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ARTYKULY

Structure and évolution of 5S rRNA genes

MAREK GNIADKOWSKI'
PIOTR BORSUK?2
JANUSZ FIETT!

PIOTR STEPIENS3

AGNIESZKA SZPECHT-POTOCKAL1L

EWA BARTNIK3

One ofthe favorite subjects in molecular biology has
been the study of gene sequences in order to observe
their evolution. The genes which code for the 4 classes
of ribosomal RNA (rRNA) in eukaryotes (5S, 5.8S,
18S and 26S) have been very popular as the genes
themselves are repeated many times in the genome and
code for abundant transcripts, thus are easy to isolate
and analyze. Genes coding for the 3 larger rRNA
classes are transcribed by RNA polymerase I, and in
most eukaryotes form tandemly repeated units [1].
A joint transcript of all three rRNAs is formed and
subsequently processed to mature rRNAs by removal
ofsequences present between the coding regions and of
3’and 5’ flanking sequences [1,2]. The mechanisms of
this process are poorly understood, but both transcrip-
tion and processing appear to be species-specific.

The genes coding for the smallest rRNA molecule,
the 120 nucleotide long 5S rRNA are transcribed by
a different enzyme, RNA polymerase Ill, and can be
organized in 3 different ways — they are part of the
rDNA repeat unit, they are tandemly repeated or
dispersed. The latter mode of organization has only
been found in several species of fungi [1].

A fundamental problem as far as repeated genes are
concerned is how their homogeneity is maintained,
when a mutation in any single gene is obviously not
lethal. The repeated rDNA transcription units are
believed to be corrected by the mechanism of unequal
crossing over, but even here the conservation of rRNA
coding sequences is high, whereas the intervening and
flanking sequences vary greatly even among related
organisms, thus unequal crossing over by itself is not
a sufficient explanation. A second mechanism which
has been postulated is conversion in which one copy of

1 mgr, 2 dr, 3 doc. dr, Zakfad Genetyki Uniwersytetu
Warszawskiego, Al. Ujazdowskie 4, 00-478 Warszawa, Po-
land
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agene (orits transcript) can participate in changing the
sequence of a second very similar gene [3],

For many years we have been working on the rRNA
genes in the fungus Aspergillus nidulans. We have
cloned and sequenced the rDNA repeat unit from this
organism and analyzed its in vivo transcription. In
addition, we cloned several genes coding for 5S rRN A
and found they are dispersed [1]. This was the third
known case of such an organization after Neurospora
crassa and Schizosaccharomyces pombe [3].

We have determined the sequence of 12 cloned
fragments of A. nidulans DN A which hybridized to 5S
rRNA. 3 of them contained sequences which were
homologous only to the 5’ part of the 5S rRNA gene
(about 60 nucleotides) followed by a different sequen-
ce. The 5’ halves bore 0-2 mutations compared to the
appropriate 5SrRNA genes. The 3’ flanking sequences
had no homology to 55 rRNA, but about 70%
homology among themselves. These sequences (which
we call block C) exist in about 10 copies in the A.
nidulans genome; 2 are known to occur in regions
downstream form 2 normal 5S rRNA genes [4,5,6].

We compared the sequences of the 9 cloned genes
including the 3’ and 5’ flanking sequences, and found
that the coding sequences, but not the flanking sequen-
ces, were very highly conserved, but there were several
positions at which variation occurred. 55 rRNA
structure is well known, and a universal model struc-
ture for all eukaryotic 5S rRN As has been proposed by
De Wachter and co-workers [7], it is shown for A.
nidulans 5S r RNA in Fig. 1. We found that the base
changes shown in Table | occurred either in single
stranded regions, or if they were present in double
stranded regions they were accompanied by other
changes which led to the maintenance ofthe secondary
structure. The changes occurred in distinct positions.

In order to check whether the positions which are
variable in 5S rRNA genes in A. nidulans are a species
specific matter, we decided to analyze the 5S rRNA
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genes from two other species of Aspergillus: A. wentii
and A. awamori. We found 8 genes and 2 pseudogenes
in A. wentii, and 4 genes and 2 pseudogenes in A.
awamori (In all 3 Aspergillus species there are about
100 5S rRNA genes dispersed in the genome). Com-
parison of the gene sequences indicated that A. wentii
and A. awamori are very closely related and different
from A. nidulans. As shown in Table I, some of the
variable positions in A. nidulans are also variable in
the two other Aspergillus species (eg. positions 12 and
23) but there are also obvious differences.

In both A. awamori and A. wentii we found one
pseudogene similar to the A. nidulans pseudogenes
— a 5’half of 58
rDNA flanked by a sequence very similar to block C.
In these species only a single copy of this sequence is
present. Moreover, in A. wentii we found a pseudo-
gene lacking the first 40 nucleotides of 5S rRNA and
bearing numerous mutations, and in A. awamori
a ,classical” untruncated pseudogene bearing nume-
rous deletions and insertions.

We thus have a collection of altogether 21 genes and
7 pseudogenes from 3 closely related species. The one
classical pseudogene from A. awamori is obviously the
result of mutations which went uncorrected and even-
tually led to the loss of function. The A. wentii
pseudogene which lacks the first 40 nucleotides also
bears numerous mutations. The truncated 5’ half
pseudogenes of A. nidulans are different — they bear
0 to 2 changes compared to the genes, in A. wentii and
A. awamori there are 6 changes. The truncated 5’
pseudogenes could either be recent creations, and thus
have accumulated few mutations, or, as seems more
probable, still be subject to the correction mechanisms
presumably conversion [3] which maintain the homo-
geneity of the 5S rRN A genes themselves. We believe
that their formation predates the separation of the
3 investigated Aspergillus species, as this type of
pseudogene is found in all 3 species. How were these
pseudogenes formed? There is evidence that some 7SK
RNA pseudogenes were formed by self priming of
reverse transcription by 7SK RNA molecules [8]. We
have not found a structure in 55 rRNA which would
allow for self-priming of an intact molecule. However,
in all 3 species a characteristic sequence is found in
some 5S rRNA molecules and flanking the 5’ end of
26S rRNA. This sequence is probably recognized by

Table 1

5S rRNA gene sequence variation in three species of Aspergillus.
V — variable, T/C, A/G etc — two different nucleotides found with
approximately equal frequencies, Agand Tc— one of all known
genes has the nucleotide shown with a small letter in this position.

- Positions
Origin of
sequences 1 12 23 26 54 69,70 81,82 96,97 107,108 112
A nidulans A T/C AIG C T V,T/A AT AT AITV "¢
A. wentii

and Ag T/IC AIG C/IT TIC GA TG CA TT T
A. awamori
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a processing RNAse which liberates the 5 end of 26S
rRNA from the longer precursor transcript. If this
sequence were recognized by a processing enzyme in 5S
rRNA a shorter molecule potentially capable of
self-priming the formation a 5’half 5S cDNA would be
formed.

Why are all five 5’ half pseudogenes flanked by the
non-5S rRNA sequence which we call block C and
which is over 60% conserved between the 3 species?
We have been unable to detect transcripts of the
C sequence, and it does not code for any potential
polypeptides. Sequences without function normally
are not conserved in the process of evolution. The
event leading to the creation of the truncated pseudo-
genes probably occurred before the A. nidulans lineage
separated from the A. wentii and A. awamori lines,
which are much more closely related. The 5’ halves
underwent correction by conversion, the C blocks
accumulated mutations — for some reason very
slowly. The other possible scenario is that the creation
of the 5 halves occurred independently in the three
species, and that the C block was the preferred
integration site for these events. Why the sequence is
present in one copy in A. wentii and A. awamori and in
10 copies in A. nidulans is a matter for speculation.

Summing up we have found that sequence conser-
vation mechanism operate in the dispersed 5S rRNA
gene family in the genus Aspergillus, and that the
sequences which remain constant are to some extent
species specific. We have also found an unexpectedly
large number of pseudogenes of 3 different types
— lacking part of the 5’ coding sequence, lacking the 3’
half of the 5S rDNA and an untruncated pseudogene
with mutations in the whole 5S rRNA-like sequence.
So far mammals have been the favorite object for

Fig 1. The secondary structure
of A. nidulans 55 rRNA
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pseudogene analysis, as they have a lot of pseudogenes;
fungi, with their small genomes, were considered to be
relatively free from pseudogenes, though a 55 rRNA
pseudogene had been found in N. crassa [3]. Our
system of three closely related species of Aspergillus
has enabled us to look at the fate of a family of
dispersed genes in order to check what mechanism may
operate in the maintenance of these sequences. It is
worthwhile noting that the sequences which flank the
5S rRNA genes are not conserved, and vary from gene
to gene, which is an indication that probably the 5S
rRNA transcripts are responsible for conversion.
Artykut otrzymano 18 wrze$nia 1990 r.
Zaakceptowano do druku 19 wrzesnia 1990 r.
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XXVI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Gdansk, 13-15.09.1990

SPRAWOZDANIE

W dniach 13-15 wrze$nia 1990 obradowat w budynku Zaktadow
Teoretycznych Akademii Medycznej w Gdansku XXVI Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego w Gdansku. W Zjezdzie wzigto udziat 375
zarejstrowanych uczestnikéw z kraju i 30 zaproszonych gosci, w tym 12
gosci z zagranicy.

Wiekszosé¢ uczestnikow Zjazdu korzystata z zakwaterowania w Domach
Studenckich AMC, pozostali mieszkali w hotelu ,,HEVELTIUS” i hotelu
Instytutu Medycyny Morskiej i Tropikalnej. Wszystkim chetnym zapew-
niono $niadania i obiady w stotdwce studenckiej AMG po umiarkowanych
cenach.

Zjazd rozpoczeta 2-godzinna sesja plenarna na ktérej referaty wygtosili:
— prof, dr Mariusz Zydowo (Gdansk) — ,UNIWERSALNE ZNACZE-

NIE METABOLIZMU ADENYLANOW”

— prof. dr Shi Chen (Szanghaj) — ,,A STUDY OF THE STRUCTURE
AND THE EXPRESSION OF PROTOONCOGENES IN HUMAN
PRIMARY GASTRIC CANCER”,

— prof. dr Konstancja Raczynska-Bojanowska (Warszawa) — ,,PUB-
LIKOWANIE EKSPERYMENTALNYCH PRAC POLSKICH BIO-
CHEMIKOW”

Program naukowy Zjazdu obejmowat 5 sympozjéw tematycznych, a mia-

nowicie:

A METABOLIZM | EFEKTY REGULACYJNE POCHODNYCH
PURYNOWYCH | PIRYMIDYNOWYCH (organizator: prof, dr
M. Zydowo),

B. BIOCHEMIA NERKI | TRANSPORT JONOW PRZEZ BLONY
(organizator: prof. dr S. Angielski),

C. MOLEKULARNE PODSTAWY OCHRONY | WYKORZYS-
TANIA EKOSYSTEMOW MORSKICH (organizator: prof. dr K.
Taylor),

D. HORMONALNA REGULACJA METABOLIZMU (organizator:
prof, dr Jerzy Rogulski),

E. GLIKOKONJUGATY (organizator: prof. dr J. Koscielak).
Ponadto Sekcja Biochemii Klinicznej PTBioch, zorganizowata w ramach
Zjazdu w sobote dnia 15.09.1990 sympozjum ,,METODY IMMUNO-
CHEMICZNE W BIOCHEMII KLINICZNEJ” (organizator: prof. dr S.
Angielski), w ktérym wzieto udziat okoto 80 oséb.

W poszczegblnych sympozjach tematycznych wygtoszono tacznie 17
referatéw sympozjalnych i przedstawiono ustnie 64 komunikatéw. Ponad-
to w czterech sesjach obejmujacych zréznicowang tematyke zaprezen-
towano 213 doniesien w formie plakatow.

Podczas Zjazdu odby# sie konkurs dla mtodych biochemikéw o nagrode
im. Wiodzimierza Mozotowskiego. Konkurs przebiegat wedtug nowego,
zmienionego w stosunku do lat poprzednich regulaminu. Komisji konkur-
sowej przewodniczy} prof, dr Leon Zelewski z Katedry i Zaktadu Biochemii
Farmaceutycznej AMG. Lauretem konkursu zostat dr Grzegorz Nowak
z Katedry i Zakladu Biochemii AMG, ktéry przedstawit prace p.t.
»IZOLACJA | MECHANIZMY REGULACYINE DEAMINAZY

4

AMP Z MIESNIA GLADKIEGO MACICY KROWY”. Laureat zostat
uhonorowany pamiatkowa akwaforta przedstawiajacg Ratusz Gtéwnego
Miasta w Gdansku i czekiem na kwotg 1.000.000 zt (jeden milion ztotych).
Wyréznienia w Konkursie otrzymali ponadto kol. Katarzyna Kwiatkows-
ka z Warszawy i Grzegorz Bukato oraz Ryszard Smolenski z Gdanska.
Ogtoszenie wynikéw Konkursu i uroczyste w'reczenie Nagrody im. Wiodzi-
mierza Mozotowskiego odbyto sie w drugim dniu Zjazdu w sali wyktadowej
imienia Profesora.

Obradom zjazdu towarzyszyta wystawa sprzetu laboratoryjnego, apara-
tury, odczynnikéw i lekéw w ktorej wziety udziat 28 firmy krajowe
i zagraniczne.

W przeddzien Zjazdu odbylo sie posiedzenie Zarzadu Gtéwnego
PTBioch., a w godzinach wieczornych koktail powitalny w KLUBIE
»~MEDYK” na terenie Osiedla Akademickiego z udziatem okoto 80
zaproszonych oséb.

W pierwszym dniu Zjazdu w godzinach wieczornych (20°°-2300) odbyto
sie spotkanie towarzyskie na statku Zeglugi Gdarnskiej n-s ,SZAFIR”
odbywajacym rejs na Zatoke Gdarnska. W spotkaniu wzieto udziat okoto
180 osob. Goscie bawili sie znakomicie, a tarice na statku przeciagaty sie dla
niektérych az do godzin rannych.

Wieczor w drugim dniu Zjazdu wypetnit koncert muzyki barokowej
w wykonaniu oryginalnego zespotu wokalno-instrumentalnego Capella
Gedanensis. Koncert odbyt sie w zabytkowych wnetrzach dawnego Patacu
Opatéw na terenie Parku Oliwskiego. Koncertowi przystuchiwato sie okoto
90 uczestnikdw Zjazdu i zaproszeni goscie. Wszyscy byli pod silnym
wrazeniem oryginalnosci i poziomu instrumentalnego i wokalnego zespotu,
jak réwniez muzealnych wnetrz zabytkowego Patacu.

W sobote dnia 15.09.1990 organizatorzy przygotowywali szereg wycie-
czek po Trojmiescie i okolicach na ktére niestety nie bylo zbyt wielu
chetnych. Najwiekszym zainteresowaniem cieszyla sie catodzienna wyciecz-
ka do Fromborka potaczona ze zwiedzaniem Katedry i Muzeum Koper-
nika.

Zjazd finansowat sie¢ sam nie korzystajgc z zadnych dotacji ze strony
Towarzystwa Biochemicznego ani Polskiej Akademii Nauk. Koszty or-
ganizacji Zjazdu zostaty pokryte w 52% z dochod6éw z wystawy i reklam,
oraz w 24% z dotacji pienieznych od sponsorujacych firm z terenu
Wybrzeza i w pozostatych 24% z wpisowego wniesionego przez uczest-
nikéw. Ponadto Zjazd korzystat z pomocy licznych instytucji spon-
sorujgcych, ktére Swiadczyly nieodptatnie lub po znizonej cenie liczne
ustugi na rzecz Zjazdu (udostepnienie sal wyktadowych, transport, papier,
druk etc.).

W rozliczeniu finansowym organizacji Zjazdu pozostaje pewna nadwyz-
ka finansowa, ktérg Komitet Organizacyjny chciatby przeznaczy¢ na
wsparcie finansowe redakcji LISTOW oraz prac przygotowawczych do
nastepnego Zjazdu organizowanego w roku 1991 w Lublinie, w tym
ufundowanie w Lublinie Nagrody im. W+odzimierza Mozotowskiego.

Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego
Przewodniczacy Oddziatu PTBioch w Gdansku
prof. dr Wiestaw Makarewicz

POSTEPY BIOCHEMII 3-4, 1990



Metody mutagenezy DNA in vitro

Methods of in vitro mutagenesis

MALGORZATA MEIJNARTOWICZ*
WLODZIMIERZ J. KRZYZOSIAK?2
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I. Wstep

Genetyka klasyczna wykorzystuje mutageneze
w warunkach in vivo w badaniach lokalizacji i funkcji
genow. Zwiekszenie czestosci mutacji spontanicznych,
niezbedne w tych badaniach, osiggane jest dzieki
stosowaniu mutagenéw chemicznych, promieniowa-
nia ultrafioletowego lub jonizujgcego. Mutacje in-
dukowane w genomie charakteryzujg sie w pewnym
uproszczeniu rozktadem losowym a selekcje mutantow
prowadzi sie na podstawie zmian fenotypowych. Pre-
cyzyjne przypisanie poszczegélnych zmian fenotypo-
wych zmianom w genomie pozostaje jednak sprawg
bardzo skomplikowang.

Klonowanie genéw i inne techniki wspotczesnej
biologii molekularnej umozliwiajg prowadzenie anali-
zy mutacyjnej wielu genéw poza ich naturalnym
Srodowiskiem. Ws$réd metod mutagenezy in vitro
wyréznia sie mutageneze ukierunkowang pozwalajacg
na osigganie zaprogramowanych, scisle okreslonych
zmian w strukturze genu o znanej sekwencji nuk-
leotyddw i mutageneze chemiczng, ktéra ma charakter
mniej specyficzny. Metody te umozliwiajg precyzyjne
powigzanie zmian w budowie gendw lub produktow
ich ekspresji ze zmianami w ich funkcji.

Znaczenie mutagenezy in vitro w badaniach kwasow
nukleinowych i biatek ciggle wzrasta. Obecnie, po
uptywie dziesieciu lat od wprowadzenia tej metody,
nie sposob juz zliczy¢ wszystkich jej zastosowan, a tym
bardziej dokonaé ich petnego przegladu. Znacznie

1mgr,2doc. dr hab.: Instytut Chemii Bioorganicznej PAN
61-704 Poznan ul. Noskowskiego 12/14

* aktualny adres: Abteilung fur Forstgenetik und Forstpf-
lanzenzuechtung, Universitdt Goettingen 3400 Goettin-
gen, Buesgenweg 2
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zwiekszylta sie tez r6znorodnosc i efektywnos¢ stoso-
wanych technik mutagenezy. Zagadnienia te dyskuto-
wano w kilku opracowaniach przeglagdowych [1-8],
wyczerpujacych temat w zréznicowanym stopniu i nie
obejmujgcych osiggnie¢ metodycznych ostatnich kilku
lat.

Celem tego artykutu jest przedstawienie réznych
technik stosowanych w mutagenezie in vitro, ocena ich
efektywnosci oraz zakresu zastosowan. Opisane bedg
kolejno metody mutagenezy chemicznej sterowanej
oligonukleotydami, kasetowej oraz osigganej przez
czesciowg lub catkowitg synteze genu.

Il. Mutageneza chemiczna

Wi iele zwigzkéw chemicznych modyfikuje specyficz-
nie reszty zasad purynowych i pirymidynowych
w DNA [6, 9-11]. Modyfikacje te czesto indukujg
zmiany w parowaniu zasad, co w konsekwencji prowa-
dzi do utworzenia zmutowanych czgsteczek DNA.
Zestawienie najczesciej stosowanych mutagenéw che-
micznych wraz z ich krétkg charakterystykg zawiera
tabela 1

Istotng sprawg jest sposob przygotowania badane-
go DNA do mutagenezy. Trzy reprezentatywne pode-
jécia stosowane w mutagenezie chemicznej przedsta-
wione sg na rycinie 1.

Pierwsze z nich polega na wydzieleniu badanego
odcinka DNA ze zrekombinowanego plazmidu po
wycieciu enzymami restrykcyjnymi i poddaniu go
chemicznej modyfikacji na przykiad kwasem azoto-
wym lub hydroksyloaming. Zmodyfikowany fragment
wprowadzany jest ponownie do plazmidu, ktérym
transformowane sa komoérki bakteryjne [12-14]. Po-
niewaz selektywne wydzielenie badanego, najczesciej
dos$¢ krotkiego, fragmentu DNA z plazmidu moze
nastapi¢ jedynie w przypadku korzystnego rozktadu
miejsc restrykcyjnych, metoda ta nie znalazta szer-
szego zastosowania, rowniez z powodu niskiej wydaj-
nosci reakcji wprowadzania zmodyfikowanego frag-
mentu do wektora. Jednakze te trudno$¢ mozna
pokonaé¢ hybrydyzujgc badany fragment restrykcyjny
zjednoniciowg formg zrekombinowanego DNA isyn-
tetyzujac enzymatycznie petna drugg nié¢ [15].

Kolejnym sposobem przeprowadzenia mutagenezy
chemicznej jest miejscowe odstoniecie badanego od-
cinka DNA ijego modyfikacja odczynnikiem specyfi-
cznym dla pojedynczej nici, zazwyczaj wodorosiar-
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Tabela 1

Charakterystyka odczynnikéw stosowanych w mutagenezie chemi-
cznej

od ik Rodzai dvfikacii Wywotywane
czynni odzaj modyfikacji . i
] y ] mutacje * Literatura
kwasny dezaminacja 10,16
siarczyn C >T 17,29
sodu dC -> duU 30
substytucja grupy
hydroksy- aminowej C -aT 13,31
loamina hydroksylaminowg
w dC
otwarcie pierScienia T C
hydrazyna pirymidynowego T -*G 23,28
w dT idC cC >T 32
hydroliza wigzania G >T
kwas .
swk N-glikozydowego A>T 23
mrowkowy (depurynacja) G -+ C 33-36
dezaminacja
kwas dC -m dU cC-*T 15,23
azotawy dG -> dX A >G 37

dA -» dHX

*) najczesciej obserwowane

czynem sodu [16]. Dwuniciowy DNA zawierajacy
krotki odcinek jednoniciowy mozna otrzymaé en-
zymatycznie [17]. Stosowane sg w tym celu najczesciej
kontrolowane trawienia odpowiednig restryktazg i eg-
zonukleaza na przyktad Exo Il [18, 19]. Fragment
DNA poddawany mutagenezie moze tez stanowic
petle delecyjng lub petle nie parujgcg z wektorem [17].
Zmodyfikowany jednoniciowy odcinek DNA uzupet-
niany jest nastepnie do formy dwuniciowej polimerazg
DNA i #gczony z wektorem za pomocg ligazy DNA
[20-22]. Powaznym ograniczeniem metody, w ktdrej
stosowany jest niemal wytgcznie wodorosiarczyn so-
du, jest mozliwos¢ uzyskania mutacji polegajgcych
jedynie na zamianie par C-G w pary T-A (Tabela 1).

Trzecig strategig, w ktérej mutagenezie poddawana
jest jednoniciowa forma rekombinanta fagowego re-
prezentuje metoda opisana przez Meyersa i Maniatisa
[23]. Zmodyfikowany DNA parowany jest z oligonuk-
leotydowym ,,primerem” uzywanym standardowo do
enzymatycznego sekwencjonowania w uktadzie faga
M 13 [21-25], Wydtuzanie primera odwrotng trans-
kryptazg prowadzi do utworzenia dwuniciowego
DNA. Odwrotna transkryptaza wirusa AMV w poré-
wnaniu z innymi polimerazami DNA charakteryzuje
sie wiekszg zdolnos$cia tworzenia drugiej nici DNA na
zmodyfikowanych matrycach. Z wiekszg czestotliwo$-
cig wprowadza tez pozgdane mutacje zwigzane z mo-
dyfikacjg zasad [23]. W kolejnym etapie odcinek DNA
izolowany jest z replikatywnej formy rekombinanta
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izolacja mafego fragmentu

|
1 endonukteaza
2. egzonukleaza

chemiczna modyfikacja,
dobudowa drugiej nici

|
Y
chemiczna modyfikacja @ @
]

\J

restrykcyjnego

1. chemiczna modyfikacja
2. polimeraza

wigczeni

do‘p?o;;h;u 3 ligaza wycigcie badanego
" odcinka DNA
* wlqczenle do wektora

@@

transfekcja
transformacja

selekcja mutantéw

Ryc. 1. Trzy sposoby prowadzenia mutagenezy chemicznej polega-
jace na chemicznej modyfikacji: A-izolowanego fragmentu
restrykcyjnego, B-jednoniciowgo fragmentu zrekombino-
wanego plazmidu, C-jednoniciowej formy rekombinanta
fagowego.

fagowego za pomoca enzymow restrykcyjnych i wig-
czany do niemodyfikowanego wektora, ktérym trans-
formowane sg komorki bakteryjne. Zmutowane frag-
menty rozdzielane sg elektroforetycznie, wykorzystuje
sie przy tym ich zréznicowang zdolnos$¢ do denaturacji
na zelach z gradientem czynnika denaturujgcego [26,
27]. Technika ta pozwala na rozdzielenie odcinkéw
zmutowanego DNA rdznigcych sie zaledwie jedng
para zasad, co wykazano sekwencjonujac poszczego6l-
ne frakcje DNA [23, 28].

Koncowym etapem procesu mutagenezy jest wy-
krycie mutantdw. Jezeli mutacje spowodowaty zmiany
fenotypowe, wstepna selekcja moze zachodzié¢ na tej
podstawie. W przypadku mutacji nie ujawniajgcych sie
fenotypowo okreslenie miejsca i rodzaju mutacji wy-
krywa sie poprzez sekwencjonowanie DNA.

We wszystkich przedstawionych metodach stosowa-
nia mutagenezy chemicznej analizowany jest jedynie
niewielki odcinek DNA bedacy na przyktad elemen-
tem regulatorowym lub fragmentem genu struktury.
Stosujac omowione techniki otrzymuje sie przewaznie
spektrum mutacji zlokalizowanych w badanym frag-
mencie. Jest to korzystne, gdy badania zaktadajag
utworzenie biblioteki mutantéw. Krytycznym etapem
w podejsciu chemicznym jest wyszukiwanie okres-
lonych mutantéw, czesto sposrod wielu setek réznych
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klondw. Wigze sie to zazwyczaj z ogromnym na-
ktadem pracy przy sekwencjonowaniu DNA.

I11. Mutageneza sterowana
przez oligonukleotydy

Zbidr technik opisanych w tym rozdziale umozliwia
precyzyjne wprowadzenie zaprogramowanych zmian
do sekwencji badanego DNA za pomocg syntetycz-
nych oligonukleotydéw. Mozliwe jest uzyskanie sub-
stytucji zasad, insercji oraz delecji. Mutacje te moga
by¢ wprowadzone pojedynczo lub tgczone w réznych
kombinacjach (Ryc. 2).

m

N

Ryc. 2. Trzy typy mutacji osiggane za pomoca syntetycznych
oligonukleotydéw. A-pojedyncza mutacja typu substytu-
cji: a-mutageniczny oligonukleotyd, b-jednoniciowy mat-
rycowy DNA, c-mutageniczna zasada. B-Mutacja typu
delecji: d-fragment ulegajgcy delecji. C-Mutacja typu inser-
cji: e-fragment ulegajacy insercji. D-Kombinacja dwoch
mutacji typu substytucji zasad delecji fragmentu mat-
rycowego DNA.

Do wprowadzenia pojedynczej mutacji typu sub-
stytucji wystarcza uzycie oligomeru skiadajgcego sie
z 15-20 nukleotydow [38, 39]. Stosujgc mieszanine
oligomeréw tej dtugosci mozna uzyskaé wiele sub-
stytucji zasad wjednym doswiadczeniu [40,41]. W celu
uzyskania insercji lub delecji stosowane sg zazwyczaj
nieco dtuzsze oligonukleotydy [42-44]. Stwierdzono, ze
dtugos¢ odcinkdw DNA ulegajacych delecji w stosun-
ku do diugosci oligonukleotydéw koniecznych do
wprowadzenia tej mutacji moze by¢ bardzo duza. Za
pomocg odcinkéw DNA o diugosci 18 i 21 nuk-
leotydéw uzyskano 1000-nukleotydowe delecje [45,
46]. Insercje natomiast majg wielko$¢ ograniczong
dtugoscia oligonukleotydu mutagenicznego [43-47].

Oligonukleotydy wykorzystywane w mutagenezie
posiadajg sekwencje komplementarng do badanego
fragmentu DNA z wyjatkiem zasady wprowadzajgcej
mutacje lub fragmentu, ktéry ma ulegac insercji lub
delecji (Ryc. 2). Nieparujgca sie zasada umieszczana
jest w dostatecznej odlegtosci od konica 3’-oligomeru,
najlepiej w jego $rodku [38, 48]. Celem takiego po-
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stepowania jest ochrona nukleotydu wprowadzajgce-
go mutacje przed usunieciem z oligomeru, co mogtoby
by¢ wynikiem egzonukleazowej aktywnosci 3’-5" frag-
mentu Klenowa polimerazy | DNA, katalizujgcego
synteze drugiej nici DNA. Dla podniesienia wydajno-
§ci syntezy stosuje sie niekiedy diuzsze oligomery,
tworzgce trwalsze kompleksy z matrycg oraz nadmiar
oligonukleotydu w stosunku do matrycy [49, 50].
Istotng sprawg jest tez zapewnienie specyficznosci
procesu hybrydyzacji. Dostepne programy kompute-
rowe [51, 52] umozliwiajg szybkie sprawdzenie stopnia
niepozgdanego tworzenia kompleksow mutagenicz-
nych oligonukleotydéw z innymi regionami badanego
DNA. Testem eksperymentalnym na specyficzno$é
parowania jest sekwencjonowanie badanego fragmen-
tu DNA z wykorzystaniem oligonukleotydu mutage-
nicznego jako primera sekwencyjnego [39, 53, 54],

Dobérwektora, w ktdrym znajdzie sie badany DNA
w trakcie mutagenezy, zalezny jest od planéw dalszego
wykorzystania zmutowanych czgsteczek DNA. Stoso-
wane sg wektory jednoniciowe i dwuniciowe, pochod-
ne fagowe oraz plazmidowe. Wektory fagowe sg
najczesciej pochodnymi DNA faga M 13, na przykiad
M13mpl8 lub M13mpl9 [25, 55]. Wektory te niosg
marker genetyczny, gen galaktozydazy i umozliwiajg
tatwe, fenotypowe wyszukiwanie rekombinantow. Po-
siadajg tez duzo unikatowych miejsc restrykcyjnych
zgromadzonych w krétkim fragmencie DNA, umiesz-
czonym w sekwencji kodujacej enzym markerowy.
Wykorzystanie plazmidéw jako wektoré6w w mutage-
nezie ma te zalete, ze wiekszo$¢ manipulacji rekom-
binacyjnych wykonywana jest w plazmidach. Stuza
one réwniez jako wektory w badaniach ekspresji
genéw. Wystapienie mutacji mozna takze potwierdzic¢
bez koniecznosci przenoszenia badanego DNA do
wektora M I3, sekwencjonujagc bezposrednio dwuni-
ciowy, plazmidowy DNA [56, 57].

Rdézne stosowane kombinacje wektorow i primerow
oligonukleotydowych, a takze dalszy przebieg procesu
mutagenezy przedstawia ryc. 3.

Do mutagenezy sterowanej oligonukleotydami ko-
nieczne jest przygotowanie badanego odcinka DNA
w formie jednoniciowej. Zatem gen zawarty w plaz-
midzie musi by¢ réwniez doprowadzony do takiej
postaci. Jednym z rozwigzan jest catkowite usuniecie
jednej nici plazmidu [58]. Procedura polega na selek-
tywnej hydrolizie jednej nici endonukleazg restrykcyj-
ng lub DN Aza | w obecnosci bromku etydyny [29, 59],
gdyz w takich warunkach DNA jest substratem dla
egzonukleazy Exo Ill. Po trawieniu tym enzymem
pozostaje jednoniciowa czgsteczka DNA [60, 63].

Pewng odmiang powyzszej metody jest czesciowe,
kontrolowane trawienie Exo Ill, ktére powoduje luki
w jednej z nici DNA [64, 65]. Jednoniciowe odcinki
DNA mozna tez utworzy¢ poprzez hybrydyzacje plaz-
midowego, zrekombinowanego DNA przecietego
w pewnej odlegtosci od miejsca dotgczenia badanego
genu z DNA samego plazmidu przecietym w miejscu
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|
dwa primery

jeden primer

jeden primer

Ryc. 3. Ro6zne sposoby przygotowania matrycy DNA do mutagene-
zy sterowanej oligonukleotydami i techniki prowadzenia
mutagenezy.

insercyjnym [66-68]. Mozna tez utworzy¢ tak krdtka
jednoniciowg luke w dwuniciowym DNA, ze mutage-
niczny oligonukleotyd wypetnia ja w catosci [69, 70].
Dwuniciowy DNA zawierajgcy fragment jednonicio-
wy mozna réwniez przygotowac¢ z fagowego DNA.
Konstrukcja takiego uktadu polega na hybrydyzacji
kolistego zrekombinowanego fagowego DNA z du-
zym fragmentem restrykcyjnym wektora fagowego
[71-73]. Opisano tez technike w ktérej dwuniciowy
»kolisty” DNA poddawany jest jedynie denaturacji
i hybrydyzacji zjednym lub dwoma oligonukleotyda-
mi [74]. PodejScie to jest eksperymentalnie bardzo
proste, prowadzi jednak do niskiej wydajno$ci muta-
genezy.

Stosujac opisywane techniki parowano z matryca
jeden [39, 58] lub dwa [42, 74] ,primery”. Zabieg
wprowadzania drugiego oligonukleotydu stuzy zwiek-
szeniu wydajnos$ci mutagenezy. Przyspiesza on tworze-
nie drugiej nici, ktdrej synteza rozpoczyna sie¢ w dwdch
miejscach i chroni oligonukleotyd mutageniczny przed
usunieciem z matrycy [6, 7, 42, 74],

Po etapie hybrydyzacji we wszystkich odmianach
metody oligonukleotyd jest wydtuzany enzymatycznie
do postaci petnej drugiej nici. Stosowane sg w tym celu
polimerazy DNA, gtéwnie fragment Klenowa polime-
razy | DNA [39, 75], a od niedawna takze polimeraza
DNA faga T4 [76]. Enzym ten w znacznie mniejszym
stopniu powoduje usuwanie primera z matrycy, umoz-
liwiajagc w ten sposob nawet dwukrotny wzrost wydaj-
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nosci mutagenezy [77, 78], Opisano tez przykiady
bezposredniej kotransformacji komdrek bakterii lub
drozdzy za pomocag jednoniciowego matrycowego
DNA i oligonukleotydu mutagenicznego [79, 80].
Innym, nie przedstawionym na ryc. 3, podejsciem jest
technika wprowadzona przez N orrisa [81], w ktOrej
dwuniciowy fragment restrykcyjny zawierajgcy muta-
cje indukowang za pomocg dwoch primerow jest
przenoszony z wektora fagowego do plazmidowego,
co w rezultacie w istotny sposob zwieksza wydajnosé
mutagenezy.

Po izolacji DNA z transformowanych komodrek
otrzymuje sie zardwno czasteczki zmutowane jak
i typu dzikiego. Kolejnym etapem jest selekcja mutan-
tow. Kryterium selekcji stanowi¢ mogg zmiany fenoty-
powe w mutantach, o czym wspomniano w poprze-
dnim rozdziale. Sytuacje takie wystepujg jednak dos¢
rzadko, podobnie jak pojawianie sie lub likwidacja
w wyniku mutacji miejsca restrykcyjnego, ktérego
wykorzystanie mogtoby stanowi¢ podstawe selekcji
[60, 82, 83]. Czesciej stosowana jest hybrydyzacja
wyizolowanego DNA ze znakowanym oligonukleoty-
dem mutagenicznym [39, 42, 58]. Ostateczne potwier-
dzenie wystgpienia i specyficzno$ci mutacji osiggane
jest po sekwencjonowaniu DNA.

Maksymalna teoretyczna wydajno$¢ mutagenezy
prowadzonej technikami opisanymi powyzej moze
wynosic jedynie 50%), poniewaz mutacje zawiera tylko
jedna nié czasteczki, ktorg transformowane sg bak-
terie, zatem po replikacji DNA w komorkach, tylko
potowa czgsteczek potomnych moze byé zmutowana.
W praktyce wydajnosé mutagenezy waha sie w zalez-
nosci od wybranej metody od kilku [39] do ponad 40%
[79, 81]. Przyczyny zanizonej wydajno$ci tworzenia
mutantdow mogg by¢ bardzo rézne. Nalezg do nich:
mata efektywno$¢ parowania primera z matrycg, usu-
wanie primera (gtdwnie przez polimeraze DNA), niska
wydajno$¢ transfekcji lub transformacji, usuwanie
mutagenicznego nukleotydu przez systemy naprawcze
komoérki, czy tez letalny efekt mutacji. Na wydajnos$é
mutagenezy ma réwniez wptyw stechiometria procesu,
tak na etapie hybrydyzacji primera, jak i wydiuzania
oraz cyklizacji drugiej nici DNA. Dotyczy ona stopnia
nadmiaru primera mutagenicznego w stosunku do
matrycy, jak réwniez wzglednych ilosci polimerazy
i ligazy [6, 78],

Préby optymalizacji poszczegblnych etapéw proce-
su przynosity niekiedy znaczny wzrost wydajnosci
mutagenezy [79, 81], w wiekszosci przypadkoéw pozos-
tawata ona jednak dos¢ odlegta od wartosci teoretycz-
nej. Pojawito sie wiec kilka nowych koncepcji prowa-
dzenia mutagenezy, ktdrych wspo6lng cechg jest dgze-
nie do biologicznej dezaktywacji lub usuniecia nie-
zmutowanej nici matrycy, co podnositoby teoretyczng
wydajnos$¢ procesu do 100%. Aktualnie znanych jest
pie¢ technik wprowadzania pozgdanej asymetrii po-
miedzy dwie nici DNA. Zostaly one zestawione w ta-
beli 2.
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Tabela 2
Sposoby osiggania asymetrii nici w heterodupleksie DNA, polegaja-
ce na usuwaniu lub dezaktywacji nici niezmutowanej

. Lo Zasada eliminacji
Rodzaj asymetrii nici
nici niezmutowanej

metylowana / niemetylowana systemy naprawcze

aktywna / kodon amber mutacja nonsensowna

Eco K / Eco B restrykcyjna — modyfikacja

a-S-dNTP / dNTP endonukleaza restrykcyjna

tymina / uracyl glikozylaza uracylowa

Trzy sposrod powyzszych technik przedstawiono
schematycznie na ryc. 4. Pierwsza z nich (A) [78, 84, 85]
postuguje sie DNA uzyskanym z komdrek E.coli, ktore
na skutek odpowiednich mutacji pozbawione zostaty
enzyméw dUTP-azy i uracylo-N-glikozylazy (E.coli
dut—ung- ). Brak dUTP-azy, enzymu hydrolizujgcego
tréjfosforan dezoksyurydyny powoduje podwyzszenie

B .
‘V\ Nci |
Eco K dNTP S
co .
Transfekcja Ipollmeraza
E.coli duf~ung~ igaza
* |

t

u Transfekcja
E.coli r*m*

v
parowanie z mutagenicznym

primerem Eco B

C]

U u

synteza drugiej

nici Egzonukleaza

Transfekcja

Transfekcja E. coli r*r polimeraza
E.coli dut*ung* ligaza

Oy O

Ryc. 4. Metody osiggania dodatkowej asymetrii w heterodupleksie
DNA polegajace na wprowadzeniu: A-reszt uracylu do nici
niezmutowanej, B-miejsc restrykcyjnych w kombinacji ze
szczepami bakteryjnymi zdolnymi lub niezdolnymi do ich
restrykcji, C-tiofosforanéw nukleozyd6w do nici zawieraja-
cej mutacje.
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stezenia dUTP w komdrce przez co moze on kon-
kurowa¢ zdTTP w syntezie DNA. Uracylo-N-glikozy-
lazajest enzymem systemu naprawczego odpowiedzia-
Inym za usuwanie z DNA reszt uracylu. DNA po-
chodzacy z komérek, w ktérych brak obu enzymoéw,
zawiera niewielkg ilos¢ nukleotydéw urydynowych
w miejsce tymidynowych. Po hybrydyzacji mutageni-
cznego oligonukleotydu z tak przygotowang matryca
nastepuje etap enzymatycznego wydtuzania primera
do postaci heterodupleksu. Nowo powstata ni¢ nie
zawiera reszt uracylowych lecz tymidynowe. Transfor-
macja komdrek E.coli nie pozbawionych wspomnia-
nych aktywnosci enzymatycznych powoduje usuwanie
uracylu z nici matrycy, a przez to powstawanie miejsc
apirymidynowych. Uszkodzona ni¢ jest mato aktywna
biologicznie i w zestawieniu z nicig zmutowang niepo-
réwnanie stabiej ulega ekspresji. Srednia wydajno$é
tworzenia mutantow wynosi w tej metodzie ponad
50%, a w optymalnych warunkach przekracza 90%
[78].

Druga technika (B) przedstawiona na ryc. 4B polega

na jednoczesnym zastosowaniu oligonukleotydu mu-
tagenicznego i selekcyjnego [86, 87], Primer selekcyj-
ny, bedacy w istocie réwniez primerem mutagenicz-
nym, po wiaczeniu do nowo tworzonej nici hetero-
dupleksu zmienia sekwencje rozpoznawang przez re-
stryktaze EcoB na sekwencje rozpoznawang przez
EcoK, podczas gdy drugi oligonukleotyd mutage-
niczny, wywotuje jednocze$nie pozadang mutacje
w badanym genie. Sekwencja rozpoznawana przez
restryktaze EcoK wprowadzona zostata uprzednio do
wektoré6w M13mpl8 i M13mpl9 w postaci kasety
selekcyjnej.
W wyniku transformacji linii komaérkowej E.coli z ak-
tywng restryktazg EcoK heterodupleksem, w ktérym
ni¢ matrycy posiada sekwencje rozpoznawanag przez
EcoK, a ni¢ zmutowana sekwencje dla EcoB, ta
pierwsza bedzie ulegata restrykcji, natomiast w stanie
biologicznie czynnym pozostanie ni¢ zmutowana. Sto-
sujgc przemiennie primery selekcyjne i linie ko-
madrkowe EcoK lub EcoB mozna wprowadzac kolejno
szereg mutacji do badanego DNA. Technika tg uzys-
kuje sie mutanty z wydajnoscig okoto 70%.

Kolejne podejscie (C) z zastosowaniem restryktaz
(Ryc. 4C) wykorzystuje wiasciwosci niektdrych en-
zymow restrykcyjnych (np. Nci I, Ava I, Ava Il, Ban
I1) polegajagce na hamowaniu zdolnosci enzymu do
restrykcji wobec tiofosforanéw nukleozydéw w sek-
wencji rozpoznawanej [89-92]. Ni¢ DNA zawierajgca
mutageniczny oligonukleotyd jest syntetyzowana
w obecnosci czterech nukleozydotrifosforandéw, w tym
jednego dotowanego. Po potaczeniu koncéw nowo
utworzonej nici przeprowadzane jest trawienie od-
powiednig restryktazg, ktdra hydrolizuje wytacznie
nietiolowang ni¢ matrycy. Nastepnym etapem jest
reakcja z egzonukleazg (Exo IIl, T7 lub X), ktdra
prowadzi do usuniecia czesci peknietej nici. Proces ten
przebiega w kontrolowany sposob, tak aby odstoniety



zostat fragment DNA zawierajgcy mutacje. Powstata
luka wypetniona jest enzymatycznie za pomoca frag-
mentu Klenowa lub polimerazy DNA faga T4 iw wy-
niku ligowania nastepuje utworzenie w petni zmuto-
wanego homodupleksu. Srednia wydajno$¢ metody
wynosi 80% [90, 91].

W innej metodzie, (D) nie przedstawionej na ryc. 4,

wykorzystywano aktywno$¢ systemu naprawczego,
istniejacego w komérkach E.coli, ktéry usuwa prefe-
rencyjnie niesparowane zasady z niemetylowanego
DNA, wykazujac znacznie ostabiong aktywnos$¢ w sto-
sunku do nici metylowanych [93]. Utworzono taki
heterodupleks DNA, w ktérym ni¢ matrycy byta
niemetylowana, a ni¢ zawierajagca mutageniczny oligo-
nukleotyd metylowana. W rezultacie wprowadzenia
takiego uktadu do komérek E.coli, uprzywilejowanej
ekspresji ulegata ni¢ DNA zawierajgca mutacje [94,
95].
Silng selekcje mutantéw uzyskano takze wykorzys-
tujac kodony nonsensowne (E) [7, 8, 86]. Skonstruo-
wano heterodupleks DNA, w ktéorym tylko ni¢ zawie-
rajgca mutageniczny oligonukleotyd nie posiadata
mutacji amber w genach istotnych dla funkcjonowania
wektora. Transfekcja komérek E.coli pozbawionych
supresor6w amber prowadzita do wybidrczej ekspresji
nici zawierajgcej pozadang mutacje [86, 96, 97],

Przedstawione powyzej techniki mutagenezy, wpro-
wadzajgce asymetrie dwu nici DNA, umozliwiajg
uzyskiwanie mutantdéw z wysokg wydajnoscig, co
pozwala na ich selekcje bezposrednio po sekwenc-
jonowaniu. Techniki te nie sg jednak pozbawione
istotnych wad. Nalezg do nich: do$¢ duza pracochton-
nos¢, konieczno$¢ dysponowania specyficznymi szcze-
pami bakteryjnymi, lub koniecznos¢ specjalnego przy-
gotowania wektora.

IV. Mutageneza kasetowa

Zasada tej metody mutagenezy, przedstawiona na
ryc. 5, jest bardzo prosta i polega na wymianie
analizowanego fragmentu genu ograniczonego dwo-
ma unikatowymi miejscami restrykcyjnymi, na syn-
tetyczny dupleks zawierajagcy pozadang mutacje czy

trawienie restryktazami
g ; A i g ’

CEZZP

TYP DZIKI

rT ?

SYNTETYCZNA
KASETA ligowanie

1 TRANSFORMACJA
2 IZOLACJA DNA

3 SEKWENCJONOWANIE MUTANT

Ryc. 5. Ogo6lny schemat przebiegu mutagenezy kasetowej.
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zespOt mutacji. Metoda moze by¢ stosowana wytgcz-
nie do dwuniciowych DNA ipozwala na uzyskiwanie
substytucji zasad, insercji lub delecji z wydajnoscig
siegajacg 100%.

Miejsca restrykcyjne wykorzystywane w mutagene-
zie kasetowej nie powinny znajdowaé sie w odlegtosci
mniejszej niz 10 par zasad z uwagi na mogace wystgpié
trudnosci z ilosciowym usunieciem fragmentu natural-
nego genu. Nie powinny tez by¢ oddalone bardziej niz
0 100 pz ze wzgledu na wysokie koszty chemicznej
syntezy DNA. W sytuacjach gdzie miejsca restrykcyjne
uzyteczne dla mutagenezy kasetowej obejmujg dtuzszy
odcinek DNA niz fragment, ktéry ma by¢ poddany
analizie mutacyjnej, dobrym rozwigzaniem jest po-
dzielenie kasety na czes$¢ statlg, syntetyzowang jedno-
razowo, oraz zmienng, zawierajgcg kazdorazowo no-
we mutacje [98-101].

Obok kryterium odlegto$ci pomiedzy miejscami
restrykcyjnymi istotne sg rodzaje koncow pozostawio-
nych w plazmidzie w wyniku usuniecia fragmentu
naturalnego DNA. Pozgdane jest, aby obydwa en-
zymy pozostawiaty w DNA lepkie konce, o struk-
turach wykazujacych znikoma tendencje do wzajem-
nych oddziatywan komplementarnych [102,103]. Uzy-
cie pary restryktaz generujgcych tepe konce nie ma
praktycznego zastosowania z uwagi na znacznie nizszg
efektywnos$¢ ligowania insertu DN A ijego wystepowa-
nie w dwoch orientacjach.

Warunek wystgpienia dwu blisko lezacych miejsc
restrykcyjnych w analizowanej czesci sklonowanego
genu, nie posiadajagcych powtorzen w jego innych
czedciach i w wektorowym DNA, jest zwykle bardzo
trudny do spetnienia. Nie oznacza to jednak, ze
zastosowania mutagenezy kasetowej ograniczajg sie
do nielicznych przypadkéw korzystnego rozmieszcze-
nia miejsc restrykcyjnych w plazmidzie [99, 101, 104].
Pozadane miejsca restrykcyjne mozna utworzy¢ jedna
z metod opisanych w rozdziale Il1l. W sytuacji gdy
badana sekwencja koduje biatko, mozliwe jest wpro-
wadzenie ,cichych” mutacji. Polega to na utworzeniu
w tzw. potencjalnych miejscach restrykcyjnych no-
wych sekwencji poprzez zamiane jednej lub dwoch
zasad. Sekwencje te, nie zmieniajac wtasciwosci kodu-
jacych DNA, sg rozpoznawane przez odpowiednie
restryktazy [103, 105, 106]. Do wyszukiwania poten-
cjalnych miejsc restrykcyjnych stuzg przygotowane
w tym celu programy komputerowe [107, 108]. Sche-
mat eksperymentu, w ktérym najpierw za pomoca
mutagenicznego oligonukleotydu utworzono obydwie
unikatowe sekwencje rozpoznawane, a nastepnie wy-
korzystano je w mutagenezie kasetowej, przedstawio-
ny jest na Ryc. 6. W eksperymencie tym jeden z kodo-
now metioniny w genie biatka subtylizyny zastepowa-
no kodonami dla pozostatych 19-tu aminokwasow
[103].

Syntetyczna kaseta zawieraé moze pojedyncze mu-
tacje [98, 102] lub ich wieksza ilos¢ w miejscu jednej
zasady, na krétkim odcinku DNA np. kodonie [103,
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222
—AIaTyrAsnGIyThrSerMEtAlaSerProHisVaIAIaGIyAIaAIa— (1)
5"-GCGTACAACGGTACGTCAATGGCATCTCCGCACGTTGCCGGAGCGGCTGC-3”

(2)
3"-CGCATGTTGCCATGCAGTTACCGTAGAGGCGTGCAACGGCCTCGCCGACG-5"

5" -GTACAACGGTACCTCA- CGCACGCTGCAGGAGCGGCTGC-3" (B

delecja
10 pz
Kpn 1 Pst 1
I * * 4 . *
5 "-GCGTACAACGGTACCTCA-—————————- CGCACGCTGCAGGAGCGGCTGC-3
@
3 1-CGCATGTTGCCATGGAGT- -GCGTGCGACGTCCTCGCCGACG-5"
hydroliza
Kpn 1
Pst 1
5*-GCGTACAACGGTAC PGGAGCGGCTGC-3*
(b)
3*~CGCATGTTGCp ACGTCCTCGCCGACG-5*
ligowanie
syntetycznej
kasety
5" -GCGTACAACGGTACGTCANNNGCATCTCCGCACGTTGCAGGAGCGGCTCG-3*
(6)

3 1-CGCATGTTGCCATGCAGTNNNCGTAGAGGCGTGCAACGTCCTCGCCGAGC-5*

Ryc. 6. Przygotowanie genu imutageneza kasetowa kodonu metioniny-222 w biatku subtylizynie. 1-Fragment sekwencji aminokwasowej biatka

z zaznaczonym miejscem mutagenezy, 2-odpowiadajacy sekwencji aminokwasowej fragment genu z zaznaczonymi potencjalnymi
(niepetnymi) miejscami restrykcyjnymi, 3-oligonukleotyd mutageniczny wprowadzajacy trzy substytucje zasad (miejsca zaznaczono)
tworzace kompletne sekwencje rozpoznawane przez Kpn | i Pst | oraz delecje 10 pz (mutageneze prowadzono po przeniesieniu
fragmentu genu do wektora fagowego), 4-badany dwuniciowy fragment genu z zaznaczong delecjg oraz miejscami restrykcyjnymi, *)
oznaczajag wprowadzone mutacje, 5-fragment (4) po hydrolizie Kpn 1'i Pst I, *) oznaczajedyng pozostajacg w genie zmutowana pozycje,
6-struktura zrekombinowanego genu po ligowaniu syntetycznej kasety zawierajacej kodony dla 19-tu aminokwaséw w miejscu

oznaczonym NNN; podkreslony kodon GCA pozostaje, pomimo wprowadzonej mutacji, kodonem dla alaniny.

104,109] lub na catej swej dtugosci [110-113]. Powyzsze
rodzaje syntetycznego dupleksu DNA mozna obecnie

otrzymywac syntetyzujac jedynie dwa komplementar-

ne oligonukleotydy, poprzez zadanie odpowiedniej
opcji podczas automatycznej syntezy DNA. Wybor
okred$lonego wariantu kasety wigze sie z wiekszym
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naktadem pracy przy syntezie i klonowaniu DNA lub
przy selekcji mutantéw na drodze sekwencjonowania.

Wydajno$¢ metody zalezy gtéwnie od stopnia usu-
niecia naturalnego fragmentu DNA enzymami re-
strykcyjnymi oraz tendencji DNA wektora do samoli-
gowania. Stopiert nadmiaru molowego kasety w sto-
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sunku do wektora moze mie¢ rowniez wplyw na
wydajnos$¢ procesu, chociaz bardzo dobre wydajnosci
mutantow osiggano stosujagc zaréwno dwukrotny
[101] jak i 30-krotny [103] nadmiar kasety.

Metoda mutagenezy kasetowej zalecana jest wprzy-
padkach gdy mate fragmenty gendow lub inne niewiel-
kie segmenty DNA poddawane beda intensywnej
analizie mutacyjnej.

V. Mutageneza przez czesciowg lub catkowitag
synteze genu

Pozadane mutacje lub miejsca restrykcyjne niezbed-
ne do prowadzenia mutagenezy kasetowej wprowa-
dzano réwniez poprzez czeSciowg [98, 102] lub cat-
kowita [114] synteze genu. W przypadku krétkich
genow, ktére mozna utworzy¢ z 2-4 syntetycznych
duplekséw, kolejne mutanty otrzymywano powtarza-
jac wielokrotnie proces sktadania genu, kazdorazowo
zinnym zestawem duplekséw [115]. Rozwdj tej meto-
dy nastgpit w wyniku znacznego postepu metodycz-
nego itechnicznego w syntezie chemicznej oligodezok-
synukleotydow [116-122], Automatyczne syntezatory
DNA umozliwiajg synteze oligomeréw o dtugosci do
200 nukleotyddw [123]. Tak dtugie fragmenty DNA
wykorzystywane sg obecnie jedynie w chemiczno-en-
zymatycznej metodzie syntezy genow [124-127]. Op-
tymalna dtugos¢ fragmentéw stosowanych w metodzie
chemicznej wynosi 50-80 nukleotydéw, gdyz takie
oligomery mozna znacznie oczysci¢ na zelach polia-
kryloamidowych. Obydwie metody syntezy gendw
przedstawiono schematycznie na ryc. 7.

Catkowita synteza genu w przeciwienstwie do klo-
nowania genomowego DNA Ilub cDNA zapewnia
mozliwos$¢ petnej kontroli nad sekwencjg. Odpowied-
nio zaprojektowane miejsca klonowania, czy sekwen-
cje oskrzydlajgce gen struktury eliminujg koniecznos¢
ztozonych niekiedy zabiegéw, jakich wymaga adapta-
cja naturalnego genu lub cDNA do klonowania w we-
ktorze.

Dla celow mutagenezy bardzo istotna jest moz-
liwo$¢ wykorzystania zjawiska degeneracji kodu gene-

METODA CHEMICZNA METODA CHEMICZNO-ENZYMATYCZNA

fosforylacja_ oligome_réw, synteza dhugich oligomeréw
hybrydyzacja parami, hybrydyzacja koncéw - 3'
pofqczenie duplekséw ¢

| utworzenie dupleksu DNA

ligowanie j enzymem Klenowa

i hydroliza enzymami
I restrykcyjnymi

Ryc. 7. Dwie metody syntezy genow.
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tycznego i zaprojektowania struktury genu w taki
sposéb, aby zawierat unikatowe miejsca restrykcyjne,
rozmieszczone w odpowiednio krotkich odstepach.
W praktyce kazdy gen kodujgcy biatko mozna tak
skonstruowac, aby posiadat pozadane miejsca restryk-
cyjne w odstepach nie wiekszych niz 50 par zasad [123].
Przy modyfikacji struktury genu i wprowadzaniu
nowych miejsc restrykcyjnych warto pamieta¢ o zroz-
nicowanym wykorzystywaniu poszczeg6lnych kodo-
néw przez komorki réznych organizméw [128-132].
Sprawa ta nabiera szczeg6lnego znaczenia gdy plano-
wane jest badanie ekspresji syntetycznego genu ijego
mutantéw zaréwno w systemach homo- jak i hetero-
logicznych. Odpowiednio zaprojektowang strukture
genu kodujacego interferony [133] przedstawia ryc. 8.

Opisano juz wiele przypadkéw ekspresji syntetycz-
nych genéw kodujacych najczesciej mutanty natural-
nie wystepujacych enzymow [123, 134-138]. Od nieda-
wna otrzymywane sg w ten sposob biatka nieposiada-
jace odpowiednikdw w przyrodzie, na przyktad chara-
kteryzujgce sie sktadem aminokwaséw zapewniajgcym
optymalne wartosci zywieniowe [127, 129]. Podobne
zastosowania syntetycznych genéw mogag by¢ pod-
stawg rozwoju nowych, bardzo atrakcyjnych biotech-
nologii.

V1. Uwagi koncowe

W artykule przedstawiono cztery najwazniejsze me-
tody stosowane w mutagenezie in vitro. Z uwagi na
objeto$¢ pracy pominieto szereg zagadnien szczegdéto-
wych oraz pewne problemy og6lne mutagenezy, ktd-
rych dyskusje czytelnik znajdzie w materiale Zrod-
towym i w obszernych pracach przeglagdowych [5, 6,
10, 140]. Wiecej uwagi niz w innych opracowaniach
poswiecono natomiast ostatnio wprowadzonym mo-
dyfikacjom metod mutagenezy sterowanej oligonuk-
leotydami, a takze mutagenezie kasetowej oraz osigga-
nej przez synteze genu. Dwie ostatnie metody zilust-
rowano takze szczegbtowymi, reprezentatywnymi
przyktadami zastosowan.

Informacje przedstawione w artykule nie wyréz-
niaja szczegodlnie zadnej z przedstawionych metod. Jest
to zgodne z intencjg autoréw, gdyz wybdr optymalnej
metody mutagenezy spos$rod szeregu niemal réwnie
efektywnych procedur zaleze¢ bedzie tak od celu
mutagenezy i charakterystyki badanego materiatu
genetycznego, jak od posiadanego zaplecza laborato-
ryjnego. Mutageneza chemiczna nie wymaga na przy-
ktad stosowania syntetycznych oligonukleotydéw,
podczas gdy kolejne przedstawione metody opierajg
sie we wzrastajgcym stopniu na sprawnie dziatajgcym
warsztacie syntezy chemicznej oligodezoksynukleoty-
déw. Warunkiem niezbednym dla stosowania kazdej
zmetod mutagenezy jest natomiast stosowanie technik
sekwencjonowania DNA. Z uwagi na konieczno$¢
szybkiego potwierdzenia wystapienia mutacji w genie
0 znanej sekwencji nukleotydéw, zalecana jest, prosta
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M Q D P Y V K E A E N L K K Y F N
GAATTCCATATGCAGGACCCGTACGTAAAGGAAGCGGAGAACCTGAAAAAGTACTTCAAC

EcoRl SnaBlI Scal
CTTAAGGTATACGTCCTGGGCATGCATTTCCTTCGCCTCTTGGACTTTTTCATGAAGTTG
10 20 30 40 50 60
A G H S DV A D N G T L F L G 1 L K N W
GCAGGTCACTCTGATGTAGCAGACAATGGTACCCTGTTTCTGGGCATCCTGAAGAACTGG
Kpnl .
CGTCCAGTGAGACTACATCGTCTGTTACCATGGGACAAAGACCCGTAGGACTTCTTGACC
70 80 90 100 110 120
K E E S D R K I M Q S Q I v S F Y F K L
AAAGAAGAATCGGACCGTAAAATCATGCAAAGCCAAATCGTAAGCTTCTATTTCAAACTG
Rsril Hindl 11
TTTCTTCTTAGCCTGGCATTTTAGTACGTTTCGGTTTAGCATTCGAAGATAAAGTTTGAC
130 140 150 160 170 180
F R N F K D D Q S | Q K S Vv E T | K E D
TTCAAGAACTTCAAAGACGACCAATCGATCCAGAAATCCGTTGAAACCATTAAAGACGAT
Ciat
AAGTTCTTGAAGTTTCTGCTGGTTAGCTAGGTCTTTAGGCAACTTTGGTAATTTCTCCTA
190 200 210 220 230 240

M N V K F F N S N K K K R D D F E K L T
ATGAACGTGAAGTTTTTCAACTCCAACAAAAAGAAACGCGATGACTTCGAAAAGTTAACT

Xmnl Hpal
TACTTGCACTTCAAAAAGTTGAGGTTGTTTTTCTTTGCGCTACTGAAGCTTTTCAEHTGA
250 260 270 280 290 300

N Y S VvV T DL NV Q R K A I HE L I Q W
AACTATTCGGTGACCGACCTGAACGTACAACGCAAAGCTATCCACGAGCTCATCCAGGTT

BstEIlI Sacl

TTGATAAGCCACTGGCTGGACTTGCATGTTGCGTTTCGATAGGTGCTCGAGTAGGTCCAA
310 320 330 340 350 360

M A E L S P A A K TG KR KR S Q M L F
ATGGCTGAACTGTCTCCTGCAGCTAAAACCGGCAAGCGTAAACGTTCCCAAATGCTGTTC

Pstl
TACCGACTTGACAGAGGACGTCGATTTTGGCCGTTCGCATTTGCAAGGGTTTACGACAAG
370 380 390 400 410 420

Q G R R A S Q
CAAGGTCGTCGCGCTAGCCAGTAATAAGGATCCGAGCTT

Nhel BamHI
GTTCCAGCAGCGCGATCGGTCATTATTCCTAGGCTCGAA
430 440 450

Ryc. 8. Struktura syntetycznego genu interferonu-*, z miejscami restrykcyjnymi zaprojektowanymi w niewielkich odstepach. Powyzej
sekwencji obydwu nici DNA zaznaczono sekwencje aminokwaséw wyrazong kodem jednoliterowym.
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uzyciu, enzymatyczna metoda sekwencjonowania

[24, 141, 142],

Ogromna wiekszo$¢ dotychczasowych zastosowan
mutagenezy in vitro dotyczy modyfikacji struktury
gendw kodujacych biatka. Od 1986 roku ukazuje sie
nowy periodyk naukowy Protein Engineering prezen-
tujgcy prace z tej dziedziny.

Szerokie perspektywy stosowania metody mutage-
nezy sterowanej w badaniach ré6znych klas kwasow
rybonukleinowych otworzyty sie dopiero niedawno
wraz z opracowaniem uktaddéw wydajnej transkrypcji
in vitro wykorzystujagcych wiasciwosci polimeraz RNA
fagow SP6 [143, 144], T7 [145, 146] i T3 [147, 148].
Opisano juz przyktady zastosowania mutagenezy

it

ranskrypcji in vitro w badaniach prekursoréw

mRNA [149, 150] i tRN A [151], dojrzatych czasteczek
tRNA [115], 5S-rRNA [152], 16S-rRNA [101, 102]
i SnRNA [153, 154] oraz wirusowych [155] i wiroido-

wy

ch RNA [156, 157]. Aktualny stan rozwoju technik

transkrypcji in vitro jest przedmiotem przygotowywa-
nego odrebnego opracowania przeglagdowego.

Artykut otrzymano 22 wrze$nia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 20 listopada 1989 r.
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Naturalne substancje antymutagenne

| antykancerogenne

Natural antimutagenic and anticarcinogenic compounds
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I. Wstep

Coraz powszechniejsza obecno$¢ zwigzkéw muta-
gennych w S$rodowisku cztowieka powoduje czeste
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i liczne uszkodzenia DNA, ktore sg jedng z przyczyn
powstawania nowotworéw i zaburzeh genetycznych.
Pomimo wysitkbw na rzecz ograniczenia poziomu
czynnikbw mutagennych (oraz niemutagennych kan-
cerogendéw) w otoczeniu cztowieka wydaje sie, ze dtugo
jeszcze bedg one powaznym Zzrédiem zagrozenia. Stad
poszukiwanie czynnikbw o charakterze antymutage-
now i antykancerogenow, przeciwdziatajgcych lub
znoszacych aktywnos$é srodowiskowych mutagenéw
i kancerogen6w. Znaczng grupe antymutagendéw i an-
tykancerogendw zidentyfikowano wsrdd naturalnych
sktadnikéw pozywienia [1,2]. Im wiasnie poswiecony
jest niniejszy artykut.

Znajomos$¢ dziatania zwigzkéw o charakterze an-
tymutagendéw i antykancerogenéw wigze sie S$cisle

z nasza wiedza o mutagenezie i kancerogenezie. Ta
pierwsza jest stosunkowo dobrze poznana i zdefinio-
wana. Nie da sie tego natomiast powiedzie¢ o znacznie
bardziej ztozonym procesie powstawania nowotwo-
row. Z praktycznego punktu widzenia wyr6znia sie
trzy etapy kancerogenezy: inicjacje, promocje i progre-
sje. Kazdy z nich stwarza mozliwo$¢ interwencji
majgcej na celu niedopuszczenie do powstania nowo-
tworu (ryc. 1).

Procesy zachodzace podczas inicjacji prowadza do
powstania mutacji somatycznych. Wiele wywotujg-
cych je zwigzkéw nie ma zadnych witasciwosci genoto-
ksycznych (promutageny). Pojawiajg sie one dopiero
po przeksztatceniu tych zwigzkéw w reaktywne po-
chodne w mikrosomach watroby. Procesy takie za-

KOMORKA
NORMALNA
aktywacja naprawa
CHEMICZNE REAKTYWNE N
R —
o ———> ADDUKTY DNA INICJACJA
KANCEROGENY .. METABOLITY
liczna 1 - 2dni
(elektrofilowe,
mutagenne)
\/
KOMORKA
ZAINICJOWANA
(z dziedzicznymi
zmianami DNA)
\
NIEELEKTROFILOWE  \C PROMOCJA
METABOLITY 10 + lat
\'4
KOMORKA
MEREIELANTE Z PRENEOPLASTYCZNA
N
PROMOTORY N PROGRESJA
7
NOWOTWORGW
0 W KOMORKA 1 + rok
(endo- lub egzogenne)
NEOPLASTYCZNA

Ryc. 1. Schemat wieloetapowego procesu kancerogenezy indukowanego przez chemiczne kancerogeny lub kancerogeny i zwigzki promotorowe.
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chodzg w ciggu kilku pierwszych godzin ekspozycji.
Biorgc jednak pod uwage to, ze wiele tkanek ma
zdolnos¢ reperacji powstatych uszkodzern DNA w cig-
gu kilku dni, a czasem tygodni, zanim zostang utrwalo-
ne w stabilne mutacje, okres skutecznej interwencji
moze ulec pewnemu wydtuzeniu.

Zdecydowanie dtuzszy jest okres promocji, kiedy to
zainicjowana komodrka przeksztatca sie w komorke
preneoplastyczng lub catkowicie zmieniong. Moze to
trwaé kilka lat. Promocja moze mieé¢ charakter spon-
taniczny, moze jednak zachodzié¢ w wyniku dziatania
promotoréw, tj. zwigzkdw chemicznych przyspieszajg-
cych etap promocji. W tym ostatnim przypadku
istnieje mozliwo$¢ zahamowania procesow zachodzg-
cych podczas promocji. Taka interwencja, nastepujaca
po lub w czasie dtugotrwatej ekspozycji na promotor,
moze owocowaé opdznionym pojawieniem sie ob-
jawoéw chorobowych.

Ostatni etap kancerogenezy, progresja, moze by¢

Tabela 1
Mechanizmy dziatania inhibitorow mutagenezy i kancerogenezy

klasyfikacja przyktady

t. Inhibitory mutagenezy dzia-
tajace poza komdrka doce-
lowa

1.1. Hamujace powstawanie en-
dogennych mutangéw
1.1.1. hamujgce reakcje nit-

rowania

1.2. Deaktywujace mutageny
1.2.1. przezreakcje chemicz-

ne tiole, przeciwutleniacze
1.2.2. przez reakcje enzyma- warzywa z aktywnoscig
tyczne peroksydazy

2. Inhibitory mutagenezy dzia-
tajace wewnatrz komorki
docelowej

2.1. Modulatory metabolizmu
2.1.1. hamujace replikacje
2.1.2. hamujace aktywacje

promutagenéw
2.1.3. hamujace mechaniz-

wit. C, tokoferole, fenole

retinoidy
modulatory reakcji fazy |
(ro$liny krzyzowe)

my detoksykacyjne fenole, tiole
2.2. Blokujace reaktywne czaste-
czki
2.2.1. reagujace z elektrofi-
lami
2.2.1.1. przez reakcje chemi-
czne zwigzki siarkowe
2.2.1.2. przez reakcje enzy-
matyczne induktory reakcji fazy Il

2.2.2. ,zmiatacze” reaktyw-
nych rodzajéw tlenu
2.2.3. ochraniajace nukleo-
filowe miejscaw DNA
2.3. Modulatory proceséw napr-
awy lub replikacji DNA
2.3.1. faworyzujace napra-
we DNA
3. Inhibitory dziatajgce na ko-
morke zainicjowang lub ne-
oplastyczna
3.1. Modulatory etapu promocji
nowotworu
3.1.1. hamujgce efekty gen-
otoksyczne
3.1.2. ,zmiatajagce” wolne
rodniki przeciwutleniacze
3.1.3. hamujace proliferacje
komorki

przeciwutleniacze

kwas elagowy, retinoidy

aldehyd cynamonowy,
wanilina, tiole

patrz punkt 1i2

retinoidy
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réwniez wykorzystany do interwencji, przynajmniej
w niektérych przypadkach.

Dziatanie antymutagenne i antykancerogenne w r6-
znych etapach procesu nowotworowego stwierdzono
dla licznych zwigzkéw chemicznych, tworzgcych po-
nad 20 r6znych grup [3]. W niniejszym artykule beda
omdwione tylko te sposréd nich, ktére sg sktadnikami
naturalnego pozywienia.

Do niedawna jeszcze punktem ciezkos$ci badan nad
zwigzkami antymutagennymi i antykancerogennymi
byta ich identyfikacja oraz empiryczne poznanie skut-
kéw ich dziatania. Obecnie coraz wiecej prac koncent-
ruje sie na mechanizmach antymutagennej czy an-
tykancerogennej aktywnosci zidentyfikowanych juz
substancji. Probujg one wyjasnic, czy aktywne zwiazki
dziatajg przez hamowanie oddziatywarn miedzy DNA
a mutagenem, rozkiad aktywnej formy mutagenu,
hamowanie metabolicznej aktywacji promutagenu czy
tez inaktywacje enzymow aktywujgcych promutagen.
W przypadku naturalnych sktadnikéw pokarmowych
nie sg to jeszcze prace bardzo zaawansowane. Po-
zwalajg jednak na opracowanie klasyfikacji tych zwig-
zkdw opartej o mechanizmy ich dziatania. Taki system
klasyfikacji antymutagendéw i antykancerogenéw, sfo-
rmutowany przez Wattenberga [3], Kada i in;
[4, Ramelaiin. [5], Shankelaiin. [6] oraz D e
Floreiin. [7] przedstawiony jest w tabeli 1

Procesy chemicznej kancerogenezy zachodzg nie
tylko w komédrce, ktora ulegnie transformacji, lecz
rébwniez w wielu innych komoérkach, tkankach oraz
ptynach ustrojowych. Dlatego tez inhibitory mutage-
nezy i kancerogenezy podzielono generalnie na takie,
ktére dziatajg poza- i wewnatrz komérki docelowej.
W dalszej czesci artykutu omawiane sg naturalne
antymutageny i antykancerogeny w oparciu o klasyfi-
kacje przedstawiong w tabeli 1

I1. Inhibitory mutagenezy
dziatajace poza komorka docelowa

11-1. Zwiazki hamujgce powstawanie
endogennych mutagenéw

Klasyczng reakcjg prowadzacg do powstania en-
dogennych mutagendéw i kancerogenow jest reakcja
miedzy azotynami i aminami zachodzgca w kwasnym
srodowisku zotgdka. Powstajgce zwigzki N-nitrozowe
stanowig dobrze scharakteryzowang grupe mutage-
néw i kancerogenéw. Sposréd przetestowanych 300
takich zwigzkéw ponad 90% wywotuje nowotwory
u 40 gatunkéw zwierzat, w tym u naczelnych [8].
Jednym z najlepiej poznanych zwigzkéw hamujgcych
powstawanie zwigzkéw N-nitrozowych jest kwas
askorbinowy, ktéry w srodowisku kwasnym (pH 2-5)
in vitro i in vivo redukuje kwas azotawy do NO [9, 10,
11].

Innymi — poza kwasem askorbinowym — inhibito-
rami powstawania zwigzkéw N-nitrozowych sa: dzia-
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tajaca w warstwie lipidowej oraz w emulsjach witami-
na E [(a- iy- tokoferol [11,12] oraz aktywne w Srodowi-
sku kwasnym 1,2- i 1,4-dihydroksyfenole (katechol,
hydrochinon); 1,2,3-trihydroksyfenole (pirogalol,
kwas galusowy); fenole z podstawnikami w pozycji p-
(wanilina) i polifenole (kwas fenolowy, cynamonowy,
taninowy) [2, 11],

Zwiazki N-nitrozowe, a w szczeg6lnosci N-nitrozo-
amidy, wydaja sie byé odpowiedzialne za powstawanie
nowotworéw zotgdka (typu nabtonkowego). Inicjacja
tego procesu zachodzi prawdopodobnie juz we wczes-
nym okresie zycia jako konsekwencja spozywania
pokarméw bogatych w azotyny i azotany oraz suszo-
nych, wedzonych i konserwowanych ryb. Pewne zna-
czenie ma tu rowniez dieta o duzej zawartosci soli,
prowadzaca do uszkodzenia btony $luzowej zotadka.
Zmniejszenie ryzyka zachorowania na raka zotgdka
wigze sie wiec w sposéb oczywisty z ograniczeniem
spozycia wymienionych wyzej produktéw. Bardzo
istotnym elementem zmniejszenia ryzyka jest jednak
rowniez zwigkszenie spozycia, juz od wczesnego dzieci-
fistwa, tych owocdw ijarzyn, ktére podnoszg poziom
kwasu askorbinowego, witaminy E oraz polifenoli
w zotgdku. Pozytywna korelacja miedzy spozyciem
owocOw i jarzyn a zmniejszonym wystepowaniem
nowotworéw zotgdka i przetyku ma swoje potwier-
dzenie w badaniach epidemiologicznych [13].

11-2. Zwiagzki inaktywujgce mutageny

Mutageny pochodzenia egzogennego mogg tracic
swg aktywnos$¢ przed osiggnieciem komorki docelo-
wej. Wiele z nich ulega inaktywacji juz w przewodzie
pokarmowym. W reakcjach tych biorg udziat obecne
w diecie substancje o charakterze antymutagenow.
Soki z wielu warzyw, w szczeg6lnosci z kapusty [14]
i brokutow [15] sg Zrodtem peroksydazy oraz oksydazy
NADPH, ktére zmniejszajg mutagennos$¢ np. produk-
téw pirolizy tryptofanu (Trp-P-2) [16].

Inaktywacja szeregu mutagendéw, jak np. piroliza-
téw Trp-P-t, Trp-P-2 i Glu-P-1, odbywa sie rowniez
przez nieodwracalng adsorpcje na witoknach obecnych
w kapuscie, topianie czy rzodkiewce [17, 18]. Zjawisko
adsorpcji wigze sie prawdopodobnie z wielokrotnie
obserwowanym w badaniach epidemiologicznych an-
tykancerogennym efektem diety bogato-resztkowej

[19].
I11. Inhibitory mutagenezy
dziatajgce wewnatrz komorki docelowej

I11-1. Zwiagzki dziatajace
na metabolizm komorkowy

I11-1.1. Zwigzki obnizajgce czestos¢
podziatéw komérkowych

Czestos¢ podziatéw komorkowych ma bezposredni
wplyw na inicjacje kancerogenezy. Czym czestsze sg
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podziaty komorkowe, tym mniejsza jest szansa na-
prawy uszkodzenia DNA i unikniecia utrwalenia
w postaci mutacji. To tez komdrki szybko dzielgce sie
sg bardziej podatne na dziatanie inicjatoréw niz komaé-
rki nie ulegajgce podziatom [20]. Przyktadem antykan-
cerogennego dziatania opartego na obnizaniu czesto-
§ci podziatdw komorkowych jest ochronny efekt reti-
noidéw na komérki epidermalne [21].

I11-1.2. Zwigzki dziatajgce na mikrosomowe enzymy
metabolizujace ksenobiotyki

Jak juz wspomniano na wstepie, wiekszo$¢ chemicz-

nych mutagendéw nabywa witasciwosci mutagennych
po przeksztatceniach zachodzacych w komérce. Wiele
prac, zapoczatkowanych przez badania Miller i Miller
[22], wskazuje na wspoOlny mechanizm powstawania
aktywnych form dla licznych mutagen6w i kanceroge-
néw. Mechanizm ten zostal poznany na podstawie
badan nad dziataniem enzymdw metabolizujgcych
ksenobiotyki.
Enzymy metabolizujgce ksenobiotyki, obecne w wielu
réznych tkankach, przeksztatcajg niepolarne zwigzki
w formy lepiej rozpuszczalne w wodzie, a wiec tatwiej
usuwane z organizmu. Zaproponowana przez Wil-
liamsa [23] i uznawana powszechnie klasyfikacja tych
enzymoOw wyrdznia dwie grupy. Do pierwszej naleza
enzymy katalizujgce reakcje fazy I, tzn. wprowadzajg-
ce do ksenobiotykéw grupy polarne. Sg to przede
wszystkim reakcje katalizowane przez mikrosomalny
system monooksygenaz. Obecno$¢ grup polarnych
umozliwia reakcje fazy Il, katalizowane przez inng
grupe enzymow, polegajace na sprzeganiu przeksztat-
conych ksenobiotykéw z kwasem glukuronowym,
glutationem (GSH) lub siarczanami.

Aktywacja promutagenow i prokancerogenow do-
konywana jest przez enzymy katalizujgce reakcje fazy
I. Enzymy Kkatalizujgce reakcje fazy Il moga braé
udziat w inaktywacji mutagenow i kancerogenow.
W efekcie poziom mutagendéw i kancerogendw ustala
sie jako wynik pewnej rdwnowagi, na ktéra obok
wymienionych wyzej proceséw, wptywa szybko$é roz-
ktadania aktywnych form przez inne enzymy oraz ich
spontaniczny rozktad.

Interwencja w dziatanie enzymoéw detoksykujacych
dotyczy przede wszystkim mikrosomowych enzymow
systemu monooksygenazy. Czynniki hamujgce ich
aktywno$é nazwane zostaly przez Wattenberga
[3] czynnikami blokujacymi.

Skutki interwencji w dziatanie enzymow detoksyku-
jacych sg niezmiernie trudne do przewidzenia. Przede
wszystkim enzymy te odpowiedzialne sg za usuwanie
z organizmu wszelkich niepolarnych ksenobiotykéw
i kazda ingerencja zaktoca ten proces. Dalej — po-
szczeg6lne grupy kancerogenéw sg aktywowane w od-
mienny sposOb (np. C-hydroksylacja nitrozoamin,
N-hydroksylacja amin aromatycznych, epoksydacja
pierscieni weglowodoréw aromatycznych, itd.). W efe-
kcie ochronne dziatanie w stosunku do jednego kan-
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cerogenu moze wzmagac¢ aktywacje innego. Wreszcie
— niektdre dziatajgce w tym miejscu czynniki blokuja-
ce majg niekorzystne dziatania uboczne. | tak np.
dodawany do pozywienia zwierzat selen powoduje
wzrost aktywnosci jednego z enzyméw detoksykuja-
cych, peroksydazy glutationowej [24], wzmagajac jed-
nocze$nie metaboliczng aktywacje 2-acetyloaminof-
luorenu [25], Wydaje sie wiec, ze interwencje w dziata-
nie enzymow detoksykujgcych najtatwiej jest zaplano-
waé wowczas, gdy ma ona dotyczy¢ duzych grup
ludnos$ci narazonych na dominujgce i silne czynniki
kancerogenne.

Pomimo ztozonych zalezno$ci miedzy poszczegd6l-
nymi elementami systemu enzymow detoksykujgcych
niektore dane doswiadczalne wskazujg na korzystny,
z punktu widzenia dziatania przeciwnowotworowego,
efekt netto wielu zwigzkéw dziatajacych na te enzymy.
Efekt taki obserwuje sie np. dla flawonéw, izotiocyja-
nianoéw, fenoli i indoli obecnych w ro$linach krzyzo-
wych, tak w warunkach eksperymentalnych [26], jak
i w niektérych badaniach epidemiologicznych. Te
ostatnie, cho¢ jeszcze niekompletne, wskazujg ze spo-
zywanie brukselki, kalafioréw, kapusty i brokutdw
zmniejsza ryzyko zachorowania na raka przewodu
pokarmowego [27, 28]. Ow wielostronny efekt wyizo-
lowanych z tych ro$lin fenoli, izotiocyjaniandéw i po-
chodnych indolu (indol-3-karbinol, 3,3’-diindolyl me-
tan iindol-3-acetonitryl) dotyczy indukcji hydroksyla-
zy aryloweglowodorowej, aktywujacej niektore proka-
ncerogeny, ale réwniez cytoplazmatycznej transferazy
glutationowej, usuwajgcej aktywne formy innych
zwigzkoéw rakotworczych [29].

I11-1.3. Zwigzki dziatajgce na enzymy
pozamikrosomowe

W cytozolu komdrki obecne sg, obok mikrosomo-
wych enzymdw detoksykujacych, inne enzymy zaan-
gazowane w metabolizm mutagen6w i kancerogenow.
Ulegaja one tatwo indukcji, co stwarza mozliwos$é
interwencji. Nalezy tu przede wszystkim szereg en-
zymow cyklu glutationowego [30]. Innym enzymem
jest DT diaforaza, obecnie intensywnie badana pod
katem jej aktywnoS$ci antymutagennej i antykancero-
gennej. Wiaze sie to z katalizowang przez DT diafora-
ze dwuelektronowg reakcjg przeksztatcania barwni-
kéw azowych i chinonéw. Prowadzi to do powstania
nieaktywnych produktéw koricowych, co stanowi
konkurencje dla 1 elektronowych reakcji zachodza-
cych zudziatem cytochromu P-450, ktore prowadzg do
powstania toksycznych semichinondéw i reaktywnego
tlenu [31]. DT diaforaza jest indukowana przez wiele
zwigzk6éw, m.in. /Tnaftoflawony, ktére réwnoczesnie
indukujg cytochrom P-450 przez wigzanie specyficz-
nego receptora Ah [7].
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I11-2. Zwigzki blokujace reaktywne
mutageny i kancerogeny

Usuwanie reaktywnych mutagenéw i kancerogenéw
z komorki jest bardzo obiecujacg strategig w profilak-
tyce przeciwnowotworowej. Najczesciej stosowanymi
inhibitorami sg zwigzki wigzace elektrofilowe metabo-
lity oraz ,,zmiatajgce” rodniki tlenowe. Stad sg to
czesto zwigzki o wiasciwosciach nukleofilowych iprze-
ciwutleniacze.

Wigzanie reaktywnych czagsteczek odbywa sie na
drodze enzymatycznej lub spontanicznie. Ten pierwszy
mechanizm obejmuje wspomniane wczesniej (pkt.
111-1.2) reakcje fazy Il. Enzymy katalizujgce te reakcje
to: transferaza UDP-glukuronylu, sulfotransferazy
i acetylotransferazy, transferaza glutationowa. Szcze-
gélne znaczenie przypisuje sie rodzinie izoenzymow
tego ostatniego enzymu, katalizujgcego reakcje koniu-
gacji glutationu z elektrofilami [30].

Transferaza glutationowa jest enzymem tatwo ule-
gajacym indukcji. Jej aktywno$¢ czesto wykorzys-
tywana jest jako test na obecno$¢ czynnikow blokujg-
cych w naturalnych produktach zywnoSciowych [26].
Wiasciwosci indukcyjne wobec transferazy glutationo-
wej wykazujg fenole, indole, aromatyczne izotiocyja-
niany (kumaryna), dwuterpeny, niepolarne flawony
i ditiotioniany [2, 5, 26, 29, 32].

Niezwykle istotnym czynnikiem uszkadzajacym
czasteczki DNA sg rodniki tlenowe naturalnie tworzg-
ce sie w komérce. W wyniku stopniowej czteroetapo-
wej redukcji czgsteczki tlenu powstajg trzy rodzaje
mutagen6w: ponadtlenki, nadtlenki i wolne rodniki
hydroksylowe.

Cata grupa enzymoéw komérkowych rozktada ak-
tywne pochodne tlenu. Sg to: dysmutaza ponadtlen-
kowa, peroksydaza glutationowa, reduktaza NAD (P)
H: chinon oraz transferaza glutationowa. Co najmniej
jeden z tych enzymoéw, peroksydaza glutationowa,
wykazuje zalezno$¢ od diety. W sktad peroksydazy
glutationowej wchodzi selen, czynnik o potwierdzo-
nym epidemiologicznie dziataniu antykancerogennym
[33], Wydaje sie, ze podstawowym mechanizmem
takiego dziatania selenu jest jego udziat w likwidacji
aktywnych form tlenu.

Obok zwigzkéw modulujagcych aktywno$¢ enzy-
mow usuwajacych aktywne formy mutagenéw i kan-
cerogenéw wiele sktadnikOw diety spontanicznie usu-
wa owe aktywne formy. Szereg zwigzkéw wykazuje
wiasciwosci przeciwutleniaczy, usuwajgc aktywne for-
my tlenu. Taka funkcje spetnia tokoferol w btonach
lipidowych [34] oraz kwas askorbinowy w cytoplazmie
[35, 36]. W tym ostatnim przypadku jest to juz kolejna
obok zapobiegania tworzenia zwiazk6éw N-nitrozo-
wych (zob. pkt. I1-1) funkcja antykancerogenna kwasu
askorbinowego.

Sposréd naturalnych przeciwutleniaczy obecnych
w diecie zwierzat (myszy, szczury) oraz cztowieka
bardzo istotng role odgrywa /I-karoten [37, 38]. /?-ka-
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roten i inne karotenoidy aktywnie uczestniczg w lik-
widacji zwigzkéw utleniajgcych zawartych w dymie
papierosowym i smdtce. W stosunku do rodnikéw
nadtlenkowych ~-karoten jest bardziej wydajnym
przeciwutleniaczem niz a-tokoferol i glutation [39].

Druga, obok przeciwutleniaczy, grupg zwigzkow
spontanicznie reagujacych z aktywnymi kancerogena-
mi sg zwigzki wigzgce czgsteczki o charakterze elektro-
filowym. Klasycznym przyktadem jest kwas elagowy,
zwigzek o charakterze fenolu, obecny w grejpfrutach,
orzechach i kawie. Wigze on kowalencyjnie aktywne
formy benzo(a)pyrenu [40] obnizajgc ich mutagenny
efekt in vitro [41].

Inne i bardziej ztozone jest dziatanie witaminy A.
Z jednej strony przeksztatca sie ona w komorce w kwas
5,6-epoksyretinowy, ktory konkuruje z mutagennymi
epoksydami w ich reakcjach z DNA. Z drugiej strony
obecne w diecie retinoidy podwyzszajg poziom pro-
staglandyn, ktore z kolei hamujg wigzanie si¢ nie-
ktérych mutagenéw z czasteczkami DNA [20].

111-3. Zwigzki wplywajgce na procesy naprawy
i replikacji DNA

Utrwaleniu sie uszkodzenia DNA w postaci mutacji
przeciwdziata wierna naprawa uszkodzenia. Stad tez
stymulacja takiej napjrawy ma w efekcie charakter
antymutagenny i antykancerogenny. Podobny efekt
wykazuje stymulacja wiernosci replikacji DNA izaha-
mowanie systemu naprawy wprowadzajgcego biedy [4,
42],

Przyktadem zwigzkéw stymulujagcych wierna na-
prawe uszkodzen DNA jest aldehyd cynamonowy
i jego pochodna — kumaryna i umbeliferon oraz
wanilina [43]. Wydaje sie, ze wszystkie te zwigzki
indukujg system bezbtednej naprawy DNA [44].

IV. Inhibitory promocyjnej fazy
kancerogenezy

Faza promocyjna rozwoju nowotwordw trwa bar-
dzo dtugo, stwarzajgc tym samym wiele mozliwosci dla
interwencji cztowieka. Jest to jednoczes$nie faza bardzo
stabo poznana, przez co obecna wiedza o dziatajgcych
w tej fazie antykancerogenach ma charakter wybitnie
empiryczny.

W odréznieniu od inicjacji faza promocji moze byc¢
cofnieta lub opdzniona. Wymaga to zwykle ciagtego
stosowania zwigzk6éw antypromocyjnych, zas w przy-
padku naturalnych skitadnikéw pozywienia — ich
ciaggtej obecnosci w diecie.

Wsréd zwigzkéw o aktywnoSci antypromocyjnej
spotyka sie wiele takich, ktére wykazujg réwniez
dziatanie antykancerogenne w fazie inicjacji. Sg to
przede wszystkim przeciwutleniacze, jako ze wolne
rodniki odgrywajg olbrzymig role w promocji nowo-
tworow [34, 45]. Stad wiele naturalnych przeciwut-
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leniaczy, jak witamina A i inne retinoidy, tokoferole,
sole selenu czy chlorofilina wykazujg aktywnos$¢ anty-
promocyjng [3, 5].

Sposréd retinoidow, prekursoréw i pochodnych
witaminy A, B-karoten, aldehyd retinowy, kwas reti-
nowy i estry retinolu wykazujg dziatanie ochronne
przed eksperymentalnie indukowanymi nowotworami
[37], tak w fazie inicjacji (zob. pkt. Il11-1.1)jaki promo-
cji kancerogenezy. Szczego6lnie silng aktywno$¢ wyka-
zuje R-karoten [46]. W wiekszos$ci przypadkéw dziata-
nie retinoidéw wiaze sie z przedtuzeniem fazy promo-
cyjnej. Jest prawdopodobne, ze antykancerogenny
efekt retinoidow nie wynika wytacznie z ich wtasciwo-
§ci przeciwutleniajgcych. Petkovichiin. [47] wyka-
zali, ze kwas retinowy wigze sie ze swoistym recep-
torem, pochodnym receptora tyroidowego, powigza-
nego z onkogenem erb-A. Stosowanie retinoidéw jako
skutecznych antykancerogendw jest ograniczone ich
toksycznoscia, wystepujaca przy duzych dawkach.

Innym supresorem fazy promocyjnej, wymienionym
wczesniej przy okazji hamowania inicjacji, jest witami-
na E. Jej przeciwutleniajgca aktywnos$¢ przejawia sie
szczeg6lnie w przypadku wolnych rodnikéw powstaja-
cych w btonach biologicznych [48]. Podawana wraz
z kwasem askorbinowym hamuje faze promocyjng
nowotworéw indukowanych u zwierzat laboratoryj-
nych przez zwigzki N-nitrozowe i aromatyczne weg-
lowodory policykliczne [10].

Dziatanie antypromocyjne w stosunku do adenoka-
rcynomy ostatniego odcinka jelita grubego indukowa-
nej dimetylohydrazyng [49] oraz neoplazji zotgdka
indukowanej u myszy benzo(a)pyrenem [50] wykazujg
obecne w czosnku i cebuli sulfotlenki diallilu oraz
metylosulfotlenek allilu. Podobne dziatanie w stosun-
ku do kancerogenezy indukowanej u szczuréw
N-benzylometyloaming i azotynami wykazuje obecna
w gotowanym dorszu tioprolina [51].

Szczegdlny efekt antypromocyjny wykazuje odpo-
wiedni dobdr diety ttuszczowej. Thtuszcze spozywane
w nadmiernych iloSciach, sg czynnikiem ryzyka po-
wstawania nowotwordw, szczeg6lnie w jelicie grubym
[52]. Wiaze sie t6 z dziataniem posrednim: efekt
promocyjny wykazujg bowiem kwasy zélciowe wy-
dzielane w zwiekszonych iloSciach przy diecie boga-
to-ttuszczowej. Odpowiedni dobor thuszczu moze tago-
dzi¢ powyzszy efekt. Liczbajgdrowych aberracji w ko-
madrkach epitelialnych jelita grubego myszy karmionej
karcinogenem 1Q wzrasta przy jednoczesnym stoso-
waniu oleju kukurydzianego, za$ maleje przy podaniu
oliwy z oliwek [53],

V. Inhibitory fazy progresji

Niewiele jest przykiadéw skutecznej interwencji
w fazie progresji kancerogenezy. Jednym z nich jest
cofanie sie wczesnych zmian patologicznych w tkance
epidermalnej pod wptywem retinoidéw [21, 54], Nie
jest zupetnie jasne, czy taki efekt ma charakter trwaty.
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V1.

Uwagi koricowe

Obecna wiedza o mechanizmach dziatania inhibito-

row mutagenezy i kancerogenezy jest jeszcze bardzo
fragmentaryczna. Jednakze korzysci jakich mozna
spodziewac sie po praktycznym zastosowaniu antymu-
tagendw i antykancerogenoéw w profilaktyce, sg przy-
czyng znacznego zainteresowania tymi zwigzkami.
Szczegdtowe badania nad antymutagenami i antykan-
cerogenami sg konieczne; wiele z nich bowiem wykazu-
je wielostronne dziatania, nierzadko powodujgc szko-
dliwe efekty uboczne. Praktyczne zastosowanie an-
tymutagenéw i antykancerogenéw musi wiec poprze-
dzi¢ selekcja najbardziej bezpiecznych zwigzkdw oraz
opracowanie optymalnych warunkéw ich stosowania.

Artykut otrzymano 15 pazdziernika 1989 r.
Zaakceptowano do druku 17 wrzesnia 1990 r.
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Sprawozdanie z dziatalnosci
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w 1990 roku

Dziatalnos¢ organizacyjna

1

Sktad osobowy Zarzadu Gtéwnego:

Doc. dr hab. Zofia Porembska — prezes, prof. dr
hab Tadeusz Wilusz — wiceprezes, doc. dr hab.
Jacek Kuznicki — sekretarz, dr Ewa Wisniews-
ka-Szewczyk — skarbnik. Cztonkowie Zarzadu
Gtownego doc. Andrzej Buranowski, prof. Maria
Guminska, dr Michat Komoszynski, doc. Henryk
Kostyra, doc. Roman Tarnawski, prof. Zofia Wal-
ter, dr Teresa Wesotowska, doc. Maria Woj-
tas-Wasilewska, doc. dr hab. Marian Wolny, prof.
dr hab. Kazimierz Zakrzewski, doc. Krzysztof
Zwierz, prof. dr hab. Mariusz Zydowo. Kierownik
Biura Zarzgdu Gitéwnego mgr Irena Kaminska.
Zarzad Glowny dziata rowniez poprzez Oddziaty
Terenowe w Biatlymstoku, Gdansku, Katowicach,
Krakowie, Lublinie, Lodzi, Olsztynie, Poznaniu,
Szczecinie, Toruniu, Warszawie, Wroctawiu.

Wazniejsze uchwaly Organéw Statutowych

1

Uchwalenie regulaminu konkursu na najlepszy
wyktad z biochemii i biologii molekularnej.
Powotanie Komisji Statutowej w celu uporzad-
kowania spraw statutowych.

Uchwalenie podwyzszenia sktadki cztonkowskiej
z 1000 zt na 30000 zi.

Dziatalno$¢ naukowa

1

Organizacja XXVI Zjazdu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego (13-15.09.1990) w Gdansku
z udziatem 375 uczestnikéw z kraju i 30 za-
proszonych gosci, w tym 12 z zagranicy. Przed-
stawiono 17 referatow sympozjalnych i213 donie-
sien w 5 sekcjach:
— Metabolizm i efekty regulacyjne pochodnych
purynowych i pirymidynowych
— Biochemia nerki itransportjonéw przez bltony
— Molekularne podstawy ochrony i wykorzys-
tania ekosystemow morskich
— Hormonalna regulacja metabolizmu
— Glikokoniugaty
Jednodniowa konferencja naukowa (4.09.1990)
we Wroctawiu p.t. ,Molekularne podstawy me-
chanizméw odpowiedzi immunologicznej” zor-
ganizowana przez Oddziat Wroctawski. Tematy:
Odpowiedz komorkowa, odpowiedz humoralna,
regulacja odpowiedzi immunologicznej, immu-
nogiobuliny jako przeciwciata i substancje efek-
torowe, jak wirus HIV wywotuje AIDS, abzymy
— przeciwciata monoklonalne z aktywnos$cia en-
zymatyczng.
Xll Sesja Europejskich Towarzystw Tkanki tgcz-
nej (9-13.07.1990) w Bialymstoku przygotowana
przez Oddziat Biatostocki.
W maju miata miejsce Sesja poswiecona pamieci
prof. Witodzimierza Mozotowskiego zorganizo-
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wana przez Oddziat Gdanski i Katedre Biochemii
Akademii Medycznej (Gdansk, 1990).

5. Sekcja ,Metabolizmu wapniowego” zorganizo-
wata sesje p.t. Osteoporoza — problemy klinicz-
ne”,w ramach Wielodyscyplinarnego Forum Os-
teoporotycznego (8.12.1990).

6. Przyznanie nagréd im. prof. J. Parnasa, prof. B.
Skarzynskiego oraz prof. W. Mozotowskiego. Po
raz pierwszy w biezacym roku przyznano na-
grode za najlepiej przygotowany i wygtoszony
wyktad z biochemii i biologii molekularnej.

7. Przygotowanie XXVII Zjazdu Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego w Lublinie (1991), na kté6-
rym przewidziano nastepujgce sympozja:

— Molekularna regulacja proceséw wzrostu
i réznicowania komérek somatycznych

— Procesy biotechnologiczne w produkcji zyw-
nosci i ochronie Srodowiska

— Toksyczne oddziatywanie czynnikéw $ro-
dowiska na organizmy zywe

— tRNA i syntetazy aminoacylo-tRNA

8. Przygotowywanie polsko-francuskiej sesji po-
Swigconej metabolizmowi wapnia, ktéra odbe-
dzie sie w 1991 r.

Dziatalno$¢ wydawnicza

1. ,Postepy Biochemii’ — kwartalnik Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego informuje o najnow-
szych osiggnieciach z dziedziny biochemii i bio-
logii molekularnej. Petni on réwniez funkcje dy-
daktyczng: umozliwia miodszym pracownikom
naukowym zdobywanie umiejetnosci przygoto-
wywania artykutow przeglgdowych, a wobec bra-
ku podrecznikéw oraz dostepu do piSmiennictwa
Swiatowego, bywa tez Zzrodiem informacji dla
studentow. W biezagcym roku Polskie Towarzyst-
wo Biochemiczne podjeto prébe rozszerzenia
tematyki pisma m.in. poprzez publikowanie ar-
tykutdéw promujgcych nauke polskg oraz wprowa-
dzenie tematyki dotyczgcej nauczania biochemii.

2. Seria ,Monografie Biochemiczne” — wydano
kolejny tom p.t. ,Glikoproteiny ssakow” . Nastep-
na monografia p.t. ,Btony biologiczne” jest przy-
gotowywana do druku.

3. ,Listy” do cztonkéw Towarzystwa — wychodzg
systematycznie, informujg o wydarzeniach nau-
kowych w srodowisku biochemicznym.

Dziatalno$¢ w zakresie upowszechniania nauki

— Sesja poswiecona popularyzacji biochemii przez
Oddziat Warszawski p.t. ,Co nowego w biologii
molekularnej” (Warszawa 4.12.1990).

— Przygotowywanie pomocy naukowych (przezro-
cza, tabele, modele) niezbednych w nauczaniu
biochemii i biologii molekularnej.

Zofia Porembska
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Molekularne podtoze fenyloketonurii

Molecular basis of phenylketonuria

JADWIGA JARUZELSKA1
RYSZARD StOMSKI2

Spis tresci:
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VI. Mutacje w genie hydroksylazy fenyloalaninowej

VII. Uwagi koricowe
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hydroxylase
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IV. Structure and function of phenylalanine hydroxylase

V. Polymorphism in loci of human phenylalanine hydro-
xylase

VI. Mutations in the gene of phenylalanine hydroxylase

VII. Concluding remarks

Wykaz stosowanych skrétow:

PKU-fenyloketonuria, cDNA PAH-komplementarny DNA
hydroksylazy fenyloalaninowej, mRNA PAH-messenger
RNA hydroksylazy fenyloalaninowej, IR-inverted repeats
(odwrotne powtdrzenia), cAMP-cykliczny jednofosforan
adenozyny, RFLP-polimorfizm diugosci fragmentow re-
strykcyjnych (ang. restriction fragment length polymor-
phism)

I. Wstep

Klasyczna fenyloketonuria, opisana przez Foelin-
ga w 1934 roku, jest jedng z najczesciej wystepujacych
genetycznie uwarunkowanych wad metabolizmu, kté-
ra przejawia sie zaburzeniami w przemianie aromaty-
cznych aminokwaséw. U osOb obarczonych tg auto-
somalng, recesywng cechg, zaobserwowano wystepo-
wanie w moczu metabolitéw fenyloalaniny, w wyso-
kim stezeniu, m.in. fenylopirogronianu, ktéry u zdro-
wych osobnikéw wystepuje w iloSciach $ladowych 1],
Wykazano réwniez, ze u chorych na fenyloketonurie
nie dochodzi do hydroksylacji fenyloalaniny do tyro-
zyny z powodu niedoboru enzymu hydroksylazy feny-
loalaninowej (PAN) [2, 3], PAH (4-monooksygenaza
fenyloalaninowa EC 1.14.16.1) katalizuje przetwarza-
nie fenyloalaniny w tyrozyne przy udziale tetrahyd-
robiopteryny jako kofaktora [4, 5]. Obnizona aktyw-
nos$¢ lub brak aktywnos$ci PAH prowadzi do pod-

JDr, Doc. dr hab.
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, Strzeszynska 32, 60-479
Poznan
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niesienia poziomu fenylolalaniny i jej metabolitow
w surowicy krwi [5]. Obserwuje sie rGwniez nieprawid-
towosci w metabolizmie tyrozyny i tryptofanu [6],
obnizenie syntezy katecholamin, melaniny iserotoniny
[7], Leczenie fenyloketonurii (dieta) musi zosta¢ pod-
jete bezposrednio po urodzeniu, celem unikniecia
znacznego niedorozwoju umystowego wywotanego
toksycznymi zwigzkami uszkadzajagcymi tkanke moz-
gowa [4, 5]. Hiperfenyloalaninemia moze mie¢ rowniez
inne podtoze niz zanizong aktywno$¢ PAH, np. moze
wynikaé z niedoboru reduktazy dwuhydropterydyny,
syntetazy biopteryny lub innych systemow enzymaty-
cznych [7].

Pomimo ustalenia bloku metabolicznego wywotu-
jacego PKU, dopiero niedawno opracowano sposoby
identyfikacji nosicieli (heterozygot) oraz prenatalnego
wykrywania PKU. PAH wystepuje jedynie w watrobie
i nie ulega ekspresji w fibroblastach, komodrkach
trofoblastu i ptynu owodniowego uzywanych zwykle
w diagnostyce prenatalnej. Konwencjonalne testy en-
zymatyczne stosowane w prenatalnej diagnostyce de-
fektow metabolicznych nie mogty by¢ zastosowane [8].
Bardzo pomocne w rozwigzaniu tego problemu staty
sie, rozwijane w ostatnich latach, metody molekularnej
analizy genetycznie uwarunkowanych chorob. Zasto-
sowanie technik rekombinacji DNA doprowadzito do
izolowania i okres$lenia struktury genéw, umozliwito
analize biatkowych produktow genéw i pomogto
w przygotowaniu molekularnych testéw do wykrywa-
nia szeregu chordb genetycznych [9]. Podjeto rowniez
prébe izolowania i analizy genu PAH oraz jego
biatkowego produktu u cztowieka. W Postepach Bio-
chemii ukazat sie artykut Zietkiewicza i
Stomskiego przedstawiajgcy zastosowanie tech-
nik biologii molekularnej w genetyce cztowieka [9].

Il. Klonowanie i analiza genu PAH

Sklonowanie i analiza ludzkiego genu poprzedzone
zostaty klonowaniem cDNA PAH szczura. Poprzez
immunoprecypitacje polisoméw komorek watroby
wyizolowano mRNA PAH szczura i przepisano na
cDNA drogg odwrotnej transkrypcji. Rekombinanty
zawierajgce fragmenty genu PAH wyselekcjonowano
na podstawie rdznicowej hybrydyzacji, translacji
w uktadzie bezkom6rkowym oraz immunoprecypitacji
uzyskanych produktoéw biatkowych [10]. W ten sposéb
otrzymano dwa klony — prPH191 i prPH198, ktére
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nastepnie subklonowano w plazmidzie pBR322. Ma-
powanie restrykcyjne wykazato, ze sekwencja uzys-
kanych klonéw byta w znacznym stopniu homologicz-
na i reprezentowata potowe czgsteczki mRNA PAH
szczura, ktorej wielko$¢ oszacowano na okoto 2,5
kilozasad. Klony zsekwencjonowano, poddajgc anali-
zie obie nici DNA aby unikng¢ btedu. Poniewaz klony
cDNA PAH nie zawieraty sygnatu poliadenylacji, nie
byto pewnosci co do ich orientacji 5-~3°. Wyjasnita to
komputerowa analiza sekwencji obu klonéw cDNA,
znajdujgc ramke odczytu 246 aminokwasow, po kto-
rych nastepowat terminujacy kodon UGA, a za nim
423 nukleotydy niekodujgcej sekwencji 3’. Wewnatrz
sekwencji w ramce odczytu wystepowat tylko jeden
kodon metioniny, zlokalizowany w pozycji 243 - 245.
Stad oczekiwano, ze po fragmentowaniu bromocyja-
nem biatka odpowiadajgcego powyzszej sekwencji
powinno sie uzyska¢ peptyd o wielkoSci 177 amino-
kwaséw, o masie 18.000 daltonéw odpowiadajacy
czesci aminokwasow kofica karboksylowego.

Celem upewnienia sie, ze uzyskane klony cDNA
odpowiadajg sekwencjom kodujacym PAH watroby
szczura, nalezato chociaz czeSciowo oznaczy¢ sekwen-
cje aminokwaséw enzymu. Przez dziatanie bromocyja-
nem na oczyszczony enzym uzyskano dwa peptydy
0 masie 32.000 i 18.000 dalton6éw. Powyzszy wynik
potwierdza wczesniejsze doniesienia 0 masie czgsteczki
enzymu (okre$lonej na 50.000 daltondéw) i obecnosci
tylko jednej reszty metioniny [11]. PAH jest enzymem
cytoplazmatycznym o zablokowanym konfcu amino-
wym dlatego celem oznaczania sekwencji pierwszych
18 aminokwas6w korica aminowego stosowano meto-
de Edmana. Sekwencje te poré6wnano nastepnie z sek-
wencjg ramki odczytu klonéw cDNA i wykazano
petng zgodno$¢ sekwencji aminokwaséw z sekwencja
nukleotydéw. Klony te postuzyty nastepnie do iden-
tyfikacji ludzkich klonébw cDNA PAH metoda krzyzo-
wej hybrydyzacji. Z kolei klony cDNA PAH cztowieka
zastosowano do celéw diagnostycznych [12, 13].

Sklonowany cDNA PAH szczura prPH98 (po-
chodna prPH198) postuzyt jako specyficzna sonda
hybrydyzacyjna do przegladania biblioteki ludzkiego
cDNA zmRNA watroby [14]. W ten spos6b oceniono
okoto 40.000 transformantéw i uzyskano kilka klo-
néw DNA, zawierajacych fragmenty sekwencji 0,3
- 1kz kodujace PAH cztowieka. Dwa klony z najwiek-
szymi fragmentami ludzkiego cDNA PAH — phPH72
1 phPH73 postuzyty jako sondy hybrydyzacyjne do
identyfikacji petnej sekwencji cDNA PAH [12]. W tym
celu ponownie przygotowano biblioteke ludzkiego
cDNA z mRNA PAH (0,1% catkowitego komér-
kowego mRNA watroby czipowieka). Przy uzyciu
klonu phPH72 wyselekcjonowano z biblioteki zawie-
rajacej 14 min transformantow 4, z fragmentami
cDNA PAH o wielko$ci 2 - 2,5kz i najwiekszy
fragment odpowiadajgcy wielkosci mMRNA PAH sub-
klonowano w plazmidzie pBR322. Uzyskany w w ten
sposéb rekombinant phPAH247 poddano analizie
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restrykcyjnej wykazujac unikalne miejsca rozpoznania
enzymoéw restrykcyjnych: Xbal, Bglll, Xhol, BamHI
oraz po dwa miejsca restrykcyjne Hindlll i Ncol, co
pozwolito na oznaczenie sekwencji obydwu nici insertu
za pomocg metody Maxama i Gilberta. cDNA wklo-
nownany w plazmid phPAH247 zawierat 2448 i 19 par
zasad stanowiacych sygnat dla poliadenylacji korica 3’
mMRNA. W sekwencji tej stwierdzono ramke odczytu,
ktora zaczyna sie w pozycji 233 kodonem ATG
(metionina), a konczy w pozycji 1579 kodonem TAA.
Mozna zatozyé, ze kodon ATG w pozycji 233 jest
inicjujacym kodonem odpowiadajagcym metioninie,
poniewaz kodony terminujgce wykryto we wszystkich
trzech ramkach odczytu w nie ulegajagcym translacji
regionie 3’. Region kodujacy ma diugos¢ 1353 pz
i koduje 451 aminokwaséw. Region 5’ nie ulegajacy
translacji ma dtugos¢ 200 pz i w pozycji 105 - 114
zawiera sekwencje UCGUUACCGC, w 80% homo-
logiczng z koficem 3’ 185 rRNA [15]. Ta sekwencja
moze stuzy¢ jako miejsce wigzania 18S rRNA podczas
translacji. Region ten zawiera rowniez dwie sekwencje
typu IR o wielko$ci 13 pz wykazujgce 77% homologii
w pozycji 44 - 56 i 108 - 120; mogg one bra¢ udziat
w tworzeniu struktury todyzki (ang. stem loop). Region
3’ nie ulegajacy translacji wynosi 851 pz i zawiera
wiele kodonow terminujacych we wszystkich ramkach
odczytu. Wystepujg ponadto 3 sekwencje AATAAA
w pozycjach 2198, 2347 i 2413. Odlegto$¢ pomiedzy
ostatnig sekwencjg a sekwencjg poliA wynosi 13pz
i prawdopodobnie ma ona znaczenie w dojrzewaniu
MRNA i w poliadenylacji [16].

Plazmid phPAH247 zastosowano w badaniach
struktury prawidtowego genu PAH cztowieka. Za jego
pomocg z genomowej biblioteki ludzkiego DNA w ko-
smidach wyizolowano klony pokrywajgce w sposob
ciaggty fragment o wielko$ci 120 kz obejmujacy caty gen
PAH. W ten sposdb z duzg doktadnoscig okreslono
wielkos¢ genu PAH oraz rozmieszczenie i wielkosci
eksondw iintronéw. Gen PAH koduje biatko o dtugo-
§ci 451 aminokwas6w, zawiera 13 eksonow o wielkosci
57 - 892pz (Srednia wielko$¢ 114 + 43 pz) i 12
intronéw o bardzo zr6znicowanej wielkosci (1-24 kz).
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Na peing sekwencje genu PAH skfada sie 2,3 kz
eksondéw oraz 85 kz introndw (Ryc. 1). Stosunek
kodujacych do niekodujacych czesci genu jest jednym
z najnizszych wsérod znanych gendw eukariotycznych.
Podobnie gen ludzkiego czynnika VI [17] oraz tyreo-
globuliny [18] majg dtugo$¢ ponad 100 kz, a dtugosé
ichmRNA wynosi zaledwie 7,8 kz. W przeciwienstwie,
gen witellogeniny o wielkosci 23 kz koduje mRNA
o wielkosci 6,6 kz i zawiera 25 intron6éw o S$redniej
wielkosci 940 pz. Opisane dla wielu genow korelacje
pomiedzy rozmieszczeniem intronow a wiasciwoscia-
mi struktury biatka nie sg zgodne z teorig insercyjnego
pochodzenia intronéw [20,21]. Plazmid phPH247 ule-
gat ekspresji po wprowadzeniu do komérek co po-
twierdzito, ze zawiera petng informacje dla prawid-
towego funkcjonowania enzymu [22]. Ponadto stwier-
dzono, ze PAH jest genem pojedynczym i nie wy-
stepujg pseudogeny [21].

I11. Lokalizacja genu hydroksylazy
fenyloalaniny

Do zlokalizowania genu PAH na chromosomie
cztowieka przyczynity sie badania W oo i wsp6t-
autorow, w ktérych wykorzystano komaorki hybrydo-
we zawierajgce chromosomy myszy lub chomika i wy-
brane chromosomy ludzkie oraz sonde hybrydyzacyj-
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Struktura genu hydroksylazy fenyloa-
laninowej cztowieka. Kolejne numery
Eco RV oznaczajg eksony genu. Strzatlki ozna-

czaja polimorficzne miejsca restrykcyj-
ne [47],
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ng w postaci cDNA PAH cztowieka (klon phPH72).
W pierwszym etapie badan ustalono, ze sonda hyb-
rydyzuje z fragmentem restrykcyjnym BamH]1 20,5 kz
ludzkiego DNA. Z kolei w DNA myszy, poddanym
analizie w tych samych warunkach, sonda hybrydyzuje
z fragmentem restrykcyjnym o wielkosci 5,7 kz, co
wskazuje na wysoka homologie genéw PAH myszy
i cztowieka. Poniewaz gen PAH wystepuje w ludzkim
genomie w pojedynczej kopii i nie wystepujg pseudo-
geny, obecno$é¢ ludzkiego genu PAH w hybrydach
komorek zawierajgcych mysie oraz ludzkie chromo-
somy moze byé wykazana na podstawie wielkosci
fragmentow restrykcyjnych mysiego i ludzkiego genu.
W DNA wszystkich komérek hybrydowych wykazano
obecnos¢ prazkéw hybrydyzacyjnych o wielkosci 10,4
i 5,7 kz, natomiast jedynie tam gdzie obecny byt ludzki
chromosom 12 wykryto réwniez obecno$¢ prazka
0 wielkosci 20,5 kz — typowego dla ludzkiego genu.
Na podstawie sprzezen z innymi genami ustalono, ze
gen PAH znajduje sie w dtugim ramieniu tego chromo-
somu [23]. W drugim etapie badan przystgpiono do
doktadniejszej lokalizacji genu P AH snobrebie dtugich
ramion chromosomu 12 przeprowadzajgc hybrydyza-
cje z DNA komorek hybrydowych zawierajgcych,
poza chromosami chomika, ludzkie chromosomy 12
z delecjami. Istotne byto przeprowadzenie réznicowej
hybrydyzacji miedzy genem PAH cztowieka i chomi-
ka. W tym celu genomowy DNA wyizolowany z pra-
widtowych ludzkich limfocytow oraz z komérek
CHOKZ1 trawiono restryktazg BamHI i analizowano
metodg Southerna, stosujac jako sonde hybrydyzacyj-
ng petnej diugosci cDNA PAH (phPAH247) [16].
W ten spos6b uzyskano w ludzkim DNA 5 fragmen-
tow BamH]1 o wielkosci 20,5 12,0, 9,4, 8,71 5,5 kz i dwa
fragmenty 28 i 8 kz w trawionym DNA komorek
ChOKI chomika. Spos$rédd siedmiu typéw komorek
hybrydowych wszystkie zawieraty 2 fragmenty od-
powiadajgce PAH chomika, a tylko w trzech wykaza-
no dodatkowo obecno$é fragmentow BamHI odpo-
wiadajagcych genowi PAH cztowieka. W kolejnym
etapie przeprowadzono uzupetniajagcg analize, polega-
jacg na badaniu sprzezenia genu PAH z genami
enzymadw wczesniej zlokalizowanych na dtugim ramie-
niu chromosomu 12 — izomerazy triozofosforanowej
1 (TPI-1), dehydrogenazy gliceroaldehydo-3-fosfora-
nowej (GAPDH), dehydrogenazy mleczanowej
B (LDHB), enolazy 2 (EN02), hydroksymetylotrans-
ferazy serynowej (SHMT) i peptydazy B (PEPB)
[24,25]. Wykazano, ze gen TM77wystepowal w sprzeze-
niu z locus genu PEPB w miejscu 12q21[24], W czwar-
tym etapie badafA nad lokalizacja PAH zastosowano
hybrydyzacje in situ sondy phPAH247 z chromo-
somami ptytek metafazalnych ludzkich komorek lim-
foidalnych, transformowanych wirusem Epstein-Barr.
Przez barwienie chromosomow metoda uwiadacznia-
jaca prazki G oraz wnikliwg analize matematyczng
autoradiogramo6w wykazano, ze gen PAH znajduje sie
w regionie 12922 - g24.1 [8].

POSTEPY BIOCHEMII 3-4, 1990



IV. Struktura i funkcja hydroksylazy
fenyloalaniny

Masa PAH wynosi okoto 100.000 daltondw i en-
zym sktada sie z dwéoch podjednostek o masie 50.000
daltonéw. Do niedawna nie bylo zgodnosci co do
struktry natywnego enzymu PAH u ssakéw. W bada-
niach elektroforetycznych w warunkach denaturuja-
cych uzyskiwano 2 prazki odpowiadajgce monomery-
cznym podjednostkom. Wedtug wielu autoréw enzym
jest heterodimerem zbudowanym z podjednostek réz-
nigcych sie wiasciwosciami biochemicznymi i immu-
nologicznymi [26 - 32], Doniesienia innych autorow
wskazuja, ze enzym zbudowany jest zdwéch identycz-
nych podjednostek reprezentujgcych fosforylowang
lub defosforylowang forme peptydu [33,34]. Niezwyk-
le wazne byto rozstrzygniecie, czy obserwowane pep-
tydy stanowig produkty jednego czy dwdéch réznych
genow. OdpowiedZ na to pytanie uzyskano po trans-
fekcji do linii komdérek ssakdéw (nie wykazujgcych
aktywnosci PAH) ekspresyjnego wektora eukariotycz-
nego z petnej diugosci cDNA cztowieka. Transfor-
mowane komaérki wykazywaty obecno$¢ mMRNA PAH
oraz aktywnos$¢ PAH [22]. Podobny wynik uzyskano,
po wprowadzeniu do bakterii cDNA PAH zwektorem
ulegajgcym ekspresji w bakteriach. Powyzsze wyniki
ostatecznie dowiodly, ze ludzki enzym PAH jest
homodimerem kodowanym w locus 12gq22.22—24.1
[8], Dotychczas wyizolowano PAH z watroby szczura,
matpy i cztowieka [26,31,35,36], a wielkos¢ mono-
merow wynosita 50.000 daltonéw. PAH szczura jest
substratem kinazy biatkowej zaleznej od cAMP imoz-
na wyizolowac¢ zarowno fosforylowane jak i niefos-
forylowane formy biatka [37]. Holoenzym jest metalo-
proteing zawierajgcym jeden mol zelaza na mol pod-
jednostki i jego kofaktora tetrahydrobiopteryny [16].
Oznaczenie sekwencji kodujacej gen PAH szczura
(cDNA) umozliwito poznanie pierwszorzedowej stru-
ktury biatka, okreslenie jego wielkosci na 51.672
daltonéw [28,31,36].

Z poréwnania sekwencji cDNA PAH czlowieka
i szczura wynika, ze sekwencje do korica 3" sg w znacz-
nym stopniu homologiczne, szczegdlnie w regionach
kodujacych [38]. Homologia sekwencji nukleotydéw
w eksonach genu PAH szczura i cztowieka wynosi
89%, natomiast homologia aminokwaséw wynosi
96%. Wynika to z tzw. utajonych mutacji (ang. sileni
mutations) nie zmieniajagcych sekwencji aminokwa-
séw. Réznice sekwencji dotyczg zaledwie 10 sposrod
245 aminokwasow i sg one substytucjami nie wptywa-
jacymi na sekwencje aminokwaséw [16], Szczegdlnie
interesujgca jest konserwatywno$¢ sekwencji miejsca
fosforylacji PAH. U szczura lezy ona w obrebie
sekwencji aminokwasowej: Ser-Arg-Lys-eu-SerP-
-Asx-Phe-Gly-GIx-GlIx [39]. Podobna sekwencja wy-
stepujgca pomiedzy 11 a 20 aminokwasem aminowego
korica wynika z wydedukowanej sekwencji ludzkiego
genu. Pierwsza seryna we fragmencie enzymu szczura
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jest u cztowieka zastapiona resztg glicyny. Homologia
pomiedzy sekwencjg PAH cztowieka i szczura jest
zgodna z odlegtoscia ewolucyjng obydwu gatunkow.
Natomiast w regionie 3’ nie ulegajacym translacji
homologia ta wynosi zaledwie 30%. Potwierdza to
doniesienie o eukariotycznych genach réznych gatun-
kéw, ktérych nie ulegajace translacji regiony 3’ i 5’
wykazywaty wieksze roznice, niz w sekwencjach kodu-
jacych [16]. Aktywno$¢ PAH szczura, wzrasta po
fosforylacji w obecnosci naturalnego kofaktora tet-
rahydrobiopteryny, katalizowanej przez kinaze biat-
kowg zalezng od cAMP [34]. Podobny wzrost aktyw-
nosci enzymatycznej byt réwniez obserwowany in vivo
w watrobie szczura po zastosowaniu glukagonu, co
sugeruje, ze aktywno$¢ enzymu jest regulowana przez
fosforylacje i defosforylacje [13,40].

Hydroksylaza fenyloalaniny wystepuje u kregow-
cow [41] i bakterii [42,43], Enzym bakteryjny wykazuje
wiele cech eukariotycznego odpowiednika, chociaz
jego ciezar czasteczkowy wynosi zaledwie 25.000
- 30.000 [42,43]. U Chromobacterium vioaceum wy-
stepujg dwie hydroksylazy zalezne od pteryny, z kt6-
rych jedna jest specyficzna dla fenyloalaniny a druga
dla tryptofanu [42]. Nie wiadomo, czy istnieje homo-
logia pomiedzy tymi hydroksylazami i zréznicowany-
mi hydroksylazami wyzszych Eukaryota [44],

V. Polimorfizm loci hydroksylazy
fenyloalaninowej cztowieka

Na podstawie nowszych badan sekwencji DNA
cztowieka stwierdzono, ze w liczagcym 3 mld nuk-
leotyddw genomie wystepuje jedna substytucja na 100
- 300 nukleotydéw. W toku ewolucji zmutowane geny
szeroko rozprzestrzenity sie w populacji ludzkiej. Wie-
kszo$¢ substytucji nukleotyddw nie ulega fenotypowej
ekspresji, lecz moze by¢ wykryta, poniewaz ulega
zmianie struktura miejsc rozpoznawanych przez en-
zymy restrykcyjne. Polimorfizm dtugosci fragmentéw
restrykcyjnych DNA (ang. restriction fragment length
polymorphism — RFLP) dziedziczony jest zgodnie
z prawami Mendla i moze by¢ tatwo wykryty metoda
Southerna przy uzyciu specyficznych sond hybrydyza-
cyjnych. Polimorficzne fragmenty DNA moga stuzy¢
jako genetyczne markery w wykrywaniu zmutowa-
nych genéw pod warunkiem, ze mozna wykazac
sprzezenie zmutowanego genu z fragmentem restryk-
cyjnym genu. W krétkim czasie analiza polimorfizmu
fragmentow restrykcyjnych (RFLP) stata sie jedng
z najwazniejszych metod w genetyce molekularnej
cztowieka. Zostata réwniez zastosowana przez Woo
i wspotautorow w diagnostyce PKU i wykrywaniu
nosicieli zmutowanego genu PAH [12]. Na podstawie
analizy restrykcyjnej DN A .w dunskich rodzinach
wyrézniono osiem enzymow restrykcyjnych uzytecz-
nych w analizie RFLP w fenyloketonurii: Mspl, Sphl,
Hindlll, EcoRV, EcoRI, Xmnl, Bglll, Pvull po-
zwalajagcych na diagnozowanie ponad 98.5% ro-
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Ryc. 2. Polimorfizm fragmentéw restrykcyjnych genu
hydroksylazy fenyloalaninowej w rodzinie, 23
w ktérej wystapita fenyloketonuria.
Genomowy DNA ojca (O), matki (M), dziecka 19

z fenyloketonurig (PKU) i zdrowych dzieci (zdl
i zd2) trawiono enzymem restrykcyjnym M Spl
i hybrydyzowano metodg Southerna z sonda
molekularng zawierajaca petnej dtugosci cDNA
hydroksylazy fenyloalaninowej cztowieka
(pPhPAH247).

W gérnej czesci ryciny schematycznie przed-
stawiono wuktad prazkéw hybrydyzacyjnych
u cztonkéw rodziny.

W dolnej czesci ryciny przedstawiono rodowéd
tej rodziny. Symbole biato-czarne oznaczajg
nosicieli fenyloketonurii, wystepujag u nich allele
prawidtowe o wielkosci 23 kz i zmutowane
o wielkosci 19 kz. Symbol czarny — dziecko ptci
meskiej z fenyloketonurig posiada obydwa zmu-
towane allele (*) o wielko$ci 19 kz. Dziecko
zdrowe nie bedace réwniez nosicielem posiada
dwa prawidtowe allele o wielkos$ci 23 kz.

rodzin, u ktorych wystapita juz uprzednio PKU [45].
Polimorfizm w locus PAH jest na tyle czesty, ze dla
wiekszosci rodzin, u ktérych wystgpita PKU, mozna
wykonaé¢ diagnostyke prenatalng oraz ustalenie nosi-
cielstwa. W analizie zmutowanego genu w rodzinach
z PKU, porownuje sie z RFLP DNA rodzicéw oraz
chorego dziecka. Przyktad analizy restrykcyjnej DNA
cztonkéw rodziny, u ktérej wystapita fenyloketonuria
przedstawiono na rycinie 2. DNA cztonkéw tej rodzi-
ny trawiono restryktazg Mspl. Geny w homologicz-
nych chromosomach obojga rodzicow mogg by¢ roz-
réznione, poniewaz w jednym z nich brak sekwencji
rozpoznawanej przez restryktaze Mspl, co prowadzi
do powstania fragmentu Mspl o wielkosci 23,0 za-
miast 19,0 kz. Chore dziecko odziedziczyto od ojca
i matki obydwa chromosomy zawierajgce miejsca
rozpoznawane przez enzym Mspl. Zmutowane geny s3
sprzezone w tej rodzinie z fragmentem 19,0 a prawid-
towe z fragmentem 23,0 kz. Obydwa prawidtowe
chromosomy zostaty przekazane dziecku, ktore jest
zdrowg homozygotg. W rodzinach z dwojgiem cho-
rych dzieci segregacja zmutowanych alleli oraz stan
choroby byty catkowicie zgodne [46,47].

Uktady alleli wykrywane przez enzymy restrykcyj-
ne oraz sonde hybrydyzacyjng cDNA PAH umoz-
liwiajg tzw. analize haplotypéw alleli genu PAH.
Osobnicy danej populacji sg albo homozygotami albo
heterozygotami pod wzgledem dtugosci fragmentow
DNA (RFLP), co mozna uwidoczni¢ metodg Souther-
na. Uktad fragmentéw DNA roznej diugosci uzys-
kanych po trawieniu genomowego DNA danego osob-
nika kazdym z 8 enzyméw restrykcyjnych, wyznacza
tzw. haplotyp RFLP alleli PAH. Poréwnujgc hap-
lotypy RFLP o0s6b chorych na PKU, z haplotypami
RFLP rodzicow (z ktérych kazdy posiada prawidtowy
i zmutowany allel), mozna okresli¢ u rodzicow zmuto-
wany i prawidtowy allel PAH zwigzany z danym
haplotypem. Haplotypy RFLP 74 prawidtowych
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i zmutowanych alleli genu PAH okreslono dla 37
dunskich rodzin. Opisano 12 haplotypéw RFLP zwig-
zanych z prawidtowymi i zmutowanymi allelami PAH.
Sposréd 74 zmutowanych alleli, 67 (91%) byto zasoc-
jowanych z haplotypami 1, 2, 3 i 4, przy czym
haplotypy 2 i 3 zawieraly 53% zmutowanych alleli,
natomiast rzadko wystepowaty wsérdod prawidtowych
alleli. Z kolei haplotypy 1i 4 przewazaty w populacji
prawidtowych gendw ibyto znimi zwigzane tylko 38%
zmutowanych alleli [45,47]. Stwierdzono ponadto, ze
w locus PAH wystepujg RFLP: Bglll-Pvulla-Pvullb
w czesci 5° genu, natomiast w czesci 3’ genu wystepuje
RFLP EcoRI-Mspl-Xmnl-EcoRV-HindlIl [21],

Polimorfizm fragmentéw restrykcyjnych DNA ge-
nu hydroksylazy fenyloalaniny mozna sklasyfikowac
w grupy obejmujgce substytucje lub insercje i delecje.
W pierwszej grupie w wyniku pojedynczej substytucji
zasady — wystepuje lub zanika miejsce rozpoznania
dla restryktaz: Bglll, Pvull, Xmnl, EcoRIl, EcoRV
i Mspl. Natomiast drugi typ RFLP wykrywany jako
réznica dtugosci fragmentu przy trawieniu restryktazg
Hindlll reprezentowany jest w postaci 3 alleli (4,4, 4,2,
4,0 kz) rézniac sie o fragment 200 pz ulegajacy delecji
lub insercji [21].

VI. Mutacje w genie hydroksylazy
fenyloalaninowej

Obraz kliniczny fenyloketonurii jest zr6znicowa-
ny, co wynika z réznorodnos$ci mutacji majgcych
niejednakowy wptyw na aktywnos$¢ hydroksylazy fe-
nyloalaninowej [48]. Dzieki ustaleniu struktury prawi-
dtowego genu PAH mutacje wywotujgce PKU moga
by¢ zidentyfikowane. Ze wzgledu na to, ze az 38%
zmutowanych alleli w PKU odpowiada haplotypowi
3, poszukiwania mutacji w genie PAH rozpoczeto od
przygotowania biblioteki genomowej w kosmidach
DNA z leukocytéw chorego homozygoty o haploty-
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Leksykon
nowych terminow biochemicznych

opracowata Janina Kwiatkowska-Korczak —

W pismiennictwie pojawia sie stale wiele nowych nazw i pojec. Sktonito to Komisje Stownictwa
Biochemicznego do zamieszczania w ,Postepach Biochemii” leksykonu tych nazw, zawierajacego, obok
definicji takze odnosnik pismiennictwa. Taki leksykon ukazuje sie systematycznie w ,,Biochemical
Education”ijest bardzo pomocny w opracowaniu polskiego stownika. Definicje haset noszg niejednokrotnie
charakter roboczy, wydaje sie jednak pozyteczne podanie ich w takiej formie z mozliwoscig powtornego
ogtoszenia hasta po uzyskaniu petniejszej informacji. Zachecamy czytelnikéw do uzupetniania naszego

leksykonu hastami z wiasnej dziedziny badan.

abzym (abzyme), katalityczne przeciwciato. Monoklo-
nalne przeciwciato skierowane przeciw analogowi sta-
nu przejsciowego substratu (Tramontano A. et al,
Science 1986, 234, 1568 - 1570).

adypsyna (adipsin), biatko wystepujace w duzych ilos-
ciach w adipocytach i w nerwie kulszowym. Wykazuje
homologie strukturalng z rodzing proteaz serynowych
(wiacznie z pozycjami reszt His, Asp i Ser). Adipocyty
wydzielajg ja do krwi. Powstajg dwie formy: 44 kDa
i 37 kDa, ktore nastepnie ulegajg przeksztatceniu, po
enzymatycznej deglikozyclacji, do formy 25,5 kDa
(Cook K.S. et al., Science 1987, 237, 402 - 405 i Flier
J.S. et al., ibid 405 - 408).

AGE, akronim ,,koncowych produktéw poznej gliko-
zylacji” (advanced glycosylation end-products). Grupa
barwnikow wyrozniajacych sie zolto-bragzowg fluorys-
cencja, ktore usieciowujg biatka w ostatnich stadiach
ich nieenzymatycznej glikozylacji (Cerami A., Trends.
Biochem. Sci, 1986, 11, 311 - 314).

akarboza (acarbose), inhibitor a-l-4-glukozydazy.
Wprowadzony dootrzewnowo zaburza metabolizm
lizosom6éw watroby, powodujgc znaczne i trwate ha-
mowanie enzymu i ostre zaburzenia lizosomalnego
metabolizmu glikogenu (Taylor J.A., Biochem.J,,
1985, 228, 319 - 324).

akrozyna (acrosin), proteinaza nasienia, uczestniczgca
w procesie zaptodnienia u ssakow. Powstaje w postaci
proakrozyny, a jej przeksztatcenie w akrozyne wigze
sie z nabieraniem przez sperme zdolnosci penetrowa-
nia przez zewnetrzng ostonke komoérkijajowej (Parrish
R.F., Polaski K.L., Int. J. Biochem., 1979, 10, 391
- 395).

aksokinina (axokinin), cieptotrwata fosfoproteina
o0 M = 56 kDa, wystepuje w rzeskach bezkregowcow

i kregowcow. Jej fosforylacja, zalezna od cAMP, jest
niezbedna dla zainicjowania ruchliwosci rzesek (Tash
J.S. et al, Celi 1984, 301, 551 - 559).

aktynozetina (actinogelin), biatko indukujgce zelowa-
cenie aktyny F przy niskich stezeniach jonéw wapnia.
Skiada sie z dwu identycznych podjednostek Mr =
112000 - 115000 kazda (Mimura N., Asano A.J., J.
Celi Biol., 1982, 93, 899 - 909).

aktywina (activin) (synonimy: biatko uwalniajgce
FSH, FRP), przysadkowo-tropowe biatko, wystepuja-
ce w gonadach ssakéw w dwu formach, jako homo-
dimery tancuchéw inhibiny BA lub Bb, potgczonych
wigzaniami dwusiarczkowymi. Silny, wybidrczy sty-
mulator sekrecji FSH w przednim ptacie przysadki,
dziata bez posrednictwa receptoréw GnRH. Moduluje
proliferacje komaérek erytroidalnych w hodowlach
ludzkiego szpiku kostnego oraz indukcje nagromadze-
nia w nich hemoglobiny. (Yu J. et al, Nature (Fond.)
1987, 330, 765 - 767).

allozymy (allozymes), alleliczne warianty enzymow
(Zamer W.E., Hoffman R.J., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 1989, 86, 2737 - 2741.

amelogenina (amelogenin), gtéwne biatko szkliwa ze-
béw we wczesnych okresach rozwoju. Opisano sek-
wencje 170 reszt aminokwasowych tego biatka (Takaji
T. et al., Biochem. Biophys. Res. Comun. 1984, 121, 592
- 597).

amfiregulina (amphiregulin), AR, glikoproteina, ha-
mujaca wzrost komdérek nowotworowych niektérych
linii, i stymulujgca proliferacje ludzkich fibroblastow
oraz innych prawidtowych i nowotworowych komoé-
rek. Ustalono sekwencje aminokwasow formy AR
zawierajgcej 78 reszt, a takze formy posiadajgcej
6 dodatkowych reszt na N-koncu. C-terminalna cze$¢
czasteczki wykazuje wyrazng homologie z rodzing
nabtonkowych czynnikow wzrostowych (EGF). AR sg



wigzane przez receptory EGF i w peini zaspakajajg
zapotrzebowanie na EGF w niektérych uktadach
komérkowych. (Shoyab M. et ak, Science 1989, 243,
1074 - 1076).

amidorfina (amidorphin), peptyd opiatowy, odpowia-
dajacy resztom 104 - 129 proenkefatiny A wotu,
posiada grupe amidowg na C-konfcu. (Seizinger B.R.,
Nature (Lond.) 1985, 313, 57 - 59).

aminomalonowy kwas (aminomalonic acid) (synonim:
Arna; 2-karboksy-glicyna), stosunkowo nietrwaty
aminokwas, wystepujacy w matych ilosciach u bakterii
i w ptytkach aterosklerotycznych. Pokrewny kwasom:
2-karboksyasparaginowemu i 4-karboksyglutamino-
wemu, ktére rowniez wykryto w piytkach aterosk-
lerotycznych (van Buskirk J.J. et al., Proc. Soc. Acad.
Sci. USA, 1984, 81, 722 - 725).

amunina (amunin) (synonim: czynnik uwalniajacy kor-
tykotropine), amid polipeptydu zbudowanego z 44
reszt aminokwasowych. Wydzielona z podwzgoérza
(Vale W., Science 1981, 213, 1394 - 1397).

amylina (amylin), peptyd ztozony z 32 reszt amino-
kwasowych, gtéwny sktadnik amyloidu wysepek trzus-
tki. Wykazuje strukturalne podobienstwo do ludz-
kiego peptydu-2. Oba peptydy sg silnymi inhibitorami
syntezy glikogenu w miegéniach in vitro, zaréwno
podstawowej jak i stymulowanej przez insuline (Leigh-
ton B., Cooper G.J.S., Nature (Lond.) 1988, 335, 632
- 635).

aneksyna (annexin), nazwa nadana przez Geisgowa
(FEBS Lett. 1986, 203, 99-103) rodzinie biatek wigza-
cych Ca2+ i fosfolipidy, Mr 35000. Zalicza sie do nigj
nastepujace biatka o znanej homologii sekwencyjnej:
endotoksyne I, kalpaktyne I, kalelektryne | i biatko 11
(Schlaepfer D.D. et ak, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1987, 84, 6078 - 6082).

anchoryna cli (anchorin cli), hydrofobowa gliko-
proteina, Mr 31 000 wydzielona z bton chondriocytéw
kurczecia. Wigze kolagen typu Il (Mollenhauer J. et
ak, J. Cell. Biol. 1984, 98, 1572 - 1578).

antyhormon (antihormone), izoforma hormonu, wigze
sie z odpowiednim receptorem, ale nie wykazuje
aktywnosci biologicznej. Pierwszym zidentyfikowa-
nym antyhormonem, wystepujagcym w organizmie jest
antagonista FSH (Dahl K. et ak, Science 1987, 239, 72
- 74).

anty-mRNA, (anti-mRNAjjednoniciowy RNA, kom-
plementarny do mRNA (Pestka S., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA. 1984, 81, 7525 - 7528).

antystatyna (antistatin), biatko o Mr 17 000, wystepuje

w gruczotach $linowych pijawki meksykanskiej (Hae-
mentaria officinalis). Wykazuje aktywno$¢ przeciw-
krzepnieniowg i antymetastatyczng (Tyszynski G.P et
ak, J. Biol. Chem. 1987. 262, 9718 - 9723).

apamina (apamin), oktadekapeptyd, neurotoksyna ja-
du pszczot (Wemmer D., Kallenbach N.R., Biochemis-
try 1983, 22, 1901 - 1906).

3-ARK, akronim kinazy receptora (L-adrenergicznego
(ij3— adrenergie receptor kinase). Kinaza niezalezna od
cAMP, swoiscie fosforyluje receptor f$- adrenergiczny
wjego postaci zwigzanej z agonistg (Benovic J.L. et ak,
J. Biol. Chem. 1987, 262, 9026 - 9032).

atrioaktywaza (atrioactivase), swoista proteaza sery-
nowa, wystepujgca w przedsionku serca wotu, katali-
zuje aktywacje prekursora przedsionkowego czynnika
natriuretycznego drogg selektywnej hydrolizy wigza-
nia peptydowego przy Arg8 (Imeda T. et ak, J. Biol.
Chem. 1988, 263, 9515 - 9519).

atriopeptygen, prekursor atriopeptyny. Wystepuje
w miocytach przedsionka serca (Saper C.B. et ak,
Science 1985, 227, 1047 - 1048).

atriopeptyny (atriopeptins), biologicznie czynne pep-
tydy, wydzielone z przedsionka serca ssakéw. At-
riopeptyna | sktada sie z 21 reszt aminokwasowych,
atriopeptyna Il - z 23, tzn. ma sekwencje identyczng
z atriopeptyng | z dodatkowym dipeptydem Phe - Arg
na C-konicu (Currie M.G. et al, Science 1984, 223, 67
- 69).

B

batroksobina (batroxobin), trombino-podobna protea-
za serynowa wydzielona zjadu Bothrops atrox, lub ich
podgatunkéw. W odréznieniu od trombiny, ktéra
przeksztatca fibrynogen w fibryne drogg odszczepienia
peptyddw A i B, batroksobina odszczepia jedynie
peptyd A. Podobnie jak trombina wykazuje aktyw-
no$¢ esterazowg i amidazowga, a takze hydrolizuje
substraty peptydowe (Stiirzibecher J,, Toxicon 1986,
24, 585 - 595).

biatka inaktywujgce rybosomy (ribosome-inactivating
proteins) (synonim: RIP). Biatka typu | skiadajg sie
zpojedynczego tancucha polipeptydowego. Zalicza sie
tu agrostyne, diantryne, dodekandryne, gelonine, lufi-
ne momordyne itrytyne (agrostin, dianthrin, dodecand-
rin, gelonin, luffin, momorclin, tritin). Biatka typu Il
sktadajg sie z tancucha o wtasciwosciach RIP, kowale-
ncyjnie zwigzanego z fancuchem wigzagcym o wias-
ciwosciach lektyny. Do tej klasy zaliczamy: abryne,
modekcyne, rycyne, wiskumine i wolkenzyne (ahrin,



modeccin, ricin, viscumin, volkensin) (Stripe F., Bar-
bieri L., FEBS Lett 1986, 195, 1- 8).

biatko ,,Alz 50” (,,Alz 50’ protein), biatko o M r68 000,
wystepuje swoiscie w mozgu pacjentow z chorobg
Alzheimera, w neuronach zawierajacych ptytki neury-
towe i struktury wiékniste, charakterystyczne dla tej
choroby. Wystepuje w podwzgdrzu, korze skroniowej
i cleus basalis —regionach, atakowanych przez choro-
be (Barnes D.M., Science 1985, 230, 1260).

biatko glejowe macierzy (matrix glia protein), biatko
macierzy organicznej kosci, o Mr 15000, zawiera 5-6
reszt kwasu y -karboksyglutaminowego (Price P.A. et
al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1983, 117, 765
- 771).

biatko kamieni trzustkowych (pancreatic stone protein),
gtdwne rozpuszczalne biatko kamieni trzustkowych.
Fosfoproteina wigzaca wapn, wystepuje w ziarnistos-
ciach zymogennych komérek trzustki. Wydziela sie
z sokiem trzustkowym zarédwno os6b zdrowych jak
i tych, u ktérych tworzg sie kamienie trzustkowe.
Hamuje wytracanie weglanu wapnia w soku trzust-
kowym. Mr 13000 (Multinger L. et al., Biochem.
Biophys. ReP. Commun., 1983, 110, 69 - 74).

biatko pasma cigzowego {pregnancy zone protein) (sy-
nonimy: a2-glikoproteina cigzowa, a2pregnoglobuli-
na, PZP), jedno z gtéwnych biatek osocza pojawiajg-
cych sie podzas cigzy. Moze osigga¢ poziom 1,0 - 1,4
g/l tuz przed porodem. Wykazuje wysokag hemologie
sekwencyjng z ludzkg a2makroglobuling (Sottrup
-Jensen L. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1984, 81,
7353 - 7357).

biatko STOP (STOP protein) (synonim: stable tubule
only polypeptide, trwaty peptyd, wiasciwy jedynie dla
tubul), biatko o Mr 145000, blokuje dysocjacje kori-
cowych podjednostek mikrotubul (polimeréw tubuli-
ny). Wigze sie nieodwracalnie z mikrotubulami, ale
zachodzi jego translokacja i przesuwanie wzdtuz mik-
rotubul (Pabion M. et al., Biochemistry 1984, 23, 6642
- 6648).

biatko Z {protein Z), biatko zalezne od witaminy K.,
wystepuje w osoczu cztowieka i wotu. Mr 62000.
Biatka Z obu gatunkéw sg podobne do siebie pod
wzgledem wielkosci, sktadu aminokwasowego, chara-
kterystyki chromatograficznej i N-koncowej sekwen-
cji. Funkcja niejasna (Broze Jr. G.J., Milevich J.P., J.
Clin. Invest. 1984, 73, 933 - 938).

bindyna {bindin), biatko otrzymane z nasienia jezowca,
Mr 35000, sktada sie z 258 reszt aminokwasowych.
Posredniczy w swoistym rozpoznawaniu i adhezji
nasienia do powierzchnijaja (Bellet N.F et al. Biochem.
Biophys. Res. Commun., 1977, 79, 159 - 165).

bombolityna {bombolitin), jeden z pieciu heptapep-
tydéw, spokrewnionych strukturalnie ze sobg, boga-
tych w hydrofobowe reszty aminokwasowe, wystepu-
jacych w jadzie trzmiela Megabombus pensylvanicus.
Wszystkie one lizujg erytrocyty i liposomy, uwal-
niajagce histamine z komodrek tucznych i stymulujg
fosfolipaze A2 Wiasciwos$ci bombolityny sa zblizone
do wiasciwosci melityny (Argiolas A., Pisano J.J., /.
Biol. Chem., 1985, 260, 1437 - 1444).

bombyksyny (bombyxins), rodzina peptydéow
0 M = 5 kDa, wydzielonych z mé6zgu jedwabnika.
Sktadajg sie z tancuchoéw A i B, potgczonych wigza-
niem dwusiarczkowym, wykazujg homologie z in-
sulinami kregowcow (Kawakami A. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6843 - 6847).

bouwardyna {bouvardin), cykliczny heksapeptyd wy-
dzielony z rosdliny Bouvardia ternifolia, uzywanej
w Meksyku jako lek przeciw dyzenterii i innym
chorobom. Wykazuje aktywno$¢ przeciwnowotworo-
wga w kilku uktadach, hamuje synteze biatka w niena-
ruszonych komdrkach eukariotycznych i uktadach
bezkomérkowych (Zalacain M. et al., FEBS Lett,,
1982, 148, 95 - 97).

brewetoksyna (brevetoxin), zwigzek wydzielony z mik-
roorganizmow ,czerwonego przyptywu” {Ptychodis-
cus brevis) na Florydzie. Wywotuje masowa $mier¢ ryb
1 neurotoksyczne zatrucia u ludzi wystepujgce po
zjedzeniu skorupiakéw (Baden D.G et al., Toxicon,
1984, 22, 75 - 81)

brewina (brewin), biatko surowicy o Mr90 000. Wyka-
zuje aktywno$¢ depolimeryzowania aktyny, cho€ jej
gtdwnym zadaniem jest skracanie filamentow aktyny
(Lees A. et al,, Biochemistry 1984, 23, 3038 - 3047).

briostatyna (briostatin), aktywator kinazy biatkowej
zaleznej od wapnia i fosfolipidow. Blokuje réznicowa-
nie promielocytéw biataczkowych HL - 60 indukowa-
ne przez estry forbolowe (Kraft A.S. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1986, 83, 1334 - 1338).

bursyna (bursin), tripeptyd, lizylo-histydylo-glicyloa-
mid. Hormon, r6znicuje wybiércze komdrki fi, wy-
stepuje w torbie Fabriciusa u kurczat. (Audhya T. et
al., Science 1986, 231, 997 - 999).

butyrofilina (butyrophilin), kwasna glikoproteina
0 Mr 67000, wydzielona z wewnetrznej otoczki krope-
lek ttuszczu mleka, zawierajacej biatka (Fraudenstein
C. et al., Exp. Cell. Res., 1979, 118, 277 - 294).

bZIP, grupa biatek, zawierajgcych sekwencje bogate
w zasadowe reszty aminokwasowe, przylegajace do
sekwencji charakterystycznych dla ,leucynowych su-



wakow” (leucine zipper) (Vinson C.R. et al., Science
1989, 246, 911 - 916).

C

CAD, akronim na oznaczenie wielofunkcyjnego biatka
tkanek ssakéw, ktore wykazuje aktywnos$¢ syntazy
karbamoilofosforanowej zaleznej od glutaminy, trans-
karbamoilazy asparaginianowej i dihydroorotazy
(Crayson D.R., Evans D.R., J. Biol. Chem., 1983, 258,
4123 - 4129).

cerebelina (cerebellin), heksadekapeptyd o znanej sek-
wencji, swoisty dla mézdzku. Zlokalizowano jg w pe-
rykarionie mozdzkowych komdrek Purkiniego i w de-
ndrytach. U szczurdw pojawia sie w 5 dni po urodze-
niu, osigga maksymalny poziom w 25 dniu, a nastepnie
obniza sie do statego poziomu. Gtownym metabolitem
cerebelinyjest des-serl-cerebelina (Slemmon J.R. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci USA, 1985, 82, 7145 - 7148).

cerebrocystatyna (cerobrocystcitin), polipeptyd o
Mr 12000, wydzielony z mézgu szczura. Hamuje
oczyszczong proteinaze cysteinowag mozgu (katepsyna
B, EC 3.4.22.1) i papaine (EC 3.4.22.2) Podobne
inhibitory peptydowe wydzielono z watroby szczura,
leukocytéw $wini i Sledziony wotu (Kopitar A. et al.
Biochem. Biophys. Res. Commun., 1983, 112, 1000
- 10086).

cerulenina (cerulenin), antybiotyk przeciwgrzybiczy,
silny inhibitor syntetazy kwaséw ttuszczowych, po-
chodzacej z mikroorganizmow i tkanek zwierzecych
(Tomoda H. etal., J. Biochem. (Tokyo), 1984,95,1705
- 1712).

chinoproteiny (quinoproteins), dehydrogenazy wyste-
pujace w niektorych bakteriach. Ich koenzymem jest
pirolochinolinochinon (PQQ) (Dekker R.H., et al.,
Eur. J. Biochem., 1982, 125, 69 - 73).

cholekalcyna (cholecalcin) (synonim: biatko wigzace
waphn), grupa wewnatrzkomérkowych biatek o silnym
powinowactwie do wapnia. Ich stezenie zalezy od
kalcytriolu (1,25-dihydroksycholekalcyferolu) (Perret
C. et al., Eur. J. Biochem., 1985, 148, 61 - 66).

chondrokalcyna (chondrocalcin), biatko wydzielone
zchrzastek przetyku ptodéw bydlecych, wigze sie silnie
z hydroksyapatytem. Jest to biatko pozakomérkowe,
nie spokrewnione z zadnym znanym biatkiem kosci
i chrzastek (Poole A.R. etal., J. CeliBiol., 1984, 98, 54
- 65).

chromogranina A, (chromogranin), CgA, biatko, wy-
stepujace w wiekszosci tkanek produkujacych hor-
mony, tacznie z trzustka, przysadka, przytarczycami,

iv

komorkami C tarczycy i endokrynnymi komdérkami
jelit i ptuc. Zlokalizowana i wydzielana razem z hor-
monami, wystepuje w zwiekszonej ilosci w surowicy
krwi osobnikéw z nowotworami endokrynnymi (np.
rakiem rdzenia tarczycy, matokomorkowym rakiem
ptuc, itp.) (Murray S.S. et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun., 1987, 142, 141 - 146).

chymodenina (chymodenin), peptydopodobny hormon
dwunastnicy, gwattownie zmienia wzajemne proporcje
enzyméw wydzielanych przez trzustke. Pod jej wpty-
wem powstaje mieszanina stosunkowo bogata w chy-
motrypsynogen (Adelso J. et al., J. Biol. Chem. 1986,
261, 10569 — 10575).

cyjanoginozyna (cyanoginosin) toksyczny czynnik, od-
powiedzialny za liczne przypadki zatrucia wsrod zwie-
rzagt w Afryce, pijagcych wode obfitujagcg w cyjanobak-
terie. Jest to cykliczny heksapeptyd o Mr 900-1100.
LD « zakresie 0,05 - 020 pg/g wagi ciata myszy.
Poznano 7 odmian tego peptydu (Kfir R. et al,
Toxicon, 1986, 24, 543 - 552).

cyklina (cyclin), kwasne biatko jadra komdrkowego
0 Mr 36 000. Identyfikuje sie jg na podstawie okres$-
lonej pozycji, jakg zajmuje w dwukierunkowym roz-
dziale biatek komdrkowych. Wrazliwa na transforma-
cje, syntetyzowana gtownie w fazie S cyklu komar-
kowego. ldentyczna z ,jadrowym antygenem prolife-
rujacych komaérek” (proliferating celi nuclear antigen)
(Mathews M.B. et al., Nature 1984, 309, 374 - 376).

cyklofilina (cyclophilin), swoiste biatko cytozolowe
0 Mr15000, odpowiedzialne za wigzanie cyklosporyny
A - immunosupresyjnego undekapeptydu grzybdw.
Wystepuje w komaérkach mysiej, wotowej i ludzkiej
grasicy, w dojrzatych limfocytach T, mézgu i nerkach
(Handschumacher R.E. et al., Science 1984, 226, 544
- 547).

cyno-protoporfiryna (tin-protoporphyrin), syntetyczna
metaloporfiryna, analog hemu, w ktdrym atom zelaza
zastgpiono przez cyne. Nie wigze tlenu czgsteczkowe-
go, nie jest rozktadana przez oksygenaze hemowg. Jest
kompetycyjnym inhibitorem tego enzymu (Drum-
mond G.S., Kappas A., Science 1982, 217, 1250
- 1252).

cystatyna (cystatin), biatko oporne na zasady, o Mr
12000, inhibitor proteinaz cysteinowych, wydzielony
z biatka jaja. Wystepuje w dwu formach o réznych
punktach izoelektrycznych. Zadna z nich nie zawiera
grup SH (Anastazi A. etal., Biochem. J., 1983,211,129
- 138).

cytosynalina (cytosynalin), biatko oczyszczone z bton
synaptycznych wotu, wigze kalmoduline i oddziatywu-
je z szeregiem elementow cytoszkieletu Mr 35000



(Sobue K. et al., Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 1985, 82,
8075 - 8079).

czastka rozpoznajgca sygnat, czgstka rozpoznawania
sygnatu (signal recognition particle), kompleks 6 poli-
peptydoéw i czasteczki 7S RNA, dziala jako przejs-
ciowa trzecia podjednostka rybosomu, tgczy proces
translacji z wydzielaniem sekrecyjnego biatka poza
komérke (Levin R., Science 1982, 218, 111 - 778).

D

defensyny (defensins), kationowe polipeptydy o niskiej
masie czgsteczkowej, wydzielone z obojetochtonnych
leukocytow i makrofagéw ptuc, strukturalnie spok-
rewnione z kortykostatynami. Wszystkie defensyny
i kortykostatyny zawierajg 31-33 reszt aminokwaso-
wych, w tym sekwencje 11-12 reszt, w ktdrej Cys i Arg
wystepujg w spos6b wysoce konserwatywny (Quelette
A.J. et al,, J. Cell Biol., 1989, 108, 1687 - 1695).

depaktyna (depactin), biatko o Mrl17 000, wydzielone
z komaérek jajowych rozgwiazdy. Depolimeryzuje ak-
tyne F i hamuje polimeryzacje aktyny G. (Mabuchi I,
J. Biochem. (Tokyo) 1981, 89, 1341 - 1344).

1-deoksynojirymycyna (I-deoxynojirimycin), antybio-
tyk wytwarzany przez okre$lony gatunek Bacillus.
Zredukowana forma nojirymycyny, antybiotyku pro-
dukowanego przez kilka szczepéw Streptomyces. Ana-
logi glukozy, zawierajg grupy NH zamiast tlenu w pie-
récieniu piranozowym. In vitro i in vivo hamujajelitowe
a - glukozydazy i trzustkowg a - amylaze, a takze
synteze ztozonych oligosacharydow o wigzaniu
N-glikozydowym, w hodowli komdérkowej (Saunier
B, et al., J. Biol. Chem., 1982, 257, 14155 - 14161).

desmina (desmin) (synonim: szkieletyna (sceletin)),
biatko wystepujace w tarczkach z miesnia szkieletowe-
go i sercowego. Mr 50 000 - 55000. Wystepuje takze
w filamentach mieéni gtadkich i komdrek niemiegs-
niowych (Lazarides A., Ann. Rev. Biochem. 1982, 51,
219 - 250).

diwidyna (dividid), ludzka zasadowa fosfoproteina
jadra komorkowego o Mr 54000, swoista dla cyklu
komorkowego, zwigzana z procesem proliferacji (Celis
J.E., Nielsen J., Proc. Natl. Acad. Sei. USA, 1986, 83,
8187 - 8190).

dystrofina (dystrophin), biatko o Mr40 000, wystepuje
w miesniu szkieletowym przy potréjnym ztgczu. Jak sie
wydaje, brak go w dystrofii miesniowej typu Duchenne
(Hoffman E.P. et al.,, Nature 1987, 330, 754 - 758).

E

EDF, synonim: erytroidalny czynnik rdznicujacy

(erythroid differentiating factor), biatko wydzielone
z ludzkich komoérek biataczkowych linii THP-1. In-
dukuje réznicowanie biataczkowych komorek Frien-
da. Biatko to znaleziono w 4-dniowej kulturze ko-
moérek THP-1 hodowanych w obecnosci 4 - /?-forbo-
lo-12-mirystyniano-12-octanu. Jest ono dimerem,
Mr 25000, N-terminalna sekwencja jest identyczna
z sekwencjg taficucha (Linhibiny A Swini (Eto Y., etal.,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 1987, 142, 1095
- 1103).

egazyna (egasin) glikoproteina o Mr 64 000, wykazuje
aktywnos¢ esterazowg. Determinuje wewngtrzkomaor-
kowe rozmieszczenie /t-glukuronidazy o réznych na-
rzagdach myszy (Medda S., Swank T.R., J. Biol. Chem.
1985, 260, 15802 - 15808).

egzoenzym (exoenzyme), enzym wydzielany przez ko-
morke, np. enzymy trawienne zotgdka itrzustki (Stan-
ley K.K. etal., Trends Biochem. Sci, 1982, 7,145 - 147).

ejkozanoidy (ejcosanoids), pochodne kwasu arachido-
nowego. Ogo6lna nazwa zwigzkow C20: prostaglandyn,
tromboksanow, prostacyklin, leukotrienéw (Wissman
G., New Eng. J. Med., 1983, 308, 454 - 455).

ektoenzym (ectoenzyme), enzym stanowigcy integralne
biatlo btony cytoplazmatycznej, o centrum aktywnym
zwrdéconym na zewnatrz komoérki. Moze dziata¢ w po-
zakomdérkowym metabolizmie swego substratu, albo
jego receptor i stanowic¢ integralng czes¢ procesu
transportu substratu do komérki (Stanley K.K. et al.,
Trends Biochem. Sci. 1982, 7, 145 - 147).

ekworyna (aequorin), fosfoproteina z meduzy Aequor-
ea, emituje Swiatto po dodaniu $ladowych ilosci Ca2+,
zarobwno w obecnosci jak i nieobecnosci tlenu. Dzigki
wysokiej czutosci biatko to ma duze zastosowanie jako
wskaznik joné6w wapnia w uktadach biologicznych
(Shimomura O., Biochem. J. 1986, 234, 271 - 277).

elastonektyna (elastonectin), biatko o Mr 120 kDa,
wystepuje w fibroblastach skory, przypuszczalnie od-
powiada za indukowang adhezje komdrek mezen-
chymalnych do elastycznych widkien (Hornbeck W.,
Tixier J.M., Robert L., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
1986, 83, 5517 - 5520).

embrionina (embryonin), glikoproteina o Mr 270000,
po redukcji tworzy 3 polipeptydy: Mr 185000, 12 000
i 68 000. Wydzielana z niektérych preparatow fetuiny
otrzymanych z surowicy krwi ptoddw cielecych. Wy-
kazuje aktywnos$é czynnika wzrostu. Identyczna z byd-
lecg a -makroglobuling (Feldman S. et al., J. Biol.
Chem. 1984, 259, 4458 - 4462).

endopeptydaza tworzgca y-endorfine (y-endorfin-gene-
rating endopeptidase), enzym rozszczepiajagcy wigzanie



...Leul7 -Phe18 ... w /[? -endorfinie z utworzeniem
y-endorfiny i*-endorfiny (18 - 31) (Labouille J.L.M. et
al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1985, 133, 897
- 903).

endotelina (endothelin), peptyd zwezajacy naczynia,
wydzielony ze $rédbtonka. Skilada sie z 21 reszt
aminokwasowych, zawiera dwa wigzania dwusiarcz-
kowe, z ktérych jedno tworzone jest przez N-koricowg
cysteine. Wydzielona z supernatantu hodowli komé-
rek srédbtonka aorty $wini. Powstaje z proendoteliny,
zbudowanej z 203 reszt aminokwasowych (Yanasiga-
wa M. et al., Nature 1988, 332, 411 - 415).

entaktyna (entactin), glikoproteina zawierajgca reszty
siarczanowe o Mr 185 000, wydzielona z pozakomor-
kowej macierzy bton podstawnych, oporna na chond-
roitynaze ABC. Ponad 1/3 budujgcych jg amino-
kwasow stanowi glicyna, asparaginian i glutaminian
(Carlin B. et al.,, J. Biol. Chem. 1981, 256, 5209
-5214).

enterochelina nterochelin), siderofor, zwiazek chela-
tujacy zelazo, syntetyzowany w wielu organizmach,
m.in. E. coli. Jest to cykliczny trimer 2,3-dihydrok-
sy-N-benzoilo-L-seryny, jego synteze reguluje wenat-
rzkomdérkowa podaz zelaza (Lundigran M.B., Kadner
R.J., J. Biol. Chem 1986, 261, 10797 - 10801).

enzym odgateziajacy ,lariat” mRNA (petle lassa
mRNA) (lariat debranching enzyme), enzym rozszcze-
piajacy wigzanie 2*-5°-fosfodiestrowe, utworzone pod-
czas sktadania (splicing) mMRNA pomiedzy 5° -ter-
minalng reszta guanylowag intronu a reszta adenylowg
lezacg blisko miejsca przeciecia (Kramer A., Keller W,
EMBO J 1985, 4, 3571 - 3581).

enzymy zawiasowo zgiete (hinge-bending enzyme), en-
zymy ztozone z conajmniej dwu globularnych domen,
ktérych wzajemng orientacje modyfikuje obecno$¢
liganda, np. heksokinaza, kinaza fosfoglicerynianowa
i inne enzymy wigzace nukleotydy (Betton J.M. et al.,
Biochemistry 1984, 23, 6654 - 6661).

F

fascyna (fascin), biatko o M = 58 kDa, wydzielone zjaj
jezowca morskiego, tworzy usieciowanie z aktyng
(Craig S.W., Pollard T.D., Trends Biochem. Sci., 1982,
7, 88 - 92).-

fermodulina (fermodulin), biatko wigzgce zelazo, wy-
stepuje w mikrosomach watroby szczura i frakcjach
cytozolowych serca, watroby i mézgu. Hamuje aktyw-
nos$¢ reduktazy HMG-CoA. Mr58000 (Menon A.S. et
al., Indian J. Biochem. Biophys. 1984, 21, 27 - 38).

Vi

feralteryna (erralterin), rozpuszczalne biatko chloro-
plastéw, zawiera nie-hemowe centra zelazo-siarkowe,
Mr 30 000. Sktada sie z trzech podjednostek, dwu o Mr
= 7000 ijednej — 12000. Posredniczy w Swietlnej
aktywacji fruktozo-1,6-bisfosfatazy w chloroplastach
(de la Toore et al., Arch. Biochem. Biophys. 1982, 213,
545-550).

fibronektyna (fibronectin), glikoproteina wystepujgca
w dwu formach: pozakomoérkowej i komorkowej
btonowej, tgczy sie z fibrynogenem, kolagenem, ak-
tyng, glikozaminoglikanami i powierzchnig komorek.
Wystepuje w krwi i innych ptynach ustrojowych oraz
na powierzchni komoérek w tkance tacznej. Uwaza sie,
ze uczestniczy w zakotwiczaniu komdérek w macierzy
pozakomdérkowej. Jest dimerem prawdopodobnie ide-
ntycznych polipeptydéw, potaczonych wigzaniem
dwusiarczkowym (Ruoslahti E. et al., Trends Biochem.
Sci. 1982, 7, 188 - 190).

fibrosom (fibrosome), sztuczny pecherzyk ,liposo-
mo-podobny”,tworzony drogg naktadania czasteczek
oczyszczonej ludzkiej fibronektyny na substrat, opta-
szczony agarem; sztuczny kompleks makromolekular-
ny (Kuehn G.D., Trends Biochem. Sci., 1985, 10, 227
- 230).

filagryna (filaggrin), strukturalne biatko zasadowe,
wydzielone ze zrogowaciatej warstwy nabtonka, wigze
sie swoiscie z posrednimi widékienkami. Mr filagryny
myszy —30 000, szczura - —48 000 (Steinert P.M. et
al., Proc. Natl.Acad. Sci. USA, 1981,78,4097-4101).

filamina (filamin), biatko o M = 25 kDa, wystepuje
w komadrkach miesni gtadkich, a takze tarczkach
Z w miesniach szkieletowych i komadrkach niemigs-
niowych (Gomer R.H., Lazarides E., Celi, 1981, 23,
524 - 532).

fimbryna (fimbrin), biatko o M = 68 kDa, wydzielone
z nabtonka jelit, tworzy usieciowanie z aktyna (Craig
S.W., Pollard T.D., Trends Biochem. Sci. 1982, 7, 88
-92).

fitochelatyny (phytochelatins), rodzina matych pep-
tydéw, bogatych w cysteine, wigza koordynacyjnie,
przez grupe tiolowg, metale ciezkie (Cd2+, Zrf+, Pb2+,
Hg2+). Wystepujag w ros$linach. Ich wzoér ogélny to
(y-Glu-Cys)nGly (n = 2 do 11) (Grill E. et al., Proc.
Natl. Acad-Sci. USA 1987, 84, 439 - 443).

folistatyna (follistatin), biatko hamujace wydzielanie
FSH, Mr — 35000. Wydzielono go z ptynu pecherzy-
kowego jajnikdw $wini. Nie wykazuje homologii sek-
wencyjnej z inhibinami (Veno N. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci USA 1987, 84, 439 - 443).

fosfolamban (phospholamban), biatko siateczki $rod-



btonkowej serca, Mr20000 - 24000. Ufosforylowany,
zwigksza powinowactwo ATPazy zaleznej od wapnia
doCa2+(LidemannJ.P. etal.,/. Biol. Chem. 1983,258,
464- 471).

fosforamindon {phosphoramindon), N-a-L-ramnopira-
nozylo-oksyfosfo(L-leucyto-L-tryptofan). Swoisty in-
hibitor termolizyny (Kitagisaki K., Hiromi K., J.
Biochem. (Tokyo) 1984, 95, 529 - 534).

fosforyny {phosphorins), grupa biatek nie-kolageno-
wych, bogatych w fosforan, wydzielonych z siekaczy.
Uczestniczg w mineralizacji kosci. Z siekaczy szczuréw
wydzielono dwa gtdwne sktadniki o Mr71 000 i 65 000.
Zawierajg one ponad 70% reszt serynowych i aspara-
ginianowych (Dimuzio M.T., Veis A., Calcif. Tis. Res.,
1980, 25, 169 - 178).

fragmina (fragmin), biatko wrazliwe na Ca2+,
Mr ~ 43000, wydzielone z Physarium polycephalum.
Reguluje dtugos¢ filamentow aktyny tworzonych in
vitro (Craig S.W., Pollard T.D., Trends Biochem. Sci.,
1982, 7, 88 - 92).

frederykamycyna A (frederikamycin A), nowa klasa
antybiotykow, produkowanych przez szczep Strep-
tomyces griseus. Wykazuje aktywno$¢ wobec bakterii
Gram-dodatnich oraz grzybéw. Dziala cytotoksycznie
na przeszczepialne nowotwory myszy in vitro i in vivo.
Zawiera spiranowy uktad pierScieniowy (Byrne K.M.
et al., Biochemistry 1985, 24, 47[8 - 486).

G

Gaba-modulina (Gaba-modulin) (synonim: modulina
kwasu y-aminomastowego). Neuroproteina madzgu,
przypuszczalnie moduluje swoiste miejsce rozpozna-
nia Gaba o wysokim powinowactwie. Skiada sie
z okoto 126 reszt aminokwasowych, ma zablokowany
N-koniec i reszte histydyny na C-koncu. Mr 16 500
(Guidotti A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1982,
79, 6084 - 6088).

galanina (galanin), peptyd ztozony z 29 reszt amino-
kwasowych, wydzielony po raz pierwszy z jelit wiep-
rzowych, ale wystepujacy takze w centralnym ukitadzie
nerwowym ssakow (w najwiekszym stezeniu w pod-
wzg6rzu). Po wprowadzeniu zdrowym osobnikom
wywotuje gwattowny wzrost poziomu hormonu wzro-
stu we krwi (Bauer F.E., Lancet 1986, 2, 192 - 194).

GAP, peptyd towarzyszacy hormonowi uwalniajgce-
mu gonadotropine (GnRHp, sktada sie z 56 reszt
aminokwasowych. Wchodzi w skfad prekursora
GnRH. Prekursor ten ma 92 reszty u czlowieka
i szczura, 90 —u myszy, zawiera sekwencje GnRH (10
reszt) i GAP. (Mason A.J. et al., Science 1986, 234,
1366 - 1371).

gelaktyna (gelactin), biatko o Mr 23 000, wydzielone
z Acanthamoeba, tworzy usieciowanie z aktyna (Craig
S.W., Pollard T.D., Trends Biochem. Sci. 1982, 7, 88
-92).

gelonina (gelonin), zasadowa glikoproteina, Mr 30 000,
inaktywujaca rybosomy. Wydzielono jg z nasion ros-
lin. Hamuje synteze biatka w uktadach bezkom@r-
kowych (Falasca et al., Biochem J., 1982, 207, 505
- 509).

gelsolina (gelsolin), biatko o Mr 91000, wydzielone
z makrofagéw, reguluje diugos$¢ filamentdw aktyny,
tworzonych in vitro (Craig S.W., Pollard T.D., Trends
Biochem. Sci. 1982, 7. 88 - 92).

gen sor (sor gene), krétki gen ramki odczytu, umiejs-
cowiony w DNA miedzy poi, i env (Lee T.H. et al.,
Science 1986, 231, 1546 - 1549).

genisteina {genistein), zwigzek izoflawonowy, wydzie-
lony z pozywki fermentacyjnej Pseudomonas sp. Swois-
cie hamuje terozynowe kinazy biatkowe (Akiyama T.
et al., J. Biol. Chem. 1987, 262, 5592 - 5596).

GIP, akronim zotgdkowego polipeptydu hamujgcego
{Gastric Inhibitory Polypeptide), insulinotropowego
polipeptydu zaleznego od glukozy {Glucose-Dependent
Insulinotropic Polypeptide), polipeptyd ztozony z 42
reszt aminokwasowych, wydzielany przez specyficzne
komdrki endokrynne $luzéwki gérnej czesci jelita
cienkiego. Jego wydzielanie stymulujg wchioniete z je-
lita weglowodany i tluszcze. GIP hamuje wydzielanie
kwasu w zotadku i wzmaga wydzielanie insuliny
podczas hiperglikemii (Sarson D.L., J. Clin. Invest.
1982, 12,457 - 461).

glicynina (glycinin), gtéwne biatko zapasowe nasion
soji. Mr 350000, sktada sie z 6 podjednostek, a kazda
z nich - z kwasnego i zasadowego polipeptydu,
potaczonych wigzaniem dwusiarczkowym (Kella N.D.
et al., Int. J. Pept. Protein Res. 1986, 27, 421 - 432).,

glikacja {glycation), nazwa zalecana na okreS$lanie
kazdej reakcji wigzania cukru z biatkiem, niezaleznie
od tego czyjest ona katalizowana przez enzym, czy nie.
Glikozylacja bedzie wiec jednym z rodzajow glikacji.
Produktem glikacjijest glikowane biatko, np. glikowa-
na hemoglobina. (Nomenclature Announcement.
Arch. Biochem. Biophys. 1984, 229, 339 - 401).

glikoforyna (glycophorin), glikoproteina btony eryt-
rocytow ludzkich. Sktada sie z 130 reszt aminokwaso-
wych, Mr30000. Wyr6zniamy 3 domeny glikoforyny:
aminoterminalna, bogata w gatgzki oligosacharydowe
wystaje po zewnetrznej stronie biony, zawiera an-
tygeny grupowe A, B i O; C-terminalna jest po
wewnetrznej stronie btony;'srodkowa sktada sie z 23
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reszt aminokwasowych, jest zanurzona w warstwe
lipidowa (Capoldi R.A., Trends Biochem. Sci. 1982, 7,
292 - 295).

glikogenina (glycogenin) biatko o Mr okoto 37 000,
zwigzane kowalencyjnie z glikogenem przez reszte
tyrozynowa. Prekursor glikogenu, primer konieczny
dla inicjowania syntezy glikogenu (Whelan W .J., Bio-
Essays, 1986, 5, 136 - 140).

glikokalicyna (glycocalicin), hydrofilny fragment o Mr
okoto 130000, bogaty w weglowodany, odszczepiany
przez proteazy z zewnetrznej czesci tancucha a glikop-
roteiny Ib, integralnego biatka btony ptytek krwi.
Glikoproteina Ib jest ptytkowym receptorem czynnika
Wi illebranda (Steiberg M.H. et al.,, New England J.
Med. 1987, 317, 1037 - 1042).

glikosomy (glycosomes), organelle podobne do mikro-
ciatek, wystepujgce u Trypanosoma brucei. Zawierajg
9 enzymdw glikolitycznych, kinaze adenylanowa, kar-
boksykinaze pirogronianowg i dwa enzymy szlaku
biosyntezy pirymidyn (Opperdoes F.R. et al., J. Celi
Biol. 1984, 98, 1178 - 1184).

glipacja (glypation), dotgczenie glikozylofosfatydyloi-
nozytolu (PIG) do biatek zakotwiczajgcych sie za jego
pomocag w btonach komdérkowych (Cross G.A.M. Celi
1987, 48, 179 - 181).

glukokortyna (glucocortin), biatko indukowane przez
glukokortykoidy w adipocytach, hepatocytach, fibro-
blastach i grasicy, Mr okoto 17 000. Jedyny wczesny
produktindukcji, wspolny wszystkim komorkom wra-
zliwym na glukokortykoidy (Colbert R.A., Young
D.A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1986, 83, 72 - 76).

goblina (goblin), biatko wystepujgce w btonach plaz-
matycznych erytrocytow ptakéw, Mr okoto 26 000.
Pod wptywem hormondw ulega fosforylacji. Gobline
uwaza sie za odpowiednik ankiryny, biatka tgczgcego
spektryne z btong. Goblina i ankiryna sg homologicz-
ne strukturalnie. Podobne biatko, pokrewne serologi-
cznie, wystepuje w skupiskach przylegtych do linii
Z w miesniu szkieletowym i sercowym (Nelson W.J.,
Fazarides E., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1984, 81,
3292 - 3296).

gostatyna (gostatin), aminokwas wydzielony z przesg-
czu hodowli Streptomyces sumanensis NK - 23, kwas
5-amino-2-karboksy-4-okso-1,4,5,6,-tetrahydropiry-
dyno-3-octowy. Inhibitor mitochondrialnej transami-
nazy asparaginianowej (EC 2.6.1.11) (Nishino T. et al.,
J. Bioctiem. (Tokyo) 1984, 95, 1283 - 1288).

granzym A (granzyme A), esteraza serynowa, ulegajaca
ekspresji swoiscie w cytolitycznych limfocytach. Wy-
kazuje swoisto$¢ podobng do trypsyny. Dimer tan-
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cuchow polipeptydowych potgczonych wigzaniem
dwusiarczkowym (Masson D. et al.,, FEBS Lett. 1986,
208, 84 - 88).

H _
hekson (hexon), gtdwne biatko otoczkowe ludzkiego
adenowirusa. Trimer skiadajacy sie z identycznych,
$cisle ze sobg splecionych taficuchéw polipeptydowych
0 Mr 120000 kazdy. Utworzenie trimeru wymaga
obecnosci niewirionowego biatka, tzw 100 K, kodowa-
nego przez wirus i wigzacego sie Scisle z powstajgcymi
tancuchami heksonu syntezowanymi na rybosomach
(Cepko C.F., Sharp P.A., Celi 1982, 31, 407 - 415).

hepanoidy (hepanoids), pentacykliczne, sterolo-podo-
bne czasteczki wystepujace w bakteriach i niektorych
roslinach. Ich macierzystym zwiagzkiem jest hepan
(CJ), syntezowany z kwasu mewalonowego (Prince
R.C., Trends Biochem. Sci. 1987, 12, 455 - 456).

hepatopoetyna (hepatopoietin), watrobowy czynnik
proliferacji komdérek Termostabilna glikoproteina
0 Mrokoto 38000, po dootrzewnowej injekcji stymu-
luje synteze DNA i mitoze prawidtlowych komdrek
watroby szczura (Goldberg M.J., Cell Biochem. 1985,
27, 291 - 302).

heptokoryna (heptocorrin), glikoproteina wigzaca ko-
balamine. In vitro ulega degradacji pod wplywem
proteinaz i ptynu jelitowego wotu, podczas gdy czyn-
nik wewnatrzpochodny jest oporny na trawienie (Gu-
eant F.J. et al.,, The Lancet 1986, 2, 709 - 712).

hormonotoksyny (hormonotoxins), konjugat hormo-
néw peptydowych z toksynami peptydowymi, np.
owczy hormon luteinizujgcy-gelonina (Ding V. et al.,
J. Biol. Chem. 1989, 264, 3089 - 3095).

hpGRF, akronim Fudzkiego Trzustkowego Czynnika
Uwalniajgcego Hormon Wzrostu (Human Pancreatic
Growth Hormone-Releasing Factor), peptyd ztozony
z 44 reszt aminokwasowych, wykazuje zdolnos$¢ uwal-
niania hormonu wzrostu. Zostat wydzielony z nowo-
tworu trzustki, powodujgcego akromegalie. Oznaczo-
no strukture pierwszorzedowg hpGRF. Jego syntety-
czny odpowiednik ma petng aktywno$¢ biologiczng
1 stymuluje sekrecje. Jest identyczny z peptydem
wydzielanym przez podwzg6rze (Guillemin R. et al.,
Science 1982, 218, 585 - 587).

HSP, akronim biatek szoku cieplnego (heat-shock-
-proteins), biatka syntezowane w odpowiedzi na gwat-
towng zmiane temperatury o kilka stopni oraz inne
bodZce. Powstajg u bakterii, drozdzy, grzybow, pier-
wotniakéw, roslin, owadow, ptakéw i ssakow (Schlesin-
ger M J. et al., Trends Biochem. Sci. 1982, 7, 222 - 225).



humulina (humulin), ludzka insulina otrzymywana dro-
ga inzynierii genetycznej (Shapley D., Nature 1982,
300, 100 - 101).

hypuzyna (hypusine), N-(4-amino-2-hydroksybutylo)
lizyna, aminokwas utworzony przez addycje grupy
butyloaminowej (pochodzacej ze spermidyny), do 3 -a-
minowej grupy reszty lizynowej tancucha polipep-
tydowego i hydroksylacje wegla 2 dodanej grupy.
Obecnos$¢ hypuzyny wykazano dotychczas jedynie
w biatku Hy+, znajdujacych sie we wszystkich komoér-
kach zwierzecych. Hypuzyna aktywuje czynnik inic-
jacji translacji (Cooper H.L. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 1988, 80, 1854 - 1857).

ikozapeptyd ludzki trzustkowy {human pancreatic ico-
sapeptide), peptyd ztozony z 20 reszt aminokwaso-
wych, stanowi C-koricowy odcinek prekursora polipe-
ptydu trzustkowego. Jest on drugim znanym trwatym
produktem, powstajgcym z tego prekursora (Schwarz
T.W. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1984, 81, 408
-412).

immunotoksyna {immunotoxins), klasa lekéw, koniu-
gaty toksyn (np rycyny, toksyny dyfteryjnej i i.)
z monoklonalnymi przeciwciatami, ktére maja zdol-
nos¢ wybidrczego kierowania tych toksyn do komadrek
docelowych (Grienfield L. et al., Science 1987, 238, 536
- 539).

ingenzyna (ingensin), cytozolowa proteaza, wrazliwa
na kwas linolowy, wydzielona w homogennej postaci
z tozyska ludzkiego (Ishiura S. et al., Int. J. Biochem.
1986, 18, 765 - 769).

inhibitor-1- fosfatazy biatkowej {protein phosphatase
inhibitor-1), biatko wydzielone z migeéni szkieletowych
krolika, hamuje fosfataze biatkowga-1, enzym o sze-
rokiej swoistosci. Pojedynczy tancuch polipeptydo-
wy, ztozony z 165 reszt aminokwasowych, zawiera
N-acetylowang metionine na N-kofAcu. Oznaczono
jego catkowitg strukture pierwszorzedowg. Jest ak-
tywny wytacznie wtedy, gdy reszta treoninowa w pozy-
cji 35jest ufosforylowana. Zwigksza odpowiedZ mieéni
szkieletowych na adrenaline i obniza odpowiedz na
insuline (Aitiken A. et al., Eur. J. Biochem. 1982, 126,
235 - 246).

insulinotropina (insulinotropin), peptyd zawierajacy re-
szty aminokwasowe 7 -3 7 glukagono-podobnego
peptydu I. Kodowana wspoélnie z glukagonem w prep-
roglukagonie. Silny stymulator wydzielania insuliny
w izolowanej trzustce szczura (Mojsov S. et al., J. Clin.
Invest., 1987, 79, 616 - 619).

integryna {integrin), integralny blonowy kompleks
glikoproteinowy, uczestniczagcy w transmembrano-
wym potgczeniu fibrynektyny macierzy pozakomor-
kowej z aktyng cytoszkieletu (Tamkun J.W ., etal., Celi
1986, 46, 271 - 282).

IPG, akronim: fosforanu inozytologlikanu {inositolp-
hosphate glycan), wtérny przekaznik dziatania insuli-
ny, produkt hydrolizy fosfatydyloinozytologlikanu
(P1G), powstaje pod wpitywem swoistej fosfolipazy
C po zwigzaniu insuliny przez jej receptor (Saltiel
A.R., et al,, J. Biol. Chem. 1987, 262, 1116 - 1121).

izoaktyny (isoactins), rézne formy molekularne ak-
tyny, wystepujagce w tkankach kregowcéw. Tkanko-
wo-swoiste formy aktyn rozréznia sie na podstawie
ruchliwosci elektroforetycznej, determinant antygeno-
wych i sekwencji aminokwasowej (Pardo J. et al., Celi
1983, 82, 1093 - 1103).

inzomaltuloza (insomaltulose) (synonim: palatynoza
(palatinose) ), disacharyd (6-0-a-glukopiranozy-
lo-D-fruktofuranoza) (Cheetham P.S.J. et al., Nature
(Lond.) 1982, 299, 628 - 632).

izoschizomery {isoschizomers), endonukleazy restryk-
cyjne rozpoznajgce jednakowe sekwencje deoksyrybo-
nukleotydéw w DNA i rozszczepiajace identyczne
wigzania fosfodiestrowe. Np. Msp | i Hpa Il —
oba enzymy rozszczepiajg niemetylowane sekwencje
CCGG (Wiks A.F. et al., Proc. Natl., Acad. Sci. USA
1982, 79, 4252 - 4255).

izotretynoina {isotretinoin), kwas 13-cis-retinowy, syn-
tetyczny retinoid, okazuje wysoka aktywnos$¢ jako lek
przeciw tragdzikowi. Podwyzsza stezenie trigliceryfdoéw
i catkowitego cholesterolu w osoczu, obniza poziom
HDL {Nut. Rev. 1986, 44, 196 - 198).

K

kachektyna {cachectin), czynnik (lub czynniki), produ-
kowany przez makrofagi po stymulacji przez endotok-
syny in vitro. Obniza synteze i aktywno$¢ kluczowych
enzymoéw lipogenezy w hodowlach adipocytéow, swois-
cie hamuje ekspresje genow tych enzymoéw. Biatko
o wysokim stopniu homologiizTNF (Czynnik Nekro-
zy Nowotwordw), okazuje tez podobne dziatanie
(Torti F.M. etal., Science 1985, 229, 867 - 869; Sherry
and Ceram, J. Celi Biol. 1988, 107, 1269 - 1272).

kadheryny (cadherins), biatka adhezji komorkowej,
zalezne od Ca2+. Klasyfikuje sie je zaleznie od wy-
stepowania w tkankach. Kadheryna-E (synonim:
uwomorulina), Mr okoto 124000, wystepuje w tkan-
kach nabtonkowych, kadheryna-N, Mrokoto 127 000
- w tkance nerwowej. Obie majg jednakowy wzorzec
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trawienia przez trypsyne i identyczne heksapeptydy na
N-koricach (Shirayoshi Y. etal.,, The EMBO J. 1986, 5,
2485 - 2488).

kalcjosom (calciosome), oddzielna struktura subkomo-
rkowa, wystepujgca w komdrkach niemie$niowych.
Zawiera zapasy Ca2f wrazliwe na inozytolo-1,4,5-tris-
fosforan. Charakteryzuje go obecnos$¢ biatka podob-
nego do kalsekwestryny (Yolpe R. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1988, 85, 1091 - 1095).

kalcyforyna (calciphorin), biatkowy jonofor wapnia
0 znanej sekwencji aminokwasowej, Mr 3000. Wy-
dzielona zwewnetrznej btony mitochondrialnej komé-
rek serca cielecia (Jeng A.E., Shamoo E.S., J. Biol.
Chem. 1980, 255, 6897 - 6903).

kalcyklina (calcyclin) cytoplazmatyczne biatko wia-
zace wapn i cynk, ktére wyizolowano z komoérek
raka wysiekowego Ehrlicha. Wystepuje m.in. w fi-
broblastach. Ekspresja genu kalcycliny zachodzi pod
wplywem czynnikéw wzrostowych. Gen kalcykliny
jestrozregulowany w ostrych biataczkach szpikowych.
(Calabretta i wsp. J. Biol. Chem. 1986, 261, 12628
—12632, Filipek i Kuznicki Acta Bioch. Pol. 1990, 37,
99 - 101).

kalcymedyny (calcimedins), zestaw czterech biatek,
wydzielonych z miesnia szkieletowego, sercowego
1 gtadkiego za pomocg chromatografii powinowac-
twa na flufenazyno-Sepharose. Mrtych biatek: 67 000,
35000, 33000 i 30 000. Biatko 67 kDa oczyszczono do
homogennos$ci (Moore P.B., Biochem. J., 1986. 238,49
-54).

kalelektryna (calelectrin), biatko regulowane przez
Ca2+, Mr 34000, wydzielone z zakonczen nerwowych
organu elektrycznego Torpedo mammorata. Wigze sie
z btonami, ulega auto-asocjacji, pobudza agregacje
bton w sposéb zalezny od Ca2+. W watrobie, mozgu
i rdzeniu nadnerczy ssakdw znaleziono dwie kalelekt-
ryny (Mr 67000 i 32000), biorgce udziat w regulacji
transportu btonowego, zaleznego od wapnia (Sudhof
T.S. et al., Biochemistry 1984, 23, 1103 - 1109).

kalpastyna (calpastin), wsp6lna nazwa grupy wszech-
obecnych, wewngtrzkomorkowych inhibitoréw biat-
kowych, dziatajgcych swoiscie na kolpaine (E.C. 3.4.
22.17), proteaze cysternowg zalezng od Ca2+ (Takano
E., Murachi T., J. Biochem. (Tokyo) 1982, 92, 2021
- 2028).

kalregulina (calregulin), biatko odpowiedzialne za
wigzanie Ca2+, Mr okoto 63 000. W supernatancie
(100 000x G) homogenatu watroby wotu stanowi jeden
z gtébwnych szczytéw aktywnosci wigzania jonow
wapnia. Wystepuje we wszystkich tkankach oprocz
erytrocytow. Ma oddzielne domeny wigzania Ca2+

i Zn2+. Brak jej w siateczce $rédbtonkowej. Funkcja
fizjologiczna nie zostata wyjasniona (Khanna N.C. et
ak, J. Biol. Chem. 1986, 261, 8883 - 8887).

kariofilne biatka (karyophylic proteins), rozpuszczalne
biatka, gromadzace sie w jadrze po wprowadzeniu do
cytoplazmy oocytéw gadow. Nie wigzg sie zchromaty-
ng ani innymi strukturami jadra. Zalicza sie do nich
nukleoplazmine i kwasne biatka jgdrowe N-I, N-2,
N-3 iN-4 oocytéw Xenopus (Dabanvalle M.C., Franke
W.W., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1982, 79, 5302
- 5306).

kastanospermina (castanospermin), alkaloid roslinny
(1,6,7,8-tetrahydroksy-oktahydroindolizydyna) ha-
muje glikozydaze | iwydzielanie glikoprotein w kom6-
rkach watrobiaka ludzkiego (Sask Y. et al., Biochem.
J:, 1985, 232, 769 - 766).

katakalcyna (katacalcin) (akronim :KC), peptyd ztozo-
ny z 21 reszt aminokwasowych, otrzymywany z biat-
kowego prekursora kalcytoniny, przylega do niej po
stronie C-koncowej. Silnie obniza poziom wapnia
w osoczu. W prawidlowym osoczu wystepuje w row-
nomolarnych stezeniach z kalcytoning. Uwalnia sie
natychmiast po infuzji wapnia do organizmu (Hillyard
C.T. et al.,, The Lancet 1983, 1, 846 - 848).

kazamorfina (casomorphin), peptyd opiatowy, wydzie-
lony z produktow enzymatycznego trawienia kazeiny.
Odpowiada sekwencji 60 - 66 {3- kazeiny wotu (Petrilli
P. et al., FEBS Lett. 1984, 169, 53 - 56).

keratotinina (keratolinin), rozpuszczalny biatkowy
substrat transglutaminazy (EC 2. 3. 2. 12) tkanek
cztowieka i wotu (Zettergren J.S. et al.,, Proc. Natl:
Acad. Sci. USA, 1984, 81, 238 - 242).

kinetensyna (kinetensin), nonapeptyd o immunoreak-
tywnosci podobnej do neurotensyny, wydzielony z lu-
dzkiego osocza potraktowanego pepsyng. Wykazuje
homologie sekwencyjng z dwoma regionami ludzkiej
albuminy surowiczej (Mogard M.H. et al., Biochem.
Biophys. Res. Commun., 1986, 136, 983 - 988).

kinezyna (kinesin), ATPaza zalezna od mikrotobuli,
dzieki ktdérej aksoplazmatyczne organelle przesuwaja
sie wzdtuz mikrotubuli. Wywotuje ruch tych organelli
na szkle i paciorkach lateksowych imikrotubularnych.
Oczyszczono jg z aksoplazmy katamarnicy, moézgu
ssakdw ijaj jezowca morskiego. Kinezyna moézgu jest
tetramerem, ztozonym z dwu faricuchéw o M rownym
120 kDa i dwu — 62 kDa. (Kuznetsov A.S. et al., The
EMBO J. 1988, 7, 353 - 356).

kiotrofina (kyotrophin), dipeptyd Tyr-Arg wydzielony
zmozgu wotu, wykazuje dziatanie analgetyczne (Kiso
Y. et al., FEBS Lett. 1983, 155, 281 - 284).



kofilina (cofilin), biatko zmo6zgu $wini, wigze filamenty
aktymy i hamuje ich interakcje z miozyng i tropo-
miozyng. Mr okoto 21000. (Nishida E. et al., Bio-
chemistry 1984, 23, 5307 - 5313).

kompaktyna (compactin), podstawiony lakton hek-
sahydronaftalenu, zmniejsza zawarto$¢ cholesterolu
w osoczu. Kompetycyjnie hamuje aktywno$¢ reduk-
tazy HMG-CoA, kluczowego enzymu biosyntezy cho-
lesterolu (Nut. Rev. 1985, 43, 266 —268).

konwertaza proferomonowa Y (propheromone-conver-
tase Y), proteaza wystepujagca w drozdzach, swoista
wzgledem pary reszt aminokwaséw zasadowych
(-Lys-Arg-; -Arg-Arg-; -Arg-Lys-), nieaktywna wobec
pojedynczych reszt zasadowych. Mr okoto 43 000
(Mizuno K., Matsuo H., Nature 1984, 309, 558 - 590).

kotwice btonowe (membrane anchors), sekwencje hyd-
rofobowych reszt aminokwasowych, za pomocg kté-
rych biatka tgczg sie z hydrofobowg frakcjg bton.
Moga miesci¢ sie na N-koricu biatka, jak w izomaltazie
sacharozowej, cytochromie P& i LM2 lub tez na C-
koncu, jak w glikoproteinie wibrionu sinbis SVREI,
tancuchu IgM itp. (Inana G. et al., Nature 1983, 302,
310-315).

kranina (cranin), glikoproteina o0 M = 120 kDa,
wykryta wewnatrz bton cytoplazmatycznych, gtéwny
sktadnik laminy (Smalheiser N.R., Schwartz M.B.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987, 84, 6457 - 6461).

krotalocytyna (crotalocytin), biatko agregujace ptytki
krwi, o Mr 55000 i znanym sktadzie aminokwaso-
wym, wydzielone zjadu grzechotnika (Schmaier A. H.
et al., Blood 1980, 56, 1013 - 1019).

L

laminy (lamins), grupa biatek wystepujacych w blasz-
ce zewnetrznej jadra komorek watroby. Laminy
A i C wykazujg znaczng homologie sekwencyjna.
Lamina B jest polipeptydem o odmiennej budowie,
wystepuje w blaszce wewnetrznej jadra komérkowego
watroby szczura (Label S., Raymond A., J. Biol.
Chem. 1984, 259, 2693 - 2696).

lentropina (lentropin), biatko wystepujagce w plynie
szklistym oka, stymuluje r6znicowanie wiékien socze-
wki. Funkcjonalnie i immunologicznie pokrewna in-
sulino-podobnym czynnikom wzrostu (Beebe D.C. et
al., Proc. Natl. Acad."Sci. USA, 1987, 84,2327-2330).

»leucynowy suwak” (,,leucine zipper™), hipotetyczna
struktura, wspolna dla wielu biatek wigzacych DNA.
Sktada sie z niezwykle diugich a -helis, w ktorych
periodycznie pojawiajg sie reszty leucynowe. Przypu-

szczalnie boczne tancuchy leucyn jednej helisy od-
dziatywuja z odpowiednig helisg drugiego tafAcucha
polipeptydowego, tworzac trwate niekowalencyjne
wigzania (Landeschulz W.EI. et al., Science 1988, 240,
1759 - 1764)

leukosulfakinina (leucosulfakinin), sulfonowany unde-
kapeptyd miotropowy, wydzielony z wyciggéw gtowy
karalucha. Wykazuje homologie sekwencyjng z ludzka
gastryng Il i cholecystakining (Nachman R.J. et al,,
Science 1986, 234, 71-73).

leumorfina (leumorphin), endogennny peptyd opiato-
wy (29 reszt aminokwasowych), odpowiadajacy re-
sztom 228 - 256 preproenkafaliny. 13 N-terminalnych
reszt odpowiada rymorfinie (dynomorfmie B), a 5
N-terminalnych reszt - leucynoenkefalinie (Nakao K.
et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 1983, 117, 695
- 701).

leuprolid (leuprolide), analog hormonu uwalniajacego
gonadotropine (gonadoliberyny, GnRH), w ktorym
reszty 5 i 10 (w hormonie glicyna i glicynamid)
zastgpiono odpowiednio D-leucyng i etanolo-aming
(The Leu-prolide Study Group, New England J. Med.
1984, 31, 1281 - 1286).

lipofekcja (lipofection), wysoce wydajna procedura
transfekcji DNA za posrednictwem liposoméw. Wy-
korzystuje sie jednowarstwowe, blaszkowe liposomy,
zbudowane z kationowych lipidéw, spontanicznie od-
dziatywujagce z DNA (Falgner P.L. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 1987, 84, 7413 - 7417).

lipofilina (lipophilin), hydrofobowa apoproteina prote-
olipidu, jeden z gtownych sktadnikéw biony mielino-
wej. Mr 28 000, zawiera 263 reszty aminokwasowe
(Stoffel W. et al.,, Hoppe-Seyler‘s Z. Physiol. Chem.
1982, 263, 1397 - 1407).

lipoforyny (lipophorins), klasa lipoprotein o niskiej
i wysokiej gestosci, wystepuja w hemolimfie owadow.
Uczestniczg w transporcie lipidow (Shapiro J.P. et al.,
J. Biol. Chem. 1984, 259, 3680 - 3685).

lipoksen (lipoxene), jedna z pochodnych kwasu 15-hyd-
roperoksy-ejkozapentaenowego, produkowana przez
leukocyty Swini (Wong P.Y. K., et al., Biochem. Bio-
phys. Res. Commun. 1985, 126, 763 - 772).

lipoksyna (lipoxin), jeden z trihydroksytetranowych
metabolitow kwasu 15-hydroperoksyarachidonowe-
go. Powstaje w ludzkich leukocytach. Lipoksyna
A wywotuje skurcz skrawkéw ptuc Swinki morskiej,
uwalnia anion ponadtlenkowy z polimorfojadrzastych
leukocytow i hamuje naturalng aktywnos$¢ komorek
cytotoksycznych (Wong P.Y.K. et al.,, Biochem. Bio-
phys. Res. Commun. 1985, 126, 763 - 772).

Xi



lipomodulina (lipomodulin), biatko hamujgce aktyw-
nos$¢ fosfotipazy. Pod wpltywem kinaz biatkowych
zaleznych od cAMP i Ca2+ zachodzi fosforylacja reszt
tyrozynowych lipomoduliny (Hirata F. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 1984, 81, 4717 - 4721).

lizostaflna (lysostaphin), enzym degradujacy S$ciany
komoérkowe, wydzielany przez Staphylococcus simu-
lans. Gen odpowiedzialny za synteze enzymu koduje
biatko ztozone z 389 reszt aminokwasowych. Ulega
ono aktywacji przez odszczepienie 143 reszt N-ter-
minalnych, co dzieje sie poza komdrka (Recsei P-A. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1987, 84, 1127 - 1131).

lofotoksyna (lophotoxin), cykliczny diterpenoid, wy-
dzielony z korali. Nieodwracalnie inaktywuje receptor
nikotynowy acetylocholiny w nienaruszonych komar-
kach BC3H-1 (Culver P. et al., J. Biol. Chem. 1984,
259, 3763 - 3770).

LTR (akronim long terminal repeats), dtugie powtarza-
jace sie koncowe sekwencje, DNA flankujace prowiru-
sowe geny retrowirusOw, powstajgce podczas odwrot-
nej transkrypcji z wirusowego RNA. Zawierajg infor-
macyjne sekwencje z obu stron wirusowego RNA.
Uczestniczg w integracji prowirusowego DNA z geno-
mem gospodarzy, zawierajg sygnaty inicjacji i poliade-
nylacji transkryptéw wirusowego RNA, a takze sek-
wencje regulatorowe, ktére modulujg sprawnos¢

transkrypcji prowirusa (Grover B., Hynes M.E.,.

Trends Biochem. Sci. 1982, 400 - 403).

M

maltoporyna  (maltoporin), biatko uczestniczgce
w transporcie maltodekstryn przez zewnetrzng btone.
E. coli (Cline A. et al.,, Biochem.Biophys.Res.Com-
mun.1984, 121, 34-40).

manoalid (manoalide), naturalny sesterpenoid, nieod-
wracalnie hamujacy fosfolipaze A2 i fosfotipazy C.
Silny inhibitor mobilizacji wapnia w réznych typach
komaérek (Wheeler L.A. et al., J.Biol.Chem. 1987, 262,
6531 -6538).

mastoparan (mastoparan), zasadowy, hydrofobowy
amid peptydu, ztozonego z 14 reszt aminokwasowych,
wystepuje wjadzie osy. Wzmaga transport Ca2+, Na+
i K+ przez czarne btony (Higashi T. et al., FEBS ett.
1983, 152, 176-182).

maturaza mMRNA (MRNA maturase), aktywno$¢ en-
zymatyczna, uczestniczy w wycinaniu odcinkéw mito-
chondrialnych prekursorow mRNA, kodowanych
przez introny odpowiedniego genu. Maturaza jest
czeSciowo kodowana przez intron mitochondrialnego
genu grzybéw i drozdzy, bierze udzial w wycinaniu
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tego intronu z pre-mRNA .-transkryptu odpowied-
niego genu. a by¢ moze takze innych sekwencji,
kodowanych przez introny, z transkryptéw innych
genow (Grivell L.A., Borst O., Nature 1982, 298,
703-704).

melityna (mellitin), hydrofobowy amid peptydu, skia-
dajgcego sie z 26 reszt aminokwasowych o znanej
sekwencji. Wydzielona z jadu pszcz6t, aktywuje fos-
folipaze A i wywotuje zmiany przepuszczalno$ci bton
(Lauterwien J. et al., Biochim.Biophys.Acta, 1979, 556,
244-256).

mepryna (meprin), endopeptydaza zwigzana z btong,
zawiera Zn2+ i Ca2+. Wydzielono jg z tkanki nerek
(Butler P.E., Bond J.S., J. Biol.Chem. 1988, 263,
13419-13426).

metalotioneiny (metallothioneins), biatka uczestniczgce
w detoksykacji oraz w homeostazie cynku i miedzi
(Mayo K.E. et al., Celi 1982, 29, 99-108).

meta-winkulina (meta-vinculin), biatko o Mr 150 000,
immunologicznie pokrewne winkulinie. Winkulina
jest biatkiem o Mr 130000, wigzagcym aktyne, wy-
stepuje w obszarach bton zasocjowanych z cytoszkiele-
tem. Meta-winkuling znaleziono w komérkach na-
btonkowych jelit, fibroblastach, mies$niu sercowym
i szkieletowym. Podczas gdy winkuline cechuje roz-
puszczalnos$¢, wiasciwa biatkom peryferyjnym, me-
ta-winkulina ma wiasciwosci integralnego biatka bto-
nowego. Sadzac z lokalizacji komdrkowej, meta-win-
kulina moze by¢ integralnym biatkiem ,kotwicowym”
widkienek aktyny (D’Angelo Siliziano J, Craig S.W.,
Nature 1982, 300, 533-535).

metabolon (metabolon), supramolekularny kompleks
enzymow, uczestniczacych kolejno w danym metaboli-
zmie (np. glikolizie) oraz strukturalnych elementéw
komorkowych (Srere P.A., Trends Biochem. Sci. 1985,
10, 109-110).

metanopteryna (methanopterin), nowy kofaktor, wy-
dzielony z Methanobacterium thermoautotrophicum,
sktada se z 2-amino-4-hydroksypterydyny (pteryny),
kwasu glutaminowego, fosforanu, heksozoaminy iin-
nych niezidentyfikowanych sktadnikow (Keltjens J.T.
et al., Eur.J.Biochem., 1983, 130, 537 —544).

mezenterykopeptydaza zasadowa (alkaline mesenteri-
copeptidase) (synonim: hydrolaza peptydylopeptydo-
wa, EC 3.4.21), proteaza serynowa, wydzielona z Ba-
cillus mesentericus, zawiera 275 reszt aminokwaso-
wych, majeden tafncuch peptydowy o znanej sekwencji
(Svendsen I. et al., FEBS Lett. 1986, 196, 228 —232).

c.d. Leksykonu ukaze sie w 1 zeszycie 37 tomu
(1991).



pie 3. Do wykrycia zmutowanego genu PAH za-
stosowano cDNA phPAH247. Regiony zawierajace
eksony genu byty subklonowane w fagu M 13mp 18 dla
analizy sekwencji nukleotydéw. Stwierdzono, ze sek-
wencja nukleotydéw zmutowanego genu jest identycz-
na z sekwencjg prawidtowego genu [16] z wyjatkiem
substytucji (A - ) G) w trzeciej zasadzie kodonu 232
(Gin) [16,45,48] oraz tranzycji G - ) A w miejscu
donorowym 5’ wycinania intronu 12, zmieniajgcej
obligatoryjny donorowy dwunukleotyd GT w AT.
Wprowadzenie zmutowanego genu do komorek euka-
riotycznych i ocena jego ekspresji wykazaty, ze muta-
cja powoduje nieprawidtowosci w wycinaniu intronoéw
czego rezultatem jest pominiecie eksonu 12 w doj-
rzatym mRNA, a w konsekwencji powstawanie nie-
prawidtowego, niestabilnego biatka. Istotnym uzupet-
nieniem w badaniach mutacji zwigzanej z haplotypem
3 byto przygotowanie biblioteki cDNA z mRNA
nosiciela PKU, u ktérego gen zwigzany byt réwniez
z haplotypem 3. Z tej biblioteki wyizolowano 8 klo-
néw, ktére zawieraty fragmenty eksonu 12. Substytu-
cja G - ) A powoduje prawidtowe sktadanie RNA
— pominiecie eksonu 12, co prowadzi do przesuniecia
ramki odczytu i powstania przedwczesnego kodonu
»Stop”. W nastepstwie powstaje defektywne biatko,
w ktorym brak 52 aminokwaséw karboksylowego
konca. Do wykrycia tej mutacji mozna réwniez za-
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stosowac oligonukleotydowe sondy (21-mery) rozroz-
niajace prawidtowy i zmutowany allel, komplementar-
ne do kodujacej nici prawidtowego genu lub zmutowa-
nego genu z substytucjg G - >A. Analiza DNA innych
rodzin z PKU wykazata, ze mutacja G - ) A w miejscu
istotnym dla wycinania intronu 12 nie jest swoista dla
haplotypu 3, poniewaz wystepujg rowniez prawidtowe
allele w tym haplotypie. Powyzsza mutacja nie wy-
stepuje jednak w innych haplotypach. Interesujgce
byto rowniez ustalenie miejsca mutacji w genie PAH
w przypadku haplotypu 2, drugiego co do czestosci
wystepowania w populacji duiskiej. Stosujagc podobne
procedury*jak poprzednio wyizolowano kilka klonéw
[21]. Analiza sekwencji zawierajgcych eksony zmuto-
wanego genu wykazata pojedyncza mutacje — sub-
stytucje C - ) T w pierwszej zasadzie kodonu 408
prowadzacg do zmiany Arg - ) Trp w 12-tym eksonie.
Celem potwierdzenia, ze ta substytucja byta bezpo-
Srednig przyczyna fenyloketonurii przeprowadzono
kierunkowg mutageneze z uzyciem specyficznego oli-
gonukleotydu, a nastepnie oceniono ekspresje zmuto-
wanego genu po wprowadzeniu do komdrek ssakéw.
Sonda nukleotydowa byta komplementarna do kodu-
jacej nici prawidtowej sekwencji eksonu z wyjatkiem
miejsca mutacji C - ) A w zmutowanym genie.
Poniewaz Arg408 znajduje sie w wewnetrznym frag-
mencie Hindlll o dtugosci 588 pz prawidtowego klonu
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cDNA phPAH247, fragment ten subklonowano w fa-
gu M13mpl8 [50], a nastepnie powielono przy uzyciu
zmutowanej sondy jako primera. Zmutowanym frag-
mentem Hindlll zastagpiono fragment Hindlll
w phPAH247 celem uzyskania petnej dtugosci zmuto-
wanego cDNA PAH, zawierajgcego mutacje Trp408.
Z kolei zmutowany i prawidtowy cDNA PAH byty
niezaleznie wiaczone do eukariotycznych wektorow
0 wysokiej ekspresji — p91023 (B) [51]. Zmutowang
lprawidtowg oligonukleotydowg sondg wykrywajgcg
mutacje Trp408 uzyto do bezposredniej analizy miejs-
ca mutacji w prawidtowym i zmutowanym zrekom-
binowanym klonie cDNA/p91023 (B) PAH [52]. Tra-
wienie tych klonéw restryktazag EcoRl powodowato
powstanie fragmentu 2,4 kz odpowiadajgcego prawid-
towemu lub zmutowanemu cDNA PAH. W odpowie-
dnio dobranych warunkach hybrydyzacji prawidtowa
sonda hybrydyzowala wytacznie z fragmentem 2,4 kz
EcoRI prawidlowego cDNA, natomiast zmutowana
sonda hybrydyzowata specyficznie ze zmutowanym
cDNA. Te dane potwierdzity obecno$¢ substytucji
w zmutowanym klonie cDNA PAH. Prawidtowe
i zmutowane klony cDNA/p91023 (B) PAH wprowa-
dzono metodg transfekcji do komdérek COS nerki
matpy celem analizy produktow ekspresji [22]. Wyka-
zano aktywno$¢ PAH w ekstraktach komaérki ludzkiej
watroby (kontrola) oraz w komdrkach, do ktorych
wprowadzono prawidtowy cDNA PAHIp91023 (B),
natomiast nie wykryto aktywnos$ci tego enzymu po
wprowadzeniu zmutowanego cDNA PAHIp91023 (B)
i w ekstrakcie watroby przy braku syntetycznego
kofaktora 6-metylotetrahydropteryny. Chociaz anali-
za RNA technikg Northern komérek COS poddanych
transfekcji wykazata, ze zaréwno sekwencje reprezen-
tujgce zmutowany jak i prawidtowy cDNA ulegaly
transkrypcji na podobnym poziomie technikg Western
nie wykazano obecnos$ci zmutowanego produktu biat-
kowego w ekstraktach komérek poddanych transfek-
cji zmutowanym cDNA PAHIp91023 (B). Catkowity
brak aktywnosci PAH oznacza klasyczny fenotyp
PKU [1] imoze by¢ przypisany zamianie Arg - ) Trp,
wywotanej substytucjg C - ) T w 12 eksonie [53].

VI1I. Uwagi koncowe

W bliskiej przysztosci nalezy oczekiwaé poznania
mutacji wystepujacych w innych haplotypach, co
przyczyni sie do wyjasnienia, czy PKU jest spowodo-
wana przez ograniczong liczbe mutacji, ktére rozprzes-
trzenity sie wéréd osob biatej rasy, czy tez réznorodne
mutacje powstaly niezaleznie w r6znych populacjach.
Takie badania pomogtyby wyjasni¢ ewolucje i po-
chodzenie mutacji prowadzgcych do fenyloketonurii.
W przypadku potwierdzenia hipotezy o sprzezeniu
specyficznych mutacji z danym haplotypem RFLP
w locus PAH, statoby sie mozliwe przygotowanie
zestawu sond oligonukleotydowych pozwalajgcych na

30

wykrycie okoto 90% zmutowanych genéw u o0séb
biatej rasy. W ten sposdb zostatby rowniez rozwigzany
problem wykrywania nosicielstwa.

Artykut otrzymano 6 wrzesnia 1988r.
Zaakceptowano do druku 2 listopada 1989r.
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Diagnostyka prenatalna: szansa? zagrozenie? dylemat?*
Prenatal Diagnosis: a chance? danger? dilemma?

BARBARA CZARTORYSKA!'

Pod pojeciem wrodzonej wady metabolicznej rozu-
miemy taki rodzaj btedu aparatu genetycznego, ktéry
prowadzi do braku lub znaczgcego niedoboru aktyw-
nosci jednego enzymu lub, ogo6lniej, jednego biatka
(enzymu, hormonu, receptora itd.).

W badaniach nad wrodzonymi wadami metaboli-
cznymi biochemik moze wybra¢ jedno z dwu podejs¢:
teoretyczno-poznawcze lub praktyczne,
ad. 1/ Wrodzony niedob6r jakiego$ biatka to idealny
materiat doSwiadczalny do badania jego roli w meta-
bolizmie. Pozwala na $ledzenie gromadzenia sie jed-
nych metabolitéw i braku innych, na obserwacje
sposobu wykorzystywania szlakéw alternatywnych,
rozmaitych skutkéw pozornie odlegtych od pierwotnej
przyczyny itp. To witasnie badania nad komérkami
— zazwyczaj hodowanymi in vitro — pochodzacymi
od takich chorych pozwolity na wyjasnienie wielu
faktéw np. na wyznaczanie drég katabolizmu ganglio-
zydow, inkorporacji enzymdw lizosomalnych do lizo-
somu itp. Analiza DNA, a takze $ledzenie syntezy
i obrébki biatka pozwolito w wielu przypadkach na
doswiadczalne potwierdzenie teoretycznych zatozen
mozliwosci mutacji (Np. stwierdzono, ze pierwotng
przyczyng choroby Fabry’ego tj. niedoboru a-galak-

1 Dr, Zakiad Genetyki, Instytut Psychiatrii i Neurologii
* Na marginesie artykutu J. Jaruzelskiej i R. Stomskiego
»Molekularne podstawy fenyloketonurii”.
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tozydazy lizosomalnej bywa mutacja punktowa, dele-
cja lub duplikacja fragmentu genu),

ad. 2/ Medycyna oczekuje jednak od biochemika
pomocy w rozwigzaniu spraw praktycznych, a miano-
wicie w opracowaniu metod diagnostycznych oraz
w wyznaczaniu drég leczenia.

a/ Diagnoza w przypadkach choréb metabolicznych
opiera sie na:

1. Stwierdzeniu gromadzenia metabolitu, bedgcego
w normalnych warunkach albo bezpos$rednim sub-
stratem ,,defektywnego” enzymu (np. gangliozyd
Gnv¥ w tkance mdzgowej chorych na chorobe
Tay-Sachsa) albo produktem wykorzystania alter-
natywnej drogi metabolicznej, nie majacej znacze-
nia w komdrce prawidtowej (np. kwas fenylopiro-
gronowy w moczu chorych na fenyloketonurie,
kwas moczowy w komorkach chorych na tzw.
chorobe Fesh-Nyhena)

2. Stwierdzeniu braku lub niedoboru bezposredniego
produktu , defektywnego” genu — na ogét aktyw-
nosci enzymatycznej (np. arylosulfatazy A w ko-
mdrkach chorych na leukodystrofie meta-chroma-
tyczng), rzadziej hormonu (hypotyroidyzm) lub
receptora (rodzinna hipercholsterolemia).

3. Oznaczeniu substancji, ktorej obnizenie stwierdzo-
no doswiadczalnie u chorych nie znajac przyczyny
tego obnizenia (np. ceruloplazmina w chorobie
Wi ilsona).
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4. Analizie DNA. Podstawg metody jest zjawisko
polimorfizmu fragmentow restrykcyjnych pocho-
dzacych z samego nieprawidiowego genu lub tez
z blisko z nim sasiadujgcych fragmentéw DNA.
Jest to podejscie kosztowne i wymagajace wyspec-
jalizowanych laboratoriow ale niezastapione
w przypadkach, gdy nie ma dobrej metody oznacza-
nia aktywnosci ,,defektywnego” enzymu, gdy nie
znany jest ani enzym ani jego metabolity a znany
jedynie Kkliniczny przebieg choroby oraz sposob
dziedziczenia (np. plgsawica Huntingtona) albo tez
gdy niedostepne sag komérki, w ktorych obserwuje
sie ekspresje danego genu.

b/ Leczenie. Prawidtowa diagnoza ma stuzy¢ prawid-
towemu leczeniu. | tu zasadnicza trudno$¢. Trzeba
powiedzie¢ brutalnie, ze genetycznie uwarunkowane
wady metaboliczne sg nieuleczalne. Nie mamy moz-
liwosci ,,naprawy” wadliwie pracujgcego kodu genety-
cznego. Mozemy jedynie usuwac, tagodzi¢ czy mini-
malizowaé¢ skutki danej wady. Oczywiscie istniejg
wady metaboliczne nieszkodliwe (np. albinizm), wady,
ktéore wcale lub w stopniu minimalnym utrudniajg
cztowiekowi prawidtowe funkcjonowanie. Na og6t
jednak wady metaboliczne sg to bardzo ciezkie scho-
rzenia, prowadzace do inwalidztwa fizycznego, a czes-
to réwniez do uposledzenia umystowego.

W wielu przypadkach mozemy dzi$ usuwac lub
tagodzi¢ skutki choroby — pacjent jednak zawsze
pozostaje przez cate zycie lub jakis$ jego okres inwalidg
zmuszonym do przestrzegania bardzo Scistego rezimu,
W jaki sposéb mozna skutkom choroby zapobiec?

I. Usuwajac gromadzone nieprawidtowe metabolity
(np. w chorobie Wilsona usuwa sie gromadzong
miedz podajac penicylamine lub sole cynku).

II. Ograniczajagc — na ogd6t w Kkrytycznym okresie
dziecinstwa — podaz substancji bedgcych sub-
stratami ,defektywnego” enzymu (np. glutenu
w celiakii czy biatka w fenyloketonurii).

I1l. Uzupetniajac niedob6r brakujagcego metabolitu
(np. fosforan we wrodzonej hypofosfatemii — po-
daje sie go sonda, przez 12 godz. na dobe).

IV. Unikajac podawania lekéw lub innych czynnikéw
wyzwalajgcych nieprawidtowg reakcje (np. chro-
nigc przed Swiattem chorych na porfirig).

V. Stosujac leczenie substytywne (podawanie czyn-
nika VIl krzepniecia w przypadkach hemofilii,

hormonow tarczycy w w przypadkach hypotyroi-
dyzmu itp). Szczeg6lng odmiang metody substytu-
cji jest przeszczepienie tkanek lub grupy komaorek
(np. nerki, tozyska lub hodowanych fibroblastow
skory). Przeszczepiony organ (lub grupa komarek)
ma by¢ zrodiem ciagtego doptywu brakujacego
biatka. Metoda ta jest najracjonalniejsza, lecz
stosowanie jej jest ograniczone do sytuacji, gdy
brakuje biatka wydzielanego, produkowanego
przez wyspecjalizowany narzad, organ, tkanke lub
grupe komorek na potrzeby innych komérek czy
tkanek. Inaczej ma sie rzecz w przypadkach, gdy
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kazda komdrka produkuje dane biatko na witasne
potrzeby — jak to ma miejsce np. w przypadkach
choroéb lizosomalnych. Wprawdzie istnieje zjawis-
ko miedzykomorkowego ,przekazywania” enzy-
mu oraz ,wychwytywania” go z krwi przez optuki-
wane komdrki, sa to jednak najczeSciej ilosci
niedostateczne. Pozytywne skutki przeszczepu, na-
wet jesli w poczatkowym okresie sg dostrzegalne,
na ogot sg krotkotrwate. Dodatkowg przeszkodg
nie do przekroczenia jest bariera krew/moézg. Po-
nadto ograniczeniem jest niebezpieczeristwo od-
rzucenia przeszczepu oraz jego obumieranie. Inng
metodg substytutywnego leczenia moze by¢ wyko-
rzystanie szczepoéw bakteryjnych z ,wstawionym”
odpowiednim genem cztowieka. By¢ moze w przy-
sztosci bedzie to droga zapobiegania skutkom
choréb metabolicznych, choé ina tej drodze pietrzg
sie trudnos$ci analogiczne do przedstawionych po-
wyzej (patrz Addendum).
Powtarzam istnieje wciaz jeszcze kilkadziesiat bardzo
ciezkich choréb metabolicznych albo catkowicie nie
poddajgcych sie leczeniu albo takich, w ktérych czes-
ciowe zlagodzenie skutk6w mozna osiagna¢ stosujac
drakonski rezim (np. bardzo ostra dieta, cigglty wlew
dozylny lub doustny-przez sonde itp.).

W przypadkach chordb poddajacych sie leczeniu
ogromne znaczenie ma wczesna (czasami oznacza to
kilka dni po urodzeniu) i prawidlowa diagnoza.
A w przypadkach nie poddajacych sie leczeniu? Prawi-
dtowa diagnoza nie jest pozbawiona znaczenia — czes-
to pozwala oszczedzi¢ pacjentowi wielu bezuzytecz-
nych badan, zabiegow itp. Ale z drugiej strony odbiera
nadzieje pacjentowi czy, czesciej, jego rodzicom. Do-
datkowym dylematem jest mozliwo$¢ postawienia
diagnozy na dtugo, kilka, kilkanascie lub nawet ponad
20 lat, przed wystgpieniem pierwszych objawow (np.
plasawica Huntingtona). Czy stuszne jest by pacjent
zyt z tg grozbg? a z drugiej strony jesli jest mozliwosc
uspokojenia go, ze mimo ryzyka genetycznego moze
by¢ spokojny, ze nie zachoruje.

W przypadku rodzin obarczonych wysokim ryzy-
kiem urodzenia nastepnego dziecka chorego (25%
w przypadku chordb dziedziczonych w sposéb recesy-
wny, 50% w przypadku dziedziczenia w sposéb domi-
nujacy) dodatkowa pokusg jest mozliwosé diagnozy
prenatalnej — na podstawie badania metabolitéw
w ptynie owodniowym (mukowiscydoza, mukopolisa-
charydozy), aktywnos$ci enzymatycznej w hodowa-
nych komaérkach z ptynu owodniowego, lub komérek
kosmowki, wreszcie analizy DNA otrzymanego z tych
komaérek.

W przypadku stwierdzenia, ze dziecko urodzi sie
zdrowe mozna uspokoi¢ rodzicow. A w przypadku
stwierdzenia defektu? To, co dzisiaj proponuje sie
rodzicom w poradniach genetycznych zwie sie eufemis-
tycznie ,selektywng aborcjg”, a jest po prostu propo-
zycja zabicia chorego dziecka przed jego urodzeniem.

Czy istotnie dziecko chore nie ma prawa do zycia?
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ijakie stosowaé tu kryterium? Jaki chory nie ma prawa
do urodzenia sie? Chory na chorobe Tay—Sachsa,
ktorej pierwsze objawy wystgpig w 4-6 miesigcu zycia,
dziecko przestanie sie rozwija¢ a potem pocznie cofac
sie w rozwoju psychomotorycznym i zginie przed
2-gim rokiem zycia $lepe, gtuche, nie reagujace na
otoczenie? na chorobe Huntera — u dziecka upo-
Sledzenie umystowe i ruchowe, zmiany kostne, masz-
karonowata twarz pogtebiajg sie z wiekiem i pacjent
ginie na og6t przed 20-tym rokiem zycia? na chorobe
Huntingtona w ktérej pierwsze objawy pojawiajg sie
po 30-tym roku zycia i prowadzg do ciezkiego in-
walidztwa? fenyloketonurie, w przypadku ktérej pra-
widtowy rozw6j dziecka zapewnia ostra dieta uniemo-
zliwiajgca np. wyjazdy na normalne kolonie, obozy
itp?, hemofilie, w ktorej kazde skaleczenie grozi $mier-
telnym krwotokiem a najmniejszy zabieg chirurgiczny
wymaga stosowania preparatoéw krwi grozacych zaka-
zeniem?

Kto ma decydowac? rodzice? ich decyzja bedzie
zawsze emocjonalna, uwiktana w tysigce zaleznosci
— od poziomu wyksztatcenia i poziomu moralnego,
od sposobu przedstawienia sprawy przez lekarza, od
nacisku opini spotecznej, od perspektyw pomocy przy
pielegnacji chorego dziecka. Lekarz? jego rolg jest
leczy¢ nie zabijaé. Ustawa? jakas komisja?

Dotychczas sprawy te regulujg tzw. komisje etycz-
ne, sesje etyki lekarskiej roznych zjazdow itp. ztozone
na og6t ze zwolennikéw ,,selektywnej aborcji”. Czy
naprawde Swiatowy Zjazd Naukowy jest autorytetem

moralnym zdolnym decydowaé o prawie cztowieka do
zycia?

Ajaka w tym rola i odpowiedzialno$¢ biochemika,
dostarczajgcego coraz liczniejszych, precyzyjniejszych,
lepszych, nowocze$niejszych metod?

Artykut otrzymano 10 sierpnia 1989r.
Zaakceptowano do druku 15 sierpnia 1989r.

* Addendum, grudzierh 1990 r.

W ostatnim czasie ,leczenie genem” ze sfery fantazji
przeszto do fazy eksperymentalnej. Time z 24.09.1990
r. donosi o podjetej we wrzeéniu br. przez zesp6t
z Centrum Klinicznego NIH w Bethesdzie prdbie
leczenia niedoboru dezaminazy adenozyny, ciezkiej
choroby objawiajgcej sie catkowitym brakiem odpor-
nosci immunologicznej. Dziecku dotknietemu tg cho-
robg przetoczono jego wiasne limfocyty T zainfekowa-
ne zmodyfikowanym retrowirusem, w ktérego genom
wbudowano gen kodujgcy syntetaze dezaminazy ade-
nozyny. Zadaniem tych limfocytéw bedzie produkcja
brakujacego enzymu. Wyniki nie zostaty jeszcze opub-
likowane. Na skutki tego leczenia musimy poczekac.

Redakcja zaprasza do dalszych
wypowiedzi na temat diagnostyki
prenatalnej.
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— dwutancuchowa posta¢ tkankowego aktywatora plaz-
minogenu; scu-PA — jednotancuchowa posta¢ aktywatora

33



plazminogenu typu urokinazowego (prourokinaza);
r — oznacza, ze dane biatko przed nazwa ktérego umiesz-
czono te litere otrzymano technika rekombiacji DNA;
APSAC — acylowany kompleks streptokinazy z plazmino-
genem; EGF — epidermalny czynnik wzrostowy; F — dome-
natypu ,.flnger”;E— domena o budowie podobnej do EGF;
K — domena typu ,kringle”; P — faficuch B w t-PA i u-PA
zawierajacy centrum aktywne; X — reszty cukrowe w czas-
teczce aktywatora plazminogenu; S — peptyd sygnalny;
L — prepeptyd; FDP — produkty degradacji wtoknika

I. Wstep

Zakrzepy izatory zakrzepowe w naczyniach krwionos-
nych serca i moézgu wstrzymujace przeptyw krwi sg
bezposrednig przyczyna wiekszosci zgonébw w uprze-
mystowionych krajach, a takze obnizenia wydolnosci
organizmu i zdolnosci do pracy. Powstanie skrzepu
jest wynikiem lokalnej aktywacji uktadu krzepniecia
krwi zachodzacej w miejscu uszkodzenia $ciany naczy-

nia, majacego zwykle nature miazdzycowe. Aktywato-
ry plazminogenu wykorzystywane sg w medycynie do
rozpuszczania tych skrzepow, zwilaszcza w miejscach
szczegoblnie newralgicznych, takich jak naczynia wien-
cowe. Powodujg one przejscie nieaktywnego plaz-
minogenu w plazmine (enzym proteolityczny), ktéra
hydrolizuje wtdknik stanowiagcy podstawowy element
strukturalny skrzepu krwi (Ryc. 1.).

Stosowanie w praktyce klinicznej czynnikdw trom-
bolitycznych takich jak streptokinaza, urokinaza,
a takze wprowadzonych ostatnio: t-PA, scu-PA i AP-
SAC, potwierdzito ich skuteczno$¢ w terapii wielu
choréb o podtozu zakrzepowym, ale réwniez ujawnito
wystepowanie towarzyszgcych im niekorzystnych efe-
ktow ubocznych [1 - 3]. Rozpoczeto wiec poszukiwa-
nie nowych wersji tych lekdw, lepszych od dostepnych
obecnie [4],

Celem przys$wiecajagcym konstruowaniu nowych
mutantow tych biatek, jest nabycie przez nie na-

Ryc. 1. Schemat dziatania aktywatoréw plazminogenu w procesie fibrynolizy. Linia pozioma oddziela aktywatory przeksztatcajgce w miare
selektywnie plazminogen do plazminy na powierzchni skrzepu (t-PA, scu-PA, APSAC) od dziatajgcych niespecyficznie (streptokinaza,
tcu-PA). Strzatki narysowane przerywang linig wskazujg dziatanie inhibitora wolnej plazminy.
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Tabela 1

Mutanty rscu-t-PA otrzymane technikg mutacji punktowej. Strzatki
wskazujag wigzania peptydowe w sekwencji t-PA, ktére ulegaja
rozszczepieniu w wyniku dziatania trombiny i plazminy

trombina plazmina

i £
-Ara - Phe-Lys - lle-Jle —Gly
158 158
y i
Substytucja aminokwasu ,

Opis mutanta Pismiennictwo

rscu- PA- Gl u-j5g Lys™ —* Glu 51 - 53
rscu-PA-Gly<]5g Lysiss —~ Gly 51
rscu-PA-Metrg |y 158 — Met [ 52,53
rscu-PA -Ala i Lys1s8 — Ala | 52
rscu-PA - Val 158 | Lys 158 — Val | 53
rscu-PA -Arglsg | Lysiss —- Arg 55
rscu-PA - Thr [ Ar9 156 Thr 54
156,158| Thr
Lys 158
rscu-W -Sly1561s8]j Lys 158 a Gly 55
Ite 160 Lys
rscu-PA-Pro “gg lle 159 —™ Pro i 55
rscu-PA-Glylsg j Ue 159 Gly | 55

stepujacych wilasnosci: a) zwiekszonego powino-
wactwa wigzania z widknikiem, b) wydiuzonego w
warunkach in vivo okresu potrwania w Kkrazeniu,
c) ulepszonej specyficznosci i selektywnosci dziata-
nia.

Il. Mutanty scu-PA

Czasteczka scu-PA jestjednotaficuchowym polipe-
ptydem o m.cz. 54000 zbudowanym z 411 amino-
kwasow (Ryc. 2.). Przeksztatcenie jej do formy dwu-
taricuchowej (tcu-PA) nastepuje w wyniku hydrolizy
wigzania peptydowego LysIBllel® przez plazmine.
scu-PA zawiera trzy domeny: N-koAcowy region
utworzony z domeny E i K oraz C-kohAcowy region
zawierajacy podjednostke enzymatyczng. Funkcja
N-koAcowego regionu scu-PA nie jest w petni po-
znana. Przypuszcza sie, ze posredniczy on w od-
dziatywaniu z receptorami komérkowymi ijest w zna-

Ryc. 2. Schemat struktury pierwszorzedowej jednotaficuchowego urokinazowego aktywatora plazminogenu (scu-PA). Zygzakiem zaznaczone
sg miejsca glikozytacji. Czarne kropki wskazujag aminokwasy z centrum aktywnego. Trdjkatem zaznaczone jest wigzanie peptydowe,
ktore ulega rozbiciu przy przejSciu do postaci dwutancuchowej. Strzatki (od B do M) wskazujg fragmenty polipeptydowe kodowane
przez poszczeg6lne egzony wchodzace w sktad struktury genu scu-PA.
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cznym stopniu odpowiedzialny za usuwanie tego ak-
tywatora z uktadu krazenia [5],

W wyniku szczegdtowych badan ré6znych mutan-
tébw (Tab. 1.) okazato sie, ze dla witasciwego funkc-
jonowania aktywatora reszty aminokwasowe tworzg-
ce wigzanie 158 - 159 sa bardzo wazne. Mutant
rscu-PA (G1u1s) oporny na dziatanie plazminy, w kt6-
rym podstawiono Glu w miejsce Lys3Bmiat 10-20-kro-
tnie nizszy potencjat katalityczny w poréwnaniu
z rscu-PA typu dzikiego. Obecno$¢ lle w pozycji 159
determinje aktywno$é enzymatyczng zaréwno jedno-
jak idwutancuchowego prekursora urokinazy. W oso-
czu krwi wszystkie mutanty oporne na dziatanie
plazminy posiadaty nizszg aktywnos¢ od rscu-PA typu
dzikiego i zmniejszong specyficznos¢ w stosunku do
widoknika [6].

Naturalnie syntetyzowany scu-PA zawiera reszte
cukrowag w pozycji Asn32 Pozbawienie go tej reszty
podnosi jego specyficzno$¢ w stosunku do wiéknika
przy zachowaniu niezmienionych witasnosci fibrynoli-
tycznych i farmakokinetycznych. Mutant ten otrzymy-
wany jest przy pomocy techniki rekombinacji DNA

w komorkach bakteryjnych E. coli. Podobne wias-
ciwosci posiada rscu-PA, w ktéorym zmiana amino-
kwasu w pozycji 302 (Asn -> Asp) uniemozliwia
uzyskanie glikozylowanego biatka w komérkach eu-
kariotycznych (np. Saccharomyces cerevisiae) [7]. M u-
tant scu-PA o wydtuzonym pdtokresie trwania w kra-
zeniu uzyskuje sie poprzez delecje domeny E [8].

Ze wzgledu na mozliwo$é zastosowania klinicz-
nego, bardzo interesujgcym aktywatorem plazminoge-
nu jest niskoczgsteczkowy scu-PA, powstaty w wyni-
kiu rozszczepienia wigzania peptydoweggo Glu-
13 LeulMprzez niezidentyfikowang proteaze. Aktywa-
tor ten okreslany jako scu-PA-32k, po raz pierwszy
otrzymany zostat z hodowli linii komérek nowotworu
ptuc (CALU-3). Wystepuje on réwniez w komaorkach
nerek matpy. Podobnie jak scu-PA utrzymuje on
wzgledng specyficzno$¢ w stosunku do widknika oraz
powoduje znacznie mniej zaawansowang fibrynogeno-
lize niz tcu-PA. Te forme aktywatora urokinazowego
otrzymano réwniez w warunkach laboratoryjnych
dzieki zastosowaniu techniki rekombinacji DNA [9].
rscu-PA-32k jest nie do odrdznienia od naturalnie

Ryc. 3. Schemat struktury pierwszorzedowej tkankowego aktywatora plazminogenu (t-PA). Oznaczenia analogiczne jak w rycinie 2.
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wystepujgcego scu-PA-32k i moze by¢ konkurencyjny
w produkcji na skale przemystowg w stosunku do
rscu-PA. Brak polipeptydu Ser,-Glu¥3nie wptywa na
wiasciwosci biochemiczne tego aktywatora [10]. Wy-
korzystuje sie go nie tylko jako czynnik trombolitycz-
ny, ale takze do konstrukcji biatek fuzyjnych (chimer
aktywatoréow plazminogenu).

I1l. Mutanty t-PA

Czasteczka t-PA jestjednotancuchowag glikoprote-
ing 0 m.cz. 70000 sktadajgca sie z 527 aminokwasow.
Zbudowana z pieciu domen, z ktérych kazda kodowa-
na jest przez jeden lub kilka egzondéw [11]. Lanhcuch
ciezki stanowi N-koncowy region czgsteczki i obej-
muje cztery domeny (Ryc. 3.). Sg to: domena F — po-
dobna do segmentéw wystepujacych w fibronektynie,
domena E o budowie podobnej do epidermalnego
czynnika wzrostowego (EGF) [12], dwie domeny
K — Kj i K2 Pigtag domene P stanowi taricuch lekki
(fancuch B) zawierajacy centrum katalityczne enzymu.
Wewnatrz czasteczki znajduja sie trzy miejsca glikozy-
lacji (Asnl]7, Asnl84 Asn#9. Z tancuchem lekkim
bezposrednio oddziatuje szybko i swoiscie reagujacy
inhibitor o nazwie PA1-1 [13 - 14],

Selektywno$¢ dziatania t-PA w stosunku do plaz-
minogenu zaadsorbowanego na widknach skrzepu
wynika z obecnosci w czasteczce aktywatora miejsc
wigzacych wioknik, zlokalizowanych na domenach F,
E i K2 [15]. Miejsca te nie reagujg z fibrynogenem,
w ktdrym obszary oddziatywujgce z t-PA sg ukryte. Po
zwigzaniu z widéknikiem zmienia sie kinetyka od-
dziatywania t-PA z plazminogenem, o czym $wiadczy
spadek wartosci statej Michaelisa (KM z 83 do 0.18
jtiM oraz wzrost ket z 0,07 do 0,28sek—1 Oznacza to, ze
wydajnos¢ katalityczna tkankowego aktywatora plaz-
minogenu po zwigzaniu z widknikiem wzrasta ponad
1000-krotnie [16].

Jednotaficuchowa posta¢ t-PA znacznie lepiegj
wigze sie z widknikiem niz forma dwutancuchowa
[17]. Podczas fibrynolizy zmiana konformacji cza-
steczki, wywotana rozbiciem wigzania peptydowego
ArgZi5lle-,Bprzez plazmine powoduje obnizenie powi-
nowactwa wigzania tego wigzania. Poprzez zamiane
technikg mutacji punktowej reszty Arg w pozycji 275
na inny aminokwas mozna temu zapobiec.

Skonstruowano mutanty t-PA, w ktérych ArgZb
podstawiona zostata kolejno wszystkimi naturalnie
wystepjacymi aminokwasami [18]. Otrzymane mutan-
ty charakteryzujg sie nastepujagcymi wiasciwosciami:
a) utrzymujg posta¢ jednotancuchowg (z wyjatkiem
t-PA-LysZ2m), b) zachowujg niezmieniong zdolnos$é
wigzania sie z widknikiem (z wyjatkiem t-PA-CysZh)
oraz aktywacji plazminogenu zwigzanego z witokni-
kiem, c¢) in vivo mogg przechodzi¢ w forme dwutan-
cuchowg w wyniku hydrolizy przez plazmine wigzania
przy Lys27i.

Jedynie mutanty, ktére maja Gin i lle w pozycjach
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odpowiednio: 275 i 277 zachowuja forme jednotan-
cuchowa oraz utrzymujg zdolnos$¢ selektywnej ak-
tywacji plazminogenu w obecnosci widknika [18].
Wydaje sie, iz mutanty oporne na dziatanie plazminy
w warunkach in vivo sg czynnnikami trombolitycz-
nymi bardziej specyficznymi w stosunku do witdknika
niz t-PA typu dzikiego.

Usuniecie jedynie domeny F z czasteczki t-PA nie
znosi zdolnosci oddziatywania aktywatora z wiok-
nikiem [19], ale je obniza. Wypadniecie domen
E i F powoduje podobne konsekwencje w aktywnosci
t-PA [20]. M utanty delecyjne t-PA pozbawione domen
F i E, ale zawierajgce domeny kringlowe posiadajg
normalng aktywno$¢ enzymatyczng, wykazujg umiar-
kowanie lub znacznie [20-21] zredukowane mozliwo-
§ci oddziatywania z wtéknikiem. Optymalne oddziaty-
wanie z wtoknikiem wymaga réwniez obecnosci w cza-
steczce t-PA domeny K2 W przypadku pojawienia sie
defektow genetycznych w tej domenie, jej funkcje
przejmuje domena KJ22], Aktywno$é enzymatyczna
t-PA nie jest uzalezniona od pierwszych 4 domen
czasteczki. Centrum aktywne enzymu miesci sie w tan-
cuchu lekkim (fancuch B). Obszar ten, bez wzgledu na
to czy jest wyodrebniony z czasteczki za pomocy
metod chemicznych, czy tez otrzymany technikg re-
kombinacji DNA wykazuje wtasciwg dla t-PA aktyw-
no$¢ enzymatyczng. Aktywno$¢ ta nie jest jednak
stymulowana obecnos$cig wtéknika tak jak w przypad-
ku rt-PA typu dzikiego, ale mutant utworzony zdome-
ny F i fancucha lekkiego wigze sie z widknikiem
i zachowuje aktywnos$¢ enzymatyczna.

Proba zwiekszenia powinowactwa wigzania do
wibéknika poprzez zastgpienie domeny K Pdomeng K2
delecje domeny E i zamiane Asn® na Ser (FKZ2,
fGPLys,77Asn® -» Ser) nie data, przynajmniej w waru-
nkach in vitro, pozytywnych rezultatow. Wydtuzyt sie
natomiast znacznie okres pottrwania (do 25 - 30 min)
wosoczu [23], Pohl i wsp6tautorzy [24] wykazuja, ze
mutanty tkankowego aktywatora plazminogenu: K2P,
K2PLysZiT ~ValZil, KPAsn48 >GIndB, FK2PLysZi7
-> ValZr7, FK2Asn48 -» GIn48posiadajg takze znacznie
nizsze powinowactwo wigzania zwtdknikiem isg duzo
mniej efektywne w rozpuszczaniu skrzepu. Jednak
najnowsze doniesienia czgSciowo temu przecza. Wyda-
je sie, ze jednak mutant K2 odznacza sie bardzo
korzystymi cechami fibrynolitycznymi [25].

Za szybkie usuwanie t-PA z krgzenia (okres poéit-
trwania — U wynosi od 1do 4 min) odpowiedzialne
sq komorki watroby — hepatocyty oraz komérki
$rédbtonka. Wydtuzenie czasu przebywania aktywa-
tora w krazeniu jestjednym ze sposobdw podniesienia
jego skutecznos$ci terapeutycznej. U rt - PA, (gtdw-
nie w postaci dwutancuchowej), ktéry uzywany jest
w celach leczniczych, wynosi ok. 6 min. Jednotan-
cuchowa posta¢ przebywa w krazeniu o 30 - 40%
czasu krécej. Za usuwanie rt-PA odpowiedzialne sa
gtéwnie domeny tancucha ciezkiego. Wypadniecie
domeny F 26] i domeny E [27] powoduje znaczne
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wydtuzenie czasu ti.Delecjadomen F, E wraz zmutac-
jami punktowymi w miejscach glikozylacji czasteczki
(Asn —»Gin) wydtuza czas U do 25 min w przypadku
TPAaFE, 42 min dla t-PAAFEIX (AsnIZ4 -» Gin) i 14
min — t-PAAFE3X (we wszystkich punktach glikozy-
lacji w miejsce Asn podstawione bylty Gin). W tym
eksperymencie okres péltrwania naturalnego t-PA
(ti) wynosit 4 min [28]. Nie tylko delecje catych domen,
ale takze zmiana pojedynczych aminokwasow tak jak
w przypadku t-PA (Pro47 -> Gly, Lys 49 -> Asn) i t-PA
(GIn& -> Asn, His#4 -> Glu) powoduje utrzymanie
wyzszego steznia aktywatora w 0soczu przez znacznie
dtuzszy okres czasu niz obserwuje sie to w przypadku
rt-PA typu dzikiego [29].

W procesie eliminacji t-PA z krazenia wazng role
odgrywaja réwniez reszty cukrowe [30 - 33]. Znaczne
wydtuzenie okresu potrwania w krgzeniu uzyskaé
mozna poprzez eliminacje technika mutacji punktowej
oligosacharydu mannozy wystepujacego w pozycji 117
tancucha biatka (zamienia sie Asn na Gin) [34].
Podobny efekt wywiera analogiczna mutacja w pozycji
Asn48 Catkowite usuniecie cukréw z czasteczki znacz-
nie wydtuza okres poéttrwania w krazeniu zaréwno
jedno jak i dwutancuchowej formy enzymu. Poczat-
kowo sugerowano, ze reszty cukrowe biorg udziat
w wigzaniu tego biatka z receptorami hepatocytow.
Obecnie uwaza sie, ze usuwanie t-PA z krgzenia
odbywa sie za posrednictwem receptoréw dwéch ro-
dzajoéw. Jedne, rozpoznajace pewne regiony fancucha
ciezkiego znajdujg sie na komdrkach parenchymy
watroby (hepatocytach), drugie (specyficzne dla man-
nozy) na komarkach srédbtonkowych [35]. Najwolniej
usuwane z krazenia sg mutanty t-PA pozbawione
domen F i E [35]. Mutanty te wigza si¢ réwniez
znacznie stabiej ze Swiezo wyodrebnionymi hepatocy-
tami szczura. W odré6znieniu od przeciwciat anty K2
ktére nie majg wpltywu na te reakcje, przeciwciata
monoklonalne skierowane przeciwko domenom F/E
i Kj hamuja odpowiednio w 27% i 67% wiazanie
125Irt-PA z hepatocytami. R6wniez in vivo przeciwciata
monoklonalne otrzymane dla domen F/E znacznie
bardziej hamowaty usuwanie rt-PA niz przeciwciata
monoklonalne dla domeny K,. Wynika stad, izw wig-
zaniu rt-PA z receptorami hepatocytéw nie uczest-
niczg doktadnie te same obszary, ktére odpowiedzial-
ne sg za eliminacje tego biatka z kragzenia [57], D oktad-
ny mechanizm tego procesu nie jest jeszcze poznany.
O jego ztozonosci $wiadczy fakt, iz zamiana nawet
pojedynczego aminokwasu w domenie E (Tyr6/
-» Asn) znaczaco wptywa na wigzanie t-PA z hepato-
cytami [36].

Komorki srodbtonkowe posiadajg dwa rodzaje
receptorow dla t-PA [37]: a) receptory o wysokim
powinowactwie wigzania, ktére przytgczajg t-PA
skompleksowany z PAI-1 oraz b) o niskim powinowa-
ctwie ale wiekszej pojemnosci. Zwigzanie aktywatora
przez te drugie receptory nie powoduje utraty jego
aktywnosci [59]. W oddziatywaniu z tymi receptorami
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prawdopodobnie posredniczg domeny F i E [38].

W celu uchronienia rt-PA przed inaktywacjg przez
szybko dziatajgce inhibitory, takie jak PAI-1 i PAI-2,
konstruuje sie acylowane pochodne tego biatka [39],
Po wprowadzeniu do uktadu krgzenia zachodzi powo-
Ina deacylacja aktywatora i odblokowanie jego aktyw-
nosci biologiczne;j.

IV. Kompleksy trwate utworzone z aktywato-
row plazminogenu sprzezonych z odpowie-
dnimi przeciwciatami monoklonalnymi

Podwyzszenie swoistosci dziatania aktywatoréow
plazminogenu uzyskuje sie przez przytgczenie do ich
fragmentow zawierajgcych domene enzymatyczng, lub
do catej czasteczki aktywatora przeciwciat specyficznie
rozpoznajacych widknik [40-42], Zwigzanie, np. prze-
ciwciat monoklonalnych 64C5, rozpoznajgcych N-ko-
ncowy fragment tancucha B ludzkiego witdknika,
z urokinazg za pomocg odczynnika sprzegajgcego,
podwyzszato 100-krotnie potencjat fibrynolityczny
otrzymanej chimery. Kompleksy jednotaficuchowego
t-PA lub u-PA z innym przeciwciatlem — 59D8 — wy-
kazywaty réwniez 100-krotnie wyzsza aktywnos$¢ tro-
mbolityczng niz urokinaza oraz 10-krotnie niz t-PA.
Tak zmienione czasteczki aktywatoréw przyspieszaty
od 3.2 do 4.5-krotnie lize skrzepu w ludzkim osoczu
[41]. Zaobserwowano takze znaczne podniesienie ich
swoistosci dziatania, tj. chimery w minimalnym stop-
niu powodowaty trawienie fibrynogenu i alfaz—anty-
plazminy. Potgczenie scu-PA z fragmentem Fab’prze-
ciwciata 59D8 spowodowato 230-krotny wzrost ak-
tywnosci fibrynolitycznej w porédwnaniu z rscu-PA,
430-krotny w odniesieniu do urokinazy oraz 33 razy
wyzszy niz t-PA [40]. Wynika to ze znacznego wzrostu
powinowactwa wigzania tych chimer z witoknikiem
przy zachowaniu strukturalnych i funkcjonalnych wta-
snosci scu-PA.

Wykorzystujgc techniki inzynierii genetycznej
otrzymano rekombinacyjng wersje chimery rt-PA
z przeciwciatami monoklonalnymi 59D8. W tym celu
sklonowano cDNA kodujgce tancuch ciezki przeciw-
ciata 59D8, ktdéry nastepnie wiaczono do wektora
ekspresyjnego, zawierajgcego sekwencje kodujaca
cze$¢ konserwatywng faficucha gamma2b oraz tan-
cuch B ludzkiego tkankowego aktywatora plazmino-
genu. Uzyskane w ten sposéb biatko hybrydowe
zachowato wiasciwosci przeciwciata monoklonalnego
59D8 oraz wiasnosci enzymatycze t-PA. W warunkach
in vivo, po podaniu donaczyniowym takiej chimery
czasteczkowej obserwowano intensywniejsza lize
skrzepu niz po podaniu samego rt-PA. Polepszenie
specyficznosci i wiasciwosci fibrynolitycznych uzys-
kano takze w wyniku potgczenia za pomocg odczyn-
nika sprzegajacego rscu-PA badz tcu-PA z przeciw-
ciatami monoklonalnymi MA 1505 dla fragmentu D-D
otrzymanego z hydrolizatu plazminowego witoknika
[42],
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Podobne chimery czasteczkowe tworzono korzys-
tajac z przeciwciat monoklonalnych TCL8 (dla t-PA)
i 59D8 (dla wtdknika), lub przeciwciat monoklonal-
nych PEG2 (dla tancucha A wysokoczgsteczkowej
urokinazy) oraz przeciwciat 59D8 (dla wtdknika) [43].
Podane wraz z aktywatorem w warunkach in vitro
powodowaty wyrazny wzrost aktywnosci fibrynolity-
cznej, spowodowany swoistym zageszczeniem aktywa-
tora na powierzchni wtoknika.

V. Hybrydy biatkowe aktywatorow
plazminogenu

W celu wzmocnienia specyficznosci dziatania
w stosunku do witoknika, potagczono fragment cDNA
kodujacy tancuch A t-PA (aminokwasy od Serj do
Thr2a3) zcDNA kodujgcym scu-PA-32k (aminokwasy
od Leulddo Leudll). Ekspresje tak skonstruowanego
genu biatka hybrydowego uzyskano w komaérkach
CHO. W jego nastepnej wersji, by zminimalizowac
oddziatywanie steryczne, rozszerzono region tgczacy
oba fragmenty biatkowe o 17 aminokwaséw (t-PA:
Ser! — Phe2r4, scu-PA: Serl3-LeudlU). Aby zapobiec
obecnosci wolnej cysteiny w pozycji 264 t-PA, nuk-
leotydy od 997 do 981 (TGC) zastgpiono nukleotyda-
mi GG A kodujacymi Gly [44]. Aktywnos¢ fibrynolity-
czna tej chimery gwattownie wzrastata w obecnosci
plazminy, ktora powodowata przejscie z formy jedno-
taricuchowej do dwutaricuchowej (t-PA/tcu-PA).

Kompleks utworzony przez potgczenie dwutan-
cuchowych czasteczek t-PA i u-PA odznaczat sie
mniejsza specyficznoscig dziatania na widknik niz
kompleks jednotancuchowych form tych samych bia-
fek. Stabilno$¢ w osoczu chimery ztozonej z form
jednotaficuchowych byta podobna do stabilnosci
scu-PA [45].

Rekombinowane biatko fuzyjne zbudowane z do-
meny F t-PA (aminokwasy Ser! — Tyr67) oraz frag-
mentu scu-PA (Lysn6— Leud4lj) cechowalto sie gorszym
powinowactwem wiazania z widknikiem niz rscu-PA,
utrzymujac podobng aktywnos$é enzymatyczna. Podo-
bne wiasciwosci obserwowano w przypadku rscu-PA,
ktéry zawierat wstawiong domene K2z t-PA (amino-
kwasy Cys,B3— SerX) pomiedzy reszty aminokwaso-
we Asp, i SerldP [46]. Zardwno te, jak i inne wersje
biatek hybrydowych aktywatorow plazminogenu [47]
nie odznaczajg sie korzytniejszymi cechami od ich
biatek macierzystych. Nie obserwuje sie spodziewane-
go zsumowania korzystnych cech réznych aktywato-
réow.

Bardziej interesujaca generacja aktywatoréw plaz-
minogenu sg chimery u-PA z wmontowanymi frag-
mentami tancucha ciezkiego t-PA (FGKZ2u-PA,
FK2u-PA, K2uPA), ulokowanymi doktadnie przy
miejscu, na ktdre dziata plazmina w czgsteczce uroki-
nazowego aktywatora plazminogenu. Ekspresje kodu-
jacych je genéw uzyskano w komérkach linii CHO
[48], Obecnosé domeny K2z tkankowego aktywatora
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plazminogenu w u-PA powoduje 5-10 krotny wzrost
aktywnosci stymulowanej przez wioknik. Stabszy
efekt pojawiat sie wéwczas, gdy zamiast domeny K2
wbudowywano domene F. Chimery te odznaczaty sie
znacznie wydtuzonym okresem potrwania oraz opor-
noscig na hamowanie przez PAI-1 [75]. M utant t-PA,
do ktérego wstawiono domene kringlowg pochodzaca
z urokinazy (przed K,) odznaczat sie rowniez wywoty-
waniem specyficznej lizy skrzepu, wydtuzonym czasem
przebywania w krazeniu oraz minimalna fibrynogeno-
lizg [49],

V1. Chimery biatkowe powstate wskutek
tgczenia plazminogenu z innymi biatkami

Skonstruowano hybrydy zbudowane z tahcucha
B urokinazy oraz N-kohAcowego regionu plazminy
zawierajacego miejsca wigzace lizyne, czesci enzymaty-
cznej scu-PA idomeny K, plazminogenu [50], tcu-PA
oraz centrum aktywnego plazminy [51]. Na razie brak
jest blizszych danych charakteryzujgcych ich wtasno-
§ci trombolityczne.

Wzrost powinowactwa do widknika w poréw-
naniu z rt-PA typu dzikiego wykazywata chimera,
w ktérej domeny F i E z t-PA zastapiono domeng K,
pochodzacg z plazminogenu, jak rowniez jej zmodyfi-
kowany wariant z usunietym miejscem glikozylacyj-
nym (delecja Asp,I) z Kt t-PA [52]. Zmiany te nie
wptywajg na ich funkcje enzymatyczne [53]. Dotgcze-
nie domeny E z czynnika XII do t-PA nie wptyneto
znaczaco na zmiane jego wihasciwosci [54],

Sygnalizowane jest takze wykorzystanie fibrynoge-
nu jako biatka no$nikowego, dowozacego aktywator
do miejsca powstawania zakrzepu. Lgczy sie go w spo-
sob odwracalny z rt-PA [55]. Chimera wytworzona
przez potaczenie wigzaniem kowalencyjnym fibryno-
genu z urokinazg posiadata znacznie zwiekszong efek-
tywno$¢ w rozpuszczaniu zakrzepu tetniczego. 2500
j urokinazy w kompleksie z fibrynogenem podane na
kg wagi ciata udrazniata naczynie krwionos$ne, pod-
czas gdy ta sama ilos¢ natywnego enzymu byta nie-
skuteczna [56]. Wzrost aktywnosci fibrynolitycznej
(2,5 - 3 razy) tego preparatu spowodowany jest
specyficzng akumulacjg preparatu na powierzchni
widknikowego skrzepu.

VIl. Podsumowanie

Ze wzgledu na olbrzymie zastosowanie praktyczne,
aktywatory plazminogenu znalazty sie w centrum
zainteresowania tak klinicystéw, jak i biologéw mole-
kularnych. Dokonywane modyfikacje majgje wyposa-
zy¢ w nowe korzystne cechy. Do chwili obecnej
otrzymano iprzetestowano ponad 100 mutantéw t-PA
i u-PA. Pozytywne wyniki uzyskano w przypadku
niektorych wersji t-PA z wymienionymi pojedynczymi
aminokwasami (zwtaszcza w pozycji ArgZm), mutan-
tow delecyjnych (K2P) oraz chimer czasteczkowych,
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ktore utworzone zostaty przez kowalencyjne zwigzanie
aktywatoréw lub ich fragmentéw ze swoistymi prze-
ciwciatami. Chimery te dzieki zwiekszonej zdolnosci
wigzania sie z powierzchnig wtoknika charakteryzujg
sie wyzszg specyficznoscig substratowg w stosunku do
widknika niz innych biatek osocza, w tym fibrynoge-
nu. Wiasnosci trombolityczne tak zmodyfikowanych
czasteczek aktywatoréw nie sgjednak w petni poznane
i wymagaja dalszych badan.

Artykut otrzymano 20 marca 1990r.
Zaakceptowano do druku 30 sierpnia 1990r.
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Wykaz stosowanych skrétow:

HMWSC — wielkoczasteczkowy kompleks syntetaz ami-
noacylo-tRNA (ang. high-molecular-weight synthetase
complex, ApdA — diadenozyno-5’,5""-P1P4tetrafosforan,
E — enzym, aa — aminokwas.

I. Wstep

Syntetazy aminoacylo-tRNA petnig kluczowg fun-
kcje w poczatkowym etapie biosyntezy biatka specyfi-
cznie katalizujagc tworzenie aminoacylo-tRNA. Bada-
nia ostatnich lat wykazaty, ze rola tych enzymow jest
bardziej wszechstronna niz pierwotnie przypuszczano.
Oprocz reakcji aminoacylacji, niektore syntetazy kata-
lizujg tworzenie diadenozynotetrafosforanu [1,2],
zwigzku, ktoremu przypisuje sie udziat w regulacji
syntezy DN A [3, 4]. Sugeruje sie rowniez wykazywanie
aktywnosci kinazowej przez syntetazy aminoacy-
lo-tRNA [5].

Szeroko prowadzone badania nad tymi enzymami
ujawnity, ze w wyzszych organizmach mogg one
wystepowa¢ w postaci wieloenzymatycznych wielko-
czasteczkowych kompleksOw zawierajgcych w swoim
sktadzie oprécz syntetaz aminoacylo-tRNA takze inne
sktadniki. Sczego6lnie interesujacy jest fakt, ze wielko-
czagsteczkowe kompleksy syntetazowe (HMWSC,
high-molecular-weight synthetase complex) wystepujg
wytacznie w wyzszych organizmach. Wydaje sie, ze
zjawisko to stanowi wyraz wiekszej ztozonos$ci maszy-
nerii syntetyzujacej biatko wyksztatconej w toku ewo-
lucji. W piSmiennictwie zagranicznym ukazato sie
kilka opracowan omawiajgcych dotychczasowe bada-
nia nad kompleksami syntetaz aminoacylo-tRNA
i dyskutujgcych ich role biologiczng [6 - 10]. W niniej-
szym artykule przedstawiono aktualny stan wiedzy
o0 wielkoczasteczkowych kompleksach syntetaz ami-
noacylo-tRNA.
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Il. Poroéwnanie syntetaz aminoacylo-tRNA
organizmow pro- i eukariotycznych

Il -1. Ewolucja struktury

Syntetazy aminoacylo-tRNA organizmdéw proka-
riotycznych sg biatkami prostymi o masie czastecz-
kowej w granicach 30-270—x 103i strukturze podjed-
nostkowej typu a, a2 a4, af, a2?2 przy czym masa
pojedynczego protomeru dochodzi do 95 kDa [11].
W niektoérych syntetazach stwierdzono obecnos$¢ po-
wtarzajgcych sie odcink6w o tej samej sekwencji
aminokwasow. W tworzeniu form oligomerycznych
biora udziat C-konicowe odcinki tancuchow potipep-
tydowych, podczas gdy funkcje katalityczne petnig
odcinki N-koAcowe [12, 13]. W organizmach proka-
riotycznych znaleziono tylko jedng syntetaze amino-
acylo-tRNA dla kazdego z aminokwasdw [11].

Liczba wystepujgcych w organizmach eukariotycz-
nych syntetaz aminoacylo-tRNA przewyzsza liczbe
znajdowanych w biatkach aminokwaséw. W cytosolu
bowiem wystepujg wielorakie formy syntetaz, jeszcze
inne formy syntetaz wystepujg w mitochondriach ichlo-
roplastach, a nawet w jadrze komorkowym [11, 14].

Tabela 1

Diugosci tancuchow polipeptydowych syntetaz
wyzszych organizmoéw sg na ogét wieksze niz proka-
riotycznych (patrz Tab. 1oraz [7,13]). W toku ewolucji
syntetazy aminoacylo-tRNA (przynamniej niektore)
powiekszyty sie o znajdujacy sie w obrebie C-konca
polipeptydu [13] odcinek, ktory nie jest niezbedny dla
ich funkcji katalitycznej. Zauwazono wyrazne roznice
we wiasciwosciach fizykochemicznych (rozpoznawa-
nych metodami chromatograficznymi) syntetaz euka-
riotycznych i prokariotycznych. Syntetazy eukarioty-
czne zatrzymywane sg na kolumnach z anionowymi
i hydrofobowymi nos$nikami, np. zimmobilizowanym
RNA [29], z heparyng [30, 31], na kolumnach feny-
lo-agarozowych [24], podczas gdy odpowiadajgce im
enzymy z E. coli nie wykazujg tej wtasciwosci. Powy-
zsze rGznice spowodowane sg wystagpowaniem w syn-
tetazach eukariotycznych regionow bogatych w ami-
nokwasy elektrododatnie i hydrofobowe.

Uogbdlniajac mozna stwierdzi¢, ze syntetazy ami-
noacylo-tRNA zbudowane sg z rdzenia odpowiedzial-
nego za aktywno$¢ katalityczng oraz z czesci nie
niezbednej, ktéra w organizmach eukariotycznych jest
bardziej rozbudowana niz u prokaryota [13].

Poréwnanie wielkosci niektérych syntetaz aminoacylo-tRNA pochodzenia zwierzecego z syntetazami bakteryjnymi*

Syntetazy zwierzece

Syntetaza Pochodzenie Mr pojedyn- Sktad pod-
specyficzna enzymu czego faricucha jednostkowy
dla x 103
60 a
watroba szczura 89*
65*
Arg 72*
watroba owcy 73*
watroba krolika 4%
Gin watroba owcy 94*
watroba krélika 96*
Glu watroba owcy 85*
watroba krélika 150*
He watroba owcy 139*
watroba owcy 129*
Leu watroba krélika 108*
129*
watroba szczura 129*
73*
66* a2
Lys watroba owcy 79*
watroba krélika 76*
watroba szczura 90*
104*
Met watroba owcy 103*
78* a
watroba krélika 108*

* Syntetaza pochodzi z wielkoczasteczkowego kompleksu.
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Syntetazy z E. coli
Mr pojedyn- Skiad pod-
czego tancucha jednostkowy
x 103

PiSmien-
nictwo

PiSmien-
nictwo

15, 16

20

19

18

21 60
16, 21

21

21

21

21

25 112 (0 23
21, 24

20 104 a 23

21

20

19

17
21, 24 52 ay 23

21

20

27

21

28 85 a, 23

21

a 22

69 a 26

56 a 23
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11-2. Wewnatrzkomdrkowe rozmieszczenie

Syntetazy aminoacylo-tRNA u prokoryota wystepuja
w rozpuszczalnej frakcji komaérki jako wolne, dyfun-
dujace enzymy lub jako kompleksy enzym-substrat
z odpowiednimi tRNA [11]. Syntetazy wyzszych or-
ganizmow (przynajmniej niektére) wykazujg zdolno$¢
do wigzania sie z rybosomami oraz z elementami
struktur wewnatrzkomorkowych.

Postugujgc sie technikami immunocytologiczny-
mi wykazano [14], ze niektdre syntetazy amino-
acylo-tRNA w watrobie szczura sg zasocjowane z wi6-
knami cytoszkieletu. Znaleziono znaczng czes¢ aktyw-
nosci syntetazy metionylo-tRNA w skiadnikach reti-
kulum  endoplazmatycznego, nierozpuszczalnych
w buforze z detergentem [27]. Wg Deutschera [8],
syntetazy zwierzece zasocjowane sg z btonami plaz-
matycznymi. Wigzanie jest wzglednie stabe, o czym
Swiadczy fakt, ze enzymy te nie frakcjonuja sie jak
typowe biatka btonowe.

Wiekszo$¢ zwierzecych syntetaz aminoacylo-
-tRNA wykazuje zdolno$¢ wigzania sie z rybosomami
[32, 33]. Za wigzanie odpowiedzialny jest rybosomalny
RNA [29, 34 - 36]. Nie wiadomo, czy wzajemne
oddziatywanie syntetaz z rybosomami ma jakie$ zna-
czenie funkcjonalne in vivo. W badaniach in vitro
wykazano, ze zwigzanie z rybosomami zwieksza ak-
tywnos$¢ syntetaz oraz ich trwato$¢. Wg niektorych
autorow [27, 29, 34] poprawia sprawnos$¢ translacji
dzieki wysokiej miejscowej koncentracji tych enzy-
mow.

11-3. Wielkoczasteczkowe kompleksy syntetaz
aminoacylo-tRNA (HMWSC) organizméw
zwierzecych

Najbardziej uderzajgca réznicag pomiedzy synteta-
zami aminoacylo-tRNA organizméw prokariotycz-
nych i wyzszych zwierzat jest wystepowanie u tych
ostatnich wielkoczasteczkowych komplekséw synteta-
zowych. Kompleksy te, ktérych Mr dochodzi do
6 x 106, zawierajg oprécz syntetaz aminoacylo-tRNA,
takze inne biatka oraz skitadniki nie bedace biatkami.
Kompleksy powstajg dzieki wyksztatconej w toku
ewolucji zdolnosci syntetaz eukariotycznych do asoc-
jacji i do fgczenia sie z elementami strukturalnymi
wnetrza komarki [8, 27, 36-38]. Regiony polipep-
tydowe o dddzialywaniu elektrododatnim i hydro-
fobowym, wystepujagce w syntetazach eukariotycz-
nych, sa najprawdopodobniej odpowiedzialne za te
zdolnosé [8,17, 24, 37,39-41], Uwaza sie, ze HMWSC
stanowig wyraz dodatkowego, supramolekularnego
poziomu organizacji aparatu biosyntezy biatka. Poja-
wity sie propozycje nazw, ktére wyrazatyby strukture
i funkcje tych, jeszcze niezbyt poznanych, tworow:
Uigasomy” [42], ,kodosomy”, [43], ,translasomy”
[44].
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I11. Otrzymywanie, budowa i wiasnosci
HMWSC

I11-1. Otrzymywanie

W celu otrzymania wielkoczasteczkowych komplek-
séw syntetazowych stosowano standardowe techniki
oczyszczania biatek i enzymdw. Majgc na uwadze
nietrwato$¢ komplekséw, preferowano techniki tagod-
ne. Zastosowanie procedury polegajacej na traktowa-
niu supernatantu post-mikrosomalnego wielkoczas-
teczkowym glikolem polietylenowym, saczeniu mole-
kularnym uzyskanego preparatu oraz na chromato-
grafii powinowactwa przy uzyciu kolumn z immobili-
zowanym tRNA pozwolito na uzyskanie komplekséw
zawierajgcych 7—9syntetaz aminoacylo-tRNA [28,45
- 47], Odmienng metodg postugiwali si¢ Dang i Yang
[20], ktérzy z supernatantu post-mikrosomalnego
otrzymywali frakcje X (frakcja sedymentujgca w wyni-
ku ditugotrwatego wirowania supernatantu post-
mikrosomalnego), po rozpuszczeniu w buforze po-
ddawali jg saczeniu molekularnemu przez kolumny
z zelem Sephadex G 200, i po zatezeniu w atmosferze
azotu frakcjonowali za pomoca wirowania w gradien-
cie stezenia sacharozy. Autorzy otrzymywali kom-
pleks o statej sedymentacji 24S, oczyszczony okoto
1000-krotnie, z wydajnoscig 30%.

Stosowano tez wirowanie w gradiencie stezenia
glicerolu w celu uzyskania ludzkich i zwierzecych
komplekséw syntetazowych [48, 49].

111-2. Budowa HMWSC

111-2.1. Wielkos¢, ksztatt oraz skiad
enzymatyczny

Jak podano w tabeli 2, wielko$¢ komplekséw syn-
tetazowych charakteryzowana za pomocg statych se-
dymentacji zawiera sie w granicach 12 - 24 S, za$ za
pomocg masy czasteczkowej — w granicach 106
— 6 x 106. Wielkoczasteczkowe kompleksy syntetazo-
we opisywane sg jako twory owalne (globularne)
0 wymiarach 8 — 27 nm [77 - 80]. W ich budowie
mozna wyr6zni¢ rdzeA lipidowy, w ktdrym zasoc-
jowane sg hydrofobowe odcinki tafcuchéw polipep-
tydowych syntetaz. Na zewnatrz znajdujg sie hydro-
filowe funkcjonalne regiony enzyméw rozmieszczone
w sposob umozliwiajgcy tatwy dostep substratow.
Odcinki tancuchéw polipeptydowych o oddziatywaniu
elektrododatnim znajdujg sie w miejscach odlegtych
od domen katalitycznych [8]. Opublikowane zostaty
fotografie z mikroskopu elektronowego przedstawia-
jace twory o budowie heksamerycznej [79] i oktamery-
cznej [78] oraz owalne i prostokatne [77, 80] jako
kompleksy syntetazowe, jednak brak jest przekonywa-
jacych dowoddw na to, ze przedstawione agregaty sg
rzeczywiscie skompleksowanymi syntetazami [9]. Hi-
potetyczny przekr6j HMWSC sporzadzony na pod-
stawie sugestii Deutschera [8] oraz innych auto-
réw [24, 30, 37, 81] przedstawiony jest na rycinie 1.
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Tabela 2

Syntetazy aminoacylo-tRNA wykryte w skladzie wielkoczgsteczkowych komplekséw syntetazowych. Symbole literowe
wskazuja aminokwasy, dla ktérych specyficzne syntetazy znajdujg sie w kompleksie

: Czystos¢ Wielkos$¢
L.P. Pochodzenie HMWSC preparatu HMWSGO
1 Embriony myszy PS
2 Watroba myszy PS
3 PS
4  Watroba szczura PS
5 PS
6 PO 24'S
7 PO
8 PO 18 S
9 PS
10 PS
n 18 S
12 s . PO 12s
13 5 . PO 24'S
14 s % PO
15  Gruczot mleczny szczura PO 3xl0Da
16  Miesien szkiet, szczura PS
17 Tarczyca $wini PS
18 Watroba owcy PO 10Da
19 PO 6x106Da
20 Mozg wotu 2x106Da
21  Mdzg cielecia PS
22 tozysko ludzkie PO 17-21 S
23 Embriony kurze PS
24 Komorki biatacz. Frienda PS
25 Sledziona owcy PO 106Da
26 Komorki jajnika chomika PS
27 PS
28 PO 1,2x106Da
29 Watroba krolika PO 106Da
30 PO I,IxI0Da
3 PS
32 Komérka HelLa PS
33 Retikulocyty krolika PO 16 S
34 55 55 PS
35 . s PO 106Da
36 Komorki raka watroby
Yoshida PO 24'S
37 Komorki erytroleuke-
miczne myszy PO 25 S

Syntetazy aminoacylo-tRNA PiSmiennictwo
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W tabeli ujeto tylko te pomiary, w ktdrych oznaczano co najmniej 17 syntetaz aminoacylo-tRNA.

PS - preparat surowy, PO - preparat oczyszczony.

Szczeg6lng role w utrzymaniu struktury komplek-
su przypisuje sie lipidom [8, 17, 39-41, 60], ktdre
prawdopodobnie wiazg sie z hydrofobowymi regiona-
mi tancuchdw polipeptydowych syntetaz, jak rowniez
zasadowym odcinkom N-korficowej czesci polipepty-
du, wykazujgcym powinowactwo do ujemnie natado-
wanych czasteczek [8, 18, 24].

Brak jest jednomys$lInosci odnosnie ilosci syntetaz
aminoacylo-tRNA znajdujacych sie w natywnych
HMWSC. W kompleksach nie oczyszczonych znaj-
dowano wiecej enzymow niz w kompleksach wysoko
oczyszczonych (patrz tabela 2). Niektdrzy autorzy
dzielg syntetazy na trzy klasy w zaleznosci od wy-
stepowania ich w sktadzie HMWSC [7, 10, 37]. Do
klasy 1-szej zaliczajg enzymy specyficzne dla naste-
pujacych aminokwaséw: Arg, Asp, Gin, Glu, lle, Leu,
Lys, Met, Pro, ktére to enzymy mozna uwazac za
.kompleksotwdrcze”, poniewaz powszechnie wyste-
puja w kompleksach syntetazowych wyzszych zwie-
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Ryc. 1. Hipotetyczny przekréj przez wielkoczasteczkowy kompleks
syntetazowy. H - regiony hydrofobowe, C - centra aktywne
syntetaz aminoacylo-tRNA, L - lipidy. (Sporzadzono na
podstawie sugestii [8, 24, 30, 37, 80]).
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rzat. Enzymy te znaleziono w kompleksach, ktére
udato sie wyizolowaé i oczysci¢ (patrz tabela 2).

Do klasy 2-giej zaliczane sg enzymy rzadziej znaj-
dowane w kompleksach, lub tworzace kompleksy
nietypowe, zawierajgce na przyktad oligomeryczne
postacie jednego enzymu (kompleksy homotypowe)
[81]. Do klasy trzeciej zaliczane sg syntetazy, ktore
bardzo rzadko wystepujg w kompleksach, lub moze
lepiej nalezatoby powiedzie¢, ktorych do tej pory nie
udato sie znalez¢ w preparatach oczyszczonych kom-
plekséw. Sa w tej klasie enzymy specyficzne dla: Ala,
Asn, Gly, His, Phe, Ser, Thr, Trp, Tyr.

Czesto$¢ wystepowania poszczeg6lnych syntetaz
w kompleksach otrzymanych z réznych organizmoéw
moze by¢ zilustrowana za pomoca histogramu, tak jak
przedstawiono na rycinie 2.

Poréwnanie histogramu z tabelg 2 wskazuje, ze
7 — 9 syntetaz, ktére znajdowano w oczyszczonych
kompleksach syntetazowych, to wiasnie syntetazy,
ktore najczesciej wykrywano w surowych preparatach
HMWSC. R6zna trwato$¢ enzymow tworzacych kom-
pleksy moze by¢ przyczyng tego, ze w oczyszczonych
preparatach HMWSC mozna znalez¢ jedynie syn-
tetazy mocno zwigzane ze sktadnikami kompleksow.
Dane doswiadczalne wskazujg, ze niektore enzymy sg
szczegOlnie stabo zwigzane w HMWSC, od ktérego
moga by¢ tatwo oddysocjowane nawet w czasie homo-
genizacji [82], w trakcie wirowania w gradiencie steze-
nia sacharozy [20], lub podczas chromatografii hydro-
fobowej [17, 20].

Najwieksze wysoko oczyszczone kompleksy, za-
wierajace 9 syntetaz, otrzymali Cira k o g lu i wspot-
autorzy [16] z watroby szczura oraz Mirande
i wspétautorzy [71] z hodowli komérek jajnika chomi-
ka. Kompleksy te sktadaty sie z 12 rodzajow polipep-
tydoéw, z ktérych 9 bylo syntetazami wymienionymi
wyzej jako syntetazy klasy 1-szej. Najluzniej zwigza-

Ryc. 2. Histogram obrazujacy czesto$¢ wykrywania poszczegdlnych
syntetaz aminoacylo-tRNA w wielkoczgsteczkowych kom-
pleksach syntetazowych réznych organizméw zwierzecych.
Uwzgledniono badania, w ktédrych oznaczano co najmniej
17 syntetaz (patrz Tab. 2).
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nym w kompleksie enzymem byta syntetaza proli-
lo-tRNA. Znaczenie trzech pozostatych polipeptydéw
nie byto znane. Badajac relacje iloSciowe enzymow
w kompleksach stwierdzono, ze syntetazy aminoacy-
lo-tRNA wystepujg w ilosci jedna lub dwie czasteczki
na kompleks [42, 65].

Uwaza sig, ze niektdre syntetazy wyzszych zwierzat
wystepujg in vivo jedynie w postaci wielkoczastecz-
kowych komplekséw (np. syntetaza lizylo-tRNA wat-
roby szczura) [16], inne mogg wystepowacé rownolegle
jako wolne i skompleksowane. Niektorzy autorzy [39,
46, 83] sugeruja, ze syntetazy wolne wystepujace obok
skompleksowanych sg produktami proteolizy tych
ostatnich.

Jak wynika z tabeli 2, wszystkie syntetazy amino-
acylo-tRNA wykryto w wielkoczgsteczkowych kom-
pleksach syntetazowych wyzszych zwierzat. Nalezy
uznac za znaczace sugestie autoréw [8, 9, 63, 73, 82],
ktére utrzymuja, ze natywne kompleksy sg znacznie
wieksze i bogatsze w enzymy niz te kompleksy, ktére
udato sie wyizolowac i oczyscié.

111-2.2. Obecnos¢ innych niz syntetazy
aminoacylo-tRNA skfadnikow w HMWSC

W tabelach 3i4 podane sg biatkowe i niebiatkowe
sktadniki HMW SC wystepujace obok syntetaz amino-
acylo-tRNA. Wsrdd sktadnikéw biatkowych, w kom -
pleksach znaleziono translacyjne czynniki inicjacji
i elongacji, enzymy modyfikujgce kwasy nukleinowe
i biatka, w tym kinazy biatkowe. W$r4d niebiatkowych
sktadnikéw znaleziono znaczne ilosci lipidow, RNA,
a takze cukry (zwigzane z taficuchami polipeptydowy-
mi syntetaz). Lipidy, ktére znaleziono w HMWSC, to
cholesterol wolny i zestryfikowany oraz fosfolipidy.
Przypuszcza sig, ze oddziatywanie hydrofobowych
regionéw tancuchéw polipeptydowych syntetaz z lipi-
dami odgrywa role w utrzymaniu struktury HMWSC
oraz wptywa na trwato$¢ budujacych kompleks en-
zymoéow [8, 41, 97]. Interesujgce jest, ze usuniecie
lipidow destabilizuje aktywno$¢ skompleksowanych
syntetaz, nie powoduje jednak zniszczenia kompleksu
[41].

111-3. Wiasnosci HMWSC

111-3.1. Wiasnosci  katalityczne skompleksowanych
syntetaz aminoacylo-tRNA

Reakcje aminoacylacji katalizowane przez obecne
w kompleksie syntetazy odbywajg sie rownoczesnie
i niezaleznie [39, 60]. Jest do$¢ zaskakujace, ze reakcje
te nie oddziatywujg wzajemnie na siebie. Wykazano za
pomocg badan kinetycznych, ze wolne i skomplek-
sowane syntetazy majg podobne powinowactwo do
substratéw [39, 60, 83].

45



Doktadniejsze badania poréwnawcze wiasnosci
katalitycznych syntetaz wolnych i skompleksowanych
pozwolity jednak znalezé pewne réznice, ktére moga
mie¢ znaczenie funkcjonalne. W badaniach in vitro
wykazano, ze aminoacylacja w obecnosci wolnej syn-
tetazy lizylo-tRNA z watroby szczura jest dwa razy
wyzsza niz w obecnosci enzymu skompleksowanego
[98], za$ synteza diadenozynotetrafosforanu jest
sze$¢ razy wyzsza [99], Skompleksowana syntetaza
leucylo-tRNA komdrek jajnika chomika chinskiego
wykazuje wyzszg wrazliwo$¢ na hamujace dziatanie
pirofosforanu niz enzym wolny [100]. Badajgc para-
metry kinetyczne dla wszystkich trzech substratow
wolnej i skompleksowanej syntetazy lizylo-tRNA
zwatroby szczura (dla tRNA, lizyny i ATP) stwier-
dzono, ze szybko$¢ maksymalna dla enzymu
wolnego jest nieznacznie lecz znamiennie wyzsza
[17].

Przytoczone wyzej spostrzezenia $wiadcza, ze
funkcja katalityczna syntetaz moze byé modulowa-
na poprzez tworzenie komplekséw. Jednak trzeba
zaznaczy¢, ze mialoby to znaczenie regulacyjne
jedynie wowczas, kiedy w warunkach in vivo za-
chodzitaby interkonwersja pomiedzy enzymami wo-
Inymi a skompleksowanymi. Takiego zjawiska do-
tychczas nie stwierdzono.

Tabela 3

111-3.2. Diadenozynotetrafosforan (Ap4A)
a HMWSC

Jak wspomniano we wstepie, niektére syntetazy
aminoacylo-tRNA, tak pro- jak ieukariotyczne, mia-
nowicie: lizynowa, prolinowa, alaninowa, fenyloalani-
nowa i serynowa [101 - 104] sa zdolne do katalizowa-
nia syntezy diadenozynotetrafosforanu (diadenozy-
no-5,,5” -P1 P4 tetrafosforan, Ap4A). Synteza od-
bywa sie wg nastepujgcego mechanizmu [3, 103]:

E + aa + ATP = E-aa-AMP + PP;
E-aa-AMP + ATP = E + aa + Apé4A,

Sugeruje sig, ze ten niezwykty dinukleotyd bierze
udziat w inicjacji replikacji DNA [1, 3, 89]. Wewnatrz-
komorkowe stezenie Ap4A jest skorelowane z aktyw-
noscig protiferacyjng komdrek [102], Postuluje sie
udziat tego zwigzku w zjawiskach szoku komorkowe-
go [105]. Nalezy doda¢, ze poziom komorkowego
Ap4A nie zalezy jedynie od poziomu jego syntezy, lecz
rowniez od aktywnosci hydrolaz [3,106,107], katalizu-
jacych jego rozpad.

Dotychczas zgromadzono jedynie fragmentarycz-
ne informacje na temat zaleznosci wystepowania syn-

Biologicznie aktywne biatka obecne w wielkoczgsteczkowych kompleksach syntetazowych obok syntetaz

aminoacylo-tRNA

Aktywne biatko

Translacyjne czynniki elongacji

Translacyjne czynniki inicjacji
Acetylotransferaza petydylowa
Metylotransferaza tRNA
Sulfotransferaza tRNA
Rybonukleaza

Polimeraza DNA alfa
Fosfatazy biatkowe

Kinaza biatkowa

Kinaza kazeinowa |

Pirofosfataza nieorganiczna

46

Pochodzenie kompleksu

tozysko ludzkie

Komérki raka wysiekowego Ehrlicha
W atroba szczura

Retikulocyty krolika

Retikulocyty krolika

W atroba szczura
Leukocyty ludzkie i mysie
W atroba szczura

Gruczot tarczowy $wini
Komoérki HelLa

W atroba szczura

W atroba szczura
Retikulocyty krolika

W atroba szczura i krolika

PisSmiennictwo

48
84
85
31

31

55

86,87

88

64

89

61

61

74

43
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tetaz aminoacylo-tRNA w stanie skompleksowanym,
a ich rolg w syntezie Ap4A. Wolna syntetaza lizy-
lo-tRNA jest 6 razy bardziej aktywna w syntezie Ap4A
niz syntetaza skompleksowana, przy tym obserwuje sie
zwiekszong stymulacje syntezy tego zwigzku przez
Zn2+ w obecnosci enzymu wolnego [99]. Postuluje sie
odmienny mechanizm syntezy Ap4A przez enzymy
wolne i skompleksowane [99, 108].

111-3.3. Fosforylacja-defosforylacja
sktadnikéow HMWSC

Modulowanie aktywnos$ci syntetaz aminoacy-
lo-tRNA na drodze fosforylacji-defosforylacji byto
postulowane wielokrotnie [61, 74, 90, 109, 110].
W ostatnich latach udowodniono, ze rzeczywiscie
mozliwa jest fosforylacja syntetaz tak bakteryj-
nych [111], jak wolnych syntetaz zwierzecych

Tabela 4

[109, 110, 112, 113] oraz syntetaz skompleksowanych
[43,61,74,90], Stwierdzono, ze fosforylacja skomplek-
sowanych syntetaz moze zachodzi¢ in vitro [74, 90] i in
vivo [61] i prowadzi do znacznej utraty wilasnosci
katalitycznych tych enzyméw. Sag znane réwniez do-
niesienia, ze niektére syntetazy aminoacylo-tRNA
wykazujg wyzszag aktywno$¢ po ufosforylowaniu
[109].

Stwierdzono fosforylacje seryny i w niewielkim
stopniu treoniny w skompleksowanych syntetazach
glutamylo-, izoleucylo-, metionylo- i lizylo-tRNA [74].
Postuluje sie obecnos¢ kinazy kazeinowej ljako state-
go sktadnika natywnych kompleksow syntetazowych
biorgcego udziat w regulacji aktywnosci enzyméw na
drodze fosforylacji [74, 90]. Wykazano, ze fosforylacja
skompleksowanych syntetaz odbywa sie przy udziale
cyklicznego AMP, co wskazuje na mozliwo$¢ hor-
monalnej regulacji tego procesu [90]. Nalezy nad-
mienic¢, ze ogtoszono rowniez wyniki badan, w ktorych

Sktadniki niebiatkowe wielkoczgsteczkowych kompleksdw syntetazowych

Pochodzenie kompleksu

Sktadnik niebiatkowy kompleksu *

PiSmiennictwo

Cholesterol i estry cholesterolu (5%) 20
Kwas cholesterolo-14-metylo-heksadekanowy(N.O.) 91
Estry cholesterolu (20 — 25%) 92
Glikolipidy (N.O) 55
W gtroba szczura Cukry (14%) 58
Cukry (N.O)) 93
Cukry (0,7%) 59
RNA (N.O)) 84
tRNA (0,2%) 20
tRNA (N.O)) 53
tRNA (3%) 55
Cholesterol (N.O.) 62
Gruczot mleczny szczura
RNA (4%) 62
W atroba myszy RNA (7,2%) 94
Retikulocyty krdlika RNA wysokoczasteczkowy (N.O.) 95
Fipidy (lipidy obojetne - ok. 0,5%, fosfo-
lipidy - ok. 0,06% P) 73
Komorki raka wysiekowego Ehrlicha RNA wysokoczasteczkowy (N.O) 84
Komdrki jajnika chomika RNA (N.O.) 70
Fibroblasty myszy tRNA (N.O)) 96

* W nawiasach podano procentowg zawartosé sktadnika:

N.O. — nie oznaczano
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nie potwierdzono fosforylacji syntetaz w komadrkach
jajnika chomika chinskiego i HeLa [71].

I11-4. Rola biologiczna HMWSC

Znaczenie funkcjonalne wielkoczasteczkowych
kompleksow syntetazowych jest jeszcze mniej zro-
zumiate niz ich strukturalna organizacja. Jesli natywne
kompleksy sktadaja sie z 9 syntetaz aminoacy-
lo-tRNA, to brak jest jakiejkolwiek korelacji pomie-
dzy wystepowaniem w kompleksie danych syntetaz,
a biologicznymi lub chemicznymi wtasciwosciami ak-
tywowanych przez nie aminokwaséw.

Niektdre enzymy iinne biatka uwazane do tej pory
za rozpuszczalne, sg w rzeczywistosci potgczone w ko-
morkach eukariontéw w wieloenzymatyczne agregaty
lub sg zasocjowane ze strukturami wewnatrzkomor-
kowymi. Podobnie aparat syntetyzujacy biatka jest,
prawdopodobnie, w organizmach wyzszych zwierzat
potaczony ze strukturami szkieletu komorkowego
[114, 115]. Z tych wzgledéw rozpatrywanie procesu
biosyntezy biatka w wymiarze supramolekularnym
jest, jak sie wydaje, blizsze rzeczywistoSci. Potgczenie
syntetaz aminoacylo-tRNA w kompleks zasocjowany
ze strukturami wewngtrzkomorkowymi moze uspraw-
ni¢ przekazywanie powstajagcych aminoacylo-tRNA
z syntetyzujacych je enzyméw na czynniki inicjacji, na
rybosomy itd. Wydaje sie, ze pojawienie sie w toku
ewolucji wielkoczgsteczkowych komplekséw synteta-
zowych stanowi przejaw usprawnienia procesu biosyn-
tezy biatka. E 1sk aja i wspotautorzy [43] sugeruja,
ze istnienie HMWSC utatwia aminoacylacje i umoz-
liwia regulacje tego procesu dzieki obecnosci w kom-
pleksach takich skiadnikéw jak pirofosfataza nieor-
ganiczna (usuwanie pirofosforanu) i kinaza biatkowa
(regulacja aktywnos$ci na drodze fosforylacji).

11-4.1. HMWSC w tkankach i narzgdach

Wystepowanie syntetaz aminoacylo-tRNA w tka-
nkach i narzadach réznych zwierzat nie jest jed-
nakowe. Przewaznie jest ono skorelowane z szybkos$-
cig rozrostu komoérkowego iz aktywnos$cig metaboli-
czng tkanki. Przyktadowo, znaczng aktywno$¢ syn-
tetazy arginylo-tRNA znaleziono w tkankach inarzg-
dach szczura o wysokiej aktywnos$ci mitotycznej (wat-
roba, kora nadnerczy, grasica), za$ niewielkg w tkan-
kach i narzadach o niskim wskazniku mitotycznym
(tkanka ttuszczowa, ptuca, serce, moézg) [116]. Podob-
nie u wotu stwierdzono, ze aktywnosci syntetaz mdz-
gowych sg znacznie nizsze niz watrobowych [68].

Niewiele wynikoéw zgromadzono na temat specyfi-
cznosci narzadowej i tkankowej wysokoczasteczko-
wych komplekséw syntetazowych. Z mdzgu wotu
wyizolowano HMW SC o masie 2x 103kDa, zawierajg-
cy 9 syntetaz aminoacylo-tRNA [68]. Na uwage za-
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stuguje nieco odmienny skfad enzymatyczny komplek-
su mézgowego w poréwnaniu z kompleksami wat-
robowymi (patrz tabela 2). Jednakze trudno wnios-
kowa¢ o specyficznosci narzadowej na podstawie
zauwazonych roznic, poniewaz w badaniach postugi-
wano sie nie jednakowg metodyka. W badaniach
prowadzonych na oczyszczonych kompleksach syn-
tetazowych otrzymanych z réznych narzagdéw owcy
i krolika wykazano istnienie réznic gatunkowych,
podczas gdy w obrebie tego samego gatunku komplek-
sy byty identyczne [47], Nie stwierdzono réznic w bu-
dowie komplekséw pomiedzy blisko spokrewnionymi
gatunkami [9, 27].

Interesujgcg sugestie wysuneli Vadebonco-
eur i Lapointe [67] na temat roli HMWSC
w moézgu. Autorzy sugerujag udziat skompleksowanej
syntetazy glutamylo-tRNA i glutaminianu w neuro-
transmisji w obszarze synaptycznym. Sugestia ta ma
jednak do$é spekulatywny charakter.

111-4.2. Wieksza trwato$¢ skompleksowanych
syntetaz aminoacylo-tRNA

Sprawg, ktora zainteresowata badaczy, jest zmie-
niona trwato$¢ enzymow wbudowanych w kompleks.
Zgromadzono wiele dowodéw na to, ze skomplek-
sowane syntetazy aminoacylo-tRNA wykazujg mniej-
szg termowrazliwo$¢ w poréwnaniu z enzymami wol-
nymi [60, 97, 117 - 122]. Przypuszcza sig, ze jest to
spowodowane wzajemnymi oddziatywaniami tancu-
chéw polipeptydowych skompleksowanych syntetaz
oraz wptywem niebiatkowych sktadnikow komplek-
sow [60, 97]. Zmniejszong podatno$¢ syntetaz skom-
pleksowanych na inaktywacje termiczng wykazano dla
syntetazy leucylo-tRNA z miesnia sercowego Swini
[122] i z komodrek chomika chinskiego [118], jak
réwniez dla syntetazy lizylo-tRNA z watroby szczura
[117] i syntetazy arginylo-tRNA z watroby krolika
[97], Podobnie, w badaniach prowadzonych na termo-
wrazliwych mutantach komdrek chomika, stwierdzo-
no zmniejszona termowrazliwos$¢ skompleksowanych
syntetaz aminoacylo-tRNA w poréwnaniu z enzyma-
miwolnymi [119-121], Istniejg takze doniesienia o bra-
ku roéznic w termowrazliwosci skompleksowanych
i wolnych syntetaz [43] oraz o zwiekszonej wrazliwosci
na temperature skompleksowanej syntetazy arginy-
lo-tRNA z watroby szczura [83].

Liczni badacze podnoszg sprawe wrazliwosci
HMWSC na proteolize wewnatrzkomaérkowa, ktory
to proces moze by¢ odpowiedzialny za pojawienie sie
syntetaz wolnych obok skompleksowanych [15, 32, 45,
47, 60, 123] oraz za unieczynnianie enzymow [124].
Wykazano, ze skompleksowane syntetazy sg bardziej
odporne na dziatanie endogennych proteaz niz enzymy
wolne [46, 83, 124]. Na tej podstawie przypuszcza sie,
ze znaczenie biologiczne tworzenia przez wyzsze or-
ganizmy komplekséw syntetazowych polega na ochro-
nie syntetaz przed wewngatrzkomdrkowa proteoliza
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[46, 83, 124], Posrednim dowodem moze by¢ fakt
znalezienia w skompleksowanyh syntetazach charak-
terystycznych sekwencji aminokwasowych PEST
(Pro-Glu-Ser-Thr) [124], ktére stanowig sygnat dla
dziatania wenatrzkomorkowych proteaz. Prawdopo-
dobne jest, ze sekwencje te sg maskowane dzieki
tworzeniu HMWSC [124],

111-4.3. Syntetazy skompleksowane wykorzystujg
aminokwasy zewnatrzkomorkowe

W badaniach prowadzonych z uzyciem mutantéw
komorek chomika chinskiego [120], w ktorych zauwa-
zono dodatnig korelacje pomiedzy nie wystepowaniem
niektdrych syntetaz aminoacylo-tRNA w sktadzie
HMWSC a zwigkszong termowrazliwoscig komarek,
stwierdzono, ze wysokie stezenia aminokwaséw w $ro-
dowisku (aminokwasow bedacych substratami dla
badanych syntetaz) wykazywaly dziatanie ochronne
w stosunku do mutantéw. Obserwacje powyzsze po-
zwolity autorom na sformutowanie hipotezy, ze skom-
pleksowane syntetazy aminoacylo-tRNA wykorzys-
tujg przede wszystkim aminokwasy z przestrzeni poza-
komorkowej, podczas gdy syntetazy wolne wykorzys-
tuja aminokwasy wewnatrzkomérkowe. Trzeba za-
znaczy¢, ze istniejg dowody na to, ze zewngtrzkomor-
kowe aminokwasy mogg by¢ zuzywane do biosyntezy
biatka bez mieszania sie z pulg aminokwaséw we-
wnatrzkomdérkowych [118, 125].

111-4.4. Syntetazy skompleksowane zwiekszaja
wiernosé translacji

Sposréd teorii thtumaczacych znaczenie funkcjonal-
ne HMWSC, na uwage zastuguje hipoteza Ryazanova
[126] przypisujaca kompleksom zwiekszanie wiernosci
translacji. Hipoteza opiera sie na spostrzezeniu, ze
tRNA specyficzne dla nastepujagcych aminokwasow:
Arg, Glu, Gin, lle, Leu, Lys, ktorym odpowiadajg
syntetazy aminoacylo-tRNA zawsze wystepujgce
w sktadzie HMWSC, majg na pierwszej pozycji w an-
tykodonie zmodyfikowany uracyl. Poniewaz w skta-
dzie HMWSC znajdujg sie takze enzymy modyfikujgce
tRNA (patrz tabela 3), mozna przypuszczaé, ze réw-
noczes$nie z aminoacylacjg lub wczesniej dochodzi do
modyfikacji uracylu, co zapobiega potgczeniu z nieod-
powiednim kodonem mRNA. Autor hipotezy pod-
kre$la, ze niezaleznie od innych mozliwych funkcji
HMWSC, zgrupowanie syntetaz i enzyméw modyfi-
kujagcych tRNA w jednym kompleksie zabezpiecza
komorke przed btednym odczytaniem kodu genetycz-
nego.

I11-4.5. HMWSC w patologii

Dazac do wyjasnienia roli biologicznej skom-
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pleksowanych postaci syntetaz aminoacylo-tRNA,
podjeto badania na regenerujgcych narzadach oraz na
narzgdach i tkankach zmienionych patologicznie.
Zgromadzono szereg informacji, z ktérych trudno jest,
jak do tej pory, wyciggna¢ jednoznaczne wnioski.

W badaniach prowadzonych na regenerujgcej wat-
robie szczura [127] zauwazono wzrost aktywnosci
skompleksowanych syntetaz lizylo- i glutamylo-tRNA
jak réwniez wyrazne zwiekszenie zawartosci fosfolipi-
déow w kompleksach, w pordwnaniu z narzgdem
prawidtowym. W podobnych badaniach [128] wykaza-
no zwiekszenie aktywnosci skompleksowanej synteta-
zy prolilo-tRNA.

Poréwnujac fibroblasty mysie stransformowane
wirusem miesaka mysiego z komaérkami zdrowymi
[96], stwierdzono wzrost aktywnos$ci skompleksowa-
nych syntetaz w komdrkach stransformowanych.
W nowotworze watroby szczuréw stwierdzono obec-
nos$¢ kilku rodzajow wielkoczasteczkowych komplek-
sOw syntetazowych oraz zwiekszong aktywnos$é skom-
pleksowanej syntetazy prolilo-tRNA [128],

Z komdrek wysiekowego nowotworu watroby
szczura Yoshida AH 130 (Yoshida ascites hepatoma
A H 130) otrzymano HMW SC o statej sedymentacji 24
S, zawierajacy 9 syntetaz aminoacylo-tRNA, w tym
trwale zwigzang syntetaze prolilo-tRNA [75], Syn-
tetazy obecne w powyzszym kompleksie wykazywaty
zwiekszong odporno$¢ na endogenng proteolize w po-
rownaniu z enzymami kompleksu otrzymanego w ide-
ntyczny sposéb z komdérek zdrowych.

W badaniach nad doSwiadczalnym zawatem serca
u krélikéw stwierdzono, ze w chorobie tej dochodzi do
zmian aktywnos$ci skompleksowanych syntetaz ami-
noacylo-tRNA w watrobie: wzrasta aktywnosS¢ syn-
tetazy leucylowej i lizylowej, maleje natomiast serylo-
wej i glicylowej [129], Obserwowano ponadto zmniej-
szenie zawartosci fosfolipidow w kompleksie synteta-
zowym z watroby.

W badaniach prowadzonych na moézgu krélika
z wrodzong drzaczka porazennag, wséréd skomplek-
sowanych syntetaz aminoacylo-tRNA, obok glutami-
nylowej, lizylowej i asparaginylowej znaleziono takze
syntetaze glicylowa, na og6t nie spotykang w sktadzie
HMWSC [130],

W zapaleniu wielomig$niowym na tle autoalergicz-
nym (polymyositis), stwierdzono obecno$¢ przeciw-
ciata anty-Jol, skierowanego przeciwko syntetazie his-
tydylo-tRNA [131, 132], Badania wykazatly, ze an-
tygen znajduje sie wytgcznie w cytozolu [133]. W scho-
rzeniu wykryto réwniez przeciwciata przeciwko syn-
tetazom treonylo-tRNA [134] i alanylo-tRNA [135].
Interesujgce jest, ze autoprzeciwciata polymyositis
skierowane sg przeciwko syntetazom amino-acy-
lo-tRNA nalezgcym do klasy 3-ciej, a wiec przeciwko
tym, ktore rzadko wystepuja w kompleksach syn-
tetazowych. Przypuszcza sie [10], ze fakt ten ma
zwigzek z rozpuszczalng naturg tych enzymdéw, co
sugeruje mozliwo$¢ opuszczania przez nie zmienio-
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nych chorobowo komorek. Syntetazy klasy 1-szej,
zwigzane w wielkoczgsteczkowych kompleksach, nie
moga wydostawac sie do przestrzeni pozakomaérko-
Wej.

IV. Uwagi koncowe

Wystepowanie wielkoczgsteczkowych komplek-
séw syntetaz aminoacylo-tRNA w organizmach zwie-
rzecych jest najbardziej uderzajgcg réznicg pomiedzy
syntetazami organizmoéw pro- i eukariotycznych.
W toku ewolucji wiele spos$rod syntetaz aminoacy-
lo-tRNA zyskato dodatkowy odcinek taricucha poli-
peptydowego, nie zmieniajacy ich witasnosci katality-
cznych, a nadajacy im zdolno$¢ wigzania sie z sys-
temem bton wewnatrzkomérkowych, jak to ma miejs-
ce u drozdzy, oraz zdolno$é do tworzenia wielkoczas-
teczkowych wieloenzymatycznych agregatow, co
stwierdzono u wyzszych zwierzat. Badania in vitro
wskazujg, ze tworzenie kompleksow modeluje nie-
ktére wiasnosci budujgcych je syntetaz aminoacy-
lo-tRNA, zmienia ich termowrazliwo$é, zmniejsza
podatno$¢ na proteolize.

Mimo, ze od czasu wykrycia skompleksowanych
postaci syntetaz aminoacylo-tRNA uptyneto juz okoto
20 lat, wielu spraw odnoszacych sie do ich wystepowa-
nia, budowy i funkcji jeszcze nie wyjasniono. Nie
wiadomo, czy kompleksy syntetazowe wystepujg
w Swiecie roslinnym oraz u nizszych zwierzat. Nie
wiadomo ile syntetaz buduje natywne kompleksy, nie
jestjasna ich rola biologiczna. Najwiekszy dotychczas
wyizolowany i oczyszczony kompleks zawierat 9 syn-
tetaz, lecz wiele przestanek przemawia za tym, ze
funkcjonujace w komdrkach wyzszych zwierzat kom-
pleksy sa bardziej rozbudowane i zawierajg wiecej
enzymow. Wielkoczgsteczkowe kompleksy syntetazo-
we znaleziono u wyzszych zwierzat, nie wiadomo
jednak w jakim stadium filogenetycznego rozwoju
organizméw eukariotycznych pojawiaja sie.

Powstawanie kompleksow jest wyrazem dodat-
kowej supramolekularnej organizacji wewngtrzkomo-
rkowych proceséw, co wydaje sie szczegllnie wazne
w odniesieniu do syntetaz aminoacylo-tRNA, enzy-
mow, ktore obok swej zasadniczej funkcji wigzania
aminokwasow do tRNA, katalizujg réwniez synteze
ApdA, zwigzku bedgcego ogniwem #gczagcym synteze
biatka z syntezg DNA.

Autor wyraza wdzieczno$¢ prof, dr Tomaszowi
Borkowskiemu za cenne uwagi podczas przygotowy-
wania niniejszego artykutu oraz za krytyczng ocene
tekstu.

Artykut otrzymano 22 maja 1989r.
Zaakceptowano do druku 12 marca 1990r.
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FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

Developmental Biology Unit
Department of Zoology, ICRF,

of the University, South Parks Road
GB-Oxford 0X1 3PS,

ENGLAND

Department of Biochemistry

Royal Institute of Technology
Teknikringer 30, S-10044 Stockholm
SWEDEN

Institute of Genetics of the University
Weyertal 121, D-5000 Kd&in
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

laboratoire de Génétique et

Biologie Cellulaires, CNRS, Case 907
F-13288 Marseille Cedox 9

FRANCE

Zellualare Neurophysiologie

MPI fir Biophysik. Chemie,

Am Fallberg

D-3400 Gottingen,

FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

EMBL, Meyerhofstrasse 1

D-6900 Heildelberg

FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY
EMBL, Meyerthofstrasse 1

D-6900 Heildelberg

FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

EMBL, Meyerhofstrasse 1
D-6900 Heidelberg
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

EMBL, Meyerhofstrasse 1
D-6900 Heidelberg
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

EMBL, Meyerhofstrasse 1
D-6900 Heidelberg
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

EMBL, Meyerhofstrasse 1
D-6900 Heidelberg
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

EMBL, Meyerhofstrasse 1
D-6900 Heidelberg
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

EMBL, Meyerhofstrasse 1
D-6900 Heidelberg
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

Date(Place)
Number of Students

4-15 September
D-kd
14

8-15 September
GB-Oxford
15

9-18 June
S-Stockholm
16

16-28 September

15

16-28 September
F-Marseille
12

13-23 May

16

20-28 January
D-EMBL, Heildelberg
15

3-13 March

D-EMBL, Heidelberg
20

26 May-5 June
D-EMBL, Heidelberg
16

10-015 June
D-EMBL, Heidelberg
15

23 June-4 July
D-EMBL, Heidelberg
14-16

18 July-2 August
D-EMBL, Heidelberg
20

6-170ctober
D-EMBL, Heidelberg
16

13-23 November
D-EMBL, Heidelberg
15
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EMBO WORKSHOPS 1991

Subject

Structural and motile proteins

Bacterial conjugation systems

Genetic control of vertebrate
development

Bacterial plasmid-coded toxins:
bacteriocins, microcins, and
lantibiotics

Viruses of fungi and simple
eukaryotes

The genetics of translation:
the interconnectedness of things

Molecular cross-talk between
epithelial cells and pathogenic
microorganisms
(co-sponsored by ASCB)

From receptor to gene

NMR structures of proteins

Molecular biology of Rhizobium-
legume symbiosis

Protein phosphatases

Molecular biology of
filamentous fungi

54

Organizer(s)

J.V. Small
E. Lanka
B. Wilkins
P. Gruss

D. Duboule
R. James
et al.

V. Rubio
et al.

R.H. Buckingham
et al.

J.-P. Kraehenbuhl
et al.

Ch. Weissman
et al.

K. Wiithrich

M. laccarino
et al.

P. Cohen
W. Merlevede

U. Stahl
et al.

Address for Inquiries

Institute of Molecular Biology
Academy of Sciences
Billrothstrasse 11,A-5020 Salzburg
AUSTRIA

Department Schuster

MPI fur Moleculare Genetik
lhnestrasse 73, D- 1000 Berlin 33
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

Department of Molecular Cell Biology
MPI of Biophysical Chemistry

Am Fallberg, D-3400 Gottingen
FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

School of Biological Sciences
University of East Anglia
GB-Norwich NR4 7TJ
ENGLAND

Centro Nacional de Biotecnologia
Serrano 115 duplicate

E-28006 Madrid

SPAIN

Institut de Biologie Physico-
Chimique

13,rue P el M Curie

F-57005 Paris

FRANCE

Swiss Institute for
Cancer Research
Ch. des Boveresses
CH-1066 Epalinges
SWITZERLAND

Institute of Molecular Biology 1
of the University

Honggerberg, Ch-8093 Zirich
SWITZERLAND

Institute of Molecular Biology
and Biophysics, ETH-HOnggerberg
CH-8093 Zirich, SWITZERLAND

IIGB

via Marcohi 10
1-80125 Naples
ITALY

Katholieke Universiteit

Afdeling Biochemie

Campus Gasthuisberg, Herestraat 49
B - 3000 Leuven

BELGIUM

Department of Microbiology & Genetics

University of Technology

Gustav Meyer Allee 25, D-1000 Berlin 65

FEDERAL REPUBLIC OF GERMANY

Date/Place

18-22 March
A-Schladming

30 June-4 July
D-Tegernsee

26-31 May
GR-Kolymbari, Crete

22-26 September
F-Island of Bendor

3-6 September
E-Mallorca

14-19 May
F-Veyrier-du-Lac

18-23 August
CH-Arolla

25 August-1 September
Ch-Arolla

31 August-5 September
Ch-Kandersteg

16-19 October
I-Capri/Naples

25-30 August
B-Leuven

24-29 August
D-Berlin

POSTEPY BIOCHEMII 3-4, 1990



32nd International Conference
on the Biochemistry of Lipids
September 18-21, 1991
Granada, Spain

Scientific Program

The scientific program will include plenary
lectures with invited speakers, colloguia and
poster sessions. A number of poster abstracts
will be selected for oral presentation. The
authors of these abstracts will be informed by
June, 1991.

The themes of the conference will be:

1.— The oxysterol pathway and its biological
implications.

2.— Synthesis and secretion of lipoproteins
in the intestine.

3.— Polyunsaturated fatty acid of the n-3
series: biological and metabolical roles.

Poster communications may be related to the
topics of the conference or to any other areas of
lipid biochemistry and molecular biology.
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Advances in Biochemistry

ISSN 0032-5422
Please enter my subscription for 1991 at:
I:I institutional rate US$ 60 or personal rate
US$ 30 (including postage and handling)

|:| | enclose my cheque (bank draft) for
Uss.........
| am interested in receiving further infor-

I:' mation (a free sample) copy of ,Postcpy
Biochemii"
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Universidad de Granada. Apdo. de Correos 70
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imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
00-227 Warszawa, ul. Freta 16

P.B.K. XIIl/0 W-wa, Al. Jerozolimskie
370044-1225-139-11
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P Pobrano oplatg

Zh i,

podpis przyjmujacego

XXth EUROPEAN
CONFERENCE ON
MUSCLE CONTRACTION
AND CELL MOTILITY

Dear Colleague,

The Twentieth Meeting of the European Muscle Club is due
to take place in Oxford from 23rd — 27th September 1991,
organised jointly by myself and Dr Chris Ashley of the
Department of Physiology of Oxford University.

The meeting organizers are aware that our Eastern
European colleagues cannot, in general, obtain hard
currency for conference expanses in Western Europe. We
shall therefore try to pay as much of their conference
expanses as we are able to do, and we hope that they can
buy travel tickets to Oxford (with is a short bus ride from
London’s Heathrow airport) in their own currency.

We are currently attempting to raise funds to make this
possible. We therefore suggest that you photocopy the
preliminary form if necessary, and send back to us one
copy for each person who wishes to come to this meeting.
When we know what the possibilities are we shall tell you,
as a national group, how many people from your country
we can afford to fund in Oxford, and in consultation with
you we will try to sort out those with highest priority, if we
are unable to help everyone who wishes to come.

It would be most useful for us to have your fax numbers,

because this is without doubt the easiest form of com-
munication for us, and problably for you also.

Yours sincerely.

Gerald Elliott

P.S. ,Preliminary forms” sg dostepne w Zarzadzie Gtow-
nym Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Odcinek dla poczty lub banku
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imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
00-227 Warszawa, ul. Freta 16
P.B.K. XII1/0 W-wa, Al. Jerozolimskie

370044-1225-139-11
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Polskie Towarzystwo Biochemiczne
00-227 Warszawa, ul. Freta 16

P.B.K. XI111/0 W-wa, Al. Jerozolimskie
370044-1225-139-11
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Wskazowki
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne
kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje prace prze-
gladowe omawiajace biezagce osiggniecia, koncepcje
ikierunki badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrew-
nych; publikuje tez noty z historii biochemii, zaady pol-
skiego stownictwa biochemicznego, recenzje nadesta-
nych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdéw, konferencji
i szkét, w ktérych biorg udziat cztonkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Bio-
chemii” moga mie¢ charakter artykutow monograficznych
(do 20 stron tekstu liczgc piSmiennictwo itabele), minire-
views (do 10 stron tekstu), oraz krétkich not o najnowszych
osiggnieciach i pogladach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadaja za prawidtowos$¢ i Scistosé
podawanych informacji oraz poprawno$¢ cytowania pis-
miennictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przed-
stawione zagadnienie zilustrowane za pomocg tabel,
rycin, (wykresy, schematy, reakcje), wzorow i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutow monograficznych na
rozdzialy i podrozdziatly, ktérych rzeczowe tytuly tworzg
spis tresci. Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdziaty nosza
cyfry rzymskie podrozdziaty odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 1-1, I-2. Poprawnos$¢ logiczna istylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelno$¢. Autorzy
przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skrétéw, nawet jezeli bywajg uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac
podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjne-
mu. Redakcja zastrzega sobie mozliwos$¢ skrécenia tekstu
iwprowadzenie zmian nie wplywajacych na tres¢ pracy,
deklaruje tez gotowos¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest réwnoznacznie
zosSwiadczeniem, ze nadestana praca nie byta inie bedzie
publikowana w innym czasopiSmie, jezeli zostanie ogto-
szona w ,Postepach Biochemii”. W przypadku, gdy Au-
tor(zy) zamierza(ja) wtaczy¢ do swego autora artykutu
ilustracje publikowane przez autoréw prac cytowanych,
nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpowiednig zgode na
przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazoéwek szczeg6towych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostron-

nie czcionka wielko$ci standartowej, z podwéjng inter-
linig, z lewym marginesem ok. 4 cm z trzydziestoma
wierszami na stronie i 60 znakami w wierszu (litery
+ odstep), odstepy pomiedzy wyrazami powinny od-
powiada¢ jednemu znakowi (nie réwnaé¢ do prawego
marginesu).
W tekscie nie nalezy stosowac¢ zadnych podkres$len, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej mogg Autorzy zaznaczy¢ otow-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w teks$cie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisa¢ otowkiem ich fonetyczne brzmienie.

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

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

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

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

PISMIENNICTWO: Wykaz piSmiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tek$cie, zaznacza sie je
liczbami porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe,
np. [3,7,9,—26], Odnos$niki bibliograficzne winny mie¢
nowag uproszczonag forme. Sposdb cytowania czasopism
(1), monografii (2), rozdziatow z ksigzek jednotomowych
(3), rozdziatéw z tomoéw serii opracowanej przez tych
samych redaktoréw (4), rozdziatbw z tomoéw serii opraco-
wanych przez ré6znych redaktorow (5) wskazujg ponizej
podane przyktady:
1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Bio-
phys Acta 631: 499— 502
2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chro-
mosome, Elsevier, North-Holand, Amsterdam
3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of
Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
541-553
4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red)
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier,
North-Holland Amsterdam, str 1-77
5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red)
Research Monographs in Cell and Tissue Physiolo-
gy, t 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str
243-272

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

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

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

02-093 Warszawa
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