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Przygotowanie probek metoda BAKER spe przebiega szybko, odtwarzal-
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ARTYKULY

Colony Stimulating Factor 1 (CSF-1) and its in vivo role
as delineated using osteopetrotic op/op mice

WIESLAW WIKTOR-JEDRZEJCZAK1

Contents:

I Introduction

Il.  Biochemical characterization of CSF-1

I11. Biochemical properties of CSF-1 receptor

IV. The in vivo role of CSF-1 in hemopoiesis as
delineated using the opjop mice

V. Possible extra-hematopoietic role of CSF-1 as
evaluated using the opjop mice

V1. Distance and developmental limits to the action of
CSF-1

VI1I. Concluding remarks

. Introduction

Colony stimulating factor-1 (CSF-1), also termed
macrophage colony stimulating factor (M-CSF), was
identified as a functional activity of various materials
to support marcophage colony formation by hemopoi-
etic cells in vitro [1]. Its major sources at the time were
postendotoxin mouse serum, pregnant-mouse uterus
extrakt, and human urine [2]. Moreover, one of the
first established lines of murine fibroblasts: L929 cell
line was found to release its activity, to the medium in
high levels, which helped in biochemical characteriza-
tion [3].

All these materials used in crude form contained
amounts of CSF-1 high enough to produce macrop-
hage colony formation. The factor was then purified
from the L-cell conditioned medium and used to
produce specific antibody and to establish a specific
and sensitive radioimmunoassay [4]. Using this latter
technique the presence of the factor in virtually each
tissue of the body was documented. Biochemical
characterization of the factor allowed to colone its
gene [5, 6, 7] and subsequently to produce the protein
in recombinant form. Independently, it was found
that one of protooncogenes: c-fms codes for the
receptor for CSF-1 [8].

However, the in vivo physiological role of CSF-1was
still difficult to assess, particularly in the context of
simultaneous presence in the body of other molecules
with overlapping activities such as granulacyte-mac-
rophage colony stimulating factor (GM-CSF) and
interleukin 3 (IL-3). Recent indentification that mice,
mutant at the op locus, are totally devoid of CSF-1 [9]
dramatically changed this situation making available
a unique experimental model.

1 Prof. dr hab. med. Department of Immunology, Central
Clinical Hospital, Military School of Medicine, 00-909
Warsaw 60, Poland.
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Il. Biochemical characterization of CSF-1

CSF-1 is a homodimmer glycoprotein of molecular
weight varying from 45 kDa to 90 kDa [3]. Human
CSF-1 gene sequence encodes 554 aminoacids, while
the murine one 552 aminoacids. This includes 32-ami-
noacid signal peptide, and hydrophobic sequence of
23-aminoacids near the carboxy terminus [10], which
are not present in mature protein.

CSF-1 is synthetized as an integral transmembrane
glycoprotein (70 kDa) which is rapidly dimerized by
disulfide bond. Subsequently, during transport in
secretory vesicle of G o0 1g i apparatus, it is glycosyla-
ted. It may be then, either proteolytically cleaved at the
carboxyterminal residue and released from cell, or
expressed on cell surface as a cell bound form. This
latter protein form may also undergo shedding, and be
released this way into cell vicinity.

There is evidence that these variable ways of
production, and release of mature protein are deter-1
mined on the DNA level.

Clones of mRNA and cDNA of different length
were isolated and all code for functional proteins.
These include 1.6 kb, 2.0 kb, 2.3 kb and the most
prevalent 4.0 kb clone [5-7,10] Interestingly, it appears
that surface bound CSF-1form which is slowly cleaved
to medium is produced by 1.6 kb species, while rapidly
released CSF-1 is produced by 4.0 kb species.

Gene for murine CSF-1 which is 21 kb in lenght
comprises of 10 exons and is located on chromosome
3 [11]. This chromosomal location is unexpected as
human CSF-1 gene is located in so called growth factor
gene cluster on chromosome 5along with gene conding
for CSF-1 receptor [7, 11]. The murine growth factor
gene cluster is on chromosome 11. J

Otherwise human and murine CSF-1 genes are very |
similar and there is large homology in sequence, which j
reaches 82% for parts coding for soluble factors. All |
MRNA species contain sequences of exons 1through j
5 in the same order. Heterogeneity is conferred by
differential splicing of exon 6 and the alternate use of
exons 9 and 10. The 4 kb clone contains all the
sequence ofexons 6 and 0. The 2.3 kb clone contains all
the sequence of exons 6 and 9. Differential splicing of
exon 6 together with utilization of exon 9 results in
production of either 2.0 kb mMRNA or 1.6 kb mRNA.

Coding sequence is on exons 1through 8. When the
shortest 1.6 kb cDNA was further truncated by
amutation introduced after codon 158 it still produced
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active protein suggesting that the residues 1-158 re-
present the biologically active portion of the
molecule.

Identification that the opfop mouse has no bioactive
CSF-1 [8, 12] strongly suggested that this mutation in
fact affects the CSF-1 gene. This suggestion was
streghtened by the aforementioned finding that CSF-1
gene in the mouse is located in the same region of
chromosome 3 as the op locus [13]. Subsequently,
Y oshidaet al [14] have established the presence of
a point mutation in the coding region of CSF-1 gene in
the oplop mouse. This mutation apparently has arisen
by a duplication of a thymidine in the position 261
downstream from the ATG initiation codon (corres-
ponding to the aminoacid 56 of mature protein). Such
insertion is changing the reading frame and subsequen-
tly the aminoacid sequence for several codons until 21
bp further downstream, where TGA stop codon
appears [14].

Interestingly, this mutation prevents formation of
2.3 kb mRNA, but not 4 kb RNA [9]. However, even
this4 kb RNA which is present in oplop mice is not able
to form any active protein [9].

I11. Biochemical
receptor

properties of CSF-1

The CSF-1 receptor is identical to the c-fms pro-
to-oncogene product. The molecule was originally
identified as a product of an oncogene ofthe McD o -
nough strain of feline sarcoma virus [15]. Then
structural analysis has provided evidence that this
molecule is similar to the known growth factor recep-
tors sharing with them tyrosine kinase activity [15].
Subsequently, it was found that in adult mammals it is
expressed exclusively on cells of mononuclear phago-
cyte lineage and that it is in fact a CSF-1 receptor [16].
Additionally, its presence was observed on trophoblast
and placenta and on related cell lines.

CSF-1 receptor is a large 165 kDa protein, which
besides having tyrosine kinase activity belongs to the
immunoglobulin family of cell communication prote-
ins. There is only one class of such CSF-1 receptors
known and they possess high affinity for this growth
factor [15, 16, 17]. There is neither indication of CSF-1
receptor deficiency in the opfop mouse nor is the
deletion mutation of this receptor known in the mouse.
The importance of knowing which cells bear these
receptors, lies in their determination of the range of
cells, that can directly respond to CSF-1. Additional
information on CSF-1 receptor, as being beyond the
scope of this article, is available in several reviews [15, 16].

IV. The in vivo role of CSF-1 in hemopo-
iesis as delineated using the op jop mice

The opfop mouse was originally identified because of
the presence of congenital osteopetrosis i.e. a disorder
in which normal marrow cavities do not develop due to
the fact that bone resorption and remodelling is
deficient compared to the bone formation. These mice
were found to be almost completely devoid of osteo-
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clasts, to possess weight deficiency throughout the
lifespan, and to be tooth less [18].

Subsequently, we have identified a severe deficiency
of macrophages in these mice and related this pheno-
menon to the inability of stromal fibroblastoid cells to
produce macrophage colony forming activity [19].
Simultaneously, normal macrophage progenitors were
observed in these mice [19].

Finally, a total absence of any biologically active
form of CSF-1 was established [9, 12], and moreover,
mutant phenotype was reverted by exogenous natural
or recombinant CSF-1, [9, 20, 21, 22].

This allows us to assume that the pattern of
abnormalities observed in the opjop mouse determines
the in vivo scope of physiological activities of this
molecule. More precisely, it defines these activities
which cannot be substituted for by other functionally
related molecules.

As mentioned, colony stimulating factor-1 was
identified as one of the molecules supporting the
formation of macrophage colonies by normal murine
marrow cells in vitro, hence its another name: macrop-
hage colony stimulating factor (M-CSF). Pattern of
macrophage déficiences in the opfop mouse fully
substantiates this latter name. However, these déficie-
nces are neither absolute nor similar in different
organs. Thus, resident macrophages are totally absent
in the bone marrow, reduced to about 5% in peritoneal
cavity similarly as monocytes in peripheral blood.
Whereas, macrophage numbers in liver and spleen are
reduced to only about 30% of the normal (Wiktor-
-J¢drzejczak et al. in preparation), a number of
skin macrophages was recently reported to be normal
[12], This suggests that local macrophage dependency
on CSF-1is differential and depends on location. Such
situation may suggest that other locally available
macrophage growth factors may substitute for CSF-1
and allow for production of functionally active mac-
rophages. In fact, increased production of GM-CSF
and increased potential for production of IL-3 and
interleukin 2/4 was observed in the opfop mouse [9].
Therefore, most likely GM-CSF and IL-3 may at least
partly compensate for the absence of CSF-1. This
suggests that, in the mpuse there are in vivo at least two
major maturation pathways leading to the production
of functional macrophages: CSF-1 dependent and
CSF-1 independent, and only the first one is deficient
in the opjop mice.

Macrophage progenitors and hemopoietic stem cells
(as measured using colony forming unit in the spleen:
CFU-S assay) are present in the opjop mice in large
numbers [9, 19] which suggests that CSF-1 does not
play a critical role in the generation and maintenance
of their population sizes.

In contrast to many studies done in vitro, where
osteoclast-like cells were formed only under influence
of GM-CSF and not CSF-1, [23, 24, 25] both the
therapeutic success of CSF-1 in oplop mice and their
disease pattern (osteopetrosis related to the apparent
absence of osteoclasts) suggests the essential role of
CSF-1 in osteoclastogenesis. This two partly contras-
ting observations may be explained by the hypothesis
that in osteoclastogenesis CSF-1 acts prior GM-CSF,

55



which would be in contrast to the formation of
macrophages where it is well established that
GM-CSF stimulates more primitive progenitors than
CSF-1.

Therefore, the common hypothesis that emerges
from these studies is that although osteoclast lineage is
related to the macrophage lineage, there may also be
an important difference, which is an absolutely critical
presence of a CSF-1 dependent early progeni-
tor/precursor cells for osteoclasts.

V. Possible extra-hematopoietic role of
CSF-1 as evaluated using the opjop
mice

Female opjop mice can become pregnant and deliver
progeny [18, J. W. Pollard, J Hunt, W. Wik-
tor-Jedrzejczak, E R Stanley, manuscript
in preparation]. This observation seems to be in
contrast to the conclusions of earlier studies, which
have shown a 1000-fold elevation of uterine CSF-1
during gestation and the presence of CSF-1 receptor
on trophoblast in addition to macrophages [26, 27].
These latter studies suggested a critical and specific
role of CSF-1 in placental development. One possible
initial explanation was that 2.3 kb CSF-1 mRNA,
which is partly specific for CSF-1 production in this
location through alternative splicing phenomenon
ommits the block produced by the op mutation and
allows for local production of protein. This was proven
not to be true (J.W. Pollard, personal com-
munication) and no CSF-1is available in op /op also in
the uterus.

However, the mice are severely compromised
both in their pregnancy rate, litter size and ability to
foster progeny [J.W. Pollard, J. Hunt, W.
Wiktor-Jedrzejczak, E.R. Stanley, ma-
nuscript in preparation] which is compatible with the
notion that CSF-1 in fact plays an important role in
placental development but that similarly as in the case
of macrophage production this role may be partly
compensated for by other factors. Interestingly, treat-
ment with exogenous CSF-1 does not seem to correct
this deficiency, which suggest that this function of
CSF-1 is under local control and not under control of
systemic level of CSF-1 which is corrected by in-
jection.

Marks and Lane [18], while describing the
opjop mouse for the first time, have identified a pro-
found weight deficiency in animals of both sexes
throughout the whole lifespan. With establishing that
the disease can be traced to the absence of a single
functional molecule, namely CSF-1, it became clear
that this molecule also directly or indirectly regulates
body growth probably also affecting some other
metabolic processes. In fact, treatment of opjop mice
with recombinant CSF-1, among other effects, leads
also to weight gain. In contrast, normal mice receiving
similar doses of CSF-1 in addition to their endogenous
CSF-1 production loose weight (Wiktor-Jed-
rzejczak et al. in preparation for publication).
These findings even more strongly suggest that CSF-1
belongs to the group of hormones regulating body
growth such as somatotropine, insulin etc.
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However, since there is no corresponding pattern of
CSF-1 receptor expression which would explain such
a direct role of CSF-1, it appears that CSF-1 may act
as a master hormone, which determines the level of
production of another molecule (molecules) that are
more directly responsible for such effects.

Early trials with recombinant human CSF-1 both in
rabbits and in man have shown as an unexpected result
hypocholesterolemia [28]. This suggested direct or
indirect role of CSF-1 in regulating also lipid matabo-
lism. In fact, Marks and Lane [18] observed in
the residual bone marrow of oplop mice enigmatic
lipoid masses. Similarly, during culture of bone, bone
marrow, skin and peritoneum opjop fibroblasts, in
contrast to -h/+ (normal) fibroblasts, amazingly
frequently an adipoid transformation occurrs [W ik -
tor-J~drzejczak, unpublished observations]. In
agreement with these notions opjop mice have a very
significant increase in the serum level of LDL bound
cholesterol. Moreover, they have similarly significant
decrease in serum triglyceride level (Wiktor-J?d-
rzejczak) et al. in preparation for publication).
When this evidence is put together it suggests an
important role of CSF-1 in regulating lipid metabo-
lism. Of course, exact mechanisms of action, possible
intermediary steps etc. are all subject to future inves-
tigation.

All these studies suggest that CSF-1 should not be
any longer regarded as just macrophage progression
factor (i.e. factor responsible for maturation of end
stages of macrophage lineage, and their functional
activator) but rather as a hormone with multiple
functions.

V1. Distance and developmental limits to
the action of CSF-1

Cell communication molecules can be divided depe-
nding on a distance between cells releasing given
molecule and cells responding to this molecule. When
molecule released in one or more places in the or-
ganism is transported via blood to cells in many other
places, it acts in endocrine fashion. When molecule acts
on responding cells present in the vicinity of producing
cells, itacts inparacrine fashion. Finally, when molecu-
le acts on the same cell which produces it, then such
molecule acts in autocrine fashion. CSF-1 acts in all
these ways.

First of all, CSF-1 is one of a few in the large battery
of cytokines affecting hemopoietic cells, that are
constantly detectable in peripheral blood. It is also
a major hemopoietic growth factor released in respon-
se to endotoxin. However, therapeutic experiments
with recombinant human CSF-1 in the oplop mice
suggest, that not all CSF-1 functions are mediated by
circulating CSF-1, corrected by CSF-1 injections.
Injected human CSF-1 initiates bone resorption and
eventually produce teeth eruption and normal remo-
delling of the skeleton. On the other hand, peritoneal
and pleural cavity macrophages are affected only by
very large doses of exogenous CSF-1, except when the
factor is administered directly to the respective loca-
tion. This suggests that in contrast to the bone marrow
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macrophages and osteoclasts, being under central
CSF-1 control, peritoneal and pleural macrophages
were locally regulated by CSF-1. The same is most
probably true for the CSF-1 role in placental develop-
ment, since the litter size, and pregnancy rate are not
corrected in CSF-1 treated op/op mice. On the other
hand, body growth is at least partly corrected in CSF-1
treated oplop mice which suggests that it is under
control of circulating level of this hormone.

Furthermore, induced monocytes and macrophages
were shown to produce CSF-1 themselves [29, 30].
Since, these cells simultaneously possess CSF-1 recep-
tors and are capable to respond to this molecule this is
an autocrine regulatory mechanism. Its real role in vivo
remains hypothetical. It may be theoretized, that it is
important for activated macrophage migrating to the
focus of infection to self-stmulate, in order to help to
maintain activated state, and subsequently greater
bacteria clearing efficiency of this cell.

Certain effects of CSF-1 are not only dependent on
local versus systemic availability. The 1000-fold in-
crease in uterine CSF-1 during gestation is specific for
gestation and is induced by a concomitant increase in
progesterone and estradiol. In the opfop mice tooth
eruption and normal development of skeleton can only
be effected when CSF-1 is administered during first 10
days of postnatal life. This suggest also a precise role of
this factor during ontogeny.

VII. Concluding remarks

CSF-1 belongs to those growth factors that are
highly concerved in phylogeny, and as mentioned
earlier human recombinant CSF-1is fully active in vivo
and in vitro in murine systems including the opfop
mouse as well as in many other species such as rat or
rabbit. This suggests that conclusions reached concer-
ning the physiological role of CSF-1 using the oplop
mouse have more general application including also
man.
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Niedobor miesniowej AMP-deaminazy
Myoadenylate Deaminase deficiency

KRYSTIAN KALETHA1
GRZEGORZ NOWAK?2
KRYSTIAN ADRYCH3
WIESLAW MAKAREWICZ4

Praca dedykowana pamieci Profesora Wiodzimierza Mozotowskiego (1895-1975)

AMP-deaminaza (AMP-aminohydrolaza; EC
3.5.4.6) jest enzymem cytoptazmatycznym, wystepuja-
cym powszechnie w tkankach zwierzecych. W miesniu
szkieletowym aktywno$é enzymu jest szczeg6lnie wy-
soka: jeden, dwa rzedy wielko$ci wyzsza anizeli w po-
zostatych tkankach [ 1].

AMP-deaminaza katalizuje reakcje nieodwracalnej,
hydrolitycznej deaminacji kwasu adenylowego
(AMP)do kwasu inozynowego (IMP) z uwolnieniem
czasteczki amoniaku:

AMP + HD -» IMP + NH3

Badania histochemiczne wykazaty, ze enzym ten jest
$cisle zwigzany z uktadem kurczliwym komorki mies-
niowej, gdzie wiaze sie z miozyna w proporcji dwa
mole enzymu najeden mol miozyny [2]. Dowod6w na
bezposredni udziat AMP-deaminazy w skurczu mies-
niowym nie uzyskano. Wykazano natomiast istnienie
proporcjonalnej wsp6tzaleznosci pomiedzy nateze-
niem pracy miesniowej a ilosciag uwolnionego przez
pracujacy miesienn amoniaku [3, 4].

W roku 1977 Fishbein i wspoétautorzy
z laboratorium Biochemicznego Instytutu Patologii Sit
Zbrojnych Stanéw Zjednoczonych opracowali prostg
i efektywng metode histochemiczng pozwalajaca
stwierdzi¢ aktywno$¢ AMP-deaminazy w migsniowym
materiale biopsyjnym [5]. Zastosowanie tej metody do
badan rutynowych nieoczekiwanie ujawnito przypa-
dki catkowitego braku aktywnosci enzymatycznej.
WsSrdd 250 przeprowadzonych przez grupe Fish-
beina biopsji, pie¢ wykazywalo aktywnosé
AMP-deaminazy na poziomie ponizej 1% normy [6].
W preparatach biopsyjnych osobnikéw dotknietych
defektem nie stwierdzano zadnych mikroskopowo
uchwytnych zmian morfologicznych. Odchylern od
normy nie wykazywaty réwniez aktywnosci dwu in-
nych enzymow cytoplazmatycznych: deaminazy, ade-

1 Doc. dr hab. med., 2 Dr med., 4 Prof. dr hab. med.,
Katedra i Zaktad Biochemii, Akademia Medyczna, ul.
Debinki 1, 80-211 Gdansk.

3 Lek. med., Klinika Gastroenterologii, Akademia Medycz-
na, 80-211 Gdansk, ul. Debinki 7.
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nozyny i kinazy fosfokreatynowej. Prowadzone pézniej
badania [7] doprowadzity do identyfikacji nastepnych
21 przypadkéw braku migsniowej AMP-deaminazy.
Tabela 1

Obraz kliniczny niedoboru miesniowej AMP-deaminazy (wg.
47-zmodyfikowana)

1) Okres ujawnienia sie symptomoéw klinicznych schorzenia:

a) okres dzieciecy (2-12 lat) (40%)
b) okres mtodzienczy (12-19 lat) (30%)
c) okres wczesnej dojrzatosci (20-40 lat) (22%)

2) Objawy Kkliniczne:
a) tatwa meczliwo$¢ powysitkowa, kurcze i béle
migsniowe (77%)
b) ostabienie spoczynkowe (27%)
c) hipotonia (8%)

3) Nieprawidtowos$ci w badaniach laboratoryjnych:

a) ujemny wynik barwienia histochemicznego na obecno$¢
AMP-deaminazy (100%)

b) wyraznie obnizona aktywno$¢ AMP-deaminazy w bada-
niu bezposrednim (ponizej 5% aktywnos$ci prawidtowej)

c) ujemny test wysitkowy (brak powysitkowego wzrostu
stezenia NH3w surowicy krwi) (100%)

d) podwyzszony poziom kinazy kreatynowej w surowicy (56%)

e) miopatyczny typ EMG (42%)

0 nieprawidtowos$ci w obrazie morfologicznym biopsji
miesniowych (53%)

Tabela 1 zestawia charakterystyke wiekowa oraz
najbardziej typowe objawy kliniczne tej enzymopatii.
Jak to wynika z zestawienia, choroba ujawnia sie
najczesciej w okresie wczesnomtodzienczym, a osob-
nicy dotknieci defektem uskarzajg sie przede wszyst-
kim na tatwg meczliwos¢, oraz powysitkowe bole
i skurcze mig$niowe. Potowie przypadkdw towarzyszy
umiarkowany wzrost poziomu kinazy fosfokreatyno-
wej w surowicy krwi. Nie obserwowano natomiast
powysitkowego wzrostu stezenia amoniaku we krwi
- efektu obserwowanego u 0séb zdrowych (ujemny
test niedokrwienny).

Badania przeprowadzone w o$rodkach niezalez-
nych [8-18] doprowadzity do ujawnienia kolejnych
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przypadkéw niedoboru miesniowej AMP-deaminazy.
Analiza ich pozwolita wyciggng¢ bardziej precyzyjne
whioski, jesli idzie o obraz kliniczny, etiologie oraz
patogeneze schorzenia. Wyniki dotychczasowych ba-
dan wskazujg na to, ze niedobér enzymu wystepowac
moze w dwu postaciach: pierwotnej i wtérnej [7, 19,
20]. Postac pierwotna niedoboru AMP-deaminazy ma
niewatpliwie genetyczne podtoze, ajego przyczyna jest
catkowity brak izozymu mie$niowego. Defekt dziedzi-
czy sie w sposéb autosomalny, recesywny. Brak en-
zymatycznego biatka ma charakter wybidrczy i doty-
cz) jedynie miesSnia szkieletowego. W pozostatych
tkankach i narzadach osobnikéw dotknietych enzy-
mopatig, AMP-deaminaza jest obecna, a poziom jej
aktywnosci nie odbiega od normy [21]. Posta¢ pierwo-
tna, homozygotyczng  niedoboru miesniowej
AMP-deaminazy spotyka sie stosunkowo czesto, bo
u 1-2% osobnikéw populacji ogdélnej. Pozwala to
zaliczy¢ omawiane schorzenie do rzedu najczestszych
enzymopatii miesnia szkieletowego. W postaci pierwo-
tnej enzymopatii mierzona aktywno$¢ AMP-deamina-
zy wynosi mniej niz 5% wartosci prawidlowej. Znaj-
dowana w materiale biopsyjnym aktywnos¢ resztkowa
wynika z obecnosci tkankowego izoenzymu ptodo-
wego, oraz ewentualnie, z zanieczyszczenia materiatu
krwinkami [22,23 ]. Posta¢ heterozygotyczna enzymo-
patii jest bezobjawowa i przez to wykrywana jest
przypadkowo - podczas badan biopsyjnych pacjentéw
ze schorzeniami ukifadu nerwowo-miesniowego. Oce-
nia sie, ze ta posta¢ defektu wystepuje u okoto 10%
osobnikéw populacji ogélnej. Aktywno$é AMP-dea-
minazy u heterozygot zwykle nie przekracza 40%
wartosci prawidtowej [19]. Posta¢ wtérna niedoboru
miesniowej AMP-deaminazy dotyczy przypadkéw,
w ktdrych obnizenie zawartosci enzymu jest skutkiem
uszkodzenia tkanki miesniowej w przebiegu rozmai-
tych schorzen ukfadu nerwowo-miesniowego (np.
roznego typu dystrofii lub stanéw zapalnych mie$ni).
W  postaci wtdrnej  zmniejszonej aktywnosci
AMP-deaminazy towarzyszy obnizona aktywnos¢ in-
nych enzymow mies$niowych, jak kinaza adenylanowa
czy kinaza kreatynowa [20].

AMP-deaminaza miesni szkieletowych cztowieka
jest enzymem o dos$¢ dobrze poznanych witasciwos-
ciach fizyko-chemicznych i regulacyjnych [24-26].Jest
to enzym regulatorowy, ktérego aktywno$¢ modulo-
wana jest na drodze rozmaitych oddziatywan allos-
terycznych. Gtownymi  efektorami migsniowej
AMP-deaminazy sg jony jednowarto$ciowe: potas
i séd (aktywatory) oraz ortofosforan (inhibitor).
Wyrazne efekty regulacyjne wywierajg réwniez nuk-
leotydy, takie jak ADP czy GTP [24, 25].
AMP-deaminaza miesnia szkieletowego cztowieka ma
mase czasteczkowsg okoto 290 kDa i jest zbudowana
z czterech identycznych podjednostek o masie okoto
70 kDa [26],

AMP-deaminaza w tkankach ssakéw wystepuje
w postaci wielorakich form molekularnych. Badania
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autoréw japonskich [27] wykazaty obecnos$¢ trzech
immunologicznie réznych izoenzyméw AMP-deami-
nazy w tkankach ludzkich. W postaci homogennej
wystepujg one w watrobie (izoenzym L), miesniu
szkieletowym (izoenzym M) i w erytrocytach (izoen-
zym E). lzoenzym erytrocytarny wykazuje niejedno-
rodne wiasciwosci chromatograficzne i w zwigzku
z tym wyrézni¢ mozna dwie jego odmiany: E, i E2
Odmiennosci chromatograficzne i kinetyczne pozwoli-
ty wyrozni¢ rowniez dwie odmiany izoenzymu mies-
niowego [28]. Obecnos¢ ich wydaje sie mie¢ zwigzek
z typem histologiczno-metabolicznym widkna migs-
niowego [29]. Szybko kurczace sie wtokna miesniowe
biate, o glikolitycznym profilu przemian (fast twitch
glycolitic fibers, type Il b) zawierajg gtéwnie odmianeg
B izoenzymu mieSniowego [28]. Aktywnosci
AMP-deaminazy w mig$niach zawierajgcych gtéwnie
wibkna tego typu jest dwu-trzykrotnie wyzsza, anizeli
w miesniach zawierajgcych przede wszystkim wolno
kurczace sie widkna czerwone, o tlenowym profilu
przemian (slow twitch oxidative fibers, type 1) [30].

W trakcie rozwoju ontogenetycznego aktywnosc
miesniowej AMP-deaminazy wzrasta [31 ], a proceso-
wi temu towarzyszy funkcjonalne rdznicowanie sie
enzymu [32, 33]. Badania grupy Holmes’aw Duke
University Medical Center wykazaly obecnos¢ trzech
rozwojowych form AMP-deaminazy (embrionalna,
okotoporodowa i dojrzata) w dojrzewajgcym miesniu
szkieletowym szczura [34], Formom tym odpowiada-
ja trzy rozne transkrypty bedace produktem ekspresji
dwu genow kodujacych AMP-deaminaze [35]. Forma
embrionalna enzymu pojawia sie¢ we wczesnych eta-
pach ontogenezy i jest ona produktem translacji
transkryptu produkowanego przez gen ampdl. W tka-
nkach pozamiesniowych, ekspresja tego genu dokonu-
je sie nieprzerwanie przez caty okres rozwoju osob-
niczego szczura. W miesniu szkieletowym natomiast,
zanika ona w okresie okotoporodowym. W okresie
tym ujawnia sie ekspresja genu ampd 1 - genu specyfi-
cznego dla miesnia szkieletowego. Wytworzony przez
ten gen transkrypt pierwotny stanowi materiat wy-
jéciowy dla syntezy okotoporodowej (perinatal) i doj-
rzatej (adult) formy AMP-deaminazy. Formy te wy-
twarzane sg z transkryptu pierwotnego w nastepstwie
modyfikacji posttranskrypcyjnej wykorzystujgcej me-
chanizmy alternatywnego ciecia ( alternative splicing)
[35, 36],

Wiele wskazuje na to, ze podobny schemat rdz-
nicowania sie AMP-deaminazy ma miejsce rowniez
w ontogenezie cztowieka. Obecnos¢ kinetycznie i chro-
matograficznie odmiennych form rozwojowych
AMP-deaminazy w miesniu szkieletowym cztowieka
[37-38], istnienie immunologicznego podobienstwa
miedzy izoenzymami ludzkimi i szczurzymi [27],
a takze wysoki stopieh homologii prezentowany przez
komplementarne DNA (cDNA) szczurzego i ludz-
kiego genu "mieSniowego" [36], za podobieristwem
takim wyraznie przemawiaja.
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Reakcja katalizowana przez AMP-deaminaze, wraz
z dwiema innymi, tzn. reakcja katalizowang przez
syntetaze adenylobursztynianowg (EC 6.3.4.4) oraz
reakcjg katalizowang przez liaze adenylobursztynia-
nowg (EC 4.3.2.2), stanowi element skiadowy tzw.
cyklu nukleotydéw purynowych [39] (Ryc. 1). Obec-
nie istnieje zgodno$é co do tego, iz gtdwne znaczenie
metaboliczne tego cyklu polega na utrzymaniu wias-
ciwego zasobu tkankowej puli nukleotydéw puryno-
wych, utrzymaniu prawidtowej wartosci tzw. fadunku
energetycznego adenylanéw (adenylate energy char-
ge), a takze na spetnianej przezen funkcji anapleroty-
CzZnej.

tadunek energetyczny adenylanow (L.E.A.), wyra-
zajacy sie wzorem:
[ATP] + I/2[ADp]

[ATP] + [ADP] + [AMP]

\ I a -

odzwierciedla najogolniej zdolno$¢ komoérki do pro-
wadzenia ATP - zaleznych proceséw anabolicznych.
Ujete wzorem wzajemne stosunki stezeh nukleotydow
adeninowych regulowane sg bezposrednio rownowaga
reakcji katalizowanej przez kinaze adenylanowg ( mio-
kinaze):
2 ADP ~ ATP + AMP

Potozenie stanu roéwnowagi powyzszej reakcji
w sposéb istotny zalezy od aktywnosci AMP-deamina-
zy. Zachodzgca w wyniku dziatania tego enzymu
deaminacja kwasu adenylowego (AMP) przesuwa
bowiem réwnowage reakcji miokinazowej w kierunku
syntezy ATP, a to przeciwdziata zbyt drastycznemu
spadkowi wartosci tadunku energetycznego adenyla-
néw komorki. Dziatanie takiego mechanizmu wyrow-
nawczego jest szczeg6lnie wazne wtedy, kiedy zapot-
rzebowanie komorki na energie przewyzsza aktualny
jej doptyw. Sytuacja taka ma miejsce podczas inten-
sywnej pracy miesniowej [41 ]. Przemiany wyznaczone
cyklem nukleotydéw purynowych wykazujg rozna

Ryc. 1. Cykl nukleotydéw purynowych: 1. Deaminaza AMP, 2.
Syntetaza adenylobursztynianowa, 3. Liaza adenylobursz-

tynianowa.

FUMARAN
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intensywnos¢ w zaleznosci od typu histologicznego,
jak i od stanu metabolicznego miesnia. Szczegolnie
zywe funkcjowowanie cyklu nukleotydéw puryno-
wych stwierdzono w pracujgcych miesniach biatych
(typ I b), wykazujgcych duzg aktywnosé
AMP-deaminazy. Ustalono ponadto, ze gatgZz deami-
nujgca cyklu (tj. reakcja Kkatalizowana przez
AMP-deaminaze) funkcjonuje przede wszystkim
w czasie skurczu miesniowego; gataz reaminujaca
natomiast (Ryc.l) uaktywnia sie przede wszystkim
w fazie poskurczowej [43],

Tabela 2

Zmiany zawartosci adenylanéw w biopsjach mie$ni szkieletowych
osobnikéw zdrowych oraz z niedoborem mie$niowej AMP-deami-
nazy (MDD) podczas intensywnego wysitku miesniowego (wg. 40).

Parametr Osobnicy zdrowi Pacjenci z MDD
spoczynek

ATP 148.7 + 12.5 126.8 + 16.7

ADP 20.9+ 55 209+ 24

AMP 0.46 £0.13 0.89

IMP 0.32+ 0.19 0.06 £0.01

L.EA. 0.93+0.2 0.93 +0.01
wysitek

ATP 107.6+ 15.0 117.7+ 18.1

ADP 21.9+ 5.2 24.6x 23

AMP 0.55+0.17 1.09

IMP 52.4+ 142 42+ 15

L.EA. 0.90+0.02 0.90 £0.01

Warto$ci zostaty przedstawione jako $rednie (xSD) wyrazone
w nmolach w przeliczeniu na /(mole catkowitej kreatyny, ktorej
zawarto$¢ nie zmienia sie znaczgco podczas wvsilku mie$niowego
[44],

U osobnikéw zdrowych, intensywny wysitek migs-
niowy wigze sie z okoto 50 procentowycm spadkiem
zawartosci fosfokreatyny [44] i okoto 35 procen-
towym spadkiem zawartosci ATP (Tab.2). Temu
ostatniemu odpowiada réwnolegly, prawie stechio-
metryczny wzrost zawartosci tkankowego IMP [44],
Jest on nastepstwem  katalitycznego dziatania
AMP-deaminazy - enzymu, ktéry w skurczowej de-
gradacji nukleotydéw adeninowych mies$nia szkieleto-
wego odgrywa role pierwszorzedna. W okresie spoczy-
nkowym, w nastepstwie dzialania enzymoéw galezi
aminujacej cyklu nukleotydéw purynowych, wartosci
miesniowego ATP i IMP powracajg do stezen wy-
jéciowych, znajdowanych w okresie przedskurczo-
wym.

Osobnicy z niedoborem mieg$niowej AMP-deamina-
zy moga jedynie wykonaé¢ okoto 30 procent pracy
miesniowej, jakg wykonuja osobnicy zdrowi. Wysit-
kowi temu towarzyszy znaczny, okoto 70 procentowy
spadek zawartosci mieSniowej fosfokreatyny [44].
Spadek zawartosci tkankowego ATP u 0s6b z niedo-
borem miesniowej AMP-deaminazy jest stosunkowo
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niewielki, bo tylko 6 procentowy. Mimo to, w przeli-
czeniu na jednostke wykonanej pracy, okotowysit-
kowy spadek zawartosci tkankowego fosfagenu (ATP
plus fosfokreatyna) u osobnikéw z niedoborem mie-
niowej AMP-deaminazy jest prawie pieciokrotnie wy-
zszy, anizeli u os0b zdrowych [44]. Spadkowi zawar-
tosci miesniowego fosfagenu nie towarzyszy przy tym,
normalnie obserwowany, przyrost stezenia tkankowe-
go IMP. Zamiast tego obserwuje sie natomiast wyraz-
ny wzrost stezen tatwo dyfundujgcych przez btone
komoérkowa miocyta nukleozyddw: przede wszystkim
adenozyny, ale takze inozyny i hipoksantyny. Przeni-
kanie tych zwigzkow do krwioobiegu prowadzi w na-
stepstwie do zubozenia komdrkowej puli nukleotydow
purynowych. Z powyzszego wynika, ze w migs$niu
wykazujacym niedobor specyficznej AMP-deaminazy,
skurczowa degradacja nukleotydéw adeninowych
przebiega nie przez deaminacje, ale przez defosfofyla-
cje kwasu adenylowego (AMP), tak jak to ma miejsce
w miesniu sercowym. Zasadnicze roznice metabolizmu
nukleotydéw purynowych w pracujgcym miesniu
szkieletowym osobnikow zdrowych oraz osobnikow
dotknietych niedoborem miesniowej AMP-deaminazy
ilustruje rycina 2.
Artykut otrzymano 6 grudnia 1990 r.
Zaakceptowano do druku 18 stycznia 1991 r.

Ryc. 2. Implikacje metaboliczne niedoboru AMP-deaminazy w ko-
moérce mieSniowej (wg. 47).

ZDROWA KOMORKA MIESNIOWA

AMPS
lMP/d-n- R‘MP
<

ADP

// AOENOZ‘YNA

ATP INOZYNA

e —
—P—

HIPOKSANTYNA

KOMORKA MIESNIOWA Z WRODZONYM
NIEDOBOREM DEAMINAZY AMP

AMP-S
AMP

op/ hd

ADENOZYNA
|

INOZYNA

[Z222 22222228

POSTEPY BIOCHEMII 37(2), 1991

PiSmiennictwo

1. Purzycka J., (1962), Acta Biochim. Polon., 9, 83-93.

2. Ashby B., Frieden C., (1977), J. Biol. Chem., 252,
1869-1872.

3. Parnas J. K, Mozolowski W.,, Lewinski W., (1972),
Biochem. Z., 188, 15-23.

4. MeyerR. A, Terjung R. L., (1980), Am. J. Physiol., 237,
Cl11-C118.

5. Fishbein W. N.,Armbrustmacher V. W.,, Griffin
J. L., (1977), Am. J. Pathol., 86, 79a-80a.

6. Fishbein W. N., Armbrustmacher V. W, Griffin
J. L., (1978), Science, 200, 545-548.

7. Fishbein W. N., (1986), w Myology, (red. Engel A. G.,
Bauken B. Q.), 1745-1762, Mc Graw Hill — Book Company.

8. Shumate J B.,, Katnik R., Ruiz M. Kaiser K,
Frieden C., Brooke M. H.,Carro 11J. E.,, (1979), Muscle
and Nerve, 2, 213-216.

9. ShumatelJ B, KaiserK. K.,,CarrollJ. E, Brooke
M. H., (1980), J. Pediatrics, 96, 885-887.

10. Di Mauro S.,Miranda A. F.,Hays A.P,FranckW.
A, Hoffman G. S, Schoenfeldt R. S, Singh N,
(1980), J. Neurol. Sei., 47, 191-202.

11. Kar N. Cc, Pearson C. M, (1981), Arch. Neurol., 38,
279-281.

12. Sabina R. L,SwainJ L,Pallen B.M.,AshizawaT.,
O’Brien W.E.Holmes E. W..(1980), J. Clin. Inwest., 66,
1419-1423.

13. Mercalis R, MortinJ.J.,.Dehane I|.,de Barsy Th.,
Van den Berghe G.. (1981), J. Neuro!.,, 225, 157-166.

14. Scho lleH. R, Bush H.F. M, Luyt-Houven I.LE. M..
(1981), J. Inher. Dis.Metah., 4, 169-170.

15. Kelemen J, Rice D. R, Bradley W. G.,, MunsatT.
L, Di Mauro S, Hogan E. L., (1982), Neurology, 32,

857-863.
16. Nagao H., Habara S, Morimoto T., Sano N.,
Takahashi M., Kida K., Mats uda H., (1986), Neuro-

pediatrics, 17, 193-198.

17. Goebel H. H.,, Bard osi A., C'our ad B., Kuhle ud-
ahl H. D, Di Mauro S., Rumpf K. W., (1986), Klin.
Wochenschr., 64, 342-347.

18. Mercelis R.. Martin J-J, de Barsy Th., Van den
Berghe G.,(1987). ./. Neuro/.. 234, 3X5-389.

19. Fishbein W. N, Armbrustmacher V. W, Griffin
J.L,Davis J I, Foster W. D.. (1984), Ann. Neurol., 15,
271-277.

20. Fishbein W. N.. (1986), Biochem. Med., 33, 158-169.

21. Fishbein W. N.. Davis J 1., (1982), Fed. Proc., 41, 902.

22. Fishbein W.N.,,DavisJ Il,Foe llmer J W.. (1983).J.
Exptl. Pathol.. 1, 7-25.

23. Kalet ha K., Nowak G.. (1990). Clin. Chim. Acta, 190,
147-156.

24, Makarewicz W., Stankiewicz
Med., 10, 180-197.

25. Kaletha K.. Stankiewicz A.. Makarewicz W..
Zydéwo M., (1976), Int. J. Biochem., 7, 67-71.

26. Stankiewicz A. (1981). Int J. Biochem., 13, 1177-1183.

27. Ogasawara N, Goto H.. Yamada Y., Watanabe
T, Asano T.. (1982). Biochim. Biophys. Acta. 714, 298-306.

28. Raggi A., Bergamini C., Ronca G.. (1975),
FEBS-Letters, 58, 19-23.

29. Peter J. B, Barnard R.J., Edgerton V. R, Gilles-

A.. (1974). Biochem.

pie C. A. Stemple K. E. (1972). Biochemistry, 11,
2627-2633.
30. Meyer R. A, Gilloteaux J, Terjung R. 1, (1980),

E.xpericntia, 36, 676-677.

31. Kendrick-Jones J, Perry S. V. (1967), Biochem. J.,
103, 207-214.

32. KalethaK. Zydowo M., (1971), Int. J. Biochem., 2, 20-26.

33. Sammons D., Chilson O. P, (1978), Arch. Biochem.
Biophys., 79, 561-570.

34, Marquetant R.. Desai N. M., Sabina R. L, Hol-
me s E. W.. (1987), Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 84, 2345-2349.

35. Sabina R. L. Morisaki T., Clarke P., Eddy R..
Shows T.B.,Morton C.. Holmes E. W, (1990),J. Biol.
Chem.. 265, 9423-9433.

36. Morisaki T., Sabina R, L, Holmes E. W., (1990), J.
Biol. Chem.. 265, 11482-11486.

61



37. KalethaK.,SpychalaJd., Nowak G., (1987), Experien-
tia, 43, 440-443.

38. KalethaK., Nowak G., (1988), Biochem. J., 249,255-261.

39. Makarewicz W., (1979), Post. Biochem., 25, 169-195.

40. Van Waarde A. (1988), Biol. Rev., 63, 259-298.

41. Lowenstein J M., Goodman M.N. (1978), Fed. Proc.,

m 37, 2308-2312.

42. Meyer R. A, Dudley G. A, Terjung R. L., (1980),/.
Appl. Physiol., 49, 1037-1041.

43. Meyer R.A, Terjung R. L. (1980), Am. J. Physiol., 239,
C32-C38.

44. Sabina R. L, Swain J L,0 lanow C. W., Bradley
W. G., Fishbein W. N.,, Di Mauro S.,,Holmes E.W.,
(1984), J. Clin Invest., 73, 720-730.

45. Sahlin K., Broberg S. (1990), Int. J. Sports Med., 11,
S62-S67.

46. Weicker H., Hageloch W., Luo J, Miller D.,
Werle E., Sehling K.-M., (1990), Int. J. Sports Med., 11,
S68-S77.

47. SwainJ L.,Sabina R.L,Holmes E. W, (1985), w The
Metabolie Basis of Inherited Disease (red. Stanbury J. B.,
Wyngaarden J. B. Fredrickson D. S., Brown M. S.), str.
1184-1191, Mc Graw-Hill Book Company.

Struktura i ekspresja genow nalezacych do rodziny genow

szoku termicznego hsplO

Structure and expresion of genes of the heat-shock gene

family hsp 70
ZDZISEAW KRAWCZYK1

Spis tresci:

. Wstep
Il. Geny hsplO
11-1. Zroznicowana ekspresja genéw hsp70
11-2. Regulacja ekspresji genow hsplO
11-2-1. Udziat sekwencji regulacyjnej HSE i czynnika
transkrypcji HSF w indukcji transkrypcji genéw szo-
ku termicznego
11-2-2. Inne czynnki regulujace ekspresje genéw hsplO
I11. Geny hsclO
I11-1. Zroznicowana ekspresja genéw hsclO
1V. Kompleksy biatek HSC70 i HSP70 z innymi biatkami
komorkowymi
V. Geny rodziny hsplO ulegajgce ekspresji w czasie sper-
matogenezy
VI. Geny rodziny hsplO kodujace biatka bakteryjne, mito-
chondrialne i chloroplastyczne
VII. Funkcje biatek kodowanych przez geny rodziny hsplO

Contents:

I. Introduction

Il. HsplO genes
11-1. Differential expression of the hsplO genes
11-2. Regulation of the expression of the hsplO genes
11-2-1. Involvement of the HSE regulatory sequence
and the HSF transcription factor in the induction of
the heat shock gene expression
11-2-2. Other elements involved in the regulation of
the hsplO genes

1. HsclO genes
I11-1. Differential expression of the hsclO genes

IV. Complexes of HSC70 and HSP70 with other cellular
proteins

V. /l.vl;70-related genes specific for spermatogenesis

1 Dr n. przyrodn., Instytut Onkologii, Zaktad Biologii Nowo-
twordw, 44-100 Gliwice.

62

VI. Bacterial, mitochondrial and chloroplast proteins
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VII. Function of proteins coded by the hsplO gene family

I. Wstep

W odpowiedzi na réznorodne bodzce Srodowiskowe
zaréwno chemiczne jak fizyczne w komérkach wszyst-
kich organizmoéw aktywowane sa geny stresu, do
ktorych nalezg geny szoku termicznego [1-3]. W pre-
zentowanej pracy omdwiono wasciwosci rodziny ge-
now, ktorej gtbwnym, najpetniej zbadanym pod wzgle-
dem struktury i funkcji jest gen szoku termicznego
oznaczany hsplO.

Cechami klasyfikujagcymi dany gen do rodziny
hsplO sa: a. znaczgce podobieristwo sekwencji nuk-
leotydowej w regionie kodujgcym biatko do sekwencji
genu referencyjnego, ktdrym najczesciej bywa gen
szoku cieplnego hsplO D. melanogaster [4]; b. masa
czasteczkowa kodowanego biatka wynoszgca okoto 70
kDa. Geny o wymienionych cechach wykryto we
wszystkich badanych dotychczas organizmach zardw-
no eukariotycznych jak i prokariotycznych.

Nazewnictwo genow zaliczanych do rodziny hsplO
nie jest ustalone, aczkolwiek najczesciej (gtownie
w zastostowaniu do wyzszych eukariontéw) spotyka
sie skrotowe nazwy zwyczajowe. Uwzgledniajgc typ
ekspresji i (lub) lokalizacje wewnatrzkomérkowa bia-
tka mozna w rodzinie hsplO eukariontéw wyrdznié
kilka klas gendw: a. geny hsp70 (heat shock genes)
silnie aktywowane w warunkach hipertermii; b. geny
hsclO (heat shock cognate genes), transkrybowane
konstytutywnie w temperaturze fizjologicznej i nie
ulegajgce aktywacji pod wptywem szoku termicznego;
c. geny grplS (glucose regulated genes) kodujace
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biatko siateczki S$rodplazmatycznej i aktywowane
w warunkach niedoboru glukozy (geny grplS omo-
wiono w artykule przegladowym: Z. Krawczyk
(1990) Post. Btochem., 37, (2), 70-75; d. geny kodujace
biatka mitochondrialne; e. geny transkrybowane
w komorkach spermatogenicznych. Poniewaz niekt6-
re geny moga posiada¢ wiasciwosci przypisywane
genom roéznych klas podziat ma jedynie charakter
orientacyjny. Do rodziny hsplO zalicza sie takze
bakteryjny gen DnaK i gen riketsji kodujace biatka
pokrewne z hsplO eukariontéw.

W przypadku drozdzy S. cerevisiae 8 poznanych
gendéw z rodziny hsplO zaliczono do, czterech klas
(réznych od wymienionych wyzej) oznaczonych SSA,
SSB, SSC i SSD, a podstawg klasyfikacji jest oprocz
wzoru ekspresji gtéwnie wplyw mutacji okrerilonego
genu na fenotyp [5].

W genomie cztowieka [6] i szczura [7, 8] wystepuja
liczne regiony,.w ktorych znajdujg sie sekwencje
W znacznym stopniu podobne do gendéw z rodziny
hsplO. Wiele z tych sekwencji to zapewne pseudogeny
niektére jednak moga by¢ niezidentyfikowanymi do-
tychczas funkcjonalnymi genami.

1. Geny hsplO

W danym organizmie klasa hsplO moze byC re-
prezentowana przez kilka genow. Moga to by¢ zaréw-
no geny znacznie roznigce sie strukturg pierwszo-
rzedowg (np. geny hsplOA [9] i hsplOB [10] cztowie-
ka) jak i kopie, rdznigce sie miedzy sobe gtdéwnie
sekwencjg czesci niekodujacych (np. geny hsplO my-
szy [11]

Sposrdd gendw aktywowanych przez czynniki $ro-
dowiskowe, niektére geny hsplO (np. gen hsplOA
cztowieka) sg transkrybowane takze w prawidtowych
warunkach fizjologicznych aczkolwiek z wydajnoscig
znacznie mniejszg niz w warunkach szoku termicz-
nego. Sposréd gendéw nalezacych do rodziny hsplO
S. cererisiae silnie aktywowane w warunkach hiperter-
mii sg geny SSA3 i S.S/i4. Geny hsplO poza nielicz-
nymi wyjatkami nie majg intronéw.

I1-1 Zrdznicowana ekspresja gendéw hsplO

Szok termiczny nie jest jedynym czynnikiem in-
dukujacym ekspresje genéw hsplO. W temperaturze
fizjologicznej geny te aktywowane sg przez dziesigtki
zwigzkdw chemicznych (w tym o dziataniu farmakolo-
gicznym ) [12, 13], przez stan anoksji [14], ischemie
[15], promieniowanie UV [16], zmiane pH [17, 18],
zmiany warunkow o$wietlenia [ 19], w wyniku infekcji
wirusowej [20-23], oraz w wyniku mechanicznego
uszkodzenia tkanek [24]

Niekiedy geny hsplO zostaja przejsciowo uaktyw-
nione przez czynniki endogenne. Geny hsplOA
i hsplOB X. laevis sg silnie aktywowane w poczat-
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kowych stadiach oogenezy [25] W pézniejszych sta-
diach sporulacji S. cerevisiae aktywowany jest gen
SSA3 [5]. Ekspresje genu hsplO obserwowano in vivo
w erytroidalnych, polichromatycznych komoérkach
kur [26]. Gen hsplOA jest aktywowany in vitro
w komérkach ludzkiej biataczki erytroblastycznej
podczas réznicowania indukowanego heming [27].
Zroznicowang ekspresje genu hsplOA (hsxl0) zalezng
od cyklu komérkowego wykazano w komorkach
HelLa [28-30], komdrkach owodni [31], i w lim-
focytach obwodowych cztowieka [32, 33].

Z kolei szok termiczny nie indukuje transkrypcji
genow hsplO w oocytach X. laevis [25], muszKi
owocowej [34] i myszy [35-36]; takze w spermatocy-
tach muszki owocowej [37] iszczura [Krawczyk,
dane niepublikowane]. Zahamowanie indukowanej
termicznie ekspresji genéw hsplO obserwowano w ko-
moérkach wczesnych zarodkow myszy i krélika [38,
391 X. laevis ijezowcow [39, 40 ] oraz D. melanogesler
[34] przed osiggnieciem przez zarodek stadium blas-
tocysty lub stadium ekwiwalentnego.

Podobnie szok termiczny nie indukuje ekspresji
genéw hsplO w erytroblastach [26], w komérkach
niektorych linii biataczki erytroidalnej [41, 42] szpi-
czakow [43] i raka zarodkowego [44] myszy. Ob-
nizenie stopnia ekspresji genu hsplO pod wptywem
szoku termicznego obserwowano w moézgu szczura
w okresie 3 tygodni od urodzenia [45].

11-2. Regulacja ekspresji genow hsplO

Warunkiem aktywacji transkrypcji genoéw hsplO
pod wptywem szoku termicznego jest powstanie funk-
cjonalnego kompleksu miedzy czynnikiem biatkowym
HSF (heat shock factor) i regionem promotora zawie-
rajacym sekwencje regulacyjne HSE (heat shock ele-
ment ) [46, 47]. Poniewaz oddziatywania miedzy HSF
i HSE warunkujg takze indukcje genéw hsplO w ko-
mérkach traktowanych 2,4-dwunitrofertolem, salicy-
lanem sodu [48], analogami aminokwasdw, siarcza-
nem kadmu [49] oraz w roznicujacych sie pod wpty-
wem heminy komérkach biataczki erytroidalnej [27]
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mozna sadzi¢, ze jest to podstawowy mechanizm
aktywacji transkrypcji tych genow.

Zroznicowanie kinetyki i stopnia ekspresji genow
hsplO przez czynniki wymienione w rozdziale 11-1
wskazuje na wielostopniowos$¢ procesu aktywacji przy
czym powstanie kompleksu HSE-HSF uwazane jest za
koricowy etap tego procesu.

11-2.1. Udziat sekwencji regulacyjnej HSE i czyn-
nika transkrypcji HSF w indukcji trans-
krypcji gendéw szoku termicznego.

W peini funkcjonalna struktura HSE sktada sie z co
najmniej trzech przemiennie wystepujacych pentanuk-
leotydow [nGAAN]i[nTTCn][50-52 ]. Wyrdznikiem
struktury HSE jest palindromowa sekwencja zgodno-
§ci CNnGAANNTTCnnC wykryta przez Pelhama
[53].

W regionie DNA poprzedzajacym jednostke trans-
krypcji genéw szoku termicznego wystepujg na ogoét
liczne sekwencje o duzym stopniu podobieristwa do
sekwencji Pelham a, jednak tylko niektére z nich
funkcjonujg jako HSE. Zaréwno rozmieszczenie sek-
wencji HSE wzgledem siebie jak i ich odlegto$¢ od
miejsca inicjacji transkrypcji sa odmienne w réznych
genach hsplO. Wydajna transkrypcja gendw hsplQ in
vivo wymaga kooperacji co najmniej dwéch sekwencji
HSE [ 10, 54, 55]. Sekwencje HSE funkcjonuja in vitro
w znacznym stopniu niezaleznie od odlegtosci i orien-
tacji wzgledem miejsca inicjacji transkrypcji [56-60]
wykazujac tym wiasciwosci sekwencji wzmacniajgcej
transkrypcje (enhancer sequence).

Homogenne preparaty czynnika HSF z komorek
D. melanogaster i S. cerevisiae otrzymano dzieki
zastosowaniu chromatografii powinowactwa, w ktorej
aktywnym ztozem byla sefaroza z przytgczonymi ko-
walencyjnie oligonukleotydami zawierajgcymi sekwe-
ncje Pe lhama [61-63].

Na podstawie sekwencji nukleotydowej genu HSF
drozdzy [64, 65] ustalono, ze masa czasteczkowa
biatka wynosi okoto 93 kDa. W czgsteczce HSF nie ma
cysteiny, jest ona natomiast bogata w asparagineg,
seryne i treonine; tgcznie reszty te stanowig 32%
sktadu aminokwasowego. W czasteczce HSF nie wy-
stepujg struktury typu “zincfinger™ i ”’leucine zipper".
Domena HSF oddziatujgca z HSE znajduje sie w cent-
ralnej czesci czasteczki [66]. Mutacje w genie HSF
drozdzy sa letalne [64, 65], zatem czynnik HSF jest
biatkiem niezbednym dla wzrostu komoérek réwniez
w temperaturze fizjologicznej.

Aktywacja transkrypcji genéw hsplO pod wplywem
szoku termicznego zachodzi takze w obecnosci cyk-
loheksimidu, co wskazuje, ze czynnik HSF jest obecny
(w formie nieaktywnej) w komorkach w prawid-
towych warunkach fizjologicznych [12, 48, 67]. Ak-
tywacja czynnika HSF jest procesem wielostopnio-
wym, w czasie ktérego nastepuje prawdopodobnie
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kilka potranslacyjnych modyfikacji czasteczki. Peina
aktywno$¢, co w komdrkach wyzszych eukariontéow
objawia sie réwnoczesng zdolnoscia do tworzenia
kompleksu z HSE i aktywacjg transkrypcji gendw hsp
uzyskuje czasteczka HSF w wyniku ufosforylowania
[67].

Takze w komdrkach drozdzy poddanych szokowi
termicznemu czynnik HSF ulega fosforylacji [68],
jednak przeciwnie niz w komdérkach wyzszych euka-
riontéw réwniez niefosforylowana forma HSF tworzy
in vitro stabilne kompleksy z sekwencjami HSE [68,
69]. Odzwierciedla to prawdopodobnie udziat czyn-
nika HSF w utrzymywaniu aktywnosci niektérych
genow hsplO drozdzy w temperaturze fizjologicznej.

Aktywng formg czynnika HSF jest struktura oligo-
meryczna (trimer), [52, 66]. Oddziatywaniom miedzy
HSF i HSE w czasie aktywacji genu hsp70 Drosophila
towarzyszg znaczne zmiany konformacyjne w regionie
promotora [70]; miedzy innymi ulega lokalnemu
odksztatceniu 0§ helisy DNA (bending) w regionie
kompleksu [71 ].

W komérkach D. melanogaster w temperaturze
fizjologicznej zachodzi ciggla inicjacja transkrypcji
genu hsplO; transkrypt osigga jednak dtugos$¢ okoto 25
nukleotyddéw. Wydaje sie zatem, ze czynnik HSF moze
aktywowac transkrypcje genu hsplO, uniemozliwiajgc
przedwczesng terminacje [72].

11-2.3. Inne czynniki regulujgce ekspresje genow
hsplO

Oprocz sekwencji HSE i czynnika HSF w regulacji
ekspresji genow hsplO moga bra¢ udziat takze inne
elementy cis i trans. Mimo ustalenia sekwencji promo-
tora wielu genoéw hsplO jedynie mechanizmy reguluja-
ce ekspresje genu hsplOA cztowieka i genu SSA i S.
cerevisiae w warunkach innych niz szok termiczny sg
stosunkowo dobrze poznane.

Ekspresje genu hsplOA cztowieka w temperaturze
fizjologicznej warunkuje sekwencja CCAAT (—68)
[73] natomiast w regulacji ekspresji genu pod wpty-
wem czynnikow zawartych w surowicy bierze udziat
sekwencja SRE (—100) {serum response element;
[74]). Sekwencje CCAAT i SRE czesciowo sie po-
krywaja, sadzi sie zatem, ze wsp6tzawodnictwo miedzy
réznymi czynnikami o miejsce wigzania jest jednym
z elementow regulujacych ekspresje genu [73].

Elementem cis odpowiedzialnym za indukcje eks-
presji genu hsplOA cztowieka przez biatko E 1A adeno-
wirusa jest region zawierajacy sekwencje TATAA
(—28) [75]. Biatko EIl A nie wigze sie jednak z wymie-
niong sekwencja, lecz oddziatuje z blizej nieokres-
lonymi czynnikami inicjacji [ 76]. W regulacji ekspresji
genu hsplOA cztowieka ma prawdopodobnie udziat
takze czynnik inicjacji Spl [77, 78].

Odmiennie niz w przypadku genu hsplOA cztowieka
w utrzymaniu ekspresji genu SSTI w temperaturze
fizjologicznej bierze udziat jedna z kilku sekwencji
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HSE [55]. Ponadto, w regionie promotora tego genu
znajduje sie wigzaca represor sekwencja regulacyjna
URS (upstream repression sequence), czeSciowo po-
krywajaca sie z wymieniong sekwencjg HSE [55].

Nie sg znane mechanizmy aktywacji lub represji
Igenéw hsplO w czasie oogenezy, sprematogenezy
li réznicowania. W komoérkach raka zarodkowego,
Jw ktorych gen hsplO jest nieaktywny wykryto znaczne
jstezenie czynnika HSF wydaje sie wiec, ze represja
genu spowodowana jest badz zmiana struktury chro-
matyny w regionie promotora, badZ nie funkcjonuje
uktad aktywacji czynnika HSF [79],

I11. Geny hsclO

Geny hsc70 charakteryzuje stata ekspresja w tem-
peraturze fizjologicznej i, na og6t, nieznaczna aktywa-
cja transkrypcji pod wpltywem szoku termicznego.
Geny o wymienionych wiasciwosciach wykryto po-
czatkowo w genomie D. melanogaster [80] i S. cerevi-
siae [81]. W genomie Drosophila znajdujg sie co
najmniej 4 geny hsclO [82], natomiast u ssakéw geny
/mc70 sg prawdopodobnie genami unikalnymi. Biatko
HSC70 ma aktywnos¢ ATPazy i w prawidtowych
warunkach fizjologicznych znajduje sie w cytoplazmie.

Podobienstwo sekwencji nukleotydéw miedzy gena-
mi /?.s'c70myszy [83], szczura [7] i cztowieka [84]
wynosi powyzej 90°/". Niezwykta wiasciwoscig tych
gendw jest obecnos¢ w trzech spo$rdd osmiu intronow
podobnej (82% podobieristwa) 90-cio nukleotydowej
sekwencji [85]. Zachowana w czasie ewolucji tak
dituga powtarzajaca sie sekwencja w intronach moze
mieé¢ znaczenie funkcjonalne.

W promotorach genow lisclO czlowieka i szczura
znajduja sie dwa bloki HSE, przy czym kazdy z nich
skiada sie z zachodzgcych na siebie dwoch sekwencji
Pelhama. Mimo to, geny hsclO sgjedynie nieznacz-
nie aktywowane przez szok termiczny. Silng indukcje
genu hsclO spowodowang wzrostem temperatury ob-
serwowano dotychczas jedynie w komorkach raka
zarodkowego myszy linii F9 [35, 86]. Czynniki regulu-
jace ekspresje gendw hsclO nie zostaty jeszcze zdefinio-
wane.

I11-1. Zroznicowana ekspresja gendw hsclo

| Stezenie HSC70 w tkankach dorostych zwierzat jest
zroznicowane. W narzadach myszy i szczura najwiek-
sze stezenie mMRNA lub biatka HSC70 wystepuje
w mozgu i nerkach i korze nadnerczy [83, 87, 88],
Biatko HSC70 wykryto w komoérkach spermatogeni-
cznych [89] i w oocytach myszy [36] natomiast nie
znaleziono go w zaptodnionym jaju [90]. W trakcie
rozwoju zarodkowego myszy geny hsclO sa przejs-
ciowo silnie aktywowane w dwukomorkowym zarod-
ku [90. 91 ]. Znaczne ilosci HSC70, wykryto w komaér-
kach raka zarodkowego myszy [83].

Wozrost ekspresji genu hsclO obserwowano w fazie
replikacji DNA w fibroblastach szczura stymulowa-
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nych surowicg [7], w watrobie regenerujacej szczura
[92, 93] oraz w komdrkach chtoniaka szczura stymu-
lowanych prolaktyng [88]. Hormon ten indukuje
ekspresje genu /;sx70 takze w watrobie szczurow,
ktorym usunieto przysadke.

W jajowodach i komérkach wczesnych zarodkow
D. melanogaster silnie aktywowane sg dwa z 4 genéw
hsclO (gen hsclO i gen hscll), przy czym stezenie
biatka HSC70 osigga poziom przewyzszajacy stezenie
aktyny. Biatka kodowane przez pozostate geny hsclO
(Hscl i Hscl) wystepujg w nieznacznych ilosciach
i wykrywane sg gtownie w komdrkach dorostych
owadow [82].

IV. Kompleksy biatek HSC70 i HSP70
z innymi biatkami komorkowymi

W komorkach, ktére ulegly transformacji genem
/753 biatko kodowane przez wymieniony onkogen
(antyonkogen?) [94] tworzy kompleksy z biatkami
HSC70 [95-97 ]. Poniewaz wiasciwosci transformujace
maja jedynie zmutowane czasteczki biatka p53 wydaje
sie. ze wlasnie one wigza sie z HSC70 [94, 98, 99].
Powstawanie kompleksu nie zalezy od okreslonej
sekwencji aminokwaséw w czgsteczce p53, istotna jest
konformacja czgsteczki [99], W kompleksie znajduje
sie takze niezidentyfikowane biatko o masie czgstecz-
kowej okoto 110 kDa zwigzane bezposrednio z HSC70
[100]. Konsekwencjg powstania kompleksu jest zna-
czne wydtuzanie czasu pottrwania czasteczek p53, co
prowadzi do znacznego wzrostu wewnatrzkomaérko-
wego stezenia tego biatka [98]. Poniewaz takze bak-
teryjne biatko DnaK tworzy kompleks z biatkiem p53
[100], wydaje sig, ze powinowactwo do niektérych
biatek komoérkowych (w tym do p53) jest istotng
wiasciwoscig rodziny HSP70.

Zmutowane czasteczki biatka p53 tworza komplek-
sy rowniez z biatkiem HSP70 jesli jest ono syn-
tetyzowane w temperaturze fizjologicznej [96, 99],
HSP70 jest takze jednym z kilku poznanych biatek,
ktére tworza kompleks z antygenem T wirusa SV-40
[101] i podobnie jak w przypadku p53 trwalszy
kompleks powstaje ze zmutowanymi czgsteczkami
antygenu. Domena antygenu T wigzgca HSP73 znaj-
duje sie w konicu N czasteczki T; interesujace, ze ta
sama domena odpowiedzialna jest za wigzanie sie
antygenu z biatkiem kodowanym przez gen retinoblas-
tomy. Wykryto powstawanie komplekséw HSP70
takze z innymi biatkami transformujgcymi: z antyge-
nem T wirusa polyoma [ 102], z biatkiem kodowanym
przez gen EI A adenowirusa [103] oraz z produktem
onkogenu v-rel (cyt. za [ 101 ]).

HSP70, HSC70 lub biatka pokrewne sa prawdopo-
dobnie jednym ze sktadnikéw kompleksow jakie two-
rza w cytozolu receptory progesteronu [ 104] i gluko-
kortykoidéw [105].
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V. Geny rodziny hsplO transkrybowane
W czasie spermatogenezy

Dotychczas opisano trzy geny (hstlO [106, 107],
hsplO.2 [108] i hsclOt [109]) nalezace do rodziny
11.81?770, ktore ulegajg ekspresji swoistej tkankowo. Gen
/I.v[70 (heat shock testis-specific) szczura i gen hspl0.2
myszy sg genami homologicznymi; podobienstwo sek-
wencji nukleotydéw zaréwno w regionie kodujacym
biatko jak i w regionie promotora obu gendéw prze-
kracza 95%. Transkrypcja genu hstlO aktywowana
jest w spermatocytach znajdujgcych sie w stadium
p6znego pachytenu [ 110]. Wymienione geny nie maja
intronéw i kodujg biatko o masie czasteczkowej okoto
69.5 kDa i sekwencji aminokwaséw podobnej od-
powiednio w 62%, 82% i 85% do biatek GRP78,
HSP70 i HSC70 myszy i szczura.

Gen //.s/70 nie jest aktywowany ani w warunkach
hipertermii ani w komorkach somatycznych pobudzo-
nych do proliferacji [93, 106]. Mechanizm regulacji
ekspresji genow hstlO i hsp70.2 nie jest znany. Wéréd
wielu sekwencji 0 potencjalnych wiasciwosciach regu-
lacyjnych wystepujacych w regionie promotora znaj-
duje sie (co jest wiasciwoscig niespotykang w innych
genach rodziny hsplO) sekwencja podobna do ERE
(estrogen responsive element).

Gen hsclOt ulega aktywacji w spermatydach wczes-
nych myszy [109], produkt translacji natomiast wy-
krywany jest dopiero w spermatydach péznych [F u-
jimo to, informacja ustna]. Transkrypty hybrydyzu-
jacc swoiscie z wyzej wymienionymi genami wykryto
takze w jadrach innych gryzoni oraz w jadrach czio-
wieka [111; Krawczyk, dane niepublikowane;
Fujimot o, informacja ustna]. W komorkach sper-
matogenicznych i plemnikach wykryto kilka biatek
pokrewnych z biatkami rodziny HSP70 jednak ich
pochodzenie nie jest wyjasnione [89].

V1. Geny rodziny hsplO kodujace biatka
bakteryjne mitochondrialne i chloro-
plastyczne

Genom E. coli zawiera jeden gen (dnaK) nalezacy
do rodziny hsp70. Gen transkrybowany jest w op-
tymalnej temperaturze wzrostu bakterii i ulega silnej
aktywacji pod wptywem szoku termicznego [112].
Transkrypcja genu dnakK jest aktywowana takze przez
wiele innych czynnikéw np. etanol, niedob6r zwigz-
kéw wegla w pozywce czy pojawienie sie w komorce
nieprawidtowych biatek [112, 114]. Biatko DnaK
wykazuje okoto 55% podobienstwa sekwencji amino-
kwasow do biatka HSP70 D. nielanogaster [113].

Geny szoku termicznego E. coli, a w tym takze gen
dnaK (razem okoto 20 gendw), tworzg jednostke
funkcjonalng - regulon - kontrolowang przez gen rpoH
kodujacy swoistg podjednostke polimerazy RNA
(0-"") [115]. Polimeraza RNA z podjednostkg a‘'2
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rozpoznaje wytgcznie promotory genéw szoku ciepl-
nego [116]. Biatko DnaK jest negatywnym czyn-
nikiem regulujacym transkrypcje i hamuje swoiscie
ekspresje gendw szoku termicznego E. coli praw-
dopodobnie poprzez modyfikacje czynnika e [117].
DnaK podobnie jak inne biatka rodziny HSP70 wyka-
zuje aktywno$¢ ATPazy [118]. Biatko o znacznym
stopniu podobienstwa sekwencji aminokwaséw do
biatka DnaK syntetyzowane jest po wplywem szoku
termicznego takze w komorkach riketsji [119].

W genomie wiciowca T. cruzi [120] i S. cerevisiae
[121] wykryto geny jadrowe nalezgce do rodziny
hsp70 i kodujace biatka mitochondrialne (odpowied-
nio mtp70 i SSCIlp). Sposréd poznanych dotychczas
biatek nalezgcych do rodziny HSP70 najsilniejsze
podobienstwo sekwencji aminokwaséw do obu biatek
mitochondrialnych wykazuje biatko DnakK.

Geny kodujace mtp70 i SSClp nie majg introndw.
W regionie DNA poprzedzajgcym jednostke trans-
krypcji genu SSC1 znajdujg sie 3 sekwencje HSE
i prawdopodobnie one powoduja, ze gen jest ak-
tywowany przez szok termiczny. Gen mtplO odmien-
nie niz gen SSC 1 ulega w tych warunkach represji.
Struktura regionu promotora genu mtplO nie jest
poznana. Biatka mtp70i SSClp sg podobnie jak biatko
GRP78 syntetyzowane w postaci czasteczki prekur-
sorowej, z ktdrej po translokacji biatka do mitochond-
rium odszczepiony zostaje z kohca N peptyd syg-
natowy o dtugosci okoto 30 aminokwaséw.

Biatko nalezace do rodziny hsp70 wykryto takze
w chloroplastach V. sinensis [122]. Biatko to jest
kodowane przez DNA chloroplastow.

VIIl. Funkcje biatek kodowanych przez
geny nalezgce do rodziny HSP70

Funkcje biatek nalezacych do rodziny HSP70 sg
poznane w nieznacznym stopniu. O procesach komér-
kowych, w ktérych moga bra¢ udziat wnioskuje sie na
podstawie lokalizacji wewnatrzkomorkowej okreslo-
nego biatka oraz na podstawie wiasciwosci komplek-
sow jakie tworzy ono z innymi makroczgstecz-
kami.

Najpetniej poznano niektére funkcje biatka DnaK
E. coli, biatek SSA1 i SSA2 S. cerevisiae oraz biatka
HSC70 ssakow. Przyktady dokumentujace kilka z wy-
mienionych nizej funkcji omoéwiono w artykule B.
Lipinskiej (1990) Post. Biochem. 36, 32-42.

Dobrze udokumentowana jest rola biatka DnaK
w replikacji faga lambda. W ostatniej fazie powstawa-
nia kompleksu inicjacyjnego biatko DnaK powoduje
jego rearanzacje umozliwiajac helikazie rozwijanie
helisy DNA [123]. Mnigj jasha jest rola biatka DnaK
w niezainfekowanych komérkach E. coli. Przypuszcza
sie, ze moze ono byé¢ elementem systemu proteolitycz-
nego eliminujacego biatka o nieprawidtowej struk-
turze. Zwigzek z replikacjag DNA wydaje sie mie¢
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biatko HSP70A (HSX70) cztowieka [28]. Poniewaz
zwiekszong aktywno$¢ tego genu wykrywano takze
w innych fazach cyklu komoérkowego [29-33] uzys-
kanie zgodnych wynikéw wymaga dalszych badan.

Dobrze udokumentowany jest udziat biatka HSC70
ssakOw w transporcie substancji biatkowych w cy-
toplazmie. W procesie zaleznym od aktywnosci
AT-Pazowej HSC70 zostaja oddysocjowane z powie-
rzchni pecherzykéw transportujgcych czasteczki bial-
ka klatryny, co umozliwia kontakt miedzy btonami
pecherzyka i docelowej struktury [ 124, 125].

Biatko HSC70 (i prawdopodobnie takze HSP70A)
wykazujg podobnie jak GRP78 (patrz Z. Kraw -
czy k (1991) Post. Biochem, 37, (2), (70-75) wiele cech
wskazujgcych na postulowang przezPe lhama[126]
ich funkcje opiekunczg” (chapperon proteins, [127])
polegajgca na umozliwianiu polipeptydom przyjecie
badz odzyskanie natywnej struktury, indukowanie
przejsciowych zmian konformacji polipeptydéw oraz
ochrone biatka przed tworzeniem nieswoistych agre-
gatow.

HSC70 tworzy stabe kompleksy z nowo powstajacy-
mi polipeptydami do momentu osiggniecia przez syn-
tetyzowane czasteczki prawidtowej wielkosci i konfor-
macji [ 128 ]. Stabilne kompleksy tworzy HSC70 z poli-
peptydami o nieprawidtowej strukturze powstalej
w wyniku wbudowania w fancuch polipeptydowy
analogéw aminokwaséw [128].

W komorkach S. cerevisiae biatka SSAl i SSA2
[129-131 ] a u ssakow prawdopodobnie biatko HSC70
[132] uczestniczg (tacznie z innymi czynnikami cyto-
zolu) w procesie translokacji polipeptyddéw z cytoplaz-
my do wnetrza siateczki srédplazmatycznej i do mito-
chondrium. Rola wymienionych biatek w tym procesie
polega przypuszczalnie na rozfaldowywaniu fancucha
polipeptydowego.

HSC70 lub biatko pokrewne bierze takze praw-
dopodobnie udziat w procesie usuwania receptoréow
transferyny z powierzchni retikulocytow w czasie
ostatniej fazy dojrzewania tych komérek [133].

Wydaje sie, ze jedng z funkcji biatka HSP70 jest
ochrona prerybosomow przed destruktywnym dziata-
niem podwyzszonej temperatury. Biatko HSP70 syn-
tetyzowne w odpowiedzi na szok termiczny oraz
w komorkach zainfekowanych adenowirusem wedruje
do jadra komdrkowego wykazujgc tendencje do gro-
madzenia sie¢ w jaderku w strefie zawierajgcej kom-
ponente granularna [ 103,134-136 ]. Przywrdcenie pra-
widtowych warunkéw fizjologicznych powoduje prze-
mieszczenie sie biatka HSP70 z jadra do cytoplazmy
przy czym ATP znacznie zwieksza szybko$¢ odzys-
kiwania prawidtowej morfologii jgderka. Domena
odpowiedzialna za wiasciwo$é wigzania sie biatka
HSP70 z jaderkami znajduje sie w czesci C-koricowej
czasteczki natomiast domena wigzgca ATP znajduje
sie w tej czedci czasteczki, w ktdérej najsilniej za-
chowane jest podobienstwo struktury pierwszorzedo-
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wej miedzy biatkami rodziny HSP70. Brak domeny
wigzacej ATP nie zmienia wilasciwosci czasteczki
HSP70 wigzania sie z jaderkiem [135].

Biatkom mtp70 i SSClp przypisuje sie funkcje
utrzymywania prawidtowej konformacji innych biatek
mitochondrialnych [ 120,121 ]. Podobienstwo sekwen-
cji aminokwaséw mtp70 i SSClp do biatka DnaK
powoduje, ze przypisuje sie¢ im role w replikacji
mitochondrialnego DNA [120].

Udziat biatek z rodziny HSP70 w nabywaniu przez
komorki termoopomosci jest ciggle przedmiotem kon-
trowersji [137]. Silng, pozytywng przestankg jest
zmniejszona przezywalno$¢ w warunkach szoku ter-
micznego fibroblastéw, do ktérych wprowadzono
przez mikroinjekcje przeciwciata anty-HSP70 [138].
Istniejg jednak obserwacje wskazujace, ze ani zwiek-
szona ekspresja gendw hsplO nie powoduje wzrostu
termoopomosci, ani zahamowanie ekspresji tych ge-
néw nie zapobiega powstaniu termotolerancji (przy-
ktady w pracy [137]; takze [139]).

Aktywacja ekspresji gendw z rodziny hsp70 w proce-
sie réznicowania (Rozdz. 11-1), w okreslonych cyk-
lach zyciowych niektérych pasozytéw [ 140-142], two-
rzenie przez biatka HSC70 i HSP70 kompleksow
z biatkami transformujgcymi czy receptorami hor-
monéw (Rozdz.1V) moga odzwierciedla¢ udziat bia-
tek rodziny HSP70 w regulacji swoistych procesow
komérkowych. Problemy te wymagajg jednak dal-
szych badan.

Ostatnio wykazano, ze jeden z gtdwnych antygenow
M. tuberculosis i M. laepre [ 143 ], a takze u pasozytéw
B. pahanbii B. malayi [ 144 ]jest biatkiem nalezagcym do
rodziny HSP70. Ze wzgledu na znaczne miedzygatun-
kowe podobienstwo strukturalne biatek z grupy
HSP70 istnieje mozliwos¢ wystepowania immunosup-
resji w przypadkach gdy antygen bakteryjny nie zo-
stanie rozpoznany jako obca struktura. Istnieje takze
mozliwos$¢ przeciwna, a mianowicie wystgpienie reak-
cji immunologicznej skierowanej na biatka z grupy
HSP70 prezentowane na powierzchni komérek gospo-
darza.

Opisano udziat biatka HSP70 (fub pokrewnego)
w prezentacji antygenu (cytochrom c gotebia) przy
wspotudziale antygendéw powierzchniowych la [ 145].
W procesie prezentacji HSP70 tworzy kompleks z poli-
peptydem powstatym w wyniku proteolizy antygenu
natomiast nie wigze sie z antygenem natywnym. Prze-
ciwciato anty-HSP70 blokuje oddziatywanie komérek
prezentujacych antygen z limfocytami T. Jako nie-
przypadkowg uwaza sie lokalizacje genu hsplOA czto-
wieka [146] i genu hsplO szczura [147] w regionie
kompleksu genéw MHC kodujacych antygeny zgod-
nosci tkankowej.

Doniesienia o wykrywaniu biatek rodziny HSP70 (o
ktérych sgdzono, ze znajduja sie wytacznie w cytoplaz-
mie) na powierzchni komérek pobudza do poszuki-
wan roli tych biatek w oddziatywaniach miedzyko-
moérkowych, a pozytywne wyniki badan mogg miec
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w przysztosci znaczenie diagnostyczne. Badania nad
rolg biatek z grupy HSP70 w odpowiedzi immunologi-
cznej i powstawaniem chordb autoimmunoagresyw-
nych znajduja sie jednak we wstepnej fazie badan
[148].

Artykut otrzymano 10 kwietnia 1990r.
Zaakceptowano do druku 29 pazdziernika 1990r.
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. Wstep

Biatka omawiane w prezentowanej pracy wykryto
jako dwa gtowne polipeptydy o masie czgsteczkowej
okoto 78 kDa i 95 kDa pojawiajace sie w komorkach
embrionalnych kury i w fibroblastach nerki szczura
[1,2] transformowanych in vitro wirusem miesaka
R o usa. Indukcja syntezy obu biatek nie byfa jednak
zwigzana jak wstepnie sagdzono z transformacjg nowo-
tworowa, lecz wynikata ze zubozenia pozywki w glu-
koze na skutek szybkiego wzrostu transformowanych
komorek [3,4 ]. Aby podkresli¢ zaleznos¢ ekspresji od
stezenia glukozy zaproponowano dla obu biatek na-
zwy GRP78 i GRP95 (glucose regulated proteins) [4],

Biatko GRP78 kodowane jest przez gen nalezacy do
wielogenowej rodziny gendéw szoku termicznego
hsplO [Z. Krawczyk, (1991) Post. Biochem., 37
(2), 62-69] . Biatko GRP78 jest tozsame z biatkiem BiP
wigzacym sie z ciezkim taAcuchem immuno-
globulin (immunoglobulin heavy chain binding prote-
in), [5-7]. Z kolei biatko GRP95 jest pokrewne z biat-
kami szoku termicznego z rodziny HSP90 [8].

’Dr n. przyrod.. Instytut Onkologii, Zaktad Biologii
Nowotworow, 44-100 Gliwice
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n. Czynnikiindukujace ekspresje gendw grp

Zwigkszone stezenie biattk GRP w komorkach

rosnacych w pozywce zubozonej w glukoze sugerowa-
fo, ze jednym z sygnaldw aktywujgcych ekspresje
gendw grp jest zahamowanie glikozylacji biatek ko-
moérkowych. Istotnie, zahamowanie (dziataniem swoi-
stych inhibitoréw [9, 10] lub w wyniku mutacji [3, 11,
12]) tych etapdéw glikozylacji, ktére zachodzg w siate-
czce Srodplazmatycznej powodowato in vitro zwiek-
szong synteze biatek GRP78 i GRP95.
Na poziom ekspresji genéw grp nie wptywa jednak
zahamowanie kohAcowych etapdéw glikozylacji, ktére
zachodza w aparacie Golgiego [10]. W warunkach,
w ktdérych nastepuje akumulacja bialek GRP notowa-
no takze spadek stopnia glikozylacji biatek mierzony
iloscig wiaczonej [6-3H] fukozy [13].

Silnymi czynnikami aktywujgcymi ekspresje genow
grp sa antybiotyki jonomycyna i A23187, jonofory
0 silnym powinowactwie do jonéw wapnia [14-16],
Jonofory o powinowactwie do jonéw K+ badz jonofo-
ry 0 mato zréznicowanym powinowactwie do katio-
noéw nie wptywajg na stopien ekspresji genéw grp [16,
17],

Wozrost stezenia biatek GRP w komérkach trak-
towanych jonoforami podobnie jak w komorkach
rosngcych w nieobecnosci glukozy jest spowodowany
aktywacja transkrypcji genéw kodujacych te biatka
[16-19]. Cechg odrozniajaca indukcje syntezy GRP
przez jonofory od indukcji spowodowanej brakiem
glukozy jest zaréwno zwiekszona szybkos¢ jak i kilku-
krotnie wyzszy stopiern akumulacji obu biatek.

Mechanizm aktywacji genow grp nie jest w petni
poznany, sadzi sie, ze jest to mechanizm wielostop-
niowy. Warunkiem aktywacji transkrypcji genéw grp
przez jonofor jest ciggta obecnos¢ zwigzku w pozywce
prowadzgca do diugotrwatego, znacznego obnizenia
ilosci jonébw wapnia w siateczce Srddplazmatycznej,
[18, 20, 21]. Zmiana stezenia wapnia w cytoplazmie
odgrywa w procesie aktywacji mato istotng role [20].
Aktywacja gendw grpw komarkach rosnacych in vitro
w pozywce pozbawionej glukozy nie jest poprzedzona
uwalnianiem jon6éw wapnia z siateczki srodplazmaty-
cznej [20], Poniewaz jonofory i inhibitory glikozylacji
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nie stymulujg syntezy mRNA GRP w obecnosci
cykloheksimidu — zwigzku hamujgcego biosynteze
biatek — sadzi sie, ze transkrypcja genéw w grp
w przeciwienstwie do gendw szoku termicznego ak-
tywowana jest przez biatko(a) syntetyzowane de novo
[22].

Indukcje syntezy biatek GRP niezaleznie od stezenia
glukozy obserwowano w roznych typach komorek
infekowanych wirusami SV5 i Sendai [23], wirusem
Newcastle [24], w komoérkach CEF transformowa-
nych wirusem RSV [25] i w komdrkach HelLa in-
fekowanych wirusem polyoma [26]. W ostatnim przy-
padku wykazano, ze translacja mRNA genu grpl% nie
jest w przeciwienstwie do wiekszosci mRNA gos-
podarza zablokowana i przebiega z wykorzystaniem
mechanizmu niezaleznego od metylacji kohca 5’ czas-
teczki (cap-independent translation).

Silnie aktywuje geny grp in vitro B-merkaptoetanol
(0.25%) [27, 28], a takze obnizenie pH pozywki do
wartosci 5.8-5.9 [28], niedotlenienie komorek [29],
szok hipertoniczny [30], oraz insulina [27]. Aktywacje
genu grpl% wykryto w komorkach biataczki eryt-
roidalnej (linia K562) pobudzonych do réznicowania
heminag [31], w fibroblastach myszy stymulowanych
surowica [32] oraz w komorkach Sertoliego pod
wplywem wysokich stezen testosteronu [33]. In vivo
znacznie zwiekszong ekspresje genu grp78 obserwo-
wano w watrobie szczura w kilkanascie godzin po
wywotaniu odpowiedzi ostrej fazy” [34].

I11. Zrdznicowanie warunkow indukcji
syntezy biatek GRP i HSP

Podobienstwo cech strukturalnych i funkcjonalnych
biatek szoku cieplnego HSP70 i HSP90 do biatlek GRP
sktaniato do poszukiwania odpowiedzi na pytanie czy
istnieje zalezno$¢ miedzy ekspresjg biatek obu Klas.
Obserwacje nagromadzone w trakcie wczesniejszych
badan sg trudne w ocenie a otrzymane wyniki wskazy-
waly na odmienno$¢ mechanizméw aktywacji genow
grp i hsp.

.Zroznicowana reakcja genéw hsplO i grplS na
czynniki srodowiskowe znalazta potwierdzenie w sys-
tematycznych badaniach [35]. W zaleznosci od czyn-
nika w komoérkach HelLa obserwowano trzy typy
odpowiedzi: akumulacje biatka GRP78 bez zmiany
stezenia biatka HSP70 (np. inhibitory glikozylacji);
akumulacje obu biatek (np. metale ciezkie i analogi
aminokwasow); akumulacje biatka GRP78 z jedno-
czesnym obnizeniem stezenia biatka HSP70 (np. jono-
fory wapniowe i 2-deoksyglukoza). Wzrost stezenia
biatek GRP78 i HSP70 by} spowodowany aktywacjag
uktadu transkrypcyjnego danego genu natomiast ob-
serwowana represja syntezy biatka HSP70 zachodzita
na etapie potranskrypcyjnym.
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IV. Wewnatrzkomdérkowa lokalizacja biatek
GRP78 i GRP95

Wewnatrzkomorkowa lokalizacja biatka GRP78
ustalona zostata w sposdb nie budzacy kontrowersji.
Wyniki wszystkich badan, w ktérych stosowano meto-
de immunofluorescencji z uzyciem zaréwno mono-
klonalnych jak i poliklonalnych  przeciwciat
anty-GRP78 wykazywaly, ze biatko znajduje sie wylg-
cznie w siateczce $rodplazmatycznej [5, 36, 37].

Ustalenie wewnatrzkomorkowej lokalizacji biatka
GRP95 nastreczato wiecej trudnosci. Poczatkowo,
stosujgc przeciwciata poliklonalne anty-GRP95, bial-
ko wykrywano na powierzchni btony plazmatycznej
[38, 39], badz w strukturach aparatu Golgiego [14].

Przekonywujgcych danych wskazujacych, ze podo-
bnie jak w przypadku GRP78, jedyna strukturg sub-
komoérkowag zawierajaca biatko GRP95 jest siateczka
Srodplazmatyczna dostarczyly badania Kocha
i wspotautorow [40]. Nie jest nadal jasne dlacze-
go poczatkowo lokalizowano biatko GRP95 na powie-
rzchni btony komérkowej. Prawdopodobnie czaste-
czki biatka GRP95 (lub biatka pokrewnego) mogty by¢
uwalniane z uszkodzonych komdérek i tworzy¢ agrega-
ty na powierzchni komoérek sgsiadujgcych podobnie
jak to spostrzezono w przypadku swoistego dla komé-
rek miesaka myszy (Meth A) antygenu o wiasciwos-
ciach biatka GRP95 [41], Ponadto, w warunkach
doswiadczen mogt nastapié¢ spadek wapnia w siateczce
Srodplazmatycznej powodujgc sekrecje czgsteczek
GRP95 [42].

Ostatnio, w mitochondriach komoérek Hela i fibro-
blastéw szczura, wykryto biatko nalezace do rodziny
HSP70 (biatko nazwano GRP75), ktérego wewnatrz-
komérkowe stezenie rosnie pod wptywem czynnikow
aktywujgcych geny grplS i grp95 [43].

V. Ogolna charakterystyka biatek GRP

Dotychczas poznano sekwencje nukletydowe genéw
grpl% szczura [5], chomika [44], kury [25], myszy [45]
i cztowieka [46], petng sekwencje genow grp95 kury
[47] i myszy [48] oraz czeSciowa sekwencje genu grp95
chomika [8]. Geny grp78 wystepuja prawdopodobnie
w genomie wszystkich kregowcow. Ostatnio geny
kodujace biatko GRP78 wykryto takze w komorkach
pierwotniaka P. falciparum [49, 50], nicienia C. ele-
gans [51] i drozdzy S. cerevisiae [45, 52],

Podobieristwo sekwencji aminokwaséw miedzy bia-
tkami GRP78 wymienionych wyzej kregowcow prze-
kracza 95% a podobienistwo GRP78 ssakow do biatek
S. cerevisiae i C. elegans wynosi odpowiednio okoto
65% i 77%.

Stopien podobienstwa sekwencji aminokwasow bia-
tka GRP78 i HSP70 ssakéw wynosi okoto 60%.
Ponadto w czgsteczce GRP78 mozna wyrdznic¢ kilka
regionéw hydrofobowych o podobienstwie sekwencji
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aminokwasow z biatkami HSP70 przekraczajagcym
80% [46]. Sekwencje GRP95 kury, chomika i myszy sa
w okoto 50% podobne zaréwno do sekwencji HSP90
S. cerevisiae jak i biatka HSP83 D. melanogaster.

Bialka GRP78 i GRP95 syntetyzowane sa kon-
stytutywnie w komdérkach rosngcych w prawidtowych
warunkach fizjologicznych zaréwno in vivo jak i in
vitro. Stezenie biatlek GRP w tkankach zwierzat jest
zrdznicowane; znaczne ilosci GRP95 (lub mRNA)
wykryto w narzadach wydzielniczych: watrobie i $le-
dzionie oraz w komorkach szpiczaka myszy [40, 48],
natomiast niewielkie ilosci znaleziono w moézgu i mies-
niach [40]. Biatko GRP78 wystepuje w znacznych
ilosciach w komoérkach limfoidalnych linii B, gtéwnie
w komdrkach plazmatycznych [5]. In vitro, w komar-
kach mysich transformowanych metylocholantrenem,
bleomycyna, i promieniowaniem ultrafioletowym po-
ziom biatek GRP jest znacznie wiekszy niz w komar-
kach macierzystych [53].

Biatka GRP charakteryzuja sie znaczna zawartoscia
kwasu asparaginowego, glutaminowego i lizyny [14,
15]. GRP78 jest czasteczkg silnie hydrofilowa; wias-
ciwos$¢ ta zaznacza sie szczegdlnie w C-koncowym
fragmencie czasteczki o diugosci okoto 150 amino-
kwaséw [46]. Biatko GRP78 ma podobnie jak inne
biatka z rodziny hsp70 silne powinowactwo do ATP,
wykazujac réwnoczesnie stabg aktywnos¢ ATPazy [54,
55].

Jedyng wykrytg formg modyfikacji biatka GRP95
jest glikozylacja [3, 14, 15]. Biatko GRP78 moze
wystepowaé¢ w formie rybozylowanej [56, 57] przy
czym liczba przytgczonych reszt ADP-rybozy zmniej-
sza sie znacznie w czasie szoku cieplnego bgdz w czasie
wzrostu komorek w pozywce bez glukozy. Moze by¢
ono réwniez fosforylowane, natomiast nie ulega gliko-
zylacji [14, 15, 57].

Istniejg mocne przestanki wskazujace, ze w wyniku
swoistej tkankowo proteolizy biatka GRP78 powstaje
czynnik SAP (ang. steroidogenesis activator polipep-
tide) biorgcy udziat w odszczepianiu bocznego tanh-
cucha cholesterolu w czasie przemiany tego zwigzku
w pregnenolen. SAP jest polipeptydem sktadajgcym sie
z 30 aminokwasow, ktérych sekwencja jest identyczna
z sekwencja ostatnich 30 aminokwasow konca karbok-
sylowego czasteczki GRP78 [58].

VI. Sekwencje sygnatowe biatek GRP

Dojrzata czagsteczka GRP78 powstaje w wyniku
odszczepienia z korfica N prekursorowej czasteczki
polipeptydu o diugosci 16-18 aminokwaséw u wy-
zszych eukariontow [5, 13,46] i 42 aminokwasow u S.
cerevisiae [45, 52] wykazujgcego cechy strukturalne
peptydéw sygnatowych [59]. Peptyd sygnatowy umoz-
liwia czgsteczce preGRP78 przechodzenie z cytoplaz-
my do wnetrza siateczki srodplazmatycznej [5, 37].
Usuniecie sekwencji kodujgcej peptyd sygnatowy po-
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woduje réwnomierne rozproszenie zmutowanego biat-
ka GRP78 na terenie cytoplazmy. Z kolei zastapienie
sekwencji kodujacej peptyd sygnatowy poczatkowymi
kodonami genu hsp70 Drosophila powoduje groma-
dzenie sie produktu translacji w jagdrze komérkowym.
Podobne wiasciwosci ma polipeptyd sygnatowy
GRP78 S. cerevisiae [45, 52]. Prawdopodobnie takze
biatko GRP95 jest syntetyzowane jako czasteczka
prekursorowa, z ktorej juz w trakcie translacji od-
szczepiany jest N koncowy fragment o diugosci 21
aminokwasow [48].

Biatka GRP78 i GRP95 naleza do tych biatek
siateczki Srodplazmatycznej, ktére nie sa wydzielane.
Za zatrzymanie biatka GRP78 w swietle kanalikéw
siateczki odpowiada C-koricowy fragment czasteczki
0 sekwencji Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL w kodzie jedno-
literowym) obecny takze w innych biatkach nie ulega-
jacych sekrecji [60]. Usuniecie badz zmiana pozycji
sekwencji KDEL powoduje sekrecje zmodyfikowa-
nych czasteczek GRP78. Z kolei przytaczenie tetrapep-
tydu KDEL do konca C biatka sekrecyjnego za-
trzymuje zmieniony polipeptyd w siateczce srédplaz-
matycznej [60]. GRP78 swobodnie migruje w Swietle
kanalikow siateczki a brak tetrapeptydu KDEL nie
zmienia szybkosci migracji [61]. C-koncowy tetrapep-
tyd biatka GRP78 S. cerevisiae ma sekwencje HDEL
1 petni identyczng funkcje jak w biatkach GRP78
wyzszych eukariontow [52, 45].

Umiejscowienie biatka GRP95 w siateczce Srédplaz-
matycznej bylo przedmiotem kontrowersji [48, 62]
wydaje sie jednak, ze podobnie jak biatko GRP78 nie
jest ono zakotwiczone w btonie siateczki.

Mechanizm zatrzymywania w siateczce $rdédplaz-
matycznej biatka GRP78 i innych bialek zawieraja-
cych sygnatowy peptyd KDEL jest obszernie dys-
kutowany w pracach [63,64]. W procesie segregacji
uczestniczy prawdopodobnie swoisty receptor umiejs-
cowiony w strefie miedzy siateczka $Srédplazmatyczng
i aparatem Golgiego. Mechanizm segregacji moze by¢
zaburzony w wyniku spadku stezenia jonéw wapnia
w siateczce S$rodplazmatycznej; np. w komérkach
traktowanych jonoforami wapniowymi obserwowano
sekrecje biatka GRP95 [42].

VII. Struktura regionu promotora gendéw
grp78 i grp95

Geny grp78 wyzszych eukariontéw zawierajg in-
trony a struktura zaréwno jednostki transkrypcji jak
i regionu promotora wykazujg znaczne miedzygatun-
kowe podobienstwo [37, 46]. W genie grp78 szczura
elementy regulacyjne promotora o podstawowym zna-
czeniu dla ekspresji konstytutywnej i indukowanej
jonoforem znajdujg sie we fragmencie promotora
zawartym miedzy -208 a -104 nukleotydem [65]. We-
wnatrz tego fragmentu zidentyfikowano region o dtu-
gosci okoto 50 nukleotyddw wigzacy biatka (czynniki
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transkrypcyjne ?) obecne w ekstraktach jader komérek
HelLa. Prawdopodobnie kluczowa role w funkcjono-
waniu promotora genu grp78 gra sekwencja palin-
dromowa GCCGCTTC-GAATCGGC znajdujaca sie
wewnatrz regionu odzialywan z biatkami [65]. Podob-
na sekwencja wystepuje w promotorach genéw grp78
u réznych organizmoéw [65].

Promotor gendw grp95 rdzni sie znacznie strukturg
od promotora gendw grp78 za wyjatkiem krotkiej
sekwencji nukleotydéw o znacznym stopniu podobie-
nistwa do fragmentu (czes¢ GAATCGGC) wymienio-
nego wyzej palindromu [66],

W promotorze genu grp78 szczura wykryto sekwen-
cje wzmacniajgce transkrypcje (ang. enhancer sequen-
ces) [67, 68]. Istotng cechg enhancera” genow grp78
jest zachowywanie aktywnosci w niezréznicowanych
komorkach raka zarodkowego myszy podczas gdy
funkcjonowanie sekwencji wzmacniajgcych wiruséw
(np. SV 40, MSV) ulega w tych komdrkach represji
[69], Interesujaca jest obecno$¢ w regionie promotora
genu grp78 sekwencji zgodnosci CTGGGAA [Z.
Krawczyk, dane niepublikowane] wystepujacej
takze w promotorach genéw kodujacych biatka ostrej
fazy i warunkujgcej aktywacje tych genow przez
interleukine-6 [70]. By¢ moze sekwencja ta petni takze
funkcje regulujacg ekspresje genu grp78.

W odroznieniu od genow grp78 wyzszych eukarion-
tow gen grp78 S.cerevisiae jest genem bezintronowym
a w regionie promotora wystepuje funkcjonalna sek-
wencja regulacyjna HSE (heat shock element) charak-
terystyczny dla genoéw szoku termicznego [45, 52],

VIIl. Funkcje biatek GRP

Funkcje GRP78 iGRP95 sg jeszcze - podobnie jak
funkcje innych biatek z rodzin HSP70 i HSP90 - przed-
miotem spekulacji. O funkcji biatka GRP78 wnioskuje
sie gtdwnie na podstawie wiasciwosci kompleksow
jakie tworzy ono z innymi biatkami.

Biatko GRP78 tworzy stabilne kompleksy z polipe-
ptydami o nieprawidtowej strukturze przestrzennej
spowodowanej badz niepetng glikozylacjq czasteczek,
zablokowaniem tworzenia sie wigzan dwusiarczko-
wych lub zmiang dtugosci polipeptydu [10, 71-73],
W przeciwienstwie do polipeptydéw natywnych nie-
prawidtowe polipeptydy zwigzane z czasteczkami
GRP78 nie ulegaja sekrecji poza siateczke.

W komdrkach pre-B oraz w komdrkach szpiczakow
wywodzgcych sie z komdrek pre-B w ktérych syn-
tetyzowany jest wytacznie ciezki tanicuch immunog-
lobulin (fancuch H) GRP78/BiP tworzy z tym polipep-
tydem trwaty kompleks [7]. Podobnie GRP78 tworzy
trwaty kompleks z lekkim tancuchem kappa immuno-
globulin w komdrkach szpiczaka myszy (linia NS-1),
w klérych tancuch ten jest syntetyzowany konstytuty-
whnie natomiast zablokowana jest synteza tancucha
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H [74]. W obu wymienionych przypadkach polipep-
tydy nie ulegajg sekrecji.

W tworzeniu komplekséw z biatkami o nieprawid-
towej konformacji uczestniczy niezmodyfikowana czg-
steczka GRP78, natomiast w prawidtowych warun-
kach fizjologicznych znaczna frakcja czgsteczek
GRP78 jest modyfikowana réwnocze$nie przez fos-
forylacje i przylagczenie ADP-rybozy [57]. Spadek
endogennego stezenia GRP78 wywotany ekspresja
wektora kodujacego antysensowny RNA komplemen-
tarny do mMRNA GRP78 powoduje sekrecje nie w petni
glikozylowanych polipeptydéw [75].

Powstawanie trwatych komplekséw GRP78 z poli-
peptydami o nieprawidtowej konformacji interpreto-
wane jest jako posredni dowdd na to, ze biatko to
stanowi element systemu regulujacego sekrecje biatek
komorkowych badz (i) element systemu usuwania
z kanalikéw siateczki $rédplazmatycznej polipepty-
doéw o nieprawidtowej strukturze.

Niezwykle istotne znaczenie majg obserwacje wska-
zujgce na wystepowanie stabych oddziatywan biatka
GRP78 z polipeptydarni. W komérkach plazmatycz-
nych kompleks GRP78 z fanicuchem H powstaje
przejSciowo i rozpada sie w czasie przylgczania fan-
cucha lekkiego immunoglobulin [36]. Miejscem wigza-
nia sie BiP jest prawdopodobnie region CH 1tancucha
ciezkiego poniewaz czasteczka z delecjg tego fragmen-
tu ulega sekrecji [76]. Przejsciowo GRP78 asocjuje
takze z monomerami hemaglutyniny zanim nastgpi
oligomeryzacja biatka [72, 77].

Biatko GRP78 S. cerevisiae kodowane jest przez gen
KAR?2, jeden z grupy genéw, ktérych mutacja powo-
duje zaburzenia kariogamii [52]. Prawdopodobnie
GRP78 drozdzy petni w siateczce Srédplazmatycznej
takie same funkcje jak analogiczne biatko w komér-
kach wyzszych eukariontow; wskazuje na to zwiek-
szone stezenie tego biatka w zmutowanych komoérkach
drozdzy, w ktérych zahamowana jest glikozylacja
biatek komérkowych [45, 52].

Istnienie w prawidtowych warunkach fizjologicz-
nych stabych, przejSciowych oddziatywan miedzy
GRP78/BiP i polipeptydami wydaje sie potwierdzac
hipoteze [78], ze GRP78 jestjednym z biatek "opiekuri-
czych” (molecular chaperones [79]) umozliwiajacych
przyjecie badz odzyskanie innym biatkom natywnej
struktury.

Funkcja ,,opiekuricza” GRP78 moze wyrazac sie
uczestnictwem w prawidtowym fatdowaniu sie nowo-
powstajgcych peptydoéw badZ chroni¢ je przed tworze-
niem nieswoistych agregatow. Agregaty takie moga
powstawa¢ w wyniku ekspozycji domen hydrofobo-
wych lub rejonéw obarczonych niezobojetnionym
fadunkiem w czasie translacji, podczas zmiany konfor-
macji polipeptydéw w czasie penetracji bton siateczki
$rddplazmatycznej, lub tez na skutek dziatania czyn-
nikobw denaturujacych jak np. szok termiczny.
W szczegélnosci biatko GRP78 mogtoby uczestniczy¢
w utrzymywaniu prawidtowej konformacji polipep-
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tydow w czasie dtugotrwatego, wieloetapowego proce-
su glikozylacji.

Struktura komplekséw GRP78 z polipeptydami nie
jest poznana zaréwno jesli chodzi o sktad czastecz-
kowy, ksztatt przestrzenny jak i okreslenie miejsc
kontaktu czasteczek. Istotne znaczenie moze miec
struktura pierwszorzedowa tego fragmentu polipep-
tydu, ktéry bezposrednio oddzialuje z czasteczka
GRP78. Wskazuje na to zalezne od sekwencji amino-
kwaséw znaczne zrdznicowanie mocy komplekséw
jakie GRP78 tworzy z krotkimi syntetycznymi pep-
tydami [55].

Dysocjacja komplekséw jest stymulowana przez
ATP jednak rola tej czasteczki nie jest w petni okres-
lona. Sadzi sie, ze rozpad kompleksu wymaga energii
wyzwolonej w wyniku hydrolizy ATP [55], jednak
wedtug innych badaczy hydroliza ATP nie jest wyma-
gana i przylaczenie przez GRP78 czgsteczki ATP jest
czynnikiem wystarczajgcym aby spowodowaé konie-
czne zmiany konformacyjne kompleksu [54].

Mniej jasna jest funkcja biatka GRP95. Biatko to
bedace gtdwnym skiadnikiem siateczki srédplazmaty-
cznej wystepuje w niektdrych komérkach w ilosciach
réwnowaznych aktynie [40, 42]. Poniewaz, czasteczki
GRP95 maja zdolno$¢ wiazania jondw wapnia biatko
to moze by¢ elementem struktury magazynujgcej wapn
w siateczce Srédplazmatycznej [21, 40, 42]. Sugerowa-
no takze udziat biatka GRP95 w translokacji nowosy-
ntetyzowanych polipeptydéw z cytoplazmy do wnet-
rza siateczki Srodplazmatycznej [48]. Niestety, bada-
niom funkcji biatka GRP95 nie poSwiecono na razie
zbyt wiele uwagi.

Na poczatkowym etapie sg takze badania nad
zmianami struktury chromatyny w komdrkach, w kto-
rych indukowana jest ekspresja genéw grp. Ostatnio
wykazano, ze w komoérkach CHO rosngcych w warun-
kach niedotlenienia, w obecnosci 2-deoksyglukozy
oraz w obecnosci jonoforu A23187 nastepuje szybka
i selektywna ucieczka topoizomerazy Il zjgder komér-
kowych, co w konsekwencji powoduje wystapienie
opornosci na niektore cytostatyki stabilizujgce kowa-
lencyjny kompleks topoizomerazy Il z DNA [80].

Artykutotrzymano 10pazdziernika 1989r.
Zaakceptowano do druku 29pazdziernika 1990r.

Addendum

Z biblioteki genomowej S. cerevisiae wyizolowano gen
kodujacy receptor rozpoznajacy C-terminalny tetrape-
ptyd HDEL biatka GRP78 drozdzy (Semenza
i wspotautorzy, Celi, 61, 1349-1357, (1990)).

Wykryto takze w komorkach myszy biatko bedace
prawdopodobnie receptorem rozpoznajacym C-koh-
cowy tetrapeptyd KDEL biatka GRP78 ssakow
(Vaux i wspdtautorzy, Nature, 345, 495-502,
(1990)). Poréwnanoie wiasciwosci obu receptorow
patrz art. przegl.,, (Warren, Celi 62, 1-2, (1990)). Co
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do losu polipeptydéw o nieprawidtowej strukturze
tworzacych kompleksy z GRP78/BiP patrz art. przegl.
0 degradacji biatek w siateczce $rodplazmatycznej
(Klausner i Sitia, Celi, 62, 611-614, (1990)).
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I. Serologicznaidentyfikacja antygenéw Ger-
bich

Uktad grupowy Gerbich zostat zidentyfikowany
w 1960 r. przez znalezienie w surowicy ciezarnej
pacjentki (p. Gerbich) przeciwciat aglutynujgcych
wszystkie badane krwinki za wyjgtkiem jej wiasnych
[1, 2]. Antygen rozpoznawany przez te przeciwciata
zostat nazwany Gerbich (Ge), a erytrocyty pacjentki
i inne znalezione pozniej, ktore nie byty aglutynowane
przez te przeciwciata oznaczono jako Gerbich-negaty-
wne [Ge(—)] [1]. Znalezienie nastepnych os6b z prze-
ciwciatami anty-Gerbich wykazato ztozono$¢ tego
uktadu grupowego. Cypryjka pochodzenia tureckiego
(p. Yussef) posiadata izoprzeciwciata, ktére aglutyno-
waly  wszystkie erytrocyty  Gerbich-pozytywne
[Ge(4-)] i nie aglutynowaty krwinek wiasnych pacjen-
tki jak réwniez erytrocytow Ge(—) [1, 3]. Jednakze
erytrocyty p. Yussef byty aglutynowane przez przeciw-
ciata znalezione u p. Gerbich. Wykazato to zatem
istnienie dwdch fenotypow krwinek Ge(—), oznaczo-
nych jako: typ Gerbich (nie aglutynowane przez zadng
surowice anty-Gerbich) i typ Yus (nie aglutynowane
przez przeciwciato znalezione u p. Yussef, ale agluty-
nowane przez surowice p. Gerbich). Odmienny typ
krwinek Ge(—) znaleziono u Melanezyjczykéw z No-
wej Gwinei, ktérzy posiadali przeciwciata anty-Ger-
bich nieaglutynujace ich erytrocyty iinnych erytrocyty
Ge(—). Krwinki ich byty aglutynowane przez uprzed-
nio znalezione przeciwciata typu Gerbich i Yus [1,4,5].

W zwigzku z tym uznano, ze uktad grupowy Ger-
bich obejmuje co najmniej trzy antygeny (Gel, Ge2,
Ge3) powszechnie obecne w erytrocytach (fenotyp
Ge(+ ) oznaczony jako Gel, 2, 3), oraz ze rzadkie
erytrocyty Ge(—) wystepujg w postaci trzech fenoty-
pow:

— oryginalnego fenotypu
oznaczonego jako G-1-2-3

— wariantu fenotypu Ge(—), tzw. fenotypu Yus,
oznaczonego jako Ge-1-2, 3

— fenotypu oznaczonego jako Ge-1, 2, 3, wystepuja-
cego jedynie u Melanezyjczykéw.

Do chwili obecnej znaleziono kilkanascie oséb
o fenotypie Gerbich lub Yus ws$réd mieszkancow
réznych kontynentéw i przedstawicieli roznych ras [1].
Jedynie wsréd Melanezyjczykéw czestotliwosé wy-
stepowania fenotypu Ge-1, 2, 3, oraz Ge-1-2-3 (Ger-
bich) jest znacznie wieksza i waha sie odpowiednio
w granicach 0-0.3 oraz 0 -0.8, w zaleznosci od badanej
populacji [1, 4]. Antygeny ukfadu Gerbich sg przeka-
zywane zgodnie z prawami dziedziczenia [1, 2, 6, 7).

Gerbich-negatywnego,
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Powstato pytanie czy catkowity lub czeSciowy brak
antygenéw Gerbich na erytrocytach ma swoje konsek-
wencje w funkcjonowaniu samej krwinki, badZ kon-
dycji calego organizmu. Z obserwacji wynika, ze
u os6b Ge(—) o fenotypach Gerbich i Yus moga
wystepowac przeciwciatla o swoistosci anty-Gerbich,
samoistnie [1, 5, 8] jak rowniez w wyniku immunizacji
krwinkami Ge(-t-) podczas cigzy lub transfuzji [1-3,
9-12]. Przeciwciala te moga by¢ typu Yus (anty-Ge2)
oraz typu Gerbich (anty-Ge3) [1, 13]. U os6b tych nie
obserwuje sie zadnych zaburzern hematologicznych.
Znane sg natomiast przypadki anemii hemolitycznej
u 0s6b Gerbich-pozytywnych na tle obecnosci we krwi
autoprzeciwciat anty-Gerbich [1, 14, 15]. Krwinki
0s6b Ge(—) typéw Gerbich i Yus sg na og6t mor-
fologicznie identyczne z krwinkami oséb Ge(-f) [17,
18], za wyjatkiem opisanych ostatnio, przez Anste-
e’go i wspotautordéw [16], oséb o fenotypie
Ge-1-2-3, posiadajacych we krwi obwodowej okoto
10% erytrocytéw o ksztakcie eliptycznym (eliptocyto-
za). Powyzszy wariant fenotypu Ge(—) otrzymat
nazwe Leach.

W artykule tym omoéwione sg badania z okresu
ostatnich 5 lat, ktére doprowadzity do poznania
struktury i lokalizacji antygenow Gerbich i ich zwigz-
ku z budowg i funkcjonowaniem krwinki.

Il. Lokalizacja antygenow Gerbich

I1-1 Glikoforyny ludzkich erytrocytow

Z membrang komérkowg erytrocytow zwigzanych
jest szereg bialek integralnych, tzn. przebijajacych
btone komérkowa, oraz peryferyjnych (Tab. 1)

Biatka peryferyjne sg zlokalizowane od cytoplaz-
matycznej strony membrany, tworzac tzw. szkielet
komorkowy [19,20]. Gtéwnymi biatkami integralnymi
sg: biatko 3 (transporter anionéw) oraz glikoforyny.W
membranie ludzkich erytrocytow wystepujg cztery
podstawowe glikoforyny: A, B, Ci D [21, 22] (Ryc. 1).

Réznig sie one miedzy sobg zaréwno pod wzgledem
ilosci w membranie jak i struktury. W wyniku analizy
glikoforyn oraz odpowiadajgcych im cDNA zostata
poznana sekwencja aminokwasowa glikoforyn A,
B i C oraz miejsca glikozylacji i budowa fancuchow
cukrowych [22].

Glikoforyna A, gtéwna sjaloglikoproteina erytrocy-
tow ludzkich, posiada tancuch polipeptydowy sktada-
jacy sie ze 131 reszt aminokwasowych [23, 24], zrdz-
nicowany genetycznie w obrebie 1-ej i 5-ej reszty
aminokwasowej (odpowiednio Ser/Leu oraz
Gly/Glu). Sekwencje te stanowig determinanty an-
tygenowe M i N ukiadu grupowego MN ludzkich
erytrocytéow [22],

Glikoforyna B, druga pod wzgledem ilosci glikop-
roteina membran, posiada tancuch polipeptydowy
sktadajacy sie z 71 reszt aminokwasowych. Fragment
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Tabela 1

Gtéwne biatka zwigzane z membrang ludzkich erytrocytéw [wg 20]

Sktadnik Ciezar czasteczkowy

Spektryna
| podjednostka a 240.000
2 podjednostka fi 220.000
2.1 Ankiryna 200.000
2.2 190.000
2.3 180.000
2.6 150.000
3 Biatko transportujace

aniony 95.000
4. la 80.000
4.1b 78.000
4.2 72.000
4.9 48.000
5 Aktyna 43.000
6 Dehydrogenaza aldehydu

3-fosfoglicerynowego 35.000
7 29.000
7a 29.000
7b 27.000
8 24.000
Gf. A Glikoforyng A* 43.000
Gf. B Glikoforyna B 22.000
Gf. C Glikoforyng C 39.000
Gf. D Glikoforyng D 25.000

*Pozorny ciezar czasteczkowy zostat wyznaczony w oparciu
o migracje monomeru w elektroforezie w zelu poliakrylamidowym.

glikoforyny B do 26 reszty aminokwasowej jest iden-
tyczny z glikoforyng A typu N, a w dalszej czesci
tancuchajest rowniez kilka odcinkéw homologicznych
z glikoforyng A. Glikoforyng B podobnie jak glikofo-
ryna A jest zréznicowana genetycznie, a polimorfizm
dotyczy 29-ej reszty aminokwasowej (Met/Thr), co
stanowi odpowiednio antygen grupowy S i s ukiadu
grupowego Ss [22].

tancuch polipeptydowy glikoforyny C, trzeciej pod
wzgledem ilosci glikoproteiny membran erytrocytow,
sktada sie ze 128 reszt aminokwasowych i nie wykazuje
podobienstwa strukturalnego do glikoforyn A i B.

Ponadto, nie stwierdzono w jego obrebie genetycznie
uwarunkowanego zr6znicowania dotyczgcego reszt
aminokwasowych [25, 26, 27].

Z resztami seryny i treoniny fancucha polipep-

tydowego glikoforyn A, B i C zwigzanych jest 0-gliko-
zydowo odpowiednio okoto 15, 11, 12 tancuchoéw
cukrowych [22] o strukturze: [28, 29]
Glikoforyng B nie posiada fancucha N-glikozydowe-
go, natomiast z resztg asparaginy w pozycji 26 glikofo-
ryny A i w pozycji 8 glikoforyny C zwigzany jest
N-glikozydowo jeden tancuch cukrowy o strukturze
kompleksowej [22, 30, 31].

W oparciu o analize cDNA dla glikoforyny C im-
munochemiczne dowody podobieristwa glikoforyn
C i D [32, 33] zaproponowano, ze czwarta glikoforyng
membran, glikoforyna D, stanowi fragment glikofory-
ny C, poczawszy od 22-ej reszty metioniny [34, 35]
(Ryc. 2). Brak 21 N-koricowych reszt aminokwaso-
wych powoduje utrate 6 0-glikozydowych taricuchéw
cukrowych i tancucha N-glikozydowego, co wplywa
na obnizenie ciezaru czgsteczkowego glikoforyny D,
w stosunku do glikoforyny C.

Ostatnio, sugestia ta zostata potwierdzona przez poda-
nie czeSciowej sekwencji aminokwasowej glikoforyny
D [36].

Cecha wspo6lna wszystkich glikoforyn jest ich tréj-
domenowa budowa [22, 23], na ktdérg sktadaja sie:

- N-koncowy, glikozylowany zewnagtrzmembranowy
fragment tancucha polipeptydowego

- hydrofobowy segment wewngtrzmembranowy

- fragment cytoplazmatyczny

n-2. Glikoforyny erytrocytéw Gerbich-nega-
tywnych

Analiza membran erytrocytéw metoda elektrofore-
zy w zelu poliakryloamidowym wykazata nieobecno$é
glikoforyn C i D w membranach erytrocytow Ge(—)

Wwzéor |
Ryc. 1. Schemat pasm glikoproteino-
wych membran erytrocytéw lu- NeuAca(2-3)Gaip(1-3)GalNAcl Thr(Ser)
dzkich uzyskiwanych w elektro- )
forezie, w zelu poliakryloami- 2
dowym, w obecnoséci SDS [wg aNeuAc
21].
Wzor 11
N Gf. A (dimer)
PGIcNAc aFuc
——Gf. B (dimer) — 1
pe— —— Gf. A (monomer) Gaip(1-4)GIcNAcp(1-2)Man(1-6) A 6
Gf. C (monomer)

NeuAc<2-6)"n

——0Of
—Gf. B8 (monomer)
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fenotypow: GerbictrrYusi Leach [16, 17, 37]. W mem-
branach erytrocytéw typu Gerbich i Yus zidentyfiko-
wano jednocze$nie (obok glikoforyn A i B) nowy
sktadnik glikoproteinowy nie wystepujacy w memb-
ranach erytrocytéw Gerbich-pozytywnych i Ge-(—)
typu Leach [17, 18, 32, 37, 38]. Skiadnik ten migruje
w elektroforezie jako szeroki prazek i wykazuje pozor-
ny ciezar czgsteczkowy, nizszy od glikoforyny Ci nieco
rézny w erytrocytach typu Gerbich (30.5 - 34.5 tys.)
iYus (32.5 - 36.5 tys.) [17, 37]. Wykazuje on podobien-
stwo strukturalne do glikoforyn C i D, poniewaz
reaguje z monoklonalnymi przeciwciatami posiadaja-
cymi miejsca wigzania w obrebie N-koricowego ze-
wnatrzmembranowego fragmentu glikoforyny C [17,
33, 34] i reaguje z surowicg rozpoznajaca cytoplaz-
matyczne fragmenty glikoforyn C i D [33].Stwier-
dzono rowniez, ze wariantowa glikoproteina (nowy
sktadnik glikoproteinowy) posiada N-glikozydowo
zwigzany fancuch cukrowy [33, 34], ktéry moze re-
prezentowa¢ strukture typu poli-N-acetylolaktozoa-
minowego, nieobecng w glikoforynach A i C [33].
Fakt, ze wariantowa glikoproteina migruje w elektro-
forezie jako szeroki, rozdyfundowany prazek, przypi-
suje sie heterogennosci w rozmiarze tego N-glikanu
[33].

W oparciu 0 immunochemiczne dowody pokrewie-
nstwa glikoforyn C, D i nowego sktadnika glikop-
roteinowego zaproponowano, ze skiadnik ten moze
by¢ hybryda sktadajaca sie z N-koncowego fragmentu
glikoforyny C i C-koncowego fragmentu glikoforyny
D, powstajacy w wyniku crossing-over miedzy odreb-
nymi genami kodujacymi glikoforyne C i D [17, 33,
37]. Ta koncepcja okazata sie jednak nieprawdziwa
w $wietle badan genetycznych os6b Gerbich-negatyw-
nych, omowionych w dalszej czesci artykutu [34, 35,
39, 40].

n-3. Lokalizacja antygenow Ge2 i Ge3 w obrebie
glikoforyn Ci D

Fakt braku glikoforyn C i D u o0s6b Ger-
bich-negatywnych stat sie podstawag do przypuszcze-
nia, ze antygeny Gerbich znajduja sie na tych czgstecz-
kach. Zostalo to potwierdzone przy uzyciu techniki
immunoblottingu membran erytrocytéw Gerbich-po-
zytywnych z zastosowaniem ludzkich surowic o swois-

tosci anty-Gerbich. Dahr i wspo6tautorzy [32]
wykazali, ze posiadane przez nich surowice o swoisto-
§ci anty-Ge2 reagujg wylacznie z glikoforyng D,
natomiast surowice o swoistosci anty-Ge3 reaguja
zaréwno z glikoforyng C jak i D. Badajgc wplyw
trawienia trypsyng oraz modyfikacji chemicznych cza-
steczek glikoforyn C i D na reakcje z przeciwciatami
anty-Gerbich, autorzy ci ustalili potozenie antygenow
Ge2 i Ge3 (Ryc. 2).

Antygen Ge3 zlokalizowano na N-konncowym gliko-
zylowanym fragmencie glikoforyny C, w okolicy miej-
sca trawienia trypsyna, tzn. reszty argininy w pozycji
48 oraz na odpowiadajacym fragmencie glikoforyny
D. Modyfikacje chemiczne wykazaty udziat w miejscu
wigzania (epitopie) reszt: metioniny, tryptofanu, ar-
gininy kwasu glutaminowego i/lub asparaginowego,
wystepujacych w fancuchu odpowiednio w pozycjach:
411 49, 44, 48, 50 i 46. Epitop ten moze obejmowac
tancuch cukrowy zwigzany z seryng w pozycji 42.

Antygen Ge2 jest zwigzany wytacznie z N-kon-
cowym fragmentem trypsynowym glikoforyny D.
W oparciu o sugestie, ze struktura glikoforyny D jest
identyczna z glikoforyng C poczawszy od 22-ej reszty
metioniny, uznano, ze unikalny epitop Ge2 moze
stanowi¢ tylko N-koricowa reszta metioniny wraz
z sgsiadujgcymi resztami aminokwasowymi i tancu-
chami cukrowymi zwigzanymi 0-glikozydowo z re-
sztami seryny i treoniny. Nie udalo sie jednak tej
sugestii potwierdzi¢ poprzez chemiczng modyfikacje
N-koncowej metioniny ijej grupy aminowej. Ponadto,
obok danych stwierdzajacych reakcje surowicy an-
ty-Ge2 wylgcznie z glikoforyng D [32,41] byly tez
doniesienia, ze surowice anty-Ge2 reagujg zaréwno
z glikoforyng C jak i D [15, 42]. W Swietle tych
niejednoznacznych wynikéw nalezy uznac¢ charakter
epitopu Ge2 za nieustalony.

Niezwykle uzytecznym narzedziem w badaniu stru-
ktury antygendw Gerbich mogtyby sie okazac przeciw-
ciata monoklonalne o swoistosci antyGe2 i anty-Ge3.
Jakkolwiek ostatnio otrzymano szereg monoklonal-
nych przeciwciat swoistych dla glikoforyny C [7, 16,
38, 43, 44, 45], nie ma wsréd nich przeciwciat an-
ty-Gerbich. Wiekszos$¢ z nich rozpoznaje epitop gliko-
foryny C obejmujacy N-koncowa reszte metioniny
z wolng grupg aminowg oraz tancuchy cukrowe zwig-
zane 0-glikozydowo z resztami seryny i treoniny [45],

Ryc. 2. Hipotetyczna struktura glikoforyny D[wg 35, 36] i lokalizacja antygenéw Ge2 i Ge3 na czasteczkach glikoforyn C i D [wg 32],

Znakami: + i

zaznaczono miejsca glikozylacji (+ — tahcuch cukrowy O-glikozydowy,

tancuch cukrowy N-glikozydowy)

MetTrpSerTfirArgSerProAsnSerTfirAlaTrpProLeuSerLeuGluProAspProGly —

1
Glikoforyng C - Ge2

10 20

— MetAlaSerAlaSerTfirThrMetHisTFirTlirTfirlleAlaGluProAspProGly- -

22

Glikoforyng D — Ge3

30 40

i — HetSerGlyTrpProAspGlyArgHetGluThrSerThrProThr-

L
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Wariant Gf. C

Typ Yus

Glikoforyna C

Inne monoklonalne przeciwciata rozpoznajg epitopy
zlokalizowane niedaleko N-konca, (reszty aminokwa-
sowe miedzy poz. 2 a 21) [45]. Swiadczy to o znacznie
wiekszej immunogennosci tych regionéw w poréw-
naniu z sekwencjg aminokwasowag odpowiadajgcg
antygenom Ge2 i Ge3.

n-4. Geny wariantéw strukturalnych glikoforyny
Cwmembranach 0sb Gerbich-negatywnych

W celu wyjasnienia strukturalnego zwigzku miedzy
glikoforynami C, D i nowym skfadnikiem glikop-
roteinowym, wystepujagcym u oséb Ge(—) o fenotypie
Gerbich i Yus, wyizolowano i scharakteryzowano gen
dla glikoforyny C u oséb Ge(-f) i Ge(— [34, 35, 39,
40]. Stwierdzono, ze u 0s6b Ge(+ ) normalny gen dla
glikoforyny C (o diugosci 13,5 kpz) zawiera cztery
sekwencje kodujace (eksony), oddzielone trzema sek-
wencjami intronowymi (niekodujacymi) [39, 40].
Eksony 1, 2, 3 i 4 kodujg odpowiednio sekwencje
aminokwasowe: 1-16,17-35,36-63,64-128 glikoforyny
C [39, 40]. U os6b Gerbich-negatywnych istnieje gen
dla glikoforyny C, lecz o zmniejszonym ciezarze
czgsteczkowym. Delecja w DNA fenotypu Yus i Ger-
bich ma identyczny rozmiar (rzedu 3,3 - 3,4 kpz) lecz
prowadzi do utraty innych sekwencji kodujacych:
eksonu 2 i eksonu 3 odpowiednio [39, 40].
W DNA fenotypu Leach delecja w obrebie genu dla
glikoforyny Cjest rzedu co najmniej 4,5 kpz, obejmuje
cze$¢ eksonu 3 i ekson 4, i odpowiada C-koricowemu
fragmentowi tancucha polipeptydowego wraz z dome-
ng wewngtrzmembranowg [35, 40]. Translacja genu
u 0s6b Ge(—) prowadzi wiec do powstania, zamiast
glikoforyny C, jej wariantéw strukturalnych (Ryc. 3).
tancuch polipeptydowy wariantu strukturalnego
glikoforyny C u oséb o fenotypie Gerbich jest po-
zbawiony 28 wewnetrznych reszt aminokwasowych (w
poz. 36 - 63) fragmentu zewngtrzmembranowego,
w tym reszt 41 - 50, stanowigcych antygen Ge3. Delecja
u 0séb o fenotypie Yus ma natomiast mniejszy zasieg
i prowadzi do utraty 19 reszt aminokwasowych (w poz.

Ryc. 3. Hipotetyczna struktura wariantéw glikoforyny C [wg 39,
40], Nazwy reszt aminokwasowych podano w kodzie
jednoliterowym [wg 65],

— Ekson T _‘]l

Ekson 3

MwltrIpNAWP L ILEPDPGMA 1 ANFFMHFHE I AEPDPGM$GWPDGRMETSTPT IMDIWIAGVIAAVAIVLVSL*
! " !

17 -35) z zachowaniem sekwencji stanowigcej antygen
Ge3. Zmiana w obrebie genu dla glikoforyny C u 0sob
0 fenotypie Gerbich i Yus prowadzi zatem do po-
wstania glikoprotein réznigcych sie od glikoforyny
C strukturg zewnatrzmembranowego fragmentu tan-
cucha polipeptydowego zidentyfikowanych wczes$niej
elektroforetycznie jako ,,nowe sktadniki glikoprotei-
nowe”.

Konsekwencjg zmiany genu dla glikoforyny
C u os6b o fenotypie Leach jest brak fragmentu
wewnatrzmembranowego w tancuchu polipeptydo-
wym, przy niezmienionym fragmencie zewnatrzmemb-
ranowym glikoforyny C. Nawet, jesli zachodzitaby
synteza takiego produktu, nie miatby on mozliwosci
utrzymania sie w membranie ijak przypusza sie byiby
on degradowany w komorce [35, 40].

W oparciu o analize genu dla glikoforyny C, pod-
czas ktorej nie stwierdzono odrebnego genu dla gliko-
foryny D [34, 35] oraz na podstawie wspélnych
wiasciwosci obu czasteczek [32, 33], jak rowniez faktu,
ze u 0s6b Ge(—) brakowi glikoforyny C towarzyszy
zawsze brak glikoforyny D, zaproponowano strukture
glikoforyny D (Ryc. 2) jako produktu tego samego
genu co glikoforyna C [34, 35, 40]. Podano przynajm-
niej dwa mozliwe mechanizmy prowadzgce do syntezy
glikoforyny D, jako skréconego produktu:

1/ Bezposredni produkt transkrypcji genu dla glikofo-
ryny C - prekursorowy mRNA jest w wyniku
potranskrypcyjnej modyfikacji (alternative spli-
cing) przeksztalcany w dwie roznigce sie nieco
czasteczki mMRNA, z ktdérych jedna koduje glikofo-
ryne C a druga glikoforyne D [34].

2/ Inicjacja translacji mMRNA dla glikoforyny C moze
zachodzi¢ od kodonu metioniny, stanowiacej pozy-
cje 1jej tancucha polipeptydowego oraz od nastep-
nego kodonu metioniny, stanowigcej reszte 22
tancucha polipeptydowego glikoforyny C (leaky
initiation). Daje to glikoforyne C i mniejszg ilos¢
produktu skréconego o 21 reszt aminokwasowych,
czyli glikoforyne D [35]. Sytuacja taka jest mozliwa,
poniewaz sekwencja zasad nukleotydowych, po-

-Antygen Ge3-

MWAR SPNMAWPLNLEPDPGMAGWPDGRMEPSTPT IMD I W TAGVIAA IVLVSL-——————- (109 reszt)

' __ . Ekson 4--—-

-Antygen Ge3-

1 Ekson 1 - - Ekson 2 - - Eksoh~-3 _......... —~4= -Ekson 4
Wariant Gf. C
Typ Gerbich MWARRAPNANMFAWPLALEPDPGMANANHIMHEEH TAGVIAAVAIVLVSL-——————— (100 reszt)
i !
:!———Ekson 1-— 'J-‘ - Ekson 2 1 _ - Ekson 4 -
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przedzajacych pierwszy z kodonow metioniny nie-

zupetnie odpowiada regutom rozpoczecia translacji

[46] i moze by¢ pomijana.

Tak wiec glikoforyny C, D i warianty strukturalne
glikoforyny C u os6b Ge(—) sg produktami tego
samego genu [34, 35, 47], a nie jak sugerowano
wczesniej odrebnych genéw dla glikoforyny C i D,
mogacych tworzy¢é w wyniku crossing-over hybrydo-
wa glikoforyne C-D u os6b Ge(—). Na podstawie
analizy genu dla glikoforyny C, ktéra wykazata ist-
nienie w jego obrebie dwdch homologicznych domen
(o dtugosci 3,3 - 3,4 kpz), przypuszcza sie, ze defektyw-
ne geny u oséb o fenotypie Gerbich i Yus moga
powstawa¢ w wyniku nieréwnego crossing-over za-
chodzgcego miedzy tymi dwiema domenami [39, 40].

Il. Rola glikoforyn C i D w utrzymywa-
niu normalnego ksztattu erytrocytow

Scisle okreslona funkcja oraz specyficzne $rodowis-
ko zycia jakim jest krwioobieg implikujag budowe
erytrocytéw. Konieczno$é wielokrotnego przechodze-
nia przez naczynia wtosowate, podczas ktérego krwin-
ka ulega znacznej deformacji, wymaga struktury elas-
tycznej ijednocze$nie dostatecznie sztywnej, aby krwi-
nka mogta swobodnie powroci¢ do pierwotnego kszta-
Hu. Warunki te doskonale spetnia szkielet komorkowy
- dwuwymiarowa podmembranowa sie¢ polipeptydo-
wa, ktérej podstawowymi skiadnikami sa: aktyna,
spektryna i biatko 4.1 [19, 20] (Ryc. 4).

Szkielet ten oddziatywuje z membrang komérkowg
w dwojaki sposéb: za posrednictwem biatka 4.1, ktore
stabilizuje wigzanie aktyny i spektryny [19, 48, 49, 50],
a réwnoczesnie wigze cytoplazmatyczne fragmenty
glikoforyny C [19, 20, 51, 52] i biatka 3 (53), jak
rowniez przy udziale ankiryny, wigzacej spektryne
i bialko 3 [20, 54], Ksztatt erytrocytu jest zatem
tworzony i utrzymywany przez ziozonag strukture,
a zmiany w jej obrebie prowadzg do deformacji
komorki. Opisano zaburzenia objete wspdlng nazwag
dziedzicznej eliptocytozy, polegajace na obecnosci we
krwi obwodowej erytrocytéw o zmienionych ksztal-
tach z towarzyszaca temu anemig hemolityczna,
u podstaw ktorych lezg w wiekszosci przypadkoéw:

Ryc. 4. Model struktury szkieletu komérkowego zwigzanego

z membrang ludzkich erytrocytéw [wg 19).

___Cwuwarstwa
lipidowa

Anki ryna  Spektryna  Aktyna
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— czesciowy brak spektryny [55, 56] lub zmiany
struktury jej podjednostek a [57, 58] i fi [59. 60].

— catkowity lub czesciowy brak biatka 4.1 [52, 61, 62]
lub wystepowanie jego wariantéw strukturalnych
[63].

Jak zostato wspomniane we wstepie wariant Leach
fenotypu Ge(—) jest zwigzany z tagodng eliptocytozg
(10% erytrocytow krwi obwodowej ma ksztatt elip-
tyczny). Analiza membran tych erytrocytéw nie wyka-
zala zaburzen dotyczacych spektryny i biatka 4.1 [47],
lecz jedynie nieobecno$¢ glikoforyn C i D oraz ich
wariantu strukturalnego [16, 17]. Biorac pod uwage
fakt oddziatywania glikoforyny C ze szkieletem kom@-
rkowym [20, 51, 52] i wystepowanie eliptocytozy
towarzyszacej brakowi tej glikoforyny w membranach
erytrocytow o fenotypie Leach, zaproponowano
udziat glikoforyny C (i D) w utrzymywaniu prawid-
towego ksztattu erytrocytéw [16, 17, 47, 64]. Na
potwierdzenie tej koncepcji wykazano obnizenie stabi-
Inosci i wzrost podatnosci krwinek Leach na deforma-
cje [42, 64], Zachowanie normalnego ksztattu eryt-
rocytéow u os6b Ge(—) o fenotypach Gerbich i Yus,
mimo braku glikoforyn C i D, zapewnia natomiast
wariant strukturalny glikoforyny C, ktory przypusz-
czalnie przejmuje jej funkcje w wigzaniu szkieletu
komoérkowego poprzez niezmieniony fragment cyto-
plazmatyczny [17, 18, 35],

Identyfikacja roli glikoforyn C i D, polegajgcej na
udziale w utrzymywaniu prawidtowego ksztattu krwi-
nki, odroznia te glikoforyny od glikoforyn A i B,
ktérych funkcja jak dotychczas nia jest wyjasniona
[22],

IV. Podsumowanie

1 W obrebie ukfadu grupowego Gerbich ludzkich
erytrocytow rozroznia sie trzy antygeny: Gel, Ge2,
Ge3.

2. Antygeny Ge2 i Ge3 zlokalizowane sg na dwdch
integralnych i strukturalnie pokrewnych glikop-
roteinach membran erytrocytéw - glikoforynie
C i D. Antygen Ge2 stanowi prawdopodobnie
N-koncowy glikozylowany fragment taricucha poli-
peptydowego glikoforyny D. Antygen Ge3 znaj-
duje sie w obrebie reszt aminokwasowych 41 - 50
glikoforyny C i odpowiadajacych im reszt glikofo-
ryny D. Z uwagi na trudniejszy dostep do surowicy
0 swoistosci anty-Gel, brak jest danych na temat
struktury antygenu Gel.

3. Brak antygendw Gerbich u 0s6b Ge(—) zwigzany
jest z brakiem glikoforyn C i D w btonach (fenotyp
Leach) lub ich zastgpieniem przez wariantowe
formy glikoforyny C (fenotyp Gerbich i Yus).

4. Glikoforyng C, D i warianty strukturalne glikofo-
ryny C u 0séb Ge(—) sg kodowane przez jeden gen.

5. Wiasciwosci erytrocytow Ge( —) typu Leach wyka-
zujg udziat glikoforyn C i D w utrzymywaniu
prawidtowego ksztattu erytrocytow.

Artykut otrzymano 10 czerwca 1989 r.
Zaakceptowano do druku 28 listopada 1989 r.
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Zastosowanie zmodyfikowanych oligonukleotydow
w badaniach nad mechanizmem dziatania endonukleazy Eco Rl

Application of modified oligonucleotides in the studies on the
mechanism of Eco R1 endonuklease action

MARIA KOZIOLKIEWICZ 1
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mem dziatania restryktazy Eco RI
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Wykaz stosowanych skrotow:
SVPDE  fosfodiesteraza z jadu weza; NPl nukleazaPl;
RP-HPLC  wysokocisnicniou a chromatografia cieczowa
na odwréconej fazie; AP alkaliczna fosfataza; PdN,
pdN*‘ fosforany deoksynukleozydéw; AN, dN* —deok-
synukleozydy; TEAA octan trietyloamoniowy; TEAB
weglan trietyloamoniowy; 5*DMT  grupa dimetoksyt-
rytylowa blokujaca funkcje 5-hydroksylowa oligonukleoty-
du; 5-“HO grupa 5‘hydroksylowa oligonukleotydu.

Mozliwosci zastosowania syntetycznych oligonukleo-
tydow w badaniach oddziatywan miedzy biatkami
i DNA pojawity sie z chwilg opracowania tzw. amido-
fosforanowej metody syntezy fragmentow DNA [1],
tzn. na poczatku lat 80-tych. Poniewaz metoda ta
oferuje duze mozliwosci modyfikowania oligonuk-
leotydow zaréwno w obrebie zasad, jak i szkieletu
fosforanowocukrowego. stato sie mozliwe badanie
tych oddziatywan za pomoca réznorodnych analogow
DNA.

I. Metody modyfikowania wigzan inter-
nukleotydowych

Wyniki uzyskane dzieki metodzie Siebenlista
i Gilberta [23] (..alkylation protection and al-
kylation interference ) wskazywaty, iz w specyficznych
oddziatywaniach biatek i DNA majg udziat nie tylko

'Dr, Zaktad Chemii Bioorganicznej, Centrum Badan Mole-
kularnych i Makromolekularnych PAN, ul. Sienkiewicza
112, 90-363 +.6dz
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zasady, ale rowniez wigzania intcrnuklcotydowec.
W zwigzku z tym wzrosto zainteresowanie analogami
DNA zawierajacymi zmodyfikowane reszty fosfora-
nowe.

Jedng z najczesciej stosowanych metod modyfiko-
wania intemukleotydowych reszt fosforanowych jest
zamiana nieestrowego atomu tlenu na atom siarki
(prowadzgca do utworzenia grupy tiofosforanowej)
lub alkilowanie wigzania internukleotydowego (pro-
wadzace do utworzenia grupy fosfotriestrowej). Pod-
stawienie nieestrowego atomu tlenu atomem siarki
zmienia dystrybucje tadunku w modyfikowanym wig-
zaniu i powoduje zlokalizowanie go na atomie siarki
[4]. Natomiast alkilowanie wigzania internukleotydo-
wego prowadzi do utraty jednostkowego tadunku
ujemnego, co eliminuje interakcje o charakterze jono-
wym i moze powodowac zaburzenia w sposobie od-
dziatywania tak zmodyfikowanego fragmentu DNA
z biatkiem. Dodatkowym czynnikiem destabilizuja-
cym kompleks biatko-DNA moze by¢ efekt steryczny
zwigzany z obecnoscig grupy alkilowej. Wywotana
w ten sposob destabilizacja kompleksu zalezy od
wielkosci grupy alkilowej. Alkilowanie za pomoca
etylonitrozomocznika opracowane przez Sieben 1i-
sta i Gilberta pozwala nawprowadzenie do DNA
grupy etylowej. Natomiast stosowane dotychczas che-
miczne metody syntezy fosfotriestrowych analogéw
DNA pozwalajg na modyfikowanie wigzan internuk-
leotydowych za pomoca grupy etylowej [5], izopropy-
lowej [6] lub trifluoroetylowej [7]. Objetosciowo naj-
mniejszg grupg wsrod wyzej wymienionych jest grupa
etylowa (promien van der Waalsa — 4,5 A), totez
deformacja struktury DNA wywotana jej obecnoscig
jest mniejsza w poréwnaniu ze zmianami spowodowa-
nymi przez pozostate grupy. Z tego wzgledu grupa
etylowa jest lepszym niz pozostate elementem modyfi-
kujacym wigzania internukleotydowe w fosfotriest-
rowych analogach DNA.

Tiofosforanowe i fosfotriestrowe analogi oligonuk-
leotydow umozliwiajg nie tylko identyfikacje niekto-
rych miejsc kontaktu miedzy biatkiem i szkieletem
fosforanowym, ale réwniez badania tzw. stereochemi-
cznych aspektow oddziatywan miedzy tymi makro-
czasteczkami. Nalezy bowiem pamietac, iz nieestrowe
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atomy tlenu wigzan internukleotydowych sg topologi-
cznie nieréwnocenne i roznig sie miedzy sobg potoze-
niem w helisie DNA. Jeden z nich jest skierowany do
wewnatrz, natomiast drugi — na zewngtrz helisy.
Z tego wzgledu ich udziat w oddziatywaniach z tan-
cuchami bocznymi aminokwaséw biatka moze byé
rézny. Modyfikacja wigzan internukleotydowych za
pomoca siarki lub grup alkilowych umozliwia ,,ekspre-
sje”” ich nieréwnocennego charakteru, bedgcego efek-
tem roznego potozenia w helisie DNA.

Ze stereochemicznego punktu widzenia zastgpienie
jednego z nieestrowych atomoéw tlenu atomem siarki
lub zestryfikowanie grupg alkilowg wywotuje chiral-
nos¢ reszty fosforanowej wynikajaca z obecnosci czte-
rech roznych podstawnikow zwigzanych z atomem
fosforu. Utworzone w ten spos6b chiralne tiofos-
forany lub fosfotriestry wystepuja w postaci diastereo-
izomer6w roznigcych sie potozeniem elementu mody-
fikujgcego. Ich konfiguracje absolutne okreslone za
pomocg regut Cahna, Ingolda i Preloga[8]
definiuje sie jako Rp i Sp. W czasteczce diastereoizo-
meru Rp tiofosforanowego oraz O-etylofosfotriest-
rowego analogu DNA element modyfikujgcy (atom
siarki lub grupa etylowa) jest skierowany do duzej
bruzdy, natomiast w czasteczce izomeru Sp — na
zewnatrz helisy DNA. Warunkiem zastosowania tego
typu analogéw w badaniach stereochemicznych aspek-
tow oddziatywan miedzy biatkami i DNA jest uzys-
kanie rozdzielonych diasterecizomerdw oraz znajo-
mos$¢ potozenia w ich czagsteczkach elementu modyfi-
kujgcego. (Metoda Siebeniista i Gilberta jest
nieprzydatna w tego typu badaniach, poniewaz produ-
ktem dziatania etylonitrozomocznika jest mieszanina
réznorodnych alkilopochodnych DNA.)

Z prac nad endonukleazg Eco Rl (prowadzonych
przez Ecksteina [9] oraz, niezaleznie, Steca
i Zona [10]) wynika, iz tylko jeden z atoméw tlenu
wigzania internukleotydowego pomiedzy G i A jest
zaangazowany w oddziatywanie z enzymem. Jest to
atom tlenu pro-S skierowany na zewnatrz helisy DNA.
Podstawienie go atomem siarki czyni diastereoizomer
Sp modyfikowanego oktametru d[GG(s)AATTCC]
odpornym na dziatanie endonukleazy Eco RI, podczas
gdy podobna modyfikacja w odniesieniu do atomu
tlenu pro-R jedynie obniza szybko$¢ hydrolizy dia-
stereizomeru Rp.

W zwigzku z wykryciem diastereoselektywnosci
endonukleazy Eco RI wstosunku do izomeréw Rp i Sp
oktanukleotydu d[GG(S)AATTCC] pojawity sie na-
stepujace pytania: jaki wptyw na oddziatywania DNA
i enzymu majg pozostate wigzania internukleotydowe
znajdujace sie w obrebie sekwencji kanonicznej roz-
poznawanej przez endonukleaze Eco RI, oraz jakie
efekty moze wywota¢ modyfikowanie ich w sposéb
opisany wyzej. Aby odpowiedzie¢ na te pytania,
podjete zostaty préby syntezy odpowiednio modyfiko-
wanych substratéw zawierajgcych sekwencje kanoni-
czng Eco RI.
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n. Tiofosforanowe i O-etylofosfotriestrowe
analogi oligonukleotyddéw— ich zastoso-
wanie w badaniach nad mechanizmem
dziatania restryktazy Eco RI

Oligonukleotydy zsyntetyzowane za pomocg zmo-
dyfikowanej metody amidofosforanowej stanowity
analogi tiofosforanowe (okta-, deka- i heksadekame-
ry) (Tab.2), oraz O-etylofosfotriestry o identycznych
sekwencjach (Tab.3). Na podstawie wczesniejszych
badan wiadomo bylo, iz enzym Eco RI rozpoznaje
jako substraty i hydrolizuje nawet tak krétkie oligo-
nukleotydy jak oktamery, ale jego powinowactwo
wobec nich jest bardzo obnizone w poréwnaniu z tym,
jakie enzym wykazuje w stosunku do naturalnych
substratow. Jakkolwiek wiec pierwszymi modelowymi
substratami endonukleazy Eco RI byly analogi ok-
tameru d[GGAATTCC], w nastepnym etapie badan
stosowano modyfikowane dekanukleotydy o zblizonej
sekwencji  zasad, mianowicie  dekanukleotydy
d[GGGAATTCC] oraz heksadekanukleotydy o sek-
wencji d[GAAGGGAATTCCCTTC]. Rozdziat dia-
stereoizomerow tych oligonukleotydéw (bedacy waru-
nkiem ich wykorzystania w badaniach nad stereoche-
micznymi aspektami oddziatywan endonukleazy Eco
Rl z DNA) przeprowadzono za pomocg wysokocis-
nieniowej chromatografii cieczowej przy uzyciu ko-
lumn z wypelnieniem typu /zBondapak CB8 lub
ODS-Hypersil (RP-HPLC).

Uzycie rozdzielonych diastereoizomeréw w ekspe-
rymentach z endonukleazg Eco RI zostato poprze-
dzone oznaczeniem potozenia elementu modyfikujace-
go w czasteczce oligonukleotydu. Ustalenie potozenia
atomu siarki w kazdym z dwoch izomerow tiofos-
foranowych analogéw oligonukleotydéw byto moz-
liwe dzieki znanej juz wczesniej diastereoselektywnosci
dwoch enzymow nukleolitycznych, mianowicie fos-
fodiesterazy zjadu weza oraz nukleazy Pl z Penieillum
citricum. Fosfodiesteraza rozpoznaje i hydrolizuje

Tabela 1

Oczyszczanie niemodyfikowanych oligonukleotydéw 1-3 metoda
chromatografii wysokocisnieniowej

5-DMT 5-HO
Zwia7ek Sekwencja Warunki ~ Czas ret. ~ Warunki  Czas ret.
54-*3¢ rozdziatu [min] rozdziatu [min.]
I d[GGAATTCC] A 21.50 B 9.00
2 d[GGGA.ATTCCC] A 1550 B 10.00
3 d[GAAGGGAATTCCCIrC] A 16.00 B 10.20

A — gradient stezenia acetonitrylu 5-30% CH3CN-0.IM TEAB
w ciagu 20 min. (exp. 0.25), pomiedzy 20 a 25 min. - warunki
izokratyczne: 30 % CH3CN-0.1M TEAB; kolumna /;Bon-
dapak C18 (300 x 7.8 mm) szybkos$¢ przeptywu 3.5 ml/min.;

B — liniowy gradient stezenia acetonitrylu: 5-30% CH3CN-0.1M
TEAB 1.25%/min.; kolumna ¢iBondpak C 18 (300 x 7.8 mm);
szybkos$¢ przeptywu 3.5 ml/min.;
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jedynie izomery Rp tiofosforanowych analogéw dinu-
kleotydéw [11], natomiast nukleaza Pl — tylko izome
ry Sp analogicznych zwigzkow [12]. Diastereoselek-
tywnos$¢ tych enzymoéw wobec tiofosforanéw dinuk-
leozydéw d[Nkp(s)N“] umozliwita ustalenie za ich
pomoca absolutnej konfiguracji na atomie fosforu
zmodyfikowanych wigzan w czasteczkach analogéw
DNA o strukturze d[...NpN/p(s)N“pN...]. Produk-
tami enzymatycznej hydrolizy kazdego z rozdzielo-
nych wczesniej diastereoizomeréw FAST i SLOW
(przeprowadzonej za pomoca, hiezaleznie, fosfodies-
terazy z jadu weza oraz nukleazy PIl) sg 5‘-fosforany
nukleozydéw oraz 5ktiofosforan nukleozydu N “ albo
5*-fosforan odpowiedniego diastereizomeru dinukleo-

Tabela 2

Oczyszczanie i rozdziat diastereoizomeréw tiofosforanowych analo-
géw oligomeréw 1 2 i 3 (4. 5 i 6) za pomoca chromatografii
wysokoci$nieniowej RP-HPLC

5 DMT 5--HO

Zwiazek Sekwencja Warunki  Czas ret.  Warunki ~ Czas ret.
5:->3 rozdziatu  [min]  rozdziatu  [min]
4a  d[Gp,9)GAATTCC] A 184 B 181
198 189
4b  d[GGp(SAATTCC] A 192 C 147
218 147
4d  d[GGAAp(STTCC] 0 185 E 105
4e  d[GGAATp(9TCC] F 109 G 174
109 179
4f  d[GGAATTRSICC] F 11.2 G 169
1.2 177
4g  d[GGAATTCp(S)] F 11.9 G 171
11.9 G 176
5a  d[Gp)SGGAATTCCC] H 235 B 177
246 181
6a  d[Gp,s AAGGGAATTCCCTTC] D 151 E 102
174 105
6b  d[GAP(SIAGGGAATTCCCTTC] D 164 E 104
108
6c  d[GAAP,S) GGGAATTCCCTTC! D 165 E n2

Oczyszczanie i rozdziat diastereoizomeréw przeprowadzono na
kolumnie //Bondapak C|X (300 x 7.8 mm) stosujac nastgpujace
warunki:

A — liniowy gradient acetonitrylu w 0.1M TEAA (octan trietyloa-
moniowy) (pH 7.0): 20-40% CH,CN-0.1M TEAA,
0.5%/min.. przeptyw 5mi/min.;

B — 5-20% CH,CN-0.1M TEAA. 0.5%,/min, 5 ml/min.;

5-30% CHICN-0.1M TEAA, 1.0%/min, 4 ml/min.;

D — 5-30% CFECN-0.1M TEAB (Exp. 0.25), t= 20 min.,

3.5 ml/min.;

o
|

E — 5-20% CH,CN-0.1M TEAB, 0.75%/min.. 3.5 ml/min.;
F — 20-40% CHIiCN-0.IM TEAA, 1.0%/min,, 4 ml/min.;

G — 5-20% CH.CN-0.1M TEAA. 0.5%/min,, 4 ml/min.;

H — 20-40% CHjCN-O.IM TEAA, 0.33%/min,, 4 ml/min.;
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tydu d[N‘p(s)N*]. Zastosowanie alkalicznej fosfatazy
katalizujgcej defosforylacje tych zwigzkow pozwala na
otrzymanie 5khydroksylowej pochodnej odpowied-
niego diastereocizomeru dinukleotydu d[Nk(s)N“].
Wyizolowanie tego produktu za pomoca chromato-
grafii wysokocisnieniowej oraz przypisanie mu (na
podstawie jego odpornosci w stosunku do jednego
z wyzej wymienionych enzymow) odpowiedniej kon-
figuracji absolutnej na atomie fosforu pozwala jedno-
czesnie na przypisanie takiej samej konfiguracji ab-
solutnej macierzystemu oligonukleotydowi
d[...NpN‘p(s)N“pN...)] (Ryc. 1).

Potozenie grupy etylowej w zmodyfikowanym wig-
zaniu internukleotydowym fosfotriestrowych ana-

Tabela 3

Oczyszczanie i rozdziat diastereoizomeréw O-etylofosforanowych
analogéw oligonukleotydéw 2 - 3 (7 i 8)

5-DMT 5--HO
Zwiazek Sekwencja Warunki  Czas ret. Warunki  Czas ret.

5->3 rozdziatu  [min]  rozdziatu  [min]

7a  d[G*GGAATTCCC] A 19.00 B 11.00
21.00 11.00

T  d[GG*GAATTCCC] A 1950 B 1050
21.00 1050

7c  d[GGG*AATTCCC] A 20.00 B 10.75
21.00 1050

7d  d[GGGA*ATTCCC] A 1850 B 11.00
20.00 1050

7e  d[GGGAA*TTCCC] A 19.00 B 1150
22.00 11.00

7f  d[GGGAAT*TCCC] A 16.00 B 1150
18.00 11.30

79 d[GGGAATT*CCC] A 16.00 B 11.00
18.00 11.25

T d[GGGAATTC*CC] A 16.00 B 11.00
18.00 11.00

7 d[GGGAATTCC*C] A 19.00 B 10.70
20.00 10.70

8a d[G*AAGGGAATTCCCTTC] A 16.20 B i115
8b d[GA*AGGGAATTCCCTTC] A 16.25 B 1.15
17.25 1165

& d[GAA*GGGAATTCCCTTC] A 16.50 B 1140

*P(0) (OEt)

Warunki rozdziatu:

kolumna //Bondapak Cj« (300 x 7.8 mm), przeptyw 3.5 ml/min.;

A — gradient 5-30% CFECN-0.1M TEAB, t= 20 min., (exp. 0.25),
pomiedzy 20 i 25 min. — warunki izokratyczne: 30%
CHIiCN-O.IM TEAB;

B — 5-30% CFFCN-0.1M TEAB, 1.25%/min.;
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Ryc. 1. Metoda oznaczania konfiguracji absolutnej na da[ ..
chiralnym atomie fosforu w czasteczkach oligo-
nukleotydow d[...NpN"pg,N“pN..].

/

FAET
7FDE nF1l
pdN + pdN- pdN
+ +
P(S)dN" pd[N’p(S)N“]
Alk.Phos Alk Phos.

d[N+N"+N" -] dN+d[N"P(S)N"]

(Rp)

logow oligonukleotydéw oznaczono w podobny spo-
séb, wykorzystujac fakt, iz w warunkach przedtuzonej
inkubacji tych substratéw fosfodiesteraza z jadu weza
degraduje od konca 3‘kolejne wigzania fosfodiestrowe
w kierunku 5kkonca pozostawiajgc nienaruszong fun-
kcje triestrowa, a tym samym dinukleotyd
d[Np(0)<oE)NK, identyfikowany nastepnie przez porow-
nanie (za pomocg HPLC) z odpowiednim wzorcem.
Konfiguracje absolutne uzytych jako wzorce dinuk-
leotyddw d[N RG<oEf)N'] oznaczono dzieki opracowa-
nej metodzie chemiczno-enzymatycznej. W og6lnym
zarysie polega ona na przeksztatceniu O-etylotiofos-
foranowych analogéw dinukleotydéw w ich tiofos-
foranowe, oraz niezaleznie, O-etylowe odpowiedniki,
po to aby na podstawie konfiguracji absolutnej analo-
gow tiofosforanowych (znanej w wyniku ich trawienia
z fosfodiesterazg oraz nukleaza) okresli¢ konfiguracje
absolutng izomerow dinukleotydéw: d[NPQO)OEONT]
[13, 14]. Przeksztatcerr tych dokonuje sie na drodze
chemicznej, stosujac reakcje o znanej stereochemii:
utlenianie za pomocg 3% roztworu H2 2zachodzace
z retencjg konfiguracji na atomie fosforu [15] (1) oraz
dealkilacje za pomocg tiofenolu (zachodzacg rowniez
z retencjg konfiguracji) [16] (2) (Ryc. 2).
Tiofosforanowe i fosfotriestrowe analogi oligonuk-
leotyddw o ustalonej konfiguracji absolutnej na chiral-
nym atomie fosforu poddano dziataniu endonukleazy
Eco RI. Dla ulatwienia prezentacji wynikéw ich
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.NpN P(S)N"pN. ..]

SLOW
SVPDE nPl1
pdN pdN + pdN
4 +
Pd[N"p(S)N"] p<S)dN™
AlK. Phi Alk.Phos
d[N"P( 8)N"] dfN+1U+N""]

€Y

hydrolizy wiazania internukleotydowe oraz zasady
nalezace <do sekwencji kanonicznej lub sasiadujgce
z nig zostaty oznaczone w nastepujacy sposob:
-5-4-3-2-1 +1 +2+3+4+5+6+7+8+9 +10+11
d[G pA pA pG pG pG pA pA pT pT pC pC pC pT pT pC]
-V -1V -1 -1 -1 +1 +11 +1 +1V +V +VI + VI
Wigzania potozone na lewo od miejsca hydrolizy
(oznaczonego jako +1) zostaly oznaczone liczbami
rzymskimi ze znakiem ,, —”, natomiast wigzania poto-
zone na prawo od miejsca hydrolizy sg oznaczone
odpowiednimi liczbami ze znakiem ,,— Natomiast
zasady zostaly oznaczone liczbami od —5 do+ 11,
gdzie + loznacza pierwszg zasade (od 5°-korica oligo-
nukleotydu) nalezgcg do sekwencji kanonicznej.
Zastosowanie jako substratéw endonukleazy Eco
RI oligonukleotydow zawierajgcych internukleotydo-
wa resztg tiofosforanowg w jednej z pozycji od —V do
+ VI pozwolito wykry¢ diastereoselektywnos$¢ enzymu
nie tylko wobec izomeréw Rp i Sp oligomeru z reszta
tiofosforanowa potozong pomiedzy resztami deok-
syguanozyny i deoksyadenozyny [9], ale takze wobec
substratéw zawierajacych modyfikowane siarkg wig-
zanie internukleotydowe w pozycjach —I oraz +11
i + Ill. Uzaleznienie procesu hydrolizy substratu od
orientacji przestrzennej atomu siarki modyfikujacego
jedng z reszt fosforanowych nie podlegajgcych nuk-
leolitycznej aktywnosci restryktazy Eco RI okreslono
jako ,,zdalnie sterowang” kontrole procesu hydrolizy.
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Ryc. 2. Konwersja O-etylotiofosforanéw dinukleozydow
d[NPsi(OHi)N'] do ich analogéw O-etylofosforanowych (1)
oraz tiofosforanowych (2).
Podczas gdy w przypadku oligonukleotydow zawieraja-
cych reszte tiofosforanowg w pozycjach —, -I-1i +11
enzym degradowat jedynie izomery Rp, w przypadku
substratu z resztg tiofosforanowg w pozycji 411,
wyraznie preferowat izomer o konfiguracji absolutnej
Sp (obserwowano hydrolize takze izomeru Rp, aczkol-
wiek przebiegata ona znacznie wolniej). Pozostate oligo-
nukleotydy zawierajgce atom siarki w jednym z wigzan
internukleotydowych od —V do —Il oraz od +1V do
+ VI byly hydrolizowane z takg sama szybkoscia, zjaka
enzym degradowat niemodyfikowane oligomery uzyte
w eksperymentach kontrolnych.
Rp + + + + +/-+ + +
Sp+ - - -+ + + +

GAAG PG pGpApPApPTpTpC pCCTT C
Tak wiec uzycie tiofosforanowych analogéw oligo-
nukleotydow wskazywato, iz region oddziatywan en-
donukleazy z resztami fosforanowymi DN A obejmuje
4 wigzania internukleotydowe.

Natomiast zastosowanie O-etylofosfotriestrowych
analogéw dekanukleotydu d[GGGAATTCCC] oraz
heksadekanukleotydu [GAAGGGAATTCCCTTC]
pozwolito ustali¢, iz region oddziatywan endonukleazy
z resztami fosforanowymi DNA jest wiekszy niz to
wynikato z préb enzymatycznej hydrolizy analogow
tiofosforanowych i obejmuje 8 wigzan internukleotydo-
wych.

+ +/-4+/- +
G pA pA pG pG pG pAPAPT pTpCpCpCTTC
Dekanukleotydy zawierajgce funkcje triestrowa
w pozycjach od -11 do -hlll okazaty sie calkowicie
odporne na dziatanie endonukleazy Eco RI, niezalez-
nie od absolutnej konfiguracji na chiralnym atomie
fosforu. Natomiast obecnos¢ funkcji triestrowej w po-
zycji + IV wywotata diastereoselektywnos$¢ enzymu
wobec izomerow Rp i Sp dekanukleotydu 7f: 100%
przereagowania w stosunku do izomeru Sp i zaledwie
10% w stosunku do izomeru Rp. Estryfikacja wigzania
internukleotydowego w pozycji +V albo + VI wywo-
tata obnizenie szybkosci hydrolizy o ok. 80%, w poroé-
wnaniu z szybkoscig hydrolizy niemodyfikowanego
dekanukleotydu.
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Powyzszy przeglad wskazuje, iz widoczne zmiany
aktywnosci nukleolitycznej enzymu maja miejsce wo-
wczas, gdy pozycje od —I do -I-11l s zmodyfikowane
poprzez wprowadzenie atomu siarki, lub pozycje od
—IIl do +VI sa estryfikowane grupag etylowg. To
»powiekszenie” regionu oddziatywan enzymu z wigza-
niami internukleotydowymi przy przejsciu od tiofos-
foranowych do fosfotriestrowych analogéw oligonuk-
leotyddw wynika z faktu, iz estryfikacja wiazan inter-
nukleotydowych jest przyczyng znacznie wiekszych
zaburzeh struktury i prawdopodobnie konformacji
DNA niz podstawienie nieestrowego atomu tlenu
atomem siarki. Dzieki uzyciu analogéw DNA, ktére
w szkielecie fosforanowo-cukrowym zawieraty grupy
znacznie roznigce sie pod wzgledem struktury i wias-
ciwosci (tiofosforanowa lub fosfotriestrowa) dokona-
no préby wyjasnienia roli wigzan internukleotydo-
wych w oddziatywaniach DNA z endonukleazg Eco
RI, jak réwniez okre$lenia charakteru tych oddziaty-
wan.

Stosowanie analogéw o strukturze znacznie zmie-
nionej w stosunku do naturalnych substratéw nie
zawsze pozwala uzyskac¢ wiarygodne informacje o cha-
rakterze oddziatywan miedzy biomolekutami. Jednak-
ze zdaniem Gumporta i wspotautorow [17]
rozne sposoby modyfikowania DNA powodujgce sil-
ne zaburzenia jego struktury i konformacji umoz-
liwiajg wykrywanie tzw. ,,stabych” oddziatywan mie-
dzy biatkami i DNA. Podczas gdy zastosowanie
analogow tiofosforanowych, w niewielkim stopniu
rézniacych sie od naturalnych oligonukleotyd6w,
umozliwito identyfikacje wigzan internukleotydowych
silnie zaangazowanych w oddziatywania z biatkiem
Eco RI, uzycie analogow fosfotriestrowych o znacznie
bardziej zaburzonej strukturze umozliwito wykrycie
tych wigzan internukleotydowych, ktére w mniejszym
stopniu sg zaangazowane w interakcje z enzymem
(Ryc. 3).

Wigzanie internukleotydowe znajdujgce sie w sek-
wencji kanonicznej pomiedzy deoksyguanozyng i deo-
ksyadenozyng podlega rozszczepieniu w obecnosci
endonukleazy Eco RI. Podstawienie atomem siarki
tlenu pro-S tego wigzania czyni zmodyfikowany w ten
spos6b oligonukleotyd d[GGp(AATTCC] (4b) od-
pornym na dziatanie enzymu. Natomiast podstawienie
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3. Udzial zasad i wigzan internukleotydowych dekameru
d[NNGAATTCN*N ]w oddziatywaniach z endonukleaza
Eco RI (na podstawie wynikéw analizy rentgenostruk-
turalnej oraz wynikéw hydrolizy modyfikowanych oligo-
nukleotydoéw). Przedstawiono schematycznie atomy tlenu
i azotu zasad purynowych zaangazowane w tworzenie
wigzan wodorowych z tafncuchami bocznymi argininy
i glutaminianu biatka Eco RI, jak réwniez reszty fos-
foranowe zaangazowane w oddziatywania kulombowskie
lub w tworzenie wigzan wodorowych z tafnicuchami bocz-
nymi aminokwaséw biatka Eco RI.

Ryc.

atomem siarki tlenu pro-R powoduje jedynie ob-
nizenie szybkosci hydrolizy odpowiedniego substratu.
Mozna wiec przypuszczac, iz nieestrowe atomy tlenu
tego wigzania (pro-R i pro-S) sag zaangazowane w od-
dziatywania z biatkiem (poprzez udziat w tworzeniu
wigzania wodorowego lub poprzez udziat w oddziaty-
waniach kulombowskich).

Z badan rentgenostrukturalnych kompleksu tride-
kanukleotyd — biatko Eco RI wynika, iz w sgsiedztwie
omawianego wigzania intemukleotydowego znajduje
sie tancuch boczny lizyny 130, co sugeruje mozliwos¢
oddziatywan kulombowskich pomiedzy grupg NH3

POSTEPY BIOCHEMII 37(2), 1991

_e/\
N6 04
- A3
1440J
|
Y o A
£ — 2 n >l
NH - INH
N -i
(Arg 200U
N -2

5

N akceptor nrotonu

< donor protonu

0 grup-n metyl owe tyminy
oddzi?4vVveni e kul ombowskie

e Wigzanie wodorowe

ajednym z atomow tlenu. Nie jest jednak wykluczone,
iz drugi atom tlenu uczestniczy w tworzeniu wigzania
wodorowego (z biatkiem lub czgsteczkg wody). Bada-
nia, podsumowane ostatnio przez P. Frey’a [4]
$wiadczg, iz w czasteczkach zwigzkow zawierajgcych
funkcje tiofosforanowg tadunek jest zlokalizowany na
atomie siarki. Na tej podstawie, jak roéwniez na
podstawie wynikéw hydrolizy izomeréw Rp i Sp
oktanukleotydu 4b mozna przyjac, iz obydwa nieest-
rowe atomy tlenu reszty fosforanowej znajdujgcej sie
w pozycji 4-1 sg zaangazowane w oddziatywania
z resztami aminokwasow, przy czym atom tlenu pro-R
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(skierowany do duzej bruzdy) jest zaangazowany
w oddziatywania typu kulombowskiego, za$ atom
tlenu pro-S (potozony na zewnatrz helisy) jest miejs-
cem protono-akceptorowym. Zatem w czgsteczce izo-
meru Rp oktameru 4b (gdzie tadunek jest zlokalizowa-
ny na atomie siarki zastepujgcym atom tlenu pro-R)
obydwa warunki moga byé spetnione. Swiadczy o tym
podatno$¢ oktameru na dziatanie endonukleazy Eco
RI. Jednakze dla izomeru Sp tego typu oddziatywania
sg niemozliwe, gdyz nie mozna oczekiwac takiej zmia-
ny konformacji biatka, ktéra spowodowataby zmiane
lokalizacji niektorych reszt aminokwasowych i zaan-
gazowanie ich w interakcje z atomami pro-S siarki
i pro-R tlenu. Z tego samego wzgledu zaden z izo-
merdw analogu fosfotriestrowego 7c nie spetnia oby-
dwu warunkéw réwnocze$nie — zaden wiec nie jest
substratem dla enzymu. Jakkolwiek atom tlenu pro-S
izomeru Rp-7c jest dobrym centrum protono-akcep-
torowym, grupa etoksylowa nie oddziatywuje wystar-
czajgco silnie z grupg NH3+ lizyny 130, po to aby
wywotaé odksztatcenie katow walencyjnych czynigce
reszte fosforanowg podatng na atak czasteczki wody.
Zatem determinantg podatnosci oligonukleotydu na
dziatanie endonukleazy Eco RI jest obecno$¢ ujem-
nego tadunku na atomie pro-R oraz protono-akcep-
torowy charakter pozycji pro-S umozliwiajacy utwo-
rzenie silnego wigzania wodorowego.

Réwniez wigzania internukleotydowe w pozycjach
-1 oraz -11 wydajga sie by¢ silnie zaangazowane w od-
dziatywania z biatkiem. Istnieje wiele dowodéw, iz
szczegOlnie zaangazowana w oddziatywania z endonu-
kleazg jest funkcja internukleotydowa w pozycji -I.
Podczas gdy izomer Rp oktanukleotydu d[GRSGA-
ATTCC] podlega degradacji w obecnosci endonuk-
leazy Eco RI, jego analog o konfiguracji absolutnej Sp
jest odporny na dziatanie enzymu, podobnie jak
izomery Rp i Sp dekanukleotydu d[GGRO)(OE)GA-
ATTCCC]. Wyniki te pozwalajg przypuszczal, iz
atomy tlenu pro-R i pro-S wigzania internukleotydo-
wego —I biorg udziat w oddziatywaniach kulombows-
kich oraz w tworzeniu wigzania wodorowego z amino-
kwasami biatka Eco RI. Jednakze analiza rentgeno-
strukturalna nie daje jednoznacznej odpowiedzi na
pytania, jakie aminokwasy uczestniczg w oddziatywa-
niach z reszta fosforanowg —I, bowiem wjego sgsiedz-
twie znajdujg sie tancuchy boczne kilku aminokwa-
séw, mianowicie: argininy 203, lizyny 148, argininy 105
oraz asparaginy 149 [18]. Podczas gdy fancuchy boczne
arginin 203 i 105 oraz lizyny 148 mogg uczestniczy¢
w oddziatywaniach jonowych, asparagina 149 moze
stanowi¢ donor protonu zaangazowanego w tworzenie
wigzaniawodorowego. Jen-Jacobson sugeruje, iz
grupa fosforanowa -1 jest zaangazowana w tworzenie
wigzania wodorowego z asparaging 149 (co nie wy-
klucza istnienia rownoczesnie oddziatywan jonowych)
[18]. Przy zatozeniu, iz atom tlenu pro-R uczestniczy
w oddziatywaniach kulombowskich z tancuchem bo-
cznym jednego z podanych wyzej aminokwasow zasa-
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dowych, natomiast atom tlenu pro-S jest akceptorem
protonu grupy amidowej asparaginy 149, powstaje
pytanie: dlaczego podstawienie atomu tlenu pro-S
atomem siarki, lub estryfikacja jednego z atomoéw
tlenu czyni odpowiednie analogi odpornymi na dziata-
nie enzymu, skoro modyfikowane wigzanie nie pod-
lega nukleolitycznemu dziataniu enzymu? Z badan
rentgenostrukturalnych McClarina i wspo6t-
autorow [19] wiadomo, iz wskutek tworzenia sie
kompleksu enzym-substrat zmienia sie konformacja
DNA, a jednym z przejawow tej zmiany jest wzrost
odlegtosci miedzy atomami fosforu reszt fosforano-
wych w pozycjach —I i -hi oraz -1-V i +-VI1 z 7.0A do
odpowiednio: 7,3A i 7,4A. Mozna wiec sadzi¢, iz
oddziatywania pomiedzy tancuchami bocznymi ami-
nokwaséw i nieestrowymi atomami tlenu wigzania —I
sg jednym z czynnikéw decydujgcych o zmianie kon-
formacji DNA koniecznej do zainicjowania procesu
rozpoznawania i hydrolizy substratu.

Region oddziatywan endonukleazy Eco Rl z wigza-
niami internukleotydowymi obejmuje takze reszte
fosforanowa w pozycji —II. Jakkolwiek podstawienie
atomu tlenu atomem siarki nie obniza szybkosci
hydrolizy izomeréw Rp i Sp dekanukleotydu
d[GR9GGAATTCCC] (w stosunku do szybkosci hyd-
rolizy niemodyfikowanego dekameru), to estryfikacja
wigzania internukleotydowego w pozycji —II czyni
odpowiedni dekanukleotyd d[GPO)(Et)\GGAATTCCC]
catkowicie odpornym na dziatanie endonukleazy. Mo-
zna przypuszczag, iz przyczyng tego sg efekty steryczne
wywotane przez grupe etylowa.

Kolejne wigzania internukleotydowe, zaangazowa-
ne w oddziatywania z endonukleazg Eco Rl znajdujag
sie w obrebie sekwencji kanonicznej w pozycjach od
-f1l do + VI

Szczegdlnie interesujace okazaty sie wyniki modyfi-
kowania wiazania internukleotydowego w pozycji
4- 11, tj. pomiedzy dwoma resztami deoksyadenozyny.
Podczas gdy wobec izomeréw Rp i Sp okta- i dekanuk-
leotydu zawierajacych w pozycji +11 funkcje tiofos-
foranowa endonukleaza wykazywala diastereoselek-
tywno$¢ (tj. hydrolizowata jedynie izomery Rp), w sto-
sunku do izomeréw Rp i Sp dekanukleotydu
d[GGGAPO(OEL)ATTCCC] okazata sie zupeinie nie
aktywna. Jednakze wyniki Lu i wsp6tautorow
[20], a takze Jen-Jacobson [18] uzyskane na
podstawie alkilowania DNA za pomoca etylonitrozo-
mocznika wykazuja, iz obecno$¢ grupy etylowej w po-
zycji -I-1l nie wptywa hamujaco na proces rozpoz-
nawania i tworzenia sie kompleksu enzym-substrat.
Nie bylo podstaw, aby poddawac¢ w watpliwos$¢ zgod-
nos$¢ tych wynikow ze stanem faktycznym, tym bar-
dziej, ze zostaly one uzyskane niezaleznie w dwoch
laboratoriach, a ponadto Jen-Jacobson przep-
rowadzita eksperyment stosujac bardzo niskie stezenie
biatka po to, aby wykryé réwniez stabe efekty al-
kilowania. Pomimo to, nie stwierdzono, aby alkilowa-
nie fosforanu w pozycji -I-1l utrudniato, czy tez
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uniemozliwiato rozpoznawanie substratu przez en-
zym. W S$wietle tych wynikéw mozna przyjaé hipoteze:
jesli obecnos$é funkcji etylowej w pozycji +11 nie ma
wplywu na proces rozpoznawania zachodzacy bez
udziatu jon6w magnezu, natomiast uniemozliwia hyd-
rolize modyfikowanych oligonukleotydéw wymagaja-
cg ich udziatu, to fosforan w pozycji + Il, sgsiadujacy
z hydrolizowanym wigzaniem pomiedzy G i A, wiaze
jony magnezu. Wychodzac z tego zatozenia, mozna
z kolei przyjac, iz w wigzaniu jon6w magnezu uczest-
niczy atom tlenu pro-S, poniewaz podstawienie go
atomem siarki czyni odpowiedni modyfikowany oligo-
nukleotyd catkowicie odpornym na dziatanie enzymu,
podczas gdy podstawienie siarkg atomu tlenu pro-R
powoduje jedynie obnizenie szybkosci hydrolizy mo-
dyfikowanego substratu. Jak dotychczas, brak jest
jakichkolwiek danych literaturowych na temat sposo-
bu wigzania jondw magnezu przez kompleks en-
zym-substrat.

Alkilowanie wigzania internukleotydowego w pozy-
cji + Il uczynito zaréwno izomer Rpjak i Sp dekanu-
kleotydu d[G G GAAPQ)(OEY)TTCCC] catkowicie odpo-
rnymi na dziatlanie endonukleazy. Natomiast izomery
Rp i Sp oktanukleotydu d[GGAARSTTCC] okazaty
sie podatne na dziatanie enzymu, przy czym szybkos$¢
hydrolizy izomeru Sp byta dwukrotnie wieksza w po-
réwnaniu z szybkoscig hydrolizy izomeru Rp. In-
teresujacy wydaje sie fakt, iz w tym przypadku enzym
jest bardziej selektywny w stosunku do izomeru Sp,
podczas gdy w przypadku oligonukleotydéw zawiera-
jacych funkcje tiofosforanowag w pozycji —I, +1 albo
+ 11, wykazywat aktywno$¢ jedynie w stosunku do
izomeréw Rp. Analiza struktury krystalicznej biatka
Eco RI wykazata, iz w bezposrednim sagsiedztwie tej
reszty fosforanowej znajduje sie fragment szkieletu
peptydowego, a proton grupy amidowej reszty 140
(Gly) jest prawdopodobnie zaangazowany w tworze-
nie wigzania wodorowego z atomem tlenu funkcji
internukleotydowej. By¢ moze, ze wzgledu na fakt, iz
fragment szkieletu peptydowego wykazuje mniejsza
ruchliwos¢ niz tancuchy boczne aminokwaséw, atom
tlenu pro-S (skierowany na zewnatrz helisy) jest bar-
dziej dostepny dla protonu grupy amidowej glicyny niz
skierowany do duzej bruzdy atom tlenu pro-R. To
ttumaczytoby wiekszg szybkos$¢ hydrolizy izomeru Sp
w stosunku do szybkos$ci hydrolizy izomeru Rp ok-
tanukleotydu d[GGAARSTTCC]. O tym, ze wigzanie
internukleotydowe w pozycji + Il jest w sposéb
istotny zaangazowane w oddziatywania z biatkiem
Swiadczy fakt, iz oligonukleotyd zawierajacy w tej
pozycji grupe etylowg jest catlkowicie odporny na
dziatanie endonukleazy (niezaleznie od konfiguracji
absolutnej na chiralnym atomie fosforu).

Obecnos$¢ funkcji tiofosforanowej w pozycjach
+ 1V, + V oraz +VI nie miata wptywu na aktywnos$¢
nukleolityczng enzymu Eco RI, co mogto sugerowac,
iz wigzania internukleotydowe znajdujgce sie w tych
pozycjach nie uczestniczg w oddziatywaniach z biat-
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kiem. Jednakze zastosowanie oligonukleotydéw za-
wierajacych w tych samych pozycjach funkcje triest-
rowg wykazato, iz wigzania +1V, +V oraz +VI s3
zaangazowane w interakcje z biatkiem. Fakty te moga
stanowi¢ potwierdzenie wspomnianej wyzej opinii
Gumporta i wspotautorow [7], co do zasad-
nosci stosowania metod modyfikowania DNA, powo-
dujacych coraz silniejsze zaburzenia jego struktury
i konformacji.

Szczegblnie interesujace okazaty sie wyniki hydro-
lizy izomerow Rp i Sp dekanukleotydu d[GGGA-
ATHRQGRITCCC]. Podczas gdy izomer Sp w obecnosci
endonukleazy Eco RI jest hydrolizowany z szybko$cig
rowng szybkosci hydrolizy niemodyfikowanego deka-
meru, izomer Rp w analogicznych warunkach podlega
hydrolizie zaledwie w 10%. Badania rentgenostruk-
turalne wykazaty, ze reszta fosforanowa w pozycji
+ IV jest zaangazowana w oddziatywania o charak-
terze jonowym, w ktorym wspdtuczestniczy tancuch
boczny argininy 9. Nie wydaje sie, aby jedyng przy-
czyng zaobserwowanych zmian aktywnosci endonuk-
leazy wobec izomeréw Rp i Sp dekanukleotydu 7f byt
brak tadunku ujemnego w alkilowanym wiazaniu
internukleotydowym, bowiem efekt alkilowania tego
wigzania (w sensie eliminacji fadunku ujemnego) jest
taki sam zaréwno dla izomeru Rp jak i Sp, natomiast
efekt biologiczny (wyrazajacy sie podatnosciag na dzia-
tanie endonukleazy) — diametralnie rézny. Totez
nalezatoby sadzic¢, iz przyczyng zr6znicowania szybko-
sci hydrolizy izomeréw Rp i Sp dekameru 7f sg efekty
steryczne: w przypadku izomeru Rp obecnos¢ grupy
etylowej w duzej bruzdzie helisy utrudnia dostep
biatka do atomu tlenu pro-R, natomiast w przypadku
izomeru Sp grupa etylowa jest skierowana na zewnatrz
helisy i wobec tego dostep biatka do atomu tlenu pro-R
nie jest niczym zakidcony.

I11. Podsumowanie

Wyniki eksperymentdéw z zastosowaniem O-etylofo-
sforanowych analogéw oligonukleotydéw wykazaty,
iz region oddziatywan endonukleazy Eco RI ze szkiele-
tem fosforanowo-cukrowym obejmuje co najmniej
8 wiazan internukleotydowych i wykracza poza hek-
samer GAATTC. Zastosowanie zaréwno tiofosfora-
nowych jak i fosfotriestrowych analogéw oligonuk-
leotydéw dowiodto, iz specyficzne oddziatywania po-
miedzy DNA i biatkami sg uzaleznione nie tylko od
sekwencji zasad, ale w znacznym stopniu takze od
konformacji szkieletu fosforanowo-cukrowego.

Zaprezentowane powyzej wnioski na temat oddzia-
tywan endonukleazy Eco RI z DNA, uzyskane dzieki
uzyciu syntetycznych tiofosforanowych fosfotriestro-
wych analogéw oligonukleotydow, potwierdzaja przy-
datnos¢ tego typu zwigzkéw w badaniach mechaniz-
moéw rozpoznawania i hydrolizy specyficznych sek-
wencji DNA przez odpowiednie biatka. Pomimo zna-
cznego postepu, jaki ostatnio odnotowano w bada-
niach nad wzajemnym rozpoznawaniem biatek i DNA,
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lista biatek 0o znanym mechanizmie rozpoznawania
DNA jest raczej krétka. Z tego wzgledu wartosciowa
jest kazda nowa metoda, ktéra rozszerza mozliwosci
badawcze w tej dziedzinie.

Metoda badania oddzialywan biatka-DNA, u pod-
staw ktérej lezy synteza diastereoizomerycznie czys-
tych analogow oligonukleotydéw modyfikowanych
w czesci fosforanowo-cukrowej, jest w pewnym stop-
niu komplementarna do metody ,,alkylationprotection
and alkylation interference” Siebenlista i Gil-
berta. Majednak w stosunku do niej szereg zalet, jak
chociazby precyzyjna lokalizacja modyfikowanych fu-
nkcji internukleotydowych oraz mozliwos¢ badania
stereochemicznych aspektéw procesu rozpoznawania.

Artykut otrzymano 18 maja 1990 r.
Zaakceptowano do druku 5 grudnia 1990 r.
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.Molecular and Physiological Aspects of Plant Peroxidases”

27-29 sierpnia 1990 r., Lublin

Wobec duzego zainteresowania, jakim cieszyto
sie pierwsze miedzynarodowe sympozjum poswie-
cone peroksydazom roslinnym (Genewa, 17-20
wrzesnia 1985 r.) postanowiono zorganizowac na-
stepne nie dalej niz za pie¢ lat. Jako miejsce
sympozjum wybrano Uniwersytet Marii Curie
— Skiodowskiej w Lublinie, ktérego Zaklad Bio-
chemii majuz swojg tradycje i dorobek w badaniach
peroksydaz grzybow wyzszych, zwlaszcza tych ga-
tunkéw Basidiomycetes, ktére biorg udziat w de-
gradacji ligniny. Ustalono, ze organizatorami beda
wspolnie Uniwesytet w Genewie i UMCS, za$ do
Komitetu Naukowego weszli: prof, dr hab. Jerzy
tobarzewski (UMCS), prof. Hubert Greppin (Univer-
sité de Geneve), prof. Thomas Gaspar (Université de
Liege) idr Claude Penel (Université de Geneve). Po
ustaleniu terminu sympozjum (koniec sierpnia 1990)
rozestano w drugiej potowie roku 1989 pierwsze
zawiadomienia do wszystkich liczacych sie osrod-
kéw badan peroksydaz ros$linnych. Uzyskano tak
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wiele zgtoszen, ze drugie zawiadomienia wystano juz
imiennie do ponad dwustu oséb deklarujgcych swoj
czynny udziat w sympozjum. Ostatecznie do Lublina
przybyto ponad sto oséb ze wszystkich stron Swiata,
od Hawajow do Wiadywostoku i od Argentyny do obu
Korei. Opfate za uczestnictwo w sympozjum tak
skalkulowano, by przy kwocie nizszej niz za udziat
w analogicznych sympozjach na zachodzie uzyskac
samofinansowanie, a nawet dochéd. Z czesci tego
dochodu oraz dotacji obu uniwersytetéw wspétor-
ganizujacych sympozjum pokryto koszta podrozy
i udziatu kilku uczestnikéw, ktdrzy ztozyli oto wnioski.
Jezykiem obrad byt jezyk angielski. Obrady sym-
pozjum toczyty sie w pieciu sesjach tematycznych:
1. Structure and mechanisms of reactions (physico-
chemistry, biochemistry and molecular biology)
2. Synthesis (up to isoperoxidase diversity, traffic
and location)
3. Mechanisms of control. Genetics and molecular

physiology.
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4. Markers and roles in growth and developmental
processes, including reactions to pathogens.

5. Ecophysiology and environment. Biotechnologi-
cal and industrial applications, including immobi-
lization and analytical procedures.

Wszystkie sesje obejmowaly wyktady plenarne
i sekcje plakatowe. W sumie wygtoszono 35 wy-
kladow i przedstawiono 36 plakatow. Wyklad in-
auguracyjny pt. ,,The peroxidase superfamily” wy-
gtosita prof. Karen Welinder z Kopenhagi. Z na-
stepujacych po inauguracyjnym wyktadéw sesji pie-
rwszej duze zainteresowanie wzbudzity wykilady
prof. Yuhei Mority (Kyoto) o strukturze pierwszo-
rzedowej izozymu E5 peroksydazy chrzanowej, prof.
Roberta van Huystee (London, Ontario) o glikozydo-
wych sktadnikach peroksydaz i dr Nigela Veitcha
(Oxford) o badaniach metodg 1H-NMR interakciji
peroksydaza — substrat aromatyczny. W czasie
sesji drugiej ozywiong dyskuje wywotat wyktad dr
Claude Penela o udziale wapnia w wigzaniu perok-
sydaz ze strukturami subkomorkowymi. W ses;ji
trzeciej, o stosunkowo najwiekszej ilosci zgtoszo-
nych wyktadow i plakatow, wygtoszono dwa wyktady
poswiecone udziatlowi peroksydaz w syntezie lig-
niny (dr Renee Goldberg i dr Serge Schneider
z Paryza) i dwa udziatowi peroksydaz w degradacji
ligniny (prof. Andrzej Leonowicz z Lublina i dr
Christopher Haertig z Lipska). Poniewaz w innych
sesjach réwniez zgtoszono doniesienia zwigzane
tematycznie z udzialem peroksydaz w ligninolizie,
zarysowata sie nieformalna ,podsesja” dotyczaca
biotransformaciji ligniny i jej monomeréw, bardzo
uzyteczna dla zorientowania sie w biezacej pro-
blematyce badawczej europejskich zespotéw za-
jmujacych sie tym wiasnie zagadnieniem.

Podczas sesji czwartej, poswieconej gtéwnie
udziatowi peroksydaz w kontroli wzrostu roSlin,
duze zainteresowanie wzbudzit wyktad prof. Huber-
ta Greppin o powigzaniu kontroli kwitnienia przez
fitochrom z aktywnoscia peroksydaz tonoplastu ko-
morek roslinnych. Z wykladow sesji piatej, poswie-
conej aspektom srodowiskowym, szerokg dyskusje
spowodowaty wyktady o indukcji dwu nowych izo-

zymoéw peroksydazy Phaseolus vulgaris przez tok-
syczne ale nieletalne stezenia kationéw cynku (ll)
(Frank Van Assche z Uniwersytetu w Limburgu
w Belgii) i o przydatnosci immobilizowanej perok-
sydazy jako enzymu modelowego w badaniach
wplywu kationdw metali i pestycydéw na jej aktyw-
nos¢ (prof. Jerzy Lobarzewski z UMCS w Lublinie).
Sympozjum zamknat adres pozegnalny, wygtoszony
przez prof. Thomasa Gaspara (Liege) i prof. Sanfor-
da Siegela (Honolulu).

Sesja plakatowa miata miejsce drugiego dnia
obrad. Wiele plakatow miato charakter publikacji
przygotowanej do druku, z przejrzystym ukladem
czesci pracy, obfitym materiatem ilustracyjnym i ob-
szerng literaturg. Wyrdznialy sie plakaty poswieco-
ne udziatowi peroksydazy w ligninolizie (dr Chris-
tine Evans z Londynu), peroksydazom manga-
no-zaleznym grzybow wyzszych (zespo6t prof. Nyma-
na z Uniwesytetu w Lund) i peroksydazom z kultur
tkankowych Mecticago sativa (zespét prof. Very
Urmantsevej z Instytutu im. Timiriazieva w Mosk-
wie). Catos¢ materialdbw obejmujgca streszczenia
wyktadéw i zawartosci plakatow zostata opubliko-
wana w broszurze w sierpniu 1990 w Lubliniel, za$
wybrane prace bedg wydane w wydawnictwie ksigz-
kowym Uniwersytetu Genewskiego w pierwszej po-
towie roku 1991.

Obradom naukowym towarzyszyt program nieofi-
cjalny, przede wszystkim dla os6b towarzyszacych
uczestnikom Sympozjum. W programie przewidzia-
no wycieczke do Koztéwki (muzeum wnetrz) i zwie-
dzanie Lublina. Na zakonhczenie odbylo sie spot-
kanie towarzyskie, podczas ktérego w wyjatkowo
mitej atmosferze, chociaz zupeinie nieoficjalnie,
zobowigzano Komitet Naukowy do zorganizowania
trzeciego sympozjum nie dalej niz w roku 1993.
Gospodarzem tego sympozjum zgodzita sie byc¢
prof. Karen Welinder z Kopenhagi.

Grzegorz Nowak

1 Pojedyncze egzemplarze Streszczen sa jeszcze
dostepne u prof. Jerzego Lobarzewskiego, w Za-
ktadzie Biochemii UMCS, Plac Sktodowskiej 3,
20-031 Lublin.
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antybiotykow aminoglikozydowych

Biochemical aspects of aminoglycoside nephrotoxicity
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. Wstep

Antybiotyki aminoglikozydowe sg czesto stosowane
we wspotczesnej terapii. Szeroki zakres dziatania an-
tybakteryjnego oraz tatwos¢ ich stosowania sprawia,
ze sg one bardzo uzyteczne w leczeniu infekcji wywota-
nych przez drobnoustroje gram ujemne [1,2]. An-
tybiotyki te wykazujg jednak réwniez dziatanie ubocz-
ne, polegajace miedzy innymi na upos$ledzaniu funkcji
nerek u 10-15% pacjentow przyjmujacych te leki [3-6].
W mniejszym stopniu (1-3%) sg one réwniez ototok-
syczne [4, 7, 8], ale wywolane przez nie zmiany sg
najczesciej nieodwracalne.

Niewydolno$¢ nerek spowodowana dziataniem an-
tybiotykéw aminoglikozydowych pojawia sie w 7— 10
dni od momentu rozpoczecia leczenia i trwa do 10— 30
dnia po zakonczeniu terapii [6, 9, 10]. Przed pojawie-

‘Mgr, Zaktad Regulacji Metabolizmu, Instytut Biochemii
Uniwersytetu Warszawskiego, Al. Zwirki i Wigury 93,
02-089 Warszawa
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niem sie typowych Klinicznych objawow uszkodzenia
nerek, takich jak wzrost stezenia kreatyniny w osoczu
oraz azotu mocznikowego we krwi, stwierdzi¢ mozna
miedzy innymi zwiekszenie ilosci W moczu niskoczas-
teczkowych biatek, takich jak lizozym, czy /L-mikro-
globulina. Jest to spowodowane obnizeniem ich reab-
sorpcji w kanalikach proksymalnych [11-13]. Wzrasta

Ryc. 1. Zmiany w komoérkach kanalikéw proksymalnych nerki
cztowieka wywotane dziataniem antybiotykéw aminogliko-
zydowych podawanych przez 4 dni w dawce terapeutycznej.
Lizosomy (duza strzatka) zawieraja twory blaszkowate.
Rabek szczoteczkowy, mitochondria (mate strzatki) zacho-
wuja prawidtowgq strukture. Ponizej powiekszony fragment
lizosomu. Kreska na gérnym rysunku odpowiada 1am, na
dolnym — 0,1 /im. Wg De Broe i wsp. [19], Dzieki
uprzejmosci autoréw oraz za zgoda Kidney Int.
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tez znacznie aktywno$¢ niektérych enzyméw rabka
szczoteczkowego [14, 15] oraz stezenie jondw sodu[9].
Procesom tym towarzyszg zmiany morfologiczne
w komorkach proksymalnych kanalikow nerkowych.
Zwigksza sie ilo$¢ oraz rozmiar lizosoméw, w ktérych
nagromadzaja sie polarne lipidy w postaci tworéw
blaszkowatych (Ryc. 1) oraz nastepuje stopniowe
zanikanie rabka szczoteczkowego [16-19]. Stosowanie
wiekszych dawek lub przedtuzanie czasu stosowania
antybiotykéw aminoglikozydowych spowodowaé mo-
ze narkoze (Ryc. 2).

Wiedza dotyczgca zaburzen metabolicznych i funk-
cjonalnych kory nerki wywotanych dziataniem an-
tybiotykéw aminoglikozydowych pochodzi czesto
z badan z zastosowaniem zwierzat laboratoryjnych
jako materiatu doswiadczalnego [17, 20-22]. Wymaga
to zwykle uzycia znacznie wiekszych dawek antybioty-
kéw (10-60 razy) niz u ludzi [21, 23. 24], chociaz istniejg
pewne gatunki szczuréw wykazujgce podobnag do
ludzkiej wrazliwos¢ na antybiotyki aminoglikozydowc
[16, 22],

n. Charakterystyka antybiotykéw aminogli-
kozydowych

Antybiotyki aminoglikozydowc sgjedng z najwczes-
niej poznanych grup antybiotykdéw. W roku 1944,
a wiec wkrotce po pierwszych klinicznych prébach
z penicylinami, z hodowli Streptomycesgmer/s wyizo-
lowano streptomycyne (1) [25]. Nastepnie wyizolowa-
no i scharakteryzowano neomycyne (Il) (1949) [26],
kanamycyne (1957) [27], gentamycyne (I11) (1963) [28]
i sysomycyne (1970) [29J.

Pod wzgledem chemicznym antybiotyki aminogli-
kozydowe stanowig zréznicowang grupe zwigzkow
wielocukrowych, chociaz najbardziej charakterystycz-
nym sktadnikiem ich czasteczek jest nie cukier, lecz
alkohol cykliczny podstawiony grupami aminowymi.

Ryc. 2. Mikrofotografia elek-
tronowa komoérek ka-
nalika proksymalnego
nerki szczura po
S dniach podawania
gcntamycyny w dawce
100 mg kg dziennie.
Komoérka po lewej
stronie (I.) zawiera po-
wiekszone lizosomy
z tworami bluszkowa-
tymi. zachowujac pra-
widtowa strukture.
Komoérka po prawej
stronie (P) ulegta de-
gradacji. Wg Kato y-
anidesa i Pasto-
ri/fa-M unoz [49],
Dzieki uprzejmosci
autoréw oraz za zgoda
Kiilncy Int.
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Sa bezbarwne i dobrze rozpuszczalne w wodzie. Z wy-
jatkiem streptomycyny (l), bedacej pochodng strep-
tydyny (1V), pozostate antybiotyki aminoglikozydowe
sg glikozydami 2-deoksystreptaminy (V) [30].

Nowe, pétsyntetyczne antybiotyki aminoglikozydo-
we powstajg w wyniku modyfikacji antybiotykdéw
wystepujacych naturalnie [30, 31]. Na przyktad kana-
mycyna uzywana jest do produkcji tobramycyny (V1),
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wystepujacej réwniez naturalnie, amikacyny (VI1I1) czy
dibekacyny. Innym przykladem jest syntetyzowana
z sysomycyny netylmycyna (VI11), strukturalnie podo-
bna réwniez do gentamycyny (I11). Zasadnicza réznica
polega na obecnosci w czasteczce netylmycyny grupy
N-etylowej w miejscu wystepujacej w sysomycynie
grupy aminowej w pozycji 1 2-deoksystreptaminy.
Grupa N-etylowa ochrania netylmycyne przed inak-
tywacjg przez szereg enzymdw wystepujacych w ko-
morkach bakteryjnych, odpowiedzialnych za odpor-
no$¢ na tego typu antybiotyki. Enzymy te mogg
modyfikowac czgsteczke antybiotyku poprzez: acety-
lacje grup aminowych, oraz fosforylacje lub adenylacje
grup hydroksylowych [1, 32-35]. Zakres przeciwbak-
teryjnego dziatania netylmycyny jest podobny do
obserwowanego w przypadku innych antybiotykow.

Poszczegblne antybiotyki aminoglikozydowe roznig
sie miedzy sobg liczbg grup aminowych ulegajgcych
jonizacji. Neomycyna zawiera ich 6, gentamycyna,
tobramycyna i netylmycyna — 5, kanamycyna oraz
amikacyna — 4. Streptomycyna posiada tylko 3 takie
grupy. Wydaje sig, ze tadunek antybiotykéw amino-
glikozydowych wynikajacy z jonizacji grup amino-
wych jest odpowiedzialny za oddziatywanie tych zwig-
zkow z btonami biologicznymi oraz za ich wtasciwosci
nefrotoksyczne [36, 37].

Zasadniczo stopien w jakim antybiotyki amino-
glikozydowe hamujg oddychanie mitochondriéw
w stanie 3 oraz w obecnos$ci zwigzkdw rozprzegajacych
(patrz rozdziat 1V-4.) jest proporcjonalny do tadunku
dodatniego grup aminowych w czgsteczkach tych
zwigzkéw [38]. Podobng zalezno$¢ stwierdzono bada-
jac wptyw antybiotykéw aminoglikozydowych na ak-
tywnos¢ fosfolipazy C [39, 40] oraz poziom fosfolipi-
déw w moczu, bedacy czutym wskaznikiem nefrotok-
sycznego dziatania tych zwigzkéw [41], a takze na
szybkos¢ syntezy glukozy w izolowanych kanalikach
nerkowych [42]. Co wiecej, antybiotyki aminoglikozy-
dowe mozna podobnie uszeregowac pod wzgledem ich
zdolnosci do wywotywania klinicznych objawow
uszkodzenia nerek [36, 43, 44]. Rowniez inne nisko-
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czasteczkowe zwigzki organiczne, obdarzone duzym
tadunkiem dodatnim, wykazujg takie wiasciwosci
[45-47], Nalezy jednak podkresli¢, ze antybiotyki o ta-
kim samym ftadunku w ro6znym stopniu zmieniajg
strukture i funkcje kory nerki [48]. Moze to by¢
spowodowane rdznicami w przestrzennym umiejsco-
wieniu grup aminowych w czgsteczce antybiotyku lub
rézng zdolnoscig tych zwigzkéw do nagromadzania sie
w korze nerki [49].

ni. Transport antybiotykéw przez btony ko-
morkowe

Przy uzyciu techniki mikroinfuzji wykazano, ze
3H-gentamycyna jest wchianiana zwrotnie wzdtuz cze-
Sci kretej proksymalnych kanalikéw nerkowych i petli
Henlego [50, 51] (Ryc. 3], Natomiast nie stwierdzono
reabsorpcji antybiotyku w kanalikach dystalnych.
Badania autoradiograficzne potwierdzity poglad, ze
gentamycyna nagromadza sie w kanalikach proksy-
malnych [52-56]. Podobng lokalizacje stwierdzono
w przypadku netylmycyny, tobramycyny i amikacyny
[56, 57],

Nefrotoksyczne dziatanie antybiotykéw aminogli-
kozydowych jest tym wieksze, im wieksza jest zawar-
tos¢ tych zwigzkoéw w korze nerki [58, 59], Ich stezenie
moze przewyzsza¢ 10— 30-krotnie stezenie antybioty-
kéw w osoczu [17, 60] i po 4 dniach stosowania (w
dawce 100 mg/kg wagi ciata dziennie) u szczuréw
wynosi¢ moze ponad 2 mg/g tkanki [48, 49]. Zalezy
ono od wielkosci dawki, czestotliwosci podawania
leku oraz czasu jego stosowania, az do momentu
ustalenia sie rGwnowagi pomiedzy pobieraniem i uwal-
nianiem tych zwigzkow z kory nerki [58].

Antybiotyki aminoglikozydowe wydalane sg z or-
ganizmu prawie wytgcznie za posrednictwem nerki [61,
62]. Jesli organ ten funkcjonuje prawidtowo, stezenie
antybiotykdéw we krwi spada szybko po ich podaniu
z biologicznym czasem pottrwania réwnym 2 godziny
u cztowieka [61] lub 1godzine u szczura [48]. Mimo to
po uptywie doby tylko 60-90% dawki zostaje wydalo-
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Ryc. 3. Lokalizacja antybiotykéw aminoglikozydowych w nerce.
Znaczna cze$¢ antybiotyku znajdujacego sie w krwiobiegu
zostaje wydalona, jednak pewna jego ilo$¢ jest pobierana
przez komdrki kanalikéw proksymalnych iakumulowana
w lizosomach kory nerki. Objasnienia w tekscie. Wg
Laurenta i T ulkensal[24], Dzigki uprzejmosci auto-
réw i za zgoda Inst. Sci. Inform.

na z moczem [62-64], Nastepnie ma miejsce powolne
uwalnianie antybiotyku z kanalikéw proksymalnych,
trwajace 3-4 tygodnie [62, 64],

Wydaje sie, ze antybiotyki aminoglikozydowe sg
transportowane przez btone luminalng kanalikéw pro-
ksymalnych na drodze endocytozy [52, 54, 65c]. Pierw-
szym etapem tego procesu jest wigzanie antybiotyku ze
znajdujacymi sie w tej btonie, receptorami, ktorymi
prawdopodobnie sg kwasne fosfolipidy [66, 70], Po
okoto 10 minutach od pulsowego podania H-gen-
tamycyny antybiotyk ten znajdowano w btonach pe-
cherzykéw apikalnych komorek kanalikéw proksy-
malnych. a po godzinie w lizosomach, powstatych
prawdopodobnie w wyniku fuzji pecherzykoéw z lizo-
somami pierwotnymi [50, 52, 54],

Przypuszcza sie, ze antybiotyki aminoglikozydowe
moga by¢ transportowane przez btone luminalng przy
pomocy uktadéw transportujgcych aminokwasy zasa-
dowe [71, 72], poniewaz aminokwasy te obnizaja
zawartos$¢ antybiotykow w korze nerki. Ze wzgledu na
wysokie stezenia aminokwaséw wymagane do osiag-
niecia takiego efektu nie mozna wykluczy¢, ze zasado-
we aminokwasy hamujg wigzanie gentamycyny przez
receptory btonowe, nie za$ wspo6tzawodniczg o nosnik.
Co wiecej, wzrost stezenia biatek w ptynie kanaliko-
wym rowniez obniza pobieranie gentamycyny przez
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komorki kanalikéw proksymalnych [73].

Na podstawie badan wigzania znakowanej netyl-
mycyny przez pecherzyki bton bazolateralnych kanali-
koéw proksymalnych wykazano, ze powinowactwo
receptoréw w tych btonach do antybiotyku jest podob-
ne do obserwowanego w rabku szczoteczkowym.
Maksymalna zdolno$¢ wigzania w przeliczeniu na
miligram biatka blonowego jest w tym przypadku
znacznie wigksza [69], Wigzanie gentamycyny przez
btony luminalne, jak i antyluminalne kory nerki
szczura wykazuje podobng kinetyke [74],

Dane dotyczace transportu antybiotykéw amino-
glikozydowych przez btony bazolateralne pochodza
gtéwnie z badan przy uzyciu skrawkéw kory nerki [50,
75-79] lub — rzadziej — z zastosowaniem izolowanych
kanalikéw proksymalnych [80]. Proces ten charak-
teryzuje sie kinetyka wysycenia i jest hamowany przez
inne antybiotyki aminoglikozydowe w stopniu zalez-
nym od ich stezenia [81]. Pobieranie gentamycyny jest
cze$ciowo hamowane przez dinitrofenol, rotenon, jo-
dooctan, strofantyne G czy tez warunki beztlenowe
[75, 76, 79, 80, 82, 83]. co wskazuje, ze transport
antybiotyku przebiega przy udziale energii. Wiadomo,
ze ukiad ten nie transportuje zasad lub kwasow
organicznych czy aminokwaséw [50, 76-78]. Tylko
okoto 1/4 ilosci gentamycyny jest transportowana
przez btony bazolateralne [65]. Jednak ta stosunkowo
niewielka ilos¢ moze by¢ w duzym stopniu odpowie-
dzialna za toksyczne dziatanie antybiotykéw amino-
glikozydowych. Zwigzki te moga oddziatywac z or-
ganellami wewnatrzkomérkowymi, wptywajac na fun-
kcjonowanie okreslonych szlakéw metabolicznych
[84],

Ze wzgledu na to, ze gentamycyna jest transpor-
towana przez pecherzyki rabka szczoteczkowego in
vitro [85], nie mozna wykluczyé innej drogi wejscia
antybiotykéw aminoglikozydowych do komoérek ka-
nalikow proksymalnych [56]. Jednoczes$nie staba roz-
puszczalno$¢ tych zwigzkow w lipidach oraz ich stabe
oddziatywanie z lipidami bton biologicznych wskazu-
je. ze dyfuzja nie odgrywa znaczacej roli w transporcie
antybiotykéw aminoglikozydowych do kanalikow
proksymalnych [49, 86],

V. Wplyw antybiotykéw aminoglikozydo-
wych na metabolizm nerki

Gentamycyna obniza znacznie kiebuszkowy wspét-
czynnik filtracji [87, 88] oraz powoduje prawdopodob-
nie zmiany strukturalne w obrebie kiebuszkéw ner-
kowych [89, 90]. Drastyczne zmiany wywotane przez
antybiotyki aminoglikozydowe dotyczg jednak komo-
rek kanalikow proksymalnych (Tab. 1-3). Zwiazki te
oddziatujgc z btonami zaktocajg transport substratow
przez blony komdrkowe, niekorzystnie wplywaja na
metabolizm lipidéw, powodujg zmiany funkcjonalne
w mitochondriach oraz zaktdcajg synteze i katabolizm
biatek.
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Tabela 1

Zmiany w korze nerki wywotane przez antybiotyki
aminoglikozydowe

Wptyw antybiotykow

Zwiazki, jony Pismiennictwo
in vivo in vitro
Fosfolipidy: 84,91-96
zawarto$¢ catkowita bz, T
fosfatydyloinozytoli T
Woda w tkance bz 97
Biatko (w przeliczeniu
na mg suchej masy) bz 97
ATP w nerce | 98-100
Glutation w korze nerki | 97
Zawartosé: K+, Mg2+ I 97,101
N a\ CI", Ca2+ T 97,101
Zawartos$¢ jonow w
mitochondriach: K+ 1 97
Mg-+, Ca2+, Na+ bz 97

bz — brak wptywu antybiotykéw
t— wzrost
i — spadek

Tabela 2
Wplyw antybiotykéw aminoglikozydowych na metabolizm nerki
Wplyw antybiotykow Lo
Procesy Pi$miennictwo
in vivo in vitro

Synteza glukozy i i 20.82,102,103

Ammoniogeneza | 20
Synteza fosfolipidéw T 84

Pobieranie kwaséw i za-

sad organicznych £ 20,60,79,104-110

Oddychanie mitochond-

riow: 38,97.98,111,112
w stanie 3 i 1
w stanie 4 bz i
rozprzezonych | |

Szybko$¢ karboksylacji
pirogronianu i propio-

nianu i 102
Zawarto$¢ oksydazy cyto-

chromu c i cytochromu ¢ | 112
Synteza DNA r 83,113-115

Objasnienia jak w Tabeli 1.

IV-1 Oddziatywanie antybiotykéw aminogli-
kozydowych z btonami proksymalnych
kanalikow nerkowych

Najwczesniejszymi zaburzeniami spowodowanymi
dziataniem antybiotykéw aminoglikozydowych sa
zmiany funkcjonalne i strukturalne w btonach komaér-
kowych, zaréwno bazolateralnych, jak i ragbka szczote-
czkowego. Antybiotyki te hamujg aktywnos$¢ ATPazy
zaleznej od jondéw sodu i potasu juz w pét godziny po
jednorazowym podaniu antybiotyku szczurom. Jed-
nakze po uptywie doby aktywnos$¢ tego enzymu jest
réwna ponownie wartosciom kontrolnym [132]. Z dru-
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Tabela 3
Wplyw antybiotykéw aminoglikozydowych na aktywnos$¢
niektérych enzymoéw w korze nerki

Whplyw antybiotykéw

Enzym Pismiennictwo
in vivo in vitro

Aminopeptydaza alaninowa | 113

ATPaza zalezna od Na+

—K+ | 1 93,114-118

Cyklaza adenylowa t 119

Dekarboksylaza ornity-

nowa i 120

Dysmutaza ponadtlen-

kowa | 100

y-glutamylotransferaza i 113,119

Fosfataza alkaliczna | 93

Fosfolipaza C

rabka szczoteczkowego | 121

Cytoplazmatyczna

fosfolipaza C i 39,96,122

Lizosomalna

fosfolipaza A i C | | 91,92,123,124

Katalaza | 40,99,100
Kinaza biatek 1 125
Oksydaza cytochromu c | 18,93,1 13

Fosfodiesteraza

sfingomieliny i t 18,92,113,126-128

T — wzrost aktywnosci
i — spadek aktywnosci

giej strony wiadomo, ze przy diugotrwatym stosowa-
niu gentamycyna hamuje znacznie aktywnos$¢ ATPazy
zaleznej od Na+/K+ w korze nerki [117]. Wykazano
takze hamujace dziatanie antybiotykow aminogliko-
zydowych na aktywnos$¢ ATPazy zaleznej od Nal/K +
in vitro [114, 115, 116].

Gentamycyna hamuje tez zwigzang z btonami bazo-
lateralnymi cyklaze adenylowg stymulowang przez
NaF [133] oraz zwieksza prawie dwukrotnie aktyw-
nos¢ cyklazy adenylowej stymulowanej przez izoprote-
renol lub nukleotydy guanylowe w bionach plaz-
matycznych [119]. Autorzy ttumaczg to zjawisko wzro-
stem zawartosci w tych btonach fosfatydylocholiny na
skutek zahamowania lizosomalnych fosfolipaz (patrz
rozdziat 1V-3.). Zaburzenia te mogg wywota¢ zmiany
w oddziatywaniu podjednostki regulacyjnej i katality-
cznej cyklazy adenylowej [133].

Antybiotyki aminoglikozydowe hamujg aktywnos¢
enzymow ragbka szczoteczkowego, takich jak fosfataza
alkaliczna [93], y-glutamylotransferaza czy tez amino-
peptydaza alaninowa [113] oraz powodujg wzrost ich
wydalania z moczem [134, 135]. Obserwuje sie réwniez
wzrost zawartosci fosfatydyloinozytolu w btonie rab-
ka szczoteczkowego [84, 93].

W poczatkowym okresie po podaniu gentamycyny
stwierdzono zmniejszenie szybkosci transportu kwasu
p-aminohipurowego (PAH) w nerce szczura, podczas
gdy po dwoch dobach nastepowat wyrazny wzrost
szybkosci tego procesu [104]. Podobne zmiany obser-
wowano rowniez badajgc transport zasad organicz-
nych i aminokwaséw. Obserwowana stymulacja trans-
portu kwaséw organicznych jest prawdopodobnie
spowodowana ograniczeniem ich pasywnego wyptywu

POSTEPY BIOCHEMII 37(2), 1991



poprzez btony bazolateralne komdérek kanalikéw pro-
ksymalnych, przy jednoczesnym zwiekszeniu szybko-
§ci aktywnego transportu (byé moze w efekcie wzrostu
ilosci lub aktywnosci nosnikéw odpowiedzialnych za
transport tych zwigzkéw) [106]. Podobnie jak gen-
tamycyna, réwniez inne antybiotyki aminoglikozydo-
we stymulujg ten proces [105]. Rola stymulacji trans-
portu kwaséw organicznych w wyniku stosowania
antybiotykéw aminoglikozydowych nie jest jasna. By¢
moze ma ona kompensowaé zaburzenia w funkc-
jonowaniu komdrek kanalikéw proksymalnych, ob-
serwowane w przypadku stosowania réznych toksyn
[136]. Podkresli¢ nalezy jednak, ze wiekszos$¢ autorow
wykazata znaczne obnizenie szybkosci transportu za-
réwno kwasow, jak i zasad organicznych w wyniku
diugotrwatego stosowania antybiotykéw aminogliko-
zydowych [60, 79, 105, 107]. Natomiast Kluwe
i Ho o k[20] nie stwierdzili wptywu gentamycyny na
pobieranie kwasu p-aminohipurowego przez skrawki
kory nerki szczura, a takze a-metylo- D-glukopirano-
zydu (analog cukru) i kwasu a-aminoizomastowego
(analog aminokwasu), podczas gdy pobieranie amidu
kwasu N-metylo-nikotynowego byto wyraznie obnizo-
ne. Podobne wyniki otrzymano réwniez przy uzyciu
pecherzykéw z bton luminalnych i bazolateralnych
[132]. Nie stwierdzono natomiast wptywu gentamycy-
ny na transport glukozy mimo pojawienia sie jej
w moczu w trakcie podawania antybiotykéw amino-
glikozydowych [20, 108],

Antybiotyki aminoglikozydowe zmieniajg przepu-
szczalnos¢ bton komérkowych dla kationéw jedno-
i dwuwartosciowych oraz zaktdcajag rownowage elekt-
rolitowag organizmu [101,137-140]. Gentamycyna
zwieksza wydzielanie jonow potasu w kanalikach
dystalnych, powodujgc kaliureze [141]. Obniza tez
zawarto$¢ potasu w korze nerki [117]. By¢ moze
antybiotyki aminoglikozydowe, podobnie jak i inne
organiczne polikationy, zwiekszaja przepuszczalnos¢
bton komoérkowych dla potasu [142]. Co wiecej, spa-
dek zawartosci potasu powoduje w nastepstwie nasile-
nie nefrotoksycznego dziatania gentamycyny, zwigza-
ne z szybszym nagromadzeniem leku w komérkach
kanalikéw proksymalnych [143]. Wzrasta takze wyda-
lanie z moczem magnezu i wapnia [144], czemu
towarzyszy spadek zawartosci magnezu w korze nerki
juz we wczesnym okresie stosowania gentamycyny [97,
117]. Natomiast po 10 dniach stosowania gentamycy-
ny (100 mg dziennie) stwierdzono dwukrotny wzrost
zawartosci jondw sodu oraz ponad pieciokrotny
wzrost zawartosci jonéw wapnia w korze nerki oraz
W mniejszym stopniu w mitochondriach [97]. Zaburze-
nia réwnowagi jonowej (gtdwnie wzrost zawartosci
wapnia), jakkolwiek nie odgrywajg duzej roli w po-
czatkowym okresie stosowania antybiotykéw amino-
glikozydowych, przy diugotrwatym leczeniu moga
prowadzi¢ do nieodwracalnych zmian funkcjonalnych
nerki. Co wiecej, podanie szczurom witaminy D w da-
wkach powodujacych hiperkalcemie, nasilato nefroto-
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ksyczne dziatanie antybiotykéw aminoglikozydowych
[145]. Udziat jonéw wapnia w patogenezie zaburzen
funkcjonalnych innych organéw jest zasadniczo udo-
wodniony [J46-151].

IV-2. Metabolizm lipidow

Po podaniu antybiotykéw aminoglikozydowych
zwieksza sie w korze nerki zawarto$¢ fosfatydyloino-
zytolu, fosfatydylocholiny, fosfatydyloseryny i fosf-
atydyloetanoloaminy [84, 91, 95, 96].

Obserwowane zmiany sktadu fosfolipidow w bio-
nach komdérkowych i mitochondrialnych [69, 84,93] sa
prawdopodobnie wynikiem oddziatywania antybioty-
kéw aminoglikozydowych z fosfatazg losfatydanowa
(tak jak w przypadku innych zwigzkéw posiadajgcych
tadunek dodatni) [152], Réwniez lizosomy otrzymane
z kory nerki zwierzat traktowanych tymi antybiotyka-
mi wykazuja zwiekszong zawarto$¢ fosfolipidéw [84,
96], stanowigcych gtéwy skitadnik materialu groma-
dzgcego sie w tych organellach [153, 154], Sg dane
wskazujace, ze zjawisko to zwigzane jest ze zmniej-
szeniem degradacji fosfolipidow btonowych w wyniku
zahamowania lizosomalnych enzyméw przez antybio-
tyki aminoglikozydowe, nagromadzajace sie w lizoso-
mach [52, 53, 113]. Stwierdzono, ze podana szczurom
gentamycyna powoduje proporcjonalne do dawki
zwiekszenie zawartosci fosfolipidow w korze nerki
oraz hamuje aktywno$é sfingomielinazy i fosfolipazy
A [92, 93, 123]. Enzymy te, jak réwniez lizosomalna
[123], cytoplazmatyczna [39, 122] oraz zwigzana z rab-
kiem szczoteczkowym [121] fosfolipaza C sg takze
hamowane przez antybiotyki aminoglikozydowe in
vitro. W konsekwencji obnizenia aktywnosci cytoplaz-
matycznej fosfolipazy C moze z kolei zostaé¢ obnizona
synteza prostaglandyn.

Zgodnie z hipotezg Kaloyanidesa i Pas-
toriza-Munoz [49] przyczyng nefrotoksycznego
dziatania antybiotykéw aminoglikozydowych sa zabu-
rzenia struktury i funkcji lizosoméw, poniewaz nieko-
ntrolowane procesy degradacji moga pozbawié¢ komo-
rke substancji wymaganych w procesach reperacyj-
nych. W wyniku nagromadzenia antybiotyk6éw amino-
glikozydowych i fosfolipidéw w lizosomach moga
nastepowac zmiany strukturalne prowadzace do uwal-
niania kwasnych hydrolaz, ktére z kolei moga uszka-
dza¢ wewnatrzkomérkowe organelle. Wykazano, ze
stosunkowo niskie stezenia antybiotykdéw aminogliko-
zydowych, poréwnywalne do obserwowanych w 0so-
czu podczas antybiotykoterapii, stabilizujg liz6somy
[155], podczas gdy wysokie stezenia powoduja zwiek-
szone uwalnianie enzyméw lizosomalnych do $rodo-
wiska inkubacyjnego [155, 156]. Antybiotyki amino-
glikozydowe powoduja uwalnianie
/J-N-acetylo-D-glukozaminidazy, ktdérej zwiekszong
aktywnos¢ stwierdza sie w moczu [113, 157, 158].

Brak jednak zalezno$ci miedzy zdolnoscig okres-
lonych antybiotykéw aminoglikozydowych do uszka-
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dzania lizosom6éw a potencjatem nefrotoksycznym
tych antybiotykéw [159]. Jest tez watpliwe, czy uwal-
nianie enzyméw z lizosomoéw prowadzi do enzymaty-
cznej degradacji organelli komérkowych, poniewaz
wewnatrzkomérkowe pH znacznie rézni sie od op-
tymalnego pH dziatania enzymoéw lizosomalnych
[160]. Co wiecej, wiele zwigzkéw o charakterze katio-
nowym powoduje fosfolipidoze i indukuje zmiany
strukturalne lizosoméw [153, 161, 162], nie wywotujac
— W przeciwienstwie do gentamycyny — letalnych
zaburzen komorkowych. Zmiany takie obserwuje sie
réwniez w komorkach watroby, niedostepnych dla
antybiotykéw aminoglikozydowych [163, 164].

Gentamycyna powoduje réwniez zwiekszenie pero-
ksydacji lipidow w korze nerki szczuréw [165]. Po
podaniu tego antybiotyku nastepuje znaczny wzrost
zawartos$ci produktéw koncowych peroksydacji, przy
jednoczesnym spadku zawartosci wielonienasyconych
kwaséw ttuszczowych [40, 100]. Obserwowano takze
obnizenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej
oraz katalazy [100, 166, 167]. Zmiany te mogg prowa-
dzi¢ do rozpoczecia ataku wolnorodnikowego na
wielonienasycone kwasy ttuszczowe, a w efekcie do
uszkodzenia bton komoérek kanalikéw proksymal-
nych. W obecnosci selenu, ktéry zmniejsza peroksyda-
cje kwasdw ttuszczowych in v/Vo[168] kliniczne wskaz-
niki nefrotoksycznego dziatania gentamycyny byty
znacznie nizsze [169]. Podanie szczurom innych silnych
przeciwutleniaczy réwnoczesnie z gentamycyng zapo-
biega wprawdzie wzmozonej peroksydacji ttuszczow-
cow, nie zmniejsza jednak nefrotoksycznego dziatania
antybiotyku [100, 170, 171]. Nie mozna zatem wy-
kluczyé, iz zwiekszona peroksydacja lipidow jest raczej
skutkiem, nie za$ jedna z przyczyn nekrozy spowodo-
wanej dziataniem antybiotykéw aminoglikozydo-
wych.

IV-3. Glukoneogeneza

Gentamycyna podawana w dawce 100 mg/kg wagi
ciata dziennie hamuje wytwarzanie glukozy i amonia-
ku w skrawkach kory nerki szczura [20]. Na podstawie
badan przy uzyciu izolowanych kanalikéw nerkowych
krélika mozna stwierdzié¢, ze wptyw gentamycyny [102]
oraz innych antybiotykdéw aminoglikozydowych [42]
na szybkos¢ glukoneogenezy zalezy od rodzaju sub-
stratu uzytego jako prekursor glukozy. Proces ten
hamowany jest znacznie z pirogronianu, mleczanu
i propionianu zaréwno w kanalikach nerkowych
szczura [82], jak i krélika [102], prawdopodobnie
w wyniku obnizenia szybkosci reakcji karboksylacji
[102]. Najwieksza inhibicje glukoneogenezy obserwuje
sie w obecnosci neomycyny i gentamycyny, nieco
mniejsza w obecnosci tobramycyny i kanamycyny.
Amikacyna i streptomycyna w niewielkim stopniu
hamuja ten proces [42], Obnizenie syntezy glukozy
z fruktozy i dihydroksyacetonu jest prawdopodobnie
wynikiem zmniejszenia szybkosci fosforylacji fruktozy
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oraz reakcji katalizowanej przez fruktozo 1,6-bisfos-
fataze [103]. Natomiast szybkos$¢ wytwarzania glukozy
z jablczanu, 2-oksoglutaranu czy bursztynianu nie
ulega zmianie. Co wiecej, gentamycyna znosi inhibicje
glukoneogenezy obserwowang w obecnosci wysokich
stezen cytrynianu [103], wskazujac na udziat jonéw
wapnia w mechanizmie dziatania tego antybiotyku na
proces wytwarzania glukozy.

IVV-4. Oddychanie mitochondrialne

Mimo ze mitochondria zawierajg 25-30% catkowi
tej komorkowej ilosci biatka i stanowia okoto 1/3
objetosci komorek proksymalnych kanalikow nrko-
wych [172], zaledwie 10% gntamycyny znajdujacej sie
w tych komorkach jest zwigzane z btonami mitochon-
drialnymi szczurow traktowanych antybiotykami
[173]. Wykazano réwniez dziatanie tego antybiotyku
na funkcje mitochondriow in vivo. Niewielkie dawki
gentamycyny (3 mg/kg dziennie przez 28 dni) stymulu-
ja zuzycie tlenu przez mitochondria nerki szczurow,
natomiast wieksze dawki (40 mg dziennie) hamuja ten
proces oraz wydajno$é oksydacyjng [174]. Obnizenie
oddychania mitochondriéw w stanie 3 oraz w obecno-
§ci zwigzku rozprzegajacego oraz statg szybko$é tego
procesu w stanie 4 obserwuje sie réwniez po podawa-
niu antybiotyku przez kilka dni [98]. Jednocze$nie
stwierdza sie spadek zawartosci ATP w nerce. Brak
wplywu na poziom azotu mocznikowego we krwi oraz
brak zmian morfologicznych w tych warunkach wska-
zuje, ze zaburzenia funkcjonowania mitochondriéw sa
jednym z pierwszych zmian wywotanych przez an-
tybiotyki aminoglikozydowe. Obnizenie oddychania
mitochondriéw w wyniku dtugotrwatego podawania
gentamycyny szczurom, moze byé wynikiem spadku
zawartosci cytochromu ¢ oraz aa3w mitochondriach,
na skutek obnizenia szybkosci syntezy enzymoéw fan-
cucha oddechowego w cytoplazmie [112]. Obnizenie
oddychania w stanie 3 oraz w mitochondriach roz-
przezonych, przy jednoczesnej stymulacji tego procesu
w stanie 4, obserwowano jednak réwniez in vitro [8,
111, 175, 176]. Weinberg i wspotautorzy [38,
111, 176] ttumacza mechanizm dziatania gentamycyny
wspotzawodnictwem magnezu i antybiotyku o miejsce
wigzania w wewnetrznej btonie mitochondrialnej, co
powoduje wzrost przepuszczalnosci tej btony dla jed-
nowartos$ciowych kationéw sodu i potasu. Wykazano
réwniez, ze gentamycyna w stezeniach znacznie niz-
szych niz wymagane do obnizenia oddychania, wspot-
zawodniczo hamuje pobieranie wapnia przez mito-
chondria in vitro [177].

Inne antybiotyki aminoglikozydowe wywierajg po-
dobny do gentamycyny wptyw na oddychanie mito-
chondriéw. Skutecznos¢ ich dziatania wydaje sie zale-
ze¢ od tadunku dodatniego tych zwigzkoéw, choé nie
zawsze odpowiada ich dziataniu nefrotoksycznemu
[38, 42, 156, 175].
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IV-5. Synteza i degradacja biatek

Antybiotyki aminoglikozydowe dziatajg bakterio-
bojczo w wyniku nieodwracalnego przytaczenia do
podjednostki 30S rybosomow, uniemozliwiajgc komo-
rkom bakteryjnym kontrolowang synteze biatek
[178-182]. Chociaz stezenia antybiotykow potrzebne
do zahamowania biosyntezy bialek w komorkach
eukariotycznych sa duzo wieksze od obserwowanych
w osoczu lub w tkankach ludzi i zwierzat leczonych
przy uzyciu tych lekéw, gentamycyna i inne antybioty-
ki aminoglikozydowe hamujg te procesy w mikro-
somach izolowanych z mézgu, watroby i nerek szczu-
row oraz watroby cztowieka [183]. Stosujac niewielkie
dawki gentamycyny stwierdzono inhibicje wigczania
[3H] leucyny do mikrosomoéw nerki szczura, bez zmian
szybkosci syntezy biatek w mikrosomach watroby
i moézgu oraz przy braku klinicznych objawéw nef-
rotoksycznego dziatania leku (azot mocznikowy, po-
ziom i klirens kretyniny) [184]. Ponadto obserwowano
hamujacy wptyw gentamycyny na cytoplazmatyczng
biosynteze niektérych mitochondrialnych enzymow
tancucha oddechowego w korze nerki szczuréw (patrz
IV-4. oraz 112).

Podczas stosowania wysokich dawek gentamycyny
obserwuje sie nasilenie postnekrotycznych procesow
regeneracji, nawet jeszcze w trakcie podawania lekéw
[185, 186]. Zjawisko to wystepuje réowniez przy poda-
waniu niewielkich ilosci gentamycyny, jednak przy
uzyciu konwencjonalnych metod histologicznych mo-
zna je wykry¢ dopiero przy dtugotrwatym stosowaniu
antybiotykdéw [174, 187]. Mierzac wiaczanie radioak-
tywnie znakowanej tymidyny do DNA kory nerki
szczura obserwowano wzrost syntezy tego kwasu in
vivo oraz in vitro, gtéwnie w komérkach kanalikéw
proksymalnych [129-131]. Moze to by¢ wynikiem
proliferacji komorek i odzwierciedlaé wzmozone pro-
cesy regeneracji. Z drugiej strony antybiotyki amino-
glikozydowe hamujg aktywnos$¢ kluczowego enzymu
biosyntezy poliamin — dekarboksylazy ornitynowej
w korze nerki [120]. Ze wzgledu na znaczny udziat
poliamin w procesach naprawczych [188], spadek
aktywnosci dekarboksylazy ornitynowej moze w rezu-
Itacie powodowac obnizenie komérkowych proceséw
regeneracji.

Wykazano réwniez wptyw gentamycyny na filtracje,
kanalikowg reabsorpcje oraz katabolizm niskoczas-
teczkowych biatek. W badaniach in vivo i in vitro
stwierdzono inhibicje degradacji lizozymu w nerce
szczura [189]. Antybiotyki aminoglikozydowe wpty-
wajg takze na modyfikacje biatek nerki: neomycyna
hamuje fosforylacje biatek w wyniku obnizenia aktyw-
nosci kinazy biatkowej C [125].

V. Czynniki modyfikujace nefrotoksycz-
ne dziatanie antybiotykow aminogli-
kozydowych

Na nasilenie nefrotoksycznego dziatania antybioty-
kéw aminoglikozydowych moze wptywaé wiele czyn-
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nikéw. Mechanizm tych proceséw nie jest najczesciej
znany, moga one jednak mie¢ duze znaczenie podczas
antybiotykoterapii. Do czynnikdw modyfikujacych
dziatanie tych lekow nalezg miedzy innymi: zawartosc¢
kationow jedno- lub dwuwarto$ciowych w pozywie-
niu, pte¢, wiek, czy wreszcie sposéb podawania an-
tybiotykdw.

Zawartos¢ elektrolitow. Antybiotyki aminogliko-
zydowe zmieniajg zawarto$é niektorych kationow
w korze nerki (rozdziat 1V-1.), zaktécajac réwnowage
elektrolityczng w organizmie. Spadkowi zawartosci
potasu [143] w korze nerki towarzyszy zaostrzenie
objawéw uszkodzenia nerek, wywotane dziataniem
antybiotykdw  aminoglikozydowych. Natomiast
wzrost zawartosci potasu, sodu czy chloru w diecie
moze tagodzi¢ nefrotoksyczne dziatanie tych antybio-
tykow [143, 190, 191].

Gentamycyna moze blokowaé¢ pobieranie jonéw
wapnia przez tkanke miesnia sercowego [192] oraz
mitochondria kory nerki szczura [112, 177], praw-
dopodobnie w wyniku obnizenia zdolnosci bton do
wigzania tych jonow [193]. Z kolei wigzanie i pobiera-
nie antybiotykéw aminoglikozydowych przez rézne
tkanki jest odwrotnie proporcjonalne do stezenia
jonéw wapnia [194]. Wapn moze roéwniez modyfiko-
wac wigzanie gentamycyny z btonami wewnatrzkomo-
rkowymi, co wykazano dla mitochondriéw [177]. Co
wiecej, wzrost stezenia wapnia obniza wywotane tob-.
ramycyng hamowanie cytoplazmatycznej fosfolipazy
C [39]. Réwniez wysoka zawarto$¢ wapnia w diecie
prowadzi do ztagodzenia zaburzen funkcjonalnych
nerek wywotanych gentamycyng in v/VV0[195,196]. Jest
to prawdopodobnie wynikiem zmniejszenia nagroma-
dzenia antybiotyku w korze nerki w skutek ostabienia
jego wigzania przez blony ragbka szczoteczkowego,
a nastepnie pobierania go przez komorki kanalikéw
proksymalnych. Wigzanie to jest réwniez wspotzawo-
dniczo hamowane przez inne antybiotyki aminogliko-
zydowe, poliaminy i zasadowe aminokwasy w peche-
rzykach rabka szczoteczkowego oraz w skrawkach
kory nerki [78, 81, 85, 197-199],

Nalezy réwniez przypomnie¢ (rozdziat 1V-4.), ze
antybiotyki aminoglikozydowe zakidcajag wewnatrz-
komoérkowe procesy oddychania, prawdopodobnie na
skutek naruszenia homeostazy potasowo-magnezowej
[98]. Z tego wzgledu zachowanie wiasciwego poziomu
obu tych kationdw moze mie¢ duze znaczenie dla
prawidtowego funkcjonowania organizmu.

Pte¢ i wiek. Wykazano, ze samce szczurdéw sa
bardziej wrazliwe niz samice na nefrotoksyczne dziata-
nie antybiotykéw aminoglikozydowych [200, 201], by¢
moze ze wzgledu na nagromadzanie sie ich w wiek-
szych stezeniach w korze nerki samcéw, ze wzgledu na
obecnosé testosteronu [202], cho¢ nie wszyscy sg co do
tego zgodni [201], Wydaje sie, ze takze u ludzi his-
tologiczny obraz niewydolnosci nerek spowodowany
dziataniem antybiotykéw aminoglikozydowych zalezy
od pici [i27].
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Uboczne skutki stosowania antybiotykéw amino-
glikozydowych nasilajg sie wraz z wiekiem. Zmiany
wywotane ich dzialaniem sg znacznie mniejsze u zwie-
rzat laboratoryjnych, ktére nie osiggnety dojrzatosci
ptciowej [4, 36, 126, 203, 204], Niemniej jednak
antybiotyki te podawane ciezarnym samicom wywotu-
ja zmiany strukturalne i funkcjonalne w nerkach
noworodkéw [205].

Sposéb podania antybiotykéw aminoglikozydowych.
Uboczne dziatanie antybiotykow aminoglikozydo-
wych w znacznym stopniu zalezy od dawek tych lekow.
Nefrotoksyczne dziatanie gentamycyny u szczuréw
jest znacznie silniejsze, gdy antybiotyk podawany jest
kilkakrotnie w ciagu dnia, nizjednorazowo w tej samej
ilosci [206]. Podobne wyniki otrzymano w przypadku
krolikéw [207, 208] i psow [209]. Wydaje sie praw-
dopodobne, ze utrzymanie statego poziomu antybioty-
ku we krwi (np. podczas ciagltej infuzji) powoduje
zwiekszong akumulacje antybiotyku w korze nerki
i nasilenie objawow ubocznego dziatania leku [210]. Ze
wzgledu na istotny wplyw sposobu podawania an-
tybiotykoéw aminoglikozydowych na wystepujace sku-
tki uboczne, opracowuje sie obecnie komputerowe
modele dozowania tych lekéw, przydatne szczegdlnie
dla pacjentow z zaburzeniami funkcji nerek [211-213],

VI. Uwagi koncowe

Mimo znacznej nefrotoksycznosci antybiotyki ami-
noglikozydowe sg bardzo czesto stosowane we wspot-
czesnej terapii. Ich uboczne dziatanie, chociaz nie
w petlni poznane, jest niewatpliwie bardzo ztozone.
Antybiotyki te powodujg liczne strukturalne i metabo-
liczne zaburzenia w komérkach kanalikéw proksyma-
Inych nerki, o réznym znaczeniu dla prawidtowego
funkcjonowania tych komorek. Zaburzenia te, pozor-
nie drobne, naktadaja sie na siebie powodujgc w efek-
cie niewydolnos$¢ nerek, ograniczajac czesto kliniczne
stosowanie antybiotykéw aminoglikozydowych. Nasi-
lenie efektdw ubocznych zalezy z jednej strony od
rodzaju leku, z drugiej za$ od stanu zdrowia pacjenta.
W nerce cztowieka mechanizmy toksycznego dziatania
wydajg sie by¢ wspolne dla wszystkich badanych
antybiotykéw aminoglikozydowych, cho¢ ryzyko
upos$ledzenia funkcji nerek jest proporcjonalne do
stezenia lek6w w korze nerki. Badania kinetyczne przy
uzyciu nerki szczurow wykazaty nieliniowe nagroma-
dzenie gentamycyny i netylmycyny, natomiast liniowa
zalezno$¢ w przypadku tobramycyny oraz Kinetyke
mieszang, to jest wysycenie w niskich stezeniach oraz
liniowa zaleznos$¢ przy wysokiej zawartosci amikacyny
w osoczu [214]. Przy stosunkowo niskim poziomie
antybiotykéw w osoczu ich nagromadzenie w korze
nerki jest wiec mniejsze w przypadku amikacyny czy
tobramycyny, niz w przypadku gentamycyny i netyl-
mycyny. ROwniez zmiany strukturalne w lizosomach
wywotane dziatlaniem antybiotykéw aminoglikozydo-
wych sg najmniej wyrazne podczas stosowania amika-
cyny [214],
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Mimo wielu szczegétowych badan, mechanizm fun-
kcjonalnych i biochemicznych przemian wywotanych
dziataniem antybiotykéw aminoglikozydowych nic
jest dotychczas w petni poznany. Wyjasnienie tych
mechanizmoéw moze utatwi¢ przeciwdziatanie szkod-
liwym skutkom antybiotykoterapii oraz umozliwic
otrzymanie nowych, bezpiecznych lekéw.
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Rola fitoaleksyn w naturalnej odpornosci roslin

Phytoalexins in natural plant resistance

ANNA SZAKIEL1
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Wykaz stosowanych skrotow:
CHS — syntaza chalkonu, FPP — pirofosforan farnezylu,
PAL — amoniakoliaza fenyloalaninowa, PIIF — czynnik
indukujacy inhibitory proteinaz.

I. Wprowadzenie

Odpornos$¢ roslin jest skoordynowanym, wieloskta-
dnikowym mechanizmem obronnym, obejmujacym
niespecyficzne reakcje bierne oraz ukierunkowane
procesy o réznym stopniu specyficznosci, skierowane
przeciwko rozmaitym czynnikom chorobotwdérczym.
Jest oczywiste, ze zwiagzki chemiczne wystepujace
natywnie w rodlinach stanowig niewielkg przeszkode
dla patogenéw. Rozwdj pogladow w tej dziedzinie byt
przedmiotem kilku prac przeglagdowych w pismiennic-
twie polskim [1,2, 3.

1Mgr, Instytut Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego,
al. Zwirki i Wigury 93, 02-089 Warszawa
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Jednym z mechanizméw odpornosci roélin jest ich
zdolno$¢ do nagromadzenia w miejscu infekcji nisko-
czgsteczkowych zwigzkéw chemicznych o szerokim
spektrum dziatania i znacznej toksycznosci wobec
patogendw. Juz w 1926 r. opisano gromadzenie meta-
bolitéw wtornych w strefie pomiedzy martwg a zdrowa
tkanka zranionego i zainfekowanego mikroorganiz-
mami drzewa [4]. Obserwacja podobnych efektow
doprowadzitaw 1940r. Miillera i Bérgera[5]do
sformutowania teorii fitoaleksynowej. Badali oni cho-
roby peddéw ziemniaka wywotane przez grzyb Phytop-
htora infestans i przedstawili hipoteze o ograniczaniu
rozwoju grzyba w tkankach rosliny w wyniku na-
gromadzenia zwigzkéw toksycznych wytwarzanych
w komoérkach gospodarza. Nie zdotawszy okresli¢
natury chemicznej tych zwigzkéw zaproponowali dla
nich nazwe — fitoaleksyny (z gr. phyton — roslina,
alexein — ochrania¢). Obecnie mianem fitoaleksyny
okreslamy niskoczasteczkowe, lipofilne zwigzki che-
miczne o rdznej strukturze, bedace produktami meta-
bolizmu wtornego roslin, syntezowane de novo w od-
powiedzi na atak mikroorganizméw i gromadzone
w miejscu infekcji w stezeniach hamujgcych rozwdj
patogena.

n. Budowa chemiczna i wystepowanie fitoale-
ksyn

Pierwsze fitoaleksyny zidentyfikowano pod wzgle-
dem budowy chemicznej w konhcu lat 50-tych [6]. Sg to
izoflawonoidy: pizatyna z grochu Pisum sativum i faze-
olina z fasoli Phaseolus vulgaris (Ryc. 1). Dotychczas
wykazano wystepowanie fitoaleksyn w roslinach z po-
nad 20 rodzin systematycznych, obejmujacych nago-
i okrytozalgzkowe, jedno- i dwuliscienne [7, 8, 9]; nie
wykazano natomiast ich wystepowania u roslin niz-
szych.

Ustalono budowe chemiczng ponad 200 fitoaleksyn,
przy czym wiecej niz potowa z nich wystepuje w ros-
linach z jednej rodziny — Fabaceae (motylkowate).
Wiekszos$¢ fitoaleksyn to fenole (flawonoidy, stilbeny,
lignany, fenantreny, benzofurany, fenylopropanoidy)
lub terpenoidy (mono-, seskwi-, di- i triterpeny). Mniej
liczne to poliacetyleny — pochodne kwasow ttusz-
czowych oraz alkaloidy (Ryc.l).
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Ryc. 1 Budowa chemiczna niektérych fitoaleksyn.

Czesto u rodlin zaliczanych do jednej rodziny sys-
tematycznej przewazajg fitoaleksyny jednego typu.
| tak rosliny z rodziny Fahaccac syntezujg gtéwnie
izoflawonoidy. rosliny z Solanaccac (psiankowate)
— gtownie karbocykloseskwiterpeny, Compositae
(ztozone) — poliacetyleny a Convolvulaccac (powojo-
wate) furanoseskwiterpenoidy. Ros$liny z rodziny
Fahaccac nie wytwarzajg w ogdle fitoaleksyn ter-
pcnoidowych. za$ przedstawiciele rodziny Solanaccac
nie syntezujg fitoaleksyn llawonoidowych [10, 11].

1. Czynniki wywotujace synteze fitoaleksyn

Synteze fitoaleksyn w roslinach moga wywotywac
nie tylko organizmy infekcyjne, ale takze liczne czyn-
niki zewnetrzne i warunki $rodowiskowe. Zaobser-
wowano na przyklad, ze groch Pisum sativum roz-
poczyna synteze pizatyny nie tylko w odpowiedzi na
infekcje grzybem MoniUnia fructicola, ale takze pod
wplywem dziatania chlorkéw' miedzi i rteci. Czynniki
wywotujace synteze fitoaleksyn klasyfikuje sie jako
biotyczne i abiotyczne [12]. Jako czynniki abiotyczne
dziatajg m.in. sole metali ciezkich, niektdre inhibitory
jak cyjanki i fluorki;detcrgenty, niektore fungicydy
oraz czynniki fizyczne —promieniowanie UV, uszko-
dzenia mechaniczne, zamrozenie [13, 14, 15. 16].Nie
wszystkie roéliny odpowiadajg na te czynniki jed-
nakowo efektywnie. Stosunkowo podatne na stymula-
cje abiotyczng sg rosliny z rodziny Fahaceae; w prze-
ciwienstw ie do Solanaccac. w ktdrych jak sie wydaje.
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rozpoczecie syntezy fitoaleksyn jest pod Scislejsza
kontrolg metaboliczng [11].

Mechanizm dziatania czynnikow wywotujgcych
synteze fitoaleksyn byl przedmiotem wielu badan.
Wstepne prace nad dziataniem czynnikéw biotycznych
wskazywaly, ze bezposrednimi aktywatorami syntezy
fitoaleksyn sg sktadniki $cian komérkowych — gluka-
ny, glikoproteidy, lipoproteidy, kwasy ttuszczowe [17].

I11-1. Oligosacharyny

W reakcjach odpornosci roslin czynnikiem wywotu-
jacym synteze fitoaleksyn sg wg. Darvilla i Al-
bers heima [18-22] fragmenty $cian komo6rkowych
ztozone z Kilku czasteczek cukréw, nazwane przez
autorow oligosacharynami. Uwazajg oni, ze oligo-
sacharyny moga funkcjonowaé jako czasteczki regula-
torowe i kontrolowaé rozmaite procesy, takie jak
reakcje odpornosciowe, morfogeneze czy reprodukcje.

Pierwszg oligosacharyne odpowiedzialng za wywo-
fanie syntezy fitoaleksyn u soji Glycine max infekowa-
nej grzybem Phytophtora megasperma wyodrebniono
ze Sciany komdrkowej grzyba i scharakteryzowano
jako hepta-f3-glukozyd. Takich fragmentéw Sciany
komdrkowej grzyba jest ponad 300. Badania wykaza-
ty. ze fragment aktywny jako oligosacharyna rézni sie
od innych, nieaktywnych heptaglukozydéw pozycja
dwoch bocznych czagsteczek glukozy, zwiazanych pie-
cioczasteczkowym tancuchem (Ryc. 2). Enzymy uwal-
niajace te oligosacharyne ze $ciany komérkowej grzy-
ba pochodza z komoérek rosliny — gospodarza.

r—O
~A Q
"\
Ryc. 2. Schemat budowy pier- roow
wszej wyodrebnionej oligosa-
charyny. ( 3

W przypadku infekcji bakteryjnych oligosacharyny
nie pochodzg ze sciany komérkowej patogena. Stwier-
dzono, ze czynnikiem wywotujgcym synteze gliceoliny
w komérkach lisci soji zainfekowanej bakteriami
Erwina carotovora jest fragment pektynowego polisa-
charydu rodlinnej $ciany komorkowej, uwalniany
przez enzym pochodzacy z patogena. Ta oligosachary-
na  zostala zidentyfikowana  jako dodeka
— V. (1-*4) —D —galakturonid [22].

Odkryto ponadto, ze uszkodzone komorki rosliny
same wydzielajg enzym odszczepiajacy odpowiednie
fragmenty polisacharydéw ze $cian komorkowych
sgsiednich komorek. Zjawisko to umozliwia synteze
fitoaleksyn w odpowiedzi na zarazenie wirusowe,
a takze na dziatanie czynnikéw abiotycznych
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Ryc. 3. Mechanizmy uwalniania oligosacharyn ze $ciany komar-
kowej.

I. W niektérych infekcjach grzybowych enzym z zain-

fekowanej ros$liny (a) odszczepia z grzybowej $ciany
komoérkowej (b) fragment heptaglukanowy (c).

Il. Enzym bakteryjny lub grzybowy (a) uwalnia oligo-

sacharyne (c) ze $ciany komdrkowej zainfekowanej
rosliny (b).

I11. W przypadku infekcji wirusowej lub dziatania czyn-

nika abiotycznego (F) uszkodzona roslina sama uwal-
nia enzym (a) odszczepiajacy oligosacharyne (c) z jej
witasnej $ciany komdrkowej (b).
We wszystkich trzech przypadkach oligosacharyna praw-
dopodobnie taczy sie z receptorem w roslinie (D) i tworzy
aktywng czastke sygnatowg (E), oddziatujgca na transkryp-
cje odpowiednich genéw.

Wszystkie trzy wskazane mechanizmy uwalniania
oligosacharyn ze $cian komorkowych patogena lub
gospodarza zostaty przedstawione na (Ryc.3). Mecha-
nizmy (1) i (1) moga wspotdziata¢ w jednej interakcji
gospodarz - patogen, dajac efekt synergistyczny [22].

Receptor oligosacharyn znajduje sie w btonie cyto-
plazmatycznej komérki roslinnej i jest biatkiem pro-
stym lub glikoproteing. Wykazano ze btonowe prepa-
raty z soji specyficznie wigza mykolaminaran — roz-
gateziony B (1-—8) — glukan, pochodzacy ze sciany
komorkowej Phytophtora megasperma [23]. Stwier-
dzono, ze komérki soji zawierajg B (1—3) — endog-
lukanaze, ktéra degraduje mykolaminaran i znosi jego
aktywnosc¢ jako czynnika wywotujgcego synteze fitoa-
leksyn. Mykolaminaran zwigzany z receptorem btono-
wym nie jest podatny na trawienie glukanaza.

Obserwowanag u roslin wielu gatunkéw odpowiedzig
obronnagjest tzw. reakcja nadwrazliwosci, czyli szybkie
obumieranie komdrek roslinnych w miejscu infekcji
patogenem. Zjawisko to zapobiega rozprzestrzenianiu
sie infekcji w czasie potrzebnym rosélinie do urucho-
mienia innych mechanizméw obronnych (np.syntezy
fitoaleksyn). Okazato sie ze reakcje nadwrazliwosci
rowniez wywotujg oligosacharyny [21].

W odpowiedzi na uszkodzenie komérek wywotane
np. przez zerujace owady, rosliny syntezujg inhibitory
proteinaz. Sygnatem do wytwarzania tych inhibitorow
sq oligosacharyny zwane PIIF (protein-inhibitor in-
ducing factors). Wykazano, ze komorki pomidora
Lycopersicon esculentum rozpoczynajg synteze i gro-
madzenie inhibitoréw proteinaz w odpowiedzi na PIIF
uwolniony z polisacharydéw $ciany komdrkowej
w wyniku dziatania endo - a (1—-4) — galakturonaz
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[24]. PIIF jest oligogalakturonidem podobnie jak
pochodzace z rosdlinnych écian komérkowych oligo-
sacharyny wywotujace synteze fitoaleksyn.

Oligosacharyny wystepujg zatem w wielu reakcjach
odpornosciowych roslin. Jednakze nie wiadomo, czy
mechanizm wywotywania syntezy fitoaleksyn)' przez
oligosacharyny przebiega w identyczny sposéb u roslin
wszystkich gatunkéw.

111-2. Kwasy ttuszczowe

Ku¢ i wspoétautorzy [25-27] wykazali, ze
w chorobach ziemniaka Solanum tuberosum wywota-
nych przez patogen Phytophtora infestans (poréwnaj
wprowadzenie) synteze fitoaleksyn wywotujg kwasy
ttuszczowe pochodzenia grzybowego. Witasciwosé ta-
ka majg kwasy arachidonowy —5,8,11,14
—cis-eikozapentaenowy i eikozapentaenowy — 5, 8,
11, 14, 17— cis-eikozapentaenowy, zaréwno w formie
wolnej jak i niektorych estrow. Réwnie aktywne jak
wolny kwas arachidonowy sg : 1, 2 - diarachidony-
lo-sn-3-fosfatydylocholina, l-arachidonylo-2-lizo-
-fosfatydylocholina i  monoarachidonyloglicerol,
mniej aktywny jest 1, 2- i 1,3- diarachidonyloglicerol,
a nie aktywny jest triarachidonyloglicerol [28].

Liscie ziemniaka porazone komorkami szczepu
»hiekompatybilnego” Phytophtora infestans odpowia-
daja na infekcje reakcjg nadwrazliwosci i nagromadze-
niem fitoaleksyn seskwiterpenoidowych [27, 29-32]
(Ryc. 5). Juz po 8 godzinach od momentu infekcji
fitoaleksyny nagromadzone sg w stezeniu wystarczaja-
cym do efektywnego ograniczenia dalszego rozwoju
grzyba. Natomiast odpowiedz na infekcje komérkami
szczepu ,,kompatybilnego” jest powolna i trwa 3-4 dni,
a stezenie fitoaleksyn jest niewystarczajgce do obrony
przed patogenem [33]. W nastepstwie komdrki szczepu
kompatybilnego Phytophtora infestans rozwijajg sie
w tkankach rosliny do rozpoczecia sporulacji nie
wywotujgc reakcji nadwrazliwosci ani innych mecha-
nizméw obronnych. Jest sprawg interesujaca, ze ko-
mérki szczepu kompatybilnego i niekompatybilnego
nie roznig sie ilosciowo zawartoscig odpowiedzialnych
za wywotanie syntezy fitoaleksyn kwaséw arachidono-
wego i eikozapentaenowego. Wykazano ponadto, ze
uprzednia infekcja patogenem kompatybilnym hamu-
je synteze fitoaleksyn w odpowiedzi na inwazje patoge-
nu niekompatybilnego. To sugeruje, ze komorki szcze-
pu kompatybilnego w jaki$ sposéb blokujg rozpoz-
nanie patogena i reakcje odpornosciowe w roSlinie.

Ten szczepowo-specyficzny supresor reakcji odpor-
nosciowych zidentyfikowano jako oligosacharyne
zbudowang z 17-23 czasteczek glukozy potgczonych
wigzaniami B £1—3) i (I->6) [34-38]. Funkcja oligo-
sacharyn w reakcjach odpornosciowych ziemniaka
wydaje sie jeszcze bardziej ztozona, gdyz wykazano
takze, iz niektére z nich stymulujg dziatanie kwaséw
arachidonowego i eikozapentaenowego. Po wyizolo-
waniu kwasy te wykazujg, jako czynniki wywotujgce
synteze fitoaleksyn seskwiterpenoidowych, zaledwie
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21% aktywnosci nieoczyszczonego homogenatu my-
celium Phytophtora infestans [26, 39]. Aktywnos¢
wywotania syntezy fitoaleksyn mozna przywrocic,
dodajac do oczyszczonych kwaséw homogenatu po-
zbawionego lipidéw przez ekstrakcje chloroformem.
Zawarte w takim homogenacie czynniki wspomagaja-
ce aktywnos¢ zidentyfikowano takze jako oligosacha-
ryny [37, 40]. Na razie trudno jest wyttumaczy¢ owa
nature oligosacharyn w chorobach ziemniaka wywoty-
wanych przez Phytophtora infestans.

IV. Biosynteza fitoaleksyn

Pierwotnie rozwazano mozliwos$¢ tworzenia fitoale-
ksyn (szczeg6lnie izoflawonoidowych) w wyniku hyd-
rolizy odpowiednich glikozyddw [41], jednak koncep-
cja ta nie znalazta potwierdzenia i wiadomo, ze
fitoaleksyny powstajg de novo z odlegtych metabolicz-
nie prekursorow [42, 43].

Mozna wyodrebni¢ trzy podstawowe szlaki metabo-
liczne syntezy wiekszos$ci roslinnych metabolitow wto-
rnych, wiodace przez charakterystyczne zwigzki po-
$rednie - malonian, mewalonian i szikimian [7], W syn-
teze fitoaleksyn moze by¢ zaangazowany jeden z tych
szlakéw, dwa albo wszystkie trzy. Synteza fitoaleksyn
na wiecej niz jednym szlaku metabolicznym wymaga
Scistej regulacji i koordynacji wszystkich szlakéw
wspoétdziatajgcych. Brak lub deficyt prekursora z jed-
nego szlaku moze okazaé sie czynnikiem ograniczaja-

Ryc. 4. Szlak biosyntezy fitoaleksyn izoflawonoidowych.
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cym szybko$¢ lub catkowicie blokujacym synteze
fitoaleksyn.

Najlepiej poznane sg szlaki biosyntezy fitoaleksyn
izoflawonoidowych i seskwiterpenoidowych.

V-1 Biosynteza fitoaleksyn izoflawonoidowych

Podstawowa czgsteczka izoflawonoidéw, difenylo-
propen C6- C3-C6zawierajacy dwa pierscienie aroma-
tyczne potgczone uktadem heterocyklicznym, powsta-
je w toku dziatania dwéch z uprzednio wymienionych
szlakéw - przez malonian i szikimian (Ryc.4). Uktad
fenylopropenowy C3- C6, tworzacy pierscien B izo-
flawonoidow (patrz wzor chalkonu na Ryc. 4). wywo-
dzi sie z aminokwaséw aromatycznych powstajacych
z kwasu szikimowego; natomiast pierscien fenylowy
A (C6) tworzy sie z trzech czgsteczek malonylo-CoA
na drodze poliketydowej. W wyniku kondensacji obu
tych ukladow powstajg formy otwarte — chalkony.
Izoflawonoidy powstaja z chalkondw przez przesunie-
cie pierscienia fenylowego B z pozycji 2 w pozycje 3,
ktore odbywa sie przed zamknieciem pierScienia hete-
rocyklicznego [44, 45]. Nastepnie mozliwe sa dalsze
przeksztatcenia, polegajace na hydroksylacji [46], me-
tylacji [47, 48] czy dotaczeniu tahcucha prenylowego
[49], przy czym enzymy katalizujgce te koncowe prze-
ksztatcenia sg na razie dos¢ stabo poznane. Izoflawo-
noidy rdznig sie wiec miedzy sobg stopniem utlenienia
pierscienia heterocyklicznego oraz wystepowaniem
w czasteczce dodatkowych grup hydroksylowych, me-
toksylowych czy prenylowych.

Kluczowymi enzymami biosyntezy fitoaleksyn izo-
flawonoidowych sg : amoniakoliaza fenyloalaninowa
(PAL) i syntaza chalkonu (CHS). PAL katalizuje
odszczepienie czasteczki amoniaku z fenyloalaniny
prowadzgce do powstania kwasu trans-cynamonowe-
go ijest enzymem kluczowym w kontroli biosyntezy
flawonoid6éw i innych zwigzkéw fenylopropanoido-
wych. CHS katalizuje powstawanie chalkonéw z kwa-
s6w cynamonowych i malonylo-CoA. Jest to pierwsza
reakcja w metabolizmie fenylopropanoidéw charak-
terystyczne dla flawonoidow [50]. Stwierdzono ze
poziom tych enzyméw podczas syntezy fitoaleksyn
izoflawonoidowych w komérce roslinnej ulega chara-
kterystycznym zmianom [51]. Infekcja patogenami
wywotuje szybki i znaczny, cho¢ krétkotrwaty, wzrost
syntezy tych enzymow [52-61]. W hodowanych in vitro
komoérkach fasoli zainfekowanych grzybem Colletot-
richum lindemuthianum wzrost szybkosci syntezy en-
zymoOw PAL i CHS jest zauwazalny juz po 20 minutach
od momentu infekcji, a maximum osiaga pomiedzy 2,5
a 3 godz. [59, 62]. Podobne zjawiska obserwuje sie
w przypadku innych enzyméw zaangazowanych
w synteze fitoaleksyn izoflawonoidowych, takich jak
4-hydroksylaza kwasu cynamonowego [63] czy ligaza
kumarylo-CoA [63-65], Wykazano selektywng induk-
cje 15 enzymoéw (w tym PAL i CHS) zaangazowanych
w synteze kiewitonu i innych fitoaleksyn izoflawonoi-
dowych u fasoli [66]. Stwierdzono, ze wzrost szybkosci
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syntezy enzymow odzwierciedla wzrost szybkosci syn-
tezy odpowiedniego mRNA [61, 67].Aktynomycyna
D hamuje odpowiedz fitoaleksynowa u soji [68], zatem
synteza mRNA de novo jest konieczna do ekspresji
mechanizmoéw obronnych.

Wydaje sie zatem, ze sekwencja wydarzen prowa-
dzacych do uruchomienia fitoaleksynowej odpowiedzi
obronnej jest nastepujaca:

wywotana infekcjg ekspresja informacji genetycz-

nej, dotyczgcej tworzenia fitoaleksyn

|
transkrypcja odpowiedniego mRNA

|
synteza enzymoOw biosyntezy fitoaleksyn.
Fitoaleksynowa reakcja odpornosciowa jest zatem
$cisle kontrolowanym mechanizmem, a nie niespecyfi-
cznym, wtornym efektem generalnych zaburzen meta-
bolizmu wywotanych infekcja.

IV-2. Biosynteza fitoaleksyn seskwiterpenoido-
wych

Catkowity schemat biosyntezy fitoaleksyn seskwite-
rpenoidowych nie jest znany, jednakze poczgtkowe
etapy, bedace czescig szlaku mewalonianowego sa
dobrze scharakteryzowane, a wiele przeksztatcen do
produktéw koricowych mozna wywnioskowaé logicz-
nie.

Badajac wigczanie (,4 C )-octanu i (14 C)-mewalo-
nianu do fitoaleksyn seskwiterpenoidowych wykaza-
no, ze szlak biosyntezy tych zwiazkéw przebiega jak
szlak mewalonianowy do etapu pirofosforanu far-

Ryc. 5. Szlak biosyntezy fitoaleksyn seskwiterpenoidowych.
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nezylu (FPP) [69], ktéry jest metabolitem posrednim
takze w biosyntezie innych zwigzkéw, m.in. steroli
i glikoalkaloidow sterydowych (Ryc.5). Stwierdzono,
ze niektdre czynniki abiotyczne, jak mechaniczne
uszkodzenia bulwy ziemniaka powodujg nagromadze-
nie znacznych ilosci glikoalkaloidéw sterydowych
w miejscu uszkodzenia [70-74], jednakze nie sg one
syntezowane pod wplywem biotycznych czynnikéw
wywotujacych synteze fitoaleksyn (jak kwas arachido-
nowy i eikozapentaenowy) [74].

Fitoaleksyny seskwiterpenoidowe sg tworzone
przez cyklizacje do form germakrenu [75], jednakze
germakren A, uwazany za bezposredni produkt eyk-
lizacji FPP, nie zostat wyizolowany z ziemniaka.
W rodlinach Datura stramonium, zainfekowanych
przez Monilinia fructicola wykazano natomiast, ze
fitoaleksyny seskwiterpenoidowe lubimina i hydro-
ksylubimina sg syntezowane z 2,3- dihydroksygermak-
renu A [76]. Kolejnych przestanek dotyczacych dal-
szych przeksztalcenn dostarczyly badania zdrowych
tkanek ziemniaka, w ktdrych stwierdzono przemiany
seskwiterpenoidu solawetiwonu do izolubiminy, lubi-
miny, 15-dihydrolubiminy i wreszcie — riszitiny [76,
77]. Zatem w taki lub podobny sposob przebiega
prawdopodobnie biosynteza i w tkankach zainfekowa-
nych, produkujacych fitoaleksyny. Wykazano, ze 15-
dihydrolubimina nie jest koniecznym metabolitem
posrednim, za$ inne fitoaleksyny seskwiterpenoidowe:
fituberol i fituberyna prawdopodobnie powstajg
wprost z form germakrenu.

V. Aktywnos¢ biologiczna fitoaleksyn
V-I. Dziatanie grzybobojcze

Muller i Bérger w swojej teorii fitoaleksyno-
wej okreslili dziatanie fitoaleksyn jako powodujgce
.»...porazenie lub przedwczesng S$mier¢ grzyba” [5].
Pozniejsze obserwacje wykazatly, ze fitoaleksyny ha-
muja wzrost mycelium, wydtuzanie sie trzonkéw koni-
dialnych, kietkowanie spor oraz przyrost suchej masy
grzybni [78, 79]. Procesom tym towarzyszg réznorod-
ne zjawiska cytologiczne, obserwowane w mikrosko-
pie Swietlnym Ilub elektronowym, jak gwattowne
wstrzymanie ruchow cytoplazmy, jej granulacja, dez-
organizacja organelli komorkowych czy rozpad bton
[80- 83]. Uszkodzenia plazmalemmy powodujg nieko-
ntrolowany wyptyw metabolitéw z komorki i w kon-
sekwencji ubytek suchej masy [82,83], zaburzone moze
by¢ takze pobieranie sktadnikéw pokarmowych takich
jak glukoza [83].

Transport czasteczek przez plazmalemme nie jest
jedynym procesem fizjologicznym grzybéw zaburza-
nym przez fitoaleksyny. Obserwowano réwniez hamo-
wanie pobierania tlenu w obecnosci fazeoliny przez
intensywnie rosngce mycelium Rhizotonia solani [82],
Zjawisko to moze by¢ spowodowane uniemozliwie-
niem doptywu substratow oddychania bgdz rozprzeg-
nieciem fosforylacji oksydacyjnej. Stwierdzono jednak
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takze, iz fazeolina nie hamuje oddychania izolowa-
nych mitochondriéw z grzyba Neurospora crassa,
a wiec hamowanie pobierania tlenu przez grzybnie
wydaje sie by¢ efektem posrednim dziatania fitoalek-
syn [81].

j V-2. Dziatanie bakteriobdjcze

i Fitoaleksyny w réznym stopniu wykazujg dziatanie
I bakteriostatyczne lub bakteriobdjcze w odniesieniu do
| bakterii réznych szczepow. Stwierdzono, ze dla Rhizo-
I bium japonicum i Rhizobium lupini najbardziej toksycz-
I ne sg fitoaleksyny izoflawonoidowe: medikarpina
| i kiewiton, $rednio-fazeolina i maakiaina, stabo-piza-
| tyna i kumestrol [84,85]. Twierdzenie, ze bakterie
Gram-ujemne sg na 0got mniej wrazliwe na antybioty-
ki niz Gram-dodatnie wydaje sie prawdziwe takze
w odniesieniu do fitoaleksyn izoflawonoidowych
[86,87]. | tak, kiewiton i fazeolina hamujg rozwdj
bakterii Gram-dodatnich w stezeniach, ktdre w ogdle
nie wykazujg wptywu na wzrost bakterii Gram-ujem-
nych. Kiewiton hamuje réwniez rozwoj trzech ludz-
kich patogenéw Gram-dodatnich: Gorynebacterium
diphteriase, Streptococcus haemolyticus i Staphylococ-
CUS aureus.

V-3. Wplyw fitoaleksyn na inne organizmy

Fitoaleksyny sg toksyczne nie tylko dla grzybow
i bakterii, ale moga wywotywaé rézne zaburzenia takze
u innych organizméw zywych. Skutki toksycznej ak-
tywnosci fitoaleksyn widoczne sg u roslin je produku-
jacych, choé¢ w tym przypadku moga by¢ traktowane
jako cze$é strategii obronnej. Stwierdzono, ze pizatyna
powoduje zahamowanie wzrostu kultur kallusa gro-
chu [88], fazeolina hamuje oddychanie i wzrost komo-
rek fasoli i grochu, prowadzac do ich obumarcia [89].
Z kolei fazeolina i kiewiton powodujg wyptyw beta-
cyjaniny i innych zwigzkéw z korzenia buraka [88].
Dezorganizacja komérek roslinnych w miejscu dziata-
nia fitoaleksyn, a wiec w miejscu infekcji, powodujaca
zniszczenie zrddet pozywienia dla patogena, moze by¢
czynnikiem ograniczajacym jego kolonizacje. Smieré
komorek w reakcji nadwrazliwosci uniemozliwia roz-
woj pasozytow obligatoryjnych, wymagajacych do
wzrostu zywych komdérek gospodarza, oraz uniemoz-
liwia replikacje wiruséw, wykorzystujacych w tym
procesie zorganizowane i funkcjonujace systemy ko-
morki roslinnej.
Fitoaleksyny moga wywieraé wptyw takze na or-
I ganizmy zwierzece. Obserwowano hamowanie pobie-
I rania tlenu przez larwy pasozytniczego nicienia Meloi-
I dogyne incognita w obecnosci izomerdow gliceoliny
1 [90,91]. Pewne uboczne skutki dziatania fitoaleksyn
wystepuja takze u zwierzat zywiacych sie rodlinami
zawierajacymi te zwigzki. Stwierdzono, ze fitoaleksyny
izoflawonoidowe wywotujg lize erytrocytéw, a nie-
ktore, jak pizatyna, hamujg oddychanie izolowanych
mitochondriéw z watroby szczura [92]. Izoflawonoi-
dowa fitoaleksyna - kumestrol wykazuje aktywnos$¢
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estrogenowg na macice myszy, co ttumaczy okresowa
nieptodnos¢ lub inne zaburzenia reprodukcyjne u ssa-
kéw zywigcych sie zainfekowanymi roslinami.

V-4. Mechanizm dziatania fitoaleksyn

Z dotychczasowych badan wynika, ze fitoaleksyny
wptywaja na wiele reakcji metabolicznych i proceséw
fizjologicznych raczej niespecyficznie. Nie sg one bo-
wiem toksynami specyficznymi ,,miejscowo”, to zna-
czy wplywajacymi na jedna szczeg6lng reakcje lub
proces, ale czesto po zadziataniu fitoaleksyn obserwuje
sie do$¢ zroznicowane zmiany fizjologiczne i cyto-
logiczne, co sugeruje wystepowanie wielu ,,wtérnych”
efektow. Istniejgce dane wskazujg, ze miejscem dziata-
nia fitoaleksyn sag btony komoérkowe [93], w pierwszym
rzedzie plazmalemma, jako pierwsza btona patogena
wchodzgca w kontakt z egzogennym zwigzkiem tok-
sycznym. W roélinach syntezujgcych fitoaleksyny ich
tworzenie jest wewngtrzkomérkowe, stad obserwowa-
ne niekiedy w komdrkach roslinnych wcze$niejsze
oddziatywanie fitoaleksyn na tonoplast [94].

Niektorzy badacze uwazaja, ze nie mozna wyklu-
czy¢ miejscowo specyficznego dziatania fitoaleksyn
w konkretnych procesach metabolicznych, szczegdlnie
biorgc pod uwage zjawisko hamowania oddychania,
wywotane przez fitoaleksyny w calych organizmach,
tkankach badz izolowanych mitochondriach. Wyka-
zano, ze w obecnosci gliceoliny nastepuje hamowanie
pobierania tlenu przez larwy Meloidogyne incognita
oraz izolowane mitochondria soji [90]. Wydaje sie, ze
gliceolina nie dziata jako zwigzek rozprzegajacy ok-
sydacyjna fosforylacje, ale raczej jako inhibitor przep-
tywu elektronéw w ktorym$ nieokreslonym blizej
miejscu za dehydrogenaza bursztynianowa. Nato-
miast pdzniejsze prace innej grupy badaczy [95] wyka-
zaly, ze gliceolina specyficznie hamuje utlenianejabt-
czanu, jako inhibitor dzialajgcy podobnie do roteno-
nu.

Wobec wielu tego typu kontrowersyjnych doniesien
o hamowaniu oddychania przez fitoaleksyny, jak
hamowanie fosforylacji substratowej w izolowanych
mitochondriach watroby szczura przez seskwiterpeno-
id ipomeamaron [95], czy rozprzeganie oksydacyjnej
fosforylacji przez pizatyne [92], trudno jest autorytaty-
whnie roztrzygna¢ kwestie ,,miejscowej” specyficznosci
dziatania fitoaleksyn. Wydaje sie ze wcigz brak prze-
konywujacego dowodu na taka specyficznos¢ [96,97],
a zjawiska zwigzane z rozprzeganiem fosforylacji czy
hamowaniem transportu elektronéw mozna tluma-
czy¢ jako jeden z wielu efektéw wtérnych oddziatywa-
nia fitoaleksyn na btony komérkowe.

V-5. Tolerancja i detoksykacja

Mimo duzej skutecznos$ci obrony roslin przed czyn-
nikami chorobotwdrczymi, opartej na mechanizmach
wywotujacych synteze fitoaleksyn, istniejg wszakze
patogeny efektywnie przetamujace bariere tej obrony.
Muszg one zatem albo unikngé rozpoznania przez
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rosling, aktywnie hamujgc uruchomienie reakcji od-
pornosciowej, albo tez przezwyciezy¢ te reakcje. Blo-
kowanie rozpoznania przez rosline wykazano w przy-
padku kompatybilnego szczepu Phytophtora infestans.
Inne niewrazliwe patogeny moga posiada¢ bariery
utrudniajace wnikanie fitoaleksyn lub charakteryzo-
wac sie mniejszym powinowactwem do tych zwigzkow
w miejscach podatnych na ich dziatanie. Ponadto,
patogeny moga mie¢ uzupetniajacy szlak metabolicz-
ny, réwnolegty do hamowanego przez fitoaleksyny lub
dysponowaé mozliwoscig enzymatycznej detoksykacji
fitoaleksyn przed lub po ich wniknieciu do komaérki.

Stwierdzono, ze patogen Fusarium solani ma co
najmniej dwa systemy obrony przed fitoaleksynami
grochu: mozliwos¢ enzymatycznej detoksykacji przez
monooksygenazy oraz uruchomienia syntezy niezide-
ntyfikowanego, indukowalnego czynnika, ktéry mo-
dyfikuje plazmalemme utrudniajgc penetracje jej przez
fitoaleksyny [97-100]. Takze z Fusarium solani wyizo-
lowano hydrataze kiewitonu, przeksztatcajaca kiewi-
ton w forme nietoksyczng dla grzyba (Ryc.6). Hyd-
rataza kiewitonu jest jednym z pierwszych wyizolowa-
nych i scharakteryzowanych enzymow degradacji fito-
aleksyn; stwierdzono, ze jest to zewnatrzkomdrkowa
glikoproteina o masie czgsteczkowej 102000 [101-104].
Zbadano 28 dzikich szczepow Fusarium solani pod
katem wirulentnosci w stosunku do Phaseolus vulgaris
i zdolnosci detoksykacji kiewitonu [105]. Komdrki
tylko trzech szczepdw wykazywaly zewnagtrzkomor-
kowg aktywno$¢ hydratazy kiewitonu i tylko te trzy
patogeny byty wirulentne.

Ryc. 6. Reakcja detoksykacji katalizowana przez hydrataze kiewi-
tonu.

OH

Rosliny moga wytwarzaé jednakze nie tylko jedna
fitoaleksyne, ale mieszanine wielu, do 25 w pojedynczej
reakcji odpornosciowej. Patogen przetamujacy bariere
obrony musi wiec mie¢ mozliwos¢ detoksykacji mie-
szaniny takich zwigzkdéw. Wykazano, ze Fusarium
solani metabolizuje i unieczynnia mieszanine kiewito-
nu i izomeréw fazeoliny w réznych proporcjach
[106,107],

V1. Uwagi koncowe

W przeciwienstwie do reakcji immunologicznych
u zwierzat, mechanizmy odpornoSciowe roslin byty
dotychczas dos¢ stabo poznane. Taki stan rzeczy nie
wynikat z braku zainteresowania tg dziedzing, a raczej
z trudnosci technicznych napotykanych przy bada-
niach. Niedogodnosci doswiadczenn przeprowadza-

110

nych przy uzyciu roslin gruntowych stajg sie zro-
zumiate, wzigwszy pod uwage chociazby fakt ograni-
czenia reakcji obronnej do niewielu komorek potozo-
nych bezposrednio w miejscu infekcji.

Fitoaleksyny, wytwarzane miejscowo, nie sg w ros-
linie transportowane, a wiec nie mozna ich wyodrebnié
czy wyznaczy¢ stezenia tak tatwo jak w przypadku
przeciwciat. Stosowane obecnie do badan kultury
tkankowe nie zawsze moga byé wykorzystane do prac
nad mechanizmami odpornosciowymi. Zmieniony
charakter komorek roslinnych w kulturze (utrata
wyspecjalizowanych cech indywidualnych komorek
rosngcych w zawiesinie lub w postaci kallusa o ciggtej
aktywnosci merystematycznej) powoduje zmiany
w ich metabolizmie. Niektére warunki potrzebne do
zatozenia i utrzymania kultur, jak regulatory wzrostu,
zwigzki do sterylizacji, intensywne oSwietlenie itp.
same spetniajg role abiotycznych czynnikéw wywotu-
jacych synteze fitoaleksyn.

Jednakze mimo wzmiankowanych trudnosci ostat-
nie lata przyniosty wiele interesujgcych prac w dziedzi-
nie odpornosci roslin. Oprdcz prob wyjasnienia me-
chanizmow reakcji obronnych uzyskano wyniki moga-
ce w przysztosci znalez¢ zastosowanie praktyczne.
Wykazano mozliwo$¢ uodparniania roélin jednorocz-
nych przeciwko chorobom grzybowym, bakteryjnym
i wirusowym przez ograniczong infekcje patogenami,
awirulentnymi formami patogendéw lub dziatanie skia-
dnikami tworzonymi w uodpornionych juz roslinach
[108-116]. Szczegblnie tatwo udaje sie ,,szczepic” ros-
liny z rodziny Cucurbitaceae. Kontrolowana infekcja
Colletotrichum lagenarium moze np. uodpornié ogorek
na przynajmniej +2 niespokrewnionych choréb wywo-
tywanych przez rozmaite patogeny. Podobne efekty
uzyskuje sie i u innych roslin. Mozna zaszczepi¢
pomidor przeciwko chorobie niebieskiej plesni wywo-
tanej przez Peronospora tabacina [117,118], a groch
przeciwko antraknozie powodowanej przez Colletot-
richum lindemuthianum [119,120]. Taka immunizacja
nie oznacza niewrazliwosci, ale indukuje u szczepio-
nych roslin bardzo szybka odpowiedZz w przypadku
infekcji patogenem. OdpowiedZ obronna jest wielo-
sktadnikowa i obejmuje nie tylko synteze fitoaleksyn.
I tak np. podstawg reakcji odpornosciowj u grochu jest
szybkie nagromadzenie fazeoliny czy pizatyny w steze-
niach toksycznych, natomiast u ogdrka — szybka
lignifikacja w miejscu infekcji. Synteza fitoaleksyn jest
bowiem, jak zaznaczono na wstepie, jedynie czescig
ztozonego mechanizmu obronnego roéliny, ktorego
poszczegdlne elementy zaczynajg by¢ coraz bardziej
zrozumiate.
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Biochemiczna charakterystyka izoenzymu —
enolazy I jego znaczenie diagnostyczne

Isoenzyme —yy of enolase - biochemical properties

and its role in diagnosis
ELZBIETA KULIG 1
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I. Wprowadzenie

Enolaza (hydrataza 2-fosfoglicerynianowa, E.C.4.2.1.11)
katalizuje jedng z reakcji glikolizy (Ryc.l). Zaréwno
do przeprowadzenia reakcji, jak i do utrzymania

Ryc. 1. Reakcja katalizowana przez enolaze.

o /o
é/—OH 0 é—OH 0
| I 1 |
H—C -0— P-0H C-0—P-0H & H,0
| | I |
H— C— OH OH H—C—H OH
|
H
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natywnej struktury enzym wymaga jon6éw magnezu.
W komdrkach drozdzy [1], ryb [2], ptazéw [3], ptakow
[4] i ssakéw [5] enolaza wystepuje w postaci dimeru.
U termofilnych bakterii [6], np Bacillus stearother-
mophilus lub Thermus aquaticus enolaza jest ok-
tamerem ztozonym z identycznych podjednostek.

W komdrkach Eukaryota enolaza wystepuje w po-
staci kilku izoenzymoéw. U drozdzy, Saccharomyces
cerevisiae [1,7,8] podlegaja ekspresji dwa geny struk-
turalne kodujgce enolaze i pojawiajg sie dwa typy
podjednostek, zwane Enol i Enoll, o bardzo wysokiej
homologii (95%) sekwencji aminokwasowej. Z or-
ganizmow tych wyizolowano trzy rodzaje dimeréw,
zbudowane z jednakowych lub réznych podjednostek.
Wstepne dane wskazujg na wystepowanie pieciu izoen-
zymow enolazy w komorkach ptazéw (Xenopus lae-
vis). Jednak nie ustalono jeszcze definitywnie ani ich
liczby, ani specyficznosci tkankowej [3]. Wyznaczono
sekwencje nukleotydéw cDNA izoenzymu enolazy
najpowszechniej wystepujgcego w organizmie Xeno-
pus laevis i na tej podstawie odtworzono jego sekwen-
cje aminokwasowg. Jest ona w 88% homologiczna
z sekwencjg izoenzymu d ptakow i ssakéw [3]. W or-
ganizmach ptakéw i ssakéw wykryto trzy formy
izoenzymatyczne [4,5]. Pojawiajg sie trzy typy podjed-
nostek biatkowych, ktére nazwano a, B iy. Dimerycz-
ny enzym wystepuje w 5 formach. Najpowszechniej
wystepujace izoenzymy sg homodimerami: aa (potocz-
nie zwany izoenzymem-a), BR (izoenzym-R) oraz yy
(izoenzym-y).Obok form dimerycznych stwierdzono
wystepowanie hybryddéw — heterodimerdéw off3 i aty.
Izoenzymy enolazy sg nierbwnomiernie rozmieszczone
w organizmie [9, 10,11]. Podjednostka a pojawia sie we
wszystkich tkankach, a dominuje np. w hepatocytach.
Podjednostka R jest charakterystyczna gtownie dla
miesni szkieletowych i miesnia sercowego [12], chociaz
jej wystepowanie stwierdzono takze w miesniach jezy-
ka oraz w grasicy, nadnerczach, tkance tluszczowej
i miesniach pecherza [12]. lzoenzym-yy znajdowano
poczatkowo tylko w komérkach nerwowych [13, 14].
Stad pochodzi jego starsza i mniej precyzyjna nazwa
— enolaza neuronowa (ang. neuron specific enola-
se-NSE). Przeciwstawiano go izoenzymowi-aa zwane-
mu nieneuronowg enolazg (ang. nonneuronal enola-
se-NNE). W miare postepu badan i stosowania czul-
szych metod wykryto podjednostke y i izoenzym-yy
takze w tkankach neuroendokrynnych i szeregu in-
nych [14] (Tab.l).

Wzajemne proporcje izoenzyméw enolazy zmienia-
ja sie podczas rozwoju ontogenetycznego [4, 17].
Podjednostka a jest formg dominujgca w zyciu ptodo-
wym i nie zanika u osobnikow dorostych. Podjednos-
tki B i y pojawiajg sie w $srodkowym okresie zycia
ptodowego i w niektdrych tkankach u osobnikéw
dorostych sg formg dominujaca.

Podobnie, zjawisku transformacji nowotworowej
towarzyszy zmiana proporcji izoenzymow enolazy
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Tabela 1
Zawarto$¢ izoenzymu-yy enolazy w niektérych tkankach ludzkich
wyznaczona metodg radioimmunochemicznag.

Tkanka Izoenzym-yy enolazy (ng/mg biatka)

mozg (kora) 15000 [26]
szyszynka 8000 [20]
przysadka 600 [20]
nadnercza

- kora 100 [20]

- rdzen 940 [20]
tarczyca 250 [20]
przytarczyce 231 [16]
trzustka 39 [16]
grasica 78 [16]
watroba 3 [20]
ptuca 18 [26]
nerka 22 [26]
miesien
szkieletowy < 10 [26]
erytrocyty 21 [26]
ptytki krwi 470 [26]

[18]. Z tego wzgledu opracowano i podjeto produkcje
czutego immunochemicznego testu do pomiaru zawar-
tosci poszczegblnych izoenzyméw enolazy w tkankach
i ptynach ustrojowych. Uzyskane informacje s pomo-
cne w diagnostyce choréb nowotworowych.

1. Rozmieszczenie izoenzymu-yy w tkankach
I1-1 Rozmieszczenie izoenzymu-yy w tkan-
kach ptakdw i ssakow

Podjednostka y jest dominujacg formg enolazy
w dojrzalych komorkach nerwowych i astrocytach
fibrylarnych (13, 20, 33]. lzoenzym-aa wystepuje tu
w mniejszych ilosciach — stanowi 25% catkowitej
zawartosci enolazy w neuronach [21]. Gtéwnym jego
zrodtem w zdrowej tkance nerwowej sa komorki
glejowe [18,33]. 1zoenzym-yy stanowi 1,5%-3% wszys-
tkich cytoplazmatycznych biatek w neuronach [46].

Zastosowanie czutych metod immunochemicznych
pozwolito wykryé obecnos¢ podjednostki y w komor-
kach okreslanych wspdlnie jako system neuroendok-
rynny lub komorki APUD (ang. amine precursor
uptake and decarboxylation cells) [15, 20]. Komérki
neuroendokrynne majg wiele cech wspélnych z neuro-
nami — sa zdolne do produkcji i wydzielania pep-
tydéw i amin, posiadajg pecherzyki sekrecyjne, niejed-
nokrotnie majg wspo6lne z neuronami pochodzenie
z neuronalnej ektodermy [19]. Zawarto$¢ izoenzy-
mu-yy enolazy w komdrkach APUD jest zréznicowa-
na (Tab. 1).

Niektdre tkanki, np. szyszynka sg pod tym wzgle-
dem podobne do neuronoéw. Nieco mniejszg zawartos-
cig izoenzymu-yy charakteryzuje sie przysadka i rdzen
nadnerczy, a trzustka, komérki jelita, ptuca i tarczyca
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wykazujg jedynie niewielkie ilosci tego izoenzymu [16,
19]. Stwierdzono takze obecno$¢ izoenzymu-yy enola-
zy w endokrynno-parakrynnych komorkach prostaty

[Zsrlliewielkie ilosci podjednostki y enolazy, gtéwnie
w postaci heterodimcru-ay [14] znaleziono w $cianie
tetnic, miesniach macicy, w nerce (nabtonek cewki
i komorki przykiebuszkowe), w komorkach kurcz-
liwych nabtonka, w limfocytach [24], erytrocytach [24,
25] megakariocytach i ptytkach krwi [14, 24, 26].

Wsrod komérek krwi, wzglednie bogate w podjed-
nostke yenolazy sg ptytki krwi [24], Juz badanie szpiku
kostnego metoda barwienia immunochemicznego wy-
kazato, ze megakariocyty i wywodzace sie z nich plytki
krwi syntezujg wiecej tego biatka niz pozostate komo-
rki [26]. Jednoczes$nie wiadomo, ze ptytki krwi wykazu-
ja cechy wiasciwe neuronom i komdrkom neuroen-
dokrynnym — sg zdolne do aktywnego transportu,
metabolizmu i sekrecji monoamin [26].

Izoenzym-yy enolazy wystepuje takze w’ wewnetrz-
nych komdrkach wiosowych (ang. hair cells) slimaka
w uchu $rodkowym, ktére, choé nie maja pochodzenia
neuronalnego, wydzielajg neurotransmitery i ulegaja
polaryzacji na skutek bodzcow mechanicznych, chemi-
cznych lub synaptycznych. Jest interesujace, ze nie
stwierdzono obecnosci podjednostki yw zewnetrznych
komoérkach wiosowych, o funkcji gtéwnie mechanicz-
nej.

Wystepowanie podjednostki y i izoenzymu-yy
w neuronach i tkankach neuroendokrynnych jest
dobrze udokumentowane. Rozwazajgc obecnos¢ tego
biatka w pozostatych tkankach nalezatoby jednak
wykluczy¢ zanieczyszczenie podjednostka y uwalniang
z wibékien nerwowych, a w przypadku elementow
morfotycznych krwi, zanieczyszczenie ptytkami krwi.

W obecnym stanie badan nie stwierdzono w zadnej
tkance wystepowania heterodimcru By. Generalnie
wydaje sie, ze jednoczesna obecno$¢ izoenzymoéw R
i yy niemal catkowicie sie wyklucza. Obok tkanek
charakteryzujacych sie zdecydowang dominacja jednej
z form izoenzymatycznych, np. izoenzymu-yy w neuro-
nach, izoenzymu-/J/J w mie$niach szkieletowych lub
izoenzymu-yy w watrobie, w pozostatych tkankach
formie aa towarzyszg wieksze ilosci jednego z pozos-
tatych izoenzymaow, przy sladowej ilosci drugiego. Tak
wiec, poszczeg6lne komorki ptakéw i ssakéw podob-
nie jak drozdze Saccharomyces cerevisiae, zawieratyby
praktycznie dwa izoenzymy enolazy.

11-2. Zmiany zawartosci podjednostki y w tkan-
kach w ontogenezie

Wzajemne proporcje izoenzyméw enolazy zmienia-
ja sie w czasie rozwoju osobniczego. W poczatkowych
etapach zycia ptodowego dominuje izoenzym-aa. Pod-
jednostki B iy pojawiajg sie¢ w Srodkowym okresie
zycia ptodowego [4, 17].
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Wiekszo$¢ autoréw uwaza, ze podjednostka y poja-
wia sie do$¢ pdzno w procesie rdéznicowania neuro-
nowego [17,30,31,32]. W niektoérych obszarach moz-
gowia, np. w pniu mozgu ijadrach gtebokich mézdzku
moment ten jest wczesniejszy niz w innych, jak neuro-
ny podwzgorza i komérki Purkiniego [31].

Ostatnio opublikowane dane o zawartosci podjed-
nostki y w rozwijajgcym sie embrionie szczura wykaza-
ty, ze pojawia sie ona juz w széstym dniu zycia
ptodowego [43]. W 6smym dniu, gdy wyksztatca sie
ptytka neuronowa, ilo$¢ izoenzymu-yy wzrasta bardzo
gwattownie. W szostym dniu rozwoju szczura nie ma
jednak jeszcze histologicznie rozréznialnych neuro-
néw, a wykrywa sie izoenzym-yy, pojawia si¢ on wiec
w bardzo wczesnym etapie réznicowania.

11-3. Rozmieszczenie podjednostki y w ukia-
dzie nerwowym

Postugujac sie poliklonalnymi przeciwciatami V i-
nores i wspotautorzy zauwazyli, ze w neuro-
nach mézgu podjednostka-y jest obecna w ciele ko-
moérkowym i w dendrytach, nie wystepuje natomiast
w aksonach mielinowych. Neurony mézdzku wykazy-
waly obecnos$¢ tego biatka we wszystkich regionach
cytoplazmy. W komorkach Purkiniego zacbserwowa-
no jedynie S$ladowe ilosci podjednostki y enolazy
w perikarionie [33]. Inny zesp6t badaczy, postugujac
sie trzema réznymi monoklonalnymi przeciwciatami
zauwazyt, ze jedno z przeciwciat selektywnie oddziaty-
wato z enolazg perikarionow kory mdzgowej, pod-
wzgoérza, Srodmdzgowia i rdzenia kregowego, podczas
gdy dwa pozostate przeciwciata wigzaty jedynie pod-
jednostke-y enolazy obecng w mielinowych aksonach
oraz w perikarionach komdrek koszykowych i wzro-
kowej kory mézgowej. Dziatanie trypsyng na prepara-
ty tkanki nerwowej usuwato jedynie epitopy rozpoz-
nawane przez pierwsze przeciwciato monoklonalne.
Wszystkie trzy przeciwciatla reagowatly jednakowo
intensywnie z wyizolowang podjednostkg y in vitro
[34], R6znice w oddziatywaniu przeciwciata z wolnym
biatkiem, oraz biatkiem mieszczacym sie w komorkach
moga wskazywac na to, ze w tym ostatnim przypadku
wchodzi ono W sktad kompleksow biatkowych. Wia-
domo, ze w neuronach tworzenie sie takich komplek-
séw ma miejsce w procesie tzw;. wolnego (powolnego)
transportu wzdtuz aksonu [34, 35, 36]. Szereg biatek
strukturalnych (aktyna, klatryna, kalmodulina) i wiele
enzymow glikolitycznych, wykazujacych punkt izo-
elektryczny w kwasnym zakresie pH, moze tworzy¢
supramolekularne kompleksy, ktére przesuwajg sie
wzdtuz osi aksonu, nie dysocjujac przez szereg dni [37J.
Udziat enolazy w tworzeniu komplekséw potwierdza
wynik eksperymentu, w ktérym uszkodzono nerw
kulszowy szczura [38]. W czesci proksymalnej do
perikarionu zawarto$¢ izoenzymu-yy nic zmienita sie,
natomiast w czesci dystalnej raptownie sie obnizy-

POSTEPY BIOCHEMII 37(2), 1991



fa. Uszkodzenie nerwu nie miato wptywu na rozmiesz-
czenie tego izoenzymu. Po regeneracji potaczenia
nerwowego proces ten zatrzymat sie i zawartos¢ izoen-
zymu-yy w czesci dystalnej nerwu wrocita do stanu
poczatkowego. Asocjacja podjednostki y do supramo-
lekularnego kompleksu biatkowego transportu ak-
sonalnego mogtaby zmieni¢ ekspozycje epitopow najej
powierzchni i wywota¢ odmienng reakcje z mono-
klonalnymi przeciwciatami. Dodatkowo, struktura
epitopéw biatek transportu aksonalnego moze ulegac
modyfikacji przez ufosforylowanie [34]. Dotychczas
nie udowodniono, czy zjawisko to dotyczy réwniez
podjednostki y. Stwierdzono natomiast, ze enolaza
jest substratem kinazy tyrozynowej w komdrkach
transformowanych niektorymi wirusami [39].

Problem tworzenia supramolekularnych komplek-
sow w komorkach miesniowych [40] jest rowniez
intensywnie badany. Wstepne dane doswiadczalne
potwierdzaja udziat izoenzymu-aa w tym procesie.
[14].

Wigzanie podjednostki y z organellami jest takze
zréznicowane. Zaobserwowano, ze oddziatywanie
przeciwciat z enolazg w neuronach przebiega czesto
wzdtuz prostych linii, co dodatkowo sugeruje wigzanie
z elementami cytoszkieletu [33]. Nie stwierdzono nigdy
obecnosci izoenzymu-yy w jadrze komorkowym, we-
wnetrznej blonie mitochondrialnej (bardzo rzadko
— na zewnetrznej blonie mitochondrialnej) i mito-
chondrialnej matrix [42]. 1zoenzym-yy byt obecny na
btonach aparatu Golgiego, ale nie wewnatrz cystern.
Rzadko pojawit sie na szorstkim retikulum endoplaz-
matycznym i w porach btony jadrowej, a czeSciej na
wolnych rybosomach [33].

HI. Biochemiczna charakterystyka izoenzy-
mu-yy enolazy

Wszystkie podjednostki izoenzymow enolazy sa
zblizone pod wzgledem masy czasteczkowej. Zaleznie
od stosowanych metod, wzgledng mase podjednostki
y wyznaczono w zakresie 44 000 — 46 000 [5, 44, 45].
Masa obliczona na podstawie sekwencji aminokwaso-
wej wynosi 47 kDa [46]. Podjednostka y zbudowana
jest z 434 aminokwasow [46] identycznie jak podjed-
nostka a. Podjednostka  zawiera 433 reszty amino-
kwasowe [47]. Obie formy enolazy z drozdzy skiadajg
sie z 437 aminokwaséw [7, 46]. Stopien homologii
podjednostek a, j? i y wynosi 81-83% sekwencji
aminokwasowej.

W sktadzie aminokwasowym podjednostki y zwraca
uwage zwiekszona, w poréwnaniu do podjednostek
ai/? zawarto$¢ reszt kwasu glutaminowego i asparagi-
nowego oraz obnizona zawartos$¢ reszt lizyny (Tab.2).
Punkt izoelektryczny tego biatka wynosi 4,7 jednostki
pH.

Struktura C-konicowego fragmentu enolazy jest
szczeg6lnie konserwatywna (95% homologii sekwen-
cji aminokwasowej). Z siedmiu reszt cysteiny wy-
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stepujacych w podjednostce y, pie¢ zlokalizowano
wiasnie w tym regionie biatka, i to we wszystkich
izoenzymach enolazy ptakéw i ssakdéw. Obie formy
Tabela 2

Zestawienie zawartosci aminokwaséw kwasnych i zasadowych
w izoenzymach enolazy ptakéw issakéw. Dane wyrazono w molach
reszty aminokwasowej na mol podjednostki. Sporzadzono na
podstawie [46] i [47],

izoenzym

enolazy pi Lys Arg His  Asn Gin Asp Glu
aa 7,2 31 14 5 20 13 26 26
wW — 32 18 12 15 13 28 27
vy 4,7 27 17 7 21 13 29 29

enolazy izolowane z drozdzy zawierajg jedynie po
jednej reszcie cysteiny, o zupetnie innej niz w enolazach
ptakow i ssakéw lokalizacji. W tym samym odcinku
biatka we wszystkich izoenzymach enolazy Eukaryota
wystepuje takze arginina, Arg 414, zaangazowana
w wigzanie substratu [49]. W podjednostce y wystepuja
4 reszty tryptofanu. Polozenie trzech z tych reszt
w C-koncowym fragmencie biatka jest identyczne jak
w podjednostkach a i /?, oraz w obu izoenzymach
drozdzowych. Jedna z tych reszt, Trp 367, jest praw-
dopodobnie eksponowana na powierzchni wigzania
monomeréw enzymu [48]. DoSwiadczenia przeprowa-
dzone nad rozdysocjowanym biatkiem sugerujg, ze
monomer enolazy nie wykazuje aktywnosci enzymaty-
cznej [72]. Niewielka aktywno$é jest prawdopodobnie
spowodowana czeSciowg reasocjacjg podjednostek
w warunkach testu enzymatycznego. Powyzsze infor-
macje upowazniajg do stwierdzenia, ze C-koncowy
fragment jest istotny dla powstania prawidtowej struk-
tury centrum aktywnego enzymu.

Inny aminokwas istotny dla funkcji enolazy to
histydyna w pozycji 191, uczestniczaca w wigzaniu
magnezu (49). W izoenzymach-yy i fifi sgsiednia do niej
reszta to hydroksyaminokwas — treonina, Tre 192,
w podjednostce y i seryna, Ser 192 w podjednostce
fi [46, 47]. Podjednostka a i oba enzymy drozdzowe
majg w tej pozycji reszte asparaginy. Wysunieto hipo-
teze, ktora tlumaczy przypuszczalne znaczenie tej
zmiany dla funkcji izoenzymu-yy [50]. W czasie pobu-
dzenia neuronu, polaryzacji btony komdrkowej towa-
rzyszy naptyw jonéw chlorkowych do cytoplazmy.
Moga one sprzyja¢ oddysocjowaniu jonéw magnezu
od czasteczki biatka, uposledzajac w ten sposob jego
aktywnos¢. Obecno$é w bliskim sasiedztwie reszty
treoniny znanej z duzego powinowactwa do jonow
magnezu, zapobiega by¢ moze temu zjawisku. Hipo-
teze popiera obserwacja wolniejszej denaturacji dime-
ru-yy niz aa enolazy w otoczeniu wysokich stezen KC1
[50].
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Inng cechg upodobniajaca izoenzymy-yy i pp jest
zwiekszona w stosunku do formy-aa stabilno$¢ pod-
czas ogrzewania w 50°C [5, 9, 45]. lzoenzym-yy jest
takze bardziej niz aa odporny na dysocjacje pod
wptywem cisnienia. Sugeruje to albo mocniejsze po-
wigzanie monomeréw albo wiekszg stabilnos¢ struk-
tury podjednostki y [51, 52].

Optimum pH reakcji katalizowanej przez izoen-
zymy enolazy ptakéw issakow jest zblizone i miesci sie
w granicach 6,8 — 7,0 [5]. Podobnie nie stwierdzono
istotnych réznic w wartosciach statych Michaeli-
sa-Menten dlafosfoenolopirogronianu (PEP) i dla
2-fosfoglicerynianu (2-PGA). 1zoenzym-yy jest stabiej
niz forma-aa hamowany przez nadmiar 2-PGA [45]
(Tab. 3). Doswiadczenia z uzyciem drozdzowych izo-
enzymow enolazy sugerujg, ze Enoll — izoenzym
0 punkcie izoelektrycznym w pH 55 — uczestniczy
w reakcji glikolizy, przeprowadzajgc 2-PGA w PEP,
natomiast forma Enol — o punkcie izoelektrycznym
w pH 7,5 — Kkatalizuje reakcje glukoneogenezy [1].

Tabela 3

State Michaelisa-Menten dla fosfoenolopirogronianu (PEP) i 2-fos-
foglicerynianu (2-PGA) wyznaczone dla izoenzymoéw -aa, pfi i yy
enolazy ptakéw i ssakéw oraz Enol i Enoll drozdzy. Sporzadzono
na podstawie [1, 5, 9, 87].

Izoenzym enolazy

o aa w Yy Enol Enoll
6x 10 4
Kmdla PEP 15x 10 4 3,7x10 4 1,4x 10 4 5x10 4 X
M M M M M
KAdla 2-PGA 3x10 5 3,2x10 53,3x10 5 5x10 5 15x10 5

M M M M M

Réwniez forma~PP jest prawdopodobnie bardziej za-
angazowana w reakcji glikolizy [12].

IV. Budowa genu strukturalnego podjednos-
tki y enolazy i jego ekspresja

W 1985 r. [53] i 1986 r. [46] opublikowano pierwsze
dane o budowie mMRNA i cDNA genu strukturalnego
podjednostki y z mézgu szczura. Catkowita sekwencja
cDNA zawiera 2222 nukleotydow i sktada sie z nieko-
dujacych odcinkéw na koncach 5'i 3' oraz sekwencji
kodujacej o dtugosci 1302 nukleotyddw, co odpowiada
tripletom dla 434 aminokwasow.

Niekodujacy fragment 5 zbudowany jest z 68
nukleotydow. Jest to sekwencja bogata w guaning
i cytozyne (70%). Zawiera tez krotki odcinek pirymi-
dyn, homologiczny z sekwencjg 3' korica rRNA 18S,
ktéry stanowi prawdopodobnie miejsce wigzania z ry-
bosomem. W niekodujgcym fragmencie 5' znaleziono
siedem lub osiem miejsc startu transkrypcji. Oznacza
to, ze w wyniku ekspresji genu podjednostki y powstaje
rodzina mRNA o réznej dtugosci niekodujacego od-
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cinka 5'. Heterogenno$¢ miejsc inicjacji transkrypcji
jest zjawiskiem szczeg6lnie czestym w przypadku
MmRNA biatek tkanki nerwowej, cho¢ spotyka sie je
takze, z duzo mniejszg czestotliwoscia, w innych
tkankach oraz w genomie wiruséw [46].

Niekodujacy odcinek 3'jest bardzo dtugi, sktada sie
z 852 nukleotydéw (od kodonu nonsensownego do
sygnatu poliadenylacji). Nadmierna dtugos$¢ niekodu-
jacego fragmentu 3’jest rowniez cechg czesto spotyka-
ng wsrod mRNA biatek tkanki nerwowej. Odpowiedni
fragment w genie strukturalnym izoenzymu-aa jest
krotszy [53]. Zaden z niekodujacych odcinkéw 5' i 3
w genach podjednostek a i y nie wykazuje istotnej
homologii [53].

Wielu autoréw analizowato wptyw réznych czyn-
nikow na ekspresje gendéw enolazy. Indukcja izoen-
zymow drozdzowych zalezy od zrédta wegla obecnego
w pozywce. Glukoza dziata jako represor Enol, ajako
induktor Enoll. Metabolity glukoneogenezy, np. mle-
czan i pietanol indukujg synteze Enol [1]. W sekwencji
DNA, poprzedzajacej poczatek transkrypcji genu
Enoll znaleziono fragment odpowiadajacy za induk-
cje ekspresji uzalezniong od glukozy [8]. lzoenzym
Enol zostat ostatnio zidentyfikowany jako jedno z bia-
tek szoku termicznego. W temperaturach fizjologicz-
nych produkt genu hsrl blokuje synteze Enol, podob-
nie jak i innych biatek tej grupy. Kolejnym czynnikiem
regulujgcym ekspresje gendw enolaz drozdzowych jest
faza wzrostu komérki. W okresie spoczynkowym GO
dominuje izoenzym Enol. Enoll nie uczestniczy ani
w zahamowaniu wzrostu komérki ani w ochronie
przed szokiem termicznym [54].

Regulacja ekspresji gendw strukturalnych izoen-
zymoOw enolazy w organizmach ptakéw i ssakéw jest
bardziej skomplikowana. Niektérzy autorzy obok
regulacji transkrypcji dopuszczajg mozliwosé regulacji
na poziomie translacji, ze wzgledu na rdzng Kinetyke
nagromadzania sie mRNA i produktu biatkowego
(enolazy) w rozwijajacych sie organizmach (46).

Nie mamy danych o wptywie metabolitéw glikolizy
i glukoneogenezy na ekspresje genéw poszczegélnych
izoenzymow enolazy w komoérkach ptakdw i ssakdw.
Wysunieto natomiast hipoteze, wedtug ktérej indukcja
syntezy podjednostek y i P nastepuje po utworzeniu
synaps pomiedzy neuronami lub neuronami i innymi
komorkami. Wielu autoréw w swoich pracach popiera
te koncepcje [28, 30, 31, 32, 46], chociaz zostata ona
ostatnio poddana krytyce [43] (patrz rozdziat II).
Ekspresja genu strukturalnego podjednostki P we
widknach miesniowych drugiego typu (szybko kur-
czace sie, glikolityczne, w przeciwienstwie do widkien
pierwszego typu - o metabolizmie tlenowym) wydaje
sie byé pod kontrola neuronalna [12]. Po przecieciu
unerwienia obserwuje sie drastyczne obnizenie ilosci
tego biatka i zmianeg proporcji na korzys¢ podjednostki
a).

Inni badacze przypisujg izoenzymowi-yy enolazy
istotne znaczenie dla intensywnosci glikolizy komérek
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rosngcych, podlegajgcych podziatom naturalnym lub
wynikajgcym z transformacji nowotworowej. Badajac
komorki drobnokomoérkowego raka ptuc w hodowli
tkankowej zauwazono, ze zawartos¢ izoenzymu-yy jest
wieksza w komérkach populacji bedacej w logaryt-
micznej fazie wzrostu, niz w populacji bedacej w fazie
stacjonarnej [56]. Podobne zjawisko zaobserwowano
w komorkach Schwanna [57]. Komoérki zmienione
nowotworowo oraz zdrowe w czasie podziatu wykazy-
waly obecnos$¢ podjednostki y. 1zoenzym-yy byt roz-
mieszczony nieréwnomiernie, gtdbwnie w rejonach blis-
kich btonie cytoplazmatycznej. Podziatom komdrko-
wym towarzyszyta wzmozona glikoliza. Roéwniez w fi-
broblastach szczura transkrypcja genu tej podjednos-
tki jest stymulowana po indukcji czynnikami wzrostu
lub surowicg [58]. Indukcje transkrypcji tego genu
poprzez stymulacje mitozy zaobserwowano tez w ludz-
kich limfocytach [59]. Z przedstawionych danych
wynika, ze réwniez u wyzszych Eukaryota ekspresja
genoéw poszczegdlnych izoenzymoéw enolazy zmienia
sie wraz z fazami cyklu komorkowego i procesami
wzrostu i podziatu.

Kultury tkankowe neuronéw, prowadzone w $rodo-
wiskach o kontrolowanym sktadzie, sg dobrym ukia-
dem dos$wiadczalnym, ktéry pozwala zweryfikowaé
rézne hipotezy. W takich warunkach badano wplyw
amin biogennych [30], hormonow oraz wspdlnej kul-
tury neurondw i komdrek glejowych [60] na ekspresje
izoenzymu-yy enolazy.

Stwierdzono, ze noradrenalina reguluje proces roz-
nicowania neuronalnego hamujac przejscie od komo-
rek preneuronowych do neuronéw. Uwidacznia si¢ to
hamowaniem ekspresji genu specyficznego biatka ad-
hezji Li we wczesnych etapach rdznicowania i genu
izoenzymu-y w etapach pdzniejszych. Podobnie hamu-
jace dziatanie okazuje serotonina [61], ktéra ogranicza
wzrost neurytow i tworzenie synaps przez niektdre
neurony. Zauwazono, ze gdy hoduje sie wspoélnie
neurony i komorki glejowe, zawarto$¢ podjednostek
a jest wyzsza niz w czystych hodowlach neuronéw
i czystych hodowlach komérek glejowych. Dodanie

medium, pobranego z kultury neuronéw do hodowli
komdrek glejowych stymulowato synteze podjednostki
a przez te ostatnie. Podobnie, jezeli do hodowli neuro-
néw dodano medium, w ktérym rosty komorki glejowe,
zaobserwowano wzrost zawartosci izoenzymu-yy. Wza-
jemny wpltyw obu typéw komérek na synteze charak-
terystycznych dla nich izoenzymoéw enolazy moze od-
bywa¢ sie za posrednictwem drobnoczasteczkowych
substancji wydzielanych do otoczenia [60].

Badajac efekt hormono6w zauwazono, ze hydrokor-
tyzon stymuluje synteze izoenzymu-yy enolazy, pod-
czas gdy progesteron i estradiol dziataty hamujaco,
podobnie jak insulina [60].

V. Znaczenie diagnostyczne izoenzymu-yy enolazy

Pod koniec lat siedemdziesigtych i na poczatku lat
osiemdziesigtych, w niezaleznych osrodkach opraco-
wano testy histoimmunochemiczne stuzace do wy-
krywania izoenzymo6w enolazy w tkankach i ptynach
ustrojowych [5, 20, 62, 63, 64]. Firma ,,Pharmacia”
podjeta produkcje radioimmunologicznego testu do
oznaczania zawartosci podjednostki y. W licznych
publikacjach opisano zwiekszong w stosunku do zdro-
wych tkanek zawarto$¢ izoenzymu-yy w komorkach
wielu nowotwordw, a takze w surowicy i plynie
moézgowo-rdzeniowym w przypadkach choréb nowo-
tworowych oraz w uszkodzeniach i degeneracji tkanki
nerwowej.

Wyzsza od normy zawarto$¢ podjednostki y stwier-
dzono w tkankach nowotworéw uktadu nerwowego,
jak nerwiaka niedojrzatego (neuroblastoma) [65, 66,
67, 68], glejaka [18, 57, 69, 70] i glejaka siatkéwki
(retinoblastoma) [29], a takze w licznych nowotworach
tkanek neuroendokrynnych. Wzmozona synteza pod-
jednostki y zachodzi w komoérkach nowotworu chro-
mochtonnych komérek kory nadnerczy [16], przysadki
[16], w nowotworach ptuc (rak drobnokomdrkowy)
[56, 71, 73, 74]. Podobne zjawisko opisano w nowo-
tworach, ktérych neuroendokrynne pochodzenie jest
trudne do wykazania. Sg to nowotwory grasicy [75,
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76], rak sutka [77, 78, 79], czerniak [80] i nowotwor
okragtych komorek tkanki kostnej [81, 82],

Wykorzystanie diagnostyczne pomiarow zawartosci
izoenzymu-yy uzyskanych za pomocg metod immuno-
chemicznych w surowicy, pitynie mézgowo-rdzenio-
wym i ptynie owodniowym budzi wiele zastrzezen. Na
0g6t bowiem nie jest mozliwe okreslenie zrédta izoen-
zymu. Moze on pochodzi¢ zar6éwno ze zniszczonej
przez nowotwOr zdrowej tkanki, jak i obumierania
wihasnych komorek nowotworu. Za tg druga ewentual-
noscig przemawia przejsciowy wzrost zawartosci izo-
enzymu-yy we krwi po terapii naswietlaniem i obser-
wowanym zaniku guza [76]. Jednocze$nie stwierdzo-
no, ze w hodowli tkankowej komorki nowotworowe
nie wydzielaja tego izoenzymu do pozywki [19]. Poja-
wienie sie podjednostki y we krwi moze zaleze¢ od
unaczynienia tkanki nowotworowej. Oznaczanie zawar-
tosci izoenzymu-yy w surowicy moze by¢ obarczone
btedem wynikajacym ze Sladowych zanieczyszczen phyt-
kami krwi lub czesciowej hemolizy erytrocytéw. lzoen-
zym ten pojawia sie takze w ptynach ustrojowych na
skutek uszkodzen mechanicznych tkanki nerwowej lub
wywotanych chorobami neurologicznymi [83, 84, 85].
Zawartosci podjednostki y w ptynach ustrojowych nie
mozna traktowaé jako niezawodnego testu diagnostycz-
nego w defektach rozwojowych ptodu. Podwyzszong
w stosunku do normy zawarto$¢ izoenzymu-yy w ptynie
owodniowym i surowicy matki zaobserwowano jedynie
w 50% przypadkéw stwierdzonych defektéw cewy
nerwowej ptodu [86].

Podobnie, pomiaréw zawartosci izoenzymu-yy
w surowicy na ogo6t nie mozna stosowac jako wskaz-
nika przy monitorowaniu skutecznosci leczenia wielu
wymienionych choréb nowotworowych. Do wyjatkow
nalezy drobnokomdérkowy rak ptuc i nerwiak niedoj-
rzalty u dzieci [19, 66, 67, 71, 73], W surowicy okoto
65-72% pacjentéw z drobnokomérkowym rakiem
ptuc stwierdza sie podwyzszong zawarto$é podjednos-
tki-y, a w zaawansowanym stadium choroby nawet
u 91% pacjentéw [73]. U pacjentéw, u ktdrych wyniki
leczenia byly pozytywne (u 6 z 13 leczonych) obser-
wowano powrot zawartosci podjednostki yw surowicy
do warto$ci prawidtowych [71]. Ponowne podwyz-
szenie zawartosci tej podjednostki w surowicy obser-
wowano przy nawrotach choroby. W przypadkach
nerwiaka, drobnokomérkowego raka ptuc i czerniaka
zauwazono zaleznos¢ miedzy zawartoscig izoenzy-
mu-yy w tkankach lub surowicy a zto$liwoscig nowo-
tworu i czasem pojawienia sie przerzutéw [80]. Mozna
na tej podstawie rokowaé o przezywalnosci pacjenta
— im wiecej izoenzymu-yy enolazy zawiera nowotwor,
tym gorsze rokowanie [19, 66, 80].

Oznaczanie zawartosci izoenzymu-yy ulatwia roz-
réznienie nowotwordéw o niejasnym obrazie histologi-
cznym. Wsrdd nowotworéw ptuc jedynie rak drobno-
komdrkowy objawia sie istotnym podwyzszeniem za-
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wartosci tego izoenzymu, w przeciwienstwie do raka
komorek tuskowatych (ang. squamous cell) i gruczola-
ka (adenocarcinoma) [88].

Podejmuje sie préby interpretacji zjawiska wzmozo-
nej syntezy podjednostki-y enolazy przez nowotworo-
we komarki. Niektorzy autorzy za czynnik decydujgcy
uwazajg neuroendokrynne pochodzenie komoérek,
ktore ulegly transformacji. Jednak w pewnych przypa-
dkach, jak rak sutka lub grasiczak, trudno jest przyjac¢
powyzszy poglad. Zmierzono zawarto$¢ izoenzymow
-aa i -yy enolazy w homogenatach komoérek wielu
nowotworéw i wyznaczono wzgledng proporcje obu
form. Stwierdzono, ze nowotwory neuronalne i neuro-
endokrynne charakteryzuje wzglednie duza ilo$é izo-
enzymu -yy (a :y = 1-1,25), a pozostate nowotwory
- wyzsza zawarto$é izoenzymu -aa (a :y = 30 do 600).
Wsréd nowotworéw o wysokiej wartosci stosunku
a :y autorzy wymienili gruczolaka, grasiczaka i czer-
niaka [29].

Inna hipoteza tlumaczy zmiany proporcji izoen-
zymoOw enolazy w nowotworach odmiennym metabo-
lizmem komdrek po transformacji nowotworowej. Na
przyktad o ile w zdrowych komérkach glejowych
wystepuje gldwnie forma-a enolazy, to w glejaku
dominuje forma-y. Podobne zjawisko zmiany propor-
cji form izoenzymatycznych w komdrkach glejaka
zaobserwowano w przypadku kinazy pirogroniano-
wej, dehydrogenazy mleczanowej i heksokinazy [18].
W ztosliwych nowotworach tkanki miesniowej (miesa-
ko-miesniak, rhabdomyosarcoma) réwnowaga izoen-
zymoOw enolazy przesuwa sie na korzys¢ formy fi [29],
Wzmozong synteze podjednostki y enolazy wykazuja
komdrki drobnokomérkowego raka ptuc w hodowli
tkankowej w warunkach beztlenowych [56]. Takze
ptytki krwi, najbogatsze w izoenzym-yy wérod wszyst-
kich komorek krwi, sg zdolne do wykonywania swoich
funkcji w warunkach beztlenowych [26]. Synteza for-
my-)’enolazy moze wiec by¢ rowniez sposobem przy-
stosowania sie komorki do zycia w warunkach ograni-
czonego dostepu tlenu.

Artykut otrzymano 9 maja 1989r.
Zaakceptowano do druku 6 listopada 1989r.
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