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ARTYKULY

Mechanizmy redagowania jgdrowych mRNA

Mechanisms of nuclear mRNAs editing

ANDRZEJ KOSTYRKO1
WIESLAW H. TRZECIAK?2

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Redagowanie mRNA apolipoproteiny B
I1-1. Rola apolipoprotein: B100 i B48
11-2.  Sekwencje niezbedne dla redagowania apoB
11-3. Podjednostka katalityczna edytosomu
11-4.  Biatka pomocnicze edytosomu
I1l. Redagowanie mRNA receptoréw glutaminianu
I11-1. Rola receptoréw glutaminianu
I11-2. Sekwencje niezbedne dla redagowania
111-3. Deaminazy adenozyny zalezne od dwunieiowego
RN A
IV. Redagowanie a nowotworzenie
IV-1. Udziat APOBEC-1 w nowotworzeniu
IV-2. Redagowanie transkryptéow antyonkogenow
V. Uwagi koricowe

Wykaz stosowanych skrétéw: ak — aminokwas; apo  apoli-
poproteina; AM PA  kwas-a-amino-3-hydroksy-5-metylo-
-4-izoksazolopropionowy; APOBEC-1 podjednostka ka-
talityczna kompleksu redagujacego mRNA apolipoproteiny
B; dsRAD (inaczej DRADA Ilub ADAR) - deaminaza
adenozyny dwunieiowego RNA indukowana przez inter-
feron; dsRNA dwuniciowy RNA; GIuR receptor
glutaminianu; LDL lipoproteina o malej gestosci; MTP

mikrosomalne biatko transportujgce lipidy; NFI - - no-
wotwory supresor neurofibromatozy typu I; PKR - kinaza
biatkowa zalezna od RNA indukowana przez interferon;
VLDL lipoproteina o bardzo matej gestosci; WTI — no-
wotworowy supresor guza Wilmsa.

l. Wstep

Analizujgc sekwencje cDNA, otrzymane przez od-
wrotng transkrypcje niektérych mRNA zauwazono, ze
w pewnych przypadkach nie odpowiadajg one sekwen-
cjom eksonéw kodujacych te mRNA. Okazato sie, ze
ta niezgodnos$c¢ jest wynikiem procesu zwanego reda-

1 Mgr,2 prof. dr hab., Katedra i Zaktad Chemii Fizjologicz-
nej A. M. im. Karola Marcinkowskiego, ul. Swigecickiego 6,
60-781 Poznan
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Contents:

. Introduction

Il. Editing of apolipoprotein B mRNA
I1-1.  Function of apolipoproteins: B100 and B48
11-2.  Structural requirements for editing apoB
11-3. Catalytic subunit of editosome
11-4.  Auxiliary proteins of editosome

I11. Editing of glutamate receptors mRNAs
I11-1. Function of glutamate receptors
111-2. Structural requirements for editing
111-3. Double stranded RNA dependend adenosine dea-

minases

IV. Editing and oncogenesis
IV-1. Involvement of APOBEC-1 in oncogenesis
1VV-2. Editing of antioncogenes transcripts

V. Concluding remarks

gowaniem RNA (ang. RNA editingj), polegajacego na
potranskrypcyjnej insercji. delecji badz modyfikacji
okre$lonych nukleotydéw. Redagowaniu m.in. ulegajg
RNA mitochondrialne, wirusowe, niektére rRNA
i tRNA. Szczegdlnie interesujgce wydaje sie redagowa-
nie jadrowych mRNA z uwagi najego udziat w meta-
bolizmie cztowieka. Konsekwencjg tego procesu, jezeli
redagowaniu ulega genetycznie okreslony kodon
mRNA. moze by¢ zmiana sekwencji aminokwasow
syntezowanego biatka. Obecnie znane sg dwa mecha-
nizmy redagowania jadrowych mRNA, przy czym
w obu przypadkach ma miejsce deaminacja okres-
lonego nukleotydu. Pierwszym jest deaminacja cyty-
dyny mRNA apolipoproteiny B w jelicie cienkim
ssakéw. Drugim natomiast jest deaminacja adenozyny
w pre-mRNA receptorow glutaminianu w médzgu
ssakow. Ponadto znane sg przyktady redagowania
transkryptow gendw jadrowych kodujacych biatka
supresorowe nowotwordéw, ktérego mechanizmy nie
sa wyjasnione.

Celem pracy jest omdwienie mechanizmoéw redago-
wania jadrowych transkryptéw gendw klasy I
(mMRNA) ssakéw. W zwigzku z tym pominieto, przed-
stawione wecze$niej na tamach Postepéw Biochemii,
opisy redagowania innych rodzajow RNA.

POSTEPY BIOCHEMII 44(2), 1998



Il. Redagowanie mRNA apolipoproteiny B
I1-1. Rola apolipoprotein: B100 i B48

Apolipoproteina B (apoB) odgrywa wazng role
w metabolizmie lipoprotein cztowieka. Jako jedyne
biatko wchodzi w skiad lipoprotein o matej gestosci
(LDL), ktére transportujg dwie trzecie cholesterolu
zawartego w osoczu krwi. Zwigkszenie stezenia LDL
sprzyja odktadaniu sie cholesterolu w $cianach naczyn
krwionos$nych, dlatego tez jest jednym z gtéwnych
czynnikow ryzyka rozwoju miazdzycy tetnic [1].

Petnej diugosci ludzka apoB — tzw. apoBIOO,
0 masie czgsteczkowej 512 kDa, zawiera 4536 amino-
kwaséw. Syntetyzowana jest w watrobie i wykorzysty-
wana do tworzenia lipoprotein o bardzo matej gestosci
(VLDL). Wydzielane do krazenia VLDL sg przetwa-
rzane przy udziale lipazy lipoproteinowej w lipopro-
teiny o posredniej gestosci (IDL) i ostateczne w LDL
[1]. Oddziatywanie pomiedzy apoB, a lipidami w LDL
nastepuje poprzez amfipatyczne ot-helisy i harmonijki-
~(3 ktére przypuszczalnie decyduja o nieodwracalnym
wigzaniu sie apolipoproteiny z lipidami [ 1],

W jelicie cienkim cztowieka produktem biatkowym
genu apoB jest krotsza forma zwana apolipoproteina
B48 (apoB48) — zawiera 2152 aminokwasdw poczaw-
szy od N-konca (48% sekwencji apoBIOO). W odréz-

nieniu od apoBIOO apoB48 pozbawiona jest domeny
receptorowej umozliwiajgcej rozpoznawanie i pinocy-
toze LDL przez komérki watrobowe (hepatocyty).
Synteza apoB48 w $cianie jelita jest niezbedna do
sktadania i wydzielania chylomikronéw wzbogaco-
nych w triacyloglicerole [1].

ApoB48 powstaje w wyniku modyfikacji potransk-
rypcyjnej mRNA apoB. Proces redagowania mRNA
apoB powoduje deaminacje cytydyny w eksonie 26
(C6666) do urydyny [2], Powoduje to zmiane kodonu
Glu2135 (CAA) na kodon stop (UAA). Redagowanie
mRNA apoB ma miejsce wjelicie cienkim u wszystkich
ssakow.

11-2. Sekwencje niezbedne dla redagowania apoB

W warunkach prawidtowych deaminacja cytydyny
mMRNA apoB zachodzi z duzg doktadnoscig. Stwier-
dzono, Ze proces ten zaczyna przebiegaé w jadrze
komérkowym réwnoczes$nie ze splicingiem i poliade-
nylacjg [3] jednakze szybko$¢ redagowania wzrasta
w miare dojrzewania mRNA — obecno$¢ intronu
blisko miejsca redagowania spowalnia ten proces [4],
Poprzez ukierunkowang mutageneze zidentyfikowano
sekwencje nukleotydowe mRNA apoB odpowiedzial-
ne za specyficznos¢ redagowania. Mutacja ktéregokol-
wiek z nukleotydéw w jedenastonukleotydowej sek-

H, N {——

-COOH apoB100 (4536 ak)

“WR LDL

S o5 3' mRNA apoB

~13' mRNA apoB48

U 6666

SL VLDL

Rye. 1. Synteza apolipoprotein BI00 i B48

5-COOH apoB48 (2153 ak)

apoB — apolipoproteina B; C6oh<l — cytydyna (6666 nuklcotyd mRNA apoB) ulegajgca dcaminacji do urydyny-U6666; DC
— deaminacja cytydyny; SL LDL — domena apoBIOO odpowiedzialna za sktadanie lipoprotein o matej gestosci (LDL): SL VLDL
- domena apoB48 odpowiedzialna za sktadanie apolipoprotein o bardzomatej gestosci (VLDL) i chylomikronéw; WR LDL
— domena apoBIOO odpowiedzialna za wigzanie LDL z receptorem: JEL — jelito;WTR — watroba.
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wencji rozpoznajacej zwanej ,,sekwencjg cumowania”
(ang. ,,mooring sequence”) znosi badz w znacznym
stopniu ogranicza redagowanie mMRNA apoB in vitro,
co wskazuje na Scisty zalezno$¢ procesu redagowania
od tej sekwencji [5], Stwierdzono, ze insercja ,,sekwen-
cji cumowania” do innego genu badz innego miejsca
w mRNA apoB powoduje deaminacje najblizszej cyty-
dyny w kierunku 5’ [6], Wystepowanie ,sekwencji
cumowania” jest réwniez niezbedne dla ztozenia edy-
tosomu kompleksu redagujagcego zawierajgcego
deaminaze cytydynowg i biatka pomocnicze [6]. Op-
tymalnym warunkiem dla redagowania mRNA apoB
jest wystepowanie czteronukleotydowej spacji pomie-
dzy cytydyng a ,,sekwencjg cumowania”. Wydajnos$¢
deaminacji zwieksza duza zawarto$¢ nukleotydéw' AU
w sekwencjach znajdujgcych sie w sasiedztwie ,sek-
wencji cumowania” i/lub miejsca redagowania [7],
W odlegtosci siedmiu nukleotydéow od ,sekwencji
cumowania” w kierunku 3’stwierdzono wystepowanie
drugiej ,,sekwencji cumowania” nieaktywnej z powodu
braku cytydyny w miejscu potencjalnego redagowania.
Sprawdzono, ze deaminacji ulega cytydyna wprowa-
dzona w miejsce 6687 nukleotydu poprzedzajgcego te
sekwencje [8].

Przypuszczalnie funkcjg drugiej ,,sekwencji cumo-
wania” jest utrzymywanie biatek pomocniczych w po-
blizu miejsca redagowania, co ma utatwié¢ ich mobiliza-
cje w momencie sktadania edytosomu.

i1-3. Podjednostka katalityczna edytosomu

Znaczny postep w zrozumieniu mechanizmu reda-
gowania byt mozliwy dzieki sklonowaniu cDNA ko-
dujacego biatko, ktore katalizuje redagowanie mRNA
apoB. Biatko to, o masie czasteczkowej 27 kDa zwane
APOBEC-1 (ang. apoB mRNA editing enzyme catalityc
polypeptide 1) stanowi podjednostke katalityczng
kompleksu redagujgcego (edytosomu) mRNA apoB.
Nalezy do deaminaz adenozyny (EC 3.5) zaleznych od
Zn2+ [9]. Pierwszym etapem klonowania cDNA ko-
dujacego ludzkie biatko APOBEC-1, byto wyizolowa-
nie z biblioteki cDNA jelita szczura cDNA kodujacego
biatko (229 ak) redagujace mRNA apoB [10]. Nastep-
nie szczurzy cDNA uzyto jako sonde do identyfikacji
ludzkiego cDNA kodujgcego APOBEC-1. Ludzki gen,
ktory zawiera 5 eksondw jest zlokalizowany na krdt-
kim ramieniu chromosomu 12w pasmie 13.1-13.2 [ 11].
Produkt biatkowy genu ludzkiego sktada sie z 236 ak
ijest w 70% homologiczny z biatkiem szczurzym, od
ktérego sie rd6zni brakiem wystepowania motywu
zamka leucynowego [12]. Por6wnanie sekwencji sklo-
nowanych cDNA APOBEC-1 cztowieka i kilku gatun-
kéw zwierzat pozwolito na okreslenie w produkcie
biatkowym o$miu konserwatywnych regionéw [11-
-14]. Dwa z nich utworzone przez aminokwasy 15-20
oraz 31-34 nalezg do potencjalnych motywéw od-
powiedzialnych za umiejscowienie jadrowe. Fragment
sekwencji obejmujacy aminokwasy 61-100 jest regio-
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nem o 100% homologii, w ktérym aminokwasy kon-
serwatywne 61-66 oraz 84-93 tworzg cze$¢ domeny
katalitycznej [9, 15]. Trzy aminokwasy tej domeny:
His6l, Cys93 i Cys9% tworzg chelat z jonami Zn2+
i wraz z Glu63 sg niezbedne dla deaminacji cytydyny
[9, 16]. Aminokwasy w pozycjach 189-193 tworzg dwa
wysoce konserwatywne regiony zawierajgce reszty Pro
przylegajace do domen bogatych w Leu. Mogg one by¢
odpowiedzialne za potaczenie enzymu z biatkami
pomocniczymi. Ponadto APOBEC-1 posiada zdol-
no$¢ wigzania RN A i w aktywnej postaci wystepuje
jako samorzutnie utworzony homodimer [11]. Nie
wiadomo jednak czy APOBEC-1 bierze udziat wreda-
gowaniu innych mRNA. Lokalizacja tego biatka
w tkankach cztowieka i krélika odpowiada miejscom,
gdzie mRNA apoB jest redagowany (przede wszystkim
w jelicie cienkim i w niewielkim stopniu w okreznicy)
[11, 12], U szczura APOBEC-1 znajduje sie w wat-
robie i jelicie cienkim oraz w mniejszym stopniu
w okreznicy, nerkach, $ledzionie, ptucach i w $lado-
wych ilosciach we wszystkich tkankach. U myszy
ekspresja genu APOBEC-1 (ktéry zawiera 8 eksonow,
obejmuje obszar 25 kz i zlokalizowany jest na chromo-
somie 6 [14]) ma miejsce gtéwnie w jelicie cienkim
i watrobie. Technikg hybrydyzacji RNA-DNA (ang.
Northern blotting) wykazano istnienie dwoch izoform
mysiego MRNA APOBEC-1 o réznych wielkosciach:
w jelicie cienkim — 2.2 kz, a w watrobie, $ledzionie,
nerkach, ptucach, miedniach isercu - 2.4 kz [2, 11. 12],
Mysi mMRNA APOBEC-1 z watroby (2.4 kz) zawiera
transkrypt wszystkich 8 eksonéw natomiast mRNA
APOBEC-1 z jelita (2.2 kz) nie posiada sekwencji
bedacej produktem pierwszych trzech eksonéw, gdyz
transkrypcja jelitowa genu inicjowana jest w eksonie
czwartym [14]. Jelitowy mRNA APOBEC-1 zawiera
na koncu 5' swoisty 102-nukleotydowy odcinek, ktory
nie wystepuje w watrobowym mRNA, gdyz zostaje
usuniety podczas splicingu [14], W liniach komérek
nowotworowych badano ekspresje genu reportera
wykorzystujgc jako promotory sekwencje mysiego
genu APOBEC-1 poprzedzajgce ekson lorazekson4.
Wykazano, ze sekwencja poprzedzajgca ekson 1 za-
chowuje sie jak promotor w transfekowanych komor-
kach watrobowych (Hepa), a sekwencja poprzedzajgca
ekson 4 posiada aktywno$¢ promotora w transfekowa-
nych komoérkach jelitowych (Caco), co wskazuje na
specyficznos¢ tkankowg ekspersji obu izoform. Stwier-
dzono, ze watrobowy mRNA istnieje w dwoch for-
mach ulegajgcych alternatywnemu splicingowi (ang.
alternative splicing) dzieki r6znym miejscom akcep-
torowym w eksonie czwartym. Zatem w watrobie
i jelicie myszy wybdr promotora i alternatywny spli-
cing moga warunkowaé specyficzng dla danej tkanki
ekspresje genu [14].

I1-4. Biatka pomocnicze edytosomu
Chociaz APOBEC-1 posiada zdolno$¢ do wigzania

POSTEPY BIOCHEMII 44(2), 1998



RNA, enzym nie moze redagowaé mRNA apoB in vitro
bez udziatu biatek pomocniczych (ang. auxiliary prote-
ins) [11, 13]. Biatka pomocnicze moga specyficznie
oddziatywa¢ z mRNA apoB a ponadto wigzg sie
z APOBEC-1. Motyw sekwencji APOBEC-1 bogaty
w leucyne moze byé odpowiedzialny za potgczenie
z tymi biatkami. Przed ztozeniem edytosomu, ktérego
stata sedymentacji wynosi 27S [17] wchodzg one
w skiad kompleks6éw o statej sedymentacji 60S [2],
W obecnosci mMRNA apoB kompleks 60S dysocjuje na
wolne biatka pomocnicze, ktore wigza sie z ,,sekwencja
cumowania” tworzagc kompleks o statej sedymentacji
11S rozpoznajacy miejsce redagowania mRNA apoB
[17], Badania wigzania sie¢ biatek z mRNA apoB in
vitro wykazaty, ze biatka z ekstraktow watrobowych
ijelitowych — kowalencyjnie zwigzane z mMRNA apoB
pod wptywem promieniowania UV (ang. UV cross-
-linking) maja mase czasteczkowg od 44 do 66 kDa
[17], Na przykiad wykryte w enterocytach szczura
biatko pomocnicze o masie czasteczkowej 60 kDa (p60)
wigze sie z nukleotydami mRNA apoB w pozycjach
6671-6674 wchodzagcymi w skiad jedenastonukleoty-
dowej ,sekwencji cumowania”. Swiadczy o tym osta-
bienie wigzania p60 z mRNA apoB wywotane mutac-
jami w obrebie tej sekwencji [2], Ponadto w edytoso-
mie wykryto biatko antygenowe o masie czasteczkowej
240 kDa (p240). Jednakze nie wykazano, aby biatko
p240 taczyto sie z mRNA apoB lub APOBEC-1 [18],
Przypuszczalnie biatko to uczestniczy w skiadaniu
i stabilizacji edytosomu. Ostatnio sklonowano cDNA
kodujgcy biatko wigzgce sie z APOBEC-1 iz mRNA
apoB. Biatko to nazwane ABBP-1 (ang. APOBEC-1
Binding Protein-1) o masie czgsteczkowej 35 kDa
zawiera 331 aminokwasow [19]. Jest ono identyczne
z opisang wczeSniej ludzka rybonukleoproteing
A/B hnRNP [20], od ktorej rozni sie sekwencja
47 reszt aminokwasowych konca karboksylowego.
W hodowli komorek, w ktérych zachodzita ekspresja
genu APOBEC-1 transfekcja antysensowym cDNA

/
/
/
/£

|| 240 kDa =

#

R

APOBEC-1 <~

biatka APPB-1 hamujgcym ekspresje genu ABBP-1
spowodowata znaczne ograniczenie redagowania
mRNA apoB [19], Swiadczy to o udziale ABBP-1 jako
biatka pomocniczego w redagowaniu mRNA apoB
in vivo.

Nieznana jest liczba ani rodzaje bialek pomoc-
niczych biorgcych udziat w redagowaniu mRNA apoB.
Wiadomo natomiast, ze znajdujg sie one nie tylko
w tkankach syntetyzujagcych apoB48, ale rowniez
w tkankach i narzadach, w ktérych nie wykrywa sie
produktow redagowania mRNA apoB [9-11. 13],
Wystepowanie tych biatek w wielu tkankach moze
Swiadczy¢ o ich udziale w innych — dotychczas nie
odkrytych rodzajach redagowania mRNA.

I1l. Redagowanie mRNA receptoréow gluta-
minianu

I11-1. Rola receptoréw glutaminianu

Drugim z przedstawianych mechanizmoéw selektyw-
nego redagowania mRNA jest deaminacja adenozyny
wykryta w transkryptach genéw receptoréw glutami-
nianu. Glutaminian (Glu) jest gtbwnym neuroprzekaz-
nikiem pobudzajgcym postsynaptyczne receptory ka-
natéow jonowych w osrodkowym uktadzie nerwowym.
Wynikiem substytucji aminokwasu (lub aminokwa-
séw) w biatku receptora Glu jest zmniejszenie przewo-
dnictwa kanatu jonowego [21, 22], Zapobiega to
naptywowi jonéw wapnia (Ca2+) do komoérki ner-
wowej (neuronu). Nadmiar Ca2+ w neuronie trwale
depolaryzuje btone komoérkowa i powoduje zwie-
kszone uwalnianie Glu. Moze to prowadzi¢ do tan-
cuchowego zniszczenia wielu komérek (kaskada gluta-
minianowa) wskutek wzrostu ci$nienia osmotycznego
oraz przez aktywacje nukleaz, proteaz i lipaz zaleznych
od jonéw Ca2+ [23]. Receptory glutaminianu (GIuR)
sq produktami biatkowymi ponad dwudziestu genow
[24], W transkryptach pieciu z nich zidentyfikowano

6688 6710

SREE T ?GAUCAGUAU}\ T 3' mMRNA apoB

" o

c 6666

6671

SC
6681 (16687

Rvc. 2. Kompleks redagujacy (edytosom) mRNA apolipoproteiny B wedtug [1] zmodyfikowano wedtug [8. 18. 19]
APOBEC-1 — podjednostka katalizujgca deaminacje cytydyny (Chflbo<11-6666 nukleotydu mRNA apoB; ABBP-1 — biatko pomocnicze
wigzace siezmRNA apoB iAPOBEC-1 K— miejsce katalitycznej deaminacji mMRNA apoB: SC — ,sekwencjacumowania” (nukleotydy
6671-6681); SC’ — ,sekwencja cumowania” (nukleotydy 6688-6710) aktywna po wprowadzeniu cytydyny (C’) w miejsce 6687
nukleotydu; W — sekwencja mRNA apoB wptywajaca na wydajno$¢ deaminacji; 240 kDa — biatko pomocnicze stabilizujace edytosom.
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tacznie osiem miejsc redagowania, w ktérych deamina-
cja adenozyny powoduje zamiane aminokwasu. Wy-
stepujag one w pre-mRNA receptorow glutaminianu
nalezacych do klas receptorow AM PA (kwasu oc-ami-
no-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego)
oraz receptorow kainowych — rozpoznajgcych kwas
kainowy (cykliczny analog Glu) [24 26], Wyrd6znia sie
tzw. miejsca redagowania: Q/R, R/G, IV i Y/C
okreslone przez aminokwasy kodowane w pierwot-
nym transkrypcie genu GIuR i kodowane po redago-
waniu. Redagowanie zachodzi w pre-mRNA trzech
receptorow AM PA: GIuR-B (w miejscach: Q R i R/G),
GluR-C (w miejscu R/G) i GIuR-D (w miejscu R/G)
oraz w pre-mRNA dwo6ch receptoréw kainowych:
GIuR5 (w miejscu Q R) iGIuRé (w miejscach: Q/R, I V
i YIC) [24. 26],

I11-2. Sekwencje niezbedne dla redagowania

W biosyntezie receptora glutaminianu redagowaniu
ulega pre-mRNA GIuR. Deaminacja zachodzi przed
splicingiem i wymaga wystepowania w pre-mRNA
odcinka dwuniciowego RNA (dsRNA) utworzonego
przez fragment eksonu (liczacy kilkanascie nt) zawiera-
jacy modyfikowang adenozyne i komplementarng do
niego sekwencje intronu. Sekwencja ta moze przylegac
do miejsca redagowania (pre-mRNA GIluR-B [27]) lub
by¢ od niego odlegta o ok. 1860 nukleotydéw (pre-
-mRNA GIuR5 i GIuRé [26]). Ponadto nie musi by¢
komplementarna do miejsca redagowania, gdyz w pre-
-mRNA GIluR-B modyfikowana adenozyna w miejscu
Q/S tworzy wigzanie wodorowe z uracylem, natomiast
w miejscu R/S pozostaje niezwigzana i nie ma to
wptywu na wydajno$¢ reakcji [27], Intron zawiera tez
kilka sekwencji bedgcych odwrdconym powt6rzeniem
wiasnych sekwencji (ang. inverted repeat). Umozliwiaja
one tworzenie dodatkowych fragmentéw dsRNA przy-
puszczalnie zwiekszajagcych wydajnos$¢ redagowania
[24-27], Wydajnos¢ in vitro jest najwieksza, gdy dtu-
go$¢ dsRNA wynosi 100 pz. Jezeli dsSRNA jest krotszy
niz 36 pz, wiekszo$¢ reszt adenozyny pozostaje nie-
zmodyfikowana [28].

I11-3. Deaminazy adenozyny zalezne od dwunicio-
wego RNA

Specyficzne redagowanie pre-mRNA GIluR katali-
zujg deaminazy adenozyny dwuniciowego RNA. En-
zymy te dziatajg na regiony dsRNA katalizujgc deami-
nacje adenozyny do inozyny, ktéra w procesie trans-
lacji jest odczytywana jako guanozyna. Zlokalizowane
sg W wiekszosci komdrek ssak6w i nie dziatajg na
reszty adenozyny jednoniciowego RNA ani DNA
[29]. Pierwszg z wyizolowanych deaminaz adenozyny
dsRNA nazwano dsRADI (réwniez DRADAL1 lub
ADAR1) [29, 30]. Stwierdzono, ze ekspresja genu
dsRADI jest indukowana przez interferony 2 i 7 [30,
31]. Enzym moze katalizowa¢ zardwno redagowanie
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pre-mRNA GIuR jak i wirusowego RNA [30-32],
Przyktadem tego jest redagowanie kolistego jedno-
niciowego RNA wirusa HDV (wirus < zapalenia
watroby), w wyniku ktorego powstaja dwa biatka
0 réznych funkcjach w cyklu rozwojowym wirusa.
W tym przypadku fragment RNA wirusa tworzy
w miejscu redagowania samokomplementarny dsRNA
[33]. Ludzki gen dsRADI posiada dtugosé 30 kpz,
zawiera 15 eksonow i zlokalizowany jest na diugim
ramieniu chromosomu 1 w pasmie 21.1-21.2 [34],
Produkt biatkowy genu dsRADI o masie czagstecz-
kowej 140 kDa zawiera 1226 ak. Blisko korica amino-
wego biatka wystepuje domena wigzgca Z-DNA [28,
35], Analiza komputerowa 137 genéw wykazata, ze
konformacja Z-DNA wystepuje 10 razy czesciej na
koncu 5' niz na koncu 3' tych genéw7co sugeruje, ze
redagowanie RNA przez dsRADI jest regulowane
przez tworzenie Z-DNA [36],

W $rodkowej czesci biatka wystepujag trzy domeny
wigzgce dsRNA, zawierajagce wysoce zachowawcze
1powtarzalne sekw®ncje aminokwaséw. Domeny te,
oznaczonejako RI.RIIiRIII, kodowane sg odpowied-
nio przez eksony 3, 517 [34, 37], Motywy zachowaw-
cze domen R wykryto w kilku biatkach wigzgcych sie
z dsRNA, do ktdrych nalezy kinaza biatkowa zalezna
od RNA indukowana przez interferon (PKR) [38],
Stwierdzono, ze domeny Rw PKR idsRADI posiada-
ja m.in. identyczne motywy (SKK), zawierajace lizyne,
niezbedng dla wigzania sie z substratem enzymu [37,
38], Stosujgc ukierunkowang mutageneze stwierdzo-
no, ze domena RL1ll jest najwazniejsza, a RIl najmniej
wazna dla aktywnosci enzymu [30]. Domeny te zawie-
rajg miejsca alternatywnego splicingu, ktére umoz-
liwiajg wystepowanie trzech izoform dsRADI, z kto-
rych dwre sg krotsze, od biatka o petnej diugosci
(forma-a), na skutek delecji 26 ak w eksonie 7 (forma-b)
lub 19 ak w eksonie 6 (forma-c). AktywnosSci en-
zymatyczne tych izoform sg podobne, natomiast ich
ekspresja jest zr6znicowana tkankowo [37]. W po-
blizu konca karboksylowego dsRADI wystepuje re-
gion podobny do domeny Kkatalitycznej deaminaz
hydrolitycznych posiadajacy potencjalne miejsce ko-
ordynacyjnego wigzania Zn2+. Domena katalityczna
zawiera zachowawczg sekwencje CHAE (Cys909,
His910, Ala91l. Glu912), w ktorej reszty His i Glu,
rozdzielone niepolarng resztg (Ala), sg kluczowe dla
aktywnosci enzymu, podobnie jak w przypadku APO-
BEC-1. Sekwencja CHAE wystepuje tez w innych
deaminazach adenozyny zaleznych od dsRNA (RED1,
RED2) [30]. Mutacja w obrebie tej sekwencji hamuje
aktywnos$¢ enzymu, ale nie wptywa najego wigzanie sie
z substratem (dsRNA). Reszty aminokwasowe His910,
Cys96 i Cysl1l036 twbrzag wigzania koordynacyjne
zZn2+ natomiast reszta Glu912 przypuszczalnie bierze
udziat w przenoszeniu protonu [39],

Z biblioteki cDNA szczura wyizolowano cDNA
wspomnianej deaminazy adenozynowej zaleznej od
dwuniciowego RNA nazwanej RED1 (711 ak). Sklono-
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wano réwniez cDNA ludzkiego biatka — hREDI
[140], ktérego gen znajduje sie na diugim ramieniu
chromosomu 21 w pasmie 22.3 [41]. Produkt biatkowy
genu wystepuje w dwoéch izoformach zawierajgcych
701 oraz 741 ak [41]. D#uzsza izoforma powstaje
dzieki alternatywnemu splicingowi, podczas ktérego
z pre-mRNA hREDI nie zostaje usunieta sekwencja
AluJ. Wykazano, ze w warunkach in vitro, REDI
znacznie efektywniej niz dsRADI redaguje miejsce
Q/R w pre-mRNA GIuR-B [25], Najnowsze badania
obu enzyméw poréwnujace specyficzno$¢ redagowa-
nia pre-mRNA GIuR-B w komoérkach HelLa dowiodty.
ze hREDI jest enzymem odpowiedzialnym za redago-
wanie pre-mRNA GIluR-B in vivo [27],

Sklonowano réwniez cDNA deaminazy adenozyny
dsRNA nazwanej RED2 [42], Sekwencja RED2 jest
podobna do REDI. Jednakze RED2 nie katalizuje
redagowania pre-mRNA GIuR-B, ajego ekspresja ma
miejsce tylko w mdzgu. Mozliwe jest wiec. ze RED?2
katalizuje redagowanie transkryptow specyficznych
tkankowo [42], Ostatnio sklonowano réwniez cDNA
enzymu, ktérego sekwencja wykazuje wysokg homo-
logie do sekwencji dsRADI nazwanego dsRAD2 (lub
DRADAZ2) i r6zng od dsRADI specyficzno$¢ sub-
stratowg [43], Enzym ten wystepuje w czterech izofor-
mach (a, b, ¢, d) powstajgcych podobnie jak w przypad-
ku dsRADI dzieki alternatywnemu splicingowi. lzo-
formy te roOznig sie aktywnoscig redagowania

pre-mRNA GIuR-B. Stwierdzono, ze formy -a i -b
dsRAD2 wykazujg podobnag aktywnos¢ redagowania
miejsc Q R i R/G w pre-mRNA GIuR-B jest RED1
natomiast formy -c i -d dSRAD2 nie posiadajg aktyw-
nosci redagowania tych miejsc. Nie wykazano ich
udziatu w redagowaniu innych pre-mRNA [43].

IV. Redagowanie a nowotworzenie

IV-1. Udziat APOBEC-1 w nowotworzeniu
Aktywno$¢ APOBEC-1 stwierdzono w kilku liniach
wyprowadzonych z komoérek nowotworowych nie
syntetyzujacych apoB48 co sugeruje, ze w tych komér-
kach APOBEC-1 ma inng funkcje [44], Ostatnio
wykazano, ze myszy transgeniczne, u ktérych obser-
wuje sie zwiekszong ekspresje APOBEC-1 redagujg
inne rodzaje mRNA [45], Aby ustali¢, czy zwiekszenie
ekspresji enzymu obnizy produkcje EDL poprzez
zredukowanie syntezy apoBlOO wyhodowano trans-
geniczne kréliki i myszy, u ktérych wystepowata
nadmierna ekspresja APOBEC-1 w watrobie. Stwier-
dzono, ze w watrobach tych zwierzat mRNA apoB byl
redagowany, a stezenie apoBIOO i LDL byto zmniej-
szone w poréwnaniu z grupg zwierzat kontrolnych
[45]. Nieoczekiwanie jednak wszystkie transgeniczne
myszy i kréliki wykazaty watrobowa dysplazje a wiele
myszy raka watroby. Badano takze inne watrobowe
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Ryc. 3. Redagowanie miejsca R/G w pre-mRNA receptora glutaminianowego B prze/ deaminaze adenozyny zalezng od dwuniciowego RNA

wedtug [28] zmodyfikowano wedtug [27]

A’ — adenozyna ulegajgca deaminacji w miejscu redagowania R/G (zmiany kodonu argininy na kodon glicyny); dSRAD — deaminaza

adenozyny zalezna od podwdjnoniciowego RNA; dsRNA

podwéjnonieiowy RNA wigzacy sie z dcaminaza adenozyny; GIuR-B

— receptor glutaminianowy B; poi RNA Il — polimeraza RNA IlI; Z-DNA — fragment Z-DN A na kofcu genu wigzacy sie zdcaminaza

adenozyny.
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MmRNA posiadajace ,,sekwencje cumowania” podobne
do tych w mRNA apoB analizujgc deaminacje cytydy-
ny i stwierdzono, ze redagowaniu w watrobie myszy
transgenicznych ulegaja mRNA Kkinazy tyrozynowej
i homologu jednego z czynnikow inicjacji translacji [ 1,
45], Wyniki te sugerujg, ze uboczne redagowanie
watrobowych mRNA kodujacych biatka o waznych
funkcjach fizjologicznych wywotuje dysplazje i raka
watroby. ldentyfikacja tych biatek moze doprowadzi¢
do odkrycia nowych czasteczek o waznych funkcjach
biologicznych.

IV-2. Redagowanie transkryptéw antyonkogenow

Wystepowanie ,,sekwencji cumowania” stwierdzono

rowniez w mRNA kodujacym supresor nowotworu
nerwiakowtokniaka typu | — NF1 (ang. neurofib-
romatosis type 1) [46], Produkt biatkowy genu NF1
- neurofibromina (372 kDa) jest odpowiedzialny za
hydrolize GTP zwigzanego z biatkiem Ras biorgcym
udziat w transdukcji sygnatu prowadzgcej do wzmoze-
nia podziatdbw komodrkowych [47], Redagowanie
mRNA NF1 modyfikuje cytydyne 2914 w kodonie Arg
(CGA) do urydyny tworzac kodon stop (UGA). Za-
chodzi ono w normalnej tkance i kilkakrotnie inten-
sywniej w nowotworowej. W odr6znieniu od mRNA
apoB redagowanie mRNA NF1 jest niezalezne od
aktywnosci APOBEC-1 co sugeruje, ze inny enzym
bierze udziat w redagowaniu tego mRNA [46]. Reda-
gowanie mRNA stwierdzono takze w transkrypcie
genu biatka WT1 powodujgcego supresje nerczaka
(guza Wilmsa). Produkt biatkowy genu WT1 jest
czynnikiem transkrpcyjnym (posiadajgcym motyw
czterech palcéw cynkowych) krytycznym dla prawid-
towego rozwoju narzadéw moczowo-piciowych. Jest
niezbedny w réznicowaniu nefroblastow do komérek
nefrondw. Moze odgrywa¢ wieloraka funkcje w roz-
woju nabtonka nerkowego i powstawaniu nowotworu
[48]. Ponadto stwierdzono, ze WT1 jest induktorem
ekspresji genu biatka p21 — inhibitora kinazy zaleznej
od cykliny [49], Powoduje rdwniez supresje genu
receptora insulinopodobnego czynnika wzrostu IGF-I
(ang. insulin like growth factor I) hamujac proliferacje
komorek [50] oraz w dojrzatym nabtonku nerkowym
represje genu Pax-2 regulujgcego wczesne etapy mor-
fogenezy nerek [51]. Stwierdzono, ze WT1 wigze sie
z tg samg sekwencjg promotorowga, z ktérg reaguje
biatkowy produkt genu odpowiedzi wczesnego wzros-
tu EGR-1 (ang. Early Growth Response-1) i w wyniku
oddziatywania biatko -DNA hamuje transkrypcje ak-
tywowang przez EGR-1 [52],

Redagowanie mRNA WT1 obserwowane u cztowie-
ka i szczura, polega na amidacji urydyny (w pozycji
839) do cytydyny [53]. Zredagowany mRNA WT1
zawierajagcy kodon proliny (CCC) zamiast leucyny
(CUC) koduje biatko o mniejszej 0 30% efektywnosci
hamowania transkrypcji aktywowanej przez biatkowy
produkt genu EGR-1 [52, 53],
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V. Uwagi koncowe

Obecnie znanych jest kilka przyktadéw redagowa-
nia jadrowych mRNA. Poznano enzym redagujacy
MmRNA apoB oraz enzymy redagujace mRNA GIluR.
Nie sg znane natomiast enzymy odpowiedzialne za
redagowanie mRNA transkryptéw antyonkogenéw
wywotujace nowotworzenie. Niejest znana ilos¢ biatek
pomocniczych biorgcych udziat w7 redagowaniu jad-
rowych mRNA. Biatka te wystepujg w kilku rodzajach
tkanek réwniez w tych, w ktérych redagowanie niejest
zauwazalne.

Duze zainteresowanie udziatem APOBEC-1 w reda-
gowaniu mRNA apoB wiaze sie z jego ewentualnym
zastosowaniem w terapii genowej obnizajgcej poziom
cholesterolu w osoczu krwi. Polegataby ona na wpro-
wadzeniu do watroby genu APOBEC-1. Jednakze tego
typu préby dokonane na myszach i krélikach powaz-
nie podwazyty mozliwo$¢ zastosowania APOBEC-1
w terapii genowej ze wzgledu na rozwdj nowotworu
watroby [45], Bardziej obiecujgcg mozliwoscig terapii
pozostaje inhibicja mikrosomalnego biatka transpor-
towego (MTP) niezbednego dla sktadania oraz wy-
dzielania VLDL i chylomikronéw [1]. Poznano sek-
wencje czterech deaminaz adenozyny dsRNA, katali-
zujacych redagowanie pre-mRNA GIuR w moézgu oraz
ich lokalizacje chromosomalne. Gen hREDI zlokali-
zowany jest w regionie odpowiedzialnym za wystepo-
wanie niektérych chordb psychicznych, wtym psycho-
zy afektywnej dwubiegunowej [41], Obecnie istnieje
wiec mozliwo$¢ rozstrzygniecia, czy uszkodzenia neu-
ronéw, bedace przyczyna tych choréb, sg spowodowa-
ne nadmiernym naptywem Ca2+, wywotanym mutac-
jami gendéw enzyméw Kkatalizujgcych redagowanie
pre-mRNA GIluR.

Podziekowanie

Autorzy dziekujg panu dr Arturowi Jar mo lowskiemu
za wnikliwe przeczytanie pracy i podzielenie si¢ merytorycz-
nymi uwagami dotyczacymi tekstu, ktére przyczynity sie do
jego poprawienia.

Artykut otrzymano 3 lipca j997 r.
Zaakceptowano do druku 6 stycznia 1998 r.

ADDENDUM

Ludzki gen APOBEC-1 posiada 5eksonow. Miejsce inicjacji
translacji wystepuje w eksonie drugim. Sekwencja koricowa
5 zawiera dwie powtarzalne sekwencje Alu. Wykazano
istnienie dwéch miejsc inicjacji transkrypcji. Pierwsze miejs-
ce inicjacji transkrypcji znajduje sie na poczatku niekoduja-
cego eksonu 1 i poprzedzone jest pierwszg sekwencjg Alu.
Drugie miejsce inicjacji transkrypcji znajduje sie wewnatrz
drugiej sekwencji Alu wystepujacej w intronie 1, ktory zostaje
wyciety podczas splicingu w przypadku startu transkrypcji
z miejsca pierwszego. Zadne z miejsc inicjacji transkrypcji nie
posiada kasety TATA ani CCAT [54].

[54] Fujino T. Navaratnam N Scott J, (1998)
Genomics 47: 266-275
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Mate jaderkowe RNA

Small nucleolar RNA

JOANNA PIENKOWSKA1

ZOFIA SZWEYKOWSKA-KULINSKA?

Spis tresci:

. Wstep

Il.  Klasyfikacja snoRNA i ich struktura

I11.  Geny matych jaderkowych RNA

IV. Transkrypcja i dojrzewanie snoRNA

V. Biatka kompleksujgce z snoRNA

V1. Udziat snoRNA w dojrzewaniu pre-rRNA
VI-1. UdziatsnoRNA wreakcjach ,,rozcinania” preku-

rsorowego rRNA

VI1-2. Udziat snoRNA w metylacji rRNA
VI1-3. Udziat w pseudourydylacji rRNA

VIl. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: rDNA — rybosomowy DNA;
SNRNA —mate jagdrowe RNA; snoRNA mate jaderkowe
RNA; snoRNP — kompleks rybonukleoproteinowy; pre-
-rRNA — prekursorowy rRNA; TMG 2,2,7 tréjmetylogu-
anozyna; BP - miejsce rozgatezienia; ETS - zewnetrzna
sekwencja niekodujaca; ITS - wewnetrzna sekwencja nie-
kodujaca; MRP drozdzowa rybonukleaza; kDA kilo-
daltony.

I. Wstep

Informacja genetyczna komdrki zawarta w kwasie
deoksyrybonukleinowym przepisywana jest w proce-
sie transkrypcji, a nastepnie translacji dajgc odpowied-
nig sekwencje aminokwasowa biatka. Synteza biatka
zachodzi w kompleksach rybonukleoproteinowych
zwanych rybosomami. Elementami sktadowymi rybo-
somOw sa, oprocz biatek, czasteczki rybosomowego
RNA (rRNA). W przypadku cytoplazmatycznych ry-
bosomoéw u Eukaryota sg to: 185 rRNA, 58S rRNA,
25-28S rRNA i 5S rRNA. Pierwsze trzy z tych czas-
teczek pochodzg z jednego duzego transkryptu pier-
wotnego bedacego produktem transkrypcji tzw. rDNA
(Ryc. 1), natomiast 5S rRNA jest transkryptem samo-
dzielnym. Rybosomowy DNA (rDNA) u eukariontéw
powtarza sie setki, a nawet tysigce razy w uktadzie
tandemowym. Znajduje sie w specjalnych miejscach
chromosomoéw, ktdére sg zwiazane z tworzeniem jader-
ka. Podczas oogenezy u Xenopus laeuis rDNA jest
selektywnie replikowany kilka tysiecy razy, co powo-
duje zwiekszenie liczby jego kopii do 2 x 106, tak ze
stanowig one ok. 75% DNA oocytow. Czasteczki
RNA wchodzgce w sktad prekursorowego rRNA sg po

1Mgr, 2dr hab., Zaktad Ekspresji Genéw, UAM ul. Miedzy-
chodzka 5, 60-371 Poznah
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transkry pcji wycinane oraz chemicznie modyfikowane.
Modyfikowaniu ulegajg tak zasady, jak i reszty rybo-
zowe nukleozydow rybosomowych czasteczek RNA.
U kregowcow czasteczki rRNA zawieraja ok. 100
metylowanych reszt cukrowych, 95 pseudourydyn i 10
metylowanych zasad. Natomiast u drozdzy modyfika-
cje te s o potowe mniej liczne.

W procesie dojrzewania czgsteczek RNA takich, jak
pre-mRNA czy pre-rRNA udziat biorg mate czasteczki
RNA, ktére ze wzgledu na lokalizacje oraz peiniong
funkcje podzieli¢ mozna na dwie klasy: mate jadrowe
RNA (snRNA — ang. small nuclear RNA) oraz mate
jaderkowe RNA (snoRNA — ang. small nucleolar
RNA). Czasteczki jagdrowych snRNA uczestniczg
w dojrzewaniu pre-mRNA na terenie jgdra, podczas
gdy jaderkowe czasteczki snoRNA biorg udziat w doj-
rzewaniu pre-rRNA (lubi w biogenezie rybosomu) na
terenie jaderka [1-3],

Wszystkie dotgd scharakteryzowane mate jader-
kowe RNA sg pochodzenia eukariotycznego (wiek-
szo$¢ pochodzi z drozdzy, a pozostate z kregowcow).
Nie ma natomiast dowodu na to aby jakiekolwiek
czasteczki podobne do snoRNA braty udzial w doj-
rzewaniu prokariotycznych rRNA. Jedynie u bakterii
Sulfolobus acidocaladarius, nalezacej do krélestwa Ar-
chaebacteria, odkryto mate czasteczki RNA bedgce
podobne pod wzgledem funkcjonalnym do eukarioty-
cznego U3 snoRNA. Te tak zwane U3-podobne RNA
sg podstawowym sktadnikiem archebakteryjnej RNP
endonukleazy biorgcej udziat w dojrzewaniu 16S
rRNA. W obrebie czasteczki podobnej do U3 znajduje
sie motyw nukleotydowy komplementarny do regionu
pre-rRNA zawierajacego trzy miejsca hydrolizy wig-
zan fosfodiestrowych generujgcych 16S rRNA [4-7],

Podobnie do snRNA biorgcych udziat w splicingu
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18S rRNA 5.8S IRNA

S'ET'S_Jli ] 4] ITS 1 {

ITS 2 ],

25-28S IRNA | 3ETS

Rye. 1. Transkrypt pierwotny eukariotycznych rybosomowych RNA pochodzacych zrDNA. Czasteczki 18S. 5.85i25 28S rRNA kodowane sg
w transkrypcje pierwotnym oskrzydlonym zewnetrznymi sekwencjami niekodujgcymi: 5' ETS i3' ETS (ang. external transcribed spacers)
oraz rozdzielone przez dwie wewnetrzne sekwencje niekodujgce: ITS 1i ITS 2 (ang. internal transcribed spacers).

pre-mRNA, snoRNA 1t3czg sie ze specyficznymi biat-
kami i wystepuja jako osobne kompleksy rybonu-
kleinoproteinowe zwane snoRNP. Uwaza sie, ze
SnoRNP tgczg sie z pre-rRNA, biatkami rybosomal-
nymi oraz biatkami nierybosomalnymi tworzac olb-
rzymie kompleksy biorgce udziat w dojrzewaniu rRNA
i sktadaniu podjednostek rybosomalnych. Brak pew-
nych specyficznych snoRNA i zasocjowanych z nimi
biatek lub mutacje w czgsteczkach snoRNA blokujg
dojrzewanie duzych transkryptéw rRNA i hamujg
produkcje czasteczek 18S, 5.8S i 25S/28S rRNA [3],

Il. Klasyfikacja snoRNA i ich struktura

Czasteczki matych jaderkowych snoRNA mozna
podzieli¢ na dwie grupy w zaleznosci od sposobu ich
powstawania. Pierwsza to nie-intronowe SnoRNA.
Nazwa ta dotyczy czasteczek RNA, ktére kodowane sg
przez ,,samodzielne jednostki genowe” (zwane dalej
genami niezaleznymi). Druga grupa to intronowe
snoRNA. Sg to czgsteczki, ktérych sekwencje kodujgce
zawarte sg w intronach réznych pre-mRNA.

Inny rodzaj klasyfikacji opiera sie na obecnosci
pewnych konserwatywnych struktur i sekwencji nu-
kleotydowych w snoRNA. Pierwsza grupa czasteczek
snoRNA posiada konserwatywne bloki C i D. Te
snoRNA, zwane C/D snoRNA, zasocjowane sg z fi-
brylaryna i wiekszo$¢ z nich (tzw. antysensowne snoR-
NA) jest istotna dla prawidtowej metylacji reszt rybo-
zowych w rRNA. Drugag grupe stanowig snoRNA
odznaczajace sie obecnoscig tzw. bloku H (sekwencja:
ANANNA, gdzie N oznacza jakikolwiek nukleotyd)
oraz sekwencji nukleotydowej ACA [8, 9], Czgsteczki
te, zwane ACA snoRNA, zasocjowane sg z istotnym
biatkiem jagderkowym — Gar 1 Dowiedziono, ze
petnig istotng role w pseudorydylacji rRNA. Tabe-

Tabela 1

la 1przedstawia klasyfikacje snoRNA pod katem kon-
serwatywnych struktur i sekwencji nukleotydowych.
Kilka sekwencji nukleotydowych oraz elementéw
struktur drugorzedowych jest konserwatywnych
wsrod czasteczek snoRNA. Sekwencje konserwatywne
stanowi sze$¢ element6éw, znanych jako domeny A i B,
bloki C i D. blok H, sekwencja ACA oraz fragmenty
sekwencji nukleotydowej snoRNA komplementarne
do rRNA. Elementy te nie sg identyczne w kazdym
snoRNA. w ktdrym wystepujg ale wykazujg miedzy
soba wysokie podobieinstwo. Domeny A i B istnieja
jedynie w U3 oraz w U 14 (nie sg to jednak domeny
homologiczne) [10, 11], podczas gdy bloki C i D wy-
stepujg zarowno w U3 i U 14 jak i w wielu innych
snoRNA, zazwyczaj razem. Zidentyfikowano réwniez
blok podobny do C (zwany C’) zlokalizowany w U3
oraz blok podobny do D (zwany D’) wystepujgcy
w Kilku innych rodzajach snoRNA (rozdziat VI-2).
Domeny A oraz B zawarte w U3 i U 14 snoRNA sg
komplementarne do réznych regionéw' 18S rRNA.
Analizy genetyczne wykazaty, ze obie domeny w droz-
dzowym U14, dtugosci 13 i 14 nukleotydow sg istotne
dla produkcji dojrzatego 18S rRNA. Sg one konser-
watywne pos$rod wszystkich U114 RNA (zaréwno
u drozdzy jak i u kregowcow) i sa podstawowe dla
aktywnosci U 14. Zostaty przeprowadzone ekspery-
menty wykazujgce wazno$¢ komplementarnos$ci zasad
miedzy U114 a 18S rRNA. W doswiadczeniach tych
wprowadzona letalna mutacja punktowa w domenie
A U 14 snoRNA zostata ,,zneutralizowana” przez od-
powiednig zmiane zasady w 18S rRNA przywracajaca
komplementarno$¢ [12]. R6wniez bezpos$rednie paro-
wanie miedzy U3 a pre-rybosomalnym RNA (w regio-
nie 5 ETS) wymagane jest do syntezy 18S rRNA [10].
Mutacje w pre-rRNA, ktdre znoszg to oddziatywanie
sg letalne i hamujg synteze 18S rRNA. Natomiast bloki

Klasyfikacja snoRNA pod katem obecnosci konserwatywnych struktur i sekwencji nukleotydowych

Klasa snoRNA

C/D snoRNA wyznaczajace Wiele czasteczek snoRNA

miejsce metylacji u drozdzy i kregowcow

Inne C/D snoRNA U3, u8. Ul4, U22
ACA snoRNA wyznaczajgce
miejsce pseudourydylacji
Inne ACA snoRNA

Wiele czasteczek snoRNA
u drozdzy i kregowcow
snR 10, snR30

Endonukleazy RNaza MRP
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Biatka zasocjowane z ta klasa

Funkcja czasteczek snoRNA

Dtugie sekwencje komplementar- Fibrylaryna Nopl
ne do rRNA wyznaczajg miejsce
metylacji rybozy
Wymagane do dojrzewania
pre-rRNA
Wyznaczajg miejsca syntezy Garl

pseudourydyny
Wymagane do dojrzewania Garl
pre-rRNA i biogenezy
rybosomow
Dojrzewanie pre-rRNA
w miejscu A,

Fibrylaryna Nopl

Popi. Pop3, Pop4
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C, C\ D i D’ nie wykazujg komplementarno$ci w sto-
sunku do rRNA ibiorg prawdopodobnie udziat w doj-
rzewaniu snoRNA oraz w powstawaniu komplekséw
snoRNP. U drozdzy bloki C i D (oba po 6 nuk-
leotydéw) sg wymagane do akumulacji U 14 oraz do
wigzania sie tego RNA =z fibrylaryna. W pracowni
M. P. T ernsawykazano, ze blok D odgrywa kluczo-
wag role w zatrzymywaniu U3 i U8 snoRNA [X. laeuis)
w jaderku, hipermetylacji 5’ kapu oraz istotny jest dla
stabilnosci tych czasteczek [13].

Wykazano, ze bloki D oraz D’ w antysensownych
snoRNA sa elementami, ktére w sekwencji rRNA
precyzyjnie wyznaczajg nukleotyd majgcy ulec metyla-
cji [14], natomiast blok H i sekwencja ACA wy-
znaczajg urydyne majacg nastepnie ulec izomeryzacji
dajacej pseudourydyne, o czym napisano szczeg6towo
w rozdziale sz6stym [15].

Podobnie jak w przypadku blokéw C i D, blok
H oraz sekwencja ACA sg wymagane do dojrzewania
i stabilnosci tej grupy snoRNA [8].

Ws$réd snoRNA istnieje wiele takich czasteczek,
ktore zawierajg albo bardzo dtugie regiony (o dtugosci
do 21 nukleotydow) komplementarne do rRNA
— C/D snoRNA albo krotkie (5-12 nukleotydow)
— ACA snoRNA. Obecno$¢ tych regiondw daje
mozliwo$¢ bezposredniego oddziatywania czgsteczek
snoRNA z rRNA na zasadzie komplementarnosci
zasad. Elementy te sa komplementarne do regionéw
konserwatywnych w 18S i25/28S rRNA isg istotne dla
procesu metylacji i pseudourydylacji rRNA.

Informacje odnosnie struktury drugorzedowej ma-
tych jagderkowych snoRNA sg dostepne jedynie dla
kilku snoRNA (U3, Ul4 i 7-2/MRP) [3, 16-21]. Na
przyktad wszystkie Ul4 snoRNA charakteryzujg sie
obecnoscig tzw. ,,5°, 3’ ramienia kofncowego”, w skiad
ktérego wchodzg parujgce sie ze sobg sekwencje lezace
po 5’ stronie bloku C oraz po 3’stronie bloku D wraz
z tymi blokami (Ryc. 2). Wyniki badan metodg ukie-
runkowanej mutagenezy wykazaty, ze obecnos$¢ tego
ramienia jest podstawowym warunkiem do akumula-
cji drozdzowego U 14. Bloki C i D oskrzydlaja sparo-
wane ramie koficowe tworzac tzw. motyw ,,Y”. Motyw
ten wystepuje na koncach kilku snoRNA, ale nie
wszystkie snoORNA zawierajgce bloki C i D charak-
teryzujg sie jego obecnoscig. Charakterystyczng cechg
Ul4 snoRNA pochodzacych z drozdzy i roslin jest
obecno$¢ dodatkowej domeny, zwanej domeng Y (Ryc.
2). Domeny tej brak w U14 snoRNA kregowcow [22],
Nie nalezy myli¢ domeny Y (,,Y” pochodzi od angiels-
kiego stowa ,yeast” — drozdze) z tzw. motywem
Y ztozonym z bloku C, D oraz sparowanego ,5\ 3’
ramienia korncowego”.

I1l. Geny matych jaderkowych RNA
Geny snoRNA wykazujg niezwykta dychotomie
organizacji w genomie jagdrowym. Jedna klasa jest

zorganizowana w sposob ,tradycyjny” zawierajac sek-
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Ryc. 2. Drugorzedowa struktura U 14 snoRNA pochodzacego z S.
cererisiae. Wszystkie U 14 snoRNA posiadajg cztery elemen-
ty konserwatywne oraz 5, 3' ramie kofncowe. Elementami
konserwatywnymi sag domeny A i B (13 i 14 nukleotydéw
dtugosci), ktore sag komplementarne wzgledem konserwaty-
wnych sekwencji w 18S rRNA, oraz bloki C i D. Domena
Y (nie myli¢ z tzw. motywem ,,Y”) jest obecna jedynie w U 14
drozdzy i roslin.

wencje promotorowg z 5 oraz sekwencje terminatoro-
wag z 3’strony genu. Sa to ,,niezalezne” geny snoRNA.
Geny te u drozdzy niemal wszystkie wystepuja jako
rozproszone, pojedyncze kopie genéw. Wyjatek stano-
wig U3, snR190 i U 14 (U3 kodowane jest przez dwa
geny, a snR190 i U 14 powstajg z jednej jednostki
kodujacej i sg transkrybowane wspolnie w postaci
jednego prekursora). U kregowcéw geny U3 sg row-
niez rozproszone w genomie, ale wystepujg w wielu
kopiach. U kregowcow i u roélin istniejg pseudogeny
U3. Roéwniez u kregowcow istniejg pseudogeny U13
[3], W przypadku drozdzowych U3 snoRNA charak-
terystyczna jest dodatkowo obecno$¢ intronu w ob-
rebie sekwencji kodujgcej snoRNA [23-26],

Druga klasa genow kodujgcych snoRNA jest cat-
kowicie nietypowa. Sekwencje kodujgce ten rodzaj
czasteczek snoRNA zawarte sg w intronach genoéw
kodujacych biatka. Obecno$¢ jednostek kodujacych
snoRNA w obrebie intronéw pre-mRNA byta pierw-
szy raz zaobserwowana w przypadku Ul4 snoRNA.
W intronach 5, 6 i 8 genu biatka szoku termicznego
zaby szponiastej — hsc70 zidentyfikowano odpowied-
nio trzy geny U 14 [18]. Rowniez introny gendw biatka
rybosomalnego LI, czy intron genu nukleoliny (uczest-
niczacej w dojrzewaniu pre-rRNA), koduja czasteczki
snoRNA [3], Interesujacym zjawiskiem jest mozliwos¢
kodowania jednego rodzaju snoRNA (np. U14) w
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roznych genach tego samego organizmu [27] jak
i wystepowanie jednego rodzaju snoRNA (np. U21)
w intronach réznych gendéw, ale pochodzacych z réz-
nych organizmdw [28]. Zadziwiajacy jest fakt, ze co
najmniej jeden snoRNA jest kodowany i jako in-
tronowy, ijako nie-intronowy gen. U 14jest kodowany
przez gen whudowany w intron u ssakéw, gadéw iryb,
natomiast u S. cerevisiae jest kodowany przez gen
»niezalezny”. U kukurydzy geny Ul4 sg zorganizowa-
ne tandemowo. Ta mieszanka réznych sposobow
kodowania moze mie¢ ciekawe znaczenie dla ewolucji
genow snoRNA [3].

Wiele biatek zawierajacych w intronach swoich
genow sekwencje kodujagce snoRNA jest zwigzanych
z syntezg lub funkcjg rybosomow (np. w intronach
genow biatek rybosomalnych S3, LI i L5 kodowane sg
U 15 U116, U 18, U20 i U21) lub z regulacja podziatu
komdrkowego (np. intron genu biatka RCC1kodujacy
U 17) [3], Ten ukitad organizacyjny sugeruje potencjal-
ne powigzanie regulacji metabolizmu jagdrowego RNA
i koordynacji produkcji rybosom6w z innymi procesa-
mi komérkowymi, takimi jak np. cykl komdrkowy.
Wydaje sie to potwierdzaé usytuowanie UI7 w in-
tronie ludzkiego genu RCC1, istotnego dla konden-
sacji chromatyny i replikacji DNA. Taka lokalizacja
snoRNA zapewnia koordynacje biogenezy ryboso-
mow z cyklem komdrkowym (ang. feedback scheme).
Wystepowanie jednostek kodujgcych snoRNA w kilku
intronach wymienionych genow jest réwniez logiczne
jezeli wzig¢ pod uwage wysoki poziom ekspresji tych
gendéw. Umiejscowienie snoRNA, uczestniczacych
w procesie dojrzewania rRNA, w obrebie introndw
pre-mRNA moze #gczyé i koordynowaé ekspresje
transkryptow polimerazy RNA 1 i Il, synchronizujac
dojrzewanie mRNA z syntezg rRNA i ostatecznie
z biogenezg rybosomadw.

IV. Transkrypcja i dojrzewanie snoRNA

Czasteczki snoRNA sg syntetyzowane gtownie przez
polimeraze RNA Il (np. U3, U8i UI3 RNA kregow-
cow idrozdzy). Natomiast 7-2/MPR RNA z kregow-
cow i roslin, oraz ro$linne geny U3 (z pomidora,
tytoniu, pszenicy, kukurydzy irzodkiewnika) sg trans-
krybowane przez polimeraze RNA [IIl [3, 23-25].
Ws$rod wszystkich poznanych dotad czasteczek snoR-
NA zaobserwowano trzy rézne typy kohcow 57 Duza
cze$¢ snoRNA kregowcOw oraz wiekszo$¢é snoRNA
drozdzowych posiada w tym miejscu 2,2,7-tr6jmetylo-
guanozyne (TMG), co $wiadczy, ze sg one produktami
polimerazy RNA Il. Drugi rodzaj modyfikacji konca
5-fosforan y-monometylowy wystepuje w U3 snoRNA
u roslin. Ten snoRNA transkrybowany jest, jak juz
wspomniano, przez polimeraze RNA IIl. Natomiast
u ssakow ponad potowa snoRNA charakteryzuje sie
obecnoscig niemodyfikowanego fosforanu na 5’ koncu
czasteczki. Tego typu koniec 5’ swoisty jest dla czas-
teczek RNA wycinanych z introndw pre-mRNA. Na-
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tomiast na 3" koncach wszystkich snoRNA wystepuje
grupa hydroksylowa (3-OH).

Intronowe snoRNA sg transkrybowane razem z ko-
dujacym je pre-mRNA i uwalniane z intronéw w pro-
cesie dojrzewania. Jak juz wspomniano wyzej, te mate
jaderkowe RNA sg kodowane zazwyczaj w intronach
genéw kodujgcych biatka istotne dla prawidtowego
funkcjonowania komérki. Interesujacy jest przypadek
gendéw snoRNA U22 i U25 do U3l kodowanych przez
introny ssaczego genu UHG (ang. U Host Gene). Ot6z
eksony tego genu nic nie kodujg. Wazne sg natomiast
introny kodujace czasteczki snoRNA, np. U22 snoR-
NA istotny dla dojrzewania 18S rRNA u kregowcow.
Istnienie tego typu genu moze wyjasniaé¢ funkcje jaka
moga petni¢ w komorce ogromne ilosci zdawatoby sie
»,bezuzytecznego” DNA [29, 30].

Proces dojrzewania intronowych snoRNA byt po
raz pierwszy zademonstrowany w eksperymencie pole-
gajacym na iniekcji do jader oocytéw X. laeuis trans-
kryptow mysiego biatka hsc70 (zawierajgcego w in-
tronie gen U 14) [31] i zabiego biatka rybosomalnego
LI (zawierajgcego w intronie gen U 16) [32], Dojrzate
U14iU16 snoRNA byty wycinane z introndw i posia-
daty prawidtowe 5’ i 3’ konce. Wykonano takze
eksperyment, w ktérym zademonstrowano dojrzewa-
nie pochodzacych z intronéw czasteczek ludzkich
U 15, Ul7 i U20 snoRNA w ekstraktach z komorek
HelLa oraz komorek mysich [21, 33]. We wszystkich
systemach pre-mRNA niosacy intron kodujacy czg-
steczke snoRNA ulega splicingowi. Jednak system
uzywany do dojrzewania snoRNA wydaje sie by¢ nie-
zalezny od splicingu pre-mRNA. Usuniecie jednego
lub obu eksondw oskrzydlajgcych intron powodowato
powstanie dojrzatych snoRNA w trzech zastosowa-
nych systemach: tak w oocytach X. laevis (U 14), jak
i w ekstraktach komdérkowych Hela i mysich (U 15,
U 17) [21, 33], Dowodzi to obecnosci elementow RNA
istotnych dla dojrzewania w obrebie samej czasteczki
snoRNA. W zasadzie uwaza sie, ze z pojedynczego
transkryptu pre-mRNA powstaje zar6wno dojrzaty
mRNA, jak i dojrzaty snoRNA. Jezeli model ten jest
prawdziwy oznacza to, ze do procesu dojrzewania
intronowych snoRNA niezbedna jest aktywnos$¢ nuk-
leazowa ,,generujaca” dojrzate kofice snoRNA. Obec-
nie rozwaza sie dwa mozliwe mechanizmy ,ciecia”
nukleolitycznego. W pierwszym z nich wyciety intron
ma na poczatku strukture lassa (wynikajacg z reakcji
splicingu). Nastepnie dochodzi do linearyzacji formy
lassa, a kolejnym etapem jest egzonukleolityczne tra-
wienie liniowego intronu. Drugi schemat zaktada, ze
najpierw nastepuje ciecie endonukleolityczne w obrebie
jednej lub obu sekwencji oskrzydlajgcych intron, a na-
stepnie ma miejsce ,,dotrawienie” egzonukleolityczne.

Wydaje sie, ze dojrzewanie U7 i U19 przebiega
zgodnie z pierwszym opisanym wyzej schematem
(patrz Ryc. 3) [34, 35]. W intronach genu regulujgcego
cykl komérkowy, RCC1, kodowane sg dwie izoformy
ludzkiego U 17 snoRNA. Eksperymenty dotyczgce
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dojrzewania tych trzech intronowych snoRNA (Ul7a,
U17b oraz U 19 kodowanego przez intron nie w petni
scharakteryzowanego genu) w ekstrakcie z komdrek
HelLa sugerujg, ze to raczej egzo- niz endonukleazy
zaangazowane sg w proces dojrzewania U 17 i U19
RNA. Wskazujg na to nastepujgce fakty: (1) nie
zidentyfikowano oczekiwanych produktéw trawienia
endonukleolitycznego; (2) ,,kapowanie” lub cyrkulary-
zacja pre-snoRNA hamowata powstawanie snoORNA;
(3) U17 byt wydajnie wycinany z substratu niosgcego
»obce” sekwencje oskrzydlajgce. Kumulacja, in vitro,
produktow dojrzatych na 5’ koncu ale niedojrzatych na
koncu 3’ lub vice versa, wskazuje na niezalezne doj-
rzewanie obu koncow snoRNA. Wykazano takze, ze
dojrzewanie konca 3’ moze zachodzi¢ w dwoch eta-
pach. Najpierw powstajg niestabilne intermediaty z 5-9
nukleotydowymi ,ogonami” na 3’ koficu, a nastepnie
nukleotydy te sg wolno usuwane przez egzonukleaze
[34]. W celu przestudiowania dojrzewania in vivo,
regiony kodujgce czgsteczki U17 i UI9 snoRNA
umieszczono sztucznie w intronie 2 ludzkiego genu
(3-globiny. Ekspresja tych pre-mRNA w matpich ko-
morkach COS data wyniki w postaci prawidtowo
dojrzatych snoRNA i prawidowo ztozonego globino-
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Ryc. 3. Model dojrzewania U117 i U19 snoRNA.
Pre-mRNA niosacy intron kodujacy snoRNA
podlega splicingowi, w rezultacie czego tworzony
jest mMRNA oraz intron w postaci lassa (a).
Linearyzacja lassa (b) powoduje powstanie czgs-
teczki, ktéra staje sie nastepnie substratem dla
5 -» 3" i 3 ->5" egzonukleaz (c). Akumulacja in
vitro produktéw dojrzatych na 5 koncu ale
niedojrzatych na 3’koricu lub na odwrét wskazuje
na to. ze 5 i 3’ konce snoRNA mogg by¢
przycinane niezaleznie od siebie. Dojrzewanie 3’
koAcow moze zachodzi¢ w dwdéch etapach. Po
pierwsze, tworzone sa pOtstabilne produkty po-
$rednie dojrzewania z 5-9 dodatkowymi nuk-
leotydami na korncach 3’ (d). Konwersja takich
produktéw do czasteczek snoRNA z dojrzatymi
3’ koncami przebiega powoli ijest najprawdopo-
dobniej katalizowana przez egzonukleazy (e) [34,
35]. Nie wiadomo czy w dojrzewaniu 3’ koficow
udzial bierze jedna czy dwie rézne egzonukleazy.
Oznaczenia: EI — ekson pierwszy, E2 — ekson
drugi, linia — intron, duza pusta strzatka — gen
snoRNA, BP — miejsce rozgatezienia (ang.
branch point), P — grupa fosforanowa, OH

grupa hydroksylowa.

wego mRNA. Stanowi to dowo6d, ze snoRNA moga
by¢ wycinane z genéw ,nierodzicielskich” i ze ich
sekwencje zawierajg wszystkie sygnaty niezbedne do
zajScia prawidtowego dojrzewania [34],

Wszystkie dostepne dane wskazujg na to, ze mecha-
nizmy procesu dojrzewania Ul4, U15 i U20 kregow-
cow [21, 31, 33] sg podobne do tego opisanego dla U 17
i U19 snoRNA.

Transkrypty pre-mRNA, ktére zawierajg snoRNA,
czesto niosg kilka sekwencyjnych odmian tego samego
snoRNA Ilub, w pewnych przypadkach, dwa rézne
rodzaje snoRNA sag zlokalizowane w rdéznych intro-
nach tego samego genu. Nie wiadomo byto jednak czy
pojedynczy intron moze zawiera¢ regiony kodujgce
dwie lub wiecej czasteczek snoRNA. W celu wyjas-
nienia tej kwestii wklonowano do intronu 2 ludzkiego
genu (3-globiny dwa regiony kodujace rdzne snoRNA
(Ul7a i U17b) rozdzielone fragmentem DNA o diugo-
§ci 36 nt. Taki pre-transkrypt ulega prawidtowemu
splicingowi, jednak zamiast dojrzatych Ul7a i Ul7b
RNA otrzymano fragment odpowiadajgcy rozmiaro-
wo tandemowi Ul7ab RNA, ktory jest prawidtowo
»przyciety” na 5’ koncu sekwencji Ul7a ina 3’ koncu
sekwencji U17b. Brak cie¢ na 3’ koficu Ul7a lub 5’
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koncu U 17b jest argumentem negujacym udziat en-
donukleaz miejscowo-specyficznych w dojrzewaniu
tych miejsc. Rozdzielenie regiondw kodujacych dwa
UI7 snoRNA funkcjonalnym eksonem zaowocowato
powstaniem dwoch pojedynczych doktadnie ,,przycie-
tych” snoRNA Ul7a i Ul7b. To potwierdza zasade
»jeden intron — jedna czasteczka SnoRNA” méwigca,
ze tylko pojedynczy snoRNA moze byé w petni
prawidtowo wycinany z pojedynczego intronu [34],

Wedtug drugiego schematu ,,ciecia” endonukleolity-
cznego opisanego wyzej powstaje czasteczka U 16. U 16
snoRNA, kodowany przez trzeci intron biatka rybo-
somowego LI z Xenopus laevis, jest uwalniany z pre-
-mRNA w drodze dojrzewania zaréwno w systemie in
vitro jak i in vivo [36]. Wykazano, ze w niedalekiej
odlegtosci miejsc wycinania U 16 snoRNA w obrebie
intronu obecne sg sekwencje mogace wykazywacé ak-
tywnos$¢ autokatalityczng [37], Elementy te sg konser-
watywne w dwoch kopiach LI z Xenopus laevis oraz
w pojednyczej kopii LI z X. tropicalis. Aktywnos¢
katalityczna odpowiada tej opisanej dla rybozomu
typu szpilki: jest zalezna od jondw Mn2+, produkuje
2’-3’ cykliczny fosforan, 5-OH koniec i zawiera zasad-
niczy element GAAA. Do katalizy niezbedna jest
grupa 2’-OH reszty guanozynowej wchodzacej w skiad
w.w. elementu.

Réwniez nie-intronowy prekursor drozdzowego
U 14 wkasciwie utega procesowi dojrzewania w jadrze
oocytu Xenopus laevis, co sugeruje, ze elementy od-
powiedzialne za prawidtowe dojrzewanie sg ewolucyj-
nie konserwatywne w obrebie struktury obu introno-
wego i nie-intronowego U 14. W przypadku introno-
wych snoRNA zasocjowanych z fibrylaryng (np. U 14
i U 16) jest prawdopodobne, ze tzw. motyw ,,Y” dziata
jako element istotny dla dojrzewania snoRNA [16, 19,
20, 38]. Wigzanie fibrylaryny i/lub innych biatek do
tych drugorzedowych elementéw strukturalnych mo-
gtoby chronié¢ konce 5’i 3’snoRNA przed degradacjg
egzonukleolityczng dojrzatego snoRNA. Przeciwciata
antyfibrylarynowe wytracaja zaréwno transkrypty
pre-mRNA L} zawierajagce U 16 jak i samg dojrzatg
czasteczke U 16, co sugeruje, ze skiladanie rybonuk-
leoproteiny (sSnoRNP) moze rozpoczynac siejuz w mo-
mencie, gdy snoRNA jest nadal czeScig intronu pre-
-mRNA. Intronowe snoRNA, ktdre nie sg zasocjowa-
ne z fibrylaryng, takie jak U 17 i U 19, nie posiadajg
motywu ,,Y” co Swiadczy o tym, ze inne nadal nie
zidentyfikowane elementy strukturalne muszg by¢
odpowiedzialne za oddziatywanie tej klasy snoRNA
z biatkami oraz za ich dojrzewanie [39].

Istnieje mozliwos¢, ze rybosomowe i nie-rybosomo-
we biatka mogg wigzaé sie do intronowych snoRNA na
poziomie prekursora i decydowac czy snoRNA maja
ulec wycieciu z transkryptu pre-mRNA. Bozzoni
i wsp. wykazali, ze fragmenty pre-mRNA kodujace
intron 3 genu biatka LI z X. laevis ulegajg albo
splicingowi, prowadzgcemu do powstania dojrzatego
mRNA, albo sg ,,ciete” endonukleolitycznie w obrebie
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intronu. W wyniku tego ostatniego procesu uwalniane
sg prekursory U 16 RNA, ktorych 5’i 3’ oskrzydlajgce
sekwencje korficowe sg nastepnie usuwane. Te wyniki
sugeruja, ze cate czasteczki pre-mRNA, a nie wyciete
introny jak to jest w przypadku np. U 14, U17i U 19, sg
substratami dla dojrzewania U 16 RNA, wskazujgc na
to, ze splicing pre-mRNA i tworzenie snoRNA s3g
reakcjami wykluczajacymi sie wzajemnie. Podobny
mechanizm wycinania zostat zaproponowany dla U 18
RNA kodowanego przez inne introny genu LI u X.
laevis [36, 37].

Nieznane jest miejsce dojrzewania intronowych sno-
RNA w obrebie jadra, ale pierwszorzednym kan-
dydatem jest aparatura spliceosomu. Taka lokalizacja
mogtaby mie¢ znaczenie dla koordynacji i regulacji
sktadania pre-mRNA (splicingu) i dojrzewania snoR-
NA. Analizy dojrzewania U 16 wykazaty, ze biatko
wigzgce sie do pre-mRNA (hnRNP biatko C) moze
wigzac sie do sekwencji oskrzydlajgcych intron i wpty-
wac¢ na wydajno$¢ dojrzewania snoRNA z uwzgled-
nieniem splicingu pre-mRNA [40],

V. Biatka kompleksujace z snoRNA

SnoRNA wystepuja na terenie jaderka jako kom-
pleksy rybonukleoproteinowe. Kazdy snoRNP jest
ztozony z zestawu biatek i metabolicznie stabilnego
matego jaderkowego RNA. Pierwsze dowody tego
typu organizacji pochodzg z immunologicznych da-
nych otrzymanych przy uzyciu przeciwciat od pacjen-
téw z chorobami autoimmunologicznymi. Wiekszos¢
jagderkowych przeciwciat jest skierowanach przeciw
fibrylarynie, ewolucyjnie konserwatywnemu biatku
0 masie ok. 34 kDa, zlokalizowanemu w zwartym
widkienkowym regionie jaderka. Tutaj zachodza
wczesne stadia dojrzewania rRNA oraz skiladania
rybosoméw. Fibrylaryng zostata scharakteryzowana
w wielu organizmach eukariotycznych, takich jak:
cztowiek, mysz, zaba szponiasta, $luzowiec i drozdze
[3]. Fibrylaryng jest obficie wystepujgcym jgderko-
wym biatkiem, ktére odgrywa fundamentalng role we
wszystkich podstawowych potranskrypcyjnych eta-
pach biosyntezy rybosomow takich jak: dojrzewanie
pre-rRNA, modyfikacja rRNA i skitadanie ryboso-
moéw. Odkryto, ze fibrylaryng jest zasocjowana z wigk-
szoscig SNORNP.

Antyfibrylarynowe przeciwciata wytrgcajg wiele
snoRNA pochodzacych z kregowcéw (chociaz nie
wszystkie) wigczajgc TMG-kapowane U3, U8 i U3
jak rowniez kodowane przez introny U 14, U 15, U 16,
U 18, U20, U21, U22 i U24 snoRNA [3], Wiekszos¢
drozdzowych snoRNA réwniez wytrgca sie po reakcji
z ludzkimi przeciwciatami antyfibrylarynowymi, co
wskazuje na ewolucyjnie zachowawczg strukture tego
biatka i asocjacje z snoRNA (odpowiednikiem fib-
rylaryny u drozdzy jest biatko NOP1).

Analizy biochemiczne wykazaly dwie klasy kom-
pleksow biatkowo-rybonukleinoproteinowych (sno-
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-RNP) istniejace zaré6wno w organizmach jedno- jak
i wielokomorkowych. Klasa pierwsza (wspétczynnik
sedymentacji 10-15S) to monomeryczne snoRNP. Kla-
sa druga (70-90S) to duze kompleksy ztozone praw-
dopodobnie z snoRNP zasocjowanych z rRNA w do-
mniemanym kompleksie dojrzewania pre-rRNA.

Dotychczas zidentyfikowano niewiele biatek zasoc-
jowanych z snoRNA. Immunoprecypitacja licznych
snoRNA tkankowcdw oraz niemal wszystkich droz-
dzowych snoRNA z przeciwciatami antyfibrylaryno-
wymi sugeruje, ze fibrylaryna/NOPI jest powszech-
nym sktadnikiem wielu snoRNP. Fibrylaryna posiada
dwa motywy: motyw rozpoznajagcy RNA (RRM) oraz
sekwencje bogatg w glicyne i ariginine (GAR). Asocja-
cje fibrylaryno-snoRNP moga powstawaé zaréwno
w wyniku oddziatywah posrednich typu biatko-biatko,
jak i bezposredniego wigzania do snoRNA lub rRNA.
Poniewaz fibrylaryne tatwo usung¢ z kompleksu nis-
kim stezeniem soli, uwaza sie, ze nie jest ona umiejs-
cowiona w rdzeniu snoRNA, ale na jego obrzezu.

Zidentyfikowano biatko wigzgce sie do rdzenia
czasteczki ludzkiego U3. Ma ono mase okoto 55 kDA
[41]. Do centralnego regionu ludzkiego 7-2/MRP
RNA wigze sie biatko Th [42], Dwa biatka zasoc-
jowane z MRP (drozdzowa rybonukleaza niezbedna
do dojrzewania 5,8S rRNA) oznaczone jako POPI
i SNM1 zidentyfikowano w drozdzach, ale nie udo-
wodniono, ze wigza sie one bezposrednio do snoRNA
[43, 44],

W drodze badan immunologicznych trzy inne biatka
jaderkowe zostaly uznane za wigzace si¢ z drozdzowy-
mi snoRNA: SOF1 (U3) [45], Garl (snRIO i snR30)
[46, 47] i SSB1 (snRIl) [47], przy czym odkryto, ze
biatko SOF1 jest zasocjowane z NOPL1. Biatka te
posiadajg motywy bedgce potencjalnymi miejscami
wigzania do RNA. Jednak odkryto, ze réwniez inne
biatka jaderkowe (nukleolina, NSR1, NOP77 iNOP4)
majace wpltyw na dojrzewanie rRNA posiadajg te
motywy, a jednak nie sg zasocjowane z snoRNA [3].

Biatkami zasocjowanymi z snoRNA i bioracymi
udziat w dojrzewaniu drozdzowego pre-rRNA sg:
NOP1 [49, 50], SOF1 [45], Garl [46, 47], POPI [43]
i SNM1 [44], NOP1, SOF1 i Garl sg wymagane do
tych samych etapéw wczesnego dojrzewania 18S
rRNA co U3, U 14 isnR30. Jednak oprdcz tej funkcji
biatko NOP1 wptywa takze w jaki$ sposéb na proces
metylacji rRNA.

Znane sg takze biatka nie zasocjowane z rybo-
somami i sSnoRNA, ktére majg zasadniczy wplyw na
dojrzewanie rRNA: XNR1, RAT1, NSR1l, NOP77,
SPB4, DRS1, CA9 i RNA1l [3],

VI. Udziat snoRNA w dojrzewaniu pre-rRNA

VI-1. Udziat snoRNA w reakcjach ,,rozcinania”
prekursorowego rRNA

Podobnie do matych jadrowych RNA biorgcych
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udziat w dojrzewaniu pre-mRNA, mate jaderkowe
RNA uczestniczg w dojrzewaniu pre-rRNA. Obecnie
wiemy, ze w procesie ,ciecia” pre-rRNA bierze udziat
pie¢ drozdzowych snoRNA, to jest: U3, U 14, snRIO,
snR30 i MRP (przy czym brak snRIO nie powoduje
zahamowania dojrzewania pre-rRNA) oraz sze$¢ sno-
RNA ukregowcow, tojest: U3, U8, U114, Ul7, E3 i U22
[3], Proces dojrzewania transkryptu pierwotnego
rRNA u drozdzy polegajacy na hydrolizie wigzan
fosfodiestrowych w odpowiedniej kolejnosci i w od-
powiednich miejscach pre-rRNA, zaprezentowany na
rycinie czwartej, mozna podzielic na tzw. ,ciecia”
wczesne (zwigzane z powstawaniem 18S rRNA) oraz
pézne (dotyczace dojrzewania 5, 8 S i 25/28S rRNA).

SnoRNA zwigzane z wczesnymi etapami dojrzewa-
nia u drozdzy (,ciecia” wczesne) to: U3, U 14, snRIO
i snR30 (patrz Ryc. 4), a u kregowcdw to: U3, Ul4
i U22. Etapy te dotyczg dojrzewania 5’ETS prekursora
35S rRNA i prekursora 20S do 18S RNA. U14 bierze
udziat w tej samej reakcji ,,ciecia” (5’ ETS) co U3. Fakt,
ze do pewnych ,,cie¢” potrzebnych jest wiecej niz jeden
rodzaj snoRNA sugeruje, ze te RNA mogg funkc-
jonowac razem jako cze$¢ duzego kompleksu ztozone-
go z wielu czastek snoRNP analogicznego do tego,
w sktad ktérego wchodza czastki SnRNP (spliceosom).
W procesie wczesnego ,ciecia” u drozdzy oprécz
czasteczek U3, U 14isnR30 RNA bezpos$rednio wigza-
cych sie do rRNA, udziat biorg réwniez dwa mniej
znaczace sNnoRNA (snRIO i snR31). Brak w uktadzie
tych dwdéch ostatnich obniza jedynie wydajnos¢ rea-
keji [3],

Woczesne ,,ciecie” w miejscu Al powoduje powstanie
dojrzatego 5’ konca 18S rRNA. Analizy mutacyjne
pozwolity zidentyfikowac¢ pewng ilo$¢ regionéw leza-
cych w ,,gérnej czesci” 5-ETS-u, wigcznie z miejscem
wigzacym U3, ktére wymagane sg w uktadzie cis dla
dojrzewania transkryptu w miejscu Al. Rezultaty
badan wskazuja, ze dojrzaty 5 koniec drozdzowego
18S rRNA jest rozpoznawany przez dwa czesSciowo
niezalezne systemy, oba definiujgce to samo miejsce
»Ciecia”. Jeden mechanizm identyfikuje miejsce ciecia
Al w sposéb zalezny od sekwencji (ang -seguence-
-specific manner) wigcznie z rozpoznawaniem filogene-
tycznie konserwatywnych nukleotyddéw bezposrednio
przed miejscem Al w 5 ETS. Drugi mechanizm
wyznacza 5’ koniec 18S rRNA przez odlegtos¢ miejsca
»ciecia” Al w okreSlonym dystansie trzech nukleoty-
dow od struktury ramie — petla/ wezet zlokalizowanej
w obrebie dojrzatej sekwencji 18S rRNA. Produkty
reakcji dojrzewania transkryptu w miejscu Al widocz-
ne po elektroforezie na zelu poliakryloamidowym
wskazujg na to, ze w przeciwienstwie do drozdzowego
5.8S rRNA, 5’ koniec 185 rRNA powstaje wskutek
»cie¢” endonukleolitycznych [11].

Z etapami dojrzewania nalezagcymi do pdéznych
»Cie¢” zwigzane sg: U3 i U8 (u kregowcOw) oraz
7-2IMRP RNA (u drozdzy) [3]. U3 i U8 sg od-
powiedzialne za hydrolize wigzania fosfodiestrowego
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18S rRNA

SETS ITS 1 > ITS2 3ETS
358 [ . N {_____, B . ___IF
Us | Cigcie Ao
Ao JADRO
_{ | I M. - |
338 — L] i R R
Us
Uis | Cigcia Al A2
Al Az = JADRO
[ - 1 — .
208 L ] —_— 23S
MRP | Cigcie A3
A3 ‘
CYTOPLAZMA
Inne cigcia
A
188 5.88 258

Ryc.4. Proces dojrzewania drozdzowego pre-rRNA. Dojrzewanie rozpoczyna sie w miejscu AOw regionie 5 ETS. Nastepnie zachodza ,ciecia"
w miejscach A, i A2, ktére oskrzydlajag 18S rRNA. Koncowe trawienie prekursora 20S do 18S rRNA zachodzi w cytoplaz.mie. Do
dojrzewania w miejscach A, i A2wymagana jest obecno$¢ U3, U 14isnR30 snoRNA. U3 snoRNA wymagane jest r6wniez do ciecia AO.
Czasteczki 5,85 i125S rRNA sg uwalniane w drodze nastepujacych po sobie kolejnych reakcjach dojrzewania. W dojrzewaniu miejsca A,
udziat bierze MRP RNA. Prekursory rRNA tkankowcéw dojrzewajag w podobny sposdb.

miedzy ITS1 a 5.8S rRNA: U8 odpowiada za ,ciecie”
po 3’ stronie 5.8S rRNA i obu kofAcow 28S rRNA.
Natomiast u drozdzy do ,ciecia” TTS1 wymagany jest
MRP RNA. Powstaty produkt 5.8S-25S rRNA jest
trawiony dalej przez egzonukleaze [10-12],

Wykazano, ze tylko 4 z 21 czasteczek snoRNA
analizowanych w S. cerevisiae jest niezbednych dla
wzrostu, co wskazuje na to, ze synteza rybosomow nie
wymaga petnego kompletu snoRNA. W dojrzewaniu
rRNA u eukariontdw z czgsteczkami snoRNA wspo6t-
pracuje biatkowa endonukleza. Wyklucza to raczej
katalityczng role czgsteczek snoRNA w miejscach
»ciecia” pre-rRNA [51],

Istnieje duza liczba podobienstw miedzy dojrzewa-
niem pre-rRNA u eukariontéw i bakterii. W obu
przypadkach dojrzewanie 5’i 3’ koncéw rRNA wcho-
dzacego w skiad matej podjednostki rybosomowej jest
ze sobg powigzane. W bakteriach osiggniete to jest na
drodze bezposredniego parowania miedzy 5" i 3' sek-
wencjami oskrzydlajagcymi prekursorowy rRNA (ang.
flanking spacer sequences). Natomiast u eukariontow
w procesie dojrzewania 18S rRNA posredniczg czaste-
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czki snoRNA oddziatujace w uktadzie trans z prekur-
sorowym rRNA [52]. Mozliwe, ze ten bardziej ztozony
system dojrzewania u eukariontow zostat wybrany
w toku ewolucji dlatego, gdyz oferuje wieksze moz-
liwosci regulacji dojrzewania pre-rRNA.

VI1-2. Udziat snoRNA w metylacji rRNA

Najczesciej wystepujagce modyfikacje rRNA, 2’-0-
-metylacja reszt rybozowych oraz pseudourydylacja,
powstajg w rRNA na terenie jagderka podczas doj-
rzewania prekursorowego rRNA [14, 53, 54],

Jak juz w tym artykule wspomniano wiele czas-
teczek sSnoRNA charakteryzuje sie obecnosciag sekwen-
cji komplementarnych do fragmentéw pre-rRNA.
Czasteczki zawierajgce takie sekwencje nazwano an-
tysensownymi snoRNA. Sekwencje te niezbedne sg dla
petnionej przez te snoRNA funkcji, a mianowicie
wyznaczania miejsca 2-0-metylacji. Wszystkie dotad
zidentyfikowane antysensowne snoRNA sg wytragcane
z ekstraktow przeciwciatami antyfibrylarynowymi
i wszystkie zawierajg blok C (5>-UGAUGA-3’) oraz
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blok D (5-CUGA-3’), charakterystyczne dla wiekszo-
sci snoRNA (patrz Ryc. 5a) [14, 53, 54],

Czasteczki snoRNA zawierajgce dtugie sekwencje
komplementarne do rRNA moga by¢ podzielone na
dwie podgrupy w zalezno$ci od umiejscowienia blo-
kéw C i D oraz sekwencji antysensownych. Jednak
podgrupa czasteczek RNA charakteryzuje sie obec-
noscig motywu ,,Y” i obecnoscig dtugiego elementu
antysensownego bezpos$rednio przed blokiem D. Na-
tomiast czasteczki RNA nalezace do podgrupy drugiej
nie majg motywu ,Y” i zawierajg tylko dwa nuk-
leotydy po 3’stronie bloku D, a elementy antysensow-
ne lezg w réznych miejscach czasteczki [55],

Cechy konserwatywne w pierwszej podgrupie mogga
odzwierciedla¢ wspo6lne schematy dojrzewania: np.,
motyw ,,Y” moze kodowaé sygnaty dla wycinania tych
snoRNA z intronowego RNA. Jednak moga by¢ one
rowniez wazne dla funkcji snoRNA.

Sekwencje komplementarne do snoRNA znajdujg
sic w rRNA w regionach jednoniciowych (odcinki
komplementarne do U 14, U 18, U21 i U24 i dwu-
niciowych (odcinki komplementarne do U20 i snR40).
Kilka miejsc komplementarnych do snoRNA jest
skupionych w obrebie rRNA blisko siebie (np. kom-
plementarnych do U20 i U 13). Skupienie takie sugeru-
je, ze mogg istnie¢ tzw. ,,gorgce miejsca” aktywnosci
snoRNA. Utozenie w rRNA sekwencji komplementar-
nych w grupach wydaje sie by¢ zwigzane z wptywem
snoRNA na fatdowanie pre-rRNA. Pracujgc kolejno
lub wsp6lnie snoRNA moga katalizowaé gtdwne rea-
ranzacje rRNA na roznych etapach syntezy rybo-
somoOw dziatajgc jako IRNA chaperony’.

istniejg dowody, ze antysensowne snoRNA zasoc-
jowane z fibrylaryng funkcjonujg jako przewodniki
(ang. ,,guide RN As”)w miejscowo specyficznej metyla-
cji pre-rRNA [56]. Interesujace jest, ze pewne mutacje
w fibrylarynie, ktéra oddziatuje ze wszystkimi tymi
snoRNA, silnie inhibujg jaderkowg metylacje droz-
dzowego pre-rRNA. Sekwencje snoRNA komplemen-
tarne do rRNA, razem z blokami D i D\ dostarczajg
wystarczajacej informacji niezbednej do wyboru doce-
lowego nukleotydu majgcego ulec metylacji [56],

Analizy poréwnawcze antysensownych snoRNA
potwierdzity kilka wczesniej zauwazonych juz cech tej
klasy snoRNA. Czasteczki te zawierajgjedna a rzadziej
dwie (U14, U24, U45 i U50) 10-21 nt sekwencje
komplementarne do konserwatywnych regionéw rdze-
nia dojrzatych rRNA. Te antysensowne elementy usy-
tuowane sg w sasiedztwie 3" kofca lub w 5’ potéwce
snoRNA. Za sekwencjami komplementarnymi znale-
zionymi w 3’ koricowym regionie znajduje sie sekwen-
cja bloku D, podczas gdy za sekwencjg antysensowng
w 5’ potdwce snoRNA wystepuje zawsze motyw
D-podobny, zwany blokiem D", ktory czesto zawiera
zmienione nukleotydy w porownaniu z autentyczng
sekwencjg bloku D (patrz Ryc. 5a) [55],

Kazdy nowo odkryty snoRNA, z nielicznymi wyjat-
kami (np. U50), ,,wybiera” na zasadzie komplementar-
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nosci region rRNA, ktéry zawiera co najmniej jeden
nukleotyd majacy ulec 2’-0-metylacji [14]. Istniejg
takie czasteczki snoRNA, ktore zawieraja w swej
strukturze dwie sekwencje wyznaczajgce miejsca mety-
lacji dwoch nukleotydéw w rRNA (np. U24) [57],
Odlegtosé miedzy blokiem D lub D1snoRNA a metylo-
wanym na rybozie nukleotydem w rRNA jest nie-
zmienna. W snoRNA, piaty nukleotyd ,w go6re” od
bloku D lub D’jest zawsze na przeciwko 2’-0-metylo-
wanego nukleotydu w sekwencji rRNA:

5—N [N]3Nmet[N]617—3’ rRNA
3--AGUC N [N] 3[N]6.17—5’ snoRNA
blok D lub D’

Odkryto 35 ssaczych i 8 drozdzowych antysensow-
nych snoRNA odpowiedzialnych za metylacje 47 reszt
rybozowych w 18S i 25/28S rRNA. Wydaje sie wiec
prawidtowe stwierdzenie, ze antysensowne snoRNA
zawierajace bloki C i D (poza U3 i Ul4 bioracymi
udziat w hydrolizie wigzan fosfodiestrowych pre-
-rRNA) sg odpowiedzialne za molekularne rozpoz-
nanie miejsc 2’-0 -metylacji, ktére wystepuja w obrebie
pre-rRNA.

Metylacja rRNA (zasady lub rybozy)jest ograniczo-
na do uniwersalnych, konserwatywnych regionow
rdzeniowych i wystepuje na poziomie transkryptu
pierwotnego. Chociaz doktadna funkcja grup metylo-
wych jest nieznana, to pewne typy metylacji praw-
dopodobnie wptywaja na konformacje transkryptu.
Poniewaz 2’-0-metylowane nukleozydy sg zlokalizo-
wane w ewolucyjnie konserwatywnej strukturze rdze-
niowej rRNA, jest mozliwe, ze hydrofobowe wiasciwo-
sci grup metylowych moga bra¢ udzial w etapach
rozpoznawania lub fatdowania czasteczki — proce-
sach podstawowych dla prawidtowego funkcjonowa-
nia rRNA. W komérkach ssaczych, zahamowanie
metylacji pre-rRNA znaczgco zmniejsza lub znosi
catkowicie wydajnos¢ dojrzewania pre-rRNA.

VI-3. Udziat snoRNA w pseudourydylacji rRNA

Drugim, pod wzgledem czestosci wystepowania,
rodzajem modyfikacji rRNA jest pseudourydylacja.
W petni zmodyfikowane drozdzowe rRNA zawierajg
43 reszty pseudourydynowe, 13w rRNA wchodzacym
w sktad matej podjednostki rybosomowej i 30 w rRNA
wchodzacych w skiad duzej podjednostki rybosomo-
wej [15]. Interesujace jest, ze rowniez same snoRNA
zawierajg modyfikacje w postaci pseudourydyny. Nie-
znany byt dotgd mechanizm wyznaczania w sekwencji
rRNA miejsca majgcego ulec pseudourydylacji. Naj-
nowsze badania wykazaty, ze w reakcji pseudourydyla-
cji udziat biorg mate jaderkowe RNA charakteryzujace
sie obecnoscig sekwencji ACA oraz bloku H [15,
58-60], Dla rozpoznania miejsca pseudourydylacji
istotne sg nastepujace procesy:

1 — hybrydyzacja czgsteczki snoRNA z komple-
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mentarnymi do niej elementami rRNA oskrzydlajgcy-
mi miejsce modyfikacji:

2 — identyfikacja urydyny w pre-rRNA zlokalizo-
wanej w bliskiej i statej odlegtosci od sekwencji ACA
w snoRNA (w wiekszosci snoRNA odlegtos¢ ta wynosi
15 nukleotydéw, jedynie w przypadku ludzkiego U 68
snoRNA wynosi ona 16 nukleotydéw).

Wydaje sig, ze opisany tu model mechanizmu wy-
znaczania urydyny majacej ulec modyfikacji jest pra-
widtowy, gdyz wykazano doswiadczalnie, ze brak
petnej hybrydyzacji miedzy snoRNA i rRNA hamuje
reakcje pseudourydylacji, a zmiana odlegtosci o jeden
nukleotyd miedzy sekwencjg ACA snoRNA a majacg
ulec modyfikacji urydyng w rRNA powoduje prze-
suniecie miejsca pseudourydylacji na sgsiednig urydy-

ne [15].
U drozdzy wszystkie ACA snoRNA zasocjowane sg
z istotnym biatkiem jgderkowym — Garl bogatym

w reszty glicynowe i arigininowe [46, 8, 9], Ostatnie
eksperymenty udowodnity, ze brak drozdzowego biat-
ka Garl, stanowigcego normalnie sktadnik kompleksu
rybonukleoproteinowego snoRNP, catkowicie hamuje
pseudourydylacje rRNA [61, 50]. Testujac szczepy
drozdzowe defektywne pod katem poszczegdlinych
snoRNA potwierdzono rowniez udziat snoRNA
w pseudourydylacji [15, 52], Wyniki badan wykazaty,
ze czasteczki zawierajgce blok ACA Ilub co najmniej
pewna ich czes¢ funkcjonujg jako czasteczki kierujgce
pseudourydylacjg rRNA.

ACA snoRNA zawieraja, podobnie jak C/D snoR-
NA, sekwencje komplementarne do rRNA. Jednak
w ich przypadku fragmenty te sq duzo krdtsze (5-12nt)
niz u C/D snoRNA (do 21 nt) oraz wystepujg parami.
Tak jak w przypadku niektérych C/D snoRNA wy-
znaczajacych dwa miejsca 2’-0 -metylacji reszty rybo-

25

zowej w rRNA (np. U24), tak i w przypadku ACA
snoRNA jedna czgsteczka sSnoRNA moze uczestniczy¢
w izomeryzacji dwéch urydyn (np. obecno$é droz-
dzowego snR8 jest wymagana do syntezy dwdch
pseudourydyn oddalonych od siebie o 25 nukleoty-
déw). Najczesciej jednak tylko jedna sekwencja w ACA
snoRNA komplementarna do rRNA jest wykorzy-
stywana do wyznaczenia miejsca modyfikacji (patrz
Ryc. 5) [58],

Urydyna majgca ulec pseudourydylacji w rRNA
lezy w obrebie sekwencji komplementarnej do ACA
snoRNA sama jednak nie paruje sie z zadnym nuk-
leozydem z antysensownej sekwencji snoRNA. Dla
przypomnienia, miejscu 2’-0-metylacji w rRNA od-
powiada komplementarny nukleotyd w antysensownej
sekwencji C/D snoRNA. Sposdb hybrydyzacji odcin-
kéw komplementarnych ACA snoRNA irRNA wyda-
je sie by¢ najbardziej odpowiedni ze wzgledu na reakcje
pseudourydylacji. Reakcja izomeryzacji urydyny wy-
maga uwolnienia zasady z tancucha polinukleotydo-
wego, nastepnie dochodzi do obrotu uracylu wzdtuz
osi N3-C6 o 180° i ponowne przytgczenie uracylu do
rybozy tym razem jednak nie przez NI lecz przez C5
czemu towarzyszy uwolnienie jednego atomu wodoru.
Wydaje sie wiec logiczne, ze urydyna majgca ulec
pseudourydylacji nie tworzy hybrydu. Elementy
oskrzydlajgce miejsce modyfikacji, komplementarne
do sekwencji zawartych w snoRNA, sa ewolucyjnie
konserwatywne. Podczas hybrydyzacji z ACA snoR-
NA sekwencje te sparowane sg z niémi usytuowanymi
antyréwnolegle w strukturze tzw. ,,petli wewnetrznej”
snoRNA (patrz rysunek 5) zarowno w jednej (blisko
konca 5’)jak i w drugiej (blisko konfca 3’) strukturze
typu spinki w tej samej czgsteczce ACA snoRNA [53],

Wydaje sie, ze ACA snoRNA moga wpltywacé na

5 RNA

—  ——{AcAN,

———{ANANNA}
blok H

ACA

Ryc. 5. Czasteczki snoRNA wyznaczajace nukleotydy majgce ulec odpowiedniej modyfikacji: A — udziat C/DsnoRNA w 2'-0-metylacji rRNA
i B — udziat ACA snoRNA w pseudourydylacji rRNA. Bloki C (AUGAUGA), D’ (,wewnetrzna" sekwencja CUGA), D (sekwencja
CUGA znajdujaca sie na 3’ koncu czasteczki), H (ANANNA) oraz sekwencja ACA sg zaznaczone ramkami ,N” oznacza kazdy

z mozliwych nukleotydéw: A, C, G lub U.
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wybor miejsca modyfikacji poprzez zakotwiczanie
jakiej$ nazwijmy to ,uniwersalnej” syntazy pseudo-
urydynowej lub przez indukowanie zmian konfor-
macyjnych rRNA wymaganych do zajscia reakcji.

W Swietle poczynionych badan wydaje sie, ze udziat
snoRNA w modyfikowaniu nukleozydow rRNA jest
jedng z gtdwnych funkcji czasteczek matych jader-
kowych RNA.

VIl. Podsumowanie

Przedstawione w tym artykule dane eksperymental-
ne wskazujg na niewatpliwie znaczgcg role matych
jaderkowych RNA w wielu istotnych procesach za-
chodzgcych na terenie jagderka i dotyczacych syntezy
rybosomow. Procesy te obejmuja: dojrzewanie pre-
-rRNA i modyfikacje nukleozydéw oraz sktadanie
podjednostek rybosomowych.

Ostatnie lata badan przyniosty odkrycie wielkiej
ilosci matych czagsteczek RNA petnigcych roznorakie
funkcje dotyczace dojrzewania czgsteczek pre-RNA.
Wydaje sie, ze organizmy eukariotyczne wyksztatcity
sobie raczej rozlegte spektrum czasteczek RNA Kieru-
jacych mechanizmem modyfikacji anizeli specyficzne
dla kazdego poszczegblnego miejsca enzymy metyluja-
ce i pseudourydylujace.

Najnowsze dane eksperymentalne odkrywajg cale
spektrum czasteczek snoRNA biorgcych udziat w miej-
scowo specyficznej metylacji i pseudourydylacji rRNA.
Stad wydaje sie stuszne stwierdzenie, ze jedng z gtéw-
nych funkcji snoRNA, obok udziatu w ,cieciu” pre-
-rRNA, jest udziat w modyfikacji specyficznych nuk-
leozydow rRNA.

Wiekszo$¢ poznanych matych jaderkowych RNA to
czasteczki, ktorych brak nie wywotuje $mierci danego
organizmu. Brak takich snoRNA, jak: U3, Ul4, MRP
czy snR3() jest letalny dla komorek drozdzowych.
Warto zauwazy¢, ze sg to czasteczki biorgce udziat
w hydrolizie wigzan fosfodiestrowych w obrebie czas-
teczki pre-rRNA.

Artykut otrzymano 21 lipca 1997 r.
Zaakceptowano do druku 15 stycznia 1998 r.
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Fitochromopodobne systemy fotorecepcji u sinicl

Phytochrome-like photoreceptory systems in cyanobacteria

ANDRZEJ TRETYN*

Spis tresci:

l.  Wstep

Il. Komplementarna adaptacja chromatyczna Fryemyella

I11. Biatko o wiasciwosciach fitochromopodobnych Synecho-
cystis

IV. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotéow: AP —allofikocyjanina; CCA
komplementarna adaptacja chromatyczna; FR Swiatto

dalekiej czerwieni; ORF — otwarta ramka odczytu; Pr
forma fitochromu absorbujgca S$wiatto czerwone; Pf
forma fitochromu absorbujgca daleka czerwien; PBS
fikobilisomy; PC  fikocyjanina; PE — fikoerytryna; Phy
fitochrom; R Swiatto czerwone.

I. Wstep

Fitochrom, fotoreceptor kontrolujgcy wiekszo$¢ in-
dukowanych przez Swiatto proceséw u roslin, zbudo-
wany jest z czesci biatkowej (o masie ok. 120-124 kDa,
w zaleznosci od gatunku rosliny) oraz grupy chromo-
forowej posiadajgcej budowe podobng do fikobilin,
barwnikéw wystepujacych u niektérych glonow [1],
Fitochrom wystepuje w dwdch spektralnie réznych,
fotoodwracalnych formach. Pierwsza z nich, oznacza-
na jako Pr, pochtania swiatto czerwone (R); natomiast
druga, Pf, absorbuje dalekg czerwien (FR). NasSwiet-
lanie roslin Swiattem R prowadzi do przeksztatcenia Pr
w Pfriodwrotnie — FR indukuje fotokonwersje Pfrdo
Pr.Forme Pfruwaza sie za fizjologicznie aktywna, a jej
powstaniu towarzyszy uruchomienie jednego z kilku

* Prof. dr hab.. Uniwersytet M. Kopernika, Instytut Biologii
Ogdlnej i Molekularnej, Zaktad Fizjologii i Morfogenezy
Roélin, Gagarina 9, 87-100 Torun 12, oraz Akademia
Rolniczo-Techniczna im. M. Oczapowskiego w Olsztynie,
Zaktad Biologii Komoérki, Kortowo, 10-718 Olsztyn

POSTEPY BIOCHEMII 44(2), 1998

Contents:

. Introduction

Il. Complementary chromatic adaptation of Fryemyella
I11. Phytochrome-like protein of Synechocystis

IV. Conclusions

mozliwych tancuchdw transdukcji sygnatu, indukuja-
cych powstawanie okres$lonych odpowiedzi komor-
kowych [2-4], W ostatnim czasie nastapit znaczny
postep w badaniach nad molekularng budowg fito-
chromu, natomiast ciagle nieznane pozostajg docelo-
we polipeptydy o charakterze regulatorowym, na ktére
moze oddziatywaé aktywna forma tego barwnika.
Rzecza wartg odnotowania jest fakt, ze w ciggu
ostatnich miesiecy ukazato sie kilka prac dotyczacych
mechanizmoéw fotorecepcji, ktére opublikowane zo-
staty w Nature, Science i innych renomowanych czaso-
pismach naukowych. Przedstawione w nich dane rzu-
cajg nowe Swiatto na problem ewolucji tego fotorecep-
tora oraz molekularny mechanizm jego dziatania.
Jedna ze starszych hipotez wyjasniajagcych mecha-
nizm dziatania fitochromu zaktadata, ze barwnik ten
moze by¢ regulowanym przez $wiatto enzymem [2, 5],
Pod koniec lat osiemdziesigtych pojawity sie pierwsze
dowody, ktore zdawaly sie potwierdza¢ te hipoteze,
gdyz stwierdzono, ze czasteczki izolowanego i oczysz-
czonego fitochromu wykazujg aktywno$¢ kinaz biat-
kowych. Wkrotce okazato sie jednak, ze analizowane
preparaty fitochromowe byly zanieczyszczone biat-

1 Praca ta powstata podczas pobytu autora w Instytucie
Maxa-Plancka w Kolonii, finansowanego przez Komitet
Badan Naukowych (Grant 6 P04C 046 10) oraz Unie
Europejska (INCO-Copernicus Programme, Grant IC 15-
-CT96-0920).
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kiem o wspomnianej aktywnosci [5], Jednakze w osta-
tnim czasie opublikowano szereg prac jednoznacznie
wskazujacych na mozliwo$¢ funkcjonowania fitoch-
romu jako kontrolowanej przez Swiatto kinazy biat-
kowej [5]. Jednoczesnie wykazano, ze fitochrom nie
jest jedynie barwnikiem charakterystycznym dla or-
ganizmow eukariotycznych. Obecno$¢ genéw koduja-
cych polipeptydy o strukturze podobnej do fitochromu
wykryto u dwoch gatunkdw sinic: Fryemyella diplosip-
hon [6-7] i Synechocystis sp. cv PCC6803 [9],

Il. Komplementarna adaptacja chromatyczna
Fryemyella

W btonach tylakoidéw wielu sinic stwierdzono
wystepowanie tzw. fikobilisonéw (PBS, od ang. phyco-
bilisomes), wielkoczasteczkowych komplekséw, ktore
absorbujag energie Swietlng w widzialnym zakresie
widma pomiedzy 540 a 660 nm [6], Energia ta
przekazywana jest do centréow reakcji fotosyntetycz-
nych rozmieszczonych réwniez w btonie tylakoidow.
W sktad PBS wchodzg dwa rodzaje biatek: fikobili-
proteiny i biatka zespalajgce (ang. linker protein).
U nitkowatej sinicy Fryemyella diplosiphon pierwszy
typ biatek moze wigza¢ trzy r6zne rodzaje grup
chromoforowych: fikocyjanine (PC), allofikocyjanine
(AP) i fikoerytryne (PE), ktére nadajg im r6zng barwe,
zmieniajaca sie w zalezno$ci od warunkéw Swietlnych
otoczenia. Pozwala to wspomnianej sinicy na optymal-
ne wykorzystanie $wiatta fotosyntetycznie aktywnego.
Opisane zjawisko nazywa sie komplementarng adap-
tacjg chromatyczng (CCA, ang. complementary chro-
matic adaptation). W przypadku naswietlania kolonii
F. diplosiphon $wiattem czerwonym dochodzi do gro-
madzenia w jej komorkach gtownie biekitnych PC.
Z drugiej strony, Swiatto zielone stymuluje gromadze-
nie w PBS czerwonej PE [6]. Analiza szeregu mutan-
tow omawianej sinicy, charakteryzujgcych sie zaburze-
niami w CCA pozwolita scharakteryzowa¢ dwa geny,
ktére odpowiadajg za regulacje tego procesu (Ryc. 1).
Pierwszy z nich nazwano rcaF, a drugi rcaC (od ang.
tygulator of chromatic adaptation). Kodowane przez te
geny biatka majg podobny ciezar czagsteczkowy (od-
powiednio 74 i 73 kD), ale odmienng budowe. Na
podstawie przeprowadzonej analizy komputerowej
stwierdzono, ze N-koncowa domena biatka RcaE
zawiera ok. 140-aminokwasowy odcinek podobny do
homologicznej domeny fitochromowej (wigzgcej grupe
chromoforowg) [6]. Z drugiej strony, C-koncowy
fragment RcaE wykazuje uderzajgce podobieAstwo do
bakteryjnych kinaz histydynowych [8] oraz ostatnio
opisanego receptora etylenu [9], jednego z ro$linnych
fitohormon6éw. Drugie z wyzej wspomnianych biatek
(RcaC) wykazuje duzy stopien homologii do innych
bakteryjnych biatek biorgcych udziat w odbiorze
i transdukcji sygnalu — do tzw. regulatoréw od-
powiedzi (ang. response regulators), ktére maja
w N-koricowej domenie podlegajgcg fosforylacji reszte
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Ryc. i. Widmo réznicowe barwnikéw uzyskanych w wyniku przyta-
czenia do biatka Cphl réznych grup chromoforowych: PEB
(linia przerywana), PCB (linia ciagta) i P<t>B (linia krop-
kowana). Na podstawie [10], zmodyfikowane. Skréty nazw
tak jak w tekscie.

asparaginowg. Bioragc pod uwage budowe obydwu
tych typow biatek wysunieto wniosek, ze w komorkach
F. diplosiphon, podobnie jak u wielu bakterii (np.
Bacillus subtilis, Escherichia coli), funkcjonuje charak-
terystyczny dla nich dwusktadnikowy system sensory-
czny (ang. twocomponent sensory system). System ten
sktada sie zdwoch biatek sprzezonych ze sobg w proce-
sie odbioru i transdukcji sygnatéw Srodowiskowych.
Kazdy z obu polipeptydéw zbudowany jest z dwdch
domen petnigcych odmienne funkcje. N-koricowa do-
mena pierwszego biatka (tzw. imput domain) uczest-
niczy w percepcji sygnatu, ajej aktywacja prowadzi do
autofosforylacji zlokalizowanej w domenie C-kohAco-
wej reszty histydynowej [8]. W drugim etapie trans-
dukcji grupa fosforanowa przenoszona jest z reszty
histydynowej pierwszego biatka na N-koncowy frag-
ment drugiego polipeptydu, ktdry nazywany jest regu-
latorem odpowiedzi (ang. response regulator). W wyni-
ku ufosforylowania znajdujgcej sie tam reszty aspara-
ginowej nastepujg zmiany konformacyjne w C-kon-
cowej domenie tego polipeptydu (okreslanej jako
output). W ten spos6b uaktywniony regulator od-
powiedzi moze oddziatywaé z innymi biatkami lub
bezposrednio t3czy¢ sie z odcinkami promotorowymi
specyficznych gendéw [8]. Z przedstawionego opisu
wynika, ze system zwigzany z komplementarng adap-
tacjg chromatyczng u sinicy F. diplosiphon speinia
kryteria klasycznego, bakteryjnego dwusktadnikowe-
go systemu sensorycznego. Przy czym biorgce praw-
dopodobnie udziat w absorpcji fal (o okreslonej dtugo-
§ci) biatko RcaE bytoby pierwszym, a regulujgce
odpowiedz komérkowg biatko RcaC drugim skitad-
nikiem tego systemu. Ostatnie badania prowadzone
przez tg samg grupe badaczy [7] wskazujg, ze system
ten wydaje sie by¢ nieco bardziej skomplikowany.
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Wykazano, ze u omawianej sinicy funkcjonuje jeszcze
jedno biatko (RcaF), ktoére moze petni¢ podobne
funkcje jak RcaC.

I11. Biatko o wtasciwosciach fitochromopodo-
bnych Synechocystis

W 1996 r. ukazata sie praca japonskich badaczy
donoszgca o zsekwencjonowaniu genomu sinicy Syne-
chocystis sp. cv. PCC6803 [10]. Catkowitg diugosé
genomu okre$lono na 3.573.470 par zasad (bp). Na
podstawie analizy poréwnawczej dostepnych baz da-
nych stwierdzono, ze w genomie tym wystepowaé
moze 3.168 potencjalnych genéw kodujgcych rdézne
biatka, z czego 145 (4,6%) posiada kolejnos¢ nuk-
leotydow identyczng zjuz znanymi sekwencjami [ 10].
Wsréd nich 128 koduje r6zne polipeptydy biorgce
udziat w procesie fotosyntezy. Kolejnych 1.257(39,6%)
i 340 (10,8%) sekwencji nukleotydowych wykazuje
podobieAstwo do juz znanych badZ hipotetycznych
genow. Az 45% (1.426) potencjalnych genéw koduje
polipeptydy nie wykazujace zadnego podobieristwa do
biatek, ktérych sekwencje znajdujg sie w obecnie
dostepnych bazach danych [9]. Jedng z najwiekszych
niespodzianek byto stwierdzenie, ze jedna z otwartych
ramek odczytu (ORF, od ang. Open Reading Franie),
oznaczona jako sIr0473, koduje biatko zbudowane
z 748 reszt aminokwasowych. Polipeptyd ten wykazuje
duze podobiefAstwo do N-koncowej (zawierajacej gru-
pe chromoforowg) domeny fitochromu roslin wyz-
szych. W zwigzku z tym biatko powstajgce na przypu-
szczalnym genie nazwano Cphl (od ang. cyanobac-
terial phytochrome) [11]. Doktadna analiza DNA
zawierajgcego locus slr0473 (cphl) wykazata, ze tuz za
nim znajduje sie nastepny, potencjalny gen (ORF
slr0474), ktory oznaczono rcpl, a powstajgce na jego
bazie biatko Rcpl (od ang. Response regulator for
cphl). Nazwa ta wzieta sie stad, iz slr0474 koduje
polipeptyd posiadajacy sekwencje aminokwasowe
charakterystyczne dla bakteryjnych kinaz histydyno-
wych dwusktadnikowych systemoéw transdukcji syg-
natu, a zwkaszcza biatko CheY, ktére uczestniczy
w procesach chemorecepcji u bakterii Escherichia coli
[8]. Rycina 1przedstawia budowe operonu kodujgce-
go Cphl i Rcpl.

Biatko Cphl ma wiele whasciwosci charakterystycz-
nych dla fitochromu. Miedzy innymi jest zdolne do
autokatalitycznego przytaczania réznych grup chro-
moforowych. Jednakze, tylko wbudowanie fitochro-
mobiliny (P<t>B) lub fikocjanobiliny (PCB), prowadzito
do powstania barwnika o wtasciwos$ciach spektralnych
charakterystycznych dla fitochromu (Ryc. 2). Porow-
nujgc pierwszorzedowg budowe Cphl i czasteczki
fitochromu (Ryc. 1B-C) widac, ze pierwsze z biatek jest
znacznie mniejsze. Jak juz wspomniano powyzej, Cph 1
sktada sie z 748, natomiast Phy (w przypadku owsa) ze
1118-u reszt aminokwasowych [11]. Cphl nie zawiera
od 60-cio do 100-aminokwasowego odcinka wystepu-
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Ryc. 2. Schemat budowy operonu zawierajagcego geny cphl ircpl (A)
oraz czasteczki biatka Cphl (B). Dla poréwnania przed-
stawiono schemat liniowej budowy czasteczki fitochromu
ros$lin wyzszych (C). Jak mozna zauwazy¢ (poréwnujac BiC)
C- i N-terminalne odcinki obu polipeptydéw wykazuja
istotne podobieAstwo. Z tym, ze czasteczka fitochromu na
N-konAcu iw srodkowej czesci posiada dodatkowe sekwencje
aminokwasowe, ktére nie wystepuja w biatku Cphl. Gwiaz-
dka przedstawia miejsce przytaczenia grupy chromoforowej.
Na podstawie [10], zmodyfikowane. Skala: A — 500 par
zasad, B i C — 100 reszt aminokwasowych.

jacego w N-koncowej domenie fitochromu i okoto
potowy domeny C-korficowej (Ryc. 1). Brak pierwsze-
go ze wspomnianych odcinkéw polipeptydowych mo-
ze rzutowac¢ na nieco odmienne, w porownaniu do
fitochromu, widmo absorpcyjne Cphl-P4>B. Rdwniez
proteolityczne usuniecie podobnego fragmentu Phy
prowadzi do przesuniecia widma absorpcyjnego jego
formy Pfrw kierunku Swiatta niebieskiego. Inng z cha-
rakterystycznych cech fitochromu jest jego tzw. ciem-
niowa rewersja — niezalezne od S$wiatta przeksztat-
canie Ptr do Pr. Okazato sig, ze Cphl z przytacza-
ng P<t>B lub PCB moze rowniez podlega¢ temu pro-
cesowi [11],

Forma Pr Cphl-POB (pochtaniajgca Swiatto czer-
wone) wykazuje jeszcze jedng niezwykle istotng wias-
ciwo$¢ — ma zdolno$¢ do zaleznej od ATP autofos-
forylacji [11]. Potencjalnym, jezeli nie jedynym biat-
kiem, na ktére moze byé przenoszona grupa fos-
foranowa jest powstajgcy na tym samym operonie
Rcpl. Wspomniana grupa przenoszona jest z his-
tydyny (His538) pierwszego biatka na reszte asparagi-
nowg (Asp68) drugiego [11], Uzyskane sztucznie mu-
tanty, zawierajagce w ww. pozycjach inne reszty amino-
kwasowe nie byly zdolne do przeprowadzania auto-
i transfosforylacji [11]. Wyniki te w sposdb jedno-
znaczny sugeruja, ze Cphl i Rcpl petnig funkcje
przypisywane biatkom dwusktadnikowych systemow
transdukcji sygnatu [8, 12]. Pierwsze z nich funk-
cjonowa¢ moze indukowana przez Swiatto kinaza
histydynowa, drugie natomiast moze dziata¢ jako
regulator odpowiedzi [11].

Wydaje sie, ze donorem grupy fosforanowej jest
wytacznie forma PJ1 Cphl. Teze te potwierdzono
eksperymentalnie. Wpierw doprowadzono do autofos-
forylacji Pr (i powstania ufosforylowanej formy Pr),
a nastepnie przy udziale Swiatta czerwonego prze-
ksztatcono jg w P/r, ktdrg inkubowano z biatkiem Rcpl
[11]. W tych warunkach eskperymentalnych nie do-
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sztojednak do wymiany reszty fosforanowej pomiedzy
oboma biatkami. Na tej podstawie przypuszcza sie, ze
forma Pf Cphl nie ma zdolnosci do autofosforylacji,
jak réwniez nie jest ona zdolna do przenoszenia reszty
fosforanowej na biatko Rcpl [11].

Na podstawie opisanych wynikbw Yeh i wsp.
[11] przedstawili hipoteze ttumaczacg mechanizm
dziatania pseudofitochromowego systemu u Synecho-
cystis sp. (Ryc. 3). Zaktada ona, ze biatko Cphl moze
wystepowac w czterech (podczas gdy fitochromu tylko
w dwdch) formach: Pr, P* oraz Pfri P/r. Ich wzajemny
stosunek w komdrce regulowany jest przez Swiatto
i stan ufosforylowania Rcpl. Przez analogie do dotad
poznanych dwusktadnikowych systeméw transduk-
cyjnych przypuszcza sie, ze fosforylacja Rcpl moze
prowadzi¢ do aktywacji tego biatka, bgdz oprécz niego
istnieja jeszcze dalsze akceptory (na schemacie ozna-
czone jako X), na ktdre przenoszona jest grupa fos-
foranowa (Ryc. 3).

Przedstawiony mechanizm dziatania systemu foto-
receptorowego u Synechocystis sp. odbiega od mecha-
nizmu dziatania fitochromu, ktoéry zaktada, ze jego
jedyng aktywng formg jest Pfr [1-4]. Wydaje sie, ze
w przypadku systemu funkcjonujgcego u wspomnianej
sinicy Swiatto raczej reguluje liczebno$¢ oraz stan
ufosforylowania Pr Cphl. Jednakze nie mozna wy-
kluczy¢, ze zarowno Pr,jak i P/rkontrolujg odmienne,
dotagd nieznane procesy fizjologiczne, poprzez ich
zréwnicowany wptyw na biatka docelowe inne niz
Rcpl. Fakt istnienia fotokonwersji Pr do Pfr oraz
ciemniowej rewersji Pfrdo PrCphl pozwala przypusz-
czaé, ze rdwniez organizmy prokariotyczne, dzieki
posiadanym barwnikom majg zdolno$¢ do okre$lania
kierunku dziatania $wiatta, jak i percepcji fotoperiody-
cznej. By w petni zrozumie¢ mechanizm fotorecepcji
u Synechocystis nalezy zidentyfikowa¢ endogenny
sktadnik chromoforowy Cphl.

1V. Podsumowanie

Wyniki opublikowanych ostatnio, a omdéwionych
powyzej prac pozwalajg wyciggnag¢ wiele wnioskow
dotyczacych ewolucji fitochromu oraz mechanizmow
percepcji Swiatta przez roslinne organizmy pro- ieuka-
riotyczne. Biorgc jako przyktad obie sinice, tj. Fryemy-
ella diplosiphon [6-7] i Synechocystis sp. [9] zauwazy(¢
mozna, ze pierwsza z nich, pomimo obecnosci biatka
przypominajacego fitochrom, nie posiada zdolnosci
wigzania grup chromoforowych (gdyz brak w nim
odpowiedniej reszty cysteinowej). Fotoreceptor dru-
giej z sinic przypomina juz swymi wiasciwosciami
fitochrom. Wida¢ stad, ze nawet w tej samej, cho¢
niejednorodnej grupie organizmoéw nazywanych sini-
cami ewolucja fitochromu mogta zatrzymac sie na
réznych etapach tego procesu.

Wykrycie u sinic regulowanych przez sSwiatto kinaz
histydynowych ma bardziej og6lne znaczenie. Jak
stwierdzono w ostatnich latach, podobnego typu sys-
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Ryc. 3. Mechanizm dziatania fitochromopodobnego barwnika
w komorkach sinicy Synechocystis sp. Dalszy opis w tekscie.
Na podstawie [10], zmodyfikowane.

temy transdukcji sygnatéw wystepujg réwniez u roslin
wyzszych. Biorg one udziat w mechanizmie dziatania
dwadch fitohormonow — etylenu [9] icytokinin [13],
Moze to oznaczaé, ze ewolucja systemow transdukcji
sygnatow u zwierzat oraz ro$lin miata odmienny
charakter. Te pierwsze wyksztatcity jedno- i tréjsktad-
nikowe systemy transdukcyjne [12], podczas gdy
uroslin zachowany zostat pierwotny, dwusktadnikowy
system odbioru i wzmacniania sygnatdéw, ktéry ciagle
z duzym powodzeniem funkcjonuje u bakterii [8, 12],

Opisane powyzej odkrycia mozna nazwac¢ kamie-
niem milowym w badaniach nad ewolucjg, budowg
imechanizmem dziatania fitochroméw u roélin. Pierw-
szym tego dowodem byto ukazanie sie krotkiej notatki
w jednym z zesztorocznych numeréw Nature [14], Jej
autorzy za pomocg odpowiedniego wektora wprowa-
dzili do komorek Escherichia coli odcinek DNA Syne-
chocystis kodujacy gen cphl. W wyniku tego zabiegu
w komorkach bakterii doszto do akumulacji ol-
brzymich ilosci (50% wszystkich biatek) polipeptydu
Cphl, ktéry miat zdolno$¢ do autokatalitycznego
przytaczania egzogennie podawanych grup chromo-
forowych [14], Juz w najblizszym czasie otrzymane
zostang krysztaty biatka Cphl, ktére poddane bedg
analizie rentgenowskiej. Na podstawie tych badan
okreslona zostanie bardzo doktadna budowa prze-
strzenna wspomnianego polipeptydu. Wyniki tych
badan pozwolg na wycigganie wnioskéw odno$nie
molekularnej budowy fitochromu.

Artykut otrzymano 16 pazdziernika 1997 r.
Zaakceptowano do druku 12 lutego 1998 r.
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z osiggnieciami inzynierii genetycznej, a w szczegolno-
§ci z ciggtym doskonaleniem technologii wprowadza-
nia gendéw do komorek eukariotycznych. Terapia
genowa oparta jest na dostarczaniu DNA do komdrek
somatycznych ijego ekspresji tak, aby wprowadzona
informacja genetyczna spowodowata usuniecie niepo-
zadanej cechy lub wywotanie prawidtowej. Obszerne
omowienie metod transferu genéw do komdrek zo-
stalo przedstawione w numerze 1/96 Postepéw Bio-
chemii [ 1],

Transfer gendw moze mieé¢ zastosowanie nie tylko
w przywracaniu prawidtowych funkcji komorek, ale
takze w nadawaniu im zupetnie nowych wasciwosci
(np. odpornosci na infekcje wirusowe lub bakteryjne).
Wynika to z faktu, ze produkt wprowadzonego genu (o
ile jest to ,,obcy” gen) jest rozpoznawany przez ko-
mérki uktadu immunologicznego. W zwigzku z tym
naturalng konsekwencjg rozwoju terapii genowej stata
sie proba modulowania odpowiedzi immunologicznej
poprzez dostarczenie DNA kodujgcego biatka an-
tygenow wirusowych lub bakteryjnych w celu ochrony
organizmu przez p6zniejszg infekcjg. Otrzymane w ten
spos6b szczepionki, oparte na immunizacji plazmido-
wym DNA (tzw. szczepionki DNA lub genetyczne)
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Tabela 1.

Poréwnanie witasciwosci réznych klas szczepionek

Szczepionki zawierajace
inaktywowane bakterie

Szczepionki zawierajace
atenuowane bakterie lub lub wirusy oraz Szczepionki DNA
wirusy szczepionki
podjednostkowe

Indukcja odpowiedzi immunologicznej zwiazanej
z prezentacjag antygenu w kontek$cie MHC klasy
I (aktywacja cytotoksycznych limfocytow T) Tak Nie Tak
Indukcja odpowiedzi immunologicznej zwigzanej
z prezentacja antygenu w kontekécie MHC klasy Il
(aktywacja pomocniczych limfocytéw T) Tak Tak Tak
Indukcja odpowiedzi immunologicznej typu humoral-
nego Tak Tak Tak
Bezpieczenstwo Nie Prawdopodobnie Prawdopodobnie
Ryzyko powrotu mikroorganizmu lub wirusa do stanu
patogennosci Tak Nie Nie
Przydatno$¢ w uodpornianiu niemowlat Nie Nie Tak
Latwo$¢ przygotowania Nie Nie Tak
Termostabilno$é Nie Nie Tak
Koszt Wysoki Wysoki Stosunkowo niski

moga by¢ obiecujagcym narzedziem w wywotywaniu
odpornosci przeciwzakaznej z pominieciem wielu wad
preparatow stosowanych obecnie. Efektywna odpo-
wiedz immunologiczna jest w tym przypadku uzalez-
niona od ekspresji wprowadzonego genu i prezentacji
powstatego produktu biatkowego komérkom uktadu
immunologicznego.

Il. Przewaga immunizacji DNA nad klasycz-
nymi szczepionkami

Porownanie szczepionek DNA z konwencjonalny-
mi preparatami przedstawiono w tabeli 1 Nalezy
zwroci¢ uwage, ze konwencjonalne szczepionki, zawie-
rajgce atenuowane wirusy, takie jak np. szczepionka
Jennera przeciwko czarnej ospie czy Pasteura przeciw-
ko wsciekliznie reprezentujg podejscie wykorzystujace
bezposrednie dostarczenie i ekspresje genu in vivo, czyli
immunizacje DNA w jej najbardziej prymitywnej
formie. Skuteczno$¢ tych szczepionek jest dowodem, ze
podanie materiatu genetycznego moze chroni¢ przed
pézniejszg infekcjag. Metoda transferu genéw daje wiec
potencjalne mozliwos$ci stymulacji uktadu immunolo-
gicznego do rozpoznawania i eliminowania komorek
zainfekowanych patogenami, a takze komdérek zmie-
nionych nowotworowo.

Bezposrednie szczepienie plazmidowym DNA z od-
powiednimi eukariotycznymi sygnatami transkrypcji
i translacji powinno powodowac in vivo synteze biatek
o konformacji i modyfikacjach potranslacyjnych iden-
tycznych w stosunku do tych, ktére znajdujg sie

118

w biatkach wywotujacych infekcje. Synteza endogen-
nego biatka nasladuje infekcje wirusowa, pozwalajgc
na prezentowanie obcego antygenu limfocytom
T przez czasteczki gtéwnego uktadu zgodnosci tkan-
kowej MHC klasy | (ang. Major Histocompatibility
Complex). Komorki wykazujace ekspresje antygenu
biatlkowego sg niszczone w wyniku rozwijajacej sie
odpowiedzi immunologicznej i efektu cytotoksyczne-
go, uwalniajac w ten spos6b antygen, ktéry moze by¢
nastepnie pobrany przez lokalne komérki prezen-
tujgce antygen i zwigzany z czgsteczkami MHC klasy
Il. Dzigki tej metodzie w komodrkach gospodarza
zostaje zsyntetyzowany antygen biatkowy o odpo-
wiedniej strukturze trzeciorzedowej niezbednej dla
indukcji konformacyjnie specyficznych przeciwciat,
jak réwniez rozwoju odpowiedzi immunologicznej
typu komorkowego.

Szczepionki DNA moga by¢ uzyteczne wimmuniza-
cji niemowlat posiadajgcych jeszcze przeciwciata ma-
tki. Odpornos¢ noworodkdw charakteryzuje sie dwie-
ma cechami: obnizonym poziomem odpowiedzi im-
munologicznej oraz zwigkszong zdolno$ciag wytworze-
nia stanu tolerancji. Ogranicza to skuteczno$¢ szcze-
pionek konwencjonalnych m.in. w wyniku wigzania
przez immunoglobuliny matki dostarczanych w szcze-
pionce drobnoustrojéw i zahamowania ich namnaza-
nia. Przeciwciata nie potrafig jednak rozpozna¢ plaz-
midowego DNA i dlatego synteza kodowanych przez
plazmid biatek oraz indukcja odpowiedzi immunologi-
cznej moga odbywaé sie bez przeszkéd. Koncepcje te
potwierdzono doswiadczalnie — porownano efekt
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immunizacji dorostych myszy oraz mysich noworod-
kéw za pomocg plazmidowego DNA [2], Zastosowa-
no w tym przypadku DNA kodujacy nukleoproteine
wirusa grypy. Wynik tego doswiadczenia wskazuje, ze
zaréwno u noworodkéw, jak iu osobnikéw dorostych
podanie szczepionki DNA indukuje odpowiedz im-
munologiczng na podobnym poziomie. Strategia im-
munizacji genetycznej moze wiec by¢ potencjalnie
wykorzystana u noworodkdéw i dzieci w przypadku
matej skutecznosci preparatow konwencjonalnych.

Szczepionki DNA nie zawierajg patogendéw, ad-
juwantéw i wektoréw replikacyjnych; powinny wiec
by¢ bezpieczniejsze niz preparaty zawierajgce atenuo-
wane szczepy. DNA jest stosunkowo tani, termostabil-
ny oraz z zatozenia podatny na manipulacje genetycz-
ne (rekombinacja), co stwarza mozliwos$¢ dostarczania
w jednej szczepionce réznych sekwencji kodujacych
immunogenne biatka.

I11. Wektory i ich konstrukcja

W wiekszosci prac nad szczepionkami DNA wyko-
rzystuje sie plazmidy zawierajgce terapeutyczny gen
bedagcy pod kontrolg promotora z ludzkiego cyto-
megalowirusa (ang. human cytomegalovirus — HCM V)
(Rye. 1), gdyz funkcjonuje on w wielu typach komaorek
ssakdw i indukuje ekspresje gendw na wysokim pozio-
mie [3-5], Badania z transgenicznymi myszami wyka-
zaly, ze poziomy ekspresji genéw pozostajacych pod
kontrolg promotora HCMY r6znig sie w poszczegdl-
nych tkankach do 100 000 razy [6]. Jednocze$nie nadal
trwaja prace, majace na celu zwigkszenie poziomu
ekspresji wprowadzanych genéw poprzez zmiany w re-
gionie 5" konca tego promotora (Rye. 1) [7], Istnieja
rowniez doniesienia o prébach wykorzystania do
konstrukcji szczepionek DNA promotoréw z tzw.

infron 1

1848

Rye. 1. Konstrukcja szczepionki genetycznej chronigcej organizm przed gruzlica. Fragment DNA, pochodzacy z pratkéw Mycobacterium
leprae, kodujacy antygen o m. cz. 36 kDa zostat wklonowany do plazmidu pcDNA (firmy Invitrogen) i poddany kontroli promotora
HCMYV [4]; Pcmv — region zawierajagcy promotor HCMV; SV 40 pA — sygnat poliadenylacji wirusa SV 40; neo — gen opornos$ci na
neomycyne; SV 40 ori — miejsce startu replikacji (orogin) wirusa SV 40; Col El ori — miejsce startu replikacji plazmidu Col EI; M 13 ori
— miejsce startu replikacji faga M I3; amp — gen opornosci na ampicyline.

U g6ry przedstawiono strukture 5’-korica genu HCM V (na podstawie danych z banku genéw: nr dostepu X03932); * — miejsca wigzace

czynnik jadrowy NF-1; P — promotor polimerazy Il
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genow metabolizmu podstawowego (ang. housekee-
ping genes) [4, 8].

Charakter kodowanych antygenéw moze by¢ rozny.
W wiekszosci badan wykorzystuje sie biatka o peinej
dtugosci, dobrze poznane zimmunologicznego punktu
widzenia. Zmiany kodowanych sekwencji przez doda-
nie lub delecje réznych sygnatéw daja, przynajmniej na
razie, znikome efekty [3], Wykazano jednak, ze do
wywotania odpornosci przeciwzakaznej nie zawsze
konieczna jest znajomos¢ petnej sekwencji DNA geno-
mu patogenu. Nawet ekspresja fragmentu genu jed-
nego z antygenéw Mycobacterium pulmonis moze
chronié przed pdzniejszg infekcjg [9].

IV. Sposoby dostarczania DNA

OdpowiedZ immunologiczna moze by¢ indukowana
przez wstrzykniecie DNA rozpuszczonego w roztwo-
rze soli fizjologicznej [4, 10, 11], DNA skomplek-
sowanego z lipidami [3] lub poprzez dostarczenie
materiatu genetycznego w postaci mikroskopijnych
kulek ztota optaszczonych DNA [12-14], a takze
w postaci aerozolu badz kropli do nosa [15, 16].

Najszerzej stosowang metodg jest obecnie bezpo-
$rednia iniekcja DNA rozpuszczonego w roztworze
soli (tzw. ,nagiego” DNA) do miesni szkieletowych.
Wynikiem tego jest ekspresja genu w miesniu w po-
blizu miejsca iniekcji. Stwierdzono, ze wstrzykniecie
DNA do miednia, ktéry byt uprzednio uszkodzony
w wyniku potraktowania toksynami, zwieksza okoto
10-krotnie liczbe komorek miesniowych wykazujg-
cych ekspresje genu iwzmacnia odpowiedz immunolo-
giczng [15]. Nie jest jasne, czy wzmozenie odpowiedzi
immunologicznej jest zwigzane ze wzrostem ekspresji
antygenu w regenerujacych sie komérkach miesnio-
wych, czy tez nastepuje w wyniku chemotaksji komo-
rek prezentujgcych antygen do miejsca uszkodzenia
tkanki.

Wiekszo$¢ badan dotyczacych szczepionek DNA
obejmuje iniekcje domiesniowe i $rodskorne. W Swietle
ostatnich badan, najbardziej korzystng droga podania
szczepionek genetycznych wydaje sie by¢ skora. Jest
ona bowiem fatwo dostepna i ma rozwiniety system
immunologiczny. Srédskérne wstrzykniecie DNA mo-
ze indukowaé¢ antygenowo specyficzng odpowiedz
i diugotrwatg ochrone. Poza tym $rodskérna im-
munizacja wymaga dla wywotania takiego samego
efektu znacznie mniejszej ilosci DNA (1/250-1/500) niz
w przypadku iniekcji domiesniowej [15]. Co wiecej,
szybki obrét metaboliczny komdrek naskérka moze
prowadzié¢ do usuniecia nadmiernej ilosci DNA, tago-
dzac w ten sposOb ewentualne niepozgdane skutki
ekspresji genu.

W poréwnaniu z tzw. ,nagim” DNA, kompleksy
DNA-lipid wykazujg obnizong ekspresje przy poda-
waniu domiesniowym, znacznie jednak zwiekszong po
podaniu dozylnym. Poza tym, dozylne dostarczenie
DNA prowadzi do ekspresji genu w wielu narzgdach
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(zwhaszcza w $ledzionie) [17],

Ostatnio coraz czeSciej zwraca sie uwage na moz-
liwos¢ podawania DNA do drég oddechowych w po-
staci aerozolu. Dotyczy to nie tylko szczepionek
genetycznych [15, 16], ale réwniez np. oligonukleoty-
dow antysensowych wobec mRNA [18], Dominujaca
role odgrywa w tym przypadku uktad immunologicz-
ny zwigzany z btonami $luzowymi, skiadajgcy sie
zrozproszonych w btonach sluzowych i pod$luzowych
skupisk grudek limfatycznych. Przyktadem skutecznej
szczepionki DNA dostarczanej ta drogg jest szczepion-
ka przeciwko grypie, zawierajgca gen kodujacy hema-
glutynine wirusa [19], Powodowata ona przezycie
67-95% immunizowanych w ten spos6b myszy, kt6-
rym podano $miertelng dawke wirusa. Jednakze naj-
lepsze wyniki (95% przezywalno$ci) uzyskano w tym
doswiadczeniu po podaniu do komérek naskorka
kulek ztota optaszczonych DNA (tzw. metoda ,gene
gun”). Nalezy zaznaczy¢, ze podawanie DNA do drog
oddechowych ma najwieksze szanse powodzenia
w przypadku chor6b atakujacych wiasnie drogi od-
dechowe. Donosowe podanie myszom DNA, kodujg-
cego glikoproteine B wirusa opryszczki Herpes simplex
typu 1 (HSV-1), indukowato powstanie charakterys-
tycznych dla $luzéwki przeciwciat klasy IgA, ktérych
miano zwiekszato sie, gdy szczepionke DNA tgczono
z rdbwnoczesnym podawaniem toksyny cholery [20].
Dla poréwnania, domie$niowa iniekcja takiego same-
go DNA stymulowata powstawanie przeciwciat klasy
IgG obecnych gtdwnie w surowicy krwi. Nalezy pod-
kredli¢, iz w przypadku opryszczki, ktéra nie jest
chorobg drég oddechowych, donosowe podanie kwa-
su nukleinowego okazato sie mniej skuteczne niz
iniekcja domie$niowa.

Rownolegle prowadzone sg wcigz badania majace
na celu zwiekszenie skutecznos$ci dziatania DNA jako
szczepionki. Stwierdzono np., ze efektywniejsze jest
rébwnoczesne dostarczenie genéw kodujacych IL-2
i antygen powierzchniowy wirusa zapalenia watroby
typu B (HBsAg) [21]. Réwniez domiesniowe wstrzyk-
niecie plazmidowego DNA w transfekowanych ko-
morkach dendrytycznych prowadzi do wzmocnienia
odpowiedzi immunologicznej organizmu, a tym sa-
mym odpornosci na infekcje [22, 23]. Dla poréwnania,
efektu takiego nie obserwowano w przypadku podania
transfekowanych makrofagéw [23], komdrki dend-
rytyczne sa bowiem podstawowymi komdrkami pre-
zentujagcymi antygen.

V. Praktyczne zastosowanie szczepionek ge-
netycznych

Domied$niowa iniekcja DNA powodujac ekspresje
obcych genoéw indukuje specyficzng antygenowo od-
powiedZ immunologiczng. Podanie kontrolnego plaz-
midu (,,pustego”) nie kodujgcego biatka wirusowego
lub bakteryjnego nie wywotuje zadnego efektu. Udo-
wodniono, ze w przypadku wielu choréb immunizacja
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DNA jest wysoce skuteczna i szczepionki DNA in-
dukujg odpowiedZz immunologiczng chronigc przed
pézniejszg infekcjg m.in. w przypadku zapalenia wat-
roby typu B i C, AIDS, opryszczki, grypy, wscieklizny
oraz brodawczaka u roéznych gryzoni, bydta i naczel-
nych, a takze w przypadku choréb pasozytniczych
np. Plasmodium, wywotujacymi malarie czy Leish-
mania [15].

V-1. Ochrona przed infekcjami wirusowymi i bak-
teryjnymi

Znaczna cze$é aktualnie prowadzonych badan do-
tyczy szczepionek DNA chronigcych przed gruZlica.
Stosowana obecnie konwencjonalna szczepionka
BCG zawiera zywy, atenuowany szczep pratka byd-
lecego Mycobacterium bovis. W wielu przypadkach nie
jest ona w peini skuteczna i bezpieczna. O potrzebie
skonstruowania nowego typu szczepionki przeciwko
gruzlicy moze $wiadczy¢ fakt, ze wcigz z powodu tej
choroby umiera rocznie okoto 3 milionéw ludzi.
Problem ten staje sie coraz groZniejszy, zwiaszcza
w obliczu wzrostu zakazen chorobg AIDS oraz stale
rosnacej liczby izolowanych od pacjentéw pratkow
Mycobacterium tuberculosis wykazujgcych nadekspre-
sje genow opornosci wielolekowej MDR (ang. Multiple
Drug Résistance). Poniewaz patogen ten posiada okoto
4000 genow, kodujacych biatka o potencjalnej funkcji
antygenéw, do tej pory nie stwierdzono, ktére z nich
moga wywotywac najsilniejszg i najskuteczniejszg od-
powiedZz immunologiczng organizmu. Prace dotyczag
wiec szczepionek genetycznych, kodujacych rézne bia-
tka mykobakteryjne, m.in. biatko szoku termicznego
0 m.cz. 65 kDa, antygen o m.cz. 36 kDa (Ryc. 1), czy
biatko sekrecyjne wchodzace w skiad kompleksu
o0 m.cz. 85 kDa. W badaniach tych myszom podawano
domiesniowo lub $rédskdrnie plazmidy kodujgce an-
tygeny mykobakteryjne. Skutecznos$é szczepien spraw-
dzano m.in. pobierajgc surowice i badajgc, czy pojawi-
ty sie w niej odpowiednie przeciwciata (test ELISA) lub
pobierajgc od immunizowanych myszy komorki Sle-
dziony ikontrolujgc poziom produkowanych przez nie
cytokin, tj. IFN-y, IL-2, GM-CSF, TNF-oc (zwigkszony
poziom) oraz IL-4 i IL-10. Wreszcie ostatecznym
testem byto podanie szczepionym zwierzetom pratkow
Mycobacterium tuberculosis w celu wywotania ewen-
tualnego stanu chorobowego. Kontrolg byto podanie
»pustego” plazmidu. We wszystkich przypadkach ob-
serwowano ochrone poréwnywalng z otrzymang przy
uzyciu konwencjonalnej szczepionki BCG, nawet
w przypadku wstrzykniecia DNA kodujgcego tylko
jeden antygen mykobakteryjny [4, 11],

Inng, bardzo wazng zaleta szczepionek DNA jest
mozliwos¢ wywotlywania odpornosci przeciwko roz-
nym szczepom tego samego wirusa lub bakterii. Niska
skuteczno$¢ niektérych szczepionek konwencjonal-
nych wynika z faktu, ze indukujg one prawie wytgcznie
odpowiedz immunologiczng typu humoralnego skie-
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rowang przeciwko antygenom powierzchniowym pa-
togenu. W przypadku wielu wiruséw, np. grypy lub
HIV, gtéwnym problemem jest ogromna réznorod-
no$¢ i zmienno$¢ biatek otoczki, zaré6wno w obrebie
réznych szczepow, jak i miedzy poszczegdlnymi czast-
kami wirusowymi. W celu okreS$lenia, czy indukowana
odpowiedZ immunologiczna moze wywota¢ odpor-
nos$¢ przeciwko réznym szczepom wirusowym, wyko-
rzystano model wirusa grypy typu A [10]. Stosowana
obecnie szczepionka przeciwko grypie, zawierajgca
inaktywowany chemicznie wirus, jest skuteczna dop6-
ki nie ulegng zmianie determinanty antygenowe biatek
powierzchniowych. W przeciwienstwie do tych biatek,
biatka wewnetrzne sg bardziej konserwatywne, rzadko
ulegajg mutacjom i dlatego mogtyby wywotywaé od-
porno$¢ przeciwko ré6znym szczepom wirusowym. Do
opracowania szczepionki wykorzystano DNA kodujg-
cy wewnetrzna nukleproteine wirusa grypy. Myszom
BALB/c podano domie$niowo plazmidowy DNA ko-
dujacy biatko pochodzace z tzw. szczepu Puerto Rico
VI. Iniekcja ta spowodowata powstanie odpornosci
zar6wno typu humoralnego jak i komérkowego i co
wiecej, chronita przed infekcja szczepem wirusa grypy
A/HK/68, ktéry zaobserwowano dopiero 34 lata pdz-
niej. W eksperymencie tym okoto 90% myszy, u kt6-
rych zastosowano szczepionke, przezyto podanie Smie-
rtelnej dawki wirusa grypy powodujacej zgon w ciggu
2 tygodni, podczas gdy w grupie kontrolnej taki
eksperyment przezyto tylko 20% myszy. Szczepienie
plazmidowym DNA, kodujagcym antygenowe biatko
wirusowe, moze wiec byé skutecznym sposobem wy-
wotywania odpornosci przeciwko réznym szczepom
wirusowym. Na przyktadzie wirusa grypy ustalono
takze, iz szczepionki DNA sg rédwnie skuteczne, jak
preparaty zawierajgce zywy, atenuowany wirus [24]
oraz stwierdzono, ze istnieje bezposrednia korelacja
miedzy iloscig podanego kwasu nukleinowego, a mia-
nem powstajgcych przeciwciat [25], Co wiecej, w przy-
padku myszy, do syntezy skutecznej terapeutycznie
liczby przeciwciat wystarczy podanie od 100 ng do 1gg
DNA, kodujacego hemaglutynine lub nukleoproteineg
wirusa grypy, natomiast w przypadku naczelnych
— okoto 10 pg [25], Wyniki te wskazuja, ze do
wywotania odpornosci przeciwko grypie wystarczg
mate dawki DNA podawane domig$niowo.

Odkad przekonano sie, ze szczepionki DNA moga
chroni¢ przed infekcjg wirusowa, wiele grup badaw-
czych podjeto prace nad szczepionkami genetycznymi,
ktére mogtyby zapobiega¢ chorobie AIDS. Prze-
prowadzono szereg doswiadczehn z wykorzystaniem
DNA kodujgcego rozne fragmenty biatka wirusa HIV
np. biatka otoczki (gp120 ijej prekursor gp 160) oraz
biatka regulatorowe (Rev, Nef). Stosujac r6zne modele
zwierzece, m.in. myszy, kréliki i naczelne (makaki,
szympansy) wykazano, ze szczepionki genetyczne in-
dukujg powstanie zaréwno swoistych cytotoksycz-
nych limfocytéw T, jak i ochronnej odpowiedzi im-
munologicznej, zaleznej od neutralizujgcych przeciw-
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ciat klasy 1gG [26-32], Sukcesem, jak na razie, okazata
sie szczepionka zawierajgca DNA kodujacy biatka
Env, Rev i Gag/Pol wirusa HIV-1. U zaszczepionych
szympansOw rozwineta sie odpowiedZ immunologicz-
na typu humoralnego i komérkowego, ktéra po-
wstrzymata inwazje wszczepionego zwierzetom wirusa
HIV. Po 48 tygodniach od zainfekowania, matpy nie
wykazaly objawéw zakazenia [32], Dla poréwnania,
w grupie kontrolnej, po uptywie tego samego czasu,
stezenie czastek wirusa byto bardzo duze. Wyniki te
stwarzajg szanse opracowania tego typu szczepionki
dla ludzi.

V-2. Szczepionki DNA a choroby o podtozu auto-
agresji

Szczepionki DNA moga by¢ skuteczne nie tylko
w przypadku infekcji wirusowej czy bakteryjnej. Coraz
czesciej podkresla sie mozliwo$é ich zastosowania
w przypadku choréb autoimmunologicznych lub no-
wotworowych.

Przyktadem stanu chorobowego o podtozu autoim-
munologicznym jest stwardnienie rozsiane (SM
— sclerosis multiplex). Zaobserwowano w tej chorobie
pojawianie czasteczek MHC klasy Il na astrocytach
i oligodendrocytach, ktore to zjawisko nie ma miejsca
w zdrowym organizmie. Dos$wiadczalnym modelem
stwardnienia rozsianego, stosowanym u myszy iszczu-
row jest syndrom EAE (ang. Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis). W patogenezie tej choroby poja-
wiajg sie autoreaktywne limfocyty T, ktérych recep-
tory rozpoznajg biatka mielinowych ostonek neuro-
noéw. Podczas rozwoju EAE u myszy w pierwszym
etapie autoreaktywne limfocyty T przetamujg bariere
krew — médzg i rozpoznajg autoantygeny na komor-
kach nerwowych. Po takiej stymulacji limfocyty T za-
czynajag produkowaé czynniki zapalne tj. IFN-y
i TNF-a. Cytokiny te aktywujg kolejne komorki do
ekspresji czesteczek MHC, co z kolei nasila stan
zapalny. Ostatecznie w wyniku dziatania cytotoksycz-
nych cytokin, autoprzeciwciat oraz komdrek takich
jak limfocyty T i B, makrofagi i granulocyty nastepuje
uszkodzenie ostonki mielinowej neuronéw. W patoge-
nezie EAE uczestniczy kilka biatek o wiasciwosciach
autoantygenéw rozpoznawanych przez receptory au-
toreaktywnych limfocytow T. Sg to sktadniki mieliny
takie jak MBP (ang. Myelin Basic Protein), PLP (ang.
Proteolipid Protein), MAG (ang. Myelin-Associated
Glycoprotein) i MOG (ang. Myelin Oligodendrocyte
Glycoprotein) [33, 34], Wiekszo$¢ badan nad odpowie-
dzig autoreaktywnych limfocytéw T w SM dotyczy
biatka MBP, gdyz zostato ono najlepiej poznane.

Obecnie terapia stwardnienia rozsianego polega
przede wszystkim na og6lnym ostabieniu odpowiedzi
immunologicznej, majagcym na celu zatrzymanie po-
stepujacego niszczenia tkanki, poprzez podawanie
m.in. transformujgcego czynnika wzrostu TGF-B, IL-
-10 czy tez rozpuszczalnych receptoréw dla takich
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cytokin jak IL-1, IFN-y lub TNF-a. Druga metoda
leczenia opiera sie na probie specyficznego ,wytacze-
nia” autoreaktywnych limfocytow T (np. poprzez
immunizacje inaktywowanymi limfocytami T lub ich
receptorami [33, 35-37], W oparciu o to drugie
podej$cie skonstruowano szczepionke DNA, chronig-
cg przed rozwojem EAE u myszy [38], Szczepionka
z plazmidowego DNA kodujgcego gen VP8.2, ktérego
produktem jest peptyd Acl-20, stanowigcy fragment
receptora autoreaktywnych limfocytow T reagujgcych
z biatkiem MBP, chronita myszy przed wywotywanym
eksperymentalnie EAE. Efekt ten uzyskiwano naj-
prawdopodobniej poprzez obnizenie poziomu cytokin
takich jak IL-2 i IFN-y biorgcych udziat w rozwoju
stanu chorobowego oraz poprzez wzrost poziomu
supresyjnej IL-4. Tak istotnej zmiany profilu produko-
wanych przez limfocyty T cytokin, bedacej podstawg
ochrony przed EAE, nie obserwowano w przypadku
immunizacji genetycznej skierowanej przeciwko bak-
teriom lub wirusom.

V-3. Immunostymulacja w leczeniu choréb nowo-
tworowych

Terapia genowa budzi najwieksze nadzieje w zwigz-
ku z leczeniem chor6b nowotworowych. Szczepionki
genetyczne dajg bowiem mozliwo$¢ wzmocnienia od-
powiedzi immunologicznej skierowanej przeciw nowo-
tworowi.

Istnieje kilka strategii wykorzystujgcych szczepion-
ki DNA nie tylko do ochrony przed rozwojem stanu
chorobowego, ale réwniez do ewentualnego leczenia
nowotwordw. Jedna z nich polega na lokalnym dostar-
czaniu, wraz z komo6rkami nowotworowymi, ré6znych
cytokin i ich rozpuszczalnych receptoréw, np. wpro-
wadzanie genu IL-6 oraz genu rozpuszczalnej formy jej
receptora (sIL-6R) do komérek czerniaka ztoSliwego
[39]. Przyktadem innej strategii jest podawanie ko-
moérkom nowotworowym genu kodujgcego silnie im-
munizujacy antygen (np. allogeniczne gtéwne antyge-
ny zgodnos$ci tkankowej [3]), na skutek czego an-
tygeny nowotworowe, ktdre wczesniej nie byty rozpoz-
nawane przez ukitad odpornosciowy, teraz mogg byc¢
prezentowane w kontekscie gtownych antygenéw zgo-
dnosci tkankowej. Tego rodzaju podejscie stato sie
podstawa do opracowania protokotéw Kklinicznych,
ktére zostaty zatwierdzone przez Doradczy Komitet
ds. Rekombinowanego DNA Amerykanskich Instytu-
tow Zdrowia [ang. Recombinant DNA Advisory Com-
mitte (RAC) of the National Institutes of Health
(NIH)~\. Pierwsza proba kliniczna polegata w tym
przypadku na dostarczaniu genu MHC klasy I pacjen-
towi z dajagcym przerzuty czerniakiem [3]. Jeszcze
innym przyktadem zastosowania szeczepionek genety-
cznych jest wykorzystanie DNA kodujgcego biatkowe
produkty onkogenow w celu wzmocnienia odpowiedzi
immunologicznej przeciw tym biatkom, np. terapia
raka piersi poprzez domie$niowg lub $§rédskorng inie-
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keje DNA onkogenu neu, ktérego produktem jest
biatko p185. Powstate w wyniku podania takiego
DNA przeciwciata klasy 1gG, skierowane przeciwko
biatku p 185, powodowaty m.in. zahamowanie in vitro
wzrostu nowotworowej linii komdrkowej SKBR3 (rak
gruczotowy ptuc) [40],

Mimo ze szczepionki DNA, w poréwnaniu z kon-
wencjonalnymi metodami leczenia nowotworéw (le-
czenie chirurgiczne, chemioterapia, radioterapia), za-
pewne jeszcze dtugo nie bedg terapig wiodaca, moga
przyczynié¢ sie do ograniczenia objawdéw ubocznych
obserwowanych w terapii prowadzonej metodami
standardowymi.

VI. Bezpieczehstwo szczepionek DNA — po-
tencjalne efekty uboczne

Przeglad zagrozen terapii genowej i metod minima-
lizowania wynikajacych z nich efektéw ubocznych
zostat przedstawiony w numerze 1/96 Postepéw Bio-
chemii [41]. Niektdre z nich, przynajmniej teoretycz-
nie, moga towarzyszy¢ immunizacji za pomocg szcze-
pionek genetycznych. Podawanie do organizmu DNA,
ktérego biatkowy produkt powinien wywotaé odpo-
wiedz immunologiczng moze réwniez wywotywac sze-
reg efektow ubocznych. Mianowicie:

po pierwsze, niejest jeszcze poznany efekt dtugoter-
minowej ekspresji antygenu in vivo. W pewnych wa-
runkach moze on by¢ pozytywny, tzn. dtugo utrzymu-
jgca sie ekspresja DNA bedzie prowadzita do silnej,
dtugotrwatej odpowiedzi immunologicznej bez potrze-
by stosowania kilkakrotnych iniekcji. Z drugiej strony
state utrzymywanie sie w organizmie obcego antygenu
moze by¢ niebezpieczne i prowadzi¢ do powstania
standw zapalnych, zaburzern autoimmunologicznych
czy choréb wywotanych zbyt wysokim poziomem
komplekséw immunologicznych. Istniejg jednak dane
wskazujgce, ze immunizacja DNA nie indukuje po-
wstawania autoprzeciwciat skierowanych przeciwko
podawanemu DNA Ilub komdrkom miesniowym,
w ktérych ma miejsce synteza obcego antygenu [42],
Zadna z badanych dotychczas szczepionek nie stymu-
lowata powstawania takich przeciwciat, ani nie powo-
dowata uszkodzenia tkanki miesniowej. Immunizacja
kwasem nukleinowym nie nasilata réwniez istniejace-
go juz stanu chorobowego o podiozu autoagresji.
Szczepionki genetyczne nie powinny wiec stymulowac
rozwoju lub nasilenia choréb autoimmunologicznych,
a co wiecej, moga by¢ pomocne w ich leczeniu [37],
— po drugie, pojawia sie coraz wiecej doniesien [43],
ze bakteryjny DNA moze powodowac silng odpo-
wiedZ immunologiczng. Z drugiej strony powstanie
takiej odpowiedzi immunologicznej nie wymagatoby
dodatkowego podawania adjuwantéw, stosowanych
w konwencjonalnych szczepionkach.

— po trzecie, istnieje, przynajmniej teoretyczna, moz-
liwos¢ wbudowania plazmidowego DNA do genomu
komérki gospodarza. Przypadkowe miejsce takiej in-
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Tabela 2.

Prowadzone proby kliniczne dotyczace szczepionek DNA.

Osrodek Choroba

John Hopkins University Grypa
Naval Medical Research Institute Malaria

University of Alabama Rak okreznicy

University of Cincinnati Zapalenie watroby typu B

University of Pennysylvania AIDS

University of Washington Opryszczka

University of Wisconsin Zapalenie watroby typu B

tegracji stwarza niebezpieczenstwo transformacji ko-
maérki w wyniku mutagenezy insercyjnej. Jakkolwiek
trudno wykluczy¢ taka mozliwos$¢, sadzi sie, ze w przy-
padku plazmidowego DNA ryzyko jest mniejsze niz
ryzyko spontanicznej mutacji [3], Wyniki badan pro-
wadzonych w laboratorium firmy Merck, majgcych na
celu okre$lenie ryzyka potencjalnej integracji DNA
dostarczonego w szczepionce do genomu gospodarza
nie wykazaty takiego zjawiska [44].

Mimo tych watpliwosci, do tej pory nie udokumen-
towano zadnego negatywnego zjawiska zwigzanego
z immunizacja zwierzat za pomocg DNA. Opracowa-
no kilka protokotéw klinicznych, majgcych na celu
zbadanie bezpieczenstwa i skutecznosci immunizacji
plazmidowym DNA. Obecnie weszty one w | faze préb
klinicznych idotyczg choréb o tak odmiennej etiologii,
jak AIDS, malaria czy biataczka (Tab. 2) [3, 45, 46].

Od momentu ukazania si¢ pierwszej pracy, wykazu-
jacej mozliwos$é stymulowania uktadu immunologicz-
nego przez szczepionki DNA [10], pojawito sie bardzo
wiele informacji na ten temat. Najnowsze z nich mozna
uzyskaé¢ pod internetowym adresem: http://www.gen-
web.com/Dnavax/dnavax.html.
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Zaakceptowano do druku 2 marca 1998 r.
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Wykaz stosowanych skrétéw: PS-oligonukleotydy tiofos-
foranowe analogi oligodeoksyrybonukleotydéw; RNaza
H — rybonukleaza H; PA1-1 inhibitor aktywatoréw
plazminogenu typu pierwszego; t-PA tkankowy aktywa-
tor plazminogenu; u-PA — aktywator plazminogenu typu
urokinazowego; Tm temperatura miekniecia dwunicio-
wych fragmentéw kwaséw nukleinowych; DOPE diolei-
lofosfatydyloetanoloamina (kationowy lipid); DOTMA

chlorek dioleiloksypropylotrimetyloamonowy (kationo-
wy lipid); d[(CP927C] — tiofosforanowy analog oligonuk-
leotydu dC28; aFGF — kwasny czynnik wzrostu fibroblas-
téow; bFGF — zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow; EGF

naskdrkowy czynnik wzrostu; PDGF czynnik wzrostu
pochodzenia ptytkowego; 1C50 — stezenie wywotujgce 50%-
-owg inhibicje; SELEX — metoda selekcji ligandow; HU-
VEC — ludzkie komérki srodbtonka zyty pepowinowej; EA.
hy 926 — nowotworowo zmienione komdrki $rédbtonka;
RT PCR — reakcja powielania DNA poprzedzona odwrot-
ng transkrypcja; LD5 — dawka powodujaca $mier¢ 50%
zwierzat doswiadczalnych; CMV — cytomegalowirus;
ICAM — glikoproteina obecna na powierzchni komorek,
nalezy do tzw. adresyn komdrkowych, jest odpowiedzialna
za adhezje komorek (ang. intercellular adhesion molecule);
PKC — kinaza biatkowa C.

. Wstep

Badania nad zastosowaniem syntetycznych oligo-
deoksyrybonukleotyddéw w terapii choréb nowotwo-
rowych oraz choréb wywotywanych przez wirusy
prowadzone sgjuz od kilkunastu lat. Oligonukleotydy
komplementarne (lub méwiac inaczej; antysensowne)
wobec fragmentow DNA Ilub RNA moga z nimi

* Dr, Centrum Badan Molekularnych i Makromolekular-
nych, Zaktad Chemii Bioorganicznej, PAN ul. Sienkiewicza
112, 90-363 L6dz
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hybrydyzowaé, hamujac ekspresje gendéw odpowied-
nich biatek (tzw. strategia antysensownych oligonuk-
leotydéw). Wiasciwosci antysensownych oligonukleo-
tydow oraz ich udziat w regulacji przemian komar-
kowych sg tematem licznych prac przeglagdowych
[1-6]. W ciagu ostatnich 4-5 lat ukazato sie takze wiele
oryginalnych prac potwierdzajgcych skutecznos¢ dzia-
tania tych zwigzkdw w badaniach in vivo [7-16]. Wcigz
jednak pewne problemy dotyczgce mechanizmu dzia-
tania antysensownych oligonukleotydéw oraz moz-
liwosci ich zastosowania w terapii wymagajg roz-
wigzania. Niektdre z nich zostang przedstawione w ni-
niejszej pracy.

Il. Wiasciwosci antysensownych oligonukleo
tydow

Zahamowanie biosyntezy biatek przez krotkie jed-
noniciowe fragmenty DNA jest mozliwe, jesli owe
fragmenty posiadajg zdolno$¢ wnikania do komoérek,
sa oporne na dziatanie enzymoéw nukleolitycznych
oraz moga hybrydyzowa¢ z komplementarnymi frag-
mentami DNA lub mRNA.

Antysensowne oligonukleotydy sg oporne na dziata-
nie nukleaz tylko wdéwczas, gdy zawierajg elementy
struktury zmodyfikowane w stosunku do naturalnego
DNA. Najbardziej bezpieczng wydaje sie modyfikacja
otoczenia atomu fosforu w pozycjach niemostkowych,
czyli zamiania jednego z dwo6ch atomow tlenu inter-
nukleotydowej grupy fosforanowej na atom siarki lub
grupe metylowa [17-20], Tak zmodyfikowane oligo-
nukleotydy sa okreslane, odpowiednio, jako tiofos-
foranowe bedZ metanofosfonianowe analogi DNA
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(Rye. 1). Poniewaz nagromadzone dotychczas infor-
macje o dziataniu antysensownych oligonukleotydow
dotyczg przede wszystkim analogéw tiofosforano-
wych, dalsze rozwazania zawarte w niniejszym ar-
tykule beda poswiecone wiasnie tej klasie analogow.

Oligo(nukleozydotiofosforany) (PS-oligonukleoty-
dy) zawierajgce w kazdym wigzaniu internukleotydo-
wym zamiast atomu tlenu atom siarki stanowig tzw.
antysensowne oligonukleotydy pierwszej generacji.
Podobnie jak naturalne oligonukleotydy sg one polia-
nionami. Obecno$é tiofosforanowych funkcji inter-
nukleotydowych znacznie zwieksza ich oporno$¢ na
dziatanie nukleaz [21-22], a tylko nieznacznie obniza
zdolnos$¢ hybrydyzacji z komplementarnymi fragmen-
tami RNA [23]. Mechanizm, dzieki ktéremu tiofos-
foranowe oligonukleotydy wnikaja do komérek, nie
zostal dotychczas doktadnie wyjasniony [24, 25],
Niewykluczone, ze ich transport do cytoplazmy utat-
wiaja niektore biatka btonowe. Wiele danych $wiadczy
o tym, ze oligonukleotydy wnikajg do komorek na
drodze endocytozy [1]. Tiofosforanowe oligonukleo-
tydy, podobnie jak naturalne fragmenty DNA, moga
hybrydyzowa¢ z komplementarnymi fragmentami
RNA i tworzy¢ dwuniciowe struktury mRNA-DNA.
Kompleksy takie sg rozpoznawane jako substraty
przez RNaze H, ktéra degradujac zwigzany fragment
MRNA uniemozliwiajego udziat w syntezie odpowied-
nich biatek [23], Ponadto proces translacji moze by¢
zahamowany ze wzgledu na zawade przestrzenna,
ktorej przyczyng sa PS-oligonukleotydy zwigzane
z mRNA [1],

Oligonukleotydy tiofosforanowe moga réwniez hy-
brydyzowac¢ z komplementarnymi fragmentami DNA.
Odpowiednio zaprojektowana sekwencja oligonukle-
otydu pozwala na jego trwale wigzanie si¢ z dwu-
niciowym DNA itworzenie tréjniciowych form DNA
(tzw. tryplekséw) (ang. triplex DNA). Teoretycznie,
takie struktury mogag powodowa¢ zahamowanie eks-
presji genéw juz na poziomie DNA. Obszerne informa-
cje na ten temat mozna znalez¢ w pracach Szklar-
czyka i Kwinkowskiego [4,26],

Pierwsza chemiczna synteza tiofosforanowych ana-
logow zostata przeprowadzona w 1984 r. [17], za$
pierwsze préby ich wykorzystania w strategii antysen-
sownych oligonukleotydow datujg sie od roku 1987
[27]. Niebagatelne znaczenie ma fakt, iz opracowano
bardzo efektywne metody chemicznej syntezy PS-oli-
gonukleotyddw. Umozliwiajg one otrzymywanie tych
zwigzkéw nawet w ilosciach kilogramowych. O po-
stepie prac nad zastosowaniem tiofosforanowych oli-
gonukleotyddéw w terapii moze Swiadczy¢ fakt, iz kilka
znich jest obecnie przedmiotem badan klinicznych [3].

I1l. Zasady doboru sekwencji antysensownych
oligonukleotydow

Warunkiem skutecznosci antysensownych oligonu-
kleotyd6w jest ich zdolno$¢ do specyficznego rozpoz-
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nawania komplementarnej sekwencji mRNA i hyb-
rydyzacji. Podstawowe znaczenie przy wyborze poten-
cjalnie terapeutycznego PS-oligonukleotydu ma zatem
zdefiniowanie jego dtugosci i sekwencji zasad. Op-
tymalna dtugos$¢ oligonukleotydu antysensownego to
15-25 nukleotydow [28]. Z kolei jego sekwencja zalezy
od sekwencji zasad docelowego fragmentu mRNA.
Czesto jest to fragment mRNA, ktory zawiera kodon
AUG i od ktérego rozpoczyna sie proces translacji,
cho¢ czasami moze to by¢ inny fragment mRNA,
nawet w jego czesci nie kodujacej sekwencji biatka.
Wazne jest jednak, aby byt to fragment o strukturze
jednoniciowej [29]. Dostepne obecnie bazy danych
pozwalajg przewidzie¢ na podstawie sekwencji zasad
strukture Il-rzedowg odpowiedniego fragmentu
mRNA. Zazwyczaj wybér optymalnej sekwencji an-
tysensownego oligonukleotydu wymaga doswiadczal-
nego sprawdzenia kilku lub kilkunastu réznych oligo-
nukleotydow komplementarnych wobec okreslonych
fragmentdéw tego samego mRNA.

Takie postepowanie zastosowano poszukujac oligo-
nukleotydu skutecznie hamujacego biosynteze inhibi-
tora aktywatorow plazminogenu typu | (PAI-1) [30-
-32], Sposrdd trzech oligonukleotydéw komplemen-
tarnych wobec réznych fragmentéw mRNA dla PAI-1,
wybrano do dalszych badan dwa 24-mery (oligonuk-
leotydy 1i4 w tabeli 1). Poniewaz 16-mer otrzymany
po ,skréceniu” jednego z tych 24-meréw (oznaczony
jako 6) okazat sie 5-krotnie bardziej aktywny w hamo-
waniu biosyntezy biatka PAI-1 niz jego 24-nukleoty-
dowy prekursor, zostat on docelowo wybrany do
badan in vitro oraz in vivo (oligonukleotyd ten bedzie
okreslany w dalszej czesci tej pracy jako PS 16H).
Badania te miaty na celu opracowanie metody hamo-
wania aktywnosci PAI-1, co w konsekwencji moze
doprowadzi¢ do nowego leku o dziataniu trombolity-
cznym [30-32].

Inhibitor aktywatoréw plazminogenu jest gliko-
proteing o masie 50 kDa syntetyzowang gtéwnie przez
komorki srédbtonka oraz komorki watroby i komoérki
naczyniowe mies$ni gtadkich. Neutralizuje on czynne
czasteczki tkankowego aktywatora plazminogenu
(t-PA) i aktywatora typu urokinazowego (u-PA) [33].
Normalnie PAI-1 wystepuje we krwi w bardzo matych
ilosciach, ale pod wptywem wielu substancji nastepuje
znaczne podwyzszenie ekspresji tego biatka, co przy-
czynia sie do powstania stan6w patologicznych.
Wzrost poziomu PAI-1 obserwowany jest w przypad-
ku zapalenia mie$nia sercowego, zakrzepie czy miaz-
dzycy [33], Oczekiwano, ze zahamowanie ekspresji
biatka PAI-1 przez antysensowne oligonukleotydy
utatwi efektywng aktywacje plazminogenu, co z kolei
doprowadzi do podwyzszonego poziomu plazminy,
ktora degraduje niepozadane zakrzepy. Prace nad
oligonukleotydem PS 16H o aktywnosci anty- PAI-1
bedg niejednokrotnie cytowane w niniejszym artykule
dla zilustrowania pewnych problemoéw zwigzanych ze
strategig antysensownych oligonukleotydow.
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Tabela 1

Hamowanie biosyntezy biatka PAI-1 przez tiofosforanowe analogi oligonukleotydéw.

Oligonukleotyd Sekwencja 5" -» 3’

1 GAG GCG GGG CAG CCT GGT CAT GTT
2 GAG GCG GGG CAG CCT GGT CAT

3 GCG GGG CAG CCT GGT CAT GTT
4 GAG GGC TGG AGA CAT CTG CAT CCT
5 G AGA CAT CTG CAT CCT
6 GAG GGC TGG AGA CAT C

7 GC TGG AGA CAT CTG CA

a lokalizacja w sekwencji kodujacej biatko PAI-1
b lokalizacja w sekwencji peptydu sygnalnego

lokalizacja kodonéw 1C 50
w mMRNA PAI-1 DM]
265—272a 4.0
265—27 la 21.6
266—272a 16.6
-24— 17b 5.6
-21— 17b 2.0
-24— 14b 0.9
-22— 15b 4.0

Komoérki $rodbtonka zyty pepowinowej hodowano w obecnos$ci kazdego z oligonukleotydéw 1-7. Warto$¢ wspoétczynnika 1C50 podana dla
kazdego z tych oligomerdw oznacza warto$¢ stezenia oligonukleotydu powodujacego 50%-owe zahamowanie biosyntezy biatka PAI-1 przez

komorki.

Dtugos¢ oraz sekwencja antysensownego oligonuk-
leotydu decyduja o termodynamicznej stabilnosci
dwuniciowej struktury DNA-mRNA powstajacej przy
udziale oligonukleotydu. Stabilno$¢ te okresla sie na
podstawie pomiaru temperatury miekniecia (Tm) hyb-
rydy utworzonej przez PS-oligonukleotyd oraz kom-
plementarny wobec niego, syntetyczny oligorybonuk-
leotyd. Pomiary temperatury miekniecia sg istotnym
elementem badan nad wiasciwosciami kazdej nowej
klasy antysensownych oligonukleotydéw, poniewaz
niektére chemiczne modyfikacje oligonukleotydow
znacznie zmieniajg stabilno$¢ odpowiednich hybryd
DNA-RNA. W przypadku PS-oligonukleotydéw sta-
bilno$¢ owych hybryd jest nieco mniejsza od stabilno-
§ci odpowiednich struktur dwuniciowych utworzo-
nych z udziatem naturalnych oligonukleotydéw o ta-
kiej samej sekwencji zasad, jednak w warunkach
fizjologicznych (temp. 37°C) tworzg one nadal formy
dwuniciowe (Tab. 2).

IV. Opornos¢ antysensownych oligonukleoty-
dow na dziatanie nukleaz

Warunkiem skutecznego dziatania antysensownych
oligonukleotydéw jest takze, jak juz wspomniano, ich
oporno$¢ na dziatanie nukleaz. Cho¢, generalnie tiofo-
sforanowe analogi sg znacznie bardziej stabilne niz ich
niemodyfikowane prekursory, to jednak nukleazy obe-
cne w osoczu oraz w ekstraktach komdrkowych sg

Tabela 2.

zdolne do powolnej hydrolizy tiofosforanowych wig-
zan internukleotydowych. Z tego powodu okres pot-
trwania tiofosforanow w warunkach in vivo wynosi
zwykle 12-24 godziny [27]. Co wiecej, wiadomo, ze
niektére nukleazy wykazujg stereospecyficzno$¢ wobec
tiofosforanowych analogéw oligonukleotydéw, tzn.
degraduja tylko jeden typ wigzan internukleotydowych
— o konfiguracji RPalbo o konfiguracji SP [34-37],
Ré6znice w potozeniu atomu siarki w tiofosforano-
wych wigzaniach internukleotydowych o konfiguracji
Rpalbo SPprzedstawia rycina 1 Stosowane powszech-
nie chemiczne metody syntezy PS-oligonukleotyddw
dajg jako koricowy produkt mieszanine diastereoizo-
meréw réznigcych sie potozeniem atomu siarki w kaz-
dym tiofosforanowym wigzaniu internukleotydowym.
Najkrotszy fragment DNA — dinukleotyd jest miesza-
ning tylko dwoch izomeréw, tzn. izomeru Rpiizomeru
SP, w czasteczkach ktérych wystepujg wigzania inter-
nukleotydowe o konfiguracji, odpowiednio Rporaz SP.
W przypadku dtuzszych oligonukleotydéw zawieraja-
cych n wigzan internukleotydowych, produkt syntezy
jest mieszaning 2ndiastereoizomerdw. Zjawisko to jest
okre$lane jako polidiastereocizomeryzm.
Wspomniana wyzej stereospecyficzno$¢ niektérych
nukleaz moze mie¢ powazne konwekwencje poniewaz
izomery z przewagg wigzan o konfiguracji RPalbo SP
moga wykazywaé w warunkach fizjologicznych zr6z-
nicowang trwato$¢. Tiofosforanowe wigzania inter-
nukleotydowe o konfiguracji RPsg degradowane przez

Warto$ci temperatur miekniecia [°C] hybryd DNA-RNA utworzonych z udziatem odpowiednich oligonukleotydéw.

d[AAGGGCTTCTTCCTTA]

PO-oligonukleotyd 62.0
PS-oligonukleotyd
(mieszanina izomeréw) 52.5
izomer Rp 58.0
izomer Sp 49.0

d[AACGTTGAGGGGCAT]

d[AGATGTTTGAGCTCT]

69.0 59.0
51.0 47.0
55.0 52.0
48.0 44.0

Pomiar temperatury mieknigcia przeprowadzono w buforze zawierajagcym 10 mM kakodylan sodu (pH 7,4), 10 mM MgCl2, 70 mM NaCl
w przedziale temperatur 5-75cC stosujac 2 /(M stezenie badanego oligonukleotydu oraz komplementarnego wobec niego fragmentu RNA.
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HO — o _ HO— o

OH

X=S": tiofosforan
o konfiguracji Sp Rp

X=CH,: metanofosfonian
o konfiguracji Rp Sp

Ryc. 1. Potozenie atomu siarki lub grupy metylowej w tiofos-
foranowych albo metanofosfonianowych wigzaniach inter-
nukleotydowych o konfiguracji, odpowiednio. SP i RP na
atomie fosforu. Przypisania konfiguracji absolutnych
na atomie fosforu dokonano wedtug regut Cahna. Ingol-
da i Preloga w oparciu o zasade starszenstwa podstaw-
nikéw [89], Boznaczajedng z czterech zasad Ade, Gua. Cyt
lub Thy.

tzw. RP_specyficzne nukleazy, takie jak fosfodiesteraza
z jadu weza oraz endonukleaza z Serratia marcescens
[34-36], Z kolei SP,,specyficzne nukleazy (nukleaza SI
oraz nukleaza PIl) degraduja wiazania o konfiguracji
SP [37].

Polidiasterecizomeryzm PS-oligonukleotydéw oraz
ewentualne skutki stereoselektywnego dziatania nuk-
leaz sq na ogot niedoceniane. Ostatnie badania wyka-
zaly, ze antysensowne PS-oligonukleotydy podlegaja
w osoczu jak i wewnatrz komdrek dziataniu
RP.specyficznych 3’-egzonukleaz [21-22], Zarédwno
3’-egzonukleaza z osocza, jak iegzonukleaza komor-
kowa degradujg tylko tiofosforanowe wigzania inter-
nukleotydowe o konfiguracji Rp. Dlatego, pomimo
zmodyfikowania wigzan internukleotydowych przez
wprowadzenie do kazdego z nich atomu siarki, wiaza-
nia o konfiguracji Rppotozone na 3’-koricu oligonuk-
leotydu podlegajg stosunkowo szybkiej hydrolizie.
Skutecznym zabezpieczeniem tiofosforanowego oligo-
nukleotydu przed dziataniem tych enzymdw jest wpro-
wadzenie na jego 3’-koniec 1-2 wiazan o konfiguracji
SP [21].

Mozliwos$¢ syntezy oligonukleotyddéw tiofosforano-
wych o z géry zaplanowanej konfiguracji absolutnej na
atomie fosforu kazdego wigzania internukleotydowe-
go oferuje tzw. metoda oksatiofosforanowa [36-38].
Stosujac te metode (zwang metodg Steca) zsyntetyzo-
wano tzw. stereoregularne izomery oligonukleotydu
PS 16H, tzn. izomer Rp zawierajgcy wytgcznie wigza-
nia o konfiguracji Rp,izomer SPzawierajagcy wytgcznie
wigzania o konfiguracji SPoraz izomer RP/2SP zawie-
rajagcy obok 13 tiofosforanowych wigzan o konfigura-
cji RP dwa wigzania o konfiguracji SP potozone na
3’-koncu oligonukleotydu.

Sposrod pieciu form oligonukleotydu PS 16H izo-
mer Rp/2SPokazat sie bardziej aktywny niz izomer Rp,
a najbardziej aktywny w hamowaniu biosyntezy PAI-1
izomer SP[31], Mozna przypuszczac, ze tiofosforano-
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we wigzania internukleotydowe o konfiguracji Sp
chronity izomer SPoraz izomer RP2Sp przed dziata-
niem wewngtrzkomérkowych nukleaz, natomiast izo-
mer Rp podlegat czeSciowej degradacji idlatego wyka-
zywat nizszg aktywnos$é antysensowng w dosSwiad-
czeniach wykonanych na hodowlach komdrkowych
(Ryc. 2). Chociaz izomery PS-oligonukleotydow za-
wierajagce wytgcznie wigzania internukleotydowe
o konfiguracji Rpwykazujg wieksze powinowactwo do
komplementarnego mRNA (wyrazone wyzszg wartos-
cig Tm odpowiednich hybryd) oraz lepiej aktywujg
RNaze H niz izomery Sp [23], to jednak ich podatnos$¢
na dziatanie Rp specyficznych egzonukleaz moze
powodowac obnizenie ich aktywnos$ci antysensownej
w poréwnaniu z aktywnoscig, jakg majg izomery SP.
Nie jest to jednak reguta: badania prowadzone na
innych liniach komorkowych z udziatem stereoregu-
larnych oligonukleotydéw o innych sekwencjach za-
sad wykazaly wyzszg aktywnos$¢ antysensowng izo-
meréw RP [39-40],

Nalezy podkresli¢, ze chociaz badania prowadzone
z wykorzystaniem tzw. stereoreguiarnych PS-oligo-
nukleotydéw pozwalajg lepiej zrozumie¢ mechanizm
dziatania tiofosforanowych oligonukleotydéw i prze-
miany, jakim podlegajg one w warunkach in vivo, to
jednak powszechnie stosowane PS-oligonukleotydy sg
mieszaning wszystkich mozliwych diasterecizomeréw,
poniewaz sg otrzymywane jako produkt niestereo-
specyficznej syntezy, np. metodg amidofosforynowg [17],

V. Transport oligonukleotydéw przez btony

Chociaz w przypadku Kilku antysensownych PS-
-oligonukleotydéw badania weszty juz w faze klinicz-
ng, nadal poszukuje sie metod utatwiania transportu
tiofosforanow do komérek. Z badan przeprowadzo-
nych przy uzyciu naturalnych oraz tiofosforanowych
oligonukleotydoéw zwigzanych kowalencyjnie z fluore-
sceing wynika, ze wchodzg one do komérek i groma-
dza sie w cytoplazmie zamkniete w pecherzykach
endosomalnych [24, 25]. Nie stwierdzono ich obecno-
éci wjadrach komérkowych. Dla utatwienia transpor-
tu antysensownych oligonukleotydéw przez btony
komaérkowe zaproponowano modyfikowanie ich czgs-
teczek zwigzkami o charakterze lipofilowym. Zamiast
fluoresceiny stosuje sie np. cholesterol lub alkohole
z dtugimi tancuchami alifatycznymi [42, 43], Tak
zmodyfikowane oligonukleotydy zastosowano row-
niez w badaniach nad inhibitorami biosyntezy biatka
PAI-1. Dwa oligonukleotydy antysensowne wobec
biatka PAI-1 (PS 16H oraz jego niemodyfikowany
prekursor, PO-16H) zwigzano z takimi ligandami jak:
cholesterol, heptadekanol. borneol i mentol [32],
Zbadano nastepnie wptyw tych koniugatéw na po-
ziom biatka PAI-1 w hodowlach komérkowych. Wyni-
ki byty nieoczekiwane, poniewaz najwyzsza aktyw-
no$¢ w hamowaniu biosyntezy PAI-1 (wyzsza w po-
rownaniu z oligonukleotydem PS 16H) wykazaty
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godz. ,kontrole" oznaczajg kontrolne oligonukleotydy tiofosforanowe.

PO-oligonukleotydy zwigzane z mentolem albo hep-
tadekanolem. Przyczyny wysokiej aktywnosci anty-
sensownej tych oligonukleotyddw nie sgjeszcze znane,
ale podjeto szczegdtowe badania ich aktywnos$ci zaro-
wno w warunkach in vitro jak i in vivo. Zastosowanie
w tym konkretnym przypadku koniugatéw PO-oligo-
nukleotydow pozwolitoby zrezygnowaé¢ z podawania
ich analogdw tiofosforanowych.

Dla utatwienia transportu antysensownych oligo-
nukleotydéw proponowano takze ich potaczenie z do-
datnio natadowanymi czgsteczkami (np. polilizyna) po
to, aby zneutralizowaé ujemny tadunek tiofosforano-
wych wigzan internukleotydowych i utatwi¢ kontakt
oligonukleotydéw z ujemnie natadowang btong ko-
morkowa [43, 44]. Proponowano takze podawanie do
hodowli komérek oligonukleotydéw ,zamknietych”
w liposomach. Z doniesien literaturowych wynika, ze
takie podejscie bardzo podwyzsza efektywno$é wnika-
nia oligonukleotydow do komdrek, a takze w znacz-
nym stopniu chroni je przed dziataniem nukleaz [45,
46]. Zwiekszenie efektywnosci transportu oligonuk-
leotydéw obserwowano takze po podaniu ich do
hodowli komoérek #acznie z lipofektyng, ktdra jest
mieszaning dwoch kationowych lipidéw: dioleilofos-
fatydyloetanoloaminy (DOPE) oraz chlorku dioleilok-
sypropylotrimetyloamonowego (DOTMA) [47], Jed-
nakze powyzej pewnego stezenia (r6znego dla réznych
linii komérkowych) lipofektyna oraz inne kationowe
lipidy moga wykazywaé efekt cytotoksyczny.

Nie sposob tutaj wymieni¢ wszystkich propozycji
dotyczacych wusprawnienia transportu antysensow-
nych oligonukleotyddw do komorek. Wyniki badan sg
czesto niejednoznaczne, poniewaz w pracach nad
transportem oligonukleotydéw wykorzystuje sie rézne
linie komorkowe, rdzne rodzaje lipidéw kationowych
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oraz oligonukleotydy o r6znej diugosci i sekwencji
zasad [3,48]. O ostatecznych wynikach decyduje takze
rodzaj podtoza do hodowli komdrek, gestos¢ komorek
w hodowli oraz to, czy komorki rosng w zawiesinie czy
przytwierdzone do podtoza.

W ostatnich latach zidentyfikowano szereg biatek
btonowych wigzacych oligonukleotydy, jednakze ich
udziat w transporcie fragmentéw DNA do komdérek
nie zostat dotychczas udowodniony [49-52]. Interp-
retacje wynikow eksperymentalnych utrudnia m.in.
fakt, ze PS-oligonukleotydy moga sie wigza¢ do biatek
surowicy bedacej sktadnikiem podt6z do hodowli
komérek. Geselowitz i Neckers twierdzg, ze
biatko membranowe o masie ok. 75 kDa, obecne na
powierzchni wielu réznych komdrek i wigzace oligo-
nukleotydy, jest w rzeczywistosci albuming pochodzg-
cg z surowicy dodawanej do podtoza [52]. W warun-
kach eksperymentalnych mozliwe jest stosowanie pod-
toza pozbawionego surowicy ijej biatek, ale obecnos¢
albuminy we krwi moze mie¢ wplyw na wnikanie
oligonukleotyddéw do komdrek w warunkach in vivo.
Nie mozna wykluczy¢, ze biatka o wysokim powino-
wactwie do oligonukleotyddw nie tylko nie utatwiajg
ich transportu do cytoplazmy, ale wrecz go utrudniaja.
Obecnie trudno jest o jednoznaczne wnioski na temat
udziatu biatek w procesie wnikania oligonukleotyddw
do komorek.

V1. Oddziatywania tiofosforanowych oligonu-
kleotydéw z biatkami

Pojawiajgce sie co najmniej od 8 lat doniesienia na
temat oddziatywan tiofosforanowych oligonukleoty-
dow z roznymi biatkami sprawity, ze zaczeto sie
zastanawia¢, do jakiego stopnia biologiczne efekty
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wywotywane przez PS-oligonukleotydy sg uwarun-
kowane ich sekwencjg i oddziatywaniami z mRNA,
a w jakim stopniu zalezg od interakcji z biatkami?
Z jakimi biatkami wiazg sie PS-oligonukleotydy i jaki
jest ich wptyw na funkcjonowanie tych biatek?

Wiadomo, ze powinowactwo tiofosforanowych oli-
gonukleotydow do biatek jest o 1-3 rzedy wielkoSci
wyzsze niz powinowactwo oligonukleotydéw niemo-
dyfikowanych [53]. Réznica ta wynika prawdopodob-
nie z faktu, ze szybkos$¢ dysocjacji kompleksu biat-
ko-PS-oligonukleotyd jest znacznie nizsza niz szyb-
kos$¢ dysocjacji kompleksu utworzonego z udziatem
niemodyfikowanego oligonukleotydu. Inaczej m@é-
wigc, zarowno PO-jak i PS-oligonukleotydy wigzg sie
z biatkami, ale kompleksy utworzone z udziatem
PO-oligonukleotydéw ulegajg bardzo szybkiej dysoc-
jacji [53],

W 1989 r. Majumdar i wsp. zwrocili uwage, ze
tiofosforanowy oligonukleotyd d[(Cps)27C] wiaze sie
z odwrotng transkryptazg wirusa HIV, hamujac jej
aktywnos$¢ 200-krotnie silniej niz odpowiadajagcy mu
naturalny oligonukleotyd uzyty w tym samym stezeniu
[54]. Odwrotna transkryptaza jest enzymem uczest-
niczacym w metabolizmie kwaséw nukleinowych iz te-
go powodu moze wykazywaé powinowactwo do zwia-
zkéw o strukturze oligo- lub polinukleotydéw. Jak sie
jednak okazato, PS-oligonukleotydy wigzg sie rOwniez
z wieloma biatkami, ktére w normalnych warunkach
nie rozpoznajg kwasow nukleinowych i nie wigzg sie
z nimi. Sg to m.in. kwasny i zasadowy czynnik wzrostu
fibroblastow (aFGF, bFGF), naskdrkowy czynnik
wzrostu (EGF), czynnik wzrostu pochodzenia ptyt-
kowego (PDGF) [55] oraz receptor CD4 [56], fos-
folipaza A2 [57] i kinaza biatkowa C [58], Tiofos-
forany tworzac trwate kompleksy z czynnikami wzros-
tu utrudniajg ich wigzanie sie z odpowiednimi recep-
torami na powierzchni komdrek, co moze cze$ciowo
wyjasnia¢ obserwacje, iz PS-oligonukleotydy o przy-
padkowej sekwencji hamowaty w warunkach in vivo
rozwdéj czerniaka [59].

Wigzanie sie tiofosforanowych oligonukleotyddéw
z wymienionymi biatkami oraz, by¢ moze, z wieloma
innymi, nie zalezy od sekwencji zasad. Uwaza sie, ze
jest ono spowodowane obecnos$cig w czasteczce oligo-
nukleotydu znacznej ilosci tiofosforanowych wigzan
internukleotydowych. Aby wiec unikng¢ trudnych do
przewidzenia skutkow niespecyficznego wigzania sie
tiofosforanowych oligonukleotydéw z biatkami, za-
proponowano ostatnio nowy rodzaj antysensownych
oligonukleotydow [3], W ich czgsteczkach zmodyfiko-
wano siarka tylko kilka terminalnych (od 3’- oraz od
5°-korica) wigzan internukleotydowych, natomiast $ro-
dkowy fragment tafcucha oligonukleotydowego pozo-
stat niezmodyfikowany [3]. Obecnos$¢ kilku tiofos-
foranowych wigzan chroni oligonukleotyd przed dzia-
taniem 3’-egzonukleaz, ale nie zwieksza w widoczny
sposéb jego powinowactwa do biatek. Trwajg proby
wykorzystania tych oligonukleotydéw o tzw. miesza-
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nym szkielecie fosforanowocukrowym w strategii an-
tysensownej.

Ostatnio opisano takze inne interesujgce analogi
oligonukleotydéw. W ich czasteczkach wystepujg za-
miast 3'-5"tiofosforanowych wigzan internukleotydo-
wych, internukleotydowe wigzania tiofosforanowe 2'-
-5' [60], Oligonukleotydy o takiej strukturze wigzg sie
zkomplementarnymi fragmentami RNA, ale utworzo-
ne w ten sposob struktury dwuniciowe nie sg sub-
stratem RNazy H. Co jednak wazniejsze, pomimo
obecnosci atomu siarki w kazdym wigzaniu internuk-
leotydowym, (2-5%-PS-oligonukleotydy nie wigzg sie
trwale z biatkami. Zaproponowano wiec stosowanie
oligonukleotydéw tiofosforanowych zawierajgcych na
swych koricach fragmenty z wigzaniami 2-5’, podczas
gdy Srodkowa cze$¢ tancucha oligonukleotydowego
zawiera wigzania internukleotydowe 3-5’. Oligonuk-
leotydy o takiej strukturze hamowaty biosynteze 5a
reduktazy steroidowej w komdrkach jajowych cho-
mika [60], Przyczyna niskiego powinowactwa (2-5)-
-PS-oligonukleotydéw do biatek jest jeszcze nieznana,
ale ta nowa klasa antysensownych zwigzkéw wydaje
sie obiecujaca itrwajg badania nad jej wtasciwosciami.

Jednakze nie tylko obecnos$¢ 3-5tiofosforanowych
wigzan internukleotydowych jest przyczyng oddziaty-
wan PS-oligonukleotyddéw z biatkami. Ich interakcje
z biatkami mogg by¢ takze uwarunkowane obecnosciag
okreslonych sekwencji zasad, takich jak tetramer
d[GGGG] lub tetramer d[AGGG] [53], Pochodzace
z ostatnich lat wyniki prac nad strukturg Il-rzedowg
kwasoéw nukleinowych Swiadcza, ze takie sekwencje
zasad mogg by¢ zaangazowane w tworzenie skruktur
czteroniciowych zwanych tetrapleksami [61]. Warun-
kiem powstawania tych struktur jest obecno$¢ tzw.
tetrad G (ang. G tetrads) utworzonych przez cztery
reszty deoksyguanozyny nalezagce do czterech rdz-
nych czasteczek oligonukleotydu i stabilizowanych
wigzaniami wodorowymi typu Hoogsteena (Ryc. 3)
[62], Mozliwos$¢ tworzenia takich struktur przez PO-
oraz PS-oligonukleotydy w warunkach in vivo oraz
in vitro, a takze ich ewentualna rola sg przedmio-
tem intensywnych badan [63, 64], Jest to o tyle
wazne, ze antysensowne PS-oligonukleotydy zawiera-
ja dos¢ czesto w swej strukturze motyw d[GGGG] lub
motyw d[AGGG], np. bedacy przedmiotem badan
klinicznych oligomer antysensowny wobec onkogenu
c-myb [3],

Obecnos¢ tetrameru d[GG G G] w sekwencji tiofos-
foranowego oligonukleotydu znacznie zwigksza jego
powinowactwo do zasadowego czynnika wzrostu fib-
roblastéw, do glikoproteiny gp 120 wirusa HIV oraz
do fosfolipazy A2 [53, 65]. Oligonukleotydy zawierajg-
ce tetramer d[GGGG] wykazuja takze wysokie powi-
nowactwo do niektdrych biatlek macierzy zewnatrz-
komérkowej, np. do lamininy oraz fibronektyny
(IC5 = 100 nM) [66], Biatka te, zawierajagc w swej
strukturze miejsce wigzace heparyne, wigzg takze
PS-oligonukleotydy pozbawione tego tetrameru
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Ryc. 3. Tetrada G utworzona przez cztery reszty deoksyguanozyny
nalezace do czterech r6znych czasteczek oligonukleotydu
i stabilizowana wigzaniami wodorowymi typu Hoogste-
ena [62],

(IC50 = 4 pM), ale r6znica wartoSci wspotczynnika
IC50 S$wiadczy o tym, ze obecno$¢ fragmentu
d[GGGG] w czasteczce PS-oligonukleotydu wptywa
najego oddziatywania z tymi biatkami [68]. Interakcje
PS-oligonukleotydéw z biatkami macierzy zewnatrz-
komdrkowej mogg znacznie zmieniaé whasciwosci ko-
mérek. Stwierdzono, ze pod wptywem tiofosforano-
wych oligonukleotydéw zachodzg zmiany w procesie
adhezji komdrek do podtoza [67], PS-oligonukleoty-
dy hamuja wiazanie sie lamininy do jej naturalnego
ligandu, jakim jest siarczan galaktozyloceramidu.
Z kolei ich oddziatywania z fibronektyng blokujg jej
wigzanie sie do odpowiedniego receptora na powierz-
chni komdrek [66].

Okres$lona sekwencja zasad antysensownego oligo-
nukleotydu moze takze wywotywac inne efekty, np.
tiofosforanowe oligonukleotydy zawierajgce dinukleo-
tyd CpG majg silne dziatanie immunostymulujgce
[68]. Przy obecnym stanie wiedzy, na podstawie
analizy sekwencji zasad, nie mozna przewidzie¢ wszy-
stkich (takze ,nie-antysensownych”) efektow biologi-
cznych, jakie moze wywota¢ oligonukleotyd podany
w duzym stezeniu (10-20 (iM).

Ostatnio pojawia sie coraz wiecej informacji o wyse-
lekcjonowaniu oligonukleotydéw wykazujacych z ra-
cji ksztattu swych czgsteczek niezwykle silne powino-
wactwo do okresSlonych biatek [69], Czesto sg to
biatka nie zwigzane blizej z metabolizmem kwasow
nukleinowych (np. trombina lub selektyny) [70, 71].
Oligonukleotydowe ligandy doskonale dopasowane
do ksztattu czasteczek biatka (tzw. aptamery) otrzymy-
wane sg metodag selekcji liganddw (ang. systematic
evolution of ligands by exponential enrichment — SE-
LEX) [69, 72], Polega ona na izolowaniu z puli
oligonukleotydéw o zréznicowanej sekwencji niewiel-
kiej frakcji czasteczek wykazujgcych podwyzszone
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powinowactwo do okreslonego biatka (etap selekcji).
Czasteczki oligonukleotydéw wykazujgcych najwyz-
sze powinowactwo do biatka sg poddawane reakcji
PCR (etap powielania). Otrzymany w wyniku reakcji
PCR preparat podlega kolejnym reakcjom selekcji
i powielania. W ten sposob otrzymano m.in. aptamery
trombiny, selektyn, odwrotnej transkryptazy wirusa
ptasiej biataczki oraz integrazy wirusa HIV [70-73].
Aptamery, jako zwigzki silnie hamujace aktywnos$¢
wybranych biatek moga mie¢ w przysztoSci znaczenie
terapeutyczne. Wykorzystujagc metode selekcji ligan-
dow mozna, teoretycznie, wyselekcjonowac aptamer
dla niemal kazdego biatka [74]. Nalezy wiec uwzgled-
nia¢ takg mozliwos$é, ze antysensowny oligonukleotyd
zastosowany w celu zahamowania biosyntezy okres$-
lonego biatka poprzez hybrydyzacje z odpowiednim
MmRNA idegradacje tegoz RNA, okaze sie aptamerem
dla zupetnie innego biatka. W pewnych przypadkach
aptameryczny efekt dziatania oligonukleotydu moze
wzmacniaé jego dziatanie antysensowne, ale moze tez
powodowac¢ zdecydowanie negatywne skutki, szcze-
gélnie przy dtugotrwatym podawaniu antysensownego
specyfiku.

Generalnie, trudno jest w sposéb zdecydowany
oddzieli¢ efekt niespecyficznych (niezaleznych od sek-
wencji zasad) oddziatywan PS-oligonukleotydéw
z biatkami od skutkéw ich interakcji z RNA deter-
minowanych przez sekwencje zasad tychze oligonuk-
leotydéw. Do jakiego stopnia mozna wiec traktowaé
PS-oligonukleotydy jako czynniki antysensowne? Od-
powiedZ zawarta w pracy przegladowej Steina [53]
brzmi, ze 100%-owy efekt antysensowny (tzn. zalezny
tylko od sekwencji zasad i od interakcji z komplemen-
tarnym RNA) jest mato prawdopodobny, ale wykorzy-
stujac stosunkowo krotkie oligonukleotydy (15- 17-
-mery) w stezeniach ponizej 5 pM (najlepiej ponizej
1pM) mozna zminimalizowa¢ skutki wynikajace z od-
dziatywan antysensownego oligonukleotydu z mole-
kutami innymi niz komplementarny fragment RNA
[53]. To zalecenie ttumaczy, dlaczego wazna jest
optymalizacja transportu oligonukleotydéw do komo-
rek, dlaczego wcigz poszukuje sie analogéw oligonuk-
leotydéw bardziej specyficznych w swym dziataniu,
a wiec bardziej bezpiecznych, niz analogi tiofosforano-
we. Zainteresowanie takimi zwigzkami jak: amidofos-
foranowe pochodne oligonukleotydoéw [75], (2-5 )-PS
oligonukleotydy, chimery o mieszanym szkielecie fos-
foranowo-cukrowym oraz peptydowe analogi oligo-
nukleotydéw [47] wynika przede wszystkim z faktu, ze
nie wigzg si¢ one z biatkami. Ws$r6d wymienionych
analogéw oligodeoksyrybonukleotyddéw poszukuje sie
wiec kolejnej generacji antysensownych oligonukleo-
tydow.

VIl. Badania terapeutycznych wiasciwosci
antysensownych oligonukleotydéw

Wstepng ocene skutecznosci antysensownych oligo-
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nukleotydéw umozliwiajg badania na liniach komor-
kowych. W odniesieniu do oligonukleotydéw, ktérych
zadaniem jest hamowanie replikacji wirusa, ich dziata-
nie ocenia sie na podstawie spadku liczby komdrek
zainfekowanych wirusem oraz na podstawie stezenia
odpowiednich antygenéw wirusowych obecnych
w podtozu. W przypadku oligonukleotydéw antysen-
sownych wobec okre$lonych komérkowych mRNA
ocenie podlega poziom odpowiedniego mRNA oraz
poziom biatka kodowanego przez ten RNA. Koniecz-
ne jest takze zbadanie ewentualnego efektu cytotok-
sycznego stosowanych oligonukleotydéw. Cytotoksy-
czne dziatanie antysensownych oligonukleotydéw
w odniesieniu do komérek prawidtowych wyklucza
mozliwo$¢ ich wykorzystania w dalszych badaniach,
a tym bardziej w terapii oraz moze Swiadczyé o ist-
nieniu dodatkowego, nie-antysensownego mechaniz-
mu ich dziatania. Od rodzaju stosowanych komorek
zalezy stezenie, przy ktérym antysensowny oligonuk-
leotyd wykazuje swag aktywno$é. W przypadku koma@-
rek zainfekowanych wirusem zalezy ono réwniez od
tego, czy oligonukleotyd zostat podany do komdrek
przed czy po zainfekowaniu ich wirusem. Aktywnosé
antysensowna oligonukleotydu zalezy takze od sposo-
bu podawania go do komérek. Mikroiniekcja oligo-
nukleotydu do komérek lub obecno$¢ odpowiednich
lipidowych nos$nikéw zwiekszajg skuteczno$¢ dziata-
nia oligonukleotydu. Niekiedy jednak zasadno$¢ sto-
sowania takich metod jest kwestionowana, poniewaz
nie zawsze mozna je stosowa¢ w warunkach in vivo.

Modulatorami antysensownej aktywnosci oligonu-
kleotydéw w hodowlach komorkowych sg takze biat-
ka surowicy, ktora jest bardzo czesto skiadnikiem
podtoza. Obecne w surowicy albuminy wigzg nie-
specyficznie tiofosforanowe oligonukleotydy, a ponad-
to surowica zawiera 3’-egzonukleaze, ktéra dokonuje
czesciowej ich degradacji. Co prawda, procedura przy-
gotowania surowicy przed dodaniem do podtoza obej-
muje jej 30-minutowa inkubacje w temp. 65 C, ale nie
gwarantuje petnej inaktywacji enzymu. Wysunieto
sugestie, ze nie-antysensowny efekt dziatania oligo-
nukleotydéw moze rowniez wynika¢ z obecnosci
w podtozu nukleotydowych produktéw ich degradacji
przez 3’-egzonukleaze [3],

W badaniach nad oligonukleotydami antysensow-
nymi wobec mRNA biatka PAI-1 wykorzystano ludz-
kie komadrki $rédbtonka zyly pepowinowej (komorki
HUVEC) oraz zmienione nowotworowo komorki
Srodbtonka (linia EA.hy 926) [30-32]. Efekt dziatania
oligonukleotydéw badano w zakresie stezeri od 0 do
2.5 jiM poprzez pomiar stopnia zahamowania aktyw-
nosci tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA).
Ponadto oznaczano poziom mRNA PAI-1, wykorzys-
tujac w tym celu metode powielania DNA otrzymane-
go wwyniku odwrotnej transkrypcji tegoz mRNA (RT
PCR). Z komo6rek HUVEC inkubowanych w podtozu
zawierajacym odpowiednie oligonukleotydy oraz zko-
morek kontrolnych izolowano mRNA, nastepnie prze-
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prowadzono reakcje odwrotnej transkrypcji oraz reak-
cje powielania tak otrzymanego cDNA (PCR). W przy-
padku RNA z komérek traktowanych oligonukleoty-
dem analiza elektroforetyczna wykazata brak prazka
odpowiadajgcego produktowi reakcji PCR, co byto
spowodowane brakiem odpowiedniej matrycy dla od-
wrotnej transkryptazy, tzn. brakiem mRNA biatka
PAI-1. Kontrolny eksperyment przeprowadzony
w analogiczny sposdb dla mRNA dehydrogenazy
3’-fosforanu aldehydu glicerynowego wykazat obec-
nos$¢ oczekiwanego produktu reakcji PCR. Oznaczato
to, ze poziom mRNA tego enzymu nie zmienit sie pod
wptywem oligonukleotyddéw antysensownych wobec
mRNA PAI-1 [32]. Tym samym potwierdzono specy-
ficzno$¢ dziatania tych oligonukleotydow.

We wszystkich eksperymentach z wykorzystaniem
oligonukleotydu PS 16H, jego stereoregularnych izo-
meréw oraz lipofilowych koniugatow stosowano dwa
oligonukleotydy kontrolne, tzn. PS-oligonukleotydy
o takiej samej dtugosci, ale o zmienionej sekwencji
zasad w stosunku do sekwencji oligomeru PS 16H.
Sekwencja jednego z nich ro6zni sie tylko dwoma
zasadami od sekwencji oligonukleotydu PS 16H, nato-
miast sekwencja drugiego jest zupetnie inna, ale pro-
centowy udziat zasad pozostaje taki sam jak dla
oligomeru PS 16H. Kazdy z tych dwdéch oligonuk-
leotydéw w minimalnym stopniu hamowat biosynteze
biatka PAI-1, co potwierdzito antysensowny mecha-
nizm dziatania oligonukleotydu PS 16H. Podobne
kontrolne oligonukleotydy sg stosowane we wszyst-
kich badaniach nad zahamowaniem biosyntezy biatka
przez antysensowne oligonukleotydy [77],

Pozytywne wyniki eksperymentéw prowadzonych
na wybranych liniach komérkowych stanowiag za-
zwyczaj przestanke do rozpoczecia badan in vivo.
Badania te umozliwiajg przede wszystkim ocene tera-
peutycznych wiasciwosci PS-oligonukleotydéw, ale
pozwalajg takze na przeSledzenie ich dystrybucji
w tkankach, metabolizmu, oraz farmakokinetyki [3].
Opisano dotychczas wyniki badan prowadzonych na
myszach [78, 79], szczurach [80-82] i matpach [83,
84], ktorym podawano w rozny sposéb (dozylnie,
§rodskornie, dootrzewnowo oraz podskornie) PS-oli-
gonukleotydy o roznej dtugosci i sekwencji. Sposob
podawania oraz dawka maja wptyw na metabolizm
oligonukleotydu oraz szybko$¢ wydalania go z or-
ganizmu. Okazato sie, ze tiofosforanowe oligonuk-
leotydy wywotujg u zwierzat dodatkowe efekty ubocz-
ne, ktorych ze zrozumiatych wzgledéw nie obser-
wowano wczesniej w hodowlach komérkowych. Cho-
ciaz PS-oligonukleotydy sg dobrze tolerowane przez
zwierzeta doswiadczalne i posiadajg warto$¢ LD 50 na
poziomie 500 mg/kg wagi ciata, to jednak ich podawa-
nie powoduje u myszy i szczurdw wzrost poziomu
aminotransferaz [85], powigkszenie S$ledziony oraz
obnizenie liczby ptytek krwi. W przypadku matp
podawanie PS-oligonukleotydéw powoduje dodatko-
we efekty uboczne, nie obserwowane u mniejszych
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zwierzat: zmiany cisnienia krwi, spadek liczby leuko-
cytow oraz aktywacje dopetniacza i wydtuzenie czasu
krzepniecia krwi [86], Badaniom in vivo poddano
takze opisany wczesniej oligonukleotyd PS 16H poda-
jac go szczurom [31]. Wykorzystano w tym celu
3 grupy zwierzat. Jednej z nich podano dozylnie
oligonukleotyd PS 16H, natomiast pozostatym dwém
grupom podano oligonukleotydy kontrolne w daw-
kach 15 3.0 i 5.0 mg na zwierze. W pobranych
prébkach krwi zbadano poziom biatka PAI-1. Otrzy-
mane wyniki potwierdzity wczesniejsze obserwacje, ze
oligonukleotyd PS 16H hamuje biosynteze biatka
PAI-1 ijest to efekt jego wigzania sie¢ z komplementar-
nym fragmentem mRNA oraz, prawdopodobnie, de-
gradacji tegoz mRNA. Przeciwzakrzepowe dziatanie
oligonukleotydu PS 16H wykazano takze podajgc go
w dawce 1.5 mg szczurom z wywotang eksperymental-
nie zakrzepicg tetniczg. U zwierzat, ktérym podawano
oligonukleotyd PS 16H, zakrzepy bedace skutkiem
doSwiadczenia pojawity sie znacznie pO6zniej niz
u szczuréw, ktorym podano jeden z dwoch oligonuk-
leotydéw kontrolnych [31].

VIIl. Uwagi koncowe

Poszukiwania oligonukleotydowych terapeutykow
to obecnie przedmiot zainteresowan wielu o$rodkdéw
naukowych oraz firm biotechnologicznych [3,87], Ze
wzgledu na rézny mechanizm dziatania, wyr6zniono
cztery klasy potencjalnych lekéw oligonukleotydo-
wych:

1) oligonukleotydy antysensowne — wiazg sie z kom-
plementarnymi fragmentami RNA, aktywujg RNa-
ze H i w konsekwencji hamujg translacje;

2) oligonukleotydy antygenowe — wigzg sie z dwu-
niciowym DNA, tworzg struktury trdjniciowe i ha-
mujg transkrypcje;

3) oligonukleotydy katalityczne — oligorybonukleo-
tydy degradujagce RNA (syntetyczne rybozymy);

4) aptamery, ktdre wigzg sie bezposSrednio z okres-
lonymi biatkami i hamujg ich funkcjonowanie.

Tabela 3.

Oligonukleotydy antygenowe i kataliczne sg dotych-
czas tylko przedmiotem badan in vitro. Najkrotsza
historie (5-7 lat) majg badania nad otrzymywaniem
i zastosowaniem aptamer6w. Natomiast najbardziej
zaawansowane sg badania nad oligonukleotydami
antysensownymi wobec mRNA. Przynajmniej szes¢
takich oligonukleotydéw podlega obecnie badaniom
klinicznym (Tab. 3) [3, 87], Dwa z nich hamuja
replikacje wirusow (cytomegalowirusa oraz wirusa
HIV). Kolejne oligonukleotydy wykazujg aktywnos¢
antysensowng wobec mRNA kinazy biatkowej C oraz
onkogendéw c-myb oraz c-raf. Biatkowe produkty tych
genow sg zwigzane z etiologig choréb nowotworowych
(m.in ostrej i przewlektej biataczki). W Il fazie badan
klinicznych znajduje sie oligonukleotyd, ktéry hamuje
ekspresje biatka ICAM-1 (ang. intracellular adhesion
molecule) odpowiedzialnego m.in. za adhezje komorek.
Istnieje szansa, ze bedzie on stosowany w terapii
reumatoidalnego zapalenia stawow, tuszczycy, zapale-
nia okreznicy oraz choroby Crohna [87], Rozpoczecie
badan klinicznych z udziatem antysensownych oligo-
nukleotydéw jest dowodem istotnego postepu w pra-
cach nad ich zastosowaniem w medycynie. Nadal
jednak istnieje wiele watpliwos$ci co do specyficznosci
i skutecznosci ich dziatania. Mozna oczekiwagé, ze wiele
tych watpliwos$ci uda sie wyjasni¢ w toku prowadzo-
nych obecnie prac. Niezaleznie jednak od ich ostatecz-
nych wynikéw, juz dzi§ mozna powiedzieé, ze za-
stosowanie antysensownych oligonukleotydéw w ba-
daniach biomedycznych znakomicie wzbogacito naszg
wiedze o molekularnych podstawach wielu proceséw
biologicznych.

Artykut otrzymano 1 grudnia 1997 r.
Zaakceptowano do druku 2 marca 1998 r.

Podzigkowania

Dziekuje prof. Wojciechowi J. Stecowi za inspiracje
i liczne dyskusje, pomocne w opracowaniu niniejszego
przegladu.

Stan badan klinicznych z zastosowaniem tiofosforanowych oligonukleotydéw [3, 87],

Sekwencja

GCG TTT GCT CTT CTT GCG

CTC TCG CAC CCA TCT CTC TCC TTC T

GCC CAA GCT GGC ATC GGT CA

GTT CTC GCT GGT GAG TTT CA

TAT GCT GTG CCG GGG TCT TCG GGC

TCC CGC CTG TGA CAT GCA TT

Gen docelowy Stan badan
CMV Faza Ill
HIV gag Faza I Il
ICAM Faza Il
PKC Faza 1
c-myb Faza |
c-raf Faza |

Celem I fazy badan klinicznych jest okreslenie farmakokinetyki leku, jego toksycznos$ci oraz maksymalnej dawki tolerowanej przez pacjenta. Il
faza badan ma na celu okre$lenie efektywnosci leku (efektu terapeutycznego) w stosunku do schorzenia wywotanego przez gen docelowy. Celem
1l fazy jest poréwnanie efektywno$ci badanego preparatu w stosunku do innych, uznanych juz lekéw [88],
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Transportery ABC w komorkach cztowieka

ABC transporters in human cells

GRZEGORZ BARTOSZ*
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111.3-1. Transporter ABC1
111.3-2. Transporter ABC2
111.3-3. Transporter ABC3
111.3-4. Transporter ABC-C
111.5-5. Siatkéwkowy transporter ABC (ABCR)
IV.  Transportery bton wewnatrzkomérkowych
IV-1. Transportery bton peroksysoméw
IV.1-1. Gtdwny transporter peroksysomalny
(PMP70)
1V.1-2. Biatko adrenoleukodystrofii (ALDP)
1V.1-3. Biatko zwiazane z adrenoleukodystrofig
(ALDRP)
1V.l-4. Transporter PMP69
IV-2. Transportery uczestniczace w procesie prezen-
tacji antygenow
IV.2-1. Transportery peptydéw antygenowych
(TAP)
IV-3. Transportery metabolitow?
1V.3-1. Transporter ABCS8
IV-4. Transportery ksenobiotykéw?
1V.4-1. Biatko zwigzane z opornoscig na an-
tracykliny (ARA)
IV-5. Transportery o niejasnej jeszcze funkcji
1V.5-1. Transporter ABC7
IV.5-2. Transporter EST45597
V. Niektore kierunki badan transporteréw ATP

Wykaz stosowanych skrétéw: ABC — kaseta wigzaca ATP
{ATP-binding cassete); AM — ester acetometoksymetylowy;
BCECF — 2’7’-bis(2-karboksyetylo)-5(6)-karboksyfluores-
ceina; CoA — koenzym A; Mr — wzgledna masa czastecz-
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sytetu £6dzkiego, ul. S. Banacha 12/16 90-237 £6dZ; E-mail:
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kowa; TNF - czynnik martwicy guzéw a; VLCFA — kwasy
tluszczowe o bardzo dtugich tancuchach.

I. Wprowadzenie

Istotny nurt badan bton komdrkowych dotyczy
obecnie struktury, wikasciwosci i funkcji biologicz-
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nych szczeg6lnej grupy biatek btonowych — transpor-
terow ABC.

Lektura nawet najnowszych dostepnych na polskim
rynku ksiegarskim podrecznik6éw biochemii czy bio-
fizyki pozostawia wrazenie, ze pierwotny aktywny
transport polega na przemieszczaniu przez btony ko-
morkowe, kosztem hydrolizy ATP przez pompy jono-
we, matych jonéw nieorganicznych. Mogga to by¢ jony
takie jak Na+ i K+ (ktére przenosi pompa sodowo-
-potasowa) czy Ca2+ (ktére transportuje pompa wap-
niowa); przezbtonowy gradient stezenia tych jonéw
moze dopiero napedza¢ transport metabolitéw do
komérki. Taki obraz aktywnego transportu jest praw-
dziwy, ale o tyle nieaktualny, ze fragmentaryczny.
Badania ostatnich lat wykazaly, ze krag substratow
pierwotnie aktywnego transportu jest znacznie szerszy.
Obejmuje on m.in. fosfolipidy bedgce substratami
flipazlale przede wszystkim wiele metabolitow pobie-
ranych przez bakterie ze Srodowiska iszereg ksenobio-
tykow aktywnie eksportowanych z komérek eukario-
tycznych. Nowym substratom aktywnego transportu
odpowiadajg nowe aktywne transportery; analiza ich
struktury sprawita, ze zgrupowano je w duzg nad-
rodzine biatek okre$lang mianem nadrodziny trans-
porterdw zawierajgcych domene wigzacg ATP (ang.
ATP Binding Cassette) czyli transporterow ABC. W to-
ku badan okazato sig, ze transportery ABC sg bardzo
heterogenne funkcjonalnie; tylko niektore biatka z tej
rodziny petnig funkcje aktywnych transporteréw, inne
prawdopodobnie funkcjonujg jako kanaty jonowe lub
regulatory kanatéw, zas funkcje jeszcze innych oczeku-
ja na wyjasnienie.

Il. Co to sg transportery ABC?

Obecnie znana jest sekwencja kilkuset biatek zali-
czanych do nadrodziny biatek ABC wystepujgcych
zaréwno u prokariontdéw jak i u eukariontéw. O ile
transportery ABC prokariontdw sg ztozone z kilku
osobno syntetyzowanych podjednostek, biatka te wy-
stepuja w komorkach eukariontow jako pojedyncze
taricuchy polipeptydowe zawierajgce zawsze pewne
elementy strukturalne [1]. Jednym z nich jest wiasnie
domena (kaseta) wigzaca ATP, w skitad ktérej wchodzg
m.in. charakterystyczne elementy sekwencji okre$lane
jako motywy Walkera A i B oraz region podpisu
(signature region) zwany niekiedy motywem Walkera
C [2] (Ryc. 1. Drugim elementem struktury transpor-
terow ABC jest rejon przezbtonowy, w sktad ktérego
wchodzg odcinki przebijajace dwuwarstwe lipidowag
btony. Poczatkowo wydawato sie, ze odcinkéw takich
musi by¢ sze$¢; nowsze dane sugerujg mozliwe wyjatki
od tej reguty. Transportery ABC zawierajgce jedng
domene wiagzacg ATP i jeden rejon przezbtonowy
(,hemitransportery”) wystepujg w btonach wewnetrz-

1t. Putaski: Flipazy — biatka transportujgce fosfolipidy.
Post. Bioch 41 (1995) 131-138

POSTEPY BIOCHEMII 44(2), 1998

Procaryota

mmm mmmmm_ hly

Eucaryota

m TAR
— \|DR1

DC XXXXXGKSdi O--,
>CX;DaoGOC%
Co LSGGQKQRIAIAR Cr

Motyw Walkera A

Region podpisu

Motyw Walkera B
Tc  RXXXXXXXhhhhD

Ryc. 1. W komédrkach prokariotycznych transportery ABC wy-
stepuja w postaci kilku odrebnych podjednostek, w komédr-
kach eukariotycznych w postaci jednego dtugiego tancucha
polipeptydowego. ,Petne", powstate wskutek duplikacji
genu transportery ABC obecne sa w wewngtrzkomoérko-
wych btonach plazmatycznych komdérek eukariotycznych
(np. biatko MDR1), a ,potéwkowe” (hemitransportery)
w btonach wewngtrzkomérkowych (np. TAP). Hemitran-
sporter zawiera jedng domene wigzacag ATP (czerwona)
i rejon przezbtonowy. W skiad domeny wigzacej ATP
wchodzg: sekwencje Walkera A i B oraz region podpisu;
h — aminokwas hydrofobowy.

nych komadrek eukariotycznych. W btonie plazmatycz-
nej tych komdérek obecne sg natomiast transportery
ABC, ktérych czasteczki sg dwukrotnie wieksze i za-
wierajag dwie domeny wigzace ATP i dwa rejony
przezbtonowe (Ryc. 2). Niewatpliwie powstaty one
drogg duplikacji czyli fuzji gendw hemitransporteréw
ABC. Wskazuje na to homologia sekwencji obu ,,poté-
wek”. Wydaje sie, ze ,,petne” transportery ABC dziata-
ja jako monomery, natomiast hemitransportery ak-
tywne sg jako homo- czy (raczej) heterodimery (znane
sg przyktady funkcjonowania homodimeréw hemi-
transporterébw ABC w komérkach bakterii, jednak
w komdrkach ssakéw, jak dotychczas, znamy jedynie
przyktady funkcjonalnych heterodimeréw). Ogodlnie,
podobienstwo sekwencji pomiedzy r6znymi transpor-
terami ABC jest niskie (z wyjatkiem rejonéw wigza-
cych ATP). Wydaje sie, ze wiele kombinacji reszt
aminokwasowych o odpowiedniej hydrofobowosci
moze wytworzy¢ wystarczajgco podobne regiony przez-
btonowe transporteréw, konserwatyzm sekwencji tych
regiondw nie byt wiec ewolucyjnie konieczny.
Transportery ABC peilnig ro6znorodne funkcje.
W komorkach bakterii transportery ABC uczestniczg
w pobieraniu substancji odzywczych wystepujacych
w matych stezeniach w otoczeniu (cukréw, amino-
kwasow, jondw metali i witamin) i w eksporcie biatek
(hemolizyny Aikolicyny V z komérek Escherichia coli,
proteaz z komdrek Erwinia, cyklolizyny z komédrek
Bordetella pertussis) [3]. Transporter STEG6 eksportuje
feromon piciowy a z komdrek Saccharomyces cereui-
siae [4], W komoérkach eukariotycznych nie znalezio-
no transporteréw ABC, ktore bylyby zaangazowane
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w pobieranie metabolitéw z otoczenia, natomiast
uwage badaczy skupiajg gtdwnie transportery aktyw-
nie transportujace substancje (przewaznie ksenobioty-
ki) na zewngatrz komorek: glikoproteina P i biatko
zwigzane z opornoscig wielolekowa (MRP) [5].
Catkowicie zsekwencjonowany genom drozdzy S.
cerevisiae zawiera 29 gendéw odpowiadajacych trans-
porterom ABC [6]. Nalezy przypuszcza¢, ze genom
cztowieka zawiera ich znacznie wiecej. Dotychczas
w komérkach cztowieka zidentyfikowano geny co
najmniej 34 takich transporteréw [7] (Tab. 1); nalezy
oczekiwaé postepujagcego wydtuzania sie tej listy.
I11.1-1. Glikoproteina P — biatko opornosci wie-
I11. TrdokomeyyMddR1)2lazmatycznych ko-
morek cztowieka

Mr 170000
I11.-1. Eksportery ksenobiotykdéw i fosfolipidow

Wielkos$¢ czasteczki 1280 reszt aminokwasowych

Identyczno$¢ sekwencji pomie-
dzy obiema potéwkami czaste-

43% [9]

czki

Wykazuje najwieksze podo-
biefstwo do:

proV Salmonella typhimurium
(transporter glicyny, betainy iL-
-proliny), PM DI (czynnik opo-
rnoéci na leptomycyne B)
Schizosaccharomyces pombe

Juz w koncu lat 60-tych zaobserwowano, ze ko-
morki oporne na daunorubicyne gromadzg mniej tego
leku niz komérki, ktére sg na niego wrazliwe [55],
W btonie plazmatycznej komdrek opornych na kol-
chicyne wykryto potem znacznie wyzszg zawartos$é
glikoproteiny, ktéra — jak sgdzono — zmniejsza
przepuszczalno$¢ btony dla tej substancji (i innych
zwigzkow cytotoksycznych) [56]. Biatko to nazwano
glikoproteing P, od pierwszej litery stowa permeability
(przepuszczalno$¢). Nastepne badania wykazatly
wzmozong ekspresje glikoproteiny P w btonach komo-

2Patrz tez B. Grzelakowska-Sztabert: Opornos¢
wielolekowa komo6rek nowotworowych. Post Bioch 35: 513-
-541 (1989)
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Ryc. 2. Gitéwne typy strukturalne transporteréw ABC obecnych
w komérkach cztowieka. Kolor czerwony — domena
wigzgca ATP; kolor niebieski — domena regulatorowa.

rek nowotworowych wykazujacych szerokie spektrum
opornosci na wiele lekéw przeciwnowotworowych
0 rdznorodnej strukturze (oporno$¢ wielolekows)
[57], Dla przyktadu, komorka neuroblastomatycznej
linii BE(2)-C oporna na aktynomycyne D zawiera
okoto 2,1 106 czasteczek glikoproteiny P, podczas gdy
komarka linii wyjsciowej okoto 5,4'104 czasteczek tego
biatka [58],

Glikoproteina P wystepuje rowniez w normalnych
komoérkach niektérych typéw, gtownie na apikalnych
powierzchniach komdrek tkanek petnigcych funkcje
wydzielnicze (kora nadnerczy, jelito, nabtonek kanali-
kéw proksymalnych nerek). Nizszym poziomem eks-
presji tego biatka cechujg sie komorki Srédbtonka
kapilar mézgu ijader, tozyska, ptuc, prostaty izotadka,
nabtonka pecherza moczowego, komo6rki NK CD-56 +,
komdrki macierzyste szpiku kostnego CD344, cyto-
toksyczne komorki T CD8+ ichondrocyty [8, 11, 59],

Glikoproteina P aktywnie eksportuje z komorek
ksenobiotyki, ws$rdod nich leki. Jej poczatkowo hipo-
tetyczng funkcje transportowg potwierdzity doswiad-
czenia, w ktorych wykazano zalezne od ATP groma-
dzenie substratéw w wynicowanych pecherzykach
1 proteoliposomach zawierajgcych rekonstytuowang
glikoproteing P [60], Biatko wykazuje aktywno$é
ATP-azowg, stymulowang przez transportowe sub-
straty [61-63]. Glikoproteina P moze zuzywac nawet
12% catej puli ATP w komadrkach, w ktérych zachodzi
jej silna nadekspresja [64], W przeciwienstwie do
ATPaz typu P, w cyklu aktywnos$ci biatka nie pow-
staje ufosforylowany intermediat [65]. Mimo to, orto-
-wanadan silnie hamuje aktywnos$¢ transportowg
i ATP-azowg glikoproteiny P [65]. Obie domeny
wigzace ATP wydajg sie by¢ niezbedne dla funkcji
biatka, cho¢ podziat ich r6l w procesie transportu nie
jest jasny [8]. Glikozylacja nie ma wptywu na funkcje
glikoproteiny P [10, 66]. Czes¢ doniesien wskazuje na
mozliwos$¢ regulacji aktywnosci glikoproteiny P przez
kinazy biatkowe, zwitaszcza kinaze biatkowg C-ot [67,
68], cho¢ ta kwestia wcigz budzi kontrowersje [69],

Szereg obserwacji sugeruje, ze glikoproteina P ak-
tywuje kanat chlorkowy w btonie plazmatycznej uczes-
tniczacy w regulacji objetosci komorki [70-72] (po-
czatkowo przypisywano nawet samej glikoproteinie
P funkcje kanatu chlorkowego [73, 74]).

Wspotczesna wizja mechanizméw obrony komorki
przed ksenobiotykami obejmuje nie tylko modyfikacje
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Tabela 1

Transportery ABC komoérek cztowieka.

Nazwa

Glikoproteina P
Glikoproteina P MDR3
Siostra glikoproteiny P

Biatko 1zwiazane z opornos-
cig wielolekowg

Biatko 2 zwigzane z opornos-
cig wielolekowa

Biatka 3-6 zwigzane z opor-
nosciag wielolekowa

Krdétki typ biatka zwiagzanego
z opornos$cig wielolekowa

Biatko mukowiscydozy

Nabtonkowy regulator prze-
nikania chlorkéw

Receptor  sulfonylomoczni-

kéw

Transporter ABC1

Transporter ABC2
Transporter ABC3

Transporter ABC-C

Siatk6wkowy transporter
ABC

Gtéwny transporter peroksy-

somalny

Biatko
adrenoleukodystrofii

Biatko zwigzane z adrenoleu-
kodystrofig

Transporter PMP69

Nazwa angielska

P glycoprotein
MDR3 P-glycoprotein
Sister of P glycoprotein

Multidrug
Resistance-associated
Protein 1
(Multispecific Organic
Anion Transporter)

Multidrug
Resistance-associated
Protein 2 (canalicular
Multispecific Organic Anion
Transporter)

Multidrug
Resistance-associated
Proteins 3-6

Short type of
Multidrug Resistance Protein

Cystic Fibrosis
Transmembrane

Conductance Regulator

Epithelial Basolateral
Chloride Conductance
Regulator

Sulfonylurea Receptor

ABC1 transporter

ABC2 transporter
ABC3 transporter

ABC-C transporter

Retina-specific ABC
transporter

70-kDa Peroxisomal
Membrane Protein

Adrenoleucodystrophy
Protein

Adrenoleucodystrophy
Related Protein

Putative Peroxisomal
Membrane Protein
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Skroét

MDR1
MDR3
SPGP

MRP1
(MOAT)

MRP2
(CMPR.
cMOAT)

MRP3
MRP4
MRP5
MRP6
SMRP

CFRT

EBCR

SUR

ABC1

ABC2
ABC3

ABC-C

ABCR

PMP70

ALDP

ALDRP

PMP69

Lokalizacja
chromosomalna
genu

7q211

7q21-22

16p 13.13-13.12

10q24

17

13

3
16P13.11

3q27

7931

1lpl 51

9¢22-31

9934
16p 13.3

16p 13.3

Ipl3-p21

Xq28

12q11-q12

14424.3

Funkcja

Eksport ksenobiotykéw

Transport fosfatydylocholiny

7

Eksport koniugatéw kseno-
biotykéw

Eksport koniugatéw kseno-
biotykow

Kanat chlorkowy

Resorpcja C17?

Udziat w regulacji uwalniania
insuliny z komaérek p trzuszki

Sekrecja biatek nie posiadaja-

cych sekwencji sygnalnej?
Udziat w usuwaniu ciatek
apoptycznych? Kanat chlor-
kowy?

7

7

Eksport ksenobiotykow?

Transport (kwaséw ttuszczo-
wych? witaminy E?) do komé-
rek siatkowki

Transport biatek lub metabo-
litbw do peroksysomow

Transport biatek lub metabo-
litbw do peroksysomow

Transport biatek lub metabo-
litow do peroksysomoéw

Transport biatek lub metabo-
litow do peroksysomoéw

Podsta-
wowe
odnos$niki

[8-11]
[12-14]
[15]

[16, 17]

[18-22]

[23]

[24]

[25-28]

[29]

[30-32]

[33-36]

[35]
[35]
[37, 38]

[39]

[40, 41]

[42, 43]

[44, 45]

[46]
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Tabela 1 c.d.

Lokalizacja Podsta-
Nazwa Nazwa angielska Skrot chromosomalna Funkcja wowe
genu odnosniki
Transportery peptydéw anty- Transporters of Antigenic TAPI 6p213 Transport peptydéw antyge- [47-50]
genowych Peptides (RING4, nowych do S$wiatta siateczki
PSF1) Srodplazmatycznej
TAP2
(RINGI 1,
PSF2)
Transporter ABC7 ABC7 transporter ABC7 Xq 12-q 13 Transport jonéw' metali ciez-
kich?
Transporter ABC8 ABCS8 transporrter ABCS8 21922.2-922.3 Transport tryptofanu lub gu- [51, 52]
aniny (?)
Transporter EST45597 EST45597 EST45597 2 Transport jonéw metali ciez- [7, 53]
kich
Biatko zwiazane z opornoscia  Anthracycline ARA Transport ksenobiotykow? [54]

na antracykliny resistance-associated protein

ksenobiotyku ijego koniugacje z glutationem, gluku-
ronianem lub siarczanem lecz takze usuwanie z komo-
rki ksenobiotyku w formie zmodyfikowanej lub nie-
zmodyfikowanej) [75]. Glikoproteina P jest biatkiem
realizujgcym ten drugi mechanizm obrony (Ryc. 3). Jej
nadekspresja stanowi jedng z gtdwnych przyczyn nie-
powodzeri chemioterapii nowotworéw [76]. Niewatp-
liwie musi petnic¢ jakie$ funkcje fizjologiczne w normal-
nych komérkach, ktére nie sg jednak jasne (z wyjat-
kiem uczestnictwa w barierach przepuszczalnosci typu
bariery krew-mozg [77, 78] i krew-mocz [79]). Sugero-
wano udziat tego transportera w transporcie steroidow
[80] i czasteczek biatkowych nie majacych sekwencji
sygnalnej takich jak TNF-a, granzyny iperforyny [81].
Myszy transgeniczne pozbawione glikoproteiny P ma-
ja ostabiong bariere krew-mo6zg lecz nie stwierdzono
u nich zadnych zaburzen fizjologicznych [82, 83].
Wynik ten niekoniecznie wyklucza fizjologiczne role
glikoproteiny P; by¢ moze jej funkcja jest czesSciowo
dublowana przez funkcje innych transporteréw. Wy-
sokg ekspresje glikoproteiny P stwierdzono w chond-
rocytach znajdujacych sie w rejonach szkieletu ulega-
jacych mineralizacji [84], Wysoka ekspresja glikop-
roteiny P w nabtonku pecherza moczowego moze
chroni¢ ten narzad przed karcynogenami wydalanymi
w moczu [85].

Najbardziej intrygujaca wiasciwoscia glikoproteiny
P jestjej zdolnos$¢ do transportu bardzo r6znorodnych
zwigzkdéw hydrofobowych, ktérych czasteczki nie ma-
jg tadunku elektrycznego lub sg natadowane dodatnio
(Tab. 2) [9, 75]. Klasyczne transportery cechujg sie

Ryc. 3. Dwie gtdwne drogi obrony komoérek zwierzecych przed
ksenobiotykami, dla ktérych proponuje obrazowe nazwy.
Droga ,kaftana bezpieczenstwa" obejmuje wstepng modyfi-
kacje ksenobiotyku, np. hydroksylacje (stadium 1), sprzega-
nie z anionem organicznym (stadium |Il) i transport na
zewnatrz komorki (stadium I11). Droga ,natychmiastowego
wyrzucenia za drzwi” ogranicza sie do aktywnego wypom-
powania ksenobiotyku z komérki. Wg [75], zmodyf.
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znacznie wiekszg specyficznoscia. Postulowano kilka
hipotez mechanizmu dziatania glikoproteiny P (Ryc.
4). Pierwsza z nich zaktada, ze biatko to dziata jako
pompa podobna do znanych pomp jonowych [9]; na
jej gruncie trudno wyttumaczy¢ brak specyficznosci
transportera. Inne hipotezy postuluja, ze glikoproteina
P dziata jak flipaza (przerzucajagc hydrofobowe, roz-
puszczone w bionie substancje z cytoplazmatycznej
potéwki dwuwarstwy lipidowej btony do potdéwki
ekstracytoplazmatycznej, skad mogg dyfundowaé do
przestrzeni pozakomérkowej) [86] badz jako ,o0d-
kurzacz molekularny”, wysysajacy z dwuwarstwy lipi-
dowej btony ksenobiotyki i usuwajacy je na zewnatrz
komorki [26]. Kolejna koncepcja oparta jest na da-
nych $wiadczac o aktywowaniu przez glikoproteine
P kanatu chlorkowego io podwyzszaniu pH cytoplaz-
my komaérek wykazujacych nadekspresje tego biatka.
Zaktada ona, ze glikoproteina P wcale nie jest aktyw-
nym transporterem, a zmniejszenie wewngtrzkomar-
kowych stezen ksenobiotykéw w nastepstwie jej obec-
nosci w bionie wynika ze zmiany wewngtrzkomor-
kowego pH i potencjatu btonowego [87], wptywaja-
cych na podziat tych substancji miedzy wnetrze ko-

X — > X {-
DNA, BIALKA
MODYFI- / KONIU- ELIMI-
KACJA / GACJA NACJA
ATP
X——1>X-OH X-SG
FAZA | FAZA Il FAZA NI
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Tabela 2.
Niektore substraty glikoproteiny P.

Adriamycyna [9] Winblastyna [9]

Daunorubicyna [9] Winkrystyna [9]

Idarubicyna [9] Winorelbina [91]

Mitoksantron [9] Amzakryna [91]

Aktynomycyna D [9] Emetyna [9]

Mitomycyna C [9] Etydyna [9]

Walinomycyna [9] [92] Gramicydyna D [9]

Trimetreksat [91] VP-16 (etopozyd) [9]

Topotekan [91] Mitramycyna [91]

Rodamina 123 [93] Hoechst 33342 [93]

Fura-2-AM (indykator Ca2+) Fluo-3-AM (indykator Ca2+)
[93, 94] [93, 95]

Tripeptyd N-acetylo-leucylo- Cyklosporyna [96]
-leucylo-norleucyna [96]

Enkefaliny [96] Iwermektyna [63]

BCECF-AM (indykator pH) DiOC,(3) (indykator potencjatu
[93] btonowego) [93]

Taksol [9] Tetrafenylofosfonium (indykator

potencjatu btonowego) [97, 98]

Trifenylometylofosfonium Difenylodimetylofosfonium (in-
(indykator potencjatu btono- dykator potencjatu btonowego)
wego) [97] [97]

Indo-1 AM (indykator Ca2+) Tetrapeptyd N-acetylo-leucylo-
[94, 95] -leucylo-norleucyna [99]

Kortyzol [100, 101] Aldosteron [100]

Deksametazon [100] Erytromycyna [102]

Rifampycyna [103] Quin-2/AM [94]

Chinina [61] Paklitaksel [104]

Puromycyna [104] Etydyna [104]

Topotekan [104] Cholesterol? [80]

" mlc-sestamibi [105, 106]

morki i Srodowisko pozakomdrkowe [88-90].

Dla eksperymentatora ciekawa lecz niepokojaca
moze by¢ zdoInos$¢ glikoproteiny P do eksportu zwigz-
kow stosowanych jako indykatory pH, potencjatu
btonowego czy poziomu wewnatrzkomdrkowego Ca +
(Tab. 2). Moze to rodzi¢ artefakty w przypadkach
poréwnywania odpowiednich wielkosci w komdrkach
wykazujacych nadekspresje glikoproteiny P i nie wy-
kazujacych nadekspresji tego biatka mimo stosowania
standardowych metod i standardowych warunkéw
pomiaru.

Inng interesujaca osobliwoscig glikoproteiny P, r6z-
nigca jag od wiekszosci biatek btonowych, wydaje sie
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Ryc. 4. R6zne koncepcje mechanizmu dziatania glikoproteiny P:
biatko to dziata podobnie jak znane pompy jonowe (A),
dziata jako flipaza (B) czy odkurzacz molekularny (C) badz
tez samo w ogdle nie transportuje ksenobiotykdw, lecz
zmienia ich stezenie w komoérce poprzez wptyw na we-
wnatrzkomoérkowe pH i potencjat btonowy (D).

by¢ powinowactwo do domen bionowych o wyzszej
sztywnosci [107], Zwiekszenie ptynnosci btony hamu-

je aktywnos$¢ transportera [108].

I11.1-2. Glikoproteina P — MDR3 (= MDR2)

Mr 170000

Wykazuje najwyzsza identycz- biatkiem MDR1 (76%)
no$¢ sekwencji z

Tkankowa ekspresja tego biatka jest bardziej ogra-
niczona w stosunku do glikoproteiny P. Najwyzsza
jego zawartoscig cechuje sie watroba, znacznie nizszg
nadnercza, serce, miesnie szkieletowe, $ledziona i mig-
datki [109]. Biatko to, o sekwencji bardzo (jak na
transportery ABC) podobnej do sekwencji gliko-
proteiny P czyli biatka wielolekowej MDR1 i okres-
lane jako produkt genu MDR3 (MDR2), nie ma nic
wspolnego z opornoscig na leki. Poczatkowo jego
funkcja pozostawata zagadkg. Potem okazato sie, ze
dziata ono jako translokaza fosfatydylocholiny, co jest
szczegoOlnie istotne w kanalikularnych regionach bton
hepatocytéw, umozliwiajgc wydzielanie tego lipidu
w zotci [12, 13, 110], Niedobor biatka wywotuje jedna
z postaci rodzinnej postepujacej wewnatrzwatrobowej
cholestazy [111]. Filipazowa aktywnos$¢ biatka MDR3
sugeruje, ze réwniez mechanizm dziatania glikoprote-
iny P moze by¢ analogiczny.

I11. 1-3. Siostra glikoproteiny P (SPGP)

Wykazuje najwyzszg identycz- biatkiem MDR1 (sklonowany

nos$¢ sekwencji z fragment: 61%)

W watrobie S$wini i innych ssakéw stwierdzono
obecno$¢ biatka podobnego do glikoproteiny P na-
zwanego siostrg glikoproteiny P. Jego ekspresja jest
ograniczona do watroby. Funkcja biatka czeka na
wyjasnienie [15].
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I11. 1.4. Biatko 1 zwigzane z opornoscig wieto-
tekowg (MPRP1)3

Mr 190000

Wielko$¢ czasteczki 1531 reszt aminokwasowych

Wykazuje najwyzszg identycz- YCF1 (43%), YOR1 (33%),
no$¢ sekwencji z SUR (29%)

Komarki niektorych linii cechujace sie opornosé
wielolekowa nie przejawiaja nadekspresji glikoprotei-
ny P. W komédrkach jednej z takich linii (drobno-
komérkowej linii nowotworu ptuca H69AR opornej
na doksorubicyne) zidentyfikowano inny transporter
ABC, bedacy réwniez pompg ksenobiotykow [7, 112].
Transporter ten nazwano biatkiem zwigzanym z opor-
noscig wielolekowg (MRP); obecnie biatko to jest
okre$lane jako MRP1. Biatko 1zwigzane z opornoscia
wielolekowg wystepuje powszechnie w komérkach
wszystkich badanych tkanek, w tym m.in. w eryt-
rocytach [113]. Nadekspresja MRP1 powoduje, podo-
bnie jak nadekspresja glikoproteiny P, oporno$¢ ko-
morek na szereg lek6w stosowanych w terapii nowo-
tworow (m.in. antracykliny, winkrystyne i etopozyd),
a takze (w przeciwienstwie do glikoproteiny P) na
oksoaniony niektdrych metali ciezkich (arsenu i an-
tymonu) [114]. Stopiei identyczno$ci sekwencji
MRP1 z glikoproteing P jest niski (15%) i odmienny
wydaje sie tez by¢ mechanizm dziatania obu biatek.
Stwierdzono, ze MRP1 jest ,pompa S-koniugatéw
glutationu” [75] transportujgc S-koniugaty glutationu
i hydrofobowych ksenobiotykéw [115-117] oraz utle-
niony glutation (disulfid glutationu) [118]. Substrata-
mi MRP1 sg takze siarczany i glukuroniany ksenobio-
tykow [119] [ 120], biatko realizuje wiec wszechstron-
nie koncowe komérkowe stadium detoksykacji kseno-
biotykow w schemacie ,,kaftana bezpieczenistwa” (Ryc.
3). Najwieksze podobieristwo sekwencji wigze MRP1
z czynnikiem kadmowym 1 drozdzy (Yeast Cadmium
Factor, YCF1), biatkiem transportujgcym S-koniugaty
glutationu w komdrkach Saccharomyces cerevisiae
[121] i czynnikiem opornos$ci na oligomycyne (Yeast
Oligomycin Resistance, YOR1), transporterem réwniez
podejrzewanym o transport S-koniugatow glutationu
w tych komérkach [122].

Sugerowano, ze MRP1 eksportuje antracykliny iin-
ne leki przeciwnowotworowe w formie koniugatéw
z glutationem [117, 123]. Tworzenia takich koniuga-
tow nie udato sie jednak wykaza¢ [120]. By¢ moze
ksenobiotyki sg transportowane w formie nietrwatych
niekowalencyjnych komplekséw z glutationem lub
przenoszone na zasadzie symportu z glutationem [117,
124] (Ryc. 5), kwestia ta ciggle oczekuje rozstrzyg-
niecia. MRP1 transportuje S-koniugat glutationu
i mykotoksyny aflatoksyny B1? powstajacy w wyniku

3Patrz tez: G. Bartosz: MRP: Nowy transporter wielo-
lekowy. Kosmos 46: 129-136 (1997)

142

metabolicznego utlenienia toksyny do epoksydow
i sprzezenia 8,9-epoksydéw aflatoksyny z glutationem.
Biatko transportuje rdwniez, cho¢ znacznie mniegj
wydajnie, nieskoniugowang aflatoksyne; szybkos$¢ te-
go transportu znacznie wzrasta w obecnosci glutationu
[125], Transport antracyklin przez MRP1 ulega zna-
cznej stymulacji po dodaniu glutationu, a jego szyb-
kos$¢ spada w nastepstwie obnizenia stezenia glutatio-
nu w komaérkach [126]. Znane sg wprawdzie substraty
MRP1 (np. kalceina), ktérych transport na pewno nie
zalezy od glutationu [127), sg to jednak duze aniony
organiczne, ktére mogg zajmowac oba hipotetyczne
miejsca wigzace w czasteczce MRP1 (glutationowe
i hydrofobowe; Ryc. 5). Gtéwnym fizjologicznym sub-
stratem MRP1 wydaje sie by¢ leukotrien C4, S-koniu-
gat leukotrienu A4 i glutationu, mediator zapalenia
[75]. Myszy transgeniczne pozbawione MRP1 gorzej
odpowiadaja na bodzce zapalne [128]. Oczyszczone
biatko wykazuje aktywnos¢ ATPazowa stymulowang
przez zwigzki bedgce substratami transportu [129],

Struktura czasteczki MRP1 byta przedmiotem kon-
trowersji. Sugerowano, ze odbiega ona od kanonu
strukturalnego transporterow ABC: 6A6A (N-koniec-
-6 segmentéw przezbtonowych-domena wigzaca ATP-
-6 segmentéw przezbtonowych-domena wigzaca ATP-
-C-koniec) i odpowiada modelowi: 8A4A [112]. Now-
sza interpretacja profilu hydrofobowos$ci czasteczki
zaktada, ze moze on odpowiada¢ klasycznemu sche-
matowi 6 A6A zdodatkowym rejonem transbtonowym
na N-koncu czasteczki (czyli 66A6A; Ryc. 2)) [130]
[131]. Podobnie jak w przypadku glikoproteiny P,
glikozylacja nie wptywa na funkcje MRP1 [16]. In-
hibitory kinazy biatkowej C wydajg sie natomiast
hamowac¢ aktywnos¢ MRP1 [132],

Ekspresja MRP1 w komdrkach nowotworowych
réwniez czesto narasta w trakcie chemioterapii i to
czesto przy nizszych stezeniach lekdw niz w przypadku
glikoproteiny P [133].

1. 1-5. Bialko 2 zwigzane z opornoscia wielo-
lekowg (MRP2)

Mr 190000

Wielko$¢ czasteczki 1541 reszt aminokwasowych

Wykazuje najwyzszg identycz- MRP1 (48%), YCF1 (42%)
no$¢ sekwencji z

W watrobie i nerkach wystepuje transporter MRP2
podobny do MRP1, dawniej okreslany rowniez jako
kanalikularny wielospecyficzny transporter anionéw
organicznych (canalicular Multispeciific Organie Anion
Transporter, cMOAT [21]. W watrobie jest on zlokali-
zowany w regionach kanalikularnych bton hepatocy-
téw i odpowiada za transport do zo6tci ksenobiotykéw
w formie koniugatow z kwasem glukuronowym i glu-
tationem, a takze dianionowych kwasow ttuszczowych
i utlenionego glutationu [22], Prawdopodobnie eks-
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Ryc. 5. R6zne koncepcje mechanizmu dziatania MRP1. Mozna
przypuszcza¢ (A), ze biatko to (podobnie jak S-trans-
ferazy glutationowe) ma dwa miejsca wigzace, oddziatu-
jace z glutationem (G) iz hydrofobowg reszta ksenobio-
tyku (H). Biatko transportuje S-koniugaty glutationu (B)
i moze transportowac niestabilne kompleksy ksenobio-
tykéw z glutationem (C). By¢ moze dziata tez na zasa-
dzie symportu przenoszac ksenobiotyki razem z glutatio-
nem (D).

portuje rowniez do z6tci kompleksy niektérych metali
(zwilaszcza kadmu) z glutationem [134], natomiast nie
transportuje kwaséw zoétciowych, ktére sg monoanio-
nami [135], W porédwnaniu z MRP1, MRP2 cechuje
sie wiekszym powinowactwem do glukuronidow
[136], Skutkiem mutacji prowadzgcych do braku
ekspresji tego transportera jest zespét Dubina-John-
sona, cechujacy sie podwyzszong zawartoscig glukuro-
nianu bilirubiny w osoczu krwi i ciemnym (czarnym
lub fioletowym) zabarwieniem watroby [137], Znane
sg dwie linie szczuréw z analogicznym defektem [19-
-21], W nerkach biatko to wystepuje w apikalnych
regionach komérek nabtonkowych kanalikéw pro-
ksymalnych; jego funkcja jest wydalanie koniugatéw
ksenobiotykéw z krwi do moczu [138],

1. 1-6. Biatka 3-6 zwigzane z opornoscig wielo-

lekowa (MRP3-6)

% identyczno$ci sekwencji 124 C-koncowych

Biatko

reszt z MRP1
MRP3 75
MRP4 60
MRP5 55
MRP6 58

Poszukiwania genéw pokrewnych genom MRP1
doprowadzity do identyfikacji trzech nowych genéw
i odpowiadajgcych im biatek (MRP3-5). Najbardziej
rozpowszechnione jest MRP5, ktérego ekspresje wy-
kryto we wszystkich badanych tkankach, cho¢ byita
ona na og64 nizsza w poréwnaniu z MRP1. Najwyzsza
zawartos¢ tego biatka stwierdzono w miesniach szkie-
letowych i w moézgu. Najwiecej MRP3 znaleziono
w watrobie, dwunastnicy, jelicie grubym i w nadner-
czach. Poziom ekspresji MRP4 jest og6lnie nizszy,
wykryto je tylko w niektorych tkankach (ptuca, nerki,
pecherz moczowy, pecherzyk zétciowy, migdaiki).

MRP6 jest biatkiem ztozonym z 1401 reszt amino-
kwasowych, wykazujagcym 45% identycznosci sekwen-
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cji z MRP1. Region 3’ genu MRP6 jest prawie
identyczny z genem kodujgcym hemitransporter ARA
[54], ktory jest by¢ moze wariantem sptajsingowym
MRP6. Wydaje sig, ze biatka MRP3-MRP6 moga
przyczynia¢ sie do opornos$ci wielolekowej i ze mogg
by¢ eksporterami koniugatow ksenobiotykéw [23].

1. 1-7. Typ krotki biatka zwigzanego z oporno-

scig wielolekowg (SMRP)

Wielko$¢ czasteczki 946 reszt aminokwasowych

Wykazuje najwyzsza identycz- YCF1 (40%)

no$¢ sekwencji z:

W opornej na cisplatyne linii komérek niedrob-
nokomoérkowego raka ptuc (PC-14/CDDP) zidentyfi-
kowano krétszy homolog biatka zwigzanego z opor-
noscig wielolekowg (Short type ofMultidruy Resistance
Protein, SMRP). Biatko zawiera dwie domeny wigzgce
ATP i prawdopodobnie jest rowniez pompg S-koniu-
gatdw glutationu. Czasteczka SMRP ma 6 hydro-
fobowych regionéw przezbtonowych pomiedzy obie-
ma domenami wigzacymi ATP, lecz nie zawiera 12
N-koricowych regionéw przezbtonowych dla MRP.
Wysokg ekspresje biatka stwierdzono w sercu, mézgu,
jadrach i leukocytach krwi obwodowej [24],

111-2. Kanaty jonowe, regulatory kanatow

I11. 2-1. Biatko mukowiscydozy (CFTR)4

Wielkos$¢ czasteczki 1480 reszt aminokwasowych

Wykazuje najwyzszg identycz- YCF1 (35%)

nos$¢ sekwencji z:

Mutacje genu kodujgcego to biatko prowadzg do

4 Patrz tez: J. Bal: Molekularne podtoze mukowiscydozy.
Post. Bioch 37: 153 (1991); J. Tyrakowski: Budowa
i zaburzona funkcja kanatu chlorkowego CFTR-biochemi-
czna analiza mukowiscydozy. Post. Bioch. 39: (1993).
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mukowiscydozy [27]. Transporter zlokalizowany
w apikalnych regionach komérek cechuje si¢ bardzo
dtugim (241 reszt aminokwasowych) rejonem t3gczg-
cym, okresSlanym jako domena regulatorowa (Ryc. 2)
Biatko to dziata jako kanat chlorkowy o niskim
przewodnictwie (5-8 pS), regulowany przez cAMP
i ATP [25, 26, 28]. Otwarcie kanatu wymaga fos-
forylacji domeny regulatorowej biatka (R) przez kinaze
biatkowg A. Hydroliza ATP przez jedng z domen
wigzacych ATP (N)jest konieczna do otwarcia kanatu,
podczas gdy wigzanie ATP do drugiego centrum
wigzgcego (C) stabilizuje kanat w stanie otwartym,
a jego hydroliza prowadzi do zamkniecia kanatu
[139-141]. Fosforylacja przez kinaze biatkowg C jest
rowniez konieczna dla aktywacji kanatu [142], W mysl
innej koncepcji sam CFTR nie jest kanatem, lecz
reguluje aktywnos$¢ kanatu chlorkowego badz tez
kanatdw kationowych [143], Podobienstwo CFTR do
innych transporteréw ABC zaangazowanych w aktyw-
ny transport substratéw organicznych sktaniato wielu
badaczy do przypuszczen, ze rdwniez CFTR aktywnie
transportuje jakie$ substancje [144], w szczegdlnosci
mucyne [145] badZz ATP [146, 147], Jedna z hipotez
zaktada, ze ATP eksportowany przez CFTR (i inne
transportery ABC) aktywuje kanaty chlorkowe (w
czym moga posredniczyé receptory purynoergiczne)
[148]. Takiego transportu ATP przez CFTR nie udato
sie jednak bezspornie wykaza¢ [149]. Sugerowano
réwniez, ze CFTR reguluje procesy egzo- iendocytozy,
m.in. ze jest konieczne dla zakwaszenia endosomoéw
[143, 150],

I11. 2-2. Nabtonkowy regulator przenikania chlor-
kéw (EBCR)

Mr 175000

Wielko$¢ czasteczki 1564 reszty aminokwasowe

Wykazuje najwyzsza identycz- MR Pl (49%), CFTR (29%)
nos$¢ sekwencji z:

Biatko to wystepuje w rejonach podstawno-bocz-
nych komoérek nabtonkowych segmentdéw nefrondw
zaangazowanych w resorpcje zwrotng chlorkow, ale
réwniez jelita cienkiego i hepatocytow. W przeciwien-
stwie do CFTR nie ma domeny regulatorowej i kon-
sensowej sekwencji substratowej dla kinazy biatkowej
A. Zaproponowany model topologiczny zaktada stru-
kture biatka 8A4A. Nie jest jasne, czy biatko samo jest
kanatem chlorkowym czy tez reguluje aktywnosé
innego kanatu [29], Inna praca identyfikuje jednak
EBCR z hiatkiem MRP2 [151]; by¢ wiec moze od-

Ryc. 6. Kanat potasowy, ktdrego cze$cig jest SUR, reguluje wy-
dzielanie insuliny w komérkach 3trzustki. Inhibicja kanatu
dziataniem sulfonylomocznikéw prowadzi do depolaryzacji
btony, co aktywuje kanat wapniowy umozliwiajac naptyw
Ca2+ do komorki i stymuluje egzocytoze.
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krywajac EBCR poznano jedynie nowg funkcje znane-
go juz innego transportera ABC.

1. 2-3. Receptor sulfonylomocznikéw (SUR)

Mr 140 000— 170000

Lokalizacja genu Chromosom 11p15.1

Wydaje sie, ze SUR jest podjednostkg kanatu pota-
sowego regulowanego przez ATP obecnego w btonie
plazmatycznej komorek (@ trzustki. Kanat ten kont-
roluje uwalnianie insuliny. Biatko SUR jest kodowane
przez gen zlokalizowany obok genu kodujgcego drugg
podjednostke kanatu (biatko K]R6.2). Wartos$¢ poten-
cjatu spoczynkowego komorek (3 jest zblizona do
wartosci odpowiadajacej potencjatowi rownowagi jo-
néw K + (okoto -70 mV); podwyzszenie stezenia gluko-
zy indukuje zamkniecie kanatu, depolaryzacje btony
plazmatycznej i otwarcie kanatdw wapniowych.
Wzrost wewnatrzkomdrkowego stezenia Ca2" jest
sygnatem do uwalniania insuliny droga egzocytozy
(Ryc. 6). Mutacje SUR prowadzg do hiperinsulinemi-
cznej hipoglikemii niemowlecej, choroby wystepujacej
zazwyczaj rzadko (Srednio 1 przypadek na 50000
0s0b), lecz czestej w niektérych populacjach arabskich
(@ przypadek na 2500 oséb). Choroba przejawia sie
atakami ostrej hipoglikemii w kilka godzin po uro-
dzeniu i czasami wymaga czesciowej pankreatomii
[30-32],

SUR wykazuje wysokie powinowactwo do sulfony-
lowych pochodnych mocznika, stosowanych w lecze-
niu cukrzycy insulinoniezaleznej; w tym przypadku

- o
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K

K
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blokowanie czynnosci kanatu potasowego przez te
zwigzki jest korzystne, bowiem stymuluje uwalnianie
insuliny i obnizenie stezenia glukozy we krwi [30].
Wydaje sie, ze struktura biatka odpowiada modelowi
8A4A lub 9A4A [31].

I11-3. Transportery o niejasnej jeszcze funkcji

I11. 3-1. Transporter ABC1

Mr 230000

Wykazuje wysokga identyczno$¢ produktem genu ced-7 Caenor-
sekwencji z: habditis elegans

Mysi odpowiednik transportera ABC1l cztowieka
wystepuje w embrionach szczeg6lnie obficie w rejo-
nach, w ktérych zachodzi intensywna apoptoza. Blo-
kowanie aktywnoS$ci transportera przez przeciwciata
uposledza fagocytoze makrofagdw. Gen ABC1l wyka-
zuje homologie sekwencji do genu ced-7 nicienia
Caenorhabditis elegans. Utrata funkcji genu ced-7
upo$ledza usuwanie komérek ulegajacych apoptozie
[152]. By¢ moze transporter ten odgrywa wiec role
w usuwaniu ciatek apoptycznych [34], Ekspresja
ABC1 woocytach Xenopus laevis wywotuje pojawienie
sie w btonach tych komorek funkcji transportera
anionow, zaleznej od cAMP i hamowanej przez sul-
fonylomoczniki [33], Leki hamujgce funkcje transpor-
towg ABC1 hamujg rowniez wydzielanie interleukiny
1@z monocytow i makrofagéw, co sugeruje, ze ABC1
moze by¢ odpowiedzialny za sekrecje biatek nie posia-
dajacych sekwencji sygnalnej [36].

I11. 3-2. Transporter ABC2

Mr 230000

Wykazuje najwyzszg identyczno$¢ sekwencji z ABC1

Ulega ekspresji gtéwnie w mozgu; jego funkcja jest
nieznana [35].

I11. 3-3. Transporter ABC3

Wykazuje najwyzszg identyczno$¢ ABC1, ABC2 [37]
sekwencji z

Transporter ten wykazuje najwyzsza identycznos$é
sekwencji z transporterami ABC1l i ABC2. By¢ moze
temu podobieAstwu struktury odpowiada pokrewna
funkcja, na razie czeka onajednak na wyjasnienie. Gen
kodujacy biatko ABC3 znajduje sie w sgsiedztwie genu,
ktérego mutacje prowadzg do wielotorbielowej choro-
by nerki typu 1 (PKD1). Najwyzsza jego ekspresje
stwierdzono w ptucach [37],
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I1l1. 3-4. Transporter ABC-C

Wielko$¢ 1704 reszty aminokwasowe

Masa czgsteczkowa 191,36 kDa

Wykazuje najwyzszg identycz- ABC1 (myszy: 40%)
no$¢ sekwencji z

Gen kodujagcy ten transporter zostal wyizolowany
z komorek C grasicy. Gen ten znajduje sie w poblizu
genu MRP1; na tej podstawie sugerowano, ze byc¢
moze réwniez rolg transportera ABC-C jest eksport
ksenobiotykéw. Najwyzszg ekspresje transportera
stwierdzono w ptucach; stosunkowo wysoka takze
w mébzgu, trzustce i miesniach [38].

I11. 3-5. Siatkéwkowy transporter ABC (ABCR)

Mr 240000
Wielko$¢ czasteczki 2310 reszt aminokwasowych
[153]

Wykazuje najwyzsza identycz- ABC1 (49% identycznos$ci sek-

no$¢ sekwencji z wencji) [153]

Mutacje tego biatka prowadzg do choroby Stargar-
dta — dziedzicznej recesywnej dystrofii plamki zottej
i zaniku widzenia centralnego u dzieci lub podobnej
choroby siatkéwki fundus flavimaculatus. Biatko
ABCR jest identyczne z biatkiem obrzeza (rim protein)
zlokalizowanego na obrzezach zewnetrznych segmen-
téw precikéw, o ktorym wiadomo, ze ulega fosforylacji
po naswietleniu komdérek fotoreceptorowych [153].
Nie wiadomo, jakg funkcje peini ono w siatkéwce;
przypuszczalnie transportuje jakie$ czasteczki do lub
na zewnatrz komoérek fotoreceptorowych [39]. W mysl
innej sugestii ABCR moduluje poziom jonéw Ca2+
w zewnetrznych segmentach precikdéw [153].

IV. Transportery bton wewnatrzkomdérkowych
IV-1. Transportery blon peroksysomow

V. 1-1. Gléwny
(PMP70)

transporter  peroksysomalny

Mr 70000

Wielko$¢ czasteczki 659 reszt aminokwasowych

Masa czasteczkowa 75,314 kDa

Wykazuje najwyzsza identycz- transporterami bakterii: HisP,
MalK, OppD, PstB; glikopro-
teing P[40]

no$¢ sekwencji z

Biatko to jest jednym z gtownych biatek bion
peroksysomoéw. Mutacje genu kodujacego to biatko
prowadzg do zespotu Zellwegera, wrodzonego defektu
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tworzenia peroksysomow. By¢ moze PMP70 bierze
udziat w imporcie biatek do peroksysoméw; w mysl
innej koncepcji jest aktywnym transporterem acylo-
-CoA [40, 41].

IV. 1-2. Biatko adrenoleukodystrofii (ALDP)

Mr 70000

Wielko$¢ czasteczki 745 reszt aminokwasowych

Wykazuje najwyzsza identycz- PMP70 (39%)
no$¢ sekwencji z

Mutacje genu kodujgcego to biatko prowadzg do
adrenoleukodystrofii (w dziecinstwie) lub adrenomie-
loneuropatii (u dorostych), charakteryzujgcych sie za-
burzonym utlenianiem kwasoéw ttuszczowych o bardzo
dtugich tancuchach (ang. very long chain fatty acids
- VLCFA, zwilaszcza kwasu heksakozanowego C26:0)
w peroksysomach i akumulacjg tych kwaséw. Na
poziomie tkankowym skutkiem niedoboru ALDP jest
demielinacja osrodkowego uktadu nerwowego iniedo-
czynno$¢ nadnerczy [154], Prawdopodobnie ALDP
bierzez udziat w transporcie do peroksysoméw, nie
wiadomo jednak, co transportuje; by¢ moze synteza ta
VLCFA-CoA. Uwaza sie, ze ALDP moze tworzy¢
funkcjonalny dimer z PMP70 [42, 43].

Fibroblasty pochodzace od os6b z adrenoleukodys-
trofig nie sg w stanie utlenia¢ VLCFA, jednak zdolnos¢
te przywraca transfekcja genami ALDP lub PMP70
[155]. Nie obserwowano jednak Scistej korelacji po-
miedzy wystepowaniem mRNA dla ALDP i PMP70
w roznych regionach mézgu szczura podczas rozwoju
zarodkowego [156], a i heterogennos$¢ objawéw Klini-
cznych braku ALDP sugerowata, ze byé moze inne
biatka ABC opré6cz PMP70 o ALDP mogga tworzy¢
funkcjonalne heterodimery peinigce istotne funkcje
transportowe w btonach peroksysoméw. Biatka takie
rzeczywiscie zostaty znalezione (IV.1-3 — V. 1-4).

IV. 1-3. Biatko zwigzane z adrenoleukodystrofig
(ALDRP)

Wielkos$¢ czasteczki 740 reszt aminokwasowych

Masa czasteczkowa 83,300 kDa

Wykazuje najwyzsza identycz- ALDP (ALDR myszy: 66%

no$¢ sekwencji z: identycznoséci z ALDP)

To biatko bton peroksysomdéw wystepujace przede
wszystkim w mézgu i mie$niu sercowym, takze w ptu-
cach, macicy, watrobie, tozysku, grasicy, jelicie gru-
bym, leukocytach lecz nie w fibroblastach moze by¢
partnerem ADLP w tworzeniu funkcjonalnego dime-
ru. Wydaje sie, ze poziom jego ekspresji moze modyfi-
kowac kliniczny obraz adrenoleukodystrofii [44, 157].
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IV. 1-4. Transporter PMP69

Wielko$¢ czasteczki 606 reszt aminokwasowych

Masa czasteczkowa 68,6 kDa

Wykazuje najwyzsza identycz- Genem nr 1418480 Caenorhab-
no$¢ sekwencji z ditis elegans (38%); PMP 70
(28%), ALDP (26%)

Biatko to ulega ekspresji w wielu tkankach. Praw-
dopodobnie réwniez ono moze by¢ partnerem hetero-
dimeryzacyjnym ALDP lub PMP70 [46],

IV-2. Transportery uczestniczace w procesie pre-
zentacji antygenow

IV. 2-1. Transportery peptydéw antygenowskich

(TAP)
Wielkos$¢ czasteczki TAP1: 808 reszt aminokwaso-
wych [49]
TAP2: 686 reszt aminokwaso-
wych [50]

75 kDa (TAPI), 74 kDa (TAP2)
[158. 159]

Masy czasteczkowe

Wykazujg najwyzsza identycz- Transporterami MDL2 S. cere-
visiae (36%) i CVAB E. coli
(35%)

nos$¢ sekwencji z;

Czasteczki gtownych antygendw zgodnosci tkan-
kowej klasy I (MHCI) prezentujg antygeny peptydowe
tworzone w wyniku degradacji czesci syntetyzowanych
w komdrce biatek. Proces ten ma charakter kon-
stytutywny i umozliwia komérkom T CD8+ elimina-
cje komdrek, w ktorych zachodzi synteza nieprawi-
dtowych biatek (np. komérek zakazonych wirusami).
Wigzanie peptydow antygenowych do czgsteczek
MHCI ma miejsce w siateczce S$rodplazmatycznej,
natomiast peptydy powstajg w wyniku proteolizy
zachodzacej w cytoplazmie. Konieczny wiec jest ich
transport do siateczki $rédplazmatycznej, co jest
udziatem TAP [160] (Ryc. 7). Transportery te zlokali-
zowane sg w siateczce $rodplazmatycznej i aparacie
Golgiego. Dwa transportery TAPl1 i TAP2 funk-
cjonujg prawdopodobnie w formie heterodimerdw.
Oba wystepujg w postaci kilku form allelicznych
(TAP1 w czterech, a TAP2 w o$miu) [161]. Transpor-
tujg peptydy o dtugosci 7-20 reszt aminokwasowych,
cho¢ maja najwieksze powinowactwo do 8-14-pep-
tydéw [162]. Specyficznosé TAP wzgledem sekwencji
peptydéw jest cechag gatunkowa; biatka TAP cztowie-
ka cechuje mata wybidrczos¢ [47], Niedobdor TAP
prowadzi do powaznego upo$ledzenia odpornosci,
jednym z jego nastepstw jest ,,zesp6t nagich lim-
focytow” charakteryzujacy sie brakiem czasteczek
MHCI na powierzchni komérek. Biosynteze TAP
indukuje interferon y [163]. 88-aminokwasowe biatko
ICP47, ktérego biosynteze wymusza wirus opryszczki
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Ryc. 7. Funkcja biatek TAP. TAP przenosza do siateczki $rédplaz-
matycznej (SS) peptydy powstajace wskutek trawienia biatek
przez proteosomy. W Swietle siateczki $réddplazmatycznej
peptydy ulegaja dalszej obrébce, a nastepnie sa przytaczane
do czasteczek gtéwnego antygenu zgodnos$ci tkankowej
(MHC) klasy I i w tej formie przenoszone na powierzchnie
komérki; H — tancuch ciezki MHC; M — P2-mikro-
globulina.

ma wysokie powinowactwo do biatek TAP iwigzac sie
z nimi hamuje ich funkcje. Strategia ta utatwia wiruso-
wi rozprzestrzenianie sie w organizmie gospodarza
[164, 165],

Stwierdzono, ze istnieje zwigzek pomiedzy wzorem
polimorfizmu TAP izapadalnoscig na niektére choro-
by takie jak choroba Gravesa [166], trad i gruzlica
[167]. Ostatnio zwrécono uwage na nadekspresje TAP
w komaorkach niektérych linii nowotworowych wyka-
zujacych opornosé wielolekowg [168]. Czyzby trans-
portery te mogty przyczynia¢ sie do zjawiska oporno-
sci wielolekowej?

1'Y-3. Transportery metabolitéw?

Y. 3-1. Transporter ABC8

Mr 72000 [52]
Wielkos$¢ czasteczki 638 reszt aminokwasowych
[51]

Wykazuje najwyzszg identycz- transporterem White muszki

no$¢ sekwencji z; Drosophila (34%) [52]

Oczy muszek owocowych Drosophila zawierajg dwa
rodzaje barwnikéw: brgzowe ommochromy, ktérych
prekursorem jest 3-hydroksykinurenina i czerwone lub
z0tte pterydyny, powstajace z GTP. Prekursory tych
barwnikow sg transportowane przez biatka ABC (Whi-
te, Brown i Scarlet), ktére maja charakter hemitrans-
porterow i funkcjonujg jako dimery. Heterodimer
White/Brown jest odpowiedzialny za import guaniny,
a heterodimer White/Scarlet za transport tryptofanu
[169]. Transporter ABC8 zidentyfikowany w komor-
kach u myszy i cztowieka wykazuje homologie z biat-
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kami transportujgcymi prekursory barwnikéw Droso-
phila, szczegélnie z transporterem White. Jego obec-
nos$¢ stwierdzono w maézgu, grasicy, ptucach, nadner-
czach, Sledzionie i makrofagach, lecz nie w watrobie,
nerkach, sercu i fibroblastach [51]. Funkcja transpor-
tera pozostaje zagadka, wydaje siejednak, ze podobnie
jak jego homolog White muszki owocowej moze uczes-
tniczy¢é w transporcie tryptofanu lub guaniny [52],

Transporter ABC8 ma odmienng od wiekszosci
transporteréw ABC strukture: domena wigzaca ATP
umiejscowionajest w czgsteczce tego hemitransportera
N-terminalnie w stosunku do regionu transhtonowego
(struktura A6; Ryc. 2). Podobnie zbudowane sg trzy
hemitransportery prekursoréw barwnikéw wzroko-
wych D. melanogaster i transportery SNQ2 i PDR5 S.
cerevisiae [51].

1Y-4. Transportery ksenobiotykow?

1Y.4-1. Biatko zwigzane z opornoscig na antracy-
kliny (ARA)

Gen kodujacy to biatko zidentyfikowano w linii
komérek biataczkowych (CCRF-CEM/E1000) wyka-
zujacych opornos$¢ wielolekowg. Biatko to wykazuje
najwieksze podobienstwo sekwencji do C-koricowej
czesci MRP1, jednak w przeciwienstwie do MRP jest
hemitransporterem, o masie czgsteczkowej 49,5 kDa
w formie nieglikozylowanej; czasteczka zawiera jedno
potencjalne miejsce glikozylacji [54],

1Y-5. Transportery o niejasnej jeszcze funkcji

Y. 5-1. Transporter ABC7

Wielko$¢ czasteczki 629 reszt aminokwasow

Wykazuje najwyzsza identycz- HTM 1

nos$¢ sekwencji z pombe
ATM 1 Saccharomyces cerevi-
siae

Schizosaccharomyces

Biatko to ulega ekspresji w wielu tkankach (serce,
miesnie szkieletowe, trzustka, ptuca, watroba, tozysko;
nie znaleziono go w mézgu). Funkcja transportera nie
jest znana; homologia sekwencji z biatkiem EITM1
warunkujgcym tolerancje Schizosaccharomyces pombe
na metale ciezkie sugeruje, ze on takze moze by¢
zwigzany z transportem jonéw metali [53].

1Y.5-2. Transporter EST45597

Ekspresja tkankowa tego hemitransportera odpo-
wiada wystepowaniu transportera ABC7. By¢ moze
tworzy z nim heterodimery [53].

V. Niektore kierunki badah transporteréw
ATP

Oczywistym nurtem badan transporteréw ABC jest
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identyfikacja nowych transporterow, okreslanie ich
sekwencji, struktur wyzszych rzedoéw, funkcji i wita-
Sciwosci. Badania transporterow ABC sg przyktadami
badan, w ktérych znacznie tatwiej uzyskaé informacje
o sekwencji genow niz o funkcji kodowanych przez nie
biatek. Funkcje wielu transporteréw oczekujg dopiero
wyjasnienia. Uzyskane dane rodzg nowe pytania;
molekularny mechanizm dziatania transporteréw
ABC pozostaje pasjonujaca zagadka i oczekuje wyjas-
nienia.

Zrozumiate jest, ze najwieksze zainteresowanie bu-
dza transportery ABC zaangazowane w opornosé
wielolekowa. Prowadzone sg intensywne badania
zmierzajgce do stwierdzenia, czy pomiar poziomu ich
ekspresji moze mie¢ znaczenie prognostyczne [170]
oraz do eliminacji czy ostabienia ich aktywnosci celem
zwiekszenia skuteczno$ci terapii nowotworéw [171-
-174], Inny nurt badan dotyczy zwiekszenia skutecz-
nosci dziatania lekéw kierowanych do os$rodkowego
uktadu nerwowego [78], Zahamowanie aktywnosci
glikoproteiny P wjelicie winno zwieksza¢ pochtanianie
lekéw amfipatycznych, sugerowano wiec podawanie
takich lekéw razem z inhibitorami glikoproteiny P [82,
175]. Z drugiej strony, transfekcja przeszczepianych
macierzystych komérek hemopoetycznych genami ko-
dujacymi eksportery ksnobiotykow P moze umozliwic
im przezycie w organizmie dawcy poddawanego che-
mioterapii [176].

Poszukiwanie homologdw znanych transporteréw
ABC u innych organizmdéw ma znaczenie nie tylko dla
zrozumienia drég i mechanizméw ewolucji biochemi-
cznej, lecz takze aspekt praktyczny, bowiem biatka te
moga mie¢ wkiad w zjawiska opornosci mikroorganiz-
moéw na leki [177, 178], a roslin na herbicydy [179,
180]. Transportery ABC budzg tez zainteresowanie
ekobiochemik6w zainteresowanych monitorowaniem
skazen chemicznych. Wzmozenie aktywnos$ci biatek
ABC w zakresie transportu ksenobiotykéw moze byé
istotnym markerem ekspozycji organizméw na chemi-
czne skazenie $Srodowiska [181].

Niewatpliwie w najblizszych latach mozemy oczeki-
wac lawiny publikacji poswieconej tej fascynujacej
grupie biatek.

Artykut otrzymano 26 lutego 1998 r.
Zaakceptowano do druku 16 marca 1998 r.
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Krypty: zapomniane organelle ponownie odkryte

Vaults: forgotten organelles rediscovered

t UKASZ PULASKI*

Spis tresci:

. Wstep

Il.  Odkrycie i wystepowanie krypt
I11. Skiad i ultrastruktura krypt
IV. Spekulacje na temat roli krypt
V. LRP a krypty

VI. Przyszto$¢ badan krypt

Wykaz stosowanych skréotéw: ABC  domena wigzaca ATP
(ATP-binding cassette); LRP — biatko zwigzane z oporno-
§cig w ptucach (lung resistance-related protein): MVP — gto-
wne biatko krypt (major vault protein), NPC — kompleks
poru jadrowego (nuclear pore complex): SRP - czastka
rozpoznajaca sekwencje sygnatowg (signal recognition partic-
le): RNP — rybonukleoproteiny; VRNA - kryptowy RNA
(vault RNA).

I. Wstep

W okresie od lat szescdziesigtych do poczatku lat
osiemdziesigtych nastgpit wielki postep w cytologii
ultrastrukturalnej. Rozwd¢j technik mikroskopii elek-
tronowej pozwolit na odkrycie i opisanie wielu dotad
nieznanych organelli. Intensywnie byadane byty przy
tym na przykiad czastki rybonukleoproteinowe
(RNP). Najdawniej znanymi i najdoktadniej zbadany-
mi spos$rod nich sg rybosomy. Inne, jak na przyktad
czastki rozpoznajgce sekwencje sygnatowe (signal re-
cognition particles, SRP) [1], zostatly na poczatku lat
osiemdziesiatych odkryte i opisane pod wzgledem
strukturalnym i funkcjonalnym. Tymczasem kilkak-
rotnie wieksze od rybosoméw nukleoproteinowe or-
ganelle — krypty — odkryto dopiero w 1986 r. [2],
Jednakze mimo ich powszechnego i masowego wy-
stepowania trudno bylo przypisa¢ im jakgkolwiek
funkcje biologiczng, przez co zainteresowanie nimi
spadto. Dopiero ostatnio te interesujgce i niestusznie
zapomniane organelle wracajg do task dzieki szczes-
liwemu zbiegowi okolicznosci.

* Mgr, Katedra Biofizyki Molekularnej UL ul. St. Banacha
12/16, 90-237 £6dz

POSTEPY BIOCHEMII 44(2), 1998

Contents:

. Introduction

Il. Discovery and distribution of vaults

I11. Biochemistry and ultrastructure of vaults
IV. Speculation on the role of vaults

V. LRP and vaults

VI. Future of vault studies

Il. Odkrycie i wystepowanie Krypt

Jak wiele odkry¢é w biologii, odkrycie krypt na-
stapito przypadkiem. Zespét prof. Leonarda Rome
z University of California w Los Angeles od wczesnych
lat osiemdziesigtych zajmowat si¢ izolowaniem ibada-
niem réznych subpopulacji pecherzykowych organelli
komérkowych, gtéwnie pecherzykéw optaszczonych
klatryng (coated vesicles). W potowie lat osiemdziesig-
tych opracowano tam nowg metode izolowania i roz-
dziatu pecherzykdw optaszczonych klatryna poprzez
preparatywng elektroforeze wbardzo luzno usieciowa-
nym (0.15%) zelu agarozowym [3], W najszybciej
migrujacej frakcji pecherzykow z szczurzych hepatocy-
téw zaobserwowano pod mikroskopem elektronowym
dziwne zanieczyszczenia: wysoce regularne, jajowate
czastki, nieco mniejsze od samych pecherzykéw, ale za
duze na rybosomy. Modyfikacja procedury izolowania
(zwiekszenie stezenia agarozy do 0.25%, wstepne oczy-
szczanie poprzez wirowanie w gradiencie gestosci)
pozwolita na otrzymanie oczyszczonego preparatu
tych czastek [2]. Przy wiekszym powiekszeniu mozna
byto zaobserwowaé charakterystyczng morfologie
»,beczki z okienkami”. Nalezato rozstrzygnaé kwestie,
czy odkryto nieznane dotgd organelle komorkowe,
wspotoczyszczane w zastosowanej procedurze z peche-
rzykami optaszczonymi klatryna, czy tez sg to frag-
menty lub monomery prekursor6w optaszczonych
pecherzykéw. Mimo pewnych przestanek wspierajg-
cych te drugg hipoteze (wystepowanie w nowo od-
krytych czastkach biatka o masie ok. 100 kDa, podob-
nie jak w pecherzykach optaszczonych klatryng, oraz
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morfologia podobna do ptaszcza klatrynowego [4]
wykluczono jednak te mozliwo$¢. Koronnym argu-
mentem potwierdzajgcym odkrycie nieznanych uprze-
dnio organelli byt brak immunoreaktywnos$ci surowi-
cy poliklonalnej przeciwko oczyszczonemu preparato-
wi nowo wyizolowanych czastek z optaszczonymi
pecherzykami, a zwilaszcza ich biatkami o masie ok.
100 kDa [2],

Nowo odkrytym organellom nadano nazwe ,kryp-
ty” (vaults), jako ze morfologia powtarzajgcych sie
tukéw przypominata odkrywcom strukture sklepienia
krypt gotyckich kos$ciotéwl Stwierdzono, ze mozna
stosujgc tylko nieznaczne modyfikacje procedury wyi-
zolowac krypty z komdrek wielu typoéw i pochodza-
cych z ré6znych organizméw, przy czym ich morfologia
w kazdym wypadku wydaje sie jednakowa. Przyczyng
tak péznego odkrycia powszechnie wystepujacych
i duzych organelli byt fakt, iz barwniki do barwienia
pozytywowego przy transmisyjnej mikroskopii elek-
tronowej, na przyktad tlenek osmu czy octan uranylu,
majg wysokie powinowactwo do skiadnikéw lipido-
wych i nukleinowych. Krypty jako organelle w ponad
90% biatkowe wybarwiajg sie nimi bardzo stabo i sg
praktycznie niewidzialne w konwencjonalnie barwio-
nych preparatach. Uwidoczni¢ je mozna dopiero po-
przez negatywowe barwienie (czyli barwienie tta) oczy-
szczonych preparatéw.

Poza hepatocytami szczura, gdzie krypty odkryto,
udato sie je wyizolowa¢ z nastepujacych rodzajéw
komarek i organizmow: ludzkich fibroblastéw, mysich
fibroblastéw 3T3 i komoérek glejowych, kréliczych
makrofagéw alweolarnych [2], hepatocytdw wotu,
kury, zaby szponiastej (Xenopus laevis) i zaby ryczacej
(Rana catesbaeiana) [5], jak réwniez jaj irozwijajagcych
sie zarodkOw jezowca Lytechinus pictus [6] i wegetaty-
wnego (ameboidalnego) stadium rozwojowego $luzo-
wca Dictyostelium discoideum [5, 7], Ponadto metoda-
mi immunologicznymi potwierdzono obecnos$¢ biatek
krypt w licznych tkankach i liniach komdrek cztowie-
ka, szczura, psa, myszy i kota pochodzenia fibroblas-
tycznego, nabtonkowego i mieloidalnego [5, 8], oraz
u kury, zab [8], dretwy Discopyge ommata [9], jezowca
[6], muszki owocowej [8] i Dictyostelium [7],

Liczebnos$¢ krypt w réznych typach komérek nie jest
jednakowa: najwyzszy ich poziom stwierdzono u ssa-
kéw w komérkach nabtonkowych i makrofagach [5,
8]. Stosunkowo duza ilo$¢ krypt w komdrkach mikro-
gleju (mézgowych makrofagach) szczura pozwolita
traktowac biatka krypt jako markery mikrogleju, co
wykorzystano w badaniach profilu rozwojowego tych
komérek [10],

Subkomoérkowa lokalizacja krypt (na drodze frak-
cjonowania organelli oraz badan immunocytochemi-

1 Mimo iz kontekstowo poprawniejsze bytoby ttumaczenie
vault jako ,sklepienie”, zdecydowatem sie na ,krypte”,
poniewaz poza lepszym brzmieniem wjezyku polskim stowo
to wywotuje zgodne z intencjami autoréw nazwy konotacje
pomieszczenia, zamknigtej przestrzeni.
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cznych) wykazata, ze krypty sg przede wszystkim
organellami  cytoplazmatycznymi, rozproszonymi
w cytosolu [2, 5, 8,11]. Czasem uktadajg sie w grona na
koricach mikrofilamentéw aktynowych [12]. Niewiel-
ka proporcja (ok. 5%) krypt izolowana jest we frakcji
jadrowej, przy czym podlegajg one najprawdopodob-
niej asocjacji z otoczka jadrowg, koncentrujac sie
w okolicach poréw jadrowych [13], Jedynie w doj-
rzatych komdérkach somatycznych jezowca Lytechinus
pictus stwierdzono krypty wewnatrz jadra, zwitaszcza
w jaderku [6].

I1l. Skiad i ultrastruktura krypt

Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym z SDS
oczyszczonego preparatu krypt z watroby szczura
wykazata iloSciowg dominacje pojedynczego biatka
0 masie czgsteczkowej 104 kDa. Biatko to, nazwane
gtdownym biatkiem krypt (major vault protein, MVP),
stanowi ponad 70% biatka w kryptach i w elektro-
forezie dwuwymiarowej zachowuje sie jak pojedynczy
polipeptyd o pi okoto 6.3 [2], Poza tym biatkiem
krypty z hepatocytow szczura zawierajg jeszcze trzy
frakcje biatkowe (Tab. 1) oraz skladnik o masie
czasteczkowej 37 kDa, nie barwigcy sie biekitem
Coomassie i niepodatny na trawienie proteazami,
ktory okazat sie krotkim kwasem rybonukleinowym.
Zaden z biatkowych sktadnikéw krypt nie wydaje sie
by¢ glikoproteing. W kryptach nie wykryto ani $ladu
fosfolipidéw, co potwierdza ich odrebnos$¢ od organelli
pecherzykowych, z ktérymi czesto sg izolowane.

Sktad biochemiczny krypt wykazuje konserwatyzm
ewolucyjny: u wszystkich zbadanych pod tym wzgle-
dem organizmow wiekszo$¢ stanowi w nich jeden
rodzaj biatka, nazywany zawsze gtownym biatkiem
krypt lub MVP. Wyjatkiem jest tu Dictyostelium,
u ktorego stwierdzono az trzy rodzaje gtdwnych biatek
krypt [7, 14]. Ponadto krypty zawierajg zawsze jeden
lub dwa rodzaje matego RNA, okreslanego mianem
VRNA, czyli kryptowy RNA [11].

Budowa pierwszorzedowa gtéwnych biatek krypt
jest bardzo podobna u r6znych organizméw — wszyst-
kie majg mase okoto 100 kDa. Sklonowano do tej pory
gtéwne biatka krypt szczura [15], cztowieka [16],
dretwy [17] oraz dwa z trzech gtownych biatek krypt
Dictyostelium [7, 14], Ludzkie gtéwne biatko krypt
wykazuje 88% identycznosSci aminokwasowej ze
szczurzym iaz 60% zjednym z gtdwnych biatek krypt
Dictyostelium [16], Co interesujagce, dwa z gtéwnych
biatek krypt Dictyostelium sg réwniez identyczne jedy-
nie w 60%, co wskazuje, ze prowadzgca do powstania
dwoch genow duplikacja zaszta na bardzo wczesnym
etapie ewolucyjnym [11, 14], Biatkowe sktadniki krypt
niektoérych organizmoéw wymieniono i scharakteryzo-
wano w tabeli 1.

Geny kryptowego RNA szczura, myszy, cztowieka
1zaby ryczacej zostaty sklonowane izsekwencjonowa-
ne [11, 18] (patrz Tab. 2). U szczuréw vVRNA stanowi
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Tabela 1

Poznane sktadniki biatkowe krypt u niektérych organizméw.

Organizm Sktadnik
Sluzowiec Gtoéwne biatko kryptowe MvpA
Dictyostelium Gtoéwne biatko kryptowe MvpB
diseoideum Gtowne biatko kryptowe MvpC
Dretwa Discopyge Gtéwne biatko kryptowe MVP100
Szczur Gtéwne biatko kryptowe MVP

Dodatkowe biatko kryptowe
Dodatkowe biatko kryptowe
Dodatkowe biatko kryptowe

Cztowiek Gtoéwne biatko kryptowe

okoto 5% masy catej krypty, a obliczenia stechiomet-
ryczne wykazuja, ze jest obecny w okoto 18 kopiach na
krypte [2], Przeciwnie niz w innych czgstkach rybo-
nukleoproteinowych, RNA nie wydaje sie mie¢ znacza-
cej roli strukturalnej w kryptach, jako ze nawet
catkowite strawienie VRNA nukleazami nie ma wpty-
wu na morfologie izolowanej organelli [2, 11], Struk-
tura drugorzedowa VRNA wykazuje wiekszy konser-
watyzm ewolucyjny niz struktura pierwszorzedowa.
Wykazano, ze w komorce gtdwne biatko krypt
wchodzi wytgcznie w sktad krypt, nie wystepujac we
frakcji rozpuszczalnej cytosolu [2, 5], W przeciwien-
stwie do niego VRNA stwierdzono réwniez w postaci
nie zwigzanej w cytoplazmie. W ro6znych stanach
komdrki jego zawarto$¢ w kryptach i we frakcji
rozpuszczalnej moze sie zmienia¢ [18]. Nie jest znana
rola wolnego VRNA i ewentualny mechanizm jego
odtgczania sie od krypt i ponownego przytgczania.
Wiasnosci transkrypcyjne vVRNA poznano na przy-
ktadzie szczurzego genu, ktdry zawiera sekwencje
promotorowe charakterystyczne dla genéw typu
2 transkrybowanych przez polimeraze RNA 111, takich
jak na przyktad geny tRNA [18, 19], Typowa dla tych
genéw jest rozszczepiona sekwencja promotorowa,

Tabela 2.

Poznane sktadniki rybonukleinowe krypt u niektérych organizmow.

Organizm Sktadnik

Zaba ryczaca Kryptowe RNA vRNAa

Kryptowe RNA vRNAb

Mysz Kryptowe RNA vRNA
Szczur Kryptowe RNA VRNA
Cztowiek Kryptowe RNA vRNAa

Kryptowe RNA vRNAD
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Masa czgsteczkowa

(kDa) Zrédio
% [7]
92 [7, 14]
92 [14]
100 [9, 17]
99 [2, 15]
210 [2]
192 [2]
54 [2]
100 [16]

tktadajaca sie z dwaoch jednostek o dtugosci ok. 10 par
zasad, zwanych A-box i B-box, umieszczonych w ob-
febie sekwencji transkrybowanej. Gen VRNA zawiera
dwie sekwencje typu B-box, przy czym pierwsza z nich
uzywana jest preferencyjnie. W systemie transkrypcji
in vitro VRNA jest wydajnie transkrybowane przez
polimeraze RNA l1Il, przy czym sekwencje B-box wiaza
tzynniki transkrypcyjne TFIIIC i TFIIIB. inicjujac
transkrypcje. Jednak w przypadku VRNA wazna jest
fakze obecnos$¢ sekwencji nietranskrybowanej od stro-
hy 5°, bez ktorej transkrypcja nie zachodzi (nie ma to
hatomiast wptywu na transkrypcje innych genéw typu
). Przy wysokich stezeniach czynnikéw transkrypcyj-
hych lub przy nieobecnosci sekwencji od strony 5’
hastepuje destabilizacja wigzania czynnika transkryp-
gyjnego TFIIIC do B-box, co sugeruje dla VRNA
hieznany dotychczas sposéb regulacji aktywnosci ge-
hu. Bezpo$rednim efektem tego faktu jest zapewne
zréznicowana ekspresja tkankowa vRNA, zjawisko
hietypowe dla rodzajow RNA transkrybowanych
przez polimeraze RNA Ill. Narzadami o wysokim
poziomie VRNA sa $ledziona, jelito, serce i nerka,
a w mozgu jest go wyjagtkowo mato [ 11, 18],

Krypty to najwieksze ze znanych czastek rybonuk-

Dtugosc ]
(liczba par zasad) Zrodto

89 (18]

94 (18]

141 (1]

141 [18]

-80 [u]

96 [u]
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PRZEKROJ

KRYPTA ZAMKNIETA

WIDOK Z BOKU

KRYPTA OTWARTA

Ryc. 1. Struktura zamknietej i otwartej krypty. P — pilatek,
T — trzonek, PC — npierscien centralny. Otwarta krypta
sktada sie z dwdch czesci (,,pét-krypt") o rozpostartych
ptatkach. Platki zamykajac sie w kubkowata strukture
i taczac z czubkami tworzg zamknieta krypte w ksztatcie
beczki (na podstawie [8, 11. 20]).

leoproteinowych [8], Ich wymiary w zaleznosci od
techniki uwidaczniania pod mikroskopem elektrono-
wym (barwienie negatywowe lub mikroskopia krio-
elektronowa) wahajg sie w granicach 50-55 x 26-35 nm
i sg jednakowe u wszystkich badanych gatunkow.
Srednia masa czasteczkowa jednej krypty wynosi 12.9
MDa, stata sedymentacyjna wyznaczona przez wiro-
wanie gradientowe — okoto 150S. W izolowanych
preparatach jawig sie jako symetryczne, jajowato-
-barytkowate twory o dwdch jednakowych potowach
przypominajacych razem ,beczke z klepek” lub ,,zeb-
rowane ostrotukowe sklepienie” (Ryc. 1) [2, 8],
Badanie krypt technikg freeze-etch i uwydatniania
szczeg6toéw cieniowaniem platynowym pozwolito na
bardzo szczeg6towe opisanie ich ultrastruktury [8,20],
Na ptaszczyznie z pokrytej polilizyng miki krypty
otwieraty sie w skomplikowane i delikatne struktury
0 symetrii oSmiopromiennej w ksztatcie ,,oSmioptat-
kowych kwiatkéw” (Ryc. 1), przy czym struktury takie
wystepowatly zazwyczaj w parach, co sugeruje, ze
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w stanie zamknietym ,,kwiatek” ma wygiete do Srodka
ptatki i stanowi potowe krypty. Kazdy ,kwiatek”
sktada sie z osmiu prostokatnych ptatkéw, potaczo-
nych z centralnym pierScieniem krétkim i cienkim
trzonkiem. Platki sktadajg sie przy tym z trzech nie-
zbyt wyraZznie widocznych podtuznych paséw. Nie
wiadomo, czy krypty otwierajg sie i zamykaja in vivo.
Preparaty krypt Dictyostelium zawierajg jednak duzy
procent ,p6t-krypt”, widocznych pod mikroskopem
jako otwarte , kwiatki” [5, 20], Prawdopodobna wy-
daje sie hipoteza, wedtug ktérej dwie potowki krypt
mogtyby sie tgczy¢ i zamykaé, stykajac sie czubka-
mi ptatkéw i tworzac w swoim wnetrzu zamknietg
przestrzen.

Na podstawie danych stechiometrycznych wysnuto
wstepne hipotezy na temat umiejscowienia poszczegdl-
nych sktadnikéw biochemicznych krypt w ich struk-
turze. Piatki zbudowane sa prawdopodobnie z gtéw-
nego biatka krypt, ktore wystepujac w krypcie najob-
ficiej mogtoby tworzy¢ ten jej najwiekszy element.
Poniewaz jedna krypta zawiera okoto 96 kopii czaste-
czki gtéwnego biatka krypt, jeden ptatek skiada sie
zapewne z szesciu czasteczek gtéwnego biatka krypt
(zapewne w postaci trzech dimeréw utozonych w pasy).
Pozostate biatka krypty mogtyby tworzy¢ centralny
pierscien i cienkie trzonki ptatkéw. Jedna czasteczka
VRNA zwigzana jest prawdopodobnie z jednym p#tat-
kiem, nie odgrywajac jednak w nim roli strukturalnej,
0 czym wspomniano wyzej [8, 11, 20],

IV. Spekulacje na temat roli krypt

Poczatkowe hipotezy na temat roli biologicznej
krypt byty oparte na waskim eksperymentalnym mate-
riale dowodowym. Jako organelle wystepujgce po-
wszechnie i majgce podobng budowe i sktad u ewolu-
cyjnie bardzo od siebie odlegtych organizmow, krypty
petnig zapewne podstawowe, nieodzowne dla wszyst-
kich komérek funkcje. Na podstawie okruchow infor-
macji dotyczgcych lokalizacji krypt wysnuwano z po-
czatku daleko idace wnioski, np. tendencja do skupia-
nia sie na koncach filamentéw aktynowych zdawata sie
sugerowaé ich udziat w ruchach komorki [12], maso-
we wystepowanie krypt w zakonczeniach synaptycz-
nych nerwéw cholinergicznych organu elektrycznego
dretwy — role w przekaZznictwie synaptycznym [9],
a lokalizacja jaderkowa u jezowca — w powstawaniu
ltransporcie rybosomow [6].

Idealnym organizmem modelowym do badania roli
krypt mogtyby by¢ drozdze, ktére sa wygodnym
idobrze scharakteryzowanym (fenotypowo i nie tylko)
obiektem manipulacji genetycznych. Niestety z droz-
dzy dotychczas nie udato si¢ ani wyizolowac krypt, ani
nawet potwierdzi¢ ich istnienia w tych organizmach.
Badania genetyczne nad rolg krypt przedsiewzieto
zatem na S$luzowcu Dictyostelium, w ktérym krypty
wystepujg bardzo obficie i ktéry, hodowany w stadium
haploidalnym, jest czesto stosowanym materiatem
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modelowym w biologii molekularnej [7, 11, 14].
U Dictyostelium wykryto i sklonowano najpierw dwa
gtéwne biatka krypt, oznaczone MvpA i MvpB (Tab.
1. Poniewaz w komaérkach szczepu, ktory pozbawiony
zostal metodg nokautu genéw dla obu tych biatek,
nadal obserwowano krypty (o silnie co prawda zabu-
rzonej morfologii), postulowano istnienie trzeciego
gtownego biatka krypt Dictyostelium, ktére faktycznie
zostato wyizolowane i oznaczone MvpC [14]. Klono-
wanie tego biatka dotychczas sie nie powiodto, ponie-
waz jego sekwencja aminokwasow odbiega prawdopo-
dobnie znacznie od pozostatych gtéwnych biatek
krypt. Mutanty pozbawione metodg nokautu gendw
kodujgcych biatka MvpA i MvpB (obydwu réwno-
cze$nie lub kazdego z osobna) nie wykazujg zadnej
patologii fenotypowej na pozywce petnej, natomiast na
pozywce minimalnej (w warunkach stresu pokarmo-
wego) stwierdzono u nich wolniejszy wzrost i osigganie
nizszej maksymalnej gestosci hodowli, co sugeruje role
krypt w podstawowych funkcjach zyciowych komaérki.
Nie udato sie dotychczas uzyskaé mutantéw catkowi-
cie pozbawionych krypt, ktére byé moze pozwolityby
wysnu¢ bardziej konkretne wnioski.

Interesujgca hipoteza na temat roli krypt wysunieta
zostata na podstawie spekulacji teoretycznych. Od-
krywcy krypt zauwazyli znaczace podobierfistwa mie-
dzy kryptami a elementami komplekséw porowych
w otoczce jadrowej (nuclear pore complexes, NPC),
znanymi jako ziarnistosci centralne lub czopy poru
(central plugs) [21, 22], Mimo wyizolowania i sklono-
wania kilku sktadnikéw catego kompleksu porowego
sktad, funkcja, a nawet istnienie owej centralnej ziar-
nistosci sg wysoce kontrowersyjne. Postulowano na-
wet, ze jest ona artefaktem; najpowszechniej dzi$
akceptowana koncepcja mowi jednak, ze jest to ulega-
jacy zmianom konformacyjnym przejsciowy skitadnik
kompleksu porowego. Ziarnisto§¢ centralna moze
prawdopodobnie asocjowaé¢ z kompleksem porowym
lub dyfundowa¢ do cytoplazmy i bierze dzieki temu
udziat w transporcie nukleocytoplazmatycznym
[22]. Wymiary (ok. 50 x 30 nm), masa czasteczkowa
(13 MDa), a nawet osmiokrotna symetria, przypisywa-
na czastce czopu centralnego poru jagdrowego, sa
uderzajgco podobne do odpowiednich cech krypty ina
tej podstawie wysunieto $miatg hipoteze o tozsamosci
tych dwoch struktur [8]. Wsparcie eksperymentalne
dla tej hipotezy pochodzi z doSwiadczen nad lokaliza-
cjg krypt — wiekszos$¢ krypt wystepuje, co prawda, we
frakcji cytosolowej, jednak okoto 5% powtarzalnie
i systematycznie podlega izolowaniu z frakcjg jadrowg
[13, 23]. Co wiecej, badania cytoimmunofluorescen-
cyjne wykazaty, ze cze$¢ krypt zlokalizowana jest
w otoczce jadrowej, kolokalizujac sie z markerami
kompleksu porowego. Stosunkowo dobrze poznany
zewnetrzny pierSciert poru jadrowego réwniez charak-
teryzuje sie oSmiokrotng symetrig (zawierajgc osiem
promieniscie rozmieszczonych ,szprych” — spokes),
a $rednica poru (120 nm) jest niewiele wigksza niz

POSTEPY BIOCHEMII 44(2), 1998

$rednica otwartej krypty. Weryfikacja hipotezy o toz-
samosci krypt z czopami centralnymi poru jadrowego
wymagataby izolowania, oczyszczenia i zbadania czo-
péw centralnych i bezposredniego poréwnania z kryp-
tami, jednak argumenty za rolg krypt w transporcie
nukleocytoplazmatycznym ptyng réwniez z odkryé
opisanych w kolejnym rozdziale.

V. Biatko zwigzane z opornoscig w ptucach
a krypty

Komdrki nowotworowe czesto wykazujg fenotyp
zwany opornoscig wielolekowg, polegajacy na tym, ze
po kontakcie zjednym lekiem przeciwnowotworowym
nabywajg oporno$é krzyzowga (cross-resistance) na
inne, strukturalnie i farmakologicznie odmienne leki
[24], Opornos$¢ wielolekowg czesto zwigzana jest
z nadekspresjg biatek z grupy ABC (zawierajacych
domene wigzagcg ATP — A TP-Binding Cassette), zwia-
szcza MDR1 (gtikoproteina P) i MRP1, ktore aktyw-
nie wytransportowujg czasteczki leku z komorki [25,
26]. Znanych jest jednak wiele linii komérkowych,
ktore wykazujg fenotyp opornosci wielolekowej bez
nadekspresji zadnego ze znanych biatek za ten fenotyp
odpowiedzialnych.

W laboratorium prof. Rika Schepera 1z Vrije
Universiteit w Amsterdamie po immunizacji myszy
catymi komorkami linii niematokomdérkowego raka
ptuc SW1573/2R120, wykazujgcymi opornos$¢ wielo-
lekowg bez nadekspresji biatka MDR1, uzyskano
monoklonalne przeciwciato LRP-56 silnie i wybidrczo
reagujagce z komérkami opornymi [27, 28], Przeciw-
ciato to rozpoznaje specyficznie biatko o masie 110
kDa, nazwane LRP (od skrétu Lung Resistance Prote-
in — biatko zwiazane z opornoscig w ptucach), ktére
podlega nadekspresji w linii SW1573/2R120 i w wielu
innych liniach wykazujgcych opornos$¢ wielolekowg
[29, 30],

Z biblioteki cDNA ludzkiej linii komdrek fibrosar-
komy H T 1080/DR4 (wykazujgcej opornos¢ wieloleko-
wa) wyizolowano cDNA odpowiadajace transkryp-
towi genu LRP [16]. Transfekcja tego klonu powoduje
nadekspresje biatka o masie 110 kDa, reagujacego
z przeciwciatem LRP-56. Klon cDNA zostat zsekwen-
cjonowany, stwierdzono, ze koduje biatko o 896 ami-
nokwasach. Whbrew oczekiwaniom nie stwierdzono
w sekwencji potencjalnych domen transmembrano-
wych lub wigzgcych ATP, charakterystycznych dla
wszystkich transporteré6w ABC, odpowiedzialnych za
oporno$¢ wielolekowg. Po poréwnaniu z bankiem
sekwencji okazato sie, ze wyizolowany klon koduje
biatko o 88% identycznosci aminokwasowej z gtow-
nym biatkiem krypt szczura. Tak wielkie podobien-
stwo jednoznacznie wskazuje, ze LRP stanowi ludzkie
gtéwne biatko kryptowe [16, 31].

Immunochemiczne badania tkankowego i subko-
mérkowego rozmieszczenia LRP zostaty przeprowa-
dzone przede wszystkim z uzyciem przeciwciata LRP-
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-56, specyficznego dla gtéwnych biatek kryptowych
réznych organizmow (przy czym najsilniej reaguje
z ludzkim gtéwnym biatkiem kryptowym, czyli LRP,
przeciwko ktéremu zostato otrzymane, a stabiej z gto-
wnymi biatkami kryptowymi szczura i Dictyostelium).
Dzieki tej specyficznosci immunoreaktywno$¢ LRP-56
mozna traktowaé jako marker wystepowania krypt
[29]. W komérkach ludzkich LRP-56 wykazuje cha-
rakterystyczny dla krypt rozproszony wzor barwienia
w cytoplazmie.

Rozmieszczenie LRP i krypt zostato zbadane w réz-
nych tkankach ludzkiego organizmu [30], Technika
Western blotting z LRP-56 oraz Northern blotting
wykryto biatko LRP i mMRNA dla niego we wszystkich
badanych tkankach, co wspiera teze o podstawowej
i niezbednej dla komorki roli krypt. Stwierdzono
jednak znaczgce zréznicowanie poziomu mRNA ibiat-
ka w réznych tkankach, co sugeruje, ze funkcje krypt
moga zmienia¢ sie w zalezno$ci od tkanki. Najwyzszy
poziom LRP wykryto w tkankach, ktérych rola zwiga-
zana jest z pewnym stopniu z ochrona organizmu
przed szkodliwymi metabolitami i ksenobiotykami,
a mianowicie w nabtonku oskrzelowym, nabtonku
przewodu pokarmowego, w keratynocytach i makro-
fagach. W tkankach tych stwierdza sie¢ jednocze$nie
wysoka ekspresje transporteréw ABC odpowiedzial-
nych za opornos$¢ wielolekowg, czyli MRP1i MDR1
[32]. Ten szczeg6lny wzor lokalizacji tkankowej sta-
nowi argument za fizjologiczng rolg tych biatek w de-
toksyfikacji organizmu. Na bazie tych analogii miedzy
biatkami wywotujagcymi oporno$¢ wielolekowg a LRP
wyciggnieto wniosek o roli LRP i krypt w deto-
ksyfikacji (np. ochronie jagdra przez egzo- i endogen-
nymi toksynami) [U, 29],

Zwigzek miedzy nadekspresjg biatka LRP a fenoty-
pem opornos$ci wielolekowej jest jednak nadal kon-
trowersyjny. Gen LRP zlokalizowany jest u cztowieka
na krotkim ramieniu chromosomu 16 (doktadnie
16p 11.2), zadziwiajgco blisko genu MP R, kodujgcego
znany transporter z grupy ABC (zlokalizowanego
w 16p 13.1), ktorego zdolnos$¢ do bezposredniego wy-
wotywania fenotypu opornosci wielolekowej byta wo-
wczas ostatecznie udowodniona [16, 25, 29], Postulo-
wano zatem, ze LRP ulega koamplifikacji z MRPI
ijego nadekspresja w komorkach opornych jest przy-
padkowa. Argumenty statystyczne, wykazujace zupet-
ny brak statystycznie znamiennej korelacji nadeksp-
resji LRP i MRPI, oraz genetyczne dowody czestego
nieamplifikacyjnego charakteru nadekspresji LRP
obality jednak te koncepcje. Ponadto w liniach rewer-
tantdw (komoarek, ktore tracgc fenotyp opornosci staty
sie ponownie wrazliwe na leki) zaobserwowano od-
powiedni spadek poziomu ekspresji LRP [16]. Ar-
gumentem posrednim, ale sugestywnym jest fakt, ze
ekspresja LRP okazata sie znakomitym markerem
opornosci wielolekowej (poziom ekspresji odpowiada
poziomowi opornos$ci) w nowotworowych liniach ko-
maorkowych nie poddawanych selekcji lekiem (nadeks-

156

presja MDR1 i MRPI nastepuje zazwyczaj dopiero po
kontakcie z czynnikiem cytotoksycznym), co sugero-
waoby role krypt w opornosci wrodzonej komérek.
Badanie ekspresji LRP ma réwniez zastosowanie
kliniczne jako marker prognostyczny (pozwalajacy
przewidzie¢ wynik leczenia) — wysoki poziom LRP
koreluje ze stabg odpowiedzig nowotworu na chemio-
terapie [29, 33, 34],

Kwestia zwiazku przyczynowo-skutkowego ekspre-
sji LRP ipoziomu krypt zopornoscia wielolekowg jest
jednak nadal niejasna. Sztucznie wywotana nadekspre-
sja LRP (w komérkach poddanych stabilnej transfek-
cji wektorem niosgcym LRP) nie daje komorkom
fenotypu opornosci [16]. Mozna to wyttumaczy¢
faktem, ze ludzkie krypty skiadajg sie z kilku sktad-
nikbw poza gtéwnym biatkiem krypt i nadekspresja
samego LRP (gtéwnego biatka krypt), ktdre z braku
pozostatych sktadnikéw nie moze uformowaé funkc-
jonalnych krypt, nie jest w stanie zmieni¢ statusu
opornosciowego komérki [11]. By¢ moze nadekspre-
sja LRP w fenotypie opornosciowym jest odbiciem
ogo6lnej nadprodukcji krypt, ktére bezposrednio od-
powiedzialne sg za detoksyfikacje lekow. Zapropono-
wanych zostato kilka schematdw mechanistycznych,
wyjasniajagcych mozliwy przebieg tego zjawiska. Naj-
popularniejszy nawigzuje do spekulacji na temat roli
krypt w transporcie nukleocytoplazmatycznym isuge-
ruje, ze krypty nie pozwalajg lekom, ktérych tarcza
dziatania znajduje sie w jadrze (np. interkalujacym sie
do DNA antracyklinom), przedosta¢ sie przez por
jadrowy, zamykajac je w swoim wnetrzu i powodujgc
redystrybucje leku w cytoplazmie [11, 29], Jedynym
eksperymentalnym argumentem za tg niewatpliwie
atrakcyjng hipotezg jest fakt, ze w niektérych liniach
opornych komoérek zaobserwowano odbiegajgcg od
normy dystrybucje daunorubicyny (mniejsze stezenie
w jadrze, wigksze w cytoplazmie w postaci wyraznych
punktowych skupien). Zjawisko to mozna jednak
wyttumaczy¢ na kilka sposobéw idlatego dla potwier-
dzenia lub obalenia powyzszej hipotezy potrzeba wie-
cej dowodéw eksperymentalnych.

VI. Przyszto$¢ badan krypt

Badania krypt, gtdwnie w laboratoriach profesoréow
Rome w Los AngelesiSchepera w Amsterdamie,
koncentrujg sie na prébach znalezienia ich roli bio-
logicznej. Znaczace moga tu by¢ tytuty dwdéch dotych-
czas opublikowanych artykutow przegladowych o kry-
ptach, napisanych przez naukowcéw z laboratorium
prof. Rome, odkrywcy krypt ,,Otwierajagc Kkrypty:
organelle w poszukiwaniu funkcji” z roku 1991 [8]
i ,Krypty sa odpowiedzia, jakie jest pytanie?” z roku
1996 [11]. Ostatnio badania krypt zaczynajg rozwijaé
sie intensywniej ze wzgledu na hipoteze o ich udziale
w opornosci wielolekowej komdrek nowotworowych.

Najbardziej spdjna i atrakcyjna hipoteza postuluje
role krypt w transporcie nukleocytoplazmatycznym
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poprzez odwracalng asocjacje z kompleksem poru
jadrowego. Zmiany konformacyjne (otwieranie krypt)
odpowiadajg w tej koncepcji za uwalnianie przenoszo-

nych substancji

lub czastek. Zwigzek nadekspresji

LRP izwiekszenia poziomu krypt z opornoscig wielo-
lekowsg polega tu na obnizeniu stezenia leku w jadrze,
gdzie znajdujg sie tarcze jego dziatania cytotoksycz-
nego, dzieki usuwaniu leku przez krypty [29], Najnow-
sze odkrycie, ze u jezowca krypty mogg wystepowac
wewnetrz jadra [6], nabiera w tym Swietle nowego
znaczenia.

Dla uformowania jednolitej i powszechnie akcep-
towalnej teorii

funkcji krypt potrzebne sg jednak

odpowiedzi na wiele dodatkowych pytan. Kwestiami
zagadkowymi i spornymi sg na przyktad rola VRNA,
relacja miedzy ekspresja LRP a poziomem krypt,
interakcje miedzy réznymi biatkami krypt w struk-
turze tych organelli i wiele innych zagadnien.

Artykut otrzymano 28 listopada 1997 r.
Zaakceptowano do druku 19 marca 1998 r.
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Biatka G — najwazniejsze sygnalizatory komorkowe?

G Proteins — The most important cellular messengers?
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tyreotropowy; VIP wazoaktywny peptyd jelitowy; PTH

parathormon; PKC kinaza biatkowa C; AC  cyklaza
adenylanowa.

I. Wstep

Heterotrimeryczne biatka wigzace GTP i GDP
(biatka G) zostaly odkryte w czasie badan nad wpty-
wem glukagonu na wzrost syntezy cAMP w hepatocy-
tach [1], Jak sie nastepnie okazato, jest to ciagle
rozrastajgca sie rodzina wszechobecnych, molekular-
nych przekaznikéw sygnalizacji komdrkowej. Recep-
tory btonowe aktywowane przez czynniki wzrostu,
neurotransmitery, czynniki chemotaktyczne, hormony
czy substancje zapachowe, poprzez biatka G wzmac-
niajg sygnaty aktywujgc m.in. cyklaze adenylanowg,
fosfolipaze C, specyficzne fosfodiesterazy i kanaty
jonowe [1-3]. Przedtuzone dziatanie czynnikéw syg-
natowych wywotuje zjawisko desensytyzacji recepto-
réw, poprzez procesy fosforylacji przebiegajace
z udziatem kinaz biatkowych [4]. Kinazy fosforylujac
biatka zmieniajg specyficzne funkcje m.in. w komadr-
kach takich, jak miocyty, hepatocyty, adypocyty, pty-
tki krwi i komorki endokrynne. lloSciowe ijakoSciowe
réznice w biatkach G moga wptywaé na dziatanie

* Dr n. med. ** prof. dr hab. 11l Zaktad Biochemii
Instytutu Fizjologii i Biochemii Akademii Medycznej 90-131
£6dz, ul. Lindleya 6 2 Instytut Endokrynologii Akademii
Medycznej 91-425 £ 6dz, ul. Sterlinga 3
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hormondéw iklinicznie manifestowa¢ sie jako dysfunk-
cje réznych organdw.

Celem pracy jest przedstawienie danych na temat
waznych fizjologicznych i patologicznych aspektéw
dotyczacych struktury i funkcji biatek G, a gtéwnie ich
udziatu w przekazywaniu sygnatéw. Nieprawidtowo-
§ci w przekaznictwie transmembranowym majgce swe
zrédto w biatkach G, moga odgrywac¢ kluczowg role
w wystepowaniu wielu choréb. Przyktadem jest obec-
no$¢ w réznych guzach endokrynnych naturalnie
pojawiajgcych sie mutacji w biatkach G, ktére w istot-
ny sposob zmieniajg uktady przekaznikowe. Te obser-
wacje sugerujg mozliwos$¢ wciggniecia biatek G na liste
ewentualnych protoonkogenow [1-3].

Il. Struktura i strukturalne

biatek G

modyfikacje

W stanie nieaktywnym biatka G stanowig kompleks
trzech réznych podjednostek: a (39-46 kDa), @ (~37
kDa) iy (~8 kDa), z GDP przytagczonym do podjed-
nostki o Aktywacja biatka G nastepuje wskutek
przytaczenia GTP w miejsce GDP, z jednoczesnym
uwolnieniem kompleksu (3y [5, 6], Zaréwno podjed-
nostka oc-GTP, jak i kompleks (3y, moga niezaleznie
modulowa¢ aktywnos$¢ przynajmniej niektérych efek-
torow biatkowych (Ryc. 1). Wszystkie podjednostki
a wykazujg aktywno$¢ GTP-azowg i sg w stanie
hydrolizowa¢ koricowg grupe fosforanowg GTP [7, 8].
Najwieksze r6znice wystepuja w budowie podjedno-
stek & Sklonowano juz 21 cDNA kodujacych r6zne
podjednostki & w komoérkach ssakéw, a ich liczba
niewatpliwie bedzie wzrastac [5, 7, 8]. Podjednostki te
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Ryc. 1. Mechanizm dziatania biatek G.
R — receptor; PTX — toksyna
krztusca; CTX — toksyna chole-
ry; P, — fosforan nieorganiczny;
PLC — fosfolipaza C; PLA2
— fosfolipaza A2; PDE — fos-
fodiesteraza.

—zgodnie z ich sekwencjg aminokwasowg — mozna
podzieli¢ na cztery wieksze subrodziny. Sg to: Gs, G,,
Ggi G12 Kazda rodzina zawiera po kilka roéznych
podjednostek a[9], Ponadto opisanojuz przynajmniej
pie¢ réznych podjednostek @i dziesie¢ podjednostek
y [7, 10], Miejsce wigzania nukleotydu przez podjed-
nostke a biatka Gssktada sie z pieciu ré6znych, wysoce
konserwatywnych regionéw (G1-G5) [7], Wykazano,
ze najwazniejszym mutacjom w regionach G2 i G3
podlegajag Arg20l i Glu227, co wplywa na ksztat-
towanie sie aktywnoS$ci biatka G (np. nastepuje bloka-
da aktywnosci GTP-azowej). Warto podkreslic, ze o ile
znaczna liczba podrodzin biatek G wystepuje w wiek-
szosci tkanek, to niektore z podjednostek a tych
podrodzin moga by¢ charakterystyczne wytgcznie dla
jednego rodzaju komérek. Przyktadem sg podjednos-
tki aj5 i otle, wykryte na razie tylko w komorkach
krwiotwdrczych [11]. Przy zastosowaniu technik im-
munohistochemicznych w mézgowiu szczura wykaza-
no zrdéznicowang lokalizacje anatomiczng oraz ko-
morkowa podjednostek a0, an, ati2oraz as[ 12]. Moze to
stanowi¢ podstawe specyfiki dziatania niektérych neu-
rotransmiterd6w w osrodkowym ukitadzie nerwowym.

Niektére podjednostki o posiadajg specyficzne re-
szty, ktore mogg byé ADP-rybozylowane przez en-
dogenne transferazy ADP-rybozylowe toksyn bak-
teryjnych takich, jak toksyna cholery (CTX) czy tok-
syna krztusca (PTX) [7, 8, 13], Wiele biatek G jest
substratem rybozylacji przez obie toksyny, a z kolei
istnieje szereg biatek niewrazliwych na obie lub jednag
z nich. CTX katalizuje ADP-rybozylacje na reszcie
argininy podjednostki a, co powoduje zahamowanie
aktywnos$ci GTP-azy. Uwaza sie, ze niektére biatka
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B a (B)
(y) -—-+-——e—— | GTP u
CTX
EFEKTOR EFEKTOR
cyklaza adenylanowa cyklaza adenylanowa
PLC PLC
PLA2 kanat K
cGMP-PDE
kanat K*
kanat Cal*

G mogg by¢ efektywnie modyfikowane przez CTX
w obecnosci agonisty, lecz bez egzogennego GTP.
W takich warunkach tworzy sie wigzanie receptora
z biatkiem G pozbawionym nukleotydu, a ta forma
wiasnie uznawana jest za dostepng dla CTX. Zjawisko
to zachodzi wyraznie w podjednostkach ot2 i ot3 biatka
G,. PTX natomiast katalizuje ADP-rybozylacje reszty
cysteiny w pozycji 4 C-konca wiekszosci podjednostek
arodziny biatek G,, hamujac sprzezenie biatka G z re-
ceptorem [14, 15],

Podjednostki o oraz dimer (3y sa modyfikowane
kowalencyjnie przez lipidy [16]. Mirystylacja i pal-
mitylacja podjednostki a nadaje jej hydrofobowy
charakter oraz umozliwia zakotwiczenie w btonie.
Ponadto wykazano, ze mirystylacja podjednostki
a biatka G, znacznie zwigksza jej powinowactwo do
dimeru (3y [17], Sposrdéd dotychczas poznanych pod-
jednostek o, z wyjagtkiem Gt, wszystkie zawierajg
palmitynian zwigzany tioestrowo z cysteing N-kon-
cowej czesci biatka. Palmitylacja jest procesem od-
wracalnym i sugeruje sie, ze reguluje translokacje
podjednostki o z bton do cytosolu [18]. Badania
prowadzone z udziatem mutantéw nie zawierajgcych
reszty palmitylowej w podjednostkach a biatek Gs Gq
i Gn, wykazatly ich zmniejszong zdolno$¢ asocjacji
z btong [19].

W kompleksie (3yacylacji ulegajedynie podjednost-
ka y. Uwaza sie, ze prenylacja jest wrecz niezbedna dla
prawidtowej interakcji dimeru z podjednostkg a, rece-
ptorami iefektorami [16]. Reszty lipidowe, farnezylo-
we lub geranylogeranylowe, gczg sie wigzaniem tioest-
rowym z cysteing w N-koricowej czesci podjednostek

yp y2 [20].
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I11. Interakcja biatek G z receptorami

Receptory wigzace biatka G naleza do wielkiej
rodziny homologicznych i integralnych biatek wy-
stepujacych w btonie plazmatycznej. W ich sktad
wchodzi siedem transmembranowych domen, pota-
czonych zewnatrz- i wewnatrzkomérkowymi, hydro-
fobowymi petlami [21, 22], Po stronie cytoplazmaty-
cznej znajdujg sie trzy petle oraz C-koncowy odcinek
receptora. Druga itrzecia petla oraz C-koniec uwazane
sg za najwazniejsze miejsca oddziatywania receptora
z réznymi rodzajami biatek G. Transmembranowe
regiony wykazuja najwyzszy stopiefi homologii. Te
helikalne odcinki receptoréw maja charakter lipo-
filowy lub amfipatyczny, co utatwia wigzanie ligandow
[23]. Znacznie mniejsze podobieAstwa zaobserwowa-
no w C-koncowej cytoplazmatycznej czesci receptora
[5, 22]. Sugeruje to, ze specyficznos¢ i powinowactwo
w procesie aktywacji receptora przez biatka G, zwigza-
ne sg z tym regionem. Zaréwno wigzanie ligandu, jak
i aktywacja receptora za jego posrednictwem, sg
utrzymywane przez kieszonke wytworzong przez roz-
ne zewnatrz- i wewnatrzkomdérkowe regiony [8, 15,
21]. Utworzenie wiasciwej kieszeni wigzania jest zalez-
ne od obecnosci reszt proliny [24], W przypadku
dtuzszych ligandéw, np. hormonoéw glikoproteino-
wych, N-koniec receptora pomaga réwniez w utrzyma-
niu kontaktu z ligandem [25], Ponadto istnieje inna
kieszen zwrocona w kierunku przestrzeni wewnatrz-
komoérkowej, ktora pozwala na interakcje kompleksu
receptor-ligand z biatkami G. Trzeci cytoplazmatycz-
ny region wydaje sie by¢ najbardziej krytyczny dla
dziatania biatka G. Jakiekolwiek mutacje w petli
cytoplazmatycznej lub C-kohicu receptora moga za-
ktdca¢ aktywacje biatka G [5, 22]. Czasteczka recep-
tora katalizuje GTP-wlasciwg aktywacje biatek
G przez pobudzenie réznych, poszczeg6lnych reakcji
cyklu GTP-azy. Sg to: 1) stymulacja uwalniania GDP
w nastepstwie wigzania GTP [26], 2) utatwienie przej-
$cia z uktadu nieaktywnego do aktywnego (GTP-
-ligand) [27], 3) wzrost dysocjacji podjednostki biatka
G [28, 29]. Inng cechg wtasciwg dla wszystkich
receptorow biatek G jest ich podatno$é na desen-
sytyzacje lub adaptacje, wywotana przedtuzonym lub
powtdérnym dziataniem danego ligandu [9], W proce-
sie desensytyzacji w ciggu minut zachodzi fosforylacja
receptora, co powoduje gwattowne odigczenie recep-
tora od biatka G. Obecnie uwaza sie, ze przynajmniej
dwa typy kinaz serynowo-treoninowych zaangazowa-
ne sg w regulacje wrazliwosci receptoréw. Sa to zalezne
od wtornych przekaznik6w kinaza biatkowa A i C oraz
niezalezne od wtérnych przekaznikéw Kkinazy recep-
torow zwigzanych z biatkami G (GRK, G-protein-
-coupled receptor kinases) [4], Dotychczas scharak-
teryzowano sze$¢ kinaz GRK: GRK1 (kinaza rodop-
synowa), GRK2 i 3, takze okreslane jako Kkinazy
1 i 2 receptora (3-adrenergicznego, GRK4, GRK5
i GRKG6 [30]. Enzymy te preferencyjnie fosforylujg
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zaktywowany receptor lub receptor zwigzany z ligan-
dem. Trzecia petla cytoplazmatyczna oraz C- koniec
receptora stanowig przypuszczalne miejsca regulowa-
ne przez procesy fosforylacji [31-33]. Zaobserwowano
réwniez, ze dimer (3y wzmacnia dziatanie niektérych
kinaz GRK poprzez indukcje ich przemieszczania do
btony oraz utatwianie interakcji z receptorami [34],
W nastepstwie czesto dochodzi do desensytyzacji
i zniesienia regulacji [35, 36]. Procesy te prowadzg
z kolei do internalizacji receptora. Diugotrwata eks-
pozycja receptora na dziatanie ligandu wywotuje takze
obnizenie iloSci mMRNA receptora, co stanowi wyraz
regulacji dtugo dziatajacych mechanizméw powodujg-
cych represje genéw receptora.

IV. Interakcje miedzy biatkami G

Biatka G mogg komunikowac sie miedzy sobg
poprzez zgodne dziatanie dwu lub wiecej receptoréw
sprzezonych z tymi samymi biatkami G [37], Jest to
dziatanie zbiezne — konwergencja. Drugi rodzaj ko-
munikowania sie moze wystepowac, kiedy jeden recep-
tor przenosi sygnat hormonalny na rézne biatka G.
Jest to dziatanie rozbiezne — dywergencja [8]. Takie
porozumiewanie miedzy poszczegélnymi biatkami
G i receptorami hormonow w roznych tkankach
wydaje sie by¢ niezwykle wazne. Wystepuje ono np.
w komdrkach przysadki syntetyzujgcych prolaktyne
(PRL), w osteoblastach oraz komdrkach miesaka kosci
(osteosarkoma). W modelu komérek przysadki two-
rzenie CAMP wzrasta pod dziataniem TRH i VIP,
bowiem oba te peptydy aktywujg cyklaze adenylano-
wg poprzez biatko Gs[38]. Natomiast synteza CAMP
obniza sie w wyniku dziatania somatostatyny i dopa-
miny, ktore dziatajg inhibujgco na podjednostke a G2
[39]. Wykazano takze, ze receptory TRH i parathor-
monu sprzezone z biatkami Gsi Gqwyraznie wzmagaja
synteze cCAMP, IP3i DAG [9, 40]. Aktywny kompleks
hormon-receptor powoduje uwolnienie podjednostki
aod trimeru ot(3y, co w nastepstwie moze prowadzi¢ do
zaburzenia dziatania innych efektoréw i w ten sposéb
komplikowa¢ wewnetrzne porozumiewanie sie miedzy
biatkami G [5, 10, 41],

V. Efektory bialek G

Dotychczas najlepiej poznanym efektorem biatek
G jest cyklaza adenylanowa, ktdéra katalizuje po-
wstawanie cyklicznego 3',5-adenozynomonofosfora-
nu. Opisano dziewie¢ wyraznie zrdznicowanych izo-
form cyklazy, ktére na podstawie sekwencji i funk-
cjonalnych podobieristw podzielono na 6 klas [42].
Niektore cyklazy ulegajg aktywacji przez biatka Gs
jedynie w obecno$ci kompleksu Ca2+/kalmodulina,
lub gdy jednocze$nie fosforylowane sg przez PKC (np.
I typ AC), a takze kiedy fosforylacja przez PKC
zachodzi w obecnosci dimeru (Ty (typy II, 111 i V AC)
[43]. Niektére hormony powodujg hamowanie aktyw-
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nosci cyklazy, jednak w tym wypadku sygnat przekazy-
wany jest przez hiatka Gj, gtéwnie podjednostki aPiaj3
Ponadto inhibicja AC moze by¢ wynikiem dziatania
dimeru (3y [44], Szczegb6lnie mocno hamowany jest
I typ cyklazy adenylanowej [45, 46].

Dziatania fizjologiczne obszernej klasy hormondw,
neurotransmiterow i czynnikOw wzrostu wyjasnia sie
ich zdolnoscig do aktywacji specyficznej fosfolipazy
C (PLC), kolejnego enzymu efektorowego, ktéry kata-
lizuje hydrolize fosfatydyloinozytolo-bis-fosforanu
(PIP2) do inozytolo 1,4,5-trifosforanu (IP3) i diacylo-
glicerolu (DAG) [41]. Ostatnie prace zidentyfikowaty
podrodziny biatka Gqdziatajgce jako regulatory tych
przemian. Badania prowadzone z oczyszczong, rekom-
binowang formg PLC P12 i podjednostkg aq biatka
G lub podjednostkg au potwierdzity te doniesienia
[10]. Natomiast PLC P3 w mies$niach gtadkich ak-
tywowana byta przez kompleks Py [47],

Biatka G regulujg takze kanaty jonowe. Wykazano,
ze Gsaktywujg wrazliwe na dihydropirydyne zalezne
od napiecia kanaty Ca2+ w miesniach i hamuja kanaty
N a+ w sercu [48, 49]. Zaobserwowano, ze modulacja
tych samych neuronalnych kanatow Ca2+ zaleznych
od napiecia moze rowniez zachodzi¢ poprzez rézne
biatka G [50]. Niektére podtypy podjednostki d,
biatka G jak np. podjednostkg al3(po indukcji somato-
statyng) stymulowata kanaty K+ [51]. Rowniez ak-
tywnos$¢ kanatow K+ zaleznych od Ca2+ wzrastata
w obecnos$ci biatek G; i G0[52], W miocytach specyfi-
czne kanaty K+ zwigzane z receptorem muskaryno-
wym aktywowane byty przez biatko G,, zalezne od
PTX [53]. Ostatnie doniesienia wskazujg takze na
udziat dimeru Py w modulacji aktywnosci kanatéw K +
w sercu [54],

V1. Udziat biatek G w procesie wzrostu
i roznicowania komdrek

Stezenie komoérkowe biatek Gii GO0jest wyzsze niz
biatek Gq i Gs co sugeruje, ze ich rola moze byc¢
bardziej ztozona [10]. Podrodzina GOobecna w czop-
kach wzrostu neuronalnego prawdopodobnie jest mo-
dulatorem wczesnego wzrostu neuronalnego i uczest-
niczy w synaptycznym przemieszczeniu czasteczek
u dorostych osobnikéw [10]. W synaptosomach emb-
riondw kurzych hormony tyroidowe zmniejszaty ak-
tywnosé GTPazowa biatka Gu [55]. Modulacja ak-
tywnosci tego biatka zmienia proces tworzenia wtor-
nych przekaznikéw i wigzana jest z regulacja prolifera-
cji ir6znicowania neuronow. Przy zastosowaniu tech-
nik immunohistochemicznych ustalono, ze regulacja
wzrostu aksonow widkien wzrokowych myszy zwigza-
na byta z wrazliwymi na PTX biatkami G0i G, [56],
Na razie dane o dziataniu biatek G nalezacych do
innych rodzin sg nieliczne, ale wykazano np. ze biatka
rodziny G 12 uczestniczg w procesach proliferacji ko-
moérek [10, 57], Prawdopodobnie zachodzi to poprzez
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bezposrednig stymulacje kinaz biatkowych zwigza-
nych z aktywacja mitozy. W zwigzku z tym uwaza sie,
ze ta klasa hiatek G moze uczestniczy¢ w réznicowaniu
komdérki, podobnie jak wykazano to dla biatek Gi2[14,
58], Podjednostkg ai3 zlokalizowana w kompleksie
aparatu Golgiego wigzana jest z sekrecjg zgromadzo-
nych tam biatek; towarzyszy tez transportowi peche-
rzykow [59, 60],

Osteoblasty nim stang sie osteocytami mineralizujg-
cymi uktad kostny, w czasie swego zycia podlegajg
procesom wzrastania i mineralizacji. W tym cyklu
przemian biorg udziat r6zne geny zalezne od stopnia
dojrzatosci osteoblastu, jak np. geny kolagenu typu
I i histonu 4 w stadium proliferacji, a fosfatazy al-
kalicznej i biatka GLA (osteokalcyna) w stadium
mineralizacji [61]. Wykazano, ze istnieje korelacja
miedzy endogennym poziomem biatka GR2i stopniem
dojrzatosci osteoblastycznej. Analizy PCR genéw, ko-
dujacych kolagen | ifosfataze alkaliczng w komorkach
transfekowanych mutantem podjednostki abiatka Gj2,
wykazaly nieznaczne zmniejszenie poziomu odpowie-
dniego mMRNA. Co wiecej, poziomy mRNA receptoréow
kalciolu i osteokalcyny wzrastaty. Poza tym stwier-
dzono, ze poziom mRNA receptora PTH, interleukiny
litransformowanego czynnika wzrostu ((TGF(3) byt
znamiennie obnizony [62]. Dane te wskazujg, ze
biatko G2 prawdopodobnie skraca faze proliferacji,
a podnosi stopien komdérkowego réznicowania proce-
séw mineralizacji. Poniewaz przemiany, w ktérych
uczestniczg biatka G,2wydaja sie by¢ SciSle zwigzane
z mitotyczng aktywacjg kinaz biatkowych pobudza-
nych przez czynniki wzrostu, to ten model moze
przyczyni¢ sie do wyjasnienia funkcji biatka G we
wzroscie i réznicowaniu komoérki.

W hodowlach mysich preadypocytoéw iadypocytow
lokalizacja podjednostek d réznita sie w zaleznos$ci od
stopnia zréznicowania komorek [63]. GRi G i3 wy-
stepowaty w cytoplazmie, natomiast Gjal i Gia2 w bto-
nie plazmatycznej. Translokacja dwdch ostatnich
zwigzana byta z dojrzewaniem komoérek. Linia komor-
kowa 3T3-L1 preadypocytéw przeksztatcata sie w for-
my dojrzate po stymulacji insuling, deksametazonem
lub inhibitorem fosfodiesterazy, IBMX [64, 65]. Ko-
morki nadmiernie zréznicowane akumulujg wiecej
triacylogliceroli i fosfolipidow niz komérki kontrolne,
prawidtowo zroznicowane. Okazato sie takze, ze biat-
ko G wstanie aktywnym pobudza enzymy metabolizu-
jace ttuszcze: syntetaze palmitoilo-CoA i acylotrans-
feraze glicerolo-3-fosforanowag do poziomow, daleko
przekraczajacych warto$ci w zréznicowanych komor-
kach kontrolnych [9], Do$¢ interesujace jest spost-
rzezenie, ze efekty obserwowane w komorkach nad-
miernie zré6znicowanych (superdifferentiated cells) mo-
ga czesciowo zachodzi¢ w komoérkach kontrolnych
w obecnos$ci kwasow ttuszczowych. Ale nalezy pamie-
tac, ze wszystkie hormonalne drogi regulacji i modulo-
wania po stosowaniu kwaséw ttuszczowych moga
wzajemnie sie zaburzac¢ [66],
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VII. Regulacja ekspresji podjednostek biatek G

W wielu patologicznych stanach zachodzg zmiany
ekspresji, a w efekcie funkcji, podjednostek biatek G.
Wiekszosé tych zaburzen uwazana jest za wtoérng,
z powodu zmienionego stanu hormonalnego. W cuk-
rzycy hipoinsulinowej i otytosci izolowane btony ko-
morek watroby myszy wykazaty obnizong zawartosé
podjednostki a biatek Gi2 Gi3i podjednostki 3 bez
wykrywalnych zmian iloSciowych podjednostki o bia-
tek Gs [67]. Hormony steroidowe oddziatywujg na
komdrki docelowe przez wewngtrzkomorkowe, jad-
rowe receptory, a do ich modelu dziatania genomowe-
go naleza zmiany w ekspresji ré6znych podjednostek
biatek G. | tak np. w adrenolektomii obserwuje sie
niedobor receptora AC w sercu oraz rdzeniu nerki
szczura. W linii komdrkowej miesaka kosci podanie
deksametazonu powoduje wzrost poziomu podjednos-
tki a biatka Gs a rdwnocze$nie znacznie mniejszy
wzrost podjednostki a biatka Gj [68]. Nadmierne
stezenie glukokortykoiddw prowadzi do stymulacji
cyklazy adenylanowej w osteoblastach i fibroblastach,
podobnie jak w komdrkach neuroblastoma (nerwiak)
i miocytach [69], Podobnie hormony ptciowe reguluja
ekspresje genéw biatek G. Przemawia za tym stwier-
dzenie, ze w czasie cyklu rujowego zmieniajg sie ilosci
specyficznych biatek G w przednim ptacie przysadki,
a w czasie cigzy takze w mig$niéwce macicy [70, 71].
W hipokampie szczura kortykosteron wptywat na
poziom podjednostek a biatek Gs Gn, GIRoraz GO0, nie
zmieniajgc przy tym ich wewngatrzkomaérkowej lokali-
zacji [72]. Wiele efektéow dziatania hormonéw tar-
czycy polega na modulacji drédg przekazywania syg-
natu adrenergicznego. Receptory a- i (3-adrenergiczne
modulowane sg zaré6wno w hipo- jak i hipertyroidyz-
mie [73]. U zwierzat hipotyroiayzm prowadzi do
szczytowego wzrostu podjednostki o i (3 biatka G;j
w tkance ttuszczowej, podczas gdy poziom podjednos-
tki a biatka Gsjest normalny [74], Badania przep-
rowadzone u ludzi i zwierzat dajg r6znigce sie wyniki,
ale wiekszo$¢ prac odnotowuje w hipotyroidyzmie
wzrost ekspresji podjednostki o biatek G,.

VIIl. Podsumowanie

Przedstawione w tej czeSci dane koncentrujg sie
gtéwnie na budowie i mechanizmie dziatania biatek G,
takze modyfikacjach, ktérym podlegajg oraz ocenie
ich udziatu w niektérych chorobach endokrynologicz-
nych. Obecnie wiadomo, ze kardiomiopatia, alkoho-
lizm, réznego rodzaju uzaleznienia czy zaburzenia
metaboliczne mogg dotyczy¢é dysfunkcji jednego lub
kilku biatek G [75-78]. W ostatnich latach wykazano,
ze mutacje receptoréw wigzacych biatka G, a takze
podjednostek a zwigzane sg z wystepowaniem wielu
chorob takich, jak osteodystrofia, cukrzyca, syndrom
McCune-Albright czy przedwczesne dojrzewanie chto-
pcow [79], Identyfikacja powstajacych zmian moze
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mie¢ fundamentalne znaczenie diagnostyczne oraz
potencjalne terapeutyczne, co wskazuje, ze biatka
G diugo jeszcze bedg w centrum zainteresowania
wspoéiczesnej biochemii.
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Zaakceptowano do druku 30 marca 1998 r.
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Funkcje sygnalizacyjne biatek G niewrazliwych na PTX

w komorce

Signalling function of G proteins insensitive on PTX in cell
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Spis tresci:

l.  Wstep

Il.  Og6lna charakterystyka biatek G niewrazliwych na PTX
11-1. Biatka Gz
11-2. Biatka GR2i Gn

I11. Sygnalizacja komérkowa z udziatem biatek G niewraz-
liwych na PTX
I11-1. Sygnalizacja z udziatem biatka Gq
I11-2. Sygnalizacja z udziatem biatka G 2
I11-3.  Sygnalizacja z udziatem biatka Gz

IV. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotéw: G TP — guanozynotrifosforan;
GDP - guanozynodifosforan; cAMP cykliczny 3’5’ade-
nozynomonofosforan; PTX  toksyna krztusca; CTX  to-
ksyna cholery; PLC fosfolipaza C; PKC — kinaza
biatkowa C; CA cyklaza adenylanowa; PLA2 — fos-
folipaza A2; TXA2 — tromboksan A2; TRH — hormon
tyreotropowy;

I. Wstep

Biatka G sg transmembranowymi proteinami stano-
wigcymi pomost miedzy receptorami czynnikéw ze-
wnatrzkomdrkowych jak np. hormonéw, neurotrans-
miterow, a btonowymi efektorami jak np. kanatami
jonowymi czy enzymami katalizujgcymi powstawanie
wtérnych przekaznikéw informacji. Gtéwnymi enzy-
mami zwigzanymi z dziataniem biatek G sg: cyklaza
adenylanowa, fosfolipaza C oraz fosfolipaza A2. Biatka
G sg heterotrimerami zbudowanymi z podjednostki
a zawierajacej miejsce wigzania nukleotydéw gua-
ninowych GDP i GTP i posiadajacej aktywnos$é
GTP-azowa oraz z podjednostek 3i y, tworzacymi
kompleks (3y [1].

Klasyfikacja biatek G opiera sie o r6znice istniejgce
w budowie i wtasciwosciach podjednostki a. Niektore
podjednostki a biatek G zawieraja domene, ktéra
ulega modyfikacji przez toksyny bakteryjne. Toksyna

* dr n. med ** prof. dr hab. 1 Instytut Endokrynologii
Akademii Medycznej 91-425 £ 6dz, ul. Sterlinga 3 211 Zaktad
Biochemii Instytutu Fizjologii i Biochemii Akademii Medy-
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krztusca (PTX) jest powszechnie stosowana jako czyn-
nik charakteryzujacy udziat heterotrimerycznych bia-
tek G w procesach sygnalizacji w komérce. Toksyna ta
katalizuje ADP-rybozylacje specyficznych podjed-
nostek a biatek G z rodziny G, i Gs, a ta modyfikacja
uniemozliwia wspdtdziatanie receptora z biatkiem G.
Toksyna cholery (CTX) natomiast katalizuje ADP-
-rybozylacje podjednostki a, blokujac jednoczesnie
aktywnos$¢ GTP-azowga tej podjednostki, co prowadzi
do przedtuzenia aktywacji biatka G [2],

Do biatek G posiadajacych podjednostke wrazliwg
na dziatanie toksyny krztusca zalicza sie biatka G,
ktére gtéwnie uczestniczg w stymulacji cyklazy adeny-
lanowej oraz biatka G, (z podjednostkami ,ai2, aol
i ao2) ktore posredniczg w hormonalnej inhibicji
cyklazy adenylanowej, a takze w regulowaniu aktyw-
nosci kanatéw wapniowych i potasowych.

Wsrod biatek niewrazliwych (opornych) na toksyne
krztusca (PTX) wyro6znia sie biatka Gqz podjednost-
kami am, au , otl4, ocl5, a 16, biatka G 12 i a 13) ijedno
z rodziny biatek Gp a mianowicie biatko Gy [ref w 3].
Stwierdzono, ze podrodzina Gzbiatka G; nie posiada
reszty cysteiny, ktéra jak wiadomo jest miejscem
oddziatywania PTX [4, 5]. Biatka G niewrazliwe na
PTX sa obecne we wszystkich tkankach cztowieka;
wyjatek stanowig biatka Gz, ktérych obecnos$¢ wyka-
zano giéwnie w neuronach oraz w plytkach krwi
i komérkach chromochtonnych [6], Na przyktad
biatko G 14jest charakterystyczne dla $ledziony, nerek,
jader itkanki ptucnej [7]. Biatka G 15 i G 16 wystepuja
gtéwnie w komorkach hematocytow a ich poziom
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Tabela 1.
Klasyfikacja biatek G.

died Ki Wrazliwos$¢ . . .
Podjednostki na toksyny Aktywator-receptor Efektor Modyfikacje Wystepowanie
G, Ns, CTX hormony JCA ADP-rybozylacie wszystkie
PTX Padrencrgiczne | kanat Ca2+ PKA(?) tkanki
No glukagon | kanat Na +
«cif CTX substancje zapachowe | CA ADP-rybozylacje komoérki wechowe
G, “q CTX, PTX rodopsyna $wiatto | cGMP-PDE ADP-rybozylacje preciki siatkowki oka
«<2
PTX, (CTX) rec. muskarynowe. | kanat K + ADP-rybozylacje gt. tk. nerwowa
ot-adrenergiczne mirystylacje
«2 i CA palmitylacje wszystkie
| kanat Ca2+ PKC (tylko adi2) tkanki
. cGMP-kinaza PKA(?)
3 i CA
aol PTX, (CTX) j.w. j kanat Ca2+ ADP-rybozylacje tk. nerwowa
“o2 t PLC mirystylacje kom. endokrynne
Tpla2(? palmitylacje
ag PTX, (CTX) 9 kw'. arachidonowy kom. smakowe
ir muskarynowe, TXA, j CA mirystylacje tk. nerwowa
palmitylacje ptytki krwi
kw. arachidonowy
PKC
Gq N muskarynowe t p-PLC palmitylacje wszystkie tkanki
<Xn hematocyty
«14
Q5
«16
g 12 «12 txa?2 Na' H'* palmitylacje wszystkie tkanki
«13 trombina TPLA2(?) acylacje ot,3 ptytki krwi
neurony
py iCA |
tCA 1l ilVv
t PLC w

granulocytach

| PLA2 w mézgu
j kanat K+ w sercu

PTX — toksyna krztu$ca; CTX — toksyna cholery; PLC — fosfolipaza C; PLA2— fosfolipaza A2;PDE — fosfodiesteraza; TXA, — tromboksan

A2; PKC — kinaza biatkowa C; PKA — kinaza biatkowa A; CA — cyklaza adenylanowa

maleje wraz z dorastaniem komorek. Biatko Gz, mimo
ze jest oporne na PTX, zaliczane jest do rodziny biatek
G, ze wzgledu na hamujace dziatanie na cyklaze
adenylanowg. Podziat biatek G z uwzglednieniem ich
efektorow przedstawia tabela 1

Il. Ogdina charakterystyka biatek G niewra-
zliwych na PTX

I1-1. Biatka Gz

Biatka Gz, poczatkowo nazywane biatkami Gx,
zostaly opisane po raz pierwszy w roku 1988 przez
dwie niezalezne grupy badaczy [5]. Stwierdzono pew-
ne podobienstwo w sekwencji aminokwasow tych
biatek do sekwencji biatek G, i GO wrazliwych na
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toksyne krztusca. Po6zniejsze badania wykazaly jed-
nak, ze biatko Gz nie jest substratem dla toksyny
krztusca [3], Mimo to nadal zaliczane jest do rodziny
biatek G,, gdyz podobnie jak podjednostki a, i cQbiatek
G, podjednostka oz moze byé acylowana kwasem
mirystylowym i palmitynowym.

Biatka Gzwystepujg gtdwnie w neuronach iptytkach
krwi. W innych tkankach nie stwierdzono ich obecno-
&ci lub wystepujg w bardzo niskich stezeniach. Lokali-
zacja taka sugeruje ich specyficzng role w procesach
zachodzacych w komdérkach tych tkanek [3].

Na razie brak danych, ktore charakteryzowatyby
receptor lub efektor zwigzany wybidrczo z biatkiem
Gz. Wykazano jednak, ze receptor muskarynowy
acetylocholiny M 2 moze aktywowac podjednostke az
otrzymang z E.coli [8], Stwierdzono natomiast, ze
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transfekcja w komorkach podjednostki az z podjed-
nostkg o2 biatek G wspoétdziatajgcych z receptorami
adrenergicznymi, dopaminergicznymi D2iadenozyny
Al prowadzi do niezaleznej od PTX inhibicji cyklazy
adenylanowej. Wskazuje na to udziat biatek Gzw ha-
mowaniu przekazywania sygnatu z receptora na cyk-
laze adenylanowg. Fizjologiczne znaczenie tego efektu
nie jest dotychczas w peini poznane, zwiaszcza, ze
inhibicja cyklazy adenylanowej w komérkach tkanek
bogatych w biatka Gzzachodzi¢ moze réwniez w spo-
sob zalezny od PTX [9],

Podstawowa aktywno$¢ GTP-azowa, czyli hydro-
liza nukleotydu guanylowego, jest szczegblnie wazna
dla biatka Gz, bowiem reakcja ta zachodzi tu bardzo
wolno, nawet przy optymalnych (niskich mikromolar-
nych) stezeniach jondw Mg2+. Proces ten praktycznie
osigga warto$ci zerowe przy stezeniach milimolarnych
Mg2+ [6]. Zjawisko odwrotne ma miejsce przy wyso-
kich stezeniach Mg2+, co moze byé wyraznym syg-
natem do stymulacji wymiany nukleotydu, ale jest ono
charakterystyczne dla innych bialek G, nie za$ dla
biatek Gz [10]. Mechanizm, ktéry hamuje wymiane
nukleotydu w biatku G zciggle niejest jasny, ale istniejg
dane, ze efekt ten pojawia sie na etapie dysocjacji GDP
[6], Hamowanie procesu hydrolizy przez jony Mg2+
zaobserwowane u Gza jest podobne do procesu za-
chodzacego u biatek Ras [11].

Wykazano, ze nienasycone sktadniki lipidéw takie
jak np. kwas arachidonowy, hamujg wymiane nuk-
leotydu biatek Gzax [12]. Mechanizm tej supresji
polega¢ ma na wigzaniu negatywnie natadowanych
kwasnych lipidéw z wolng postacig nukleotydu biatka
Gz, ktdére jest w ten sposOb nieodwracalnie inak-
tywowane. Ten rodzaj interakcji lipid-biatko ma zatem
konsekwencje funkcjonalne. Inhibicja ta jest specyficz-
na dla ocGz, natomiast inne biatka G sg niewrazliwe na
obecno$é tych tipidow. Warunkiem pojawienia sie
inhibicji jest obecnos$¢ grupy karboksylowej, podczas
gdy inne pochodne alkoholowe kwasow (20:4; 20:0;
18:3; 18:2; 18:1) nie dajg podobnego efektu. Kwas
archaidonowy w stezeniu 120 pM powodowat prawie
catkowitg inhibicje wigzania ocGz z GDP, a takze
niehydrolizujgcym analogiem GTPS. Do inaktywacji
wigzania GTP wywotanej przez kwasy ttuszczowe
niezbedne jest odtaczenie GDP od az[12]. Rysuje sie
hipoteza, ze mechanizm inaktywacji biatek G zwywota-
ny przez nienasycone kwasy tluszczowe przebiega
poprzez oddziatywanie kwasu z formg biatka Gz nie
zwigzang z nukleotydem. Brak jest doktadnych danych
dotyczgcych fizjologicznego znaczenia tego procesu.
Podobne dziatanie nienasyconych kwasow ttuszczo-
wych na inne biatka biorgce udziat w przekazywaniu
sygnatu w komérce (np. kinaza C), sugeruje potencjal-
ng role lipidow w modulowaniu tego procesu przy
udziale biatek Gz. Fakt ten jest o tyle interesujacy, ze
tkanki w ktorych wystepuja biatka Gz znane sa
zmagazynowania znacznych ilosci kwasu arachidono-
wego i wysokiej aktywnosci PLA2. Kwas arachidowy
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(20:0) nie wptywat na wigzanie GTPS przez biatko aGz
co sugeruje, ze podstawowym warunkiem wywotania
efektu jest obecno$¢ podwdjnego wigzania. Inne cis-
-nienasycone kwasy (olejowy, linolowy i linolenowy)
wykazujg dziatanie podobne do arachidonianu, lecz
wymagajg znacznie wyzszych stezen. Trans nienasy-
cone kwasy sa stabymi inhibitorami opisanego pro-
cesu [12].

Wiekszo$¢ podjednostek « biatek G opornych na
PTX moze by¢ modyfikowana przez palmitynian.
Palmitynian w procesie posttranslacyjnym wigze sie
wigzaniem tioestrowym z jedna lub kilkoma resztami
cysteiny wystepujacymi blisko N-konca, a modyfika-
cja ta jest odwracalna [13-16]. Sugeruje sie, ze pal-
mitynian jest podstawowym zwigzkiem tgczgcym biat-
ka Gzz btong, co stanowi o ich funkcji sygnalizacyjnej
w komorce [14]. Inne dane podkre$lajg znaczenie nie
tyle palmitynianu w tych procesach, ale reszt cysteiny,
ktére stuzag jako miejsca palmitylacji np. biatek 0:Gq
i stanowig miejsce krytyczne dla jego funkcji [17]. Np.
dla ocGz palmitynian nie jest niezbedny dla procesu
sygnalizacji, poniewaz w przypadku zmutowanego
biatka (zmiana cysteiny na alaning) nastepuje wyrazne
hamowanie aktywnosci cyklazy adenylanowej [18].
Jednakze potencjalna rola palmitylacji w procesach
sygnalizacji z udziatem biatek G wydaje sie nie budzié
watpliwosci. Poza palmitylacjg podkres$la sie réwniez
znaczenie innej ko-translacyjnej modyfikacji z udzia-
tem kwasu mirystylow'ego. Modyfikacja ta polega na
zwigzaniu kowalencyjnym wigzaniem amidowym z re-
sztg glicyny na N-koncu biatka. Ta, jak sie okazato,
stabilna modyfikacja wazna jest dla lokalizacji tych
biatek w btonie komérkowej. Mirystylacja wzmaga
rowniez powinowactwo rodziny biatek G, do kom-
pleksu Py [19-21].

Inng, wazng biochemicznie cechg przynajmniej
dwoch niewrazliwych na PTX biatek G jest mozliwo$¢
ich fosforylacji. Dotyczy to cxGz i ocGl2. Sg one
znakomitymi substratami dla kinazy biatkowej
C w badaniach in vitro [22, 23]. Aktywacja PKC
w ptytkach przez takie czynniki jak trombina, trom-
boksan A2, analogi iestry forbolu, prowadzi do szyb-
kiej fosforylacji podjednostki ocGz[22-24], Potwier-
dzono, ze PKC fosforyluje az w sposob selektywny
bowiem enzym ten nie katalizuje fosforylacji podjed-
nostek a, oraz ay. Selektywnos$¢ obserwowana byta
rowniez w stosunku do innych kinaz biatkowych, gdyz
ani kinaza zalezna od cGMP, ani kinaza biatkowa
A zalezna od cAMP nie fosforylujg podjednostki az.
Badania wykonane na ptytkach krwi wykazaty, ze
fosforylacja podjednostki az blokuje oddziatywanie
pomiedzy poszczegdlnymi podjednostkami tego biat-
ka. Pierwotnym miejscem fosforylacji jest seryna27
znajdujgca sie blisko N-konca [22, 25]. Biologiczne
znaczenie tej fosforylacji jest nadal niejasne, chociaz
wiadomo, ze fosforylacja tak Gzazjak i G j2,blokuje ich
wspdtdziatanie z kompleksem Py [23, 26], Wyciggnaé
mozna stad wniosek, ze moze to by¢ mechanizm
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regulacyjny ostabiajgcy sygnalizacje podjednostek
abiatek G. Chociaz dostepne dane moga budzi¢ pewne
watpliwosci, to ogdlnie zaktada sig, ze fosforylacja
moze spetnia¢ role gtbwnego mechanizmu regulujace-
go aktywno$¢ biatek G, w tym takze otGzi otG12.

Z biatkami Gvmoze wspoétdziata¢ réwniez receptor
fMLP  (peptydu-N-formylometionyloleucylofenylo-
alaniny), znanego czynnika chemotaktycznego produ-
kowanego przez bakterie i stymulujagcego m.in. PI-
-PLC [27],

11-2. Biatka G2i G13

Biatka G 12 i G 13 réznia sie od innych biatek
G sekwencjg aminokwasowg i mogg tworzy¢ wiasng
podgrupe w rodzinie biatek Gq. Jak sie okazato, nie sg
one wrazliwe na toksyne krztusca oraz wykazujg brak
transferazy N-mirystylowej, co sprawia, ze najpraw-
dopodobniej nie sg takze mirystylowane [28],

Podjednostki ot12 i ot13 wystepujg gtéwnie w liniach
komérkowych neurondéw, a szczeg6lnie wysoki po-
ziom o3 wykryto rowniez w ptytkach krwi [3],

Badania na liniach NIH 3T3 fibroblastow myszy
wykazaty, ze typ otl2 odgrywa istotng role w chorobo-
wym namnazaniu komdrek. Wywotana mutacja biatek
G innych rodzin ai2, naturalnie wystepujacych w gu-
zach tkanek endokrynnych, nie wywotuje zmian w ko-
mérkach NIH 3T3. Swiadczy to o tym, ze rézne biatka
G petnig rézne role uzaleznione od typu komorek
w ktdrych wystepujg. Oprdcz przypisywanego im
znaczenia jako czynnikéw o duzym potencjale on-
kogennym, biatka z rodziny a 12 biorg réwniez udziat
w procesach komorkowych zachodzgcych podczas
organogenezy [29, 30],

I1l. Sygnalizacja komdrkowa z udziatem
biatek G niewrazliwych na PTX

Dotyczczasowe wstepne obserwacje wykazaty, ze
wiele procesow sygnalizacji w komérce jest zaleznych
od biatek G opornych na PTX. Skupiono zatem uwage
nie tylko na identyfikacji tych biatek, ale takze na
charakterystyce specyficznych drog sygnalizacji,
w ktdrych te biatka uczestnicza. Najlepiej opracowano
to zagadnienie dla biatek Gq[31].

I11-1. Sygnalizacja z udziatem biatka Gq

Proces ten zostat dobrze scharakteryzowany ponad
pie¢ lat temu. Polega on na bezposredniej stymulacji
przez podjednostke aGq izoenzyméw [3 PLC, nawet
w warunkach in vitro. Powoduje to wzrost stezenia
wewnatrzkomdrkowego Ca2+iw nastepstwie aktywa-
cje PKC. Dziatanie biatek Ggw obrebie tej podrodziny
moze rézni¢ sie sitg i specyficznosciag wobec izo-
enzyméw PLC [32-37], Pojawia sie rowniez wiele
doniesien wskazujacych na mozliwo$¢ potgczenia ak-
tywacji przez biatka Gq z kaskadg kinazy MAP.
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Sugeruje sie jednakze, ze ta interakcja nie zachodzi
bezposrednio, ale réwniez na drodze aktywacji PLC
[38-40],

111-2. Sygnalizacja z udziatem biatka G,2

Dziatanie docelowe podrodziny biatek G 12 nie jest
na razie w petni okreslone, dlatego sygnalizacja za-
chodzaca z ich udziatem stanowi przedmiot intensyw-
nych badan [41]. Wykazano, ze silne aktywatory
ptytek krwi, jak tromboksan A, itrombina, aktywujg
biatka G12 i G]J3 w blonach plytek krwi ludzkie;j.
Badania oparto o okre$lenie zaleznego od receptora
stopnia przytgczania nie hydrolizujgcego fotoreaktyw-
nego analogu (or32P) GTP do podjednostek ocl2 i x I3
otrzymanych z bton ptytkowych. Oba biatka wigzaty
analog bardzo wolno w obecnosci agonéw receptora,
co rézni te biatka od innych biatek z rodziny Gj i GO,
szybko wigzacych nukteotyd w podobnych warun-
kach. Przytgczenie analogu GTP do al2 i ocl3 w od-
powiedzi na aktywacje receptoréw TXAZ2 i trombiny
zachodzito po uptywie 30 minut. Zaktada sie zatem, ze
cata pula biatek G 12i G 13 wigzacych sie z receptorem
TXA2 i trombiny w ptytkach staje sie zdolna do
aktywacji. Fizjologiczne znaczenie opdzniania tego
procesu nie jest jednak jeszcze znane [41-44],

Natomiast wazng konsekwencjg aktywnosci biatek
G 12 jest ich udziat w modulacji wymiany Na+/H +
w btonach ptytek krwi [45, 46],

Biatka G 12 uczestniczg takze w regulacji wzrostu
komérki. Jak wykazano synteza DNA stymulowana
trombing jest zalezna od biatek G 12 [47], Zmutowane,
aktywne podjednostki ocG12 i ocG13 wykazuja potezna
zdolnos$¢ transformacji w fibroblastach [48-50]. Me-
chanizm tych proceséw jest niejasny, jako ze nie
zanotowano zaburzen w stezeniach cAMP, cytozolo-
wego Ca2+, biatek zawierajgcych fosfotyrozyne, takze
w aktywnosciach PLC czy PLD w tych komdrkach
[49], Dane te potwierdzity nastepne obserwacje, ze
oczyszczone podjednostki ocG12 czy otG13 nie zmienia-
ty aktywnos$ci cyklazy adenylanowej (typi I, 1l i V),
PLC, fosfolipazy D, oraz kinazy 3-fosfoinozytolu w ba-
daniach in vitro [51, 52],

111-3. Sygnalizacja z udziatem biatek Gz

Ocena funkcji sygnalizacyjnych biatek Gy stanowi
ciagle intrygujacy problem z uwagi na do$¢ ograniczo-
ny model ekspresji i odmienne whasciwosci biochemi-
czne tych biatek. Podobnie jak w przypadku rodziny
biatek G 12, wiekszo$¢ danych dotyczacych sygnaliza-
cji za posrednictwem biatek Gyodkryto na podstawie
badan ekspresji heterologicznej w komorkach nie-
uszkodzonych. Wykazano zdolno$¢ ocG/ do bezpo-
Sredniego hamowania cyklazy adenylanowej w warun-
kach in vitro, kiedy guanozyno-5’-y-thio-trifosforano-
wy ligand aG 7hamowat 1iV typ cyklazy adenylanowej
[51]. Warto podkresli¢, ze podobnie jak aG7, typ
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I cyklazy adenylanowej jest gtdéwna formg wystepujaca
w uktadzie nerwowym, natomiast typ V CA przewaza
w miesniu sercowym i mdézgowiu [53, 54].

Wykazano, ze hiatka Gzmogga taczy¢ sie z r6znymi
receptorami, ktdre zazwyczaj aktywujg biatka G, [27,
55-58], Wydaje sie nie budzi¢ watpliwosci stwier-
dzenie, ze biatka Gz moga wspoétdziata¢ z réznymi
receptorami i moga wigzaé je w procesie inhibicji
réznych efektoréw np. cyklazy adenylanowe;j.

Warto chyba podkres$li¢, ze biatka Gzmoga uczest-
niczy¢ w hormonalnej inhibicji syntezy cAMP w wigk-
szoSci komdrek. Wyzsza ekspresja az w mdzgu niz
innych tkankach sugeruje, ze niewrazliwa na PTX
inhibicja syntezy cAMP moze réwniez zachodzi¢ w ko-
morkach i btonach neuronalnych. Jakkolwiek mecha-
nizm inhibicji akumulacji cCAMP przez azjest na razie
nieznany, to podobieAstwo sekwencji aminokwasowej
miedzy az a a, wykazuje Scistg ewolucyjng zaleznosc
miedzy tymi biatkami, ktéra moze by¢ réwnoznaczna
z pokrywaniem sie ich funkcji sygnalizacyjnej. Pozos-
taje do wyjasnienia lub biatka Gzzmniejszajgc akumu-
lacje cCAMP bezposrednio czy posrednio przez inne
drogi sygnalizacyjne i czy moga zastepowac biatka G,
w regulacji innych efektoréw takich jak PLA2, PLC
oraz kanaty potasowe i sodowe [9].

Parker i wsp. [8] stwierdzili, ze kiedy rekom-
binowang podjednostke aGzwprowadzono do recep-
toréw muskarynowych M 2wystepujacych w pecherzy-
kach fosfolipidow, wowczas zastosowanie agonisty
receptora muskarynowego moze stymulowa¢ wymia-
ne nukleotydu w podjednostce otGz. Podobne eks-
perymenty byly takze prowadzone z innymi przed-
stawicielami biatek G, (ocGa, aG ]2, ocGI3, aGJ.

Zaktada sie rowniez udziat aG zw syntezie fosforanu
inozytolu, chociaz z drugiej strony zwraca uwage brak
wyraznego rozroznienia miedzy bezposrednig stymu-
lacjg PLC przez podjednostke aGz,a poSrednig stymu-
lacjag w uwalnianiu kompleksu (3y [65]. Réwnoczesnie
podkres$la sie zdolno$¢ stymulacji wytwarzania fos-
foran6w inozytolu przez otGg, ocGn , i ocGz, jako
odpowiedz na TRH i na otwarcie kanatow wap-
niowych typu L, co jest réwniez drugim efektem
dziatania TRH [59]. Inhibitory PKC blokujg takze
aktywacje kanatéw indukowanych powtérnym zasto-
sowaniem TRH, ale uzyskane wyniki nie pozwalajg na
rozroznienie, ktore z tych trzech bialek uczestniczy
W procesie supresji.

Injekcja dokomorowa antysensowych oligodeo-
ksynukleotydow dla podjednostki otGz powodowato
u szczurow redukcje ekspresji aGzw substancji szarej
(40%), prazkowiu (41 %), wzgdrzu (16%) i podwzgdrzu
(54%) [60-62]. Natomiast mechanizm przez ktory
injekcje moga wptywac¢ na ekspresje ocGz jest nadal
niejasny.

Podjednostkg aGzpodobnie jak biatka G 12, moze
bra¢ udziat w takich procesach sygnalizacji w komor-
ce, ktore regulujg jej wzrost [63]. Obecno$sé mutanta
0cGz (Q205L) indukuje transformacje fenotypu komé-
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rek Swiss 3T3 i wzrost inkorporacji H3-tymidyny
w nieobecnosci czynnikdw wzrostu. Nie wykryto
zmian w aktywno$ci CA w tych komoérkach. Ta
zdolnos¢ aktywnej otGzdo transformacji komorek jest
podobna do wykazanej dla biatka aG 2 wrazliwego na
PTX [29]. Warto podkresli¢, ze zmutowana aktywna
forma aG 2 (R179C) zostata wykryta w guzach jajnika
i kory nadnerczy u ludzi [30]. Podobnie zmutowang
podjednostke ocGz stwierdzono réwniez w guzach
przysadki i tarczycy u ludzi [64], Jest zatem mozliwe,
ze mutacje podjednostek a biatek G, w tym rdéwniez
ocGz, moga wigza¢ sie z procesem karcynogenezy
u ludzi [65].

IV. Podsumowanie

Wsrod biatek G opornych na PTX, tylko dla
podrodziny biatek Gqdrogi sygnalizacji sg dotychczas
wzglednie dobrze poznane. Natomiast sygnalizacja np.
przez biatka G 12 ciggle pozostaje niejasna. Wskazuje
sie ostatnio na istnienie powigzania tej rodziny biatek
zrdznymi drogami regulujgcymi wzrost ir6znicowanie
komorki. Podkresla sie tez ich udziat w regulacji
wymiany Na+/H + i dziatanie na aktyne cytoszkieletu.
Udziat biatek Gz w sygnalizacji komo6rkowej nadal
pozostaje w sferze dyskusji. Warto podkresli¢, ze
mutacyjnie zaktywowane podjednostki aGzpodobnie
jak iaG,2czy ocG,3moga powodowac zmiany w feno-
typie niektorych komérek. Wiekszos¢ prac poswieco-
nych zagadkowemu biatku Gzwykazuje, ze moze ono
by¢ aktywowane przez pewng ilos¢ receptoréw, z kto-
rych wiekszo$é rowniez aktywuje inne biatka z rodziny
Gj, oraz, ze zaktywowana podjednostkg aGz moze
hamowacé przynajmniej dwa podtypy cyklazy adenyla-
nowej. Jako ze ccGz nie jest substratem dla PTX, oraz,
ze proces hamowania aktywnos$ci CA jest zasadniczo
in vivo iin situ wrazliwy na PTX, to pytanie: czy
funkcja biatka Gzpolega rzeczywiscie na hamowaniu
cyklazy adenylanowej pozostaje otwarte. Nalezy tu
wzigé pod uwage, ze zaréwno ocGz jak i ocG12 sa
substratami dla PKC, a wiec ich funkcja sygnalizacyj-
na moze by¢ blisko zwigzana z sygnalizacjg biatek Gqg.
Analiza drog sygnalizacji biatek z rodziny Gzi G 12
niewrazliwych na PTX w tkankach, sugeruje, ze r6zne
receptory, kanaty jonowe jak rowniez PLC sg potenc-
jalnymi sktadnikami tego uktadu sygnalizacyjnego.

Artykut otrzymano 29 wrze$nia 1997 r.
Zaakceptowano do druku 12 kwietnia 1998 r.
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Od Redakcji

Uwaga P. T. Czytelnicy

Z przyjemnoscig zawiadamiamy o ukazaniu sie interesujgcej ksigzki:

Red. naukowy Jerzy Bal

Badanie molekularne i cytogenetyczne w medycynie. Elementy genetyki klinicznej
wyd. 1, 16,5x23,5 cm, s. 272

cena katalogowa 33 zt

Ksigzka przedstawia zastosowania i interpretacje badan diagnostycznych z zakresu cytogenetyki i analizy
kwasow nukleinowych w medycynie. W czesci ogélnej oméwione zostaly podstawy molekularne genetyki,
zasady dziedziczenia oraz stosowane metody badawcze. W dalszej cze$ci przedstawiono wspoiczesne
mozliwosci wykorzystywania tych metod w diagnostyce choréb genetycznie uwarunkowanych, nowo-
tworéw, choréb infekcyjnych oraz w medycynie sgadowej. Autorzy posSwiecili tez miejsce omoéwieniu
najnowszych osiggnie¢ badan nad genomem cztowieka, znaczeniem ich dla medycyny, atakze wspotczesnym
mozliwodciom leczenia i profilaktyki choréb genetycznych. Przedstawiono tez problemy etyczno-moralne
towarzyszace rozwojowi badan genetycznych oraz regulacje prawne obowigzujagce w tej dziedzinie.

Ksigzke mozna zamawia¢ w wydawnictwie Springer PWN, 00-251 Warszawa, ul. Miodowa 10,
tel. (022) 828 94 63, fax (022) 821 32-56.

Recenzje ksigzek:

Sarah Benyon, "METABOLISM AND NUTRITION"
Faculty advisor Marek Dominiczak

Series editor Daniel Horton-Szar

Mosby, London, Philadelphia, St. Louis, Sydney, Tokyo,
Copyright Mosby International Ltd. 1998.

244 pages

ISBN 07234 29901

Ksigzka jest jedng z kolejnych pozycji oryginalnej serii ,,Mosby's Crash Course" wydawanej przez
wydawnictwo Mosby pod redakcjag Daniela Horton-Szar. Jest to rodzaj ,bryku” czy tez raczej doskonale
sporzadzonych i opracowanych studenckich notatek (Sarah Benyon z United Medical and Dental Scholls of
Guy's and St Thomas's Hospitals, UMDS, London), jednakze pod kontrolg merytoryczng doswiadczonego
nauczyciela akademickiego w osobie dr Marka Dominiczaka z Uniwersytetu w Glasgow (Faculty Adviser).

Ta zwiezta, liczagca zaledwie 230 stron ksigzka jest bardzo dobrym przyktadem integracji medycznego
nauczania przedklinicznego iklinicznego. Podkresla ona bardzo wyraziscie kliniczne implikacje biochemii i na
pewno wskaze i utatwi studentom przyswojenie szczego6lnie tych aspektow biochemii, ktére maja najwieksze
znaczenie dla dalszego nauczania klinicznego. Cato$¢ ujeta jest w cztery czesci.

Czesc¢ |, liczaca 147 stron, zatytutowana ,Processes of Metabolism and Nutrition" zaznajamia czytelnika
z podstawami metabolizmu jako catosci, gtownymi szlakami metabolicznymi i ich regulacjg. Ostatni
z rozdziatbw poswiecony odzywianiu omawia bilans energetyczny organizmu cztowieka i role odzywcza
biatek, witamin i sktadnikdw mineralnych naszej diety.

Czes¢ Il, ,Clinical Assessment" liczgca 29 stron, omawia systematycznie badanie kliniczne pacjenta ze
zwroceniem specjalnej uwagi na objawy mogace wskazywac¢ na istnienie zaburzeh metabolicznych.
Omowione jest zebranie wywiadu i badanie fizykalne w tym takze ocena stanu odzywiania pacjenta; objawy
wystepujace w réznych chorobach metabolicznych sg analizowane pod katem diagnostyki réznicowej.
W kolejnym rozdziale omowione sg wyniki podstawowych badan laboratoryjnych i obrazowych.

W czesci lll, ,Basic Pathology" na 37 stronach omodéwiono najczesciej spotykane w praktyce klinicznej
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zaburzenia metaboliczne takie jak cukrzyca i inne zaburzenia metabolizmu weglowodandéw oraz zaburzenia
gospodarki lipidowej. Dalej omawiane sg zaburzenia w przemianach aminokwasow, puryn i pirymidyn oraz
hemu. Odrebny rozdziat poswiecony jest stanom chorobowym bedacym nastepstwem nieprawidtowego
odzywiania w zakresie biatek, witamin i substancji mineralnych.

Czesc IV, ,Self-assessment” na 12 stronach zawiera 50 wielowyborowych pytan testowych zodpowiedziami;
20 pytan nadajgcych sie do wykorzystania na egzaminie ustnym i 10 pytan problemowych przeznaczonych do
opracowania pisemnego lub takze do egzaminu ustnego. Pozwala to studentowi dokonaé¢ samodzielnie oceny
swoich wiadomosci i stanowi dodatkowy materiat do ostatniej powtdrki przed prawdziwym egzaminem.

Bardzo istotnym walorem ksigzki jest jej szata graficzna znakomicie utatwiajgca szybki dostep do po-
szukiwanych informacji i zapamietywanie tego co jest najwazniejsze. Poza biato-czarnym drukiem ksigzka
operuje w réznym natezeniu jedynie kolorem fioletowym. Liczne i bardzo czytelnie skonstruowane rysunki
i schematy utatwiajg zrozumienie i pozwalajg na ograniczenie tekstu do absolutnie niezbednego minimum.
Wiele zagadnien przedstawionych jest skrotowo i poréwnawczo w formie tabelarycznej. W kazdym rozdziale
czytelnik znajdzie specjalnie graficznie wyréznione pola z pytaniami sprawdzajacymi zrozumienie czytanego
tekstu (ang. Check Boxes) i stwierdzenia skierowujace uwage na przyswojenie podstawowych koncepcji
i zagadnien (ang. Hints and Tips Boxes). Indeks haset umozliwia bardzo szybki dostep do poszukiwanej
informacji.

Ksigzka przeznaczona jest w pierwszym rzedzie dla studentow medycyny przygotowujgcych sie do egzaminu
z biochemii, atakze z interny. Jej szczegdélng zaletg jest pokazanie studentom, ze podstawowa biochemia nie
jest nauka teoretyczng ale mocno osadzong w praktyce klinicznej. Na pewno nie powinna by¢ traktowana jako
podstawowy podrecznik do nauki ale niewatpliwie moze bardzo utatwi¢ zrozumienie wyktadow, wytowienie
tego co najwazniejsze iwreszcie pozwoli na szybkg powtdrke obszernego materiatu przed egzaminem. Jestem
przekonany, ze takze wyktadowcom dostarczy cennych wskazowek jak mozna zainteresowaé biochemig
przysztych lekarzy i jak bardzo zwiezle i syntetycznie przedstawi¢ metabolizm czlowieka w integracji
z odzywianiem. Jezeli ukaze sie niebawem tlumaczenie tej ksigzki na jezyk polski to nie watpie, ze znajdzie
wielu nabywcow i stanie sie sukcesem wydawniczym.
Prof, dr hab. med. Wiestaw Makarewicz
Katedra i Zaktad Biochemii
Akademii Medycznej w Gdansku

Bardzo potrzebna i bardzo udana...

.Badania molekularne i cytogenetyczne w medycynie. Elementy genetyki klinicznej” .
Pod redakcja Jerzego Bala. Wyd. Springer PWN, Warszawa 1998, Wyd. I. ISBN 83-866376-12-9

W tytule recenzji mowa jest o ksigzce. Jest ona niewielka, a napisato jg wielu autorow. Jezeli chce sie,
aniewatpliwie taki byt zamiar Redaktora catosci Jerzego Bala, dostarczy¢ potrzebujacym zwieztego tekstu, na
wysokim poziomie, traktujgcego o wielu stronach problemu zasygnalizowanego w tytule - trzeba zaprosi¢ do
wspoétpracy wybitnych specjalistow, bo tylko oni wiedzg jak przedstawi¢ trudne, czesto kontrowersyjne,
zagadnienia w najistotniejszych ich aspektach. Prosze wyobrazi¢ sobie rozdziat ,Podstawy genetyki
molekularnej" (J. Bal, J. A. Siedlecki) zajmujgcy zaledwie 14 stron: znaleziono tu miejsce dla schematow,
rysunkéw itabeli, nie uzyto zbednych stéw. Kazdy kto pisatteksty o ograniczonej objetosci, wie jak trudno jest
taki stan osiagnac.

Kolejne rozdzialy biegng zgodnie z logika tytutu - nastepny traktuje o centralnym problemie genomiki,
czyli o ,Genomie cztowieka” (J. Bal, E Bocian) na podstawie najnowszych danych o sekwencjonowaniu
genomu czlowieka, przedstawionych na tle osiggnie¢ genomiki w badaniu mniejszych genomow. To jest ten
rozdzial, ktéry trzeba bedzie pisa¢ od nowa przy kazdym nowym wydaniu ksigzki, czego Autorom
i Redaktorowi zycze.

Rozdzialy ,Zmiennos¢ idziedzicznos$¢” (J. Bal, E Bocian) i ,Zasady dziedziczenia" (J. Bal, T. Mazurczak),
mimo ogo6lnie brzmigcych tytutdw traktujg o sygnalizowanych zjawiskach wychodzac z przyktadéw z zakresu
genetyki cztowieka, i ludzkich chordb dziedzicznych. Fotografie uzupetniaja spotykany juz wczes$niej typ
ilustraciji.

| tyle wprowadzenia w temat. Teraz nastepuje opis wspoétczesnie dostepnych ,Metod badania kwasow
nukleinowych” (J. Bal), umozliwiajgcych badania ludzkiego genomu, witacznie z sekwencjonowaniem
gendw, a takze mapowaniem i identyfikacjg genéw, ktére musza poprzedzi¢ poznanie sekwencji. Zgodnie
z tytutem, czytelnik zostaje nastepnie zapoznany z najwazniejszymi ,Metodami badan cytogenetycznych" (E.
Bocian, J. Limon), w tym z technikami analizy, po poznaniu kariotypu, poszczegélnych chromosomaéw.
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Zestaw opisanych metod pozwala na cytologiczna i/lub molekularng charakterystyke choréb dziedzicznych,
0 ktorych traktuje kolejny rozdziat. ,Choroby dziedziczne” (J. Bal, E Bocian, S. L. Chojnowska, T. Mazurczak)
omawiajacy wczesniej sygnalizowane przypadki w sposéb systematyczny. Wielkg zaletg tego rozdzialu jest
zaproszenie jako autorow badaczy, ktérzy w codziennej pracy omawiane choroby diagnozujg i charakteryzuja
od strony genotypu fenotypu. Dlatego tez rozdziat ilustruja wyniki wtasnych badan autoréw, co czyni go
wiarygodnym i osobistym. Ta cecha wydaje mi sie szczegdllnie wazna dla potencjalnych czytelnikéw
z polskiego s$rodowiska lekarskiego - dokumentuje bowiem nasze mozliwosci w zakresie diagnostyki
cytologicznej i molekularnej.

Teraz nastepuje stosunkowo, jak na te ksigzke, dtugi rozdziat, ,Choroby nowotworowe" (J. Limon. J. A.
Siedlecki), ale tez traktuje o bardzo trudnym problemie, o ktérym jeden z autoréw (J. A. S.) jeszcze kilka lat
temu powiedziat mi prywatnie, ze jest niezwykle trudno, wrecz niemozliwe, opisa¢ go odpowiedzialnie
z pozycji molekularnych, nie méwigc juz o stwarzaniu nadziei pacjentom i onkologom na proste i szybkie
rozwigzania terapeutyczne. Sytuacja ulegta czesSciowej poprawie, zwiekszyta sie bowiem od tamtej naszej
rozmowy liczba wyjasnionych pytan, dotykajacych zjawisk trudnych do interpretacji. Bogatsze jest dzi$ nasze
rozumienie proceséw zycia i Smierci poszczegélnych komérek, proceséw lezagcych u podstaw autonomicz-
nego istnienia nowotworu w organizmie (angiogeneza, przerzuty). Rozwinela sie szczeg6towa diagnostyka
molekularna wielu choréb nowotworowych - od czego$ w racjonalnym projektowaniu terapii trzeba zacza¢.
1w omawianej ksigzce autorzy przystapili do okreslania perspektyw ,Prognozowania i leczenia choréb
genetycznie uwarunkowanych" (J. Bal, J. A. Siedlecki) - tekst ten nie bez przyczyny nalezy do najkrétszych
w catlej ksigzce, nie buduje nadmiernych nadziei i ztudzen. Somatyczna terapia genowa wcigz jeszcze istnieje
bardziej w wyobrazni inzynieré6w genetycznych niz kierownikéw klinik i szpitali.

Ostatnie rozdziaty poswiecone s wybranym szczeg6towym problemom: ..Antygeny krwinek biatych
i ptytkowych" (E. Brojer), rozdziat wigzgcy sie z molekularnymi problemami transplantologii, ,Analiza DNA
w medycynie sgdowej" (P. Koziot), temat wazny i znany szerokiej publicznosci z informacji prasowych tu
uzyskuje naukowe wyttumaczenie i argumentacje. ,Diagnostyka chordb infekcyjnych i inwazyjnych" (N.
Pienigzek) napisana jest przez polskiego biologa molekularnego pracujacego od wielu latw Centrum Kontroli
Chorob w Atlancie (USA). Piszaca te stowa miata okazje stuchania Swietnych wyktadéw Normana Pienigzka,
ktore uswiadomity, i mnie i pozostalym stuchaczom jak odpowiedzialng prace wykonujg badacze w laborato-
rium przez niego kierowanym, prace, od ktérej wynikéw prawie zawsze zalezy czyje$ zycie, co trudno
zrozumiec¢ ludziom po prostu analizujgcym ,jakis DNA".

Nie bytoby petnego wymiaru tej ksigzki, gdyby na koniec nie wypowiedziat sie prawnik: ,Prawo adylematy
wspotczesnej genetyki" (M. Safjan). Autor, zwigzany z polskimi i europejskimi agendami prawniczymi
najwyzszej rangi, nie raz wypowiadat sie otwarcie, iz genetyka jest zbyt wazng dziedzing dziatah naukowych,
aby mozna ja byto zostawi¢ samym tylko genetykom. Marek Safjan powtérzyt to stwierdzenie w kwietniu
1998 r., na prezentacji polskim mediom deklaracji UNESCO dotyczacej integralnosci ludzkiego genomu
(listopad 1997 r.). Najwazniejsza chyba konkluzja tej deklaracji gtosi, ze dobro i szacunek dla praw cztowieka
muszg by¢ stawiane wyzej, niz prawo do wolnos$ci badan naukowych.

Recenzowana ksigzka ukazata sie z wyprzedzeniem w stosunku do dziatan dydaktycznych w polskich
uczelniach medycznych. To bardzo rzadki przypadek, kiedy wydawnictwo w typie podrecznika wyprzedza
potrzeby wyktadowcow istudentow. To wyprzedzenie jestjednak dalece pozorne. Pisze o tym z niektamanym
bélem, poniewaz mam od 20 lat dydaktyczny kontakt z przysztymi lekarzami i widze, jak narasta
niezaspokojona potrzeba tych mtodych ludzi, ktérzy beda nas leczy¢ w przysztym stuleciu, na wiedze i praktyke
w zakresie medycyny molekularnej. Nie wiem jak diugo jeszcze polskie Akademie Medyczne moga sie
ttumaczy¢ brakiem funduszéw na nauczanie przysztych lekarzy wiedzy o ludzkich genach, genomie
i chorobach zwigzanych z patologiami tych gendéw.

Na razie PWN wydato dwie Swietne ksigzki: ,Genom ludzki" pod red. W. Krzyzosiaka (1997) i omawiane
.Molekularne badania..." pod redakcjg J. Bala. Przynajmniej myslacy student medycyny moze teraz siegng¢ do
tych potrzebnych ksigzek.

Prof. dr hab. Magdalena Fi/kus
Profesor w Instytucie Biologii Biochemii i Biofizyki, PAN
Przewodniczgca Komitetu Biochemiii Biofizyki PAN

Redakcja informuje P. T. Autorobw o mozliwosci zamieszczenia w artykutach barwnych rycin.
Jednakze wobec wysokich cen ich reprodukcji koszty wykonania ponoszag autorzy.
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INFORMACJE

Zarzad Giowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego i Redakcja ,Postepéw Biochemii” z przyjem-
noscig informuja, ze wkrétce ukaze sie dodatkowy, specjalny zeszyt naszego kwartalnika poswiecony osobie
i zyciu Jakuba Karola Parnasa, profesora Chemii Lekarskiej w Uniwersytecie Jana Kazimierza we Lwowie
w latach 1920-1941 - patrona dorocznej nagrody naszego Towarzystwa za najlepsze prace doswiadczalne,

wykonane w kraju.

Zeszyt obejmuje materialy biograficzne przedstawione podczas pierwszej Konferencji Parnasowskiej we
Lwowie w 1996 roku oraz liczne wspomnienia irelacje dawnych studentéw Profesora, uczniow iasystentow,
przedstawiajace Jego osobowos$¢ i losy w latach 1941 -1949, a takze nadzieje, ze Uniwersytet Jagiellonski

bedzie mégt powotaé Go na Katedre Biochemii.

W zeszycie znajdg sie tez odnosne dokumenty oraz fotografie Profesora z r6znych okreséw Jego zycia.

Przewidujemy, ze prenumeratorzy ,Postepédw Biochemii” z roku 1997 otrzymajg zeszyt specjalny w je-

sieni br.

Innych zainteresowanych prosimy o kontakt.

BioCentrum Krakow Instytutu Biologii DosSwiadczalnej
Uniwersytetu Jagiellonskiego informuje:

Wychodzac naprzeciw potrzebom krajowego srodowiska naukowego oraz biorac pod uwage koniecznos¢
petniejszego wykorzystania posiadanej nowoczesnej aparatury badawczej Uniwersytet Jagiellonski utworzyt:
Biocentrum-Krakéw. Formacja ta skupia obecnie sze$¢ laboratori6ow badawczych (Chemii Biatek, Wysoko-
rozdzielczej Spektrometrii Masowej, Biochemii Kwasow Nukleinowych, Cytometrii Przeptywowej i Mikro-
skopii Konfokalnej), ktére wyposazone w najnowoczes$niejszg aparature podjety sie petni¢ funkcje ustugowe
oraz szeroko pojete doradztwo metodyczno-naukowe w zakresie nauk biomolekularnych obejmujgcych
biochemie, biologie i chemie strukturalna, biologie komaorki i genetyke molekularna.

Uniwersytet JagiellofAski
Instytut Biologii Molekularnej
BioCentrum Krakow

31-120 Krakow

AL Mickiewicza 3

Fax: (012) 633-69-07
e-mail: dubin @ mol. uj.edu.p!
Doc. dr hab. Adam Dubin
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imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PBK S.A. XI11/0 Warszawa

11101053-1225-2720-3-30
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BIOCHEMII rok 1998
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Wskazowki
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii" publikuje prace przeglagdowe oma-
wiajgce biezace osiggniecia, koncepcje i kierunki badawcze
w dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty
z historii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemi-
cznego, recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze
zjazdow, konferencji i szkdt, w ktorych biorg udziat cztonkowie
Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Biochemii"
moga mie¢ charakter artykutdw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac pi$miennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron
tekstu), oraz krétkich not o najnowszych osiggnigciach i po-
gladach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykulu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i Scistos¢ poda-
wanych informacji oraz poprawnos$¢ cytowania piSmiennictwa.
Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienie
zilustrowane za pomoca tabel, rycin, (wykresy, schematy, reak-
cje), wzordéw i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutow monograficznych na rozdziaty
i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuty tworza spis tresci. Zgod-
nie z przyjeta konwencja rozdzialy nosza cyfry rzymskie, podroz-
dzialy odpowiednio rzymskie i arabskie np. 1-1, I-2. Poprawnos$¢
logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznacznos$¢
i czytelno$¢. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej,
gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie
tworzonych skrétéw, nawet jezeli bywajg uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac podlega
ocenie specjalistbw i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja
zastrzega sobie mozliwo$¢ skrécenia tekstu i wprowadzenie
zmian nie wptywajgcych na tres¢ pracy, deklaruje tez gotowos¢
konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rbwnoznaczne z o$wiad-
czeniem, ze nadestana praca nie byla i nie bedzie publikowana
w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach
Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ja) wtaczy¢
do swego artykutu ilustracje publikowane przez autoréw prac
cytowanych, nalezy uzyskac i przekaza¢ nam odpowiednig zgode
na przedruk.

Redakcja prosi Autorow o przestrzeganie nastepujgcych
wskazowek szczegétowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie

czcionkg wielkosci standartowej, z podwdjng interlinia, z lewym
marginesem ok. 4 cm.
W tekscie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkreslen, ani roz-
strzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charakteru czcion-
ki drukarskiej mogg Autorzy zaznaczy¢ otdwkiem na marginesach
maszynopisu. W przypadku stosowania w tek$cie liter alfabetu
greckiego trzeba na marginesie wpisa¢ otdwkiem ich fonetyczne
brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana, za-
wiera imiona i nazwisko (a) autora (6w), nazwy, adresy wraz
z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polskim i angielskim),
w ktérych pracujg autorzy, adres do korespondenciji, nr telefonu

i ewentualnie fax, adresy prywatne autoréw, tytut artykutu
w jezyku polskim i angielskim oraz — w prawym dolnym rogu
— liczbe tabel, rycin, wzorow i fotografii oraz skrot tytutu pracy
(do 25 znakéw).

Strona 1 (tytutow a zawiera imiona i nazwiska autoréw, tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci tez
w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z autoréw i ich miejsce
pracy z adresem pocztowym oraz wykaz stosowanych skrétéw.
Kolejno numerowane dalsze strony obejmuja tekst pracy,
piSmiennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzoréw
i fotografii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pismiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza sie je liczbami
porzagdkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3,7,9—26].
Odnosniki bibliograficzne winny mie¢ nowg uproszczong forme.
Sposo6b cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdzialéw
z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatéw z toméw serii opraco-
wanej przez tych samych redaktorow (4), rozdziatow z tomoéw
serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazuja
ponizej podane przykiady:

1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Biophys
Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chromo-
some, Elsevier, North-Holand, Amsterdam

3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg GF,
Von VB (red) Handbook on the Toxicology of Metals.
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 541-553

4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red)
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, North-Hol-
land Amsterdam, str. 1-77

5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red) Research
Monographs in Cell and Tissue Physiology, t 7. Elsevier,
North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukcji. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wykonane na
papierze matowym. Po porozumieniu z Redakcjg mozna propo-
nowac reprodukcje fotografii barwnych. Pozostate ryciny nalezy
wykona¢ tuszem na bialym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksz$ od przysziej
reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzgce do opisu rysunku
powinny mie¢ wysokos$¢ nie mniejszg niz 5 mm. Na rysunkach nie
nalezy umieszczac opisow stownych, lecz postugiwac sie skroéta-
mi. Osie wykreséw winny by¢ opatrzone napisem tatwo zro-
zumialym. Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje
wydawca. llustracji nie nalezy wigczac¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele iryciny noszg cyfry arabskie,
wzory za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otébwkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryciny czy
wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny by¢ opat-
rzone jednoznacznym tytutem i ewentualnie takze niezbednymi
objasnieniami. Stowne objasnienia znakéw graficznych mozna
umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe za$ jedynie na
planszy ryciny. Tytuty i objasnienia rycin sporzadza sie w postaci
oddzielnego wykazu. llustracje nalezy podpisa¢ nazwiskiem
pierwszego z autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy oraz
oznaczy¢ ,go6ra-dét" (otéwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na
wewnetrzng spoistos¢ artykutu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych
z piSmiennictwa.

Maszynopis i zalgczniki (w dwu egzemplarzach), wtasciwie
zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie transportu, nalezy
przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3,

02-093 Warszawa
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