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I. Wstep

Tkanki miesniowe, dzieki wysokiemu stopniowi
wyspecjalizowania oraz duzej jednorodnosci, stanowig
doskonaty uktad doswiadczalny do biochemicznych
badan procesé6w odbioru i przekazywania sygnatéow
zewnatrzkomdrkowych, roli przekaznikéw 2-go rzedu
(szczegoOlnie jonow Ca2+), metabolizmu energetycz-
nego, a zwtaszcza molekularnych podstaw skurczu.
Stosunkowo tatwy jest takze makroskopowy pomiar
tak waznych fizycznych parametrow skurczu, jak sita
i czas jego trwania. Wyniki takich badan majg bardzo
wiele odniesien do zjawisk ruchu w komdrkach niemie-
$niowych.

Stosunkowo najlepiej poznano mechanizm dziata-
nia i sposoby regulacji skurczu miesni poprzecznie
prazkowanych: szkieletowych i sercowego (patrz ar-
tykuty przegladowe [1-4]). Znacznie mniej wiemy
o migs$niach gtadkich i — pod pewnymi wzgledami
zblizonymi do nich — ukfadach kurczliwych wy-
stepujacych w zasadzie we wszystkich komdrkach
niemiesniowych kregowcdw oraz miesniach zwierzat
nizszych. Komarki miesni gtadkich cechuje podwdjny
uktad regulacji skurczu, przy czym obie jego sktadowe
wplywajg na dwa rodzaje filamentéw zaangazowanych
w generacji sity [5]. Podstawowy mechanizm regulacji
zwigzany jest z modyfikacjg filamentow miozynowych
polegajaca na fosforylacji lekkich tancuchéw miozyny
przez zalezng od jonéw Ca2+ i kalmoduliny kinaze
lekkich tancuchow miozyny, co inicjuje skurcz. Druga
sktadowa, znacznie mniej poznana, polega na regula-
cji, czy tez modulacji, skurczu poprzez biatka zwigzane
z filamentami aktynowymi. Takim biatkiem jest kal-
desmon, bedacy przedmiotem niniejszego opracowa-
nia.
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I1. Odkrycie kaldesmonu

Kaldesmon — nazwa pochodzi od kombinacji stow
kalmodulina i desmos (gr. wigzanie) i oznacza ,,wigzacy
kalmoduling” — po raz pierwszy opisali w 1981 r.
Kakiuchi i wspdtautorzy [6] jako gtowne
biatko wiazgce aktyne i kalmoduline w miesniach
gtadkich. Te wasciwosci kaldesmonu pozwalaty przy-
puszczaé, ze moze on stanowi¢ element uktadu regulu-
jacego skurcz miedni gtadkich dziatajgcego poprzez
cienkie filamenty (filamenty aktynowe). Wystepowanie
w miesniach gtadkich takiego uktadu sugerowano juz
od pewnego czasu [7-9]. Zesp6t Kakiuchiego
[10, 11] przedstawit pierwsza hipoteze dziatania kal-
desmonu, tzw. mechanizmu flip-flop (Rye. 1). Wedtug
tej hipotezy wigzanie kaldesmonu z aktyng jest regulo-
wane przez stezenie jonéw Ca2+. W obecnos$ci mikro-
molowych stezen jondw Ca2+, kalmodulina wigze sie
zkaldesmonem, a kompleks taki nie wigze sie z aktyna.
W nieobecnoscijonow Ca2+ kalmodulina nie wigze sie
z kaldesmonem. Wigzanie kaldesmonu z aktyng wpty-
wa na oddziatywanie aktyna-miozyna i towarzyszy mu
hamowanie aktywnos$ci aktywowanej aktyng ATPazy
miozynowej. Ta pierwsza hipoteza dziatania kaldes-
monu zostata p6zniej znacznie zmodyfikowana i uzu-
petniona licznymi nowymi danymi.

_ Caz+>10"6M

Caz2+ <10“6

skurcz

I1l. Lokalizacja wewnatrzkomérkowa

Przeprowadzone przez Smalla i wspdtpracow-
nikow [12, 13] immunofluorescencyjne badania ko-
morkowej lokalizacji poszczeg6lnych biatek cytoszkie-
tetu i aparatu kurczliwego miegéni gtadkich wykazaty,
ze wystepujagcym w nich filamentom aktynowym towa-
rzyszg roézne biatka. W domenie cytoszkieletowej jest
to filamina i biatka filamentow posrednich, a w dome-
nie ,kurczliwej” miozyna i kaldesmon. Kolokalizacja
kaldesmonu i uktadu aktomiozynowego potwierdza
prawdopodobiefAstwo udziatu kaldesmonu w regulacji
skurczu miesni gtadkich. Wyniki te zgodne sg z wyni-
kami zespolu Lehmana [14], ktéry stosujac prze-
ciwciata skierowane przeciwko kaldesmonowi oraz
filaminie rozdzielit metodg immunoprecypitacji fila-
menty aktynowe z mie$ni gtadkich bogate w te biatka.
Mechanizm segregacji filamentdw aktynowych na
dwie populacje jest nieznany i wydaje sie nie by¢
zwigzany z réznicami wystepujacych w nich izoform
aktyny [15].
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Badania immunofluorescencyjne wykazaty, ze kal-
desmon wystepuje nie tylko w miesniach gtadkich, lecz
takze w réznych komdrkach i tkankach niemigsnio-
wych. Biatko to wykryto m.in. w erytrocytach [16],
ptytkach krwi [17,18], limfocytach [19], fibroblastach
[20], komorkach nabtonkowych jelita [21, 22] oraz
w wielu liniach komérkowych w hodowlach [21,
23-25]. Wszedzie tam komorkowa lokalizacja kaldes-
monu pokrywa sie z lokalizacjg filamentéw aktyno-
wych.

IV. Formy polimorficzne

Kaldesmon wystepujacy w miesniach gtadkich rézni
sie od kaldesmonu wystepujagcego w komadrkach nie-
miesniowych masg czasteczkowa. Masa czasteczkowa
kaldesmonu z miegs$ni gtadkich, wyznaczona drogg
elektroforezy na zelu poliakryloamidowym w obecno-
§ci SDS wynosi okoto 120-140 kDa, a jego niemiegs-
niowego odpowiednika okoto 70-83 kDa. Wartosci te
jednak, jak sie okazato po zsekwencjonowaniu obu
form polimorficznych, sg zawyzone na skutek zaburzo-
nej migracji kaldesmonu w zelach z SDS [26, 27].
Prawdziwa masa czasteczki kaldesmonu z miesni
gtadkich zotgdkéw kurzych wynosi 87-89 kDa [28,
29], a masa czasteczkowa kaldesmonu niemie$niowe-

Ryc. 1. Udziat kaldesmonu
i kalmoduliny w zalez-
nej od jonéw Ca2+ re-
gulacji skurczu miesni
gtadkich na zasadzie
mechanizmu ,,flip-flop”

[Ul
KD — kaldesmon,
KM — kalmodulina,
A — aktyna,

M — miozyna,

TM — tropomiozyna.

go waha sie w granicach 58-65 kDa [30-32]. Ponadto,
zaréwno kaldesmon z mieéni gtadkich, jak i komérek
niemiesniowych, wystepuje w postaci dwdéch izoform:
a i (3 roznigcych sie nieco sekwencjg aminokwaséw (a
posiada wiekszg mase czasteczkowg niz [3) [33]. Poro6-
wnanie sekwencji wszystkich czterech izoform kaldes-
monu kury (Ryc. 2) wskazuje na to, ze r6znig sie one
jedynie obecnoScig lub brakiem pewnych fragmentéw
sekwencji aminokwasowych. Pozwala to przypusz-
czaé, ze wszystkie izoformy mogg pochodzi¢ zjednego
genu i powstawac na skutek alternatywnego usuwania
intronow i sktadania sekwencji kodujgcych. Nie wy-
kluczono dotagd jednak mozliwo$ci wystepowania
w genomie jednego organizmu wiecej nizjednego genu
kodujgcego kaldesmon. Interesujgce jest, ze podczas
réznicowania komorek miesniowych zachodzi wymia-
na ulegajacej ekspresji formy koldesmonu z niemies-
niowej na miesniowa. Odwrotne zjawisko obserwuje
sie badajac ekspresje kaldesmonu w komadrkach miesni
gtadkich w hodowlach, gdzie czesto zachodzi ich
modulacja fenotypowa [22].
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V. Wiasciwosci fizykochemiczne

Wazniejsze wiasciwosci molekularne i fizykochemi-
czne roznych izoform kaldesmonu podsumowano
w tabeli 1. Dane hydrodynamiczne wskazujg na wyso-
ce asymetryczny ksztatt czagsteczki kaldesmonu [34-
36]. Mikroskopia elektronowa potwierdzita, ze czas-
teczka ta jest wydtuzona i gietka (Ryc. 3a) [12, 37-39].
Diugos$¢ czasteczek kladesmonu z miesni gtadkich
wynosi okoto 75-80 nm, a S$rednica okoto 2 nm.
Czasteczki kaldesmonu z komdrek niemieSniowych sg
krétsze. W roztworze kaldesmon moze tworzy¢ multi-
meryczne agregaty na skutek utleniania grup doto-
wych i powstawania miedzyczasteczkowych mostkow
dwusiarczkowych [38].

Tabela 1
Wiasciwosci fizykochemiczne kaldesmonu

Wiasciwosci
a

Masa czasteczkowa (Da)
na podst. elektroforezy na zelu

miesniowa

aminokwasowych poli-
morficznych form kal-
desmonu z mie$ni gtad-
kich i z komérek nie-
migsniowych kury (na
podst. [28-31]).

niemiesniowy
moduling tylko w obecnosci jonow Ca2+. Kaldesmon
wigze sie z aktyng ze statg powinowactwa w zakresie
107 M -1 i stechiometria 1 kaldesmon na 7-10 mono-
merdw aktyny [41]. Tropomiozyna, kt6ra sama wigze
sie z kaldesmonem ze stechiometrig 2:1 istatg powino-
wactwa w zakresie 106 M ~1[42-45], zwieksza powino-
wactwo kaldesmonu do aktyny okoto 4-krotnie. Stata
wigzania kalmoduliny z kaldesmonem w obecnosci
jonéw Ca2+ wynosi okoto 106 M -1. W pordwnaniu
z innymi biatkami wigzgcymi kalmoduline w obecno-
§ci jonow Ca2+, takimi jak kinaza lekkich tancuchow
miozyny (gdzie Ka= 109M _1), wigzanie kalmoduliny
z kaldesmonem jest stabe. Stwierdzono jednakze, ze
niektdre biatka homologiczne z kalmoduling (np.
biatko S-100) majg wieksze powinowactwo do kaldes-

Izoforma kaldesmonu
niemiesniowa
P a P

Pismiennictwo

poliakryloamidowym z SDS 120000— 140000 76000— 80000 21,24
na podst. rownowagi sedymentacyjnej 90000 + 4000 66000+ 20001 34,35
na podst. sekwencji aminokwasowej 88743 86954 60174 58844 28-31
Witasciwosci hydrodynamiczne

promien Stokesa (nm) 6,7 34,35
wspoétczynnik sedymentacji S° 20W (S) 2,65 + 0,05 2,49+0,02' 34,35
wymiary czasteczki (nm) ok. 76 x 2 ok. 55x2 12,34,37,40

1 Dane dotyczace kaldesmonu watroby krélika. Pozostate dane dotyczg izoform kaldesmonu z mie$ni gtadkich i komdrek niemiesniowych kury.

VI. Wiasciwosci funkcjonalne

VI-1. Oddziatywanie kaldesmonu z innymi biat-
kami aparatu kurczliwego miesni gtadkich

Jak uprzednio wspomniano, kaldesmon wigze sie
z aktyng niezaleznie od stezenia jonow Ca2+, a z kal-

92

monu [46-48]. Kaldesmon wigze sie takze z miozyng
miesni gtadkich, zaré6wno ufosforylowang, jak i nieufo-
sforylowang. W obecnosci ATP kaldesmon wigze sie
z filamentami miozyny migéni gtadkich ze stechiomet-
rig 1czasteczka kaldesmonu na 1czgsteczke miozyny
i Ka« 106 M _1, w nieobecnosci ATP wigzanie jest
stabsze [49-52].
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Ryc. 3. A. Obraz czasteczek kaldesmonu otrzymany w mikroskopie elektronowym z zastosowaniem napylania obrotowego preparatu [37]; B.

Obraz (ilametéw aktynowych w nieobecnosci kaldesmonu uzyskany w mikroskopie elektronowym z zastosowaniem barwienia
negatywnego; C. Wiagzki filamentéw aktynowych powstajagce w obecnosci kaldesmonu (obraz otrzymany analogicznie jak w B).

Elektronogramy B i C wykonane przez B. Gatgzkiewicz.

VI-2. Wplyw na aktywno$¢ ATPazy aktomiozy-
nowej i ruchliwos¢ filamentéw aktynowych
na immobilizowanej miozynie

Wigzaniu kaldesmonu z filamentami aktynowymi
towarzyszy, wzmacniane przez tropomiozyne iznoszo-
ne w obecnosci Ca2+-kalmoduliny, hamowanie ak-
tywnosci ATPazy aktomiozynowej [53-59] i super-
precypitacji zelu aktomiozynowego [55, 60]. Hamo-
wanie tych parametréw, bedacych in vitro wyktadnig
skurczu miesnia, znoszone jest rowniez pod wptywem

— 600

v

ES

€ =500

R E

o -

E 2400,

“-— N

X N

o o

> £ 300

8 o

a E

‘T & 200

0 v

© o

c g 100

33

X

< 0 1 I A i 1 i L
0 0.2 04 06

fosforylacji kaldesmonu przez zalezng od Ca2+ i kal-
moduliny kinaze biatkowg Il [61, 62] i kinaze C [63].
Kaldesmon zdolny jest takze do obnizania szybkoSci
ruchu filamentéw aktynowych na powierzchni szkla-
nej optaszczonej miozyng, ale przy znacznie wyzszym
stosunku tego biatka do aktyny niz wymagany do
hamowania ATPazy aktomiozynowej (Ryc. 4) [64,65].
Roéznica ta wynika prawdopodobnie ze stabszego
wigzania obu biatek przy stosowanych w mikroskopii
stezeniach aktyny.

—
o
T

aktynowych (um/s)

Szybkosé przesuwania filamentdw

Kaldesmon / aktyna (mol/mol)

Rvc. 4. Hamowanie przez kaldesmon aktywnos$ci ATPazy aktomiozynowej (A) i przesuwania filamentéw aktynowych wzdtuz immobilizowa-
nych czasteczek miozyny (B). Pomiary wykonano w nieobecnos$ci (puste symbole) i obecnosci (petne symbole) tropomiozyny (wg [56,

65]).
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VI1-3. Domeny funkcjonalne

W prowadzonych w naszej pracowni badaniach
majgcych na celu lokalizacje miejsc wigzania aktyny
i kalmoduliny w czasteczce kaldesmonu, zastosowalis-
my ograniczong proteolize tego biatka a-chymotryp-
syng. Trawi ona czasteczke koldesmonu na kilka
fragmentéw. Fragmentacja nie wptywa na zdolno$¢
kaldesmonu do hamowania ATPazy aktomiozynowej,
poniewaz witasciwosé te zachowuje fragment o masie
czgsteczkowej 40 kDa (wg elektroforezy) lub 34 kDa
(wg sekwencji) (Ryc. 5). Fragment ten zachowuje takze
zdolno$¢ wigzania aktyny i kalmoduliny. Moze on
ulec, bez utraty aktywnos$ci, dalszej degradacji do
polipeptydu o masie czasteczkowej 18 kDa. Oba
wymienione fragmenty hamujg aktywnos$¢ ATPazy
aktomiozynowej w stopniu podobnym do kaldesmonu
[66]. Poniewaz strawienie kaldesmonu karboksypep-
tydazg Y do polipeptydu o masie czgsteczkowej okoto
115 kDa powoduje zniesienie jego wptywu na aktyw-
no$¢ ATPazy aktomiozynowej, jak rowniez zdolnoSci
wigzania z aktyna i kalmoduling [67], domena funkc-
jonalna musi znajdowac¢ sie w C-koncowym rejonie
czgsteczki kaldesmonu. Wyniki te znalazty potwier-
dzenie w badaniach innych zespotow [68-70]. Ostatnio
udato sie doktadniej okresli¢ miejsce wigzania aktyny
i kalmoduliny w C-koricowym 10 kDa fragmencie
kaldesmonu [71].

Wymienione powyzej miejsce wigzace aktyne niejest
jedynym w czasteczce kaldesmonu. Drugie takie miejs-
ce, ale 0 znacznie nizszym powinowactwie do aktyny,
wystepuje w trombinowym fragmencie o masie 15 kDa
stanowiacym N-koricowy odcinek C-koncowego 34
kDa fragmentu (Ryc. 5) [72-74].

Fragment o masie czasteczkowej 34 kDa, oprécz
dwoch miejsc wigzania aktyny i miejsca wigzania
kalmoduliny, zawiera takze sekwencje aminokwasowg
przypominajgcg sekwencje wigzgcego tropomiozyne
sktadnika troponiny, troponiny T [28]. Sekwencja ta
jest potencjalnym miejscem wigzacym tropomiozyne.

Region wiazacy miozyne znajduje sie w N-koricowej
czesci czasteczki kaldesmonu [50, 52, 75]. W sasiedzt-
wie miejsca wigzania miozyny wystepuje, jak sie wyda-

—235kDa 1
DTNB/KCN

Ryc. 5. Domenowa struktura
kaldesmonu.
Na rycinie zaznaczono
potozenie fragmentéw '.
kaldesmonu o masach l
czasteczkowych 23,5 :
kDa, 34 kDa i 15 kDa

miejsca

otrzymanych w wyniku

dziatania odpowiednio: !Wiazania
DTNB/KC_N, chymo- lmiozyny
trypsyny i trombiny. :

Numery oznaczajg po- li kalmo-
szczeg6lne domen .
(mod)g/fikacja schematz Iduliny
wg [33]).
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je, drugie (o nizszym powinowactwie) miejsce wigzania
kalmoduliny [37, 76].

Centralny region czasteczki kaldesmonu migeénio-
wego ma prawdopodobnie strukture a-helikalng, sta-
bilizowang licznymi mostkami solnymi [77] i zawiera
kilkakrotnie powtdrzong sekwencje 15 aminokwasow
[28, 29]. Funkcja tego regionu pozostaje na razie
nieznana; by¢ moze jest ona czysto strukturalna i pole-
ga na rozdzieleniu domen wigzacych aktyne/tropo-
miozyne i miozyne. Region ten jest nieobecny w kaldes-
monie z komérek niemiesniowych (Ryc. 2) [30,31, 78].

Ostatnio Marston i Redwood [33], napod-
stawie danych pochodzacych z wielu pracowni, za-
proponowali wyr6znienie w czasteczce kaldesmonu
czterech domen (Ryc. 5).

VIIl. Organizacja strukturalna kaldesmonu
w filamentach cienkich

Prawdopodobne rozmieszczenie czasteczek kaldes-
monu w cienkim filamencie mie$ni gtadkich przed-
stawiono na Ryc. 6. Schemat opracowano na pod-
stawie wynikow badan otrzymanych przy zastosowa-
niu przeciwciatl skierowanych przeciwko fragmentom
kaldesmonu: C-kohAcowemu o masie 34 kDa i N-
koncowemu o masie 23,5 kDa. Oba przeciwciata
powodowaty bocznag agregacje cienkich filamentow
z uwidocznieniem wzoru prazkéw o powtarzalnosci
wynoszgcej okoto 38 nm [39, 79], Wyniki te sugeruja,
ze, podobnie jak czgsteczki tropomiozyny, czasteczki
kaldesmonu rozmieszczone sa w sposob ciaglty wzdiuz
catej dtugosci polimeru aktynowego. Miejsca wigzania
aktyny na kaldesmonie znajduja sie tylko w C-kon-
cowej czesci 76 nm czasteczki, bardzo prawdopodobne
jest zatem, ze czasteczki kaldesmonu zachodzg na
siebie, a tropomiozyna bierze udziat w okreslaniu
pozycji kaldesmonu na filamencie aktynowym. Ponie-
waz wyznaczona stechiometria kaldesmonu i tropo-
miozyny wynosi 1:2, sugeruje sie, ze kaldesmon wigze
sie z co drugg czgsteczkg tropomizyny wzdtuz kazdej
z dwu nici superhelisy aktynowej. Taka organizacja
filamentu cienkiego tlumaczytaby niemal identyczng
periodyczno$¢ rozmieszczenia kaldesmonu i tropo-
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(-15kDa— i
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I
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| |
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76 nm

Ryc. 6. Rozmieszczenie czasteczek kaldesmonu na filamentach aktynowych miesni gtadkich. Czasteczki kaldesmonu (KD) o dtugosci 76 nm
umieszczone sg podobnie jak czgsteczki tropomiozyny (TM) o dtugosci 38 nm w rowkach superhelisy filamentéw aktynowych (A). Wg

[39].

miozyny (38 nm) na cienkich filamentach, ktéra wyni-
ka¢ moze z ré6wnolegtego utozenia 76 nm czasteczek
przesunietych wzgledem siebie 0 38 nm. Dane z badanh
dyfrakcji rentgenowskiej natywnych i rekonstytuowa-
nych cienkich filamentéw miesni gtadkich ujawnity, ze
kaldesmon i tropomizyna wystepujag w podobnym
promieniu od $rodka filamentu, wynoszagcym odpo-
wiednio 4,01 3,5nm (D. Popp i K.C. Holmes, c.f. [39]).

Badania cienkich filamentéw z fibroblastow zarod-
kéw szczuréw wykazaty, ze kaldesmon z komdrek
niemiesniowych takze wigze sie wzdiuz filamentow
aktynowych, podobnie jak tropomizyna, i wraz z nig
stabilizuje strukture filamentéw i zapobiega ich frag-
mentacji przez zelzoline [80, 81].

VIII. Molekularne podstawy zaleznej od jo-
néw Ca2+ regulacji skurczu mieéni gtad-
kich przez kaldesmon

W celu poznania molekularnego mechanizmu ha-
mowania ATPazy aktomiozynowej przez kaldesmon,
badaliSmy metodga polaryzacjijego wptyw na strukture
i dynamike cienkich filamentéw w pojedynczych glice-
rynowanych witéknach miesni szkieletowych oraz tzw.
cieniach witokien (ang. ghost fibers), otrzymywane
przez wyekstrahowanie miozyny i biatek regulujacych
[82-85]. Wykorzystujgc znakowang fluorescencyjnie
aktyne, moglismy $ledzi¢ zmiany struktury i orientacji
monomerdw aktyny, a takze gietkoSci filamentoéw
aktynowych pod wpltywem wigzania kaldesmonu
w obecnosci i nieobecnosci gtowek miozyny. Okazato
sie, ze kaldesmon znacznie zmniejsza zmiany zacho-
dzace w strukturze filamentu aktynowego podczas
transformacji witokien ze stanu rozkurczu do stanu
rigor [82]. RAwnolegte doSwiadczenia polegajace na
inkorporacji kaldesmonu do cieni widkien pozwolity
wyjasni¢, ze kaldesmon hamuje zmiany struktury
aktyny indukowane przez wigzanie z nig gtowek
miozyny. Wplywu kaldesmonu nie obserwowano
w obecnosci kalmoduliny ijonow Ca2+. Wywotane
kaldesmonem hamowanie zmian struktury aktyny pod
wptywem wigzania gtdwek miozyny mozna wyjasnic
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ostabieniem przez kaldesmon wigzania pomiedzy ak-
tyng i miozyng [84].

Badania wptywu kaldesmonu na sztywno$¢ po-
zbawionych sarkolemmy widékien miesni szkieleto-
wych oraz pomiary dyfrakcji promieni rentgeno-
wskich, doprowadzity do wniosku, ze w obecnoSci
ATP kaldesmon powoduje dysocjacje stabo zwigza-
nych mostkéw miedzy filamentami aktynowymi i gt6-
wkami miozyny, ktérych tworzenie poprzedza skurcz
mieéni [86]. Ostatnie badania wptywu C-koricowego
34 kDa fragmentu kaldesmonu na kinetyke hydrolizy
ATP przez aktomiozyne ujawnity jednak, ze w obecno-
Sci tropomiozyny kaldesmon moze by¢ rowniez regu-
latorem szybkosci hydrolizy ATP [87].

Rozwaza sie rowniez udziat kaldesmonu w utrzymy-
waniu napiecia w miesniach gtadkich poprzez siecio-
wanie filamentéw miozynowych i aktynowych w wyni-
ku jednoczesnego wigzania C-konca kaldesmonu z ak-
tyng i N-konca z miozyng [5, 52]. Proces sieciowania
mogtby by¢ zalezny od fosforylacji kaldesmonu w wy-
niku dziatania kinazy biatkowej zaleznej od Ca2+
i kalmoduliny [52].

IX. Udzial kaldesmonu w zjawiskach ruchu
w komorkach niemiesniowych

Obecnos$¢ kaldesmonu w komdrkach niemiesnio-
wych sugeruje jego funkcje w regulacji proceséw
ruchliwosci komorkowej. Kaldesmon oczyszczony
z rdzenia nadnerczy, podobnie jak kaldesmon z mieéni
gtadkich, wigze sie z filamentami aktynowymi i hamuje
superprecypiiacje i aktywnos¢ ATPazy aktomiozyny
wyizolowanej z rdzenia nadnerczy. Hamowanie to jest
odwracane przez kompleks Ca2+-kalmodulina [88].
Podobne hamowanie ATPazy aktomiozynowej z pty-
tek krwi indukuje kaldesmon ptytkowy [89]. Uktad
aktomiozynowy regulowany przez kaldesmon wydaje
sie takze by¢ zaangazowany w regulacji rozmiesz-
czenia i ruchliwos$ci receptoréw powierzchniowych
limfocytow [19, 90].

Dane z laboratorium Matsumury wskazujg, ze
podczas mitozy niemiesniowy kaldesmon, na skutek
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fosforylacji przez kinaze cdc2, oddysocjowuje od fila-
mentdw aktynowych [20, 91], co sugeruje, ze biatko to
moze uczestniczy¢ w zmianach organizacji cytoszkiele-
tu aktynowego. Oddysocjowanie kaldesmonu od F-
aktyny moze znosi¢ hamowanie ATPazy i prowadzi¢
do skurczu uktadu aktomiozynowego w komorce
mitotycznej. Taki skurcz moze powodowacC zaokrgg-
lenie komorki (podczas wchodzenia w profazeg). Od-
dysocjowanie kaldesmonu moze by¢ takze czynnikiem
modulujacym pézniej funkcjonowanie pier$cienia po-
dziatowego podczas cytokinezy.

Przyktady te pokazujg, ze kaldesmon moze braé
udziat w regulacji opartych na oddziatywaniu aktyny
z miozyng proceséw ruchu zachodzacych w komor-
kach niemiesniowych. Procesy te wydajg sie odgrywac
wazng role w takich zjawiskach, jak ruch mikrokosm-
kéw, sekrecja i endocytoza, aktywacja ptytek krwi,
ruchliwo$¢ receptoréw powierzchniowych, cytokineza
i wwytwarzaniu napiecia przez wtékna naprezeniowe.
Kolokalizacja w tych uktadach kaldesmonu oraz bia-
tek aparatu kurczliwego: aktyny, miozyny i tropo-
miozyny, a takze kalmoduliny, wskazuje, ze moze on
petni¢ te funkcje.

Jednakze, nie jest to jedyna funkcja kaldesmonu,
jako ze jest on skiadnikiem krawedzi wiodacej (ang.
leading edge) hodowanych komaérek, regionu w ktérym
miozyna nie zostata wykryta. Nasze badania wykazaty,
ze kaldesmon wptywa na przechodzenie monomerycz-
nej aktyny w polimer. Jak obserwowano z zastosowa-
niem znakowanej fluorescencyjnie aktyny, kaldesmon
przyspiesza etap nukleacji aktyny w srodowisku o nis-
kim stezeniu soli, a takze polimeryzuje aktyne w nie-
obecnosci soli [92, 93]. Polimeryzacja nie zachodzi
w obecnosci jondw Ca2+ i kalmoduliny. Co wiecej,
wykazaliSmy ostatnio, ze kaldesmon jest zdolny do
destabilizacji kompleksu G-aktyna-profilina i poli-
meryzacji aktyny uwolnionej z profilaktyny [94].
Proces ten moze odgrywa¢ wazng role podczas loko-
mocji komoérek. Kaldesmon zdolny jest takze do
indukowania oddziatywan miedzyfilamentowych, cze-
mu towarzyszy tworzenie sieci lub wigzek filamentow,
w zaleznosci od proporcji kaldesmonu do aktyny [56,
95] (Ryc. 3b, c). A zatem, inna przypuszczalna rola
kaldesmonu polega na regulacji organizacji filamen-
tow aktynowych w komaérkach niemie$niowych iw ten
spos6b kontrolowanie architektury cytoszkieletu. Na
przykiad, oddysocjowanie kaldesmonu od filamentow
aktynowych (pod wptywem kalmoduliny lub fosforyla-
cji zaleznej od kalmoduliny) moze znosi¢ hamowanie
aktywnosci zelzoliny, czego skutkiem moze by¢ frag-
mentacja filamentéw. To z kolei moze prowadzi¢ do
rozpadu widkien naprezeniowych i towarzyszacemu
mu zmian ksztattu komérek. Przypuszcza sie takze, ze
na skutek obnizonego poziomu kaldesmonu i podwyz-
szonego stezenia jonéw wapnia i kalmoduliny w ko-
morkach stransformowanych, nastepuje destabilizacja
filamentéw aktynowych, ktéra moze by¢ odpowiedzia-
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Ina za zmiany morfologiczne obserwowane w wielu
takich komorkach [24].

Artykut otrzymano 13 lutego 1992 r.
Zaakceptowano do druku 17 lutego 1992 r.
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Regulacja cyklu komorkowego — historii i komplikacji

cigg dalszy

Regulation of cell cycle — continuation of history

and complications

BARBARA GRZELAKOWSKA-SZTABERT1

Spis tresci:

I. Fosforylacja kinazy p34cdc2 i cykliny B oraz jej funkc-
jonalne znaczenie
Il. Kinazy i fosfatazy uczestniczace w modyfikacji kinazy
p34cdc2
I11. Udziat kinazy p34cdc2 i/lub jej homologéw w sprzezeniu
fazy S z inicjacjg mitozy
IV. Uwagi koncowe

Contents:

I. Phosphorylation of kinase p34cdc2 and cyclin B as well as
its functional significance
Il. Kinases and phosphatases participating in modifications
of kinase p34cdc2
I11. Participation of kinase p34cdc2 and/or its homologs in
coupling of phase S and initation of mitosis
IV. Concluding remarks

Wykaz stosowanych skrétéw:
Y — tyrozyna; T — treonina; S — seryna; G — Glicyna;
X — aminokwas niezidentyfikowany lub ,inny”.

W kontroli cyklu komorkowego zar6wno nizszych
jak iwyzszych organizmoéw eukariotycznych szczegdl-
ng role odgrywa fosfokinaza serynowo-treoninowa,
nazywana dalej kinazg p34cdc2. Pierwotnie ziden-
tyfikowano ja jako produkt genu cdc2 u Schizosac-
charomyces pombe i genu CDC28 u Saccharomyces
cerevisiae. Homologi p34cdc2 znaleziono we wszyst-
kich badanych dotad komérkach eukariotycznych.
Funkcjonuja one jako sktadnik heterodimerycznego
kompleksu biatkowego z cykling B koniecznego do
rozpoczecia mitozy i zwanego: czynnikiem MPF (ma-
turation-promoting factor), ,kinazg fazy M” lub tez
specyficzng dla fazy M kinazg histonu HI [1-4].
Kompleks ten fosforyluje réznorodne biatka, ktore
bezposrednio lub posrednio zapoczatkowujg kluczo-
we wydarzenia cyklu komoérkowego takie, miedzy
innymi, jak aktywacja kompleksu zaangazowanego
w replikacje DNA, rozpad otoczki jadrowej, utworze-
nie wrzeciona mitotycznego i kondensacja chromo-
somow.

1 prof. dr hab., Zaktad Biochemii Komaérki, Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, 02-093 Warszawa.
Pasteura 3.
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Powszechnie uznany jest udziat kinazy p34cdc2
w przejsciu komérek z fazy G2 w mitoze. Ostatnio
pojawiajg sie takze dane wyraznie Swiadczace o jej
udziale, (lub tez jej homologdéw) réwniez we wczesniej-
szych fazach cyklu komdérkowego. Aktywnos$¢ kinazy
p34cdc2 zmienia sie bowiem w drastyczny sposo6b
w czasie cyklu komoérkowego. Regulacja tej aktywno-
§ci jest bardzo ztozona i obejmuje miedzy innymi
przejsciowe tworzenie wysokoczasteczkowych kom-
pleks6w z innymi biatkami, jak np. z cyklinami i biat-
kowym produktem genu suci, oraz zmiane stopnia
ufosforylowania sktadnikdw kompleksu. Podstawowe
zagadnienia tyczace tego problemu byty juz w ubieg-
tych latach omawiane w polskim pismiennictwie nau-
kowym [5-7]. Niniejsze opracowanie jest rozszerze-
niem i uaktualnieniem poprzednich prac wobec lawi-
nowo wrecz pojawiajgcych sie w ostatnich dwdch
latach danych o fosforylacji i defosforylacji kinazy
p34cdc2, procesow cyklicznie zachodzacych w cyklu
komérkowym, fosforylacji cyklin oraz o roli kinazy
p34cdc2 i/lubjej homologdéw w procesach inicjujgcych
mitoze po ukonczeniu fazy S i replikacji chromo-
somow.

I. Fosforylacja kinazy p34cdc2
B oraz jej funkcjonalne znaczenie

cykliny

W czasteczce kinazy p34cdc2 fosforylacji ulegac
mogg reszty tyrozyny, treoniny i seryny. Kinaza ta
z komorek drozdzy S. pombe jest ufosforylowana
przede wszystkim w reszcie tyrozynowej w pozycji 15
[8], znajdujacej sie w sekwencji GXGXXG, ktdra
uczestniczy w wiagzaniu ATP przez kinazy biatkowe
[9]; dodatkowym miejscem fosforylacji jest treonina
w pozycji 167 [8, 10]. Natomiast biatko p34cdc2
z komérek wyzszych kregowcéw fosforylowane jest az
w 4 resztach aminokwasowych: tyrozynie znajdujacej
sie w pozycji 15, treoninie w pozycji 14, serynie
w pozycji 277 i prawdopodobnie treoninie w pozycji
161 [11-13], przy czym intensywnos$¢ fosforylacji po-
szczeg6lnych aminokwasOw jest r6zna w okreslonych
fazach cyklu komérkowego (Tabela 1). Wydaje sie to
Swiadczy¢ o znaczeniu regulacyjnym fosforylacji roz-
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Tabela 1

Intensywnos$¢ ufosforylowania aminokwaséw w czasteczce kinazy
p34odc2 w poszczegolnych fazach cyklu komérkowego (na podstawie danych [11])

Fazy cyklu Aminokwasy ulegajace fosforylacji
komérkowego S-277 T14 Y15 T161
Gl + 4+ 4+ + + - -
S + + + 4+ + + 4+ + + +
G2 - ++ + + A+ + o+ Slady
M $lady - + +

Obecno$¢ s$ladowych ilosci T161 w fazie G2 i S-277 w fazie
M wynika, zdaniem autoréw, prawdopodobnie z kontaminacji
probek komérkami z poprzedzajacych faz cyklu.

nych aminokwaséw. | tak maksimum fosforylacji
tyrozyny w pozycji 15itreoniny w pozycji 14 przypada
na faze G2, seryny 277 na faze G, natomiast ufos-
forylowang treonine w pozycji 161 kinazy wykrywa sie
zardwno w fazie S jak i podczas mitozy [11].
Badania mutantéw zawierajacych kinaze p34cdc2,
w ktorej tyrozyna 15 i/lub treonina 14 zostalty za-
stagpione przez aminokwasy nie ulegajgce fosforylacji,
pozwolity na stwierdzenie, ze do aktywacji kinazy
p34cdc2 u drozdzy wystarczy zdefosforylowanie fos-
fotyrozyny w pozycji 15 [14-16]. W komorkach za$
wyzszych Eukaryota do aktywacji enzymu wymagana
jest ponadto defosforylacja fosfotreoniny w pozycji 14
[12]. Stanowi to, jak sie wydaje, podwojne zabez-
pieczenie kinazy p34cdc2 przed niepozadang aktywa-
cja [1”]. Regulacyjne znaczenie ufosforylowania
dwéch aminokwaséw w czasteczce enzymu wykryto
takze badajac kinazy biatkowe aktywowane przez
mitogeny, miedzy innymi serynowo-treoninowe kina-
zy — pddnmk i p42nmgk fosforylujgce egzogenne sub-
straty takie jak biatko MAP-2 (microtubule-associated
protein 2) i MBP (myelin-basic protein) [18-24]. Jed-
nakze wodréznieniu od kinazy p34cdc2, ufosforylowa-

Go
fosfataza produkt |
cdc25 genusuci 1
?

P P
I
T_Y

a

kinaz
p34cdc2 j T =

nieaktywny kompleks
kinazy p34cdc2
z cykling B

?
PP
* 1|
T.Y T T.Y
kinaza kinaza
'_" p34cdc2 i p34cdc2
U

aktywny kompleks
kinazy p34cdc2
z cykling B

nie tyrozyny i treoniny w czasteczkach tych kinaz jest
niezbedne do utrzymania aktywnosci enzymatycznej.
Jak dotad, nie opisano kinaz i fosfataz zdolnych do
przeprowadzenia in vivo fosforylacji i defosforylacji
tych enzymow.

Mechanizm aktywacji kinazy p34cdc2 przez defos-
forylacje fosfotyrozyny w pozycji 15 (i ewentualnie
fosfotreoniny w pozycji 14 u ssakoéw) wydawat sie przez
dtuzszy czas uniwersalny [25] (Ryc. 1). Ostatnio jed-
nak ukazata sie praca wykazujgca brak defosforylacji
fosfotyrozyny w kinazie p34cdc2 skompleksowanej
z cykling B, podczas aktywacji enzymu in vivo w oocy-
tach jezowca z IV stadium rozwoju [26]. Rdéwniez
w 1992 roku wykazano, ze u S. cerevisiae defosforylacja
fosfotyrozyny w pozycji 19 w produkcie genu CDC28
(homologu genu cdc2 u S. pombe) nie aktywuje kinazy
[27] i nie uniemozliwia zachodzenia mitozy w obecno-
§ci uszkodzonego DNA lub DNA o nieprawidtowej
strukturze [28]. Wyniki te sugerujg, ze w tych organiz-
mach musi wystepowacé inny, nie polegajacy na defos-
forylacji fosfotyrozyny, niewyjasniony jeszcze dotad
mechanizm regulujgcy wejScie komdrek w mitoze.

Znaczenie ufosforylowania poszczegélnych reszt
aminokwasowych w czgsteczce kinazy p34cdc2 dla jej
aktywnos$ci nie jest dotad jasne. Niewatpliwie ufos-
forylowanie tyrozyny w pozycji 15itreoniny w pozycji
14 znajdujacych sie w domenie wigzacej ATP moze
wptywacé na poziom aktywnos$ci enzymatycznej kina-
zy. Natomiast ufosforylowanie treoniny w pozycji 161
kinazy kregowcéw [13, 29] i w pozycji 167 kinazy S.
pombe [10] wydaje sie by¢ niezbedne do wigzania przez
nig cyklin A i B i tworzenia stabilnych kompleksow
(zwtaszcza z cykling B). Za interakcje kinazy p34cdc2
z cyklinami sg najprawdopodobniej odpowiedzialne
zarbwno aminokwasy wystepujace w N-koncowym
fragmencie jej czagsteczki, jak i aminokwasy znajdujgce
sie na powierzchni czasteczki w sekwencji PSTAIR

M

produkt
genu suci

nieaktywna kinaza
cdc2

b

NV

zdegradowana cyklina B

Ryc. 1. Uniwersalny mechanizm kontrolujacy przejécie faz G2-M-G1 (wg 25, uproszczony). Na schemacie zaznaczono tylko aminokwasy

znajdujace sie w centrum aktywnym enzymu.
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[30]. Mutacje w tych wiasnie fragmentach czgsteczki
kinazy p34cdc2 uposledzajg w znacznym stopniu wig-
zanie przez nig cyklin. Co wiecej, w mutantach S.
pombe z kinazg p34cdc2, posiadajgcag zamiast treoniny
w pozycji 167 aminokwas nie ulegajgcy fosforylacji,
znajdowano stabsze pietno z 32P w tyrozynie w pozycji
15 [10]. Kinaza p34cdc2 z mysich fibroblastow, zawie-
rajgca w pozycji 161 zamiast treoniny kwas asparagi-
nowy, charakteryzowata sie tez mniejszg zdolnoscig
wigzania cykliny B niz kinaza niezmutowana, a po-
wstaty heterodimer nie wykazywat aktywnosci en-
zymatycznej [13]. Wyniki powyzszych badan, jak
rowniez badan heterodimeru kinaza p34cdc2-cyklina
B z jaj Xenopus, wydajg sie przemawia¢ za tym, ze
utworzenie kompleksu poprzez dotgczenie cykliny
B jest niezbedne, azeby mogta nastgpi¢ fosforylacja
tyrozyny w pozycji 15 i treoniny w pozycji 14, co
w konsekwencji sprawia, ze kompleks ten pozostaje
nieaktywny enzymatycznie niemalze do korca fazy G2
[31-33]. Wysuwano tez sugestie, ze fosforylacja tyrozy-
ny w kinazie p34cdc2 moze takze wptywaé na jej
wewnatrzkomorkowe rozmieszczenie [34], Szereg da-
nych wskazuje takze na udziat treoniny 161 w kinazie
p34cdc2 z komérek ludzkich w wigzaniu cykliny
A podczas faz G1 i S [29]. Przypuszcza sie, ze
fosforylacja treoniny 161 jest modyfikacjg posttrans-
lacyjng kinazy p34cdc2 niezbedng do ograniczenia
replikacji DNA tylko dlajednego razu w cyklu komdr-
kowym [35], Mniej jest wiadomo o znaczeniu ufos-
forylowania seryny w pozycji 277 dla aktywnosci
kinazy. Przypuszcza sie, ze moze ono mie¢ zwigzek
z przechodzeniem komodrek z fazy G 1w faze S [ 11, 36],
Nie mozna tez wykluczy¢ udziatu ufosforylowanej
seryny 277 w interakcji kinazy p34cdc2 z innymi
biatkami niz cykliny [17].

Podobnie jak kinaza p34cdc2, réwniez cyklina B,
jest fosfobiatkiem, ktérego obecnos$¢ wykazano w ja-
jach jezowca Sphaerochinus granularis [37], jajach
i oocytach Xenopus [38, 39], a takze ludzkich komor-
kach HelLa [40]. Wystepujgce w Xenopus dwie homo-
logiczne formy cykliny B, a mianowicie cyklina Bl i B2
[41], sa fosforylowane przede wszystkim w resztach
serynowych w pozycjach 94 i 96 cykliny Bl i pozycji 90
w cyklinie B2 [39]. Cykliny typu B sg substratami in
vitro kinazy MAP [39] i kinazy p34cdc2 [14, 42], sg
takze fosforylowane przez produkt onkogenu c-mos
[43], W fosforylowanych in vitro cyklinach rowniez
reszty treoninowe podlegajg fosforylacji, jednakze nie
wykryto fosfotreoniny w cyklinach znakowanych ra-
dioaktywnym fosforem in vivo. Czy wilasnie kinaza
M AP ikinaza p34cdc2 sg odpowiedzialne za fosforyla-
cje cyklin in vivo pozostaje na razie w sferze przypusz-
czen. Wykazanie jednakze, ze maksimum fosforylacji
cyklin, (oceniane intensywnoscig pietnowania polipep-
tydu 32P) jest zbiezne czasowo z pojawieniem sie
aktywnosci kinazowej kompleksu p34cdc2-cyklina B,
przemawia¢ moze za mozliwo$cig fosforylacji cykliny
B in vivo przez kinaze p34cdc2 [14].
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Znaczenie ufosforylowania cykliny B w przebiegu
cyklu komérkowego jest nadal niejasne. Przypusz-
czenia o znaczeniu poziomu ufosforylowania cykliny
B dla jej podatnosci na proteolize [44, 45], a tym
samym udzialu w zakorniczeniu mitozy nie zostaly
jednak potwierdzone. Zastgpienie bowiem (na drodze
mutagenezy) w czgsteczce cyklin B z Xenopus amino-
kwasow ulegajacych fosforylacji przez aminokwasy
niefosforylowane nie miato wptywu ani na efektywnosc
degradacji cyklin pod koniec mitozy, ani tez na
indukcje nowych podziatéw mitotycznych i dojrzewa-
nie oocytéw [39].

Il. Kinazy i fosfatazy uczestniczgce w modyfi-
kacji kinazy p34cdc2

Chociaz zostaly juz okreslone podstawowe miejsca
ufosforylowania kinazy p34cdc2 w komdrkach ssakéw
(Tabela 1), to jednakze kinazy odpowiedzialne za
przeprowadzenie tego procesu zostalty na razie tylko
wstepnie scharakteryzowane. Dotychczas opisywane
kinazy biatkowe wykazywaty specyficzno$¢ badz to
w stosunku do seryny i treoniny, badzZ tez tylko wobec
tyrozyny [9]. Dopiero w ostatnich latach opisano
kinazy, ktore fosforylujg zaréwno seryne itreonine, jak
réwniez tyrozyne, pomimo tego, ze budowa ich jest
charakterystyczna dla kinaz serynowo-treoninowych
[46-48],

Okazato sie, ze jedng z takich kinaz u S. pombe jest
biatkowy produkt genu weel, p107 [49], ktdrego
funkcja jest opdznienie podziatlu komérki, az do
momentu w ktérym osiggnie ona odpowiednig wiel-
kos¢ (Tabela 2). Kinaza ta ulega autofosforylacji
w resztach seryny itreoniny, ale jest rGwniez zdolna do
fosforylowania egzogennych substratéw (np. angioten-
syny IlI) w reszcie tyrozynowej [50], Jak dotad nie
wykazano jednak czy kinaza p 107, bezpos$rednio fos-
foryluje kinaze p34cdc2. Gen homologiczny wobec
genu weel drozdzy zidentyfikowano takze w ludzkich
fibroblastach [51]. Jednakze kinaza p34cdc2 wyizolo-
wana z mutantow niezawierajagcych produktu genu
weel byta ufosforylowana, co sugeruje brak bezposred-
niego udziatu kinazy p107 w fosforylacji kinazy
p34cdc2. Niemniej jednak szereg innych danych prze-
mawia za tym, ze fosforylacja tyrozyny w Kkinazie
p34cdc2, stymulowana dzieki dotgczeniu cykliny B,
w bardzo znacznym stopniu zalezy od obecnosci
w komérce kinazy p 107 [33], Sugeruje sig, ze kompleks
kinazy p34cdc2-cyklina B stanowi lepszy substrat
kinazy p107 niz sama kinaza p34cdc2. By¢ moze
jednak takze inne jeszcze czynniki uczestnicza w nega-
tywnej regulacji tj. hamowaniu aktywnosci kinazy
p34cdc2 przez kinaze pl07. Czynnikiem takim mogta-
by by¢ kinaza biatkowa p66 kodowana przez gen miki
u drozdzy S. pombe [52], u ktérych jak sie wydaje,
produkty tych dwoch gendw dziatajg na Kkinaze
p34cdc2 w sposob kooperatywny. Wysunieto ostatnio
takze przypuszczenie, ze efekt kinaz kodowanych przez
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Tabela 2

Geny i biatka uczestniczace w regulacji cyklu komérkowego

Gen Biatko Funkcja

cdc2 p34 kinaza uczestniczaca w inicjacji mitozy i przejsciu
z fazy G1 w S

cdcl 3 p60 ¢yklina B, uczestniczaca w kompleksie z kinazg
p34cdc2, w inicjacji mitozy

cdc25 p80 fosfataza defosforylujgca kinaze p34cdc2 bedaca
w kompleksie z cykling B i biatkiem p13

suci p13 biatko niezbedne dla petnej aktywnos$ci enzymatycz-
nej kompleksu kinazy p34cdc2 i cykliny B; praw-
dopodobny regulator fosfatazy cdc25; by¢ moze
niezbedny czynnik do inaktywacji kinazy p34cdc2
pod koniec mitozy

cdk2  p32/p33 kinaza (y) homologicznie do kodowanej przez gen
cdc2 uczestniczace w przejsciu z fazy GI-S

CLN2 p62 cyklina charakterystyczna dla fazy G1

weel pl07 kinaza ,op6Zniajaca” mitoze, prawdopodobnie na
skutek bezposredniego lub posredniego dziatania na
kinaze p34cdc2; przypuszczalny udziat w fosforylacji
fosfatazy cdc25

miki p66 kinaza uczestniczaca pos$rednio lub bezposrednio
w fosforylacji kinazy p34cdc2; przypuszczalny
udziat w fosforylacji fosfatazy cdc25

nimi kinaza hamujaca dziatanie kinazy weel
dis2 prawdopodobnie fosfatazy fosfobiatkowe typu
sds21 1 uczestniczace w regulacji aktywnosci kinazy tyro-

zynowej fosforylujgcej kinaze p34cdc2

geny weel i miki na poziom ufosforylowania kinazy
p34cdc2 moze by¢ efektem posrednim, poprzez wptyw
tych enzymow na regulacje aktywnos$ci specyficznej
fosfatazy cdc25 defosforylujgcej fosfotyrozyne kinazy
p34cdc2 [53].

Jakkolwiek dotad nie okre$lono, ktéra ze znanych
kinaz tyrozynowych jest odpowiedzialna ze fosforyla-
cje tyrozyny 15w kinazie p34cdc2, tojednak wykazano
jednoczesnie, ze jej aktywno$¢, mierzona stopniem
ufosforylowania kinazy p34cdc2 oscyluje w cyklu
komérkowym. Najwyzsza jest w fazie S, gdy DNA
w komorkach nie jest jeszcze catkowicie zreplikowany.
Aktywno$¢ kinazy tej wydaje sie podlegaé bardzo
precyzyjnej regulacji, w ktoérej bierze udziat system
kinaz serynowo-treoninowych oraz fosfataz typu 1ko-
dowanych odpowiednio przez geny nimi oraz dis2
i sds21 [53], O specyficznej kinazie tyrozynowej ,fizy-
cznie zwigzanej” z kinazg p34cdc?2 i fosforylujacej ja in
vitro w tyrozynie, znajdujacej sie w pozycji 15, donie-
siono w przypadku komoérek HelLa [54], Kinaza tajest
biatkiem o m.cz. 67 kDa i rézni sie od kinaz kodo-
wanych przez geny src, abl,fms oraz innych opisywa-
nych dotychczas kinaz tyrozynowych. Nie wiadomo
nic, jak dotad, o kinazach fosforylujgcych w kinazie
p34cdc2 inne niz tyrozyna aminokwasy. Jedynie u Xe-
nopus wykryto ostatnio aktywnosé kinazowg zaan-
gazowang w fosforylacje treoniny 161 [55],

Wiecej danych niz o kinazach fosforylujacych
p34cdc2 nagromadzito sie w ostatnich dwdch latach na
temat mechanizmu odpowiedzialnego za aktywacje
kompleksu kinaz p34cdc2-cyklina B i udziatlu w nim
produktéw gendw cdc25 isuci (Tabela 2). Juz od roku
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1986 wiadomo byto, ze produkt genu cdc25 odpowie-
dzialny jest za wejscie komdrek drozdzy w mitoze oraz
za koordynacje wielkosci komorek i momentu rozpo-
czecia mitozy. Przemawiaty za tym nastepujgce obser-
wacje: rozpoczecie mitozy przez komorki znacznie
mniejsze niz normalne w mutantach drozdzowych
charakteryzujacych sie nadekspresjg genu cdc25 [56];
zatrzymanie komodrek w fazie G2 w mutantach droz-
dzowych z uposledzong ekspresjg genu cdc25 i wyka-
zanie, ze zawierajg one ufosforylowang kinaze p34cdc2
0 bardzo niskiej aktywnos$ci enzymatycznej [8, 56, 57];
wykazanie, ze mutanty drozdzowe zawierajgce nieufo-
sforylowang kinaze p34cdc2 nie wymagaty do rozpo-
czecia podziatdw produktu genu cdc25 [8].

Periodyczne nagromadzenie sie w komdrkach S.
pombe fosfobiatkowego produktu genu cdc25 i od-
powiedniego mMRNA wt#asnie w koncu fazy G2 i bezpo-
Srednio przed rozpoczeciem mitozy wskazywato wyra-
Znie na regulacyjng role genu cdc25 w rozpoczeciu
mitozy [58, 59], Powigzanie dziatania produktu genu
cdc25 z poziomem ufosforylowania tyrozyny w kinazie
p34cdc2 badano poczatkowo posrednio, stosujac eg-
zogenng ludzkg fosfataze tyrozynowa, zdolng do defo-
sforylowania in vitro kompleksu kinaza p34cdc2-cyk-
lina B [16]. Wykazano, ze wprowadzenie cDNA
kodujacego fosfataze tyrozynowg do komaérek mutan-
ta S. pombe z upo$ledzong ekspresja genu cdc25
zastepowato catkowicie dziatanie produktu genu
cdc25 i komérki rozpoczynaly mitoze. Wysuwano
wowczas przypuszczenie, ze u drozdzy produkt genu
cdc25 jest regulatorem ,,pozytywnym” (tj. aktywato-
rem) komorkowych fosfataz defosforylujgcych kinaze
p34cdc2 [16], nie za$ aktywng fosfatazg, gdyz sekwen-
cja aminokwasowa produktu genu cdc25 rdznita sie
znacznie od sekwencji znanych wowczas fosfataz [25].

Jednakze badania z zastosowaniem homologow
drozdzowego genu cdc25 wyizolowanych z komorek
Drosophila [60, 61] czy tez z ludzkich komérek HelLa
(62), wyraznie wskazywaty na bezposredni udziat biat-
kowych produktow tych gendéw w defosforylacji i ak-
tywacji kinazy p34cdc2 w ekstraktach z jaj Xenopus
[63]. Co wiecej, oczyszczony biatkowy produkt ludz-
kiego genu cdc25 in vitro defosforylowat i aktywowat
nieaktywny kompleks kinaza p34cdc2-cyklina B wy-
izolowany z jaj jezowca [64].

W 1991 po raz pierwszy pokazano, ze biatkowy
produkt genu cdc25 z S. pombe moze by¢ fosfatazg
tyrozynowg [65]. Byt on bowiem strukturalnie podob-
ny do wirusowej tyrozynowo-serynowej fosfatazy
VHI, opisanej i zsekwencjonowanej takze w 1991 roku
[66]. W obu tych fosfatazach wystepowata sekwencja
zawierajgca reszty histydyny, cysteiny i argininy, cha-
rakterystyczna dla fosfataz tyrozynowych [67]. Wyni-
ki badan opublikowanych w koncu roku 1991 jedno-
znacznie wskazuja, ze produkt genu cdc25 jest specyfi-
czng fosfatazg tyrozynowa, bezposrednio uczestniczg-
cg w aktywacji kinazy p34cdc2 i inicjacji mitozy
zarbwno w komoérkach pro- jak i eukariotycznych
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[68-70], W komérkach ludzkich enzym ten kodowany
jest przez co najmniej dwa odrebne geny cdc25A
i cdc25B [71], a jego obecno$é wykrywa sie przede
wszystkim w jadrze komérkowym [72]. Moze to
sugerowaé, ze aktywacja przez fosfataze cdc25 kom-
pleksu kinaza p34cdc2-cyklina B zachodzi na terenie
jadra komdrkowego. Fosfataza cdc25 oprocz defos-
forylacji kinazy p34cdc2 katalizuje réwniez defosfory-
lacje szeregu modelowych substratow, takich jak fos-
foran p-nitrofenylu i ufosforylowane w tyrozynie pep-
tydy, zawsze jednak w obecnosci czynnikéw redukuja-
cych. Reakcja ta jest hamowana przez jony wanadu,
a fosfataza cdc25 inaktywowana przez NEM [68].
Centrum aktywne fosfatazy cdc25 znajduje sie w C-
koncu czasteczki [70, 72], a zastgpienie innym amino-
kwasem Cys480 w centrum aktywnym inaktywuje
enzym [70].

Doktadna analiza C-koncowego fragmentu czgaste-
czki fosfatazy cdc25 wykazata, ze nie ma w nim
pewnych sekwencji aminokwasowych bezpos$rednio
przylegajacych do centrum aktywnego innych fosfataz.
Co wiecej, sekwencje te zblizone sg do takiego samego
uktadu znajdowanego w cyklinach, zwtaszcza w cyk-
linie B [71]. Wykazanie, ze stechiometryczne ilosci
cykliny Bdodane do preparatu fosfatazy cdc25 wywo-
tuja wzrost jej aktywnosci, i to w nieobecnosci kinazy
p34cdc2, pozwolito na wysuniecie interesujgcej hipo-
tezy o mechanizmie tej aktywacji. Postuluje sie w niej,
ze na skutek dotgczenia cykliny B do fosfatazy cdc25
i odpowiednich przeksztatcen w obrebie tego hetero-
dimeru zostaje, jak gdyby, uzupetniony brak powyzej
wymienionej sekwencji (byé moze aktywujacej), a fosf-
ataza cdc25 uzyskuje petng aktywnos$é¢, poré6wnywalng
z aktywnoscia innych fosfataz [71, 74]. Chociaz ak-
tywujacy wptyw cykliny B na fosfataze cdc25 obser-
wowano w nieobecnos$ci kinazy p34cdc2, to nalezy
jednak sadzié, ze in vivo cyklina B dotgcza sie raczej do
fosfatazy cdc25 zwigzanej juz z kompleksem kinazy
p34cdc2 [75]. Okresowe wigzanie sie fosfatazy cdc25
z kompleksem kinazy p34cdc2 zostato bowiem stwier-
dzone podczas cyklu podziatlowego zarodkéw Xeno-
pus [75] i wydaje sie ono by¢ zwigzane z powtarzaja-
cym sie nagromadzeniem i rozpadem cyklin w cyklu
komorkowym. Udziat cykliny B w aktywacji fosfatazy
cdc25, oprécz opisywanego wczesniej wptywu na kina-
ze p3cdc24 i jej aktywno$¢, wyraznie uzmystawia
wielofunkcyjng role tego biatka.

W regulacji fosfatazy tyrozynowej cdc25 wydaje sie
tez bra¢ udziat biatkowy produkt genu suci, bedacy
oprécz cykliny B, druga podjednostka Scisle zwigzang
z kinazg p34cdc2 (Tabela 2). Obecnie wiadomo, ze
produkt genu suci bierze udziat w inaktywowaniu
kinazy p34cdc2, co konieczne jest do zakonczenia
mitozy [57]. Produkt genu suci hamuje wéwczas (co
wykazano w jajach Xenopus) defosforylacje fosfotyro-
zyny w kinazie p34cdc2 i powoduje spadek aktywnosci
kinazowej kompleksu [76,77]. Biatko kodowane przez
gen suci wigze sie Scisle z czasteczka kinazy w dwoch
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[78, 79] lub wiecej miejscach [80]. Wydaje sie, ze
rowniez i na fosfatazie tyrozynowej cdc25 znajduje sie
miejsce zdolne do wigzania biatkowego produktu genu
suci. Wykazano bowiem, ze produkt genu suci hamuje
aktywnosé jednej z form fosfatazy tyrozynowej cdc25
(formy kodowanej przez gen cdc2A) [71]. W odréz-
nieniu od interakcji z kinazg p34cdc2, interakcja
produktu genu suci z fosfatazg tyrozynowag jest inter-
akcjg niestabilng.

Nie wyjasniono jak dotad, czy fosfataza kodowana
przez gen cdc25 (lub jego homologi) jest jedyng fosf-
atazg zdolng do aktywacji kompleksu kinaza p34cdc2-
cyklina B in vivo. Szereg wynikéw sugeruje bowiem, ze
biatkowa fosfataza typu 2A mogtaby uczestniczy¢
w tym procesie [17, 81, 82], badZ bezpos$rednio defos-
forylujac p34cdc2, (co wykazano invitro) [10,83], badz
tez posrednio, wptywajgc na poziom ufosforylowania
kinaz tyrozynowych kodowanych u drozdzy przez
geny weel i nimi. Aktywno$¢ tych kinaz z kolei
decyduje o stopniu ufosforylowania fosfatazy cdc25.
Na podstawie obecnych danych bardziej prawdo-
podobny wydaje sie posredni udziat fosfata-
zy 2A w regulacji aktywnos$ci kompleksu kinaza
p34cdc2-cyklina B [83]. Mozna bowiem spekulowac,
ze gdyby fosfataza 2A defosforylowata kinaze p34cdc2
in vivo, odszczepiajgc reszte fosforanowa od fosfo-
treoniny w pozycji 161/167, lub ewentualnie od cykliny
B — to mogtoby to zaburzy¢ trwatos¢ kompleksu,
spowodowaé oddysocjowanie cykliny B [17, 83] i in-
aktywowaé¢ enzym. Ostatnio stwierdzono takze, ze
zahamowanie aktywnosci fosfatazy 2A, poprzez dzia-
tanie kwasu okaidowego, stymuluje defosforylacje fos-
fotyrozyny w kinazie p34cdc2 i wywotuje jej przed-
wczesng aktywacje w ekstraktach jaj Xenopus [81].
Mozna zatem sadzi¢, ze fosfataza 2A moze dziata¢ na
fosfataze cdc25 i powodujac jej defosforylacje wywoty-
wacé tym samym spadek jej aktywnosci enzymatycznej
[17]. To przypuszczenie o regulacji fosfatazy cdc25
przez fosforylacje przy udziale kinaz kodowanych
przez geny miki i weel [53] nie jest pozbawione
podstaw, gdyz wiadomo, ze fosfataza ta jest fosfobiat-
kiem, w ktorej ufosforylowana jest przede wszystkm
seryna, w mniejszym za$ stopniu treonina [57].

Jak dotad zidentyfikowano tylko nieliczne komér-
kowe substraty, na ktére dziata fosfataza 2A [84, 85].
Jednym z nich jest histon HI, ktdrego fosforylacje
przeprowadza kinaza p34cdc2 [84]. Tak wiec wydaje
sie, ze fosfataza typu 2A oprdécz udziatu w supresji
aktywacji kinazy p34cdc2 in vivo (poprzez wptyw na
fosfataze cdc25) moze takze ,,odwracac” jedno z dzia-
tan kinazy jakim jest fosforylacja histonu HI.

I1l. Udzial kinazy p34cdc2 i/lub jej homo-
logbw w sprzezeniu fazy S z rozpoczeciem
mitozy

Replikacja DNA i redystrybucja powstatych ele-
mentéw pomiedzy potomne komérki somatyczne sa
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kolejno zachodzacymi procesami utrwalonymi w cza-
sie ewolucji. Sugeruje to dziatanie precyzyjnych me-
chanizméw kontrolujgcych, z ktérymi moga inter-
ferowac réznorodne czynniki zewnetrzne, w tym liczne
zwigzki chemiczne. Zdarza sie réwniez, jak ma to np.
miejsce we wczesnych stadiach embriogenezy, ze do
podziatu komdrek moze nawet nie dochodzi¢ [86, 87],

W komoérkach ssakéw i grzybow zidentyfikowano
szereg gendw kontrolujgcych rozpoczecie mitozy we
wiasciwym momencie cyklu komdrkowego. Sg to na
przyktad: gen rccl z nerkowych komérek chomika [88,
89]; geny nimA i bimE z Aspergillus nidulans [90, 91];
gen rad9 z S. cerevisiae [92] oraz omawiany juz gen
cdc2, lub jego homologi znajdowane we wszystkich
badanych komérkach [35, 93, 94]. Do niedawna
sgdzono, ze geny te sg elementami odrebnych sys-
teméw wigzacych replikacje DNA i/lub reperacje
DNA z inicjacjg mitozy. Obecnie jednak zaczyna sie
krystalizowa¢ i utrwala¢ poglad, ze dziatania bial-
kowych produktéw tych gendw sg w pewnym stopniu
powigzane.

Szczegblng uwage posSwiece produktowi genu cdc2,
kinazie p34cdc2, ktorej rola (lub jej homologbw)
w cyklu komérkowym, ito nie tylko w inicjacji mitozy,
wydaje sie by¢ niepodwazalna [2], Szereg obserwacji
przemawia za jej udziatem w syntezie DNA ipojawia-
jacej sie nastepnie mitozie. | tak wykazywano wzrost
ekspresji genu cdc2, przejawiajacy sie wzrostem pozio-
mu wiasciwego mRNA ibiatka p34cdc2 w stymulowa-
nych mitogenem ludzkich limfocytach T bedacych
w fazie G1-S [95]. Wprowadzenie do nich mRNA cdc2
0 ,antysensownym” uktadzie nukleotydéw zmniej-
szato ekspresje genu cdc2, hamowato tez synteze DNA.
Do indukcji ekspresji genu cdc2 niezbedna byta takze
uprzednia indukcja protoonkogendw c-myb i c-myc.
Wzrost poziomu mRNA cdc2 wykazano takze w my-
sich komérkach 3T3 i komdrkach p6 po dziataniu
czynnikéw wzrostowych, IGF iPDGF [96]. W regula-
cji poziomu mRNA cdc2 szczegllng role okazata sie
odgrywac interakcja IGF-1 (insulin-like growth factor)
z jego komorkowym receptorem. Wprowadzenie bo-
wiem do komdrek ,,antysensownej” sekwencji nukleo-
tydowej w stosunku do mRNA kodujgcego pojawianie
sie receptora IGF-1 znosito powodowany przez IGF
wzrost poziomu mRNA cdc2. Podobny efekt co IGF-1
wywierata réwniez surowica dodana do spoczynko-
wych hodowli mtodych fibroblastéw ludzkich [97, 98]
czy chomiczych [97], Tego stymulujgcego efektu suro-
wicy nie obserwowano natomiast w komérkach sta-
rych (takze znajdujgcych sie w fazie GIl), lecz nie
odpowiadajacych wznowieniem syntezy DNA pod
wptywem mitogenéw czy czynnikéw wzrostowych. Co
wiecej, w takich starych komdrkach praktycznie nie
wykrywano obecnosci mRNA odpowiedzialnych za
synteze cyklin A i B [98].

Na bezposredni zwigzek kinazy p34cdc2 z syntezg
DNA (i mitoza) wskazuja tez miedzy innymi: obecnos$é
aktywnego enzymatycznie (kinazowo) heterokomple-

POSTEPY BIOCHEMII 38(3), 1992

ksu kinazy p34cdc2 z cykling w komorkach bedacych
w fazie S [99] oraz zatrzymanie w fazie G2 komorek
zawierajgcych zmutowang w C-konfcu kinaze p34cdc2
[100] i komorek traktowanych przeciwciatami skiero-
wanymi przeciwko ludzkiej kinazie p34cdc2 [77]. Co
wiecej, w komo6rkach ssakéw zatrzymanych w mitozie
dziataniem czynnikdw uszkadzajgcych wrzeciono mi-
totyczne stwierdzono podwyzszony poziom aktywno-
Sci kinazy p34cdc2 [101], w komdrkach za$ zatrzyma-
nych w fazie G2 (np. dziatlaniem przeciwnowotworo-
wego leku — etopozydu) znaleziono obnizony poziom
aktywnosci tej kinazy [102, 103].

Niski poziom aktywnosci kinazy p34cdc2 i brak
inicjacji mitozy moze by¢ wywotany takze przez nie-
zreplikowany DNA [104], by¢ moze, poprzez wplyw
na poziom ufosforylowania p34cdc2. Wydaje sig, ze
moze to by¢ zarowno aktywacja kinazy tyrozynowej
odpowiedzialnej za fosforylacje kinazy p34cdc2 [53]
jak i hamowanie fosfatazy cdc25 [93], nie za$ hamuja-
cy wptyw na synteze cyklin iewentualne zaburzenia ich
wigzania z kinazg p34cdc2. Na udziat produktu genu
cdc25 w powigzaniach replikacji DNA i mitozy wska-
zuja tez wyniki badan tych proceséw w mutantach S.
pombe charakteryzujacych sie badz to nadekspresja
genu cdc25 badz tez obecnos$cig zmienionej kinazy
p34cdc2, nie wymagajgcej do aktywacji usuniecia
fosforanu z fosfotyrozyny [105]. W podwdjnych mu-
tantach drozdzy S. pombe nie wykazujgcych aktywno-
§ci kinaz kodowanych przez geny weel i miki kinaza
p34cdc2 nie jest ufosforylowana lub ufosforylowana
jedynie w bardzo stabym stopniu. Jest wiec stale
aktywna co ,,zezwala” na rozpoczecie mitozy komor-
kom znajdujagcym sie w kazdym momencie cyklu
komoérkowego, niezaleznie od tego czy zostata juz, czy
tez nie, zakonczona replikacja DNA [52].

Dalszych bezposrednich dowoddw na udziat kinazy
p34cdc2 w replikacji DNA dostarczyty wyniki badan,
w ktorych badz to ekstrakty jaj Xenopus [106] badz tez
mutanty S. pombe [35] w rézny sposéb pozbawiono
kinazy p34cdc2. | tak w ekstraktach z jaj Xenopus,
obserwowano zahamowanie rozpoczecia replikacji
DNA, (przy braku wptywu na powielanie DNA najuz
uprzednio utworzonych widetkach replikacyjnych), co
wydaje sie sugerowac, ze dziatanie kinazy p34cdc2
wymagane jest na etapie poprzedzajgcym rozpoczecie
replikacji. Z kolei w mutantach S. pombe zawierajgcych
zmienione, na skutek mutacji w genie cdc2, biatko p34
0 podwyzszonej podatnosci na proteoiize, obserwowa-
no wystapienie diploidyzacji DNA skorelowanej z wy-
raznie obnizonym komérkowym poziomem Kkinazy
p34cdc2. Sugerowano zatem, ze w sytuacji ,,niedobo-
ru” kinazy p34cdc2 komorka jak gdyby ,,zapomina”
o tym, ze znajduje sie w fazie G2 i podejmuje synteze
DNA zamiast rozpocza¢ mitoze.

Tak wiec niezbednos$¢ obecnosci aktywnej kinazy
p34cdc2 dwukrotnie w czasie cyklu komdrkowego
wydaje sie udowodniona. Nalezy jednak zdawaé sobie
sprawe, ze poziom aktywnosci enzymatycznej, ufos-
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forylowania czy tez asocjacja z innymi biatkami moga
by¢ w kazdym z tych etap6w rozne.

W 1991 r. wysunieto przypuszczenie, ze kinaza
p34cdc2 moze wystepowaé¢ w komoérkach w co naj-
mniej dwoch ulegajacych interkonwersji formach, fj.
w formie S wiasciwej dla rozpoczecia fazy S iw formie
M niezbednej dla wejscia komdrek w mitoze [35] (Ryc.
2). Uwzgledniajac te mozliwo$¢, jak réwniez zatozenie,

A /\
D ‘INTERFAZA MITOZA ’ MPF
-

7

v

niezreplikowane DNA

B - @@
( INTERFAZA lMlTOZA)
nlekom pletne

- : wrzeciono

mitotyczne

Ryc. 2. Schematy embrionalnego (A) i postembrionalnego (B) cyklu

komérkowego (wg 107, zmodyfikowany)

M i S formy kinazy p34cdc2

MPF — kompleks kinazy p34cdc2 w formie M z cykling

B i produktem genu suci

SPF — kompleks kinazy p34cdc2 w formie S z cyklinami

fazy Gl

ze komorka moze znajdowac sie tylko w jednym
zdwaéch stabilnych stanéw cyklu komérkowego, mito-
zie i interfazie, zdeterminowanych aktywnoscig kinazy
p34cdc2 [86] Murray ostatnio zaproponowat na-
stepujgca hipoteze przebiegu cyklu komérkowego
komorek embrionalnych i somatycznych [102]. We-
dtug tej hipotezy w cyklu komorek embrionalnych
wystepujgce naprzemiennie mitoza i interfaza kont-
rolowane sa jedynie przez zmiany aktywnosci kinazo-
wej kompleksu p34cdc2 z cykling B (MPF). W cyklu
komdrek somatycznych jak sie zaktada, dziata tez
drugi dodatkowy kompleks bedacy heterodimerem
ztozonym z kinazy p34cdc2 z cyklinami charakterys-
tycznymi dla fazy G| (SPF). Heterodimer ten miatby
stanowi¢ czynnik umozliwiajacy komaérkom przejscie
punktu restrykcyjnego START [108] — ,wydarze-
nia”, po ktérym komaérki ukierunkowane sg na synteze
DNA. Kinaza aktywna w fazie M stymulowac¢ musia-
taby powstanie formy Siczynnika SPF, z kolei za$ SPF
powstawanie formy M i kompleksu MPF aktywnego
w mitozie.

Cyklinami charakterystycznymi dla fazy Gl sg
u drozdzy biatka kodowane przez geny CLN [108-
110], w komérkach wyzszych organizméw eukarioty-
cznych role te wydajg sie petni¢ cykliny z grupy A [41,
111,112]. Stale wzrastajgca liczba wykrywanych cyk-
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lin komérkowych [113-118] sugeruje ponadto, ze
funkcje cyklin fazy GI mogtyby peini¢ takze jeszcze
biatka inne niz cyklina A. Schemat przedstawiony na
rycinie 2 nasuwa tez pytanie jak niektore komaorki, np.
poliploidalne, omijajg to regularne w czasie nastepo-
wania faz. Pozostaje ciggle do wyjasnienia czy na-
stepuje w nich degradacja kinazy p34cdc2, jak po
ukoniczeniu kazdej rundy syntezy DNA w omawia-
nych juz mutantach drozdzy, czy tez komorki takie
posiadajg inne jakieS mechanizmy omijajagce blok
syntezy DNA bez zakonczenia mitozy.

Czy kinazy p34cdc2 uczestniczace w przejsciu GI-S
i G2-M sg tymi samymi biatkami, czy tez biatkami
homologicznymi? Wydaje sie, ze przynajmniej w ko-
mdérkach wyzszych organizméw eukariotycznych sg to
odrebne biatka [31, 100, 119-126], Przejawiajg one
aktywnos$¢ kinazowg isg okres$lane jako kinazy cdk tj.
kinazy czynne w procesie podziatu komorek (cdk, celi
division kinase) lub tez kinazy zalezne od obecnosci
cyklin (cyclin dependent kinase). Transkrypt genu ko-
dujgcego kinaze cdk2 z komdrek ludzkich sktada sie
z 21 Kkilozasad i koduje polipeptyd ztozony z 298
aminokwasOw, wykazujacy znaczne podobienstwo
strukturalne do kinaz cdk2 z innych komérek jak
réwniez do kinazy p34cdc2 [123]. Kinazy cdk2 zjaj
Xenopus [121] ikomérek ludzkich [125,126] w odro6z-
nieniu od kinazy p34cdc2, tworzg kompleksy z cykling
A, a nie tworzg go z cykling B. Aktywnos$¢ kinaz cdk2
nie spada takze w koncowych etapach mitozy. Co
wiecej, pozbawienie ekstraktu z jaj Xenopus kinazy
cdk2 blokuje w nich rozpoczecie syntezy DNA bedac
bez wplywu na rozpoczecie mitozy [121]. Ostatnio
wykazano, ze cyklina A tworzy kompleksy zaréwno
z kinazg cdk2 jak i p34cdc2, powodujgc pojawianie sie
aktywnosci kinaz zarowno w fazie S, jak i pod koniec
fazy G2 [126]. Pojawienie sie aktywnos$ci kompleksu
kinazy cdk2 z cykling A w fazie S cyklu pozwala
przypuszczaé, ze uczestniczy ona, lub tez kontroluje
wydarzenia przebiegajace réwnolegle do syntezy
DNA.

IV. Uwagi koncowe

Omawiane dotychczas dane dokumentowaty uni-
wersalno$¢ mechanizmoéw kontrolujgcych cykl ko-
morkowy i podkre$laty szczegd6lng role kinazy p34cdc2
oraz biatek homologicznych przynajmniej w dwdch
etapach cyklu. Wspomniano réwniez o waznych dla
prawidtowego przebiegu cyklu genach nimA, rad9
i reel uczestniczacych, jak sie do niedawna wydawato,
w niepowigzanych z kinazg p34cdc2 mechanizmach
kontrolnych. Ostatnio publikowane prace wskazujg
jednakze na pewne powigzania dziatania produktow
tych gendw z dziataniem kinazy p34cdc2.1 tak w Asper-
gillus nidulans do rozpoczecia mitozy wydaje sie by¢
niezbedna zaréwno aktywno$é kinazy p34cdc2, jak
i kinazy kodowanej przez gen nimA [127]. Mutanty
Aspergillus pozbawione aktywnosci kinazy kodowanej
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przez gen nimA nie podejmowaty bowiem podziatéw.
Inhibitorem efektow wywotywanych przez gen nimA
jest produkt genu bimE [128]. Tak wiec prawidtowa
interakcja dziatania produktow az trzech genéw
— cdc2, nimA i bimE umozliwia rozpoczecie mitozy
w Aspergillus nidulans [129],

Z kolei dziatanie genu rad9, odpowiedzialnego u S.
pombe za zatrzymanie podziatu komérki nastepujace
w wyniku uszkodzenia DNA pod wplywem radiacji,
wydaje sie mie¢ zwigzek z inaktywacja kinazy p34cdc2.
Przypuszczalny mechanizm, w ktérym uczestniczy gen
rad9 i jego homologi, zaktada, ze geny rad moga
indukowaé¢ wydarzenia prowadzgce do uczynnienia
genu weel, negatywnego regulatora kinazy p34cdc2
[130-132], Mniej prawdopodobny wydaje sie hamuja-
cy wptyw produktéw gendw rad na ekspresje genu
cdc25 [132], Wydaje sie, ze ten ostatni mechanizm
dziata tylko wowczas, gdy synteza DNA zahamowana
jest przez specyficzne inhibitory [105].

Regulatorem aktywnosci kinazy p34cdc2 jest takze
jadrowe biatko wigzagce DNA, kodowane przez gen
reel w komorkach kregowcdéw i owaddéw [133] i ho-
mologiczny do nich gen piml u S. pombe [134],
Eksperymentalnie spowodowany brak biatka RCC1
kodowanego przez te geny wywoluje w komadrkach
znajdujacych sie tylko w fazie syntezy DNA roz-
sprezenie cyklu i przedwczesne zapoczgtkowanie mito-
zy, rownoczesne ze wzrostem aktywnosci Kkinazy
p34cdc2 [135], Do aktywacji kinazy p34cdc2 w tym
uktadzie konieczna jest takze, oprécz obecnosci cyk-
liny B, obecnos¢ jednego lub kilku biatek dotychczas
blizej nie opisanych [135].

Z przedstawionego przegladu wynika, ze nasza
wiedza o mechanizmach regulujacych przebieg cyklu
mitotycznego komorek prawidtowych pogiebia sie
coraz bardziej. Przyczyni sie to z pewnoscig takze do
poznania podfoza zaburzen regulacji cyklu w komor-
kach nowotworowych. Wydaje sie bowiem, ze mecha-
nizmy lezace u podstaw czesto spotykanej w komor-
kach nowotworowych aneuploidyzacji, czy tez za-
trzymania ich w fazie G2 cyklu, moga by¢ podobne do
mechanizmoéw spotykanych w omawianych powyzej
komorkach drozdzy [136]. Ponadto odkrycie, ze
wsrod licznych substratdw, na ktére dziatajg w komor-
ce kinaza p34cdc2 lub jej homologi sg tez biatka
kodowane przez geny Rb i p53 bedgce supresorami
nowotwordw, stwarza dalsze mozliwosci badania me-
chanizméw funkcjonowania tych endogennych inhibi-
torow podziatdw komorkowych [137-139]. | ostatnia
rzecz bedgca jak gdyby praktycznym zastosowaniem
informacji, ze kinaza p34cdc2 jest kluczowym en-
zymem dla przebiegu mitozy. Opracowano mianowi-
cie pomystowy test, zzastosowaniem immobilizowanej
na ptytkach aktywnej kinazy p34cdc2 [137], do bada-
nia in vitro zwigzkéw o dziataniu antymitotycznym,
potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych.

Artykut otrzymano 5 maja 1992 r.
Zaakceptowano do druku 28 maja 1992 r.
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Metabolizm fosfatydyloinozytoli i ich rola
w przekazywaniu informacji w komdérkach roslinnych

Metabolism of phosphoinositides and their role
in signal transduction in plant cells.
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Wykaz stosowanych skrotow:

CDPDG — CDPdiacyloglicerol; DG — diacyloglicerol; Ins
— myoinozytol; InsP — monofosfoinozytole; Ins (1) P
— inozytolo (1) fosforan; Ins(4)P — inozytolo (4) fosforan;
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InsP2 — bisfosfoinozytole; Ins(l, 4)P2 — inozytolo (1,
4) bisfosforan; Ins (4, 5 P2 — inozytolo (4, 5)bisfosforan;
Ins (1, 4, 5)P3 — inozytolo (1, 4, 5)trisfosforan, InsP3,
trisfosfoinozytol; Ins (1, 3, 4)P3 — inozytolo (1, 3, 4) trisfos-
foran (nie objety nazwag InsP3); Ins (2, 4, 5) P3— inozytolo (2,
4, 5) trisfosforan; InsP4 — tetrakisfosfoinozytole; Ins (1, 3, 4,
5) P4— inozytolo (1, 3,4, 5) tetrakisfosforan; Ins (1, 3,4, 6) P4
— inozytolo (1, 3,4,6) tetrakisfosforan; InsP5— pentakisfos-
foinozytole; Ins (1, 3, 4, 5, 6) P5— inozytolo (1, 3, 4, 5, 6)
pentakisfosforan; InsP6 — heksakisfosfoinozytol; InsP3R
— receptor trisfosfoinozytolu; PA — kwas fosfatydowy; PLC
— fosfolipaza C; PKC — kinaza biatkowa C; PtdIns
— fosfatydyloinozytol; PtdinsP — fosfatydyloinozytolofos-
foran; Ptdins )P — fosfatydyloinozytolo (3) fosforan;
Ptdins (4) P — fosfatydyloinozytolo (4) fosforan; PtdlIns (3,
4)P2 — fosfatydyloinozytolo (3, 4) bisfosforan; PtdIns (4,
5) P2 — fosfatydyloinozytolo (4, 5) bisfosforan; PtdiIns (3, 4,
5) P3— fosfatydyloinozytolo (3, 4, 5) trisfosforan; TPA — es-
ter forbolu (12-mirystylo, 13-acetylo ester forbolu).

1. Wstep

Niewiele jeszcze wiadomo na temat mechanizmow
przewodzenia wewnatrzkomdrkowego sygnatow i ich
przemiany w odpowiedz w komadrkach roslinnych [1,
2, 3]. W komorkach zwierzecych funkcjonujg dwa
podstawowe szlaki przekazywania informacji we-
wnatrzkomdérkowej. Pierwszy zwigzany jest z powsta-
waniem cyklicznego AMP, drugi — z hydrolizg fo-
sfatydyloinozytoli. W roslinach wyzszych stwierdzono
istnienie cyklicznego AMP [4], ale jak do tej pory nie
wykazano, czy peini on role wtdérnego przekaznika
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informacji [3], Wiadomo jednak, ze i w tych organiz-
mach znajdujg sie uklady prowadzace do hydrolizy
fosfolipidéw inozytolowych, oraz zachodzg przeksztat-
cenia metaboliczne produktéw ich degradacji. Choéby
dlatego mozna sadzi¢, ze i w roSlinach funkcjonuje
drugi szlak przekazywania informacji, w ktérym pow-
stajg dwa wtorne przekazniki — trisfosfoinozytol, Ins
(1, 4, 5) P3i diacyloglicerol, DG [1, 2, 3]. Znaczenie
tych przekaznikdéw, jak réwniez czynnikéw pobudza-
jacych hydrolize fosfolipidow inozytolowych w komér-
kach zwierzecych omawiajg liczne artykuty przeglado-

we [5-9]*.
Niniejsza praca stara sie podsumowac stan wiedzy
na temat metabolizmu fosfatydyloinozytoli i ich roli

w przekazywaniu informacji w komérkach roslinnych,
probujac znalez¢ analogie pomiedzy S$wiatem roslin
i zwierzat.

Il. Przekazywanie informacji

Rycina 1prezentuje schemat ilustrujgcy metabolizm
fosfatydyloinozytoli i ich role w przekazywaniu infor-
macji w komorkach zwierzecych i roélinnych; stanowi
takze plan artykutu z zaznaczeniem kolejno$ci oma-
wianych probleméw.

1. Stymulacja komorki
Mechanizm przekazywania informacji z udziatem

fosfatydyloinozytoli jest juz dobrze poznany [5-7],
Powszechnie wiadomo, ze w komorkach zwierzecych

informacja niesiona przez rdéznorodne bodzce jest
odbierana przez receptory znajdujace sie na zewnetrz-
nej powierzchni btony plazmatycznej [5-7]. W kom6r-
kach roslinnych, jak do tej pory, nie udato sie wyizolo-
wac tego rodzaju receptoréw [1, 2, 3]. Fakt ten, nawet
przy og6lnie niskim stanie wiedzy o ro$linnych biat-
kach btonowych, jest zdumiewajacy [2], Dlatego roz-
wazajagc wczesny etap procesu sygnatowego, jedynie
zaktada sie istnienie systemu receptoréw odbierajg-
cych okre$lone bodzce. Posrednich dowodéw na ist-
nienie takiego systemu dostarczajg badania nad dzia-
taniem auksyny [10], Swiatta [11], szoku osmotycz-
nego [12], czy grawitacji [2, 3]. | tak, dodanie do
znakowanej uprzednio [3H] inozytolem kultury ko-
morkowej Catharanthus roseus, syntetycznego analo-
gu auksyny — 2, 4-D, powoduje szybki wzrost pozio-
mu Ins (4,5) P2ilns (1,4,5) P3[10]. Tak jak w organiz-
mach zwierzecych zmianom tym towarzyszy spadek
poziomu znakowanego PtdInsP iPtdIns (4, 5) P 2. Tak-
ze ekspozycja na $wiatto poduszeczki lisSciowej Sama-
nea saman (ro$lina z rodziny Mimozowatych) juz po
15 s powoduje wzrost poziomu Ins (4,5) P2 oraz
Ins(l,4,5)P3 [11]. Podobnie reagujg jednokomor-
kowe glony Dunaliella salina, w ktérych szok hypo-
osmotyczny powoduje gwattowny spadek poziomu
fosfolipidéw inozytolowych PtinsP i PtdIns (4,5) P2
[12].

Dane te pozwalajg sadzi¢ o istnieniu specyficznych
receptoréw, ale pozostawiajg watpliwosci, czy na pew-
no sg one integralnymi skfadnikami biatkowymi plaz-
molemmy [2].

q_) BODZIEC RECEPTOR * patrz takze: Wikiet H. Strosznajder J.
2 £ (1988) Post. Biol. Kom. 15; 1-23; Nowak
JZ, (1988) Kosmos 37: 339-378; Kwiat-
Q) BIALKO G kowska J. (1988) Post. Biochem. 34:
i n 123-130; Kwiatkowska J. (1988) Post.
Biochem. 35: 253-263; Wikiet H. Strosz-
6) FOSFOLIPAZA C najder J. (1991) Post. Biol. Kom. 18:
@) 109-115.
PtdIins(3)P Ptd Ins (3,4) P2
Ptdins PtdIns(4)P —~ | Ptd Ins (4,5)F] - Pldfns(3,4.5)P1
6) CDPDG = PA ==
CcTP
Ins(1,4)P ==
-_— 2 \
@) Ins  Ins(4)P Ins (1.4,5) P.| —fc*Ins(1,3,4,5)P4
s, 5P (1,4.5) Py
Ins (1, 3,4) B3 Ins (1,3,4,5,6) PR Ins R
[n p3R Ins (1, 3,4,6) P,
-

O

108

|MOBILIZACJA JONOW Ca2+

POSTEPY BIOCHEMII 38(3), 1992



2. Biatka G

Wystepowanie biatek G w organizmach roslinnych
wykazano pos$rednio, dzieki doSwiadczeniom stwier-
dzajacym wigzanie GTP i jego niehydrolizujgcego
analogu do frakcji btonowej [13]. Ostatnio ziden-
tyfikowano biatka G w plazmolemmie wielu roslin
wyzszych, uzywajgc przeciwciat przeciwko podjedno-
stce a krdliczych biatek G [13]. Wyizolowane biatka
G (podjednostka a) charakteryzujg sie nizszg masg
czasteczkowa (20-30 kD) niz ta, ktora wystepuje
w organizmach zwierzecych (39-41 kD). Na tej pod-
stawie Einspahr i Thompson [2] wysuneli
przypuszczenie, ze by¢ moze nie nalezg one do tej samej
rodziny co tréjpodjednostkowe zwierzece biatka G.

Dowody na wigczenie biatek G w tanicuch przekazy-
wania informacji w komdrkach roslinnych pochodza
z préb ich izolowania, identyfikacji, poréwnania wtas-
ciwosci z wiasnosciami charakterystycznymi dla zwie-
rzecych biatek G, oraz z préb wykazania ich udziatu
w obrocie polifosfoinozytoli. Jak do tej pory nie
uzyskano bezposrednich dowodéw na udziat biatek
G w przekazywaniu informacji zwigzanej z hydrolizg

Ryc. 1. Udziat fosfolipidéw inozytolowych w przekazywaniu infor-
macji w komaorce zwierzecej i roslinnej. Kolejne numery
znajdujace sie po lewej stronie rysunku (1-7) odpowiadaja
poszczeg6lnym podrozdziatom artykutu.

(1) W komérce zwierzecej zewngtrzne bodzce dziataja na znajdujace

sie na zewnetrznej powierzchni btony plazmatycznej receptory.

W komoérce ros$linnej, jak dotad nie udato sie wykazac ich obecnosci.

(2) Zaréowno w komédrkach zwierzecych, jak i roslinnych, istnieja

posrednie dowody na wiaczenie biatek G w proces przekazywania

informacji.

(3) Sygnat poprzez biatko G przekazywany jest na fosfolipaze C,

ktéra zaréwno w ro$linach, jak i w zwierzetach hydrolizuje

PtdIns(4, 5) P2 do dwéch wtérnych przekaznikow informacji: DG

i Ins(1,4,5)P3.

(4) PtdIns(4, 5) P2 jest defosforylowany do PtdIns(4)P i dalej do

Ptdins. Odpowiednie kinazy (z udziatem ATP i Mg2+) odwracajg

przebieg tych reakcji. Powyzsze przeksztatcenia wystepujg zar6wno

w $wiecie zwierzat i roslin. Klasa fosfolipidow inozytolowych (z

grupg fosforanowa w pozycji 3 pierScienia inozytolowego) znalezio-

na zostata w organizmach zwierzecych ijednokomérkowych glo-
nach. W komérkach roslin wyzszych nie stwierdzono wystepowania
tych zwigzkéw.

(5) Wtérny przekaznik informacji DG, aktywuje kinaze biatkowa

C (PKC) ijest szybko metabolizowany z udziatem kinazy diacylo-

glicerolowej i ATP do kwasu fosfatydowego (PA). PA przeksztatca

sie w CDP-diacyloglicerol (CDPDG), ktéry reaguje z myo-inozyto-
lem (Ins) tworzac Ptdins. Przeksztatcenia te zachodzg w obu typach
komarek.

(6) Drugi wtérny przekaznik — Ins (1,4,5) P3 ulega zaréwno w jed-

nych jak idrugich komorkach licznym przeksztatceniom metaboli-

cznym. Gtéwnym produktem defosforylacji tego zwigzku w $wiecie
zwierzat i u jednokomérkowych glonéw jest Ins(l,4)P2, podczas
gdy Ins(4,5) P2 jest dominujagcym produktem wsréd roélin wyz-
szych. Polifosfoinozytole sa szeroko rozpowszechnione w organiz-
mach zwierzecych. W $wiecie roslin wykazano ich obecno$¢ jedynie

w glonach Chlamydomonas eugametos, gdzie InsP5 wydaje sie

pochodzi¢ z bezposrednich fosforylacji InsP3 (b) podczas gdy

u zwierzat powstaje w wyniku nastepujacych po sobie proceséw

fosforylacji i defosforylacji (a).

(7) Biologiczna rola Ins(1,4,5)P3 polega na mobilizacji Ca2+

zarobwno w komdrce zwierzecej jak i roslinnej. W endoplazmatycz-

nym retikulum komoérek zwierzecych i w wakuolach komérki
roélinnej wykazano obecno$¢ specyficznych receptoréw dla

Ins(1,4,5)P3.Ins (1,4,5) P3wiazac si¢ z receptorem (InsP3R) powo-

duje zmiane konformacyjng jego podjednostek, otwarcie kanatu

i wyptyw Ca2+ do cytosolu.
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Ptdins (4, 5) P2 natomiast posrednie dowody wskazu-
ja na ich role w regulacji aktywnosci fosfolipazy
C (PLC).

3. Fosfolipaza C

W wielu tkankach roslin wyzszych wykazano ak-
tywnos$é fosfolipazy C (PLC) specyficznie hydrolizuja-
cej fosfolipidy inozytolowe [1, 2, 3]. Udato sie wyizolo-
wac dwie formy tego enzymu — rozpuszczalng i zwig-
zang z btong komdérkowga [14], Substratami dla fo-
sfolipazy C w plazmolemmie sg fosfatydyloinozyto-
lo (4) fosforan (Ptdins (4)P) i fosfatydyloinozyto-
lo (4, 5)bisfosforan (Ptdins (4,5) P2), natomiast nie jest
nim fosfatydyloinozytol (Ptdins). Odwrotna sytuacja
ma miejsce z fosfolipazag C wystepujagcg w cytosolu.
Aktywnos$¢ wszystkich izomerycznych form roslinnej
fosfolipazy C zalezy od Ca2+. Optymalne stezenie
wapnia jest typowe dla okreslonych gatunkéw roslin
i waha sie w granicach od 10~5do 10~4 M [14], Ta
witasciwos¢ roslinnego enzymu odrdznia go od analo-
gicznej fosfolipazy C dziatajgcej w komorkach zwierze-
cych. Fosfolipaza C hydrolizujgca Ptdins (4, 5) P2 wy-
kazuje bowiem maksimum aktywnoS$ci przy stezeniu
Ca2+ ponizej 10-6 M, ktére odpowiada poziomowi
tego jonu w komdrce zwierzecej przed pobudzeniem
[5-7].

4. Fosfolipidy inozytolowe

Zaréwno w materiale z catych roélin, jak iw hodow-
lach komérek i tkanek, stwierdzono wystepowanie
Ptdins, Ptdins (4) P i Ptdins (4,5) P2. Wykazano, ze
ilos¢ Ptdins jest dwukrotnie wieksza (8— 15 mol%) niz
ta znajdowana w btonach komoérek zwierzecych [2].
Ufosforylowane formy Ptdins, przez wiele lat nie byly
identyfikowane w organizmach roslinnych z powodu
ich znikomych ilosci. W ro$linach wystepuja ponadto
znaczne ilosci fosfolipidowych lizopochodnych mig-
rujacych w uktadach chromatograficznych (chromato-
grafia cienkowarstwowa — TLC) razem z fosfolipida-
mi inozytolowymi [14], Dopiero bardziej nowoczesne
techniki analityczne (HPLC — wysokoci$nieniowa
chromatografia cieczowa) pozwolity na ich wyodreb-
nienie i oznaczenie iloSciowe. Stwierdzono, ze zawar-
tos¢ Ptdins (4, 5)P2 w komodrkach roslinnych nie
przekracza 1% wszystkich fosfolipidéw inozytolo-
wych [2]. W btonie plazmatycznej poziom Ptdins (4) P
i PtdIns(4, 5)P2 wynosi odpowiednio 5% i 1,5%
catosci fosfolipiddw bionowych [14, 16]. Roslinne
fosfolipidy inozytolowe r6znig sie zasadniczo od fo-
sfolipidow inozytolowych zwierzecych skfadem kwa-
séw ttuszczowych. Gtdwne kwasy ttuszczowe fosfolipi-
déw inozytolowych komorek zwierzecych to kwas
stearynowy i kwas arachidonowy [9], natomiast ko-
morek roslinnych kwas palmitynowy, linolowy i lino-
lenowy [3]. Jak dotad nie stwierdzono w czgsteczce
fosfolipiddw inozytolowych ro$lin wyzszych obecnoSci
kwasu arachidonowego.
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Fosforylacja Ptdins do PtdIns(4)P i dalej
PtdIns(4,5) P2 przebiega, podobnie jak w organiz-
mach zwierzecych z udziatem okres$lonych kinaz, ATP
iMg2+. Wykazano, ze u zwierzat PtdlIns (4, 5) P2moze
ulega¢ dalszej fosforylacji z udzialem specyficznej
kinazy wprowadzajagcej grupe fosforanowag w potoze-
niu 3 pierscienia inozytolowego. PtdIns (3,4,5) P3oraz
3-podstawione produkty jego degradacji stanowig
klase fosfolipidéw inozytolowych, ktérej znaczenie
biologiczne nie jest w petni wyjasnione, cho¢ uwaza sie,
ze sg istotne w procesach réznicowania komérek [17].
Fosfolipidy tej klasy nie zostaty jeszcze wykryte wsrod
roslin wyzszych [1, 2, 3], natomiast znaleziono je
u jednokomaérkowych glonéw Chlamydomonas euga-
metos [18]. W komdrkach Catharantus roseus zaobser-
wowano, ze aktywnosci kinaz PtdIns i PtdIlnsP zmie-
niajg sie w cyklu komérkowym osiggajgc maksimum
w fazie podziatu. W fazie elongacji komorki aktywnos$¢
kinaz jest duzo nizsza, jednak takze znaczgca [19].
Odwrotna reakcja — defosforylacja — zachodzi
z udziatem fosfomonoesteraz. W glonach Dunaliella
salina wykazano aktywnos$¢ enzymdw degradujacych
PtdIns (4,5) P2do Ptdins (4) P i PtdIns (4) P do PtdIns
[15]. W bionach plazmatycznych nasion soji wy-
stepuje natomiast zalezna od Ca2+ fosfomonoesteraza,
wysoce specyficzna wobec PtdIns (4) P [3].

Fosfolipidem, ktéry ,,odpowiada” na bodziec jest
w komdrkach roslinnych, podobnie jak i w zwierze-
cych, PtdIns (4,5) P2. Nalezy sadzi¢, ze zaktywowana
poprzez biatko G fosfolipaza C powoduje rozpad tego
fosfolipidu do dwéch wtérnych przekaznikéw InsP3
i DG.

5. Diacyloglicerole i biatkowa kinaza C

Wydaje sie, ze podobnie jak u zwierzat tak iu roslin,
DG pojawia sie w wyniku stymulacji komérki. Zaob-
serwowano, ze w komoérkach poduszeczki liSciowej
Samanea saman, ekspozycja na S$wiattlo powoduje
w ciggu 30 s podwyzszenie zawartosci DG [20].

Utworzone DG ulegajg szybkim przemianom meta-
bolicznym. Przez lipazy sg degradowane do mono-
gliceroli i glicerolu, a przez kinaze diacyloglicerolowg
fosforylowane do kwasu fosfatydowego (PA). Zwiaza-
na z btong roslinna kinaza diacyliglicerolowa zostata
ostatnio oczyszczona; jej masa czgsteczkowa wynosi
51 kD. Enzym wymaga do petnej aktywnosci zarowno
kationow dwuwartosciowych jak i fosfolipidéw [21].
W odréznieniu, w komdérkach zwierzecych enzym ten
zostat zidentyfikowany jako biatko cytosolowe, 80 kD,
ktérego translokacja do btony plazmatycznej jest
indukowana przez DG [22]. Reakcja prowadzona
przez ten enyzm  zapoczatkowuje  resynteze
PtdIns (4,5)P2, podobnie jak ma to miejsce w Swiecie
zwierzat.

W poddawanych szokowi osmotycznemu glonach
D. salina obserwowano podwyzszenie poziomu PA
przy rownoczesnym obnizeniu zawartosci PtdIns (4) P
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i PtdIns (4,5) P2 Zjawisko to ttumaczono gwaltowng
przemiang DG [12].

Diacyloglicerole sg w komdérkach zwierzecych natu-
ralnymi aktywatorami kinazy biatkowej C (PKC).
W roslinach opisano serynowo/treoninowe Kkinazy
biatkowe o podobnych witasnosciach jak PKC zwierze-
ce, to znaczy, wymagajgce do peinej aktywacji Ca2+,
fosfolipidow i DG. Wyizolowano ioczyszczono kinazy
biatkowe z Cuculrbita pepo [23] oraz Amaranthus
tricolor [24]. Kinaza z nasion A. tricolor o masie
czasteczkowej 84.5 kD maksimum aktywnos$ci wyka-
zuje w obecnos$ci 1pM Ca2+,40 pg/ml fosfatydylosery-
ny i 8 pg/ml dioleiny (diacyloglicerolu zawierajgcego
w czgsteczce dwa kwasy oleinowe) [24]. Aktywnosé
tych enzyméw, w przeciwiefstwie do PKC z tkanek
zwierzecych, nie jest modyfikowana przez estry forbolu
(TPA) [23, 24]. Natomiast aktywno$¢ kinazowa tego
typu badana w ekstrakcie z pszenicy byta zalezna od
estrow forbolu i ulegata stymulacji zar6wno przez
mieszanine fosfatydyloseryny i TPA, jak i fosfatydylo-
seryny z dioleing [25]. Ostatnie badania na komor-
kach Nitella syncarpa wykazaty, ze TPA modyfikuje
napieciowo-zalezne kanaty wapniowe, a polimyksyna
B (inhibitor PKC) znosi ten efekt [26].

Badania nad ro$linng kinazg biatkowg C sg jednak
dopiero na poczatkowym etapie rozwoju, dlatego nie
ma danych dotyczacych regulacji tego enzymu.

6. Trisfosfoinozytol i inne fosfoinozytole

Identyfikacja rozpuszczalnych w wodzie produktéw
rozpadu fosfolipidéw inozytolowych nastreczata du-
zych trudnos$ci. Problem stanowit fakt, ze znakowane
in vivo [3H] inozytolem ros$liny, moga metabolizowaé
ten zwigzek do kwasu glukuronowego, arabinozy, czy
ksylozy [1, 2, 3]. Zwiazki te, jako rozpuszczalne
w wodzie wymywayjg sie wspOlnie z frakcjg fosfoinozy-
toli zanieczyszczajac ja. Jak dotad, najlepsza metoda
identyfikacji fosfoinozytoli roslinnych jest analiza
HPLC, po rozdziale na kolumnie z wymieniaczem
anionowym [2].

W roslinach wyzszych potwierdzono dotychczas
obecnos$¢ nastepujgcych polifosfoinozytoli: Ins(I)P,
Ins(1,4)P2, Ins(4,5)P2 Ins(1,4,5)P3 i Ins(l1,3,4)P3
[2,10,14]. W organizmach tych wystepuje tez inozytol
podstawiony szescioma grupami fosforanowymi. Ze
wzgledu na wrazliwo$¢ na dziatanie agonistow wy-
odrebniono dwie grupy polifosfoinozytoli wystepuja-
cych w komérkach zwierzecych. Poziom ,wrazliwych”
polifosfoinozytoli zmienia sie szybko po stymulacji
komorki, natomiast ,niewrazliwe”, takie jak InsP5
i InsP6, reagujg bardzo wolno [27]. Podejrzewa sie, ze
te ostatnie zwiazki petnig funkcje strukturalne stano-
wigc sktadniki bton [6]; moga tez dziata¢ jako bodzZce
zewnetrzne [28].

W roslinach InsP6 jest szeroko rozpowszechniony
i znany od dawna pod nazwg kwasu fitynowego.
Wiadomo réwniez o nim, ze petni funkcje wewnatrz-
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komorkowego magazynu fosforu i innych jonow nie-
organicznych, waznych w rozwoju i kietkowaniu roslin.

Ins (1,4, 5) P3w tkankach zwierzecych jest metaboli-
zowany do myo-inozytolu przez kolejne defosforylacje,
badz ulega fosforylacji z udziatem okreslonej kinazy
i ATP. Proces defosforylacji Ins (1,4,5) P 3w ro$linach
wydaje sie przebiegaé w sposéb bardziej skomplikowa-
ny. Defosforylacja Ins(1,4,5) P3 w S$wiecie zwierzat
prowadzi do powstania Ins (1,4) P2 podczas gdy u ros-
lin powstajag dwa zwiazki: Ins(l,4)P2 i Ins(4,5) P2
Ponadto, u zwierzat jony Li+ hamujg defosforylacje
monofosfoinozytoli, podczas gdy u roslin, w zaleznosci
od gatunku, odpowiedz na Li+ moze by¢ r6zna — od
braku wptywu do dziatania hamujacego na reakcje
defosforylacji bisfosfoinozytoli [3].

W $wiecie zwierzat fosforylacja Ins (1,4, 5)P3 pro-
wadzi do powstania polifosfoinozytolu z czterema
grupami fosforanowymi — Ins (1,3,4,5) P4 [6]. Zwig-
zek ten prawdopodobnie pelni role wtérnego prze-
kaznika informacji dziatajagc synergistycznie z Ins
(1,4, 5) P3w aktywacji kanatéw w btonie plazmatycz-
nej, a co za tym idzie, powoduje wnikanie Ca2+ do
komorki [6, 8].

Wystepowanie polifosfoinozytoli z czterema i pie-
cioma grupami fosforanowymi nie zostato jak dotad
potwierdzone w komérkach roslin wyzszych [1, 2, 3].
Natomiast opisano je w zielonych glonach Chlamydo-
monas eugametos [18]. W tych jednokomérkowych
organizmach wykazano, ze fosforylacja Ins (1,4,5) P3
prowadzi do powstania Ins(l, 3,4,5) P4. Zwigzek ten
ulega defosforylacji do Ins (1,3,4) P3 lub dalszej fo-
sforylacji do polifosfoinozytolu z piecioma grupami
fosforanowymi Ins (1,3,4,5,6)P5 [18].

Jednokomdrkowe glony C. eugametos sg takze jedy-
nymi organizmami roslinnymi, w ktérych wykazano
wystepowanie niedawno odkrytej u zwierzat klasy
fosfolipidow inozytolowych posiadajacych grupe fo-
sforanowg w pozycji 3 pierscienia inozytolowego.

To podobienstwo przeksztatcen metabolicznych po-
lifosfoinozytoli i fosfolipidéw inozytolowych u jedno-
komérkowych glonoéw i u zwierzat, Swiadczy wedtug
Irvina o wyksztatceniu sie tych zwigzkéw juz na
wczesnym etapie rozwoju ewolucyjnego organizmow
eukariotycznych [18].

7. Mobilizacja wapnia w komorce*

W komdrkach zwierzecych powstaniu Ins (1,4. 5P 3
towarzyszy zawsze wyptyw Ca2+ z magazynéw we-
wnatrzkomorkowych do cytosolu [8]. Uwaza sie, ze
organellg, z ktérej uwalniany jest wapn w czasie
stymulacji komorki jest endoplazmatyczne retikulum.
Wiadomo, ze w jego btonie znajdujg sie specyficzne
receptory (InsP3R) wigzace trisfosfoinozytol —
Ins (1,4,5) P3. InsP3R jest tetramerem, jego podjed-

* patrz takze: Bialczyk J. Lechowski Z. ,,Rola wapnia
w funkcjonowaniu systeméw informacyjnych komarki ros-
linnej”, Wiadomosci Botaniczne 34(4): 11-30, 1990
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nostki tworzg kanat, przez ktéry nastepuje uwolnienie
Ca2+do cytosolu. W organizmach zwierzecych zawar-
tos¢ Ca2+ w cytoplazmie wynosi od 10-8 do 10~7
M [29],

Podobne stezenie wolnych jonéw Ca2+ wystepuje
w komorkach roslinnych [3]. Natomiast wchodzacy
do komorki rodlinnej wapn jest magazynowany gtow-
nie w wakuolach, a takze w retikulum endoplaz-
matycznym. Stezenie Ca2+ w wakuolach wynosi od
10“4do 10“2 M. Pierwsze dane mowigce o uwalnianiu
Ca2+ przez Ins(1,4,5) P3 w komdrkach roslinnych
pochodzg z badan na frakcji mikrosomalnej z dyni
[30] i z kukurydzy [31]. Ostatnio wykazano, ze
w izolowanych btonach wakuolarnych buraka znaj-
dujg sie receptory dla Ins (1,4,5) P3[32]. Zwigzek ten
juz wstezeniu 10- 6 M wigze sie z receptorem, powodu-
je otwarcie kanatu i wyptyw Ca2+. Inne polifosfoinozy-
tole, jak: Ins(l,4)P2, Ins(l,3,4)P3 1Ins(2,45)P3
i Ins(l, 3,4,5) P4 nie wywierajag podobnego dziatania.
Otwieranie kanatu InsP3R jest zalezne od napiecia
i podobnie jak w organizmach zwierzecych [8,29], jest
hamowane przez heparyne [32].

To odkrycie wskazuje takze na pokrewienstwo
ewolucyjne $wiata ro$lin i zwierzat, ktére mimo szere-
gu réznic majg podobny model przekazywania infor-
macji w komorce i zwigzany z nim podobny system
receptorow wewnagtrzkomoérkowych.

Il. Uwagi kohcowe

Jest coraz bardziej oczywiste, ze poszczegdlne ele-
menty poznanego w Swiecie zwierzat ukiadu prze-
twarzania informacji zwigzanego z hydrolizg fosfolipi-
déw inozytolowych wystepujg takze u roslin. Zasad-
niczg réznicg wydaje sie by¢ brak receptoréw w btonie
plazmatycznej komérek roslinnych. Wydaje sie takze,
ze ro$linne biatka G, ze wzgledu na ich matlg mase
czasteczkowg, mozna zakwalifikowaé do innej rodziny
niz trojpodjednostkowe biatka zwierzece. Wystepujace
w Swiecie roslin fosfolipidy inozytolowe nie zawierajg,
w odrdznieniu od zwierzat, kwasu arachidonowego.
Charakteryzujg sie natomiast znacznymi iloSciami
lizopochodnych co stanowi dodatkowga trudno$¢ w ich
badaniu, nie tylko przy oznaczeniach lecz takze przy
rozumieniu ich roli biologicznej.

Poszczegblne szlaki przemian metabolicznych fo-
sfolipiddw inozytolowych i polifosfoinozytoli w Swie-
cie roslin i zwierzat réznig sie miedzy soba. Na
przykiad, znaleziono nieco inny szlak degradacji
Ins (1,4,5) P3w roslinach, ijak narazie, nie wykazano
obecnosci InsP4iInsP5w roslinach wyzszych. Jednak
w ogoOlnym zarysie model przeksztatcen tych zwigzkow
jest podobny.

Mozna przypuszczaé, ze wtorne przekazniki infor-
macji DG i InsP3 petnig u roslin podobng role jak
w organizmach zwierzecych. Wydaje sie, ze DG ak-
tywuje kinaze biatkowa C, cho¢ nie zostato to jedno-
znacznie wykazane. Natomiast wiadomo, ze InsP3
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odpowiada za mobilizacje wapnia w komérce.
Ogromnie interesujace okazato sie spostrzezenie, ze
wakuole bedace gtdwnym magazynem Ca2+w komor-
ce roslinnej maja specyficzne receptory dla InsP3
i podobnie jak w retikulum endoplazmatycznym zwie-

rzat uwalniajg przez nie wapn do cytoplazmy.
Podobienstwa ukladéw przetwarzania informacji
z udziatem fosfolipidéw inozytolowych w $wiecie zwie-
rzat i roslin prowadza takze do wnioskow ewolucyj-
nych. W organizmach prokariotycznych fosfolipidy
inozytolowe spotykane sg rzadko [33]. Mozna zatem
sadzi¢, ze skok ewolucyjny miedzy organizmami pro-
kariotycznymi i eukariotycznymi nie polega tylko na
réznicach morfologicznych czy metabolicznych, lecz
takze przejawia si¢ w innym sposobie przekazywania

informacji w komoérce.

Artykut otrzymano 5 maja 1992 r.
Zaakceptowano do druku 29 maja 1992 r.
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Rybonukleaza P — przykiad katalitycznej aktywnosci
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Ukazanie sie w 1972 roku artykutu [1] opisujgcego
rybonukleaze P (RNaze P), enzym uczestniczacy
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w procesie dojrzewania tRNA, nie zapowiadato lawiny
zmian w enzymologii, ktorg wywotaty p6zniejsze ba-
dania nad czasteczkg tego enzymu. Trudno tez byto
przewidzieé, zejeden zautoréw tej publikacji — Sidney
Altman — zostanie za 17 lat uhonorowany nagrodg
Nobla.

Prace nad tym enzymem spowodowaly znaczne
rozszerzenie pola badan biochemicznych, ukazaty bo-
wiem nowe aspekty wewnatrzkomdrkowych proceséw
oraz nowe role czasteczek w nich uczestniczacych.
Dzieki nim zostato przetamane dotychczasowe mys-
lenie 0 enzymie wyltgcznie jako o biatku. Ta zmiana
sposobu myslenia byta w pewnym stopniu utatwiona
wczesniejszym odkryciem, dokonanym przez Cecha
w 1981 roku [2], dotyczagcym samowycinajacych sie
intronéw [3,4, 5,6, 7], lecz i tak nie przyszta ona tatwo.

Il. RNaza P — funkcja, struktura, wystepo-
wanie

RNaza P uczestniczy w dojrzewaniu tRNA, tnac
odpowiednio pre-tRNA, w wyniku czego powstaje 5'
koniec czagsteczki [8, 9]. W skiad tego enzymu np. u E.
coli wchodzi niewielka cze$¢ biatkowa (13,8 kDa) [10]
oraz czasteczka RNA o diugosci 377 nukleotyddéw
[11]. Enzym wymaga jonéw Mg2+, ktére moga by¢
zastgpione jedynie przezjony Mn2+ ale wtedy aktyw-
nos¢ enzymu jest nizsza [12].

W $rodowisku o niskiej silejonowej (100 mM N H4Cl
i 100mM Mg2+)obie sktadowe enzymu sg niezbedne dla
jego aktywnosci. Stwierdzono, ze zaré6wno dziatanie
proteaz jak i nukleaz znosi aktywno$¢ enzymu [13],
W obecnosci 7M mocznika nastepuje dysocjacja obu
sktadnikéw enzymu [14], Usuniecie mocznika w wyni-
ku dializy powoduje przywrécenie natywnej formy
i aktywnos$ci enzymu. Poczatkowo sgdzono, ze RNA
enzymu odpowiada za rozpoznanie substratu, a czes¢
biatkowa za wiasciwosci katalityczne. Jednak badania
Guerrier-Takady opublikowane w 1983 roku
[13] wykazaty, ze w S$rodowisku o wysokiej sile
jonowej (100 mM NHA4C1i 100 mM Mg2+)juz sama
czasteczka RNA ma wiasciwosci katalityczne.

Sklonowano gen kodujgcy RNA rybonukleazy P,
uzyskano w procesie transkrypcji in vitro czysty RNA
i wykazano, ze za reakcje ciecia substratu odpowiada
kwas nukleinowy, a nie np. niewielkie pozostatosci
biatkowej komponenty enzymu nie usuniete w trakcie
izolowania RNA [15]. Prace prowadzone nad okres-
leniem optymalnych warunkow dziatania enzymu wy-
kazaly, ze holoenzym z E. coli wykazuje maksymalng
aktywno$¢ w obecnosci 10 mM Mg2+ i 100 mM
NHA4CL, a z B. subtilis w obecnos$ci 60-90 mM Mg2+
i 100-200 mM NHA4CL Sam RNA enzymu z E. coli
wykazuje maksymalng aktywnos$¢ przy 100mM Mg2+
i 100 mM NHA4C1, natomiast RNA enzymu B. subtilis
w Srodowisku zawierajagcym 250-400 mM Mg2+i 1,2-2
M NHA4C1[16,17]. Optimum pH dla aktywno$ci RNA
z rybonukleazy P jest bardzo szerokie, i miesci sie
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w granicach 5,5-9,0, a poza tym obszarem aktywnos$¢
ta gwattownie spada [16], Badajac wiasciwosci katali-
tyczne RNA rybonukleazy P stwierdzono, ze kwas ten
spetnia podstawowe warunki wymagane w enzymolo-
gii dla okreSlenia czasteczki jako enzymu, a wiec
niewielka jego ilo$¢ dziata na znaczny nadmiar sub-
stratu, jest odpowiedzialny za przeprowadzenie reak-
cji, i po reakcji uwalnia sie w niezmienionej formie oraz
wykazuje statg liczbe obrotow.

Badania kinetyczne reakcji katalizowanej przez
RNA wykazaty, ze stata Michaelisa (KMjest taka sama
przy reakcji samego RNA jak i holoenzymu, co
wskazuje, ze RNA jest odpowiedzialny za rozpoznanie
substratu i ciecie, a biatko odpowiada za zwigkszong
szybkos$¢ reakcji czyli dziata jako kofaktor [13].

Jak dotagd u wszystkich badanych organizméw
stwierdzono wystepowanie RNazy P [18]. Wystepuje
ona zaré6wno u archebakterii [19, 20], eubakterii [10,
21, 22], jak i eukariontow [23, 24]. U organizmow
eukariotycznych RNaza P wystepuje wjgdrze komor-
kowym, w mitochondriach [25, 26] i w chloroplastach
[27]. Obydwie komponenty jadrowej RNazy P kodo-
wane sg przez geny jadrowe [13], natomiast mitochon-
drialna RNaza P sktada sie z RNA kodowanego przez
genom mitochondrialny [28, 29], a biatko kodowane
jest wjadrze [25]. Znacznie mniej wiadomo o chloro-
plastowej RNazie P. Jak dotad byta ona badana
jedynie fragmentarycznie i struktura tego enzymu jest
ciggle nieznana [27, 30].

I1l. Rozpoznawanie substratu

RNaza P rozpoznaje i wprowadza ciecie w ponad 60
roznych pre-tRNA [31]. Nasuwa sie zatem pytanie,
jakie cechy tych czasteczek sg wspdlne i ktoére z nich
rozpoznaje enzym. Poniewaz sekwencje usuwane
z pre-tRNA sg bardzo r6zne w réznych czasteczkach,
gtdwne cechy decydujace o rozpoznaniu substratu
muszg by¢ zlokalizowane w dojrzatej czasteczce [32].
Swiadczy o tym réwniez to, ze dojrzaly tRNA jest
kompetytywnym inhibitorem RNazy P jak i samego
RNA tego enzymu [33], Stwierdzono, ze jezeli RNA
z rybonukleazy P zostanie umieszczony w roztworze
z dojrzatym tRNA, a nastepnie doda sie pre-tRNA to
tempo reakcji bedzie niskie [34]. Wskazuje to na
powinowactwo RNA do dojrzatej czgsteczki tRNA.

Pierwotnie wysunieto przypuszczenie, ze RNaza
P rozpoznaje wspding dla wielu tRNA sekwencje
GTACR wystepujacg w T petli [13, 15]. Stosujac
technike rekombinacji DNA wyizolowano gen kodu-
jacy RNA zRNazy Pu£. coli. Poznanie sekwencji tego
genu pozwolito na stwierdzenie wystepowania w nim
dwoch regionéw komplementarnych do okreslonej,
wspélnej dla r6znych tRNA sekwencji. Zmieniajac lub
usuwajac nukleotydy w tych obszarach wykazano, ze
nie sa one odpowiedzialne za rozpoznawanie substratu
[35, 36]. Potwierdza to réwniez wzrastajgca liczba
poznawanych, eukariotycznych tRNA, ktére nie za-
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wierajg tej niezmiennej sekwencji.

Wprowadzenie mutacji dotyczacych pojedynczych
nukleotydéw zaangazowanych w utrzymanie struk-
tury drugo- i trzecio-rzedowej substratu znacznie
zmniejsza tempo reakcji [32]. Aby stwierdzié, ktore
cechy budowy przestrzennej tRNA sa rozpoznawane
przez RNaze P skonstruowano wiele substratow o od-
miennej budowie [38]. Wiadomo byto, ze RNaza P z
E. coli jest w stanie przeprowadzi¢ reakcje ciecia
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Ryc. 1. Schemat struktury tRNAPe z E. coli
A. Sekwencja nukleotydowa z zaznaczonymi
jedno- i dwuniciowymi regionami
B. Dwuwymiarowy schemat struktury pre-tRNA
C. Tréjwymiarowy schemat struktury pre-tRNA
Strzatka wskazuje miejsce cigcia pre-tRNA przez
RNaze P

pewnych nietypowych mitochondrialnych pre-tRNA.
Nie majg one ramienia i petli D, majg one natomiast
normalne ramie akceptorowe iramie T z petlg [39]. Na
bazie genu kodujgcego supresorowe tRNApre E. coli
skonstruowano RNA tak zmienione, ze przypominato
ono diugoscig i strukturg przestrzenna bydlecy mito-
chondrialny tRNASr [38]. Nukleotydy z ramienia
i petli D byly usuniete, a podstawiono sekwencje
charakterystyczne dla mitochondrialnego tRNA S
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Otrzymang czasteczke poddano dziataniu RNazy
P i samego RNA. Okazato sig, ze jest ona normalnie
cieta zarobwno przez holoenzym jak i przez RNA.
Obecno$é biatka zwiekszata szybkos¢ reakcji, choé
aktywnos$¢ enzymu jest nizsza niz wobec normalnego
substratu np. pre-tRN AP Zar6wno zmniejszenie jak
i zwiekszenie liczby nukleotydow w petli T ma niewiel-
ki wptyw na szybko$¢ reakcji. Podobne wyniki uzy-
skano takze dla przypominajacych mitochondrialne
tRNA pochodnych tRNAGu z E. coli [40],

Ci sami autorzy zastosowali jako substrat czgstecz-
ke zawierajacg tylko ramie akceptorowe, ramie i petle
T oraz 3' koincowga sekwencje CCA (tzw. minimalny
substrat). Taka czasteczka byta cieta z tatwoscia przez
sam RNA, a dodanie biatka nie zwigkszato, w istotny
sposob, tempa reakcji. Warto$é statej Michaelisa (KM
i liczby obrotow (Kcat) byly bardzo podobne do
uzyskanych podczas reakcji ze standardowymi sub-
stratami. Zmiany koncowej sekwencji CCA w otrzy-
manym substracie na sekwencje GCA lub ACA powo-
dowaty zanik aktywnosci enzymu. Dopiero dwudzie-
stokrotny wzrost stezenia enzymu powodowat doj-
rzewanie okoto 4% czasteczek. Wskazuje to na istotng
role sekwencji CCA dla przebiegu reakcji, tym bar-
dziej, ze zaréwno pierwszorzedowa struktura jak
i struktura przestrzenna tych czasteczek byta podobna
do odpowiednich struktur substratu wyjsciowego z tat-
woscig cietego przez RNA.

Zmiany sekwencji nukleotydowej w minimalnym
substracie powodujgce rozpad helisy w ramieniu T,
oraz delecja potowy minimalnego substratu dajgca
w rezultacie liniowa czasteczke RNA, pozwalajg na
uzyskanie nowych czasteczek o zupetnie odmiennej
strukturze przestrzennej. Powstajgce czgsteczki nie sg
ciete ani przez holoenzym ani przez RNA. Wyniki
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doSwiadczenia wskazujg na znaczgaca role w przebiegu
reakcji ramienia akceptorowego, ramienia i petli
T oraz 3' koncowej sekwencji nukleotydowej. Dane te
zostaty potwierdzone eksperymentami polegajgcymi
na modyfikacji réznych nukleotydow w czgsteczce
pre-tRNASr i w inicjatorowym pre-tRNAMt [41].

Jako substratu dla RNazy P uzywano réwniez RNA
wirusa TYMV, ktérego struktura przypomina cza-
steczke tRNA. Samo RNA enzymu tnie te czgsteczke
z wigkszg szybkoscig niz standardowe substraty jak np.
pre-tRNATyr. Holoenzym wykazuje natomiast obnizo-
ne tempo reakcji wobec wirusowego RNA, odwrotnie
niz wobec pre-tRNATy [42, 43].

W prowadzajac zmienng liczbe nukleotydéw w ami-
noacylowanym ramieniu akceptorowym pre-tRNA
stwierdzono, ze nastepuje zmiana miejsca ciecia. Przy
insercji 2 par zasad do ramienia akceptorowego pre-
tRNApejagdrowa RNaza P z Xenopus laevis wprowa-
dzata ciecie przesuniete o 2 nukleotydy w strone 3'
konca w stosunku do niezmienionego pre-tRNApe
[44].

Dalsze badania nad aktywno$ciag RNazy P w sto-
sunku do réznych czasteczek RNA jako substratu
doprowadzity do uksztaltowania pojecia tzw. ,zew-
netrznej przewodniej sekwencji” (EGS — external
guide sequence) [45],

Sekwencja ta jest odpowiednikiem IGS (internal
guide sequence) — sekwencji wystepujacej w intronach
grupy l. Introny tej grupy posiadajg zdoIno$¢ samowy-
cinania. 1IGS wystepuje w obrebie koAcowych odcin-
kéw intronu. Uwaza sie, ze wytworzenie struktury
dwuniciowej pomiedzy IGS a komplementarnym do
niego odcinkiem eksonu wyznacza miejsce przeciecia
RNA [46, 47], EGS réwniez wyznacza miejsce ciecia
pre-tRNA przez RNaze P.

B

pppGAAUACACGGAAUUC ACCAC oy

N EGS

Ryc. 2. Minimalny substrat

A. Schemat struktury pre-tRNA zzaznaczong usunieta sekwen-
cja (w ramce)

B. Schemat struktury minimalnego substratu

Strzatka wskazuje miejsce ciecia pre-tRNA przez RNaze P
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Prowadzac badania nad sposobem rozpoznawania Z badan wynika, ze 3' koncowa sekwencja pre-

substratow przez RNaze P stwierdzono, ze sekwencja tRNA okreSla miejsce ciecia RNazy P przez tworzenie
nukleotydowa RNA zawierajgca miejsce cigcia nie jest dwuniciowego taficucha z odcinkiem RNA, w ktérym
stata w r6znych substratach tego enzymu. Tym samym zachodzi reakcja. Te witasnie sekwencje okreslono
nie moze by¢ ona rozpoznawana przezjaka$ okre$long mianem EGS. W przeciwienstwie do sekwencji 1GS,
sekwencje RNA RNazy P [48]. ktdra jest kowalencyjnie zwigzana z katalityczng czas-
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Ryc. 3. Sekwencja i struktura substratow oraz komplekséw miedzy substratami a odcinkami RNA zawierajgcymi sekwencje EGS
A. pATlI — minimalny substrat. Strzatkami zaznaczono miejsca ciecia enzymami restrykcyjnymi plazmidu, na bazie ktérego
syntetyzowano odcinki RNA uzyte jako substrat
Otwarta strzatka wskazuje miejsce ciecia minimalnego substratu przez RNaze P
B. Hinf 1 pATlI — EGS 29-nt RNA
Kompleks RNA bedgcego pochodng minimalnego substratu i 29-cionukleotydowego odcinka RNA zawierajagcego EGS
D. Tag 1pATI — EGS 20-nt RNA
Kompleks RNA bedgcego pochodng minimalnego substratu i 20-tonukleotydowego odcinka RNA zawierajagcego EGS
W ramce zaznaczono nukleotydy, ktére zostaty zamienione w celu utrzymania stabilno$ci odcinka dwuniciowego
Podkreslono sekwencje wspélng dla pre-tRNa.
C. 17-nt dimer
Przypuszczalna struktura, w roztworze, 17-tonukleotydowego odcinka RNA sktadajgcego sie z 3' koricowej sekwencji minimalnego

substratu (pATI).
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teczkg, EGS nie jest zwigzana z RNA RNazy P.
Normalnie jest ona integralng czescig substratu, lecz
umozliwia ciecie RNazie P rdéwniez gdy nie jest
kowalencyjnie zwigzana z substratem.

Uzywajagc pochodnych minimalnego substratu,
w ktorych usunieto sekwencje EGS, stwierdzono, ze
czasteczki te nie sg ciete przez RNaze P ani przez jej
RNA. Gdy dodano 20-to lub 29-cio nukleotydowe
RNA zawierajagce EGS, czasteczki te byly wydajnie
i specyficznie ciete zarowno przez RNaze P jak i jej
RNA.

Skonstruowano takze 17-to nukleotydowy odcinek
RNA, ktérego sekwencja byta tak dobrana, ze w jego
sktad wchodzita 3' koicowa sekwencja substratu tgcz-
nie z EGS [45]. 5 kohAcowe nukleotydy byly
komplementarne do nukleotydéw wchodzacych
w sktad EGS. Tak skonstruowany odcinek RNA byt
zdolny tworzy¢ w roztworze okreslong strukture prze-
strzenng. Substrat ten byt réwniez wydajnie ciety przez
RNaze P, ale stabo przez samo RNA. Badania nad
skonstruowanym 17-to nukleotydowym odcinkiem
RNA wskazujg, ze niewielka cze$¢ pre-tRNA jest
wystarczajgca do wydajnego cigecia tzn. obecnos$¢ ami-
noacylowanego ramienia akceptorowego i 3' kon-
cowych sekwencji umozliwia reakcje.

Niska wydajnos¢ ciecia 17-to nukleotydowego RNA
przez sam RNA RNazy P wydaje sie byé spowodowa-
na wystepowaniem sekwencji CCA na zigczu jedno-
i dwu-niciowych odcinkéw, gdy normalnie lokuje sie
ona w czesci jednoniciowej.

Chociaz badany 17-to nukleotydowy odcinek RNA
zawiera te samg 8-mio nukleotydowg sekwencje z 3'
konca co 20-to i 29-cio nukleotydowe odcinki (w sktad
ktérych wchodzi sekwencja EGS) to w jego obecnosci
pochodne minimalnego substratu, nie zawierajgce
EGS nie byly ciete ani przez RNaze P ani jej RNA.
Wskazuje to na udzial w reakcji nie tylko 8-mio
nukleotydowej sekwencji lecz rowniez innych nukleo-
tydéw lezacych poza tg sekwencja. Pochodne minimal-
nego substratu, ktére nie posiadajg koncowych 3'
nukleotyddw, nie sg ciete. Tak wiec, nukleotydy te sg
niezbedne w reakcji.

Podkre$lona na rycinie sekwencja GUUC wystepu-

jaca w petli i charakterystyczna dla wszystkich
pre-tRNA nie jest konieczna do przeprowadzenia
ciecia.

Forster i Altman uwazajg [45], ze w zasadzie
kazdy RNA moze byc¢ ciety przez RNaze P w obecnosci
odpowiedniego EGS. By¢ moze organizm mogtby
w ten sposob walczy¢ ze szkodliwymi dla niego
czagsteczkami RNA np. wirusowymi.

IV. Mechanizm ciecia

W wyniku ciecia RNA przez RNaze P powstajg dwie
czasteczki: jedna zakonczona grupg fosforanowg na 5'
koncu, a druga z grupg hydroksylowa na 3' koricu. Nie

poznano, jak dotad, szczeg6tow przebiegu reakcji.
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Zaktada sig, ze wymaga ona usuniecia protonu z cza-
steczki wody w trakcie nukleofilowego ataku i przyta-
czenia protonu do tlenu w pozycji 3' co prowadzi do
przeciecia wigzania fosfodwuestrowego [34].

Grupa 2'-OH przylegajaca bezposrednio do miejsca
ciecia pozostaje po reakcji niezmieniona [49]. Przypu-
szcza sie, ze posrednio bierze ona udzial w reakcji
poniewaz stwierdzono, ze czgsteczki tRNA z przyig-
czong grupg 2'-H zamiast grupy 2'-OH do 5' korica sg
ciete specyficznie w miejscu potgczenia RNA i DNA,
ale szybkos$¢ reakcji jest 45 razy nizsza [45]. Uwaza sie,
ze grupa 2'-OH moze stabilizowa¢ grupe 3-0 ~ lub
wigzaé sie z czasteczkg wody, z Mg2+ lub z grupami
wystepujacymi w centrum aktywnym enzymu.

Niektére doniesienia sugerujg mozliwos¢ tgczenia
sie dwdch czasteczek RNA, ktore dopiero w tej formie
tworzg aktywny kompleks [35].

V. Rola biatka

Sam RNA z rybonukleazy P jest zdolny do prze-
prowadzenia ciecia w czasteczce pre-tRNA przy od-
powiedniej sile jonowej Srodowiska reakcji. Jednak
obecnos$¢ czesci biatkowej znacznie zwieksza szybkos¢
reakcji. Jak stwierdzono, mutacja w genie kodujacym
cze$¢ biatkowg, powodujgca termowrazliwo$é jest
przyczyng gromadzenia pre-tRNA w temperaturze
niepermisyjnej, a w temperaturze permisyjnej komarki
wykazujg niewielkg akumulacje pewnych pre-tRNA
i obnizone mozliwosci syntezy okreslonych dojrzatych
tRNA [50]. Wskazuje to na wazng role komponenty
biatkowej. Sklonowanie genu kodujacego biatko [51,
52] pozwolito na otrzymanie szczepéw bakteryjnych
produkujacych znaczne ilosci tego biatka, a tym sa-
mym utatwito jego badanie.

Biatko rybonukleazy P z £. coli sktada sie z 119
aminokwaséw, i ma ciezar czasteczkowy 13,8 kDa
[13]. Masa czasteczkowa tego biatka w porédwnaniu
z masg RNA jest niewielka. Uwaza sig, ze biatko
oddziatywuje z RNA gtéwnie w miejscu wigzania
substratu [33].

Wysoka sitajonowa, podobnie jak obecnos¢ biatka,
umozliwia aktywno$é RNA. Poniewaz RNA niesie
znaczacy ujemny tadunek wydaje sie wiec, ze od-
dziatywania miedzy kwasem nukleinowym a kationa-
mi $rodowiska reakcji polegajg na ostabianiu sit od-
pychajagcych zaréwno wewngtrz samego RNA jak
i miedzy RNA a substratem. Umozliwianie wigzania
substratu przez kationy potwierdzajg dane kinetyczne
wskazujgce na zmniejszanie statej Michaelisa gdy
wzrasta sita jonowa Srodowiska reakcji [33], Jednak
badania majace na celu ustalenie wymagan jonowych
dla aktywnosci RNazy P nie sg catkowicie zgodne
ztym zatozeniem. Gdyby jedyng rolg jondéw dodatnich
byta ostona przed sitami odpychajgcymi to kationy
0 matym promieniu bytyby bardziej efektywne w ni-
skich stezeniach niz kationy wieksze dzieki mozliwosci
Scislejszego przylegania do kwaséw nukleinowych.
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Jednak okazato sig, ze jest inaczej. Wskazuje to na
istnienie dodatkowej, nie ustalonej dotad roli tych
jonow [17]. Wydaje sig, ze funkcja biatka jest podobna
do roli kationéw. Z calg pewnoscig biatko wptywa na
powinowactwo enzymu do substratu. Jak stwierdzono
jedynym jak dotgd poznanym substratem cietym in
vivo, nie bedgcym tRNA, jest 4, 5S RNA z E. coli [54].
Czasteczka ta jest cieta tylko przez holoenzym. Nie
ulega ona reakcji przy udziale samego RNA mimo
stosowania $rodowiska o réznych sitach jonowych
[13].

Z kolejnych obserwacji wynika, ze ta sama mutacja
w genie kodujgycm biatko wptywa odmiennie na
tempo dojrzewania réznych tRNA [50]. Tak wiec
holoenzym oddziatywuje réznie z czasteczkami pre-
tRNA i niekoniecznie tnie kazdg z nich z tg samg
szybkoscig.

Stwierdzony zasadowy charakter biatka, wplywa
z pewnoscig na powinowactwo wobec kwaséw nuk-
leinowych. Badania nad wybiérczym wigzaniem RNA
przez biatko wykazaly, ze biatko to nie jest selektywne
wobec pre-tRNA czy tRNA. Biatko enzymu wiaze
z takg samg sitag 5S RNA jak i tRNA. W srodowisku
zawierajgcym 0,4M NH4Cl komponenta biatkowa
wigze specyficznie katalityczny RNA [56], a w $rodo-
wisku o nizszej sile jonowej traci te specyficznosc
i wigze roézne czasteczki RNA z réwng sita [57].

Petne ustalenie roli biatka w reakcji wymaga jednak
dalszych badan.

V1. Struktura i funkcja RNA

Jak wspomniano wyzej wykluczenie zatozenia o roz-
poznawaniu substratu przez RNaze P w wyniku
oddziatywan pomiedzy komplementarnymi odcinka-
mi RNA enzymu ipre-tRNA, spowodowato zwrdcenie
uwagi na powigzanie struktury przestrzennej RNA
rybonukleazy P z jego funkcjg. Tym bardziej, ze
wiadomo byto iz zliofilizowany preparat RNA RNazy
P, po rozpuszczeniu, wymaga do osiggniecia aktywno-
§ci uprzedniej denaturacji, a nastepnie powolnej re-
naturacji [58]. Korzystajac z wczesniej ustalonych
sekwencji RNA rybonukleazy P z E. coli [13, 59] oraz
z B. subtilis [21] prébowano ustali¢ ich strukture
przestrzenng uzywajac programéw komputerowych
przewidujacych, na podstawie istniejgcych zatozen
termodynamicznych, miejsca wystepowania odcink6w
dwuniciowych. Okazato sie jednak, ze ustalona kom-
puterowo struktura nie odpowiada w peini danym,
uzyskanym przy uzyciu sond chemicznych i enzyma-
tycznych. Najlepszym sposobem ustalenia konforma-
cji RNA z RNazy P byto porédwnanie wszystkich
danych dla réznych organizméw spokrewnionych
ewolucyjnie i ustalenie miejsc o wysokiej homologii.

Celem wielu badan stato sie wiec okreslenie ktore
elementy struktury sg odpowiedzialne za wigzanie
substratu, przeprowadzanie reakcji oraz oddziatywa-
nia z biatkowg cze$cig enzymu. Korzystajac ze sklono-

118

wanych gendéw kodujgcych RNA RNazy P rdéznych
organizméw wprowadzono punktowe mutacje w RNA
i badano ich wptyw na funkcje tej czasteczki. Okazato
sie, ze nukleotydy ktérych mutacja powoduje zmiane
statej Michaelisa i/lub liczby obrotéw rozmieszczone
sg wzdtuz calej czasteczki. Zaden z tych nukleotydéw
nie byt absolutnie konieczny do funkcjonowania RNA
[60].

Badano réwniez wptyw delecji réznych regionow
RNA w celu ustalenia za jakg funkcje regiony te sg
odpowiedzialne. Okazato sig, ze RNA rybonukleazy
P z E. coli z delecjg 120 nukleotydéw z 3' kofhca
zachowuje jedynie 1-2% wyjsciowej aktywnosci [35].
Usuniecie 25 nukleotydoéw z 5' konca pozostawiato
30% aktywnosci. Natomiast usuniecie réwnocze$nie
Kilku nukleotydéw z obu koncéw catkowicie znosito
aktywnos$é enzymatyczng RNA. Tak wiec mozna byto
przyja¢, ze aktywno$¢ RNA zalezy od obecnosci
odpowiednich nukleotydéw na przynajmniej jednym
koricu RNA. Prowadzono réwniez badania, w ktérych
taczono oba konce stosujac ligaze. Tak otrzymana
kolista czgsteczka RNA byta enzymatycznie aktywna.
W trakcie przechowywania nastepowaty samorzutne,
przypadkowe peknigcia czasteczki w okolicy jej koni-
cow. Powstate liniowe czasteczki o zmienionych kon-
cach byty aktywne [61]. Rowniez tagodne trawienie
RNA RNaza Tt nie powoduje zaniku aktywnosci
katalitycznej badanego RNA [61].

Dane te sugeruja, ze utrzymanie aktywnosci katali-
tycznej mimo wystepowania réznych cie¢ w czasteczce
jest spowodowane jej wysokim stopniem strukturalnej
integralnosci. Z tymi danymi zgodne sa doniesienia
o0 utrzymaniu aktywnosci mitochondrialnej RNazy
P zdrozdzy pomimo rozpadu czgsteczki RNA na kilka
czesci w trakcie izolowania enzymu [62].

Bardzo pomocne przy badaniu funkcji okreslonych
regionbw RNA okazaty sie termowrazliwe mutanty
E. coli. Jeden z nich ts709 r6zni sie dwoma nukleo-
tydami: zamiast guaniny w pozycji 89 i 365 wystepuje
adenina [59]. Stwierdzono, ze substytucja w pozycji 89
zmienia pare G-C w A'i C co powoduje prawdopodob-
nie destabilizacje helisy. Fenotypowo zmutowany
RNA posiada normalng aktywno$¢ katalityczng, ale
niejest w stanie wigzac sie z biatkiem. Jest to czasteczka
termolabilna, znacznie #tatwiej ulegajgca degradacji
pod wptywem komoérkowych nukleaz niz niezmutowa-
ny RNA [59, 63], Wskazuje to na roéznice konfor-
macyjne tych czasteczek. Tak znaczny wptyw mutacji
w pozycji 89 sugeruje jej lokalizacje w miejscu wigzania
biatka lub w niewielkiej odlegtosci od tego miejsca.

Badajac strukture przestrzenng mutanta ts709
stwierdzono znaczne ro6znice konformacyjne w ob-
szarze od 89 do 239 nukleotydu. Stad wniosek, ze
obszar ten odpowiada za wigzanie biatka, za$ funkcja
katalityczna jest zlokalizowana w pozostatej czesci
czasteczki [64].

Porownanie sekwencji RNA rybonukleazy P
E. coli i B. subtilis wykazato istnienie takich samych
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sekwencji w obszarach 89-93, 124-133 i 225-238 [21].
Z wczesniejszych badan wiadomo byto, ze biatko
E. colijest w stanie wigzac sie z RN A B. subtilis tworzac
aktywny kompleks [13]. Istnienie wspdlnych sekwen-
cji wobszarze o przewidywanej funkcji wigzania biatka
potwierdza to zatozenie.

Inny mutant termowrazliwy ts2418 posiada poje-
dynczg substytucje G -> A w pozycji 329. Wigze on
normalnie biatko, natomiast charakteryzuje sie zredu-
kowang Vmex reakcji wynoszacg 1/400 Vmex normal-
nego RNA jak i RNA mutanta ts709. Chociaz KMdla
tych trzech typéw RNA jest taka sama [63]. Na
podstawie tych wynikéw uwaza sie, z2 RNA RNazy
P sktada sie z dwoch oddzielnych domen, z ktdrych
jedna odpowiada za wigzanie biatka, a druga za
katalize.

Do okreslania centrum aktywnego enzymu zastoso-
wano metode wykorzystujgcg grupe (p-azydofenacylo-
wg), ktéra pod wplywem promieni UV wigze sie
z RNA. Grupe te przytagczono do substratu w miejscu
dziatania RNazy P. Podczas reakcji RNA RNazy P
z tym substratem, przy jednoczesnym naswietlaniu
promieniami UV, nastepowato zwigzanie tej grupy
z katalitycznym RNA. Otrzymane czasteczki RNA
byty nieaktywne, zgodnie z zatozeniem, ze ich centrum
aktywne zostato zablokowane. Miejsca faczenia czyn-
nika: A248-A249 i A330-A333 znajdowaty sie w ob-
szarach wczesniej okreslonych jako zawierajgce od-
cinki odpowiedzialne za katalize [65],

Homologia sekwencji nukleotydowej RNA rybo-
nukleazy P E. coli i B. subtilis jest niska i wynosi 43%
[21]. Wychodzgc z zatozenia, ze cechy niezbedne do
aktywnosci enzymu sg zachowywane ewolucyjnie,
okreslono wspoélne dla obu organizmdw struktury tzw.
rdzen.

Korzystajgc z technik rekombinacji DNA in vitro
usunieto z genu kodujagcego RNA rybonukleazy P E.
coli odcinki uznane za specyficzne, a wstawiono regio-
ny pochodzgce z B. megaterium w tych miejscach, gdzie
byty one niezbedne do stabilizacji catej czasteczki.
W ten sposéb powstata modelowa czasteczka RNA
tzw. min 1RNA [66], sktadajgca sie z 263 nukleotydow
(2/13 RNA E. coli). Czasteczka ta byta aktywna i wyka-
zywata identyczng specyficzno$¢jak RNaza P. Jej stata
Michaelisa byta o dwa rzedy wielkosci wyzsza niz dla
natywnego RNA co $wiadczyto o zmniejszonym powi-
nowactwie do substratu. Liczba obrotow przy op-
tymalnej sile jonowej byta 20 razy wyzsza niz dla
normalnego RNA i byla podobna do wartosci uzy-
skanej dla normalnego holoenzymu. Byé moze jest to
zwiazane z szybszym uwalnianiem produktu przez min
1 RNA. Tym bardziej, ze jego powinowactwo do
pre-tRNA byto nizsze. Wymagania jonowe dla aktyw-
nosci min 1 RNA sg nieco zmienione. Maksymalna
aktywnos¢ osiggana byta w wyzszych stezeniach jonow
jednowartosciowych (ale nie dwuwartosciowych).

Wieksza wrazliwo$¢ czasteczki na temperature
wskazuje na ostabienie sit wewngtrzkomérkowych
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Ryc. 4. Struktura isekwencja min 1RNA. Linig potaczono sekwen-
cje, ktore tworzg odcinki dwuniciowe okre$lane mianem
pseudoweziow

utrzymujacych jej strukture. By¢é moze dlatego tez do
uzyskania peinej aktywnos$ci wymaga ona wyzszych
stezen jonow jednowartosSciowych, ktére mogg osta-
bia¢ odpychajace sity elektostatyczne, utrudniajgce
przyjecie przez czasteczke aktywnej konformacji.

Wydaje sig, ze usuniete struktury, charakterystyczne
dla typu, pozwalajg na lepszg stabilizacje aktywnej
formy RNA.

Dodanie biatka do min 1 RNA nie powoduje
podwyzszenia aktywnosci w warunkach fizjologicz-
nych sit jonowych. By¢ moze warunki, w ktoérych
czasteczka jest aktywna nie sg odpowiednie dla funk-
cjonowania holoenzymu, a konformacja min 1 RNA
w warunkach niskiej sity jonowej uniemozliwia jego
zwigzanie z biatkiem.

Wydajnos¢ min 1 RNA bliska uzyskanej dla nie-
zmienionego RNA wskazuje na zbednos$¢ struktur
specyficznych dla typu w reakcji. Prowadzone sg prace
nad uzyskaniem nowej, jeszcze mniejszej, aktywnej
czasteczki [66].
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Z ostatnich doniesien wynika [67], ze tylko frag-
menty RNA zawierajgce 5'i 3' koncowe odcinki RNA,
zwigzane z czesScig biatkowa, wystarczajg do prze-
prowadzenia reakcji in vitro. Opracowano uniwersalny
model struktury RNA dla prokariontéw i eukarion-
tow, w ktorym okreslone sekwencje zlokalizowane
w poblizu obu koicéw majg podstawowe znaczenie,
dla przebiegu reakcji. Natomiast rozmiar i sekwencja
wewnetrznego regionu RNA sg zmienne i mniej istotne
[68]. Ten nowy model nawigzuje do rybonukleaz
MRP (mitochondrial RNA processing enzymes) — en-
zymodw tnacych mitochondrialny prekursor startero-
wego (primer) RNA, i ukazuje podobieAstwa struktury
RNA zawartego w tych czasteczkach i w RNazie P.
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Obie te czasteczki reagujg z tymi samymi przeciw-
ciatami [69]. Istnieje duze prawdopodobiefAstwo ich
wspolnej ewolucji i funkcji.

VIIl. Réznice miedzygatunkowe

Obecno$¢ RNazy P stwierdzono w organizmach
trzech gtéwnych typoéw filogenetycznych: archebak-
terii, eubakterii i eukariontéw. Eubakteryjne i eu-
kariotyczne RNazy P zawierajg RNA, rd6znigce sie
znacznie zarowno sekwencjg jak i struktura.

Scharakteryzowano RNazy P z dwdch gatunkow
archebakterii Haloferax volcanii [56] oraz z Sulfolobus
solfataricus [19]. Enzym pierwszego organizmu byl
wrazliwy na nukleazy, struktura jego RNA przypomi-
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Ryc. 5. Struktura i sekwencja RNA z rybo-
nukleazy P E. coli.
Liniami potaczono sekwencje tworza-
ce odcinki dwuniciowe okreslane mia-
nem pseudoweziéw
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nata strukture charakterystyczng dla eubakterii. Samo
RNA nie wykazywato aktywnosci w zadnym z przeba-
danych $rodowisk. Jednakze gdy dodano do $rodowi-
ska biatko rybonukleazy P z B. subtilis i umieszczono
w warunkach optymalnych dla holoenzymu tego or-
ganizmu to uzyskano 10% aktywnosci enzymu [21].

Badajagc RNaze P z S. solfataricus stwierdzono, ze
jest ona niewrazliwa na nukleazy, chociaz w trakcie jej
oczyszczania stwierdzono obecno$¢ réznych RNA
0 dtugosci od 200 do 400 nukleotydéw. Jedno z nich
pozostawato nieroztozone po trawieniu nukleazg. Wy-
niki wirowania w gradiencie Cs2504, wskazujg na
znaczng przewage biatka nad RNA. Poniewaz, nie
wydzielono RNA z tego enzymu nie mozna, jak
narazie, okresli¢ jego struktury.

Uwaza sie, ze niewrazliwo$¢ enzymu na nukleazy
jest wynikiem ochronnego dziatania biatka. By¢ moze
$rodowisko zycia tego organizmu (optymalna tem-
peratura reakcji dla RNazy P wynosi 77°C) [19]
wymaga takiej struktury biatka, ktéra otacza szczelnie
RNA, chronigc go przed dziataniem nukleaz.

Z tych danych wynika, ze archebakterie nie majg
jednego, charakterystycznego dla siebie typu RNazy P.

Wystepowanie RNazy P stwierdzono takze w mito-
chondriach ichloroplastach. Mitochondrialna RNaza
P drozdzy posiada wzgledng gestos¢ 1,28 g/ml w gra-
diencie Cs2S04 [62].

RNaza P z chloroplastow szpinaku wykazuje niskga
wzgledng gesto$¢ wynoszacag 1,28 g/ml i jest niewraz-
liwa na dziatanie nukleaz. Jej specyficznos¢ wobec
substratdow jest taka jak innych RNaz P. W celu
ustalenia czy nie zawiera ona RNA czy tez posiada by¢
moze jak RNaza P u S. solfataricus kwas nukleinowy
chroniony przez biatko konieczne sg dalsze badania.
Tym bardziej ze, wczesniejsza praca Yamaguchi
lwspoétautoréw [31] donosi o istnieniu RNazy
P w chloroplastach szpinaku i tytoniu wrazliwej na
dziatanie nukleaz.

Przedstawione dane wskazuja, ze przebadane RNa-
zy P réznig sie znacznie miedzy sobg zaréwno gestos-
cig wzgledng (od 1,27 g/ml u S. solfataricus do 1,55 g/ml
u E. coli), statg sedymentacji (od 11,5S u E. coli do 15S
dla komorek Hela) jak réwniez wymaganiami jono-
wymi, proporcjg zawartosci biatka i kwasu nukleino-
wego w czgsteczce oraz sekwencjg i strukturg samego
RNA.

Dotychczasowe badania wskazujg ze, wszystkie po-
znane dotad rybonukleazy P peinig takg samg funkcje
w komorce i wykazujg identyczng specyficznos$é sub-
stratowag. Wspo6lng cecha wszystkich przebadanych
RNA tych enzyméw jest wystepowanie tzw. pseudo-
weztéw (pseudoknots) [68, 70], Struktura ta wiaze ze
soba odlegte w czgsteczce, state ewolucyjnie sekwencje
znalezione we wszystkich enzymach przebadanych
organizmow.

Czy to wiasnie ta struktura jest odpowiedzialna za
utrzymanie tej samej funkcji mimo znacznych r6znic
w budowie i wiasciwos$ciach fizycznych enzymoéw?
Pytanie to pozostaje otwarte.
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VIIl. Podsumowanie

Jak wiadomo RNaza P jest biatkiem ztozonym.
Powstaje pytanie, dlaczego w odr6znieniu od innych
enzymdOw o jej podstawowej aktywnosci decyduje
RNA a nie jedynie biatko. Dla aktywnos$ci samowy-
cinajacych sie intronéw, wyjasnienie katalitycznej ak-
tywnosci RNA wydaje sie proste — obecno$é samego
RNA umozliwia reakcje, organizm wiec nie potrzebuje
wydatkowaé energii na tworzenie dodatkowych en-
zymoéw biatkowych. W przypadku RNazy P in vivo
konieczne sa zarowno biatko jak i RNA. Wydaje sie, ze
RNA jest bardziej mobilng czgsteczkg niz biatko, co
umozliwia rozpoznawanie i katalize znacznej liczby
substratow. Tym samym jeden enzym ,obstuguje”
wszystkie dostepne dla niego typy pre-tRNA. Samo
biatko by¢ moze nie mogtoby mie¢ wysokiej specyficz-
nosci do miejsca ciecia dla tylu r6znych substratow.

Istnieje sugestia, ze katalityczna funkcja RNA moze
by¢ pozostatosciag z czasow gdy u pierwotnych organiz-
mow nie byt w petni wyksztalcony aparat syntezy
biatka, cho¢ teorie o pierwotnym pochodzeniu RNazy
P trudno pogodzi¢ ze znaczng réznorodnoscig sek-
wencji i struktury jej RNA.

W 1988 roku Nomura i Ishihama odkryli
nowg aktywno$¢ RNazy P. Stwierdzili oni ze, uczest-
niczy ona w dojrzewaniu 3' konca supresorowego
pre-tRNA E. coli [71].

By¢ moze niejest to ostatnie stowo badaczy na temat
tego enzymu.

Artykut otrzymano 5 maja 1992 r.
Zaakceptowano do druku 16 czerwca 1992 r.

Pismiennictwo

1L Robertson HD, Altman S Smith JD (1972), J Biol
Chem 247: 5243

2. Cech TR, Zaug AJ, Grabowski PJ (1981) Celi
27: 487

3. Kruger K, Grabowski PJ, Zaug AJ, Sands 1,
Gottschling DE, Cech TR (1982) Celi 31: 147

4. Cech TR, Bass BL (19861 Annu Rev Biochem 55:
599

. Zaug AJ, Cech TR (1986) Science 231: 470

. Cech TR (1987) Science 236: 1532

. Cech TR (1988) Gene 73: 259

. Altman S Bowman EJ, Garber RL, Kole R
Koski RA, Stark BC (1980) w Transfer RNA: Biolo-
gical Aspects, (red) Soll D, Abelson JN, Schimmel
P R, str 71-82 Cold Spring Harbor Lab Cold Spring Harbor
NY

9. Guthrie C, Atchison R (1980) w Transfer RNA: Bio-
logical Aspects, (red) Soll D, Abelson JN, Schimmel
P R str 83-97 Cold Spring Harbor Lab Cold Spring Harbor
NY

10. Reed RE, Baer MF, Guerrier-Takada C,
Donis-Keller H, Altman S (1982) Cell 30: 627

11. Hansen FG, Hansen EB, Atlung T (1985) Gene
38: 85

12. Stark BC, Kole R Bowman EJ, Altman S (1978)
Proc Natl Acad Sei USA 75: 3717

13. Guerrier-Takada C, Gardiner K, Marsh T,
Pace N, Altman S (1983) Cell 35: 849

0 ~N o o

121



14. Kole R, Altman S (1979) Proc Natl Acad Sci USA
76: 3795

15. Guerrier-Takada C, Altman S (1984) Science
223: 285

16. Guerrier-Takada C, Haydock K, Allen L, Alt-
man S (1986) Biochemistry 25: 1509

17. Gardiner KJ, Marsch TL, Pace N (1985)J Biol Chem
260: 5415

18. Willis I, Frendewey D, Nichols M, Hottinger-
Werlen A Schaack J, Soll D (1986) J Biol
Chem 261: 5878

19. Darr SC, Pace B, Pace NR (1990)J Biol Chem
265: 12927

20. Nieuwlandt DT, Hass ES, Daniels CJ (1991)J Biol
Chem 266: 5689

21. Reich C,Gardiner KJ, Olsen GJ, Pace B,
Marsh TL, Pace NR (1986) J Biol Chem 261: 7888

22. Baer M, Altman S (1985) Science 228: 999

23. Krupp G, Cherayil B Frendeway D, Ni-
shikawa S Soll D (1986) EMBO J 5: 1697

24, Bartkiewicz M, Gold H, Altman S (1989) Genes
Develop 3: 488

25. Hollinesworth MJ, Martin NC (1986) Mol Cell
Biol 6: 1058

26. Doersen C-J, Guerrier-Takada C, Altman S,
Allar di G (1985) J Biol Chem 260: 5942

27. Wang MJ, Wise CA, Gegenheimer P
J 7. 1567

28. Miller DL, Martin NC (1983) Cell 34: 911

29. Underbrink-Lyon K, Miller DL, Ross NA,
Fukuhara H, Martin NC (1983) Mol Gen Genet 191: 512

30. Yamaguchi-Shinozaki K, Shinozaki K,
Sugiura M (1987) FEBS Lett 215: 132

31. Altman S, Guerrier-Takada C, Franffort
HM, Robertson HD (1982) w Nucleases (red) Linn
SM, Roberts RJ, str 243-274 Cold Spring Harbor Lab
Cold Spring Harbor NY

32. Altman S (1978) Int Rev Biochem 17: 19

33. Reich CI, Olsen GJ, Pace B Pace NR (1988)Science
239: 178

34. Pace NR, Smith D (1990) J Biol Chem 265: 3587

35. Guerrier-Takada C, Altman S (1986) Cell 45: 177

36. Baer MF, Reilly RM, McCorkle GM, Hai
T-Y, Altman S RajBhandary UL (1988)J Biol Chem
263: 2344

37. McClain WH, Seidman JG (1975) Nature 257:106

38. McClain WH, Guerrier-Takada C, Altman
S (1987) Science 238: 527

39. de Bruijn MHL Klug A (1983) Eur J Biochem 2 1309

40. McClain WH, Guerrier-Takada C, Altman
S niepublikowane dane cytza McClain WH, Guerrier-
Takada C, Altman S (1987) Science 238: 527

41. Kahle D, Wehmeyer U, Krupp G (1990) EMBO J
9 1929
Please contact the Editors if you wish
to advertise in ,Postepy Biochemii”
the products and services related to
biochemistry, molecular biology and
cell biology.

122

(1988) EMBO

42.

43.

44,

45,
46.

47.
48.
49.
50.

51.
52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.
64.
65.
66.

67.
68.
69.
70.

71.

Guerrier-Takada C, van
Altman S (1988) Cell 53: 267

Belkum A Pleij C,

Mans RWM, Guerrier-Takada C, Altman §
Pleij C (1990) Nucleic Acids Res 18: 3479
Carrara G, Calandra P, Fruscoloni P, Doria

M, Tocchini-Valentini GP (1989) Cell 58: 37

Forster AC, Altman S (1990) Science 249: 783
Michel F, Jacquier A Dujon B (1982) Biochimie
64: 867

Davies RW, Waring RB, Ray JA, Brown TA,

Scazzocchio C (1982) Nature 300: 719

Fournier MJ, Ozeki H (1985) Microbiol Rev 49: 379
Altman S (1989) Adv Enzymol 62: 1

Schedl P, PrimakoffP, Roberts J (1975) Brookhaven
Symp Biol 26: 53

Hansen FG, Hansen EB, Atlung T (1985) Gene 38: 85
Ogasawara N, Morija S von Meyenburg K
Hansen FG, Yoshikawa H (1985 EMBO J 4 3345
Pace NR, James BD, Reich C, Waugh DS,
Olsen GJ, Marsh TL (1987) w Molecular Biology of RNA
(red) Inouye M, Dudock BS, str 17-36 Academic Press,
Inc

Garber RL, Bothwell ALM, Altman S (1976)7 Biol
Chem 251: 7709

Kirsebom LA, Altman S (1989) J Mol Biol 207: 837
Lawrence N, Wesotowski D, Gold H, Bart-
kiewicz M, Guerrier-Takada C, Altman S (1987)
Cold Spring Harbor Symp Quant Biol 52: 233-238

Vioque A Arnez J Altman S (1988) J Mol Biol
202: 835
Altman S Guerrier-Takada C (1986) Biochemistry
25: 1205

Sakamoto K, Kimura N, Nagawa F, Shimura Y
(1983) Nucleic Acids Res 11 8237

(1987) Cold Spring Harbor Symp Quant Biol 52 cyt za
Altman S (1987) Enzym Relat Areas Mol Biol 62: 1-36
Altman S Baer M, Gold H, Guerrier-Takada
C, Kirsebom L, Lawrence N, Lumelsky N,
Vioque A (1987) w Molecular Biology of RNA (red)
Inouye M, Dudock BS, str 3-16, Academic Press Inc
Morales MJ, Wise CA Hollingsworth MJ, Ma-
rtin NC (1989) Nucleic Acids Res 17: 6865

Shiraishi H, Shimura Y (1986) EMBO J 5: 3673
Shiraishi H, Shimura Y (1988) Gene 64: 313
Burgin AB, Pace NR (1990) EMBO J 9 4111
Waugh DS, Green CJ, Pace NR (1989) Science 244:
1569

Altman S (1990) J Biol Chem 265: 20053

Forster AC, Altman S (1990) Cell 62:407

Gold HA, Topper JN, Clayton DA, Craft TIJ
(1989) Science 245: 1377

Pace NR, Smith DK, Olsen GJ, James
Gene 82: 65
Nomura T,

BD (1989)

Ishihama A (1988) EMBO J 7: 3539

Wydawca prosi o kontakt tych, ktérzy
chcieliby wykorzystaé tamy ,Poste-
pow Biochemii” do reklamowania
swych produktow i ustug zwigzanych
z biochemig, biologia molekularng
i biologia komorki.

POSTEPY BIOCHEMII 38(3), 1992



Degradacja substancji P — biologiczna aktywnos¢

produktow

Degradation of substance P — biological activity of the products

ZBIGNIEW HRABECT**
ELZBIETA HRABECZ2*
JANUSZ GREGER3*
LILLA LACHOWICZ4**

Spis tresci:

l. Wstep

Il. Enzymy uczestniczgce w degradacji substancji P
I1-1. Enzym degradujacy substancje P
11-2. Enkefalinaza
11-3. Peptydaza dipeptydylowa
11-4. Enzym przeksztatcajgcy angiotensyne
11-5. Endopcptydaza degradujaca substancje P

I11. Biologiczne znaczenie fragmentéw substancji P
I11-1. Dziatanie in vivo fragmentéw substancji P
111-2. Dziatanie in vitro fragmentéw substancji P

Contents:

I. Introduction

Il. Enzymes involved in substance P degradation
I1-1. Substance P degrading enzyme
11-2. Enkephalinase
11-3. Dipeptidyl peptidase
11-4. Angiotensin converting enzyme
11-5. Substance P-degrading endopeptidase

I11. Biological significance of substance P fragments
I11-1. Action of substance P fragments in vivo
111-2. Action of substance P fragments in vitro

Wykaz stosowanych skrotow:

ACE—enzym przeksztatcajgcy angiotensyne (angiotensin
converting enzyme); DA—dopamina; DFP—diizopropylo-
fluorofosforan; PCMB— p-chlororteciobenzoesan; Pyr— kwas
piroglutaminowy; SP—substancja P; SPDE—enzym de-
gradujacy substancje P (substance P degrading enzyme).

l. Wstep

Wiele biologicznie aktywnych peptydéw, w tym
takze neurokininy (tachykininy), jest syntetyzowanych
w postaci nieaktywnych prekursor6w o duzej masie

1,2 34 prof ~ kab 5*i zakfad Biochemii, **Il Zak#tad
Biochemii, Instytutu Fizjologii i Biochemii, Akademii Medy-
cznej w todzi, ul. Lindleya 6, 90-131 +4dz.
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czasteczkowej. Ich aktywacja zachodzi podczas specy-
ficznej wewnatrzkomérkowej proteolizy, wycinajacej
z czasteczki macierzystej aktywny biologicznie zwig-
zek lub zwigzki. Po wydzieleniu go przez komorke do
przestrzeni zewnatrzkomorkowej i przetransportowa-
niu do komérki docelowej, wigze sie on zodpowiednim
receptorem, wywotujac efekt fizjologiczny. Biosyntezie
neurokinin oraz ich receptorom pos$wiecono prace
przeglagdowe prezentowane w 1 numerze 38 tomu
Postepoéw Biochemii z 1992 roku.

Zakonczenie dziatania hormonu czy neurotran-
smitera peptydowego spowodowane jest jego degrada-
cjg proteolityczng zachodzaca na zewnatrz komarki
docelowej; nie mozna jednak wykluczyé i innego
mechanizmu, polegajgcego na internalizacji komplek-
su peptyd-receptor ijego degradacji wewnatrzkomor-
kowej.

Czyjednak zawsze degradacja neurotransmitera jest
robwnoznaczna z jego inaktywacja? W przypadku
niektérych peptydéw, np. neurokinin istnieje jeszcze
jedna mozliwo$é: enzymy proteolityczne degradujgce
substancje P (SP) w istocie nie powoduja jej inak-
tywacji, lecz generujg fragmenty wykazujgce wysoka
aktywnos$¢ biologiczng.

Il. Enzymy uczestniczgce w degradacji sub-
stancji P

Do tej pory odkryto kilka btonowych proteaz
powodujgcych degradacje SP. Rozszczepiajg one ten
jedenastopeptyd w miejscach zaznaczonych na Ryc. 1

W chwili obecnej trudno przesadzic¢, ktdry czy tez
ktére z tych enzymoéw sa faktycznie odpowiedzialne za
przerwanie sygnatu zapoczatkowanego uwolnieniem
SP do szczeliny synaptycznej. Wyniki badan neuro-
transmiterow bedacych aminami wskazuja, ze gtéwna
droga ich inaktywacji jest zwrotny wychwyt. Nawet
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w przypadku acetylocholiny, majacej bardzo wydajny
uktad inaktywacji, gtbwnym powodem zaniku przeno-
szenia informacji pomiedzy neuronami jest dyfuzja [1],
W przypadku neurotransmiterow peptydowych taki
mechanizm jest mato prawdopodobny, cho¢ istniejg
prace dowodzgce mozliwosci zwrotnego wychwytu
peptydéw uwalnianych przez zakohczenia presynap-
tyczne [2, 3, 4]. Wydaje sie jednak, ze jedynym
istotnym sposobem inaktywacji neurotransmiteréow
peptydowych jest hydroliza enzymatyczna. Przypusz-
czalnie stosunkowo niewielka liczba egzo- i endopep-
tydaz preferujgca oligopeptydy jako substraty speinia
role systemu inaktywujacego uwalniane neurotran-
smitery. Centra aktywne tych enzyméw wykazujg
mata specyficznos¢ w stosunku do konkretnych ami-
nokwaséw, a rozpoznajg raczej pewne podstawowe
cechy chemiczne taricucha aminokwaséw, na przyktad
jego hydrofobowos$¢ czy polarnosé.

/\

néw czuciowych rogéw grzbietowych zaangazowany-
mi w przewodzenie bdlu. Tam takze obecne sg recep-
tory SP. Fakty te dowodzga, ze rozmieszczenie SPDE,
SP oraz jej receptoréw jest Scisle wspoétzalezne. Pozo-
staje jednak ciagle niewiadoma czy enzym ten odgrywa
role fizjologiczng w wygaszaniu sygnatu generowane-
go przez ten neuropeptyd, czy tez zaangazowane w ten
proces sg inne peptydazy [8]. Dowiedziono, ze SPDE
jest enzymem mitochondrialnym, a wiec jest mato
prawdopodobne by odgrywat istotng role w degradacji
SP uwalnianej przez zakonczenia synaptyczne [9].

11-2. Enkefalinaza

Neutralna metaloendopeptydaza wrazliwa na fo-
sforamidon (enkefalinaza, endopeptydaza-24.11) [EC
3.4.24.11] — to enzym rozszczepiajacy SP miedzy

A

Arg Pro L|z Pro Gin Gin Phe Phe Gly Leu Met

\\ /
\/

[U

/ \

1 /
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Ny

Ryc. 1. Schemat struktury pierwszorzedowej substancji P oraz wigzan rozszczepianych przez proteazy degradujace substancje P.
1 Wiazania rozszczepiane przez enzym degradujacy substancje P (SPDE). 2. Wigzania trawione przez enkefalinaze (endopeptydaza-
-24.11). 3. Wigzania rozszczepiane przez peptydaze dipeptydylowa. 4. Wigzania przecinane przez enzym przeksztatcajagcy angiotensyne

(ACE). 5. Wiazania przecinane przez endopeptydaze degradujgcg substancje P.

I1-1. Enzym degradujacy substancje P

W komérkach nerwowych moézgowia cztowieka
i szczura, wystepuje metaloendopeptydaza wrazliwa
na czynniki chelatujgce, zwana enzymem degradujg-
cym substancje P (SPDE-substance P degrading en-
zyme) [EC 3.4.24.]. Przecina ona wigzania peptydowe
SP pomiedzy GIn6-Phe7, Phe7-Phe8i Phe8-Gly 9 [5].

SPDE ma mase czasteczkowg okoto 70 kDa i wyka-
zuje uderzajaco wysoka specyficzno$¢ w stosunku do
SP, w poréwnaniu z innymi neuropeptydami. R4zni sie
on od ACE i endopeptydazy 24.11 (enkefalinazy)
specyficznoscig (Ryc. 1), wiasciwosciami fizycznymi
i wrazliwo$cig na inhibitory. Otrzymanie przeciwciat
poliklonalnych przeciw SPDE pozwolito na wyodreb-
nienie jej sposrdd innych peptydaz degradujacych SP
[5]. Rozmieszczenie SPDE w rdzeniu kregowym od-
powiada lokalizacji wiokien nerwowych zawierajg-
cych SP oraz specyficznych dla niej receptorow [6, 7].
Znaczne ilosci SPDE znajdujg sie w obrebie blaszki
i1l rogéw grzbietowych rdzenia kregowego, a wiasnie
w tym obszarze wystepujg zakoriczenia nerwowe za-
wierajace substancje P, bedace zakonczeniami neuro-
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GIn6-Phe7, Phe7-Phe8, Gly9-Leul0 [10], Wyniki ba-
dan zwiazanych z btonami peptydaz, ktére hydrolizujg
substancje P w obrebie istoty czarnej mozgowia,
sugerujg ze gtbwnym enzymem katabolizujgcym ten
neuropeptyd jest enkefalinaza [11]. Specyficzno$é jej
jest niewielka. Przecina ona wigzania peptydowe X-Y
(X-dowolny aminokwas, Y-aminokwas hydrofobowy),
lecz wykazuje duze powinowactwo do peptyddéw o ma-
fej i Sredniej wielkosci [10]. Poczatkowo uwazano, ze
gtéwng jego rolg jest inaktywacja enkefalin i SP
w prazkowiu [10, 12]. Jednak enkefalinaza wystepuje
gtownie w komaérkach glejowych, a nie nerwowych ijej
funkcjg moze byé degradacja fragmentow neuropep-
tydéw, a nie bezposrednia inaktywacja peptydéw
uwalnianych do szczeliny synaptycznej. W badaniach
prowadzonych przy uzyciu komdrek neuroblastomy,
stwierdzono, ze fosforamidon wywiera bardzo staby
wptyw na hamowanie rozpadu SP. Sugerowatoby to,
ze degradacja neuropeptydu zachodzi pod wpltywem
innego enzymu [13, 14], aczkolwiek nie mozna wy-
kluczyé¢, ze w pewnych obszarach mézgowia, na przy-
ktad w pragzkowiu omawiana proteaza petni postulo-
wana role.
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11-3. Peptydaza dipeptydylowa

Peptydaza dipeptydylowa IV [EC 3.4.14.5] (amino-
peptydaza postprolinowa) odcina N-koncowe dipep-
tydy od polipeptydéw, ktérych drugim aminokwasem
jest prolina (XCPro2). Enzym dziata optymalnie w $ro-
dowisku obojetnym i lekko zasadowym. Wigzanie
rozpoznawane przez te peptydaze nie jest rozszczepia-
ne przez wiekszo$¢ innych aminopeptydaz. Ze wzgledu
na wysoka specyficzno$¢ aminopeptydazy postproli-
nowej, wielu autor6w uwaza, ze odgrywa ona kluczo-
wa role w regulacji proceséw fizjologicznych. Natural-
nymi substratami enzymu sg takie peptydy ibiatka jak:
kasomorfina, substancja P, trypsynogen i monomery
fibryny [15, 16, 17].

Degradacja SP przez aminopeptydaze postprolino-
wa nie zachodzi zgodnie z kinetyka okre$lona przez
Michaelisa-Menten; przy stezeniu substratu
powyzej 50 pM dochodzi bowiem do niepropor-
cjonalnego wzrostu aktywnos$ci enzymu [16].

11-4. Enzym przeksztatcajgcy angiotensyne

Peptydaza rozszczepiajgca wigzania Phe8-Gly9
i Gly9-Leul0 zwana jest enzymem przeksztatcajgcym
angiotensyne (ACE— angiotensin converting enzyme)
[EC 3.4.15.1] [18]. ACE wystepuje w komorkach
$rédbtonka, a szczegblnie aktywny jest w komdrkach
$rodbtonka ptuc. Obecny jest takze w osoczu. Gtdwna
funkcjg tego enzymu jest przeksztatcanie angiotensyny
1w angiotensyne Il, ktora jest czynnikiem powodujga-
cym skurcz naczyh krwiono$nych i pobudzajgcym
wydzielanie aldosteronu. Inhibitory ACE, takie jak
kaptopril i enalapril sg stosowane w leczeniu nadcis-
nienia tetniczego.

ACE wystepuje rowniez w mdzgowiu, lecz petni tam
prawdopodobnie inng funkcje niz na obwodzie. En-
zym z moézgowia ma mniejszag mase czasteczkowy
w poréwnaniu zenzymem znajdujacym sie w tkankach
obwodowych (140 kDa i 180 kDa) [19], Wykazano, ze
jest on zdolny do rozszczepiania wigzanh peptydowych
SP pomiedzy Phe8-Gly9 i Gly9-Leul0. Degraduje
takze neurokininge A [20], Specyficzno$¢ substratowa
ACE jest niewielka; dziatajgc na enkefaliny odszczepia
od nich C-kohAcowe dipeptydy. Metodami autoradi-
graficznymi wykazano, ze ACE znajduje sie gtéwnie
w drogach tgczacych prazkowie z istotg czarng [21].

I11-5. Endopeptydaza degradujaca substancje P

Ostatnio opisano kolejng peptydaze mogacg brac
udziat w inaktywacji SP. Jest to endopeptydaza wyizo-
lowana z mézgowia szczura, trawigca peptyd miedzy
Pro4-GiIn5 GIn5-GIn6 i GIn6-Phe7 [13]. Enzym ma
mase czasteczkowg rzedu 55-58 kDa i wykazuje op-
timum dziatania w pH okoto 7.5. Jest mato wrazliwy na
kaptopril, fosforamidon i DFP kt6re sg specyficznymi
inhibitorami ACE, enkefalinazy i dipetydyloaminope-
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ptydazy [13], natomiast jego aktywno$¢ jest silnie
hamowana przez EDTA, o-fenantroling i PCMB.
Wydaje sie, ze rozszczepienie wigzania GIn6-Phe7
przez ten enzym prowadzi do catkowitego zniesienia
aktywnosci fizjologicznej SP, podczas gdy rozszczepie-
nie wigzan peptydowych Pro4-GiIn5i GIn5-GIn6 ha-
muje aktywnos$¢ odpowiednio w okoto 30 i 70% [13].
Powstate w ten spos6b C-konicowe fragmenty SP
— peptydy SP5n i SP6.n mogtyby by¢ z kolei
substratami aminopeptydazy, co prowadzitoby do ich
catkowitego unieczynnienia. Alternatywnie, C-kofico-
wy fragment SP5.n moze by¢ wychwytywany przez
komérki, gdyz jak wykazano, takie fragmenty (ale nie
cata SP) byly pobierane przez skrawki mdézgowia
w hodowli [13],

I11. Biologiczne znaczenie fragmentow sub-
stancji P

I11-1. Dziatanie itt vivo fragmentéw substan-
cji P

Powstajace w wyniku dziatania peptydaz fragmenty
SP wykazujg wysokg aktywnos$¢ biologiczng. Podanie
fragmentéw N-koncowych czy C-kohncowych do jader
srodmdzgowia wywotuje podobne reakcje motoryczne
do powodowanych przez substancje P [22, 23]. W
moézgowiu i plynie mdzgowo-rdzeniowym poziom
fragmentéw N-koricowych SP (SP”, SP~g)jest znacz-
nie wyzszy niz fragmentéw C-koncowych (SP7n,
SP5ii) [5, 24, 25].

Najwyzszy poziom SP zanotowano w czesci siatko-
watej istoty czarnej. Stwierdzono ponadto, ze stezenie
innego neuropeptydu nalezacego do rodziny tachyki-
nin — neurokininy A, jest w tym obszarze bardzo
wysokie. Jednakze do tej pory nie udato sie udowodni¢
istnienia w tym regionie receptoréw dyskutowanych
neuropeptydéw [26,27]. Z drugiej strony, wiadomo ze
zaréwno SP, jak i neurokinina A odgrywaja istotng
role w istocie czarnej; podanie do tego obszaru jednego
z tych peptydow wywotuje gwattowne uwolnienie DA
(dopaminy) w pragzkowiu. Wykazano takze, ze spantyd
I (ang. spantide /; antagonista SP) selektywnie blokuje
stymulujace dziatanie SP [28]. Poniewaz nie udato sie
wykazaé istnienia receptoréw tachykinin w istocie
czarnej moézgowia, zasugerowano, ze SP ujawnia swe
dziatanie biologiczne poprzez wytworzenie metabolitu
powstajagcego w wyniku proteolizy [29]. Obecnos$¢ N-
i C-koncowych fragmentéw SP (SPL17, SP5n,SP7n,
SP8.n )wykazano w istocie czarnej szczura [24], ptynie
mozgowo-rdzeniowym cztowieka [30], preparatach
bton komérkowych otrzymanych ze $rédmézgowia
szczura [31] oraz w btonach komdérkowych jadra
ogoniastego $wini [10].

Reid i wspoétautorzy [24] stwierdzili, ze
podanie do istoty czarnej N-koricowego fragmentu SP
(SPj.7) powoduje stymulacje badz inhibicje (w zalezno-
§ci od dawki) uwalniania DA w prazkowiu. Mate
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dawki SPj.7(0.01 nmola) hamujg, zas duze (1-5 nmoli)
stymulujg ten proces. Mate dawki SP17hamujg takze
wydzielanie DA wywotane podaniem SP. Efektu tego
nie wykazywat natomiast fragment SP” w stosunku
do neurokininy A, co sugeruje, ze dziata on za posred-
nictwem receptora SP. SP17 wystepuje stale w istocie
czarnej w stezeniu okoto 15 razy mniejszym niz SP
[24]. Wydaje sie wiec, ze dziatajgc przeciwstawnie do
SP moze on petni¢ funkcje regulatora wydzielania DA,
tworzac petle ujemnego sprzezenia zwrotnego [24].
Mechanizm podany wyzej, wyjasnia przyczyny dwu-
fazowego dziatania SP: mate dawki SP wywotujg
wzrost uwalniania DA w prazkowiu, a duze hamujg
ten proces. Zwigzane to jest z tworzeniem sie w tych
warunkach wiekszych ilosci fragmentu SP*, dziataja-
cego antagonistycznie w stosunku do SP.

C-koncowy fragment SP (SP6.n ) hamuje uwalnia-
nie DA w prazkowiu. Nie zaobserwowano natomiast
wptywu hamujgcego SP6n na uwalnianie DA po
podaniu SP czy neurokininy A. Sugeruje to, ze mecha-
nizm tego zjawiska nie polega na oddziatywaniu SP ” x
z receptorami SP czy neurokininy A. Stwierdzono
ponadto, ze wplyw ten ujawnial sie dopiero przy
bardzo wysokich dawkach SPg.» (kilka nanomoli);
stad wniosek, ze zjawisko to nie ma wiekszej roli
biologicznej [24].

Przytoczone wyzej fakty nasuwajg szereg pytan.
Z jednej strony wiadomo, ze w istocie czarnej stezenie
neurokinin jest wysokie i odgrywajg one kluczowag role
w regulacji uwalniania DA w prazkowiu, a z drugiej
strony nie udato sie do chwili obecnej udowodnic
istnienie receptor6w neurokinin w istocie czarnej mdéz-
gowia. Zatozywszy, ze SP wykazuje swe dziatanie
biologiczne dopiero po przecieciu czgsteczki przez
odpowiednig peptydaze czy peptydazy, nalezatoby
poszukiwaé w tym obszarze receptorow o wysokiej
specyficznosci w stosunku do fragmentéw SP lub
zbada¢ powinowactwo fragmentéw SP do dobrze juz
scharakteryzowanych na poziomie molekularnym re-
ceptordw neurokinin [32].

I111-2. Dziatanie in vitro fragmentow substancji P

Badania wptywu fragmentéw SP i analogéw tych
fragmentow na aktywno$¢ pomp jonowych, takich jak
ATPazy (sodowo-potasowa i wapniowo-magnezowa),
obecnych w btonach synaptosomalnych réznych ob-
szarOw modzgowia szczura, wykazaty ze najsilniej ak-
tywowat (Na, K) ATPaze analog fragmentu SP ([Pyr6,
Tyr8] SPg.!J (10 pM). Podobnie aktywujgco wptywat
on na (Ca, Mg) ATPaze [33]. Stwierdzono réwniez, ze
N-kohAcowy fragment SP (SPX4), podobnie jak SP,
zwieksza intensywno$¢ endogennej (stymulowanej
cAMP) fosforylacji synapsyny | (biatko bton pecherzy-
kéw synaptycznych), natomiast fragment C-korficowy
nie wykazywat zadnego wptywu na ten proces [34].
Intensywnos¢ endogennej fosforylacji synapsyny | sty-
mulowanejjonami wapnia i kalmoduling ulegata nato-
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miast drastycznemu zmniejszeniu pod wplywem SP,
fragmentu SP~ oraz analogéw fragmentu C-kon-
cowego ([Pyr6, Tyr8] SP6.n, [Tyr8] SP6.U). We
wszystkich tych przypadkch SP i jej fragmenty lub
analogi fragmentéw dziataty jednak w wysokich steze-
niach (1 mM, 100 pM) [35]. Badajgc dziatanie analo-
gow C-koncowego fragmentu SP ([Pyr5 Tyr8] SP5.n ,
[Pyr6, Tyr8] SP6.n]) (40 nM) na aktywno$¢ mono-
aminooksydazy [EC 1.4.3.4], wykazano ze analog
[Pyr6, Tyr8] SP6.n zwieksza jej aktywno$¢ w homo-
genatach kory mézgowej i hipokampa szczura, nato-
miast analog [Pyr5 Tyr8] SP5n hamuje jej aktyw-
no$¢ w homogenatach hipokampa [36].

Przytoczone wyniki wskazuja, ze nie tylko substan-
cja P, ale tez jej fragmenty i analogi mogg in vitro
wptywac¢ modulujgco na tak istotne procesy jak aktyw-
ny transport kation6w w btonach synaptosomalnych
czy fosforylacja synapsyny I. Niewykluczone, ze row-
niez in vivo aktywacja ATP-az jest requlowana podob-
nie. In vivo, bezposredni wpltyw fragmentéw SP na
fosforylacje synapsyny | jest raczej mato prawdopo-
dobny, poniewaz zmiane stopnia fosforylacji tego
biatka mozna byto zaobserwowac dopiero przy wyso-
kim stezeniu tych fragmentéw. Zwazywszy jednak, ze
w tym samym uktadzie eksperymentalnym (wyizolo-
wane btony synaptosomalne), N-koAcowy fragment
SP (SPj_4) zwieksza intensywnos$¢ fosforylacji synap-
syny | przy udziale endogennej kinazy biatkowej
zaleznej od cAMP, hamujac jednoczesnie fosforylacje
tego biatka stymulowang przez jony wapnia i kal-
modulineg, to fakt ten nie moze pozostawac bez znacze-
nia [34, 35]. Najprawdopodobniej jednak jest to efekt
posredni (wynikajacy np. z hamowania aktywnosci
fosfataz przez fragmenty SP czy wigzania sie tych
fragmentdw z kalmoduling).

Autorzy swiadomi sg faktu, ze informacje zebrane na
temat biologicznego dziatania produktéw degradacji
SP sg fragmentaryczne i Czytelnikowi moga wydawaé
sie niesp6jne. Mimo to odzwierciedlaja one obecny
stan wiedzy dotyczgcy tego zagadnienia. Nasuwa sie
oczywisty wniosek — peptydazy degradujgce neuro-
kininy niekoniecznie muszg powodowac ich inaktywa-
cje, a wiec substancja P jest nie tylko neurotran-
smiterem ale jednocze$nie moze peini¢ funkcje cza-
steczki prekursorowej.

Artykut otrzymano 17 marca 1992 r.
Zaakceptowano do druku 27 kwietnia 1992 r.
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galaktozoaminy z nieredukujgcego konca tancuchow
oligosacharydowych glikolipidow, glikoprotein i pro-
teoglikanow [1] (Ryc. 1). Enzym wystepuje prawie we
wszystkich tkankach, ale szczeg6lnie wysoka jego
aktywnos¢ stwierdzono w nerce [2-5], $ledzionie [6],
watrobie [7-10], btonie Sluzowej zotagdka [11] i jelit
[12, 13], korze moézgowej [14], fibroblastach skéry
[15], tozysku [16, 17] oraz tkankach zmienionych
nowotworowo [13]. Dla celdw klinicznych aktywnos$é
enzymu oznaczana jest w moczu, surowicy, ptynie
moézgowo-rdzeniowym oraz w ptynie stawowym [5,10,
11, 18-21]. Oznaczanie zmiany aktywnos$ci enzymu
w moczu ma znaczenie diagnostyczne w chorobach
nerek [22] oraz przy monitorowaniu stanu pacjentow
chorych na cukrzyce [23].

a zbudowany z 528 aminokwasow i 3zbudowany z 556
aminokwaséw (Ryc. 2) [30, 32]. Pomimo, ze kazdy
z prepropolipeptydow jest kodowany przez inny gen
homologia ich jest wysoka i siega 57%.

I1l1. Posttranslacyjne dojrzewanie N-acetylo-
-p-D-heksozoaminidazy

I11-1. Modyfikacje w szorstkiej siateczce en-
doplazmatycznej

Po translacji prepropolipeptydy a i 3sg przeksztat-
cane w szorstkiej siateczce endoplazmatycznej w pro-
polipeptydy (Ryc. 2 i 3). Modyfikacja polega na
proteolitycznym ,,odcieciu” od strony N-koncowej

heksozoaminidaza

Cer*- Gic-Gal—GalNAc
Neu Ac

C<2P~Gic~Gal~ + Gal NAc

Neu Ac

blok wgangliozydozie GM2.

R\c. 1. Schemat dziatania N-acetyto-(3-D-heksozoaminidazy.

Sposréd reakcji katalizowanych przez N-acetylo-
(3-D-heksozoaminidaze najwieksze znaczenie medycz-
ne ma degradacja gangliozydow G M 2[24,25]. Bardzo
dramatyczny przebieg kliniczny majg tzw. choroby
spichrzania zwigzane z wrodzonym niedoborem ak-
tywnosci N-acetylo-P-D-heksozoaminidazy, znane
pod nazwg choroby Tay-Sachsa i choroby Sandhoffa
(Tab. 1) [26-29]. Wskutek obnizenia lub braku aktyw-
nosci N-acetylo-P-D-heksozoaminidazy dochodzi do
gromadzenia sie w komdrkach nerwowych ganglio-
zydéw G M 2. Postepujaca kumulacja tych zwigzkéw
prowadzi do stopniowej dezintegracji prawidtowych
czynnoSci uktadu nerwowego, czego objawami sg m.in.
niedorozw6j umystowy, zaburzenia motoryczne, $le-
pota, utrata mowy, agresywnos$¢. Choroby Tay-Sachsa
i Sandhoffa majg podtoze genetyczne isg schorzeniami
nieuleczalnymi, powodujagcymi $mier¢ w dziecinstwie
[26, 27],

I1. Budowa N-acetylo-p-D-heksozoaminidazy

N-acetylo-P-D-heksozoaminidaza jest glikoprotei-
na zbudowang z dwéch tancuchéw polipeptydowych
oznaczanych a i p. W czasteczce enzymu wystepujg
dwa tancuchy w trzech mozliwych kombinacjach.
Izoenzym A ma budowe aP, izoenzym B-PP iizoenzym
Socot [30-32]. U cztowieka geny kodujgce synteze
N-acetylo-P-D-heksozoaminidazy sg zlokalizowane
na dwoéch réznych parach chromosoméw: gen koduja-
cy synteze tafcuchéw a na chromosomach 15 pary,
a tancuchoéw P na chromosomach 5 pary [33, 34].

W szorstkiej siateczce endoplazmatycznej sg syn-
tetyzowane dwa odpowiednie prepropolipeptydy:
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krétkich peptydéw: z taiicucha a fragmentu ,,a” zawie-
rajgcego 22 aminokwasy (jest to prawdopodobnie tzw.
sekwencja liderowa, od ktérej rozpoczyna sie wiasciwy
tanicuch polipeptydowy), z taficucha p fragmentu ,,b”
zawierajgcego 42 aminokwasy (jest to 23 aminokwaso-

Tabela 1.
Niedobory aktywnosci N-acetylo-P-D-heksozoaminidazy w/g
26-29],

Natura defektu na
poziomie molekularnym

Niedobor
heksozoaminidazy

Choroba

Tay-Sachsa (3-heksozoaminidazy
(wariant A) A

1 Brak mRNA dla «-pre-
kursora.

2. Zredukowana synte-
za a-prekursora.

3. Nierozpuszczalny
a-prekursor.

5. Dojrzaty a-prekursor
dtuzszy niz normalnie
i posiada nieaktywne
pola.

6. Defekt w taczeniu a
i Bpodjednostek.

7. Zredukowana synteza
a-prekursora i defekt
w taczeniu z p-prekur-

Tay-Sachsa Brak aktywnosci Nieobecno$¢ aktywatora

(wariant (3-heksozoaminidazy biatkowego wymaganego
AB) w stosunku do do hydrolizy GM 2-gang-
G M 2-gangliozydu liozydu
jako substratu
Sandhoffa (3-heksozoaminidazy =~ 1 Brak syntezy P-prekur-

AiB sora.
2. Zredukowane dojrze-
wanie a-prekursora.
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wa sekwencja liderowa i 19 aminokwasowy peptyd)
[31,35,36],

W szorstkiej siateczce endoplazmatycznej pre-
propolipeptydy a« i p ulegaja N-glikozylacji (Ryc.
2 i 4). Polega ona na przeniesieniu oligosacharydu
Glc3Man9GIcNAc2z dolicholu na reszty asparaginy,
ktére wystepujg w sekwencji: -Asn-X-Ser/Thr- (gdzie
-X- moze by¢ kazdym aminokwasem oprédcz proliny).
Asparagina w tej sekwencji musi wystepowac¢ w okres-
lonej konformacji przestrzennej: w postaci P-zgiecia
(ang. fl-turn), struktury pofaldowanej kartki (ang.
13-sheet) lub konformacji przypadkowego kiebka (ang.
random coil), zajmujac w taficuchach prepropolipep-
tydow «i P okreslong pozycje, od N-kohca taincucha
biatkowego [37, 38]. Prepropolipeptyd aulega gliko-
zylacji w dwdéch miejscach; sg to reszty asparaginy
0o numerach 114 w strukturze random coil i 294
w strukturze f3-turn. W czasteczce propolipeptydu
P glikozylowane sg cztery reszty asparaginy; dwie
o numerach 84 i 142 w strukturze random coil, jedna

PREPROPOLIPEPTYD oC

a 11 15 P 57

mtssriwfslllaaafagrat ALwPWPQNFQTSDQRYLYPNNFQFQYDVSSAA<a PGCSVL 60

TH 75 e 92

—TA

DDQCLLLSETWAVGALRGLETFSQLWAKSAEG? FFIWK7EIEDFPRFPHRGL LLDTSRHYL

PLSS1 LDTLDVMAYNKLHVFHWHLVDDPSFPYESFTFPELMRKGSYNPVTHI YTAUDWE 240

2PWNW»»WWWW 29HwW w w
VIEY ARLRG1RVLA EFDTPGHT LSWGPGIPGLLTPCYSGSEPSGTFGPYRPSLBNTYEFM 300

;327 Yyyyw
stfflevssvfpdfylhlggdevdftCrksnpe icidfhrkkgfgedfkglesfy iQyilt 360
| VSSYGKGYWWWQEVFDNKVKIQPDT 11 QYVREDI PNYMKELELVTKAGFRALLSAPAY  A20

ANSAW G IT2V D tAn ~gQ

PREPROPOLIPEPTYD fi

oCwH) 7?p
VKTII77777777177777;

MELCGLGLPRPPHLLALLLATLLAAHLALUTQVALVYQVAEAKRAPSVSUKPGPALWPLP 60

TULLTL 0 0 TETTT-T e T =zoedede LT
Isvkmtpnithlapenfy EEAFRRYHGY 1Fg|f YKWHHEPAEFOA 120
TIRTTTNTTIRTIT0T 77U TSI

flb
KTQVGIQLLVSITLQSECDAFP»Il SSDESYTLLVKEPVAVLKANRWVGALRGLETFSQLVY 180

240

DQSFPYQS | TFFELSNKGSY SLSHVYTPNDVRW | EYARKRG! RVL PEFDTPGHT LSYiGK 300

309, 1 13 Fh i
! 77777777777 TTTTTITITTTITIITTIITITITTT72777777Is 75 |
GQKDLLTPCY"RQN'LDSFGPI NPYLMTTYSFLYTFFKEIGEVFPDQF i ML.GGDEVEHCC 360
| I AT |
VVES\PK IQDF (;KVLDI NOGS | VWQEVPDD<VKLAPGT
U7 7T RTZ 7T 7T 707127 00T T T 77 17000 ,,////sS7/77////7777////J(_t
7117771777177/ 1TTITIT 11177 T 777770777 117777,
VEWMKDSAYPEELSRV7ASGFPVILSAPWYLDLISYGODWRK YYKV EPLDFGGTQKQK<L Aoq

STTITITL. KO T117777 7777712777 777 20717277177 71771 7771/ 77777/77 77777 777777 77777777/
FGGEACL VDATRLTPRLWPRASAVBERL WSSKDVRDNDDAYDRLTRVRCRWERG

420

iaagplyagycrhnn®l 556
TITTTTTTTUITITTTNZ TTIA

Ryc. 2. Sekwencja aminokwasowa prepropolipeptydéw a i @
N-acetylo-P-D-heksozoaminidazy, w/g [30,32] zmodyfiko-
wana.

a, c — fragmenty prepropolipeptydu a ulegajace ,,odcieciu”;
(p a — fragmenty prepropolipeptydu a tworzace tancuch a;
b, d, e, f — fragmenty prepropolipeptydu P ulegajgce
,odcieciu”; pp, pb, pa — fragmenty prepropolipeptydu
P tworzace taricuch P,

N — reszty asparaginy ulegajace glikozylacji;

C — reszty cysteiny.
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0 numerze 190 w strukturze (i-sheet oraz jedna w pozy-
cji 327 w strukturze fi-turn [39-41]. Asparagina w po-
zycji 497 propolipeptydu p nie ulega glikozylacji; jej
obecno$¢ wydaje sie mie¢ istotne znaczenie dla eks-
presji izoenzymu B i jego stabilnoSci. Zastgpienie
asparaginy glutaming na drodze tzw. mutagenezy
kierowanej powoduje 90% obnizenie aktywnosci izo-
enzymu B [40].

Przytaczone oligosacharydy ulegajg ztozonym i do
konca jeszcze niewyjasnionym przeksztatceniom, roz-
poczynajagcym sie w obrebie szorstkiej siateczki endo-
plazmatycznej, kontynuowanym w aparacie Golgfego
lkoriczacym sie w lizosomach. Modyfikacje taficuchéw
oligosacharydowych w szorstkiej siateczce endoplaz-
matycznej, ktére sg najlepiej poznane i wspélne dla
wszystkich N-glikoprotein, polegajg na ,odcieciu”
w dwustopniowej reakcji katalizowanej przez odpo-
wiednie glikozydazy, trzech terminalnych reszt gluko-
zy ijednej reszty mannozy (Ryc. 4) [38, 41].

I11-2. Modyfikacje N-acetylo-p-D-heksozoamini-
dazy w aparacie GolgPego i lizosomach

Po N-glikozylacji i proteolitycznej modyfikacji za-
chodzgcej w szorstkiej siateczce endoplazmatycznej
propolipeptydy « i p translokowane sg do aparatu
Golgfego, gdzie ulegajag dziataniu wielu transferaz
cukrowych i glikozydaz. Poszczeg6lne tancuchy sg
przeksztatcane w zupetnie rdzny sposob, poniewaz
w dojrzatej czasteczce ich struktura jest odmienna. Jak
dotad znane sg tylko niektdre struktury oligosachary-
dowe powstate w wyniku wspominanych przeksztat-
cen w dojrzatych tancuchach a i p. W tancuchu
a zidentyfikowano oligosacharyd zwigzany z Asn 114
0 sktadzie Man3GIcNAc2, natomiast sktad oligosa-
charydu zwigzanego z Asn 294 nie zostal jak dotad
okreslony (Ryc. 4). W tanicuchu P nie znany jest skiad
oligosacharyd6w zwigzanych z Asn 84 i327. Z Asn 142
zwigzany jest oligosacharyd Man3GIcNAc2, nato-
miast z Asn 190 moga by¢ zwigzane dwa rodzaje
oligosacharydéw polimannozowych: Man57GIcNAc2
oraz oligosacharyd o nieustalonym dotychczas skta-
dzie. Interesujgca jest obecno$¢ pojedynczej reszty
N-acetyloglukozoaminy w dojrzatym taficuchu Pdota-
czonej do Asn w pozycji 327 [40], co moze wskazywaé
na istnienie endoglikozydaz w lizosomach lub na
bezposrednie przeniesienie N-acetyloglukozoaminy
z pochodnych urydynowych z pominieciem fosforanu
dolicholu.

Przed transportem propolipeptydéw ai P do lizoso-
mow w aparacie Golgfego zachodzi synteza markera,
rozpoznawanego przez receptor enzymu w bilonie
lizosomatnej. Markerem jest reszta kwasu fosforowego
dotgczonego do sz6stego atomu wegla reszty man-
nozowej, whudowanej do oligosacharydu wigzaniem
@ 1-+2. Jest to reakcja dwustopniowa (Ryc. 5). W pier-
wszym  etapie N-acetyloglukozoaminotransferaza
przenosi N-acetyloglukozoamino-1 -fosforan z UDP-
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(pre”propolipeptydy)

3 \ |
8 (propollpeptydy)

ma&mm | zosomy
for f J (dojrzaté tancuchy)

© ~ Man5 GIcNAc2

© - nie scharakteryzowane tancuchy cukrowe

(D- Man5->7 GIcNAc2 lub tancuch cukrowy o mniejszej
ilosci mannozy (nie okres$lony jeszcze)

® - M-acetyloglukozoamina

Ryc. 3. Schemat dojrzewania tafcuchéw a i @
N-acetylo-|3-D-heksozoaminidazy, w/g [31, 32, 35, 36] zmodyfikowana. Wyjasnienia skr6téw opisano przy Ryc. 2.
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H ~ nieoznaczone tancuchy cukrowe Ryc. 4. Schemat modyfikacji oligosacharydéw tafcuchow a i @
"Doi- dolichol N-acetylo-(3-D-heksozoaminidazy w obrebie szorstkiej sia-

teczki endoplazmatycznej, aparatu Golgi’ego i lizosoméw,

reszta kwasu fosforowego
w/g [38, 41] zmodyfikowana.

@>~ asparagina
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-N-acetyloglukozoaminy na C6 mannozy. W drugim
etapie odszczepiana jest N-acetyloglukozoamina,
a pozostawiona reszta fosforanowa jest zwigzana z C6
mannozy [38].

UDP =
Aln ‘."_CQ: ‘)\JUMP
i 2@ /
l APARAT /
GOLGIEGO // ,,,
| / _—

Asn / G &
e S s
’ /. KOMPARTMENT

/4
iK" / /

2
| e - I
§ o—o—® receplor %
_Z MeP

LIZOSOM \

Ryc. 5. Schemat fosforylacji tancucha polimannozowego i tran-
sportu N-glikoprotein do lizosoméw, w/g [37, 38] zmodyfi-
kowana.

Wyjasnienia symboli opisano przy Ryc. 4;
M6P — mannozo-6-fosforan

Badania in vitro poszukujace miejsca przytaczenia
markerowej reszty fosforanowej do tafncucha @wska-
zaly, ze tylko oligosacharydy zwigzane z Asn 84 i 327 sg
fosforylowane [40], ale jak juz wspomniano, struktura
tych oligosacharydéw nie jest znana. Nie jest takze
jasne dlaczego oligosacharydy przy Asn 190, posiada-
jace reszty mannozy w potgczeniu a I-*2, nie sg
substratem N-acetyloglukozoaminotransferazy. Nie
wiadomo rowniez, czy do efektywnego tgczenia sie
ufosforylowanych oligosacharydéw enzymu z recep-
torem Man-6-P w btonie lizosomalnej wymagana jest
obecno$¢ jednej czy wiecej reszt mannozy. Istniejg
bowiem rézne doniesienia na temat fosforylacji po-
szczegOlnych tancuchdw. Wedtug jednych autoréow
fosforylowany jest tylko taficuch [3[40], wedtug innych
fosforylowane sg oba tancuchy, a transport do lizoso-
mow tafncucha a jest niezalezny od transportu tan-
cucha p [42]. Potwierdzeniem pierwszej hipotezy
mogg by¢ doniesienia, w ktdrych wykazano tgczenie
sie prepropolipeptydow a i [3jeszcze w obrebie aparatu
olgi’ego poprzez tworzenie mostkéw dwusiarczko-
wych (Ryc. 3) [43, 44].

Po potaczeniu sie Man-6-P z receptorem, tancuchy
aipenzymu trafiajg do tzw. kwasnego przedziatu (Ryc.
5), ktdry jest strukturg komaorki posredniczaca w wy-
mianie miedzy aparatem Golgi’ego i lizosomami. Tam,
prawdopodobnie pod wptywem obnizonego pH, na-
stepuje odigczenie enzymu od receptora btonowego.
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W jaki sposob enzym z kwasnego przedziatu trafia do
lizosomoéw, dotychczas nie wiadomo [38, 40].
Koncowe dojrzewanie tancuchéw propolipeptydo-
wych (Ryc. 3) zachodzi prawdopodobnie w lizosomach
i polega na wycieciu 14 aminokwasowego fragmentu
»,C” ztancucha a oraz fragmentéw ,,d”, ,e”,,,f’ (kolejno
8, 14 i 3 lub 5 aminokwasowych) z tancucha @ [32].
Usuwanie tych fragmentow peptydowych jest proce-
sem wielostopniowym i zachodzi pod wptywem Kilku
réznych proteaz lizosomalnych. Powstate podjednos-
tki tancucha a(apia) oraz (3(Pp, Pbi Pa)tacza sie ze soba,
prawdopodobnie za pomocg mostkéw dwusiarczko-
wych. W gre wchodzi jedna reszta cysteiny fragmentu
apw pozycji 57 oraz reszty cysteiny fragmentu a w po-
zycjach 103, 124, 277, 327, 457, 494 i 521 tancucha a.
W tafAcuchu P w gre wchodzi jedna reszta cysteiny
w pozycji 91 fragmentu Pp, dwie reszty cysteiny w pozy-
cjach 137 i 309 fragmentu pb oraz reszty cysteiny
w pozycjach 360,487,534 i 551 fragmentu Pa(Ryc. 2i 3).
Nie ustalono jeszcze, ktére reszty cysteiny biorg udziat
w tgczeniu podjednostek heksozoaminidazy [30, 32].

IV. Podsumowanie

Postepy w badaniach ludzkiego genomu stwarzajg
nadzieje na zlokalizowanie zmian DNA lezacych
u podstaw chordb Tay-Sachsa i Sandhoffa. Poznanie
ciggu reakcji prowadzacych od DNA do dojrzatego
enzymu zmierza do wypracowania strategii leczenia
schorzen wynikajagcych z niedoboru lub braku aktyw-
nosci N-acetylo-P-D-heksozoaminidazy.

Artykut otrzymano 17 marca 1992 r.
Zaakceptowano do druku 21 kwietnia 1992 r
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Automatyczne metody analizy obrazow

| ich zastosowanie w biologii komorkowej

Automatic image analysis as used in cell biology
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I. Wstep

W ostatnich latach nastgpit gwattowny postep
w produkcji sprzetu przeznaczonego do automatycz-
nej analizy obrazéw. Poczatkowo analiza obrazéw
opierata sie prawie wytgcznie na wzroku ludzkim. Ten
system analizujgcy, utworzony przez ukfad ,oko
— mébzg” byt ijest najbardziej uniwersalnym ,apara-
tem” pozwalajgcym na analize obrazé6w w sposob
szybki oraz ciggly. Jego mankamentem jest czesto
mata doktadnos$¢, zwiaszcza przy ocenie takich para-
metrow jak wielko$¢ powierzchni, poziom szarosci czy
intensywno$¢ zabarwienia. Dzieki pojawieniu sie
sprzetu komputerowego dysponujgcego duzg pamie-
cig operacyjng, zdolnego do szybkiego przeprowadza-
nia operacji obliczeniowych, stato sie mozliwe skon-
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struowanie urzadzen, w ktorych obraz rejestrowany
przez kamere telewizyjna maégt by¢ dalej opracowywa-
ny i oceniany w oparciu o cyfrowg technike ob-
liczeniowa. Ponadto powstaty realne mozliwosci bada-
nia proceséw przyzyciowych zachodzacych w komor-
kach, oparte na rejestracji ciggu nastepujacych po
sobie obrazéw mikroskopowych i to z szybkoscig
milisekundowg. Dzieki temu mogty rozwing¢ sie nowe
techniki badawcze pozwalajgce na przyzyciowg obser-
wacje zmian stezenia i rozmieszczenia jonéw Ca2+,
Mg2+, K+, Na+, H+ [1]. Wykorzystano w nich
indykatory jonéw, ktére po wprowadzeniu do komaor-

Konwerter
Wzmacn iacz
AlC

Monitor obrazowy

UkFad przetwarzania

obrazéw e e

O pamieci operacyjnej

od 8 do 32 MB

/ Pidro \

\' S$wiet Ine /

Ryc. 1. Schemat blokowy typowego systemu analizy obrazéw.
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ki dawaly okreslong fluorescencje o intensywnosci
zaleznej od ich stezenia. Opracowano réwniez metody
pozwalajagce na zastosowanie automatycznego anali-
zatora obrazu jako fotometru [2], ktéry ocenia zmiany
gestosci optycznej obrazu w oparciu o analize stopni
szarosci rejestrowanych przez kamere. Dzieki temu
zaczeto wykorzystywaé go do odczytywania profili
elektronogramow, oceny preparatéw histologicznych,
odczyndw histo- i immunohistochemicznych oraz do
analizy zmian stezenia jondw.

Analizatory obrazéw stwarzajg tak szerokie moz-
liwosci w naukach przyrodniczych (zwiaszcza w bio-

Urzacdzeﬁ ia wejiciowe

Inny niz mikroskopowy

obraz wejéciowy
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Monitor tekstowy

‘ HELP
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i softwarem

Y A Y

Drukarka

komputerowa

Urzadzenie
Streamer do
fotografii

133



logii komorkowej), iz wydaje sie uzasadnionym przed-
stawienie w krotkim zarysie ich budowy i zasady
dziatania.

Il. Opis urzadzenia

Schemat obrazujgcy typowy system analizy obra-
zOw przedstawiono na rycinie 1
Mozna w nim wyr6znié¢ nastepujace czesci sktadowe:
1. Urzadzenie wejsciowe — ztozone z kamery telewi-
zyjnej (zazwyczaj wysokiej klasy typu CCD) wyposa-
zonej w odpowiednie oprzyrzgdowanie pozwalajgce
na bezposrednig rejestracje badanego obrazu (np.
zdjecie mikroskopowo-elektronowe lub elektrofoto-
gram) lub pos$rednig poprzez dodatkowe urzgdzenie
optyczne (mikroskop, projektor itp.).
2. Wzmacniacz — uktad wzmacniajacy sygnat wideo,
pochodzacy z kamery telewizyjnej i przekazujacy go
do nastepnego etapu opracowywania.
3. Konwertor A/C — urzadzenie zamieniajgce wzmoc-
niony sygnat analogowy uzyskany z kamery na sygnat
cyfrowy mozliwy do dalszego przetwarzania w kom-
puterze.
4. Jednostke komputerowa skiadajacg sie z dwéch

urzadzen:
9 Przetwarzanie
obrazu

Sygnal wejsciowy

Segmentacja
Obraz
Przetwarzanie Histogramy
obrazu binarnego binarny

Wyroznienie
obiektéw

Opis
obiektow

Wydruk wynikow [Je Pomiary obietkow J¢

Analiza pomiarow

Wykresy

Tabele

Ryc. 2. Gtowne etapy automatycznej analizy obrazéw.
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a) uktadu przetwarzania obrazu (ang. image processing
unit) czyli jednostki odpowiedzialnej za obrébke obra-
zu ukazujacego sie na ekranie monitora wysokiej
rozdzielczosci. Pamie¢ operacyjna takiej jednostki
wynosi kilkadziesigt Megabajtow, co umozliwia anali-
ze wielu obrazdw jednoczes$nie. Czesto dla uzyskania
czytelniejszego i bardziej zrdéznicowanego obrazu
przypisuje sie okreSlonym stopniom jego szarosci
odpowiednie kolory (zwane pseudo kolorami).

b) komputera klasy IBM z kartg graficzng stanowigce-
go uktad zarzadzajacy systemem (ang. control proces-
sor). Posiada on twardy dysk o duzej pojemnosci od
kilkudziesieciu do kilkuset Megabajtéw pamieci, na
ktéorym znajduja sie pliki z programami uzytkowymi
systemu, uzyskane dane liczbowe oraz analizowane
obrazy.

5. Pidro Swietlne pozwalajagce na manualne wydziele-
nie interesujgcego fragmentu obrazu przeznaczonego
do dalszej analizy.

6. Urzadzenia wyjscia: zaliczy¢ do nich nalezy przede
wszystkim drukarke umozliwiajgcg wydruk wszyst-
kich danych liczbowych i wykreséw oraz pamie¢
tasmowag (ang. tape streamer) pozwalajgcg na archiwi-
zowanie na taSmie magnetofonowej zar6wno obrazéw
jak idanych liczbowych. Ponadto do urzadzen wyjscia
zalicza sie sprzet umozliwiajagcy wykonywanie prze-
zroczy i fotografii badz ,elektronicznych”, bgdz z mo-
nitora o wysokiej rozdzielczosci.

I1l. Zasada dziatania automatycznego anali-
zatora obrazow

W pracy kazdego automatycznego analizatora ob-
razu wyrdzni¢ mozna pewne state etapy [3, 4], ktorych
przesSledzenie umozliwia rycina 2.

1. Rejestracja i wstepne przetworzenie obrazu

Informacje o obrazie zarejestrowanym przez kamere
przekazywane sg w postaci sygnatu elektronicznego
do dalszego opracowywania przez komputer. Aby
byto to mozliwe, zarejestrowany obraz szary zostaje
programowo podzielony, za pomocg regularnej kratki,
na okre$long ilos¢ réwnych pdl elementarnych (ich
liczba jest ograniczona przez zdolno$¢ rozdzielcza
karty graficznej komputera i najczesciej odpowiada
jednej z nastepujacej wartosci 642, 1282, 2562 lub
5122). Takie elementarne pola stajg sie dla komputera
jednostkami obrazu zwanymi pikselami. Kazdemu
pikselowi przypisane sg wspotrzedne okre$lajace jego
potozenie w analizowanym obrazie oraz warto$¢ od-
powiadajacajego poziomowi szarosci rejestrowanemu
przez kamere. Dzieki temu obraz moze by¢ trak-
towany przez komputer jako 2-wymiarowa funkcja
rozktadu gestoSci optycznej, ktorej zbior wartosci
reprezentowany jest zazwyczaj przez 64 lub 256 stopni
szarosci. Moze on by¢ bezposrednio analizowany
lub poddany dalszym etapom przetworzenia.
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2. Przeprowadzenie segmentacji obrazu czyli ustalenie,
ktére jego obszary znajduja sie w zakresie zaintereso-
wan, a ktére moga by¢ traktowane jako tto. Jednym
z najprostszych sposobOw realizacji tego etapu jest
tzw. progowanie. Operacja ta polega na selekcji wszy-
stkich pikseli obrazu wedtug zadanego Kkryterium,
ktorym jest ich poziom szarosci. Efektem koncowym
tego dziatania, jest obraz binarny, w ktérym kazdemu
pikselowi obrazu bedgcemu w obszarze zainteresowarn
przypisana zostaje warto$¢ 1, a pozostatym wartos¢ 0.
3. Podziat obszaru zainteresowan na oddzielne obiekty
Innymi stowy jest to dalsza redukcja obszaru zaintere-
sowania do konkretnych pojedynczych obiektéw. (O-
czywiscie istniejg badania, ktore nie wymagajg iden-
tyfikowania pojedynczych obiektéw i wtedy ten etap
analizy zostaje pominiety).
4. Przeprowadzenie ostatecznych pomiaréw wyroznio-
nych obiektéw i ich analiza
5. Wydruk uzyskanych wynikdw w postaci danych
liczbowych, wykreséw, tabel, histogramow itp.
Mozliwosci dziatania automatycznych analizato-
row obrazow zwigzane sg z odpowiednim oprog-
ramowaniem komputerowym. Kazdy z producentow
tych urzadzen przygotowuje je dla wiasnego sprzetu
i tylko na nim moze ono by¢ wykorzystane. Mimo
duzej r6znorodnosci oprogramowan, og6lne zadania
jakie one spetniaja sg podobne izostang tutaj oméwio-
ne na przyktadzie pakietu programéw komputero-
wych automatycznego systemu analizy obrazéw zwa-
nego ,MAGICAL”"*1

IV. Oméwienie najwazniejszych programow
komputerowych automatycznego systemu
analizy obrazéw MAGICAL **2

1. GENIAS — program pozwalajacy na analize obra-
z6w mikroskopowych preparatéw biologicznych uzy-
skanych z mikroskopdw optycznych, elektronogra-
mow z mikroskopow elektronowych czy fotografii
elektroforetycznych. Przekazany do pamieci operacyj-
nej komputera obraz mozna zapisac i przechowywacé
na twardym dysku. Jest to bardzo wygodne, gdyz,
pozwala na wywotanie go w kazdej chwili w celu
ponownej analizy lub poréwnania z innymi obrazami.
Pojedynczy obraz mozna poddawa¢ operacjom geo-
metrycznym (odbiciu zwierciadlanemu wzgledem osi
OX lub OY, obrotowi o wybrany kat, przesunieciu
0 podany wektor, wielokrotnemu powiekszaniu) lub
transformacjom morfologicznym: dylatacja, erozja,
domkniecie, otwarcie, skeletonizacja (ang. sceletonise).

*x System ten wyprodukowany zostat przez angielska f-me
Image Applied dawniej Joyce-Loebl. Nadmieni¢ mozna, iz
firm wyspecjalizowanych w chwili obecnej w produkcji
analizatorow obrazu jest kilka: np. Cambridge (Wielka
Brytania); Numelec (Francja); Zeiss, Leitz, ICN (Niemcy) itd.
**  System ten wykorzystywany jest przez autoréw ar-
tykutu w pracach badawczych prowadzonych w Pracowni
Cytofizjologii Katedry Histologii i Embriologii AM w Po-
znaniu.
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Opcje jednoczesnej analizy dwoch réznych obrazéw
umozliwiajg wykonywanie na nich dziatan arytme-
tycznych (tworzenie sumy obrazdw, ich réznicy, ilora-
zu oraz iloczynu) oraz operacji Booleanowskich.
Jednym z najtrudniejszych i najzmudniejszych etapéw
analizy obrazu jest segmentacja polegajaca na pod-
dawaniu obrazu szeregu operacjom prowadzgcym do
wyrodznienia w jego obrebie istotnych dla badajgcego
struktur. Granice miedzy badanym obiektem a tlem
nie zawsze sg dostatecznie wyrazne i dlatego program
uruchamia dziatanie operatorow zwanych filtrami,
ktére pomagajg miedzy innymi zwiekszy¢ lub zmniej-
szy¢ kontrast, wyostrzy¢ brzegi badanej struktury lub
usungC te elementy obrazu, ktére nie sg dla badacza
istotne. Po dokonaniu segmentacji obrazu, komputer
mierzy automatycznie takie parametry wszystkich
wyrdznionych obiektow jak: pole powierzchni, obwad,
wspétczynnik ksztattu, Srednice Fereta, srodek ciezko-
Sci, odlegto$¢ najdalszych punktéow, elongacje; moze
takze wykresli¢ histogram pozioméw szarosci danego
obiektu. Wszystkie wartosci liczbowe z pomiarow
mogg by¢ przechowywane na twardym dysku lub
wydrukowane. Ponadto istnieje mozliwo$¢ opracowa-
nia przez uzytkownika programoéw realizujgcych sta-
wiane przez niego zadania.

2. TARDIS — program pozwalajgcy na rejestracje
sekwencji obrazéw zmiennych w czasie. Analizator
moze rejestrowa¢ w dowolnych interwatach czaso-
wych zmiany w 504 réznych obrazach uzyskiwanych
np. z mikroskopu optycznego.

Najcenniejsze dla rejestracji proceséw zmiennych
w krotkim czasie sg dwa sposoby: — pozwalajgcy na
rejestracje 5 obrazéw w kazdej sekundzie, pierwszy
(stepping mode) oraz — pozwalajacy na rejestracje 25
obraz6w w sekundzie, drugi spos6b (video mode).
Program ten moze by¢ wykorzystany do obserwacji
i analizy zmian stezenia szeregu jonéw wewnatrz
zywych komorek. NajczeSciej jest on stosowany do
badania jon6w Ca2+. W tym przypadku wprowadza
sie do komarki fluorochrom Fura 2/AM [5, 6]. Cechg
charakterystyczng tego fluorochromu jest wzbudzenie
sie przy dwoch réznych diugosciach swiatta (340 nm
i 380 nm) w zalezno$ci od kompleksowania lub nie,
jonow wapniowych. Pozwala to unikngé szeregu bie-
dow wystepujacych przy fluorochromach o jednej
dtugosci wzbudzenia. Rejestracja z odwréconego mik-
roskopu fluorescencyjnego sekwencji par obrazow
otrzymanych przy dwoch réznych dtugosciach wzbu-
dzajgcych pozwala, dzieki opcjom programu, prze-
Sledzi¢ zmiany w stezeniu i rozmieszczeniu jonow
wapniowych w komérkach poddanych dziataniu réz-
norodnych czynnikéw [7, 8, 9]. System umozliwia
obserwacje na ekranie monitora zarejestrowanych
przemian w zwolnionym tempie oraz petng ich ar-
chiwizacje.

3. RESULTS — program ten odczytuje z twardego
dysku pliki z danymi liczbowymi uzyskanymi w trak-
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cie pracy z innymi programami systemu Magical
i opracowuje je statystycznie. Podstawowe jego opcje
to obliczanie wartosci Sredniej i odchylen standar-
dowych serii pomiarow, weryfikacja danych z wyko-
rzystaniem testéw statystycznych takich jak: CHI2
T-Studenta, Mann’a-Whitney’a itp. oraz graficzne
przedstawienie wynikow i ich wydrukowanie.

Analiza obrazéw przy uzyciu komputerowego ich
przetwarzania jest obecnie wszechstronnie stosowang
technikg. Nie tylko usprawnia ona ocene duzej liczby
obiektow poprzez automatyzacje ich pomiaréw, ale
réwniez umozliwia archiwizacje obrazéw na dyskach
lub taSmach magnetycznych. Wyniki analiz przed-
stawione w postaci tabel liczbowych lub odpowiednich
wykres6w utatwiajg ich interpretacje. Przypuszczaé
mozna, ze urzadzenia te w niedalekiej przysztosci
zaliczane badg do podstawowego wyposazenia pra-
cowni biologii komarki.

Artykut otrzymano 19 maja 1992 r.
Zaakceptowano do druku 4 czerwca 1992 r.
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WskazowKi
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne
kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje prace prze-
gladowe omawiajgce biezace osiggniecia, koncepcje
i kierunki badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrew-
nych; publikuje tez noty z historii biochemii, zasady
polskiego stownictwa biochemicznego, recenzje nade-
stanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdéw, konferen-
cji iszkot, w ktérych biorg udziat cztonkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Bio-
chemii” mogg mie¢ charakter artykutéw monograficznych
(do 20 stron tekstu liczac piSmiennictwo itabele), minire-
views (do 10stron tekstu), oraz krotkich noto najnowszych
osiggnieciach i pogladach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykulu odpowiadajg za prawidtowos¢ i Scistos¢
podawanych informacji oraz poprawnos$¢ cytowania pis-
miennictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przed-
stawione zagadnienie zilustrowane za pomoca tabel,
rycin, (wykresy, schematy, reakcje), wzoréw i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutdbw monograficznych na
rozdzialy i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuty tworza
spis tresci. Zgodnie z przyjetg konwencja rozdziaty nosza
cyfry rzymskie podrozdziaty odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 1-1, I-2. Poprawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznacznos¢ i czytelnos¢. Autorzy
przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skrétéw, nawet jezeli bywajag uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac
podlega ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjne-
mu. Redakcja zastrzega sobie mozliwos$¢ skrocenia tekstu
i wprowadzenie zmian nie wptywajgcych na tres¢ pracy,
deklaruje tez gotowos¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest robwnoznacznie
zosSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byla i nie bedzie
publikowana w innym czasopi$Smie, jezeli zostanie ogto-
szona w ,Postepach Biochemii”. W przypadku, gdy Au-
torzy) zamierza(ja) wiaczy¢ do swego autora artykutu
ilustracje publikowane przez autoréw prac cytowanych,
nalezy uzyskac¢ i przekaza¢ nam odpowiednig zgode na
przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazéwek szczegoétowych:

TEKST; Maszynopis powinien byé napisany jednostron-
nie czcionkag wielko$ci standartowej, z podwdjng inter-
linig, z lewym marginesem ok. 4 cm
W teks$cie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkreslen, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej mogg Autorzy zaznaczy¢ otow-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w teks$cie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisa¢ otdwkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana,
zawiera imiona i nazwisko (a) autora (6w ), nazwy, adresy
wraz z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polskim

i angielskim), w ktérych pracujg autorzy, adres do kore-
spondenciji nr telefonu i ewentualnie fax, adresy prywatne
autorow, tytut artykutu w jezyku polskim iangielskim oraz
— w prawym dolnym rogu — liczbe tabel, rycin, wzoréw
i fotografii oraz skroét tytutu pracy (do 25 znakoéw).

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska autorow,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis
tresci tez w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z auto-
row iich miejsce pracy z adresem pocztowym oraz wykaz
stosowanych skrétow.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmujg tekst pracy,
piSmiennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzo-
réw i fotografii.

PISMIENNICTWO; Wykaz piémiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tek$cie, zaznacza sie je
liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe,
np. [3,7,9,—26]. Odnos$niki bibliograficzne winny miec¢
nowg uproszczong forme. Sposéb cytowania czasopism
(1), monografii (2), rozdziatbw z ksigzek jednotomowych
(3), rozdziatbw z tomow serii opracowanej przez tych
samych redaktoréw (4), rozdziatbw z toméw serii opraco-
wanych przez réznych redaktoréw (5) wskazujg ponizej
podane przykitady:
1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Bio-
phys Acta 631: 499— 502
2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chro-
mosome, Elsevier, North-Holand, Amsterdam
3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of
Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
541-553
4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red)
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier,
North-Holland Amsterdam, str 1-77
5. Franks NP, Lieb WR (798%) W: Knight CG (red)
Research Monographs in Cell and Tissue Physiolo-
gy, t 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukciji.
Fotografie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wyko-
nane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy
wykonadé tuszem na biatym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od
przysztej reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzace
do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszg niz
5 mm. Na rysunkach nie naley umieszcza¢ opiséw stow-
nych, lecz postugiwac¢ sie skrotami. Osie wykres6w winny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o sto-
pniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. llustracji nie
nalezy wigcza¢ w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio
ponumerowac: tabele iryciny noszg cyfry arabskie, wzory
za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otéwkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryci-
ny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny
by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem iewentualnie takze
niezbednymi objasnieniami. Stowne objasnienia znakéw
graficznych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysun-
kowe za$ jedynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia
rycin sporzadza sie w postaci oddzielnego wykazu. llust-
racje nalezy podpisa¢ nazwiskiem pierwszego z autoréow
i pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,go6-
ra-d6t” (otéwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnet-
rzng spoisto$¢ artykutlu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin izbiorczych tabel na podstawie danych
z piSmiennictwa.

Maszynopis i zatgczniki (w dwu egzemplarzach), wtas-
ciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans-
portu, nalezy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii”
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
ul. Pasteura 3,

02-093 Warszawa
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