożdżowych 
—  yA P l (określane też jako  par-1 bądź sng-3) oraz 
yAP2, charakteryzujące się szczególną wrażliwością na 
m enadion i H 20 2. Poprzez hom ologię z czynnikiem 
transkrypcyjnym  AP-1 człowieka [36], sugerowany 
jest udział yA P l i yAP2 w procesie regulacji ekspresji 
genów u drożdży. Ekspresja czynnika transkrypcyj- 
nego AP-1 jest regulow ana szokiem tlenowym, co 
om ów iono w dalszej części pracy. N adprodukcja yA P l 
wzmaga ekspresję genów białek odpowiedzi na szok 
tlenowy, takich jak: SOD, reduktaza glutationow a 
i reduktaza glukozo-6-fosforanowa, podczas gdy po 
ziom wymienionych enzymów jest obniżony w przypa
dku zm utow anych szczepów yA P l [37]. Ponadto , 
p rom otory  genów dehydrogenazy glukozo-6-fosfora- 
nowej zaw ierają specyficzny dla AP-1 element od
powiedzi [38], im plikujący udział yA Pl w regulacji 
aktywności tego enzymu.

Jak w ykazano [39], wzm ożona ekspresja yA Pl 
w arunkuje wysoką odporność kom órek drożdży na 
szok tlenowy. Zachodzi tu kontrolow any przez yA Pl 
wzrost transkrypcji genu tioredoksyny (trx-2). N ie
daw no przeprow adzone badania dowiodły natom iast, 
że p roduk t genu YAP2 nie uczestniczy w regulacji 
ekspresji trx-2  [35]. Obserwacje, że zm utow ane szcze
py drożdży yA P l wykazują wzrost produkcji en
zymów antyoksydacyjnych w odpowiedzi na szok 
tlenowy, wskazują na istnienie dodatkow ych m echani
zmów ochrony tych kom órek.
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III-1.2. Czynnik Mac-1

W ostatnim  czasie sklonow ano drożdżowy czynnik 
transkrypcji Mac-1 [40], który wzmaga indukow aną 
przez H 20 2 transkrypcję genu cytozolowej katalazy 
(CTT1). Liczne prace wskazują na fakt pozytywnej 
kontroli transkrypcji genu CTT1, z udziałem specyficz
nych czynników transkrypcyjnych, będącej odpow ie
dzią na szok tlenowy [30, 41, 42]. Samo zagadnienie 
jest jednak na tyle obszerne, że wymagałoby osobnego, 
szczegółowego opracow ania.

Mac-1 zawiera dom enę wiążącą jony miedzi i regu
luje transkrypcję genu katalazy oraz genu czynnika 
białkowego wiążącego miedź i żelazo. M utanty  mac-1 
drożdży są bardzo wrażliwe na działanie metali cięż
kich i H 20 2. M ożna tu znaleźć homologię do bakteryj
nego systemu występującego u E. coli [43] (SoxR jako  
hom olog aktyw atorów  M erR -patrz rozdział II). Ż ela
zo i miedź katalizują reakcję Habera-W eissa i uczest
niczą w reakcji Fentona, w których generowane są 
reaktywne formy tlenu [5]. Takie czynniki jak  chelato- 
ry metali ciężkich redukują produkcję reaktywnych 
form tlenu, a więc ich obecność efektywnie ogranicza 
skutki szoku tlenowego.

IV. Szok tlenowy a regulacja ekspresji genów 
u wyższych Eukaryota

Wyższe Eukaryota  to obligatoryjne aeroby w yko
rzystujące znaczną ilość energii generowanej w proce
sach oddechowych. Są one zatem narażone na działa
nie reaktywnych form tlenu powstających w procesie 
oddychania kom órkowego. Pewna ilość reaktywnych 
form tlenu produkow ana jest stale w przebiegu praw i
dłowego m etabolizm u kom órkowego. P onadto  stwier
dzono, że wiele egzogennych czynników stym ulować 
może stan  szoku tlenowego w kom órce, a przykładem  
może być ekspozycja na działanie niektórych leków 
i prom ieniow anie jonizujące. Stan szoku tlenowego 
wyzwalać może również przyłączenie cząsteczek syg
nałowych, takich jak  cytokiny, do receptorów powierz
chni kom órkow ej (Ryc. 1). W skazuje się tu na reaktyw 
ne formy tlenu jako  cząsteczki o funkcji w tórnych 
przekaźników  kom órkowych. Związanie cytokin 
przez specyficzny receptor wyzwala w kom órce szok 
tlenowy, k tórego wynikiem jest podwyższona koncen
tracja reaktyw nych form tlenu, przekazujących tak 
generow any sygnał na czynniki transkrypcji aktyw ują
ce ekspresję genów [14].

W przypadku człowieka, w ykazano znaczne im 
plikacje kliniczne związane ze stanem  nasilonego szo
ku tlenowego. W zrastającą koncentrację reaktywnych 
form tlenu wiąże się z etiologią choroby Lou G ehriga 
(ALS, ang. amyelotrophic lateral sclerosis, stwardnienie 
zanikow e boczne). Pacjentów  z rodzinnym  w ariantem  
tego schorzenia cechuje występowanie mutacji w genie 
Cu Zn SO D  [45]. O dkąd wykazano, że gen Cu Zn 
SO D  zlokalizow any jest w chrom osom ie 21 pary,

trisom ia w obrębie tej pary autosom ów  (zespół D ow 
na) wiązana jest z nadprodukcją miedziowo-cynkowej 
dysm utazy ponadtlenkowej. Reaktywne formy tlenu 
uwzględnia się również jako  czynniki związane 
z uszkodzeniem istoty czarnej (substantia nigra) mózgu 
pacjentów  z chorobą Parkinsona [46]. Ponadto, przyj
m uje się coraz powszechniej, że proces starzenia się 
organizm u może być wynikiem postępującej kumulacji 
w olnorodnikow ych uszkodzeń m akrom olekuł kom ór
kowych (lipidy, białka, DNA) [47,11]. W tym aspekcie 
istotne wydaje się zrozumienie mechanizmów regulu
jących ekspresję genów, które kodują enzymy antyok- 
sydacyjne u wyższych Eukaryota.

Jak podano powyżej, w kom órkach prokariotycz- 
nych białko znane jako  OxyR, w stanie utlenionym po 
działaniu H 20 2, funkcjonuje jako  aktyw ator trans
krypcji, indukujący produkcję zarówno katalazy jak 
i M n SOD. Znane są, występujące w kom órkach 
Eukaryota, dwa czynniki o działaniu podobnym  do 
bakteryjnego czynnika OxyR, lecz niejasny, jak  dotąd, 
jest mechanizm kontroli przez nie ekspresji genów, 
w tym kodujących SOD. W jednej z hipotez zakłada się 
wzrost powinowactwa czynnika transkrypcyjnego 
AP-1 do DNA, po utlenieniu reszt cysteiny składnika 
c-fos w obrębie AP-1 [48]. Czynnik transkrypcyjny 
AP-1 człowieka występuje w dwóch formach: w kom ór
kach HeLa może być hom odim erem  białka c-jun, bądź 
heterodim erem  złożonym z produktów  protoonkoge-

promieniowanie
UV, gamma,

związki chemiczne

cytokiny 
(TNF, IL -ip )

hipoksja
(reperfuzja)

eksplozja tlenowa 
(ang oxidativeburst) 0 2

(oddychanie)

Ryc. 1 Wiele czynników oddziałujących na kom órkę zwierzęcą 
przyczynia się do wzm ożonego generowania reaktywnych 
form tlenu, których zmiany stężenia w kom órce mają wpływ 
na ekspresję niektórych grup genów.
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nów c-jun i c-fos [49]. Kompleksy utworzone z białek 
rodziny Fos i Jun powodują, że AP-1 uczestniczyć 
może w regulacji różnych systemów transkrypcyjnych 
[50], Zsyntetyzowany pod wpływem szoku tlenowego 
AP-1 (heterodimer) wiąże się z odpowiednim i sekwenc
jam i DNA w obrębie prom otorów  genów takich 
enzymów antyoksydacyjnych jak: NAD(P) reduktaza 
chinonow a i podjednostka Ya transferazy S-glutatio- 
nowej. Praw dopodobnie, również inne geny odpow ie
dzi antyoksydacyjnej m ogą być aktywow ane przez 
czynnik transkrypcyjny AP-1.

NF-kB  jest pierwszym poznanym  u Eukaryota czyn
nikiem transkrypcyjnym  aktyw ow anym  w odpowiedzi 
na szok tlenowy [51] (Ryc. 2). Praw dopodobnie, 
utlenienie inhibitorowej podjednostki jądrow ego czyn
nika NF-kB  decyduje o wzroście jego powinowactwa 
do DNA [44, 52]. Aktywna forma NF-kB jest hetero- 
dimerem podjednostek p50 i p65 wiążących DNA, 
a wykazano również, że do kom pleksu N F-kB  włącza
ne m ogą być podjednostki należące do rodziny czyn
ników transkrypcyjnych rei. Inaktyw acja NF-kB  w  cy- 
toplazm ie zachodzi poprzez związanie specyficznej 
podjednostki inhibitorowej I-kB. Aktywacja N F-kB  
jest wynikiem oddysocjowania podjednostki I-kB, 
k tóra jest szybko degradow ana, a uaktyw niona forma 
N F-kB  podlega translokacji do jąd ra  kom órkowego 
[53]. W przeprowadzonych badaniach [51] w ykaza
no, że obecność m ikromolowych stężeń H 20 2 w pod
łożu hodowlanym  aktywuje N F-kB  wielu linii kom ór
kowych. Czynnik transkrypcyjny wiąże się następnie 
z sekwencjami DNA, do których wykazuje powinowac
two. W efekcie, powoduje to aktywację ekspresji 
genów np. kodujących cytokiny, białka ostrej fazy, 
czynniki wzrostu, cząsteczki adhezji komórkowej i re
ceptory cytokin. Większość genów aktywow anych 
z udziałem czynnika N F-kB, to geny wczesnej o d 
powiedzi kom órki, aktywow ane w w arunkach pa to lo 
gicznych [1],

Poziom Cu Zn SOD w przypadku trisomii i m ono-

transkrypcja

Ryc. 2 M echanizm  działania czynnika jądrow ego NF-xB. Czynnik 
ten składa się z trzech podjednostek: p50, p65 oraz I-xB. Po 
odłączeniu podjednostki inhibitorowej I-xB i jej degradacji 
w cytoplazm ie czynnik transkrypcyjny wnika do jąd ra  
kom órki i reguluje syntezę wielu białek (dokładniejszy opis 
w tekście).

somii u człowieka jest odzwierciedleniem ilości kopii 
genu, co sugeruje, że w stanie nienasilonego szoku 
tlenowego ekspresja genu utrzymuje się na stałym 
poziomie. Jednakże nasilony szok tlenowy indukuje 
wzmożoną produkcję Cu Zn SOD lub M n SOD. Na 
przykład, tlen indukuje syntezę M n SOD, lecz nie 
indukuje syntezy Cu Zn SOD w płucach now orodków  
szczura [54], Produkcja Mn SOD, peroksydazy gluta- 
tionowej i katalazy jest indukow ana w tchawiczo- 
oskrzelowych kom órkach nabłonkowych przez nad 
tlenek wodoru, podczas gdy anionorodnik ponadtlen- 
kowy indukuje syntezę wyłącznie M n SOD [55], Jak 
wynika z badań niektórych autorów  [56], para- 
kwat indukuje syntezę CuZn SOD w leukocytach 
ludzkich, a podatność na indukcję jest odw rotnie 
proporcjonalna do wieku osobnika. Synteza Mn SOD 
jest, jak  wykazano, indukow ana poprzez oddziałujący 
na kom órki czynnik martwicy nowotworu (TNF), 
wyzwalający produkcję reaktywnych form tlenu [57, 
58]. T N F  aktywuje również N F -k B , co sugeruje 
istnienie związku pomiędzy oksydacyjną aktyw acją 
tego czynnika a indukcją syntezy Mn SOD. Dowie
dziono, że T N F  zwiększa ekspresję Mn SOD  na 
poziomie transkrypcji, co więcej, kom órki now otw oro
we z konstytucyjną syntezą mRNA dla M n SOD 
wykazują oporność na T N F, a kom órki nie p roduku
jące m RN A -M n SOD  są na ten czynnik wrażliwe. 
Większość kom órek nowotworowych ma niewykry- 
walny bądź obniżony poziom Mn SOD [59], Są więc 
wrażliwe na niszczące działanie TN F, jakie czynnik ten 
wykazuje wobec kom órek transform owanych. Może 
to być wynik m utacji w obrębie genu SOD, bądź 
nieprawidłowej syntezy czy też funkcjonowania czyn
nika transkrypcyjnego N F -k B .

Badania transgenicznych linii kom órkowych mogą 
rzucić więcej światła na mechanizmy regulacji genów 
dysm utazy ponadtlenkowej [10]. W zmożona ekspre
sja genu Cu Zn SOD  człowieka w kom órkach mysich 
jest regulow ana przez represję genu Mn SOD, nie 
w ykazano jednakże czy możliwa jest sytuacja odw rot
na. Zrozum ienie mechanizmów kontrolujących eks
presję genów enzymów antyoksydacyjnych kom pli
kują obserwacje, które wskazują, że nasilona ekspre
sja ludzkiego genu Cu Zn SOD w mózgach tran s
genicznych myszy nie indukuje syntezy peroksydazy 
glutationowej, podczas gdy ma to miejsce w przypadku 
linii kom órkowych (mysie kom órki L i kom órki 
neuroblastom y NS20Y). Fakt ten może być jednakże 
wynikiem różnic istniejących pomiędzy tymi typam i 
kom órek [10].

W świetle przytoczonych danych wnioskować m oż
na, że badania czynników transkrypcyjnych i m echani
zmów regulacyjnych, które wpływają na ekspresję 
genów związanych z odpowiedzią kom órki na szok 
tlenowy (m.in. znaczenia reaktywnych form tlenu jako  
wtórnych przekaźników), mogą mieć duże znaczenie 
nie tylko w naukach podstawowych, ale również 
między innymi w opracow aniu nowych sposobów

10 POSTĘPY BIOCHEMII 42(1),  1996http://rcin.org.pl



terapii chorób, których patogenezę wiąże się z nasile
niem szoku tlenowego.

IV-1. Białko HAP1 — czynnik w ochronie ko
mórek przed skutkami uszkodzeń DNA 
i zmian w koncentracji tlenu

Białko HAP1 (AP endonukleaza/3 fosfodiesteraza), 
określane również jako  APE/Ref-1, to ludzki enzym 
jądrow y uczestniczący w reperacji apurynowych i api- 
rymidynowych miejsc w DNA. Białko to cechuje 
również udział w regulacji stanu redox produktów  
różnych protoonkogenów , jak  np. czynnika transkryp- 
cyjnego c-Jun [60]. Zrozum ienie biologicznej roli 
HAP1 stało się możliwe dzięki wykorzystaniu zjawi
ska ekspresji antysensownych HAP1 RN A w kom ór
kach HeLa. Transfekowane (antysensownym HAP1 
RNA) kom órki H eLa wykazują, zarówno prawidłowe 
tem po wzrostu, jak  i cechy morfologiczne, są jednak 
nadw rażliwe na działanie czynników uszkadzających 
DN A  (nadtlenek wodoru, m enadion, parakwat). K o
m órki takie są również nadwrażliwe na zmiany stęże
nia tlenu. W ykazano ich nasilone zamieranie, w odróż
nieniu od kom órek kontrolnych, w warunkach niedo
tlenienia (hipoksji, 1% tlenu), jak  i w środowisku 
o podwyższonym  stężeniu tlenu (hiperoksji, 100% 
tlenu) [61]. W w arunkach fizjologicznych kom órki 
często przechodzą łagodny szok wywołany przez zm ia
ny stężenia tlenu. Wysoki poziom tlenu jest jednak 
przyczyną nasilonej produkcji w kom órkach reaktyw 
nych form  tlenu, uszkadzających m akrom olekuły ko
m órkow e (np. DNA). Wiele kom órek ludzkiego ciała 
narażonych jest również na znaczny spadek stężenia 
tlenu. K om órki śródbłonka naczyń krwionośnych 
podlegają niedotlenieniu na skutek obniżenia stężenia 
tlenu we krwi. Odpow iedzią na tego typu szok jest 
synteza tzw. białek stresowych, których funkcja nie jest 
bliżej poznana, w iadom o natom iast, że utrzym ują się 
one w kom órce na podwyższonym poziomie przez cały 
okres niedotlenienia.

W ykazano, że ekspresja białek HAP1 jest induko
w ana w kom órkach  ludzkich podczas wzrostu w wa
runkach  ograniczonego dostępu tlenu, a kom órki 
transfekow ane (antysensownym  HAP1 i RNA) wyka
zują nadw rażliw ość na działanie inhibitorów  syntezy 
g lu tationu. N ajpraw dopodobniej, HAP1 odgrywa klu
czową rolę w ochronie kom órek przed skutkam i 
działania czynników uszkadzających DNA i zm ianami 
spow odow anym i obniżeniem bądź podwyższeniem 
stężenia tlenu [61].

IV-2. Nadtlenek wodoru — wtórny przekaźnik 
w procesie ekspresji roślinnych genów wa
runkujących systemową odporność na pato
geny wirusowe

R oślina zainfekowana wirusem mozaiki tytoniowej 
staje się po kilku tygodniach odporna na ponowne

światło, EkCU ozon

Ryc. 3 Czynniki wpływające na poziom reaktywnych form tlenu 
i ekspresję genów1 związanych z patogenezą w kom órce 
roślinnej. Dokładniejsze objaśnienia w tekście.

infekcje, nawet ze strony innych patogenów [62]. Co 
ciekawsze, odporność taka dotyczy nie tylko miejsca 
uprzednio zainfekowanego, lecz całej rośliny. Stąd też 
zjawisko to nazwano nabytą odpornością systemową 
(ang. systemie aąuired resistance). W trakcie nabywania 
takiej odporności dochodzi do ekspresji kilku rodzin 
genów, nazwanych ogólnie genami związanymi z pato 
genezą (ang. pathogenesis-related genes lub PR-genes) 
[63]. Ekspresja tych genów aktyw ow ana jest poprzez 
kwas salicylowy, produkow any przez kom órki roślin
ne i pełniący rolę cząsteczki sygnałowej w procesie 
odpowiedzi immunologicznej rośliny (Ryc. 3) [64], 
Receptorem wiążącym kwas salicylowy jest rezydujące 
na terenie cytoplazmy białko, które zostało ostatnio 
zidentyfikowane, jako  białko o aktywności katalazy 
[65]. Połączenie się cząsteczki kwasu salicylowego 
z białkiem receptorowym  powoduje obniżenie o 80% 
jego aktywności katalazowej, co wyzwala znaczny 
wzrost wew nątrzkom órkowego stężenia nadtlenku 
wodoru. Dane te sugerują, że H 20 2 może być m ediato
rem ekspresji genów związanych z nabytą odporno
ścią. Sugestię taką potw ierdza fakt, iż do ekspresji tych 
genów dochodzi również po nastrzyknięciu liścia roś
liny 1-5 mM  H 20 2 lub roztw oram i związków prom u
jących tworzenie się nadtlenku w odoru wewnątrz 
kom órek (np. parakw atu). Chociaż czynniki trans- 
krypcyjne aktywujące ekspresję genów odpowiedzial
nych za odporność na patogen nie są jeszcze znane, to 
jednak  istnieje duże prawdopodobieństw o, że są one 
aktyw ow ane poprzez reakcję typu redoks, w której 
bierze udział nadtlenek wodoru.

V. Udział reaktywnych form tlenu w apop- 
tozie komórek

Proces apoptozy, czyli program ow anej śmierci ko
m órki znajduje się ostatnio w polu zainteresowań
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wielu ośrodków  naukowych. Duże zainteresow anie 
apoptozą ma odbicie chociażby w coraz liczniejszych 
artykułach ukazujących się w polskim piśmiennictwie 
przeglądowym [66-68], Jednakże stosunkow o m ało 
uwagi zwraca się w tych pracach na udział rodników  
tlenowych w tym ciągle nie do końca poznanym  zja
wisku. Jest to interesujące, w świetle omawianych 
powyżej zagadnień, ponieważ wzmożoną aktywację 
czynnika transkrypcyjnego N F -kB wiąże się obecnie 
z mechanizmem programowanej śmierci kom órki [69].

Stan szoku tlenowego jest brany pod uwagę jako  
jeden z czynników wyzwalających apoptozę. Popiera 
to założenie wiele niezależnych obserwacji dotyczą
cych różnych systemów biologicznych, w których 
wykazano indukcję apoptozy poprzez m echanizm y 
oksydacyjne [69, 70]. N a udział reaktyw nych form 
tlenu w program owanej śmierci kom órki w skazują 
obserwacje, z których wynika, że utleniacze (nadtlenek 
wodoru) bądź czynniki wyzwalające generow anie re
aktywnych form tlenu takie jak: prom ieniow anie UV, 
czy T N F-indukują apoptozę, podczas gdy antyok- 
sydanty takie jak: N-acetylocysteina, analogi w itam iny 
E i peroksydaza glutationow a ham ują procesy wy
zwalające apoptozę. Ekspozycja już na niskie dawki 
(10-lOOpM) H 20 2 indukuje apoptozę różnego typu 
kom órek [71]. Również tlenek azotu (N O  ) brany jest 
pod uwagę jako  czynnik wyzwalający apoptozę m a- 
krofagów i m onocytów [72], co ciekawe rodnik  ten 
może reagować z tlenem cząsteczkowym, czego wyni
kiem jest powstanie wysoce agresywnej cząsteczki 
N 0 2 oraz takich aktywnych form tlenu jak  O \ i H 20 2 
[73]. W ykazano, że limfocyty T zainfekowane wirusem 
HIV są szczególnie podatne na apoptozę indukow aną 
szokiem tlenowym, co więcej kom órki takie cechuje 
znacznie obniżony poziom enzymów antyoksydacyj- 
nych (SOD, katalaza, peroksydaza glutationow a) [70]. 
N iektóre środki chemiczne i leki (np. sulfoksam ina 
butioniny) obniżać m ogą poziom zredukow anego glu- 
tationu (GSH), co czyni kom órki bardziej podatnym i 
na indukow aną szokiem tlenowym apoptozę. P o d o b 
ną zależność obserwowano w badaniach ludzkich 
limfocytów T. W ykazano mianowicie, że poziom  poza- 
kom órkowej katalazy m oduluje podatność tych ko
m órek na program ow aną śmierć indukow aną pod
wyższonym poziomem H 20 2. P onadto , p ro toonkogen  
bcl-2, którego produkt białkowy chroni kom órki 
przed apoptozą jest brany pod uwagę jak o  czynnik 
w antyoksydacyjnej drodze ochrony kom órki [69], 
Podobnie adenowirusowe białko E1B, będące funk
cjonalnym homologiem białka Bcl-2 chroni przed 
program ow aną śmiercią indukow aną czynnikiem 
T N F  czy też p53 [70]. O statn io  pojawiły się doniesie
nia, że białka Bcl-2 m ogą chronić kom órki nie tylko 
przed apoptozą, ale także przed śm iercią nieprog- 
ram ow aną następującą w wyniku uszkodzenia m echa
nicznego, niedokrwienia w wyniku zawału, czy nie
których chorób degeneracyjnych, a w iadom o, że stany 
te związane są z nadm iernym  grom adzeniem  w kom ór

ce reaktywnych form tlenu [70].
Jedną z bardziej atrakcyjnych hipotez tłumaczących 

m echanizm aktywacji kom órkow ego systemu wyzwa
lającego apoptozę jest hipoteza wiążąca m etalo- i rod- 
niko-zależną aktywację czynników transkrypcyjnych 
prow adzącą do śmierci kom órki. Interesujące jest, że
I,10-fenantrolina (chelator jonów  Cu — generujących 
w wyniku reakcji Fentona wolne rodniki tlenowe) 
blokuje wiązanie aktywnego kom pleksu receptora 
glukokortykoidow ego do DNA [74]. C ytowani au to 
rzy sugerują, że aktywow any kom pleks jest m etalo- 
proteiną.

Szok tlenowy aktywuje czynnik transkrypcyjny N F- 
kB , a liczne antyoksydanty ham ują ten proces [51]. 
Jeden ze związków blokujących aktywację N F -k B  
(ditiokarbam inian pirolidyny) w sposób znaczący 
ogranicza indukcję apoptozy przez deksam etazon. 
Dane te sugerują, że N F -k B  odgrywa krytyczną rolę 
w m odulacji apoptozy, a ponadto  w ykazano [75] silną 
aktywację AP-1 i N F -k B  w  tym ocytach ulegających 
apoptozie pod wpływem szoku cieplnego i deksam eta- 
zonu. N a podstawie przeprow adzonych badań  [69] 
dowiedziono, że rodniki hydroksylowe generowane 
w przebiegu Cu-zależnej reakcji F entona wyzwalają 
apoptozę poprzez nasiloną aktywację czynnika tran s
krypcyjnego N F -k B .

Aktywacja N F -k B  wyzwalająca apoptozę tymocy- 
tów jak  i rola jonów  metali (np. Cu) oraz wolnych 
rodników  w tym procesie jest obiektem  coraz liczniej
szych badań, których wyniki m ogą rzucić nieco więcej 
światła na ten jakże mało przez nas jeszcze poznany 
proces. Ponad to  zdobyta wiedza będzie m ogła być 
wykorzystywana praktycznie np. do uśm iercania ko
m órek nowotworow ych jak  i ochrony kom órek giną
cych na skutek chorób degeneracyjnych takich jak  
choroba Parkinsona i Alzheimera.
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Somatyczna terapia genowa — czy jest bezpieczna? 

Somatic gene therapy — is it safe?
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I. Wstęp

Bardzo wiele pisze się dziś o terapii genowej. Dom i
nują opinie skrajne, często nie oparte na faktach, 
a tylko intuicyjnej sympatii bądź niechęci. Entuzjaści 
twierdzą, że każde z ostatnich stuleci miało swój wielki 
przełom w medycynie: wiek osiemnasty — osiągnięcia 
w dziedzinie Fizjologii i farmakologii; wiek dziewiętnas
ty —  aseptykę i początki anestezjologii w chirurgii; 
wiek dwudziesty — wprowadzenie do lecznictwa anty
biotyków  i transplantologii. W praktyce terapeutycz
nej dwudziestego pierwszego wieku widzą oni za
stosowanie terapii genowej. Przeciwnicy uważają, że 
jest to w rzeczywistości m etoda niebezpieczna, nie
skuteczna i wyjątkowo droga.

Rzetelna ocena perspektyw praktycznego wdroże
nia terapii genowej wymaga dokładnej analizy przede

* Student, Zakład Genetyki Człowieka PAN, ul. Strzeszyń- 
ska 32, 60-479 Poznań
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wszystkim dwóch zagadnień: bezpieczeństwa i skute
czności. N a to drugie jest jeszcze zbyt wcześnie. 
Obecnie przeprow adzane próby kliniczne I fazy służą 
bowiem tylko ustaleniu ewentualnych skutków ubocz
nych. Dopiero próby II i I I I  fazy pozwolą na oszaco
wanie skuteczności terapii genowej i porów nanie jej 
z innymi m etodam i leczenia. Właśnie kwestiom bez
pieczeństwa chciałbym poświęcić niniejszą pracę. Jej 
zrozumienie wymaga jednak podstawowej wiedzy o te
rapii genowej. D obrym  wstępem mogłaby być lektura 
mojego poprzedniego artykułu „Terapia genowa 
—  wektory i strategie” (Post Biochem 4/95). W dalszej 
części artykułu zamieszczam krótkie omówienie naj
częstszych zagrożeń oraz m etod minim alizowania wy
nikających z nich skutków ubocznych.

II. Efekty uboczne związane z wektorem

II-l. Insercyjna mutageneza

Zagrożenie to występuje np. przy stosowaniu re- 
kom binow anych retrowirusów, bez wątpienia na jbar
dziej popularnych obecnie wektorów w terapii geno
wej [1]. D la zrozum ienia m echanizmu insercjonalnej 
m utagenezy przydatna jest znajom ość struktury pro- 
wirusa — rycina 1. DNA retrow irusa może poprzez 
samo swoje wbudowanie w genom kom órki-gospoda- 
rza „wyciszyć” znajdujący się w miejscu wstawienia 
(insercji) gen. Ponadto, praw dopodobne jest wzmoże
nie ekspresji znajdujących się zarów no powyżej (ak
tywność regionów wzmacniających znajdujących się 
w długich term inalnych pow tórzeniach — LTRs) jak
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LTR -  zawiera 
region
wzmacniający 

Rye. 1 Schemat budowy prow irusa

LTR -  zawiera 
region
wzmacniający

i poniżej miejsca wbudowania (skumulowany efekt 
obydwu regionów wzmacniających i prawego prom o
tora) [2]. Nie ma powodów aby twierdzić, że insercyj- 
na m utageneza dotyczy wyłącznie onkogenów i anty- 
onkogenów. Wręcz przeciwnie, proces ten zachodzi 
z mniej więcej jednakow ą częstością w przypadku 
wszystkich genów. Tym niemniej większość takich 
zaburzeń, nawet jeśli doprow adzi do śmierci, czy 
rozregulow ania funkcji drobnego ułam ka zainfekowa
nych kom órek, nie będzie miała znaczenia dla organiz
mu jako  całości. G roźna będzie natom iast przemiana, 
którejś z kom órek w nowotworow ą, co może zajść 
właśnie w drodze „wyciszania” antyonkogenów  i ak
tywacji onkogenów [3].

Czy jest możliwa stabilna ekspresja z bardzo niską, 
czy nawet zupełnie bez insercjonalnej mutagenezy? 
Niewątpliwie tak. Poniżej opisuję niektóre z możliwości.

a) Większość stosowanych obecnie wektorów retro- 
wirusowych to pochodne silnie transform ujących 
szczepów wirusa leukemii mysiej (high-leukemogenie 
M oloney M urine Leukemia Virus— MuLV), zawierają
cych m ocny region wzmacniający w regionach LTR. 
Nie w ykorzystywano szczepów słabo transform ują
cych (Iow-leukemogenie) sądząc, że obecny w nich słaby 
region wzmacniający nie będzie zdolny do stymulacji 
wydajnej transkrypcji genu terapeutycznego. N iedaw 
no jednak  opracow ano m etodę pozwalającą na ich 
zastosow anie w strategiach ex vivo [4], W ydajną 
ekspresję osiąga się po etapie selekcji zmodyfikowa
nych kom órek w obecności neomycyny (wektor 
oprócz genu terapeutycznego zawiera także gen opor
ności na analog neomycyny —  G418). Podobnego 
efektu nie obserwuje się w przypadku wektorów op ar
tych na wirusie silnie transform ującym . M echanizm 
nie jest w pełni poznany, ale przypuszcza się, że selekcja 
eliminuje kom órki z jednym , znacznie zwiększając 
procentow y udział posiadających dwa lub więcej pro- 
wirusów. Rozważa się także możliwość użycia w podo
bnej procedurze rekom binatów  pozbawionych zupeł
nie regionu wzmacniającego w regionach LTR. W stęp
ne obserw acje wskazują na zadawalający poziom 
transkrypcji [5, 6].

b) M ożliwość zastosow ania rekom binow anego wi
rusa adenosatelitarnego (ang. Adeno-Associated Virus 
—  AAV) om awiałem  już w poprzednim  artykule. 
D odam , że według nowych poglądów wektory na nim

oparte  uważa się nie za pozbawione zupełnie potenc
ja łu  onkogennego, lecz za słabo transform ujące [7].

c) Stabilną ekspresję bez insercjonalnej mutagenezy 
zapewnia episomalny DNA pod warunkiem , że jest 
zdolny do autoreplikacji. Nie chodzi tu o replikację 
całego w ektora (do czego potrzebne są geny kodujące 
b iałka otoczki), a tylko o kopiowanie plazmidowego 
DNA. Przykładem  są pochodne bydlęcego wirusa 
Papilloma typu pierwszego (Bovine Papilloma Virus 
type-1 —  BPV-1) [8, 9]. Różnią się one od „dzikiego” 
wirusa tym, że pozbawiono je regionów onkogennych 
E5, E6 i E7 oraz genów kodujących białka otoczki LI 
i L2. M imo przeprowadzonych zmian rekom binaty, 
podobnie jak  „dziki” wirus, są zdolne do stabilnej 
i bardzo wydajnej ekspresji, właśnie dzięki zdolności 
do powielania się wewnątrz zainfekowanej kom órki 
(średnio do 13-30 kopii). Są to obiecujące wektory, 
dopuszczone już w USA do prób klinicznych [10].

d) Poznanie minimalnej sekwencji ssaczego centro- 
m eru [11, 12] oraz dokładne zidentyfikowanie ssa- 
czych miejsc inicjacji replikacji pozwoli na skonstruo
wanie sztucznych ludzkich chrom osom ów (mogłyby 
one być w prow adzone do kom órki za pom ocą wek
torów  o dużej pojemności np. jako  kompleksy 
D N A /liposom  czy koniugaty m olekularne [13]), które 
replikując zgodnie z cyklem kom órkowym  podlegały
by normalnej mitotycznej segregacji.

e) Duże nadzieje wiąże się również z tzw. wirusowy
mi retropozonam i (ang. viral superfamily retroposones) 
podobnym i do retrowirusów (zdolność do integracji, 
przechodzenie przez fazy DNA i RNA, produkcja 
odw rotnej transkryptazy), ale nie mających w swym 
cyklu życiowym etapu pozakom órkow ego [14] (np. 
w genomie człowieka znajduje się ok. 100 tysięcy 
elementów LI zaliczanych do wirusowych retropozo- 
nów [15]). Przypuszcza się, że w czasie ewolucji 
musiały one wykształcić zdolność do preferencyjnego 
integrow ania się w pewnych miejscach genomu, tak 
aby nie wywołać insercjonalnej mutagenezy. W innym 
przypadku doprow adziłyby bowiem do wymarcia ga
tunków , w których się rozwijają.

f) Ogrom nym  postępem  techniki transferu genów 
byłoby zwiększenie wydajności integracji specyficznej 
co do miejsca (ang. site-specyfic integration) zachodzą
cej w drodze somatycznej rekombinacji homologicz
nej, co umożliwiałoby jej wykorzystanie także w strate-
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Stabilna ekspresja

Poprzez integrację Bez

Duży potencjał onkogenny Mały potencjał 
onkogenny

Bez ryzyka transformacji

/
AAY Pochodne

retroposonów

Retrowirusy z silnymi Retrowirusy ze słabymi
enhancerami enhancerami

Sztuczne ssacze chromosomy Replikujące się episomalne
DNA

W drodze somatycznej 
rekombinacji homologicznej

Ryc. 2 M etody osiągania stabilnej ekspresji

giach in vivo. W iadom o, że w kom órkach bakteryjnych 
proces somatycznej rekom binacji homologicznej sty
muluje białko recA oraz będąca trim erem  białek recB, 
recC i recD —  endonukleaza recBCD [16, 17]. P rze
prow adzony eksperym ent (badanie wydajności proce
su integracji w drodze somatycznej rekombinacji ho
mologicznej w kom órkach m odyfikowanych za pom o
cą liposomów zawierających D N A  i białko recA) 
wykazał jednak  brak  podobnej aktywności recA w ko 
m órkach ludzkich. Postęp w tej dziedzinie uw arun
kowany jest zidentyfikowaniem białek odpowidzial- 
nych za katalizę somatycznej rekom binacji hom o
logicznej w kom órkach ssaczych.

Rycina 2 zawiera schematyczny zapis m etod osiąga
nia stabilnej ekspresji.

Pocieszający jest fakt, że w praktyce nigdy nie 
zaobserw ow ano now otw orzenia w wyniku użycia we
ktorów  retrowirusowych (badania na m ałpach od 1985 
r. i próby kliniczne terapii ludzi od 1990 r.).

W  wyjątkowych przypadkach insercyjna mutagene- 
za może nie być zw iązana z żadnym  zagrożeniem dla 
organizmu. Sytuacja tak a  m a miejsce np. w strategiach 
dostarczania „genów sam obójczych”, przy w prow a
dzaniu genów kodujących silnie immunizujące an ty 
geny czy stosow aniu genetycznych szczepionek prze- 
ciwrakowych. W tych sytuacjach kom órki m odyfiko
wane są po prostu  eliminowane przez podaw anie 
odpowiedniego leku, reakcję im m unologiczną organi
zmu, ewentualnie (szczepionki przeciwrakowe) „skaza
ne” na obum arcie w krótkim  okresie czasu, przez 
następujące tuż przed wszczepieniem naświetlenie p ro 
m ieniami X (dokładna długość przeżycia zależy od 
pochłoniętej energii prom ieniow ania i typu now o
tworu).

II-2. Reakcja immunologiczna

Mniej lub bardziej nasilona reakcja im m unologicz
na skierow ana jest praktycznie przeciw wszystkim 
wektorom  wirusowym:

a) W  przypadku rekom binow anych adenowirusów

odpow iedź im m unologiczną wywołują nie tylko wolne 
wiriony, ale i stransdukow ane kom órki. Pow odow ane 
jest to niską konstytutyw ną ekspresją późnych genów 
(zachodzącą mimo nieobecności wczesnego białka E l 
działającego jako  ak tyw ator transkrypcji późnych 
genów [18]). N ow a generacja wektorów adenowiruso- 
wach, z których oprócz regionu E l usunięto także E3 
(w celu zwiększenia pojemności), stymuluje jeszcze 
silniejszą reakcję zapalną [19]. Region E3 koduje sześć 
białek, z których jedno —  gp l9k  jest zdolne do 
zm niejszania siły reakcji limfocytów T cytotoksycz- 
nych. Białko to, zlokalizowane w błonie retikulum  
endoplazm atycznego, wiąże cząsteczki kom pleksu głó
wnych antygenów  zgodności tkankowej typu pierw
szego (M ajor Histocompatibility Complex I  —  M H C  I), 
zapobiega ich umiejscowieniu się w błonie plazm atycz- 
nej i w ten sposób uniemożliwia prezentowanie za ich 
pom ocą antygenów wirusowych. Pozbawienie wek
to ra  zdolności do produkcji białka g p l9k  wzmacnia 
zatem  reakcję cytotoksyczną. P roponuje się nawet 
konstruow anie wektorów, w których gen kodujący 
białko g p l9k  umieszczony będzie pod kon tro lą  silniej
szego prom otora, niż stosunkow o słaby w nieobecno
ści b iałka E la  p rom otor regionu E3.

Kwestią sporną jest na ile opisane właściwości 
im m unologiczne adenowirusów ograniczają ich za
stosowanie jako  w ektorów  w terapii genowej [7]. 
Bezpieczniejszą m etodą uzyskiwania podobnych wy
ników (choć z mniejszą wydajnością) jest np. lipofekcja. 
Tym niemniej w ektory adenowirusowe są cały czas 
drugą (po retrowirusach) najpopularniejszą m etodą 
transferu genów. Ich zwolennicy twierdzą, że obser
w ow ana w praktyce reakcja im m unologiczna jest słaba 
i nie ulega wzmocnieniu w m iarę pow tarzających się 
kontaktów  z wektorem.

b) W ektory retro wirusowe będące pochodnym i wi
rusa leukemii mysiej są szybko inaktyw ow ane w krwi 
ludzkiej (także innych naczelnych, ale nie ulegają 
inaktywacji w krwi pozostałych ssaków) przez układ 
dopełniacza. Z tego pow odu transfer retrowirusowy 
może być skuteczny in vivo jedynie lokalnie (np.
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iniekcja wprost do guza, wlew dokanałowy). P rze
szkodę tę planuje się w najbliższym czasie ominąć. 
U dow odniono już (w w arunkach in vitro) brak inak- 
tywacji w ektora w surowicy ludzkiej w obecności 
przeciwciał m onoklonalnych, dla któregoś z elemen
tów dopełniacza (C l, C2, C3, C5, C6, C8 albo C9), przy 
czym najlepsze charakterystyki farm akodynam iczne 
wykazały przeciwciała anty-C5, -C6 i -C8 [20, 21].

c) Białko LI bydlęcego wirusa Papilloma typu pier
wszego wykazuje silne właściwości antygenowe [10]. 
Nie jest jeszcze pewne, jak  bardzo będzie to ogranicza
ło możliwość zastosow ania wektorów opartych na tym 
wirusie w strategiach in vivo.

II-3. Toksyczność kationowych liposomów

W ystępuje w czasie terapii in vivo wysokimi daw 
kam i tych liposomów. W praktyce podaje się na tyle 
małe ilości, aby nie występowały żadne objawy tok 
syczności. Takie ograniczenie dawki oznacza jednak 
zmniejszenie skuteczności terapii. Opracowuje się no
we liposomy np. D M R IE (dimyristyloxy-propyl-3-di- 
m ethyl-hydroxyetyl am m onium )/D O PE  (3-N-N’-N ’- 
-dim ethylam ino ethanecarbam oyl cholesterol/dioleo- 
ylphosphatidylethanolam ine), które wykazują efekty 
uboczne w wielokrotnie wyższych stężeniach niż lipo
somy tradycyjnej formuły np. D O TM A  (N [l-(2, 3-dio- 
leyloxy)-propyl]-N N N -trim ethyloam m onium  chlori
de), D O PSA  (2, 3-dioleyloxy-N-[2(sperm inecarboxa- 
m ido)ethyl]-N N -dim ethyl-1 -propanam inium trifluoro- 
acetate). Pozwala to na intensywniejsze leczenie [22],

II-4- Nabywanie zdolności do replikacji

Podstaw ow ą zasadą terapii genowej jest używanie 
jako  wektorów  niezdolnych do replikacji pochodnych 
wirusów. N iestety zarówno w czasie produkcji wek
to ra jak  i bezpośrednio w zainfekowanych kom órkach 
może dojść do pow stawania rekom binantów  zdolnych 
do replikacji.

a) Rekom binow ane adenowirusy. Podstawowym  
sposobem  w jaki osiąga się zablokow anie replikacji 
w w ektorach adenowirusowych jest pozbawienie ich 
regionu E l kodującego wczesne białko E l (regulator 
transkrypcji, bez którego niemożliwa jest wydajna 
ekspresja tzw. genów późnych i replikacja wirusa). 
W czasie produkcji wektora białko E l dostarczane jest 
in trans przez gen umieszczony uprzednio w genomie 
kom órek linii pakującej (ang. packaging cell line). Może 
jednak  dojść do rekombinacji i uzyskania przez wektor 
zdolności do samodzielnej produkcji białka E l, a za
tem i do  replikacji [23], DNA  takiej pochodnej wek
to ra  będzie oczywiście dłuższe (o gen terapeutyczny) od 
D N A  „dzikiego wirusa”. Ponieważ białkowa otoczka 
adenow irusa może pomieścić tylko o około 5% więcej 
D N A  niż wynosi długość genomu „dzikiego” wirusa, 
długość insertu będzie w oczywisty sposób limitowała 
możliwość pow staw ania opisanych rekom binatów .

Podobne zjawiska mogą zachodzić in vivo w razie 
przypadkowej koinfekcji „dzikim” adenowirusem. N a 
wet jeśli nie dojdzie do rekombinacji, taki „dziki” wirus 
będzie in trans dostarczał białka konieczne do re
plikacji. W konsekwencji nastąpi liza stransdukow a- 
nych kom órek i rozwój silnego stanu zapalnego.

b) Rekom binowane retrowirusy. W ektor p ozba
wiony jest regionów gag, poi i env, ma natom iast 
sygnał pakow ania psi. W kom órkach linii pakującej 
znajduje się prowirus zawierający geny gag, poi i env, 
lecz pozbawiony sygnału pakow ania co powoduje, że 
jego genomowe transkrypty nie mogą być oplaszczane 
przez białka wirusowego rdzenia. Do rekom binacji 
może dojść zarów no na poziomie DNA, jak i RNA. 
Cykl życiowy tych wirusów zachodzi, co praw da, bez 
lizy zainfekowanych kom órek, ale rozwój retrow iru- 
sów zdolnych do replikacji oznacza zwiększenie in ten
sywności insercjonalnej mutagenezy, a co za tym idzie 
wzrost ryzyka nowotworzenia [24], Przyczyną jest nie 
tylko infekowanie kom órki przez większą liczbę wirio- 
nów, ale także wielokrotne w ew nątrzkom órkowe cyk
le: odw rotna transkrypcja —  integracja — transk ryp
cja zachodząca dla genomów każdego z nich. W no 
wych generacjach kom órek pakujących zmniejsza się 
ryzyko pow stania wirusów zdolnych do replikacji 
przez zwiększenie minimalnej liczby koniecznych do 
tego rekombinacji (np. umieszczając regiony gag, poi, 
env oddzielnie w różnych miejscach genomu) [1].

O pracow ano szereg testów służących zarów no ko n 
troli jakości wektorów przed ich użyciem (szczególnie 
w próbach klinicznych), jak  i stwierdzeniu ewentualnej 
obecności wirusów zdolnych do replikacji we krwi 
pacjentów. Przykłady to: PG4S +  L-Assay, M us dunni 
i N IH 3T3 Cells Co-Cultivation Studies dla w ykryw a
nia zdolnych do replikacji retrowirusów oraz A549- 
Assay i PCR ze starteram i specyficznymi dla genu El 
stosowane w celu stwierdzenia obecności adenow iru- 
sów mogących się samodzielnie replikować.

III. Efekty uboczne związane z genem terapeu
tycznym

N iesposób w tak krótkim  artykule zasygnalizować 
choćby ew entualną toksyczność związaną ze wszyst
kimi możliwymi genami terapeutycznymi. K ażda cho
roba dziedziczna wymaga transferu innego genu. 
W przypadku now otworów  i infekcji wirusem Human 
Immunodeficiency Virus (HIV) już dzisiaj stosuje się 
kilkanaście różnych genów terapeutycznych. Poniżej 
podaję jedynie dwa przykłady.

III-l. Toksyczność cytokin

Inspiracją dla prób z tzw. genetycznymi szczepion
kam i przeciwnowotworowym i było niepowodzenie 
program ów  układowej terapii interleukiną 2 (IL-2) 
[10]. Przypuszcza się, że krótkotrw ałość takiej terapii 
(wymuszona szybkim rozwojem objawów toksyczno
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ści) jest najpoważniejszym czynnikiem ograniczającym 
jej skuteczność. Przewagą genetycznych szczepionek 
m a być większa specyficzność indukowanej odpowie
dzi immunologicznej oraz mniejsze efekty uboczne 
(miejscowo tylko wysokie stężenie interleukin). Po
czątkow o używano genu IL-2, obecnie próbuje się 
także stosować geny wielu innych cytokin (np. IL-4, 
IL-5, IL-6, IL-12, T N F, interferony) [25], Dotych
czasowe wyniki (próby kliniczne fazy I) wskazują na 
m inim alną toksyczność, ale i znikom ą aktywność 
biologiczną.

III-2. Problem strategii antysensu

Jeśliby używać genu terapeutycznego, którego 
transkrypty hybrydyzują z mRNA genu docelowego 
na całej długości sekwencji kodującej oraz stosować 
m etodę transferu prow adzącą do integracji genu tera
peutycznego z DNA gospodarza, to przy przypad
kowym wbudowaniu się w małej odległości poniżej 
jakiegoś prom otora, mogłyby powstawać transkrypty 
sensowne w stosunku do genu docelowego. Terapia 
daw ałaby wtedy skutki dokładnie odw rotne niż zamie
rzone (np. jeśli genem docelowym byłby onkogen, 
zam iast ham ować rozwój now otw oru mogłaby stym u
lować jego wzrost). P onadto  długie antysensowne 
RNA są paradoksalnie mniej selektywne, gdyż często 
m ogą hybrydyzować tylko fragm entam i swojego łań
cucha (zjawisko wykorzystywane np. w technice PCR 
z arbitralnym i starteram i [51]). Zatem  w strategii 
antysensu selektywność i wydajność wyciszania zape
wniają odcinki 8-15 nukleotydowe, najlepiej projek
towane ze znajom ością struktury  trzeciorzędowej 
przyjmowanej przez dany m RNA i takie powinno się 
stosować w terapii genowej [7],

IV. Inne niepożądane zjawiska

IV-1. Przedostanie się nowych odmian wirusów do 
środowiska

Rekom binaty w takiej sytuacji mogłyby być albo 
samodzielnymi, zdolnymi do replikacji wirusami (naj
bardziej praw dopodobne w przypadku wektorów ade- 
nowirusowych), albo utrzymywać się w środowisku 
jako  wirusy defektywne, do replikacji wymagające 
koinfekcji odpowidniego „dzikiego” wirusa.

Specjalne środki ostrożności podejmuje się na przy
kład przy terapii mukowiscydozy, kiedy zachodzi 
możliwość przenoszenia się rekom binowanych adeno- 
wirusów drogą kropelkow ą (celem transferu genów są 
kom órki nabłonka dróg oddechowych). W przypadku 
zastosow ania w ektora adenowirusowego techniką 
PCR m ożna stwierdzić jego obecność w nozdrzach 
pacjentów do pięciu dni od m om entu podania. Przez 
ten czas pacjenci nie m ogą opuścić szpitala, przebywa
ją  w izolacji i noszą specjalne maski [7].

O statnio, właśnie dla mukowiscydozy, Doradczy

Kom itet ds. Rekom binowanego DNA (ang. Recom- 
binat D N A Advisory Committee — RAC) zatwierdzi! 
pierwszy na terenie USA program  wykorzystujący 
jako  w ektor rekom binow any AAV. AAV jest bardzo 
odporny na niekorzystne w arunki (co wykorzystuje się 
np. przy produkcji opartych na nim w ektorów  elim inu
jąc zanieczyszczenia pomocniczymi adenow irusam i 
m etodą termiczną). Badania przedkliniczne (technika 
PCR) wykazały utrzymywanie się w ektora w drogach 
oddechowych zwierząt laboratoryjnych do 21 dni po 
infekcji. RAC zatwierdził próby kliniczne pod w arun
kiem przedłużonej izolacji pacjentów oraz wykorzys
tywania do dezynfekcji tzw. roztw oru wybielającego 
(ang. bleach solution) szczególnie aktywnego wobec 
AAV [7],

Trzeba przyznać, że mało praw dopodobne jest 
utrzym anie na wszystkich poziom ach pracy z wek
torem  (produkcja, próby na zwierzętach, próby klini
czne) środków ostrożności dających pewność całkow i
tej kontroli jego rozprzestrzeniania się. M ożna jednak 
również wątpić czy ew entualna „ucieczka” rekom 
binowanych wirusów m iałaby jakiekolwiek niekorzys
tne skutki. M anipulacje dokonyw ane na wirusach 
w terapii genowej zmierzają przecież do eliminacji ich 
patogenności. Jako gen terapeutyczny (także m ar
kerowy czy selekcyjny) nie są wykorzystywane geny 
oporności na leki przeciwwirusowe. Pewności oczywiś
cie mieć nie można. Ryzyko takie jest zresztą p rob 
lemem raczej całej biotechnologii niż tylko terapii 
genowej. W arto przypomnieć jak  wielkie były obawy, 
kiedy dokonyw ano pierwszych m anipulacji genetycz
nych na bakteriach. Dzisiaj rekom binacja bakteryj
nego DNA, biblioteki cDNA, tworzenie m ap fizycz
nych za pom ocą klonów w sztucznych chrom osom ach 
drożdży ( Yeast Artificial Chromosomes — YAC) jest 
codzienną praktyką. Szeroko stosuje się rozm aite geny 
oporności na (często używane również w medycynie) 
antybiotyki. Podejm owane środki ostrożności służą 
bardziej ochronie przed zakażeniem hodowli niż za
bezpieczeniu się przed „ucieczką” z laboratorium  re- 
kom binantów  [26],

IV-2. Warunki hodowli in vitro

Produkcja wszystkich wektorów wirusowych prze
chodzi przez etap hodowli kom órkowej in vitro. Łatw o 
wtedy o zakażenie mikrobiologiczne. Oczywista zatem 
jest konieczność zachow ania najwyższej sterylności. 
Produkcja winna mieć miejsce w specjalnym pokoju 
hodowlanym . Personel powinien używać rękawiczek 
i masek. Osoby zakaźnie chore i bezobjawowi nosiciele 
nie powinni pracować przy hodowlach in vitro. W celu 
produkcji wektorów dla prób klinicznych nie m ożna 
używać pożywek opartych na surowicy bydlęcej, tylko 
na surowicy ludzkiej (konieczne są negatywne wyniki 
testów ELISA na obecność przeciwciał dla wirusów 
zapalenia wątroby typu A, B i C oraz HIV). Jeszcze 
lepsze są dokładnie chemicznie zdefiniowane pożywki
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bez surowicy (ang. serum-free media).
W praktyce wektory dla prób klinicznych zazwyczaj 

przygotowywane są przez wyspecjalizowane w terapii 
genowej firmy biotechnologiczne (np. Genetic Therapy 
Incorporation — G TI, Viagene, Genzyme), niekiedy 
tylko przez uniwersytety [30].

IV-3. Zanieczyszczenie lipopolisacharydem plaz
midowego DNA izolowanego z E. coli

W niektórych przypadkach (mięśnie szkieletowe 
[31], mięsień serca [32], hepatocyty [33]) skuteczną 
m etodą wywołania przejściowej ekspresji genu tera
peutycznego może być prosta iniekcja roztw oru plaz
midowego DNA. Tę szczególną właściwość tłumaczy 
się specyficzną struk tu rą w/w tkanek. W czasie prow a
dzenia prób przedklinicznych zaobserwow ano jednak 
układową toksyczność zależną od wysokości dawki 
DNA. Dokładne badania wykazały zanieczyszczenie 
izolowanego z hodowli E. coli plazmidowego DNA 
lipopolisacharydem  (LPS). Analogiczny problem  wy
stępuje przy stosowaniu kom pleksów liposom +  plaz
midowy DNA. LPS jest silnym adjuw antem  i m ito
genem dla limfocytów. Stymuluje syntezę cytokin 
i innych m ediatorów  reakcji zapalnej [34-36]. Ż adna 
z tradycyjnych m etod izolowania plazm idu nie zapew
nia oczyszczenia DNA z lipopolisacharydu. N a potrze
by terapii genowej opracow ano nową procedurę 
zmniejszającą 10000 razy zanieczyszczenie LPSem 
w porów naniu do dotychczas stosowanych [37]. O bej
muje ona przeprowadzenie bakterii w sferoplasty 
w środowisku hypotonicznym , inkubację z lizozymem 
i następnie n-octylo-ß-D -tioglukopyranozydem  (niejo
nowy detergent) oraz chrom atografię na kolum nie 
wypełnionej polim yksyną B.

IV-4. Iniekcje komórek produkujących wektor

W program ach terapii za pom ocą strategii HSV-tk/ 
gancyklow ir przewidujących podaw anie pacjentom  
mysich kom órek produkujących wektor retrowiruso- 
wy (linia P A 317-G lT k lS vN a —  GTI) obserwowano 
znaczące objawy toksyczności tuż po iniekcji w/w 
kom órek (np. ból głowy, nadciśnienie, zapalenie opon 
m ózgowych, infekcje bakteryjne). Choć nie ma jeszcze 
całkowitej pewności przyczyną może być, albo zanie
czyszczenie kom órek będące błędem w produkcji, albo 
brak tolerancji ludzkiego organizm u na mysie kom ór
ki [38].

IV-5. Zabiegi towarzyszące

T erapia genowa wymaga często towarzyszących 
drobnych zabiegów chirurgicznych (np. iniekcje, bio
psje, wlewy dokanałow e, dożylne itp.). Są one standar
dowo w ykonyw ane nie tylko na potrzeby terapii 
genowej i nie stw arzają znaczącego niebezpieczeństwa.

Liczne program y związane ze strategią H SV-tk/

gancyklowir wymagają systemicznego podaw ania 
gancyklowiru (preparat cytovene). Stosuje się wlewy 
dożylne zazwyczaj po siedmiu dniach od infekcji, przez 
dwa tygodnie. W USA gancyklowir podaje się w celu 
leczenia oportunistycznego zakażenia wirusem cyto- 
megalii u chorych na AIDS. Podaje się wtedy bardzo  
wysokie dawki przez długi okres czasu. U 40%  pacjen
tów obserwuje się granulocytopenię, 20% trom bocyto- 
penię u 2%  inne objawy uboczne jak  anemia, gorączka, 
wyprysk skórny. W program ach terapii genowej s to su 
je się jednak niższe dawki przez zaledwie dwa tygodnie. 
Nie obserwuje się wtedy analogicznych powikłań. Tym  
niemniej podając gancyklowir regularnie kontro luje 
się morfologię krwi pacjentów [39],

W niektórych program ach wykorzystuje się zw ięk
szenie stymulacji apoptozy w kom órkach now otw oro
wych, do których w prow adzono antyonkogen p53, 
pod wpływem cytostatyku cisplatyny. C isplatyna jest 
nowoczesnym chem ioterapeutykiem  nie pozbaw io
nym jednak toksyczności. Często występują silne n u d 
ności i wymioty, które tłumi się blokując jeden z recep
torów  dla 5-hydroksy-tryptam iny (serotoniny) m ian o 
wicie 5-HT3, np. za pom ocą ondansteronu (preparat 
Zofran), czy tropisetronu (preparat N avoban) [40, 41]. 
P onadto  dla zmniejszenia skutków nefrotoksyczności 
cisplatyny konieczne jest naw adnianie oraz w ym uszo
na diureza.

W prowadzonych obecnie próbach leczenia zaaw an
sowanego raka sutka i jajn ika [42] polegających 
na umożliwieniu intensyfikacji leczenia chem iotera- 
peutykam i dzięki uprzedniem u zabezpieczeniu k om ó
rek szpiku poprzez wprowadzenie do nich genu o p o r
ności wielolekowej (multiple drug resistance type 
1 — M DR-1), podaw anym  lekiem jest taksol, jedno  
z najnowszych osiągnięć badań nad cytostatykam i [40, 
41], Najpoważniejszą toksyczność wykazuje on w łaś
nie w stosunku do szpiku kostnego. Jest efektywnie 
usuwany z wnętrza kom órek przez, działającą na 
zasadzie pom py ATP zależnej, glikoproteinę p-170 
(produkt ekspresji genu MDR-1), a jego niszczące 
działanie w stosunku do raka sutka i jajn ika jest silne 
i wzrasta proporcjonalnie do dawki [43]. W opisyw a
nych program ach stosuje się specjalne algorytm y p ro 
wadzenia terapii. W kolejnych cyklach podaw ania 
taksolu (w odstępie miesiąca) zwiększa się stopniow o 
dawkę przechodząc od objawów ubocznych lekkich 
i średnich, do ciężkich, kiedy zaprzestaje się zw ięk
szania dawki. Dopiero efekty uboczne zagrażające 
życiu oznaczają konieczność zmniejszania ilości p o d a 
wanego taksolu, zaś ich utrzymywanie się m im o 
zmniejszenia dawki do minimalnej zaprzestania che
m ioterapii.

W wielu program ach modyfikacji genetycznej d o k o 
nuje się w trakcie autologicznego przeszczepu szpiku 
kostnego. Przeszczep taki, choć bezpieczniejszy od 
allogenicznego, stwarza wiele możliwości powikłań. 
Po pobraniu pewnej ilości szpiku, resztę eliminuje się 
za pom ocą chem ioterapii myeloablacyjnej. Stosuje się
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związki alkilujące (np. cyklofosfamid albo melfalan) 
z równoczesnym naprom ieniow aniem  całego ciała, 
bądź samodzielnie (cyklofosfamid jednocześnie z tiote- 
pą). Związki alkilujące są najbardziej toksycznymi 
i m utagennym i cytostatykam i, jednak tylko one są 
w stanie zniszczyć wielopotencjalne kom órki macie
rzyste szpiku (90% tych kom órek znajduje się w fazie 
Go). Inne cytostatyki uszkadzają przede wszystkim 
populację kom órek proliferujących (wstępnie zróżni
cowane kom órki prekursorow e poszczególnych ukła
dów hemopoetycznych). W kolejnym etapie w strzyku
je się dożylnie zmodyfikowane genetycznie kom órki 
szpiku. Przez okres 3-4 tygodniowej rekonstytucji 
układu krwiotwórczego, konieczne jest specjalne po
stępowanie osłaniające: podaw anie antybiotyków, le
ków przeciwgrzybicznych, przeciwwirusowych, masy 
płytkowej i erytrocytarnej, osocza, czynników przy
śpieszających odnowę szpiku (czynnika stymulującego 
wzrost kolonii granulocytów  i m akrofagów — G M - 
CSF, czynnika stymulującego wzrost kolonii granulo
cytów G-CSF, erytropoetyny). Sumarycznie praw do
podobieństw o zgonu w wyniku toksyczności agresyw
nej chemioterapii, niewydolności przeszczepu i sepsis 
wynosi ok. 5% [44-48].

V. Uwagi końcowe

Próby kliniczne znajdują się pod najlepszą kontrolą 
w USA (tam też przeprow adza się ich najwięcej). 
Prowadzący m ają obowiązek zgłaszać obserwowane 
efekty uboczne Food and D rug A dm inistration oraz 
lokalnym  agendom  kontroli medycznej. Ponadto  in
formacje te drukow ane są na łam ach Humań Gene 
Therapy. W edług tych danych nie dość, że objawy 
uboczne związane bezpośrednio z transferem genów 
obserwuje się u niewielu pacjentów, to w większości są 
one lekkie i nie wymagają przerwania terapii. Należy 
jednak pamiętać, że obserwacje te prowadzone są jak  
na razie zbyt krótko, aby mieć pewność, że zauważono 
wszystkie efekty uboczne.

W ażne jest, aby zdać sobie sprawę jak  wiele efektów 
ubocznych powodują konwencjonalne m etody terapii. 
Uważa się, że nie ma w ogóle leków nietoksycznych. 
O to  kilka informacji dotyczących tylko jednej grupy 
leków. C ytostatyki powszechnie stosowane w leczeniu 
nowotworów pow odują u średnio 5-10% pacjentów 
objawy toksyczności zagrażającej życiu, prow adząc do 
śmierci w około 0.5% przypadków. Statystycznie 
potwierdzono, że przejście chem ioterapii (szczególnie 
związkami alkilującymi) lub, co jeszcze gorsze, skoja
rzonego leczenia cytostatykam i i radioterapii zwiększa 
ryzyko rozwoju następnego nowotworu. Ponadto  che
m ioterapia jest najczęściej leczeniem systemicznym 
i na m utagenny wpływ cytostatyków  narażone są także 
kom órki linii zarodkowej. Ponieważ pierwsze dośw ia
dczenia z iperytem azotowym  miały miejsce dopiero 
w 1946 r. dzisiaj niesposób jeszcze ocenić wpływ 
cytostatyków  na zdrowie następnych pokoleń. W iedza

teoretyczna każe jednak spodziewać się częstszych wad 
rozwojowych i zachorow ań na now otw ory [49, 50], 

Obecny etap rozwoju terapii genowej całkowicie 
uzasadnia próby jej stosow ania w najcięższych choro
bach człowieka. W przyszłości, dzięki spodziewanem u 
postępowi (szczególnie w technikach w prow adzania 
genów do kom órek) m ożna ją  będzie praw dopodobnie 
bez większych obaw stosować wszędzie tam, gdzie 
transfer genów może mieć znaczenie terapeutyczne.

A rtykuł otrzymano 22 sierpnia 1995 r. 
Zaakceptowano do druku 23 listopada 1995 r.
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Naprawa 0 6-Metyloguaniny w DNA  

Repair of 0 6-Methylguanine-DNA

EWA ŚLEDZIEWSKA-GÓJSKA*

Spis treści: Contents:

I.
II.

III.

IV.

Wstęp
Metylotransferazy 0 6-metyloguaniny-DNA  
II-l. Białko Ada i odpowiedź adaptatywna u E coli 
II-2. Inne metylotransferazy Oó-metyloguaniny-DNA  

pro- i eukariontyczne 
Alternatywne systemy reperacji O ó-metyloguaniny 
w D N A  
Podsumowanie

I.
II.

III.

IV.

Introduction
0 6-methylguanine-DNA-methyltransferases 
11-1. Ada protein and adaptive response in E. coli 
II-2. Other pro-and eucaryotic Oó-methylguanine- 

-DN A  methyltransferases 
Alternatywne pathways of the repair of 0 6-methyl- 
guanine-DNA  
Summary and conclusions

Wykaz stosowanych skrutów: M G M T  — m etylotransferaza 
0 6-m etyloguaniny-D N A ; M N N G  — N-metyl-AT-nitro-N- 
-nitrozoguanidyna; M N U  — N -m etyl-N -nitrozom ocznik; 
M M S —  m etanosulfonian metylowy; DM S — dwumetylo- 
siarczan; O óm G  — 0 2-m etyloguanina; 0 4 m T  — 0 4-metylo- 
tym ina; m P T s — Sp diastereoizom ery wiązań metylofosfot- 
rójestrow ych.

Wstęp

Związki alkilujące działają toksycznie i m utagennie 
a u ssaków  m ogą wywoływać proces transform acji 
nowotworow ej. Badania ostatnich trzydziestu lat wią
żą wszystkie te efekty z alkilacją DNA.

Reakcja związków alkilujących z DN A prowadzi do 
pow stania kilkunastu modyfikacji [1]. Elektrofilowy 
atom  węgla grupy alkilowej może reagować praktycz
nie ze wszystkimi dostępnym i heteroatom am i azotu 
i tlenu stanowiącym i centra nukleofilowe w DNA. Nie 
m ożna wykluczyć udziału żadnej z tych modyfikacji 
w biologicznym  efekcie związków alkilujących, jed 
nakże wydaje się, że szczególną rolę w powstawaniu

* Dr., In sty tu t Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawińskiego 
5A, 02-106 W arszawa

m utacji oraz inicjacji transform acji rakowej a także 
pewną rolę w toksycznym efekcie związków alkilują
cych odgrywa O^-metyloguanina.

Już w 1969 r. L o v l e s s  i ws p .  zaproponowali, że 
0 6m G jest uszkodzeniem prem utagennym  wskazując 
na teoretyczną możliwość tworzenia w DNA pary 
0 6 m G : tym ina [2]. Badania dyfrakcji promieni X po
twierdzają, że para 06m G :T  odpow iada geometrii par 
W atson’a Crick’a [3]. I choć inne badania fizykoche
miczne wskazują na mniejszą stabilność 06m G :T  
w stosunku do par nukleotydowych naturalnie wy
stępujących w DNA uważa się, że prem utagenny 
charak ter 0 6-metyloguaniny wiąże się z tendencją 
polimerazy do odczytywania tej zmodyfikowanej zasa
dy jako  adeniny [4].

Badania replikacji DNA in vitro potwierdzają, że 
zarów no inkorporacja trójfosforanu 0 6-metylodezok- 
syguanozyny jak  i replikacja matrycy zawierającej 
O óm G  prowadzi do tworzenia par 06m G :T  [5,6]. 
Przypieczętowaniem  hipotezy m utagennego działania 
O óm G  in vitro są wyniki doświadczeń mutagenezy 
sterowanej pokazujące, że 0 6-alkiloguanina wstawio
na w ściśle określone miejsce genu powoduje po
wstanie w tym miejscu tranzycji G->A  [7-9], Tak więc
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z jednej strony wyniki powyższych doświadczeń po 
twierdzają, że obecność OórnG w DNA może prow a
dzić do tranzycji GC->A T, z drugiej strony badanie 
spektrum  mutacji pokazuje, że tranzycje G C -+A T 
stanow ią dom inującą klasę pośród mutacji indukow a
nych przez związki alkilujące. Dla silnych m utagenów 
jak  A -m ethyl-A -nitrozom ocznik (M NU ) czy N-mety-
10-/V’-nitro-iV-nitrozoguanidyna (M N N G ) G C ->A T 
stanow ią ponad 98% indukowanych m utacji [10-12]. 
M ożna przedstawić wprost proporcjonalną zależność 
pom iędzy ilością OórnG w DNA  a częstością m utacji 
indukow anych przez dany związek [13].

Silne m utageny jak  M N U , M N N G  czy powstające 
endogennie alkilonitrozoam iny są także silnymi kan- 
cerogenami. W ykazano, że inicjacja transform acji n o 
wotworowej przez związki tego typu może zachodzić 
poprzez m utagenną aktywację onkogenu ras w wyniku 
tw orzenia OórnG w DNA  [14,15]. Tak więc reperacja 
OórnG w DNA wydaje się być istotnym  czynnikiem 
m odulującym  m utagenny i kancerogenny, a także 
w pewnym stopniu toksyczny efekt działania związ
ków alkilujących.

II. Metylotransferazy 0 6-metyloguaniny- 
-D N A  (E. C. 2.1.1.63)

G łów na droga reperacji OórnG w DNA wykorzys
tuje metylotransferazę 0 6-metyloguaniny (M GM T). 
Aktywność M G M T  odkryto  w kom órkach wszystkich 
dotychczas zbadanych organizm ów począwszy od 
bakterii przez niższe eukarionty aż do człowieka.

11-l. Białko Ada i odpowiedź adaptatywna 
w Escherichia coli

Kiedy kom órki E. coli traktow ane są małymi, sub- 
letalnymi, dawkam i środków alkilujących wzrasta ich 
odporność zarówno na m utagenne jak  i toksyczne 
działanie tych związków. To odkryte w końcu lat 
siedemdziesiątych zjawisko nazwane zostało odpowie
dzią adaptatyw ną [16]. Pierwszą aktywnością, k tórą 
zauw ażono w zaadaptow anych kom órkach E. coli 
było gwałtowne usuwanie 0 6 m G  z DNA [17]. Aktyw
ność ta związana jest z białkiem Ada, produktem  genu 
ada, pełniącym centralną rolę w odpowiedzi adaptaty- 
wnej.

Ada, określana także jako  Mgtl, jest białkiem o wiel
kości 39 kD a i składa się z dwóch funkcjonalnie 
różnych domen, N- i C-term inalnej, połączonych rejo
nem łącznikowym wrażliwym na proteazy (Ryc. 1). 
Z arów no całe białko Ada jak  i powstająca w wyniku 
proteolizy jego część C-term inalna są zdolne do równie 
szybkiej i wydajnej (108M _ 1s ” *) reperacji DNA zawie
rającego 0 6 m G  [18, 19]. M echanizm tej reperacji jest 
unikalny pośród znanych dotychczas systemów repe- 
racyjnych. G rupa metylowa z pozycji O 6 guaniny 
przenoszona jest na aktyw ną cysteinę wewnątrz cząste
czki M G M T. W ynikiem tej reakcji jest regeneracja

nieuszkodzonej guaniny w DNA i nieaktywne białko, 
w którym  grupa tiolowa aktywnej cysteiny zab loko
wana jest przez grupę metylową [20]. Reakcja ta jest 
nieodw racalna —  nie znaleziono dotychczas żadnego 
systemu in vivo lub in vitro, k tóry pozwoliłby na 
regenerację cysteiny z metylocysteiny powstającej 
w obrębie M G M T. Tak więc Ada nie jest prawdziwym 
enzymem, reaguje z DNA stechiom etrycznie i poziom 
aktywności M G M T  zależy od liczby jej cząsteczek 
w komórce.

Badania m echanizm u przeniesienia grupy m etylo
wej z 0 6 m G  na aktyw ną cysteinę białka Ada, z wyko
rzystaniem analogów guaniny niosących siarkę lub 
selen zamiast tlenu przy szóstym węglu, potw ierdzają 
klasyczny, stym ulow any kwasem, SN2 charak ter tej 
reakcji [21]. Proponow any jest równoczesny transfer 
p ro tonu  z centrum  aktywnego M G M T  na tlen i nuk- 
leofilowy atak  grupy tiolowej cysteiny na węgiel grupy 
metylowej.

W obrębie białka Ada znajduje się dwanaście reszt 
cysteinowych, akceptorem  grupy metylowej z 0 6 m G  
jest grupa SH cysteiny w pozycji 321 [22,23]. Ponad 
osiemdziesięcioaminokwasowy rejon otaczający ak 
tywną cysteinę jest silnie konserwowany ewolucyjnie, 
a sekwencja ProC ysH isA rgVal/,|e zawierająca miejsce 
akceptorow e występujące we wszystkich znanych 
M G M T  (Ryc. 2). Rola poszczególnych am inokw asów  
tej sekwencji była badana dla Mgt2 produk tu  genu ogt, 
drugiej obok białka Ada M G M T  obecnej w kom ór
kach E. coli [24], M utageneza sterow ana prow adząca 
do pow stania zm utowanych cząsteczek M gtII n iosą
cych różne am inokwasy w obrębie sekwencji kanon i
cznej, a także analiza funkcjonalnych rew ertantów  
tych mutacji potwierdza, że sekwencja ProCysH isA rg 
jest warunkiem  sine qua non aktywności m etylotrans- 
feazy 0 6-metyloguaniny. W alina znajdująca się zaró
wno w otoczeniu Cys321 jak  i w sekwencji akcep
torowej cząsteczek M gtII może być zastąpiona przez 
szereg am inokwasów, a co najmniej cztery z nich: Ile, 
Cys, Leu i Ala dają wartości zbliżone do orginalnej Val 
jeśli chodzi o aktywność M G M T  i reakcje z przeciw
ciałami.

O statn io  rozwiązano strukturę krystaliczną 178- 
am inokwasowej C-term inalnej części białka Ada, od 
powiedzialnej za aktywność M G M T [25], Białko to 
określone przez autorów  jako  AdaC składa się z dwóch 
różnych strukturalnie domen. 88-aminokwasowy frag
ment N -końca przypom ina strukturę RNA-zy H. 
D om ena C -term inalna tego polipeptydu obejm ująca 
pozostałe 90 am inokwasów zawiera szereg struk tu r 
a-helikalnych powiązanych luźnymi pętlami, część 
z nich przypom ina motyw helix-turn-helix. M otyw  ten, 
zwykle odpowiedzialny za wiązanie z DNA leży jednak  
daleko od akceptorowej sekwencji ProCysHisArgVal 
i może być związany raczej z niespecyficznym w iąza
niem się białka z DNA niż ze specyficznym o d 
działywaniem M G M T  z 0 6 m G . Aktywna cysteina nie 
znajduje się zgodnie z oczekiwaniem na powierzchni
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Ryc. I Schem at reperacji DNA przez białko Ada E. coli i indukcji odpow iedzi adaptatyw nej. C zarne prostokąty  w proksym alnych częściach 
genów odpow iadają  miejscom wiązania Ada.

białka, lecz w zagłębieniu przesłoniętym a-heliksem 
obecnym na C -końcu białka. Przedstawiony przez 
autorów  m odel reperacji O óm G zakłada zmianę kon- 
form acyjną M G M T , po niespecyficznym przyłączeniu 
się do DNA, umożliwiającą kon tak t aktywnej cysteiny 
z O óm G. Ze względu na szybkość i brak interm edia- 
tów w reakcji przeniesienia metylu z DNA na białko 
nie udało się dotąd wykrystalizować kom pleksu 
M G M T  z D N A , ale badania dichroizm u kołowego 
i analiza fluorescencyjna oddziaływania ludzkiej 
M G M T  z D N A  potw ierdzają zmianę konform acyjną 
M G M T  indukow aną przez DNA [26, 27].

O óm G  nie jest jedynym  substratem  dla Ada. C ys321 
jest także akceptorem  grupy metylowej z D N A  zawie

rającego 0 4-m etylotym inę (04m T). Uszkodzenie to 
powstające w DNA traktow anym  środkam i alk ilu ją
cymi dziesięciokrotnie rzadziej niż Oóm G, jest źródłem  
błędów replikacyjnych i może powodować tranzycje 
T -+ C  [28], M gtl reperuje 0 4 m T  ze znacznie mniejszą 
wydajnością niż O óm G [29, 30]. W ydajność reperacji 
podstaw nika alkilowego w pozycji O 6 zależy n a to 
m iast od długości łańcucha węglowego. O ó-etylogua- 
nina jest reperow ana dziesięciokrotnie słabiej niż 
O óm G  [31], podobnie reperow ana jest chloroetylow a 
pochodna guaniny. Podstaw niki o dłuższym łańcuchu 
węglowym nie są praktycznie reperowane przez białko 
Ada. G rupy alkilowe zarów no O óm G  jak i 0 4 m T  
wystają do dużego row ka spirali DNA jednakże inne
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Ryc. 2 Porównanie sekwencji aminokwasowej C-terminalnej domeny Ada i szeregu M G M T  pro- i eukariontycznych. Identyczne aminokwasy 
zaznaczono tłustym drukiem. Nad sekwencją podano ustalone na podstawie analizy struktury krystalicznej elementy struktury 
drugorzędowej AdaC obejmującej końcowe 180 aminokwasów Ada. E. coli (strzałki odpowiadają strukturom  p, wężyki odpowiadają  
s trukturom a-heliakalnym). W obrębie sekwencji pozostałych M G M T  zaznaczono przewidywane elementy struktury drugorzędowej 
(podkreślenia —  struktury-P, kursywa a-heliks). Wg. M o o r e  i w s p .  [25] za zgodą autorów.

analogi zasad, w których podstawnik alkilowy znajduje 
się w dużym rowku nie są reperowane co wskazuje na 
istotną rolę tlenku w specyficzności działania M GM T. 
Istotnym  czynnikiem jest także struktura kwasu nuk
leinowego. M G M T zdecydowanie preferuje dwunicio- 
wy DNA nad jednoniciowym, a wydajność reperacji 
oligomerów rośnie wraz z ich długością. Dla porów 
nania sama Oóm G jest 107 razy gorszym substratem dla 
M G M T  niż Oóm G w dwuniciowym DNA [32],

Ada posiada także aktywność alkilotransferazy re
perującej fosfotriestry powstające w wyniku alkilacji 
fosfocukrowego szkieletu DNA. M etylofosfotriestry 
(mPTs) występują w DNA w dwóch izomerycznych 
formach R i S. Białko Ada rozpoznaje jako  substrat 
tylko stereoizomery S, tak więc reperowana jest mniej 
więcej połowa wiązań m etylofosfotriestrowych 
w D N A  [33]. Nie ma żadnych wyników wskazujących

na toksyczne działanie tych uszkodzeń, choć teoretycz
nie m etylacja wiązania fosfodwuestrowego zwiększa 
jego podatność na hydrolizę i tworzenie pęknięć 
jednoniciowych. Akceptorem  grupy metylowej w repe
racji m PTs jest cysteina w pozycji 69 białka znaj
dującego się w N -term inalnej części Ada [34]. Sekwen
cja PheArgProCysLysArgCys zawierająca aktyw ną 
cysteinę tylko w części przypom ina miejsce aktyw ne 
dla O óm G , jest natom iast konserw owana w m PTs- 
m etylotransferazach znalezionych u innych m ik roor
ganizm ów [35]. 20kDa N -term inalna dom ena Ada jest 
m etaloproteidem  zawierającym ściśle związany atom  
cynku. Badania megnetycznego rezonansu jądrow ego 
113Cd i m utagenezy sterowanej wykazały, że jon  
cynkowy związany jest przez unikalny motyw Cys- 
X3-Cys-X26-Cys-X2-Cys, w którym  Cys69 stanowi 
jeden z czterech ligandów cysteinowych. W yniki suge
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rują, że jon  cynkowy zaangażowany jest nie tylko 
w stabilizację struktury  białka lecz także w bezpośred
nią aktywację cysteiny przyjmującej grupę metylową 
z mPTs [36-38], Stechiometryczne przeniesienie grupy 
metalowej z m PTs na Cys69 Ada powoduje zmianę 
konform acyjną białka umożliwiającą mu specyficzne 
wiązanie się do DNA. Zm etylow ana Ada wiąże się do 
specyficznych sekwencji zwanych Ada-box znajdują
cych się w obszarze p rom oto ra  genu ada, oraz kilku 
innych genów biorących udział w odpowiedzi adapta- 
tywnej na środki alkilujące. Przyłączenie zmetylowa- 
nego białka Ada do Ada-box ułatwia przyłączenie 
polimerazy RNA i stym uluje transkrypcję. Tak więc 
oprócz bezpośredniej reperacji prem utagennych 
uszkodzeń DNA, Ada działa jako  chem osensor uszko
dzeń metylacyjnych w kom órce [39]

Pełna indukcja odpowiedzi adaptatyw nej następuje 
w wyniku utrzym ującego się w czasie działania środ
ków metylujących. W stanie podstawowym  w kom órce 
E. coli znajduje się zaledwie kilka cząsteczek białka 
Ada. Tak więc zwiększenie poziom u transkrypcji na
stępuje stopniow o wraz z kum ulacją cząsteczek Ada 
m etylowanych w reakcji z M PTs. Pełna indukcja 
wymaga ponad  godziny, w tym czasie ilość Mgtl 
wzrasta z kilku do kilku tysięcy (3-4 tys.) cząsteczek na 
kom órkę [40].

O prócz M gtl w zaadaptow anych kom órkach kum u
lują się produkty  trzech innych genów. alkB  to gen 
leżący w operonie z genem ada (Rye. 1) [40, 41]. 
Indukcja alkaB  pow oduje wzrost odporności kom órki 
na działanie alkilatorów  wchodzących z DNA w reak
cje dwucząsteczkowe (SN2) jak  np. m etanosulfonian 
m etylowy (M M S) czy dwum etylosiarczan (DMS). D o
k ładna funkcja 27kD a białka AlkB nie jest znana. 
W prow adzenie genu alkB  do kom órek drożdży zwięk
sza ich oporność na działanie M M S co sugeruje, że 
AlkB nie wymaga innych białek bakteryjnych do 
działania [42]. W ydaje się także, że bierze udział 
w reperacji DNA a nie działa na drodze metabolicznej 
detoksykacji środków  alkilujących, gdyż efekt jego 
nadprodukcji jest obserwow any nie tylko gdy kom ór
ka trak to w an a jest M M S, ale także gdy do nietrak- 
towanej kom órki w prow adzone jest DNA alkilowane 
in vitro [43].

Kolejnym genem E. coli, którego indukcja powoduje 
zwiększenie oporności na toksyczne działanie związków 
alkilujących jest alkA. Gen ten koduje glikozylazę 
3m etyloadeniny II. Jest to glikozylaza o szerokiej 
specyficzności, k tó ra oprócz 3mA (głównego toksycz
nego uszkodzenia alkilacyjnego w DNA) wycina z DNA 
także 3mG, 7mG i 0 2m-pirymidyny [39], W ykazano 
także, że substratem  tego enzymu mogą być m odyfiko
wane zasady o budowie znacznie odbiegającej od 
pochodnych alkilowych jak  etenowe pochodne zasad 
pow stające w D N A  pod wpływem środowiskowego 
m utagenu chlorku winylu [44], Geny ada i alkA  nie są 
indukow ane identycznie [45]. Wiąże się to między 
innym i z różnym położeniem Ada-box w stosunku do

regionów-35 w obrębie prom otorów  obydwu genów.
Czwarty gen indukow any w odpowiedzi adap ta tyw 

nej, aidB , koduje dehydrogenazę izowalerylo-koen- 
zymuA [46]. Transkrypcja tego genu indukow ana nie 
jest tylko przez środki alkilujące ale także, niezależnie 
od Ada, przez w arunki beztlenowe [46] lub zakw asze
nie środowiska [47], O statn io  wykazano obecność 
sekwencji wiążącej aktyw ną formę Ada w obrębie 
p rom otora aidB [48], Sekwencja ta różni się od 
sekwencji ustalonych dla prom otorów  alkA  i ada a jest 
zbliżona do regulatorowych sekwencji występujących 
w prom otorach odpowiedników ada u innych bakterii. 
Ada indukuje transkrypcję aidB słabiej niż ada. In d u k 
cja aidB wiąże się z odpornością kom órki na działanie 
silnego m utagenu i kancerogenu M N N G . M utagen 
ten nie działa bezpośrednio i wymaga aktywacji m eta
bolicznej z udziałem tiolowych grup glutationu. Rola 
dehydrogenazy izowalerylo-koenzymu A w ochronie 
kom órki przed działaniem M N N G  nie jest jeszcze 
znana. Wydaje się, że enzym ten bierze udział w m eta
bolicznej detoksykacji M N N G .

Niezależnie od indukcji szeregu enzymów zw ięk
szających oporność kom órki na działanie czynników 
alkilujących sam a Ada bezpośrednio obniża nie tylko 
m utagenne ale i toksyczne działanie szeregu alk ila to 
rów. Efekt ten odnosi się nie tylko do kom órek E. coli, 
wprowadzenie genu ada do kom órek roślinnych [49] 
czy ssaczych [50] powoduje zwiększenie oporności na 
działanie M N N G  czy M N U . Stwierdzono także że 
myszy transgeniczne niosące gen ada są bardziej 
oporne na działanie m utagenne i kancerogenne 
M N N G  [51,52]. W yniki te potwierdzają z jednej 
strony rolę 0 6 m G  w mutagennym , toksycznym i kan 
cerogennym działaniu środków alkilujących, z drugiej 
strony wskazują na uniwersalny charakter tej drogi 
reperacji DNA.

II-2. Inne M G M T  pro- i eukariontyczne

Jak wspom niano poprzednio oprócz Ada Escheri
chia coli posiada drugą M G M T  kodow aną przez gen 
ogt [53]. Ogt (Mgt2) jest białkiem mniejszym od Ada, 
jego masa wynosi 19 kD a i zarów no wielkością jak 
i struk tu rą drugorzędow ą przewidywaną na podstaw ie 
sekwencji aminokwasowej odpow iada C-term inalnej 
domenie białka Ada. Zgodnie z tym Ogt zawiera tylko 
jedną aktyw ną cysteinę (Cys139) [54] i nie ma zdolno
ści do reperacji wiązań metylofosfotrójestrowych. 
C ysl39 jest akceptorem  grup alkilowych zarów no 
z O ó-guaniny jak  i 0 4-tyminy, jednak specyficzność 
działania O gt jest różna niż Ada. O ile 0 6 m G  jest 
reperow ana przez obie m etylotransferazy z podobną 
wydajnością to badania in vitro wykazały, że reperacja 
0 4 m T  czy 06-etyloguaniny jest odpow iednio 80 i 173 
razy wydajniejsza dla M gt2 niż Ada [55]. Zgodnie 
z tym obserwuje się nadwrażliwość na m utagenne 
działanie środków  etylujących a także propylujących 
in vivo w m utantach ogt [56]. W skazuje to na rolę
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M gt2 w ochronie przed m utagenezą indukow aną przez 
środki alkilujące o dłuższym łańcuchu alkilowym. 
T ranskrypcja genu ogt nie jest indukow ana i w kom ór
ce E. coli znajduje się stale około 30 cząsteczek tego 
białka. W obec tylko kilku cząsteczek Ada na kom órkę 
wydaje się, że to właśnie Ogt a nie Ada jest od
powiedzialne za reperację uszkodzeń alkilacyjnych 
w stanie podstawowym  kom órki przy pierwszym kon
takcie z mutagenem. Podwójne m utanty ada ogt są nie 
tylko silnie nadwrażliwe na działanie środków  al
kilujących ale także wykazują podniesiony poziom 
m utacji spontanicznych, co potw ierdza znaczenie 
M G M T  w ochronie kom órek przed działaniem en
dogennych czynników alkilujących [57].

O becność jednej lub kilku M G M T  wykazujących 
w ysoką homologię do Ada lub Ogt wykryto w całym 
szeregu różnych rodzajów bakterii [przegląd 35], 
W iększość z nich jest indukow ana przez uszkodzenia 
alkilacyjne. U B. subtilis wykazano, że podobnie jak 
u E. coli, aktyw atorem  transkrypcji jest zm etylowana 
form a M G M T  powstająca w wyniku reperacji m PTs 
[35]. Aktywność m PTs-m etylotransferazy może wy
stępow ać, podobnie jak  dla Ada E. coli, w jednej 
cząsteczce białka wraz z m etylotransferazą Oóm G, ale 
także aktywności te m ogą być związane z niezależnymi 
białkam i. Tak jest w kom órkach B. subtilis gdzie Ada A 
m a tylko zdolność reperacji m PTS, a AdaB i D at 
reperują O óm G [58, 59], U M. luteus wykryto trzy 
M G M T  o różnej specyficzności: TI reperuje Oóm G, 
T II-0 4 m T , a T III-m PTs [60, 61].

Jedynym  znanym dotychczas organizmem euka- 
riontycznym  posiadającym  aktywność m PTs- metylo- 
transferazy jest A. nidulans [35]. Podobnie jak  u bak
terii w kom órkach A nidulans znajduje się kilka 
M G M T  o różnej specyficzności. Trzy z czterech 
M G M T  A. nidulans są indukow alne [62, 35].

Drożdże (S. cerevisiae) posiadają tylko jedną 
M G M T  kodow aną przez znajdujący się na chrom o
som ie czwartym gen MGT1 [63]. Głównym  substra- 
tem  dla MGT1 jest OómG. Stwierdzono, że białko to 
m oże także reperować 0 4 m T  choć z wydajnością 
znacznie mniejszą niż O óm G  [30]. M utanty  M G 77 
wykazują nadwrażliwość na m utagenne i toksyczne 
działanie środków alkilujących, m ają też podwyższony 
poziom  mutacji spontanicznych [63]. W eksponencjal- 
nie rosnących hodowlach drożdży znajduje się około 
150 cząsteczek M G M T  na kom órkę, dram atyczne 
obniżenie aktywności M G M T  obserwuje się w hodow 
lach stacjonarnych [64]. Ekspresja genu MG77 nie jest 
specyficznie indukow ana przez środki alkilujące [65]. 
W odróżnieniu od szeregu genów drożdżowych zwią
zanych z m etabolizmem i reperacją DNA, w tym genu 
M A G  kodującego glikozylazę 3metylo-adeniny, 
M G  77 nie jest też indukowany przez inne uszkodzenia 
D N A  [63], Analiza regionów prom otorow ych wyka
zała jednakże wspólne elementy regulatorowe dla 
M G 77 i M AG  [66], których delecja zmienia poziom 
transkrypcji tych genów [63]. Sekwencja represorow a

(URS), hom ologiczna do sekwencji konsensusowej, 
zaproponow ana przez Sebastian i wsp. [67] obecna 
w prom otorze M G 77 znajduje się także w prom otorze 
M A G  oraz w prom otorach dziesięciu innych genów 
związanych z metabolizm em  i reperacją DNA. O sta t
nio wykazano, że do tej sekwencji regulatorowej może 
przyłączać się białko Rpa — wielofunkcyjne białko 
biorące udział w inicjacji i elongacji replikacji DNA, 
w reperacji DNA przez wycinanie nukleotydów  i w ho
mologicznej rekom binacji [68].

W ostatnich latach poznano sekwencje szeregu 
M G M T  ssaczych w tym chom ika, szczura i myszy 
[69-71]. Został też sklonow any [72] i zlokalizowany 
na końcu długiego ram ienia chrom osom u 10 gen 
kodujący M G M T  człowieka [73, 74]. G en ten obej
muje 170 kb zawierających 5 eksonów [72], Wszystkie 
poznane M G M T  ssaków działają według tego samego 
„sam obójczego” m echanizmu reperacji DN A i wyka
zują dużą homologię sekwencji aminokwasowej do 
Ogt i C-term inalnej części Ada (Ryc. 2). Z najdująca się 
w sekwencji PCH RV  cysteina 145 reaguje z OómG 
[75] i z bardzo niską wydajnością z 0 4 m T  [75,76]. 
Reperowana jest także 0 6-etyloguanina [78] i po 
chodne chloroetylowe O ó-guaniny [79, 80]. Ta osta t
nia aktywność ma istotne znaczenie w chem oterapii 
z użyciem haloetylowych pochodnych nitrozom ocz- 
nika, gdyż obecność M G M T w kom órce jest jednym  
z głównych czynników oporności na związki tego typu 
[81 ,82 ],

K om órkow a zaw artość M G M T  u ssaków jest różna 
nie tylko dla różnych gatunków , ale zależy także od 
organu i rodzaju tkanki [78, 83-86]. Na przykład 
aktywność M G M T w hepatocytach szczurów jest 
znacznie wyższa niż w nieparenchym alnych kom ór
kach wątroby [85]. Istnieją także ogrom ne różnice dla 
poszczególnych rodzajów kom órek płuc [86]. Tkanki 
zawierające mniejszą ilość M G M T , np. mózg, są 
bardziej podatne na powstawanie raka pod wpływem 
środków alkilujących [75, 87],

M etylotransferazy ssacze nie podlegają indukcji 
adaptatyw nej, takiej jak  opisana u E. coli, jednakże 
wczesne doświadczenia in vivo wykazały dw u-trzykrot- 
ny wzrost aktywności M G M T  w w ątrobie szczurów 
chronicznie karm ionych dw um etylo-N -nitrozoam iną 
[88]. Stw ierdzono następnie, że indukcja M G M T  
może być spow odow ana szeregiem niespecyficznych 
czynników jak  prom ieniowanie jonizujące, hepatotok- 
syny czy horm ony [89, 90], Doświadczenia in vitro 
z szeregiem różnych hodowli tkankow ych nie potw ier
dziły indukcji M G M T  jako  zjawiska występującego 
powszechnie [90, 91], tym nie mniej w kilku liniach 
hepatom y szczurów i człowieka obserwuje się indukcję 
M G M T  pod wpływem środków alkilujących i prom ie
niow ania ultrafioletowego [93-96], a w mysich kom ór
kach C3H10TÍ/2 pod wpływem prom ieniow ania jo n i
zującego lub bleomycyny [95, 97]. M echanizm tej 
indukcji nie jest znany, stw ierdzono tylko, że zwięk
szeniu aktywności M G M T  towarzyszy zwiększony
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poziom mRNA M G M T. W skazuje to na regulację na 
poziomie transkrypcji [98, 99].

W dużej mierze niewyjaśnione jest też zjawisko 
epigenetycznego wyłączania M G M T  w około 60% 
komórek transform ow anych wirusem SV40 lub Eps- 
teina-Bara i w 20% innych linii ludzkich kom órek 
rakowych. Kom órki takie określane jako  M er- albo 
M ex- są wyjątkowo wrażliwe na m utagenne i toksycz
ne działanie środków  alkilujących [98], Większość 
linii M er-  (M ex- ) posiada nienaruszony gen kodują
cy M G M T  a brak aktywności związany jest z wyłącze
niem transkrypcji tego genu [101, 102] B adania mety- 
lacji cytozyn w sekwencjach C pG  wykazały, że metylo- 
wane cytozyny w obrębie prom otora [103-105], a tak 
że wewnątrz kodującej sekwencji genu, mają wpływ na 
poziom transkrypcji genu M G M T  [106-108]. To czy 
dana m etylacja C pG  pow oduje wyciszenie czy aktyw a
cję transkrypcji zależy od jej położenia w obrębie genu 
[105]. Obniżenie ekspresji M G M T  w kom órkach 
M ex-  jest powiązanie z wyłączeniem kilku innych 
genów [109]. Znaczenie tej wspólnej regulacji nie jest 
znane.

III. Alternatywne systemy reperacji O óm G - 
-D N A

O prócz M G M T  0 6-alkiloguanina może być rozpo
znaw ana i usuwana z DNA w wyniku napraw y przez 
wycinanie nukleotydów  (NER). Jest to pierwszy po
znany i powszechnie występujący system naprawy 
DNA, w którym  rozpoznaniu uszkodzenia towarzyszy 
endonukleolityczne nacięcie nici DNA  po obu jego 
stronach. W ten sposób zostaje wycięty kilkunasto- 
nukleotydowy, jednoniciow y fragment DNA zawiera
jący uszkodzenie a pow stała luka zapełniana jest przez 
polimerazę DNA.

U E. coli kom pleks rozpoznający i wycinający 
uszkodzone DNA tw orzą produkty genów uvrA, 
B i C [110]. D ziałanie tego systemu tradycyjnie 
w iązano z dużymi uszkodzeniam i DNA, zmieniający
mi jego strukturę, takim i jak  powstające pod wpływem 
prom ieniow ania ultrafioletowego dimery tyminy lub 
duże addukty  chemiczne. Zgodnie z tym wrażliwość 
m utantów  E. coli w tej drodze reperacji DNA na 
działanie czynników alkilujących rośnie wraz ze wzros
tem podstaw nika alkilowego [111]. To, że kom pleks 
UvrABC rozpoznaje guaninę m odyfikowaną w pozycji 
O 6 zostało wykazane w doświadczeniach m utagenezy 
sterowanej, w których badano reperację 06-buty logu- 
aniny [8, 112]. Te same prace przyniosły pierwsze 
sugestie, że kom pleks UvrABC może rozpoznawać 
małe modyfikacje w DNA  takie jak  0 6 m G  [8, 112]. 
Reperacja 0 6 m G  w drodze wycinania nukleotydów  
(NER) została następnie potw ierdzona in vitro [113]. 
Dośw iadczenia m utagenezy E. coli z użyciem przeciw
ciał przeciwko 0 6-m etylo- i O ó-etyloguaninie w ykaza
ły, że w ciągu pierwszej godziny po działaniu czyn
ników  alkilujących (zanim odpowiedź adaptatyw na

jest w pełni wyindukowana) dom inującą rolę w usuw a
niu badanych uszkodzeń z DNA odgrywa endonuk- 
leaza UvrABC [114].

System reperacji przez wycinanie nukleotydów  pre
ferencyjnie usuwa uszkodzenia z transkrybow anej nici 
DNA [115], z tym zjawiskiem m ożna wiązać obser
wowaną przez niektórych autorów  zależność częstości 
tranzycji G C ->A T indukowanych przez M N N G  od 
poziom u transkrypcji m utowanego genu [116].

Kolejnym systemem reperacyjnym wiązanym z re
peracją OórnG jest postreplikacyjny system korekcji 
błędnie sparowanych zasad (mismatch repair). Z arów 
no w organizm ach p ro -jak  i eukariontycznych system 
ten odpowiedzialny jest za usuwanie błędów replika- 
cyjnych a także korygowanie heterodupleksów  po
wstających pomiędzy homologicznymi fragm entam i 
DNA  w czasie rekombinacji [117]. Białkiem rozpo
znającym niepasujące zasady w DN A E. coli jest M utS. 
Białko to mające swoje homologi u drożdży i w kom ó r
kach ludzkich [118, 119], wiąże się z miejscem w D N A  
rozpoznawanym  jako  błąd co powoduje tworzenie 
kom pleksu białek M utS, M utL  i M utH . K om pleks ten 
umożliwia białku M utH  nacięcie nowosyntetyzowanej 
nici DNA w najbliższej sekwencji GATC. Nacięcie nici 
jest sygnałem do jej degradacji aż do miejsca uszkodze
nia i dosyntetyzowania nowej nici przez polim erazę III  
[117]. W tej drodze reperacji występują w yjątkowo 
długie, do 1 kb, odcinki degradacji i resyntezy D N A  
toteż zbyt duża liczba uszkodzeń rozpoznaw anych 
przez ten system lub dodatkow e pęknięcia D N A  m ogą 
powodować efekt toksyczny.

Szereg wyników dotyczących wrażliwości i m utage
nezy indukowanej przez środki alkilujące, w szczepach 
E. coli niosących uszkodzone białka zaangażow ane 
w reperację błędnie sparowanych zasad, sugerują, że 
system ten rozpoznaje pary naturalnych zasad 
z 0 6 m G  jako  błąd [120, 121] podobnie jak  to ma 
miejsce dla innych analogów  zasad.

O statnie lata przyniosły wyniki wskazujące na zwią
zek reperacji błędnie sparowanych zasad z w ystępują
cym wśród linii kom órek ssaczych zjawiskiem to leran 
cji na działanie środków  metylujących. Zjawisko to 
definiuje się jako  oporność na toksyczne działanie 
0 6 m G  w DNA, którem u nie towarzyszy zwiększenie 
reperacji tego uszkodzenia. Po raz pierwszy zjawisko 
to stwierdzono izolując kom órki oporne na M N N G  
pośród lim foblastoidalnych kom órek TK 6 [122], k tó 
re m ają charakter M ex-  i wykazują bardzo silną 
wrażliwość na środki alkilujące. O porne izolanty tak 
jak  kom órki rodzicielskie nie m ają aktywności 
M G M T  i są nadwrażliwe na m utagenne działanie 
M N N G , utraciły natom iast charakterystyczną dla 
kom órek M ex- nadwrażliwość na toksyczne działanie 
tego m utagenu [122]. Stwierdzono także, że M N N G  
oporny w ariant kom órek wykazuje czterdziestokrot
nie podwyższony poziom mutacji spontanicznych 
[122]. W opornych na M N N G  izolantach kom órek 
H eLaM R  pokazano, że poziom modyfikacji DNA
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powstających pod wpływem środków metylujących, 
w tym Oóm G, jest taki sam jak  w kom órkach rodziciel
skich [123],

Jeden z modeli tłumaczących zjawisko tolerancji na 
działanie środków metylujących [122] zakłada, że 
pary 06m G :C  i 06m G :T  są rozpoznawane jako  błąd 
przez system reperacji błędnie sparow anych zasad co 
inicjuje proces reperacji przez wycinanie. Ponieważ 
reperacji podlega now osyntetyzow ana nić DNA to, 
gdy Oóm G znajduje się na nici starej, trakty  reperacyj- 
ne biegną po przeciwnej nici niż O óm G  i skazane są na 
niepowodzenie gdyż jakakolw iek zasada byłaby inkor- 
porow ana na przeciw Oóm G powstająca para będzie 
rozpoznaw ana jako  błąd. Prowadziłoby to do po
wstania miejsc perm anentnej degradacji i resyntezy 
DNA. Powyższy model jest zbieżny z obserwacją 
D a y  i w s p .  [124], że w kom órkach Mex trak 
towanych M N N G  występuje zwiększony poziom re- 
peracyjnej syntezy DNA i utrzym ują się pęknięcia 
jednoniciowe. Uszkodzenie systemu reperacji błędnie 
sparowanych zasad chroniłoby kom órki M ex-  przed 
tym efektem.

Zgodnie z powyższą hipotezą szereg linii w ykazują
cych tolerancję na działanie środków  metylujących ma 
fenotyp charakterystyczny dla uszkodzenia drogi repe
racji błędnie sparowanych zasad tj. podniesiony po
ziom mutagenezy spontanicznej i niestabilność sek
wencji m ikrosatelitarnych. Dla części tych linii wyka
zano wręcz brak aktywności białka wiążącego się do 
błędnie sparowanych zasad lub reperacji takich błę
dów in vitro [125-128]. K om plem entacja defektu tej 
drogi reperacji poprzez wprowadzenie ludzkiego chro
m osom u 3 niosącego gen h M L H l  (odpowiednik bak
teryjnego mutl) powoduje nie tylko stabilizację sek
wencji m ikrosatelitarnych ale także zwiększa wraż
liwość na działanie M N U  [129].

Powyższe wyniki silnie sugerują, że uszkodzenie 
systemu błędnie sparow anych zasad jest przyczyną 
komórkowej tolerancji na działanie środków m etylu
jących, jednakże m olekularne podstawy tego zjawiska 
nie są jeszcze do końca poznane i nie m ożna wykluczyć 
udziału innych mechanizmów w tym procesie [130, 
131]. Niewątpliwie natom iast kum ulacja O óm G 
w DNA może stanowić natura lną presję selekcyjną 
dającą przewagę kom órkom  mającym wyłączony sys
tem reperacji błędnie sparowanych zasad co z kolei jak  
pokazują badania ostatnich lat, może być związane 
z inicjalnymi stadiam i znacznej części raków okrężnicy 
i innych narządów  ludzkich [132].

IV. Podsumowanie

Oóm G powstaje w DNA pod wpływem zarów no 
wewnątrzkom órkowych jak  i środowiskowych czyn
ników alkilacyjnych. Od reperacji tego uszkodzenia 
w zasadniczy sposób zależy ochrona kom órki przed 
toksycznym, m utagennym  i kancerogennym  działa
niem tych czynników.

M etylotransferaza 0 6-m etyloguaniny-D N A  wystę
pująca we wszystkich dotychczas badanych organiz
mach jest głównym białkiem reperacyjnym  odpow ie
dzialnym za usuwanie O óm G z DNA. W wyniku 
jednostopniow ej, stechiometrycznej reakcji grupa me
tylowa z O óm G  zostaje przeniesiona na aktywną 
cysteinę wewnątrz białka M G M T. Ponieważ reakcja 
ta jest nieodwracalna, a zawierająca metylocysteinę 
M G M T  jest nieaktywna, to od ilości cząsteczek 
M G M T  zależy kom órkow y potencjał obronny przed 
m utagennym , toksycznym i kancerogennym  działa
niem Oóm G.

Regulacja ekspresji genów kodujących M G M T  jest 
dobrze poznana u bakterii gdzie sam a M G M T  może 
pełnić rolę sensora uszkodzeń alkilacyjnych i aktyw a
to ra  transkrypcji genów w tzw. odpowiedzi adaptaty- 
wnej.

W większości badanych kom órek ssaków poziom 
M G M T  nie jest indukow alny choć różni się on dla 
różnych organów  czy tkanek, możliwe są nawet róż
nice osobnicze dla danego rodzaju kom órek. K ilku
kro tna indukcja aktywności M G M T  może występo
wać w hepatocytach. W odróżnieniu od odpowiedzi 
adaptatyw nej u E. coli nie jest to indukcja specyficzna 
i może następow ać pod wpływem szeregu różnych 
czynników uszkadzających DNA, hepatotoksyn czy 
horm onów. M echanizm tej regulacji nie jest znany. 
Podobnie dalszych badań wymaga poznanie m oleku
larnego sygnału i m echanizmu prowadzącego do epi- 
genetycznego wyłączenia aktywności M G M T  w ko
m órkach M ex~. Obecnie w iadom o tylko, że istotną 
rolę ekspresji genów kodujących M G M T  odgrywa 
wzór metylacji C pG  w obrębie zarówno sekwencji 
regulatorowych jak  i kodujących tych genów.

Udział innych kom órkowych systemów reperacji 
DNA w usuwaniu O óm G może mieć szczególne 
znaczenie w kom órkach, w których aktywność 
M G M T  jest obniżona w wyniku wysycenia w trakcie 
reperacji lub regulacyjnie wyłączona. U E. coli w takich 
w arunkach istotną rolę reperacyjną odgrywa endonu- 
kleaza UvrABC. Nie wiadom o czy podobnie działa 
analogiczny system w kom órkach ssaczych.

Szereg wyników wskazuje, że pary tw orzone przez 
O óm G w DNA są rozpoznawane przez system repera
cji błędnie sparowanych zasad zarów no w kom órkach 
p ro -ja k  i eukariotycznych. Szalenie interesujące, choć 
także wymagające dalszych wyjaśnień, są dane poka
zujące, że działanie tego systemu reperacyjnego zwięk
sza wrażliwość kom órek na toksyczny efekt Oóm G  
w DNA. W ydaje się, że w wyniku działania tej drogi 
reperacyjnej sygnał obecności w DNA tego silnie 
m utagennego uszkodzenia jest am plifikowany prow a
dząc do zatrzym ania cyklu kom órkowego lub śmierci 
kom órki.

Reasumując, ostatnie lata przyniosły wiele szczegó
łów dotyczących m olekularnych podstaw  regulacji 
i reperacji O óm G -D N A  u E. coli. Potw ierdzono także 
uniwersalność mechanizmów reperacyjnych w kom ór
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kach pro- i eukariontów . Jesteśmy natom iast dopiero 
u progu zrozum ienia m echanizm ów regulacyjnych 
związanych z przekazywaniem sygnału o uszkodze
niach DNA, ekspresją genów i m odulacją aktywności 
systemów reperacyjnych w kom órkach organizm ów 
wyższych.

A rtykuł otrzymano 4 września 1995 r. 
Zaakceptowano do druku 13 listopada 1995 r.
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Niniejszą pracę au to r  dedykuje Pani Marii Kasińskiej

Naprawa oksydacyjnych uszkodzeń DNA u Prokaryota 

Prokaryotical mechanisms of DNA oxidative damage repair

TOMASZ H. ZASTAWNY*

Spis treści:

I. Wstęp
II. DNA-GIikozylazy

II-l. Białko FPG
II-2. Glikozyiaza uracylowa (U D G )
II-3. Glikozyiaza hipoksantynowa

III. Nukleazy uczestniczące w usuwaniu oksydowanych 
pochodnych zasad
III-l. Endonukleaza 111 —  białko NTH
111-2. Egzonukleaza III
III-3. Endonukleaza IV
III-4. Endonukleaza VIII
1II-5. Endonukleaza V z bakteriofaga T4
III-6. Kompleks enzymatyczny uvrABC

IV. Uwagi końcowe

Wykaz stosowanych skrótów: U N G  — G likozyiaza uracylo
wa; F P G  —  N-glikozylaza form am idopirym idynowa; 
50HdC — 5-hydroksy-2’-deoksyucytydyna; 5 0 H d U  — 5- 
hydroksy-2’-deoksyuurydyna; M M S — metylosulfonian me
tanu  (methyl methane sulfonate).

I. Wstęp

W yniki badań  nad procesami nowotworzenia wyka
zują, że około 80-90% nowotworów ludzkich rozwija 
się w następstw ie uszkodzeń DNA. Pow stają one 
w wyniku zm ian metabolizm u kom órek oraz na skutek 
działania czynników zewnętrznych, takich jak  prom ie
niowanie jonizujące, prom ieniowanie ultrafioletowe 
oraz karcynogeny chemiczne [1]. Czynniki te od- 
działywują na D NA zarówno w sposób bezpośredni, 
pow odując pęknięcia łańcucha oraz tworząc addukty 
bądź pośrednio indukując powstawanie wolnych rod
ników tlenowych odpowiedzialnych m.in. za pow sta
wanie oksydacyjnych pochodnych zasad azotowych.

M echanizm  pow staw ania reaktywnych form tlenu 
oraz uszkodzenia DNA, powstające na skutek ich 
działania, były przedm iotem  wielu wyczerpujących 
prac opublikow anych w ostatnim  czasie [2-4]. Jednak 
m olekularny mechanizm genotoksycznego działania 
wolnych rodników  oraz udział w tym procesie po
szczególnych produktów  reakcji aktywnych form tlenu 
z DNA , nadal oczekują na pełne wyjaśnienie. Stwier-
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dzono, że efekt genotoksyczny wywołują przede wszys
tkim rodnik hydroksylowy i tlen singletowy, w przeci
wieństwie do rodnika ponadtlenkow ego oraz nadtlen
ku w odoru [2-4]. Praktycznie każda ze składowych 
części DNA może być receptorem  dla aktywnych form 
tlenu. Oblicza się, że w wyniku działania wolnych rod 
ników na cząsteczkę DNA może powstać ok. 100 róż
nych rodzajów produktów  oksydacji (Ryc. 1) [1,5-11].

Badania poziomu 8-O H G ua w moczu wykazały, że 
w kom órce szczura zachodzi około 9 x 104 oksydacyj
nych uszkodzeń cząsteczki DNA w ciągu jednego dnia 
[12]. Wysoki poziom uszkodzeń oksydacyjnych 
w DNA prowadzi do bloku lub spowolnienia re
plikacji. Zjawisko to obserwuje się przede wszystkim 
w wyniku nagrom adzenia się w cząsteczce DNA 
niektórych oksydowanych pochodnych zasad azo to
wych jak  np. glikolu tyminy, mocznika oraz na skutek 
pojawienia się miejsc apurynow ych i apirym idyno- 
wych (AP) [9-11]. Ominięcie bloku przez mechanizmy 
transkrypcji następuje na ogół w wyniku indukcji 
systemu SOS, ale często kosztem m isinkorporacji 
zasad [11-13]. N a przykład 8-hydroksyguanina in
dukuje transwersję typu G ->T, natom iast glikol tymi
ny tranzycję T-*C . Ponadto, wykazano, że uszkodze
nia takie jak  7-hydro-8-oksyguanina i p rodukt deami- 
nacji cytozyny -  uracyl są omijane w procesie replikacji 
oraz błędnie odczytywane przez mechanizmy trans
krypcji [1,6 14-17].

Dzięki wykształceniu się w procesie ewolucji od
powiednich dróg metabolicznych, ilość oksydacyjnie 
zm odyfikowanych zasad w DNA, w w arunkach fizjo-
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logicznych, utrzym ywana jest na stałym dla danego 
osobnika poziomie. W kom órkach E. coli funkcjonują 
przynajmniej trzy wzajemnie uzupełniające się m echa
nizmy, których działanie prowadzi do redukcji ilości 
oksydowanych zasad azotowych w DNA;

I. H ydroliza oksydacyjnie zmodyfikowanych 
trójfosforanów dezoksynukleotydów  (m.in. w wyniku 
działania pirofosfatazy 8-oksydG TP kodowanej przez 
gen mutT).

II. W ycinanie zmodyfikowanych zasad azotowych 
z D N A  przy udziale N-glikozylaz (białko FPG , gliko- 
zylaza uracylowa).

III. Usuwanie zmodyfikowanych zasad w procesie 
wycinania fragmentów polinukleotydów  (UvrABC).

W kom órkach ssaków uszkodzenia cząsteczki DN A 
m ogą prowadzić do transform acji nowotworowej ko 
m órki jeśli modyfikacja będzie zlokalizow ana w specy

ficznych miejscach onkogenów. Szereg danych eks
perym entalnych dowodzi, że procesy napraw y DNA 
stanow ią istotny mechanizm zabezpieczający kom ór
kę przed transform acją nowotworową. Z drugiej n a to 
miast strony, wysoce efektywne mechanizmy naprawy 
DNA są niejednokrotnie ważnym czynnikiem odpo
wiedzialnym za ograniczoną skuteczność terapii prze- 
ciwnowotworowej.

W kom órkach bakterii stwierdzono obecność kilku 
białek związanych z procesem usuwania oksydow a
nych zasad. Są to przede wszystkim:
— DNA-glikozylazy: glikozylaza form am idopirym i- 
dynowa (białko F PG ) oraz glikozylaza uracylowa.
—  endonukleazy: III, IV, VIII, egzonukleaza III, 

Przypuszcza się, że w kom órkach eukariotycznych
funkcjonują podobne systemy enzymatyczne n ap ra 
wiające oksydacyjnie zmodyfikowane zasady azotowe,
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co zdają się potwierdzać, nieliczne jak  dotąd  dane 
eksperymentalne [18-22].

II. DNA-G likozylazy

Oksydacyjnie zm odyfikowane zasady azotowe m o
gą być wycięte z łańcucha DNA w wyniku hydrolizy 
wiązania N-glikozydowego łączącego zasadę z resztą 
cukrową. Stw ierdzono obecność dwóch typów N- 
glikozylaz:

—  glikozylazy typu pierwszego — mechanizm ich 
działania polega na hydrolizie w iązania N -glikozydo
wego. Prowadzi to do pow stania w łańcuchu DNA 
miejsc apurynowych i apirym idynowych (Ryc. 2).

—  glikozylazy drugiego typu nie tylko hydrolizują 
wiązanie N-glikozydowe, ale równolegle posiadając 
właściwości liazowe usuwają miejsca AP w drodze 
(3-eliminacji. Jednym  z produktów  tej reakcji są wolne 
grupy aldehydowe na końcu 3' przeciętego łańcucha 
DNA, które, w dalszym etapie przemian, muszą zostać 
usunięte, ponieważ ham ują syntezę napraw czą DNA 
(Ryc. 2.). Miejsca pozbawione zasad (AP) powstają 
w DNA zarówno w wyniku aktywności glikozylazowej 
jak  również pod wpływem spontanicznej hydrolizy. Są 
one usuwane przez odpowiednie endonukleazy AP 
rozszczepiające wiązania fosfodiestrowe od końca 5' 
w bezpośrednim  sąsiedztwie uszkodzenia (Ryc. 3.) 
[23]. N iektóre endonukleazy AP klasy II (np. en
donukleazy III i IV z kom órek E. coli) posiadają 
również aktywność 3' diesterazową w stosunku do 
łańcuchów deoksyrybozy. Poniżej opisano najlepiej 
poznane glikozyalazy uczestniczące w procesie usuwa
nia oksydacyjnie zm odyfikowanych zasad azotowych 
z DNA.

IM . Białko FPG

Obecność enzymów wycinających pochodne form-

am idopirym idynowe (Fapy-pochodne, Ryc. 1.) zasad 
azotowych z DNA stwierdzono u licznych szczepów 
bakterii, zarów no gram -dodatnich (£. coli, Salmonella 
typhimurium) jak  i gram-ujem nych (Micrococcus luteus, 
Bacillus subtilis oraz Lactococcus lactis) [24, 25]. 
Również w kom órkach Bacillus firmus wykazano obec
ność enzymu o strukturze homologicznej z glikozylazą 
form am idopirym idynową (FPG ) z kom órek E. coli 
i podobnej aktywności [26]. Dane porównawcze wy
kazują, że enzymy wycinające form am idopirym idyno- 
we-pochodne zasad azotowych są wysoce konserw aty
wne ewolucyjnie. Najlepiej poznanym  z wym ienionych 
powyżej enzymów jest glikozylaza form am idopirym i- 
dowa (białko FPG , p rodukt genu mutM). Białko to 
charakteryzuje się stosunkow o niskim poziomem eks
presji w kom órce (100-200 cząsteczek/kom órkę) [27]. 
Stąd też analiza jego struktury  stała się możliwa 
dopiero po sklonowaniu genu fpg  i uzyskaniu szcze
pów bakterii o wysokim stopniu nadprodukcji enzym u 
[27, 28]. Białko F P G  jest globularnym  m onom erem  
o masie cząsteczkowej 30,2 kD a, zbudow anym  z 269 
aminokwasów [28]. M etodą spektrom etrii absorpcji 
atomowej wykazano, że na cząsteczkę białka przypada 
jeden atom  cynku. Analiza struktury  doprow adziła do 
opracow ania modelu C-końcowej dom eny F P G , 
w której cynk połączony jest z czterema cząsteczkam i 
cysteiny (Ryc. 4.). Badania kompetycyjne dowiodły, że 
w prezentowanej na rycinie 4 domenie białka F P G , 
mogą być wiązane również jony innych metali; Cu(II), 
Cd(II), Hg(II), i Zn(II) [24]. K onkurują one ze sobą 
o miejsce wiązania z białkiem [29]. Przypuszczalną 
funkcją prezentowanej powyżej dom eny jest rozpo
znawanie uszkodzenia i wiązanie się z cząsteczką 
DNA. Obecność podobnej struktury  palca cynkow ego 
uczestniczącej w rozpoznaw aniu uszkodzenia D NA 
stwierdzono również w cząsteczce białka uvrA [30], 
M utacja punktow a prow adząca do zastąpienia k tórej-
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kolwiek z czterech cystein C-końcowej dom eny F PG  
glicyną nie tylko prowadzi do braku aktywności FPG , 
ale uniemożliwia również wiązanie się enzymu z sub- 
stratem  [29, 31]. Białko to wykazuje działanie N- 
glikozylazowe (Ryc. 5. i Ryc. 6.), jednak odm ienne niż 
obserwowane w przypadku endonukleazy III, gdzie 
proces ten zachodzi w drodze (3,y-eliminacji [32]. 
Trzecią aktywnością tego enzymu jest aktywność 
5’-deoksyrybodiesterazowa, k tó ra  również zw iązana 
jest z dom eną palca cynkowego.

Białko F P G  początkow o zidentyfikowano jako  en
zym usuwający z DNA pochodne guaniny, posiadające 
otw arty pierścień imidazolowy [33] (Ryc. 1.). Powstają
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Ryc. 4 S truk tura  C-końcowej dom eny białka F P G

one zarów no jako  produkty  rozpadu metylowanych 
pochodnych puryn oraz jako  końcowe m etabolity 
przem ian wolnorodnikowych (wyczerpujące inform a
cje dotyczące przem ian w olnorodnikowych zasad azo
towych znajdzie czytelnik w następujących pozycjach; 
[1, 7, 34-36]). Jak wynika z przeprow adzonych o sta t
nio badań, praw dopodobnie jego najistotniejszą funk
cją jest usuwanie z DNA 7-hydro-8-oksyguaniny w ra 
mach systemu naprawy m utM TY  [37]. Pierwotnie 
przypuszczano, że pochodne puryn posiadające pierś
cień imidazolowy nie są rozpoznaw ane przez F P G  [38, 
39]. Stwierdzono, że enzym ten może również na
prawiać fapy-adeninę pow stającą w kwasie poli-deok- 
syadenylowym pod wpływem prom ieniow ania y [40], 
Kom pleksowe badania przeprow adzone przy zastoso
waniu G C /M S dostarczyły szeregu nowych danych 
dotyczących aktywności białka F P G  [41]. Badano 
możliwość usuwania 13 głównych produktów  pow sta
jących z puryn i pirym idyn w DNA  pod wpływem 
prom ieniow ania gamma. W ykazano, że żadna z b ad a
nych pirym idynowych pochodnych zasad nie jest 
rozpoznaw ana przez FPG . P onad to  stwierdzono, że 
obecność otw artego pierścienia imidazolowego nie jest 
jedyną determ inantą rozpoznaw aną przez ten enzym 
[41, 42]. Sugeruje się, że jego działanie może również 
być stym ulowane przez zmiany konform acyjne cząste
czki DNA powstające w miejscu gdzie zlokalizowane 
są oksydacyjnie zm odyfikowane zasady [43]. D ow o
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Ryc. 5 M echanizm glikozylazowego działania białka F P G  proponow any przez G r o l m a n  i w s p. [118].

II-2. Glikozyiaza uracylowa (UDG)dów na indukcję zm ian strukturalnych cząsteczki 
D N A  pod wpływem oksydacyjnch modyfikacji zasad 
azotowych dostarczyły najnowsze badania konfor- 
macyjne [44]. Dużym  zaskoczeniem było doniesienie, 
w którym  w ykazano aktywność F P G  w stosunku do 
5-O H dU  oraz 5-O H dC  [45]. U dow odniono również, 
że F P G  z podobną wydajnością jak  endonukleaza I I I  
usuwa z D N A  dihydrodeoksytym inę [42].

Obecność enzymów o aktywności podobnej do pro
duktu genu m utM  stwierdzono również u eukariota, 
w kom órkach drożdży Saccharomyces cerevisae [46]. 
Częściowo oczyszczony preparat enzymu posiadające
go aktywność N-glikolazy o masie cząsteczkowej 30 
kD a uzyskano również z grasicy cielęcej, jego aktyw
ność była niezależna od obecności czynników chelatują- 
cych [47]. Enzym usuwający z DNA 8-oksoguaninę wy
kryto również w kom órkach neutrofilii ludzkich [48],

III. Wycinanie S'-końcowego deoksyrybozofosforanu

Ryc. 6 G łów ne reakcje katalizow ane przez białko F P G

Glikozyiaza uracylowa z kom órek E. coli (UDG) jest 
monom erycznym  białkiem o stosunkow o niewielkich 
rozm iarach (25,6 kDa) i dobrze poznanej strukturze. 
Podstaw ow ą aktywnością U D G  jest wycinanie z cząs
teczki DN A uracylu, poprzez hydrolizę wiązania N- 
glikozydowego. U D G  wycina uracyl zarów no z jedno- 
jak  i dwuniciowych cząsteczek DNA. Do swej aktyw 
ności nie wymaga obecności jonów  metali [49]. 
W przeciwieństwie do endonukleazy I I I  i FPG , gliko- 
zylaza uracylowa nie wykazuje aktywności liazowej 
[50]. Do niedaw na przypuszczano, że jedynym sub- 
stratem  dla tego enzymu jest deoksyurydyna oraz 
5-fluoro-2'-deoksyurydyna. Nie stw ierdzono aktyw no
ści U N G  w stosunku do 5-brom o-2'deoksyurydyny 
i 2'-rybourydyny [50, 51]. Najnowsze doniesienia 
dowiodły, że spektrum  substratow e glikozylazy uracy- 
lowej jest znacznie szersze niż początkow o przypusz
czano. Poza uszkodzeniami wymienionymi powyżej, 
glikozyiaza uracylowa może również rozpoznawać 
i wycinać niektóre produkty  rodnika hydroksylowego 
z zasadam i azotowymi. H a t a h e t  i ws p .  [45] 
stosując jako  substrat dla U N G  oligonukleotydy za
wierające 5-hydroksy-2'-deoksyurydynę wykazali że 
enzym ten usuwa z DNA 5-hydroksyuracyl. W kolejnej 
pracy [52], podjęto próbę ustalenia, które z kilkunastu 
głównych produktów  oksydacji zasad powstających 
w DN A pod wpływem prom ieniow ania gam m a są 
wycinane przez glikozylazę uracylową. Roztwór na
świetlonego D N A  inkubow ano z aktyw ną glikozylazą 
uracylową. W ykazano, że glikozyiaza uracylowa roz
poznaje i wycina z DNA kwas izodialurowy (prze
kształcający się podczas wycinania w 5,6-dihydroura- 
cyl —  formę oznaczaną ostatecznie techniką GC/MS). 
Nie stwierdzono przy tym aktywności U N G  w stosun
ku do piętnastu innych produktów  oksydacji puryn 
i pirym idyn oznaczanych jednocześnie przy zastoso
waniu G C/M S. W cytowanej pracy, po inkubacji 
naprawczej z glikozylazą uracylową obserwowano 
zarów no obniżenie się poziom u kwasu izodialurowego 
w naświetlanych cząsteczkach DNA  z jednoczesnym 
wzrostem stężenia wolnego produktu  w mieszaninie
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reakcyjnej [52]. Badania kinetyczne pozwoliły rów 
nież na określenie rzędowości reakcji i wyznaczenie 
stałej K m dla tego procesu [52]. W ycinanie kwasu 
izodialurowego z DNA  przez glikozylazę uracylową 
wskazuje, że obecność pierścienia arom atycznego nie 
jest jedyną determ inantą rozpoznaw aną przez ten 
enzym. P raca ta nie potwierdziła wyników H a t a -  
h e t i w s p . [45] które wykazywały, że U N G  wycina 
z DNA 5-hydroksyuracyl.

Powstawanie kwasu izodialurow ego w DNA stwier
dzono in vivo, jak  i in vitro w wyniku reakcji rodnika 
hydroksylowego z cytozyną lub też na skutek od
działywania DNA ze związkami o działaniu oksydują
cym [53-57]. Jak do tąd  nie są znane biologiczne 
konsekwencje obecności kwasu izodialurowego 
w DNA. Jednak istnienie w kom órkach enzymu usu
wającego go z DNA, wskazuje, że może on być 
przyczyną bloku replikacji lub błędnej transkrypcji.

II-3. G likozylaza hipoksantynowa

Dezam inacja adeniny w D N A  prowadzi do po
wstania hipoksantyny, k tó ra  może łączyć się w iązania
mi wodorowymi z cytozyną, co może być przyczyną 
m utacji typu tranzycji z A:T do G:C. Obecność enzymu 
usuwającego hipoksantynę z DNA stwierdzono zarów 
no w kom órkach E. coli [58, 59], jak  i eukariotycznych 
[60]. Enzym ten został wyizolowany i częściowo 
oczyszczony [58, 60]. In vitro glikozylaza h ipoksan
tynow a usuwa deam inow aną adeninę z pojedynczych 
par I:T [61]. Jak  do tąd  nie stwierdzono, by enzym ten 
wycinał inne błędnie sparowane zasady [61].

Badania S a p a r b a e v  i ws p .  [62] wykazały 
identyczną specyficzność substratow ą i współoczysz- 
czenie glikozylaz N -m etylopuryn z E. coli (AlkA), 
drożdży (MAG), szczura (AD PG) i człowieka (ANPG) 
z glikozylazami hipoksantowym i tych organizmów. 
Niewykluczone zatem, że aktywność enzymatyczna 
opisywana dotąd  jako  glikozylaza hipoksantynow a 
jest nieodkrytą właściwością glikozylaz N -m etylopu
ryn. Również, brak jest jednoznacznych danych litera
turowych wskazujących, że białka identyfikowane ja 
ko glikozylazy hipoksantynowe, poza hipoksantyną 
m ogą usuwać inne zmodyfikowane zasady, choć nie 
m ożna tej ewentualności wykluczyć.

III. Nukleazy uczestniczące w usuwaniu ok
sydowanych pochodnych zasad azotowych

II I - l . Endonukleaza III —  białko N T H

Początkowo aktywność endonukleazy III identyfiko
wano ze zdolnością do naprawy DNA poddanego dzia
łaniu wysokich dawek promieniowania ultrafioletowe
go (254 nm) [63]. W tych warunkach, głównie genero
wane są cyklobutadipirymidyny, jednak stwierdzono 
również możliwość powstawania innego typu uszko
dzeń jak np. glikolu tyminy oraz miejsc AP [64, 65].
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Oczyszczoną endonukleazę III o trzym ano  z kom ó
rek E. coli [63]. Jednak dokładna charakterystyka 
struktury  oraz poznanie właściwości katalitycznych 
endonukleazy III stało się możliwe dzięki amplifikacji 
genu nth kodującego ten enzym [66], Jest to m ono- 
meryczne białko o masie 23 KD, zbudow ane z 211 
aminokwasów, posiadające punkt izoelektryczny przy 
pH 10 [63, 66]. Zastosow anie elektronow ego rezonan
su param agnetycznego pozwoliło na poznanie szcze
gółów dotyczących jego struk tury  [67], Centrum  
aktywne białka N th utworzone jest przez pętlę 30 
am inokw asów stabilizow aną przez a tom  żelaza [67]. 
Jego obecność jest w arunkiem  koniecznym  zachow a
nia aktywności katalitycznej endonukleazy III [68, 69] 
(Ryc. 7.). Jak widać na rycinach 4 i 7, dom eny centrum  
aktywnego endonukleazy III oraz b iałka F P G  w yka
zują duże podobieństw o strukturalne.

Endonukleaza III jest enzymem o aktyw ności gliko
zylazy D N A  i wykazuje pow inow actw o do kilku 
p roduktów  oksydacji zasad azotow ych, takich jak  
glikol tyminy, 5,6-dihydroksytym ina, glikol uracylu, 
5,6-dihydroksyuracyl oraz 5-hydroksy-6-hydrouracyl 
(Ryc. 1.) [40, 64, 70-72]. S tw ierdzono również jej 
aktywność w stosunku do miejsc AP, niezmodyfikowa- 
nych oraz alkilowanych hydroksyloam iną [73]. M e
chanizm działania endonukleazy III jest dwuetapowy. 
W pierwszym etapie następuje rozpad  wiązań N- 
glikozydowych, po czym P-eliminacja w wyniku ak 
tywności bazowej [74, 75].

Początkow o przypuszczano, że determ inantą roz
poznaw aną przez endonukleazę III jest uszkodzenie 
pierścienia heterocyklicznego zasad azotow ych (Ryc. 
1.). Sugestię tę poparto  rezultatam i badań  w których 
wykazano, że produkty  oksydacji zasad azotowych 
posiadające nienaruszony pierścień pirym idynowy, ta 
kie jak  np. 5-hydroksym etylouracyl nie były rozpo
znawane przez endonukleazę III [76, 77]. Jednak 
późniejsze badania przeprow adzone przez H a t a -  
h e t i ws p .  [45] zdają się temu przeczyć. W cytowanej 
pracy udow odniono, że 5-O H dC  i 5-O H dU  posiadają
ce pierścień heterocykliczny są usuw ane z DNA przez 
ten enzym. Zdaniem  autorów  [45], elementem um o
żliwiającym rozpoznanie zmodyfikowanej zasady o nie
naruszonych pierścieniach, przez endonukleazę III, 
jest obecność podstaw nika w pozycji 5 o odpow iednio 
dużych rozm iarach sferycznych. Kolejne badania do 
starczyły dowodów, że endonukleaza III może wycinać 
z D N A  pochodną tyminy —  5-hydroksy-6-hydro- 
tyminę, oraz cztery pochodne cytozyny, 5,6-dihydro
ksyuracyl, alloksan, 5-hydroksy-6-hydrouracyl i glikol 
uracylu [78]. W yniki cytowanej pracy zdają się po
twierdzać hipotezę w której zakładano, że determ inan-
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tą rozpoznaw aną przez endonukleazę III jest zanik 
planarności cząsteczki, co następuje w wyniku po
wstania pojedynczego wiązania w pozycji 5-6 [40, 70].

Porów nanie danych dotyczących struk tury  oraz 
aktywności enzymatycznej białek N TH  i F P G , w ska
zują, że pom im o różnic w sekwencji am inokwasów , 
pełnią one podobną funkcję. Nie m ożna zatem  wy
kluczyć ich wspólnego pochodzenia. K onserw atyzm  
ewolucyjny obu enzymów stwierdzony w badaniach 
porównawczych pomiędzy różnymi organizm am i, 
wskazuje, że odgryw ają one istotną rolę w utrzym aniu 
funkcjonalności genomu. Funkcją białek N TH  i F P G  
jest zabezpieczenie kom órek E. coli przed letalnym  
i m utagennym  efektem działania oksydacyjnych 
uszkodzeń DNA. U zupełniając się wzajemnie enzymy 
te m ogą usunąć większość w olnorodnikowych uszko
dzeń DNA powstających po działaniu prom ieniow a
nia jonizującego oraz czynników oksydujących.

III-2. Egzonukleaza III

Jest to m onom eryczne białko o masie cząsteczkowej 
28 kDa, wym agające do swej aktywności enzym atycz
nej obecności jonów  magnezu [49, 79].

Egzonukleaza III łączy w sobie kilka różnych ak 
tywności zw iązanych z procesem naprawy DNA  [49, 
79]. Pierwszą z nich, było zaobserwowane przez 
R i c h a r d s o n  i ws p .  [80] działanie egzonukleoli- 
tyczne od końca 3' do 5'. Ponadto  enzym ten posiada 
aktywność 3'-fosfomonoesterazową [80,81] oraz 3'-fos- 
fodiesterazow ą [82]. W kom órkach E. coli jest głów
nym enzymem rozpoznającym  i usuwającym miejsca 
AP, poprzez hydrolizę wiązania fosfodiestrowego bez
pośrednio przy pozycji 5' miejsca AP [81, 83], czyli 
identycznie, jak  w przypadku endonukleazy IV. En
zym ten rozszczepia również wiązanie 5’ deoksyrybozy 
połączonej z mocznikiem. W ykazano także RN-azowe 
właściwości egzonukleazy III [84]. Zarów no egzonuk
leaza III jak  i endonukleaza IV usuwają miejsca AP 
powstające nie tylko na skutek wycinania uszkodzo
nych zasad przez N-glikozylazy, ale również inicjują 
napraw ę utlenionych miejsc AP i fragm entów deo
ksyrybozy wytworzonych w wyniku a taku  wolnych 
rodników .

M utan ty  nie posiadające egzonukleazy III (xthA-) są 
wysoce wrażliwe na działanie nadtlenku w odoru, 
M M S i prom ieniow anie UV [82], jednak właściwości 
tej nie towarzyszy podwyższona wrażliwość na działa
nie prom ieniow ania gam m a [85]. Przyczyną nadw raż
liwości kom órek  x thA -  na działanie prom ieniow ania 
UV jest kum ulacja dużej ilości nienapraw ionych pęk
nięć łańcucha DNA. W ynika to stąd, że egzonukleaza 
III praw dopodobnie aktywuje końce 3' pękniętego 
łańcucha, czyniąc je w ten sposób substratam i dla 
D N A  polim erazy I [82]. Stwierdzono również, pod
wyższoną wrażliwością m utantów  xthA - na działnie 
m onofunkcyjnych związków alkilujących, k tóre m o
dyfikują zasady, ulegające następnie spontanicznej

depurynacji lub wycinane przez glikozylazy [85]. 
W związku z tym przypuszcza się, że egzonukleaza III 
uczestniczy również w naprawie uszkodzeń rozpo
znawanych również przez glikozylazy [50].

III-3. Endonukleaza IV

Białko będące produktem  genu nfo, zostało począ
tkowo opisane jako  enzym posiadający aktywność 
AP-endonukleazy [86]. Nie stw ierdzono udziału en
donukleazy IV w naprawie uszkodzeń powstających 
pod wpływem prom ieniow ania UV. Uzyskane w póź
niejszych latach m utanty nie posiadające aktywnej 
endonukleazy IV były nadwrażliwe na oksydacyjne 
działanie w odoronadtlenku ieri-butylu oraz bleomy- 
cyny. N atom iast podwójne m utanty z nieaktywną 
endonukleazą IV i egzonukleazą III, charakteryzow ała 
dodatkow o nadwrażliwość na H 20 2, M M S i mito- 
mycynę C, co było związane ze specyficznością działa
nia egzonukleazy III. C harakterystycznym  dla pod
wójnych m utantów  była przede wszystkim nadw rażli
wość na działanie prom ieniow ania gam m a [85]. Jak 
wiadomo, zarówno obecność bleomecyny, jak  i w odo
ronadtlenku icri-butylu prowadzi do pow staw ania 
rodnika hydroksylowego, który wywołuje oksydacyj
ne uszkodzenia zasad azotowych w DNA  [87, 88]. 
Stąd też przypuszcza się, że endonukleaza IV uczes
tniczy w ich naprawie. Potwierdzeniem  tej hipotezy 
może być również fakt, że inne czynniki uczestniczące 
w generowaniu rodników  ponadtlenkow ych —  para- 
kwat i m enadion, m ogą indukow ać jednocześnie nad
produkcję tego enzymu w kom órkach [89]. T ransfor
macja plazm idu posiadającego wielokrotne kopie ge
nu nfo, połączona z indukow aną nadprodukcją en
donukleazy IV pozwoliła na oczyszczenie tego białka 
do stanu homogenności. Umożliwiło to późniejszą 
szczegółową charakterystykę jego właściwości fizyko
chemicznych oraz katalitycznych [90]. Cytow ani au
torzy wykazali, że endonukleaza IV, podobnie jak  
egzonukleaza III jest nie tylko A P-endonukleazą i 3'- 
diesterazą ale działa również jako  3'-fosfataza. Analiza 
struktury  endonukleazy IV wykazała, że jest ona 
m etaloproteiną silnie związaną z atom am i cynku 
i m anganu [91]. Jak dotąd  nie wiadom o, czy obecność 
atom ów tych metali w cząsteczce związana jest z utrzy
maniem struktury  białka, czy też bezpośrednio uczest
niczą one w procesach katalitycznych. Stwierdzono, że 
usunięcie jonów  metali z cząsteczki (poza silnie związa
nym atom em  cynku) prowadzi do u traty  aktywności, 
k tó ra może zostać przywrócona przez dodanie do 
roztw oru enzymu jonów  m anganu lub kobaltu. Jednak 
dodanie samych jonów  cynku nie przywraca aktyw no
ści endonukleazy IV [91]. Pomimo, że procesy na
prawy DNA katalizow ane zarów no przez endonu
kleazę IV jak  i egzonukleazę III, in vitro m ogą in
dukow ać syntezę napraw czą DNA  uszkodzonego 
działaniem nadtlenku wodoru, to nadprodukcja en
donukleazy IV w kom órkach xthA - nie przywraca
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oporności na działanie H 20 2 [82, 92]. Sugeruje to, że 
enzymy te in vivo rozpoznają specyficzne dla siebie 
uszkodzenia DNA. Dow odów  na poparcie tej hipotezy 
dostarczyły badania wykazujące, że obecność endonu- 
kleazy IV efektywniej niż egzonukleazy III, przyczynia 
się do aktywacji prim erów term inalnych DNA chro- 
m osom alnego kom órek nfo- traktow anych bleomecy- 
ną [91].

III-4. Endonukleaza VIII

Jak dotąd niewiele wiadomo na tem at struktury i fun
kcji endonukleazy VIII. Jest to białko o masie cząstecz
kowej ok. 29 kDa, wymagające do aktywności, podob
nie jak  endonukleaza III, jonów  sodu i magnezu [93].

M utanty  E. coli posiadające nieaktyw ną endonu- 
kleazę III {nth-), nie posiadały podwyższonej wrażliwo
ści na działanie prom ieniowania X [94]. W skazywało 
to na istnienie, alternatywnego procesu usuwania 
z D N A  takich produktów  oksydacji zasad jak  glikol 
tyminy, czy mocznik [95, 96]. M e l a m e d r e  i ws p .  
[93] zasugerowali, że endonukleaza VIII może za
stępować funkcje endonukleazy III w przypadku b ra
ku tego enzymu w komórce. Cytowani autorzy w yka
zali, że enzym ten posiada aktywność N-glikozylazy 
oraz endonukleazy AP klasy I (Ryc. 3.). W ykazano, 
ponadto , że substratem  dla tego enzymu są cząsteczki 
D N A  zawierające mocznik, glikol tyminy i 5,6-dihyd- 
rouracyl [93], Jednak jak  do tąd  nie badano możliwo
ści usuw ania z DNA innych oksydacyjnie zmodyfiko
wanych zasad. Aktywności takiej m ożna oczekiwać, 
jeśli istotnie enzym ten przejmuje funkcje białka N TH  
w kom órkach m utantów  nth-.

Istnienie w kom órkach E. coli enzymów dublu ją
cych się wzajemnie wykazywano już wielokrotnie. N a 
przykład; dwie glikozylazy 3-metyloadeninowe, p ro 
dukty  genów tag i alkA , dwie m etylotransferazy 
—  produkty  genów ada i ogt [97] oraz endonukleazy 
AP —  białka XTH i N F O  [98]. Interesującym  jest, że 
jeden z enzymów wymienionych par jest enzymem 
konstytutyw nym , drugi natom iast — indukcyjnym.

III-5. Endonukleaza V z bakteriofaga T4

K om órki M. Luteus i E. coli zainfekowane bakterio
fagiem T4 posiadają właściwość szybkiego nabyw ania 
oporności na działanie prom ieniow ania UV. Stwier
dzono w nich obecność specyficznego enzymu usuw a
jącego z DNA dimery pirymidynowe [99], Jest to 
stosunkow o małe m onom eryczne białko zachowujące 
aktywność w obecności EDTA. Enzym ten nazywany 
endonukleazą V z bakteriofaga T4 (T4Endo V) hydro- 
lizuje wiązanie N-glikozydowe przy 5'-pirymidynie 
tworzącej dimer, oraz wiązanie fosfodiestrowe przy 
końcu 3' powstałego miejsca AP [99]. Wyniki dotych
czasowych badań wykazały wysoką specyfikę T4Endo 
V w stosunku do produktów  powstających pod wpły
wem prom ieniow ania UV.

Celem sprawdzenia, czy enzym ten rozpoznaje ok
sydacyjne zm odyfikowane zasady azotowe, T4endo
V inkubow ano z DNA naświetlanym  prom ieniam i 
gam m a [100]. Następnie, podobnie jak  w przypadku 
badań nad glikozylazę uracylową, m etodą G C /M S 
badano poziom 15 produktów  oksydacji zasad. W yka
zano, że endonukleaza V posiada również aktywność, 
polegającą na wycinaniu z DNA 4,6-diamino-5-form- 
am idopirym idyny (FapyAde — Ryc. 1.). Nie stwier
dzono jednocześnie zdolności usuw ania innych zm o
dyfikowanych zasad oznaczonych tą m etodą.

Wyniki cytowanej pracy, wskazują, że T4Endo
V posiada zdolność napraw y nie tylko dimerów piry
midynowych, ale również w stosunku do modyfikacji 
typu m onom erycznego. Jak w iadom o FapyAde jest 
także substratem  dla białka F P G  [41]. Jest to typowy 
produkt rodnika hydroksylowego z D NA  [53, 101]. 
W jednej z najnowszych prac wykazano możliwość 
pow staw ania tej modyfikacji w D N A  pod wpływem 
niskich dawek prom ieniow ania ultrafioletowego (254 
i 310 nm) [102]. Stw ierdzono również, że FapyAde 
powstaje w DNA hodowli kom órek eukariotycznych 
i zwierząt naświetlanych prom ieniam i gam m a lub 
poddanych działaniu czynników oksydujących [55-57, 
103]. Podwyższony poziom tego związku wykazano 
także w chrom atynie kom órek now otw orów  ludzkich 
[104, 105]. Jak do tąd  nie jest znana biologiczna rola 
FapyAde. Jednakże obecność enzymu usuwającego 
ten p rodukt z DN A może pośrednio świadczyć o nie
korzystnym  jego wpływie na prawidłowość procesów 
związanych z funkcjonowaniem  genomu.

III-6. Kompleks enzymatyczny UvrABC-endonu- 
kleazy

Do niedaw na powszechnie przyjm owano, że rozleg
łe uszkodzenia DNA wywoływane działaniem  związ
ków chemicznych, takich jak  np. N-acetoksy-2-acety- 
loam inofluoren napraw iane są przez enzymy wycina
jące nukleotydy. Podczas, gdy uszkodzenia w ywołują
ce stosunkow o niewielkie zmiany struktury  cząsteczki 
D N A  usuwane są w wyniku aktywności glikozylazo- 
wej [106]. U E. coli UvrA BC-endonukleaza jest jed 
nym z głównych enzymów funkcjonujących w systemie 
napraw y przez wycinanie. Kom pleks ten wiąże się 
z uszkodzoną cząsteczką DNA i katalizuje proces 
hydrolizy wiązań fosfodiestrowych w sąsiedztwie 
uszkodzonego miejsca [106].

S truk tu ra oraz mechanizm działania UvrABC-en- 
donukleazy są stosunkow o dobrze poznane [ 106-109]. 
W niniejszej rozprawie ograniczono się jedynie do 
om ów ienia zagadnień związanych z funkcją tego en
zymu w naprawie oksydacyjnie zmodyfikowanych 
zasad azotowych.

M utanty  posiadające nieaktywną nukleazę 
UvrABC wykazują podwyższoną aktywność na dzia
łanie prom ieniow ania U V oraz związków alkilujących. 
N ie obserwuje się jednak podwyższonej wrażliwości
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tych kom órek na działanie prom ieniowania jon izu ją
cego oraz czynników utleniających. Pierwszym donie
sieniem wskazującym na UvrABC-endonukleazę jako  
enzym usuwający oksydacyjnie zmodyfikowane zasa
dy z DNA, była praca N a b b e n  i ws p .  [110]. 
Autorzy obserwowali obniżoną efektywność replikacji 
DNA faga cpX174 naświetlanego prom ieniam i gam m a 
w m utantach bakterii posiadających nieaktywny kom 
pleks UvrABC (u v rA - lub uvrC-). Potwierdzeniem  
wcześniejszych sugestii, że kompleks uvrABC n ap ra
wia przynajmniej niektóre z uszkodzeń rozpoznaw a
nych przez egzonukleazę III, są doniesienia, w których 
stwierdzono letalny charakter potrójnej m utacji u vrA -  
x th -  n/o-, jeśli kom órki posiadające ją  przetrzymywane 
są w w arunkach tlenowych [111]. Szanse przeżycia 
tych kom órek w atmosferze tlenu daw ała obecność 
dodatkow ego defektu — prowadząca do wyelimino
wania aktywności glikozylazy uracylowej. W skazuje 
to na letalne konsekwencje nagrom adzenia się miejsc 
AP powstających w wyniku wycinania uracylu (lub 
innych uszkodzeń oksydacyjnych rozpoznaw anych 
przez ten enzym). Badania in vitro  wykazują, że 
UvrABC może rozpoznać zarówno miejsca AP, jak  
i glikol tyminy [73]. Jednak stwierdzono, że dihyd- 
rotym ina nie jest substratem  dla tego enzymu [73]. 
Praw dopodobnie, dwa inne produkty powstające pod 
wpływem aktywnych form tlenu — 80H G ua i Fapy- 
G ua, są również substratam i dla UvrABC [112]. W y
niki te znalazły potwierdzenie również w badaniach in 
vitro  przeprowadzonych przy zastosow aniu techniki 
G C /M S (bad. własne — dane nie publikowane).

IV. Podsumowanie

W kom órkach prokariotycznych funkcjonuje wiele 
enzymów usuwających z DNA oksydowane pochodne 
zasad azotowych. Stanowią one jeden z mechanizmów 
zabezpieczających kom órki przed genotoksycznym 
efektem działania aktywnych form tlenu. Obecność 
podobnych enzymów stwierdzono również w kom ór
kach eukariotycznych [21, 47, 48]. Jak  wiadomo, 
działanie aktywnych form tlenu m a charakter m u ta
genny [15, 16, 113, 114]. T rudno jednak twierdzić 
jednoznacznie, czy obecność oksydacyjnie zm odyfiko
wanych zasad w DNA prowadzi do procesu kar- 
cynogenezy. Przem awiają za tym opublikow ane osta t
nio dane eksperym entalne [104,105,115-117]. Jeśli tak 
jest istotnie, to defekty w naprawie oksydowanych 
pochodnych zasad azotowych m ogą prowadzić do 
podwyższenia ryzyka rozwoju choroby now otw oro
wej. Z drugiej natom iast strony oporność now otw o
rów na terapię opartą  na lekach indukujących po
wstawanie aktywnych form tlenu (np. bleomecyna) 
oraz w ykorzystującą promieniowanie jonizacyjne, m o
że być uw arunkow ana podwyższoną efektywnością 
napraw y DNA. Zjawisko to w znacznym stopniu 
ogranicza skuteczność terapii. Stąd też, w ostatnich 
latach, obserwuje się wzrastające zainteresowanie p ro 

cesami napraw y DNA  w aspekcie klinicznym. Duże 
znaczenie terapeutyczne m ogą mieć również dane 
porównujące kinetykę tworzenia i usuwania oksyda
cyjnych uszkodzeń zasad azotowych z efektywnością 
radio- i chemioterapii.
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Wykaz stosowanych skrótów: Arg — arginina; Asp — kwas 
asparaginowy; /J2m — /J-2 m ikroglobulina; C D  — kom pleks 
różnicowania; Cys — cysteina; H — antygeny M H C myszy; 
His — histydyna; HLA — antygeny ludzkich leukocytów; 
IL — interleukina; LFA — antygeny związane z czynnością 
limfocytów; limfocyt N K  —  natu ra lna kom órka cytotok- 
syczna NK; limfocyt Ta/J — limfocyt T posiadający receptor 
a/J-CD3; limfocyt Ty<5 — limfocyt T posiadający receptor y<5; 
Lys — lizyna; M H C  — główny kom pleks zgodności tk a n 
kowej; P n — n-ta reszta am inokw asow a w sekwencji prezen
tow anego peptydu; Pi2 — ostatn ia reszta am inokw asow a 
w sekwencji prezentow anego peptydu; TCR — receptor 
limfocytu Ta/J; T hr — treonina; T rp  —  tryptofan; 
Tyr —  tyrozyna; VLA — antygeny bardzo późne;

I. Wstęp

Specyficzna odpowiedź immunologiczna powstaje 
przeciwko potencjalnie patogennym  w stosunku do 
gospodarza cząsteczkom, organizm om  lub też włas
nym kom órkom  przekształconym  nowotworowo. Aby 
odpowiedź taka mogła powstać, intruz musi zostać 
rozpoznany przez układ odpornościow y jako  obcy, 
a więc przeznaczony do eliminacji. „Rozpoznawanie

1 M gr chemii, lek. med., 2 prof. dr hab. inż, Zespół Chemii
A m inokw asów  i Peptydów , W ydział Chemii, Uniwersytet 
G dański, ul. Sobieskiego 18, 80-952 G dańsk.

m olekularne” rozumiemy jako  proces obejm ujący sele
kcję i wiązanie substratu przez cząsteczkę receptora, 
ukierunkow any na możliwie sprecyzowany cel i skutki 
tego oddziaływania [1].

Receptory kom órek układu odpornościow ego nie są 
w stanie identyfikować antygenów oddzielonych od 
nich przez błonę kom órkow ą. W toku ewolucji został 
więc wytworzony system przekazywania na powierz
chnię kom órki informacji o wewnątrzkom órkowej 
obecności nieproszonego gościa. Pow stająca w następ
stwie odpowiedź im m unologiczna winna być specyfi
czna w stosunku do czynnika wywołującego, a zatem 
sygnał docierający na zewnętrzną stronę błony kom ór
kowej musi być dla niego charakterystyczny. Jest to 
możliwe dzięki temu, że w zasadzie każdy obcy o r
ganizm ma przynajmniej jedno białko o sekwencji 
różnej od białek gospodarza. M oże być ono jedno
znacznie reprezentowane przez k ró tką sekwencję pep- 
tydową, różną od peptydów podobnej długości, p o 
chodzących z białek gospodarza. Peptydy takie są 
syntetyzowane, transportow ane na powierzchnię k o 
m órki, a tam udostępniane receptorom  kom órek ukła
du odpornościow ego.

Zasadniczą rolę w prezentacji obcych oraz własnych 
antygenow ych peptydów limfocytom Ta/J odgryw ają 
glikoproteiny M H C  (M ajor H istocom patibility Com-
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plex). Znajom ość budowy, funkcji i m etabolizm u cząs
teczek M H C  ma pierwszoplanowe znaczenie przy 
próbach ukierunkowanej ingerencji terapeutycznej, 
której ramieniem efektorowym miałyby być kom órki 
układu odpornościow ego i/lub ich liczne produkty. 
C oraz bardziej realna wydaje się też możliwość wpły
w ania na inicjację i przebieg procesów chorobowych 
związanych z występowaniem określonych białek 
M H C  [2, 3]. Przedm iotem  artykułu jest korelacja 
pom iędzy elementami strukturalnym i cząsteczek 
M H C  klasy I a ich funkcją fizjologiczną.

II. Klasa I antygenów M HC

P rodukty  głównego kom pleksu zgodności tkan k o 
wej klasy I, podobnie jak  i klasy II, są glikoproteinam i 
powierzchniowymi błon kom órkowych. Białka obu 
klas zaangażowane są w wiązanie, transport na ze
w nętrzną powierzchnię kom órki i udostępnianie tam  
antygenowych peptydów limfocytom Ta/k Zwyczajo
wo białka M H C  myszy nazywa się antygenam i H, 
natom iast ludzkie oznaczane są jako  HLA (Humań 
Leukocyte Antigens).

W  skład klasycznych białek M H C  klasy I u człowie
ka w chodzą cząsteczki HLA-A, -B i -C. Antygeny te 
występują na powierzchni większości jądrzastych ko
m órek i erytrocytów. Poziom  ekspresji M H C  I na 
poszczególnych rodzajach kom órek jest znacznie zróż
nicowany. Charakterystyczną cechą białek M H C  I jest 
silny polimorfizm. W ynika on z istnienia każdego 
z genów M H C  I w postaci do kilkudziesięciu alleli, 
a więc odm ian zajmujących to  samo miejsce (locus) 
w chromosom ie. Pomiędzy allelami określonego genu 
M H C  występują różnice sekwencji sięgające kilkuna
stu procent zawartości.

K om pleks M H C  u człowieka zlokalizowany jest na 
krótkim  ram ieniu chrom osom u 6. Ludzkie kom órki 
heterozygotyczne posiadają produkty  sześciu kodo- 
m inujących alleli klasy I (HLA-A, B i C pochodzące od 
ojca i matki), odpowiednio po dwa białka HLA-A, -B 
i -C. Poszczególne cząsteczki M H C  preferują prezenta
cję peptydów  o charakterystycznych elementach skła
dowych, takich jak  odpowiednia długość, obecność 
określonych reszt aminokwasowych w pewnych miejs
cach sekwencji peptydu itp. Zdolność pojedynczego 
osobnika do prezentacji antygenowych peptydów 
wspólnie z cząsteczkami klasy I jest więc sumą prefe
rencji występujących u niego odm ian cząsteczek HLA. 
D odatkow o allele genów układu HLA występują 
w populacji ludzkiej z różną częstością. M a to znacze
nie przy próbach poszukiwania szczepionek opartych 
na peptydach prezentowanych przez cząsteczki M HC. 
D obór sekwencji takiego peptydu powinien uwzględ
niać przydatność w immunizacji możliwie szerokiego 
kręgu ludzi. M ożna to osiągnąć poprzez wybór pep
tydu zdolnego do wiązania się z jak  największą liczbą 
odm ian cząsteczek M H C  I, szczególnie z występujący
mi najczęściej w populacji. Zróżnicowanie zestawu

białek M H C  klasy I pomiędzy osobnikam i tego sam e
go gatunku nadaje im charak ter alloantygenów , tzn. 
antygenów rozpoznaw anych jako  obce przez osobniki 
tego samego gatunku różniące się genetycznie.

Funkcją m olekularną antygenów M H C  I jest pre
zentacja limfocytom Ta/? peptydów pochodzących 
z białek syntetyzowanych we wnętrzu kom órki. Z cząs
teczkami M H C I wiążą się peptydy pochodzące z b ia
łek własnych kom órki, białek egzogennych w nikają
cych do cytosolu w wyniku fuzji z innym i kom órkam i, 
białek związanych z błonam i podlegającym i obrotow i 
błonowemu, syntezowanych przez kom órkę białek 
wirusowych lub białek produkow anych przez patoge
ny w ew nątrzkom órkow e o lokalizacji cytoplazm atycz- 
nej, m itochondrialnej, jądrow ej [4]. Takie cząsteczki 
białkowe są degradow ane w cytosolu do fragm entów 
peptydowych przez endopeptydazy cytoplazm atyczne, 
zgrupowane w wielokatalitycznych kom pleksach pro- 
teosomów. Większość powstałych peptydów  ulega 
całkowitej hydrolizie, jednak  część przechodzi przy 
pomocy specyficznych transporterów  T A P  (Transpor
ter associated with Antigen Processing) do wnętrza 
retikulum  endoplazm atycznego [5 ,6]. Tam  odpow ied
nie dla danej cząsteczki M H C  I peptydy łączą się 
z łańcucham i ciężkimi cząsteczek M H C  I i /?2- mikro- 
globuliną. Stabilizują one strukturę dupleksu M H C
I-/?2-m. Powstały trypleks jest transportow any  na 
powierzchnię kom órki [2, 4, 6-7]. Z nane są nieliczne 
przykłady wiązania przez M H C  I peptydów  pocho
dzących z białek zewnątrzkom órkow ych, które do 
stają się do wnętrza kom órki na drodze fagocytozy [8]. 
Cząsteczki M H C  klasy I zlokalizow ane na powierz
chni limfocytów T pełnią też funkcję receptora przeka
zującego sygnał do wnętrza kom órki [9].

Peptydy połączone z M H C  I rozpoznaw ane są 
wspólnie z cząsteczką M H C  przez limfocyty Ta/? 
posiadające na swojej powierzchni koreceptor CD8 
(limfocyty T CD8 +  ). CD8 jest receptorow ym  białkiem 
błonowym, należącym do nadrodziny białek im m uno- 
globulinopodobnych. W procesie rozpoznaw ania 
kom pleksu M H C  I-peptyd przez TCR, CD 8 wiąże się 
z cząsteczką M H C  I. Limfocyty T C D 8 +  stanow ią 
głównie grupę kom órek cytotoksycznych i supresoro- 
wych. W trakcie rozwoju układu odpornościow ego 
elim inowane są kom órki T rozpoznające peptydy 
pochodzące z własnych białek organizm u, a w popu la
cji dojrzałych limfocytów T pozostają tylko kom órki 
rozpoznające peptydy obce. Po rozpoznaniu kom plek
su obcego peptydu i własnej cząsteczki M H C  1 lim
focyt T ulega aktywacji. Jest to złożony proces od
powiedzi kom órkowej, na który składają się m.in. 
wejście w fazę G t cyklu kom órkow ego i ekspresja 
receptorów  dla czynników wzrostowych. Pod wpły
wem tych czynników aktywow any limfocyt ulega 
różnicowaniu w kierunku określonej subpopulacji 
funkcjonalnej i rozpoczyna proliferację. Jeżeli koń 
cowym efektem tych przem ian będzie powstanie klonu 
limfocytów cytotoksycznych, doprow adzają one do
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zniszczenia kom órki prezentującej antygenowy pep- 
tyd. Peptydy prezentowane przez HLA-B i -C rozpo
znawane są także przez limfocyty N K  [10].

N iekodow ane przez kompleks M H C  cząsteczki 
C D I b (nieklasyczne cząsteczki M H C  klasy Ib), sk łada
jące się z łańcucha ciężkiego znacznie zbliżonego 
budow ą do obecnego w M H C I oraz /?2m, prezentują 
limfocytom Taj? i Ty<5 antygeny peptydowe i lipidowe 
[11-15]. P odobne białka H2-M 3 wiążą peptydy z N- 
formylowanym końcem  aminowym [16].

III. Ogólny schemat budowy cząsteczek 
M H C I

Cząsteczki M H C  I są powierzchniowymi hetero- 
dimerami białkowymi. Składają się z dwóch łańcu
chów. Ciężki albo a m a masę około 40-45 kD a i jest 
kodow any w obrębie regionu M H C  kodującego kla
sę I. Łańcuch lekki, czyli (i-2 m ikroglobulina (/?2m), m a 
masę 12 kD a i zawiera 96 reszt aminokwasowych. Jego 
gen u człowieka występuje w postaci jednej kopii na 
chrom osom ie 15.

Łańcuch ciężki składa się z trzech części. Fragm ent 
C-końcowy o długości 30-40 reszt aminokwasow ych 
stanowi część w ew nątrzkom órkow ą. Jest on odcin
kiem hydrofilowym, około połowy tworzących go reszt 
am inokwasow ych m a polarne łańcuchy boczne. Pozo
stałe części to wewnątrzbłonowy region hydrofobowy, 
utw orzony przez około 20-25 reszt am inokwasowych 
i N -końcow a część zew nątrzkom órkow a, stanow iąca 
pozostałe 80% długości łańcucha. Część zewnątrz- 
błonow a tworzy trzy domeny, po około 90 reszt 
am inokw asow ych każda, kolejno zwane a l ,  a2, a3. 
W ew nątrz dom en a2, a3 i film  zawarte są pętle 
utw orzone przez około 60 reszt aminokwasowych 
zam kniętych wiązaniam i disulfidowymi.

D om eny tw orzą dwie pary strukturalnie podobnych 
jednostek. Pierwsza para jest położona blisko ponad 
błoną kom órkow ą. Składa się z /?2m i dom eny a3 
łańcucha ciężkiego, które cechują się niewielkim poli
morfizmem i wykazują znaczną hom ologię sekwencji

Ryc. 1 Budowa cząsteczki M H C  klasy I. a l,  a2, a3-dom eny łańcucha 
ciężkiego; j?2m— /?-2 m ikroglobulina; S-S —  m ostki disul- 
fidowe; Z  —  część zew nątrzkom órkow a; B —  błona kom ór
kowa; W —  wnętrze kom órki; S —  szczelina w iążąca 
peptydy.

aminokwasowej. K ażda z nich przypom ina stałą d o 
menę części stałej łańcucha przeciwciał [17]. O bec
ność /?2m jest zwykle w arunkiem  ekspresji cząste
czek M H C  I na powierzchni kom órek, natom iast 
po proteolitycznym  odcięciu dom eny a3 cząsteczka 
HLA-Aw68 zachowuje zdolność do prezentacji pep- 
tydu [18].

D rugą parę stanowią dom eny a l i a2. Obie o d zn a
czają się znacznym polimorfizmem i m ają pod o b n ą  
strukturę przestrzenną, stanowiąc niemalże lustrzane 
odbicia. K ażda składa się z czterech biegnących anty- 
równolegle odcinków (i, ograniczonych z jednej strony 
przez długi a-heliks (pasmami lub odcinkam i fi będzie
my w skrócie nazywać odcinki łańcucha polipep- 
tydowego tworzące strukturę (1). Dzięki tem u dom eny 
te form ują wspólnie pseudosym etryczną powierzchnię 
szczytową cząsteczki, k tó ra składa się z dna (podłogi) 
utworzonego przez 8 antyrów noległych pasm fi, o to 
czonego przez dwa długie regiony a-helikalne. P asm a 
/i łączą się poprzez zawierające różną liczbę reszt 
aminokwasow ych pętle zwrotne. Pomiędzy obydw o
m a regionam i a-helikalnymi powstaje w szczytowej 
części cząsteczki M H C  I głęboka szczelina (nazywana 
też zamiennie wnęką lub rowkiem) o długości około  
25 A i szerokości około 10 A, pokazana w sposób 
uproszczony na rycinie 2. Ściany szczeliny form ow ane 
są przez łańcuchy boczne reszt am inokwasow ych obu 
heliksów, natom iast dno przez łańcuchy boczne reszt 
aminokwasowych części centralnych pasm  fi dom en a 1 
i a2. Szczelina cząsteczek M H C  I jest zam knięta na obu 
końcach przez skrajne części heliksów. O braz taki 
otrzym ujem y na podstawie struk tu r rentgenowskich 
po „usunięciu” prezentowanego peptydu, który w zwy
kłych w arunkach zajmuje szczelinę. Szczeliny poch o 
dzące z cząsteczek M H C  I izolowanych z m ateriału  
biologicznego w badaniach rentgenograficznych wy
kazują obecność niejednorodnej, pod względem gęsto
ści elektronowej, zawartości, będącej m ieszaniną pep-

- a l  E U -a 2  wiązanie disulfidowe

Ryc. 2 Schemat szczeliny wiążącej peptydy cząsteczki M H C  1 w nie
obecności peptydu. Zaznaczono wkład dom en a l  i a2 
w budow ę regionu wiążącego oraz wiązanie disulfidowe 
w dom enie a2. Przedstaw iono także w sposób uproszczony 
lokalizację kieszeni szczeliny wiążącej, odpow iednio A-F.
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tydów  prezentowanych limfocytom T CD8 +  [19-21].
Część domen łańcucha ciężkiego białek M H C I jest 

miejscem glikozylacji. U myszy dochodzi do niej 
w pozycjach reszt aminokwasowych 86 (a 1) i 176 (a2), 
natom iast w wypadku człowieka tylko 86 (al). W nie
k tórych cząsteczkach mysich glikozylacja zachodzi 
także w pozycji 256 (a3) [22].

S truktury  cząsteczek M H C  I analizow ano w op ar
ciu o m etody krystalografii rentgenowskiej. Antygeny 
M H C  krystalizowano po izolacji z naturalnych źródeł 
w postaci kom pleksu z m ieszaniną endogennych pep- 
tydów, które otrzym ywano dzięki heterologicznej eks
presji w hodowli kom órkowej lub też dokonyw ano 
rekrystalizacji ze zdenaturow anych podjednostek 
w połączeniu z określonym  peptydem. W okresie 
ośm iu lat zdołano ustalić budowę produktów  pięciu 
alleli klasy I [16, 23].

IV. Budowa szczeliny wiążącej i mechanizm  
prezentacji peptydów

Powierzchnia van der W aalsa szczeliny wiążącej 
jest w znacznym stopniu pofałdow ana i rozbudow ana. 
Tworzy ona szereg „kieszeni”, będących zagłębieniami 
o różnej wielkości i różnym charakterze chemicznym, 
zależnym od otaczających je am inokwasów cząsteczki 
M H C. Kieszeń stanowi strukturalnie i funkcjonalnie 
wydzieloną część struktury  rowka o indywidualnym 
powinowactwie do części zawartości tego rowka (w 
w ypadku białek M H C  do fragm entu szkieletu lub 
łańcucha bocznego reszt am inokwasowych ulokow a
nego w szczelinie peptydu). Różnice am inokwasowe 
pom iędzy antygenam i M H C  mogą zmieniać wielkość, 
kształt i właściwości fizykochemiczne wnętrza kieszeni 
[16,24-26]. N iektóre kieszenie są studniow ato ukształ
towane, jak  wnęka lub wgniecenie, i specyficznie pasują 
tylko do jednego łańcucha bocznego. Inne nie są tak 
dokładnie wykształcone i wówczas granica pomiędzy 
dwiem a sąsiednimi kieszeniami jest niewyraźna. O d
powiednio dużych rozm iarów  kieszeń może „prze
chowywać” więcej niż jeden łańcuch boczny peptydu. 
M H C  I zawiera w szczelinie 6 kieszeni, nazwanych 
odpow iednio A-F, których lokalizację zaznaczono na 
rycinie 2 [27].

Pozycje aminokwasowe białek M H C  I, wykazujące 
dużą zmienność pomiędzy poszczególnymi cząstecz
kami, zlokalizowane są głównie wokół szczeliny wiążą
cej peptydy [21,28]. W cząsteczce HLA-A2 spośród 17 
pozycji o wysokim indeksie zmienności, 15 znajduje się 
w obszarze wiążącym peptyd. Jedna z dwu dalszych 
silnie polimorficznych pozycji lokuje się poza tym 
obszarem , ale łańcuch boczny występującej tam  reszty 
am inokwasowej wystaje w kierunku heliksu i ma 
wpływ na budowę miejsca wiążącego. W obrębie 
szczeliny wiążącej w sekwencjach HLA i znaleziono 10 
stałych reszt am inokwasowych [29], silnie zachowy
wanych także u myszy. Te niezmienne reszty am ino
kwasowe są rozmieszczone głównie na obu końcach

wnęki, gdzie wiążą am inowy i karboksylow y koniec 
prezentowanego peptydu. Pomiędzy sekwencjami 
HLA nie ulega zmianie także co trzecia lub co czwarta 
reszta am inokw asow a w a-heliksach dom en al i a2. 
Reszty te tworzą zachowywaną powierzchnię helik- 
sów, skierow aną na zewnątrz od miejsca wiązania 
peptydu. Są one rozpoznaw ane bezpośrednio przez 
stałe części receptora TCR lub są konieczne do utrzy
mywania struktury  M HC.

Peptyd we wnęce M H C  I prezentow any jest w roz
ciągniętej konformacji. Podczas badania struk tur kry
ształów HLA-B27, zawierających w szczelinie miesza
ninę endogennych peptydów, stw ierdzono wyraźne 
podobieństw o konformacji wszystkich wiązanych czą
steczek w ich częściach przykońcowych, przy mniej
szym podobieństwie w centrum  [30-32]. W czasie 
analizy daw ało to efekt w postaci wyraźnie zaznaczo
nej gęstości elektronowej, odpow iadającej końcowym 
odcinkom  łańcuchów głównych peptydów , a mniej 
wyraźnem u obrazowi ich części środkowych. Podobną 
konform ację wykazywały peptydy związane z cząs
teczkami HLA-A2 i HLA-Aw68 [19, 25, 32-33], O ba 
końce peptydów  są zagłębione i um ocowane w szczeli
nie, natom iast część środkow a jest w iązana słabiej [19, 
34]. Dzięki temu peptydy, o długości większej niż 
zwykle prezentow ana przez dany antygen M HC, mogą 
się w pewnych w arunkach wiązać z cząsteczką M H C 
I [35-38]. Ich końce znajdują się wówczas w ogranicza
jących kieszeniach, natom iast środkow a część wy
brzusza się ponad szczelinę [19,27,30,35, 39]; niekiedy 
koniec karboksylow y może wystawać na zewnątrz 
szczeliny [35, 36]. Łańcuchy boczne peptydów prezen
towanych przez tę samą cząsteczkę M H C  I kierują się 
w różne strony. Związanie peptydu może w pewnym 
stopniu zmieniać strukturę cząsteczki M H C  I —  np. 
obserw ow ano powstawanie różnic sterycznych w bu
dowie białka M H C  w zależności od sekwencji w iąza
nego peptydu [19, 27, 32, 40].

W w ypadku obu klas M H C możemy wyróżnić dwa 
rodzaje oddziaływań wiążących antygenow e peptydy. 
Pierwszy jest niezależny od sekwencji oligopeptydu 
i zawiera wiązania wodorowe pomiędzy niezmiennymi 
resztam i am inokwasowymi cząsteczek M H C  a stałymi 
elementami łańcucha peptydowego. Drugi stanowią 
oddziaływ ania pomiędzy polimorficznymi am inokw a
sami w kieszeniach szczeliny wiążącej cząsteczek M H C 
a łańcucham i bocznymi reszt am inokwasowych specy
ficznych dla prezentowanego peptydu.

W cząsteczkach M H C  I oddziaływania pierwszej 
grupy angażują atom y szkieletu prezentowanego pep
tydu i jego końcowe grupy funkcyjne, lokujące się 
odpow iednio w kieszeniach A i F na końcach szczeliny 
wiążącej [16]. Związanie obu końców peptydu zapew
nia stabilność jego konformacji, ale zwykle ogranicza 
m aksym alną długość. Zachowywane oddziaływania 
w końcowych kieszeniach mają duży wkład w cał
kow itą energię wiązania peptydu, stanowiąc praw 
dopodobnie główny czynnik niezwykłej trwałości po-
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Ryc. 3 Schemat wiązania N -końca peptydu w kieszeni A. Z a 
znaczono wiązania wodorow e występujące w większości 
wykrystalizowanych kom pleksów M H C  I —  peptyd oraz 
łańcuch boczny Trp-167 dodatkow o blokujący wyjście ze 
szczeliny wiążącej.

wstającego połączenia [34, 41].
Kieszenie A i F wiążą zawsze aminowy (kieszeń A, 

reszta P I ) i karboksylow y (kieszeń F, reszta PO) końce 
peptydu, um ocow ane przez rozległą sieć wiązań w odo
rowych. Dzięki temu ustalona jest polarność pepty
dów prezentowanych przez wszystkie cząsteczki klasy 
I [31]. Na wewnętrznych powierzchniach obu kieszeni 
znajduje się po kilka polarnych reszt am inokw aso- 
wych. Są one ustawione tak, że mogą oddziaływać 
z atom am i szkieletu wiązanego peptydu, a więc ele
mentem wspólnym dla wszystkich antygenowych pep
tydów prezentowanych przez M H C  I.

Energia wiązania N -końca peptydu w kieszeni A za
leży w dużej mierze od obecności w niej trzech silnie 
zachowywanych reszt Tyr w pozycjach 7, 159 i 171 
(Ryc. 3). G rupy hydroksylowe ich łańcuchów bocznych 
tw orzą wiązania w odorow e z grupą am inową i tlenem 
karbonylow ym  reszty P I. Łańcuch boczny PI wystaje 
na zew nątrz szczeliny. Pozwala to na występowanie 
w tej pozycji różnych reszt, pod warunkiem , że nie są 
zaburzone właściwości elektrostatyczne grupy «-am i
nowej. W zmocnieniem wiązania końca aminowego 
peptydu są wiązania wodorowe, powstające pomiędzy 
atom am i reszt P2 i P3 jego szkieletu, a położonym i 
w pobliżu słabiej zachowywanymi resztami Glu-63, 
Lys-66 i Asn-70. Silnie zachowywane reszty T y r-159, 
Trp-167 i T y r-171 tworzą ścianę zam ykającą ten 
koniec szczeliny wiążącej.

W większości białek M H C  I (z wyjątkiem HLA-B27) 
dolna część kieszeni F (wiążącej C-końcowy fragment 
łańcucha głównego peptydu, (Ryc. 4) ma charakter 
hydrofobowy. N atom iast wejście do tej kieszeni (jej

część górna) jest hydrofilowe. G rupa karboksylow a 
i wodór amidowy reszty PD oraz atom  tlenu kar- 
bonylowego przedostatniej reszty peptydu tw orzą 
w okolicy wejścia do kieszeni w iązania w odorow e 
z łańcucham i bocznymi silnie zachowywanych reszt 
Tyr-84, Thr-143, Lys-146 (mostek solny), Trp-147 
i z um iarkow anie zachowywaną resztą Asp-77. P rze
ciwnie niż w wypadku P I, łańcuch boczny reszty PD 
kieruje się w stronę dna szczeliny wiążącej. T ak  więc 
rozm iar i właściwości chemiczne kieszeni F m ogą de
term inować C-końcow ą resztę peptydu. Reszty Tyr-84 
i Thr-143 zam ykają ten koniec szczeliny wiążącej.

N a uwagę zasługuje kieszeń B cząsteczki HLA-B27, 
k tóra zawiera zawsze łańcuch boczny reszty Arg 
występującej w pozycji P2 prezentowanych peptydów  
[30, 42]. Trzy z czterech polimorficznych reszt am ino- 
kwasowych M HC, znajdujących się w dnie tej kieszeni 
(H is-9, Thr-24 i Glu-45) oraz związana w niej cząstecz
ka wody tworzą planarną sieć wiązań w odorow ych 
z grupą guanidynow ą argininy [26, 31]. O becna 
w pozycji 67 cysteina kieruje swoją grupę sulfhyd- 
rylową prawie bezpośrednio ponad centralny atom  
węgla grupy guanidynowej argininy. W ykazano, że ta 
nie tworząca wiązania disulfidowego reszta cysteiny 
jest m odyfikowana kowalencyjnie w zesztywniającym 
zapaleniu stawów kręgosłupa, chorobie skorelow anej 
dodatnio  z występowaniem HLA-B27 [43]. Być może 
modyfikacja ta lub inne specyficzne cechy budow y 
HLA-B27 prow adzą do rozwoju procesu autoim m u- 
nologicznego [44].

Mysie cząsteczki H -2K b i H -2D b wykazują znaczne 
podobieństwo do ludzkich białek HLA [39, 45-46]. 
Poszczególne dom eny są w 70-71% identyczne w o d 
niesieniu do sekwencji aminokwasowej HLA-A2

■ l - a l  — -  - wiązanie wodorowe

Ryc. 4 Schemat w iązania C-końca peptydu w kieszeni F. Z a
znaczono wiązania wodorow e występujące w większości 
wykrystalizowanych kom pleksów M H C  I —  peptyd.
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i w 84,5% pomiędzy obiem a mysimi cząsteczkami. 
W dnie centralnej części wnęki D b trzy reszty am ino- 
kwasowe (Trp-73, Tyr-156, Trp-147), których łańcuchy 
boczne kierują się ku sobie przecinając szczelinę, 
pow odują powstanie wydatnego garbu. O becność hy
drofobowego grzbietu wymusza kom pensacyjne wy
brzuszenie łańcucha głównego prezentow anych pep- 
tydów. N a podstawie sekwencji cząsteczek M H C  
m ożna przewidywać, że taki garb występuje w ok. 25%  
mysich cząsteczek M H C  I, nie m a go natom iast 
w żadnej ze znanych cząsteczek ludzkich [46].

Określenie wpływu reszt aminokwasowych otaczają
cych kieszenie na właściwości poszczególnych kieszeni 
pozwala przewidzieć zdolności cząsteczek M H C  do 
wiązania peptydu na podstawie samej sekwencji białka.

W prezentowanych przez cząsteczki M H C I oligo- 
peptydach wyróżniamy odpowiednio (Ryc. 5); część 
peptydu wiązaną przez TCR — nazw aną epitopem  
oraz agreto — część wiążąca się z cząsteczką M H C . 
Agretopowi odpow iada desetop —  część cząsteczki 
M H C  wiążąca peptyd oraz paratop  —  część receptora 
TCR kontaktująca się z peptydem. Część białka M H C  
rozpoznaw aną przez TCR nazywamy histotopem , 
a odpowiednią powierzchnię TCR wiążąca M H C  
—  restitopem. Poszczególne reszty am inokwasow e 
prezentowanych peptydów m ogą równocześnie w cho
dzić w skład epitopu i agretopu [22, 47].

V. Antygenowe peptydy prezentowane przez 
cząsteczki M H C I

Poszczególne kom órki dysponują kom pletem  tylko 
kilku różnych cząsteczek M H C  I. Równocześnie układ 
odpornościow y musi sprostać zadaniu prezentacji 
i rozpoznaw ania ogromnej liczby antygenów ( 1 0 5  

cząsteczek HLA-A2 na powierzchni limfocytu wiąże 
równocześnie 103  różnych peptydów [48]).

Peptydy zawarte w szczelinach cząsteczek M H C  
I od 1990 roku poddaw ano izolacji i analizie sekwen- 
cyjnej [49]. Obecnie znamy ponad cztery tysiące 
ligandów peptydowych wiążących się z antygenam i

Ryc. 5 N om enklatura  miejsc oddziaływ ania pomiędzy cząsteczką 
M H C  I, prezentow anym  peptydem  i receptorem  lim focytu 
Ta fi (TCRa/ł). E —  epitop, A —  agretop, D — desetop, 
H —  histotop, R —  restitop.

M H C, których sekwencje dostępne są m.in. poprzez 
Internet w banku M H C P E P  [50].

Z cząsteczek M H C  I izolow ano oligopeptydy złożo
ne w większości z 9 am inokw asów  (rzadziej 8 , w poje
dynczych przykładach 7, 10-12). Restrykcja długości 
wynika z faktu, że rowek w cząsteczkach klasy I M H C  
jest zam knięty na obu końcach, co ogranicza rozm iary 
wiązanych antygenów. Sekwencje peptydów  prezen
towanych przez poszczególne cząsteczki M H C  m ają 
identyczne lub podobne elem enty składowe (reszty 
am inokwasow e nazw ane „kotwiczącym i”), znajdujące 
się w określonych pozycjach peptydów  izolowanych 
z połączenia z daną cząsteczką M H C  I. K ażda z cząs
teczek M H C  I narzuca więc pewne reguły, nazwane 
m otywem sekwencyjnym, dotyczące składu am ino- 
kwasowego i długości peptydów  zdolnych do trwałego 
ulokow ania się w szczelinie cząsteczki. W ybór sekwen
cji peptydu ograniczony jest do kilku kotwiczących 
reszt aminokwasowych, k tóre zajm ują różne miejsca 
w znanych motywach sekwencyjnych [5, 49]. Najczęś
ciej są to dwie lub trzy reszty, zwykle pozycja P2 
i C -końcow a albo P5 i C-końcow a. Jedna z nich, jako  
kieszeń dla danej cząsteczki główna, o największym 
wkładzie do energii wiązania, m a znaczenie decydują
ce. P onad to  preferowane są peptydy „pasujące” do 
jeszcze 1 lub 2 mniej ważnych kieszeni. Takie ograni
czone wykorzystanie kieszeni w wyborze peptydu 
pozw ala na wiązanie około 1 0 4  różnych peptydów 
przez dany antygen M H C  I [26].

Restrykcja narzucana przez kieszenie może być 
ścisła lub słabiej sprecyzowana. W większości cząs
teczek ograniczenia w doborze am inokwasów w po
szczególnych pozycjach sprow adzają się do koniecz
ności zachowywania przez ich łańcuchy boczne p o d o 
bieństwa sterycznego lub chemicznego (np. niepolar- 
ności, ładunku, wielkości). D la przykładu, peptydy 
wiązane przez HLA-B27 niezmiennie posiadają ar- 
gininę w pozycji P2, ponad to  często resztę am ino- 
kwasową z arom atycznym  łańcuchem  bocznym w po
zycji P3, a argininę lub lizynę jak o  koniec k arb o k 
sylowy (PO). Jest to wynik w ystępow ania w HLA-B27 
unikatowej kieszeni B, silnie preferującej wiązanie Arg 
P2 [26, 30-31, 42, 52]. Z HLA-A2 wiążą się peptydy 
posiadające resztę am inokw asow ą z dużym, alifa
tycznym łańcuchem  bocznym w pozycji 2 (P2), oraz 
z mniejszym hydrofobowym  łańcuchem  bocznym na 
końcu karboksylow ym  (PO). O dpow iada to dwóm  
najwydatniejszym  kieszeniom szczeliny wiążącej 
HLA-A2. Pozostałe pozycje charakteryzują się dużą 
dowolnością, jednak  w pewnych wypadkach widać 
określone preferencje w doborze am inokwasów na 
miejscach niekotwiczących [23].

VI. Rozpoznawanie kompleksu M HC-pep- 
tyd. Koreceptory C D 4 i C D 8

N iepobudzony limfocyt T a /  w ym aga do aktywacji 
przynajm niej dwóch rodzajów  sygnału. Jeden z nich
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powstaje dzięki rozpoznaniu peptydowego epitopu 
wraz z cząsteczką M H C za pom ocą specyficznego dla 
danego peptydu TCR [53]. Determ inuje on wybór 
limfocytu podlegającego pobudzeniu. Drugi sygnał nie 
jest antygenow o specyficzny i biegnie inną niż TCR 
drogą. N azyw am y go sygnałem kostym ulującym , gdyż 
nie indukuje on samoistnie pozytywnej odpowiedzi 
limfocytu. Jego źródłem  m ogą być m.in. cząsteczki 
koreceptorów  i cytokiny [53-55]. Limfocyt wiążący 
antygen, a nie pobudzony dodatkow o sygnałem ko
stym ulującym  przechodzi w stan czynnościowej inak- 
tywacji (anergii) lub ginie. Sygnał dodatkow y reguluje 
więc kierunek odpowiedzi. Konieczność wzmocnienia 
sygnału aktyw ującego limfocyty wynika także z po
trzeby zwiększenia czułości układu odpornościow ego 
na zwykle małe dawki antygenu. W iadom o, że tylko 
kilkaset identycznych kompleksów peptyd-M H C  jest 
równocześnie prezentowanych na powierzchni kom ó
rki prezentującej [56]. P onadto  półokres dysocjacji 
kom pleksu T C R -M H C  jest krótki (ok. 27 s.) [57]. 
W ynika z tego, że jedynie kilka cząsteczek TCR może 
związać kom pleksy M H C I-peptyd i aby m ogła zaist
nieć odpowiedź kom órki na rozpoznawanie, ich sygnał 
powinien być zw ielokrotniony [58].

Niezależnie od różnic w ukierunkow aniu wystają
cych na zew nątrz szczeliny łańcuchów bocznych pep
tydu, około 300-500 A 2 jego powierzchni jest dostępne 
dla receptora limfocytu T [23]. Mniej polimorficzne 
obszary regionu zmiennego TCR łączą się ze stałymi 
fragm entam i regionu wiążącego M HC, podczas gdy 
silnie polimorficzne obszary regionu zmiennego TCR 
rozpoznają epitop peptydowy. Dzięki stereotypow e
mu wiązaniu obszarów  mniej polimorficznych, w no
szącemu znaczny wkład w oddziaływanie białko-biał- 
ko, do zapew nienia właściwej specyficzności rozpo
znania potrzebny jest niewielki udział energetyczny 
oddziaływ ania TC R -rozpoznaw any peptyd [4].

Identyfikacja obcego antygenu i własnej cząsteczki 
M H C  odbyw a się równocześnie (Ryc. 6 ). Gdy TCR 
wiąże się z fragm entem  cząsteczki M H C  I lub II 
prezentującej obcy antygen, cząsteczka (koreceptor) 
odpow iednio C D 8  lub CD4, obecna na powierzchni 
limfocytu Taj?, wiąże m onom orficzny fragm ent tej 
samej cząsteczki M HC. C D 8  wiąże dom enę a3 łań
cucha ciężkiego M H C  I [59-60], Oprócz korecepcji 
poprzez C D 8  lub CD4 do prawidłowej aktywacji 
limfocytu Ta/? potrzeba jeszcze innych kostym ulują- 
cych oddziaływań. Są to m.in. oddziaływania z cząs
teczkam i powierzchniowym i kom órki prezentującej, 
poprzez koreceptory  CD2, CD5, CD26, CD28, CD43, 
CD45, VLA-4, VLA-5, LFA-1 [53, 61]. Ponadto  
różnicow anie i proliferacja limfocytów T wymaga ich 
interakcji z cytokinam i, takim i jak  IL-1, IL-2, IL-4, 
IL-5, IL - 6 , IL-7, IL-9, IL-12, IL-15 [22, 59, 61].

Cząsteczki C D 4 i C D 8  pełnią funkcję antygenów 
różnicow ania limfocytów Ta/?. W zależności od tego, 
czy na powierzchni dojrzałego limfocytu Ta/? wy
stępuje koreceptor CD4 czy C D 8 , mówimy o grupie

Ryc. 6 Schem at rozpoznaw ania cząsteczki M H C  prezentującej 
antygenow y peptyd przez limfocyt T. K —  kom órka 
prezentująca cząsteczkę M H C  wiążącą peptyd; x3 —  dom e
na a3; P  —  antygen peptydowy; C D 8 —  koreceptor C D 8; 
T C R  —  receptor limfocytu Toc/1; a, fi —  łańcuchy receptora 
lim focytu T; y, <5, £, e — poszczególne łańcuchy CD3.

limfocytów T CD4 +  lub T C D 8  +  . Nie jest to tylko 
różnica morfologiczna, ale przede wszystkim czynnoś
ciowa. O becność jednego z tych koreceptorów  deter
m inuje klasę M HC, której restrykcji dana subpopula- 
cja podlega. Ponieważ cząsteczka C D 8  rozpoznaje 
cząsteczkę M H C  I, limfocyty T C D 8  +  rozpoznają 
peptydy prezentow ane wspólnie z M H C  I. Funkc
jonaln ie  grupę tę, jak  wspom niano, stanowią głównie 
limfocyty cytotoksyczne i supresorowe.

VII. Uwagi końcowe

B adania struktury  i funkcji cząsteczek M H C  znaj
dują się w centrum  zainteresowania immunologii. Stąd 
duża liczba publikacji sumujących, ukazujących się na 
ten tem at w piśmiennictwie światowym [tylko w ciągu 
ostatn ich  3 lat m.in. 4-5, 16, 23, 44, 49, 51, 62-64]. 
Najszersze polskie opracow anie zawarte jest w pod
ręczniku pod red. M. J a k ó b i s i a k a  [61].

M im o znacznego postępu pozostaje jeszcze do wyja
śnienia wiele szczegółów o istotnym  znaczeniu. D o
kładne sprecyzowanie mechanizmów wyboru i prezen
tacji ligandów przez cząsteczki M H C może otworzyć 
drogę do w ykorzystania peptydów o odpowiednich 
sekwencjach w profilaktyce i terapii. Wyjaśnienie 
przebiegu procesów „obróbki” (ang. „processing'’) na- 
tywnych antygenów jest drogą do opracow ania skute
cznych postaci preparatów  peptydowych. Wreszcie 
m etodą terapeutyczną stać się może także modyfikacja 
(chem iczna lub genetyczna) cząsteczek M HC, w celu 
blokow ania lub zmiany ich funkcji.
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Zmiany objętości komórek a modulacja ich metabolizmu 

Changes of cell volume and modulation of cellular metabolism

TADEUSZ LIETZ*
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I. Wstęp

W yniki badań prowadzonych od końca lat osiem
dziesiątych wskazują, że towarzyszące działaniu h o r
m onów  oraz czynników niehorm onalnych zmiany 
objętości kom órek, mogą wpływać na aktywność tych 
procesów biochemicznych, którym  nie przypisywano 
do tąd  roli w regulacji objętości kom órek [ 1 , 2 ], 
Obserwacje te dotyczą głównie kom órek w ątroby, ale 
również erytrocytów, kom órek kanalików nerkowych, 
nabłonka jelitowego i innych tkanek. W artykule 
opisano udział zmian objętości kom órek w regulacji 
ich m etabolizm u. Należy jednak podkreślić, że zmiany 
te wpływają nie tylko na szybkość procesów m etaboli
cznych, ale także oddziaływują na ekspresję genów, 
sekrecję horm onów  czy organizację cytoszkieletu [ 2 ].

II. Regulacyjne zmniejszanie i zwiększanie 
objętości komórki

Pęcznienie lub kurczenie się kom órek zachodzi 
w wyniku zmian osmotyczności płynu zewnątrz- lub 
w ew nątrzkom órkow ego i powoduje uruchomienie 
m echanizm ów, które prow adzą do pobierania lub 
usuw ania wody przez kom órkę, zapobiegając nad 
m iernem u wzrostowi lub spadkowi jej objętości. Z da
niem P a r k e r a  [3], umożliwia to zachowanie okreś-

* M gr, Instytut Biochemii U.W., Zakład Regulacji M etaboli
zm u Al. Żwirki i Wigury 93, 02-089 W arszawa
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V. Concluding remarks

lonego stężenia białek wewnątrz kom órki („macromo- 
lecular crowding”) i warunkuje optym alną szybkość 
wielu reakcji biochemicznych, a zwłaszcza tych, k tó 
rych substratam i i produktam i są substancje wielko
cząsteczkowe.

Utrzym anie stałej objętości kom órki jest możliwe 
w wyniku regulacji zmian w ew nątrzkom órkow ego 
stężenia substancji osmotycznie czynnych. Są nimi 
elektrolity oraz niektóre niskocząsteczkowe substancje 
organiczne (pewne aminokwasy, metyloaminy, poliole) 
zwane osm olitam i [1, 2, 4-6]. Umieszczenie kom órki 
w środowisku hipotonicznym  powoduje szybkie jej 
pęcznienie, jednakże już po upływie kilku m inut kom ó
rka niemal całkowicie odzyskuje swoją pierw otną 
objętość [1, 7], Takie zachowanie jest określane m ia
nem regulacyjnego zmniejszenia objętości (RVD —  re
gulatory volume decrease). Z kolei umieszczenie kom ó
rki w środowisku hipertonicznym  prowadzi począt
kowo do jej kurczenia się, a następnie wzrostu ob jęto 
ści, aż do osiągnięcia stanu bliskiego wyjściowemu. 
Zjawisko to określa się jako  regulacyjne zwiększenie 
objętości (RVI — regulatory volume increase).

Adaptacja do zmian osmotyczności środow iska na 
drodze pobierania lub z usuwania przez kom órkę 
elektrolitów jest procesem wydajnym, nie trwającym  
dłużej niż kilka minut. Regulacja w ew nątrzkom ór
kowego ciśnienia osmotycznego na drodze zm ian 
stężeń osmolitów powoduje zmniejszanie lub zwięk
szanie objętości kom órki i polega na spadku lub 
stymulacji aktywności błonowych transporterów  
osmolitów, a także na modulacji szybkości syntezy lub 
degradacji tych związków, zarówno w w arunkach in 
vitro jak  i in vivo [ 8 , 9]. Procesy te są na ogół 
długotrwałe i nie będą przedm iotem  niniejszego a r
tykułu.
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M echanizm y regulacyjnego zmniejszania i zwięk
szania objętości (RVD i RVI) w kom órkach ner
kowych linii M D C K  przedstaw iono na rycinie 1. 
Regulacyjne zmniejszanie objętości kom órki jest wyni
kiem wypływu elektrolitów [1], Obniżenie osmotycz- 
ności płynu perfuzyjnego wpływa na zwiększenie uwal
niania jonów  K + , H C O J, C l-  przez kom órki w ątroby 
szczura [10-14]. Wypływ jonów  potasu obniżają chini
dyna lub jony Ba2+ —  inhibitory kanałów  K + [12, 
13]. Czynniki te ham ują również proces RVD w izo
lowanych hepatocytach szczura [15]. Przyjmuje się, że 
wzrost przepuszczalności błony dla jonów  K + prow a
dzi do hiperpolaryzacji błony, co z kolei powoduje 
zwiększanie szybkości transportu  anionów  przez błonę 
kom órkow ą i wzrost objętości kom órki [ 1 0 , 16]. 
S tym ulacja transportu  H C O J, C P  w czasie RVD 
m oże być wynikiem aktywacji kanałów  transportu ją
cych jony  C l- [17], stymulacji an typortu  H C O J /C l- 
łącznie z K +/H + [18], ko transportu  K +/C1-  [19-22] 
oraz elektrogennego transportu  H C O J [23].

Regulacyjne zwiększanie objętości (RVI) jest wyni
kiem pobierania jonów  przez kom órkę. Zwiększony 
tran sp o rt elektrolitów może być wynikiem aktywacji 
ko transporte ra  N a +/ K +/2C1- [24-28], jednoczesnej 
stym ulacji wymiany N a +/ H + i H C O J /C l- [10,13,29] 
lub ham ow ania aktywności kanałów  K + i C l-  [30], 
W perfundowanej w ątrobie mechanizmy RVI m ogą

RVD

co 2 b
Ryc. 1 T ran sp o rt jonów  przez błonę kom órkow ą w czasie regulacyj

nego zmniejszania i zwiększania objętości (RVD i RVI)
a) RVD. Pęcznienie kom órek powoduje aktywację kanałów 
K + oraz kanałów  transportujących aniony. Spadek stężenia 
jo n ó w  wewnątrz kom órki obniża ciśnienie osmotyczne, 
pow oduje wypływ wody i zmniejszenie objętości kom órki. 
K anały  K + m ogą być aktyw ow ane przez jony  C a2+ po
chodzące ze środow iska zew nątrzkom órkow ego lub uwal
niane z m agazynów wewnątrzkom órkowych. Leukotrieny 
(LT) m ogą stym ulow ać aktyw ność kanałów  tran sportu ją 
cych aniony.
b) RVI. Kurczenie kom órki powoduje aktywację k o tran sp o r
tu  N a +/ K +/C l_ oraz an typortu  N a +/ H + i wymieniacza 
H C O 3 /C I- . Aktywność kanałów  K + i C l"  spada, co zapo
biega utracie tych jonów  przez kom órkę (Wg F. L a n g a  
i w s p. [2], za zgodą wydawnictwa)

być wynikiem zm iany płynu perfuzyjnego izotonicz- 
nego na hipertoniczny lub hipotonicznego na izo- 
toniczny [15]. N atom iast w izolowanych hepatocy
tach nie obserw ow ano zjawiska RVI po przeniesieniu 
kom órek ze środowiska izotonicznego do hipertonicz- 
nego. Regulacyjne zwiększenie objętości hepatocytów  
zachodzi natom iast w warunkach, gdy osm otyczność 
płynu zew nątrzkom órkow ego jest najpierw  obniżona 
dla wywołania RVD, a następnie zwiększona. Zjawis
ko to, zwane „w tórnym  RVI”, obserwuje się nie tylko 
w hepatocytach, ale także w innych kom órkach [31- 
34]. Zdaniem  H a u s s i n g e r a  i L a n g a  [1], przy
czyną „wtórnego RVT’ może być różna zdolność nie 
naruszonej tkanki wątrobowej i izolowanych hepato 
cytów do w ytwarzania jonów  H + lub usuw ania jonów  
H C O 3  . W w arunkach niedostatecznej produkcji p ro 
tonów  aktywacja antyportu  N a +/ H + w ram ach RVI 
w izolowanych hepatocytach może prowadzić do 
szybkiego zalkalizow ania wnętrza kom órki i zaham o
wania wymiany N a +/H  + .

III. Czynniki wpływające na objętość komórek

Utrzym anie stałej objętości kom órki jest związane 
z wytwarzaniem gradientu stężeń jonów  (głównie N a + , 
K + , H C O J, C l- ) w poprzek błony kom órkowej. 
Kosztem energii ATP, kom órki w ydalają jony N a + na 
wymianę z jonam i K + , utrzym ując ujem ny potencjał 
błony. Stanowi on siłę napędow ą dla transportu  jonów  
H C O J i C l-  [35]. Zaburzenia w procesach wytwarza
nia energii prow adzą do spadku potencjału błonowe
go, wzrostu wewnątrzkom órkowego stężenia H C O J, 
C l-  i pęcznienia kom órki [35-39]. Depolaryzacja 
błony wywołana przez zwiększenie zew nątrzkom ór
kowego stężenia jonów  K + , w w arunkach zachow ania 
izotoniczności płynu zew nątrzkom órkow ego, pow o
duje wzrost stężenia jonów  C l- w kom órce i w efekcie 
—  jej pęcznienie [36]. Do wzrostu objętości kom órek 
dochodzi także w w arunkach zaham ow ania aktyw no
ści ATP-azy zależnej od jonów  N a + i K + przez 
strofantynę [36]. W ykazano, że zm iany objętości ko
m órek mogą następow ać również w w arunkach stresu 
oksydacyjnego [40, 41]. Np. nadtlenek w odoru wy
tw arzany wewnątrz kom órki w wyniku utleniania mo- 
noam in wywołuje kurczenie hepatocytów , praw dopo
dobnie na skutek stymulacji wrażliwych na jony Ba 2  + 
kanałów  K + . Jak widać, zm iany objętości kom órki 
m ogą następow ać nie tylko na skutek m anipulow ania 
osm otycznością środow iska zewnątrzkom órkowego.

W kom órkach nabłonka jelitowego [42], kom ór
kach nabłonkow ych kanalików nerkowych [43] czy 
hepatocytach [44,45], zachodzi zależny od jonów  N a + 
transport m etabolitów , takich jak  am inokwasy czy 
glukoza. W ykazano, że dodanie do płynu perfuzyjnego 
3 mM glutam iny (Ryc. 2) powoduje zwiększenie pobie
rania tego am inokw asu przez hepatocyty aż do osiąg
nięcia stężenia 35 mM  [46], W ciągu pierwszych 2 min 
nagrom adzania glutam iny dochodzi do zwiększenia
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G lutam ina 3 mM

czas perfuzji (min)

Ryc. 2 W pływ glutam iny na m asę wątroby, poziom  jonów  K + 
w płynie perfuzyjnym  oraz na  w ew nątrzkom órkow e stężenie 
glutam iny.
W ątrobę perfundow ano izotonicznym  buforem K rebsa- 
-H enseleita (305 mosmol/1) przez 30 min i następnie dodaw a
no 3 m M  glutam inę do p łynu perfuzyjnego. W ew nątrz
kom órkow e stężenie glutam iny oznaczano po zam rożeniu 
tkanki po określonym  czasie perfuzji. W nieobecności 
g lutam iny w płynie perfuzyjnym, w ew nątrzkom órkow e stę
żenie tego am inokw asu wynosiło poniżej 1 mM . D ośw iad
czenia p rzeprow adzano w w arunkach zaham ow ania syn- 
tetazy glutam inow ej przez dodanie do płynu perfuzyjnego 
sulfoksyim iny m etioniny, inh ib ito ra  tego enzymu. W zrost 
stężenia g lutam iny w kom órkach był zatem  wynikiem 
zwiększonego jej pobierania. (Wg D. H a u s s i n g e r a  
i w s p. [46], za zgodą wydawnictwa).

masy w ątroby, będącego rezultatem  wzrostu stopnia 
uwodnienia kom órek. Akumulacji glutam iny tow arzy
szy w początkowej fazie nieznaczna stym ulacja pobie
ran ia jonów  K + przez w ątrobę, jednakże już po ok. 
2  min stężenie tych jonów  w płynie wypływającym 
z w ątroby gwałtownie w zrasta, m ino dalszego na
grom adzenia się glutam iny w kom órkach. Proces 
pęcznienia kom órek zostaje zatrzym any, jednak  po
w rót masy w ątroby do wartości wyjściowej następuje 
dopiero po usunięciu glutam iny z płynu perfuzyjnego. 
Pęcznienie kom órek w ątroby oraz stymulację kom 
pensacyjnego wydalania jonów  K + w ykazano również 
w obecności takich am inokw asów  jak  alanina, prolina, 
seryna, glicyna, fenyloalanina, hydroksyprolina, a tak 
że w obecności m ieszaniny am inokwasów dodanych 
do płynu perfuzyjnego w stężeniach fizjologicznych 
[44-48]. Co więcej, zależne od am inokwasów pęcz
nienie kom órek stw ierdzono w izolowanych kanali
kach proksym alnych nerki [49, 50] oraz w kom órkach

nabłonkach jelit [42]. W kanalikach proksym alnych 
nerki królika, aktywacja kanałów  potasow ych w o d 
powiedzi na pęcznienie wywołane pobieraniem  am ino
kwasu prowadzi do niemal całkowitego odzyskania 
początkowej objętości kom órek [43, 50].

Do zm ian objętości hepatocytów  dochodzi również 
w wyniku działania horm onów. Np. serotonina, wazo- 
presyna i cA M P pow odują obniżenie, a adrenalina 
zwiększenie zawartości wody w ew nątrzkom órkow ej 
w perfundowanej w ątrobie szczura [1, 7]. Najwięcej 
jednak informacji o m echanizm ach horm onalnej regu
lacji objętości kom órki uzyskano w odniesieniu do 
insuliny i glukagonu (Ryc. 3A). W ykazano, że insulina 
powoduje stymulację an typortu  N a +/ H + oraz sym- 
portu  N a +/ K +/2C1~, co prowadzi do wzrostu stężenia 
jonów  K + w kom órce i w rezultacie do jej pęcznienia 
[51-53]. G lukagon stymuluje ATP-azę zależną od 
jonów  N a + i K + [54], powoduje spadek w ew nątrz
kom órkow ego stężenia jonów  K + w perfundow anej 
wątrobie szczura i kurczenie się kom órek p raw dopo
dobnie wskutek aktywacji kanałów  K + ham ow anych 
przez Ba2+ i chinidynę [53, 55]. Co więcej, glukagon 
ham uje wywołane obecnością insuliny pęcznienie he
patocytów  [1, 7].

Dane dotyczące zakresu zmian objętości kom órek 
zachodzących w hepatocytach pod wpływem działania 
niektórych horm onów  i am inokwasów przedstaw iono 
w tabeli 1. Z wyników tych widać, że zmiany objętości 
następujące po dodaniu efektorów zachodzą na ogół

glukagon

+ insulina + glukagon

Ryc. 3 Wpływ insuliny i glukagonu na objętość oraz m etabolizm  
hepatocytów .
A. Insulina aktyw uje wrażliwy na am iloryd (A) wym ieniacz 
N a + / H + oraz ham ow any przez bum etanid (B) k o transpor- 
ter N a + / H +/2C1_, jak  również ATP-azę zależną od jonów  
N a + i K + , co powoduje wzrost stężenia jonów  po tasu  (AK,) 
w kom órkach i ich pęcznienie. Zarów no akum ulacja K + ,ja k  
i pęcznienie kom órek są ham ow ane w obecności am ilorydu 
i bum etanidu. G lukagon i cA M P pow odują uw alnianie 
jonów  potasu  przez hepatocyty na drodze aktyw acji k an a 
łów C l-  oraz kanałów  K + ham ow anych przez chinidynę 
i B a2 + , doprow adzając do kurczenia się kom órek. B. Pęcz
nienie hepatocytów  powoduje stym ulację procesów anabo li
cznych, natom iast kurczenie aktyw uje procesy kataboliczne. 
(Wg D. H a u s s i n g e r a  i F.  L a n g a  [1], za zgodą 
wydawnictwa)
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Tabela 1.
Wpływ horm onów  i am inokw asów  na zaw artość wody w kom ór
kach w ątroby

H orm on /  am inokw as Z m iana zawartości wody 
(%  kontroli)

+ -

Insulina (35 nM) 12+1
G lukagon  (100 nM) 14 +  3
cA M P (50 pM) 9 + 1
W azopresyna (15 nM) 2 +  2
A drenalina (5 pM) 8 ±  1
W azopresyna (15 nM ) +  glukagon
(100 nM ) 23 ±  3
W azopresyna (15 nM ) +  c A M P
(15 pM) 16+1
Insulina (35 nM ) +  glukagon
(100 nM ) 3 +  3
G lu tam ina  (1 mM) 5 +  1
G lu tam in a  (3 mM) 10+1
G licyna (2 mM) 5 +  0
G licyna (2 mM) +  G lutam ina
(2 m M ) 13 +  2

W ew nątrzkom órkow ą zaw artość wody oznaczano w perfundow a- 
nej w ątrobie  szczura przy użyciu [ 3H ] inuliny i [ 14C ] m ocznika [55], 
O bjętość w ew nątrzkom órkow ej wody zm ierzona bez efektorów 
(kontrola) wynosiła 546 +  9 pl/g. W yniki oznaczają procentow e 
zmiany objętości w ątroby po 30 m inutach od podania efektora. 
W artości pozytywne wskazują pęcznienie, a negatywne —  kurczenie 
się kom órek. Zestawione wyniki pochodzą z pracy H ii u s s i n - 
g e r a  i L a n g a  [1],

w granicach kilku —  kilkunastu procent.

IV. Zmiany w metabolizmie komórek jako 
efekt modulacji ich objętości

Zm iany objętości kom órek m ogą per se wywierać 
wpływ na szybkość przem ian metabolicznych w nich 
zachodzących. W ykazano, że pęcznienie kom órek p ro 
wadzi do aktywacji procesów anabolicznych takich, 
jak  np. synteza białek i glikogenu, a także do ham ow a
nia procesów katabolicznych (proteoliza, glikogenoli- 
za). Kurczenie kom órek powoduje natom iast efekty 
przeciwne (por. Ryc. 3B). M odulacje objętości, na
stępujące w wyniku działania nie tylko am inokwasów 
i horm onów , lecz także zmian toniczności płynu 
zew nątrzkom órkow ego, oddziaływują na m etabolizm  
kom órek już po upływie kilku m inut od podania 
czynnika powodującego ich pęcznienie lub kurczenie. 
Zm iany w m etabolizmie mogą trwać nawet po wyłą
czeniu m echanizmów kom pensujących zmiany osmo- 
tyczności płynu wewnątrzkom órkowego (tj. RVD 
i RVI) [1]. Zm iany stopnia uwodnienia cytoplazmy, 
będące wynikiem m odulacji transportu  jonów  przez 
horm ony, m ogą być zatem uznane jako  w tórny prze
kaźnik (second messenger) w działaniu tych horm o
nów [1, 35]. W edług H a u s s i n g e r a  i ws p .  [7], 
również transport am inokwasów zależny od jonów  
sodowych rozpatrywać należy nie tylko jako  system 
translokacji tych związków przez błonę kom órkow ą,

lecz także jako  układ sygnałowy, wpływający na 
funkcje kom órki przez zm iany jej objętości. Przypisa
nie transportow i am inokw asów  takiej funkcji rzuca 
nowe światło na problem  heterogenności systemów 
transportu  am inokwasów  wśród różnych typów ko
mórek oraz na kwestię zróżnicowanej ekspresji tych 
systemów podczas rozwoju.

Jeśli przyjmiemy, że zmiany objętości kom órki per se 
regulują jej funkcje, to powstaje pytanie, jakie struk
tury kom órkow e rozpoznają te zmiany, a także jakie 
mechanizmy sygnałowe odpow iadają za zm iany m eta
bolizmu kom órki pojawiające się jako  skutek m odula
cji jej objętości [7]. W iadom o, że w wyniku pęcznienia 
hepatocytów , dochodzi do aktywacji nieselektywnych 
kanałów  transportujących kationy, regulowanych 
przez stopień naprężenia błony kom órkowej (stretch
—  activated cation channels) [56]. W zrost stężenia 
jonów  C a2+ w cytoplazmie zwiększa szybkość trans
portu  jonów  K + przy udziale kanałów  stym ulowanych 
przez jony C a 2  + [57] (Ryc. 1). W ystępowanie nieselek
tywnych kanałów  jonow ych regulow anych przez na
prężenie błony kom órkowej stw ierdzono także w in
nych tkankach [58, 59]. W kom órkach kanalików 
proksym alnych nerki, na przykład, w ykazano obec
ność kanałów  K + , które aktywuje wzrost naprężenia 
błony kom órkowej [60], a w hepatocytach wykryto 
kanały K + , których aktywność nie zależy od jonów  
C a2+ [61]. Co więcej, zmiany potencjału błonowego
— będące efektem m odulacji aktywności kanałów  
jonow ych w trakcie pęcznienia lub kurczenia kom órek
— m ogą wpływać na przepuszczalność kanałów  C a 2  + 
regulowanych przez potencjał błonowy [35].

Podczas RVD w kanalikach proksym alnych nerki 
dochodzi do zwiększenia intensywności pobierania 
jonów  C a 2  + przez kom órki. Proces ten obniża toksyna 
krztuśca, co sugeruje udział białek G w odpowiedzi na 
zm iany objętości [62]. Pęcznienie kom órek wątroby 
w środowisku hipotonicznym  powoduje stymulację 
syntezy 1,4,5-fosforanu inozytolu [63, 64].

M echanizm y regulacji aktywności kanałów  trans
portujących aniony są słabiej poznane. W ykazano 
jednak, że np. w kom órkach M D C K  [65] niektóre 
eikosanoidy stym ulują aktywność kanału transpor
tującego jony H C O 3  i C l“ (nie wykazano tego jednak 
w hepatocytach [64]). Co więcej, pęcznienie i kurczenie 
kom órek może wpływać na stopień ufosforylowania 
białek. Pęcznienie kom órek drożdży stymuluje kinazy 
białkowe aktywow ane przez mitogeny (M AP-kinazy) 
[ 6 6 ]. W zrost objętości hepatocytów  w środowisku 
hipotonicznym  prowadzi również do zwiększenia ak 
tywności wspom nianych kinaz [67], Ham ow aniu pro- 
teolizy przez am inokwasy w hepatocytach towarzyszy 
stym ulacja fosforylacji jednego z białek rybosymal- 
nych [ 6 8 ]. Zdaniem  niektórych autorów  [3 ,69] istotną 
rolę w regulacji m etabolizm u kom órki m ogą odgrywać 
zm iany stężenia białek („macromolecular crowding”) 
następujące w wyniku zmian stopnia uwodnienia 
cytoplazm y w trakcie pęcznienia lub kurczenia kom ó
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rek. Zmiany te wpływają na aktywność enzymatyczną 
oraz na stopień asocjacji białek z błonam i, mogą więc 
wywierać wpływ na aktywność enzymów katalizują
cych reakcje fosforylacji /  defosforylacji.

IV-1. O bjętość kom órki a m etabolizm  białek  
i am inokw asów

Regulacja szybkości proteolizy w hepatocytach 
przez insulinę, glukagon i am inokwasy jest faktem 
znanym już od dość dawna, jednakże mechanizm tego 
zjawiska pozostaw ał nie wyjaśniony [70, 71]. Obecnie 
wydaje się, że zmiany objętości kom órki odgrywają 
istotną rolę w kontroli metabolizm u białek przez 
horm ony i aminokwasy. Insulina, wywołująca pęcz
nienie hepatocytów, ham uje szybkość proteolizy oraz 
stymuluje syntezę białka, podczas gdy indukujący 
kurczenie hepatocytów  glukagon wykazuje działnie 
przeciwne [1, 7], Pęcznienie kom órek — wywołane 
obniżeniem toniczności płynu zewnątrzkom órkow ego 
[47, 48], obecnością glutam iny [72], alaniny, proliny 
czy seryny [48] lub też zaham owaniem  aktywności 
kanałów  K + przez jony Ba2+ [7] —  powoduje stym u
lację syntezy białka i obniżenie szybkości proteolizy 
w hepatocytach. Z kolei kurczeniu kom órek w środo
wisku hipertonicznym  towarzyszy stymulacja procesu 
proteolizy oraz zaham owanie syntezy białka [72]. 
Zdaniem  L a n g a  i ws p .  [35], zjawiska te mogą być 
uznane za formy regulacyjnego zmniejszania i zwięk
szania objętości. Stymulacja proteolizy w kom órkach 
skurczonych może bowiem prowadzić do zwiększenia 
wew nątrzkom órkow ego stężenia am inokwasów 
i wzrostu toniczności cytoplazmy.

Uzyskane dotychczas dane wskazują na istotną rolę 
cytoszkieletu w procesie indukowanego przez insulinę 
pęcznienia kom órek [73-76]. Uszkodzenie struktury  
m ikrotubul za pom ocą kolchicyny znosi przeciwprote- 
olityczne działanie insuliny [74], Zastosowanie oranżu 
akrydyny jak o  fluorescencyjnego wskaźnika pH w li- 
zosom ach, wykazało, że indukow anem u przez insulinę 
wzrostowi objętości kom órki towarzyszy alkalizacja 
wnętrza lizosomów, a kurczeniu kom órek —  spadek 
pH w tych organellach [77] (Ryc. 4). Ponieważ we
w nątrzkom órkow a proteoliza zachodząca w wakuo- 
lach autofagalnych zależy od stopnia zakwaszenia 
lizosomów, m ożna przypuszczać, że zmiany lizosomal- 
nego pH  stanow ią element łączący stopień uw odnienia 
cytoplazm y z szybkością degradacji białek.

Jak w spom niano wcześniej (patrz: rozdz. III), zależ
ny od jonów  N a + transport am inokwasów odgrywa 
istotną rolę w regulacji objętości kom órek. Badania 
z zastosow aniem  perfundowanej wątroby oraz izo
lowanych hepatocytów  szczura wykazały, że pęcz
nieniu i kurczeniu kom órek wątroby towarzyszą zna
czne zm iany w metabolizmie aminokwasów. Pęcz
nienie kom órek stymuluje szybkość transportu  am ino
kwasów [46, 78-80], aktywność glutam inazy w hepa
tocytach [46] oraz utlenianie glicyny w perfundowanej

B

Ryc. 4 H ipotetyczny m echanizm wpływu insuliny, glukagonu i glu
tam iny na zmiany pH w lizosom ach hepatocytów
A. Insulina, g lutam ina i jony Ba2+ pow odują pęcznienie 
hepatocytów , podczas gdy glukagon i nadtlenki wyw ołują 
kurczenie się kom órek. Zm iany stopnia uw odnienia cy to
plazmy wpływają na pH lizosom alne p raw dopodobnie  za 
pośrednictwem  struk tu r cytoszkieletu.
B. Na wykresie przedstaw iono wpływ pęcznienia kom órek 
wywołanego 25%  obniżeniem  osm otyczności płynu ze
w nątrzkom órkow ego (Hipo) na fluorescencję o ranżu  ak 
rydyny (AO) D odatkow o pokazano zmiany fiuorescencji 
w wyniku dodania  2 mM N H 4C1 (N H 3). F luorescencja 
zwiększa się w wyniku alkalizacji wnętrza lizosomów. (W g F. 
L a n g a  i ws p .  [35], za zgodą wydawnictwa).

wątrobie szczura [81]. Obniżenie toniczności płynu 
perfuzyjnego, zawierającego mieszaninę am inokw a
sów, powoduje zwiększenie w ytwarzania jonów  am o 
nowych oraz mocznika [82, 83]. Stopień uw odnienia 
cytoplazmy wpływa praw dopodobnie także na ak tyw 
ność transportu  równow ażników redukujących z cyto- 
solu do m itochondriów  za pośrednictwem  układu 
jabłczan/asparaginian [82].

Stopień indukowanych przez am inokw asy zm ian 
objętości kom órek jest — zdaniem H a u s s i n g e r a  
i L a n g a  [1] — w dużym stopniu uw arunkow any 
zdolnością kom órek do utrzym ywania gradientu stę
żenia tych związków w poprzek błony kom órkowej. 
W ew nątrzkom órkow e przem iany am inokw asów  m o
gą bowiem prowadzić do w ytw arzania m etabolitów  
łatwo przenikających przez błonę kom órkow ą i w ten 
sposób znosić różnice osmotyczności. N a przykład 
zaham owanie m etabolizm u alaniny przez inhibitory 
transam inaz znacznie zwiększa indukow any przez 
alaninę wypływ jonów  K + z kom órek w ątroby [83]. 
Horm ony wpływające na m etabolizm  am inokw asów  
m ogą więc przyczyniać się do regulacji objętości 
kom órki. Zm iany m etaboliczne w hepatocytach n a 
stępujące w wyniku zmian ich objętości zostały p o d 
sum owane na rycinie 5.

IV-2. W pływ zm ian objętości kom órek  
na m etabolizm  cukrowców

Pęcznienie i kurczenie kom órek wątroby wpływa na 
szybkość syntezy i degradacji glikogenu. W zrost o b 
jętości hepatocytów  w środowisku hipotonicznym  
powoduje zaham ow anie glikogenolizy, p raw dopodob
nie na skutek obniżenia aktywności formy a fos-

C/.as (sek)

Mikroiubule

HA  Glukagon | Ilsu|ina

POSTĘPY BIOCHEMII 42 (1 ) ,  1996 53http://rcin.org.pl



środowisko aminokwasy insulina
hiposmotyczne

pęcznienie komórki

l

kurczenie się komórki

środowisko glukagon
hiperosmotyczne

Ryc. 5 Rola zmian objętości hepatocytów  w regulacji ich m etabo
lizmu.
A. Pęcznienie kom órek wywołane obniżeniem  osm otyczno- 
ści płynu zew nątrzkom órkow ego, a także działaniem  in
suliny lub am inokw asów  stym uluje syntezę glikogenu, b ia
łek, pobieranie am inokw asów  oraz aktyw ność glutam inazy. 
W w arunkach tych obniżeniu ulega aktyw ność glikolizy, 
glikogenolizy i degradacji białek. B. Obniżenie objętości 
kom órek powoduje aktywację degradacji glikogenu, białek, 
stym uluje glikolizę oraz wytwarzanie jonów  am onow ych 
i m ocznika. (Wg D. H a u s s i n g e r a  i F. L a n g a  [1], za 
zgodą wydawnictwa).

forylazy glikogenu, podczas gdy kurczenie kom órek 
prow adzi do aktywacji tego enzymu [84]. Jak  wspo
m niano wcześniej, wyniki uzyskane w kilku lab o ra to 
riach wskazują na związek między zm ianami objętości 
kom órki a aktywnością procesów fosforylacji /  defos- 
forylacji białek [ 6 6 -6 8 ]. W ykazano ponadto, że zm ia
ny w ew nątrzkom órkowego stężenia jonów  C l-  tow a
rzyszące pęcznieniu lub kurczeniu kom órek m ogą 
odgrywać isto tną rolę w regulacji aktywności fos- 
forylazy glikogenu [85]. Pęcznienie hepatocytów  
szczura w obecności takich am inokwasów  jak  glutam i
na, prolina, asparagina prowadzi do stymulacji syntezy

glikogenu [86-89]. W ykazano, że efekt ten jest wyni
kiem aktywacji fosfatazy syntazy glikogenu i nie może 
być przypisany m etabolitom  powstającym  w trakcie 
przem ian am inokw asów  [90]. Należy zauważyć, że 
zmiany w szybkości degradacji lub syntezy glikogenu 
wywołane pęcznieniem lub kurczeniem  się kom órek, 
m ogą zostać uznane (analogicznie do procesów syn
tezy i degradacji białek) za m echanizm y regulacyjnego 
zwiększania lub zm niejszania objętości [35].

Zm iany w m etabolizm ie cukrowców towarzyszące 
pęcznieniu lub kurczeniu się hepatocytów  nie ograni
czają się do m odulacji syntezy i degradacji glikogenu. 
Pęcznieniu hepatocytów  bowiem towarzyszy obniże
nie aktywności glikolizy [84], spadek aktywności 
glukozo-6 -fosfatazy [91] oraz stym ulacja cyklu pen- 
tozofofosforanowego [92]. Co więcej, w odpowiedzi na 
wzrost objętości kom órek w ątroby umieszczonych 
w środowisku hipotonicznym , następuje podniesienie 
poziom u m RNA karboksykinazy fosfoenolopirogro- 
nianiowej —  kluczowego enzymu glukoneogenezy 
[78]. W ykazano też, że dodanie 10 m M  asparaginianu 
do izolowanych kanalików  kory nerki królika in- 
kubow anych w obecności glicerolu lub mleczanu, 
indukuje pęcznienie kom órek i ham uje szybkość glu
koneogenezy w porów naniu  z aktyw nością tego proce
su obserw ow aną w obecności 1 m M  stężenia am ino
kwasu, nie wpływającego na objętość kanalików  [49],

IV-3. W pływ zm ian objętości na inne funkcje 
kom órek

Zm iany objętości kom órki m ogą również wpływać 
na aktywność innych procesów. W ykazano, że w n a 
stępstwie pęcznienia kom órek w ątroby w obecności 
am inokwasów lub insuliny, bądź w w arunkach ob
niżenia osmotyczności płynu zew nątrzkom órkow ego 
dochodzi do znacznej stymulacji transportu  taurocho- 
lanu do kanalików  żółciowych [93-94]. W zrostu szyb
kości transportu  taurocholanu nie m ożna wytłum a
czyć ani zm ianam i poziom u A TP w kom órce (trans
port jest zależny od ATP), ani zm ianam i potencjału 
błonowego. Stym ulacja transportu  kwasów żółcio
wych jest natom iast znoszona w obecności kolchicyny, 
co wskazuje na rolę cytoszkieletu w tym procesie [95], 
Istnieją dane wskazujące, że wzrost objętości kom órki 
powoduje szybkie (trwające minuty) przemieszczanie 
się transporterów  kwasów żółciowych z pęcherzyków, 
w których są m agazynowane na terenie cytoplazmy, do 
błony kanalików  żółciowych [93-97].

Pęcznienie kom órek (3 trzustki prow adzi począt
kowo do hiperpolaryzacji błony kom órkowej w wyni
ku zwiększenia aktywności kanałów  K + , po czym 
następuje depolaryzacja, praw dopodobnie w wyniku 
stymulacji transportu  anionów  na zewnątrz kom órek. 
D epolaryzacja błony powoduje aktywację kanałów  
C a 2  + regulowanych przez potencjał błonowy, wzrost 
stężenia jonów  C a2+ w cytozolu i stymulację wy
dzielania insuliny z pęcherzyków sekrecyjnych [35].
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Zmiany objętości kom órek mogą pośredniczyć rów 
nież w działaniu czynników wzrostowych. W ykazano, 
że szereg takich czynników stymuluje aktywność bio
rącego udział w regulacji objętości kom órki wym ienia
cza N a +/H  + , a także zwiększa szybkość ko transportu  
N a +/ K +/2C1_ [98]. Stwierdzono również, że w w a
runkach wzmożonej ekspresji onkogenu ras w jednej 
z linii fibroblastów , dochodzi do pęcznienia kom órek 
[98] oraz w zrostu pH w lizosomach [99].

V. Uwagi końcowe

Objętość kom órek zmieniać się może w czasie kilku 
—  kilkunastu m inut, tak pod wpływem czynników 
horm onalnych (np. insuliny lub glukagonu), jak  i nie- 
horm onalnych (np. w obecności zwiększonych stężeń 
aminokwasów). Zachodzące w niewielkim zakresie 
zm iany objętości kom órki działają per se jako  silny 
sygnał m odulujący aktywność szeregu procesów m eta
bolicznych (np. syntezy i degradacji białek i glikogenu, 
m etabolizm u aminokwasów), a także innych funkcji 
(np. sekrecji kwasów żółciowych) i mogą być uznane 
jako  swoisty przekaźnik pośredniczący w działaniu 
horm onów  oraz czynników wzrostowych (Ryc. 6 ). 
Zm iany objętości kom órki zachodzące w następstwie 
aktywacji zależnego od jonów  N a + transportu  am ino
kwasów świadczą, że aminkowasy, wpływając m.in. na 
aktyw ność prz;emian białek i glikogenu, m ogą wykazy
wać podobne do horm onów  działanie, wykorzystując 
zm iany objętości kom órki jako  system sygnałowy.

N ajważniejszym  celem dalszych badań nad wływem 
zm ian objętości kom órek na ich metabolizm  będzie 
poszukiwanie m echanizm ów odpowiedzialnych za to 
zjawisko, a w szczególności za przekazywanie infor
macji o zm ianie objętości kom órki do układów efek- 
torowych takich jak  enzymy, kanały jonowe, transpor
tery błonowe. Intrygująca jest także odpowiedź na 
pytanie, czy obserwow ane in vitro zmiany objętości 
kom órek stanow ią mechanizm regulacji ich m etaboliz
mu w w arunkach in vivo. W ykazano, że pęcznienie ko
m órek oraz uruchom ienie mechanizmów regulujących 
ich objętość może zachodzić w obecności fizjologicz
nych stężeń am inokw asów  [46-48]. Indukow ane przez 
glutam inę pęcznienie kom órek osiąga połowę swej 
m aksym alnej wartości w obecności 0,6-0 , 8  mM  am ino
kwasu, tj. przy stężeniach glutam iny występujących 
w żyle wrotnej w w arunkach norm y [83]. D latego też 
w ahania stężeń am inokw asów w zakresach fizjologicz
nych są, być może, skorelowane ze zm ianami objętości 
kom órek w ątroby w w arunkach in vivo [48, 83].

N a zakończenie należy dodać, że wyniki badań 
prow adzonych w różnych laboratoriach [ 1 0 0 -art. 
przeglądow y] wskazują, iż horm ony takie jak  gluka
gon, w azopresyna czy adrenalina, mogą wpływać na 
m etabolizm  hepatocytów  za pośrednictwem zmian 
objętości m itochondriów . H orm ony te powodują 
w zrost objętości m itochondriów , czemu towarzyszą 
liczne zm iany w m etabolizmie tych organelli. Pęcz-

Ryc. 6 Zm iany objętości jak o  przekaźnik informacji w kom órce. 
(Wg F. L a n g a  i ws p .  [35], za zgodą wydawnictwa).

nienie m itochondriów  może prowadzić do aktyw acji 
takich procesów jak  oddychanie, synteza A T P i cyt- 
ruliny, karboksylacja pirogronianu czy hydroliza glu
taminy. W ydaje się, że istotną rolę w indukow anych 
przez horm ony zm ianach objętości m itochondriów  
odgrywają wahania stężenia jonów  wapnia. W ykaza
no bowiem, że towarzyszący działaniu horm onów  
wzrost stężenia jonów  C a2+ w m itochondriach pow o
duje spadek aktywności pirofosfatazy i zwiększenie 
w ew nątrzm itochondrialnego stężenia pirofosforanu, 
który stymuluje transport jonów  K + do w nętrza 
m itochondriów , wywołując ich pęcznienie.
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Fitochrom — struktura i właściwości

Phytochrome structure and properties
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stabilnego; P to t —  sum a „stężeń” obu form fitochrom u (Pr 
i Pfr) w w arunkach  równowagi; R — światło czerwone; FR 
—  światło dalekiej czerwieni, tj. podczerwień.

I. Wstęp

Światło odgryw a szczególną rolę w regulacji wzrostu 
i rozwoju roślin. Stanowi ono podstaw owe źródło 
energii pozyskiwanej w procesie fotosyntezy. Ponadto  
dostarcza roślinom  informacji o zm ianach zachodzą
cych w ich bezpośrednim  otoczeniu. Sygnały świetlne 
odbierane są przez wyspecjalizowane fotoreceptory 
roślinne. O prócz uczestniczących w fotosyntezie chlo
rofilów, karo tenoidów  i ksantofili, u roślin wykryto 
wiele innych barw ników  absorbujących światło o róż
nych długościach fal —  od ultrafioletowego poprzez 
światło niebieskie, a na dalekiej czerwieni kończąc. 
Fotoreceptory  te, nie uczestnicząc bezpośrednio 
w procesie fotosyntezy, odgrywają istotną rolę w regu
lowanej przez światło morfogenezie roślin. N a tej 
podstaw ie nazyw ane są barw nikam i fotom orfogenety- 
cznymi. Najlepiej poznanym  wśród nich jest fitochrom; 
fotoreceptor absorbujący światło czerwone i daleką 
czerwień [1-4].

Fotochrom  został wykryty na początku lat pięć-

1 Prof. d r hab., 2 mgr, Pracow nia Izotopow a i Analizy 
Instrum entalnej o raz Zakład Fizjologii i M orfogenezy Roś
lin, Insty tu t Biologii i O chrony Środowiska, Uniwersytet
M ikołaja K opern ika, ul. G agarina 9, 87-100 T oruń
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dziesiątych przez B o r t h w i c k a ,  H e n d r i c k s a  
i w s p. [5]. Obecność tego fotoreceptora stw ierdzono 
w tkankach przedstawicieli wszystkich roślin niższych 
i wyższych [1-2]. F itochrom  jest rozpuszczalną w wo
dzie chrom oproteiną o charakterystycznym  błękitnym  
zabarwieniu. Zbudow any jest z polipeptydu, którego 
masa w zależności od gatunku roślin w aha się od 
120-130 kD, połączonego z grupą chrom oforow ą [ 6 ]. 
Barwnik ten występuje w dwóch formach m olekular
nych, różniących się między sobą właściwościami 
spektralnym i i funkcją biologiczną: Pr, k tóra wykazuje 
m aksimum absorbcji w zakresie światła czerwonego 
(R; ok. 660 nm) i Pfr —  pochłaniającej światło dalekiej 
czerwieni (FR; ok. 730 nm). Naświetlając rośliny 
światłem o odpowiedniej długości fali m ożna prze
kształcać jedną formę fitochrom u w drugą;

660 nm
Pr <  => Pfr -> odpowiedz fizjologiczna

730 nm

Fotokonw ersjaPr do Pfr powoduje wyzwalanie wielu 
odpowiedzi morfogenetycznych [7-8]. Powszechnie 
przyjmuje się, że jedynie Pfr jest aktywną form ą fito
chromu [3, 5]. Do pojawienia się odpowiedzi nie wys
tarcza powstanie aktywnej formy barwnika. Pochłonię
ciu światła przez Pr towarzyszy uruchomienie sekwencji 
przemian metabolicznych, zwanych również łańcuchem  
transdukcji sygnału, których zajście, w zależności od 
stanu kompetencji kom órki, prowadzi do pow stania 
adekwatnej odpowiedzi komórkowej [1-4, 7-8].

W wyniku traktow ania roślin światłem w jej tk an 
kach ustala się tzw. stan fotostacjonarny, ch arak 
teryzujący ilościowy stosunek obu form barw nika.

* P raca pow stała w trakcie realizacji G ran tu  6-6068-92-03 
finansowanego przez K om itet Badań N aukow ych (KBN).
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W etiolowanych siewkach owsa (jak również innych 
gatunków  roślin) fitochrom  występuje wyłącznie w for
mie Pr. W wyniku naświetlania tych siewek m ono
chrom atycznym  światłem czerwonym 8 6 % Pr prze
kształca się w Pfr. N atom iast m onochrom atyczna 
daleka czerwień przekształca prawie cały Pfr (ok. 99%) 
do Pr [1], Ta właściwość fitochrom u ma niezwykle 
ważne znaczenie ekologiczne. H am ujące wzrost roślin 
światło czerwone jest intensywniej pochłaniane przez 
wierzchnią warstwę liści (okap) niż światło podczer
wone. Przy niskim stosunku R /FR  w widmie świetl
nym w roślinie inicjowane są procesy mające na celu 
przyspieszenie tem pa jej wzrostu. W ten sposób zacie
niony organizm  może wyrastać ponad ograniczający 
dalszy jej rozwój okap i korzystać z pełnego zakresu 
widma słonecznego [7-8].

W zależności od dawki światła niezbędnej do zainic
jow ania określonej odpowiedzi fizjologicznej wyróż
niono trzy typy reakcji kontrolow anych przez fito
chrom. Oznaczane jako  LFR (od ang. Low Fluence 
Response) reakcje nieskoenergetyczne indukow ane są 
niskimi dawkam i światła czerwonego (od 1 do 1 0 0 0  

pmol m -2 ). Tego typu reakcje m ożna nazywać klasy
cznymi gdyż efekt działania światła czerwonego zno
szony jest w wyniku zastosow ania po nim pulsu 
dalekiej czerwieni. Tej zależności nie wykazują na to 
miast reakcje bardzo niskoenergetyczne; VLFR (od 
ang. Very Low Fluence Response) oraz wysokoener
getyczne; HIR (od ang. High Irradiance Response) 
[1-3]. D o zainicjowania VLFR wystarczają minimalne 
dawki światła, w granicach od 0 . 0 0 0 1  do 0 . 1  pmol m ~ 2. 
Ten typ reakcji wywołać może światło gwiazd lub 
księżyca czy też pojedynczy błysk światła (np. nocna 
błyskawica). Reakcje typu HIR wywoływane są w wy
niku długotrwałego działania na roślinę światłem
0 dużym natężeniu [ 1 -2 ].

II. Molekularne właściwości fitochromu

Pierwszych kilkadziesiąt lat jakie upłynęły od od
krycia fitochrom u [5] poświęcono fizykochemicznej
1 biochemicznej analizie tego fotoreceptora. O praco
wano m etody pozwalające na izolowanie niezdeg- 
radowanej chrom oproteiny [2]. O kreślono chemiczny 
charakter chrom oforu [ 6 ]. W wyniku wprowadzenia 
przeciwciał poli- i m onoklonalnych skierowanych 
przeciw fitochromowi określono jego wewnątrzkom ór
kową i tkankow ą lokalizację [2]. Krokiem  milowym 
w badaniach nad tym fotoreceptorem  było jednak 
sklonowanie genu fitochromowego i wydedukowanie 
na podstawie odpowiedniego cDNA pierwszorzędo- 
wej struktury  jego białkowego składnika [3-5].

II-l. Budowa genów fitochromowych

Budowę genu kodującego białkowy składnik fito
chrom u poznano u przedstawicieli kilkunastu gatun
ków roślin niższych i wyższych [2-3, 9-11]. Rośliny

okrytozalążkow e zawierają kilka rodzajów fitochro- 
mów kodow anych przez odm ienne geny. Najlepiej pod 
tym względem poznanym i roślinami są rzodkiewnik 
(Arahidopsis thaliana) [2-3, 10, 12-13], pom idor, sorgo 
[2, 14] i owies [12]. U rzodkiewnika, pom idora i owsa 
występuje co najmniej 5 genów kodujących fitochrom. 
Z dostępnych danych wynika, że genom sorgo zawiera 
trzy, natom iast ryżu, tytoniu i ziem niaka co najmniej 
po dwa odm ienne geny fitochrom owe [2 ,12]. U Arahi
dopsis zidentyfikowane geny oznaczono jak o  PHYA,  
PHYB , PHYC, PHYD  i PH YE  [10, 13]. N a podstawie 
wydedukowanego składu am inokwasowego ustalono, 
że największą hom ologię (ok. 80% identyczności) 
wykazują geny PHYB  i PHYD. Stopień identyczności 
pomiędzy pozostałym i param i genów fitochromowych 
waha się w granicach od 46 do 55% [10, 12-13],

O statn io  zsekwencjonowano pięć genów kodują
cych białkowy składnik fitochrom u u pom idora, z k tó 
rych jeden jest bardzo podobny do genu PHYA  
rzodkiewnika. Dwa kolejne geny (oznaczone jako  
PHYB1 i PHYB2) zbliżone są do genu PH YB  wspo
mnianej rośliny. N atom iast dwa pozostałe (PHYE  
i PHYF) nie odpow iadają żadnem u z genów dotych
czas przebadanych roślin [2, 14]. Z ostatnich badań 
prowadzonych w pracowni L. H. P r a 1 1  a wynika, że 
u pom idora oprócz wymienionych pięciu może jeszcze 
funkcjonować od czterech do ośmiu dotąd nieziden
tyfikowanych genów fitochromowych, przy czym je 
den z nich praw dopodobnie odpow iada genowi PHYC  
rzodkiewnika [2, 14]. We wspomnianej pracowni 
wykazano również, że geny fitochrom owe u sorgo są 
odpow iednikam i P H Y A , PHYB  i PHYC Arahidopsis 
[2]. Pełne sekwencje genów fitochromowych poznano 
również dla niektórych mszaków (Ceratodon, Phys- 
comitrella) i paprotników  (Psilotum, Adiantum, Selagi- 
nella) [11, 15-16]. P onadto  częściowo zsekwencjono
wano geny kodujące cząsteczki fitochrom u u glonów 
(Mougeotia, Mesotaenium), mchów, skrzypów, pap
roci, m iłorzębu (Gingko biloba) i sosny [16-18].

Większość dotąd poznanych genów fitochrom o
wych swą struk tu rą i składem  nukleotydów przypom i
nają geny PHYA  i PHYB u Arahidopsis. Rycina 
1 przedstawia strukturę kilku znanych genów fito
chromowych [12]. Porów nując dostępne dane ustalo
no, że z wyjątkiem mchu Ceratodon [11] struktura 
znanych genów fitochrom owych jest bardzo podobna. 
Liczba i wielkość eksonów u pozostałych gatunków  
roślin jest także bardzo podobna. Zm iany są wynikiem 
obecności dodatkow ych sekwencji intronow ych od 
końca 3' (np. u ryżu i owsa oraz praw dopodobnie 
u kukurydzy), których znaczenie jest nadal nieokreś
lone [12], Intrygująca jest odm ienna struk tu ra sek
wencji genu P H Y u mchu Ceratodon [11]. Długi ekson 
końca 5' i krótki (ok. 100 pz) odcinek środkowego 
eksonu posiadają sekwencje odpowiadające regionom  
innych genów fitochromowych. N atom iast duży ekson 
końca 3' zawiera odcinek kodujący 530 reszty am ino- 
kwasowe, który nie wykazuje homologii z innymi
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Ryc. 1 Schemat przedstawia budowę genów fitochrom u u przedstawicieli różnych gatunków  roślin. Linią ciągłą oznaczone są introny, 
p rostokątam i zaś eksony (niezam alowane —  sekwencje nie podlegające translacji; zam alow ane —  sekwencje podlegające translacji). 
Linią przeryw aną zaznaczono odcinki niezsekwencjonowane. (Na podstawie [12] —  zmodyfikowane).

dotąd  poznanym i genami PHY. W skład w spom niane
go regionu wchodzi między innymi odcinek DNA 
kodujący około 300-aminokwasowe białko, o sekwen
cji uderzająco podobnej do katalitycznej domeny 
eukariotycznych kinaz białkowych [11]. O statnio 
stwierdzono, że sekwencje zbliżone do histydynowych 
kinaz białkowych obecne są również w cząsteczkach 
większości poznanych fitochrom ów [19].

O  występowaniu co najmniej pięciu kopii genu P H Y  
u papro tn ika  Psilotum doniósł ostatnio S c h n e i - 
d e r - P o e t s c h  i ws p .  [16]. N a podstawie porów 
nywania sekwencji am inokwasów wydedukowanych 
z analizowanych cD NA ustalono, że poszczególne 
geny różnią się między sobą jedynie w niewielkim 
stopniu; od 4.7 do 22.6%. Uwzględniając niezwykle 
dużą liczbę chrom osom ów  w kom órkach Psilotum 
przypuszcza się, że zawierają one jeszcze większą niż 
do tąd  ustalono liczbę genów fitochromowych. Analiza 
o trzym anych klonów wykazała, że pewna ich część 
posiada struk turę m olekularną znacznie odbiegającą 
od znanych genów PHY. N a tej podstawie przypuszcza 
się, że część genów fitochromowych Psilotum jest 
jedynie pseudogenam i, nie wykazującymi aktywności 
transkrypcyjnej [16].

II-l.l. Regulacja aktywności genów fitochromo- 
wych

Zarów no światło, jak  i cząsteczki aktywnej formy 
fitochrom u (Pfr) regulują tempo syntezy i degradacji 
fotoreceptora. A ktualny poziom barw nika w kom ór
kach jest w ypadkową trzech procesów: 1 ) tem pa 
transkrypcji, 2 ) czasu (pół) trw ania fitochrom owego 
mRNA oraz 3) tem pa degradacji apoproteiny [12, 20], 
Rycina 2 ilustruje przypuszczalny mechanizm regulacji 
aktywności transkrypcyjnej genu PHYA  u owsa (patrz 
powyżej).

W tkankach roślin rosnących w ciemności gen 
PHYA  podlega pełnej ekspresji. W wyniku procesów 
transkrypcji i translacji dochodzi do stałej produkcji 
białkowego składnika fitochrom u, który łącząc się 
z grupą chrom oforow ą tworzy funkcjonalne cząsteczki 
fotoreceptora. Po okresie wzrostu zawartość fitochro
mu ustala się na wysokim, stałym poziomie w ynikają
cym ze zrównoważenia tem pa syntezy i degradacji 
cząsteczek barw nika (Ryc. 2a).

W ciemności fitochrom  syntetyzowany jest w formie 
Pr, k tóra podlega akum ulacji na terenie cytoplazmy 
podstawowej [1-3]. Naśw ietlaniu etiolowanych siewek 
owsa światłem czerwonym towarzyszy szybkie ob
niżanie poziom u fitochrom owego mRNA oraz skróce
nie czasu jego półtrw ania. Efekt działania czerwieni 
m ożna częściowo lub całkowicie odwrócić naświet
lając rośliny daleką czerwienią. Ekspozycja etiolow a
nych roślin na światło urucham ia (w ciągu milisekund)
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Ryc. 2 Schemat przedstawiający fitochrom ow ą regulację ekspresji genu PH YA  owsa —  patrz dokładny  opis w tekście. (N a podstawie [9] 
—  zmodyfikowane).

fotokonwersję P r do Pfr, k tó ra  po upływie 2-5 m inut 
inicjuje mechanizm represji transkrypcyjnej genu fito- 
chromowego (Ryc. 2b). Prowadzi to (w ciągu 30 minut) 
do zaham ow ania syntezy odpowiedniego mRNA. P o
nadto, powstały tą drogą Pfr jest bardziej wrażliwy na 
zależną od ubikwityny degradację białkowego skład
nika fotoreceptora [20]. Kiedy hodow ane na świetle 
siewki owsa przeniesione zostaną do ciemności, po 
pewnym okresie czasu dochodzi do odblokow ania 
genu fitochromowego. Proces ten obserwuje się od 
m om entu kiedy pozostała pula Pfr spadnie poniżej 
pewnego, krytycznego poziom u, wyznaczanego głów
nie tempem degradacji tej formy fitochrom u (czas 
póltrw ania Pfr wynosi około 60 minut). Światło czer
wone powoduje powstawanie dużej ilości Pfr (85 
relatywnych jednostek), k tó ra  blokuje gen fitochrom o- 
wy przez okres dłuższy od 12 godzin. D aleka czerwień 
zastosow ana po świetle czerwonym powoduje spadek 
liczebności aktywnej formy fitochrom u (do ok. 1 rela
tywnej jednostki), indukując derepresję omawianego 
genu w czasie krótszym  od 3 godzin (Ryc. 2c). W przy
padku gdy rośliny są dłużej przetrzym ywane w ciem
ności wówczas zawartość Pfr spada poniżej krytycz
nego poziom u co prowadzi do stopniowej aktywacji 
genu PHYA,  akum ulacji m RNA i syntezy fitochrom u 
w formie P r (Ryc. 2d) [12].

Przypuszcza się, że poza opisanym  istnieją jeszcze 
inne mechanizmy kontroli aktywności transkrypcyjnej 
genów fitochromowych. W genomie roślin jednoliś- 
ciennych występować może kilka kopii genu PHYA.  
U owsa jest ich aż 5, natom iast u ryżu i kukurydzy po

2 [1-3]. W zależności od w arunków  świetlnych wspo
m niane geny podlegają zróżnicowanej aktywacji [ 1 2 ].

Choć z roślin dwuliściennych występują tylko poje
dyncze kopie PHYA,  to jednak na ich matrycy po
wstawać może kilka, różniących się długością trans- 
kryptów  (mRNA). N a bazie PHYA  rzodkiewnika 
pow stają trzy typy transkryptów  (m RNAl-m RNA 3), 
różniące się długością 5'-końcowego, niepodlegające- 
go translacji odcinka RNA. Najobficiej transkrybow a- 
ny jest najkrótszy z nich (mRNA3), a w najmniejszym 
stopniu najdłuższy (m R N A l) [21]. Poza rzodkiew- 
nikiem również u grochu stw ierdzono występowanie 
trzech odm iennych transkryptów  powstających na 
bazie tego samego PHYA.  W ydaje się, że synteza 
określonego transkryptu  regulow ana jest przez cząste
czki aktywnej formy fitochrom u (Pfr) w odpowiedzi na 
w arunki świetlne panujące w środowisku. W grochu 
jedynie poziom  m R N A l kontro low ana jest przez 
światło. N atom iast m RNA2 i mRNA3 są transkrybo- 
wane (w znacznie mniejszym stopniu) bez względu na 
w arunki świetlne [ 2 1 ].

II-2. Budowa fitochromu

Od kilku lat znana jest szczegółowa budowa genu, 
oraz powstającego na jego bazie transkryptu i pełna sek
wencja białkowego składnika fitochrom u owsa [1, 9].

G en P H YA3  owsa zbudow any jest z 5,94 kpz 
i składa się z 6  eksonów i 5 intronów . Transkrypcja 
m RNA rozpoczyna się od tandem owej sekwencji 
TATA, leżącej w prom otorow ym  odcinku genu (Ryc.
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Ryc. 3 Schemat przedstawiający budowę genu PH YA3  fitochrom u owsa, dojrzałego transkryp tu  oraz p roduk t translakcji z przyłączoną grupą 
chrom oforową. Gen: eksony oznaczono jak o  p rostokąty  (niewypełnione —  nie podlegające translacji; wypełnione —  podlegające 
translacji), in trony ilustruje linia prosta. N ad  każdym  odcinkiem  zaznaczono ilość par zasad (patrz dokładny opis w tekście). (Na 
podstawie [4] —  zmodyfikowane).

3). Dojrzały, powstały w wyniku transkrypcji m RNA 
zbudow any jest z 3,78 kpz (łącznie z 3'-końcową 
sekwencją poli-A). Pierwszy (142 pz) i ostatn i (252 pz) 
odcinek mRNA nie podlegają translacji zaś centralny 
fragm ent liczący 3387 pz zawiera sekwencje kodujące 
białko. Dojrzały mRNA posiada kodon inicjujący 
(ATG) i kończący (TGA) transkrypcję [9, 12]. P o
wstające na bazie opisanego mRNA białko fitochrom u 
składa się z 1128 aminokwasów (124 kDa). W wyniku 
postranslacyjnej obróbki do jego 321-wszej reszty 
aminokwasowej (cysteiny) polipeptydu, poprzez wią
zanie kowalencyjne przyłączona zostaje, osobno syn
tetyzow ana grupa chromoforową. Po przyłączeniu 
chrom oforu do polipeptydu powstają funkcjonalne 
cząsteczki fitochrom u [ 6 ].

Polipeptyd fitochrom u owsa podzielić m ożna na 
dwa odcinki: N -końcow ą (około 74 kDa), globularną 
dom enę zawierającą grupę chrom oforow ą oraz k ró t
szy fragm ent C-końcowy (55 kDa) (Ryc. 3 i 4). N- 
końcow a dom ena odpow iada w przybliżeniu pierw
szemu (dużemu) eksonowi, zaś C-końcowy fragm ent 
białka fitochrom u kodowany jesz przez trzy kolejne 
eksony (Ryc. 3). G lobularna dom ena N -końcow a 
wiąże grupę chrom oforową i odpow iada za spektralne 
właściwości fitochrom u [ 6 ].

F itochrom  wyizolowany z etiolowanych siewek ow
sa występuje w formie hom odimeru. Dwie 124 kD a 
cząsteczki tego fotoreceptora łącząc się wiązaniam i 
jonow ym i i siłami elektrostatycznym i tw orzą dim er 
o masie molowej rzędu 253 kD a [ 6 ,12]. Jak wykazano, 
proces dimeryzacji odbywa się w wyniku oddziaływań 
zachodzących pomiędzy C-końcowymi dom enam i po
szczególnych polipeptydów fitochrom u (Ryc. 4). Cząs
teczki fotoreceptora wchodzące w skład dim eru są ze

sobą luźno związane i łatwo dysocjują pod wpływem 
roztw orów o dużej sile jonowej [22]. Podczas dysoc- 
jacji dim eru nie obserwuje się zmian widma czynnoś
ciowego poszczególnych cząsteczek fitochrom u [ 6 ].

Analizując strukturę pierwszorzędową cząsteczek 
fitochrom u owsa (phyA) wykryto, że w C-końcowej 
części polipeptydu występują dwie sekwencje am ino
kwasowe (V623-S673 oraz N 1049-Q 1129), tworzące 
cztery segmenty o konfiguracjach charakterystycznych 
dla dom en odpowiedzialnych za oddziaływanie typu
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Ryc. 4 D om enow a budow a fitochrom u owsa. W skład fragm entu 
N -końcow ego (zawierającego grupę chrom oforową) wcho
dzą regiony A-E, dom ena C -końcow a zbudow ana jest 
z odcinków  G -K , natom iast rejon łącznikowy oznaczono 
jak o  F. G rupę chrom oforow ą ilustruje prostokąt. (Na pod
stawie [6] — zmodyfikowane).
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białko-białko. Obecność dwóch z czterech wymienio
nych sekwencji stwierdzono również w cząsteczkach 
fitochrom u typu A, B i C innych gatunków  roślin. N a 
tej podstaw ie przypuszcza się, że wspom niane dom eny 
uczestniczą w procesie dimeryzacji różnych typów 
fitochrom u. M oże to prowadzić do pow staw ania kilku 
typów  hom o- i heterodim erów (np. phyA-phyA; phyA- 
phyB; phyA-phyC, itd) [23]. Pozostałe dwie dom eny 
m ogą natom iast odpow iadać za oddziaływania fito
chrom u z białkam i docelowymi; np. różnego typu 
enzym am i związanymi ze szlakami transdukcji syg
nałów  [23].

Cząsteczki fitochrom u A są bardzo do siebie podob
ne pod względem budowy m olekularnej. W ich skład, 
w zależności od gatunku rośliny wchodzi od 1 1 2 2  do 
1131 reszt aminokwasowych. Stopień identyczności 
składu am inokwasowego cząsteczek phyA różnych 
gatunków  roślin sięga 65-90%. Obecnie wiadom o, że 
u rzodkiew nika cząsteczki phyB zbudow ane są z poli- 
peptydu składającego się z 1172, natom iast phyC ze 
1111 reszt aminokwasowych. O ba te fitochrom y wyka
zują jedynie 50% identyczności składu am inokwasów 
względem siebie i w stosunku do phyA [5, 13].

II-2.1. Mechanizm fotokonwersji fitochromu

Absorbcji światła przez fitochrom  towarzyszy izo
m eryzacja jego grupy chromoforowej, inicjująca kon- 
formacyjne zmiany w białkowym składniku fotorecep- 
to ra  [ 6 ]. U owsa natychm iast po pochłonięciu światła 
przez grupę chrom oforow ą następuje jej fotoizomery- 
zacja i rotacja względem łańcucha polipeptydowego 
oraz przemieszczenie się N-końcowego odcinka poli- 
peptydu w głąb cząsteczki fitochrom u (Ryc. 4). K rótka, 
zbudow ana z hydrofilnych am inokwasów, 6  kD  N- 
końcow a dom ena (na Ryc. 4 zaznaczona jako  region A) 
fitochrom u odpow iada za współdziałanie białkowego 
i chrom oforow ego składnika fotoreceptora [ 6 ]. Przy
puszcza się, że ten powierzchniowy fragm ent cząsteczki 
P r ochrania grupę chrom oforow ą przed zewnętrznym 
środowiskiem  wodnym [1 ,6 , 9].

II-2.2. Fitochrom labilny i stabilny

U roślin etiolowanych fitochrom  syntetyzowany jest 
i akum ulow any w formie Pr. Ta bardzo stabilna 
w ciemności form a fotoreceptora po naświetleniu 
rośliny światłem czerwonym przekształca się w pod
legającą szybkiej destrukcji formę Pfr. O bok niej, 
u roślin rosnących na świetle występuje druga frakcja 
Pfr —  oporna na degradacje [1, 12, 20]. N a podstawie 
tych obserwacji w yróżniono dwie fizjologiczne pule 
fitochrom u: labilną i stabilną. Badania nad strukturą 
i ekspresją genów fitochrom owych u Arabidopsis tha- 
liana wykazały, że fitochrom  labilny i stabilny kodo
wany jest przez odm ienne geny. Tylko jeden z 5 genów 
fitochrom owych zindentyfikowanych u rzodkiewnika 
(oznaczony jako  P H Y A ) koduje cząsteczki fitochrom u

labilnego. Cztery inne (PH YB -P H YE ) odpow iadają za 
powstawanie cząsteczek fitochrom u stabilnego [ 1 2 - 
-13]. P rodukty  wymienionych genów oznaczono jako  
fitochrom  A, B, C, D i E [9]. Tabela 1 przedstawia 
wzajemne stosunki liczebności m R N A  kodujących 
cząsteczki wymienionych typów fitochrom u w tk an 
kach siewek Arabidopsis wyrosłych w ciemności i trak 
towanych światłem czerwonym [12-13].

Poza rzodkiewnikiem  również u pom idora stwier
dzono występowanie dwóch frakcji Pfr; odpornej

T abela 1.
W zględny poziom  m RNA kodującego 5 rodzajów  fitochrom u 
(phyA-phyE) w siewkach Arabidopsis thaliana wyrosłych w ciem no
ści lub trak tow anych  światłem czerwonym. Poziom  P H Y C  mR NA 
przyjm ow ano za 1. (Na podstaw ie [9,12-13]).

Rodzaj fitochrom u Ciem ność Światło czerwone

phyA 500 5
phyB 10 10
phyC 1 1
phyD >  1 >  1
phyE >  1 >  1

i nieodpornej na działanie światła. W tkankach  pom i
dora odkry to  obecność mRNA, kodującego pięć o d 
m iennych rodzajów  fitochrom u. Tylko w przypadku 
jednego z fitochrom ów żywotność kodującego go 
m RNA regulow ana jest przez światło. Poziom  mRNA 
dla czterech pozostałych typów fitochrom u nie po d 
legał tak ścisłej kontroli (Tab. 2).

Prawie wszystkie dotąd poznane geny fitochrom owe 
w ykazują podobieństw o strukturalne do genów PHYA  
i PH YB Arabidopsis (Ryc. 1) [2, 12-13]. N a tej pod
stawie zaproponow ano, że fitochrom  labilny (PI), 
kodow any u roślin przez geny o strukturze zbliżonej 
do P H YA  rzodkiew nika oznaczać jak o  fitochrom  
A (phyA lub PrA i Pfr A), natom iast fitochrom  stabilny 
(P il) określać jako  fitochrom  B (phyB lub PrB i PfrB), 
fitochrom  C, itd. [12].

S o m e r s  i Q u a i l  [24] opisali ostatn io  wzorzec 
ekspresji genów kodujących cząsteczki fitochrom u 
labilnego (phyA) i stabilnego (phyB) w różnych n arzą
dach i fazach rozwojowych Arabidopsis. W tym celu

T abela 2.
Bezwzględny poziom  (m ol/g suchej masy) m RN A  kodującego róż
ne rodzaje fitochrom u w tkankach etiolowanych oraz zielonych po
m idorów  o różnym  wieku osobniczym  (5 lub 56 dni). (Na podstaw ie 
[2], zmodyfikowane).

Rodzaj fitochrom u 5-dniowe,
etiolowane

5-dniowe,
zielone

56-dniowe,
zielone

phyA 5000 800 200
phyB l 80 300 80
phyB2 300 100 70
phyE 50 30 90
phyF 10 10 4

Sum a (A-F) 5440 1240 444
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sekwencje prom otorow e obu genów połączono z sek
wencjami kodującym i genu reporterowego G U S  ((3- 
glukuronidazy), wprow adzono je za pom ocą Agrohac- 
terium do kom órek rzodkiewnika. Aktywność enzym a
tyczną w transform owanych roślinach określano przy 
pomocy odpowiedniej metody histochemicznej. N a tej 
podstawie w nioskowano zarówno o kom órkow ej 
i tkankowej lokalizacji określonego genu fitochrom o- 
wego oraz o sposobie jego kontroli i poziom ie aktyw 
ności transkrypcyjnej [24]. Przy pomocy opisanej 
techniki wykazano, że w suchych nasionach rzodkiew 
nika P H YA-G U S  transkrybow any jest głównie w ko
rzonku zarodkow ym , natom iast P H YA -G U S  w liś- 
cieniach i pozostałych częściach zarodka [24]. Po 
dwóch dniach wzrostu siewek w ciemności zaobser
wowano ponad 25-krotny wzrost poziom u aktyw ności 
transkrypcyjnej P H YA-G U S  przy stosunkow o stałym 
poziomie PHYB-GUS.  Podobną sytuację obserw ow a
no w siedmiodniowych, etiolowanych siewkach rzod
kiewnika. Analizując ekspresję obu chim erycznych 
genów w liścieniach stwierdzono, że P H YB -G U S  wy
kazuje podwyższoną aktywność w kom órkach epider- 
malnych, podczas gdy PHYA-G U S  wykazywał rów no
mierny poziom  ekspresji w kom órkach mezofilu [24], 
Po przeniesieniu siewek na światło obserw ow ano 
szybki spadek aktywności transkrypcyjnej PHYA-  
-GUS.

Wyniki wyżej opisanych doświadczeń wskazują, że 
choć oba typy fitochrom ów (labilny i stabilny) wy
stępują w tych samych kom órkach lub tkankach , to 
poziom aktywności transkrypcyjnej kodujących je 
genów zm ienia się w zależności od fazy rozwojowej 
rośliny i od w arunków  świetlnych otoczenia.

III. Molekularna ewolucja fitochromu

W większości do tąd  przebadanych roślin niższych 
stw ierdzono obecność pojedynczego genu fitochrom o- 
wego. N atom iast u roślin wyższych funkcjonują dwa 
lub kilka genów kodujących białkowych składnik tego 
fotoreceptora. W związku z tym przypuszcza się, że 
wszystkie geny fitochrom owe wywodzą się od pragenu, 
k tóry w trakcie ewolucji podlegał procesowi dup
likacji.

N a podstaw ie podobieństw a istniejącego pom iędzy 
grupą chrom oforow ą fitochrom u a fikocjanin, barw 
ników występującym  w kom órkach sinic sugeruje się, 
że „narodziny” genu fitochromowego nastąpiły  u tych 
prym itywnych organizm ów prokariotycznych. W wy
niku duplikacji wspom nianego pragenu m ogło dojść 
do w yodrębnienia dwóch odm iennych typów  genu 
(zbliżonych do PHYA  i PHYB Arahidopsis), które 
poprzez kolejne duplikacje dały początek całej rodzi
nie genów fitochrom owych. Jak już zaznaczono powy
żej znaczna część roślin niższych posiada pojedynczy 
gen fitochrom owy. U Physcomitrella patens (mech), 
Psilotum nudum (paproć) i Selaginella martensii (paproć 
różnozarodnikow a) gen ten koduje białkowy składnik

fitochrom u wykazujący podobieństwo zarów no do 
PHYA, jak  i do PHYB roślin wyższych [16]. K rótki, 
N -końcow y fragment (~  aa 90-230) polipeptydu ho
mologiczny jest z podobną dom eną fitochrom u typu 
A (phyA). N atom iast odcinek zawierający reszty ami- 
nokwasowe graniczące z miejscem przyłączania chro- 
moforu (~  aa 250-450) wykazuje wysoki stopień 
homologii w stosunku do adekwatnego fragm entu 
PHYB [16]. Obecny u paprotników  gen fitochrom owy 
najpraw dopodobniej uległ duplikacji dając tym sa
mym początek fitochromowi typu A i B. Do wspo
mnianej duplikacji musiało dojść jeszcze przed po
wstaniem pierwszych roślin nasiennych. Ponieważ 
zarówno rośliny dwu- i jednoliścienne posiadają od
powiedniki genów P H Y A , PHYB  oraz PHYC, to druga 
z możliwych duplikacji nastąpiła przed podziałem  
okrytozalążkow ych na dwie wyżej wymienione grupy 
taksonom iczne [2]. Od tego m om entu ewolucja genów 
fitochromowych miała inny przebieg u roślin jedno- 
i dwuliściennych. U tych pierwszych szybszej ewolucji 
podlegał PH YA. W wyniku jego kolejnych duplikacji 
dochodziło do powstaw ania kolejnych kopii tego 
genu. Tak zapewne m ożna tłumaczyć obecność pięciu 
genów typu PHYA  u owsa [9]. U roślin dwuliścien
nych duplikacje dotyczyły głównie genów PHYB  
i PHYC,  które dały początek genom PHYB  i PHYD  
u rzodkiewnika oraz PHYB1, PHYB2, PHYC  i PHYF  
pom idora (Ryc. 5A) [2].

Nie wszystkie duplikacje prowadziły do pow staw a
nia funkcjonalnych genów fitochromowych. P rzykła
dowo, u grochu i kukurydzy stwierdzono w ystępow a
nie „skróconych”, niefunkcjonalnych genów PHYA. 
Obecność tego typu pseudogenów stw ierdzono rów 
nież w genomach innych gatunków  roślin [ 2 , 16].

Tem po ewolucji genów fitochromowych u roślin 
nasiennych było dużo szybsze w porów naniu do roślin 
zarodnikowych [16]. Filogenetyczny dystans pom ię
dzy fitochromem Selaginella martensii i Physcomitrella 
patens (17), których przodkowie odseparowali się od 
siebie około 450 milionów lat (Myr) temu, jest dużo 
mniejszy od dystansu istniejącego pomiędzy fitochro- 
mami typu A, B i C roślin okrytonasiennych (np. dla 
fitochrom u typu A i B u ryżu wynosi on praw ie 57) 
(Ryc. 5B). F itochrom  roślin nasiennych ewoluował 
również znacznie szybciej (około 1 0  razy) w porów 
naniu do innych białek, takich jak  duża podjednostka 
karboksylazy rybulozo-l,5-bisfosforanowej —  kluczo
wy enzym ciemnej fazy fotosyntezy.

Ewolucja fitochrom u mogła również mieć swoje 
„ślepe uliczki”. Jak wykazano ostatnio, poza roślinam i 
również u pewnych grzybów światło o widmie czyn
nościowym zbliżonym do fitochrom u indukuje szereg 
odpowiedzi fizjologicznych. U Aspergillus nidulans 
czerwień (ok. 680 nm) stymuluje, natom iast zastosow a
na po nim daleka czerwień (ok. 730 nm) ham uje 
wytwarzanie zarodników  konidialnych. G  r i f f i t h 
i ws p .  [25] wyselekcjonowali m utanta (hrlA ) nie
wrażliwego na działanie obu wymienionych długości
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Ryc. 5 Ewolucja genów fitochrom owych. A) Przypuszczalny przebieg kolejnych duplikacji pragenu fitochrom owego. B) D rzew ko filogenetycz
ne ilustrujące ewolucję genu fitochrom ow ego u roślin lądowych. (Na podstaw ie [2] i [16], zmodyfikowane).

fal. G en, w którym  zaszła m utacja zsekwencjonowano, 
a następnie ustalono pierwszorzędową strukturę ko
dow anego na jego m atrycy białka. U stalono, że białko 
BRLA zbudow ane jest ze 432 reszt aminokwasowych. 
W skład jego dom eny C-końcowej wchodzą dwa palce 
cynkowe; sekwencje występujące w polipeptydach po
siadających zdolność bezpośredniego oddziaływania 
z DNA. D om ena N -końcow a zaś wykazywała stosun
kowo dużą homologię w stosunku do cząsteczek fito
chrom u labilnego (phyA). Jednakże w białku BRLA nie 
wykryto obecności odpowiedniej reszty cysteinowej, 
k tóra podobnie jak  w przypadku fitochromu mogłaby 
uczestniczyć w wiązaniu odpowiedniej grupy chromo- 
forowej. Ponadto BRLA nie zawiera silnie konser
watywnych sekwencji aminokwasowych bezpośrednio 
sąsiadujących ze wspom nianą resztą cysteinową. N a tej 
podstawie przypuszcza się, że N-końcowy fragment 
BRLA może oddziaływać z peptydem zdolnym do 
absorpcji światła czerwonego i dalekiej czerwieni. M oż
na przypuszczać, że BRLA przedostaje się do jąd ra  
kom órkowego, gdzie oddziały wuj ąc poprzez palce cyn
kowe z odpowiednim odcinkiem DNA działa jako  
aktyw ator transkrypcji określonego genu, kontrolują
cego proces wytwarzania zarodników  [25].
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Etylen — jego udział w regulacji dojrzewania owoców 
i starzenia się kwiatów. Aspekty biotechnologiczne
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I. Wstęp

Etylen, prosty węglowodór z grupy olefin jest waż
nym fitohorm onem  uczestniczącym w regulacji proce
sów fizjologicznych w roślinach wyższych. Bierze on 
udział w regulacji takich zjawisk jak  dojrzewanie 
owoców, starzenie się kwiatów, kiełkowanie nasion, 
opadanie liści, wzrost korzeni itp [1], Rośliny wy
tw arzają etylen również w odpowiedzi na różnorodne 
czynniki stresowe np. zranienie, zmiany tem peratury, 
dehydratację, infekcję patogenem  itp. [ 1 ].

W pracy nie zajmuję się biosyntezą etylenu induko
waną stresami, nie analizuję zależności między etylenem 
a innymi fitohorm onam i, wskazuję na rolę etylenu jako 
regulatora i przyśpieszacza dojrzewania oraz starzenia 
się klimakterycznych owoców i kwiatów.

II. Biosynteza etylenu w roślinach wyższych

Szlak biosyntezy etylenu w dojrzewających owocach 
wyjaśniony został przez Y a n g a ,  H o f f m a n a  
i A d a m s a  [1, 2]. Udowodnili oni, że w roślinach 
wyższych prekursorem  etylenu jest m etionina. Jej 
trzeci i czwarty węgiel wchodzi w skład etylenu. 
W czasie dojrzew ania owoców biosynteza etylenu 
zw iązana jest z cyklicznymi przekształceniami pochod
nych powstałych z S-adenozylometioniny, przem iany 
te są określane jako  cykl Yanga. Cykl ten umożliwia 
intensywną produkcję etylenu bez wysokiego we
w nątrzkom órkow ego stężenia metioniny (Ryc. 1A).

* Dr, Insty tu t Biologii M olekularnej i Biotechnologii UAM , 
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Biosynteza etylenu zachodzi w trzech etapach (Ryc. 
1A etap. 1, 2, 3). W pierwszym z nich cząsteczka 
m etioniny przekształcana jest w S-adenozylo-L-m etio- 
ninę (SAM). Przemianę tę katalizuje enzym syntetaza 
AdoM et (S-adenozylotransferaza ATP; m etionina, EC 
2.5.1.6). W następnym  etapie SAM przekształcana jest 
w ACC (kwas 1 -am inocyklopropano-l-karboksylow y) 
przez enzym syntazę ACC (liaza S-adenozylo-L-m etio- 
nino m etylotioadenozynowa, EC 4.4.1.14). O statn im  
etapem  jest przekształcenie ACC w etylen. Przem ianę 
tę katalizuje oksydaza ACC. O prócz ACC w wyniku 
działania syntazy ACC powstaje również 5-metylo- 
tioadenozyna (MTA), k tóra w cyklu Yanga zapocząt
kowuje biosyntezę nowej cząsteczki m etioniny (Ryc. 
1A). W czasie przekształcania ACC w etylen przez 
oksydazę ACC, oprócz etylenu i dw utlenku węgla 
powstaje również cyjanow odór (Ryc. 1A etap 3). H C N  
—  ulega detoksykacji w reakcji z cysteiną, w wyniku 
której powstaje beta-cyjanoalanina i H 2S (Ryc. 1C). 
Przem ianę tę katalizuje enzym syntaza betacyjanoala- 
ninowa (EC 4.4.1.9). Enzym ten występuje u wszystkich 
dotychczas testowanych pod tym względem roślin 
wyższych. Jest to u większości roślin wyższych główna 
droga detoksykacji H C N  [3, 4]. W toku dalszych 
przem ian beta-cyjanoalanina przekształcana jest 
w asparaginę lub gam m a-glutam ylo-beta-cyjanoalani- 
nę. W ydajny szlak detoksykacji zapobiega utrzym yw a
niu się wysokiego stężenia H CN  w czasie intensywnej 
biosyntezy etylenu, co jest bardzo istotne, ponieważ 
H C N  oprócz roli regulacyjnej (w niektórych procesach 
fizjologicznych np. w czasie kiełkowania nasion) jest 
inhibitorem  oddychania kom órkowego. W przypadku 
większości roślin oprócz głównej drogi oddechowej 
wrażliwej na H C N  funkcjonuje droga alternatyw na
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Ryc. 1 1A. Szlak biosyntezy etylenu w roślinach wyższych według [3.17], Następujące enzymy katalizują poszczególne etapy biosyntezy: 
1 —  syntetaza A doM et (S-adenozylotransferaza ATP: m etionina, EC 2.5.1.6.); 2 —  syntaza ACC (liaza S-adenozylo-L-m etionino 
m etylotioadenozynow a, EC 4.4.1.14.), 3 —  oksydaza ACC. N a poszczególnych etapach biosyntezy powstają: SAM (S-adenozylometioni- 
na), ACC (kwas 1-am inocyklopropano-l-karboksylow y).
N a poszczególnych etapach cyklu Yanga powstają: M TA (5'-m etylotioadenozyna), M TR (5’m etylotioryboza), M T R -l-P  (5’m etylo- 
tiorybozo-1-fosforan), KM B (2-keto-4-m etylotiom aślan), M et (metionina).

IB. M alonylacja ACC (kwas 1-am ino-cyklopropano-l-karboksylow y) katalizow ana przez m alonylotransferazę wg [17]. D onorem  
reszty m alonianow ej jest m alonylo-koenzym  A.

IC. D etoksykacja cyjanow odoru powstałego w czasie biosyntezy etylenu poprzez związanie go z L-cysteiną i przeprowadzenie 
w nietoksyczny związek beta-cyjanoalaninę wg [4], Reakcja katalizow ana przez syntezę beta-cyjanoalaninow ą.

I D. Związek pomiędzy szlakim biosyntezy etylenu i szlakiem biosyntezy poliam in w roślinach wyższych według [24], Stosowane skróty 
jak  w 1A.

niewrażliwa na cyjanek [5],
W roślinie, w pewnych w arunkach ACC tworzy 

koniugaty z innymi związkami. Najlepiej udokum en
towanym  koniugatem  jest kwas l-(m alonylo-amino)

cyklopropano-1-karboksylow y — M ACC (Ryc. IB). 
Przypuszcza się, że w w arunkach fizjologicznych prze
kształcenie to jest nieodwracalne, chociaż opisano 
przypadki, gdy wysokie stężenie M ACC indukow ało
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przejście M ACC w ACC [ 6 ]. Przypuszcza się, że 
M ACC w zależności od tego w jakiego rodzaju tkance 
dochodzi do jego produkcji może wpływać stym ulują- 
co bądź ham ująco na produkcję etylenu [7-9]. Etylen 
reguluje w bardzo różny sposób swoją własną biosyn
tezę i zależy to  od rodzaju tkanki oraz bodźca in
dukującego jego produkcję. W dojrzewających ow o
cach oraz starzejących się po zapyleniu koronach 
kwiatowych produkcja etylenu podlega regulacji na 
zasadzie dodatniego sprzężenia zwrotnego [1, 3].

D o tej pory nie udało się oczyścić białka recep
torow ego etylenu, jakkolwiek w tkankach różnych 
roślin scharakteryzow ano miejsca wiążące etylen [ 1 0 , 
11]. Białko receptorow e zlokalizowane jest błonowo, 
daje się wysycić etylenem, podlega kompetycyjnej 
inhibicji analogam i etylenu i wykazuje bardzo duże 
pow inowactw o do etylenu (kd w zakresie 1 0 ~ 9 - 1 CU1 1  

M) [12].
M odelow ą rośliną do badań nad biosyntezą etylenu 

w czasie dojrzew ania owoców jest pom idor, natom iast 
doskonałą techniką badawczą okazała się transform a
cja pom idora „genami” antysensownych RNA (w 
dalszej części pracy zamiast term inu antysensowny 
RNA używam skrótu A-RNA) enzymów związanych 
z dojrzewaniem .

Syntaza ACC jest przedostatnim  enzymem w szlaku 
syntezy etylenu (Ryc. 1A etap 2). O statnim  enzymem 
jest oksydaza ACC, określana również jako  EFE- 
enzym (ang. ethyleneforming enzyme). Syntazy ACC 
i oksydazy ACC są kodowane przez wiele genów. 
Specyficzne bodźce i stresy lub stany fizjologiczne 
urucham iają ekspresję różnych genów dla enzymów 
szlaku biosyntezy etylenu. U pom idora syntazę ACC 
koduje co najmniej 6  genów, spośród których dwa 
ulegają ekspresji w czasie dojrzewania owoców i sta
rzenia się kwiatów  [13-16]. Ich ekspresja w owocach 
pom idora (LE-ACS2, LE-ACS4) jest etylenozależna. 
U pom idora oksydazę ACC kodują trzy geny i tylko 
jeden z nich przejawia ekspresję zależną od poziom u 
etylenu [17-19]. U petunii stwierdzono istnienie czte
rech genów oksydazy ACC, a tylko jeden z nich ulega 
etylenozależnej ekspresji w czasie starzenia się korony 
kwiatu [20]. Kiedy u pom idora zablokujem y A-RNA 
m RNA oksydazy ACC (specyficznej dla dojrzew ają
cych owoców), następuje opóźnienie dojrzewania ow o
ców, tak  jak  w przypadku zblokow ania m RNA syn
tazy ACC, ponieważ zarówno zablokow anie przed
ostatniego jak  i ostatniego enzymu szlaku syntezy 
etylenu prow adzi do obniżenia poziom u etylenu w ko
mórce. W praktyce zauważa się jednak, że bardziej 
drastyczne obniżenie poziom u etylenu uzyskuje się, 
kiedy stosow ana jest blokada m RNA syntazy ACC. 
W edług O e l l e r a  i w s p .  [21] przyczyną jest 
kró tk i czas życia polipeptydu syntazy ACC (czas 
połowiczego rozpadu tego białka wynosi 25 m inut 
[22]). Przypuszczalnie blokada ekspresji genów przy 
pom ocy A-RNA jest skuteczniejsza w przypadku ge
nów kodujących białka o krótkim  czasie życia. Nie

m ożna również całkowicie wykluczyć możliwości, że 
bezpośredni prekursor etylenu, ACC, w roślinach 
z zablokow anym  A-RNA mRNA oksydazy ACC, 
może być w niewielkiej ilości przekształcany w etylen 
na drodze nieenzymatycznej, powstające w kom órce 
roślinnej aktywne formy tlenu w postaci wolnych 
rodników  umożliwiają przejście ACC w etylen bez 
udziału enzymu [1, 14, 23]. Obserwacja dojrzew ania 
„antysensow nych” owoców (z zablokow anym  A-RNA 
m RN A  oksydazy ACC) wykazuje, że dojrzewanie tych 
owoców po podaniu im etylenu jest różne i zależy od 
tego w jakim  stadium  badane owoce zostały zerwane 
z krzaka [14]. P i c t o n i ws p .  postulują, że różnica 
w dojrzewaniu „antysensownych” owoców zależna od 
faktu dłuższego lub krótszego pozostaw ania ich na 
krzaku sugeruje, że w dojrzewanie owoców musi być 
zaangażow any jakiś czynnik X typu wzmacniacz doj
rzewania (ang. ripening enhancer) im portow any do 
owoców z innych części rośliny lub inhibitor tego 
procesu eksportow any z owoców do innych części 
rośliny [14]. Interesującym  dodatkiem  do tych roz
ważań jest sugestia F r a y a  i G r i e r s o n a  [24], 
Biosynteza amin sperminy i spermidyny wymaga e ta
pu przeniesienia grupy aminopropylowej z SAM -u 
(S-adenozylom etioniny, Ryc. ID) na putrescynę. 
W skórkach niektórych owoców, w których chemicz
nie zaham ow ano syntezę ACC, wzrasta poziom sper
m idyny [25]. Sugeruje to, że szlak biosyntezy etylenu 
i szlak biosyntezy poliam in współzawodniczy o SAM. 
Bezpośredni związek polegający na w spółzaw odnict
wie tych szlaków o SAM wykazano dla kilku roślin 
[25-27]. W edług B i o n d i takie współzawodnictwo 
zachodzi jedynie wtedy, kiedy w kom órce istnieje 
ograniczona ilość SAM-u [28], H am ujący wpływ 
poliam in na produkcję etylenu może polegać na tym, 
że poliam iny są kom órkow ym i likwidatoram i (ang. 
scavenger) wolnych rodników  wymaganych przy prze
kształceniu ACC w etylen [28]. H a g e g e  i w s p .  [29, 
30] wskazują również na dodatni wpływ poliam in na 
tworzenie MACC. W niektórych roślinach poliam iny 
ham ują syntezę etylenu oraz procesy starzenia się [31]. 
H am ow anie dojrzewania „antysensownych” owoców 
(z zablokow aną syntezą etylenu) należałoby więc roz
patryw ać jako  wynik zablokow ania syntezy etylenu, 
jak  i zwiększonej produkcji poliam in lub innych 
m etabolitów  powstających z powodu akum ulacji 
SAM -u. W edług F  r a y a i G r i e r s o n a  [24] poli
am iny mogłyby być właśnie tym eksportow anym  
z dojrzewających owoców do innych partii rośliny 
inhibitorem  dojrzewania, nieznanym czynnikiem X.

III. Rola etylenu w regulacji procesów doj
rzewania owoców i starzenia się kwiatów

W śród owoców ze względu na tem po ich oddycha
nia towarzyszące procesowi dojrzewania wyróżniamy: 
owoce o klimakterycznym  typie dojrzewania, których 
dojrzewanie związane jest z gwałtownym zwiększe
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niem intensywności oddychania, dużym wzrostem 
produkcji etylenu oraz istotnym i zm ianami w ich 
strukturze i składzie, oraz owoce o nieklimakterycz- 
nym typie dojrzewania, których dojrzewanie powyżej 
wspom nianych cech nie wykazuje. Do owoców klima- 
kterycznych należą: aw okado, pom idor, jabłko, grusz
ka, banan, melon, do owoców nieklimakterycznych 
zaliczam y np. pom arańczę, cytrynę, truskawkę. W śród 
roślin kwiatowych klim akteryczny model starzenia 
spotykam y u tych, u których zapylenie doprow adza do 
w zm ożonego wytwarzania etylenu i więdnięcia korony 
kwiatowej.

Jeśli podam y zewnętrzny etylen dojrzałym  zielonym 
ow ocom  to doprow adzi to do przyśpieszenia ich 
dojrzew ania w porów naniu z owocami nietraktow any- 
mi etylenem, natom iast zablokow anie biosyntezy ety
lenu w zielonych owocach opóźnia ich dojrzewanie. 
D ojrzewaniem  owoców sterują dwa mechanizmy ko
m órkowe: mechanizm rozwojowy, niezależny od etyle
nu, odpowiedzialny za transkrypcyjną aktywację bądź 
represję pewnych genów; oraz mechanizm zależny od 
etylenu. Rola etylenu polega na jego udziale w ak 
tywacji transkrypcji pewnych genów związanych 
z procesam i dojrzew ania i jednocześnie regulacji trans
lacji m RN A niektórych białek. Dla pom idora znanych 
jest już  wiele m RNA specyficznie pojawiających się 
w czasie dojrzewania, jednak  szczegółowo scharak
teryzow anych jest kilkanaście. Funkcja większości 
tych białek nie jest znana. Poniżej przedstawię tylko 
kilka przykładów. Dla pom idora analizowano ekspre
sję genów: E17 (gen białka wykazującego homologię 
do inh ib itora proteinazow ego I), E4 (gen białka o sek
wencji aminokwasowej podobnej do sekwencji amino- 
kwasowej reduktazy metioninowej z E coli), E 8  (przy
puszczalnie gen dioksygenazy spokrewnionej z ok
sydazą ACC), [32]. Jedynie ekspresja genu białka E4 
wydaje się być zależną od poziom u etylenu, ponieważ 
w owocach „antysensownych” (z zablokow anym  
m RN A  syntazy ACC przez A-RNA) nie ma jego 
m RN A ; mRNA białka E17 w owocach „antysensow
nych” m a poziom zmniejszony o około 50%. W ow o
cach „antysensownych” potraktow anych etylenem, 
m R N A  E4 jednak się nie pojawia, co prowadzi do 
konkluzji, że oprócz regulacji etylenowej ekspresja 
genu E4 zależy jeszcze od innych genów, praw dopodo
bnie sterowanych rozwojowo. T ransform anty pom i
dorów  z wprow adzonym  „genem” A-RNA E 8  (w wy
niku tego następuje zablokowanie ekspresji genu E 8 ) 
wytwarzają w czasie dojrzewania pom idorów około 
sześciokrotnie większą ilość etylenu niż rośliny kontrol
ne. Białko E 8  kodowane jest przez kilka genów [33]. 
Jego brak prowadzi do przerwania przekazywania 
sygnału etylenowego, co mimo dużej ilości wytwarzane
go etylenu, kom órka roślinna interpretuje jako brak 
etylenu i uaktywnia mechanizmy zwiększające jeszcze 
jego produkcję [17]. Niektórzy autorzy przypisują 
białku E 8  funkcję oksydazy receptora etylenowego. 
W edług nich białkowy receptor etylenu o charakterze

metaloproteiny jest utleniany przez oksydazę i jego 
utleniona forma podlega aktywacji etylenem [17].

Specyficzną cechą dojrzewających owoców jest ich 
„mięknięcie” spow odow ane zm ianam i w strukturze 
celulozy, hemicelulozy i pektyn będących głównymi 
składowym i ścian kom órkow ych. Odpowiedzialnym i 
za te zmiany są enzymy określane mianem hydrolaz 
ścian kom órkow ych [34]. Aktywność ich wzrasta 
w czasie procesu dojrzewania. D otychczas najlepiej 
poznana jest poligalakturonaza [35]. Jest ona en
zymem kluczowym w procesie rozkładu ścian kom ór
kowych. Zablokow anie jej m RNA przy pomocy 
A-RNA zw alnia tem po mięknięcia i przejrzewania 
owoców. W pom idorach zwiększonej aktywności tego 
enzymu towarzyszy zarów no zwiększenie ilości jego 
mRNA, jak  i zwiększenie ilości enzymatycznego białka 
[32]. Zablokow anie szlaku biosyntezy etylenu (przy 
pom ocy A-RNA) nie zmienia poziom u m RN A poliga- 
lakturonazy w porów naniu z jej poziom em  w nietrans- 
form ow anym  owocu kontrolnym , natom iast w trans- 
formancie nie występuje białko tego enzymu. P o trak 
towanie takich pom idorów  egzogennym etylenem pro 
wadzi do pojawienia się w owocach aktywnej poliga- 
lakturonazy [32], Należy więc uznać, że transkrypcja 
genu poligalakturonazy jest regulow ana rozwojowo, 
natom iast translacja podlega regulacji etylenem [32],

Syntaza fitoenowa i desaturaza fitoenow a papryki 
i pom idora są jednym i z ważniejszych enzymów zaan
gażowanych w syntezę prekursorów  karo tenu  [36], 
W przeciwieństwie do pom idora, papryka jest owocem 
nieklim akterycznym , chociaż obydwie rośliny należą 
do rodziny psiankowatych. Geny desaturaz fitoeno- 
wych papryki i pom idora (te geny, których ekspresja 
zw iązana jest z dojrzewaniem) wykazują dużą hom o
logię [37], podobnie dużą hom ologię wykazują geny 
syntaz fitoenowych z obydwu wymienionych roślin 
[38]. W „antysensownych” owocach pom idora (trans- 
form ant z obniżoną produkcją etylenu) obserwuje się 
znacząco zredukow any poziom  m RNA syntazy fito- 
enowej i silnie obniżony poziom  karotenów  (likopenu) 
w owocach [39]. Podanie egzogennego etylenu prow a
dzi do osiągnięcia przez te owoce norm alnego poziom u 
m RNA  syntazy fitoenowej i do wzrostu ilości likopenu. 
Ekspresja genu syntazy fitoenowej pom idora jest etyle- 
nozależna. W czasie dojrzew ania owoców papryki 
(dojrzewanie niekontrolow ane przez etylen) poziom 
m RNA syntazy fitoenowej papryki jest tylko nieco 
większy niż norm alnie [38]. M ożemy stąd wywnios
kować, że regulacja ekspresji genu syntazy fitoenowej 
tak blisko spokrewnionych roślin jest całkowicie o d 
m ienna. D ojrzew aniu owoców papryki towarzyszy 
zwiększająca się aktywność desaturazy fitoenowej, lecz 
nie zwiększa się poziom m RNA tego enzymu. P rzypo
m ina to sytuację z m RNA poligalakturonazy u pom i
dora, gdzie brak etylenu nie wpływa na poziom  m RNA 
tego enzymu, jednak warunkuje występowanie aktyw 
nego enzymatycznie białka [32]. Pojaw ia się pytanie: 
jak i związek bądź związki wpływają na zwiększoną
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translację m R N A  desaturazy u papryki, jaki związek 
w owocach nieklim akterycznych pełni rolę analogicz
ną do roli etylenu?.

W śród m utantów  pom idora istnieją takie, które 
posiadają zm ienione cechy dojrzewania. Zm iany te 
często polegają na niezdolności owoców do zm ięk
nięcia i osiągnięcia właściwego sm aku i zapachu. 
Z analiz genetycznych wynika, że odpow iada za to 
zm utowany gen określany w literaturze nazwą rin (ang. 
ripening inhibitor). Istnieje hipoteza zgodnie z k tórą 
gen ten m iałby kodow ać białko regulatorowe k o n t
rolujące ekspresję całego spektrum  genów związanych 
z dojrzewaniem , a między innymi genu poligalak- 
turonazy [40, 41]. W czasie dojrzewania owoców 
pom idora poziom  mRNA poligalakturonazy w zrasta 
kilkusetkrotnie, natom iast wśród m utantów  rin są 
takie, k tóre w ykazują poziom  mRNA tego enzymu 
równy 0,5% poziom u norm alnego [42]. Zjawisko jest 
o tyle intrygujące w przypadku właśnie poligalak
turonazy, gdyż w haploidalnym  genomie pom idora 
istnieje tylko jeden gen tego białka, natom iast na 
poziomie białka istnieją trzy formy tego enzymu [43], 
Tylko jedna  z nich jest specyficzna dla dojrzewania 
[44] i właśnie translacja tego transkryptu  podlega 
kontroli etylenowej. U jednego z m utantów  N r (ang. 
never ripe) opisanego przez L a n a h a n a  [45] cechu
jącego się niedojrzewającym i owocami m utacja polega 
na niewrażliwości na etylen w czasie kwitnienia i doj
rzewania. N iezapylone kwiaty m utanta  N r pozostają 
na roślinie i ich płatki są niezwiędnięte w czasie 
dłuższym niż u kwiatów norm alnych. Jeśli kwiat N r 
zostaje zapylony to zapoczątkow any rozwój owocu nie 
wiąże się ze starzeniem  płatków  kwiatu [45]. Z analiz 
genetycznych wynika, że odpowiedzialny za to  jest 
jeden gen.

Starzenie się kwiatów klimakterycznych poprzedzo
ne jest gw ałtow nym  wzrostem produkcji etylenu przez 
korony kwiatowe. Etylen zaangażow any jest w ak
tywację genów starzenia (ang. senescence-related gene), 
ich w zm ożona ekspresja prowadzi do program ow anej 
śmierci kom órki [46-49]. Rośliną kw iatową dobrze 
pod tym względem przebadaną jest goździk ogrodowy 
(Dianthus caryophyllus). Zwiększenie produkcji etylenu 
w czasie starzenia się płatków  goździka m a charakter 
autokata lityczny  i następuje w wyniku biosyntezy de 
novo syntazy i oksydazy ACC specyficznej dla płatków  
[46, 49]. W o o d s o n  i w s p .  [50] stwierdzili, że 
umieszczenie preklim akterycznego kwiatu goździka 
w atm osferze egzogennego etylenu prowadzi do po ja
wienia się w jego płatkach m RNA syntazy ACC 
specyficznej dla starzejących się płatków  [50], W tk an 
kach w egetatyw nych etylen blokuje swoją produkcję 
np. m ożna zablokow ać ekspresję genu syntazy ACC 
specyficznie indukow anej w czasie zranienia przez 
podanie etylenu z zewnątrz [51]. Zranienie liści goź
dzika pow oduje szybki wzrost produkcji etylenu przez 
te liście, lecz specyficzny dla starzejących się kwiatów 
transk ryp t syntazy ACC [51] jest nieobecny w zran io 

nych liściach, jak  również jest nieobecny w zranionych 
płatkach kwiatowych, jeśli te w czasie ich ranienia były 
w fazie preklimakterycznej [50].

Problem em  jest to, w jaki sposób biosynteza etylenu 
indukow ana jest bez obecności etylenu. W ydaje się, że 
wszystkie roślinne tkanki wytwarzają m inim alną ilość 
etylenu. W kwiatach i owocach wraz z osiągnięciem 
odpowiedniego stadium  rozwoju pojawia się zdolność 
odpowiedzi na ten niski poziom etylenu w postaci 
zwiększonej jego produkcji [48, 50, 52, 53]. W od
powiedzi na etylen w płatkach akum ulują się trans- 
krypty specyficznej dla płatków syntazy ACC i ok
sydazy ACC. Podanie ściętym, preklim akterycznym  
kw iatom  kom petycyjnego inhibitora działania etylenu 
N B D  (2,5-norbornadien) zapobiega akum ulacji tych 
transkryptów  [53]. Syntaza ACC, k tó ra po zapyleniu 
kwiatu ulega ekspresji w szyjce słupka jest kodow ana 
przez inny gen niż syntaza ACC ze starzejących się 
płatków. Tylko ekspresja genu tej ostatniej jest in
dukow ana etylenem. W liściach goździka p o trak to w a
nych auksynam i dochodzi od 50 do 100-krotnego 
wzrostu produkcji etylenu [50]. Jednak całkowity 
RNA wyizolowany z takich liści nie zawiera tran sk ry p 
tu syntazy ACC specyficznej dla starzejących się 
płatków  ani też transkryptu  syntazy ACC indukow a
nej zranieniem. W odpowiedzi na auksyny indukow a
na jest ekspresja jeszcze innego genu syntazy ACC.

U petunii zwiększona produkcja etylenu następuje 
już po 5 m inutach od zapylenia, a po 2,5 godzinie 
zapylone znamię słupka produkuje 2 0  razy więcej 
etylenu niż znamię niezapylonej petunii kontrolnej [54], 
Zastosowanie na znamię inhibitora biosyntezy białka 
przed zapyleniem zapobiega wzrostowi produkcji etyle
nu po zapyleniu, natom iast zastosowanie inhibitorów 
syntezy RNA na znamię petunii zapobiega tylko częś
ciowo. Praw dopodobnie mRNA syntazy ACC jest 
ciągle obecny w kom órkach znajdujących się na powie
rzchni znamienia, a zapylenie indukuje syntezę enzymu 
[54]. Zapylenie nie zmienia aktywności oksydazy ACC, 
której ekspresja w tkankach znamienia sterow ana jest 
rozwojowo. Pyłek zawiera dużą ilość ACC, a na powie
rzchni znamienia aktywność oksydazy ACC jest naj
wyższa, więc mogłoby to tłumaczyć nagłą syntezę 
etylenu po zapyleniu. Nie jest to jednak przyczyną 
pierwszego gwałtownego zwiększenia produkcji etylenu 
przez znamię, ponieważ na jego powierzchni znajduje 
się lepka substancja i skutecznie zapobiega szybkiej 
penetracji ACC z pyłku do znamienia [54].

Według W o o d s o n a  [53] elicytory specyficzne 
dla zranienia (wywołanego wskutek w zrastania pyłku) 
lub specyficzne dla pyłku indukują ekspresję syntazy 
ACC specyficznej dla słupka, doprow adza to do zwięk
szenia poziom u etylenu w słupku, etylen dyfundując do 
płatków  indukuje tam  ekspresję etylenozależnych ge
nów syntazy ACC i oksydazy ACC. W płatkach, 
dochodzi do zw ielokrotnienia produkcji etylenu i od
powiedni jego poziom  „włącza” transkrypcję genów 
lub zw ielokrotnia translację m RNA genów odpow ie
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dzialnych za przemiany doprow adzające do starzenia 
się płatków.

O dm iennie niż u goździka i petunii następuje induk
cja syntezy etylenu po zapyleniu storczyka Phalaenop- 
sis [55], W znamieniu storczyka następuje indukcja 
ekspresji oksydazy ACC. W znam ionach kwiatów 
niezapylonych m RNA tego enzymu jest nieobecny. 
Tkanki niezapylonego kwiatu Phalaenopsis są niezdol
ne do przekształcenia ACC w etylen, z czego należy 
wnioskować, że u Phalaenopsis synteza etylenu (na tym 
etapie jego biosyntezy) jest regulow ana między innymi 
„włączeniem” ekspresji genu oksydazy ACC [55]. Jest 
to sytuacja całkowicie odm ienna niż u goździka i petu
nii, u których ekspresja genu oksydazy ACC w znam ie
niu i tkankach słupka jest regulow ana rozwojowo. 
U Phalaenopsis zapylenie pow oduje syntezę de novo 
oksydazy ACC. Również sposób indukcji syntezy 
etylenu w płatkach kwiatu musi być odmienny, ponie
waż pyłek storczyków umieszczony na znamieniu 
kiełkuje w ciągu kilku dni, więc nie jego kiełkowanie 
jest bodźcem  indukującym  syntezę de novo oksydazy 
ACC. W tym przypadku musi istnieć inny, zdolny do 
dyfuzji czynnik „włączający” po zapyleniu cały p ro 
gram  autokatalitycznej syntezy etylenu. Starzenie się 
kw iatu Phalaenopsis poprzedza autokatalityczna p ro 
dukcja etylenu, tak jak  u goździka i petunii, i tak jak  
w ich przypadku opóźnienie tego procesu m ożna 
osiągnąć stosując kom petycyjny inhibitor etylenu 
NBD. Różnica w ekspresji genu oksydazy ACC w zna
mieniu i słupku, taka jak a  istnieje między goździkiem 
i petunią a Phalaenopsis, może być odpowiedzialna za 
długowieczność niezapylonych kwiatów storczyka.

M echanizm y decydujące o więdnięciu koron kwia
tów klim akterycznych nie są do końca poznane, jed 
nak bez wątpienia m ożna stwierdzić, że rola etylenu 
w przyśpieszeniu tego procesu jest ogrom na.

IV. Udział etylenu w procesie degradacji 
systemów błonowych komórki roślinnej

Procesy starzenia się kom órki roślinnej cechują się 
gwałtownymi, nieodwracalnym i zm ianami ilościowy
mi i jakościowym i w składowych ścian kom órkowych 
oraz degeneracją systemu błonowego. Zaburzona zo
staje kom partm entacja, a tym samym cały metabolizm  
kom órki. Etylen jest horm onem , który roślina wy
tw arza przez cały czas swojego życia. Różnice w ilości 
etylenu produkow anego przez tkanki roślinne są jed 
nak olbrzymie. Degeneracja błon kom órkowych jest 
również zjawiskiem zachodzącym  w ciągu całego życia 
rośliny, jednak przed stadium  starzenia się zachodzi 
ona w ograniczonym  stopniu i jest elementem norm al
nej wymiany składowych błon. Podstawowymi en
zymami w procesie degradacji lipidów są fosfolipaza 
D oraz fosfataza fosfatydanowa. Enzymy te są en
zymami konstytutywnym i, jednak w czasie starzenia 
się tkanek roślinnych aktywność ich wzrasta kilku
krotnie [12]. Aktywność ich jest silnie stym ulow ana

przez Ca + 2. W płatkach goździka katabolizm  lipidów 
błonowych oraz peroksydacja nienasyconych kwasów 
tłuszczowych ulega przyśpieszeniu po potraktow aniu  
płatków egzogennym etylenem [56, 57]. M echanizm 
działania etylenu w tym  przypadku nie jest znany. 
W edług P o l i y a t h  i D r o i l l a r d  sprawcą pod
wyższonej aktywności enzymów zaangażowanych 
w rozkład lipidów jest C a + 2, natom iast uwolnienie 
Ca + 2  z kom partm entów  błonowych, w których n o r
malnie się znajduje, w dużej części zachodzi za sprawą 
etylenu [12]. Receptory etylenu zlokalizowane są 
błonowo w obrębie retikulum  endoplazm atycznego, 
kanały wapniowe również [12]. Nie zbadano dotąd 
związków jakie między nimi zachodzą. Stwierdzono, 
natom iast silny wpływ zewnętrznie podanego etylenu 
na obniżenie aktywności pom py Ca + 2. W kwiatach 
goździka w fazie preklim akterycznej m ożna uzyskać 
50% spadek aktywności pom py Ca + 2  w ciągu 5 godzin 
od potrak tow ania kw iatów etylenem [58]. Obniżenie 
jej aktywności pociąga za sobą podwyższenie stężenia 
Ca + 2  w cytozolu, to zwiększenie aktywności dwu 
podstawowych enzymów ze szlaku katabolizm u lipi
dów [12]. P rodukty  rozpadu lipidów m ogą w sposób 
jonoforow y prowadzić do dalszego uwalniania Ca + 2  

do cytozolu. Pewien rodzaj kwasów tłuszczowych np. 
krótkie 8 , 9, 10-cio węglowe kwasy tłuszczowe zwięk
szają powinowactwo pom iędzy etylenem a jego recep
toram i [ 1 2 ].

V. Aspekty biotechnologiczne badań 
nad szlakiem biosyntezy etylenu

Z chwilą ustalenia szlaku biosyntezy etylenu w doj
rzewających owocach oraz jego roli przyśpieszacza 
i regulatora procesów dojrzew ania i starzenia, stało się 
oczywistym wykorzystanie tej wiedzy do skonstruow a
nia roślin transgenicznych cechujących się spow ol
nieniem wspom nianych procesów. N ajdogodniejszą 
rośliną okazał się pom idor, jest on ważny gospodarczo 
i jednocześnie jego transform acja nie stanowi p rob 
lemu. Roczna światowa produkcja pom idorów  w 1990 
roku wynosiła około 69 m ilionów ton [59]. W dziedzi
nie biotechnologii roślin eksperym enty z pom idorem  
stanow ią najbardziej klarow ny przykład tego co m oż
na osiągnąć blokując ekspresję specyficznych genów ze 
szlaku biosyntezy etylenu związanych z dojrzewaniem 
owoców. Najlepsze wyniki w zablokow aniu produkcji 
etylenu w owocach pom idora osiągnął O  e 1 1  e r 
i w s p. [60] w prow adzając do pom idora „gen” A- 
RNA syntazy ACC. W śród uzyskanych przez niego 
transform antrów  znalazł się taki, k tóry produkow ał 
0,5% etylenu w porów naniu z kontrolnym  owocem 
nietransform ow anego pom idora. „Antysensowne” 
owoce tego transform antra umieszczone w otoczeniu 
powietrza nigdy nie dojrzewają, natom iast norm alny 
pom idor zaczyna produkow ać etylen po około  50 
dniach od zapylenia, a w pełni dojrzewa 1 0  dni później 
[17]. „Antysensowne” owoce tego transform anta
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w ciągu 90-150 dni co najwyżej zabarwiają się na kolor 
pom arańczow y, lecz nie stają się miękkie ani arom aty
czne [17]. Ich dojrzewanie m ożna osiągnąć podając 
z zewnątrz etylen lub jego analog propylen. Pozo
stawienie owoców przez 6  dni w otoczeniu etylenu 
prowadzi do pełnego dojrzewania, stają się nieodróż
nialne od owoców normalnych. Usunięcie etylenu 
w momencie, kiedy osiągnęły już dojrzałość zapobiega 
przejrzewaniu, zjawiska typowego dla norm alnych 
pom idorów.

Inne podejścia zaprezentował H a m i l t o n  i ws p .  
[61] wprowadzając do pom idora „gen” A-RNA ok
sydazy ACC, co prowadzi do obniżenia poziomu etyle
nu w dojrzewających owocach pomidora, jednak nie tak 
dużego jak w przypadku zablokowania syntazy ACC.

Produkcję etylenu w roślinie m ożna obniżyć przez 
wprowadzenie do rośliny genu enzymu rozszczepiają
cego prekursor etylenu ACC. Sposób ten z powodze
niem zastosow ał K 1 e e [62, 63]. W prowadził on do 
pom idora gen bakteryjnego enzymu deaminazy ACC. 
D eam inaza ACC katalizuje przejście ACC w alfa- 
ketom aślan. Uzyskane przez K 1 e e transform anty 
wykazywały obniżoną produkcję etylenu (inhibicja 
syntezy etylenu od 90 do 97% [64, 65], Owoce tych 
transform antów  pozostają twarde i jędrne o 6  tygodni 
dłużej niż owoce pom idora nietransform owanego.

Inną m etodą obniżającą poziom etylenu jest w pro
wadzenie do rośliny dodatkow ych genów kodujących 
enzym malonylotransferazę. Enzym ten przeprowadza 
ACC w malonylo-ACC (Ryc. IB) i tym samym obniża 
produkcję etylenu [63, 65].

Obecnie na zachodnie rynki trafiły transform anty 
pom idora z zablokow aną A-RNA ekspresją genu 
poligalakturonazy (oczywiście w tym przypadku nie 
chodzi o sterow anie dojrzewaniem przy pomocy etyle
nu). Owoce tych transform antów  cechują się większą 
jędrnością i zaham owanym  procesem przejrzewania, 
nie wykazując jednocześnie zmian w sm aku i zapachu 
w porów naniu  z owocami norm alnym i [ 6 6 -6 8 ],

Znacznie mniej informacji istnieje co do technik 
blokow ania produkcji etylenu w kw iatach m etodam i 
inżynierii genetycznej. Zastosow anie analogicznego 
postępow ania jak  w przypadku pom idorów  przypusz
czalnie daje te same wyniki, lecz celem są kwiaty i czas 
ich życia. Jednak kwiatów nie jem y i czas ich życia 
m ożem y znacznie wydłużyć sposobam i chemicznymi. 
Z nakom itym i przedłużaczami życia kwiatów są in
hibitory syntezy etylenu (np. AVG, inhibitor syntazy 
ACC) lub inhibitory jego działania (np. N BD, jony 
srebrowe) [69, 70].

W przedstawionym  rozdziale nie om awiałam  kon
strukcji transform antów , problem u selekcji (użycie 
antybiotyków ) oraz wynikających z tego zagrożeń przy 
pochopnym  wprowadzeniu na rynek zmodyfikowa
nych roślin. Problem y te są bardzo istotne, lecz nie 
mieszczą się już w ram ach tej pracy.

Artykuł otrzymano 22 sierpnia 1995 r.
Zaakceptowano do druku 14 grudnia 1995 r.
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Biochemia w sieci

Biochemistry on the network

MACIEJ DROŻDŻ

In ternet to największa na świecie sieć kom puterow a. 
Jest ogrom nym  zbiorem informacji dostępnej dla 
każdego, kto dysponuje kom puterem  podłączonym  do 
niej. G dy mówimy o sieci kom puterowej mamy na 
myśli dwa, lub więcej, kom putery połączone ze sobą 
fizycznie, lub bez fizycznego kon tak tu  (fale radiowe) 
w celu wymiany zorganizowanych w pliki danych.

Idea Internetu jest stosunkow o nie nowa. P o 
chodzi z lat 60, ale prawdziwa eksplozja popularności 
(zw iązana z przezwyciężeniem technicznych trudności) 
rozpoczęła się w roku 1990 (dane statystyczne dostęp
ne pod  adresem nis.nsf.net). Tak dynamiczny rozwój 
In ternetu  związany jest z jego niejako wczechobecnoś- 
cią. K ażdy z użytkowników może tworzyć własne 
dokum enty, które będąc dostępne dla pozostałych, 
zwiększają ogólną ilość informacji zawartej w sieciach.

In sty tu t Biologii Doświadczalnej PAN  im. M. Nenckiego, ul. 
P asteu ra  3, 02-093 W arszawa
K ow anów ko ul. Poziom kow a 22 64-600 O borniki Wlkp. 
woj. poznańskie

Prognozy na przyszłość dotyczące sieci kom putero
wych są bardzo optymistyczne, włącznie z wyparciem 
tradycyjnego radia i telewizji.

Sieć Internetu jest ogólnie dostępna na świecie. 
M ało jest placówek badawczych czy uniwersytetów 
bez dostępu do sieci. Swoje „końcówki” posiadają 
naw et stacje polarne na Antarktydzie.

W Internecie możemy znaleźć informację na każdy 
tem at, poczynając od globalnej sytuacji żywnościowej 
przez satelitarne zdjęcia kuli ziemskiej w świetle wi
dzialnym  i podczerwieni, obrazy kom puterowe trze
ciorzędowej struktury  DNA, RNA, enzymów (można 
oglądać poszczególne dom eny lub miejsca restrykcyj
ne) do grup dyskusyjnych, interesujących się jedną 
z gier kom puterowych.

Istnieje kilka sposobów korzystania z tych do b 
rodziejstw, mianowicie;
—  poczta elektroniczna (ang. electronic mail lub ogól
nie znana jako  e-mail)
—  anonim ow y ftp (ang. anonym ous File Transfering 
Protocol)
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Tabela 1.
Podstawow e protokoły Internetu

nazwa zastosowanie przykłady

poczta
elektroniczna
(e-mail)

•  przesyłanie informacji

•  udział w dyskusjach 
(Usenet, listy adresowe, 
grupy dyskusyjne)

listy

telnet k ontak t z innym kom puterem dowolne ko 
rzystanie ze 
zbiorów  na 
zasadzie 
client/server 
przeszukiwanie 
baz danych itp.

talk umożliwia kon tak t dwóch 
(lub więcej) użytkowników 
sieci w czasie realnym

IRC

FT P* przesyłanie plików korzystanie 
z zasobów 
innych użytko
wników

* korzystam y z anonim ow ego F T P  (ang. anonym ous FTP)

—  telnet
—  talk (lub jego rozbudow ana i bardzo popularna 
ostatn io  wersja mianowicie IRC (Internet Relay Chat), 
(Tab. 1).
Protokoły te stworzone pierwotnie dla systemu opera
cyjnego UNIX nie przedstawiają się zbyt atrakcyjnie. 
W związku z ogrom nym  zapotrzebow aniem  na szyb
kość i estetykę podania informacji powstały program y 
umożliwiające efektywne jej poszukiwania i przyjazną 
dla użytkownika formę prezentacji.

Jednym  z pierwszych program ów  przeszukujących 
sieci, a właściwie tylko miejsca dostępne dla anonim o
wego F T P  (patrz poniżej) był sławny już dziś Archie. 
Następnie powstały: Gopher, WAIS, oraz W W W  (czyli 
W orld Wide Web), najbardziej ekscytujący sposób 
poszukiwań, dający szansę błądzenia po sieciach, jej 
badania i odkrywania. O prócz program ów  takich jak  
Archie czy WAIS powstały bardzo szybkie program y 
umożliwiające owocne przeszukiwanie sieci w poszuki
waniu zadanego tem atu, do takich należy Excite, 
Lycos, W ebCrawler, W W W W  czyli W orld Wide Web 
W orm , (tabela 2). Po wpisaniu słowa lub interesują
cych nas słów kluczowych otrzymujemy listę adresów 
pod którym i możemy znaleźć artykuły z poszukiwaną 
przez nas treścią, uporządkow aną i przedstawioną 
w zależności od lokalizacji geograficznej bazy danych, 
spójności dokum entu z poszukiwanym przez nas sło
wem. Oczywiście to nie koniec. Powstały program y 
ingerujące wszystkie podane wyżej jak  np. sławny 
M O SA IC  czy Netscape. Program y te umożliwiają 
korzystanie z telnetu, ftp, e-mail, gophera, W AIS’a 
oraz oczywiście WWW, daje możliwość oglądania 
obrazów  kom puterowych, zdjęć (jak np. aktualizow a
ne co pół godziny (!) zdjęcie pewnego laboratorium  na

Tabela 2.
N arzędzia Internetu

nazwa adres

Excite http://www.excite.com /

W W W W http://w w w .cs.colorado.edu/
/m cbryan /w www.html

Lycos http://Iycos.cs.cmu.edu/

W ebCrawler Searching http://w ebcraw ler.cs.w ashington.edu/
/W ebC raw el/W ebQ uery.htm l

WAIS http://server.w ais.com /

Archie http://w eb.nexor.co.uk/archie.htm l

W WW * telnet://www.njit.edu
telnet://www.w3.org
telnet://www.huji.ad.il

* używamy www jako  nazwę konta  (ang. login name) i hasło (ang. 
password).

Bermudach). W arto też zauważyć, że oba działają 
w systemie Windows, a więc wszystko jest dostępne dla 
myszy bez znajomości zagadkowych czasem poleceń 
systemów UN IX  czy DOS). W indows ’95 jest już 
standardow o wyposażony w przeglądarkę (ang. brow- 
ser) hypertekstow ych stron sieci Internet.

W związku z tym, że praca biochem ika wym aga 
często zbierania, przeglądania i analizowania czasem 
olbrzymich ilości danych, jak  chociażby przy po rów 
nywaniu sekwencji am inokwasów czy zasad azo to 
wych, istnieje wiele biologicznych, a w szczególności 
biochemicznych adresów w Internecie.

Między innymi dostępne są program y służące do 
analizy, porów nyw ania i w prow adzania do baz d a 
nych sekwencji am inokwasów i zasad azotow ych, np. 
BLAST (analiza), A uthorln  (wprowadzenie nowych 
danych), (Tab. 3.1). Program y prezentujące k o m p u te
rowe obrazy cząsteczek białka i kwasów nukleino
wych, wraz z jego sekwencją, autorem , tytułem  czaso
pisma i artykułu (Tab. 3.2). W bazach danych do tyczą
cych biologii m olekularnej m ożna znaleźć gotowe 
protokoły dotyczące różnych technik laboratoryjnych 
(np. ponad 50 artykułów  dotyczących sekwencjonowa- 
nia, izolowania i znakow ania DNA), (tabela 3.3). 
M ożna znaleźć całe „grupy” informacji biologicznej, 
chociażby takie jak  Collection of W W W  Sites of 
Biological Interest, (tabela 3.4), w którym  m ożem y 
odszukać np. m apy chrom osom ów  ludzkich, (dane są 
aktualizow ane co tydzień) (tabela 3.6), a także miejsca 
łączące wszystkie „biologicznie zorientow ane gophe- 
ry”, (Tab. 3.7).

Istnieje także możliwość korzystania z M edline 
przez sieć. Jest to jednak  jedna z usług za k tó rą  należy 
płacić. W ymagane jest posiadanie własnego k o n ta  na 
kom puterze, którego Internetow y adres to cdplus.com. 
Aby założyć sobie takie konto  należy się bezpośrednio 
skontaktow ać z C D P  Technologies Sales D epartm ent
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Tabela 3.
C iekaw e adresy w Internecie

nazwa adres

Blast http://w w w .bio.cam .ac.uk/seqsrch/ 
/b last.htm l

obrazy  struk tu r http://w w w .gdb.org/D an/proteins/
/n rl3 d .h tm l

spis czasopism , 
kalendarium  konferencji

http://w w w .ibb.w aw .pl/biblioteka/
/journals.htm l

zb ió r danych danych http ://m bisg2.sbc.m an.ac.uk/ 
/special.html
http://w ww.abc.hu:80/biosites.htm l

m apy chrom osom ów  
i nie tylko...

http://gdbw w w .gdb.org/

E ntrez http://w ww.ncbi.nlm .nih.gov/
/Search/E ntrez

W ybrane serwery W WW  
dla  Biologii M olekularnej

h ttp :/w w w.lib.utexas.edu/libs/LSL/
/bioint.htm l
http://w w w .tiac.net/users/dstein/
/nw408.htm l

W prow adzanie danych 
do  G enbank

http ://a tlas.n lm . nih.gov:5700/ 
/h tb inpost/B anklt/subm it.h tm l

tel. (800) 950-2035 wew. 400. Stosunkow o niedaw no 
został wprow adzony bardzo ciekawy projekt, znany 
przede wszystkim z jego wersji na płytach kom pak
towych, mianowicie program  Entrez, który umożliwia 
min. korzystanie z Medline (w ograniczonym  zakresie) 
oraz z kilku odm ian program u Blast, (tabela 3.9). 
Istnieją oczywiste zalety korzystania z sieciowej wersji 
p rogram u, jedną z nich jest fakt ciągłego uaktualniania 
danych.

In ternet to nie tylko największa na świecie biblio
teka, to także narzędzie umożliwiające szybką wymia
nę informacji. Oprócz wykorzystywanej szeroko po 
czty elektronicznej zostały wprowadzone program y 
umożliwiające spotkanie kilku użytkowników sieci. 
D o takich należy talk i jego nowa ulepszona wersja 
m ianowicie IRC czyli Internet Relay Chat. Za pom ocą 
tego ostatniego m ożna kontaktow ać się z kilkom a 
rozm ówcam i, prow adząc z nimi swobodny dialog za 
pom ocą klaw iatury (należałoby tu jeszcze wspomnieć
0 znanej grze M U D  z jej kilkom a odm ianam i oraz 
nowej wersji IRC dającej możliwość wirtualnego spot
kan ia  z innymi użytkownikam i sieci).

M ożna wymieniać się doświadczeniami, spostrzeże
niam i korzystać z usług Usenetu, który zawiera tzw. 
grupy dyskusyjne (ang. newsgroups). Takich grup jest 
napraw dę bardzo dużo, są podzielone na kilka sekcji
1 każdy może znaleźć coś ciekawego dla siebie (nieko
niecznie związanego z pracą zawodową). Oczywiście 
istnieją specjalne grupy tematyczne poświęcone tylko 
biologii i wybranym  jej działom. O prócz tego m ożna 
brać udział w poświęconych tem atom  biologicznym, 
elektronicznych konferencjach BIOSCI (Tab. 4).

Tabela 4.
W ybrane grupy tem atyczne BIOSCI

A R A B ID O PSIS
dyskusje na tem at genom u 

Arabidopsis

B IO -JO U R N A L S czasopism a o tem atyce biologicznej 
w tabelach

B IO L O G IC A L -
IN F O R M A T IO N

Zastosow ania teorii informacji 
w biologii

BIO N A U TS Pytania i odpowiedzi dotyczące uży
wania sieci, lokalizow anie adresów 
poczty elektronicznej

C H R O M O S O M E  22 Dyskusje dotyczące m apow ania i se- 
kw encjonowania ludzkiego chrom o
som u 22

E M P L O Y M E N T Propozycje pracy

M O LE C U L A R -
E V O L U T IO N

Dyskusje na tem at ewolucji m oleku
larnej

N E U R O SC IE N C E Dyskusje na tem at badań  w dziedzi
nie neurobiologii

PR O TE IN -A N A L Y SIS Dyskusje dotyczące badań  białek

T R O PIC A L -B IO L O G Y Dyskusje o postępach badań  przyro
dy tropikalnej

Inform acja o pozostałych grupach tem atycznych oraz  o zasadach 
dostępu do nich pod adresem:

i) biosci-server@ genbank.bio.net (e-mail)
ii) genbank.bio.net (ftp, katalog „pub”)

iii) http://w w w .bio.net/ (W WW )

W Internecie znajdujemy też program y pozwalające 
odszukać adres poczty elektronicznej poszukiwanej 
przez nas osoby, są to min.: Netfinder, Paradise, X500, 
(Tab. 5). K orzystając z ich usług powinniśmy znać imię, 
nazwisko i adres (który nie jest konieczny ale przy
spiesza poszukiwania). N iestety nie wszystkie osoby 
posiadające adres e-maila figurują w bazach danych 
ww. program ów.

Jak już wspom niałem  specyfika sieci kom putero 
wych jako  źródła informacji polega na tym, że każdy 
może uczestniczyć w jej rozbudowie. Do niedaw na 
było to związane z uruchomieniem  własnego serwera, 
zakupem  odpowiedniego oprogram ow ania i dużą wie
dzą. N a początku grudnia 1995 roku pojawiła się 
szansa stworzenia własnej strony w Internecie (ang. 
home page) za darm o. Angielska firma Pipex oferuje

Tabela 5.
Poszukiw anie adresów  poczty elektronicznej

nazwa adres liasło

Paradise telnet://ipxl.m at.torun.edu.pl de

X500 telnet://nic.funet.fi dua
telnet://nic.switch.ch dua

Netfind telnet://netfind.uslib.cz netfind
telnet://nic.uakom .cs netfind
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0.5 MB dla każdego kto ma ciekawy pomysł, zna 
interesujące adresy w Internecie i chce się nimi po
dzielić z innymi, (adres http://dspace.dial.pipex.com /).

W ostatnich latach m ożna zauważyć burzliwy roz
wój sieci kom puterowych także na terenie Polski. 
Istnieje wiele instytucji naukowych (przede wszystkim 
uniwersytetów), państwowych i komercjalnych posia
dających dostęp do Internetu.

Podziękowania
Dziękuję koledze Arkadiuszowi S z k l a r c z y k o w i  za 
pomysł i pom oc w przygotow aniu powyższego artykułu.

P raca została napisana podczas pobytu w Instytucie im. M. 
Nenckiego PAN w Warszawie.

Źródła informacji:

1. Internet
2. The Internet Unleashed, 1994, Sams Publishing
3. New Riders’ Official Internet D irectory, New Riders Publishing, 

Indianapolis, Indiana

Sprawozdania

Sympozjum "On Structure and Biological Functions of Nucleic Acid Components and their Analogues, 
Realted Topics”

W dniach 2-5 września 1 995 r. odbyło się w  Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie naukowe 
Sympozjum dedykowane Profesorowi Davidowi Shugarowi w  80. urodziny. Sympozjum patronował Instytut 
Biochemii i Biofizyki PAN oraz Zakład Biofizyki Instytutu Fizyki Doświadczalnej Uniwersytetu Warszaws
kiego. Zorganizowaniem imprezy zajął się Komitet pod przewodnictwem Kazimierza L. Wierzchowskiego 
w  składzie: Irena Pietrzykowska (vice-przewodnicząca), Daniela Barszcz, Jarosław Kuśmirek, Tadeusz 
Chojnacki, Grażyna Muszyńska i Ryszard Stolarski. W bezpośredniej organizacji całego Jubileuszu uczest
niczyli pracownicy obu instytucji, w  kształtowaniu których Profesor D. Shugar uczestniczył od początku 
i w  których nadal pracuje.

Tematyka Sympozjum, tak rozległa, jak rozległe są zainteresowania Jubilata, zorganizowana była w blokach 
tematycznych, w  postaci serii półgodzinnych referatów. W yjątkowo ciekawa sesja wieczorna, z refleksyjnym, 
spokojnym wystąpieniem Friedricha Cramera z Getyngi ("Emil Fischer's lock and key concept a hundred years 
ago and today") ukoronowała pierwszy dzień obraz poświęcony głównie chemicznym aspektom syntezy 
i strukturze analogów kwasów nukleinowych.

Naukową część tego dnia zaczął zresztą sam Profesor Shugar pasjonującym referatem (U ntitled) 
poświęconym kinazom białkowym. Jeżeli ktoś miał jakiekolwiek wątpliwości co do młodzieńczego tem 
peramentu badawczego Profesora, to szybko je stracił słuchając z jaką pasją, świeżością spojrzenia i planami 
na przyszłość m ówił o tych swoich ulubionych obiektach badań ostatnich lat.

Drugi dzień obrad objął tematykę bliższą enzymom i strukturze całych kwasów nukleinowych oraz 
mutagenezie, trzeci —  chemioterapii chorób nowotworowych i w irusowych. Pozostał mi w  pamięci niezwykle 
elegancki wykład Ephraima Katchalskiego-Katzira, sięgający także historycznych już Jego prac nad syntezą 
i w łaściwościami poliaminokwasów, jednocześnie wskazujący na ich znaczenie również w  najnowocześ- 
nieszych odkryciach genetyki molekularnej (dynamiczne mutacje).

Trudno imiennie wyróżnić uczonych, w  większości znanych nam z literatury, choć zawsze ciekawie jest 
zobaczyć jak wygląda ktoś, czyje prace od dawna się zna, z kim podejmowało się podobne problemy, a w ięc 
z kim łączy nas sposób myślenia. Rzucony na ekran obraz pierwszej strony mojej starej publikacji, stanowiącej 
odnośnik historyczny do współczesnych prac, sprawił mi dużą przyjemność.

Sympozjum miało również swoją część towarzyską: od małych spotkań „starych" przyjaciół w  domach 
współpracowników Profesora i u Niego samego, przy wspaniałe przyjęcie w  Hotelu Prezydenckim, 
z w ielopiętrowym  tortem podarowanym przez firmę A. Blikle, barokową muzyką chóralną w  wykonaniu 
chłopięcego chóru Katedry Św. Jana i wystąpieniami przyjaciół z Polski i zagranicy, których prawdziwą 
ozdobą był poemat W. Guschlbauera, zaczynający się od słów "E ighty years ago was born a boy...” , a kończący
—  "Long life to King David” .

Zamknięcie bardzo pracowitego Sympozjum (34 referaty) uświetnił wspaniałym, ciepłym przemówieniem 
Ephraim Katchalski-Katzir. Przypomniał swoje kontakty i przyjaźń z Jubilatem, z poczuciem humoru 
opowiedział kilka anegdot i wzruszył nas wszystkich. Profesor Shugar otrzymał album zdjęć wykonanych 
w  trakcie Sympozjum, z podpisami uczestników i gości. Nie zapewniliśmy jednego, na co skarżyli się wszyscy
—  pogody. Przez cały czas Sympozjum lał ulewny deszcz, który utrudniał zwiedzanie Warszawy i uczestnikom 
i osobom towarzyszącym.
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W Sympozjum udział czynny wzięli (w  kolejności wystąpień): D. Shugar (Warszawa), H. Vorbrüggen 
(Berlin), W. Pfleiderer (Konstanz), F. Seela (Osnabrück), W. Stec (Łódź), Bożen a Golankiewicz (Poznań), 
Karin Brinbaum (Ottawa), W. Saenger (Berlin), W. Guschlbauer (G if-sur-Yvette), M. W iewiórowski 
(Poznań), F. Cramer (Göttingen), J.S. Kwiatkowski (Toruń), G.V. Fazakerley (G if-sur-Yvette), Jane K. 
Setlow (Upton), R. H. Haynes (North York), Celina Janion (Warszawa), R. Hancock (Quebec), G. E. Wright 
(Worcester), A. Krayevsky (M oskwa), W. Rode (Warszawa), Katarzyna Bębenek (Bethesda), N. G. Johann- 
son (Huddinge), L. A. Pinna (Padova), R. Kole (Chapel H ill), E. De Clercq (Leuven), D. C-K. Chu (Georgia), Y. 
Becker (Jerusalem), K. Pankiewicz (New York), G. Gosselin (M ontpellier), R. M. Tanguay (Ste-Foy), E. 
Katchalski-Katzir (Rehovot), V. Murthy (Ste-Foy), S. Caffieri (Padova).

Pełny program Sympozjum znajduje się w  specjalnym, anglojęzycznym zeszycie „ Postępów Biochem ii", 
dedykowanym Profesorowi Davidowi Shugarowi, a znaczna część referatów publikowana jest w ,,Acta 
Biochim ica Polonica" vol. 43, zeszyt 1, 1996.

Magdalena Fikus

X X X I  Z j a z d  P o l s k i e g o  T o w a r z y s t w a  B i o c h e m i c z n e g o

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

W dniach 6-8 września 1995 r. miał miejsce w  Warszawie XXXI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicz
nego. Obrady odbywały się w  salach Audytorium Maximum Uniwersytetu Warszawskiego, plakaty zaś były 
wystawiane w  salach Pałacu Staszica Polskiej Akademii Nauk. Honorowy patronat nad Zjazdem objęli prof, dr 
hab. Liliana Konarska, prezes Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, prof, dr hab. 
Leszek Kuźnicki, prezes PAN, oraz Jego Magnificencja Rektor Uniwersytetu Warszawskiego,prof, dr hab. 
Włodzimierz Siwiński. Uroczyste otwarcie Zjazdu odbyło się w  sali im. A. Mickiewicza w Audytorium 
Maximum UW. Uczestników Zjazdu i zaproszonych gości przywitała przewodnicząca Oddziału Warszaws
kiego PTBioch i Komitetu Organizacyjnego Zjazdu prof, dr hab. Barbara Grzelakowska-Sztabert, która tez 
krótko przedstawiła zebranym problemy związane z organizacją Zjazdu. Następnie zabrali głos goście Zjazdu: 
prof, dr hab. Leszek Kuźnicki, prezes PAN, prof, dr hab. Maciej Nałęcz, dyrektor Instytutu Biologii 
Doświadczalnej im. M. Nenckiego i polskiej sieci B iologii Komórkowej i Molekularnej UNESCO/PAN oraz 
prof dr hab. Bronisława Morawiecka, przewodnicząca zespołu Nauk Biologicznych, Nauk o Ziemi i Ochrony 
Środowiska Komitetu Badań Naukowych.

Po przemówieniach powitalnych zabrała głos profesor Liliana Konarska przedstawiając zebranym szereg 
wiadomości organizacyjnych z życia Towarzystwa Biochemicznego. Następnie pani Prezes wręczyła dyplomy 
i nagrody tegorocznym laureatom nagród Towarzystwa.

—  im. J. Parnasa — A. Szalewskiej-Pałasz, A. Węgrzyn, A. Herman i G. Węgrzynowi za pracę pt. "The 
mechanism of the stringent control of lambda plazmid DNA replication" opublikowaną w  EM BO 
Journal, 13, 5779-5785 (1994)

—  im. B. Skarżyńskiego — dr Ewie Sikorze za artykuł pt. „M echanizm y śmierci programowanej 
(apoptozy)", opublikowany w  „ Postępach B iochem ii" 40, 150-160, 1994.

Po oficjalnych wystąpieniach prof, dr hab. Maciej Żylicz z Akademii Medycznej w  Gdańsku wygłosił wykład 
plenarny pt. „Białka szoku termicznego” .

Począwszy od południa 6 września obrady toczyły się w  trzech równoległych blokach tematycznych. 
Pierwszy z nich, zatytułowany GENY I GENOMY, którego organizatorami byli prof, dr hab. Magdalena Fikus 
i prof, dr hab. Andrzej Jerzmanowski, obejmował 5 sesji

—  replikacja DNA
—  medycyna molekularna
—  transkrypcja
—  DNA —  struktura i funkcja
—  biologia molekularna roślin.
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Drugi blok poświęcony był szeroko pojętej SYGNALIZACJI KOMÓRKOWEJ i zawierał 4 sesje:
—  rola błon w  regulacji procesów komórkowych

(org. prof. dr Lech Wojtczak i prof. dr hab. Jerzy Duszyński)
—  mechanizmy regulacji hormonalnej

(org. prof. dr hab. Roman Lorenz)
—  receptory komórkowe

(org. prof. dr hab. Hanna Wehr i doc. dr hab. Barbara Czartoryska)
—  przekaźnictwo sygnałów

(doc. dr hab. Jolanta Barańska)
Blok trzeci o tematyce ukierunkowanej na ZAGADNIENIA MEDYCZNE obejmował 3 sesje i minisympozjum 
na temat biologii komórki nowotworowej sponsorowane przez polską sieć Biologii Molekularnej i Komór
kowej UNESCO/PAN:

—  procesy biotransformacji
(org. prof. dr hab. Anna Barańczyk-Kuźma)

—  mięśnie w  normie i patologii
(org. prof. dr hab. Renata Dąbrowska i doc. dr hab. Anna Jakubiec-Puka)

— biologia komórki nowotworowej
(org. doc. dr hab. Małgorzata Balińska i doc. dr hab. Janusz Siedlecki, sponsor sieć Biologii Komórkowej
i Molekularnej UNESCO).

Ponadto odbyła się sesja poświęcona nauczaniu biochemii, zorganizowana przez prof. dr hab. Zofię Walter. 
Oczywiście tematyka poszczególnych sympozjów zazębiała się, zwłaszcza w  sesjach poświęconych medycy
nie molekularnej i biologii komórki nowotworowej.

Każdego dnia prezentowano doniesienia różne, o tematyce zbliżonej do tematyki odbywających się w  tym 
dniu sympozjów. Te doniesienia różne, które nie mieściły się w  problemach poszczególnych sesji po- 
klasyfikowano arbitralnie w  grupy o zbliżonej tematyce. Streszczenia wykładów (65) wygłoszonych 
w  poszczególnych sesjach oraz doniesienia zjazdowe (421) przygotowano do druku ze składu kom 
puterowego i wydano w  formie książkowej. Znalazły się też w  nim reklamy (11) firm wystawiających na 
Zjeździe aparaturę, sprzęt i chemikalia niezbędne do badań. Wydano też program Zjazdu.'
W czasie zjazdu przeprowadzono dwa konkursy. Pierwszy z nich to Konkurs im. Prof. Włodzimierza 
Mozołowskiego za najlepszą pracę przedstawioną na Zjeździe przez młodego biochemika (do 30 roku życia). 
Komisji konkursowej przewodniczył prof. L. Wojtczak, a laureatem konkursu, w  którym uczestniczyło 1 9 osób 
została mgr Agnieszka Szablewska-Pałasz z Gdańska za prace,,Niezdolność faga \  do lizogenizacji mutantów 
Escherichia co li rpoA341 wynika z drastycznie obniżonej transkrypcji z promotorów pozytywnie regulowa
nych przez aktywator CII”  i „Obniżony poziom wczesnych transkryptów litycznych faga \  w  mutancie 
Escherichia co/i /y?oA341 nie zakłóca rozwoju litycznego faga” .

Ponadto przyznano 3 nagrody-wyróżnienia dla mgr Adama Sokala z Łodzi, mgr Grażyny Mosieniak 
z Warszawy, mgr A licji Węgrzyn z Gdańska. Drugim konkursem był konkurs im. prof. Janiny Opieńskiej-Blauth 
za najlepszą prezentację przedstawioną przez autora-studenta, który w  momencie przysłania streszczenia nie 
posiadał jeszcze dyplomu ukończenia studiów. W konkursie wzięło udział 11 osób, a komisja obradująca pod 
przewodnictwem prof. Tomasza Borkowskiego wyłoniła laureata —  kol. Krzysztofa Kobielaka z Poznania za 
pracę pt. „Podłoże molekularne zespołu Christ-Siemens-Touraine” . Ponadto wyróżniono kol. Dorotę 
Ścieglińską z Poznania, Dobrawę Lisicką z Poznania oraz Magdalenę Stańczyk z Warszawy.

Nagrody i wyróżnienia zostały wręczone przez prof. L. Konarską podczas uroczystości zakończenia Zjazdu.
W dniu otwarcia zjazdu uczestnicy spotkali się wieczorem na koncercie w  Galerii Caroll-Porczyńskich, 

sponsorowanym przez firmę Perkin-Elmer. Spotkanie to zakończyło się miłą uroczystością złożenia przez prof. 
L. Konarską gratulacji z okazji 80-lecia urodzin długoletniemu redaktorowi Postępów Biochemii, prof. Z. 
Zielińskiej.

Część uczestników Zjazdu spotkała się również w  restauracji Adria, niektórzy też zwiedzali Żelazową Wolę.
Drugiego dnia Zjazdu odbyło się walne zebranie członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, na 

którym wybrano nowe władze Towarzystwa. W kadencji 1995-1958 Prezesem ponownie została wybrana 
prof. Liliana Konarska.

Kończąc chciałybyśmy w  imieniu organizatorów warszawskiego zjazdu bardzo serdecznie podziękować 
koleżankom i kolegom z Zakładów Biochemii Instytutu B iologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, członkom 
i sympatykom naszego Towarzystwa za wspaniałą pomoc w  dniach poprzedzających zjazd i w  gorących 
dniach trwania zjazdu. Organizatorom XXXII Zjazdu w  Krakowie życzymy samych sukcesów.

Barbara Grze/akowska-Sztabert 
Katarzyna Nałęcz
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S p r a w o z d a n i e  
z działalności Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa  

Biochemicznego XIV Kadencji 1992-1995 r.

W  okresie sprawozdawczym liczba członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zgrupowanych 
w  1 2 oddziałach terenowych zwiększyła się z 1488 osób w  roku 1 993 do 1607 osób w  roku bieżącym (Tab. 1). 
W  roku 1993,1994 i pierwszej połowie roku 1 995 przyjęto 25, 55 i 27 Członków Rzeczywistych i 22, 27 i 31 
Członków Studentów (Tab. 2). Członków, którzy z różnych pow odów  zalegali ponad 2 lata z płaceniem 
składem przeniesiono w  poczet tzw. Członków biernych, tracących jednocześnie część przywilejów, jak ulgi 
w  prenumeracie ,.,Postępów Biochemii" , opłacie za uczestnictwo w  zjazdach itp. Liczba Członków biernych 
stale wzrasta i w  roku sprawozdawczym wynosi aż 459 osób. Pozostali Członkowie Towarzystwa płacą 
składkę regularnie. Jej wysokość w  minionej kadencji wynosiła kolejno 40.000 starych zł. w  latach 1992 
i 1993, 100.000 starych zł. w  roku 1 994 i 1 5 zł. od 01.03.1 995. Składka Członków Studentów wynosi 5 zł.

Zarząd Główny, przy współpracy z Zarządami Oddziałów, prowadzi działalność statutową poprzez Sekcje, 
Komisje i Zespoły powołane do zadań szczegółowych. Zgodnie ze Statutem Towarzystwa, każdego roku 
odbyły się cztery plenarne posiedzenia Zarządu G łównego z udziałem przedstawicieli Oddziałów, or
ganizatorów zjazdów naukowych i innych zapraszanych gości.

Dyżury członków Prezydium odbywały się we w torki w  biurze Zarządu Głównego, które w  roku 1993 
zostało przeniesione z ciasnego pomieszczenia przy ul. Freta 16 do nowej siedziby w budynku Instytutu 
B iologii Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego przy ul. Pasteura 3 (pokój 633). Dzięki temu poprawiły się 
warunki pracy Zarządu i możliwości kontaktu z Oddziałami terenowymi i ośrodkami naukowymi w  kraju 
i zagranicą (tel: 658-20-99, fax: 22-53-42). Biuro Zarządu Głównego oraz redakcje ,,Acta Biochim ica  
Polonica" i ,.Postępów Biochem ii" są teraz zlokalizowane w  jednym miejscu co usprawnia pracę i daje 
możliwość znacznych oszczędności przez korzystanie ze wspólnego pomieszczenia i sprzętu (komputer, 
kserokopiarka). Zarząd Główny dysponuje już komputerem i odpowiednim  programem, który pozwoli na 
prowadzenie elektronicznej ewidencji Członków Towarzystwa. Ułatwi to z pewnością pracę sekretariatu 
Zarządu Głównego następnych kadencji.

W  okresie sprawozdawczym działalność Towarzystwa — wydawnictwa, zjazdy, sympozja naukowe 
i szkolenia dotowane były przez Komitet Badań Naukowych. W pływy z tytułu składek członkowskich pow inny

Tabela 1.
Liczba członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w  latach 1993-1995

Oddział 1993 1994 1995

Białystok 48 50 54

Gdańsk 78 78 88

Katowice 96 98 83

Kraków 91 91 93

Lublin 95 101 105

Łódź 158 157 161

Olsztyn 48 48 54

Poznań 165 117 171

Szczecin 50 51 50

Toruń 32 32 32

Warszawa 510 552 590

W rocław 117 123 126

O gó łem 1488 1552 1607

(zawieszeni, bierni) (236) (380) (459)
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Tabela 2.

Członkowie przyjęci do PTBioch w  roku:

1993 W tym studenci 1994 W tym studenci 1995 do 30.06.95 W tym studenci

Białystok 3 1 2 - 3 1

Gdańsk 3 1 10 2 -

Katowice 3 - 3 1 1 -

Kraków - - 2 - - -

Lublin 3 - 7 1 4 2

Łódź 2 2 3 1 12 8

Olsztyn - - - - 6 1

Poznań 2 - 5 - 1 -

Szczecin 1 - - - - -

Toruń - - - - - -

Warszawa 29 18 38 19 27 17

W rocław 1 - 12 3 4 2

R azem 47 22 82 27 58 31

wynosić około 50 min, w  latach 1992 i 1993, i 150 min w  latach 1994/1995, przy założeniu, że wszyscy 
Członkowie Towarzystwa płacą regularnie składki. W rzeczywistości mogliśmy liczyć na składki płacone 
regularnie przez 30-50%  Członków Towarzystwa. Z tych skromnych funduszy pokrywane były najniezbęd
niejsze wydatki Zarządu (opłata dwóch urzędniczek, księgowej, składki FEBS, doroczne nagrody, przesyłki 
itp.).

G łównym celem Towarzystwa, określonym przez Statut jest popieranie rozwoju biochemii, popularyzacja jej 
osiągnięć oraz integracja środowiska biochemicznego. Zarząd Główny XIV Kadencji realizował te cele 
poprzez:

—  działalność wydawniczą: „ Postępy Biochemii" , ,,Acła Biochim ica Polonica" i Monografie
—  premiowanie najwartościowszych osiągnięć naukowych, a ostatnio i dydaktycznych, poprzez konkursy 

i nagrody
im. prof. Jakuba
im. prof. Bolesława Skarżyńskiego 
im. prof. Włodzimierza Mozołowskiego 
im. prof. Janiny Opieńskiej-Blauth 
im. prof. Antoniego Dmochowskiego

—  popularyzację osiągnięć nauki światowej poprzez konkursy na najlepiej przygotowany i wygłoszony 
wykład z dziedziny biochemii i biologii molekularnej

—  popularyzację i popieranie staży naukowych krajowych i zagranicznych fundowanych przez FEBS
—  współorganizację dorocznych Zjazdów Towarzystwa
—  inspirowanie i organizowanie monotematycznych sesji naukowych
—  popieranie działalności związanej z organizacją nauczania poprzez wymianę doświadczeń dydaktycz

nych oraz przygotowania pomocy ułatwiających pracę nauczycieli akademickich i licealnych
—  integrację środowiska biochemicznego poprzez redakcję „ Listów  do Członków Towarzystwa".

Działalność wydawnicza

K w arta ln ik  . .P o s tę p y  B io c h e m ii"  rozwija się pomyślnie. W XIV Kadencji redaktor naczelny prof. Zofia 
Z i e l i ń s k a  oraz pozostali redaktorzy — prof. Grażyna P a l a m a r c z y k ,  prof. Andrzej J e r z m a n o w s k i  
i dr Anna S z a k i e I dbali o punktualne ukazywanie się pisma oraz wysoki merytoryczny i graficzny poziom 
drukowanych artykułów. Prezentowane prace zawierają wiedzę o współczesnych kierunkach badań nauk 
biologicznych, przybliżają najnowsze osiągnięcia światowych pracowni. „Postępy Biochemii" w  obecnej 
formie dostarczają aktualnych informacji z wielu pokrewnych dziedzin, takich jak biochemia, biologia
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Tabela 3.

Oddział
Prenumerata „Postępów Biochem ii" w  roku:

1993 1994 1995 (do 15 VII 95)

Białystok 12 12 8
Gdańsk 12 15 15
Toruń 6 2 7
Kraków 24 26 13
Katowice 30 28 23
Lublin 33 33 35
Łódź 33 37 37
Olsztyn 10 6 8
Poznań 19 15 11
Szczecin 24 13 14
Warszawa 56 65 53
W rocław 25 23 12

R azem 2 8 4 27 5 2 3 6

molekularna, genetyka, biotechnologia oraz nauki medyczne. Kwartalnik jest cennym uzupełnieniem 
podręczników akademickich. Stanowi on pomoc w nauczaniu studentów wydziałów biologicznych Uniwer
sytetów, Akademii Rolniczych, Akademii Medycznych i Politechnik. Kwartalnik jest dotowany przez KBN 
i dzięki temu może ukazywać się regularnie i w  nowoczesnej formie. W pływy ze sprzedaży są coraz mniejsze, 
ponieważ liczba osób prenumerujących to czasopismo systematycznie spada (284 w  1 993 roku do 236 w  roku 
1995, Tab. 3). Stale prowadzona jest sprzedaż pojedyńczych numerów i całych roczników kwartalnika 
w  Zarządzie Głównym i podczas zjazdów i sympozjów organizowanych przez PTBioch. Część egzemplarzy 
rozprowadzana jest nieodpłatnie wśród nowoprzyjmowanych członków i jako egzemplarze reklamowe.

Kw arta ln ik  „A cta  B iochim ica P o lon ica"  publikuje oryginalne prace doświadczalne w  języku 
angielskim. Kwartalnik redagowany jest przez 9-cio osobowy zespół. Redaktorem naczelnym jest prof. 
Konstancja R a c z y ń s k a  - B o j a n o w s k a ,  a 1 8-osobowej Radzie Redakcyjnej przewodniczy prof. Lech 
W o j t c z a k .  Od grudnia 1992 roku czasopismo jest wydawane przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
wspólnie z Komitetem Biochemii i Biofizyki PAN. W roku 1993 zmieniono format, unowocześniono szatę 
graficzną pisma i przeniesiono redakcję z pomieszczeń PAN w PKiN do pomieszczenia sąsiadującego 
z siedzibą Zarządu Głównego. Kwartalnik jest wydawany z pomocą finansową KBN, co zapewnia regularne 
ukazywanie się czasopisma. Dzięki temu ,,Acta Biochim ica Polonica", po 1,5-rocznym braku indeksacji 
powróciły do Current Contents. Czasopismo to indeksowane jest także w BIOSIS, Chemical Abstracts, 
Excerpta Medica, Medline.

Monografie Biochemiczne

Z inicjatywy Sekcji Dydaktycznej Towarzystwa kontynuowano wydawanie monografii. W 1993 r. ukazało 
się drugie wydanie monografii pt. „Rozpad fosfo lip idów  a przekazywanie informacji w  komórce”  (uzupeł
nione i rozszerzone) —  autor Jolanta B a r a ń s k a .  Ukazała się również kolejna pozycja „B udow a i funkcja 
błon”  autorstwa W. L e ś n i a k  i Z. P o r e m b s k i e j .

W 1995 roku zostaną wydane dwie kolejne pozycje:
— „M olekularne mechanizmy przekazywania sygnałów w  komórce” —  praca zbiorowa pod red. L. 
K o n a r s k i e j  opracowane na podstawie materiałów wykładowych Szkoły Zimowej nt. „Przekazywanie 
Sygnałów w  Komórce” , zorganizowanej przez Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
w  grudniu 1993 r., wydawca PWN.
—  „W łodzim ierz Mozołowski. W stulecie urodzin „M onografia  opracowana przez prof. W. M a k a r e w i c z a ,  
wydawca Oddział Gdański Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.
— W przygotowaniu jest monografia pt. „Horm ony glikoproteinowe: struktura, biosynteza i funkcja ich 
oligosacharydów”  Autorzy: Iwona Ż a k i  Marian D r ó z d .  Wydawca: Zarząd Główny PTBioch.

Publikacje zawierają najnowsze informacje dotyczące omawianych tematów. Stanowią cenne uzupełnienie 
przestarzałych podręczników akademickich. Mogą z nich korzystać zarówno wykładowcy i asystenci jak 
i studenci.

Wszystkie wydawnictwa spotkały się z przychylną oceną recenzentów i czytelników.
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Biuletyn Towarzystwa  
„Listy do Członków PTBioch"

Biuletyn jest redagowany przez dr Teresę Wesołowską i wydawany w  Szczecinie. W ciągu XIV Kadencji 
ukazało się 11 listów informujących o działalności naszego Towarzystwa. Biuletyn przekazuje aktualne 
wiadomości dotyczące pracy Zarządu Głównego, pracy Oddziałów oraz informuje o naukowych imprezach 
w  kraju i zagranicą. Biuletyn jest otwarty na wszelkie informacje z Oddziałów i oczekuje na ściślejszą 
współpracę. Forma redagowania listów, życzliwy i ciepły stosunek redaktora biuletynu do Czytelników 
zjednuje sympatię Członków naszego Towarzystwa, powiększa grono czytelników i integruje środowisko 
biochemiczne.

Nagrody

Nagroda im. prof. Jakuba Parnasa za najlepszą pracę doświadczalną z zakresu biochemii wykonaną 
w  pracowni na terenie Polski jest przyznawana regularnie. W okresie sprawozdawczym otrzymali ją:
—  Grzegorz Węgrzyn, Alicja Pawłowicz i Karol Taylor w  1993 roku
—  Hanna Strzelecka-Gołaszewska, Joanna MOraczewska, Sofia Knaitlina i Małgorzata Mossakowska 
w  1994 roku
—  Agnieszka Szalewska-Pałasz, Alicja Węgrzyn, Anna Herman i Grzegorz Węgrzyn w  1995 roku.
Konkurs mógł się odbywać dzięki pracy wielu osób, które wchodziły w  skład komisji w  kolejnych latach 
1993— 1995, byli to:

Przewodniczący:

1. Prof. Lech Wojtczak
2. Prof. Andrzej Guranowski
3. Prof. Jan Barciszewski

Członkowie:

1. Prof. Andrzej Guranowski
2. Prof. Włodzimierz Korohoda
3. Prof. W iesław Makarewicz
4. Prof. Hanna Wehr
5. Prof. Włodzimierz Zgórski-Ostoja
6. Prof. Zbigniew  Żak
7. Prof. Jan Barciszewski
8. Prof. Tadeusz Chojnacki
9. Dr M ichał Komoszyński

10. Prof. Barbara Lipińska
11. Prof. Roman Tarnawski
12. Doc. Jolanta Barańska
13. Prof. Andrzej Bierzyński
14. Prof. Teresa Jakubowicz
15. Prof. Zofia Kiliańska
16. Prof. Hjenryk Lach
17. Prof. Ryszard Oliński
18. Prof. Anna Podhajska
19. Dr Jolanta Zakrzewska

1993) Warszawa 
1 994) Poznań 
1 995) Poznań

1993) Poznań 
1 993) Kraków 
1993) Gdańsk 
1 993) Warszawa 
1993) Warszawa
1993) Kraków
1994) Poznań 
1994) Warszawa 
1994) Toruń 
1994) Gdańsk
1994) Katowice
1995) Warszawa 
1995) Warszawa 
1995) Lublin 
1995) Łódź 
1995) Kraków 
1995) Bydgoszcz 
1995) Gdańsk

[1995) W rocław
Nagroda im. prof. Bolesława Skarżyńskiego za najlepszy artykuł przeglądowy opublikowany w ,.Postępach 

B iochem ii" otrzymali:
—  Mirosława Barciszewska, Jan Barciszewski 1993
—  Andrzej Kutner 1994
—  Ewa Sikora 1995 
W skła komisji konkursowej wchodzili:

Przewodniczący:

1. Prof. Grażyna Palamarczyk
2. Prof. Andrzej Jerzmanowski
3. Prof. Zofia Zielińska

(1993) Warszawa
(1994) Warszawa
(1995) Warszawa
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Członkowie:
1. Prof. Tomasz Borkowski (1993) Lublin
2. Prof. Wanda Dobryszycka (1993) Warszawa
3. Prof. Andrzej Jerzmanowski (1993) Warszawa
4. Prof. Maciej Żylicz (1993) Gdańsk
5. Prof. Barbara Grzelakowska-Sztabert (1994) Warszawa
7. Prof. Anna Lipińska (1994) Łódź
8. Prof. Anna Podhajska (1994) Gdańsk
9. Doc. Ksenia Bykowska (1995) Warszawa

10. Prof. Wojciech Markiewicz (1995) Poznań
11. Prof. Irena Pietrzykowska (1995) Warszawa
12. Doc. Janusz Siedlecki (1995) Warszawa
13. Prof. Zdzisław A. Wojciechowski (1995) Warszawa

W konkursie im. prof. Włodzimierza Mozołowskiego na najlepszą pracę młodych biochemików (do lat 30) 
przedstawianą na corocznych Zjazdach Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, nagrodzeni zostali:
—  Katarzyna Lisowska (nagroda)
—  Małgorzata Czarny (wyróżnienie)
—  Anna Filipek (wyróżnienie)
—  Bernard Korzeniowski (wyróżnienie) w  1993 r.
—  W. G. Musiał (nagroda)
—  Sławomir Dąbrowski (wyróżnienie)
—  Barbara Niewczas (wyróżnienie) w  1994 r.
—  Agnieszka Szalewska-Pałasz (nagroda)
—  Marta Prymakowska-Bosak (wyróżnienie)
—  Grażyna Mosieniak (wyróżnienie)
—  A. Sokal (wyróżnienie)
—  Alicja Węgrzyn (wyróżnienie) w  1995 r.
W  skład komisji konkursowych wchodzili:

Przewodniczący:

1. Prof. Janina Kwiatkowska-Korczak
2. Prof. Jadwiga Purzycka-Preis
3. Prof. Lech Wojtczak

Członkowie:
1. Prof. Liliana Konarska
2. Prof. Aleksandra Kubicz
3. Doc. Danuta Kwiatkowska
4. Prof. Mariusz Żydowo
5. Prof. Liliana Konarska
7. Prof. Wiesław Makarewicz
8. Prof. Tomasz Tyrakowski
9. Prof. Halina Augustyniak

10. Prof. Ewa Bartnik
11. Prof. Andrzej Jerzmanowski
12. Prof. Mariusz Żydowo (1995) Gdańsk

Od 1994 roku przyznawana jest dodatkowo nagroda im. prof. Janiny Opieńskiej-Blauth za szczególnie 
wartościowe prace badawcze, zgłoszone i przedstawione na Zjeździe PTBioch przez studentów.
Otrzymali je w  1994 r.:

(1993) Wrocław
(1994) Gdańsk
(1 995) Warszawa

(1993) Warszawa 
(1993) W rocław 
(1993) W rocław
(1993) Gdańsk
(1994) Warszawa 
(1994) Gdańsk
(1994) Szczecin
(1995) Poznań 
(1995) Warszawa 
(1995) Warszawa

I nagrodę:
3 równorzędne II nagrody

W  1995 r.:
Nagroda
Wyróżnienie
Wyróżnienie
Wyróżnienie

Anna Herman 
Maciej Król 
Sławomir Majdanik 
Aleksandra Rojek

Krzysztof Kobielak 
Dorota Ścieglińska 
Dobrawa Lisiecka 
Magdalena Stańczyk
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W skład komisji konkursowej wchodzili:

Przewodniczący:

1. Prof. Tomasz Borkowski (1994, 1995) Lublin

Członkowie:
1. Doc. Jolanta Barańska (1994) Warszawa
2. Prof. Liliana Konarska (1994) Warszawa
3. Prof. Zygmunt Machoy (1994) Szczecin
4. Dr Maria Sanecka-Obacz (1994) Lublin
5. Dr Teresa Wesołowska (1994) Szczecin
6. Prof. Jerzy Duszyński (1995) Warszawa
7. Dr Maria Sanecka-Obacz (1995) Lublin
8. Prof. Roman Tarnawski (1995) Katowice
9. Dr Teresa Wesołowska (1995) Szczecin

Nagrodę za najlepszą prezentację posteru na XXX Zjeździe PTBioch w  Szczecinie, ufundowaną przez firmę 
M&C Lab. otrzymali:
— E. Poremba, A. Goździcka-Józefiak, H. Kędzia

Nagrody stanowią nie tylko prestiżowe wyróżnienie, od trzech lat związana jest z nimi dość znaczna kwota.

Konkurs na najlepiej przygotowany i wygłoszony wykład akademicki

Od 6 lat odbywają się konkursy na najlepiej przygotowany i wygłoszony wykład z dziedziny nauk 
biologicznych, biochemii i biologii molekularnej. Organizacja Konkursów ma na celu popularyzację osiągnięć 
nauk biologicznych.

W 1993 roku w  finale konkursu wygłoszono 4-y wykłady:
1. Katarzyna Anna Nałęcz: „Mechanizmy transportu związków niskocząsteczkowych przez błony b io 

logiczne”
2. Maciej Szymański: „Mechanizmy inicjacji odwrotnej transkrypcji wirusa HIV-1”
3. Małgorzata Giel: „Strukturalne aspekty oddziaływania białek z DNA”
4. Lucyna Pawłowska-Ćwięk: „Mechanizmy detoksykacji dwutlenku siarki i skutki niewydolności jego 

unieszkodliwienia” .
Komisja Konkursowa przyznała jedną pierwszą (1), dwie drugie (2, 3) i jedną trzecią Nagrodę (4).
W 1994 roku dwie równorzędne pierwsze Nagrody uzyskali:

—  Janusz Siedlecki za wykład: „M olekularne podstawy chorób now otw orow ych”
—  Adam Szewczyk: „ATP-wewnątrzkom órkowy przekaźnik informacji”

Dwie równorzędne drugie Nagrody uzyskali:
—  Mirosława Siatecka za wykład: „Struktura i w łaściwości syntetaz am inoacylo-tRNA”
—  Eliza Wyszko: „Struktura i właściwości czynnika transkrypcyjnego III A (TF III A) Xenopus levis"

W roku 1995 Konkurs nie odbył się z powodu braku zgłoszeń.

Ważniejsze uchwały Organów Statutowych Towarzystwa  
w  1992 roku:

1. Przejęcie przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwartalnika ,,Acta Biochim ica Polonica". Dawny 
wydawca: Komitet Biochemii i Biofizyki PAN, pozostaje współwydawcą.
2. Zatwierdzenie planu Zjazdów Towarzystwa w  roku 1994 (Szczecin) i 1995 (Warszawa).

w  1993 roku:

1. Podwyższenie rocznej składki członkowskiej z 40.000 zł. w  1992 i 1993 roku do 100 000 zł. poczynając od 
1994 roku.
2. Powołanie Sekcji Biotechnologii 
Przewodniczący —  prof. Stanisław Bielecki (Łódź)
Członkowie — prof. Tomasz Twardowski (Poznań)

—  prof. Antoni Polanowski (W rocław)
—  dr hab. Marianna Turkiewicz (Łódź)

3. Decyzja o przeniesieniu siedziby Zarządu Głównego z ul. Freta 16 do budynku Instytutu B iologii 
Doświadczalnej PAN im. M. Nenckiego przy ul. Pasteura 3.
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w  1994 roku:

1. Podwyższenie składki członkowskiej w  roku 1995 z 1 90 zł. do 15 zł. Członkowie Studenci płacą 5 zł.
2. Powołanie Konkursu i zatwierdzenie regulaminu Nagrody im. prof. Janiny Opieńskiej-Bluth, na wniosek 
Lubelskiego Środowiska Biochemicznego. Nagroda jest przyznawana studentom za szczególnie wartościowe 
prace badawcze, zgłoszone i przedstawione na dorocznym Zjeździe Towarzystwa.
3. Powołanie Konkursu i zatwierdzenie regulaminu Nagrody im. prof. Antoniego Dmochowskiego, która 
przyznawana będzie co 2 lata za szczególne osiągnięcia dydaktyczne w  dziedzinie biochemii. Pierwsza edycja 
Konkursu zostanie rozstrzygnięta w  1996 roku.

w  1995 roku:

1. Ustalenie i zatwierdzenie planu Zjazdów PTBioch w  roku 1996 (Kraków) i 1997 (Katowice).
2. Zgłoszenie Sekcji Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego na członka Europejskiej 
Federacji Biotechnologii.
3. Zgłoszenie kandydatury prof. M. J. Nałęcza do Komitetu Kursów FEBS.

Działalność Organizacyjno-Naukowa Towarzystwa

1. Zjazdy Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego
W bieżącej Kadencji odbyły się trzy Zjazdy PTBioch:

—  W rocław 1993
—  Szczecin 1994
— Warszawa 1995

Spotkania te cieszyły się dużym zainteresowaniem, czego dowodem była wysoka frekwencja (600-800 
osób), oraz liczba i różnorodność nadsyłanych komunikatów. Już od pewnego czasu w  programach Zjazdu 
znajdują się sesje poświęcone biotechnologii, biochemii klinicznej oraz dydaktyce. Coraz liczniejszy jest 
również udział w  Zjeździe osób nie będących Członkami naszego Towarzystwa. Liczny jest również udział 
młodych kolegów-biochem ików oraz studentów pracujących naukowo w  Studenckich Kołach Naukowych.
2. M onotem atyczne sesje naukowe
—  Szkoła Zimowa na temat „Przekazywanie sygnałów w  komórce”

W celu udostępnienia najnowszych osiągnięć nauki światowej w  dziedzinie regulacji procesów komór
kowych, Zarząd Główny zorganizował Szkołę Zimową dla asystentów i młodszych pracowników nauki na 
temat „Przekazywanie sygnałów w  komórce” .

Odbyły się następujące wykłady:
—  Budowa i funkcja błon
—  Molekularne mechanizmy transportu
— Receptory, klasyfikacja i funkcja
—  Receptory czynników wzrostu, budowa i funkcja
—  Budowa i funkcja białek G
—  cAM P i cGMP — wtórne przekaźniki informacji
—  Udział pochodnych inozytolu w  przekazywaniu informacji
—  Wapń — wtórny przekaźnik sygnałów
—  Biosynteza i fizjologiczna funkcja tlenku azotu
—  Sygnały indukujące programowaną śmierć komórki

Udział w  zajęciach wzięło 140 osób. Słuchacze potwierdzili dobry merytoryczny poziom wykładów 
i wyrażali potrzebę podobnych konferencji kształceniowych w  przyszłości. Materiały wykładowe stały się 
przyczynkiem do książki, która ukaże się nakładem PWN w  IV kwartale 1995 roku.
— Kurs „Analiza glikokoniugatów”  prowadzony w  całości w  języku angielskim jako „G lycobio logy Workshop, 
Białystok'93”  (22-28 sierpnia 1993). Zorganizowany przez Białostocki Oddział Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego, Instytut G likobiologii Uniwersytetu w  Oxfordzie, Oxford Glycosystems i Zakład Biochemii 
Farmaceutycznej AM w Białymstoku.

W kursie wzięło udział 28 uczestników z Polski, Estonii, Białorusi i Ukrainy. Zajęcia prowadziło 
6 w ykładow ców  z Wielkiej Brytanii i 2 z Polski.

Celem kursu było zapoznanie się z podstawowymi zasadami glikobiologii i znaczeniem glikozylacji 
w  formowaniu struktury i funkcji glikoprotein. Wykłady były zintegrowane z zajęciami praktycznymi — tj. 
najnowszymi metodami uwalniania i określania struktury oligosacharydów. Kurs był dotowany przez KBN.
— „Advanced Course on Applied Biocatalysis”  Zakopane, 16-20 maj 1994. Kurs zorganizowany był przez
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Sekcję Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i Politechnikę Łódzką. Połączony był z 32 
Spotkaniem Grupy Roboczej Biokatalizy Stosowanej Europejskiej Federacji Biotechnologii. Zarząd Główny 
PTBioch otrzymał oficjalne pisemne podziękowanie za doskonałą organizację i wysoki poziom merytoryczny 
kursu podpisane przez sekretarza Grupy Roboczej dr Fernando A. Garcia.
—  W roku 1 994 Polskie Towarzystwo Biochemiczne było współorganizatorem wraz z Polską Siecią B iologii 
Komórkowej i Molekularnej UNESCO/PAN następujących kursów i sympozjów dotowanych przez KBN:

—  Międzynarodowe Sympozjum nt. „Macierz jądrowa", Wrocław, czerwiec 1994
— Sympozjum nt. „Molekularne i fizjologiczne aspekty regulacji ustrojowej", Kraków, 7-8 czerwiec 1 994
—  Międzynarodowa Szkoła Biofizyki Transportu Membranowego, Zakopane, 4-13 maj 1994
—  Kurs szkoleniowy: „Wybrane techniki molekularne", Poznań, 13-16 grudzień 1994

— Sesja n.t. „B io log ia  molekularna i inżynieria genetyczna w  agrobiotechnologii", Poznań, 18 września 1 995
organizowana przez Sekcję Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i dotowana przez KBN.

Sesja ta została zaplanowana jako wprowadzenie do międzynarodowej konferencji „Agrobiotechnology", 
Poznań, 17-20 wrzesień 1 995, organizowanej przez Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Akademię Rolniczą 
w  Poznaniu, Instytut Zootechniki w  Krakowie, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierząt w Jastrzębcu i Sekcję 
Biotechnologii PTBioch.
3. Spotkania w yk ła d o w c ó w  biochemii i biochemii klinicznej

Coroczne spotkania kierowników Zakładów Biochemii Akademii Medycznych z terenu Polski w  bieżącej 
Kadencji odbyły się:
—  w Poznaniu —  organizowane przez prof. Halinę Karoń (1993)
—  w Warszawie —  organizowane przez prof. Bogdana Szukalskiego (1994)
—  w  Gdańsku —  organizowane przez prof. Mariusza Żydowo (1995)

Tematem Konferencji były programy nauczania biochemii i biologii molekularnej w  Uczelniach Medycznych 
w  Polsce i Europie.

Tabela 4.
Liczba członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego korzystających z kur
sów i stypendiów FEBS w  latach 1992-1994

1992 1993 1994

Advanced courses and 
youth travel found 15 12 13

Short-term fellowships 3 2 1

Summer fellowships - 1 1

Long-term fellowships - 1 2

Łącznie 18 16 17

Staże Naukowe

Staże naukowe są gorąco popierane przez Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. 
Członkowie naszego Towarzystwa brali udział w  wielu krajach i zagranicznych Zjazdach, Sympozjach, kilku 
miesięcznych lub rocznych pobytach naukowych w  placówkach zagranicznych. Współpraca z FEBS rozwija 
się pomyślnie. Każdego roku ze stypendiów FEBS korzystało 16-18 osób (Tab. 4).

Przynależność do Organizacji Międzynarodowych

1. Polskie Towarzystwo Biochemiczne od roku 1963 jest członkiem Europejskiej Federacji Towarzystw 
Biochemicznych (FEBS). W roku 1995, po wielu latach przerwy, przedstawiciel PTBioch znalazł się we 
władzach FEBS. Podczas 34 Zebrania Rady FEBS w Bazylei, 16.08.1995, prof. Maciej J. Nałęcz został 
jednogłośnie przyjęty na członka FEBS Advanced Courses Committee.
2. Polskie Towarzystwo Biochemiczne jest także członkiem (status „adhering body") Międzynarodowej Unii 
Biochemii i B iologii Molekularnej (IU BMB).
3. W roku 1995 Sekcja Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego została przyjęta w  poczet 
Członków Europejskiej Federacji Biotechnologii.
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Ogólna Ocena Pracy w  XIV Kadencji

Miniona, XIV Kadencja władz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, niezależnie od obiektywnych 
trudności, przebiegała pomyślnie. Odbyło się wiele interesujących imprez naukowych, dydaktycznych, 
uzyskano niezaprzeczalne sukcesy wydawnicze. N iewątpliwym osiągnięciem było przeniesienie biura Zarządu 
i redakcji Acta Biochim ica Polonica do nowej siedziby na terenie Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN im. 
M. Nenckiego gdzie mieści się również redakcja Postępów Biochemii oraz przyjęcie przedstawiciela naszego 
Towarzystwa do w ładz FEBS oraz Sekcji Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego do 
Europejskiej Federacji B iotechnologii. Wszystkie te poczynania doprowadziły do większej integracji naszego 
biochemicznego środowiska. Dzięki entuzjazmowi i zaangażowaniu w  prawdziwie bezinteresowną pracę 
społeczną naszych koleżanek i kolegów udało się zrealizować wiele inicjatyw i akcji na rzecz rozwoju naszej 
dyscypliny, co jest S tatutowym  celem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Wszystkim członkom Zarządu Głównego, a w  szczególności doc. Jolancie Barańskiej i prof. Edwardowi 
Bańkowskiemu, przewodniczącym Oddziałów i Sekcji Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Członkom 
wszystkich Komisji Konkursowych w  minionej kadencji serdecznie dziękuję za wspólną pracę i satysfakcję 
z w ielu owocnych in ic ja tyw  na rzecz polskiej społeczności biochemicznej.

Prezes Zarządu Głównego 
XIV Kadencji 
prof. dr hab. 

Liliana Konarska
Warszawa, 7 września 1995

P r o t o k ó ł  z  X V  Z w y c z a j n e g o  W A L N E G O  Z E B R A N I A  
c z ł o n k ó w  P o l s k i e g o  T o w a r z y s t w a  B i o c h e m i c z n e g o  
W a r s z a w a ,  d n i a  0 7 . 0 9 . 1 9 9 5  r .

Porządek Dzienny

1. Otwarcie Walnego Zebrania.
2. Wybór Przewodniczącego i Sekretarza Walnego Zebrania.
3. Powołanie Komisji Matki, Komisji Skrutacyjnej i Komisji Wniosków.
4. Przejęcie protokołu z poprzedniego, XIV Walnego Zebrania w  dniu 18.09.1992 (wyciąg z protokołu 

zamieszczony został w  „ Postępach B iochem ii", 1993, 39 (1), 75-77)
5. Sprawozdanie z działalności ustępującego Zarządu Głównego XIV kadencji.
6. Sprawozdanie komisji Rewizyjnej.
7. Dyskusja nad sprawozdaniami i wniosek o absolutorium dla ustępującego Zarządu.
8. W ybory nowych władz Towarzystwa.
9. Nadanie godności członków honorowych Towarzystwa

prof. Zygm untow i M achoyow i 
prof. Lechow i W ojtczakowi 
prof. Tadeuszowi Reichsteinowi

10. Dyskusja na temat dotychczasowej i przyszłej działalności Towarzystwa.
11. Wolne wnioski.

Zebranie rozpoczęło się w  drugim terminie o godz. 17.00.
Zebranie protokołowała dr Bożenna Sadurska.

ad. 1.2. Zebranie otworzyła Prezes Towarzystwa prof. Liliana Konarska proponując na przewodniczącego 
zebrania prof. Tomasza Borkowskiego. Po przyjęciu kandydatury przez aklamację, przewodniczący zebrania 
powołał dr Bożennę Sadurską na sekretarza zebrania.

ad 3. Prof. T. Borkow ski zaproponował powołanie:
a) Komisji Matki, w  skład której weszli: prof. Janina Kwiatkowska-Korczak, prof. Jadw iga Purzycka-Preis 
i prof. Wiesław Trzeciak.
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b) Komisji Skrutacyjnej, w  skład której weszli: prof. Anna Lipińska jako przewodnicząca oraz mgr Magdalena 
Wiktorek i mgr Justyna Steinbrich jako członkowie.
c) Komisji W niosków, w skład której weszli: prof. Zofia Zielińska i prof. Andrzej Jerzmanowski.

ad 4. Przewodniczący zebrania zaproponował przyjęcie protokołu z poprzedniego XIV Walnego Zebrania przez 
aklamację na podstawie wyciągu z protokołu zamieszczonego w „Postępach Biochemii” , 1 993, 39 (1) 75-77. 
Zgromadzeni jednogłośnie poparli tę propozycję.

ad. 5. Prof. Liliana Konarska przedstawiła obszerne sprawozdanie z działalności Zarządu Głównego XIV 
Kadencji obejmującej lata 1992-1995. Dyskusji nad sprawozdaniem nie było.

ad. 6.7. Prof. Magdalena Fikus odczytała następnie sprawozdanie Komisji Rewizyjnej. Komisja podkreśliła 
w  nim znaczącą i różnorodną statutową działalność Zarządu Głównego XIV Kadencji. Wniosek Komisji
0 udzielenie absolutorium ustępującemu Zarządowi zebrani przyjęli przez głosowanie, przy jednym głosie 
wstrzymującym się.

ad 8. W tajnym głosowaniu do Zarządu Głównego PTBioch na XV Kadencję zostali wybrani:
1. Prezes PTBioch — prof. Liliana Konarska (Warszawa)
2. Wiceprezes PTBioch — doc. Jolanta Barańska (Warszawa)
3. doc. Małgorzata Balińska (Warszawa)
4. prof. Edward Bańkowski (Białystok)
5. prof. Stanisław Bielecki (Łódź)
6. prof. Jan G łogowski (Olsztyn)
7. prof. Teresa Jakubow icz  (Lublin)
8. prof. Aleksandra Kubicz (W rocław)
9. doc. P iotr Laidler (Kraków)

10. prof. Maciej J. Nałęcz (Warszawa)
11. prof. Ryszard O/iński (Bydgoszcz)
12. prof. Jerzy Popinigis (Gdańsk)
13. prof. Zofia Porembska (Warszawa)
14. prof. Roman Tarnawski (Katowice)
15. prof. Tomasz Twardowski (Poznań)
16. dr Teresa Wesołowska (Szczecin)

Do Komisji Rewizyjnej zostały wybrane:
1. prof. Jolanta Barańczyk-Kuźma (Warszawa)
2. prof. Magdalena Fikus (Warszawa)
3. prof. Marta Stryjecka-Zimmer (Lublin)

ad 9. W uznaniu zasług dla rozwoju Biochemii Polskiej prof. Liliana Konarska w  imieniu ZG PTBioch zgłosiła 
kandydatury na Członków Honorowych Polskiego Towarzystwa Biochemicznego: prof. Zygmunta Machoya, 
prof. Lecha Wojtczaka oraz prof. Tadeusza Reichsteina. Sylwetki nowych kandydatów na Członków 
Honorowych Towarzystwa przedstawiła doc. Jolanta Barańska. Sylwetki tych znakomitych kandydatów 
uzupełnili w  swoich wypowiedziach: dr Teresa Wesołowska —  w  przypadku prof. Z. Machoya, prof. Liliana 
Konarska i prof. Jerzy Popinigis  —  w przypadku prof. L. Wojtczaka oraz prof. Marek Gniazdowski 
— w  przypadku prof. T. Reichsteina. Ponadto zebrani obejrzeli film o życiu, działalności naukowej i związków 
z Polską prań T. Reichsteina. W tajnym głosowaniu wszyscy zgłoszeni kandydaci zostali wybrani jednomyślnie.

ad 10. Prof. Żbikowski z Instytutu Biochemii i Biofizyki poruszył sprawę wypadnięcia polskiego czasopisma 
Acta B iochim ica Polonica z Current Contents. Nawiązując do powyższej wypow iedzi prof. Nałęcz wyjaśnił, że 
było to spowodowane nieregularnym ukazywaniem się kwartalnika na skutek drastycznego zmniejszenia 
środków finansowych na naukę w  ostatnich latach. Dzięki wysiłkom redaktora prof. Konstancji Raczyńskiej- 
Bojanowskiej, całej Redakcji kwartalnika i ZG PTBioch jako wydawcy, Acta Biochim ica Polonica od połowy
1 995 r. są ponownie cytowane w  Current Contents. Dr Teresa Wesołowska zwróciła się do zebranych o liczny 
udział w  współtworzeniu biuletynu informacyjnego PTBioch t.j. „L is tó w ” . Spotkało się to z dużą przychylnoś
cią zebranych, a głos w  tej sprawie zabrali: prof. Magdalena Fikus i prof. Tomasz Twardowski.

ad 11. Wolnych w niosków  zebrani nie zgłaszali. Zamykając o godz. 20.00 XV Zwyczajne Walne Zebranie 
PTBioch prof. T. Borkow ski podziękował wszystkim uczestnikom za udział.

Przewodniczący Zebrania
Protokołowała
Bożenna Sadurska Tomasz Borkowski
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Nowe Władze Towarzystwa

Wybrany w dniu 7 września 1995 roku przez Walne Zgromadzenie Członków Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego Zarząd G łów ny ukonstytuował się na posiedzeniu w  dniu 7 grudnia 1995 roku w  sposób 
następujący:
Prezes Prof. dr hab. Liliana Konarska 
Wiceprezes Dod. dr hab. Jolanta Barańska 
Sekretarz Doc. dr hab. M ałgorzata  Balińska 
Skarbnik Prof. dr hab. Zofia Porębska
Członkowie Prezydium Zarządu: Prof. dr hab. Stanisław Bielecki

Prof. dr hab. Edward Bańskowski 
Prof. dr hab. Roman Tarnowski  

Członkowie Zarządu: prof. dr hab. Jan Głogowski
prof. dr hab. Teresa Jakubowicz  
prof. dr hab. Aleksandra Kubicz 
prof. dr hab. Ryszard Oliński 
prof. dr hab. Jerzy Popiginis  
prof. dr hab. Tomasz Tw ardow ski  
dr Teresa Wesołowska

Komisja Rewizyjna
Prof. dr hab. Magdalena Fikus —  Przewodnicząca 
prof. dr hab. Anna Barańczyk-Kuźma  
prof. dr hab. M aria  Stry jecka-Z im m er

K o n f e r e n c j a  p t .  „ N e w  F r o n t i e r s  i n  C e l i  
a n d  M o l e c u l a r  B i o l o g y

W  dniu 2 października 1995 roku została uroczyście otwarta w  Warszawie przez Dyrektora Generalnego 
UNESCO Prof. Federico Mayor-Zaragoza, siedziba Międzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej 
i Komórkowej UNESCO. Powstanie Instytutu zostało zagwarantowane w  porozumieniu, jakie zawarł w maju 
tego roku Rząd Polski z UNESCO, i które we wrześniu było ratyfikowane przez Polski Parlament. Z punktu 
widzenia UNESCO podpisane i ratyfikowane porozumienie jest aktem wystarczającym dla uznania istnienia 
Instytutu, który wręcz został już wprowadzony do planów budżetu Organizacji na lata 1966/67. Ponieważ 
jednak obecne ustawodawstwo polskie nie przewiduje możliwości tworzenia placówek o charakterze 
międzynarodowym, formalne powołanie Instytutu w  Warszawie będzie możliwe dopiero po uchwaleniu 
specjalnej ustawy sejmowej „O  powołaniu Międzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komór
kow ej", będącej obecnie w  przygotowaniu. Nie przeszkadza to jednak toczącym się pracom organizacyjnym 
oraz wykończeniowym pracom budowlanym w przyszłej siedzibie Instytutu (u zbiegu ulic Trojdena 
i Pawińskiego, w  ramach nowobudowanego „kampusu naukowego Ochota"). W uroczystości oficjalnego 
otwarcia budynku przyszłego Instytutu wzięli udział przedstawiciele najwyższych władz Polskiej Akademii 
Nauk z Prezesem Prof. Leszkiem Kuźnickim, Komitetu Badań Naukowych z Sekretarzem KBN dr Janem 
Krzysztofem Frąckowiakiem, Polskiego Komitetu UNESCO z jego Sekretarzem Generalnym dr Wojciechem 
Fałkowskim, Światowej Sieci B iologii Molekularnej i Komórkowej UNESCO z jej Przewodniczącym Prof. 
Angelo Azzi oraz licznie zgromadzeni przedstawiciele naukowych środowisk z Polski i zagranicy.

Z okazji otwarcia siedziby nowego Instytutu odbyła się w  dniach 2-7 października zorganizowana pod 
auspicjami Dyrektora Generalnego UNESCO konferencja naukowa pt. „N ew  Frontiers in Celi and Molecular 
B io logy" („N ow e granice bio logii komórkowej i molekularnej"), w której udział wzięli przedstawiciele 
różnych dziedzin nauk biologicznych z zagranicy (USA, W łoch, Izraela, Wielkiej Brytanii, Szwajcarii, Kanady, 
Francji, Niemiec, Austrii, Węgier, Belgii, Szwecji) i z Polski. Tematyka sesji obejmowała szeroko pojęte 
zagadnienia z zakresu regulacji cyklu komórkowego, uaktywnienia genów, molekularnych mechanizmów 
przekazywania sygnałów biologicznych, programowanej śmierci komórek (apoptoza), molekularnych pod
staw ruchu i adhezji komórkowej, mechanizmów transportu przez błony komórkowe, bioenergetyki 
i wybranych aspektów bioinżynierii molekularnej i komórkowej. Większość sesji poprzedzona była wykładami 
plenarnymi związanymi z tematyką sesji. Jeden wieczór został poświęcony dyskusji nad posterami
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prezentowanymi przez młodych uczestników konferencji. Autorzy najciekawszych plakatów, wybranych przez 
kilkuosobową komisję profesorską, zostali zaproszeni do ustnej prezentacji swoich wyników, ocenianej 
w  drodze tajnego głosowania przez wszystkich obecnych w  czasie sesji uczonych. Spośród trzynastu 
uczestników tego konkursu trzy najlepsze głosy (uzyskujące największą liczbę głosów) otrzymały specjalne 
nagrody Dyrektora Światowej Sieci Biologii Molekularnej i Komórkowej UNESCO. Nagrody, w  wysokości 
300 dolarów każda, wręczył uroczyście Prof. Angelo AZZI: mgr Grażynie Mosieniak z Warszawy za zajęcie 
I miejsca, mgr Joannie Cichy z Krakowa za II miejsce i mgr Arkadiuszowi Szklarczykowi z Warszawy za III 
miejsce.

Konferencja była wielkim sukcesem naukowym, co dobrze rokuje dla przyszłości tworzonego M iędzy
narodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komórkowej UNESCO w Warszawie.

Maciej J. Nałęcz

K o n f e r e n c j a  p t .  „ P r o g r e s s  i n  t u m o u r  i B i o l o g y "
W roku 1995 (31 sierpnia) profesor Mieczysław Chorąży obchodził swoje 70 urodziny. Urodził się 

w  Janowce koło Białej Podlaskiej. W czasie okupacji niemieckiej był żołnierzem Armii Krajowej, walczył 
w  Powstaniu Warszawskim. Po powrocie z obozu jenieckiego studiował medycynę na Akademii Medycznej 
w  Warszawie. Po uzyskaniu dyplomu w  roku 1 951 został nakazem pracy skierowany do gliw ickiego oddziału 
Instytutu Onkologi, z którym związał całe swoje zawodowe życie. Początkowo pracował pod kierunkiem Prof. 
K. Duxa, a następnie Prof. H. Godlewskiego. Stopień doktora nauk uzyskuje w  roku 1958, doktora 
habilitowanego w roku 1961. W roku 1 963 zostaje kierownikiem Zakładu B iologii Nowotworów. W roku 1 970 
uzyskuje ty tu ł profesora nadzwyczajnego, a w  roku 1968 profesora zwyczajnego. Profesor Chorąży jest 
jednym z inicjatorów rozwoju biologii molekularnej w  Polsce. Jego rozległe zainteresowania naukowe 
dotyczyły między innymi metabolizmu związków azotowych w  komórkach nowotworowych, pobierania DNA 
przez komórki eukariotyczne, struktury genomu eukariotycznego, chemioterapii i mechanizmu działania 
cytostatykówzgrupy akrydyn, ekspresji onkogenów. W ostatnich latach profesor Chorąży zainicjował badanie 
środowiskowych czynników kancerogennych na które narażeni są mieszkańcy Śląska oraz czynników 
genetycznych mających znaczenie w  rozwoju raka płuc. Jest autorem i współautorem przeszło stu publikacji 
naukowych (prac oryginalnych, przeglądowych i rozdziałów podręczników). Profesor Chorąży jest członkiem 
rzeczywistym Polskiej Akademii Nauk (od roku 1981 w  Prezydium PAN). Jest aktywnym członkiem wielu 
innych polskich i zagranicznych towarzystw naukowych.

Dla upamiętnienia jubileuszu Profesora Chorążego zorganizowana została konferencja „Progress in Tumour 
Biology''. Konferencja odbyły się w  dniach 13 i 14 października 1995, w  Instytucie Onkologii w Gliwicach. 
Wzięło w niej udział liczne grono przyjaciół oraz byłych i obecnych współpracowników Jubilata. Wykłady 
gości z zagranicznych instytucji z którymi współpracuje bądź współpracował profesor Chorąży złożyły się na 
program sesji naukowych. Swoje wykłady zaprezentowali R.A. Baan (R ijsw ijk, Holandia), S. Eckhardt 
(Budapeszt, Węgry), R. Galio (Bethesda, USA), K. Hemminki (Sztokholm, Szwecja), J. Kieler (Kopenhaga, 
Dania), H. Koprowski (Filadelfia, USA), M. F. Rajewsky (Essen, Niemcy), Z. Stęplewski (Filadelfia, USA), J. 
Svoboda (Praga, Czechy), R. Tsanev (Sofia, Bułgaria), R. Whyatt (N ow y Jork, USA),I. Zbarsky (Moskwa, 
Rosja). Tematyka wykładów dotyczyła mechanizmów procesu nowotworzenia, roli uszkodzeń DNA oraz 
onkogenów i onkowirusów, a także współczesnych (i przyszłościowych) sposobów terapii now otworów . 
Część w yników  prezentowanych w  czasie sesji uzyskana została we współpracy ze współpracownikami 
Profesora. Poza swoim programem naukowym Konferencja była również wydarzeniem towarzyskim. 
Miejscem odnawiania starych i nawiązywania nowych znajomości, a przede wszystkim okazją do w spom in
ków i wzruszeń dla wszystkich.

Piotr Widłak

O g ł o s z e n i a  Z a r z ą d u  G ł ó w n e g o
Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zwraca się do wszystkich członków Towarzystwa 

z gorącym apelem o płacenie składek członkowskich za rok 1996. Jednocześnie przypominamy, że członkiem 
Towarzystwa może zostać również student lub młody pracownik naukowy nieposiadający jeszcze dorobku 
publikacyjnego. Dlatego też przypominamy regulamin statusu członka-studenta.
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R E G U L A M I N  
s t a t u s u  C z ł o n k a - S t u d e n t a

1. Celem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego jest popieranie rozwoju biochemii i jej popularyzacja oraz 
integracja środowiska naukowego zajmującego się biochemią.

2. Członkiem Zwyczajnym Towarzystwa może być obywatel polski lub obcy posiadający dorobek naukowy 
z biochemii lub dziedzin pokrewnych (przynajmniej 1 publikacja w  czasopiśmie recenzowanym).

3. Członkami Polskiego Towarzystwa Biochemicznego na prawach Członka-Studenta mogą być również 
studenci i młodsi pracownicy naukowi nie posiadający wystarczającego dorobku naukowego, którzy 
wykazują zainteresowanie biochemią i naukami pokrewnymi.

4. Kandydaci na Członka-Studenta zostają przyjęci w poczet Członków Towarzystwa przez Zarząd G łówny na 
podstawie pisemnej deklaracji podpisanej przez dwóch członków wprowadzających.

5. Członkowie-Studenci mają prawo do:
—  uczestnictwa w  Walnych Zebraniach Towarzystwa, w  zjazdach naukowych, sympozjach, konferencjach 

itp.
—  prenumeraty wydaw nictw  biochemicznych poprzez Towarzystwo (ze znizką)
—  korzystania z ulg w  opłatach za uczestnictwo w  zjazdach
—  ubieganie się o opinię Władz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w  przypadku starania się 

o stypendia

6. Członkowie-Studenci nie posiadają czynnego ani biernego prawa wyborczego

7. Członkowie-Studenci obowiązani są:
—  przestrzegać postanowień Statutu, Regulaminów oraz Uchwał Władz Towarzystwa
—  opłacać regularnie składki członkowskie w  wysokości 1 /3  sk ła d k i Członka Zwyczajnego

8. Członkostwo na prawach Członka-Studenta wygasa:
—  automatycznie po 6 latach od chw ili przyjęcia do Towarzystwa, lecz nie później niz w ciągu 3 lat od chw ili 

ukończenia studiów
—  po przyjęciu do Towarzystwa na prawach Członka Zwyczajnego
—  w przypadku skreślenia z listy członków przez Zarząd Główny z powodu nie płacenia składek
—  w przypadku wykluczenia z Towarzystwa przez Zarząd Główny
—  w  przypadku wystąpienia z Towarzystwa zgłoszonego na piśmie do Zarządu Głównego 

Zatwierdzony 5.09.1995.

Uprzejmie zawiadam iam y PT Koleżanki i PT Kolegów  
o przeniesieniu siedziby Zarządu G łównego  

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

pokój 632 i 633

Obecny adres:

Polskie Tow arzystw o Biochemiczne  
ul. Pasteura 3, 02-093 W arszawa  

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

Fax 22 53 42

Dyżury biura Zarządu odbywać się będą jak dotychczas  
w e  w to rk i w  godz 12-18
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Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego uprzejmie informujemy, że w  roku 1996 
rozstrzygnięta zostanie pierwsza edycja konkursu o nagrodę im. prof. dr hab. Antoniego Dmochowskiego za 
osiągnięcia dydaktyczne w  dziedzinie nauczania biochemii. Gorąco prosimy o nadsyłanie kandydatur do tej 
nagrody do dnia 31 maja 1 996. Jednocześnie przypominamy regulamin nagrody im. prof. dr hab. Antoniego 
Dmochowskiego.

REGULAMIN NAGRODY ZA OSIĄGNIĘCIA DYDAKTYCZNE 
IM . PROF. DR HAB. ANTONIEGO DMOCHOWSKIEGO

1. Intencją nagrody jest:
a) podniesienie rangi nauczania biochemii w  ocenie pracowników naukowo-dydaktycznych
b) podwyższenie poziomu nauczania biochemii w  różnych typach szkół wyższych
c) popularyzacja biochemii i dokształcanie różnych grup zawodowych w  tej dziedzinie

2. Nagroda przyznawana będzie w  wyniku konkursu za szczególne osiągnięcia dydaktyczne w  dziedzinie 
biochemii. O nagrodę mogą ubiegać się autorzy podręczników, skryptów, cykli publikacji naukowych 
poświęconych dydaktyce, cykli publikacji popularyzujących wiedzę biochemiczną, a także opub likow a
nych opracowań programów pracowni eksperymentalnych z biochemii, uwzględniających nowoczesne 
metody i najnowsze osiągnięcia w  tej dziedzinie, realizowanych w  warunkach pracownik studenckiej 
w  Polsce.

3. Nagroda jest przyznawana co dwa lata, a prace do niej przedstawiane, obejmują ostatnie dwa lata przed 
rokiem przystąpienia do konkursu. W przypadku publikacji cyklicznych, co najmniej jedna praca powinna 
ukazać się w  ciągu tego okresu. O terminie zgłoszeń na konkurs powiadamia Zarząd Główny Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego.

4. Nagrodę przyznaje Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego na wniosek powołanej 
Komisji Oceniającej. Nazwisko osoby nagrodzonej zostaje podane do wiadomości członków Polskiego 
Towarzystwa Biochemicznego.

5. W skład nagrody wchodzi medal, dyplom oraz kwota pieniężna, której wielkość będzie zależna od 
posiadanych funduszy.

6. Oprócz nagrody głównej mogą być przyznawane wyróżnienia.

Aby zaprenumerować „P o 
stępy B iochem ii" w  1996 r. 
należy wpłacić odpowiednią 
kwotę na konto bankowe w y 
dawcy (Polskiego Towarzys
twa Biochemicznego) za po
mocą przekazu zamieszczo
nego na odwrocie. Zamówio
ne egzemplarze będziemy 
wysyłać pocztą na adres po
dany nam na przekazie. Po
nieważ odcinek przekazu do
cierający do nas jest jedno
cześnie zamówieniem, prosi
my o bardzo wyraźne napi

sanie imienia, nazwiska (lub 
nazwy instytucji) i dokładne
go adresu wraz z kodem po
cztowym (DRUKOWANYMI 
LITERAMI) na wszystkich 
trzech odcinkach przekazu.

Prenumerata krajowa dla 
instytucji: 
60.00 zł 
Prenumerata krajowa in
dywidualna:
28.00 zł (50% zniżki dla 
członków Polskiego Towa
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerując
„Postępy
Biochemii”
wspierasz
swoje
czasopismo!
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P o k w ito w a n ie  d la  w p ła c a j ą c e g o

z ł............................................

O d c in e k  d la  p o s ia d a c z a  ra ch u n k u

zł............................................

O d c in e k  d la  p o c z ty  lub  b an k u

z ł .........................................
słownie...... ............................. . słownie.... .................. słow nie............ ......... ...............

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

imię, nazwisko, dok ładny  ad res  z kodem  pocztow ym im ię, nazw isko, dokładny adres z kodera pocztowym im ię, nazw isko, do k ład n y  adres z kodem  pocztow y

na rachunek na rachunek na rachunek

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

stempel stempel stempel
Pobrano opłatę

Z ł.........................

Pobrano opłatę

Z ł..........................

Pobrano opłat

Z ł ......................
podpis przyjmującego podpis przyjmującego podpis przyjmującego
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Wskazówki 
dla autorów

W ydaw any  przez Po lsk ie  T o w a rzys tw o  B ioche m iczne  
kw a rta ln ik  „P o s tę p y  B io c h e m i i ”  pub l iku je  prace  p rze 
g ląd ow e  o m a w ia ją c e  b ieżące  os iąg n ię c ia ,  koncepc je  
i k ie runk i badaw cze  w dz ied z in ie  b iochem ii  i nauk p o k re w 
nych; pub l iku je  też noty z h is to r i i  b iochem ii ,  zasady  
po lsk iego s ło w n ic tw a  b iochem icznego ,  recenz je  nade
słanych ks iążek  o raz  sp ra w o z d a n ia  ze z jazdów , kon fe ren 
cji i szkół, w których b io rą  udz ia ł  cz ło nk o w ie  T ow arzys tw a .

Prace p rze znaczone  do pub l ikac j i  w „P o s tę p a c h  B io 
c h e m i i ”  m ogą m ieć c ha rak te r  a r ty k u łó w  m onog ra f icznych  
(do 20 stron tekstu l icząc p iśm ie n n ic tw o  i tabele),  m in ire -  
v iews (do 10 stron tekstu), o raz  k ró tk ich  n o to  na jnow szych  
os iągn ięc iach  i pog lądach  (do 5 stron  tekstu).

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

W skazany jes t  po dz ia ł  a r ty k u łó w  m onog ra f icznych  na 
rozdz ia ły  i pod rozdz ia ły ,  k tó rych rzeczow e  ty tu ły  tw o rzą  
spis treści. Z god n ie  z p rzy ję tą  kon w e nc ją  rozd z ia ły  noszą 
cyfry rzym sk ie  p o d ro zdz ia ły  o d p o w ie d n io  rzym sk ie  i a ra b 
skie np. 1-1, I-2. P op raw ność  log iczna  i s ty l is tyczna  tekstu 
w a runku je  je g o  jedn ozna czno ść  i czy te lność. A u to rzy  
prze to w inn i un ikać sk ładn i obco języczne j,  g w a ry  la bo ra 
tory jne j ,  a także o g ran iczać  s toso w an ie  d o raźn ie  tw o rz o 
nych skró tów , nawe t jeże l i  byw a ją  używ ane  w p racach 
spec ja l is tycznych . Każda z nades łanych  do Redakc ji prac 
pod lega  ocen ie  spe c ja l is tó w  i o p ra co w an iu  red a k c y jn e 
mu. Redakc ja  zas t rzeg a  sob ie  m oż l iw o ść  s k róce n ia  tekstu 
i w p ro w a d z e n ie  zm ian  nie w p ły w a ją c y c h  na t reść pracy, 
d e k la ru je  też go tow ość  kon su l to w an ia  tekstu z A u to ram i.

P rzekazan ie  a r tyku łu  do redakc j i  je s t  rów no znaczn ie  
z ośw iad czen ie m , że nade s łan a  praca  nie by ła  i n ie będz ie  
pu b l ikow an a  w innym  czasop iśm ie ,  jeże l i  zos tan ie  o g ło 
szona w „P o s tę p a c h  B io c h e m i i ” . W przypadku, gdy A u 
to r z y )  zam ie rza ( ją )  w łączyć  do sw e go  au tora  a r tyku łu  
ilus trac je  pu b l ik o w a n e  przez  a u to rów  prac cy towanych , 
na leży uzyskać i p rzekazać  nam o d p o w ie d n ią  zgodę  na 
przedruk.

R ed ak cja  p r o s i A u to ró w  o  p r z e s tr z e g a n ie  n a s tę p u ją c y c h  
w sk a z ó w e k  s z c z e g ó ło w y c h :

TEKST: M aszynop is  pow in ien  być nap isany  je d n o s t ro n 
nie czc ionką  w ie lkośc i  s tandartow e j,  z po dw ó jn ą  in te r
l inią, z lewym  m a rg in e s e m  ok. 4 cm 
W tekście nie na leży s toso w ać  żadnych  podkreś leń ,  ani 
rozs trze lonego druku. E w en tua lne  suges t ie  co do c h a ra k 
teru czc ionk i d ru ka rsk ie j  m ogą A u to rzy  zaznaczyć  o łó w 
kiem na m a rg ine sach  m aszynop isu .  W przypadku  s toso 
wania  w tekśc ie  l i te r a l fabe tu  g re ck ie go  t rzeba  na m a r 
g ines ie  w p isać  o łów k iem  ich fone tyczne  b rzm ien ie .

Strona inform acyjna m aszynop isu  jes t  n ien um ero w a na ,  
zaw ie ra  im iona  i nazw isko  (a) au to ra  (ów ), nazwy, ad resy  
wraz z num ere m  te le fonu z a k ład ów  (w języku  po lsk im

i an g ie lsk im ),  w których p ra cu ją  autorzy , ad res  do k o re 
spondenc j i  nr te le fonu  i e w e n tu a ln ie  fax, ad resy  p ryw a tne  
au to rów , ty tu ł a r tyku łu  w języku  po lsk im  i a n g ie lsk im  o raz  
—  w p ra w ym  do lnym  rogu —  liczbę tabel,  rycin, w z o rów  
i fo tog ra f i i  o raz  sk ró t  ty tu łu  p racy  (do 25 znaków).

S tro n a  1 (ty tu ło w a ) z a w ie ra  im iona  i nazw iska  au to rów , 
ty tu ł p racy  w języku  po lsk im  i an g ie lsk im ,  rzeczow y  sp is  
treśc i też w obu językach , ty tu ł naukow y  każdego z a u to 
rów  i ich m ie jsce  p racy  z a d rese m  pocz tow ym  oraz wykaz  
s tosow anych  skró tów .
K o lejn o  n u m e r o w a n e  d a ls z e  str o n y  o b e jm u ją  tekst pracy, 
p iśm ienn ic tw o ,  tabele , podp isy  i o b ja śn ie n ia  rycin, w z o 
rów i fo tograf i i .

PIŚMIENNICTWO: W ykaz p iś m ie n n ic tw a  ob e jm u je  prace  
w ko le jnośc i ich cy tow a n ia  w tekście , zaznacza  s ię  je  
l iczbam i p o rząd kow ym i u ję tym i w na w ia sy  kw adra tow e, 
np. [3,7,9,— 26]. O dnośn ik i  b ib l iog ra f iczne  w inny  m ieć 
nową up roszczoną  fo rm ę. S posób cy tow a n ia  czasop ism  
(1), m onog ra f i i  (2), ro zd z ia łów  z ks iążek  je d n o tom ow ych  
(3), roz d z ia łó w  z to m ów  ser i i  o p raco w an e j p rzez  tych 
sam ych  red ak to ró w  (4), ro zd z ia łów  z to m ó w  ser i i  o p ra c o 
w anych  przez  różnych re d ak to ró w  (5) w ska zu ją  poniże j 
podane p rzyk łady:

1. H i lde nb rand t  GR, A ronson  NN (1980) B ioch im  Bio- 
phys Acta 631: 499— 502

2. Bostock CJ, S u m n er  AT (1978) The Eukaryo t ic  C h ro 
m osom e, E lsev ier,  North -Ho land, A m s te rda m

3. Norbe rth  T, P isca to r M (1979) W: F r ibe rg  L, N o rdberg  
GF, Von VB (red) H andbook on the T ox ico lo gy  of 
Metals . E lsev ier,  North -Ho l land, A m s te rda m , str  
541-553

4. Delej J, Kes te rs  K (1975) W: F lork in  M, Stotz EH (red) 
C o m preh en s ive  B io c h e m is t ry  t 29B. E lsev ie r,  
No r th -Ho l land  A m s te rda m , str  1-77

5. Franks NP, L ieb WR (1981) W: Kn igh t  CG (red) 
Research M on og raph s  in Cell  and T issue  P hys io lo 
gy, t 7. E lsev ie r,  N orth -Hol land, A m s te rda m , str 
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny w inny  być go tow e  do rep rodukc j i .  
Fotog ra f ie  cza rn o -b ia łe  (kon trastowe), p o w in ny  być w y k o 
nane na pa p ie rze  m a tow ym . Pozos ta łe  ryc iny  na leży 
wykonać  tuszem  na b ia łym  pap ie rze  lub ka lce techn iczne j.  
W skazane jest,  aby ryc iny  by ły  d w uk ro tn ie  w iększe  od 
p rzysz łe j rep rodukc j i ,  tj. w  ska l i 2:1. Cyfry  i l i te ry  s łużące  
do op isu  rysunku pow inny  m ieć  wysokość  nie m n ie jszą  niż 
5 mm. Na rysunkach nie na ley um ieszczać  o p isó w  s ło w 
nych, lecz po s łu g iw ać  s ię  sk ró tam i.  Osie w y k re s ó w  w inny  
być opa trzone  nap isem  ła tw o  z rozu m ia łym . Decyz ję  o s to 
pn iu z m n ie js z e n ia  ryc iny  pode jm ie  w ydaw ca . I lus trac j i  nie 
na leży w łączać  w tekst m aszynop isu ,  lecz o d po w ie dn io  
po nu m erow ać :  tabe le  i ryc iny  noszą cy fry  arabsk ie ,  w zo ry  
zaś rzym sk ie .  Na m a rg in e s ie  tekstu na leży  zaznaczyć  
o łów k iem  p re fe row ane  m ie jsce  um ieszcze n ia  tabeli ,  ry c i 
ny, czy wzoru .  Tabe le  od po w ie dn io  po rub rykow a ne ,  w inny  
być opa trzone  je dn ozna cznym  ty tu łem  i e w en tu a ln ie  także 
n iezbędnym i ob ja śn ie n iam i.  S łow ne  o b ja śn ie n ia  znaków  
gra f icznych  m ożna  um ieśc ić  w podp is ie  pod ryc iną, rysun 
kowe zaś je dyn ie  na p lanszy  ryciny. Ty tu ły  i ob ja śn ie n ia  
ryc in  spo rząd za  s ię  w postaci o d dz ie ln eg o  wykazu. I lus t
rac je  na leży podp isać  na zw isk iem  p ie rw s z e g o  z au to rów  
i p ie rw szym  s ło w em  ty tu łu  p racy  o raz  oznaczyć  „ g ó 
ra -d ó ł”  (o łów k iem , na odwroc ie ) .  Ze  w zg lęd u  na w e w n ę t 
rzną spo is tość  a r tyku łu  w skazane  jes t  k on s tru ow an ie  
o ryg in a ln ych  rycin i zb io rczych  tabel na po ds taw ie  danych 
z p iśm ienn ic tw a.

M aszynop is  i za łączn ik i (w dwu eg zem p la rza ch ) ,  w ła ś 
c iw ie  zabezp ieczo ne  przed uszkodzen iem  w czas ie  t ra n s 
portu , na leży p rzes łać  na adres:

Redakc ja  kw a r ta ln ika  „P o s tę p y  B io c h e m i i ”
Instytu t B io log i i  D ośw iadcza lne j im. M. Nenckiego, 
ul. Pasteura  3,
02-093 W arszaw a

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl


	SPIS TREŚCI CONTENTS



