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Polskie Towarzystwo Technologéw Zywnosci Oddziat Lubelski
Akademia Rolnicza w Lublinie
Agencja Techniki i Technologii w Warszawie

W czasie trwania interdyscyplinarnej konferencji naukowej, dotyczacej Nutraceutykéw w dniach 31.01 do
01.02.2002 bedg zorganizowane TARGI TECHNOLOGII I INNOWACJI. Na targach prezentowane bedg
sposoby praktycznego wykorzystania substancji i zwigzkéw chemicznych, zawartych w surowych rosélinach,
ktoérych pozytywne oddziatywanie na przemiany biochemiczne w organizmie cztowieka i zwierzat udowodnio-
no naukowo i potwierdzono w praktyce.

Problematyka targéw bedzie obejmowata:

— technologie wytwarzania zywnosci funkcjonalnej i dodatkéw do zywnosci, zawierajacych substancje ak-
tywne biologicznie,

— innowacyjne produkty, zawierajagce w swym skladzie substancje aktywne biologicznie, mozliwe do zastoso-
wania w przemysle farmaceutycznym, kosmetycznym, w preparatach ochrony roslin lub nadajace sie do
dalszego przetwarzania,

— licencje i patenty obejmujace prawa autorskie,

— prezentacje wynikoéw badan rokujgcych mozliwo$¢ szybkiego wykorzystania w praktyce.

Targi skierowane sg do:

— wiascicieli matych i $rednich przedsiebiorstw i kadry kierowniczej przemystu spozywczego,

— absolwentéw Szkot Wyzszych posiadajgcych wiedze z zakresu chemii organicznej, biochemii, biotechnolo-
gii, biofizyki, genetyki, rolnictwa, ogrodnictwa, lesnictwa, zielarstwa, gastronomii,

— asystentow i adiunktoéw wyzszych uczelni, pragngcych potgczyé prace naukowg z wytwarzaniem najnow-
szej generacji produktow.

ORGANIZATORZY TARGOW TECHNOLOGII | INNOWACIJI ZAPEWNIAJA:

— mozliwos$¢ zawarcia umowy na rozpoczecie wytwarzania innowacyjnego wyrobu obejmujacej finansowa-
nie lub dofinansowanie inwestycji z wykorzystaniem funduszy instytucji krajowych i zagranicznych, na
bardzo korzystnych warunkach,

— uzyskanie bezptatnej pomocy eksperta i pilotowanie rozpoczecia produkcji do czasu wejscia firmy na rynek
i uzyskanie konkurencyjnej pozycji.

Udziat w targach wymaga wczesniejszego zgtoszenia, umozliwiajagcego otrzymanie katalogu proponowa-
nych praktycznych rozwigzan. Kolejno$¢ zgtoszenia bedzie decydowata o kolejnosci zawierania umowy na
wykorzystanie okreSlonego rozwigzania prezentowanego na targach. Okreslone opracowanie praktyczne be-
dzie udostepniane tylko jednemu uczestnikowi.

Zgtoszenia prosze kierowac na adres: ekstrakt@faunus.ar.lublin.pl
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ARTYKULY

Leptyna — hormon o wielu funkcjach

Leptin — a multifunctional hormone

ANNANOGALSKA1 JULIAN SWIERCZYNSKI2

Spis tresci:

. Wstep
Il. Biosynteza i molekularny mechanizm dziatania leptyny
I11. Leptyna a homeostaza przemian energetycznych

I11-1. Wptyw na pobieranie pokarmu

111-2. Wptyw na wydatkowanie energii

111-3.Regulacja metabolizmu lipidéw

I11-4. Leptyna i insulina a metabolizm weglowodanéw
IV. Leptyna a dojrzewanie ptciowe i rozmnazanie
V. Inne funkcje leptyny

Wykaz stosowanych skrétow: CART — transkrypt regulowa-
ny przez kokaine i amfetamine (ang. cocaine- and, amphetami-
ne-regulated transcript); CRH — hormon uwalniajacy kortyko-
tropineg (ang. corticotrophin releasing hormone)’, DGK — kina-
za diacyloglicerolowa; ERK — kinaza regulowana przez sy-
gnaty zewnatrzkomaérkowe (ang. extracellular-signal-regulated
kinase); Fao — linia zroznicowanych komorek hepatoma;
GLP-1 — glukagono-podobny peptyd 1 (ang. glucagon-like
peptide -1); IRS — substrat kinazy tyrozynowej receptora insu-
liny (ang. insulin receptor substrate); JAK — Kinaza tyrozyno-
wa Janusa (ang. Janus protein kinase); K+AIP— kanaty potaso-
we regulowane przez ATP; komérki 3T3-L1 — preadipocyty;
komorki C2ZC12 — komorki wiokien miesniowych; MCH —
(ang. melanin concentrating hormone)', a-M SH — melanotropi-
na (ang. melanocyte stimulating hormone)’, NPY — neuropep-
tyd Y; NT — neurotensyna; Ob-R — receptor leptyny; PIAS 3
— biatkowy inhibitor aktywnych STAT (ang. proteinJnhibitor
activated STAT)', PKB — kinaza biatek B; POMC — proopio-
melanokortyna; PPAR-a — receptor aktywowany przez prolife-
rator peroksysomow (ang. peroxisome proliferator activated
receptor-a); SH2 — domena homologii z kinazami Src 2;
SOCS-3-supresor sygnalizacji cytokinowej 3 (ang. supressor of
cytokine signaling); STAT — czynniki transkrypcyjne aktywo-
wane w wyniku fosforylacji przez kinazy JAK (ang. signal
transducer and activator oftranscription); T3— trijodotyroni-

‘Magr, 2orof. dr hab., Katedra i Zaktad Biochemii, Akademia Me-
dyczna w Gdansku, ul. Debinki 1, 80-211 Gdansk,
tel. (0-58) 349-14-63
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. Introduction
I1. Biosynthesis and molecular mechanism of leptin action
I11. Leptin and energy homeostasis
I11-1. Effect on food intake
I111-2. Effect on energy expenditure
111-3. Regulation of lipids metabolism
I11-4. Leptin and insulin effects on carbohydrates meta-
bolism
IV. Leptin and sexual maturation and reproduction
V. Other functions of leptin

na; T4— tyroksyna; TRH — hormon uwalniajacy tyreotropine;
TSH — tyreotropina; UCP-1 — biatko rozprzegajace oksyda-
cyjng fosforylacje 1 (ang. uncoupling protein-1); UCP-2 —
biatko rozprzegajace oksydacyjng fosforylacje 2 (ang.
uncoupling protein-2);

l. Wstep

W 1994 roku po raz pierwszy zostal odkryty w
tkance ttuszczowej myszy i sklonowany gen otytosci
(gen ob) [1]. Nastepnie znaleziono go réwniez w
tkance ttuszczowej innych ssakéw, oraz zidentyfiko-
wano syntetyzowane na matrycy tego genu biatko
[2-4]. Wydawato sie wéwczas, ze odkrycie to bedzie
uwienczeniem poszukiwan genetycznej przyczyny
otytosci. Entuzjazm wywotany odkryciem genu ob
byt tym wiekszy, ze tkanka tluszczowa, uwazana
przez dtugi czas jedynie za magazyn energii zapaso-
wej, okazata sie petni¢ takze funkcje wydzielnicza,
»informujac” osrodkowy uktad nerwowy o wtasnych
zasobach energetycznych, wptywajac w ten sposdb
na apetyt oraz aktywno$¢ organizmu.

Kilka lat intensywnych badan nad leptyng — pro-
duktem genu ob, przyniosto wiele nowych, zaska-
kujacych informacji o tym biatku, narzadach, na kt6-
re wptywa oraz molekularnych mechanizmach jego
dziatania. Okazato sie, ze leptynajest nie tylko ,,hor-
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monem sytosci” regulujagcym taknienie, lecz wptywa
na wiele innych procesow fizjologicznych. Odgrywa
miedzy innymi role czynnika stymulujgcego dojrze-
wanie piciowe organizmu [5, 6], hematopoeze [7],
angiogeneze [8], wptywa na metabolizm glukozy
[9], lipogeneze [10], lipolize [11, 12], termogeneze
[13], kosciotworzenie [14] oraz funkcje makrofagow
[15] i limfocytéw T [16].

Il. Biosynteza i molekularny mechanizm
dziatania leptyny

Leptyna kodowana jest przez gen ob potozony u
myszy w chromosomie 6, au cztowieka w 7 [1, 17].
Gen ten zbudowany jest z 650 tysiecy par zasad i za-
wiera 3 eksony oddzielone dwoma intronami. Rejon
kodujacy zawarty jest w eksonach 2 i 3 [17]. W obre-
bie promotorowym genu ob znaleziono kilka sek-
wencji regulujacych jego ekspresje, miedzy innymi:
element odpowiedzi na cAMP, na glukokortykoidy,
na sterole, a takze miejsce wigzania czynnika tran-
skrypcyjnego SP-1 [17]. Ekspresja genu ob zachodzi
gtownie w komorkach zotej tkanki tluszczowej (u
gryzoni zwanej biatg tkankg ttuszczowa, ang. white
adipose tissue) ajej intensywnos$¢ zalezy od lokali-
zacji tkanki w organizmie. U szczura najnizszg eks-

Tabela 1

Czynniki wptywajace na synteze i wydzielanie leptyny.

presje tego genu obserwowano w tkance tluszczowej
podskornej, a najwyzszg w adipocytach z okolic
najadrzy [4, 18]. Wielkos¢ komorek ttuszczowych
takze wptywa na biosynteze leptyny. Duze adipocyty
tego samego osobnika syntetyzujg wieksze ilosci
tego hormonu niz mate komorki [17]. Biosynteze
leptyny stwierdzono takze w: brunatnej tkance
thuszczowej [9], komorkach nabtonkowych zotgdka
[19] i gruczotu piersiowego [17], mieSniach szkiele-
towych [20], m6zgu [21], komédrkach gwiazdzistych
watroby [22] oraz tozysku i niektdrych tkankach
ptodu [9]. Na synteze i sekrecje tego biatka ma
wptyw wiele réznych czynnikéw [9, 17, 23-42]. Naj-
wazniejsze z nich przedstawiono w Tabeli 1
Leptyna jest biatkiem o masie czasteczkowej
okoto 16 kDa [25] zaliczanym do rodziny helikal-
nych cytokin klasy | [43]. Homologia sekwencji ami-
nokwasowej leptyny cztowieka i myszy wynosi po-
nad 80% [1], a leptyny innych ssakow okoto 67%
[44]. Leptyna syntetyzowana jako propeptyd, po od-
cieciu 21 aminokwasowej sekwencji sygnatowej
[25], wydzielanajest do krwi, gdzie moze wigzac sie
specyficznie z biatkami — gtéwnie z rozpuszczalng
formareceptora leptyny [45, 46]. Ta forma receptora
leptyny jest prawdopodobnie waznym czynnikiem
modulujagcym catkowite stezenie leptyny we krwi

czynniki stymulujace hamujace
hormonalne insulina adrenalina i noradrenalina
glukokortykoidy agonisty adrenoreceptora p3
estrogeny testosteron
prolaktyna melatonina
MCH hormon uwalniajacy tyroetropine
hormon wzrostu
cytokiny czynnik martwicy nowotworu a (myszy in vitro i czynnik martwicy nowotworu a (ludzkie adipo-

in vivo)
interleukina ip

dietetyczne dieta bogata w weglowodany

leki

fizyczne

inne adenozyna
kwasy eikozapentanoidowe
prostaglandyna E2
ostra infekcja i stany zapalne

cyty)

dieta bogata w ttuszcze
gtodzenie

Izoproterenol
Diazoksyd*(hyperstat)
Troglitazon**

ekspozycja zwierzat na zimno
¢wiczenia fizyczne

cAMP

kofeina + kamityna + cholina
wolne kwasy tluszczowe
etanol

*zwigzek tiazydowy o dziataniu hipotensyjnym, hamuje wydzielanie insuliny przez komérki B wysp trzustki, zwigeksza uwalnianie amin ka-

techolowych. **lek przeciwcukrzycowy, aktywator PPARy.
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[47]. Stosunek leptyny zwigzanej z biatkami do nie-
zwigzanej we krwi jest wyzszy u ludzi szczuptych
niz otytych [45]. Przypuszcza sie réwniez, ze wolna i
zwigzana z receptorem (rozpuszczalng jego forma)
leptyna petni odmienne funkcje. Wolna leptyna se-
lektywnie kontroluje mase tkanki ttuszczowej, pod-
czas gdy zwigzana z rozpuszczalng forma receptora
reguluje wydatkowanie energii [48]. Pewna pula lep-
tyny wystepuje w postaci zwigzanej w tkankach (w
tkankowych miejscach wigzgcych), co zapewnia
utrzymywanie podstawowego stezenia tego hormo-
nu we krwi [17]. W tkance tluszczowej szczura wy-
kazano istnienie duzych kompartmentéw btonowych
zawierajgcych leptyne [49]. Wydzielanie jej do
krwiobiegu ma charakter pulsacyjny. U ludzi wyka-
zuje wahania dobowe — maksymalne wydzielanie
obserwuje sie w godzinach nocnych [24, 25]. U
zwierzat najwyzsze stezenie leptyny we krwi stwier-
dzono po karmieniu [4, 50]. Czas potrwania leptyny
w krwiobiegu wynosi okoto 25 minut [51]. W degra-
dacji tego hormonu biorg udziat gtownie nerki, ale
takze, chociaz w znacznie mniejszym stopniu i inne
narzagdy — np. watroba [51].

Leptyna wraz z krwig dociera do narzgdéw doce-
lowych, gdzie wiaze sie ze swoistymi receptorami
znajdujacymi sie na powierzchni komérek. Obec-
nos¢ receptoréw leptyny wykazano w podwzgorzu i
splocie naczynidwkowym — rejonach moézgu zaan-

e

Ob-Rb

blona Cm %\ (?(\W
KABEBEESS
o@

komérkowa) 1/ |§ |5
Loy

cytosol

P ¥

$nych, komérkach uktadu krwiotwérczego i na po-
wierzchni makrofagow [7, 15, 27, 46]. Obecnos¢ re-
ceptorow leptyny w innych, niz mobzgowie
narzgdach/tkankach $wiadczy o tym, Zze leptyna
moze wywotywaé efekty plejotropowe nie tylko na/i
poprzez uktad nerwowy, ale tez bezposrednio na po-
ziomie narzadow.

Receptor leptyny nalezy do rodziny receptoréw
cytokin klasy | [46]. Wyrdznia sie kilka izoform tego
receptora powstajagcych w wyniku alternatywnego
sktadania transkryptu genu kodujgcego receptor lep-
tyny. Najwazniejsze z nich, to izoforma dtuga
(Ob-Rb, Ob-RL) w sktad ktérej wchodzi domena
zewnatrzkomorkowa, $rédbtonowa oraz zbudowana
z 303 reszt aminokwasowych domena wewnatrzko-
maérkowa, a takze forma krotka (Ob-Ra, Ob-Rs), kto-
rej domena wewngtrzkomoérkowa ztozona jest jedy-
nie z 34 aminokwasow [17, 46]. Ponadto istnieje tez
rozpuszczalna forma receptora leptyny (Ob-Re),
strukturalnie odpowiadajaca domenie zewnatrzko-
morkowej pozostatych izoform [46, 17, 53]. Mecha-
nizm przekazywania informacji, zainicjowany
zwigzaniem leptyny z receptorem, rézni sie w zale-
znosci od tkanki/narzadu oraz typu zlokalizowanego
tam receptora (Ryc. 1).

W podwzgorzu zwigzanie leptyny z zewnatrzko-
morkowa domeng formy dtugiej receptora powoduje
jego homodimeryzacje. Prowadzi to do aktywaciji,

u¥ “a

regulacja masy vl

tkanki tluszczowej regulacja masy ciata

regulacja faknienia

1 r 1 e
proliferacja komorek rozne efekty
w komérce

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy proponowane gtéwne drogi przekazywania sygnatu przez leptyne za posrednictwem formy dtugiej (Ob — Rb) oraz
krétkiej (Ob — Ra) receptora leptyny. Efekt dziatania zalezy od tkanki/narzadu. Szczeg6ty opisano w tekscie, skroty zgodne z podanymi w wy-

kazie.

gazowanych w kontrole taknienia i utrzymywanie
masy ciata. Wykryto je takze w tkance tluszczowej,
trzustce, watrobie, nerkach, weztach chtonnych, jeli-
cie, sercu, Sledzionie, ptucach, jajnikach, gruczole
prostaty, komorkach $rédbtonka naczyn krwiono-

202

wskutek transfosforylacji, zwigzanych z tym recep-
torem kinaz Janusa 2 (JAK-2) oraz fosforylacji reszt
tyrozynowych wewnatrzkomdrkowej domeny recep-
tora [46]. Ufosforylowana reszta Tyrll38 stanowi
miejsce przytgczania czynnikéw transkrypcyjnych
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STAT 3, ktére po ufosforylowaniu oddysocjowujg
od kompleksu receptor-JAK-STAT, dimeryzujg i
przemieszczajg sie do jadra komorkowego [46, 53].
Biatka STAT 3 sg syntetyzowane w tych samych
neuronach (neuronach jadra tukowatego podwzgo-
rza), w ktorych zachodzi synteza mRNA miedzy in-
nymi neuropeptydu Y i proopiomelanokortyny [17].
Wydaje sie wiec, ze leptyna reguluje transkrypcje
tych neuroprzekaznikéw za posrednictwem STAT 3.
Ponadto leptyna wptywa na ekspresje gendéw c-fos,
c-jun oraz socs-3, pozostajacych pod kontrolg czyn-
nikéw STAT 3 [17, 53]. Jakkolwiek z badan in vitro
wynika, ze leptyna moze aktywowac wiekszos$¢ zna-
nych czynnikow STAT [54], to wydaje sie, ze in vivo
gtéwne znaczenie ma fosforylacja STAT 3 [17]. Je-
dynie forma dtuga receptora leptyny zawiera wszyst-
kie motywy strukturalne niezbedne do stymulacji
szlaku JAK-STAT. Do ufosforylowanej reszty
Tyr%receptora leptyny moze przytgczaé sie i ulegaé
fosforylacji fosfataza tyrozynowa SHP-2 zawie-
rajgca dwie domeny SH [53]. Aktywnos$¢ fosfatazo-
wa tego biatka (aczkolwiek jej substraty pozostajg
niezidentyfikowane) jest niezbedna do aktywacji ki-
nazy ERK w podwzgorzu [55]. Prowadzi to do inicja-
cji zaleznej od tej kinazy transkrypcji genu czynnika
transkrypcyjnego Egr-1 oraz genu c-fos [53, 55].
Funkcjonuje tez alternatywna droga aktywacji kina-
zy ERK, nie wymagajgca fosforylacji receptora
Ob-Rb Fosfataza SHP-2 dziata w tym przypadku
jako biatko adaptorowe biatka Grb-2, ktdre inicjuje
droge Ras-Raf-MEK-ERK [53, 55]. Ten szlak row-
niez wymaga aktywnosci fosfatazowej SHP-2 i mo-
zliwe jest, ze ulega aktywacji za posrednictwem re-
ceptora Ob-Rs [55]. Wydaje sie, ze inicjowane
przytaczeniem leptyny do receptora drogi przekazy-
wania sygnatu z udziatem STAT-3 i SHP-2 dzialajg
niezaleznie od siebie [55].

W podwzgoérzu, z aktywng formg dtugq receptora
leptyny, taczy sie zwigzana z btong kinaza diacylo-
glicerolowa %(zeta) [56]. Po zwigzaniu z receptorem
nastepuje aktywacja tego enzymu. Przypuszcza sie,
ze kinaza ta jest ogniwem pos$rednim w systemie re-
gulowania masy tkanki ttuszczowej przez leptyne
[56].

Ponadto, za posrednictwem formy diugiej recep-
tora, leptyna rozpoczyna kaskade zdarzen pro-
wadzgcg do aktywacji kinazy MAP poprzez fosfory-
lacje JAK-2, a nastepnie substratu 1 kinazy tyrozy-
nowej receptora insuliny (IRS-1), z ktorym taczy sie
biatko Grb-2 [57]. Aktywacja ta moze odbywac sie
réwniez za posrednictwem formy krétkiej receptora
[57]. Fosforylacja JAK-2 poprzez zwigzanie leptyny
z forma krdtka receptora w komdérkach miesniowych
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C:2C12 oraz hepatocytach, prowadzi do fosforylacji
substratu 2 kinazy tyrozynowej receptora insuliny
(IRS-2) [58]. Ufosforylowany IRS-2 rozpoznawany
jest przez podjednostkep85 3 kinazy fosfatydyloino-
zytolu (P13K) [58]. Aktywacja tej kinazy przez lep-
tyne odpowiada za wiele r6znych efektow w komor-
ce. W hepatocytach PI3K aktywuje serynowo-treoni-
nowg kinaze Akt (PKB), ktora fosforyluje fosfodie-
steraze 3B [59]. Uruchomienie przez leptyne tej ka-
skady prowadzi do obnizenia, wczeéniej podwyzszo-
nego wskutek dziatania glukagonu, stezenia cCAMP
w tych komorkach [59]. Poprzez 3 kinaze fosfatydy-
loinozytolu, leptyna hamuje pompe Na+~K+ w ko-
morkach 3T3-L1 wzmacniajgc serynowg fosforyla-
cje podjednostki katalitycznej tego biatka [60]. Po-
dobny mechanizm moze leze¢ u podstaw regulacyj-
nego dziatania leptyny na cisnienie krwi [60]. Podej-
rzewa sie takze, iz leptyna poprzez PI3K wptywa na
aktywnos$¢ kanatéw potasowych regulowanych
przez ATP,jednak mechanizm dziatania niejestjesz-
cze poznany [61].

Pierwszym wewngtrzkomérkowym etapem sy-
gnalizacji przez insuline jest takze fosforylacja sub-
stratow 1i 2 kinazy tyrozynowej receptora insuliny i
w nastepstwie aktywacja 3 kinazy fosfatydyloinozy-
tolu. To sugeruje, ze aktywacja tej drogi przez lepty-
ne powoduje insulino-podobne dziatanie tego hor-
monu [58, 62]. W komoérkach Fao leptyna wzmaga
indukowang insuling asocjacje IRS-1 zpodjednostka
p85 PI3K, natomiast ostabia oddziatywanie tej kina-
zy z IRS-2 [62]. Mozliwe, ze wiasnie w ten sposob
leptyna moduluje sygnalizacje inicjowang przez in-
suline [62].

Odkryto tez szereg postreceptorowych czynnikéw
hamujgcych dziatanie leptyny. Potencjalnym mole-
kularnym posrednikiem opornosci na leptyne jest su-
presor sygnalizacji cytokinowej 3 [63]. Biatko to do-
meng SH2 przytagcza sie do aktywnych kinaz Janusa i
uniemozliwia fosforylacje STAT 3 [63], Poniewaz
leptyna stymuluje synteze tego czynnika wydaje sie,
ze jest on odpowiedzialny za jej autosupresyjne
dziatanie [55, 53]. Kolejnym czynnikiem ha-
mujacym dziatanie leptyny jest fosfataza SHP-2
[63]. Enzym ten defosforylujgc aktywny receptor
leptyny zapobiega indukcji gendw poprzez czynniki
STAT 3 [63]. SHP-2 moze by¢ takze posrednim pozy-
tywnym regulatorem sygnalizacji STAT, poniewaz
wigzac sie kompetycyjnie z receptorem leptyny unie-
mozliwia przytgczanie SOCS-3 [55]. Innym
zwiazkiem znoszacym dziatanie leptyny jest PIAS 3
(biatkowy inhibitor aktywnych STAT), ktéry unie-
mozliwia wigzanie aktywnych czynnikow STAT do
DNA [63].
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I11. Leptyna a homeostaza przemian
energetycznych

111-1. Wplyw na pobieranie pokarmu

Pierwsze wyniki doswiadczen wskazywaty, ze
leptyna moze by¢ dtugo poszukiwanym czynnikiem
posredniczacym w przekazywaniu informacji mie-
dzy tkanka ttuszczowg a oSrodkowym uktadem ner-
wowym, odpowiadajgcym za kontrole taknienia i
utrzymywanie statej masy ciata. Postulowany me-
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w podwzg6rzu a w konsekwencji do obnizenia tak-
nienia i zmniejszenia spozywania pokarmu [4].
Obecnie wiadomo, ze mechanizm oddziatywania
leptyny na podwzgdrze jest znacznie bardziej skom-
plikowany. Leptyna wptywa na synteze neuropepty-
du Y w podwzgdrzu wywotujac takze hiperpolaryza-
cje neurondéw i aktywujgc kanaty potasowe regulo-
wane przez ATP (Ryc. 2) [65]. Ponadto neurony pro-
dukujace neuropeptyd Y, nie sg jedynym celem
dziatania leptyny w podwzg6rzu. Myszy bowiem z
nieczynnym genem (ang. knockout mice) kodujgcym
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Ryc. 2. Proponowany mechanizm dziatania leptyny na przepuszczalno$¢ bton komérkowych oraz konsekwencje tego dziatania w réznych komérkach.
Szczegoty opisano w tekscie. A) Btona komoérkowa przed zwigzaniem leptyny do receptora. B) Zwigzanie leptyny z receptorem prowadzi do
aktywacji 3-kinazy fosfatydyloinozytolu. W konsekwencji nastepuje otwarcie kanatu potasowego regulowanego przez ATP, naptyw jonéw K+
do wnetrza komorki i hiperpolaryzacja btony. Prowadzi to do zamkniecia kanatu wapniowego i w konsekwencji do spadku stezeniajonéw Ca2+
w komérce. Wskutek tego procesu nastepuje w neuronach podwzgérza zahamowanie syntezy neuropeptydu Y, w komérkach B trzustki zaha-
mowanie wydzielania insuliny, aw komérkach smakowych do obnizenia wrazliwosci tych komérek na smak stodki. LEP — leptyna, Ob-Rb —
izoforma dhuga receptora leptyny, pozostate skréty zgodne z podanymi w wykazie. (4 — hamowanie procesu lub spadek stezenia)

chanizm dziatania zaktadal, ze synteza leptyny i wy-
dzielanie jej do krwi przez adipocyty wzrasta, gdy
zwieksza sie stezenie insuliny, spowodowane popo-
sitkowym wzrostem stezenia glukozy. Nastepnie lep-
tyna transportowana jest do podwzgdrza [4, 64],
gdzie tgczy sie z receptorem leptyny i uruchamia
wewnatrzkomorkowg kaskade przekazywania sy-
gnatdw z udziatem Kkinaz tyrozynowych Janusa
(JAK) i czynnikow transkrypcyjnych (STAT) akty-
wowanych przez te kinazy [4, 10, 46]. Prowadzi to do
zahamowania syntezy i uwalniania neuropeptydu Y
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ten neuropeptyd spozywajg normalng ilos¢ pokarmu
i nie wykazuja tendencji do nadmiernego zwieksza-
nia masy ciata. Co wiecej, podanie takim myszom
leptyny redukuje spozywanie pokarmu, mase ciata i
mase tkanki ttuszczowej [66]. Uwaza sie, ze leptyna
modyfikuje zachowania zywieniowe wptywajac na
ekspresje genéw kodujacych wiele innych, poza neu-
ropeptydem Y, neuroprzekaznikéw. Hamuje synteze
galaniny, MCH (ang. melanin concentrating hormo-
ne) [9, 67], oreksyny A i B [68]. Stymuluje za$ pro-
dukcje hormonu uwalniajgcego kortykotropine [9,
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Ryc. 3. Dziatanie leptyny poprzez wptyw na synteze neuropeptydéw
kontrolujacych taknienie i aktywno$¢ organizmu. Szczegoty
opisano w tekscie, skroty zgodne z podanymi w wykazie. ( T—
hamowanie procesu, T — stymulacja procesu)

69], glukagono-podobnego peptydu-1, transkryptu
regulowanego przez kokaine i amfetamine [9], neu-
rotensyny [67] i produktéw proopiomelanokortyny
[70]. Oddziatywanie leptyny na neurony podwzgo-
rza syntetyzujace te neuroprzekazniki, rowniez pro-
wadzi do zahamowania pobierania pokarmu i zwiek-
szenia wydatkowania energii (Ryc. 3).

Hormon melanotropowy — produkt proteolizy
proopiomelanokortyny, dodatkowo posredniczy w
oddziatywaniu leptyny na termogeneze oraz na 0$
podwzgbrze — przysadka — tarczyca [71]. Hormo-
ny tarczycy sa gtownym regulatorem homeostazy
energetycznej organizmu [72]. W czasie gtodzenia
spada we krwi stezenie trijodotyroniny, tyroksyny,
jak réwniez hormondw regulujacych ich biosynteze i
wydzielanie (tyreotropiny i hormonu uwalniajgcego
tyreotropine) [71]. Stanowi to sygnat do obnizenia
metabolizmu organizmu. Wydaje sie, ze istnieje
wspotzalezno$¢ pomiedzy stezeniem leptyny, a ste-
zeniem hormondw tarczycy we krwi [72]. Gdy steze-
nie leptyny jest duze, to oddziatujac najadro tukowa-
te podwzgdérza, wywotuje ona wzrost stezenia pro-
opiomelanokortyny a w konsekwencji hormonu me-
lanotropowego [69-74]. Powstajagcy hormon melano-
tropowy indukuje wydzielanie hormonu uwal-
niajagcego tyreotropine przez jagdro przykomorowe,
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co prowadzi do zwiekszenia produkcji tyreotropiny
przez przysadke i w efekcie do wzrostu stezenia trijo-
dotyroniny i tyroksyny we krwi (Ryc. 4). Obnizenie
stezenia leptyny we krwi prowadzi do spadku steze-
nia hormondéw tarczycy i obnizenia metabolizmu
[71, 73]. Leptyna moze wptywac na wydzielanie hor-
mondw tarczycy takze za poSrednictwem neuropep-
tydu Y, oraz hormonu uwalniajagcego kortykotropi-
ne. Wskazuje na to istnienie synaptycznych potgczeh
w obrebie jadra przykomorowego podwzgoérza, po-
miedzy neuronami produkujagcymi hormon uwal-
niajacy tyreotropine a neuronami produkujgcymi
neuropeptyd Y i hormon uwalniajgcy kortykotropine
[71, 72]. Nie mozna wykluczy¢ takze bezposrednie-
go dziatania leptyny na komarki produkujace hor-
mon uwalniajacy tyreotropine, gdyz w niektdrych
neuronach jadra przykomorowego wykazano jedno-
czesng ekspresje receptora leptyny i hormonu uwal-
niajgcego tyreotropine [71, 73, 75]. Leptyna zapo-
biega obnizeniu poziomu mRNA proTRH takze po-
$rednio, hamujac synteze glukokortykoidow [72,
76]. W procesie tym uczestniczy hormon uwal-
niajacy kortykotropine [77].

Posrednikiem dziatania leptyny nataknienie moze
by¢ takze interleukina 1. Wykazano korelacje mie-
dzy obnizeniem pobierania pokarmu i wzrostem tem-
peratury ciata azwiekszonym stezeniem interleukiny
1P w mozgu szczuréw, ktérym podawano leptyne
[78], podczas gdy podanie antagonisty receptora
IL-t znacznie obnizato spozywanie pokarmu [78].

Mozliwe jest takze, ze wptyw leptyny na taknienie
wymaga wspotdziatania innych czynnikéw po-
chodzacych np. z przewodu pokarmowego. Wykaza-
no, ze leptyna wspdtdziata synergistycznie z chole-
cystokining, co prowadzi do obnizenia apetytu [79].
Ponadto, po podaniu cholecystokininy obserwowano
wzrost stezenia leptyny we krwi, spowodowany
prawdopodobnie uwalnianiem zapaséw tego hormo-
nu zmagazynowanych w komorkach nabtonka
zotadka [19].

Leptyna hamuje takze odczuwanie stodkiego sma-
ku przez myszy, co moze by¢ kolejnym ogniwem
systemu obnizania taknienia [80]. W komdrkach re-
ceptorowych smaku, w ktérych receptor leptyny
réwniez ulega ekspresji, leptyna podwyzsza stezenie
jonéw potasu, co prowadzi do hiperpolaryzacji bton i
obnizenia wrazliwosci tych komorek na spozywane
cukry (Ryc. 2) [80],

111-2. Wptyw na wydatkowanie energii

Leptyna kontroluje utrzymanie statej masy ciata
nie tylko poprzez wptyw na pobieranie pokarmu,
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lecz tez na aktywnos¢ organizmu. Wydaje sie, ze me-
chanizm  zwiekszenia wydatkowania energii
zwigzany jest ze wzrostem termogenezy w brunatnej
tkance tluszczowej [81], ktéry wywotuje aktywacja
p3-adrenergicznych receptoréw przez noradrenaline,
za posrednictwem sympatycznego uktadu nerwowe-
go [13]. Leptyna, aktywujgc sympatyczny uktad ner-
wowy zwieksza synteze mitochondrialnego biatka
rozprzegajacego  oksydacyjng fosforylacje 1
(UCP-1) [13, 81]. Biatko to rozprzegajac oksyda-
cyjng fosforylacje zapewnia intensywne spalanie
substratdw energetycznych i produkcje ciepta bez
syntezy ATP [13]. Ponadto leptyna stymuluje eks-
presje genow lipazy lipoproteinowej [11, 81] i enzy-
mu jabtczanowego [11] w brunatnej tkance ttuszczo-
wej. Zwieksza tez ona w tej tkance zuzycie glukozy
[11, 82], a takze lipolize [11]. Nasilenie tych proce-
sOw, a szczegOblnie biosyntezy lipazy lipoproteino-
wej, transportu glukozy oraz lipolizy, moze by¢
zwigzane ze wzrostem termogenezy w brunatnej
tkance ttuszczowe;j.

Wykazano, iz leptyna takze stymuluje angiogene-
ze [8]. Mozliwe, ze indukowany dziataniem tego
hormonu rozwéj naczyn krwiono$nych utatwia utra-
te ciepta w miejscach zachodzenia intensywnej ter-
mogenezy, takze w tkance tluszczowej [8]. Jednak
pojawiajg sie doniesienia, ktére wykazuja, ze in vitro
w adipocytach myszy ob/ob leptyna stymuluje eks-
presje genu angiopoetyny 2 [83], ktéra zaburza pro-
ces formowania naczyn krwionosnych w czasie em-
briogenezy. Nadekspresja tego biatka powinna wiec
prowadzi¢ raczej do zaniku naczyn krwiono$nych
(prawdopodobnie w drodze apoptozy komoérek
$rédbtonka) niz ich rozrostu.
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111-3. Regulacja metabolizmu lipidéw

Leptyna odgrywa istotng role w para- i autokryn-
nej regulacji metabolizmu lipidow. Hamuje bowiem
synteze triacylogliceroli, faworyzujagc P-oksydacje
kwaséw ttuszczowych w mitochondriach watroby
[84, 85], komorek B trzustki [86], a takze mie$ni
szkieletowych [87] (Ryc. 5).

Leptyna zapobiega nadmiernej akumulacji triacy-
logliceroli w komaorkach r6znych narzaddw, kierujac
kwasy ttuszczowe do adipocytow [88]. Mutacja re-
ceptora leptyny znosi te efekty dziatania leptyny, co
skutkuje znaczacym wzrostem stezenia triacylogli-
ceroli w komérkach tych narzadéw. Prowadzi to do
zaburzeh metabolizmu, a w konsekwencji nawet do
apoptozy tych komoérek [86, 88].

Leptyna ponadto hamuje synteze mRNA karbo-
ksylazy acetyloCoA [11, 12] i syntazy kwaséw
thuszczowych [12], stymuluje za$ ekspresje gendéw
enzymow P-oksydacji, palmitoilotransferazy karni-
tynowej I, oksydazy acyloCoA oraz PPARa [12] w
izolowanych adipocytach. Hamuje tez w nich wbu-
dowywanie octanu do lipidow, wzmagajac jego spa-
lanie poprzez stymulacje aktywnos$ci syntazy cytry-
nianowej [89]. Leptyna hamuje ekspresje genow
syntazy kwasow ttuszczowych oraz enzymu jabtcza-
nowego takze in vivo [10]. Te wyniki sugeruja, ze
leptyna hamuje lipogeneze i stymuluje lipolize takze
w tkance tluszczowej [10-12, 88]. Towarzyszy temu
uwalnianie do krwiobiegu znacznych ilosci glicero-
lu, bez uwalniania wolnych kwasow ttuszczowych.
Obserwacje te staty sie podstawg przypuszczenia, ze
uwalniane kwasy ttuszczowe ulegajg utlenieniu w
adipocytach [12, 86]. Proces ten, atakze obserwowa-
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na po podaniu leptyny apoptoza komdrek tkanki
thuszczowej [90], ttumaczg redukcje masy tkanki
thuszczowej [67, 91, 92]. Leptyna powoduje takze
wzrost poziomu mRNA biatka rozprzegajgcego 2
(UCP-2) [89], ktérego rola w metabolizmie lipidéw
jest dotad niewyjasniona [93].

I11-4. Leptyna a insulina i metabolizm cukrow

Leptyna wptywa takze na synteze i sekrecje insu-
liny, stymulujac lub hamujac jej wydzielanie in vitro
przez wyspy Langerhansa trzustki. Zalezy to zaréw-
no od stezenia leptyny, jak i glukozy [94, 95]. Takie
dziatanie leptyny moze by¢ zwigzane z naprzemien-
nym otwieraniem i zamykaniem kanatéw potaso-
wych regulowanych przez ATP w komérkach B
trzustki [94]. Przypuszcza sie, ze leptyna moze akty-
wowacé (otwieraé) te kanaty (podobnie jak w pod-
wzgérzu), co prowadzi do hiperpolaryzacji btony,
obnizenia stezeniajon6w wapnia w komérkach i za-
hamowania wydzielania insuliny [96]. Istotng role w
procesie regulacji kanatdw K Acp odgrywa 3-kinaza
fosfatydyloinozytolu (Ryc. 2) [61]. Zmniejszone wy-
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Ryc. 5. Wazniejsze efekty metaboliczne wywoty-
wane przez leptyne w réznych tkankach i
narzadach. Szczeg6ty opisano w tekscie (4
— hamowanie procesu, T — stymulacja
procesu)

dzielanie insuliny moze by¢ wywotane takze hamo-
waniem przez leptyne aktywnosci kinazy biatek C
zaleznej od jonow wapnia [97]. Leptyna hamuje tez
sekrecje insuliny stymulowang przez glukagono-po-
dobnypeptyd 1[96]. Aktywujac kaskade JAK-STAT
w komorkach B trzustki, leptyna hamuje ponadto
synteze mRNA insuliny [95, 96, 98]. Z powyzszych
danych wynika, ze leptyna moduluje wydzielanie in-
suliny poprzez oddziatywanie na r6zne procesy ko-
maorkowe.

Jednakze insulina stymuluje przyrost masy tkanki
ttuszczowej oraz réwnolegty wzrost stezenia leptyny
we krwi [9]. Wzrost za$ stezenia leptyny we krwi
prowadzi z kolei do zahamowania syntezy i sekrecji
insuliny [99], zapobiega akumulacji kwaséw
ttuszczowych, a w konsekwencji zwiekszaniu masy
tkanki ttuszczowej [96]. Wydaje sie wiec, ze mozna
moéwi¢ o zwrotnym sprzezeniu niektorych funkcji
tkanki tluszczowej (Ryc. 6).

Leptyna wptywa ponadto na metabolizm cukréw
poprzez obnizanie wydzielania insuliny [96], co
wplywa na proces uwalniania glukozy z watroby
[62], a hamujgc aktywnos$¢ fosforylazy glikogenu

6. Wspdtdziatanie tkanki tluszczowej,
o$rodkowego uktadu nerwowego i
trzustki (LEP — leptyna; INS — insuli-
na). Szczegoty opisano w tekscie. (——
hamowanie procesu, — — stymulacja
procesu)

e Ryc.
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zwieksza, stymulowang przez insuline, synteze gli-
kogenu w tym narzadzie [100]. Dozylne podanie lep-
tyny myszom stymuluje pobieranie glukozy przez
miesnie szkieletowe oraz brunatng tkanke thlusz-
czowag [62, 101]. W przeciwienstwie do insuliny jed-
nak leptyna w watrobie stymuluje synteze mRNA
karboksykinazy fosfoenolopirogronianowej i gluko-
zo-6-fosfatazy, co prowadzi do wzrostu intensywno-
$ci glukoneogenezy [84].

IV. Leptyna a dojrzewanie piciowe i
rozmnazanie

Z dostepnoscig pozywienia i zapasami energe-
tycznymi organizmu zgromadzonymi w tkance
tluszczowej wigze sie istotna funkcja fizjologiczna
— rozmnazanie. Wiadomo, ze dojrzewanie piciowe
osobnika zalezy nie tylko od jego wieku biologiczne-
go, ale rowniez od wzrostu organizmu i masy ciala
[5]. Diugo poszukiwano czynnika, ktéry ,infor-
mujac” osrodkowy uktad nerwowy o zasobach ener-
getycznych speiniatby role sygnatu wyzwalajgcego
produkcje hormonu uwalniajacego gonadotropiny
przez przysadke i tym samym inicjowat proces doj-
rzewania piciowego.

Doswiadczenia, w ktérych bezptodnym, gene-
tycznie otytym myszom (ob/ob) podawano leptyne
przyniosty zaskakujace rezultaty. Okazalo sie, ze
zwierzeta te nie tylko chudty, ale rowniez odzyski-
waty ptodnos¢ [6, 102]. Ponadto stwierdzono, ze po-
dawanie leptyny niedojrzatym ptciowo myszom po-
wodowato przyspieszenie dojrzewania piciowego
[103]. Wyniki te wskazuja, ze leptyna moze przy-
spieszac proces dojrzewania piciowego [7, 103]. Ste-
zenie leptyny we krwi ro$nie w pierwszych mie-
sigcach zycia zwierzat [10]. Minimalne stezenie tego
hormonu niezbedne do zainicjowania dojrzewania u
szczura wynosi 700 pg/ml [103]. Uwaza sie wiec, ze
molekularnym posrednikiem kontrolujgcym funkcje
rozrodcze organizmu moze by¢ leptyna [15].

Problemem wcigz otwartym pozostaje mecha-
nizm dziatania leptyny na proces osiggania doj-
rzatosci piciowej. Jak sie wydaje, celem dziatania
tego biatka moze by¢ zarbwno podwzgdrze, przysad-
kajak i/lub gonady. Mozliwe, ze biatko to wptywa na
funkcje rozrodcze organizmu aktywujac lub hamujac
synteze i sekrecje r6znych neuropeptydéw podwzgo6-
rza, takich jak: neuropeptyd Y, hormon uwalniajacy
kortykotropine, galanina, somatostatyna czy produk-
ty genu proopiomelanokortyny [6]. Neuropeptydy te
moga wptywaé na sekrecje hormonu uwalniajgcego
gonadotropiny [6, 104]. Zwtaszcza neuropeptyd Y
(oprocz wptywu na taknienie) reguluje sekrecje hor-
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monu uwalniajacego hormon luteinizujacy [103,
105]. Leptyna w fizjologicznym stezeniu stymuluje
indukowane przez steroidy wydzielanie hormonu lu-
teinizujgcego oraz prolaktyny u samic szczuréw z
usunietymi jajnikami [104]. Ponadto leptyna stymu-
luje uwalnianie hormonu luteinizujgcego, folitropi-
ny i prolaktyny z przysadki szczurdw in vitro [6,
105]. Wskazuje to, iz leptyna moze oddziatywaé bez-
posrednio na przysadke. W narzadach uktadu rozrod-
czego myszy, szczura i cztowieka wykazano obec-
no$¢ funkcjonalnego receptora leptyny [6]. Narzady
te moga by¢ wiec potencjalnym celem bezposrednie-
go dziatania tego hormonu. Leptyna reguluje ekspre-
sje genu 17a-hydroksylazy, jednego z enzymoéw od-
powiedzialnych miedzy innymi za synteze estradiolu
i testosteronu. Moduluje ona in vivo indukowang
przez hormon luteinizujgcy synteze estradiolu w jaj-
nikach [6], za$ dziatajagc najadra szczura in vitro, ha-
muje wydzielanie testosteronu [105].

Leptyna niezbedna jest takze do utrzymania zdol-
nosci do rozrodu. Zaobserwowano réznice w steze-
niu leptyny w surowicy krwi kobiet i mezczyzn otym
samym wspoétczynniku masy ciata. U kobiet jest ono
2-3 razy wyzsze [101]. Ponadto wykazano fizjolo-
giczne fluktuacje stezenia leptyny w ciagu cyklu
miesigczkowego — obnizenie we wczesnej fazie fo-
likularnej, szczyt przedowulacyjny i podwyzszony
poziom w fazie lutealnej cyklu [101]. Zmiany te
prawdopodobnie zwigzane sg ze zmianami stezenia
hormonow steroidowych. Obserwuje sie takze rozni-
ce w poziomie leptyny we krwi kobiet przed i po me-
nopauzie; jednak kobiety, u ktérych proces klimakte-
riumjuz sie zakonczyt majg w dalszym ciggu wyzszy
poziom tego hormonu niz mezczyzni [101].

W czasie cigzy zaobserwowano podwyzszenie
stezenia leptyny we krwi [101,106]. By¢é moze ma to
zwigzek nie tylko z regulacjg taknienia i termogene-
zy, lecz takze z utatwieniem maksymalnego wyko-
rzystania energii z J3-oksydacji kwasow ttuszczo-
wych, ktére w tym okresie w macicy sg gtéwnym
zrodtem energii [106]. Wydaje sie, ze w czasie cigzy
zachodzi zjawisko fizjologicznej opornosci na lepty-
ne, gdyz podwyzszenie stezenia tego hormonu we
krwi nie prowadzi do obnizenia taknienia oraz przy-
rostu masy ciata [106]. Po porodzie i w czasie lakta-
cji stezenie leptyny we krwi ulega znacznemu obni-
zeniu i ma zwiazek z obnizeniem wydzielania hor-
monu luteinizujgcego [107]. Mozliwe, ze jest to
zwigzane z opéznianiem powrotu ptodnosci u kar-
miacych [107]. Co ciekawe, w okresie laktacji zwie-
ksza sie apetyt, oraz obserwuje sie wzrost iloSci
MRNA oraz biatka neuropeptydu Y u zwierzat [107].
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Niewykluczone jest takze, ze wptyw leptyny na
funkcje rozrodcze organizmu jest skutkiem jej od-
dziatywan na dostepnos$¢ substratdw energetycz-
nych, takich jak glukoza, czy kwasy ttuszczowe [6].
Wydaje sig, ze spalanie tych zwigzkdw reguluje cykl
estrogenowy. Dostepnos$é glukozy moze by¢ regula-
torem wydzielania LH [5]. Potwierdzeniem tej hipo-
tezy moga by¢ doswiadczenia na chomikach syryj-
skich. Wynika z nich, ze zahamowanie syntezy estro-
genow wywotane gtodzeniem zwierzat, ulega znie-
sieniu po podaniu leptyny. Efekt ten jednak nie wy-
stepuje, gdy zwierzetom dodatkowo podaje sie
2-deoksyglukoze hamujacg metabolizm glukozy
[108].

Wielokierunkowy wplyw leptyny na metabolizm
utrudnia odr6znienie jej pierwotnych i wtérnych
efektow. Wydaje sie, ze leptynajest czynnikiem nie-
zbednym, ale nie jedynym, do zapoczatkowania pro-
cesu dojrzewania ptciowego osobnikéw, a pdzniej do
utrzymania ich zdolnosSci do rozrodu. Jej rola
mogtaby polega¢ na ,informowaniu” o$srodkowego
uktadu nerwowego o zasobach energetycznych
ustroju. Spadek stezenia tego hormonu we krwi (np.
w czasie gtodu), wraz z ograniczeniem spalania me-
tabolitow, mogiby byé sygnatem do oszczedzania za-
sob6w energetycznych i ,,wytgczenia” mniej istot-
nych dla przezycia organizmu uktadéw [109].

V. Inne funkcje leptyny

Oprocz oddziatywania na opisane powyzej proce-
sy, leptyna wptywa na utrzymanie homeostazy cis-
nienia krwi [110]. Indukuje proliferacje i r6znicowa-
nie komorek uktadu krwiotwoérczego [7]. Wywotuje
takze wzrost proliferacji komérek $luzowych
zotagdka i w ten spos6b odgrywa role gastroprotek-
cyjng [111]. Oddziatuje tez na komorki ukiadu od-
pornosciowego. Aktywuje makrofagi i monocyty, re-
guluje fagocytoze i indukuje ekspresje cytokin (in-
terleukiny 6 i 12, czynnika martwicy nowotworu a)
w tych komoérkach [15, 109]. Wywiera tez specyficz-
ny wptyw na odpowiedz limfocytéw T. Indukuje pro-
liferacje komérek T naiwnych (ang. T-naive), hamuje
za$ proliferacje limfocytéw pamieci immunologicz-
nej (ang. T-memory) [15]. Leptyna ostabia odpowie-
dz na stres hamujgc uwalnianie kortyzolu przez nad-
nercza [76]. W warunkach fizjologicznych hamujac
uwalnianie somatostatyny stymuluje wydzielanie
hormonu wzrostu [112].

W poznawaniu mechanizmdw dziatania leptyny i
jej fizjologicznej roli ostatnie stowo nie zostato jesz-
cze powiedziane. Pozostaje mie¢ nadzieje, ze dalsze
lata badan nad tym interesujgcym biatkiem dopro-
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wadzg do zrozumienia jego kompleksowego
dziatania oraz opracowania strategii leczenia choréb
spowodowanych zaburzeniami prawidtowego funk-
cjonowania tego hormonu.
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typu urokinazowego; uPAR — receptor aktywatora plazmino-
genu typu urokinazowego; VEGF — naczyniowy czynnik wzro-
stu komarek $rddbtonka.

I. Wprowadzenie

Progresja nowotworow jest ztozonym procesem,
w ktérym komorki rakowe migruja z ogniska pier-
wotnego do weztéw chtonnych oraz naczyn krwio-
nosnych i z krwig docierajg do odlegtych narzadéw
tworzac ogniska wtérne — przerzuty. Komérki no-
wotworowe i przylegajagce do guza komorki stromy
uwalniajg enzymy proteolityczne trawigce sktadniki
macierzy zewngtrzkomorkowej (ECM) [1]. Wyroz-
niamy cztery klasy enzymoéw proteolitycznych:
1) metaloproteazy macierzowe (MMP): kolagenazy,
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zelatynazy, stromielizyny; 2) proteazy cysteinowe:
katepsyny B i L; 3) proteazy aspartylowe katepsyny
D oraz 4) proteazy serynowe, w tym sktadniki uroki-
nazowego uktadu aktywacji plazminogenu [2].
Proteazy degradujg macierz zewngtrzkomaérkowaq i
btone podstawng, umozliwiajgc inwazje komorek
nowotworowych. Metaloproteazy macierzowe wy-
kazujg aktywnos$¢ endopeptydaz zaleznych odjonéw
Zn2+i Ca2+. Wiele proceséw fizjologicznych, takich
jak embriogeneza, angiogeneza, rozwoj kosci i szkli-
wa zebow, cykl reprodukcyjny oraz gojenie ran jest
uwarunkowane przeksztatcaniem macierzy zew-
natrzkomérkowej prowadzonej przy udziale metalo-
proteaz [3]. Oprécz udziatu w procesach fizjologicz-
nych, metaloproteazy moga rdéwniez odgrywaé
wazng role w progresji nowotworéw — ich podwyz-
szony poziom u chorych towarzyszy na ogét ztemu
rokowaniu [4].

Il. Struktura metaloproteaz macierzowych

Metaloproteazy macierzowe sg to zewnatrzko-
maérkowe lub btonowe enzymy trawigce skitadniki
macierzy zewnatrzkomoérkowej. Na podstawie budo-
wy i swoisto$ci substratowej zostaty one podzielone
na kolagenazy, stromielizyny, zelatynazy oraz me-
taloproteazy transbtonowe (Tabela 1) [5]. Metalo-
proteazy macierzowe charakteryzujg sie strukturg
domenowg (Ryc. 1). Wszystkie metaloproteazy,
oprocz metaloproteazy transbtonowej-1, zawierajg
A-koncowg predomene z sygnatowg sekwencjg ami-
nokwaséw hydrofobowych, warunkujaca uwalnianie
metaloproteaz do $rodowiska zewngtrzkomaérkowe-
go. Domena Kkatalityczna metaloproteaz zawiera
miejsce wigzania dwuwartosciowego jonu cynku
utworzone przez dwie reszty cysteiny. Metaloprote-
azy sg wydzielane z komérek w formie zymogendéw
zawierajgcych w A-koncu prodomene z konserwa-
tywng sekwencjg PRCGVPD mogacg oddziatywac z
domeng katalityczng blokujgc aktywnos¢ proteoli-
tyczna [6]. Wszystkie metaloproteazy, oprécz matry-
lizyny, zawierajag domene podobng do hemopeksyny,
oddzielong od domeny Kkatalitycznej fragmentem
hinge o zr6znicowanej strukturze i dtugosci. R6znice
strukturalne tego fragmentu determinujg réznice w
swoistosci enzymatycznej miedzy grupa stromieli-
zyn i kolagenaz [7]. Zelatynazy A i B zawieraja frag-
ment fibronektynopodobny biorgcy udziat w wigza-
niu elastyny [8]. W C-koncu domeny katalitycznej
zelatynazy B znajduje sie fragment kolagenopodob-
ny. Metaloproteazy btonowe majg w C-korcu krotka
domene transbtonowg warunkujgcg ich zakotwicze-
nie w btonie komédrkowej oraz domene fury-
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nopodobng, wystepujaca réwniez w stromielizynie-3.
Domena tajest trawiona przez furynoproteaze podczas
poczatkowego etapu aktywacji metaloproteaz
transbtonowych oraz stromielizyny-3 [9]. Domena
transbtonowa wystepuje réwniez w ostatnio zidentyfi-
kowanych metaloproteazach: MMP-21 i MMP-22, kt6-
re maja charakterystyczne regiony bogate w proline
oraz domene podobng do receptora interleukiny-1[10],

I11. Geny metaloproteaz macierzowych

Geny metaloproteaz macierzowych wystepujg w
réznych chromosomach (Tabela 1), ale charakteryzuja
sie homologig sekwencyjng obszaréw kodujgcych do-
meny pre-, pro- i katalityczna, co sugeruje, ze geny te
mogty powsta¢ przez duplikacje [11]. Réznorodnos¢
domen metaloproteaz wskazuje na mozliwo$¢ ,ta-
sowania eksonéw” (ang. shuffling exon) w ewolucji ich
gendéw [12]. W obszarze chromosomowym 11q21-23
znajduja sie geny Kkilku metaloproteaz, charaktery-
zujace sie wysokg homologig sekwencji kodujacych
[13]. Organizacje obszar6w promotorowych genoéw
metaloproteaz macierzowych przedstawiono na ryci-
nie 2. W regionie promotorowym gendw wielu metalo-
proteaz wystepuja: sekwencja TGAg/cTCA, wigzaca
czynniki transkrypcyjne AP-1 (ang. Activating Prote-
in-1), AP-2 oraz miejsce PEA3 (ang. Polyoma Enhan-
cer Activator) o sekwencji A/ICGGAA/T wigzgce czyn-
nik transkrypcyjny Ets [14, 15]. Przylgczenie czynnika
AP-1 do sekwencji TGAQ/cTCA, znajdujacej sie po-
miedzy -66 i-72 w obszarze promotorowym genow me-
taloproteaz, indukuje ekspresje bez udziatu czynnikow
zewnetrznych. Niektére geny metaloproteaz zawieraja
kilka miejsc wigzania AP-1 — mozliwe, ze sg to se-
kwencje wzmacniajace ich ekspresje [16]. Gen zelaty-
nazy A nie zawiera odcinka wigzgcego AP-1; brak w
nim takze kasety TATA. Promotor genu metaloproteazy
transbtonowej-1 jest réwniez pozbawiony kasety
TATA, zawiera natomiast sekwencje bogatg w nukle-
otydy GC z miejscami wigzania czynnikéw Sp 1iEgr-1,
ktére indukujg ekspresje MT1 [17]. Gen MMP-3 w ob-
szarze promotorowym ma charakterystyczng sekwen-
cje odpowiedzialng za indukcje ekspresji przez czynnik
wzrostu ptytek krwi (PDGF). Geny MMP-7 i MMP-13
zawierajgw promotorze sekwencje biorgce udziat w ha-
mowaniu ekspresji przez transformujacy czynnik
wzrostu P (TGF P) [18]. W regionie promotorowym
genu MMP-1 wystepuje polimorfizm delecyjno-inser-
cyjny 1G/2G w pozycji -1607:

wariant delecyjny 1G -1611-GAAAGATATGA-

wariant insercyjny 2G -1611-GAAAGGATATGA-
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Tabela 1

Metaloproteazy macierzowe - ich geny i substraty

Metaloproteaza Oznaczenie Locus genu
skrétowe
KOLAGENAZY
kolagenaza-1 $rédmigzszowa MMP-1 11g22-23
kolagenaza-2 neutrofili MMP-8 1qg21-22
kolagenaza-3 MMP-13 11g22.3
kolagenaza-4 MMP-18
STROMIELIZYNY
stromielizyna-1 MMP-3 11923
stromielizyna-2 MMP-10 11g22.3-23
stromielizyna-3 MMP-11 22
matrylizyna MMP-7 11g21-22
metaloelastaza MMP-12 11g22.2
ZELATYNAZY
zelatynaza A MMP-2 16413
zelatynaza B MMP-9 20qll.2-gl3.1
METALOPROTEAZY
BLONOWE
MT1-MMP MMP-14 14qll-ql2
MT2-MMP MMP-15 16q13-g21
MT3-MMP MMP-16 8021
MT4-MMP MMP-17 12924
POZOSTALE
MMP-19 MMP-19 12ql4
enamelizyna MMP-20 1lq22
Y

RN

%

Substrat

Kolagen typu: I, 11, 11, VII, VIII, X, agrekan, tenascyna

Kolagen typu: I, II, 11, VII, X, agrekan

Kolagen typu: I, I, 11, VII, X, zelatyna, agrekan

Kolagen typu |

Proteoglikany, kolagen typu: I, I, 1V, VIII, X, XII, fibronektyna,
agrekan, laminina, elastyna

Proteoglikany, kolagen typu: I, 11, 1V, IX, XI, XII, fibronektyna,

agrekan, laminina, elastyna, tenascyna, witronektyna, tenascyna
Proteoglikany, kolagen typu IV, fibronektyna, agrekan, laminina,
elastyna, entaktyna, tenascyna

Proteoglikany, kolagen typu 1V, fibronektyna, laminina, elastyna,
entaktyna

Kolagen typu: I, II, IV, VII, X, XI, fibronektyna, agrekan, laminina,
elastyna, witronektyna, MMP-18

Kolagen typu: I, IV, V, VII, X, XI, fibronektyna, agrekan, laminina,
elastyna, witronektyna, MMP-18

Kolagen typu I, II, 11, fibronektyna, agrekan, laminina, tenascyna,
witronektyna, nidogen

Proteoglikany, kolagen typu I, 111 fibronektyna, agrekan, laminina,
elastyna, tenascyna, nidogen

Kolageny

Kolageny

Amelogenina, enamelina

OOH

[m predomena ] domena wigzacazn®'
E prodomena @ domena kolagenopodobna
[:] domena katalityczna m fragment hinge

domena PEX

[ZZJd domena fibronektynopodobna [N

W przypadku wariantu 2G insercja guaniny w po-
zycji  -1607 powoduje powstanie sekwencji
5’-GGA-3"wigzacej czynnik Ets; sekwencja ta gra-
niczy z sekwencjg wigzacg AP-1. Ets, aktywujac
transkrypcje razem z AP-1, powoduje podwyzszenie
poziomu ekspresji MMP-1 [19].
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Ryc 1. Schemat struktury zelatynazy B (MMP-9)

IV. Regulacja aktywnoS$ci enzymatycznej
metaloproteaz macierzowych

Aktywno$¢ metaloproteaz macierzowych zalezy

od poziomu ekspresji ich genéw oraz od przemian
proteolitycznych ich zymogendéw i obecnosci fizjo-
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-815 -416 -425 -385 -68 -47 -39 -31 -25
MMP-11 sit [|[[ 24 [ [[s || [Rar ]| {[ec | [[c [|{[Paes | [[ Tata ||| cc ]
-245 -186 -89 -73 -32
MMP-1 TIE AP | PAE3 ” AP '
-523 -140 -78 -50 -31
MMP-13 TIE [oss2 | [[Pac | AP-1_J TATA
-1576 -216 -208 -189 -70 -30
MMP-3 (| spre_|| [ Paes || [Paes [[[aes || [[2e- TATA
-181 -65 -29
MMP-10 Teaes ]| [0 ]| [ Paes | [ae1 || || TaTA
-820 -523 -475 -170 -146 67 32
MMP.7 e || [me || [me || [[Paes [|[[racs ] [[# I (| TATA
Ryc. 2. Organizacja obszaréw promotoro-
-335 -74 -29 wych gendw metaloproteaz. AP-1
— sekwencja wigzaca czynnik
MMP-12 “ PAE3 AP-1 TATA transkrypcyjny AP-1, PEA3 — se-
kwencja wigzaca czynnik tran-
-1650 11620 -1600 -89 69 skrypcyjny Ets, TIE — sekwencja
wyciszajgca w odpowiedzi na
I I ‘A_] I_I ﬁ ﬁ dziatanie TGFp, GC — sekwencja
AP2 Sil Sil GC GC .. . .
MMP-2 wigzaca czynnik transkrypcyjny
Sp-1, OSE-2 sekwencja specyficz-
na dla osteoblastow, SPRE — ele-
-558 -540 -533 -79 229 ment odpowiedzi na dziatanie
PDGF, RARE — element odpo-
MMP-9 I GC PAE3 | AP l [Ap.1 ] TATA I wiedzi na dziatanie kwasu retino-

logicznych inhibitorow tkankowych (TTMP) w $ro-
dowisku zewngtrzkomorkowym [20].

IV-1. Regulacja ekspresji genéw metaloproteaz
macierzowych

W aktywacji ekspresji genow metaloproteaz ma-
cierzowych biorg udzial czynniki transkrypcyjne
AP-1, AP-2, Ets, Sp-1, Egrl. Najwazniejszgrole zda-
je sie spetnia¢ czynnik AP-1, ktéry moze wystepo-
waé w formie heterodimeru sktadajgcego sie z pro-
duktow onkogendw jun ifos oraz w formie homodi-
meru produktdw onkogenu jun [21]. AP-1 jest ko-
nieczny dla ekspresji metaloproteaz podstawowej i
indukowanej przez czynniki angiogenne: FGF,
VEGF, TNFa, EGF, interleukine-la, TGFa [22,23].
Czynniki wptywajace na poziom ekspresji gendéw
metaloproteaz zostaty zamieszczone w tabeli 2. Gen
zelatynazy A nie reaguje na czynnik wzrostu, gdyz w
jego obszarze promotorowym nie wystepuje sekwen-
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wego

cjawigzaca czynnik AP-1. Wzrost aktywnosci meta-
loproteaz moze byé osiggany przez wzrost poziomu
transkrypcji ich genéw. Czynnik Ets dziata jako ko-
aktywator transkrypcji MMP-1 — jego przyfaczenie
do sekwencji promotorowej PEA3 powoduje wzrost
ekspresji indukowanej przez czynnik AP-1 [24].
Réwniez sktadniki ECM moga oddziatywac z gena-
mi metaloproteaz — w komdrkach hodowanych na
podtozu z kolagenem typu | poziom ekspresji genéw
MT1-MMP i MMP-2 byt wyzszy niz w komdrkach
hodowanych na podtozach zawierajgcych laminine,
fibronektyne i kolagen typu IV [25]. Skiadniki
macierzy zewnatrzkomoérkowej moga takze wywie-
ra¢ wptyw na ekspresje genéw metaloproteaz za po-
Srednictwem integryn — w fibroblastach wigzanie
receptora integrynowego a5Pi z sekwencjg RGD w
fibronekt)mie indukowato wzrost poziomu ekspresji
genu MMP-1, natomiast specyficzne wigzanie inte-
gryny adpi z fibronektyng powodowato spadek
poziomu jego ekspresji [26].

215



Tabela 2

Czynniki biorgce udziat w regulacji ekspresji genéw metaloproteaz

Czynniki transkrypcyjne aktywujace ekspresje genéw MMP

AP-1
AP-2
Ets

Sp-1
Egrl

Czynniki indukujace ekspresje genéw MMP

FGF
VEGF
TNF
EGF
interleukina-la
TGFa
kolagen typu |
integryna a 5Pi
estrogeny

Czynniki hamujace ekspresje gendw MMP

hormony tarczycy
progesteron
androgeny
glukokortykoidy
kwas retinowy
integryny a4Pi

Hamowanie ekspresji gendw metaloproteaz moze
zachodzié przez wigzanie czynnika AP-1 przez inne
biatka i blokowanie w ten sposob jego zdolnosci do
aktywacji transkrypcji genéw MMP. Tak dziatajg
hormony tarczycy, progesteron i androgeny w kom-
pleksach ze swoimi receptoramijagdrowymi oraz glu-
kokortykoidy i kwas retinowy, ktéry ponadto hamuje
ekspresje gendw jun i fos, kodujacych skiadniki
AP-1 [27, 28].

1V-2. Aktywacja zymogendw metaloproteaz
macierzowych

Proteolityczna aktywacja zymogenéw metalopro-
teaz zachodzi dwuetapowo. W pierwszym etapie na-
stepuje trawienie prodomeny miedzy dwoma a-he-
lisami, prowadzace do ostabienia oddziatywania po-
miedzy prodomeng i domeng katalityczng. To praw-
dopodobnie umozliwia autokatalityczne odciecie
fragmentu prodomeny z peptydem PRCGVPD, co
prowadzi do powstania enzymow o peinej aktywno-
$ci katalitycznej [29]. Metaloproteazy mogg by¢ ak-

tywowane przez inne proteazy: plazmine, trypsyne,
kalikreine, katepsyne G i elastaze pochodzacg z neu-
trofili [30]. Plazmina powstaje przez aktywacje pla-
zminogenu przy udziale aktywatoréw plazminogenu
typu urokinazowego (uPA) i tkankowego (tPA), re-
ceptora urokinazowego (UPAR) oraz inhibitoréw ak-
tywatorow typu 1 (PAI-1) i 2 (PAI-2)1 Aktywnosc
UPA oraz tPA jest regulowana przez inhbitory PAI-1
i PAI-2, natomiast aktywno$¢ samej plazminy jest
hamowana przez a2-antyplazmine [2, 31]. Plazmina
bezposrednio aktywuje pro-MMP-1, -3, -10 i -13, co
prowadzi do kaskady aktywacji kolejnych meta-
loproteaz. MMP-3 przeksztatlca  zymogeny:
proMMP-7, -8, -9, -13 i -1 [32]. MMP-7 aktywuje
pro-MMP-1, natomiast MMP-10 przeksztatca zymo-
gen proMMP-8 [33, 34]. Zaleznosci miedzy sktadni-
kami uktadu aktywacji plazminogenu i metaloprote-
azami macierzowymi wskazujg na wspoétdziatanie
obu systemow w przeksztatceniach macierzy zew-
natrzkomorkowej (Ryc. 3) [35].

Metaloproteazy transbtonowe (MT-MMP) biorg
udziat w aktywacji zelatynazy A oraz kolagenazy 3, a
same moga by¢ aktywowane juz w aparacie Golgie-
go i napowierzchni komorki wystepujg w formie ak-
tywnej [36, 37]. Takze na powierzchni komorki ma
miejsce aktywacja zymogenu metaloproteazy
transbtonowej-1 przez plazmine [38]. Prozelatynaza
A jest aktywowana przez autokatalityczne trawienie
wigzania peptydowego Asn37/-Leu3 w prodomenie,
zachodzace przy udziale prozelatynazy A i tkanko-
wego inhibitora metaloproteaz. [39-41].

IV-3. Tkankowe inhibitory metaloproteaz
macierzowych

Aktywno$¢ metaloproteaz macierzowych w $ro-
dowisku zewnatrzkomérkowym moze by¢ hamowa-
na jest przez inhibitory tkankowe (TIMP): TIMP-1,
TIMP-2, TIMP-3 i TIMP-4 [34, 42]. Geny kodujace
TIMP znajdujg sie w réznych chromosomach, a ich
ekspresja podlega indywidualnej regulacji [43, 44].
Tkankowe inhibitory metaloproteaz sg biatkami
zewnatrzkomérkowymi, o malej masie czgsteczko-
wej, charakteryzujgcymi sie wysokg homologig
sekwencji aminokwasowej. Wszystkie tkankowe in-
hibitory metaloproteaz zawierajg 12 reszt cysteiny,
ktore tworza 6 mostkéw disulfidowych zapew-
niajgcych stabilng konformacje czasteczki [45, 46].
Tkankowe inhibitory metaloproteaz moga tworzy¢

'Problem aktywacji plazminogenu byt poruszany w Postepach Biochemii 36(3-4)1991, 45(1)1999, 46(3)2000
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plazminogen

DEGRADACJA MACIERZY ZEWNATRZKOMORKOWEJ

Ryc. 3. Schemat regulacji aktywnos$ci MMP przy udziale sktadnikéw uktadu aktywacji plazminogenu. Symbolem #
nu metaloproteaz macierzowych do formy aktywnej, symbolem

zaznaczono przejscie zymoge-
zaznaczono proteolityczng aktywacje poszczeg6lnych metaloproteaz,

symbolem'—" zaznaczono hamowanie aktywnosci proteolitycznej, symbolem22-* zaznaczono proteolityczng degradacje macierzy zewnatrz-

komorkowej

niekowalencyjne kompleksy stechiometryczne z ak-
tywnymi metaloproteazami [45]. Domena vV-kon-
cowa tkankowych inhibitordw moze wigza¢ sie z do-
meng katalityczng metaloproteaz, hamujac jej
aktywnos¢ proteolityczng, natomiast domena C-kon-
cowa moze reagowac z zelatynazami A i B [45,47].
Tkankowe inhibitory metaloproteaz wykazujg
zroznicowang skutecznos$¢: TIMP-2 hamuje aktyw-
no$¢ zelatynazy A siedem razy efektywniej niz
TIMP-1, natomiast TIMP-1 dwa razy skuteczniej ha-
muje aktywno$¢ kolagenazy $rédmigzszowej [48].
Inhibitory réznig sie tez swoistoscig: TIMP-2 prefe-
rencyjnie wigze prozelatynaze B, a TIMP-1 tworzy
kompleks tylko z prozelatynazg A [49]. Réwnowaga
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miedzy aktywnymi formami metaloproteaz i ich
niezwigzanymi inhibitorami okre$la zakres zmian w
strukturze macierzy zewngtrzkomaérkowej. Zaburze-
nia tej rbwnowagi towarzysza wielu stanom patolo-
gicznym, takim jak nowotworzenie, arterioskleroza,
reumatyzm, choroba Alzheimera [50].

V. Rola metaloproteaz macierzowych
w procesach fizjologicznych

Wi iele proceséw fizjologicznych, takich jak angio-
geneza, embriogeneza, rozwoj kosci i szkliwa ze-
béw, cykl reprodukcyjny oraz gojenie ran, uwarun-
kowanych  jest  przeksztatceniami macierzy
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zewnatrzkomorkowej przy udziale metaloproteaz.
Angiogeneza?2 jest procesem tworzenia naczyn
krwiono$nych zachodzgcym w trakcie embriogene-
zy, kiedy formowane sg pierwotne naczynia krwio-
nosne, a takze w rozwoju osobniczym podczas
cyklicznych zmian w endometrium i jajnikach, w
tozysku i gruczotach mlekowych w czasie cigzy oraz
W procesie gojeniaran. Przed rozpoczeciem angioge-
nezy komorki Srédbtonka biorgce udziat w tworzeniu
naczyn sg stymulowane przez czynnik wzrostu fibro-
blastéw (FGF) oraz naczyniowy czynnik wzrostu ko-
morek Srédbtonka (VEGF), ktore indukujg takze eks-
presje genéw metaloproteaz macierzowych [51, 52].
FGF indukuje ekspresje genu MMP-3 [52], a VEGF
— genow zelatynaz i kolagenazy $rédmiazszowej
[53]. W wyniku skoordynowanego dziatania me-
taloproteaz oraz biatek uktadu aktywacji plazmino-
genu i plazminy dochodzi do proteolitycznej degra-
dacji btony podstawnej i macierzy zewnatrzkomoér-
kowej, co umozliwia komorkom $rodbtonka migra-
cje i formowanie naczynh.

Proces gojenia ran obejmuje migracje fibrobla-
stow i keratynocytéw do miejsca uszkodzenia oraz
unaczynienie nowopowstajacej tkanki. Obydwa eta-
py zawierajg proteolityczng degradacje btony pod-
stawnej oraz zrebu tkankowego, w ktdrej kluczowa
role odgrywajg metaloproteazy: zelatynaza A i B, ko-
lagenaza 3, stromielizyna 1 i 3, metaloproteaza
transbtonowa oraz metaloelastaza makrofagowa [54,
55].

W komérkach zrebu biony Sluzowej macicy w
czasie menstruacji wystepuje kolagenaza $rod-
migzszowa, stromielizyna-1i zelatynaza B, co suge-
ruje ich udziat w ztuszczaniu i krwawieniu btony $lu-
zowej macicy [56]. W fazie proliferacyjnej endome-
trium nastepuje ekspresja stromielizyn -1 i -3 oraz
matrylizyny i prawdopodobnie te metaloproteazy
biorg udziat w tworzeniu naczyn krwionos$nych
btony Sluzowej macicy [57, 58]. Z kolei w trofobla-
stach stwierdzono ekspresje zelatynaz A i B, kt6re po
zaptodnieniu umozliwiajg wszczepienie zarodka do
Sciany macicy [59].

Embriogenezie oraz rozwojowi osobniczemu to-
warzyszy szereg zmian w macierzy zewngtrzkomor-
kowej zachodzacych z udziatem metaloproteaz, od-
grywajacych znaczaca role w rozwoju i formowaniu
kosci, chrzastek oraz szkliwa zebéw [60]. W oste-
oklastach stwierdzono ekspresje zelatynaz A i B, ko-
lagenazy 3 oraz stromielizyny 3, ktére trawig kola-

gen, gtowny sktadnik osteoidu [61, 62]. Metalopro-
teazg macierzowg biorgcg udziat w dojrzewaniu
biatek szkliwa zeba jest enamelizyna, ktéra trawi
enameline i amelogenine [63, 64].

V1. Znaczenie metaloproteaz macierzo-
wych we wzroscie i progresji
nowotworow

Angiogeneza ma krytyczne znaczenie dla wzrostu
guza nowotworowego, natomiast jego progresja
uwarunkowanajest ruchliwoscig komoérek nowotwo-
rowych i ich zdolnos$cig do przeksztatcania macierzy
zewngtrzkomérkowej. Wraz ze wzrostem guza po-
bieranie substancji odzywczych i wydalanie katabo-
litow na drodze dyfuzji staje sie niewystarczajace,
dlatego niezbedne jest wytworzenie przez guz
wihasnej  sieci naczyn  krwiono$nych  umo-
zliwiajgcychjego szybki wzrost o charakterze ekspo-
nencjalnym [2, 65]. Nastepnym etapem w rozwoju
guza jest progresja — guz nacieka tkanke pra-
widtowa, dociera do weztéw chtonnych i naczyn
krwionosnych, skad komdrki nowotworowe, z
krwig, przemieszczane sg do odlegtych narzadow i
tworza przerzuty. W progresji niezbedne jest naru-
szenie oddziatywan miedzykomo6rkowych w guzie
pierwotnym oraz nabycie przez komoérki nowotwo-
rowe zdolnosci do przekraczania btony podstawnej i
$cian naczyn krwiono$nych [1]. Zar6wno angiogene-
zajak iprogresja wymagajg modyfikacji sktadnikow
macierzy zewnatrzkomérkowej, ktéra zachodzi przy
udziale enzymoéw proteolitycznych, gtdwnie metalo-
proteaz macierzowych, uwalnianych przez komorki
nowotworowe oraz przylegajagce do nich komoérki
stromy [2]. Metaloproteazy moga mie¢ rowniez
wptyw na proliferacje i apoptoze, a wiec mogg mo-
dulowaé¢ wzrost guza nowotworowego juz we wcze-
snych etapach jego rozwoju.

VI-1. Znaczenie diagnostyczne i prognostyczne w
nowotworach zto$liwych

Wzrostowi poziomu ekspresji genéw MMP towa-
rzyszy zazwyczaj wzrost stopnia zto$liwosci nowo-
tworu oraz skrécony okres przezycia pacjentow. Naj-
wieksze znaczenie w progresji nowotworow moga
mieC zelatynazy A i B, matrylizyna, stromielizyna 3 i
kolagenaza sr6dmigzszowa (MMP-1), gdyz trawig
one kolagen typu IV bedacy gtdwnym skladnikiem

Problem angiogenezy byt poruszany w Postepach Biochemii 46(3)2000
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btony podstawnej. Degradacja btony podstawnej
umozliwia komorkom nowotworowym penetracje
tkanki prawidtowej oraz przekraczanie $cian naczyn
krwionosnych. Kilka genow MMP znajduje sie w
11g21-23, a amplifikacje tego obszaru obserwuje sie
w wielu ztosliwych guzach litych [13]. Metaloprote-
azy macierzowe biorgce udziat w rozwoju i progresji
nowotworéw wymienione sg w tabeli 3.

Tabela 3

nowotworach piersi stwierdzono wysoki poziom
stromielizyny-3, ktéra nie wystepuje w pra-
widtowym nabtonku gruczotowym sutka. W fibro-
blastach przylegajacych do komdrek rakowych sutka
obserwowano ekspresje stromielizyny-3, induko-
wang przez komaérki nowotworowe. Wysoki poziom
tej metaloproteazy zwigzany jest ze wzrostem stop-
nia zto$liwosci nowotwordw sutka oraz z krétszym

Znaczenie metaloproteaz macierzowych jako czynnikéw prognostycznych w nowotworach zto$liwych

Nowotwor MMP
Rak przetyku MMP-2, MMP-3
MMP-1

Rak zotagdka

MT MMP-1, MT MMP-2

MMP-2, MMP-9
MMP-7
Rakjelitagrubego  MMP-9
MMP-1
Rak trzustki MMP-2
Rak sutka MMP-11
MMP-2, MMP-9
Rak prostaty MMP-2
Rak jajnika MMP-2
Rak ptuc MMP-2

Znaczenie prognostyczne

Przerzuty do weztéw chtonnych
Krétki okres przezycia pacjenta

Zaawansowanie rozwoju sieci naczyn guza
Krétki okres przezycia pacjenta
Przerzuty do weztéw chtonnych i watroby

Przerzuty odlegte, krotki okres bez wznowy choroby, krétki okres przezycia pacjenta
Wzrost stopnia ztosliwosci nowotworu, krétki okres przezycia pacjenta

Wzrost stopnia zto$liwosci nowotworu

W?zrost stopnia ztosliwosci nowotworu, krétki okres bez wznowy choroby
Przerzuty do weztdw chtonnych, krotki okres przezycia pacjenta

Inwazyjny fenotyp guza, przerzuty do weztow chtonnych
Inwazyjny fenotyp guza, przerzuty do weztéw chtonnych

Inwazyjny fenotyp guza, przerzuty do weztéw chtonnych

W nowotworach przetyku wysoki poziom zelaty-
nazy Aistromielizyny-t zwigzany jest zwystepowa-
niem przerzutow do weztow chtonnych, natomiast
obecno$¢ kolagenazy $rédmigzszowej towarzyszy
krétszemu okresowi przezycia [66, 67], W rakach
zotgdka wykazano zwigzek miedzy wysokim pozio-
mem metaloproteazy transbtonowej-1 izelatynazy A
a stopniem rozwoju sieci naczyn krwionos$nych
guza; oprécz tego zwiekszonemu poziomowi zelaty-
naz A i B towarzyszyt krdtszy okres przezycia pa-
cjentéw [68]. Wysoki poziom matrylizyny moze wy-
stepowac razem z przerzutami z guza zotgdka do
weztéw chionnych i watroby [69, 70]. W nowotwo-
rach jelita grubego stwierdzono dodatnig korelacje
miedzy zwiekszonym poziomem mRNA zelatynazy
B a wystgpieniem przerzutow odlegtych, krotszym
okresem bez wznowy choroby oraz krotszym okre-
sem przezycia [71]. Obecnos$¢ kolagenazy $réd-
migzszowej w tych nowotworach zwigzana jest z ko-
lei ze wzrostem stopnia zto$liwosci nowotworu i
krétszym okresem przezycia [72]. Inwazyjnemu cha-
rakterowi nowotwordéw trzustki towarzyszyé moze
zwiekszony poziom ekspresji zelatynazy A [73]. W
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okresem bez wznowy [74, 75]. Poziom zelatynaz A i
B w tych nowotworach jest dodatnio skorelowany z
wystapieniem przerzutéw do weztdéw chtonnych oraz
krotkim okresem przezycia [76, 77]. W nowotwo-
rach prostaty, jajnika i ptuc zwiekszony poziom zela-
tynazy A towarzyszytinwazyjnemu fenotypowi guza
oraz przerzutom w weztach chtonnych [78-80].

VI1-2. Wzrost guzéw nowotworowych

Wyniki badan nad wczesnymi etapami nowotwo-
rzenia wskazujgna znaczny wptyw metaloproteaz na
powstawanie oraz wzrost guzéw nowotworowych.
Transfekowanie komdérek nowotworowych zdolnych
do metastazy genami tkankowych inhibitoréw meta-
loproteaz TIMP-1 i -2 powodowato zmniejszenie
liczby przerzutéw oraz zahamowanie wzrostu guzéw
[81]. Wsréd zmodyfikowanych genetycznie myszy
Min predysponowanych do nowotworéw jelita,
wytaczenie genu matrylizyny powodowata spadek o
58% liczby guzéw w poréwnaniu z grupg kontrolng
zawierajaca aktywny gen. Podobne efekty uzyskano
stosujagc u myszy Min batimastat — syntetyczny in-
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hibitor metaloproteaz [82, 83]. Prawdopodobny me-
chanizm dziatania metaloproteaz we wczesnych eta-
pach nowotworzenia zwigzany jest z prze-
ksztatcaniem przez nie czynnikéw wzrostu, ich re-
ceptorow oraz skiadnikoéw macierzy zewnatrzko-
maérkowej odpowiedzialnych za oddziatywania ko-
moérka — komdrka i komdrka — macierz. Metalo-
proteazy aktywujg wiele czynnik6w wzrostu i ich re-
ceptory, w tym receptor FGF typu 1, ligandy recepto-
ra EGF, TGF-a, HB-EGF [84-87]. Metaloproteazy
przeksztatcaja rdwniez integryny, co moze prowa-
dzi¢ do przekazywania sygnatow do apoptozy mie-
dzy komoérkami [88, 89]. Stromielizyna-1 trawi
E-kadhedryne, ktéra jest integryng odgrywa zasad-
nicza role w oddziatywaniach miedzykomorkowych
[90]. Trawienie E-kadhedryny prowadzi do utraty
inhibicji kontaktowej, ktéra jest jednym z mechani-
zmoOw ograniczajgcym podziaty komdérkowe w tkan-
kach prawidtowych [91].

V1-3. Angiogeneza w nowotworach ztosliwych

Komorki nowotworowe uwalniajg wiele czynni-
kow regulujacych proces angiogenezy, w tym VGEF
i FGF, ktore aktywuja komorki srédbtonka oraz indu-
kuja ekspresje genéw MMP i sktadnikéw uktadu ak-
tywacji plazminogenu [52, 53]. Po miejscowym stra-
wieniu btony podstawnej komorki $rédbtonka mi-
grujag i dopasowujg swe wzajemne potozenia,
tworzac strukture kietka, ktéra rozwija sie i prze-
ksztatca w kapilarne naczynie krwiono$ne. Zahamo-
wanie proteolizy i dojrzewanie nowego naczynia na-
stepuje w wyniku wspoétdziatania integryny awps i
domeny PEX przypominajgcej hemopeksyne i obej-
mujacej C-koncowy fragment zelatynazy-A. W no-
wotworach ztoSliwych forma PEX moze wy-
stepowa¢ w kompleksie z integryng avPs. W czasie
rozwoju nowotworu PEX oddziatuje z integrynami
avps znajdujagcymi sie na powierzchni komérek
srddbtonka, regulujgc formowanie naczyhA wzra-
stajgcego guza [92]. Znaczenie metaloproteaz w po-
wstawaniu sieci naczyn krwionosnych guza potwier-
dzajg wyniki badan, w ktérych tkankowe inhibitory
metaloproteaz macierzowych powodowaty hamowa-
nie degradacji ECM oraz blokowaty migracje komo-
rek srédbtonka [93]. W nowotworach myszy, u ktd-
rych indukowano angiogeneze, brak zelatynazy A
spowodowat spadek tempa wzrostu guza [94].

VI1-4. Inwazja i metastaza

Zdolnos¢ nowotworu do inwazji i metastazy
zwigzana jest ze zwiekszong ruchliwos$cig komorek
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nowotworowych. Przemieszczanie sie komdrek
uwarunkowane jest wystepowaniem na ich po-
wierzchni wypustek cytoplazmatycznych takich jak
pseudopodia, lamelipodia oraz inwadopodia, ktore
oddziatuja ze sktadnikami macierzy zewnatrzkomor-
kowej [95]. W inwadopodiach w miejscu degradacji
macierzy stwierdzono wystepowanie zelatynazy A
oraz transbtonowej metaloproteazy-1, natomiast w
lamelipodiach, oprocz zelatynazy A i transbtonowej
metaloproteazy-1, wykazano rdéwniez obecnosé
TIMP-2 [96]. Zelatynaza A, aktywowana przez me-
taloproteaze transbtonowg-1 przy udziale TIMP-2,
moze przytacza¢ sie do receptora integrynowego
aVvPs znajdujgcego sie na powierzchni komérek no-
wotworowych. Prozelatynaza A (72 kDa) tworzy
kompleks z TIMP-2 oraz metaloproteaza
transbtonowg-1 (MT-1 MMP), w ktérym jest prze-
ksztatcana przez MT-1 MMP do fragmentu o masie
64 kDa. Fragment ten, po odtgczeniu od MT-1 MMP,
wiaze sie swojgdomeng C-koicowaPEX z integryna
covPs, co prowadzi do autokatalitycznej aktywacji
zelatynazy A. Aktywna zelatynaza przytaczona do
receptora integrynowego avp3trawi kolagen, w wy-
niku czego dochodzi do degradacji ECM umozli-
wiajacej inwazje nowotworu [97]. Przy braku
TIMP-2 prozelatynaza A zostaje przeksztatcona do
fragmentu o masie 62 kDa, od ktorego zostaje
odtgczona domena PEX mogaca wigzac sie z inte-
gryng oovd33 blokujgc proteolityczng aktywnosc zela-
tynazy A na powierzchni komorki [92, 98]. W ruchli-
wosci komérek oraz ich adhezji do ECM uczestniczg
rowniez powierzchniowe biatka tetraspaniny.
Biatkowy kompleks integryng ay”/tetraspanina,
biorgcy udziat w migracji komorek nowotworowych
in vitro, moze stymulowa¢ wytwarzanie zelatynazy
A [99]. W komorkach rakajelita grubego charaktery-
zujacych sie wysokim poziomem receptora integry-
nowego awp§ stwierdzono wzrost poziomu
zelatynazy B, co mogito powodowaé skupienie
aktywnosci proteolitycznej na powierzchni komarek
[100]. W komorkach czerniaka powierzchniowy re-
ceptor CD44 taczy sie z aktywng forma zelatynazy B,
arozdzielenie tego kompleksu prowadzi do zmniej-
szenia stopnia inwazyjnosci komdrek nowotworo-
wych in vivo [101].

VI1l. Hamowanie aktywnosci metalo-
proteaz macierzowych w terapii
przeciwnowotworowej

Ze wzgledu na znaczenie metaloproteaz we wzro-
Scie i progresji nowotworow, prowadzone sie prace

POSTEPY BIOCHEMII 47(3), 2001



nad syntetycznymi inhibitorami oraz terapig genowg
skierowangna geny metaloproteaz iich inhibitorow.

VI1I-1. Syntetyczne inhibitory metaloproteaz
macierzowych

Obecnie stosuje sie blokowanie aktywnosci meta-
loproteaz przez syntetyczne inhibitory peptydowe i
niepeptydowe. Te pierwsze s analogami natural-
nych substratéw metaloproteaz i dziatajg przez kom-
petycyjne hamowanie aktywno$ci enzymatycznej.
Na podstawie trzeciorzedowej struktury metalopro-
teaz opracowano szereg inhibitorow niebiatkowych,
ktére selektywnie tgcza sie z ich domeng katali-
tyczng i hamujg wzrost, angiogeneze, inwazje i
metastaze nowotwordw [102].

Batimastat jest niskoczgsteczkowym kwasem hy-
droksyaminowym, ktéry jest analogiem kolagenu i
kompetycyjnie hamuje aktywno$¢ wielu metalopro-
teaz. W badaniach na zwierzetach stwierdzono, ze
batimastat redukowat wzrost guza nowotworowego,
hamowat lokalng proteolize, naciekanie przyle-
gajacej tkanki oraz metastaze [103]. Zwigzek ten w
nowotworach jajnikow powodowal zmniejszenie
masy guza o 90% oraz przedtuzat siedmiokrotnie
okres przezycia pacjentdw w poréwnaniu z grupg
kontrolng, a w nowotworach sutka powodowat
zmniejszenie czestoSci przerzutéw do piuc [104,
105]. Rozpuszczalnym odpowiednikiem batimastau
jest marimastat stosowany w terapii nowotworéw
sutka, jajnikow, mozgu, ptuc i trzustki [106]. Mari-
mastat moze zmniejszaé o 90% zdolno$¢é komdrek
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Ryc. 4 Struktura chemiczna wybranych syntetycznych inhibitorow me-
taloproteaz macierzowych
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nowotworowych do przekraczania $cian naczyn
krwionos$nych [107]. Do niebiatkowych inhibitorow
metaloproteaz nalezy prinomastat, ktéry selektywnie
blokuje aktywnos$¢ zelatynaz A i B, stromielizyny-1,
metaloproteazy transbtonowej-1 i stosowany jest w
nowotworach ptuc i prostaty [106]. Prinomastat
moze powodowaé zahamowanie wzrostu guzow
ptuc, zmniejszenie liczby naczyn krwionosnych w
guzie oraz zmniejszenie liczby przerzutdw do kosci i
nerek [108]. Do selektywnych inhibitorow metalo-
proteaz nalezy pochodna kwasu butanowego BAY
12-9566, ktéra hamuje aktywnos$é zelatynaz A i B,
stromielizyny-1, kolagenazy-3. BAY 12-9566 powo-
duje spadek tempa wzrostu guza oraz zmniejsza cze-
sto$¢ przerzutéw rakéw jelita grubego i sutka [109].
Struktura chemiczna niektorych syntetycznych inhi-
bitoréw metaloproteaz zostata przedstawiona na ry-
cinie 4.

VI1I-2. Terapia genowa

Przeprowadzono wiele eksperymentéw z uzyciem
oligonukletydéw antysensowych blokujacych tran-
skrypcje genbw MMP oraz z zastosowaniem transfe-
ru gendéw tkankowych inhibitoréw metaloproteaz.
Uzycie oligonukleotydéw antysensowych dla genu
matrilizyny u myszy powodowato ograniczenie o
70% liczby przerzutéw raka jelita grubego do
watroby [110]. W komoérkach czerniaka transfeko-
wanych plazmidem zdolnym do ekspresji tran-
skryptu o dtugosci 777 pz komplementarnego do
genu MMP-1 obserwowano spadek stopnia jego
inwazyjnosci [111]. Transfer genu TIMP-2 z uzy-
ciem adenowirusa do hepatocytéw myszy z wszcze-
pionymi komoérkami raka jelita grubego powodowat
zmniejszenie o0 95% liczby przerzutow do watroby i
ograniczyt o 77% wzrost wtérnych ognisk no-
wotworowych w watrobie [112]. Transfer genu
TIMP-1 do komorek srédbtonka spowodowat zaha-
mowanie zdolnosci do migracji in vitro, co sugeruje,
ze in vivo transfer tego genu moze hamowac angioge-
neze, ograniczajac w ten sposob wzrost guza [113].
Wyniki tych badan mogaby¢ podstawg do opracowa-
nia strategii przeciwnowotworowej terapii genowej
skierowanej na metaloproteazy, nalezy jednak pa-
mieta¢, ze w progresji nowotworow biorg udziat ta-
kze biatka uktadu aktywacji plazminogenu oraz ka-
tepsyny. W wielu nowotworach wykazano zwigzek
miedzy podwyzszonym poziomem sktadnikéw
uktadu aktywacji plazminogenu: uPA, uPAR, PAI-1,
PAI-2, a progresja nowotworu oraz ztym ro-
kowaniem dla chorych [114, 115].
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VII. Uwagi koncowe

W Swietle dotychczas otrzymanych wynikéw ba-
dan, zaréwno Kklinicznych jak i doswiadczalnych,
metaloproteazy mogg by¢ postrzegane jako biatka
mogace odgrywac istotng role w inwazji i metastazie
nowotworow. Jednakze wiele z przytaczanych badan
klinicznych zostato wykonanych na wzglednie ni-
skiej liczbie probek iprzewaznie z analizg tylko jed-
nej MMP. Istnieje zatem konieczno$¢ przeprowadze-
nia kompleksowych badan obejmujacych wiele
MMP i wykonanych na prébkach pochodzacych od
znacznej liczby pacjentow. Nalezy tez rozwingé
techniki doswiadczalne w badaniach MMP, w szcze-
g6lnosci wyraznie widaé potrzebe konstrukcji prze-
ciwciatl pozwalajagcych na odrdznienie MMP w po-
staci aktywnej od proenzymoéw oraz wolnych MMP i
MMP zwigzanych z inhibitorami tkankowymi. To,
wraz z zastosowaniem jednoczesnej analizy wielu
gendw, na przykiad przy uzyciu mikroprocesorow
DNAZ3 (DNA microarray, DNA chip) moze pozwolié
na opracowanie inhibitoréow MMP, ktére mogtyby
byé wykorzystane w terapii przeciwnowotworowej.

Artykut otrzymano 19 lutego 2001 r.
Zaakceptowano do druku 25 czerwca 2001 r.
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ROLA KATEPSYNY D W PROGRESJI

TWOROW

NOWO-

THE ROLE OF CATHEPSIN D IN CANCER PRO-

GRESSION

MAREK CYBULSKI1, HENRYK BERBEC2

Spis tresci:

I.  Wprowadzenie
1. Klasyfikacja katepsyn
I11. Charakterystyka genu kodujacego katepsyne D
IV. Charakterystyka katepsyny D
IV-1. Biosynteza i dojrzewanie katepsyny D
IV-2. Fizjologiczne dziatanie katepsyny D
1V-3. Udziat katepsyny D w procesach patologicznych
V. Katepsyna D jako wskaznik rozwoju choroby nowotwo-
rowej

Wykaz stosowanych skrotéw: bFGF — zasadowy czynnik
wzrostu fibroblastéw; ECM — macierz zewnatrzkomorkowa;
EGF — naskorkowy czynnik wzrostu; IGF | — insulinopodob-
ny czynnik wzrostu I; IGF Il — insulinopodobny czynnik wzro-
stu Il; IGFBPs — biatka wiazace insulinopodobne czynniki
wzrostu; IHCH — immunohistochemia; IRMA — metoda im-
munoradiometryczna; KD — katepsyna D; MHC-1l1 — antyge-
ny gtdwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy Il; PAI — inhi-
bitory aktywatoréw plazminogenu; PNI — proteaza neksyna-1
(ang. protease nexin-1); RIA — metoda radioimmunologiczna;
TGF-a— transformujacy czynnik wzrostu a; TIMP — tkanko-
we inhibitory metaloproteaz; tPA — tkankowy aktywator pla-
zminogenu; uPA— aktywator plazminogenu typu urokinazowe-

go

I. Wprowadzenie

Katepsyna D (EC 3.4.23.5) jest endopeptydazg
aspartylowa wystepujaca w lizosomach komorek or-
ganizmow eukariotycznych. Duze zainteresowanie
tym enzymem wynika ze znanego udziatu proteaz w
inwazji nowotworéw i w powstawaniu przerzutow

'Drn. med., 2rhab., Katedra i Zaktad Biochemii i Biologii Mo-
lekularnej Akademii Medycznej w Lublinie, ul. Lubartowska
85, 20-123 Lublin, tel. (081) 740-58-45, e-mail: marekc@ hipo-
krates.am.lublin.pl
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I. Introduction

Il1. Classification of cathepsins

I11. Characteristics of the cathepsin D gene

IV. Characteristics of cathepsin D
1V-1. Biosynthesis and maturation of cathepsin D
1V-2. Physiological functions of cathepsin D
1V-3. Role of cathepsin D in human pathology

V. Cathepsin D as tumour marker

[1]. Pomimo ciggtego doskonalenia metod leczenia
guzéw pierwotnych za pomocg zabiegu operacyjne-
go, chemio- iradioterapii, wcigz duzg trudnos¢ spra-
wia zahamowanie powstawania przerzutéw. Dlatego
tez niezwykle wazne jest poznanie zmian enzyma-
tycznych towarzyszacych procesom nowotworo-
wym.

Liczne proteazy zaangazowane sg w istotny dla
inwazji nowotworowej i powstawania przerzutéw
proces degradacji sktadnikéw macierzy zewnatrzko-
morkowej (ECM) i btony podstawnej. Do proteaz
tych zaliczamy: proteaze aspartylowg — katepsyne
D, katepsyny B i L (proteazy cysteinowe), proteazy
urokinazowego szlaku aktywacji plazminogenu
(proteazy serynowe) oraz metaloproteazy. Wykaza-
no, ze inhibitory proteaz cysteinowych, serynowych
i metaloproteaz majg zdolno$¢ hamowania inwazji
nowotworéw, jednak nie znalazty one zastosowania
w terapii ze wzgledu na ich toksycznos$¢ [2, 3]. De-
gradacja sktadnikow macierzy zewnatrzkomoérkowej
jest uwarunkowana stopniem aktywacji proteaz i ste-
zeniem ich endogennych inhibitoréw. Udowodnio-
no, ze katepsyna D trawi skladniki macierzy
zewnatrzkomérkowej i btony podstawnej, przyczy-
nia sie ponadto do wzrostu nowotworéw pobudzajgc
proliferacje komdérek [4-7]. Rola proteaz cysteino-
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wych w nowotworzeniu byta badana przez wiele ze-
spotéw, aniedawno zostata omowiona natamach Po-
stepow Biochemii (tom 46, nr 1, 2000 r.).

Il. Klasyfikacja katepsyn

Katepsyny najaktywniej degradujg biatka w kwa-
$nym Srodowisku. Enzymy te obecne sg we wszyst-
kich tkankach, a w szczegdlnie wysokich ilosciach
mozna je znalez¢ w nerkach, watrobie, $ledzionie i
makrofagach. Zgodnie z klasyfikacja Miedzynaro-
dowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej
(IUBMB), katepsyny stanowig grupe lizosomalnych
endopeptydaz komorek zwierzecych, ktore w zale-
znosci od mechanizmu dziatania, budowy centrum
aktywnego, optimum pH i ich autogennych inhibito-
réw, przydzielono do odpowiednich pod-podklas
(Tabela 1). Dwie z lizosomalnych proteaz, ktore

Tabela 1

I11. Charakterystyka genu kodujgcego
katepsyne D

W organizmie cztowieka gen katepsyny D wyste-
puje na koncu krotkiego ramienia chromosomu 11
(L1p15.5) w poblizu onkogenu H-ras [8]. Gen skiada
sie z 9 eksondw i liczy 11106 par zasad [9]. Tran-
skrypcja genu katepsyny D prowadzi do wytworze-
nia mMRNA zawierajagcego 1988 zasad. Stwierdzono,
ze ekspresja genu katepsyny D jest regulowana przez
hormony sterydowe, czynniki wzrostu (IGF-I,
TGF-a i EGF) i kwas retinojowy [10-13]. W sutku
estrogeny zwiekszajg synteze mRNA katepsyny D
poprzez oddzialywanie z sekwencjami odpowiedzi
na estrogeny (ang. estrogen responsive elements)
obecnymi w obrebie promotora [10]. Natomiast w
endometrium progesteron pobudza ekspresje genu
katepsyny D [13].

Klasyfikacja katepsyn wg Miedzynarodowej Unii Biochemii i Biologii Molekularnej

Nazwa katepsyny Numer EC
Katepsyna X 3.4.18.1
Katepsyna G 3.4.21.20
Katepsyna B 3.4.221
Katepsyna L 3.4.22.15
Katepsyna H 3.4.22.16
Katepsyna T 3.4.22.24
Katepsyna S 3.4.22.27
Katepsyna K 3.4.22.38
Katepsyna F 3.4.22.41
Katepsyna O 3.4.22.42
Katepsyna V 3.4.22.43
Katepsyna D 3.4.235
Katepsyna E 3.4.23.34

* - katepsyna X wykazuje takze stabg aktywno$¢ endopeptydazowg

poczatkowo kwalifikowano do grupy katepsyn (ka-
tepsyna A i C) zidentyfikowano p6zniej jako egzo-
peptydazy i zgodnie z obowigzujgcg klasyfikacjg ich
nazwy zostaty zmienione. Katepsyne A zaliczono do
pod-podklasy karboksypeptydaz typu serynowego
jako karboksypeptydaze C (EC 3.4.16.5), natomiast
katepsyne C do pod-podklasy peptydaz di- i tripepty-
dylowych jako peptydaze dipeptydylowag | (EC
3.4.14.1).

POSTEPY BIOCHEMII 47(3), 2001

Przynalezno$¢ do pod-podklasy proteaz
3.4.18 - karboksypeptydazy typu cysteinowego *
3.4.21 - endopeptydazy serynowe

3.4.22 - endopeptydazy cysternowe

3.4.23 - endopeptydazy aspartylowe

IV. Charakterystyka katepsyny D
IV-1. Biosynteza i dojrzewanie katepsyny D

Proces syntezy i dojrzewania katepsyny D zostat
dos¢ doktadnie poznany (Ryc. 1). Enzym jest synte-
zowany w postaci pre-pro-KD o masie 54 kDa (412
aminokwasdw). W czasie dojrzewania N-koncowy
prefragment (20 aminokwasow) jest odcinany, po-
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PS PF
" pre-pro-KD
-*2 *C 54kDa
PF
S
_ g pro-KD
52 kDa

autoaktywacja, aktywacja
przy udziale innych proteaz

—C forma posrednia KD

n- M 48 kDa

dalsza aktywacja przy
udziale proteaz cysternowych

TAA 2AA
/ \

"-txw -C

fragmentacja przy udziale
amino- i karboksypeptydaz

posta¢ dojrzata KD
HC 14+ 34 kDa

F-KXX>

14 kDa 34 kDa

Ryc. 1. Biosynteza i dojrzewanie katepsyny D. Objasnienia: PS — pep-
tyd sygnalny, PF — profragment.

wstaje prokatepsyna D o0 masie czasteczkowej
52 kDa (392 aminokwasy) [14, 15], ktéra nastepnie
podlega glikozylacji w siateczce $rédplazmatycznej.
W procesie glikozylacji dochodzi do przytgczenia do
proenzymu za posrednictwem reszt asparaginy
dwoch tancuchdw oligosacharydowych zawie-
rajacych reszty A-acetyloglukozaminy, mannozy i
glukozy (Glc3Man9GIcNAc2). Nastepnie 3 koricowe
reszty glukozy zostajgusuniete, co stanowi sygnat do
przeniesienia prokatepsyny D do aparatu Golgiego
[16], gdzie reszty mannozy tancuchow oligosachary-
dowych ulegajg fosforylacji do mannozo-6-fosfo-
ranu (M6P). Dzieki obecnosci reszt M6P, prokatep-
syna D jest wigzana przez obecne w aparacie Golgie-
go receptory mannozo-6-fosforanu i transportowana
do lizosoméw. Srodowisko kwaséne lizosoméw po-
woduje dysocjacje kompleksu proenzym-receptor,
prokatepsyna D pozostaje w lizosomach, natomiast
receptor powraca do aparatu Golgiego i moze prze-
nosi¢ kolejne czgsteczki prokatepsyny D [1, 17, 18].
W lizosomach, na drodze autoaktywacji lub przy
udziale innych proteaz nastepuje odszczepienie
N-koncowego profragmentu (44 aminokwasy) z wy-
tworzeniem jednotaincuchowej formy posredniej en-
zymu o masie czasteczkowej 48 kDa (348 amino-
kwasow) [19]. W wyniku dziatania proteaz cysteino-
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wych oraz amino- i karboksypeptydaz dochodzi do
wytworzenia dwutanicuchowej postaci dojrzatej ka-
tepsyny D o masie czgsteczkowej 48 kDa (339 ami-
nokwaséw), ztozonej z tancucha lekkiego 14 kDa i
tancucha ciezkiego 34 kDa [1]. Za postacie biolo-
gicznie aktywne uwaza sie forme posrednig i doj-
rzatg.

IV-2. Fizjologiczne dziatanie katepsyny D

Katepsyne D wyizolowano z watroby [20], tozy-
ska [21], ptynu owodniowego [22], leukocytow [23],
mozgu [24] i$ledziony cztowieka [25]. Stwierdzono,
ze enzym swoiscie rozkiada wigzania peptydowe
utworzone przez aminokwasy hydrofobowe, zwtasz-
cza aromatyczne. W badaniach in vitro wykazano, ze
enzym degraduje liczne biatka: hemoglobine, albu-
mine, kazeine, P-lipoproteine [26], metalotioneine
[27] oraz skiadniki macierzy zewnatrzkomorkowej:
fibronektyne, proteoglikany [28,29], kolagen [30] i
biatko btony podstawnej — laminine [31]. Enzym
wykazuje najwiekszg aktywnos$¢ w pH 2,8-4,0. Spe-
cyficznym inhibitorem katepsyny D jest heksapep-
tyd pepstatyna wytwarzany przez szczepy bakterii
(Actinomycetes — promieniowce) [32], Dotychczas
nie znaleziono swoistego dla katepsyny D inhibitora
tkankowego [1]. Centrum aktywne katepsyny D ma
budowe podobng do centrum aktywnego pepsyny,
zawiera dwie reszty kwasu asparaginowego [33].

Katepsyna D bierze udziat w réznych zjawiskach
fizjologicznych. Stwierdzono, ze enzym ten bierze
udziat w katabolizmie biatek zarobwno wewnatrzko-
morkowych jak i zewnatrzkomérkowych pobranych
drogg endocytozy [32]. Katepsyna D jest odpowie-
dzialna za aktywacje i katabolizm innych enzyméw
proteolitycznych oraz hormonéw biatkowych.
Stwierdzono, ze enzym ten bierze udziat w proteoli-
zie parathormonu prowadzacej do wytworzenia ak-
tywnych hormonalnie oligopeptydéw [34], w akty-
wacji prokatepsyn B [35] i L [36], w proteolizie
P-endorfin prowadzacej do wytworzenia y-endorfin
[37], w proteolizie proreniny [38], w uwalnianiu an-
giostatyny z plazminogenu [39], a takze w wybior-
czej inaktywacji inhibitoréw proteaz takich jak nie-
ktére cystatyny [40] i al-antychymotrypsyna [41].
Enzym ten bierze takze udzialt w remodelowaniu i
odnowie tkanek, przypuszczalnie dzieki uwalnianiu
czynnikOw wzrostu potrzebnych do proliferacji ko-
morek i inaktywacji inhibitoréw wzrostu [42]. Ka-
tepsyna D odgrywa tez role w procesie apoptozy.
Prawdopodobnie enzym bierze udziat w tym proce-
sie aktywujac prokaspaze 3 [43] i prokaspaze 8 [44].
Katepsyna D wspotdziata z dzikim biatkiem p53 w
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indukcji apoptozy w komdrkach raka jelita grubego,
watroby i jajnika [45]. Do fizjologicznych funkcji
katepsyny D nalezy rowniez ograniczona proteoliza
antygendéw biatkowych w celu ich prezentacji przez
czastki MHC-II [46].

IV-3. Udziat katepsyny D w procesach patolo-
gicznych

Istniejg dowody na udziat katepsyny D w licznych
procesach patologicznych. W literaturze najwiecej
doniesien na ten temat wigze sie z badaniem udziatu
tego enzymu w rozwoju choroby nowotworowej.
Inne procesy patologiczne, w ktoérych wazng role
przypisuje sie katepsynie D, to dystrofia miesniowa
[47], marsko$¢ watroby [48], choroby zapalne sta-
wow [49], a takze choroba Alzheimera [50].

komoérka
rakowa

Czynniki Inhibitory Kaskada proteaz
wzrostu wzrostu degradujacych
sktadniki ECM
aktywacja, -| hamowanie, A transport,

A -receptor dla profragmentu prokatepsyny D, O " receptory dla mannozo-6-fosforanu,

[~1 - receptor dla IGFII

Wykazano, ze katepsyna D katalizuje kaskade
przemian enzymatycznych towarzyszacych progre-
sji licznych nowotworéw. Enzym ten wyizolowano z
guzéw nowotworowych i stwierdzono, ze zwykle nie
rézni sie on od enzymu z tkanek prawidtowych. Jed-
nak w katepsynie wyizolowanej z komaorek linii
MCF 7 oraz z watrobiaka zaobserwowano zmiany w
glikozylacji enzymu polegajagce na zwiekszonej za-
wartosci kwasu sjalowego [51]ireszt fosforanowych
[52]. Katepsyna D wyizolowana z raka prostaty wy-
kazuje wiekszg zdolno$é do uwalniania angiostatyny
z plazminogenu w poréwnaniu do enzymu pocho-
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Inhibitory
proteaz

dzacego z raka sutka, co ttumaczone jest r6zng gliko-
zylacjgenzymu. Na tej podstawie przypuszcza sie, ze
zmiany w glikozylacji enzymu mogg mie¢ zwigzek z
progresjg nowotworu na skutek zmiany powinowac-
twa enzymu do naturalnych substratow [53].

Szczegolnie interesujgca jest rola katepsyny D w
procesie inwazji nowotworowej i w powstawaniu
przerzutéw. Uwaza sie, ze w tych procesach katepsy-
na D uaktywnia kaskade proteaz trawigcych btone
podstawng i sktadniki macierzy zewnatrzkomaorko-
wej oraz pobudza proliferacje komérek. Na rycinie 2
przedstawiono mechanizmy dziatania réznych form
molekularnych katepsyny D w progresji nowotwo-
row.

W komdrkach prawidtowych prokatepsyna D ule-
ga w lizosomach przeksztatceniu w forme posrednig
(jednotancuchowg), a poOzniej w aktywng forme

komérka
podscieliska

Ryc. 2. Przeksztatcenia w obrebie réznych
form molekularnych katepsyny D i
udziat tych form w procesie progresji
nowotworéw. Objasnienia: proKD —
prokatepsyna D, IGFIl — insulinopo-
dobny czynnik wzrostu Il, bFGF — za-
sadowy czynnik wzrostu fibroblastow,
IGFBPs — bhiatka wigzace insulinopo-
dobne czynniki wzrostu

dwutancuchowga. Uwaza sie, ze nadmierna ekspresja
genu katepsyny D w komorkach nowotworowych
zwieksza produkcje prokatepsyny D powodujac
przecigzenie drogi transportu proenzymu do lizoso-
moéw i wydzielanie proenzymu do przestrzeni poza-
komorkowej [51]. W przestrzeni zewngtrzkomarko-
wej, w obnizonym pH s$rodowiska, nieaktywny pro-
enzym moze ulega¢ autoaktywacji do postaci jed-
notancuchowej [1]. Stwierdzono, ze w guzach nowo-
tworowych dochodzi do obnizenia pH $rodowiska,
co powoduje zmiany aktywnosci réznych enzymow,
w tym proteolitycznych [1]. W procesie obnizania
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pH biorg udziat takie czynniki jak ograniczenie
transportu tlenu prowadzace do zwiekszonej produk-
cji kwasu mlekowego, wzrost aktywnosci H+/ATP-
az btonowych oraz zwiekszona zawarto$¢ kwasu sja-
lowego w tancuchach oligosacharydowych glikopro-
tein i glikolipidéw bton komodrek nowotworowych.
Proces autoaktywacji proenzymu w przestrzeni po-
zakomadrkowej polega na catkowitym usunieciu pro-
fragmentu (44 aminokwasy) prokatepsyny D lub
jego skroceniu [1]. Wytworzona w ten sposdb aktyw-
na forma katepsyny D uczynnia liczne proteazy de-
gradujace btone podstawng i skitadniki macierzy
zewnatrzkomorkowej (Ryc. 3). W procesie tym ule-
gaja aktywacji kolejno prokatepsyny B i L, aktywa-

pro-KD

pH<S ‘\ cystatyny, stefiny

KD
P”"KB-———“ KB, KL
pro-KL

e

pro-uPA———>» uPA

Prometaloproteazy———3>» Metaloproteazy \

aktywacja, m hamowanie

tory plazminogenu, plazmina i metaloproteazy. Ka-
tepsyna D uruchamia kaskade proteaz aktywujac ka-
tepsyny B i L, ktore z kolei aktywujg aktywator pla-
zminogenu typu urokinazowego (uPA), a ten akty-
wuje plazminogen. Zaktywowane katepsyny B i L
uczynniajgprometaloproteazy i aktywator plazmino-
genu (pro-uPA). Z kolei aktywne katepsyny, plazmi-
na i metaloproteazy powodujg bezposrednia degra-
dacje takich sktadnikow macierzy zewnatrzkomor-
kowej jak kolagen, laminina i fibronektyna.
Niszczgc tkanki gospodarza enzymy przygotowujg
miejsce dla rozrastajgcego sie nowotworu i utatwiajg
migracje komérek nowotworowych do naczyh
krwionosnych lub limfatycznych, co sprzyja tworze-
niu przerzutéw. Czynnikami chronigcymi tkanki or-
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TIMP-1,2,3

ganizmu przed nadmierng proteolizg sg autogenne
inhibitory proteaz. W wielu guzach nowotworo-
wych, obok zwiekszonej aktywnoSci proteaz, stwier-
dza sie zwiekszong zdolno$¢ do wytwarzania ich
swoistych inhibitoréw. Okazato sig, ze katepsyny B i
L sag hamowane przez autogenne cystatyny, stefiny i
kininogeny. Aktywatory plazminogenu (uPA i tPA)
sg hamowane przez inhibitory aktywatoréw plazmi-
nogenu (PAI-1,2,3) i proteaze PNI (ang. protease
nexin-1). Plazmina jest hamowana przez a2-makr-
oglobuline i a 2-antyplazmine. Metaloproteazy sg ha-
mowane przez swoiste tkankowe inhibitory metalo-
proteaz (TIMP-1,2,3) [3]. Katepsyna D ma zdolnos¢
do inaktywacji niektérych inhibitoréw proteaz (np.

PAI-1,2,3
PN1

\plazminogen
/\ tPA

plazmina
\ o ,-antyplazmina

Ryc. 3. Schemat aktywacji i hamowania
kaskady proteaz odpowiedzial-
nych za degradacje sktadnikéw
macierzy  zewnatrzkomorkoweyj.
Objasnienia: KD — katepsyna D,
KB — katepsyna B, KL — katep-
syna L, pro-uPA — proenzym
uPA, uPA — aktywator plazmino-
genu typu urokinazowego, tPA —
tkankowy aktywator plazminoge-
nu, PAI -1,2,3 — inhibitory akty-
watoréw plazminogenu, PNI —
proteaza neksyna-1 (protease
nexin-l), TIMP-1,2,3 — tkanko-
we inhibitory metaloproteaz

o ,-makroglobulina

cystatyn [40] i al-antychymotrypsyny [41]). Naru-
szenie réwnowagi pomiedzy proteazami degra-
dujgcymi skiadniki macierzy zewnatrzkomorkowej
oraz ich inhibitorami doprowadza do rozwoju proce-
séw patologicznych, w tym nowotworéw.
Wykazano, ze katepsyna D ma zdolnos$¢ do pobu-
dzania proliferacji komorek. Dziatanie to moze wy-
nikaé z oddziatywania prokatepsyny D z receptorem
IGF-1I/M6P (kationo-niezalezny receptor manno-
zo-6-fosforanu), ktéry jest receptorem wigzacym ta-
kze czynnik wzrostu IGF-1l. Receptory IGF-1I/M6P
odpowiadajg za kontrole pozakomdrkowego pozio-
mu IGF-II. Receptory IGF-1I/M6P wystepujana og6t
wewnatrz komarki, gdzie biorg udziat w transporcie
nowo syntezowanych enzyméw lizosomalnych do li-
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zosomOw. Niektére receptory IGF-1I/M6P prze-
mieszczajg si¢ pomiedzy lizosomami a btong komér-
kowa. Receptory te, obecne w btonie komdérkowej,
biorg udziat w internalizacji pozakomérkowych en-
zymow lizosomalnych i czynnika wzrostu IGF-I11 i
transportujaje do lizosoméw [1]. W wielu nowotwo-
rach dochodzi do wysycenia receptora IGF-1I/M6P
przez prokatepsyne D co prowadzi do zaburzenia
kontroli poziomu IGF-II [1], powodujac zwiekszong
dostepnos¢ tego czynnika wzrostu dlajego wasnych
receptoréw btonowych. Ponadto dziatanie mitogen-
ne katepsyny D moze wynikaé z aktywacji i/lub
uwalniania z macierzy zewnatrzkomaérkowej czynni-
kéw wzrostu. Stwierdzono na przyktad, ze katepsyna
D ma zdolno$¢ uwalniania z macierzy zewnatrzko-
moérkowej zasadowego czynnika wzrostu fibrobla-

Tabela 2

katepsyna D umozliwia oddziatywanie tych czynni-
kow z receptorami komorkowymi [4]. Dziatanie mi-
togenne katepsyny D moze takze wynika¢ z od-
dziatywania prokatepsyny D z receptorami komor-
kowymi innymi niz receptory mannozo-6-fosforanu.
Proenzym katepsyny D wigze sie prawdopodobnie z
blizej nie zdefiniowanymi receptorami obecnymi w
btonie komdrkowej za pomocag profragmentu (44
aminokwasy), pobudzajac proliferacje [6, 7].
Bezposrednich dowodéw przemawiajgcych za
udziatem katepsyny D w procesie inwazji i w tworze-
niu przerzutéw dostarczyty badania Garcia iwsp.
[57]. Autorzy ci dokonali transfekcji cDNA genu
ludzkiej katepsyny D do linii komorek szczura
(3Y 1-AdI2). Transfekowane klony komérkowe, kto-
re wytwarzalty w nadmiarze ludzki enzym, wykazy-

Katepsyna D jako wskaznik prognostyczny w chorobie nowotworowej (na podstawie pismiennictwa za lata 1990-2000)

Zmiany poziomu KD w surowicy Zmiany poziomu KD w ekstrak- Zmiany zawartosci KD w komor-

Lokalizacja nowotworu .
krwi

Sutek f [58]
Szyjka macicy
Jajnik
Endometrium
Prostata

Moézg
Tarczyca
Krtan
Watroba t[48, 77]
Zokgdek

Jelito grube

Oskrzela

Skéra (czerniak ztosliwy) T[88]

Glowa i szyja (rak pfasko- t[91]
nabtonkowy)

stéw (bFGF). Czynnik ten odgrywa wazng role w
rozwoju nowotworéw dzieki stymulacji neoangioge-
nezy [55]. Wykazano, ze produkty trawienia przez
katepsyne D fibronektyny pobudzajg synteze DNA w
fibroblastach [56]. Przypuszcza sie, ze katepsyna D
pobudza proliferacje komaérek rakowych poprzez in-
aktywacje inhibitorow wzrostu [4] i hamowanie wy-
dzielania inhibitoré6w wzrostu [5]. Stwierdzono, ze
proteaza ta ma zdolno$¢ degradacji biatek wigzacych
insulinopodobne czynniki wzrostu (IGFBPs). Uwal-
niajgc IGF-1 i IGF-I1 zkompleksdw z ich inhibitorem

POSTEPY BIOCHEMII 47(3), 2001

tach z guzoéw kach guzéw
t[59] T[60, 61]
f[62]
7[64] T[63,64]
T[66] t[65]
t[67], bez zmian [69] t[67,68]
T[70] T[71]
t[72,73] t[74]
T[75] T[76]
T[79], bez zmian [78] f [80,81]
T[82] T[83-85]
t[86,87]
T[90] t[89]
T[91, 92] t[93]

waty szybszy i zaburzony wzrost (tworzenie ognisk)
in vitro, a po dozylnym podaniu myszom wykazy-
waty zwiekszong zdolno$é do tworzenia przerzutéw
[57].

V. Katepsyna D jako wskaznik rozwoju
choroby nowotworowej

W ostatnich latach podjeto wiele badan poSwieco-
nych wykorzystaniu oznaczania katepsyny D do ce-

I6w klinicznych w onkologii. Oznaczano zawartos$é
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biatka enzymu (metodami IRMA, RIA) w surowicy
krwi iw ekstraktach otrzymywanych z guzéw nowo-
tworowych oraz lokalizacje enzymu w komérkach
rakowych i komérkach podscieliska guzoéw (metoda
IHCH). Zawarto$¢ katepsyny D korelowano z za-
awansowaniem procesu chorobowego i dtugoscia
zycia chorych po leczeniu operacyjnym. Badania
miaty na celu miedzy innymi identyfikacje chorych o
gorszym rokowaniu w celu rozwazenia zmiany le-
czenia lub wprowadzenia leczenia uzupetniajgcego.
W Tabeli 2 przedstawiono wyniki badan przeprowa-
dzonych w latach 1990-2000. W badaniach tych wy-
kazano wzrost zawartosci katepsyny D w surowicy
krwi lub/i w komérkach licznych nowotworéw: sut-
ka [58-61], szyjki macicy [62], jajnika [63, 64],
btony $luzowej macicy [65, 66], prostaty [67-69],
mozgu [70, 71], tarczycy [72-74], krtani [75, 76],
watroby [48, 77], zotadka [78-81], jelita grubego
[82-85], oskrzeli [86, 87], skdry (czerniak ztosliwy)
[88-90] oraz gtowy i szyi (rak ptaskonabtonkowy)
[91-93]. Analizujac czasy przezycia chorych leczo-
nych operacyjnie zauwazono, ze zwigkszona zawar-
tos¢ katepsyny D w guzie nowotworowym jest nie-
korzystnym czynnikiem rokowniczym (krotszy czas
zycia lub krétszy czas remisji) w przypadku licznych
nowotwordw: sutka [59, 61], szyjki macicy [62], en-
dometrium [65], krtani [76], oskrzeli [86, 87] i skory
(czerniak ztosliwy) [89]. Zbieznosci takiej nie
stwierdzono w odniesieniu do chorych z nowotwora-
mi jajnika [64] i prostaty [68]. Podobne badania
przeprowadzone u chorych z rakiem zotgdka [80, 81]
i rakiem jelita grubego [84,85] dostarczyty niejedno-
znacznych wynikéw. Brak zbieznosci pomiedzy
zwiekszong zawartos$cig katepsyny D w guzie nowo-
tworowym a czasem przezycia chorych w niektérych
nowotworach moze wynikaé z wielorakich funkcji
jakie petni ten enzym. Jak podano wczesniej, katep-
syna D oprocz dziatania mitogennego i nasilania in-
wazyjnosci nowotworow, moze przyczynia¢ sie do
hamowania wzrostu nowotworéw biorgc udziat w
procesie apoptozy, w odpowiedzi immunologicznej i
w hamowaniu neoangiogenezy.

Wydaje sie, ze w przypadku niektérych nowotwo-
row zawarto$¢ katepsyny D w guzach nowotworo-
wych moze by¢ prognostykiem przezywalnosci pa-
cjentow.

Artykut otrzymano 19 kwietnia 2001 r.
Zaakceptowano do druku 18 czerwca 2001 r.
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Syntazy pseudourydynowe — enzymy wprowadzajace
najczestszy w kwasach nukleinowych modyfikowany

nukleozyd — pseudourydyne

Pseudouridine synthases — enzymes introducing the
most abundant modified nucleoside in the nucleic acids

— the psueudouridine

JOANNA PIENKOWSKAL1 ZOFIA SZWEYKOWSKA-KULINSKA2
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Pus4p, Pus5p, Cbf5p, Nap57, Nop60B — nazwy poszczegol-
nych syntaz pseudourydynowych;

I. Wstep

Pseudourydyna (5-p-D-rybofuranozylouracyl;
¥), izomer urydyny jestjednym z najcze$ciej spoty-
kanych modyfikowanych nukleozydow w czastecz-
kach RNA. Pseudourydyna obecna jest w kwasach
rybonukleinowych we wszystkich trzech kroéle-
stwach: Eubacteria, Archaebacteria oraz Eukaryota.
W organizmach eubakteryjnych i eukariotycznych
pseudourydyna obficie wystepuje w transferowych
RNA i w rybosomowych RNA. Obecna jest rdwniez
w archebakteryjnym rybosomowym RNA [1]. W or-
ganizmach eukariotycznych pseudourydyne zidenty-
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fikowano takze w matych jadrowych RNA (snRNA)
i matych jaderkowych RNA (snoRNA) [2, 3]. Owo-
cem ostatnich lat badan jest odkrycie pseudourydyny
w RNA wirusa z6tej mozaiki rzepy [4]. Najwyzszg
zawartos$cia pseudourydyny w RNA charakteryzuja
sie organizmy eukariotyczne. W rRNA matej podjed-
nostki rybosomowej organizmow prokariotycznych i
eukariotycznych liczba reszt ¥ jest zmienna, a ich
rozmieszczenie nie pokrywa sie z zadnymi znanymi
miejscami o istotnym znaczeniu funkcjonalnym. Na-
tomiast w przypadku rRNA duzej podjednostki ry-
bosomowej (23S rRNA u prokariontow i 28SrRNA u
eukariontéw), chociaz liczba pseudourydyn tez jest
rézna, to ich rozmieszczenie ogranicza sie do trzech
oddzielnych obszaréw, ktdre w strukturze trzecio-
rzedowej czasteczki znajduja sie w obrebie lub w bli-
skim sasiedztwie centrum peptydylotransferazowe-
go-

Pseudourydyna jest wprowadzana do RNA na po-
ziomie polinukleotydu na drodze izomeryzacji ury-
dyny. Reakcja pseudourydylacji polega na hydrolizie
wigzania N-glikozydowego, obrocie pierScienia ura-
cylu oraz jego ponownym przytgczeniu do rybozy
poprzez  nietypowe  wiazanie  wegiel-wegiel
(C5-C1’). Reakcja katalizowana jest przez enzymy
zwane syntazami pseudourydynowymi charaktery-
zujace sie wysoka specyficznoscig substratowg. 1zo-
meryzacja nie wymaga naktadu energii. Dotychczas
sgdzono, iz nie wymaga ona réwniez udziatu zadne-
go kofaktora. Z ostatnich doniesief wiadomo jednak,
izw przypadku przynajmniej jednej syntazy pseudo-
urydynowej (Puslp) w reakcji izomeryzacji urydyny
jako istotny kofaktor strukturalny udziat bierze atom
cynku [5].

Znaczenie obecnosci W w kwasach rybonukleino-
wych nie jest w petni okreslone. Wiadomo jednak, iz
ten modyfikowany nukleozyd stabilizuje drugorze-
dowg strukture regionu RNA w ktérym wystepuje, a
co za tym idzie poprawia precyzje wykonywanego
przez dany rodzaj RNA zadania. Stwierdzono na
przyktad, ze obecno$¢ 4* w pozycji 35 roslinnego
tRNATy wptywa na precyzyjne dekodowanie przez
te czasteczke mMRNA. Sugeruje sie rdwniez, iz wyzej
opisana lokalizacja reszt pseudourydynowych w pro-
kariotycznym 23S rRNA i eukariotycznym 28S
rRNA duzej podjednostki rybosomowej moze miec
istotne znaczenie dla biosyntezy biatka. Z punktu wi-
dzenia znaczenia obecnos$ci aktywnej syntazy pseu-
dourydynowej interesujgce jest rGwniez powigzanie
choroby genetycznej zwanej dyskeratozgz mutacja-
mi w wysoce konserwatywnym genie kodujacym
dyskeryne — syntaze pseudourydynowa wprowa-
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dzajaca reszty pseudourydynowe do rybosomowych
RNA u cztowieka [6].

Il1. Prokariotyczne sytazy pseudourydynowe

Pierwszym zbadanym enzymem nalezgcym do ro-
dziny enzyméw modyfikujacych U do ¥ jest syntaza
pseudourydynowa I (TruA), produkt genu hisT (p6z-
niej nazwanego — tru A), wyizolowana z dwdch or-
ganizmow: Salmonella typhimurium i Escherichia
coli [7, 8]. Enzym ten modyfikuje pozycje 38, 39 i 40
w ramieniu antykodonowym czasteczek tRNA.
Stwierdzono, ze w obecnosci substratu enzym ulega
dimeryzacji.

Okoto 50% wszystkich rodzajow tRNA w organi-
zmach prokariotycznych charakteryzuje sie obecno-
$cig pseudourydyny w regionie ramienia antykodo-
nowego (Ryc. 1). Wynik poréwnania rozmaitych se-
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Ryc. 1. Wystepowanie pseudourydyn w czasteczkach tRNA z E. coli.
Strzatkami zaznaczono pozycje modyfikowane.

kwencji tRNA w tym regionie sugeruje, ze TruA nie
rozpoznaje specyficznej sekwencji lecz raczej jest
zdolna do konwersji w pseudourydyne kazdej reszty
urydynowej, ktéra bytaby w pozycji 38, 39 lub 40 w
regionie antykodonowym.

Funkcja pseudourydyn wprowadzanych przez
TruA nie jest w petni poznana. Wiadomo, ze tRNA
pozbawione tych pseudourydyn funkcjonujg pra-
widtowo w reakcji aminoacylacji oraz podczas syn-
tezy biatka. Z drugiej jednak strony, takie tRNA nie
sg zdolne do uczestniczenia w regulacji kilku opero-
néw na poziomie transkrypcyjnym. Jako przykiad
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przytoczy¢ tu mozna wptyw tRNAHsna proces regu-
lacji ekspresji operonu histydynowego u S. typhimu-
rium. Operon histydynowy sktada sie z dziesieciu ge-
néw. Jego ekspresja regulowana jest przez poziom
histydyny w $rodowisku i polega na powstawaniu al-
ternatywnych form mRNA, kt6re tworzg lub nie cha-
rakterystyczng strukture atenuatora. Informacyjny
RNA, powstaly w wyniku transkrypcji operonu hi-
stydynowego, zawiera sekwencje liderowg, w skiad
ktérej wchodzi cigg siedmiu kodondéw histydyno-
wych. W obecnosci wysokiego poziomu histydyny w
komorce cata maszyneria translacyjna posuwa sie
tuz za polimerazg RNA wzdtuz odcinka liderowego
operonu, tworzy sie struktura atenuatorowa, powo-
dujgca przerwanie transkrypcji.  Transferowy
RNAHSs pozbawiony pseudourydyn w pozycjach 38,
39 i 40, pomimo normalnej aminoacylacji, prawdo-
podobnie zbyt wolno odczytuje te siedem kodondw
histydynowych, co uniemozliwia atenuacje powo-
dujgc tym samym statg derepresje operonu. Fakt ten
sugeruje, iz brak pseudourydyn w petli i ramieniu an-
tykodonowym wptywa negatywnie na oddziatywa-
nia kodon-antykodon.

Pierwotnie mys$lano, iz brak TruA w komorce
E. coli maniewielki wptyw najej wzrost. Jednak eks-
perymenty wykazaty, ze obecno$é tego enzymu wy-
magana jest dla prawidtowego wzrostu komorki w
momencie, gdy jest ona hodowana na pozywce po-
zbawionej uracylu [9].

Kolejnym klonowanym genem syntazy prokario-
tycznej jest syntaza pseudourydynowa 55 z E. coli
(TruB) [10]. Enzym ten przeprowadza konwersje
US55 do ¥55 w petli T¥C w wiekszosci czasteczek
tRNA (Ryc. 1).

Poniewaz niemal wszystkie rodzaje tRNA zawie-
rajg ¥55, to przypuszcza sie, ze obecnos$¢ pseudo-
urydyny w tej pozycji ma istotne znaczenie dla ko-
morki. Jednakze, dotychczas nie wykazano istnienia
zadnych specyficznych funkcji zaleznych od obec-
nosci ¥55 w tRNA. Najnowsze wyniki badan pole-
gajacych na delecji genu truB wykazaty, iz jedynie
biatko TruB jest odpowiedzialne za wprowadzanie
¥55 do tRNA invivo, a brak tego enzymu wydaje sie
nie mie¢ wptywu na wzrost komorki bakteryjnej. Do-
piero eksperyment kompetycyjny wykazat, iz w sy-
tuacji wspolnej hodowli szczepu dzikiego ze szcze-
pem delecyjnym dochodzi do silnej selekcji skiero-
wanej przeciwko komoérkom zmutowanym.

W bakteryjnej komérce Escherichia coli zidenty-
fikowano w sumie 1o reszt pseudourydynowych we
wszystkich rRNA. W przeciwieAstwie do organi-
zmoOw eukariotycznych, u ktérych w pseudourydyla-
cji rRNA biorg udziat mate jaderkowe RNA uzy-
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wajgce prawdopodobnie jednej wspdlnej syntazy
pseudourydynowej, wydaje sie, ze u E. coli istnieja
specyficzne syntazy dla kazdego modyfikowanego
miejsca. Jak dotychczas, zidentyfikowano pie¢ ge-
néw syntaz pseudourydynowych, ktére odpowie-
dzialne sg za wprowadzanie dziewieciu z dziesieciu
pseudourydyn.

U E. coli w rRNA matej podjednostki rybosomo-
wej znajduje sie tylko jedna pseudourydyna, w pozy-
cji 516. Wiadomo, iz obszar, w ktéorym ona wystepu-
je, zaangazowany jest w proces rozpoznawania ko-
donu podczas syntezy biatka. W celu okreslenia
funkcji tej pojedynczej reszty pseudourydynowej,
oczyszczono i klonowano enzym Katalizujacy jej
tworzenie (RsuA) [11]. W badaniach in vitro substra-
tem preferowanym przez enzym jest fragment RNA
bedacy w kompleksie z rybosomowymi biatkami
podjednostki 30S — RNP (reszty 1— 678). Stad wy-
daje sie, ze powstawanie ¥ invivo zachodzi na etapie
posrednim sktadania podjednostki 30S, a enzym
RsuA rozpoznaje strukture Il1-cio rzedowa przyjmo-
wangprzez substratowy RNA podczas tego procesu.

Znaczenie RsuA dla komérki E. coli zalezy od
tego jakga role strukturalng i/lub funkcjonalng peni
¥516 w rybosomie. Z jednej strony, ¥516 znajduje
sie w bardzo istotnym miejscu 16S rRNA, bedac nu-
kleotydem bliskim tzw. petli ,,530”, ktéra zaanga-
zowana jest w proces rozpoznawania kodonu [12]. Z
drugiej strony, w eksperymentach in vitro, podjed-
nostki 30S pozbawione wszystkich modyfikowa-
nych nukleozydéw (m. in. ¥516) sg funkcjonalne we
wszystkich etapach syntezy biatka, a wiec rowniez w
procesie rozpoznawania kodonu [13]. Réwniez w
eksperymentach in vivo nie zaobserwowano zadnego
wptywu braku ¥516 (wskutek delecji rsuA) na
wzrost komadrek [14],

Kolejnym sklonowanym genem enzymu pseudo-
urydylujgcego jest gen syntazy wprowadzajgcej
¥746 do 23S RNA oraz ¥32 do tRNAPhe u E. coli
[15]. Enzym ten (RIuA), kodowany przez gen rluA,
modyfikuje pozycje 746 ze 100% wydajnoscig za-
réwno petnej dlugosci 23S RNA, jak i fragment za-
wierajacy reszty 1-847. Enzym ten modyfikuje row-
niez transkrypty tRNAphe w pozycji 32. W obu sub-
stratach, 23S RNA i tRNAphe, pseudourydyny w po-
zycji 746 i 32, wystepujg w regionach jednonicio-
wych w obrebie tej samej sekwencji, 5’-¥UG-
AAAA-3’, zlokalizowanej blisko ramienia. Z tego
powodu przypuszcza sie, ze syntaza ta moze wyma-
ga¢ dla rozpoznania odpowiedniej urydyny jedynie
krotkiego ciggu specyficznej sekwencji nukleotydo-
wej znajdujgcej sie po 3’ stronie od miejsca pseudo-
urydylaciji.
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Znaczenie RIUA dla E. coli zalezy od roli jaka
peini ¥746 w strukturze i/lub funkcji rybosomu. Po-
niewaz region, w ktorym lezy pseudourydyna znaj-
duje sie w 5’-potowie czasteczki, ktéra przypusz-
czalnie jest czescig lub co najmniej lezy blisko cen-
trum peptydylotransferazowego (PTC) rybosomu, to
uwaza sie, iz dzieki swoim specyficznym wiasciwo-
§ciom ¥ moze petni¢ pewng role w tworzeniu wiaza-
nia peptydowego. Zaobserwowano, ze brak RIUA, a
w nastepstwie tego pseudourydyn, nie wplywa
znaczgco na wzrost komarki. Dopiero eksperyment
kompetycyjny wykazat, iz w sytuacji wspélnej ho-
dowli szczepu dzikiego ze szczepem delecyjnym do-
chodzi do silnej selekcji skierowanej przeciwko ko-
maérkom zmutowanym [16].

Kolejnym sklonowaym genem kodujacym proka-
riotyczng syntaze pseudourydynowa jest gen rluB z
Bacillus subtilis. Kodowana przez ten gen syntaza
(RIuB) modyfikuje pozycje 2633 w 23S rRNA [17].
Wykazano, iz najblizszym homologiem genu rluB
jest genyciL u E. coli. Sugeruje to, iz gen ten koduje,
odpowiadajaca RIuB, syntaze pseudourydynowag
modyfikujacapozycje2605 w23S rRNAuis. coli.

Na drodze wielokrotnego przeszukiwania geno-
mowych baz danych pod katem sekwencji homolo-
gicznych do genéw znanych syntaz pseudourydyno-
wych [18] zidentyfikowano kilka nowych genéw po-
tencjalnie kodujacych te enzymy. Miedzy innymi,
udowodniono, ze geny rluC i rluD (pierwotnie na-
zwaneyceC iyfil) u E. coli nalezace do rodziny RIuA
koduja syntazy pseudourydynowe — RIuC i RIuD
— modyfikujgce 23S rRNA [19].

Eksperymenty polegajagce na delecji genu rluC
wykazaty, ze syntaza kodowana przez ten gen jest z
catg pewnos$cig odpowiedzialna za synteze trzech
sposrdd dziewieciu pseudourydyn obecnych in vivo
w 23S rRNA u E. coli. Reszty urydynowe modyfiko-
wane przez ten enzym znajdujg sie w pozycjach 955,
2504 oraz 2580 23S rRNA. Pomimo braku jednej
trzeciej pseudourydyn, spowodowanego delecja
genu rluC, nie zauwazono zadnych zmian w tempie
wzrostu komarek [20].

Natomiast syntaza pseudourydynowa RluD odpo-
wiedzialna jest za wprowadzanie pseudourydyn w
pozycje U1911,U1915iU1917 w23 SrRNA. Wyka-
zano, iz brak tej syntazy w komdrce powoduje silny
efekt fizjologiczny objawiajacy sie trzykrotnym spo-
wolnieniem wzrostu komorki. Jest to pierwsze do-
niesienie o znacznym fizjoloficznym defekcie spo-
wodowanym delecjg syntazy pseudourydynowej
[21]. Pseudourydyny wprowadzane przez RluD sg
szczegdblnie interesujgce, gdyz sa one najbardziej
konserwatywnymi pseudourydynami w RNA. Dwie
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z nich, ¥1915 i ¥1917, zostaly zidentyfikowane w
réwnowaznych sobie miejscach rRNA duzej podjed-
nostki rybosomowej w badanych organizmach
bedacych przedstawicielami wszystkich trzech kré-
lestw: Eubacteria, Archaebacteria i Eukaryota oraz w
rRNA mitochondrialnym i chloroplastowym. Pseu-
dourydyny te znajdujg sie w domenie IV 23S rRNA
ktora prawdopodobnie jest istotna w procesie od-
dziatywania z 16S rRNA i w procesie dekodowania
MRNA.

I11. Klasyfikacja syntaz pseudourydynowych

I11-1. Podziat syntaz na klasy z uwzglednieniem ich
specyficznosci substratowej

Z analizy poznanych dotychczas syntaz pseudo-
urydynowych wynika, ze specyficznos¢ kazdej syn-
tazy jest inna, poczawszy od syntazy modyfikujacej
tylko jedno miejsce w jednym rodzaju RNA, poprzez
syntaze modyfikujgcg wiele miejsc w jednej klasie
RNA lub nawet enzym modyfikujacy r6zne miejsca
w réznych rodzajach RNA. W celu uporzadkowania
tych oraz ciagle odkrywanych syntaz podzielono je
na cztery klasy specyficzno$ci (Tabela 1) [22]. Do
klasy | specyficznosci nalezg syntazy rozpoznajace
tylko jedno specyficzne miejsce w jednym rodzaju
RNA (np. RsuA, RIUA oraz TruB ijego drozdzowy
homolog Pus4p). Klasa Il zawiera te syntazy, ktore
modyfikujg kazda reszte U w obrebie odcinka o statej
sekwencji nukleotydowej dtugosci 5-6 nukleotydow
ale tylko wjednym rodzaju RNA(np.TruAijego dro-
zdzowy homolog Pus3p oraz RluD). W Kklasie Il
znajdujg sie syntazy, ktdre rozpoznajg 0g6lng struk-
ture przestrzenng RNA i modyfikujg miejsca bardzo
od siebie odlegte choé nadal znajdujace sie w tym sa-
mym rodzaju RNA (np. RIuC). Klasa IV jest zarezer-
wowana dla tych syntaz, ktére rozpoznaja pojedyn-
cze miejsca w wiecej niz jednej klasie RNA, ceche te
nazywa sie ,,podwojng specyficznoscig” lub ,,specy-
ficzno$cig wielomiejscowa” (np. RIUA i Puslp).

111-2. Podziat syntaz na rodziny z uwzglednieniem
charakterystycznych statych motywéw
aminokwasowych w tych enzymach

W roku 1996 Eugene V. Koonin orazD a-
niel Santi, uzywajgc kombinacji kilku metod do
analizy porownawczej sekwencji aminokwasowych
oraz motywow biatkowych, réwnolegle wykazali, ze
cztery pierwsze scharakteryzowane syntazy pseudo-
urydynowe, kodowane przez geny truA, truB, rsuA i
rluA, charakteryzujace sie r6zng specyficznoscia
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Tabela 1

Obecnie znane eubakteryjne syntazy pseudourydynowe

Nazwa Lokalizacja RNA Modyfikowana Klasa Masa Liczba
genu substrat pozycja specyficzno$ci  monomeru  aminokwaséw
kDa
RsuA (E.c)  49.12 min 16SrRNA 516 I 25.9 231
RIuB (B. s.) 206.80° 23SrRNA 2605 | 26.0 229
(YpuL)
TruB (E.c)  71.36 min tRNA 55 I 35.1 314
Pusdp (S. c.) tRNA 55 | 45.3 403
Pus5p (S. c.) mito. 2819 | Brak danych  Brak danych
21S rRNA
TruA (E.c) 52.46 min tRNA 38-40 1 30.4 270
RIuD (E. c.) 58.93 min 23S rRNA 1911 Il 37.1 326
1915
1917
Pus3p (S. ¢.) tRNA 38,39 I 50.9 442
mPus3p tRNA 38, 39 1l 55.5 481
(mysz)
RIuC (E. c.) 24.66 min 23S rRNA 955 11 36.0 319
(YceC) 2504
2580
spPuslp tRNA 27,28 1l Brak danych  Brak danych
(S.p.) 34, 35, 36
mPuslp tRNA 27,28 1 46 393
(mysz) 32
34, 36
67
RIUA (E. c.) 1.30 min 23SrRNA 746 \Y} 249 219
tRNA 32
Puslp (S. c.) tRNA 27, 28 v 62.1 544
34, 36
65
67
U2 snRNA 44
substratowa, naleza do czterech roznych rodzin ten jest podstawowag czescig miejsca wigzacego ury-

biatek, przy czym ich sekwencji nie tgczy zadne
znaczace statystycznie podobienstwo [23, 18]. Dal-
sze obserwacje wykazaty, ze wszystkie cztery rodzi-
ny zawierajg w obrebie swojej sekwencji biatkowej
krotki motyw konserwatywny, tzw. Motyw I
(Ryc. 2). Trzy z tych rodzin zwierajg takze inny mo-
tyw (Motyw I) (Ryc. 2). Na podstawie jego obecno-
§ci w tej grupie biatek, potgczono te trzy rodziny w
tzw. ,,nadrodzine”. Jeden z wyzej wymienionych
motywéw (Motyw Il) zostat zidentyfikowany row-
niez w dwoéch innych rodzinach enzymow, ktére spe-
cyficznie wigzg urydyne, mianowicie w deamina-
zach cytydynowych (Dcd) oraz trifosfatazach urydy-
nowych (Dut). Mozna wiec przypuszczaé, iz motyw
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dyne. Wreszcie zidentyfikowano takze motyw trzeci
(Motyw 111) (Ryc. 2) obecny jedynie u przedstawi-
cieli rodziny RIUA i RsuA, co wskazywa¢ moze na
ich bliskie pokrewienstwo.

Komputerowe analizy wykazaly, ze sekwencje
biatkowe w obrebie kazdej z czterech rodzin syntaz
pseudourydynowych sg wysoce konserwatywne (co
sugerowatoby pochodzenie kazdej rodziny od wspol-
nego przodka) ale podobiefistwo pomiedzy rodzina-
mi jest ograniczone jedynie do krotkich motywow
lub, w przypadku rodziny TruA, jest prawie niewy-
krywalne. Mozna to zinterpretowac jako wskazdow-
ke, ze wspolna reakcja katalizowana przez te enzy-
my, mianowicie izomeryzacja urydyny, wymaga tyl-
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ko zachowania bardzo ograniczonego fragmentu se-
kwencji wokot reszt katalitycznych, podczas gdy
réznica sekwencji aminokwasowych w pozostatych
regionach biatek jest podyktowana rozpoznawaniem
réznych elementéw strukturalnych w RNA.
Porownanie 111 sekwencji Motywu Il z cztonkéw
»,nadrodziny” (TruB, RsuA i RIUA) oraz enzymow
Dcd i Dut pozwolito zidentyfikowa¢ w obrebie tego
motywu reszte kwasu asparaginowego (RsuA D 102)
i glicyne, pie¢ reszt dalej za kwasem asparagino-
wym, jako niezmienne (DXXXXG, gdzie X stanowi

dowolny aminokwas). Specyficzne reszty w innych
pozycjach sa typowe dla kazdej z trzech rodzin syn-
taz i ich podrodzin (Ryc. 2).

Porownanie dostepnych sekwencji biatek na-
lezagcych do rodziny TruA pozwolito na ustalenie
sze$ciu motywdw konserwatywnych, charaktery-
stycznych tylko dla tej rodziny, z ktérych jedynie
Blok Il wykazuje znaczne podobienistwo do Motywu
Il obecnego u przedstawicieli nadrodziny syntaz
pseudourydynowych (Ryc. 2) [24, 14].

A

Sekwencja stata

Motyw 1

UUUU .KP .GUU ...

Motyw 11 Motyw 111

U.RLD..T$GUUUU U.U....GR..QUR..U..UG..U

Str. l1l-rzedowa eeeeellllleeel eeeeellllleecee eeeeellllhhhhhhhhhhhi 111

RLUA-ECOLI1 22 IMVVNKPSGLLSVP 23 VHRLDMATSGVIVV 78 VVLKPITGRSHQLRVHMLALGHP1 44
YCEC-ECOLI 101 ILVLNKPSGTAVHG 24 VHRLDRDTSGVLLV 78 VRCSPVTGRTHQIRVHTQYAGHPI 64
RIB2/YEAST 169 ILVIDKPSSIPVHP 23 CNRLDKPTSGLMFL 80 VKCKPLTGRTHQIRVHLQYLGFPI1271

Str. Il-rzedowa eeeeelllleeeel Ileeellllleeee eeeeell11lhhhhhhhhhhhhhhh
RSUA-ECOLI 61 YFMLNKPQGYVCST 22 AGRLDIDTTGLVLM 62 VRLTISEGRYHQVKRMFAAVGNHV 34
YCIL-ECOLI 68 VLAYYKPEGELCTR 23 VGRLDVNTCGLLLF 64 YNVTLTEGRNREVRRLWEAVGVQV 36
YPUL-BACSU 61 YFLLYKPRGVISAA 22 IGRLDYDTSGLLLL IQLTIHEGRNRQVRRMFEAIGHEV 28
Str. 1l-rzedowa eeeelllllllhhh 111111111 leecee
TRUB-ECOLI 13 VLLLDKPQGMSSND 17 TGALDPLATGMLPI 258
YNL480/YEAST 3 IFAIEKPSGITSNQ 53 GGTLDPLASGVLVI 329
CBF-YEAST 91 VINLDKPSNPSSHE 14 SGTLDPKVTGCLIV 380
NAP57-RAT 60 FINLDKPSNPSSHE 17 SGTLDPKVTGCLLV 332

Blok 1 Blok 11 Blok 111
TRUA-ECOLI 17 YDGSKYYGWQRQ 27 GRTDAGVHGTGQ 34 VPDD-FHARFSATARRYRYU 32
Pus3-YEAST 99 YLGWNYNGLAVQ 36 GRTDKGVSAMNQ 46 rpppnFDARFSCVHRHYKYIf 16
YQN3-CAEEL 37 YLGWEHDGLVQQ 32 GRTDKGVSAFKQ 58 VAQT-FNARFDCNRRTYKYSf 16
Sekwencja stata Y.G..U.GU..Q GRTD.GVHA. .Q V....FH.RF....R.Y.Y.U
Puslp-YEAST 99 IESALFKAFVEA 19 ARTDKGVHAGGN 31 Vnka-FDCRKMCSSRWYEYL1 112
Pus2p-YEAST 21 1EGEILTKLFDV 19 ARTDKGVHAMLN 32 VNkk-FNARSACDSRWYQYLi 94

TRUA-ECOLI
Pus3-YEAST
YQN3-CAEEL
Sekwencja stata

Puslp-YEAST
Pus2p-YEAST

Blok IV

Blok V

Blok VI

LLGENDFTSF 31 ANAFVHHMVRNIVGSL 28 AKAEGLYLvavdy 18
FVGERDFRNF 34 GSAFLWHQVRCMMAIL 30 ANDIPLLLydckf 98
LVGEHDFSNF 43 GSGFLWHMIRYIVTIL 30 ASDTPLCLfdcgy 104

UUG. .DF..F

G.GFLU.MVR.UU. .L A.

..GL.L u

YLGAHNFHNF 39 GQSFMLHQIRKMVSMA 26 APALGLLLEAPVF 138

YVGTHNFHNF 33 GQSFMLHQIRRMVALA 27 APAQGLLLEGPVF

68

Ryc. 2. Konserwatywne motywy w tzw. ,,nadrodzinie” syntaz pseudourydynowych, w sktad ktérej wchodzg rodziny TruB, RIUA i RsuA (A). Pogru-
biong czcionka zaznaczono syntazy od ktérych nazwano poszczegdlne rodziny. Odlegtosci miedzy blokami oraz odlegtosci od N-konca biatka
sg oznaczone cyframi. Linia ,,stata” pokazuje reszty aminokwasowe, ktdre sa konserwatywne w wiekszosci sekwencji tak w rodzinie RIuAjak
i RsuA; U oznacza duze reszty hydrofobowe (I, L, U, M, F, Y, W), $ oznacza S lub T. Reszte kwasu asparaginowego biorgcg bezposredni udziat
w katalizie zaznaczono gwiazdka. Z doktadnoscia okoto 72% pokazano strukture drugorzedowa: e oznacza strukture § harmonijki, h oznacza
helise a i 1oznacza petle. Objasnienia do skréconych nazw organizméw: ECOLI, E. coli; BACSU, Bacillus subtilis; RAT; Rattus norvegicus.
Konserwatywne motywy w rodzinie biatek TruA (B). Sekwencje domniemanych syntaz pseudourydynowych poréwnano z syntazg TruA z
E. coli oraz Pus3p z Saccharomyces cerevisiae. Oddzielnie, na dole wykazu, umieszczono drozdzowe syntetazy Puslp i Pus2p nalezace réw-
niez do rodziny TruA. Odlegtosci miedzy blokami oraz odlegtosci od N-korica biatka sg oznaczone cyframi. Linia ,,stata” pokazuje reszty ami-
nokwasowe, ktore sg konserwatywne w wiekszo$ci sekwencji w rodzinie TruA. Niezmienng reszte kwasu asparaginowego bioracg udziat w
katalizie zaznaczono gwiazdka. Objasnienia do skréconych nazw organizméw: CAEEL, Caenorhabditis elegans; YEAST, Saccharomyces

cerevisiae.
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IV. Mechanizm reakcji pseudourydylacji ka-
talizowanej przez TruA z E. coli

Przez szereg lat nie byt znany mechanizm reakcji
pseudourydylacji. Dopiero dwa lata temu, w ele-
ganckich doswiadczeniach grupa D. Santiego
zaproponowata nastepujgcy mechanizm dziatania
jednej z syntaz — TruA, w ktory zaangazowany jest
kowalencyjny kompleks tworzony miedzy kwasem
asparaginowym obecnym w pozycji 60 enzymu (Mo-
tyw Il) a majgcym ulec pseudourydylacji UMP 39 w
tRNAphe. W mechanizmie tym konserwatywna reszta
kwasu asparaginowego w pozycji 60 (Asp60) stuzy
jako nukleofil atakujgc wegiel w pozycji s docelowej
reszty uracylu i odtgcza zasade od taricucha RNA. Po
obrocie pierscienia uracylu kwas asparaginowy
odtgcza sie od zasady pozwalajgc tym samym na po-
nowne przytaczenie sie jej do pierScienia rybozy
(Ryc. 3).

o X TP ) T

RNAO OH

e Lo
"4

OH

RNAO RNAO

o
o. o
\2
»

RNAO OH RNAO

rajacy pozycje 39 tRNA jestjuz przestrzennie niewy-
starczajacy do przeprowadzenia reakcji. Stad wydaje
sie, ze dimer TruA musi rozpoznawac¢ specyficzny
ksztatt i tadunek catej czasteczki tRNA, a nie tylko
trzon i petle antykodonowg, w celu katalizy reakcji
pseudourydylacji [28].

V. Eukariotyczne syntazy pseudourydynowe

Najlepiej zbadanymi dotychczas eukariotycznymi
syntazami pseudourydynowymi sg enzymy wyizolo-
wane z Saccharomyces cerevisiae. W réznych dro-
zdzowych czasteczkach tRNA reszty pseudourydy-
nowe zidentyfikowano w 15 odmiennych miejscach
(Ryc. 4). Za pseudourydylacje tych tRNA odpowie-
dzialnych jest co najmniej pieé lub sze$¢ r6znych en-
zymow. Scharakteryzowano dotychczas trzy z nich:
Puslp, Pus3p i Pus4p. Drozdzowe 18S i 25S rRNA
zawierajg odpowiednio 13 i 30 reszt T1L W organi-

RNAO

/ ;
RNAO OH

OH RNAO

Ryc. 3. Mechanizm reakcji pseudourydylacji. Reszta kwasu asparaginowego stanowi katalityczny nukleofil odtgczajacy uracyl od tancucha RNA.

Wyniki badan wskazuja, iz w syntazach pseudo-
urydynowych kwas asparaginowy ,wigzac specy-
ficznie” substratowy tRNA umiejscawia precyzyjnie
majacg ulec pseudourydylacji urydyne w miejscu ak-
tywnym enzymu [25, 27, 14].

Badania pozwolity ustalié strukture przestrzenna
TruA z E. coli oraz potwierdzi¢ katalityczng funkcje
reszty kwasu asparaginowego [28]: TruA jest
biatkiem dimerycznym, ktére posiada na swojej po-
wierzchni dwa pozytywnie natadowane wgtebienia
wigzace RNA. Kazde wgtebienie zawiera w swoim
centrum wysoce konserwatywny kwas asparagino-
wy. Zaktada sie, iz do przeprowadzenia izomeryzacji
niezbedne jest catkowite wypetnienie wgtebienia, w
ktorym jest miejsce aktywne, przez calg czasteczke
tRNA razem z petlami D i T. Minisubstrat zawie-
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zmach eukariotycznych wspotistniejg dwa rozne sys-
temy enzymatyczne przeprowadzajace pseudoury-
dylacje. Jeden to miejscowo i regionalnie specyficz-
ne syntazy, ktére dziatajg na czasteczki tRNA i
sn-RNA, drugi to niedawno odkryty mechanizm
pseudourydylacji eukariotycznego rRNA zalezny od
matych jaderkowych RNA (snoRNA). Wiedza o dru-
gim z wymienionych systemow pomogta zidentyfi-
kowa¢ homologi prokariotycznej syntazy TruB, en-
zymy Cbf5p (u drozdzy), Nop60B (u muszek owoco-
wych), Nap57 i dyskeryne (u wyzszych eukarion-
téw) jako te, ktore dziatajg na kompleks rRNA-sno-
RNA [29, 30, 31]. W ostatnim czasie zidentyfikowa-
no réwniez syntaze pseudourydynowg oznaczong
jako Pusbp, ktéra wprowadza pseudourydyne w po-
zycje U2819 do mitochondrialnego 21SrRNA u dro-
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zdzy [32]. Wykazano eksperymentalnie, ze wprowa-
dzanie ¥ do snRNA u drozdzy jest niezalezne od sys-
temu Cbf5p-snoRNA.

W wyniku analiz porownawczych syntaz eukario-
tycznych ze znanymi rodzinami syntaz prokariotycz-
nych wykazano, ze enzymy Puslp, Pus2p i Pus3p sg
cztonkami rodziny TruA [33,24], Pus4p i Cbf5p na-
lezg do rodziny TruB [23], a Pus5p i kilka biatek z ro-
dziny Rib2 do rodziny RIuA [23, 32].

V-1. Grupa syntaz pseudourydynowych Pusl

Dotychczas sklonowano geny trzech syntaz pseu-
dourydynowych typu Pusl. Uzyskano je z naste-
pujacych organizméw: Saccharomyces cerevisiae,
myszy oraz Schisosaccharomyces pombe. Najlepiej
dotychczas zbadang eukariotyczng syntazg pseudo-
urydynowsg jest enzym o nazwie Puslp z S. cerevi-
siae pseudourydylujacy osiem odmiennych miejsc w
réznych tRNA oraz jedno miejsce w U2 snRNA [34,
35]. Wykazano, ze syntaza Puslp wprowadza w spo-
sOb introno-zalezny ¥ 34 i ¥ 36 do petli antykodono-
wej minorowego tRNAIlein vitro [36, 33]. Nastepnie
zademonstrowano, ze drozdzowa syntaza pseudo-
urydynowa Puslp katalizuje réwniez in vitro tworze-
nie pseudourydyny w pozycjach 27 i/lub 28 w kilku
drozdzowych tRNA cytoplazmatycznych oraz w po-
zycji 35 w tRNATW((3UA) zawierajagcym intron. Tak
wiec, Puslp nie tylko wykazuje szeroka specyficz-
no$¢ w kierunku substratow RNA ale jest réwniez
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Ryc. 4. Analiza statystyczna czestosci wystepowania pseudo-
urydyny w 34 zsekwencjonowanych do roku 1998
czasteczkach  drozdzowych cytoplazmatycznych
tRNA. Obecno$¢ Y w sekwencji oznacza miejsce
modyfikacji. Oznaczono liczbe pseudourydyn ('P),
niemodyfikowanych urydyn (U) i r6znych modyfiko-
wanych urydyn (U*) w poszczegélnych pozycjach.
Podkreslona litra U oznacza rzadki wyjatek od
reguly: dla pozycji 55 u drozdzy i dotyczy inicjatoro-
wego tRNAMt Dla poréwnania w komorce E. coli
modyfikowane do pseudourydyny sa tylko pozycje
13, 32,38, 39, 40, 55 i 65.

zdolna do katalizowania reakcji izomeryzacji w r6z-
nych, niepodobnych do siebie miejscach w obrebie
tej samej czasteczki tRNA. Interesujace jest, iz
szczep drozdzowy z uszkodzonym genem Kko-
dujacym syntaze Puslp charakteryzuje sie obecno-
§cig ¥ 35 w tRNATY, co Swiadczy o istnieniu u dro-
zdzy innej syntazy, ktorej specyficzno$¢ naktada sie
na specyficznos$¢ in vitro Puslp w stosunku do pozy-
cji 35 tRNATyr [34]. Badania obecnosci ¥ w réznych
tRNA pochodzacych ze szczepu drozdzy z uszko-
dzonym genem PUSL sugeruja, ze dodatkowo Puslp
odpowiedzialna jest za wprowadzanie ¥ w pozycje
U2s, Uss | Uo7 in vivo [34]. Puslp katalizuje rowniez
izomeryzacje Uss w U2 SnRNA [35], co wskazuje na
podwojng specyficznos¢ substratowa enzymu.
Pomimo, iz Puslp odpowiedzialna jest za wpro-
wadzanie tak duzej liczby pseudourydyn, to uszko-
dzenie genu kodujgcego te syntaze nie wywotuje
zadnego efektu fenotypowego. Jezeli jednak, w eks-
perymentach typu ,synthetic lethal” razem z uszko-
dzeniem genu PUS1 wprowadzi sie mutacje do genu
LOS1, to dochodzi do spowolnienia wzrostu komarki
w 30°C oraz catkowitego jego zahamowania przy
37°C [37]. Wyniki eksperymentéw z przed dwdch lat
sugeruja, ze biatko Loslp nalezy do rodziny impor-
tyn p i funkcjonuje jako receptor dla tRNA w proce-
sie eksportu zjadra do cytoplazmy (tRNA-eksporty-
na). Sciste powigzanie genetyczne pomiedzy Pustp a
Loslp mozna wyjasni¢ jezeli przyjmie sie, ze pseu-
dourydylacje katalizowane przez Puslp sg wymaga-
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ne do tworzenia zdolnego do transportu tRNA, ktéry
nastepnie moze by¢ rozpoznawany przez Loslp oraz
inne elementy nalezace do systemu transportujagcego
tRNA zjadra. Model ten podtrzymuje fakt, ze prawie
wszystkie pseudourydyny wprowadzane przez
Puslp znajdujg sie w pozycjach, ktdre sg specyficzne
dla komarki eukariotycznej oraz fakt, iz Puslp zlo-
kalizowana jest w jadrze. Stad prawdopodobnym
wydaje sie, ze syntaza Puslp odgrywa role w proce-
sie biogenezy tRNA u Eukaryota, a mianowicie w
eksporcie tRNA z jadra.

Do grupy syntaz Pusl nalezg rowniez niedawno
odkryte syntazy mPuslp z myszy [38] oraz spPuslp
z S. pombe [39].

Enzymy nalezgce do grupy Pusl spokrewnione sg
pod katem sekwencji aminokwasowej z rodzing
TruA, natomiast pod katem specyficznosci substra-
towej réznig sie od enzymdw nalezgcych do tej ro-
dziny. Grupa enzymdw Pusl rdzni sie od rodziny
TruA nie tylko specyficznoscig substratowa ale takze
faktem, iz wszyscy przedstawiciele Pusl nalezg
wyitgcznie do jednego krolestwa — Eukaryota. Brak
przedstawicieli Pusl w organizmach prokariotycz-
nych sugeruje, iz enzymy te wymagane sg najpraw-
dopodobniej do specyficznego dla organizméw eu-
kariotycznych etapu biogenezy tRNA — eksportu z
jadra komérkowego do cytoplazmy.

V-2. Grupa syntaz pseudourydynowych Pus3

Znane sg dwie przedstawicielki tej grupy: syntaza
Pus3p z Saccharomyces cerevisiae [24] oraz syntaza
mPus3p z myszy [40]. Syntaza pseudourydynowa
Pus3p pierwotnie nazywana byta Degl, poniewaz
uszkodzenie jej genu powodowato hamowanie wzro-
stu komorki drozdzowej (ang. depressed growth)
zwlaszcza w podwyzszonej temperaturze (37°C).
Wykazano, iz podobnie jak TruA, Pus3p modyfikuje
pozycje 38 i 39 w tRNA. Pus3p nie pseudourydyluje
natomiast urydyny w pozycji 40 [24].

Wykazano, iz Pus3p nie jest genetycznie
powigzana z Puslp lub Loslp. Poniewaz funkcjonal-
ne oddziatywanie w obrebie biatkowego kompleksu
pora jadrowego wydaje sie by¢ specyficzne dla
Puslp, a nie zachodzi w przypadku Pus3p, to sadzi
sie, ze modyfikacje tylko niektérych pozycji sg istot-
ne dla procesu transportu tRNA.

V-3. Syntazy pseudourydynowe Pus4p i Pus5p
z Saccharomyces cerevisiae

Nastepnymi scharakteryzowanymi eukariotycz-
nymi syntazami pseudourydynowymi sg drozdzowe
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syntazy Pus4p i Pus5p. Pus4p jest homologiem bak-
teryjnej syntazy TruB i modyfikuje U55 w cytopla-
zmatycznych i mitochondrialnych czasteczkach
tRNA [41]. Natomiast Pus5p modyfikuje pozycje
2819 w mitochondrialnym 21S rRNA [32]. Uszko-
dzenie genu YNL292w kodujgcego syntaze Pus4p,
nie ma zadnego wptywu na wzrost komorek drozdz-
owych. Réwniez obecno$é «2819 w mitochondrial-
nym 21S rRNA nie jest niezbedna dla przezywalno-
$ci komarki.

V-4. Grupa syntaz pseudourydynowych wspot-
pracujacych z kompleksem rRNA-snoRNA

Do grupy tej nalezg nastepujgce enzymy pseudo-
urydylujace: Cbf5p z S. cerevisiae, Nap57 ze szczu-
ra, Nop60OB z D. Melanogaster oraz dyskeryna —
ludzka syntaza pseudourydynowa. Enzymy nalezgce
do tej grupy charakteryzuja sie podobiefAstwem se-
kwencji do bakteryjnej syntazy TruB.

Pierwszym opisanym w tej grupie enzymem byta
drozdzowa syntaza CbfSp. W badaniach in vitro wy-
kazano, ze biatko to wigze sie do drozdzowych cen-
tromerdw i mikrotubuli [42]. Biatko to jest istotne
dla zycia komorki, gdyz uszkodzenie genu ko-
dujacego Cbf5p powoduje zatrzymanie podziatu ko-
morkowego w fazie Gj/S. Dzielace sie komérki dro-
zdzowe zawierajace skrdocony gen CBF5 sg opdznio-
ne w replikacji genomu w fazie G2/M cyklu komor-
kowego.

Eksperymenty polegajgce na usunieciu z komorki
genu CBF5 wykazaty, ze brak biatka Cbf5p silnie ha-
muje synteze pseudourydyn w pre-rRNA, czego na-
stepstwem jest akumulacja w komadrce niemodyfi-
kownego rRNA. Wykazano rowniez, ze brak Chf5p
pocigga za sobg brak wszystkich rodzajéw czaste-
czek snoRNA typu H/ACA (Cbf5p bedac w kom-
pleksie z H/ACA snoRNA stabilizuje je.) W celu
udowodnienia znaczgcej roli Cbhf5p w biosyntezie
rRNA przeprowadzono mutageneze ukierunkowana
— wprowadzono rozne substytucje alaninowe do do-
meny katalitycznej w biatku Cbf5p [43]. Szczepy
drozdzowe, w ktdrych dochodzito do ekspresji w ten
sposéb zmienionych genow przezywajg w tempera-
turze 25°C ale wykazujg wyrazne fenotypy wzrostu
wrazliwe na ciepto i zimno. Wiekszo$¢ mutantow za-
wiera obnizony poziom 'P w warunkach temperatur
ekstremalnych. Wydaje sie, ze rRNA pozbawione
modyfikacji Mrsg niestabilne in vivo. Przyczyngtego
stanu moze by¢ na przyktad udziat pseudourydyn w
stabilizacji drugorzedowej struktury rRNA
utatwiajacej oddziatywanie rRNA z biatkami rybo-
somowymi podczas sktadania rybosomu. Wyniki
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eksperymentdw sugerujg, ze funkcjonalna domena
katalityczna biatek Cbhf5p jest istotna dla tych od-
dziatywan [43]. Ostatecznie uznano, ze Cbf5p jest
syntazg pseudourydynowg i jest integralnym skiad-
nikiem komplekséw snoRNP klasy H/ACA, ktdrych
funkcja polega na dostarczeniu enzymu do miejsc
jego dziatania.

Istnieje znaczgca homologig sekwencji amino-
kwasowej pomiedzy Chf5p a Pus4p (rodzina TruB),
enzymy te modyfikujg jednak catkowicie odmienne
pozycje w RNA. Wydaje sie, ze Pus4p i Cbhf5p po-
wstaty u pierwszych organizmdw eukariotycznych w
drodze duplikacji genu, a nastepnie ulegty dywer-
gencji funkcji.

W wyniku analizy genomu przedstawicieli kréle-
stwa Archaebacteria zidentyfikowano otwartg ramke
odczytu, ktorej sekwencja w 62% podobna jest do
genu syntazy pseudourydynowej Cbf5p z drozdzy. W
zwigzku z tym jest wysoce prawdopodobne, iz biatko
kodowane przez te ramke odczytu jest homologiem
drozdzowej syntazy Cbf5p [44]. Stad nasuwa sie hi-
poteza, izwprowadzanie reszt 'F do archebakteryjne-
go rRNA moze by¢ zalezne od homologow eukario-
tycznych kompleksow H/ACA snoRNP, ktérych
ewolucyjne pochodzenie by¢ moze poprzedzato roz-
dziat na krolestwa Archaea i Eucarya.

W drodze koimmunoprecypitacji z biatkiem
Noppl40 wyizolowano szczurzy homolog drozdz-
owego Cbf5p — Nap57 [45]. Poniewaz biatko
Noppl40 uczestniczy w transporcie pomiedzy
jadrem icytoplazma, stad wydaje sie, ze takze Nap57
petni pewna role w tym transporcie. Wewnatrzjader-
kowa lokalizacja Nap57 moze wskazywaé na jego
role w sktadaniu rybosomu lub prawdopodobnie w
transporcie czynnika (-6w) niezbednych do tego
skfadania.

Wysoki stopienn zachowawczos$ci sekwencji w
grupie biatek Cbf5p-Nap57 [45] sugeruje, ze biatka
te petnig role strukturalng. W zasadzie, biatka struk-
turalne takie jak tubulina, aktyna oraz biatka ryboso-
mowe wykazujg wysokie poziomy zachowawczosci
sekwencji. Istnieje jednak hipoteza, ze Chf5p jest
biatkiem wielofunkcyjnym i petni role tak w funk-
cjonowaniu centromerdéw jak i w biogenezie ryboso-
mow. Przypuszczenia te podtrzymuja obserwacje, ze
funkcja Cbf5p i/lubjego lokalizacja (asocjacja z cen-
tromerami i jagderkiem) zmieniajg sie zaleznie od
fazy cyklu komaérkowego.

Zidentyfikowano rdéwniez odpowiednik biatka
Cbf5p/Nap57 u muszki owocowej — biatko to na-
zwano — Nop60B [30]. Odkrycie tego biatka u
muszki owocowej umozliwito zbadanie funkcji ko-
dujacego je genu. W tym celu uzyskano osobniki
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Drosophila melanogaster ze zmutowanym Nop60B i
wykazano, ze w stanie homozygotycznym sg one le-
talne. Wykazano, ze gen muszki moze zastgpi¢ funk-
cjonalnie gen Cbf5 u drozdzy, co moze stanowi¢ do-
wad, ze funkcja tego biatka pozostata konserwatyw-
na od drozdzy do muszki owocowej. Interesujgce na-
tomiast jest, ze szczurzy gen biatka Nap57 nie kom-
plementuje braku Cbf5 u drozdzy, pomimo iz najbar-
dziej konserwatywny region 380 — aminokwasowy
udrozdzyjest bardziej zblizony do biatka szczura niz
muszki. Jednakze, pomingwszy ten konserwatywny
region, wszystkie trzy biatka r6znig sie. Biatka dro-
zdzowe i musze rozciagajg sie jeszcze na dtugosé 90
aminokwaséw za regionem konserwatywnym, pod-
czas gdy biatko szczurze ma po tej stronie regionu je-
dynie 48 aminokwaséw. Chociaz biatko z Drosophi-
la nie posiada na C-koncu 10 powtorzen KKE/KKD
obecnych w Cbfbp, to zawiera duzg liczbe reszt ob-
darzonych tadunkiem. Te r6znice w C-kofcach moga
decydowaé o tym; dlaczego tylko biatko muchy
moze funkcjonowaé u drozdzy.

Jednym z interesujacych przykiadéw znaczenia
syntaz pseudourydynowych moze byé wystepujacau
ludzi choroba zwana dyskeratoza. Mtodzi mezczyzni
cierpigcy na te chorobe majg owrzodzong skore,
stabe zeby, rzadkie witosy (tgcznie z brakiem brwi) i
szybko tracg paznokcie. Mezczyzni ci majg rowniez
predyspozycje do rozwoju nowotworéw przewodu
pokarmowego oraz majg nieprawidtowo funkcjo-
nujacy szpik kosci [46]. Gen odpowiedzialny za dys-
keratoze zostat ostatnio zidentyfikowany. Koduje on
biatko nazwane dyskeryna, ktore zawiera sekwencje
lokalizacji jadrowej (NLS) oraz dwa ciggi ami-
nokwaséw wysoce podobne do fragmentéw syntazy
TruB z E. coli [¢].

Na podstawie wysokiej homologii dyskeryny do
biatka szczurzego Nap57 idrozdzowego Cbf5p oraz
obecnos$ci dwoch motywdw charakterystycznych dla
biatek nalezacych do rodziny TruB uznano, iz dyske-
ryna jest rowniez syntazg pseudourydynowa i peini
funkcje analogiczne do tych wykonywanych przez
biatka Nap57 i Cbhf5p.

Ostatnie badania wykazujg, iz dyskeryng jest w
komorce zasocjowana z telomeraza — enzymem
syntetyzujacym telomery na koficach chromosoméw.
Linie komo6rkowe z uszkodzong dyskeryng charakte-
ryzujg sie obnizonym poziomem aktywnosci telome-
razowej, ale biogeneza rRNA zachodzi w nich na
normalnym poziomie [47]. Tak wiec uwaza sie, ze
bezposredniag przyczyng powstawania fenotypu cho-
roby zwanej dyskeratozg nie jest wadliwe dojrzewa-
nie czasteczek rRNA, ale raczej brak aktywnosci te-
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lomerazowej, w wyniku czego, w dotknietych cho-
robg tkankach chromosomy staja sie niestabilne.

V1. Podsumowanie

Wydaje sie, ze im wyzszg pozycje zajmuje orga-
nizm w hierarchii ewolucyjnej, tym mniejszej liczby
syntaz pseudourydynowych uzywa do pseudourydy-
lacji swojego RNA. Zwilaszcza w przypadku organi-
zmo&w eukariotycznych warto zwrécié uwage na spo-
séb w jaki ograniczana jest liczba enzyméw wyma-
ganych do przeprowadzenia tych potranskrypcyj-
nych modyfikacji. Wydaje sie, ze komorka uzywa
dwdch gtéwnych strategii w celu zminimalizowania
liczby wymaganych enzymow: (1) zaangazownie
czgsteczek RNA ,naprowadzajacych” (ang. guide
RNA) nadajacych r6zng specyficznos¢ unikalnej ma-
szynerii enzymatycznej i (2 ) zastosowanie unikalne-
go wielo-specyficznego enzymu, ktéry pozwala na
tworzenie potranskrypcyjnych modyfikacji w réz-
nych miejscach w danym typie RNA, jak réwniez w
réznych substratach RNA, co jest zgodne z obserwa-
cjami dotyczgcymi Puslp.

Artykut otrzymano 26 kwietnia 2001 r.
Zaakceptowano do druku 20 sierpnia 2001 r.
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I. Wstep

Informacja genetyczna komorki eukariotycznej
zapisana jest w jednym, badz kilku diugich tancu-
chach DNA, upakowanych w sposéb wielokrotnie
zmniejszajacy zajmowang przez nie przestrzen. Spa-
kowanie DNA w gigantyczny kompleks biatko-
wo-nukleinowy pozwala komérce na zachowanie
niewielkich rozmiar6w. Niemniej powielanie i od-
czytywanie zawartej w nim informacji zmusza do
uruchamiania licznych uktadéw kontrolujacych or-
ganizacje przestrzenng takiego kompleksu. Za kon-
formacje czasteczki DNA odpowiedzialne sg topo-
izomerazy, enzymy utrzymujace réwnowage miedzy
réznymi formami przestrzennymi DNA. Biorg one
udziat we wszystkich procesach zmieniajgcych prze-
strzenng organizacje genomu [:].

Rola eukariotycznej topoizomerazy | nie ograni-
cza sie wylgcznie do usuwania naprezen po-

243


mailto:rderlacz@biol.uw.edu.pl

wstajgcych w DNA podczas transkrypcji i replikacji
[2]. Jest ona: (i) kinazg odpowiedzialng za fosforyla-
cja biatek uczestniczacych w obrobce mRNA [3,4],
(if) specyficzngendorybonukleazg [5], (iii) rekombi-
nazg [s ], a takze (iv) czynnikiem zdolnym do hamo-
wania, badZ stymulowania transkrypcji [7,8]. Wazng
cecha topoizomerazy | jest wrazliwos¢ na kamptote-
cyne (CPT) [9] — alkaloid, ktérego pochodne wyko-
rzystuje sie jako leki przeciwnowotworowe [10].

Il. Klasyfikacja topoizomeraz

Topoizomerazy mozna identyfikowac¢ na podsta-
wie tworzonych przez nie przejSciowych potgczen z
DNA zwanych kompleksami rozszczepialnymi (ang.
cleavable complex). Wyr6znia sie dwa typy enzy-
moéw [1, 11]. Topoizomerazy typu |, przecinajace
jedng z nici DNA, wiaza sie kowalencyjnie badz z 5’
koincem (typ 1A), badZ z 3’ koncem (typ IB) przecie-
tej nici. Omawiana nizej eukariotyczna topoizomera-
za ljest topoizomerazg typu IB. Prawie wszystkie to-
poizomerazy typu | sg biatkami monomerycznymi, a
ich aktywnos¢ nie zalezy od energii dostarczanej
przez ATP [1, 12]. Jedyny wyjatek stanowi, zalezny
od ATP, enzym wyizolowany z Methanopyrus kan-
dleri, ktéry funkcjonuje jako dimer [13, 14]. Topo-
izomerazy typu Il, ktére tng obie nici DNA, wigzg

domenardzeniowa
54 kDa

domena N-korncowa
24 kDa

K 197
M1 E18

f Sygnaly lokalizacji jadrowej

O aktywna tyrozyna

reszty fosforanowe na 5’ koricach. Dzialajg one jako
dimery (eukariota) lub tetramery (prokariota), a kata-
lizowana przez nie reakcja wymaga dostarczenia
energii zwigzanej w ATP [12].

I11. Rozmieszczenie topoizomerazy | w
komorce

Topoizomeraza | to jadrowy enzym [15], ktory

podczas mitozy pozostaje zwigzany z chromatydami
[16]. Jej stezenie w jadrach komorek Hel a siega 100
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pg/ml [17], a lokalne zawarto$ci mogg by¢ jeszcze
wyzsze. Przemiesza sie ona bowiem do aktywnych
transkrypcyjnie rejonéw genomu, gdzie intensywnie
zmieniane jest napiecie torsyjne DNA. | tak, stezenie
topoizomerazy | w jaderku, gdzie zachodzi inten-
sywna transkrypcja rDNA, moze 20-krotnie przewy-
zsza¢ stezenie w pozostatych rejonach chromatyny
[18]. Przemieszczanie sie jej do rejondw aktywnych
transkrypcyjnie wynika ze zwiekszonego powino-
wactwa enzymu do krzyzujgcych sie odcinkow
DNA, szczeg6lnie obficie wystepujacych w DNA su-
perhelikalnym [19]. Ciekawe, Zze u organizmow, kto-
rych komérki zawierajg pozachromosomowe rDNA,
topoizomeraza | wigze sie do niego poprzez unika-
towa 16 nukleotydowg sekwencje [20].

Enzym ten wyizolowano takze z mitochondriow
[1, 12].

1V. Budowa biatka topoizomerazowego

Ludzka topoizomeraza | jest monomerycznym
biatkiem o diugosci 765 aminokwasow, zbudowa-
nym z czterech gtéwnych domen [16]: (i) domeny
N-koncowej, (ii) domeny rdzeniowej, w sktad ktorej
wchodzg trzy subdomeny, (iii) domeny tgcznikowej
oraz (iv) domeny C-koncowej, zawierajgcej aktywng
katalitycznie Y723 (Ryc. 1). Dwie z nich, domena

domena C-koricowa
8 kDa

domena tagcznikowa

5kDa

J651 £696
D 652 Q697

£765

y723

Ryc. 1. Budowa domenowa topoizo-
merazy 1.1, I1, 1l - subdome-
ny domeny rdzeniowej.

rdzeniowa i C-koricowa sg silnie konserwowane i
niezbedne dla zachowania aktywnosci relaksacyjnej.
Domeny #gcznikowa i N-konncowa to rejony o duzej
zmiennosci, ktorych usuniecie nie powoduje utarty
zdolnosci topoizomerazy | do relaksacji DNA [21,
22].

IV-1. Domeny: N-kofAcowa itacznikowa

Obserwuje sie wyrazne réznice w dtugosci zaréw-
no domeny N-koncowej, jak i domeny #acznikowej
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topoizomeraz | pochodzacych z r6znych organi-
zméw. Cechg wspolng obu domen jest (i) wysoka za-
warto$¢ aminokwaséw obdarzonych tadunkiem, kté-
ra zmienia sie od okoto 32% u Arabidopsis thaliana
do okoto 70% u Caenorabditis elegans i cztowieka
oraz (ii) obecnos¢ reszt serynowych, ktérych ewen-
tualna fosforylacja bedzie powodowaé wprowadze-
nie dodatkowego tadunku, zmieniajgcego tadunek
catej domeny. Gdyby wszystkie seryny omawianego
rejonu zostaty ufosforylowane, to gesto$¢ tadunku
domeny N-koncowej bytaby niemal identyczna dla
réznych topoizomeraz typu IB [23].

Domena N-kohAcowa topoizomerazy | jest miej-
scem wrazliwym na proteolize [24]. W przypadku
ludzkiego enzymu reszty od 1do 230 moga by¢ usu-
niete, co nie powoduje utraty aktywnosci relaksacyj-
nej [25], ktora zanika dopiero po usunieciu kolejnych
16 aminokwas6w [26]. Domena #gcznikowa moze
rdwniez ulega¢ proteolizie, lecz proces ten jest wol-
niejszy w obecnosci DNA [27]. Domena ta moze ist-
nie¢ w dwu stanach: (i) ,,otwartym” — wrazliwym na
trawienie proteolityczne, wowczas gdy topoizomera-
za | nie jest zwigzana z DNA lub jest z nim zwigzana
kowalencyjnie oraz (ii) ,,zamknietym” — odpornym
na trawienie, kiedy topoizomeraza |l jest niekowalen-
cyjnie zwiazana z DNA. Sugeruje to mozliwos¢
przetgczania stanu domeny tacznikowej, a wiec i sta-
nu catej czasteczki podczas formowania kompleksu
rozszczepialnego.

Domena N-koricowa zawiera dwa niezalezne sy-
gnaty lokalizacji jadrowej (ang. NLS - nuclear loca-
lisation signal). Pierwszy stanowia kwasne reszty
aminokwasowe 117-146 [28], drugi reszty zasadowe
150-156 [16]. Kohcowy fragment tej domeny (reszty
166-210), dzieki oddziatywaniu z nukleoling [29],
odpowiada za lokalizacje topoizomerazy | na obsza-
rze jgderka [30]. W przypadku topoizomerazy | z
Drosophila domena N-kohcowa zawiera dwucze-
Sciowy sygnat lokalizacjijagdrowej (reszty 135-150) i
warunkuje jej obecno$é w aktywnych transkrypcyj-
nie miejscach chromatyny [31]. Obecno$¢ topoizo-
merazy | w kompleksie transkrypcyjnym mozna
ttumaczyé; z jednej strony jej powinowactwem do
powstajgcego podczas transkrypcji superheliksu [z ];
z drugiej, wigzaniem sie zkompleksem transkrypcyj-
nym dzieki oddziatywaniom typu biatko:biatko [7,
8].

1V-2. Cze$¢ globularna

Struktura domen: rdzeniowej i C-konicowej euka-
riotycznych topoizomeraz | jest silnie konserwowa-
na. Tworzg one zasadniczg dla aktywnosci relaksa-
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cyjnej globularng cze$¢ enzymu. Wykazano, ze
zmieszanie ze sobg nieaktywnych katalitycznie: 58
kDa domeny rdzeniowej z 6,3 kDa domeng C-ko-
ncowa, prowadzi do odtworzenia aktywnosci relak-
sacyjnej [21]. Podobnie, jednoczesne wyrazanie
cDNA kodujacego ohie domeny w komorkach dro-
zdzy prowadzi do odtworzenia aktywnosci relaksa-
cyjnej topoizomerazy | in vivo [22].

Cze$¢ globularna topoizomerazy | otacza $cisle
czasteczke DNA w spos6b przypominajacy klamre
(Ryc. 2), ktdrej gorng potowe tworza wiazace sie sil-

Ryc. 2. Kompleks, w ktérym topoizomeraza | jest niekowalencyjnie
potgczona z czasteczkg DNA. I, 11, 1l - subdomeny domeny
rdzeniowej, C - domena C-koncowa, L - domena tgcznikowa.
Na schemacie nie zaznaczono domeny N-koricowej.

nie ze sobg I i Il subdomeny rdzeniowe, podczas gdy
czes¢ dolna odpowiada Il subdomenie rdzeniowej
uzupetnionej domeng C-koncowg [32-34]. Subdo-
mena Il zawiera wszystkie istotne Katalitycznie
reszty topoizomerazy | (R483, RS5O, H632), za
wyjatkiem Y723 Ciagnie sie ona od goérnej czesci
klamry ku jej dotowi poprzez dwa diugie a heliksy
spetniajace funkcje zawiaséw, pozwalajacych na
otwieranie i zamykanie czgsteczki wokot DNA. Od-
dziatuje ona z subdomeng | dzieki krétkim petlom
lezacym po przeciwnej stronie od ,,zawiaséw”, a tak-
ze z dopeiniajaca klamre, zawierajgcg aktywng Y23
domeng C-koncowa. Lezacg miedzy nimi domene
tagcznikowg tworzg dwa dtugie antyréwnolegte a he-
liksy, potaczone krotkim skretem, ktérych po-
wierzchnia zwrécona w kierunku DNA jest natado-
wana dodatnio.

Trzy subdomeny rdzeniowe oraz domena C-koA-
cowa tworzg globularny kompleks o wymiarach 70
na 60 na 60 A. W jego centrum znajduje sie otwor o
$rednicy okoto 15-20 A, ktéry jest wyscielony resz-
tami aminokwasowymi o dodatnim tadunku. Reszty
te podczas oddziatywania topoizomerazy | z DNA
niwelujg ujemny tadunek szkieletu cukrowo-fosfora-
nowego [32].
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V. Relaksacja DNA

W cyklu katalitycznym topoizomerazy | mozna
wyroznié pie¢ etapdw: (a) wigzanie DNA, (b) rozci-
nanie jednej nici DNA, (c) uwalnianie napiecia tor-
syjnego, (d) religacje (odtworzenie ciggtosci nici)
oraz konczace caty proces (e) odtgczenie od DNA i
przemieszczenie na inng czasteczke substratu
(Ryc. 3).

Y723

katalityczny

topoizomerazy I

XA

Topoizomeraza | wigze sie wytgcznie z dwunicio-
wym DNA, a ponadto znacznie efektywniej z DNA
superhelikalnym, niz z czasteczka liniowg [1, 18,
35]. Choé nie nalezy mowi¢ o specyficznej sekwen-
cji DNA odpowiedzialnej za wigzanie eukariotycz-
nej topoizomerazy I, to ustalono, ze najlepiej rozpo-
znawany jest motyw (A/T)(G/A/IC)(AIT)TA(TA—
miejsce ciecia) [36]. Podobng, rozpoznawang przez
topoizomeraze | sekwencje AGACTTAAG, wykryto
w rDNA Tetrahymena thermophilus [37].

Topoizomeraza | wigze sie gtéwnie z resztami fos-
foranowymi DNA, co ttumaczy niespecyficznosé jej
oddziatywania z obszarami o réznej sekwencji nu-
kleotydowej. Jedynie w 4 z 41 bezposrednich wigzan
topoizomerazy | z DNA nie biorg udziatu grupy fos-
foranowe. Dotyczy to reszt Rses | Kss2 lokujgcych sie
w duzej bruzdzie, w sgsiedztwie miejsca ciecia. O ile
oddziatywanie miedzy resztg Rsss« a DNA takze jest
niespecyficzne i zachodzi z udziatem atomow tlenu
deoksyrybozy iréznych zasad w zaleznosci od struk-
tury DNA, o tyle reszta Kss2 odpowiada za jedyne
specyficzne wigzanie w kompleksie ludzkiej topo-
izomerazy | z DNA ijest konserwowana we wszyst-
kich znanych topoizomerazach typu IB. Wigzanie
wodorowe powstaje miedzy grupa aminowa tancu-
cha bocznego K53 a atomem 02 tymidyny (TA) [38,
39].
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Topoizomeraza | przecina jedng z nici podwojne-
go heliksu DNA z jednoczesnym wytworzeniem
wigzania fosfoestrowego miedzy 3’ fosforanem prze-
cietej nici a grupg hydroksylowag tyrozyny centrum
aktywnego, uwalniajagc tym samym grupe 5’ hydrok-
sylowg [40]. Centrum aktywne ludzkiej topoizome-
razy | zbudowane jest z ukiadajacych sie Scisle
wokot atomu fosforu przecietej nici reszt R488, R50,
Hes2 i 0OCzZywiscie Y2 Kompleks rozszczepialny jest

Ryc. 3. Cykl katalityczny topoizomerazy
I. A - wigzanie DNA, B - rozcina-
nie jednej z nici, C - uwalnianie
napiecia torsyjnego (rotacja nici
DNA), D — religacja (odtworze-
nie ciggtosci nici), E - odlgczenie
od DNA.

stabilizowany przez reszty R483 Rsq0 0raz H632 ktore
lezg w odlegtosci pozwalajgcej na utworzenie
wigzan wodorowych z wolnymi atomami tlenu grupy
3’ fosforanowej zwigzanej kowalencyjnie do Y23
[33, 39, 40].

Reakcja religacji zachodzi prawdopodobnie po-
przez zmiane stanu posredniego stabilizowanego
przez wspomniane reszty [33, 38, 39, 41]. Ciggtos¢
nici zostaje odtworzona dzieki wolnej grupie 5’ hy-
droksylowej, ktora petni funkcje czynnika nukleofi-
lowego zrywajacego wigzanie fosfotyrozynowe [i,
42]. Kompleks rozszczepialny moze by¢ likwidowa-
ny przez endogenne fosfodiesterazy [42, 43].

Najbardziej prawdopodobny, wynikajacy ze
struktury okreslonej dla ludzkiego enzymu, model
dziatania eukariotycznych topoizomerazy | to tzw.
model ,,rotacji kontrolowanej”, ktéry schematycznie
przedstawiono na rycinie 4. Model ten zaktada rota-
cje calej czasteczki DNA wokét cigglej nici, jednak
jej swoboda jest ograniczana przez dodatnio natado-
wane obszary enzymu. Wewnetrzny rejon topoizo-
merazy | charakteryzuje sie obecnoscig 16 konser-
wowanych, reszt aminokwasowych o tadunku dodat-
nim, ktére tworzg wokdt DNA pierscief niwelujacy
ujemny tadunek szkieletu cukrowo-fosforanowego
[21, 34].
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Ryc. 4. Schemat ilustrujgcy hipotetyczny model rotacji kontrolowanej.
Obracajacy sie DNA jest podtrzymywany przez domene taczni-
kowa topoizomerazy I.

Klamre otaczajaca DNA, utworzong przez globu-
larng cze$¢ enzymu mozna poréwnac¢ do dtoni auto-
stopowicza. DNA jest trzymany miedzy palcami
(subdomeny 1i Il), a dtonig (subdomena Ill i domena
C-koncowa), podczas gdy tgcznik odpowiada wypro-
stowanemu kciukowi. Unieruchomiony DNA jest
przecinany, a nastepnie lekkie zluzowanie uchwytu
pozwala na kontrolowang rotacje catej czasteczki.
Kciuk — #3cznik podtrzymuje obracajacy sie DNA
[34]. Energia umozliwiajaca rotacje jest uwalniana
stopniowo w trakcie relaksacji superhelikalnej
czasteczki DNA.

V1. Wrazliwos¢ topoizomerazy | na
kamptotecyne

Kamptotecyna (CPT) to alkaloid o silnym
dziataniu przeciwnowotworowym, ktéry wyizolo-
wano ponad 30 lat temu z chinskiego drzewa Xi Shu,
Camptotheca accuminata. Niestety, powazne skutki
uboczne podawania CPT spowodowaty, ze nie wpro-
wadzono jej wowczas jako leku do stosowania kli-
nicznego [44]. Obecnie z powodzeniem stosuje sie w
medycynie liczne, tatwo rozpuszczalne w wodzie po-
chodne CPT, takie jak topotecan (Hycamtin), CPT11
(Irinotecan), czy 9-aminokamptotecyna (9-AC) [10,
42, 47, 48]. Wewnatrzkomdérkowym miejscem
dziatania CPT ijej pochodnych jest topoizomeraza |
[9].

Kamptotecyna wigze swoiscie kompleks rozsz-
czepialny, prowadzac do powstania stabilnego kowa-
lencyjnego potgczenia DNA i topoizomerazy | [45].
Grupa 5’ hydroksylowa przecietej nici DNA zostaje
odepchnieta na odlegto$¢ okoto 4,5 A od 3’ grupy
fosforanowej, co uniemozliwia religacje. Kompleks
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topoizomeraza I:DNA:CPT stanowi zawade prze-
strzenng, a zderzenie sie z nim polimerazy DNA pro-
wadzi do rozpadu widetek replikacyjnych i zerwania
ciggtos$ci nici [46].

Do niedawna nie byto wiadomo, dlaczego komor-
ki nowotworowe sg selektywnie zabijane przez po-
chodne CPT. Jak sie okazato istnieje specyficzna
wzgledem topoizomerazy | proteaza, odpowiedzial-
na za szybki obrot tego enzymu w komérkach spo-
czynkowych. Proteaza ta, likwidujgca kompleksy to-
poizomeraza I:DNA:CPT, nie wystepuje w komor-
kach nowotworowych [49].

VII. Udziat topoizomerazy | w procesach
komorkowych

V1I-1. Usuwanie napiecia torsyjnego

Przemieszczanie sie widetek replikacyjnych po-
woduje wytwarzanie pozytywnego superheliksu
przed poruszajacym sie kompleksem. Podobnie roz-
plecenie DNA podczas transkrypcji, cho¢ zachodzi
nawzglednie krétkim odcinku ijest przejsciowe, po-
woduje gromadzenie sie pozytywnego superheliksu
przed, ale takze negatywnego za poruszajacg si¢ po-
limerazgRNA [50]. Topoizomeraza I, ktéra towarzy-
szy polimerazom, usuwa naprezenia z czasteczki
DNA i umozliwia tym samym przemieszczanie si¢
zardbwno kompleksu replikacyjnego, jak i transkryp-
cyjnego [1, 51].

V11-2. Obrébka pre-mRNA

Topoizomeraza | jest odpowiedzialna, obok kinaz
cdc2 (ang. cell division cycle 2) i SRPK’s (ang.
SR-protein-specific kinases), za fosforylacje boga-
tych w reszty argininy i seryny biatek SR uczest-
niczgcych w skfadaniu czagsteczek pre-mRNA [3,4].
Za wiazanie substratu — biatka SF2/ASF (ang. spli-
cingfactor 2/alternative splicingfactor) odpowiada
domena N-koAcowa topoizomerazy | [52]. Warto
podkresli¢, ze tyrozyna istotna dla relaksacji DNA
jest zbedna podczas reakcji fosforylacji [53]. Obok
wigzania przez topoizomeraze | czynnika SF2/ASF,
wykazano bezposrednie oddziatywanie miedzy topo-
izomerazg I, a innym czynnikiem uczestniczacym w
obrébce RNA — wigzacym trakty pirymidynowe
biatkiem PSF (ang. protein-associated splicingfac-
tor). Biatko PSF wystepuje w jadrze w postaci hete-
rodimeréw z wigzacym RNA biatkiem p54nrb. Kom-
pleks PSF/p54nb utatwia przemieszczanie topoizo-
merazy | miedzy czasteczkami DNA, stymulujgc
tym samym jej aktywnos$¢ relaksacyjng [54, 55].
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VI1I-3. Rekombinacja

Reakcja katalizowana przez topoizomeraze I, po-
wodujgca powstanie jednoniciowej przerwy w DNA,
moze indukowa¢ rekombinacje. Doswiadczenia z
udziatem egzogennych odcinkéw DNA posia-
dajacych wolng grupe 5’ hydroksylowa sugeruja
udziat topoizomerazy | w rekombinacji nieupraw-
nionej (ang. illegitimate recombination) [56], a takze
podczas integracji i wycinania genomu wirusowego
do iz DNA gospodarza [57, 58]. Z drugiej strony, ob-
serwowany w komérkach drozdzy pozbawionych to-
poizomerazy |, wzrost poziomu rekombinacji byt
stymulowany przez superhelikalne DNA [59]. Tak
wiec, topoizomeraza | moze indukowaé¢ rekombina-
cje, ale jednoczed$nie usuwajac superheliks ograni-
czaé jej intensywnos$¢ [60]. Poznanie struktury topo-
izomerazy | wykazato jej podobiefAstwo do tzw. re-
kombinaz tyrozynowych [s, 61] oraz do integraz
[62].

VI1I-4. Aktywnos$¢ rybonukleazy

Eukariotyczna topoizomeraza | moze dziata¢ jak
specyficzna endorybonukleaza i usuwaé¢ wstawione
do DNA rybonukleotydy [5]. Mechanizm przecina-
nia nici RNA i DNA jest podobny, z tg réznica, ze
podczas relaksacji DNA topoizomeraza | jest uwal-
niana przez grupe 5’ hydroksylowg przecietej nici,
natomiastjesli tnie w miejscu wstawienia rybonukle-
otydu jest uwalniana przez grupe 2’ hydroksylowa
rybozy. Ta ostatnia reakcja prowadzi do powstania
cyklicznego 2°-3 *fosforanu na 3’koncu nici, co unie-
mozliwia religacje. W ten sposob powstata w DNA
przerwa jest rozpoznawana jako uszkodzenie i ini-
Cjuje procesy naprawcze usuwajace ostatecznie ry-
bonukleotyd.

V1I-5. Kondensacja chromatyny

W komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae
nieprawidtowg mitotyczng kondensacje chromatyny
zaobserwowano w podwoéjnych mutantach topi trf4
(ang. topi-related function). Charakteryzowaty sie
one nieprawidtowym wydtuzaniem wrzeciona po-
dziatowego i nieprawidtowg segregacjajader potom-
nych, niemniej wykazywaty normalng replikacje
[63]. Stwierdzono, ze biatko TRF4 oddziatuje z pro-
duktami genéw SMC1 i SMC2 (ang. structural main-
tenance ofchromosomes) [64], kt6ére sg drozdzowy-
mi odpowiednikami biatek z Xenopus wymaganych
do kondensacji chromatyny in vitro. Fakt, ze biatko
TRF4 jest homologiczne do domeny N-koncowej to-
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poizomerazy | pozwala przypuszczaé, ze jest ona za-
angazowana w kondensacje chromatyny w komarce
[65].

V1I-6. Inicjacja transkrypcji

Pierwotnie role topoizomerazy | w transkrypcji
ograniczano jedynie do usuwania naprezen po-
wstajacych w DNA podczas elongacji tancucha
RNA. Obecnie dowiedziono bezposredniego od-
dziatywania miedzy ludzkg topoizomerazg I, a TBP
(ang. TATA bindingprotein) oraz jej udziat w stymu-
lacji i represji inicjacji transkrypcji [7, s]. Dziatanie
to jest niezalezne od aktywno$ci relaksacyjnej i nie
jest zwigzane z nieswoistym oddziatywaniem z DNA
[7]. Wykazano takze, ze w obecnosci aktywatora
transkrypcji topoizomeraza | stymuluje powstawanie
kompleksu transkrypcyjnego TFIID-TFIIA [s6]. Jest
mozliwe, ze biorgca udziat w inicjacji transkrypcji
topoizomeraza | przemieszcza sie po jej rozpoczeciu
na kompleks towarzyszacy polimerazie RNA Il pod-
czas elongacji i usuwajagc powstajgce naprezenia
umozliwia wydtuzanie czgsteczki RNA. Obie funk-
cje: inicjacja transkrypcji i relaksacja DNA sg praw-
dopodobnie niezalezne.

VI1II. Regulacja poziomu biatka i aktywnosci
relaksacyjnej topoizomerazy |

Nasza wiedza o regulacji aktywno$ci topoizome-
razy | jest dos¢ enigmatyczna. Po pierwsze, nie ist-
nieje prosta zalezno$¢ miedzy poziomem TOPI
mRNA, a poziomem biatka [67]. Po drugie, cho¢
wiadomo, ze topoizomeraza | ulega modyfikacjom
posttranslacyjnym, nie uwaza sie ich obecnie za naj-
istotniejsze w regulacji aktywnosci relaksacyjnej. Po
trzecie, istotna dla tej aktywnoSci topoizomerazy |
jest struktura chromatyny i lokalne modyfikacje do-
tyczace samego DNA [1, 42]. Wreszcie wydaje sig,
ze jednym z podstawowych czynnikdw regulujacych
dziatanie topoizomerazy | sg rézne biatka wigzace
sie, badZz z DNA, badz z nig samga [s3].

VI1II-1. Regulacja transkrypcji

Genomy ludzki i mysi kodujg po jednej kopii
TOPI o homologii okoto 90% miedzy nimi [69-71].
Ich obszar promotorowy posiada cechy charaktery-
styczne dla promotoréw konstytutywnie transkrybo-
wanych genéw, tzw. ,,housekeeping genes™ [69] oraz
motywy rozpoznawane przez liczne czynniki tran-
skrypcyjne [72].
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Pomimo tego, ze TOPI jest stale wyrazany we
wszystkich komérkach jadrzastych, jego ekspresja
moze ulegaé zmianom w réznych warunkach fizjolo-
gicznych [73-75]. Poziom TOPI mRNA nie jestjed-
nak jednoznaczny z poziomem aktywnosci relaksa-
cyjnej, a 10-krotny wzrost poziomu RNA dla topo-
izomerazy | nie powoduje wzrostu poziomu biatka
topoizomerazowego [67]. Dzieje sie tak, gdyz
zwiekszonej syntezie topoizomerazy | towarzyszy
jednoczes$nie jej szybka degradacja [73], ktéra moze
by¢ poprzedzona ubikwitynacja [76].

VI1I1-2. Modyfikacje posttranslacyjne

Ubikwitynacja: W normalnych warunkach ob-
serwuje sie przytgczanie jedynie pojedynczych
czgsteczek ubikwityny do topoizomerazy I, co nie
jest sygnatem wystarczajagcym do jej degradacji. Po-
liubikwitynacje enzymu stwierdzono w komdrkach
traktowanych CPT, co powodowato usuniecie okoto
25% biatka juz w 1-2 godz. po podaniu alkaloidu
[76]. Jest mozliwe, ze wigzanie CPT zmienia konfor-
macje topoizomerazy | w taki sposéb, ze odstania se-
kwencje stymulujgce przytgczanie kolejnych reszt
ubikwityny. Degradacja topoizomerazy | zachodzi
takze podczas apoptozy. Uczestniczag w niej kaspazy
3is,ktdrych miejsca ciecia znajdujg sie w domenie
N-koricowej [77].

Poli(ADP-rybozylacja): Poli(ADP-rybozylacja)
obniza aktywnos$¢ katalityczng topoizomerazy | in
vitro [78]. Wykazano takze, ze inhibitory poli(AD-
P-rybozylacji) powodujg wzrost wrazliwosci komo-
rek na CPT [79], a linie komorkowe ubogie w
poli(ADP-ryboze) przejawiajg hiperwrazliwo$¢ na
ten alkaloid [80], Endogenna synteza poli(ADP-ry-
bozy) wzrasta w odpowiedzi na uszkodzenia DNA
[81], jest wiec mozliwe, ze poli(ADP-rybozylacja)
topoizomerazy | obniza jej aktywno$¢é zmniejszajac
tym samym mozliwos$¢ zajécia rekombinacji podczas
naprawy DNA.

Fosforylacja: Topoizomeraza | jest fizjologicz-
nym substratem co najmniej dwu kinaz: PKC (ang.
protein kinase C) [82] oraz CK2 (ang. casein kinase
2) [83]. Analiza sekwencji aminokwasowej sugeruje
mozliwos¢ jej fosforylacji takze przez kinaze zale-
zng od DNA (ang. DNA dependent protein kinase),
kinze cdc2 oraz kinaze zalezng od kinazy MAPI
(ang. mitogen activated protein kinase 1) [23].

Fosforylacji ulegaja tylko reszty serynowe [83,
84], ale jej rola nie jestjasna. Zmiane stopnia ufosfo-
rylowania topoizomerazy | obserwowano w odpo-
wiedzi na estry forbolu, insuline i EGF (ang. epider-
mal growth factor) [85-87], a takze podczas cyklu
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komoérkowego [16, ss]. W trakcie mitozy wzrasta
poziom fosforylacji topoizomerazy |1, natomiast
przejScie komorek do interfazy wigze sie z pojawie-
niem czesciowo zdefosforylowanych form enzymu.
Warto zaznaczy¢, ze zmiany poziomu fosforylacji
topoizomerazy | w cyklu komérkowym, nie koreluja
ze zmianami aktywnosci relaksacyjnej.

PKC rozpoznaje reszty serynowe w motywach za-
sadowych i hydrofobowych, natomiast znacznikiem
dla CK2 sg kwasne aminokwasy. Istnieje wobec tego
mozliwos$é¢, ze fosforylacja topoizomerazy | in vivo
przez te kinazy powoduje rozne efekty. Istotna moze
by¢ suma wprowadzonego tadunku ujemnego, a nie
miejsce fosforylacji. W badaniach in vitro wykaza-
no, ze fosforylacja przez PKC lub CK2 przywraca
aktywnos$¢ zdefosforylowanej topoizomerazy | [82,
83], Niemniej w doswiadczeniach tych nie usuwano
kinaz z uktadu, w ktédrym przeprowadzano fosforyla-
cje. Jest wiec mozliwe, ze stymulacja aktywnosci re-
laksacyjnej byta wynikiem oddziatywania topoizo-
merazy | z badanymi kinazami. Potwierdza to do-
Swiadczenie, w ktérym wykazano, ze CK2 stymuluje
aktywnos$¢ relaksacyjng topoizomerazy | przy braku
ATP [89].

VI111-3. Oddziatywanie z innymi biatkami

Topoizomeraza | moze funkcjonowa¢ w zio-
zonych kompleksach biatkowych [1, 7, 90, 91]. Od-
dziatywanie z innymi biatkami decyduje ojej aktyw-
nosci [54, 89, 92, 93], stabilnos$ci [94], rozmieszcze-
niu w komdrce [91], a takze wrazliwosci na CPT
[93]. Biatka modulujace aktywno$¢ topoizomerazy |
zebrano w Tabeli 1

Pierwsze doniesienia o wptywie innych biatek na
aktywnos$¢ relaksacyjng topoizomerazy | dotycza
biatek strukturalnych chromatyny [95]. Histon HI
oraz mieszanina biatek HMG (ang. high mobility
group) stymuluja aktywnos¢ relaksacyjng topoizo-
merazy | ponad 60-krotnie. Biorgc pod uwage fakt,
ze pozytywnie natadowane poliaminy takze stymu-
luja aktywnos$é topoizomerazy |, efekt ten mozna do
pewnego stopnia ttumaczy¢ wysoka zawartoscig li-
zyny, zarowno w HI (29%), jak i w biatkach HMG
(20-25%). Niemniej reszty obdarzone dodatnim tad-
unkiem nie sg wystarczajgce do stymulacji relaksacji
DNA, a wysokie stezenie polilizyny wrecz hamuje
aktywno$¢ topoizomerazy | [89]. Efekt ten moze
mie¢ podobny charakter jak dziatanie wysokiego ste-
zenia histonu HI, ktéry przy stosunku jednej
czasteczki HI na 40 bp DNA catkowicie hamuje ak-
tywnos$¢ relaksacyjng, prawdopodobnie przez to, ze
wygrywa wspéizawodnictwo z topoizomerazg | o
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Tabela 1

Biatka modulujace aktywnos¢ relaksacyjna topoizomerazy I. Opisy skrétdw nazw biatek umieszczonych w tabeli znajdujg sie w wykazie stosowanych

Skrotow.

Biatko Miejsce wigzania z topoizomerazal Wplyw na aktywnos¢ relaksacyjng Pi$miennictwo
histon HI brak danych stymulacja albo hamowanie [95]
HMG brak danych stymulacja [95]
nukleoling reszty 166-210 brak efektu [29]
antygen T SV40 reszty 1-139 oraz 383-765 hamowanie [100]
helikaza DNA z Pisum sativum brak danych stymulacja [101]
hsc70 brak danych ochrona przed inaktywacja [94]
p53 brak danych stymulacja [92]
PSF/p54nhb brak danych stymulacja [54, 55]
tax brak danych hamowanie [110]
pl5 brak danych stymulacja [105]
topors reszty 1-250 brak danych [106]
Toflp, Tof2p brak danych brak danych [107]
SF2/ASF reszty 1-174 brak danych [53]
TBP brak danych brak danych [
polimeraza RNA 1l resztyl-315 brak danych [8,31]
PCNA brak danych hamowanie [97]
polimeraza poli(ADP-rybozy) brak danych stymulacja [108]
biatka 25 i 33,5 kDa z Xenopus domena N-koncowa hamowanie [109]

czasteczke DNA [96]. Wiele wskazuje na to, ze efekt
powodowany przez histon HI i biatka HMG zacho-
dzi dzieki ich oddziatywaniu z DNA, a nie z topoizo-
merazal [ss].

W iazanie topoizomerazy | przez biatka zaanga-
zowane w transkrypcje (TBP, podjednostki polime-
razy RNA I, biatko topors) nie jest raczej zwigzane z
regulacjg aktywnosci relaksacyjnej, a decyduje o
dotgczeniu enzymu do kompleksu odpowiedzialnego
za inicjacje transkrypcji. Podobnie wigzanie z
biatkami biorgcymi udziat w obrobce RNA, nie de-
cyduje o dotgczeniu DNA, aczkolwiek wykazano
wyrazng stymulacje aktywnosci relaksacyjnej topo-
izomerazy | przez kompleks PSF/p54ntb [54]. Zaska-
kujacy jest wptyw PCNA (ang. proliferating celi
nuclear antigen) na aktywnos$¢ topoizomerazy | [97].
Biatko towarzyszace polimerazie DNA podczas
elongacji [98] hamuje tg aktywnos¢ topoizomerazy |,
dzieki ktorej umozliwia ona ,,wedréwke” widetek re-
plikacyjnych. Biorgc pod uwage relaksacje DNA,
konieczng podczas replikacji i transkrypcji, szcze-
goélnie istotne wydajg sie oddziatywania miedzy to-
poizomerazg |, a helikazami i biatkiem p53.
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Wspdbidziatanie topoizomeraz i helikaz opisano
po raz pierwszy przy replikacji faga X 174 [99],
gdzie oddziatywanie miedzy rep DNA helikazg a
produktem genu A (specyficzna wzgledem sekwen-
cji nukleotydowej topoizomeraza) pozwala na roz-
dzielenie replikowanych nici DNA. Wykazano, ze
eukariotyczna topoizomeraza | oddzialuje z
bedacym helikazg antygenem T SV40 [100], nukle-
oling [29], a takze z helikazg wyizolowang z Pisum
sativum [i01].

Antygen T wirusa SV40 (ang. simian virus 40) jest
helikazg inicjujacg reptikacje genomu wirusowego.
Topoizomeraza | przez fizyczne oddziatywanie z an-
tygenem T stymuluje ten proces [102]. Z drugiej stro-
ny powstanie kompleksu topoizomerazy | z antyge-
nem T hamuje relaksacje DNA [93]. Antygen T moze
konkurowa¢ o domene N-koricowg topoizomerazy |
z inng helikazg — nukleoling [91]. Jest ona jadro-
wym, silnie ewolucyjnie konserwowanym biatkiem,
ktére stanowi w przyblizeniu okoto 5% masy jader-
ka. Nukleoling zaangazowana jest miedzy innymi w
utrzymanie struktury jaderka, powstawanie ryboso-
mow, transport miedzy cytoplazma ajagdrem komor-
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kowym, replikacje, transkrypcje i kondensacje chro-
matyny [103]. W przeciwienstwie do antygenu T
nukleolina nie wywiera zadnego wptywu na relaksa-
cje DNA [29]. Helikaza, ktora stymuluje aktywnos$¢
relaksacyjng topoizomerazy | jest enzym wyizolo-
wany z Pisum sativum [101].

Zarowno nukleolina jak i antygen T SV40 wigzg
sie zdomeng N-konncowg topoizomerazy I. Wigzanie
to w obu przypadkach nie wymaga ani DNA, ani zad-
nego dodatkowego biatka. Oddziatywanie z helika-
zami jest wiec prawdopodobnie jedng z funkcji do-
meny N-konicowej topoizomerazy | [91]. Jest to
szczegolnie interesujace, gdyz rozplatany przez heli-
kazy DNA, ze wzgledu na powstajagcy superheliks,
staje sie topologicznie atrakcyjny dla topoizomerazy
I [90].

Biatko p53, zwane takze supresorem nowotwo-
row, jest kluczowe dla utrzymania integralnosci ge-
nomu. Jego olbrzymie znaczenie dla komorki po-
twierdza fakt, ze w przypadku ponad 50% nowotwo-
réw gen kodujacy to biatko jest zmutowany [104].W
komérkach linii MCF7 i NIH 3T3 traktowanych od-
powiednio mitomycyng C i aktynomycyng obserwo-
wano wzrost aktywnos$ci topoizomerazy | oraz na-
gromadzanie sie biatka p53. Stymulacja topoizome-
razy | dotyczyta zaréwno aktywnosci relaksacyjnej,
jak i zdolnosci do fosforylacji biatka SF2/ASF [92].
Aktywacja topoizomerazy I/kinazy nie zalezy od
wigzania p53 do DNA, a efekt ten obserwowano in
vitro juz przy rownomolowym stosunku obu biatek.
Z kolei wzrost aktywnosci relaksacyjnej obserwowa-
no dopiero przy io-krotnym molowym nadmiarze
p53 wobec topoizomerazy |.

IX. Podsumowanie

Badania ostatnich lat dostarczyly wielu zaska-
kujacych informacji zarobwno na temat funkcji jakie
topoizomeraza | moze petni¢ w komdrce, jak row-
niez na temat sposobdw ich regulowania. Wiele prze-
mawia za tym, ze o jej funkcjonowaniu decyduje
przede wszystkim zdolno$¢ do tworzenia komplek-
séw z réznymi biatkami. Fakt, ze topoizomeraza |
bierze udziat nie tylko w usuwaniu naprezen po-
wstajagcych w DNA, ale takze w inicjacji transkrypcji
i obrobce mRNA pozwala uznac jg za niezwykty en-
zym, ,stojgcy na granicy miedzy Swiatem DNA i
RNA”. Kwestig otwartg pozostaje czy wigzanie to-
poizomerazy | z innymi biatkami decyduje o
przetgczaniu jej aktywnosci.

Artykut otrzymano 25 stycznia 2001 .
Zaakceptowano do druku 2 lipca 2001 r.
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. Wstep

Sposrod szacowanych 30.000-35.000 gendw
cztowieka [1] tylko okoto 10-20% jest wyrazane w
konkretnej komorce. Ten niewielki zestaw odpowia-
da za wiasciwosci danej komarki, kontrole jej wew-
netrznych proceséw, jak réwniez za kontakty ze $ro-
dowiskiem zewnetrznym. Jedng z bardziej intere-
sujacych zagadek biologiijest to, jak dziesiatki tysie-
cy genow ulegaja selektywnej ekspresji, podlegajac
czasowej iprzestrzennej regulacji. Zmiany w ekspre-
sji gendbw moggprowadzi¢ do zaburzerh w funkcjono-
waniu komorki czy w koncu do patologii. Jednym z
pierwszych etapow, ktére pozwalajg zrozumie¢ pro-
cesy zachodzace w komérce jest wykrycie réznic w
ilosci okreslonego typu mRNA w poréwnywanych
prébach, idaca za tym izolacja i charakterystyka ge-
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néw o zrdoznicowanej ekspresji. Niniejszy przeglad
obejmuje wybrane klasyczne i bardziej nowoczesne
metody umozliwiajgce dostrzezenie réznic w ekspre-
sji gendw na poziomie transkrypcyjnym. Szczegdlng
uwage poswiecono metodzie réznicowego profilo-
wania ekspresji gendw (ang. differential display), ze
wzgledu na doSwiadczenia autorow w zastosowaniu
tej analizy ekspresji genow.

Geny o zréznicowanej ekspresji identyfikowano
do niedawna gtownie przy uzyciu hybrydyzacji r6z-
nicowej lub subtraktywnej, a takze na podstawie ob-
razu rozdziatu w zelach ich biatkowych produktow.
Od kiedy mozliwe jest korzystanie z bogatych baz
danych sekwencji kwasdéw nukleinowych oraz
biatek, liczba gendw, ktorych ekspresje mozemy $le-
dzié stata sie za duza dla tradycyjnych analiz. ldealna
metoda powinna umozliwi¢ jednoczesng ocene
wszystkich gendw uaktywniajacych sie w komérce i
pokazywaé zmiany w obrazie ich ekspresji w trakcie
interesujgcych nas proceséw. Rozwazajagc wybor
strategii, jakg uzyjemy do wykrycia genéw o zrézni-
cowanym poziomie ekspresji, musimy bra¢ pod uwa-
ge: (1) liczbe prébek, ktére chcemy jednoczesnie po-
réwnywac, (2) jakie moga by¢ réznice w ilosci dane-
go transkryptu w poréwnywanych prébkach, (3) mo-
zliwos¢ wykrycia gendw indukowanych, jak réwniez
ulegajacych represji, (4) ograniczenia mogace wyni-
ka¢ z niewielkiej ilosci posiadanego RNA, (5)
czutos¢ metody, (6) skale przegladu ekspresji jaka
umozliwi nam dana metoda.

I1. Metody selekcji gendw o zroznicowanej
ekspresji bazujgce na technikach hybry-
dyzacji kwaséw nukleinowych:

I1-1. Hybrydyzacja réznicowa

Podstawag wielu metod porownywania in vitro
préb RNA i znajdowania genéw o zréznicowanym
poziomie ekspresji jest hybrydyzacja réznicowa [2],
gdzie poli(A)tRNA izolowany z dwoch badanych ty-
poéw komorek stanowi matryce do syntezy znakowa-
nych radioaktywnie sond cDNA. Sondy te sghybry-
dyzowane do biblioteki cDNA, najczesciej naniesio-
nej na dwie kopie nylonowych lub nitrocelulozo-
wych filtréw. Klony, ktore hybrydyzujg z dwoma
sondami, odpowiadajg genom ulegajagcym ekspresji
w obu typach komorek. Klony ujawniajace sie lub
dajgce wyrazniejszy sygnat po hybrydyzacji z jedna
z sond, odpowiadajg potencjalnym genom o zrozni-
cowanej ekspresji. W zatozeniu metoda ta miala
umozliwi¢ wykrycie wszystkich transkryptéw w ko-
mérce. Jednak ze wzgledu na ograniczenia wyni-
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kajace z czutosci hybrydyzacji roznicowej, detekcja
genéw o zréznicowanym poziomie ekspresjijest mo-
zliwa dopiero, gdy dane mRNA stanowi przynajm-
niej 0,05-0,1% catkowitego MRNA w badanej ko-
morce. Podstawowymi zaletami tej metody sg sto-
sunkowo mata pracochtonnos$é¢ i wysokie prawdopo-
dobienstwo otrzymania powtarzalnych wynikow.
Przy wykorzystaniu hybrydyzacji réznicowej wy-
kryto juz wiele gendéw ulegajgcych zrdéznicowanej
ekspresji, wsrdod ktérych wymieni¢ mozna geny
istotne dla rozwoju zarodkowego muszki owocowej
[3] i determinacji rozwojowej blastomerdw zarodka
zaby szponiastej [4]. Na efektywno$¢ metody
wptywa rodzaj wykorzystywanej biblioteki cDNA.
W przypadku biblioteki nieznormalizowanej, czyli
takiej ktéra nie zawiera proporcjonalnej liczby klo-
ndéw cDNA dla kazdego genu, istnieje duza szansa
sklonowania wytacznie transkryptéw wysokokopij-
nych. Normalizacja biblioteki cDNA pozwala na kil-
kakrotne zwigkszenie proporcji klonéw cDNA repre-
zentujacych najrzadsze rodzaje mRNA.

I1-2. Subtrakcja

Udoskonaleniem, zwiekszajagcym okoto dziesie-
ciokrotnie czuto$¢ metody hybrydyzacji r6znicowej,
byto zastosowanie techniki subtrakcji (hybrydyzacji
odejmujacej). Technika ta polega na hybrydyzacji
jednoniciowego cDNA z prébki eksperymentalnej do
nadmiaru mRNA pochodzgcego z prébki kontrolnej,
co prowadzi do powstania trzech rodzajéw czaste-
czek: hybrydy RNA/DNA, niesparowane czgsteczki
jednoniciowego cDNA inadmiar mRNA. Sekwencje
jednoniciowego cDNA, ktore podczas hybrydyzacji
nie znalazty komplementarnej nici mMRNA, mogaby¢
nastepnie uzyte do syntezy specyficznych sond czy
konstrukcji biblioteki subtrahowanej. W uzyskanej
w ten sposob kolekcji fragmentéw cDNA ograniczo-
na znacznie jest liczba sekwencji odpowiadajgcych
genom, ktérych poziom ekspresji w badanych pro-
bach jest zblizony. Szczegdlnie te rodzaje mRNA,
ktore stanowia bardzo liczng grupe, jak geny ko-
dujace biatka metabolizmu podstawowego i szkiele-
tu komodrkowego, wytgczane sg z analizy. Subtrakcja
cDNApozwalana otrzymanie zestawu klondw repre-
zentujgcych mRNA, ktére wystepuje w komorce w
niewielkiej liczbie kopii ijest czesto najbardziej in-
teresujace pod wzgledem rdznic w poziomie ekspre-
sji. Nadal jednak poszukiwanie tg metoda transkryp-
téw, ktdre ujawniaja sie na bardzo niskim poziomie
(mniej niz 0,005% catkowitego mRNA) stanowi pro-
blem. Dlatego do metod konstruowania bibliotek
subtrahowanych wprowadzono wiele udoskonalen,
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jak zastosowanie starterow oligo-dT przytaczonych
do podtozy statych, co upraszcza odizolowanie hy-
bryd RNA/DNA [5] i wigczenie reakcji PCR do
zwiekszenia liczby kopii cDNApo subtrakcji [6,1).

11-3. Mikrouktady DNA

Jednym z nowoczes$niejszych podejs¢ do analizy
zr6znicowanej ekspresji gendéw opartym na techni-
kach hybrydyzacji sg mikrouktady DNA. Metoda ta
polega na hybrydyzacji sondy reprezentujacej pule
transkryptow do zbioru wielu probek DNA
przytgczonych do statego nosnika [8]. Mikrouktady
budowane sg przy wykorzystaniu sekwencji cDNA
np. EST, produktow PCR lub fragmentéw sklonowa-
nego DNA przytaczanych do powierzchni matrycy
(ang. DNA microarrays). Inng mozliwos$cigjest syn-
teza in situ oligonukleotydéw specyficznych geno-
wo, nanoszonych bezpos$rednio na powierzchnie no-
$nika w procesie fotolitografii (ang. otigonucleotide
arrays) [9, 10, 11], Nosnikiem najczesciej jest szkto,
ale w przypadku mniejszych eksperymentdw moga
by¢ stosowane réwniez nylon, nitroceluloza lub sili-
kon [12]. Badane cDNA, znakowane radioaktywnie
lub przy uzyciu fluorochroméw, jest hybrydyzowane
w nadmiarze do uktadéw zawierajagcych DNA klo-
néw (Ryc. 1). llos¢ sondy hybrydyzujacej do okre-
$§lonego DNA moze by¢ mierzona i przeliczana na

a) "’ NS
‘\

)
mRNA 1 AAAAAAAAMAA
TTTTTTTTTTT
mRNA 2 AAAAAAAAAAA
.................................... ™TTTTTTTTT

DNA mozna przeanalizowac¢ ekspresje 10 000 i wie-
cej genéw [13]. Mikrouktady dla wyzszych euka-
riontdbw sa zazwyczaj konstruowane na bazie EST,
dla drozdzy i prokariontow wykorzystuje sie DNA
genomowe amplifikowane przy uzyciu starteréw
specyficznych dla okreSlonych genéw [14, 15].
Istotnym czynnikiem, decydujagcym o skuteczno-
$ci mikrouktadéw DNA w wykrywaniu zréznic-
owanej ekspresji genow, jest jakos¢ RNA poddawa-
nego odwrotnej transkrypcji, a nastepnie znakowa-
niu fluorescencyjnemu. Zanieczyszczenia (biatka
komdrkowe, lipidy) moga powodowac niespecyficz-
ne wigzanie znakowanego cDNA do powierzchni
ptytki. Czynnikiem ograniczajgcym wykorzystanie
tej metody moze by¢ tez stosunkowo duza ilos¢ RNA
konieczna do przeprowadzenia hybrydyzacji. Aby
uzyska¢ wyrazny sygnat fluorescencyjny, konieczne
jest 50-200 pg catkowitego RNA (2-5 pg mRNA) na
pojedyncza hybrydyzacje na mikronosniku [14].
Istotny wydaje sie rowniez do$¢ wysoki koszt anali-
zy, nie tyle ze wzgledu na koszt samego mikro-
uktadu, co raczej na konieczno$¢ kupna specjali-
stycznego sprzetu (robot nanoszacy prébki, jesli bu-
dujemy wiasny mikrouktad, czytnik laserowy, opro-
gramowanie) [15]. Niewatpliwg zaletg metody jest
uzyskanie ilosciowej informacji na temat poziomu
ekspresji duzej liczby (setek czy tysiecy) gendw jed-
noczesnie. Plusem jest tez mozliwo$¢ natychmiasto-

o 000000

0009000 O
o000Q0O0OGO

Ryc. 1. Schemat analizy zr6znicowanej ekspresji gendw przy uzyciu mikrouktadéw DNA (za [14] — zmienione); Sekwencje DNA badanych genéw sa
amplifikowane PCR (a) i nanoszone przez robot na powierzchnie szklanej ptytki w $cisle okre$lonej pozycji (b). Najczesciej okoto 10 000 frag-
mentéw DNAjest nanoszone na powierzchnie 3,24 cm2 mRNA pochodzace z dwoch badanych prob jest poddawane odwrotnej transkrypcji a
powstajace rodzaje cDNA znakuje sie uzywajac nukleotydow z roznymi barwnikami fluorescencyjnymi (c). Po zmieszaniu sondy hybrydyzo-
wane sg do mikrouktadu DNA. Sygnat fluorescencyjny zwigzany z kazdym elementem na mikrouktadzie, dzieki wzbudzeniu laserowemu od-
czytywany jest przez skaner potgczony z mikroskopem konfokalnym (d). Monochromatyczny obraz ze skanerajest importowany do kompute-
ra, gdzie przy uzyciu odpowiedniego oprogramowania wykonywanajest ilosciowa ocena sygnatu po hybrydyzacji.

czesto$¢ wystepowania danego mRNA w badanej
prébie. Jesli do znakowania cDNA uzyjemy réznych
rodzajow fluorochroméw, mozliwe staje sie jedno-
czesne poznanie profili ekspresji w dwdch lub wiek-
szej liczbie préb. Na pojedynczym mikrouktadzie
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wej interpretacji wynikdw uzyskanych po hybrydy-
zacji oraz otrzymanie informacji, moéwigcej jak wzor
ekspresji jednego genu pozostaje w relacji do wzoru
ekspresji innych genéw. Inng zaleta badania zr6z-
nicowanej ekspresji gendéw przy uzyciu mikro-
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uktadéw DNA jest wysoka czuto$é analiz. Podaje
sie, ze przy wykorzystaniu mikrouktadow DNA mo-
zna wykry¢ transkrypty wystepujace w liczbie jednej
kopii na 100000 czasteczek [16]. Za wyborem tego
typu oceny zréznicowanej ekspresji genéw stoja
rowniez szybkos$é analizy, mata pracochtonno$¢ oraz
zautomatyzowanie obrébki danych. Przede wszyst-
kim jednak uzyskuje sie nieporéwnywalng z innymi
metodami ilo$¢ informacji na temat ekspresji genow
na poziomie transkryptu. Nagromadzenie uzyska-
nych dzieki uzyciu mikrouktadéw danych osiggneto
poziom, przy ktérym mozliwe staje sie méwienie o
funkcjonalnej klasyfikacji genéw. Coraz istotniejsze
wydaje sie opracowanie statystycznych metod umo-
zliwiajacych taka klasyfikacje. Pozwoli to na udzie-
lenie odpowiedzi na pytanie: jakie geny ulegaja row-
nolegtej ekspresji (koekspresji) z badanym zesta-
wem genow [17, 18]?

I1-4. Supresyjna hybrydyzacja odejmujgca — SSH

Kolejna metoda stuzgca do wykrywania genéw o
zr6znicowanej ekspresji, ktéra wykorzystuje hybry-
dyzacjejak tez reakcje PCR, okreSlanajest nazwa su-
presyjna hybrydyzacja odejmujaca (ang. Supression
Subtractive Hybridization — SSH). Pierwotnie jej
zasade wykorzystano w metodzie RDA (ang. Repre-
sentational Difference Analysis), stuzacej do identy-
fikacji r6znic pomiedzy dwoma genomami [19, 20].
Schemat dziatania metody supresyjnej hybrydyzacji
odejmujacej przedstawiono na rycinie 2. W pierw-
szym etapie mMRNA pochodzace z dwoch poréowny-
wanych Zrdédet: tkanki badanej (ang. tester), w ktérej

a) . ARAAAAARA —
TTTTTTTTT | |

spodziewamy sie ekspresji poszukiwanych genoéw
oraz z kontroli (ang. driver), czyli tkanki w ktérej in-
teresujgce nas geny nie powinny ulegaé ekspresji,
poddawane sgreakcji odwrotnej transkrypcji. Po po-
cieciu cDNA enzymem restrykcyjnym rozpo-
znajacym czteronukleotydowe sekwencje, do kon-
cow fragmentow cDNA proby badanej przytaczane
sg dwa typy oligonukleotydowych adaptorow. Ma to
na celu zapewnienie amplifikacji PCR przy uzyciu
starterdw specyficznych do sekwencji adaptorow.
Nastepnie zdenaturowane cDNA préby badanej i
kontrolnej jest mieszane w stosunku 1:100. Umozli-
wia to hybrydyzacje miedzy jednoniciowymi cDNA,
typowymi dla obu grup. Nastepujacy p6zniej PCR,
amplifikuje w sposéb wyktadniczy tylko te homodu-
pleksy, ktore powstaty z cDNA préoby badanej, po-
niewaz tylko one majg miejsce przytaczania startera
na dwéch koncach dwuniciowej struktury. Podsta-
wowg zaletg opisywanej metody jest preferencyjna
amplifikacja fragmentéw obecnych wytacznie w
cDNA préby badanej. Dodatkowa korzysScia jest
wzbogacenie cDNA prdéby badanej w rzadkie se-
kwencje. Ma to miejsce ze wzgledu na efekt supresji
PCR podczas amplifikacji [21]. Efekt ten powoduje,
ze fragmenty pochodzace od czesto wystepujgcego
mRNA, ktore zawierajg komplementarne odcinki se-
kwencji na koncach jednoniciowego cDNA (odcinki
te pochodzg od adaptorow tego samego typu) hybry-
dyzujg ze sobg tworzac struktury drugorzedowe nie
ulegajace amplifikacji (patrz Ryc. 2d.). Proces ten
zachodzi z wiekszym prawdopodobieristwem niz
przytgczanie krotszego od adaptora startera, co wy-
nika z kinetyki reakcji hybrydyzacji. Prowadzi to do
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/
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Ryc. 2. Zasada dziatania metody SSH (na podstawie [45] — zmodyfikowane); a) odwrotna transkrypcja mRNA tkanek badanej i kontrolnej, ciecie
cDNA; b) ligacja adaptoréw do cDNA tkanki badanej, ¢) hybrydyzacja cDNA préby badanej i kontrolnej; d) amplifikacja PCR przy wykorzy-

staniu sekwencji adaptoréw; szczegoty w tekscie.
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wyrdwnania czesto$ci wystepowania réznych typow
mRNA w badanej prébie. W przeciwienstwie do me-
tod, ktére prowadzg do amplifikacji fragmentéw po-
chodzacych z wszystkich czgsteczek RNA matryco-
wego, supresyjna hybrydyzacja odejmujaca znacznie
ogranicza wystepowanie mMRNA obecnego w obu ba-
danych probach. Do analizy pozostawione sg gtow-
nie te fragmenty cDNA, ktére r6znig badane pule. W
przypadku opisywanej metody istotna jest réwniez
mozliwo$¢ dodania do préby kontrolnej sekwencji
gendw, ktérych nie chcemy zidentyfikowa¢. Tym sa-
mym automatycznie wykluczamy je z analiz. Wada-
mi metody SSH sa: (1) niezdolno$¢ do poréwnania
wiecej niz dwéch probek jednoczesnie, (2) brak mo-
zliwosci  réwnolegtej detekcji transkryptow o
podwyzszonej i obnizonej ekspresji oraz (3) $ledze-
nia zmian iloSciowych w poziomie transkryptu na
poszczegolnych etapach badanego procesu. Pomimo
tych wad, metoda supresyjnej hybrydyzacji odej-
mujacej pozwolita na identyfikacje wielu gendw,
miedzy innymi wykazujgcych zréznicowang ekspre-
sje przy poréwnaniu komérek normalnych i nowo-
tworowych [19, 22, 23], a takze na izolacje klonéw
cDNA zaangazowanych w rozw0j kwiatéw gozdzika
[24].

I11. Metody analizy gendéw o zréznicowanej
ekspresji oparte na technikach sekwen-
cjonowania

I11-1. Analiza EST

Do wykrywania réznic w ekspresji genéw na po-
ziomie transkryptu stuzag rowniez metody wykorzy-
stujagce sekwencjonowanie DNA. Jedng z nich jest
analiza sekwencyjnych znacznikdw ekspresji (ang.
Expressed Sequence Tags — EST) [25]. W metodzie
tej czesciowe sekwencje cDNA, okres$lane skrdtem
EST, stanowig identyfikatory sekwencji transkrybo-
wanych, czyli wykazujg bezposredni zwigzek z eks-
presjg okreslonych genéw. W celu charakterystyki
sekwencji kodujgcych mRNA zaproponowano gro-
madzenie i sekwencjonowanie losowo wybranych
fragmentow cDNA pochodzgcych z ré6znych zrédet.
Takie podejscie spowodowato szybkie zapetnienie
baz danych informacjami na temat obrazu ekspresji
genéw u wielu badanych obiektéw. Uzyskane w ten
sposoOb krétkie sekwencje (200-500 pz) ujawniajaje-
dynie cze$¢ informacji zawartej w genie.
Naktadajgce sie sekwencje EST moga by¢ tgczone w
catos¢, co umozliwia poznanie dtuzszego odcinka
kodujacego w genie. Kolekcje sekwencji EST mozna
tez wykorzystywac do konstruowania mikrouktaddw
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DNA. Analiza EST jest fatwa, tanig i szybkg metoda
oceny zroznicowanej ekspresji genow. Wymaga jed-
nak zakrojonego na szerokg skale sekwencjonowa-
nia, co nie zawsze jest mozliwe w laboratoriach $red-
niej wielko$ci. Podstawowe problemy powstajace
podczas wykorzystania analizy EST do oceny zrdz-
nicowanej ekspresji gendow na poziomie transkryp-
cyjnym to: (1) jako$¢ sekwencji (EST powstajg w
wyniku jednokrotnego sekwencjonowania pojedyn-
czej nici cDNA, co powoduje, ze ilos¢ btedow w uzy-
skanej sekwencji moze siega¢ 5% [26]); (2) pozo-
statosci sekwencji nukleotydowych wektora wpro-
wadzajgce niepoprawng informacje; (3) niewystar-
czajaca informacja na temat rzadko wystepujacych
klonow cDNA, gdyz zbyt wiele EST pochodzi od ge-
néw podlegajacych transkrypcji na wysokim pozio-
mie.

I11-2. Seryjna analiza ekspresji genéw — SAGE

Nie zawsze informacja o transkrypcie pochodzi z
analizy sekwencyjnej wzglednie duzego fragmentu
cDNA. Kolejng metodg identyfikacji zré6znicowanej
ekspresji genéw w oparciu o dane sekwencyjne jest
seryjna analiza ekspresji genéw (ang. Serial Analysis
of Gene Expression — SAGE) [27], ktora pozwala
uzyska¢ informacje o transkryptach, dzieki identyfi-
kacji krétkich, 10-14 nukleotydowych fragmentow.
Metoda ta sktada sie z trzech etapow. Pierwszy obej-
muje produkcje znacznikéw sekwencyjnych, czyli
krotkich odcinkéw, dzieki ktdrym mozna jedno-
znacznie zidentyfikowa¢ poszczegdlne transkrypty.
W drugim etapie ma miejsce ligacja tych fragmentéw
w oligomery, ztozone z okoto 20-35 znacznikéw,
ktore nastepnie beda klonowane i sekwencjonowane.
Etap trzeci to identyfikacja poszczegdlnych typéw
znacznikow i okresSlenie czestosci ich wystepowania
w badanych ukiadach.

Aby mogly powsta¢ znaczniki sekwencyjne,
mRNA poddawane jest odwrotnej transkrypcji. Po-
wstate cDNA jest ciete enzymem restrykcyjnym roz-
poznajacym czteronukleotydowe sekwencje (tzw.
enzym zakotwiczajgcy — EZ), tak dobranym, by z
duzym prawdopodobienstwem przecigt kazda
czasteczke (Ryc. 3). Nastepnie cDNA jest dzielone
na dwie pule i do kazdej z nich przytgczany jest inny
typ adaptora (adaptor A lub B). Adaptory A i B za-
wierajg miejsce restrykcyjne dla enzymu klasy IIS
(TE — enzym znakujacy), ktéry tnie DNA w zdefi-
niowanej odlegtosci od rozpoznawalnej sekwencji
(do 20 pz). Ciecie enzymem TE daje 10-14 nukleoty-
dowe fragmenty sekwencji cDNA (znaczniki se-
kwencyjne) z dotgczonymi adaptorami. Fragmenty
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Ryc. 3. Schemat metody SAGE (za [34] — zmodyfikowane); a) - Ciecie enzymem zakotwiczajgcym EZ, oddzielenie fragmentéw cDNA dzigki od-
dziatywaniu biotyna— streptawidyna, podziat proby na 2 pule i ligacja do 2 typéw adaptoréw — A i B; b) Ciecie enzymemklasy 11S — TE, Li-
gacja znacznikow sekwencyjnych i amplifikacja przy uzyciu starteréw A i B; c) Ciecie enzymem zakotwiczajagcym EZ; d) ligacja znacznikéw
w oligomery, wstawienie do wektora i sekwencjonowanie znacznikéw; szczegtowy opis w tekscie.

te, po sklejeniu w pary (cDNA po $rodku, adaptory
na koncach) sg amplifikowane przy uzyciu starteréw
A iB. Po powieleniu miejsca przytgczania starterow
sg usuwane, do czego stuzy enzym zakotwiczajacy
(EZ). Nastepujgca potem ligacja umozliwia powsta-
nie oligomeréw sktadajgcych sie z 20-35 znaczni-
kéw sekwencyjnych, ktore moga by¢ ligowane z
wektorem plazmidowym. Struktura takich oligome-
réow ma uktad umozliwiajacy tatwg identyfikacje po-
szczeg6lnych znacznikéw po sekwencjonowaniu.
Pomiedzy miejscami restrykcyjnymi dla enzymu za-
kotwiczajgcego znajduje sie podwojny znacznik,
czyli ,,zlepek” dwoch sekwencji. Ostatni etap to ana-
liza czesto$ci wystepowania danych znacznikow w
kazdym z badanych uktadéw. Na tej podstawie wnio-
skujemy o poziomie ekspresji konkretnych genéw.
Potwierdzeniem skutecznos$ci metody SAGE byta
korelacja uzyskanych wynikéw z czestoscig wyste-
powania odpowiednich klonéw w bibliotekach
cDNA [27]. Mozna jednak zadaé pytanie, czy
informacja zawarta w tak krdtkich sekwencjach
(10-14 pz) pozwala na precyzyjna identyfikacje uni-
kalnych transkryptéw? Teoretycznie dziewiecionu-
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kleotydowy odcinek sekwencji wystepuje w 49, czyli
262.144 kombinacjach sekwencji tzn. moze odréznié
zblizona ilos¢ réznych transkryptéw. Jest to wiec
wystarczajgco diuga sekwencja aby okresli¢ kazdy
transkrypt wystepujacy np. w ludzkich komoérkach,
gdzie ekspresji moze ulec kilkadziesiat tysiecy roz-
nych genéw [27]. Seryjna analiza ekspresji genow
pozwala w zasadzie na przebadanie w ramach jedne-
go eksperymentu wszystkich transkryptow obecnych
na terenie komarki. Dzieki niej otrzymujemy ilo$cio-
we informacje tak na temat znanych, jak tez jeszcze
nie opisanych genéw. Metode te wykorzystano do
wykrycia indukowanej ekspresji genu p53 poprze-
dzajacej apoptoze i do analizy profili ekspresji po-
miedzy normalnymi a nowotworowymi komdrkami
[28, 29]. W przypadku, gdy mozliwe jest wykorzy-
stanie automatycznego sekwenatora i komputerowej
analizy danych, opisana metoda pozwala na szybkie
poznanie profili ekspresji genéw, ktérych odpowied-
niki znajdujag sie w dostepnych bazach danych.
Niewatpliwg wadg SAGE jest mozliwos¢ identyfika-
cji genow gtéwnie dzieki sekwencjom dostepnym w
bazach danych. Ogranicza to stosowanie metody do
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organizmow modelowych, dla ktérych opisano wiele
genow. lIstnieje jednak sposob na przetamanie tego
ograniczenia poprzez wykorzystanie interesujacych
znacznikow sekwencyjnych jako sond oligonukle-
otydowych do przegladania konwencjonalnej biblio-
teki i identyfikacji cDNA peinej dtugosci.

IV. Metody identyfikacji genu w oparciu o
dtugos¢ fragmentu cDNA po RT-PCR

IV-1. Szybka analiza ekspresji genéw — RAGE

Modyfikacjg seryjnej analizy ekspresji genéw,
umozliwiajgcgjednoczesne poznanie wielu genéw o
zroznicowanej ekspresji bez koniecznosci sekwen-
cjonowania jest metoda szybkiej analizy ekspresji
genow (ang. Rapid Analysis of Gene Expression —

matrycy. Informacja o zrdznicowanej ekspresji ge-
néw w badanych uktadach pochodzi z poréwnania na
zelach poliakryloamidowych intensywnosci praz-
kéw odpowiadajagcych konkretnym produktom. Do
przygotowania matryc poddawanych amplifikacji
wykorzystuje sie fragmenty czasteczek cDNA repre-
zentujace okreslone geny (ang. gene specific tar-
gets). Fragmenty te powstajg przez odwrotng tran-
skrypcje mRNA i ciecie cDNA enzymami rozpo-
znajacymi czteronukleotydowe sekwencje (np.
Dpnll, Nlalll) (Ryc. 4). Po cieciu enzymem Nlalll
nastepuje selekcja fragmentow cDNA zakonfczonych
odcinkiem oligo(dA), a zarazem z miejscem restryk-
cyjnym dla drugiego enzymu (Dpnll). Uzyskane
fragmenty sg izolowane dzieki reszcie biotyny
przytaczonej kowalencyjnie do cDNA i kulkom po-
krytym streptawidyna, ktore wigzg biotyne. Do wol-
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Ryc. 4. Zasada dziatania metody RAGE (na podstawie [30] — zmodyfikowane); a) czasteczki cDNA z fragmentami specyficznymi dla genéw X, Y iZ
znajduja sie pomiedzy sekwencjg rozpoznawang przez enzym AM 1 a sekwencjg ciecia dla enzymu Dpnll najblizszg koricowi 3’ transkryptu;
b) ciecie enzymem A/alll umozliwia selekcje oligo(dA) fragmentdéw i ich izolacje dzieki oddziatywaniu biotyna - streptawidyna, do wolnego
konca czasteczki ligowany jest pierwszy adaptor — A, c) po przecieciu czgsteczek cDNA enzymem Dpnll do nowo uwolnionego korca ligo-

wany jest drugi adaptor — B; d) amplifikacja PCR z zestawam
wym potgczony z oceng ich ilosci w badanych prébach ; X+—
goty metody w tekscie.

RAGE) [30]. Podstawowa strategia metody polega
na wykorzystaniu do reakcji PCR fragmentéw cDNA
— pochodnych genéw z dwoéch badanych préb np.
komérek dzikich i transgenicznych. PCR przebiega

w warunkach zapewniajgcych amplifikacje wszyst-
kich fragmentow cDNA i umozliwia uzyskanie pro-

duktu w ilosciach proporcjonalnych do koncentracji
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i starteréw A i B; e) rozdziat produktéw amplifikacji na zelu poliakryloamido-
ekspresja genu X w tkance zmienionej i X' w kontroli, M— marker mas, szcze-

nego konca czasteczek (po cieciu Nlalll) ligowany
jest adaptor A. Nastepnie przeprowadza sie ciecie
fragmentéw cDNA drugim enzymem restrykcyjnym
(Dpnll) i do nowo uwolnionego konca ligowany jest
adaptor B. Adaptory zawierajg sekwencje bedace
miejscami przytaczania starterow A i B. Do reakcji
amplifikacji wykorzystywane sg dwa zestawy starte-
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réw: startery A zawieraja sekwencje adaptora A, da-
lej sekwencje rozpoznawang przez enzym AM I ina
kofncu 3’ czteronukleotydowy odcinek odpowie-
dzialny za specyficzno$¢ dziatania startera. W tym
rejonie cztery mozliwe zasady utozone sa w dowolny
sposob, dajacy w efekcie 256 mozliwych kombina-
Cji, a przez to 256 rodzajow starterdw A. Startery B
zbudowane sg na podobnej zasadzie, przy czym za-
wieraja sekwencje rozpoznawane przez enzym
Dpnll, a na koicu 3’ majg tréjnukleotydowy region
odpowiedzialny za specyficznos¢ dziatania startera.
W efekcie mozliwe jest zastosowanie 64 rodzajow
starterow B. Amplifikacja PCR przebiega w warun-
kach, w ktorych kazdy fragment cDNA majacy na
koncach sekwencje adaptorow A i B ma mozliwos¢
powielenia, a ilos¢ produktu jest proporcjonalna do
stezenia matrycy. Produkty amplifikacji rozdzielane
sg na zelu poliakryloamidowym, gdzie przy réwno-
czesnym testowaniu Kilku préb mozliwa jest poréw-
nawcza ocena ilosci produktow PCR w badanych
prébach. Na podstawie takiego poréwnania wnio-
skujemy na temat poziomu réznic w ekspresji anali-

tow cDNA. Do zalet metody mozna zaliczyc¢: (1)jed-
nolite warunki PCR pozwalajagce na jednoczesng
analize wielu gendéw lub ekspresji danego genu w
réznym czasie, (2) otrzymanie jednego znacznika
RAGE odpowiadajacego jednej czasteczce cDNA,
co daje mozliwos¢ ilosciowej oceny danych oraz
utatwia poréwnanie na zelach, (3) niezalezno$¢ me-
tody od danych pochodzacych z hybrydyzacji [30].

IV-2. Roznicowe profilowanie ekspresji genow —
differential display

W 1992r. zaproponowano alternatywng metode do
przegladania rdznicowego, pod nazwa rdznicowe
profilowanie ekspresji genéw (ang. Differential Di-
splay — DD) [31]. W tej metodzie do oceny zrézni-
cowanej ekspresji genéw wykorzystuje sie reakcje
RT-PCR, dzieki ktérej otrzymuje sie tysigce rodza-
jow cDNA, z ktérych kazdy jest pochodng genu ule-
gajacego ekspresji w badanej prdébie (Ryc. 5).
Gidéwne etapy metody mozna przedstawi¢ naste-
pujaco: (1) Z porownywanych puli RNA, dzieki uzy-

GAAAAAAAAMAA-A

a)
UAAAAAAAAAAA-A,
— CAAAAAAAAAAA-A
5.H-T,,WN-3'
dNTPs
MMLYV odwrotna transkryptaza
v
CAAAAAAAAAAA-A,
< TTTTTTTTTTTCGAA
5'AAGCTTGATTGCC-3' (Starter H-AP-1)
5.H-T,\WN-3'
by dNTPs
o [PP-dATP)
A 4 Taq polimeraza DNA
AAGCTTGATTGCC >
GTTTTTTTTTTTCGAA
v
©) X Y

vy

|

(+)

Ryc. 5. Schemat metody differential display (na podstawie [31] — zmodyfikowane); a) odwrotna transkrypcja; b) amplifikacja PCR; c) rozdziat pro-
duktéw amplifikacji w zelu poliakryloamidowym, strzatkami zaznaczono réznicujace prazki; opis metody w tekscie.

zowanych gendw. Zgodnie z zamierzeniem autoréw,
metoda RAGE znajduje przede wszystkim zastoso-
wanie w analizie zréznicowanej ekspresji genow o
znanej sekwencji (bazy danych sekwencji umozli-
wiajg wybdr starteréw), co nie wyklucza jednak po-
tencjalnej mozliwosci wykrycia nowych fragmen-
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ciu réznych zestawow starterobw, otrzymywane sg
podgrupy fragmentéw cDNA (ang. subsets). (2) Ana-
logiczne podgrupy otrzymywane z poréwnywanych
préb RNA sg rozdzielane obok siebie na zelu polia-
kryloamidowym. W wyniku takiego rozdziatu otrzy-
mujemy wzory pragzkéw okreslane jako odciski palca
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(ang. fingerprint). (3) Fragmenty definiowane w
oparciu o dtugosé, a obecne tylko w jednej prdbce
(lub tez obecne w znacznie wiekszej iloSci w jednej
niz w drugiej probie), sgwycinane z zelu i poddawa-
ne dalszej obrébce. Te fragmenty sg pochodnymi ge-
néw o zréznicowanej ekspresji. W klasycznej wersji
metody [31, 32], catkowite RNA wolne od DNA jest
dzielone na trzy pule i kazda z nich poddawana jest
odwrotnej transkrypcji przy wykorzystaniu jednego
z trzech starter6w zakotwiczajgcych o sekwencji
TnVN (V=A,C,G; N=A,C,G,T). Daje to matryce do
nastepujacej w dalszej kolejnosci reakcji PCR
(Ryc. 5). Do reakcji PCR dodaje sie znakowany, naj-
czesciej radioaktywnie nukleotyd, okreslony starter
zakotwiczajagcy TnVN i dziesiecionukleotydowy
starter (starter arbitralny), ktéry ze wzgledu na loso-
wo dobrang sekwencje nukleotydow, wigze sie w
réznej odlegtosci od miejsca przytaczania startera
zakotwiczajgcego. Warunki reakcji umozliwiajg nie-
peing hybrydyzacje startera arbitralnego z matryca.
Kazda kombinacja starteréw pozwoli wiec na ampli-
fikacje czesci z og6lnego zbioru fragmentéw cDNA,
co daje w efekcie od 50 do 100 rodzajoéw fragmentow
cDNA w jednej prob6wce. Probka uzyskana w wyni-
ku reakcji PCR jest rozdzielana na zelach denatu-
rujgcych iwykrywana autoradiograficznie. Powstaly
w ten sposob wzor prazkow reprezentuje profil eks-
presji dla okoto 50 do 100 klonéw cDNA. Poréwna-
nie profili ekspresji dla badanych préb pozwala zi-
dentyfikowaé cDNA pochodzace od genu o zrézni-
cowanej ekspresji, odzyskanie go z zelu, amplifika-
cje, klonowanie i sekwencjonowanie.

Ro6znicowe profilowanie ekspresji genéw przed-
stawiono w oryginalnych publikacjach jako szybki i
precyzyjny sposob poréwnywania profili ekspres;ji
gen6éw pomiedzy dwiema lub wiekszg liczbg tkanek,
rodzajow komdarek, standw metabolicznych. Byta to
pierwsza metoda oceny ekspresji gendw na poziomie
transkryptu, mozliwa do wykonania “w jednej pro-
béwce” (ang. ,,one-tube method”), ktéra pozwolita
na usystematyzowang analize zmian.

W wielu doniesieniach dotyczacych réznicowego
profilowania ekspresji gendéw podkre$la sie wazne
elementy, bez ktérych niemozliwa jest poprawna i
skuteczna analiza [33, 16, 34]. Istotny jest wiasSciwy
wybor materiatu do badan. Probki, ktére bedg bada-
ne, powinno charakteryzowac jednorodne tto gene-
tyczne a réznice majg dotyczy¢ wytacznie badanej
cechy. Jesli analiza dotyczytaby prob zbyt réz-
nigcych sie od siebie, np. Swiezo izolowana tkanka i
ustabilizowana linia komorkowa, wiele genéw o po-
tencjalnie zréznicowanej ekspresji mogtoby zostaé
wykrytych. Wiekszos$¢ z nich stanowitaby odzwier-
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ciedlenie réznorodnosci genetycznej préb a zarazem
»Zamaskowanie” badanego procesu.

W klasycznej metodzie réznicowego profilowania
ekspresji gendw temperatura przytgczania startera
arbitralnego do cDNAjest celowo stosunkowo niska
(40°C). W efekcie obniza to specyficzno$¢ wigzania
startera z matryca i powoduje oprécz zwiekszenia
liczby miejsc rozpoznawanych, zr6znicowanie w in-
tensywnosci produktow amplifikacji na zelu polia-
kryloamidowym, co nie odzwierciedla rzeczywi-
stych roznic w ekspresji gendw. Ten problem moze
by¢ zredukowany przez modyfikacje starterow arbi-
tralnego i zakotwiczajgcego [35] i zmiany profilu
amplifikacji podwyzszajagce temperature przy-
taczania starteréw od piatego cyklu do 60°C [36, 37].
Kolejny problem pojawia sie podczas klonowania
fragmentéw wykazujgcych zréznicowanie. Pomimo
precyzyjnego wyciecia z zelu pragzka pochodzacego
od mRNA ro6znicujagcego badane proby, zazwyczaj
mamy do czynienia z niejednorodng grupg fragmen-
téw podczas reamplifikacji i klonowania. Czesto kil-
ka rodzajow cDNA o identycznej dtugosci wchodzi
w skiad izolowanego prazka i konieczna jest dodat-
kowa analiza, ktdra potwierdzi obecno$é wiasciwe-
go klonu wykazujacego zroznicowang ekspresje
[16]. Zaleca sie przeprowadzenie zar6wno wew-
netrznej kontroli reakcji przez zastosowanie réznych
stezen RNA matrycowego, czy prob RNA izolowa-
nego w réznym czasie, jak i potwierdzenie wynikdw
niezalezng metodga (ang. northern blot, reverse nor-
thern). Tym sposobem ogranicza sie liczbe falszy-
wych informacji wynikajacych z heterogenicznosci
materiatu wyjsciowego.

Najwazniejszymi zaletami rdznicowego profilo-
wania ekspresji gendw jest prostota analiz i mozli-
wos¢ wykrycia wszystkich rodzajow mRNA poja-
wiajagcych sie w badanym uktadzie, przy przebadaniu
odpowiednio duzej liczby kombinacji starterow. Za-
stosowanie tej metody zyskuje na znaczeniu w sytu-
acji, gdy dysponujemy niewielkg iloScig wyjsciowe-
go RNA (-0,1 pg-0,2pg). Do zalet réznicowego pro-
filowania ekspresji gendw mozna zaliczy¢ tez mozli-
wos$¢ jednoczesnego poréwnania wiecej niz dwdch
prébek RNA. Co wiecej, taka analiza pozwala na sto-
sunkowo  proste  przegladanie  rdznicujgcych
prazkéw cDNA, szybkg ich izolacje i tatwe klonowa-
nie.

Rdéznicowe profilowanie ekspresji genéw zostato
wykorzystane do sklonowania wielu genéw zwierze-
cych iroslinnych, np. ulegajacych ekspresji podczas
rozwoju kwiatu [38,39], pojawiajgcych sie w odpo-
wiedzi na czynniki hormonalne [40, 41], stres $rodo-
wiskowy [42, 43].

261



V. Podsumowanie

W ostatnich latach pojawito sie wiele metod
stuzacych analizie zréznicowanej ekspresji gendéw
na poziomie transkryptu. Kazda z nich posiada pew-
ne zalety, takie jak prostota wykonania i uniwersal-
nos$¢ (réznicowe profilowanie ekspresji genéw) czy
ilos¢ uzyskanej informacji (mikrouktady DNA).
WS$rdéd ograniczen nalezy wymienié: wysoko$¢ po-
noszonych kosztéw (mikrouktady DNA), duza licz-
ba fatszywych danych (réznicowe profilowanie eks-
presji genéw), czy analiza ekspresji gtéwnie znanych
genow (seryjna analiza ekspresji genow). Kazda z
metod opracowano biorgc pod uwage zapotrzebowa-
nie na konkretne rozwigzania, ktére pozwolityby
zgromadzi¢ wiecej informacji o zréznicowanej eks-
presji genéw w badanych uktadach. Standardowe
metody analizy ekspresji genéw takie jak nor-
thern-blot, hybrydyzacja subtraktywna, hybrydyza-
cja roznicowa sg kosztowne a czesto nie dos¢ czute
by wykry¢ rzadkie rodzaje mRNA. Okazuja sie jed-
nak niezbedne do klonowania cDNA petnej dtugosci
i przy okre$laniu wielkosci transkryptu. Biorac pod
uwage uzytecznos$¢ i efektywnos$é stosowanych
analiz, r6znicowe profilowanie ekspresji gendw i su-
presyjna hybrydyzacja odejmujaca wydajg sie naj-
wygodniejszymi metodami do okreslania zréznico-
wanej ekspresji genéow na skale matych laborato-
riow.

Artykut otrzymano 6 listopada 2000 r.
Zaakceptowano do druku 11 czerwca 2001 r.
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Mechanizm, regulacja i rola bioluminescencji baktertii

The mechanism, regulation and the role of bacterial

bioluminescence

AGATACZYZ1 GRZEGORZ WEGRZYN2,3

Spis tresci:

l.  Wstep

I1. Biochemiczny mechanizm luminescencji bakterii

I11. Regulacja produkcji Swiatta przez bakterie w odpowie-
dzi na gestos¢ hodowli

IV. Biologiczna rola luminescencji bakterii

V. Uwagi koricowe

Wykaz stosowanych skrotéw: Al-1 — autoinduktor systemu I;
Al-2 — autoinduktor systemu Il; OHL — lakton A-oktan-
olo-L-homoseryny; OHHL — lakton A-(3-oksyheksanolo)-L-h-
omoseryny

. Wstep

Bioluminescencja, czyli wytwarzanie S$wiatla
przez zywe organizmy, jest procesem rozpowszech-
nionym w przyrodzie. Do emisji $wiatta zdolne sg
nie tylko bakterie czy grzyby, lecz rdwniez niektore
bezkregowce i kregowce. Mechanizmy powstawania
Swiatta w komaérkach réznych organizmow sg 0gol-
nie do$¢ podobne, roznig sie jedynie szczegétami.
Wydaje sie jednak, ze bioluminescencja u orga-
nizméw nalezacych do niespokrewnionych ze sobg
grup powstawata raczej niezaleznie w toku ewolucji
[1]

Bioluminescencja bakterii wystepuje gtdwnie,
cho¢ nie wytacznie, u gatunkéw zwigzanych ze sro-
dowiskiem morskim. Mechanizmy bioluminescencji
zostaly najlepiej poznane u dwéch gatunkéw na-
lezgcych do rodzaju Vibrio: Vfischeri i V harveyi.
Regulacja procesu $wiecenia u V. harveyi wydawata
sie bardziej ztozona niz u Vfischeri, jednak wyniki
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ostatnich badan sugeruja, ze procesy kontroli wytwa-
rzania Swiatta przez komdérki V. fischeri moga by¢
réwnie skomplikowane [2]. Oba mechanizmy zo-
stang omowione w tym artykule jako przyktadowe,
co pozwoli na gtebszg analize genetycznej i bioche-
micznej kontroli zjawiska bioluminescencji.

O ile bioluminescencji zwierzat mozna przypisaé
funkcje komunikowania sie pomiedzy osobnikami
tego samego gatunku, odstraszania napastnika lub
zwabiania ofiary, to biologiczna rola emisji $wiatta
przez bakterie pozostawata do niedawne zupeinie
nieznana. Dopiero ostatnie lata przyniosty doniesie-
nia mogace wyttlumaczyé fizjologiczng i bioche-
miczng funkcje luminescencji komorek bakteryj-
nych. Problem ten zostanie doktadniej oméwiony
pod koniec tego artykutu.

Il. Biochemiczny mechanizm luminescencji
bakterii

Mechanizmy umozliwiajgce emisje Swiatta przez
komorki bakteryjne oraz regulacja tego zjawiska zo-
stang przedstawione na przykiadzie dwoch typowo
morskich bakterii; Vibrio fischeri oraz Vibrio
harveyi. Vfischerijestsymbiontem wystepujgcym w
organach Swietlnych ryb z rodziny Monocentridae
oraz gtowonogéw z rodzajow Sepiola i Euprymna,
[3, 4]. V harveyi to bakteria z reguty wolnozyjaca,
lecz spotykana takze na powierzchni ciata oraz w je-
litach niektérych zwierzat morskich [5, 6]. Produk-
cja Swiatta przez bakterie luminescencyjne katalizo-
wana jest przez lucyferaze. Enzym ten skiada sie z
dwéch podjednostek a i p kodowanych, odpowied-
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nio, przez geny luxA iluxB [7]. Lucyferazakatalizuje
reakcje oksydacji zredukowanej flawiny (FMNH?2)
do flawiny (FMN) i dtugotancuchowych aldehydow
do kwaséw tluszczowych. Specyficzna reduktaza
bierze udziat w redukcji czasteczek kwasow
thuszczowych do aldehyddw [8]. Reduktaza ta wyka-
zuje dwie aktywnosci: reduktazy acylo-CoA zale-
znej od NADPH oraz syntetazy acylobiatkowej zale-
znej od ATP. Sita redukcyjna uktadu luminescencji
jest generowana przez oksydoreduktaze NAD(P)H-
FMN [9] (Ryc. 1).

Organizacja gendéw zwigzanych z luminescencjgu
bakterii V. fischeri i V. harveyi znaczaco sie rézni
(Ryc. 2) [10]. U Vfischeri geny odpowiedzialne za
luminescencje bakterii tworza regulon na ktéry
sktadajg sie dwa transkrybowane w przeciwnych kie-
runkach operony — skierowany ,,w prawo” operon R
oraz skierowany ,,w lewo” operon L [11]. Do opero-
nu R nalezg geny luxCDABEG kodujgce enzymy nie-
zbedne do produkcji Swiatta (geny luxA iluxB koduja
podjednostki a i @ lucyferazy; luxC, luxD i luxE to

Qb

A

NADPH +H+ FMN CcO
O-
REDYKTAZA LUCYHERAZA
.
NAD(P MNH CHO
02
LUCYFERA/Z\A

RCHO + FMNH2+ 0 2

geny kompleksu reduktazy kwaséw ttuszczowych;
luxG koduje biatko odpowiedzialne za synteze zre-
dukowanej flawiny) oraz gen luxl kodujacy biatko
odpowiedzialne za synteze niskoczasteczkowej sub-
stancji sygnatowej zwanej autoinduktorem [10, 11].
W przypadku V. fischeri substancjg tag jest lakton
A-(3-oksyheksanolo)-L-homoseryny [10-12]. W
sktad operonu L wchodzi tylko jeden gen — luxR ko-
dujacy biatko czujnikowe dla substancji sygnatowej.
Utworzony kompleks autoinduktor-biatko LuxR
wplywa zarowno na transkrypcje operonu R (pozy-
tywne sprzezenie zwrotne) jak i operonu L (negatyw-
ne sprzezenie zwrotne) (Ryc. 3) [10, 11]. Wyniki
ostatnich badah wskazujg na obecno$é u V. fischeri
drugiego uktadu sygnalizacyjnego, ktéry przypomi-
na analogiczny uktad wystepujacy u V. harveyi (opi-
sany ponizej). Na uktad ten sktada sie gen ainS, ko-
dujacy biatko odpowiedzialne za synteze drugiego
autoinduktora — laktonu A-oktanolo-L-homose-
ryny, oraz gen regulatorowy ainR [2]. W komdérkach
V. fischeri wykryto takze homologi genéw luxO i

NADPH + H+

ATP

Ryc. 1. Substraty, produkty i enzymy
biorace udziat w procesie biolu-
minescencji u bakterii V. har-

RCOOH + FMN + H2 + hv
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Ryc. 2. Schemat ilustrujacy organizacja operonéw lux u bakterii \ harveyi (V h) i Vifischeri (Vf. Umieszczone narysunku litery oznaczaja odpowied-
nio geny: R — luxR, I — luxl, C— luxC, D — luxD, A— luxA, B — luxB, E—1uxE, G — \uxG, H — luxH, rib- geny zwigzane z synteza rybo-
flawiny. Kierunki transkrypcji znaczono strzatkami. Czarne prostokaty symbolizujg geny kodujace podjednostki lucyferazy, szare prostokaty
— geny kodujace biatka zaangazowane w produkcja pochodnych flawinowych, biate prostokaty — geny kodujace biatka kompleksu reduktazy
kwasow ttuszczowych, prostokaty w paski — geny kodujace biatka regulatorowe.
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Czujnik
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Sygnal enzymy luminescencyjne
luxI luxCDABEG

Ryc. 3. Schemat regulacji luminescencji u bakterii Vibriofischeri. Poziom syntezy enzymoéw luminescencyjnych w komérkach V fischeri zalezy od po-
ziomu transkrypcji operonu R obejmujacego geny luxICDABEG. Transkrypcja operonu R jest regulowana pozytywnie przez poziom autoin-
duktora, syntetyzowanego przez produkt genu luxl, oraz negatywnie — przez biatko czujnikowe LuxR, produkt genu luxR. Przy matej ilosci
komoérek transkrypcja operonu R zachodzi konstytutywnie na niskim poziomie, stad niskie stezenie autoinduktora w otoczeniu. Gdy ilo$¢ ko-
morek wzrasta, wzrasta tez stezenie autoinduktora, co powoduje indukcje transkrypcji operonu luxICDABEG i emisje $wiatta. W przypadku
genu luxl mamy do czynienia ze zjawiskiem pozytywnego sprzezenia zwrotnego — wzrost poziomu autoinduktora w otoczeniu powoduje
wzrost poziomu syntezy autoinduktora w komérce. Regulacja negatywna zachodzi przez obnizenie ekspresji operonu L, zawierajacego gen
luxR i wymaga interakcji LuxR i autoinduktora. Na rysunku umieszczono nazwy genéw kodujacych poszczegdlne elementy systemu lumine-
scencji. Zastosowane skrdty oznaczaja: Al — autoinduktor, pL— promotor operonu L, pR— promotor operonu R.

luxU, dobrze poznanych u V. harveyi (opisanych po-
nizej).

U V harveyi zidentyfikowano nastepujace geny
zaangazowane w produkcje Swiatla: geny operonu
IluxCDABEGH, geny regulatorowe — luxR, luxO,
luxU, geny kodujace syntetazy autoinduktoréw —
luxLM (geny kodujace syntetaze autoinduktora
ukfadu sygnatowego 1. Al-1) i luxS (gen kodujacy
syntetaze autoinduktora uktadu sygnatowego 2:
Al-2), oraz geny kodujace czujniki dla substancji sy-
gnatowych — luxN (gen kodujgcy czujnik syste-
mu 1) i luxPQ (geny kodujgce czujnik systemu 2).
[11, 13-17]. Geny operonu luxCDABEGHbakterii V.
harveyi transkrybowane witasnie w tej kolejnosci ko-
duja biatka enzymatyczne, niezbedne do emisji
Swiatta przez bakterie: geny luxA i luxB koduja pod-
jednostki a i 3lucyferazy; luxC, luxD i luxE to geny
kompleksu reduktazy kwaséw ttuszczowych; luxG i
luxH kodujg biatka odpowiedzialne za synteze zre-
dukowanej flawiny [8, 18]. Aktywatorem transkryp-
cji operonu luxCDABEGH jest produkt genu luxR
[19-21]. Biatko LuxR V harveyi nie wykazuje zadnej
homologii do biatka LuxR pochodzgcego z bakterii
Vfischeri — uzycie tej samej nazwy jest tutaj przy-
padkowe. Funkcje negatywnego regulatora petni
produkt genu luxO [14], Aktywnos$¢é biatka LuxO re-
gulowanajest przez obecnos$¢ w srodowisku substan-
cji sygnatowych zwanych autoinduktorami [22].
Bakteria V harveyi wytwarza dwa typy autoindukto-
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réw nalezacych do dwoch niezaleznych uktadéw sy-
gnatowych. Autoinduktory taczac sie z odpowiedni-
mi biatkami czujnikowymi powodujg w efekcie kon-
cowym inaktywacje biatka LuxO (Ryc. 4).

I11. Regulacja produkcji Swiatta przez bakte-
rie V fischeri oraz V harveyi w odpowie-
dzi na gestos¢ hodowli

Efektywnos$¢ luminescencji bakterii Vfischerii V
harveyi zalezy wyraznie od gestosci hodowli. Rézni-
ca w poziomie emisji Swiatta pojedynczej bakterii z
»gestej” i ,rozcienczonej” hodowli moze by¢ 1000-
krotna. Wynika to ze zwiekszonej w warunkach du-
zej koncentracji komorek bakteryjnych produkcji
substancji sygnatowych i odpowiedzi komorek bak-
teryjnych na te substancje [22]. Zjawisko to okresla
sie jako ,zmyst gestosciowy” (ang. quorum sen-
sing).

Wedtug powszechnie akceptowanego modelu re-
gulacji luminescencji w komaérkach Vfischeri przyj-
mowano, Ze bakteria ta wytwarza tylko jeden typ au-
toinduktora — lakton A-(3-oksyheksanolo)-L-ho-
moseryny (OHE1L) [10-12]. W miare wzrostu gesto-
$ci hodowli autoinduktor akumuluje sie w otoczeniu.
Po przekroczeniu wartos$ci progowej stezenia autoin-
duktora dochodzi do utworzenia kompleksu
OHHL-biatko czujnikowe LuxR. Kompleks ten na
drodze pozytywnego sprzezenia zwrotnego stymulu-
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Ryc. 4. Schemat ilustrujgcy genetyczng kontrole luminescencji u bakterii V. harveyi. Ekspresja gendw operonu luxCDABEGHkodujacych enzymy od-
powiedzialne za luminescencje bakterii jest kontrolowana przez dwa niezalezne uktady sygnatowe oznaczone jako 1i2. W obu uktadach sy-
gnatowych produkowane sg wewngtrzkomaérkowe substancje sygnatowe (Al-1 lub Al-2) zwane autoinduktorami oraz substancje zwane senso-
rami lub czujnikami, oznaczone na rysunku jako kotka, regulujace odpowiedZ na dang substancje sygnatowa. Odpowiednie substancje sy-
gnatowe (Al-1 lub Al-2) faczg sie z odpowiednim czujnikiem. Biatka sensorowe reguluja ekspresje genéw luminescencyjnych inaktywujac ko-
dowany przez gen luxO po$redni negatywny regulator operonu liaCDABEGH. Ekspresja operonu luxCDABEGHpodlega takze kontroli pozy-
tywnej w wyniku oddziatywari czynnika transkrypcyjnego LuxR. Na rysunku umieszczono nazwy genéw kodujacych poszczeg6ine elementy

systemu luminescencji.

je transkrypcje operonu luxICDABEG w wyniku cze-
go dochodzi do emisji Swiatta przez komaérki bakte-
ryjne. Poziom syntezy autoinduktora podlega zatem
pozytywnej autoregulacji. Wykazano ponadto, ze
para autoinduktor-LuxR moze wptywaé tak ha-
mujaco (w warunkach wysokiej koncentracji biatka
LuxR) jak i aktywujaco (w warunkach niskiej kon-
centracji biatka LuxR oraz autoinduktora) na ekspre-
sje genu luxR [10, 11]. Wyniki prowadzonych w
ostatnich latach eksperymentéw wskazujajednakze,
ze przedstawiony powyzej mechanizm jest niepeiny.
W komorkach V.fischeri wykryto obecnos¢ drugie-
go autoinduktora — laktonu A-oktanolo-L-homoser-
yny (OHL). Obecno$¢ autoinduktora OHL w komor-
ce wpltywa hamujgco na tworzenie kompleksow
OHHL-LuxR. Oddziatywanie autoinduktora OHL z
biatkiem regulatorowym AinR powoduje natomiast
aktywacje genéw operonu luxICDABEG i co za tym
idzie wzrost emisji Swiatta przez komorke [23, 24].
Opublikowane ostatnio dane wskazujace na udziat w
regulacji luminescencji bakterii V.fischeri dodatko-
wych genéw — luxO oraz luxU, zidentyfikowanych
uprzednio u V. harveyi, wskazuja, ze regulacja emisji
Swiatta w komdrkach V.fischeri wcigz do konca nie
zostata poznana [2].

Bakteria V harveyi produkuje autoinduktory
dwach typow: lakton A-(3-hydroksybutyrylo)-L- ho-
moseryny, zwany w skrécie Al-1 (Ryc. 5), nalezacy
do pierwszego uktadu sygnatowego oraz niezidenty-
fikowany jeszcze zwigzek Al-2, nalezacy do drugie-
go ukiadu sygnatowego [15, 17]. Oprocz substancji
sygnatowych w kazdym uktadzie sygnatowym obec-
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ne sg biatka zwane czujnikami (sensorami) regu-
lujace odpowiedz komdrki na dany autoinduktor.
Sensor ukiadu 1 to biatko LuxN [25]. Sensor
uktadu 2 sktada sie z dwoch biatek — LuxP i LuxQ
[13] (Ryc. 2). Biatko LuxP jest rozpuszczalnym
biatkiem periplazmatycznym, podobnym do biatka
wigzacego ryboze i galaktoze u Escherichia coli i
Salmonella typhimurium. Biatka LuxN i LuxQ na-
lezg do rodziny biatkowych czynnikéw sygnatowych
wykazujgcych aktywnosci kinazy i fosfatazy [11].
Gdy autoinduktory wystepujg w niskim stezeniu
(mata gestos¢ komorek) biatka LuxN i LuxQ fosfory-
lujg LuxO w pozycji Asp-47. Fosforylowane biatko

0)

OH O

N

H
Ryc. 5. Lakton A-(3-hydroksybutyrylo)-L homoseryny

LuxO jest negatywnym regulatorem aktywnosci ope-
ronu luxCDABEGH. Poczatkowo sadzono, ze LuxO
jest specyficznym represorem promotora tego opero-
nu, jednak najnowsze doniesienia wskazujg, ze jest
to raczej ogolny czynnik regulacyjny, a faktycznym
represorem jest inne, jak dotgd niezidentyfikowane
biatko. Gen kodujacy to biatko jest prawdopodobnie
aktywowany przez kompleks LuxO-c54 [26]. W
przypadku akumulacji czasteczek autoinduktoréow w
otoczeniu (duza gesto$¢ hodowli) LuxN i LuxQ wy-
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kazujg aktywnos¢ fosfatazy. W wyniku defosforyla-
cji LuxO dochodzi do takich zmian konformacyj-
nych w czasteczce biatka LuxO, ze nie moze ono po-
$rednio hamowa¢ aktywnosci operonu luxCDABE-
GH. W efekcie tego nastepuje ekspresja genéw ope-
ronu luxCDABEGH czego ostatecznym wynikiem
jest emisja Swiatta przez komdrki V. harveyi
(Ryc. 6).

Za odbieranie informacji z sensoréw LuxN i LuxQ
i przeniesienie sygnatéw na biatko regulatorowe
LuxO odpowiedzialna jest fosfataza LuxU. Model

Matla liczba komérek
brak autoinduktora
LuxN

Qmm p

LuxQ stymuluje zmiane aktywnosci tych biatek z ki-
naz na fosfatazy i zachodzi defosforylacja biatka
LuxO (Ryc. 7B) [15, 16]. Grupa fosforanowa jest
przenoszona z LuxO (Asp47) na LuxU (His58), stad
na LuxN (Asp771) a nastepnie jest uwalniana w wy-
niku aktywnosci fosfatazy LuxN (przy barku aktyw-
nosci kinazy tego biatka) [27].

Mimo odkrycia wielu szczeg6tdw kontroli lumi-
nescencji u V harveyi na zasadzie ,,zmystu gesto-
Sciowego”, wydaje sie ze ten rodzaj regulacji nie jest
jeszcze do korica poznany. Ostatnie badania wska-

Duza liczba komorek
obecno$é autoinduktora
LuxN

N“ost‘nmzu

D «r — DI -« —

LuxO Ainzuu

/tbst‘amm LuxO

P-LuxO
LuxQ LuxQ
REPRESOR REPRESOR
AKTYWNY NIEAKTYWNY
BRAK PRODUKCJA
PRODUKCJI SWIATLA
SWIATLA

Ryc. 6. Schemat regulacji ,,zmystu gestoSciowego” (ang. quorum sensing) u V harveyi. W przypadku gdy bakteria wystepuje srodowisku o niskiej ge-
stosci komorek i autoinduktor wystepuje w niskim stezeniu czujniki (sensory) LuxN oraz LuxQ majg aktywnos¢ kinazy. Nastepuje fosforylacja
biatka LuxO w pozycji Asp47. Fosforylowane biatko LuxO jest posrednim regulatorem negatywnym operonu luxCDABEGH, co powoduje
brak emisji $wiatta. Akumulacja autoinduktoréw (Al-1 oraz Al-2) w otoczeniu podczas wzrostu ilosci komérek powoduje, ze LuxN i LuxQ
wykazujg aktywnos¢ fosfatazy. W wyniku defosforylacji LuxO dochodzi do zmian konfonnacyjnych w czasteczce biatka unieczynniajacych
ten regulator, zachodzi ekspresja genéw operonu lux i V harveyi emituje $wiatto. Zaréwno aktywacjajak i unieczynnienie LuxO przez LuxQ i
LuxN zalezy od fosfotransferazy LuxU. Stosowane w rysunku skroty oznaczajg; D — Asp47, HTH — helisa-skret-helisa— domena biatka
LuxO, P-LuxO — ufosforylowane biatko LuxO, LuxO — nieufosforylowane biatko LuxO.

regulacji ,,zmystu gestoSciowego” przez kaskade
fosforylacji i defosforylacji przedstawia Ryc. 7.
Cze$é A ukazuje sytuacje gdy liczba komdrek jest
niewielka. Przy braku autoinduktora czujniki LuxN i
LuxQ wykazujg aktywnos$¢ kinazy — zachodzi auto-
fosforylacja tych biatek w wysoce konserwowanym
miejscu HI (His471). Grupa fosforanowa jest na-
stepnie przenoszona na asparagine Asp771 w obre-
bie czasteczek sensoréw. Stad grupa fosforanowa zo-
staje przeniesiona na histydyne w pozycji 58 biatka
LuxU (H2), anastepnie na asparagine (Asp47) biatka
LuxO. Jak zaznaczono wczesniej, fosforylowane
biatko LuxO petni role posredniego, negatywnego
regulatora aktywnosci operonu luxCDABEGH— w
opisanych warunkach nie dochodzi do ekspresji ge-
néw tego operonu i bakteria nie wytwarza $wiatfa.
Przytaczenie sie czasteczek autoinduktorow (aku-
mulujgcych sie w otoczeniu w warunkach duzej kon-
centracji komorek bakteryjnych) do biatek LuxN i
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Zuja, ze w proces ten zaangazowany jest produkt
genu cgtA [28]. Gen cgtA koduje mate biatko
wigzgce GTP, majgce swoje homologi w wielu orga-
nizmach od bakterii do cztowieka. Jest to biatko, kt6-
re potencjalnie moze by¢ zaangazowane w przeno-
szenie sygnatdw na zasadzie kontroli fosforylacji i
defosforylacji biatek. Mozliwe zatem, ze bierze ono
udziat takze w regulacji przekazywania sygnatu za
posrednictwem autoinduktoréw.

W 1979 roku wykazano, ze produkcja Swiatta w
komérkach V harveyi moze by¢ stymulowana przez
autoinduktory produkowane przez inne gatunki bak-
terii, zarowno zdolne do luminescencji (V.fischeri, V
longei, Photobacterium phosphoreum) jak i nie wy-
twarzajgce Swiatta (m.in. Vparahaemolyticus, V. an-
guillarum, Yersinia enterolytica) [29]. Stwierdzono,
ze oprdcz autoinduktora pochodzacego od Vparaha-
emolyticus, autoinduktory produkowane przez bada-
ne szczepy bakterii oddziatujg z uktadem sygnaliza-
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cyjnym 2 V. harveyi [30]. Wykazano takze, zeE. coli
i S. typhimurium produkujg substancje zblizone do
autoinduktora uktadu sygnalizacyjnego 2 (Al-2) V.
harveyi, wywotujgce indukcje Swiecenia u tej bakte-
rii [31]. Poniewaz oprdcz V. harveyi tylko jedna bak-
teria — V. parahaemolyticus — produkuje autoin-
duktor zblizony do Al-1, wydaje sie, ze uktad tenjest
bardziej specyficzny. Mozliwe, ze funkcjg bardziej
specyficznego i wrazliwego uktadu sygnalizacyjne-
go ljest sprawdzanie czy w otoczeniu znajduje sie
duzo komérek V. harveyi, podczas gdy funkcja mniej
specyficznego i mniej wrazliwego uktadu sygnaliza-
cyjnego 2 jest badanie czy w otoczeniu znajdujg sie
takze inne gatunki bakterii [30-32] (Ryc. 8).
Regulacja ekspresji genow zalezna od gestosci
komorek, oparta na niskoczgsteczkowych substan-
cjach chemicznych zwanych autoinduktorami,
bedagcymi pochodnymi laktonu homoseryny, nie jest
procesem dotyczacym jedynie emisji Swiatta u lumi-
nescencyjnych bakterii. Regulacja przy udziale
»Zmystu gestoSciowego” wystepuje u wielu bakterii
Gram-ujemnychjak réwniez Gram-dodatnich. W ten
spos6b zachodzi np. aktywacja koniugacyjnego
transferu plazmidu Ti u Agrobacterium tumefaciens
[33], ekspresja czynnika zakaznego Pseudomonas
aeruginosa [34], indukcja syntezy antybiotykéw u
Pseudomonas aureofaciens i Erwinia carotovora
[35] i ekspresja czynnikow kontrolujgcych wzrost
populacji Rhizobium leguminosarum [36],
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Ryc. 7. Schemat regulacji zmystu gestosciowego
u V harveyi przez kaskade fosforylacji i
defosforylacji. Rysunek A obrazuje sytu-
acje gdy liczba komorek jest niewielka
(brak autoinduktoréw w otoczeniu), ry-

) sunek B — gdy komérki znajduja sie w

LuxO duzej liczbie (duze stezenie autoindukto-

row w otoczeniu). Stosowane narysunku

skroty oznaczajag: HI i DI — miejsca

fosforylacji w obrebie czasteczek LuxN i

LuxQ, H2 — His58 w obrebie biatka

LuxU, D2 — Asp47 w obrebie biatka

LuxO, HTH — helisa-skret-helisa— do-

mena biatka LuxO.

IV. Biologiczna rola luminescencji bakterii

Do wytwarzania $wiatta bakterie zuzywaja do kil-
kunastu procent catkowitej energii produkowanej
przez komérke [11, 37]. Proces luminescencji musi
mie¢ zatem duze znaczenie dla tych organizmdw,
gdyz w przeciwnym razie zostatby wyeliminowany
na drodze ewolucji jako niekorzystny energetycznie.
O ile role wytwarzania Swiatta przez zwierzeta mo-
zna stosunkowo fatwo przypisaé komunikowaniu sie
réznych osobnikéw tego samego gatunku, odstrasza-
niu napastnika lub zwabianiu ofiary, to biologiczne
znaczenie luminescencji bakterii pozostawato przez
dtugi czas nieznane. Dotyczy to w szczeg6lnosci lu-
minescencyjnych bakterii wolnozyjacych, chociaz
nie jest tez tatwo wytlumaczy¢ jaka jest konkretna
korzys¢ z emisji Swiatta dla bakterii zyjacych w sym-
biozie ze zwierzetami. Bakterie mogg wprawdzie
emitowac $wiatto ale nie sg zdolne do odbierania bo-
dZzcow Swietlnych — nie moze wiec tu by¢ mowy o
komunikowaniu sie ze sobg. Nie mozna tez zaktadaé
w tym przypadku funkcji odstraszania napastnika ani
zwabiania ofiary.

Wysunieto hipoteze, ze katalizowany enzyma-
tycznie proces prowadzacy do produkcji kwantow
Swiatta magt ewoluowac jako mechanizm detoksyfi-
kacji reaktywnych form tlenu [1]. Rzeczywiscie,
ostatnio uzyskane dane dosSwiadczalne sugerujg, ze
w pewnych warunkach aktywnos$¢ lucyferazy w ko-
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morkach V. harveyi pozwala na efektywniejszg neu-
tralizacje toksycznych metabolitow pojawiajgcych
sie w wyniku stresu oksydacyjnego [38]. Jednakze te
same badania wskazaly, ze za te ochronngrole odpo-
wiedzialnajest wytgcznie lucyferaza, bez udziatu in-
nych enzymoéw koniecznych do efektywnej lumine-
scencji, zatem wytwarzanie Swiatta jest w tym przy-
padku zbedne.

Nowych danych dotyczacych biologicznej roli
bioluminescencji bakterii dostarczyty badania, w
ktérych izolowano mutanty V harveyi po mutagene-
zie transpozonowej. Otrzymano kolekcje mutantow
niosgcych transpozon w réznych rejonach chromoso-
mu [39, 40]. Dokladniejsza analiza fenotypéw tych
mutantow wykazata, ze utracie zdolnosci do Swiece-
nia towarzyszyta podwyzszona wrazliwo$¢ komorek
na promieniowanie UV [40], Okazato sie¢ mianowi-
cie, ze mutanty niezdolne do produkcji Swiatta (i to
zaréwno te, ktore nie miaty aktywnej lucyferazy jak i
te niosgce defekt w innym genie, niezbednym do pro-
dukcji substratu dla tego enzymu) cechuje obnizona
zdolno$¢ do naprawy DNA gdy po naswietlaniu pro-
mieniami UV hodowano je w ciemnoSci, ale nie gdy
dalszag hodowle prowadzono przy dostepie Swiatta
widzialnego. Postawiono zatem hipoteze, ze Swiatto
emitowane przez bakterie luminescencyjne moze
stanowi¢ wewnetrzne Zzrodto Swiatta, stymulujace
naprawe uszkodzehn DNA dzieki aktywacji fotoliazy
[40]. Hipoteze te poparty doSwiadczenia, w ktorych
do bakterii E. coli, naturalnie niezdolnej do produk-
cji Swiatta, wprowadzono geny V harveyi warun-
kujagce luminescencje. Zdolne do luminescencji ko-
marki E. coli okazaty sie znacznie bardziej oporne na
promieniowanie UV niz komorki typu dzikiego. Wy-
daje sie, ze dla bakterii zyjacych w srodowisku mor-
skim efektywna naprawa DNA przez fotoreaktywa-
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Ryc. 8. System komunikacji miedzy komérkami V harveyi i komérka-
mi innych bakterii. Umieszczone na rysunku symbole ozna-
czajg: * — autoinduktor systemu + (Al-1) V. harveyi — lak-
ton N-(3-hydroksybutyrylo)-L-homoseryny, m — autoinduk-
tor systemu 2 (Al-2) V. harveyi, 0 — autoinduktor typu Al-2
pochodzacy z innej niz V harveyi bakterii.

cje moze mie¢ bardzo istotne znacznie. Bakterie te,
zyjac w toni wodnej na roznych gtebokosciach, majg
bardzo utrudniony dostep do Swiatta stonecznego.
Wytworzenie wewnetrznego zrodta Swiatta zapew-
nia aktywno$¢ fotoliazy niezaleznie od dostepnosci
Swiatta z zewnatrz.

Osobny problem stanowi regulacja efektywnosci
luminescencji poprzez ,,zmyst gestosciowy”. Jesli
hipoteza o stymulacji fotoreaktywacji przez biolumi-
nescencje jest stuszna, to wydajna produkcja Swiatta
powinna zachodzi¢ niezaleznie od gestosci bakterii,
przynajmniej w warunkach zagrozenia komdarki
czynnikami mutagennymi. Rzeczywi$cie wykazano,
ze geny kodujace biatka niezbedne w procesie lumi-
nescencji znajdujg sie pod negatywng kontrolg repre-
sora LexA, czyli sg czescig regulonu SOS [40]. Wy-
dajnos¢ luminescencji zwieksza sie znacznie nawet
w hodowlach bakteryjnych o niewielkiej gestosci po
ich naswietlaniu promieniami UV [40]. Mozna w
tym miejscu zastanawiac sie, czy regulacja lumine-
scencji poprzez ,,zmyst gestosciowy” moze polegac
na przygotowaniu bakterii do detoksyfikacji roznych
zwigzkow i efektywnej naprawy DNA w warunkach
duzego zageszczenia komorek, co wigze sie na 0g6t z
pojawieniem sie w srodowisku zwiekszonego pozio-
mu toksycznych metabolitéw i innych substancji mu-
tagennych.

V. Uwagi kohcowe

Badania nad zjawiskiem produkcji Swiatta przez
bakterie przyczynity sie nie tylko do poznania pod-
staw biochemicznych tego zjawiska, ale doprowa-
dzity takze do wykrycia mechanizmdéw regulacyj-
nych wystepujacych do$é powszechnie wsrod orga-
nizmow prokariotycznych. ,,Zmyst gesto$ciowy”,
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ktory po raz pierwszy opisano badajac regulacje bio-
luminescencji, okazat sie niezmiernie interesujgcym
zjawiskiem komunikowania sie pomiedzy komérka-
mi bakteryjnymi. Co wazniejsze, zjawisko to wyste-
puje m.in. podczas produkcji czynnikéw infekcyj-
nych u bakterii patogennych a takze w trakcie pro-
dukcji antybiotykéw przez niektére drobnoustroje.
Innym interesujacym zagadnieniem jest biologiczna
rola luminescencji bakterii. Stwierdzenie, ze rolg
systemow wytwarzania $wiatta moze byé stymulacja
naprawy DNA i neutralizacja toksycznych metaboli-
téw pojawiajacych sie w wyniku stresu oksydacyjne-
go byto zaskakujace, ale jednocze$nie wskazato mo-
zliwosci wykorzystania procesu luminescencji przez
komorki. Prawdopodobnie konieczno$¢ efektywne-
go zabezpieczenia sie przed szkodliwymi pochodny-
mi tlenu oraz konieczno$¢ skutecznej naprawy DNA
uniezaleznionej od zewnetrznych warunkéw $rodo-
wiskowych (np. dostepu Swiatta stonecznego) byty
motorem stymulujacym ewolucje systemow biolu-
minescencji bakterii.
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Wskazowki
dla Autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,,Postepy Biochemii" publikuje prace przegladowe oma-
wiajgce nowe osiagniecia, koncepcje i kierunki badawcze w
dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty z hi-
storii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemicznego,
recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdow,
konferencji i szk6t, w ktérych biorg udziat cztonkowie Towarzy-
stwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii*
moga mie¢ charakter artykutéw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac pismiennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron tek-
stu), oraz krétkich not o najnowszych osiggnigciach i pogladach
(do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutlu odpowiadajg za prawidtowos¢ i Scistos¢
podawanych informacji oraz poprawno$¢ cytowanego pismien-
nictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione za-
gadnienia zilustrowane za pomocg tabel, rycin: wykresy, schema-
ty, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podziat artykutbw monograficznych na roz-
dziaty i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuty tworzg spis tresci.
Zgodnie z przyjetag konwencja rozdzialy noszg cyfry rzymskie,
podrozdziaty odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 1-1, 1-2. Po-
prawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znaczno$¢ i czytelno$é. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni ob-
cojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowa-
nie doraznie tworzonych skrotéw, nawet jesli bywajg uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji
prac podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu.
Redakcja zastrzega sobie mozliwos¢ skrocenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wptywajgcych na tres¢ pracy, deklaruje tez go-
towos¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rownoznaczne z
oswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publiko-
wana w innym czasopismie, jezeli zostanie ogtoszona w ,,Poste-
pach Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ja)
wigczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane przez auto-
réw prac cytowanych, nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpo-
wiednig zgode na przedruk.

Redakcja prosi Autor6w o przestrzeganie nastepujacych
wskazoéwek szczegbtowych:

TEKST: prosimy o nadsyfanie dwoch egzemplarzy wydruku
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w formacie 1BM
PC. Wydruk powinien by¢ jednostronny z lewym marginesem
okoto 4 ¢cm, z zachowaniem podwdjnego odstepu miedzy wier-
szami, z uzyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W przypadku sto-
sowania w tekscie liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie
otéwkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i
nazwisko (a) Autora (6w), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mail

zaktadow, w ktorych pracujg Autorzy, adres do korespgndencij,
tytut artykutu w jezyku polskim i angielskim oraz - w prawym dol-
nym rogu: liczbe tabel, rycin, wzorow i fotografii oraz skrécony
tytut pracy, zamieszczany na okfadce czasopisma (do 25 zna-
kow).

Strona 1 (tytutowa) 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 iadresem e-mail oraz wykaz stoso-
wanych skrotow w porzadku alfabetycznym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmujg tekst pracy, pis-
miennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzorow ifotogra-
fii.

PISMIENNICTWO: Wykaz piSmiennictwa obejmuje prace
w Kkolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza si¢ je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26].
Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nowa, uproszczong for-
me. SposOb cytowania czasopism (1), monografii (2), roz-
dziatéw z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatéw z toméw serii
opracowanych przez réznych redaktorow (5) wskazujg ponizej
podane przykfady.

1. HildebrandtGR, Aronson N N (1980) Bio-
chim Biophys Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ, Summer AT (1978) The Eucary-
otic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amsterdam

3. Norberth T Piscator M (1979) W: Fri
berg 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) Cmprehensive Biochemistry 129B. Elsevier,
North-Holland, Amsterdam, str. 1-7

5. Franks NP, Lieb W R(1981)W: Knight C
G (red) Research Monographsin Celi and Tissue Physiology, t 7.
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

ILUSTRACJE: ryciny powinny by¢ zapisane na dyskietce
jako: *tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-biate
(kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze matowym. Ist
nieje mozliwo$¢ wykonania reprodukcji barwnych, ale ich koszty
ponosza Autorzy. Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie wykreséw powinny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydaweca. llustracji nie nalezy
wigczaé w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowac:
ryciny noszg cyfry arabskiej, wzory za$ rzymskie. Na marginesie
tekstu nalezy zaznaczy¢ otébwkiem preferowane miejsce umiesz-
czenia ryciny czy wzoru. Stowne objasnienia znakéw graficz-
nych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe zas$ je-
dynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie
w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilustracji nalezy na od-
wrocie podpisa¢ imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autorow i
pierwszym stowem tytulu pracy oraz oznaczy¢ ,,géra-dot" (otow-
kiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ arty-
kutu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin i zbiorczych
tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.

Wydruk izatgczniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskietke,
whasciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans-
portu, prosimy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,,Postepy Biochemii*
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa



KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO

POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Prosimy o wnoszenie optat za sktadki cztonkowskie na nasze konto w PBK XIIl Oddz. Warszawa nr
11101053-411050000371.
Jednoczes$nie uprzejmie informujemy, ze decyzjg Zarzadu Gidwnego PTBioch. zostala zmieniona
wysokos¢ sktadki cztonkowskiej. W roku 2002 wynosi ona:
dla Cztonkow rzeczywistych 70.- zt.
dla Cztonkéw studentdw 35.- zt
Cztonkowie, ktorzy optaca sktadke cztonkowskg za rok 2002, otrzymajg bezptatng prenumerate kwar-
talnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ,,Postepy Biochemii”. Matzenstwa moga optacac: 70.-
+ 45.- = 115,-z4, otrzymajg wéwczas jeden egzemplarz ,,Postepéw Biochemii”.
Powyzsze zmiany nie dotyczg Cztonkéw Honorowych Towarzystwa. Natomiast Cztonkowie-Emery-
ci - nadal zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej - ptacag za prenumerate ,,Postepow Biochemii” 25.- zt.
Biblioteki ptaca za prenumerate ,,Postepéw Biochemii” w roku 2001  100.- zt.

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

ZAPROSZENIE

Jezeli chciatabys$/chciatby$ zapisaé sie na liste e-mailowg Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyslij
e-mail na adres: infoptbioch@ nencki.gov.pl. W polu ,,subject ,, umie$¢ swoje nazwisko i imie (w takiej kolejno-
Sci i bez polskich znakow diakrytycznych) oraz adres e-mailowy. Wysylajac taki mail zgadzasz si¢ na to, aby na
Twoj adres e-mailowy przychodzity informacje ZG, listy pojedynczych lub grup cztonkéw do og6tu cztonkdw,
informacje z FEBS o zjazdach i kursach oraz materiaty reklamowe. Lista bedzie rozsyta¢ materiaty kontrolowa-
ne przez moderatora, ktérym bedzie Dariusz Stepkowski, sekretarz Zarzgdu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, tak wiec nie bedzie Ci grozi¢ zalew $mieciowej poczty i zawirusowanych ,,attachmentéw”.
Mam nadzieje, ze tag drogg poprawi sie stan poinformowania naszych cztonkéw o réznych wydarzeniach nauko-
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywnos$ci poszczegdlnych oddziatéw naszego Towarzystwa. By¢
moze rowniez ,,Listy do biochemikéw” redagowane przez p. Terese Wesotowska bedg obok wersji drukowanej
kolportowane przez naszg liste. Zapraszam takze do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa

Dariusz Stepkowski

Sekretarz Zarzadu Gtéwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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