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Odczynniki biochemiczne z nastepu-
jacych dziatow:
* Przeciwciata monoklonalne
* Antybiotyki - substancje do badania in vitro
* Enzymy i koenzymy
* Cytokiny
* Genetyka molekularna
- PCR
- DNA
- Plazmidy
- Enzymy restrykcyjne
- Primery i linkersy
- Wzorce ciezaru DNA
- Nukleotydy
Czynniki wzrostu
Hormony
Lecytyny
Mitogeny
Fitodiagnostyka
Proteazy
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Zestawy diagnostyczne:

* PCR

* Bioluminescencja/Chemiluminescencja

* Zestawy ELISA (nieizotopowe metody
badania wzrostu i $mierci komadrek)

* Analizy zywnosci

* Fitodiagnostyka
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Profesor Stanistaw Marian Jézkiewicz
Wspomnienia

1910-1994

W dniu 19 grudnia 1994 roku, w kilkanascie dni po
swoich 84 urodzinach, zmart wspéttwérca Wydziatu
Lekarskiego w Katowicach oraz Wydziatu Farmaceu-
tycznego w Sosnowcu, doktor honorowy AM w Kato-
wicach, profesor Stanistaw Marian Jézkiewicz.

Profesor J6Zkiewicz urodzit sie 8 grudnia 1910 roku
we Lwowie. Po ukoiczeniu w rodzinnym miescie
V Gimnazjum im. Jana Karola Chodkiewicza, odbyt
tez tam w latach 1928-1935, studia na Wydziale
Matematyczno-Przyrodniczym Uniwersytetu Jana
Kazimierza. Juz w okresie studiéw pracowat jako
asystent w Katedrze Chemii Ogd6lnej pod kierunkiem
profesora Kazimierza ToHoczki. Prace magisterska
wykonat pod kierunkiem profesora Romana Matacho-
wskiego w Katedrze Chemii Organicznej. Po studiach
podjat prace w Oddziale Wodnym Lwowskiej Filii
Panstwowego Zaktadu Higieny, ktorym kierowat w la-
tach 1937-1941. Po wybuchu wojny niemiecko-sowiec-
kiej przeniost sie do Krakowa, gdzie pracowat w In-
stytucie Badan nad Tyfusem Plamistym, pod kierun-
kiem profesora Rudolfa Weigla, a pdzniej w Wytworni
Surowic i Szczepionek pod kierunkiem profesora
Odona Bujwida. Po zakoniczeniu dziatah wojennych
w marcu 1945 roku, pierwszym transportem, przybywa
do dymigcego jeszcze Wroctawia. Byt jednym z or-
ganizatoréw szkolnictwa wyzszego we Wroctawiu.
Rozpoczat prace w Katedrze Chemii Fizjologicznej
Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu i Politechniki
Wroctawskiej. W 1951 roku uzyskat doktorat z nauk
przyrodniczych promowany przez profesora Tadeusza
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Baranowskiego. W tym samym roku przybywa na
Slask, gdzie organizuje Katedre Chemii Fizjologicznej
Slaskiej Akademii Medycznej w Zabrzu-Rokitnicy.
W katedrze tej byt kolejno zastepcg profesora (1951-
1954), docentem (1955-1961), a od 1961 roku profeso-
rem nadzwyczajnym i zwyczajnym.

Profesor Stanistaw JoZkiewicz byt inspiratorem
i opiekunem 7 prac habilitacyjnych nastepujgcych
0s6b: Kazimierza Spetta (1960), Tadeusza Jerzykows-
kiego (1966), pézniejszego kierownika Katedry Tok-
sykologii Wydziatu Farmaceutycznego w Sosnowcu,
Jézefa Stanoska (1967), swego nastepcy w Katedrze
w Zabrzu-Rokitnicy, Anny Tokarzowej (1968), p6z-
niejszego pierwszego kierownika Katedry Biochemii
Wydziatu Lekarskiego w Katowicach-Ligocie, Janu-
sza Gregorczyka (1971), p6zniejszego kierownika Ka-
tedry Biochemii AM w Szczecinie, Zdzistawy Elbo-
wicz-Waniewskiej (1973), potem kierownika Katedry
Chemii i Analizy Lekow Wydziatu Farmaceutycznego
w Sosnowcu i Mariana Drozdza (1979), organizatora
i diugoletniego Dziekana Wydziatlu Farmaceutycz-
nego w Sosnowcu, oraz dtugoletniego kierownika
Katedry Diagnostyki Laboratoryjnej i Chemii Klini-
cznej tego Wydziatu. Diuga jest lista Jego doktoran-
téw, sposrdd nich az dziewieciu zostato samodzielnymi
pracownikami nauki. Z okresu kierowania Katedrg
Chemii Fizjologicznej Wydziatu Lekarskiego w Zab-
rzu-Rokitnicy pochodzi wiekszo$¢ dorobku nauko-
wego Profesora, obszernego, bo liczagcego ponad 100
publikacji. Jego badania dotyczyty wptywu specyficz-
nych i niespecyficznych bodzcéw stresowych (ultra-
dzwieki, hatas, wibracje, glikokortykosterydy) na me-
tabolizm, oraz wybranych zagadnieh toksykologii
przemystowej i biochemii klinicznej. Profesor byt auto-
rem wielokrotnie wznawianego skryptu noszgcego
tytut ,Chemia fizjologiczna”, ktdérego pierwsze wyda-
nie ukazato sie w 1954 roku. Znaczenia tego skryptu
nie mozna oceniaé z dzisiejszej perspektywy, przy
ogromnej dostepnosci ré6znorodnych, krajowych i ob-
cych wydawnictw biochemicznych w ksiegarniach.
Byly to lata ,zelaznej kurtyny”. Doptyw informacji
naukowych z zachodu byt ograniczony. Po 22 latach
kierowania Katedrg, w 1973 roku, w wyniku re-
organizacji Profesor zostal zmuszony do odejscia
z Katedry. Kierownikiem Katedry Chemii Fizjologicz-
nej zostat jego wychowanek, docent Jézef Stanosek.

W latach 1973-1981 byt profesorem w Katedrze
Chemii Klinicznej i Diagnostyki Laboratoryjnej Wy-
dziatu Farmaceutycznego Slaskiej Akademii Medycz-
nej, ktérag kierowat wéwczas profesor Marian Drozdz.
Byt to okres niezwykle owocny, nie waham sie powie-
dzie¢, ze wywart On ogromny wplyw na pierwsze
kilkanascie lat dziatalnosci Wydziatu Farmaceutycz-
nego w Sosnowcu. To gtdwnie dzieki ogromnemu
autorytetowi Profesora i Jego poparciu w 1971 roku
zostat erygowany Wydziat Farmaceutyczny w Sos-
nowcu. Gdy w 1982 roku zmarta doc. Tokarzowa
kierownictwo Katedry Biochemii Wydziatu Lekars-
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kiego w Katowicach-Ligocie zostato powierzone prof.
M. Drozdzowi. Od pierwszych tygodni kierowania
Katedrg, profesor Drozdz zatrudnit w Katedrze Profe-
sora Stanistawa JOoZkiewicza. Profesor pracowat w tej
Katedrze do konca swych dni, ostatnie lata w wymia-
rze pot etatu. Profesor Stanistaw JoZzkiewicz, doktor
honorowy Uczelni, dzieki swemu spokojowi i ogrom-
nemu urokowi osobistemu cieszyt sie szacunkiem
i sympatig wszystkich wspotpracownikow.

Profesor Stanistaw JoZzkiewicz byt zatozycielem
i pierwszym prezesem Oddziatu Slaskiego Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego (1964-1966). Byt orga-
nizatorem XI| Zjazdu tego towarzystwa (Katowice
1971). Byt czionkiem Polskiego Towarzystwa Fizjo-
logicznego, a w 1987 roku otrzymat honorowe czton-
kostwo Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego.
W roku 1982 uczelnia, w ktorej przepracowat wiek-

sz0$¢ swego twérczego zycia, Slaska Akademia Medy-
czna nadata Mu tytut doktora honoris causa. Promo-
torem w tym uroczystym przewodzie doktorskim byt
profesor Zbigniew Stanistaw Herman.

Profesor Stanistaw Jézkiewicz duzg uwage przywia-
zywat nie tylko do umiejetnosci naukowych, lecz i do
tzw. ,zachowania akademickiego” swoich wychowan-
kéw. Bardzo przezywat zaréwno sukcesy jak i porazki
swych wychowankéw. Profesor uwazat, ze nauka jest
chyba ostatnig dziedzing w kt6rej znaczenie ma mistrz,
pod kierunkiem ktérego zdobywa sie kolejne stopnie
naukowe. Sam byt uczniem profesora Romana Mata-
chowskiego — ucznia profesora Jakuba Karola Parna-
sa. Profesor Stanistaw Marian Jézkiewicz odszedt spo-
kojnie, otoczony szacunkiem i wdziecznoscig swych
uczniéw — dla nich bedzie zawsze niezastgpiony.

Uczniowie i wspétpracownicy

Kolejny, XXXI, Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbedzie sie w Warszawie w dniach 6 8
wrzesnia 1995 r. Pierwsze zawiadomienie Cztonkowie otrzymali w listopadzie.

PROGRAM NAUKOWY ZJAZDU:

Rola bton w regulacji proceséw komdérkowych.
Miesnie w normie i patologii.

Biologia komérki nowotworowej.

Geny i genomy.

Biochemia receptorow.

Procesy biotransformaciji.

Regulacja hormonalna.

Nauczanie biochemii.

© N O AWDNE

Zjazdowi towarzyszy¢ bedg wystawy sprzetu laboratoryjnego, aparatury i odczynnikéw. Przewiduje sie

umieszczenie ogtoszen w materiatach zjazdowych.

Zainteresowanych uczestnikom w Zjezdzie, a takze osoby chcace zasiegng¢ informacji w sprawie wystaw
i ogloszen prosimy o kontakt z sekretarzem Oddzialu Warszawskiego, pod nastepujgcym adresem:

Doc. dr hab. Katarzyna NALECZ,

Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul Pasteura 3, 02-093 Warszawa,

tel. 659-85-71 w. 303, fax 22-53-42.

Z przyjemnoscig informujemy, ze — wzorem lat ubiegtych — biochemicy polskiego pochodzenia i Polacy
pracujacy w krajach bylego Zwigzku Radzieckiego moga ubiegaé sie o pokrycie kosztow uczestnictwa
w Zjezdzie i pobytu w Warszawie. Serdecznie zapraszamy i prosimy o powiadomienie o tej mozliwosci
zainteresowanych kolegéw. Zgtoszenia przyjmuje Petnomocnik Zarzagdu do kontaktéw z kolegami w krajach
bylego ZSRR — profesor dr med. Marek Gniazdowski z Zakladu Chemii Ogolnej Akademii Medycznej (ul.
Lindleya 6, 90-1 31 t4dz, tel. 784-277) oraz Zarzad Gtdwny P.T. Bioch. (ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa).

POSTEPY BIOCHEMII 41(2), 1995 79



ARTYKULY

Regulacja cyklu komorkowego — udziat biatkowych
inhibitorow kinaz cyklino-zaleznych

Regulation of cell cycle — involvement of protein inhibitors

of cyclin-dependent kinases

BARBARA GRZELAKOWSKA-SZTABERT*

Spis tresci:

l. Wstep
11. Kinazy cyklino-zalezne i ich wewngtrzkomdrkowe
kompleksy
I1-1. Kinazy cdk i ich kompleksy z cyklinami
11-2. Wielosktadnikowe kompleksy kinaz cdk z biat-
kami komérkowymi
I11.  Inhibitor p21 i kodujacy go gen PICI
I11-1. Gen PICI i regulacja jego ekspresji
111-2. Oddziatywania biatka p21 z kinazami cdk iich
fizjologiczne znaczenie
IV. Inhibitor p27 i kodujacy go gen KIPI
IV-1. Transkrypt genu KIPI i biatko p27
IV-2. Interakcja biatka p27 z kinazami cdk i jej
metaboliczne konsekwencje
V. Inhibitory plé i pl5 i kodujace je geny MTS1/INK4A
i MTS2/INK4B
V-I. Biatko plo6 jako inhibitor kinaz cdk4 i cdko
V-2. Gen MTS1, kodujacy inhibitor plé, jako praw-
dopodobny gen supresorowy
V-3. Biatko pl5 kodowane przez gen MTS2/INK4B
dziata jako efektor antymitogenu TGF-pi
VI.  Syntetyczne inhibitory kinaz cdk
VI1-1. Pochodne purynowe
V1-2. Butyrolakton I
V1-3. Pochodne flawinowe
V1-4. Pochodne fumagiliny
VI-5. Staurosporyna
VIl. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotow: PCNA — jadrowy antygen
proliferujgcych komorek; kinazy cdk — kinazy cyklino-
zalezne; kinazy MAP — Kkinazy aktywowane dziataniem
mitogenu; Cln — cykliny znajdowane w fazie G1 komdrek
drozdzy; Clb — cykliny znajdowane w fazach G2 i M komé-
rek drozdzy.

I. Wstep

Przechodzenie komdrek eukariotycznych przez cykl
komérkowy jest ztozonym procesem regulowanym

* Prof. dr hab. Zaktad Biochemii Komaérki, Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN, Pasteura 3,02-093
Warszawa

80

Contents:

l. Introduction
Il.  Cyclin-dependent kinases and their intracellular
complexes
I1-1. cdk kinases and their complexes with cyclins
11-2. Multicomponent complexes of cdk kinases with
cellular proteins
I11.  Inhibitor p21 and its gene PICI
I11-1. Gene PIC1 and regulation of its expression
I11-2. Interaction of p21 with cdk Kkinases and its
physiological role
IV.  Inhibitor p27 and its gene KIP1
IV-1. Transcript of KIP| and protein p27
IV-2. Interactions of inhibitor p27 with cdk kinases and
their metabolic consequences
V. Inhibitors pl6 and p15 and their genes MTSI/INK4A
and MTS2/INK4B
V-l. p16 as inhibitor of cdk4 and cdk6 kinases
V-2. Gene MTS1, as putative suppressor gene
V-3. Protein pi5, coded by MTS2/INK4B gene, acts as
effector of transforming factor TGF-pi
V1.  Synthetic inhibitors of cdk kinases
VI-1. Purine derivatives
VI1-2. Butyrolaktone I
VI-3. Flavin derivatives
VI1-4. Fumagillin derivatives
VI1-5. Staurosporine
VIl. Conclusions

przez liczne czynniki zewnatrz- i wewngtrzkomor-
kowe, odpowiedzialne za tzw. wewnetrzne punkty
kontrolne cyklu (cell-cycle checkpoints). Po zadziataniu
czynnikéw wzrostowych na powierzchnie komarki
— iich interakcji zodpowiednimi receptorami — ulega
uruchomieniu kaskada proceséw biochemicznych
przenoszacych sygnal mitogenny do jadra komér-
kowego. W jadrze komérkowym nastepuje skoor-
dynowana transkrypcja genow tzw. wczesnej i poznej
odpowiedzi. Ekspresja tych genow jest czescig pro-
gramu genetycznego odpowiedzialnego za wyjscie ko-
mérek ze stanu spoczynkowego, wywotanie w nich
syntezy DNA idoprowadzenie do podziatu. Istotnym
elementem tego programu jest obecno$¢ wewnetrz-
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nych punktow kontrolnych w r6znych etapach cyklu,
przede wszystkim na granicy faz GI/S oraz G2/M,
a takze podczas mitozy przy tworzeniu wrzeciona
kariokinetycznego. W tych to momentach cyklu doko-
nywane jest m.in. monitorowanie gotowosci komdrek
do rozpoczecia syntezy DNA, a nastepnie sprawdzenie
czy zostata ona w petni ukonczona. Funkcjg tych
punktéw kontrolnych jest zatem uniemozliwienie ko-
madrkom wejscia w kolejng faze cyklu przed zakon-
czeniem syntezy wszystkich niezbednych makroczas-
teczek [1-6].

Szczeg6lng role w przejsciu komdrek przez te kryty-
czne punkty graja w komoérkach eukariotycznych
kinazy serynowo-treoninowe, znane jako kinazy cyk-
lino-zalezne (cdk, cyclin-dependent kinases) [7-18].
W komérkach drozdzy S. cerevisiae wystepuje jedna
kinaza, tzw. kinaza cdc2, w S. pombe — kinaza CDC28,
w komoérkach ssakow natomiast wykryto juz kilka-
nascie kinaz cyklino-zaleznych. Nastepujgca kolejno
aktywacja poszczegdélnych enzymoéw z tej rodziny
iwynikajaca z tego fosforylacja wiasciwych substratéw
(biatek strukturalnych, enzymatycznych, regulatoro-
wych) promuje uporzadkowany przebieg cyklu komad-
rkowego. Poznanie wewngatrzkomoérkowych mechani-
zmoéw lezagcych u podstaw regulacji funkcjonowania
kinaz cdk i ich wspdétdziatania z produktami genéw
supresorowych ma réwniez istotne znaczenie w zro-
zumieniu proceséw prowadzgcych do powstania no-
wotwordéw.

Artykut poswiecony jest grupie wewngtrzkomor-
kowych biatek hamujacych aktywnos$¢ kinaz cdk w ko-
morkach ssakéw.

Il. Kinazy cyklino-zalezne i ich wewnatrz-
komérkowe kompleksy

11-1. Kinazy cdk i ich kompleksy z cyklinami

Kinazy cdk (cdk 1-cdk7) sg biatkami o c.cz. 32-38kD,
w ktérych liczne sekwencje aminokwasowe wykazuja
znaczny stopied homologii [7,15,18-21], W czasteczce
kinaz cdk wyréznia sie region wigzacy ATP (sekwencja
GEGTYG) oraz wystepujacg w odlegtosci 25 AA od
niego, 16-aminokwasowg sekwencje — EGVPSTAI-
REISLLKE- (skrét PSTAIRE; Ryc. 1). Uczestniczy
ona prawdopodobnie w wigzaniu kinazy cdk, stano-
wigcej podjednostke katalityczng kompleksu, z cyk-
linami A-H, jako podjednostkami regulatorowymi
[14, 22-24]. W wigzaniu wielu kinaz cdk z cyklinami
bierze tez udziat biatko p9 [25], homolog biatka p 13,
kodowanego przez gen suci u drozdzy.

O aktywnos$ci enzymatycznej kompleksu kinazy cdk
z cykling decyduje fosforylacja i defosforylacja amino-
kwasdw T14 i Y15 lezacych w centrum aktywnym
kinazy, oraz T 160/161 i S277, znajdujacych sie poza
nim (Ryc. 1). W tych procesach decydujgcych o aktyw-
nosci kompleksu uczestniczg liczne, specyficznie dzia-
tajace kinazy (CAK, weel, miki) i fosfatazy (cdc25).
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kinazy kinaza
Weel/ Miki CAK/pAO1
fosfatazat' fosfataza biatkowa
cdc25 J HAMOWANIE AKTYWACJA
TY UL
4 15 PSTAIRE i607i6T
region
wiazacy
ATP

Ryc. 1. Schemat budowy kinazy cyklino-zaleznej (wg 29, zmodyf).
Uwidoczniono region wigzacy ATP oraz typowga dla kinaz
cdk sekwencje aminokwasowg PSTAIRE. Zaznaczono tak-
ze uczestniczace w aktywacji tego enzymu kinazy biatkowe
(weel/mikl, CAK/p40MDb) oraz fosfatazy (cdc25 i fosfataze
biatkowga 1) uczestniczace w jego aktywacji i w inaktywacji.

Tego typu regulacje aktywnos$ci enzymatycznej przez
fosforylacje i defosforylacje najlepiej poznano w przy-
padku kinazy cdkl (cdc2) skompleksowanej z cykling
B [9, 13, 26-28]. Przypuszcza sig, ze aktywno$¢ pozo-
statych kinaz cdk regulowana jest w podobny sposaéb.

W aktywnej kinazie cdkl, dziatajagcej w komérce na
przetomie faz G2/M, T14 i Y15 nie sg ufosforylowane,
ufosforylowana za$ jest T w pozycji 161 (Ryc. 2A).
W kompleksie nieaktywnym enzymatycznie wszystkie
wymienione wyzej aminokwasy sa ufosforylowane
(Ryc. 2B). Nieaktywne enzymatycznie formy kinazy
cdk moga pojawiac sie rowniez po dotgczeniu do nigj
wewnatrzkomorkowego biatkowego inihbitora (Ryc.
2C i D; patrz rozdziaty 111-V).

W tabeli 1zestawiono najczesciej wystepujace w ko-
morkach ssakow kinazy cdk oraz ich typowe cyk-
linowe podjednostki regulatorowe. Zaznaczono takze,

A) /® B)® C:>

T

161 14 15 161
kinaza kinaza
cdk
cyklina cyklina

kompleks aktywny kompleks nieaktywny

c) ® D)
Tis Y5 Tier T Yis  Ties

cyklina

kinaza ‘gz
cdk 5/%

kompleksy nieaktywne

Ryc. 2. Schematyczne przedstawienie aktywnej formy kinazy cdk
(A) oraz jej form nieaktywnych zawierajagcych ufosforylowa-
ne tyrozyne (Y) i treonine (T) w regionie wigzagcym ATP (B)
lub tez dodatkowo przytagczony wewngtrzkomérkowy in-
hibitor I (C, D). Mozna przypuszcza¢, ze inhibitor moze
badz to hamowa¢ aktywno$¢ kinazy z odblokowanym
regionem wigzania ATP (C), badZ uniemozliwia¢ ,aktywu-
jaca” fosforylacje treoniny 161 przez kinaze CAK (D).
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Tabela 1.
Kinazy cdk w komérkach ssakéw (z danych 7, 14, 15, 19, 20, 22)

Kinaza Homologia sekwencji AA Region PSTAIRE

w stosunku do cdkl; % lub zblizony
cdkl (cdc2) 100 PSTAIRE
cdk2 65 PSTAIRE
cdk3 66 PSTAIRE
cdk4 44 PV/ISVRE
cdk5 57 PSSALRE
cdké ? PLSTIRE
cdk7 ? ?

w ktorej fazie cyklu komdérkowego enzymy te przeja-
wiajg najwyzsza aktywno$¢. Jak wida¢ poszczegbine
kinazy cdk r6znig sie powinowactwem wobec okres-
lonych cyklin nalezagcych do réznych grup. Niektdre
z kinaz, tak jak kinaza cdk4, tacza sie tylko z jednym
partnerem cyklinowym, inne, jak kinaza cdk2 ak-
tywowane sg przez cykliny tzw. mitotyczne (A, B) oraz
cykliny typowe dla fazy GI. Nalezy zaznaczy¢, ze
kazdy z takich komplekséw czynny jest w innej fazie
cyklu komdérkowego. Jak dotgd nie znaleziono cyk-
linowego partnera kinazy cdk3, przypuszcza sie jed-
nak, ze kinaza tajest aktywowana przez cykline(y) ijest
niezbedna dla prawidtowego przebiegu fazy S [15].

Kompleksy kinaz cdk z cyklinami sa nietrwate
(transient), moze tez w nich zachodzi¢ wymiana part-
neréw. Na krétkotrwatg stabilno$é tych komplekséw
majg niewatpliwie wptyw roznice w czasie pottrwania
cyklin ikinaz cdk. Jest on na przyktad rzedu minut (307)
w przypadku cykliny D irzedu godzin (4h) w przypad-
ku kinazy cdk [22], Nie mozna tez wykluczy¢ znacze-
nia réznych potranslacyjnych modyfikacji biatek two-
rzacych podjednostki, czy tez wspdtdziatania podjed-
nostek z innymi niezidentyfikowanymi dotgd biatkami
komdrkowymi.

Tak wiec prawidtowosci lezace u podstaw interakcji
kinaz cdk z cyklinami sg bardzo ztozone ijeszcze nie
dostatecznie wyjasnione. Nalezy sadzi¢, ze poznana
niedawno struktura krystaliczna jednej z kinaz (cdk2),
utatwi zrozumienie powyzszych zaleznosci [29, 30].

1-2. Wielosktadnikowe kompleksy kinaz cdk
z biatkami komorkowymi

Od 1992 r. wiadomo, ze kinazy cdk oprocz potaczen
z cyklinami tworzg kompleksy z innymi jeszcze biat-
kami komdrkowymi. Niektére z kinaz cdk, zwtaszcza
kinaze cdk2, wykrywa sie w kompleksach zawierajg-
cych oprdcz cykliny A lub cykliny E takze czynnik
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W igzanie cykliny Aktywnos¢ Wigzanie biatka

enzymatyczna homologicznego
w fazie cyklu do suci

cyklina A S tak

cyklina B G2/M

cyklina A S tak

cyklina E GI/S

cykliny D3 i DI Gl

? GI? tak

cyklina DI Gl nie

cykliny D Gl nie

inne?

cyklina DI Gl ?

cyklina H ? ?

transkrypcyjny E2F oraz biatko pl07, pokrewne pro-
duktowi genu supresorowego Rb [31-32]. Formowa-
nie sie takich komplekséw (réznigcych sie obecnoscig
okreslonej cykliny) stwierdzono w komoérkach beda-
cych w réznych fazach cyklu komérkowego: komplek-
sy z cykling E w fazie GI, z cykling A w fazie S.
Niewatpliwie, dzieki interakcji z czynnikiem trans-
krypcyjnym E2F i biatkiem o wkasciwosciach sup-
resorowych, kinaza cdk2 moze posrednio wptywaé na
ekspresje réznych genow (Ryc. 3).

Wiadomo juz, ze prawie wszystkie kinazy cdk
(oprocz cdk3) obecne w prawidtowych komorkach
ssakéw wystepujg w postaci czterosktadnikowych
komplekséw zawierajgcych oprdcz kinazy, jako pod-
jednostki katalitycznej, takze jedng z cyklin z grupy A,
B, D lub E oraz biatka p36 i p21 [33-37]. Obecnos¢
biatek p36 i p21 w kompleksach zawierajgcych rézne

Kompleks regulatorowy

i € Jpor(e2r)

Regulacja ekspresji
m.in.

genu syntazy
tymidylanowej na
granicy faz GI/S

genu cykliny A

Ryc. 3. Przyktady aktywnych komplekséw kinazy cdk2 z biatkami
komoérkowymi.
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cykliny sugeruje, ze moga one gra¢ jednakowg role,
istotng dla funkcjonowania wszystkich kompleksow
kinazowych [36]. Okazato sie takze, ze komorki
stransformowane zawierajg tylko dwusktadnikowe
kompleksy kinaz cdk z cyklinami. Znajdowane sg
w nich réwniez potgczenia kinaz cdk z innymi biatkami
np. kinazy cdk4 jedynie z biatkiem pl 6 (patrz rozdz. V)
[35]. Dwusktadnikowe kompleksy kinaz cdk i cyklin
wystepujg tez w komérkach nie zawierajgcych produk-
tu genu supresorowego p53 i pochodzace od pacjentéw
z zespotem Li-Fraumeni [35].

Biatko p36 zidentyfikowano jako jgdrowy antygen
proliferujacych komérek (PCNA), o ktérym wiadomo,
ze uczestniczy zaréwno w replikacji jak i reperacji
DNA [38,39], Jego funkcja w kompleksach z kinazami
cdk i innymi biatkami wydaje sie bardzo ztozona.
Podejrzewa sie np., z2 PCNA moze by¢ elementem
odbierajagcym sygnaty (”sensor’) o uszkodzeniach
DNA czy zmieniajgcych sie warunkach wzrostu.
Stwierdzono tez ostatnio bezposrednie oddziatywanie
PCNA z biatkiem p21 (patrz rozdziat 111.2). Wnioskuje
sie natomiast, ze PCNA nie uczestniczy w wigzaniu p21
z kinazami cdk i cyklinami, gdyz uzyskano in vitro tréj-
sktadnikowe kompleksy nie zawierajace PCNA [34].

Biatko p21 okazato sie by¢ fizjologicznym inhibito-
rem wszystkich poznanych dotagd kinaz cdk [34].
Poglad zatem moéwiacy, ze o aktywnosci enzymatycz-
nej kompleksu kinaza cdk-cyklina decyduje przede
wszystkim stopien ufosforylowaniajego podjednostek,
zwiaszcza kinazy cdk, musi ulec modyfikacji. Biatko
p21 nalezy do coraz liczniejszej klasy zidentyfikowa-
nych biatkowych inhibitoréw kinaz cdk [40-44]. Takie
inhibitory biatkowe okres$la sie tez jako negatywne
regulatory wzrostu komoérek [45].

I11. Inhibitor p21 i kodujacy go gen PICI

Biatko p21 jest w ostatnich dwoéch latach jednym
z najintensywniej badanych regulatorow wzrostu ko-
mérek. Zostato wykryte niezaleznie w kilku laborato-
riach z zastosowaniem bardzo r6znych podejsé eks-
perymentalnych. W zwiazku z tym biatko p21 znane
jest pod réznymi nazwami: CIP (cdk-interactingprote-
in) [46], WAF-1 (wild-type p53 activated fragment)
[47], SDI-1, (senescent cell derived inhibitor) [48] czy
tez CAP 20 (cdk-2-associatedprotein) [49]. Sugeruje sie
takze, azeby gen kodujacy biatko p21 nosit nazwe
PICI (p53-regulatory inhibitor of cells) [1, 40], ze
wzgledu na istotne jego powigzania z genem sup-
resorowym p53. Nazwe PICI stosowaé bede w dalszej
czesci artykutu.

I11-1. Gen PICI i regulacja jego ekspresji

Gen PICI znajduje sie w komaérkach mysich w chro-
mosomie 17, proksymalnie w stosunku do genu kodu-
jacego histon H2 [50]. Z poréwnania sekwencji nuk-

leotydowych w genie PICI z komorek az 17 mysich
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szczepow [50] oraz 20 r6znych ludzkich komorek
nowotworowych [51] wynika, ze geny te sg genami
homologicznymi, w ktérych kodony 21-60 oraz 131-
164 wykazujg szczeg6lnie wysoka konserwatywnos¢.
Jedyna, bardzo rzadko wystepujaca, mutacje znalezio-
no w kodonie 31 genu PICI (kodowanie argininy
zamiast seryny). Zmutowane biatko p21 (p21-A) cechu-
ja jednak te same wiasciwosci co biatko macierzyste
(p21-S) [50, 51],

Ekspresja genu PICI zmienia sie podczas cyklu
komdrkowego [52]. llo$¢ PICI mRNA wzrasta wyraz-
nie w fazie G1 (po zastymulowaniu komdrek do
wzrostu, np. surowicg), obniza w komoérkach wkracza-
jacych w faze S i osigga najnizszy poziom w komar-
kach w po6znej fazie S. Pewien wzrost ilosci PICI
mRNA stwierdza sie roéwniez w komérkach znaj-
dujgcych sie w fazach G2 i M, co sugeruje, ze biatko
p21 moze funkcjonowac i w tych fazach cyklu komdr-
kowego.

Intryguje pytanie, jaki jest mechanizm regulujacy
zmienng ekspresje genu PICI w czasie cyklu komér-
kowego. Gtdwnym czynnikiem indukujacym ekspresje
PICI jest, jak sie sadzi, biatko p53, produkt genu
supresorowego p53 [47, 53-55]. W komodrkach trak-
towanych czynnikami uszkadzajgcymi DNA wzrasta
bowiem znaczgco poziom prawidtowego biatka p53,
jak tez i biatka p21. Czynniki uszkadzajgce DNA nie
wywieraty natomiast wptywu na poziom biatka p2l
w komorkach zawierajgcych zmutowany gen p53 [53].
Akumulacje p21 wykrywano takze w komdrkach
z nadekspresjg genu p53, ktére w zwiagzku z tym
przestaty sie dzieli¢ i zostaty zatrzymane w fazie G 1, lub
ulegaty apoptozie w szlaku obejmujgcym biatko p53
[563, 54, 56-58]. Dalszych dowodéw przemawiajgcych
za udziatem biatka p53 w regulacji ekspresji genu PIC 1
dostarczyty badania fibroblastéw pochodzacych od
pacjentéw z zespotem Li-Fraumeni, zawierajgcych
tylko jedng kopie prawidtowego genu p53 lub nawet
niezawierajacych jej wcale. Analizujac poziom PICI
mRNA w tych komoérkach wykazano, ze pojedyncza
kopia genu p53 wystarcza do uaktywnienia transkryp-
cji genu PICI; utrata obydwu kopii genu p53 prowa-
dzita do spadku ekspresji genu PICI i w efekcie do
ostabienia syntezy biatka p21 [37, 52],

Jak juz wspomniano powyzej (r. 111), w komérkach
niezawierajacych genu p53 obecne sg tylko dwusktad-
nikowe kompleksy kinaz cdk z cyklinami, chociaz
wewngatrzkomoérkowy poziom trzeciego sktadnika,
PCNA, pozostaje zasadniczo bez zmian. Wskazuje to
posrednio na udziat biatka p21 w wigzaniu jagdrowego
antygenu proliferujacych komérek z pozostatymi skita-
dnikami kompleksu kinaza cdk-cyklina [37-52],

Stymulacje ekspresji genu PICI, w komorkach
(niezaleznie od obecnosci lub nieobecnosci genu p53)
wywotuja tez liczne czynniki indukujace réznicowanie
komarek, np. TPA, DSMO czy kwas retinowy [59,60].
Wzrostowi wewngtrzkomodrkowego poziomu biatka
p21, produktu genu PICI, towarzyszy wéwczas ob-
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nizenie stopnia ufosforylowania biatka p 105 (produktu
genu supresorowego Rb) izatrzymanie komérek w fa-
zie G1 oraz rozpoczecie ich réznicowania [37, 52].

Ro6zne czynniki mitogenne — surowica oraz czyn-
niki wzrostowe (ptytkowy, naskérkowy czy fibroblas-
tyczny) mogg roéwniez stymulowaé ekspresje genu
PICI [54, 61]. Obserwuje sie pozorny paradoks, gdyz
przejsciowemu wzrostowi wewngtrzkomdrkowego
poziomu biatka p21 nie towarzyszy zatrzymanie po-
dziatu komdrek. Co wiecej wykryto, tak in vivojak iin
vitro, obecno$¢ biatka p21 w kompleksach zaréwno
z aktywnymi enzymatycznie jak i nieaktywnymi kina-
zami cdk [37, 52]. Jak wiec pogodzi¢ te obserwacje
z faktem, ze p21 okazat sie by¢ inhibitorem aktywnosci
wszystkich przebadanych kinaz cdk [46, 34, 62], lecz
nie hamowat dziatania innych kinaz biatkowych [46].
Hamowanie kinaz cdk jest bardzo wyrazne, a wartos$¢
Ki p21, oznaczona w badaniach in vitro z uzyciem
oczyszczonych kompleksdw kinaz cdk z cyklinami, jest
rzedu 8-10 nM [46].

I11-2. Oddziatywania biatka p21 z kinazami
cdk i ich fizjologiczne znaczenie

Wysnuto przypuszczenie, ze kompleksy kinaz cdk
aktywne i nieaktywne enzymatycznie, réznia sie liczbg
zwigzanych czgsteczek biatka p2l1. Formy aktywne
miatyby zawiera¢ w kompleksie tylko jedng czasteczke
p21, za$ nieaktywne — wiele czasteczek p21 [37],
ktérych liczba mogtaby nawet przekraczac¢ liczbe
podjednostek kinazy cdk i odpowiedniej cykliny [61].
Zgodny z tg hipoteza jest, obserwowany in vitro,
gwattowny spadek aktywnos$ci enzymu po dodaniu
biatka p21 [34]. Dotyczy to wszystkich kinaz cdk,
niezaleznie od tego, w ktorej fazie cyklu dziataja.

In vivo sytuacja musi by¢ bardziej ztozona, gdyz
oprdcz ilosciowych zmian poszczegdlnych sktadnikow
kompleksu, mogga one, zwtaszcza kinazy cdk, ulegac
istotnym potranslacyjnym modyfikacjom. Modyfika-
Cjg taka jest przede wszystkim fosforylacja kilku reszt
aminokwasowych (rozdziat V). Wysycenie kompleksu
przez p21 moze tez blokowaé¢ dostep specyficznych
kinaz CAK (patrz rozdz. Il), fosforylujgcych T 161
w kinazie cdk [37]. Nadal przedmiotem badan jest
kwestia, czy w komorce p21 wigze sie z juz ufosfory-
lowang czy tez nieufosforylowang podjednostkg cdk.

Postuluje sie takze, ze biatko p21 mogtoby gra¢ role
czynnika promujgcego tgczenie sie kinaz cdk z cyk-
linami ("assembly factor"). Przemawia za tym sposo-
bem dziatania, miedzy innymi, kilkukrotny wzrost
aktywnosci kinazowej po dodaniu niewielkich ilosci
p21 do lizatow komdérkowych zawierajgcych kinaze
cdk2 i cykline A [37].

Nie mozna tez wykluczyé mozliwosci, ze in vivo
moga w gre wchodzi¢ inne jeszcze biatka komdorkowe
modulujgce samo biatko p2l1 i ze oddziatywania te
moga by¢ ,,obustronne”. Jednym z takich biatek wyda-
je sie by¢ PCNA. Wykazano bowiem, ze p21 hamuje
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w uktadzie in vitro replikacje DNA w wyniku bezpo-
$redniego zwigzania PCNA [63-67], nie wptywa nato-
miast na udziat PCNA w reperacji DNA [64-66].
Przypuszcza sie, ze sposob w jaki zadziata p21 — po-
przez blokowanie aktywnosci kinaz cdk, czy tez przez
hamowanie replikacji DNA, dzieki interakcji z DNA
— zalezy od momentu, w ktérym nastapi uszkodzenie
DNA. Jesli wystgpi ono stosunkowo wcze$nie, przed
rozpoczeciem fazy S, to wéwczas p21 miatoby dziataé
jako inhibitor kinaz cdk. Gdy za$ uszkodzenie DNA
nastgpitoby podczas fazy S, to p21, wigzac sie z PCNA,
blokowatoby replikacje DNA. Dzieki oddziatywaniu
badZz to z kinazami cdk, badZz tez z PCNA, p2l
stanowitoby ,tgcznik” koordynujagcy mechanizmy re-
gulacyjne cyklu komdrkowego i replikacji DNA [63].
W zwigzku z powyzszym nasuwajg sie pytania, dzi$
jeszcze pozostajgce bez odpowiedzi: jak jest mozliwe,
ze p21 wiaze sie z tak ré6znymi biatkami jak kinazy cdk
i PCNA; w jaki sposdéb nastepuje inaktywacja biatka
p21 po ukonczeniu replikacji DNA, czy jest ono
degradowane przy udziale ubikwityny i proteasomu?

Przytoczone dane wskazujg, ze p21 moze dziataé
jako efektywny inhibitor przejscia komérek zwitaszcza
przez wczesne fazy cyklu komdérkowego, dzieki bloko-
waniu aktywnosci kinaz cdk i replikacji DNA. Wywo-
tane eksperymentalnie podwyzszenie wewnatrzkomor-
kowego poziomu biatka p2l rzeczywiscie prowadzi
do zahamowania wzrostu komorek [47, 46, 34]. Nie
podejmuja one wdéwczas syntezy DNA, a w konsek-
wencji spada liczba komorek bedacych w fazie S. Efekt
ten moze znie$¢ transfekcja komorek, antygenem T wi-
rusa SV40, wywotujgca rozbicie kompleksu kinaz cdk
z p21 (rozdziat 11.2).

IV. Inhibitor p27 i kodujacy go gen KIPI

Pokrewne inhibitorowi p21 wydaje sie byé biatko
p27, kodowane przez gen KIPI i pojawiajgce sie
w komérkach traktowanych réznymi egzogennymi
czynnikami antymitotycznymi. Nalezy do nich przede
wszystkim parakrynny czynnik wzrostowy TGF-pi
hamujacy cykl podziatowy (w fazie GIl) wiekszosci
komdrek epi- i endotelialnych, myeloidalnych i lim-
foidalnych [68, 69], a takze lowastatyna, inhibitor
reduktazy 3-metylo-glutarylo-koenzymu A [70] oraz
CAMP irapamycyna [71].

IV-1. Transkrypt genu KIPI i biatko p27

Obecnos¢ transkryptu genu KIPI-mRNA liczacego
2.5kb, wykrywa sie we wszystkich narzgdach myszy.
Jego poziom w dzielgcych sie i spoczynkowych (wsku-
tek zahamowania kontaktowego) keratynocytach jest
jednakowy. Co wiecej, ani stymulacja tych komdrek do
podziatu dziataniem surowicy, ani tez potraktowanie
komdrek TGF-pi nie zmieniato w nich poziomu KIP
mRNA. Dane te sugeruja, ze regulacje aktywnosci (i
poziomu?) biatka p27 moga by¢ regulacjami potrans-
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lacyjnymi [72, 73]. W ludzkich limfocytach T wykaza-
no jednak regulacje transkrypcji genu KIPI, a miano-
wicie jej hamowanie, przez interleukine 2 [74, 75].

Biatko p27 w komdrkach ludzkich i mysich skiada
sie z okoto 200 AA, a sekwencje aminokwasowe
wykazujg az 90% identycznosci. Fragment czasteczki
p27, obejmujgcy 60 aminokwaséw od N-korica (17-77
AA), jest w 44% homologiczny z odpowiednim frag-
mentem w czgsteczce omawianego juz inhibitora p21
[72-73]. Biatko p27 jest biatkiem termostabilnym,
wystepujgcym w niedzielgcych sie komorkach w kom-
pleksie z termolabilnym, blizej jeszcze nie okreslonym
biatkiem, ktére maskuje jego aktywnos$¢ [72], Wysu-
wane sg sugestie, ze moze nim by¢ kinaza cdk4
w kompleksie z cyklina D.

IV-2. Interakcja biatka p27 z kinazami cdk i jej
metaboliczne konsekwencje

Biatko p27 wigze sie in vivo z kompleksami kinaza
cdk2-cyklina E, oraz kinaza cdk4/cdk6-cyklina D. Nie
obserwowano natomiast tgczenia sie p27 ani z poje-
dynczg podjednostka kinazowa, ani z cyklinowg [76].
W uktadzie in vitro, biatko p27 w stezeniach nano-
molarnych, hamowato aktywno$¢ enzymatyczng po-
wyzszych komplekséw kinazowych, dopiero za$§ w wy-
zszych stezeniach aktywno$¢ kinazy cdk 1-cyklina B,
aktywnej w po6zniejszych etapach cyklu. Do wystgpie-
nia aktywnosci inhibitorowej p27 wystarcza 52-amino-
kwasowa sekwencja wystepujgca we fragmencie ho-
mologicznym z fragmentem inhibitora p21 [76].

Przypuszcza sig, ze hamowanie aktywnosci kinaz
cdk po zwigzaniu p27, moze wynika¢ z wywotywanych
przez to biatko zmian konformacyjnych wokét cent-
rum katalitycznego kinazy. Rownie istotne znaczenie
miatoby mie¢ uniemozliwienie, po zwigzaniu p27,
fosforylacji T161 w samej kinazie cdk, fosforylacji
niezbednej dla petnej aktywnos$ci enzymatycznej [77]
(patrz rozdziat I1). In vivo jest rdwniez niewatpliwie
wazne obnizenie przez TGF-(31 ekspresji gendw kodu-
jacych synteze podstawowych sktadnikéw kompleksu
— niektérych kinaz cdk (cdkl, cdk4), [78, 79], oraz
cykliny A [80] icykliny E [81, 82], bedgcych podjed-
nostkami regulatorowymi w kompleksie z kinazg
cdk2. Im wiecej bowiem w komoérkach np. kinazy cdk4
i cykliny D, tym wiecej biatka p27 zostaje niezwigzane
w kompleksie. Wolne biatko p27 moze woOwczas
hamowaé dziatanie innych kinaz cdk, takze fosforylu-
jacych biatko p105, produkt genu supresorowego Rb
[83-86]. W rezultacie, biatko p 105 bedac w formie
nieufosforylowanej (lub stabo ufosforylowanej) [87,
88] wigze sie trwale z czynnikiem transkrypcyjnym
E2F i unieczynnia go, co prowadzi do zahamowania
ekspresji wielu genéw, ktorych produkty sa niezbedne
dla prawidtowego przebiegu cyklu [89-92].

Podobnymi witasciwosciami, co biatko p27, odzna-
cza sie tez biatko p28 wystepujace w kompleksie
z kinaza cdk2 i cykling E w ludzkich komoérkach
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nowotworowych Hela, zahamowanych w fazie G1
przez lowastatyne oraz w zahamowanych ,kontak-
towo” ludzkich fibroblastach [93], Opro6cz biatek
p27/p28, waznym efektorem dziatania TGF-(31, okaza-
to sie tez by¢ indukowane przez ten czynnik biatko pl 5.
Jego dziatanie zostanie dokladniej omdéwione w roz-
dziale V-2.

V. Inhibitory plé i pl5 i kodujgce je geny
MTS1/INK4A i MTS2/INK4B

Geny kodujace biatka pld ipI5wystepujg wchromo-
somie 9 cztowieka, we fragmencie, ktory w komaorkach
wielu nowotworow czesto ulega delecji. Spowodowato
to wysuniecie przypuszczenia, ze produkty genéw
mieszczacych sie w tym fragmencie mogg dziataé
hamujaco na rozwéj nowotwordw. Geny te otrzymaty
w zwigzku z tym nazwe MTS1 i MTS2 (multiple tumor
suppressor) [94] (nazwywane sg tez INK4A i INK4B)
[40]. Poczatkowo badania skoncentrowatly sie na
kodowanym przez gen MTS1 biatku plé. Okazato sie
bowiem, ze jest ono identyczne z odkrytym w 1993 r.
biatkiem plé tworzacym dwusktadnikowe kompleksy
z kinaza cdk4 [95]. Takie kompleksy kinazy cdk4
znajdowano przede wszystkim w komdrkach strans-
formowanych wirusami onkogennymi [94, 95] (patrz
tez rozdziat Il), wystepujg one takze, oprocz innych
wielosktadnikowych komplekséw, w prawidtowych
ludzkich fibroblastach VA13 [95].

V-1. Biatko plo6 jako inhibitor kinaz cdk4 i cdko

Biatko pl6, zbudowane z 360 AA, zawiera 22-
aminokwasowy region wykazujgcy znaczng homologie
z tzw. kasetg cyklinowag (cyclin box) cyklin [96-98]. Ten
N-koncowy fragment czasteczki cyklin, odgrywa przy-
puszczalnie istotng role w wigzaniu ich z kinazami cdk.
Mutacje w tej czesci czagsteczki pl6 nie wywierajagjednak
wptywu na jego wigzanie z kinazg cdk4 [95].

Biatko pl6é tworzy kompleksy przede wszystkim
z kinazami cdk4 i cdké, ktérych podjednostkami
regulatorowymi sa cykliny D. Nie tworzy ono nato-
miast potgczen z kinazami cdk zaangazowanymi
w przebieg poOzniejszych niz G1 faz cyklu komor-
kowego [95, 99]. W przeciwienstwie do omawianych
powyzej inhibitoréw (rozdz. Il i 1V), inhibitor plé
wspotzawodniczy z cyklinami z grupy D o wigzanie
z kinazg cdk4. Nadekspresja genu cykliny DI, cze-
sto wystepujgca w komérkach nowotworowych [100-
105], moze powodowaé sytuacje, w ktorej nadmiar
cyklin D moze wypieraé biatko plé z komplekséw
z kinazami cdk i powodowa¢ ich aktywacje. W rezul-
tacie mogtaby nastepowac fosforylacja biatka p 105
i/lub pokrewnych mu biatek supresorowych p 107
i p 130, ich oddysocjowanie od czynnika transkrypcyj-
nego E2F, a wiec tym samym uaktywnienie transkryp-
cji przebiegajacej przy udziale E2F.

Funkcjonalny zwigzek pomiedzy biatkiem plé, ki-
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Ryc. 4. Schemat funkcjonalnych powigzan biatka supresorowego p 105, kinaz cdk4/cdk6 icykliny DI z inhibitorem p 16 (w oparciu o 106, 108).
Kompleksy kinaz cdk4/cdk6 z cykling DI fosforyluja biatko p 105 znajdujace sie w kompleksie z czynnikiem transkrypcyjnym E2F.
W efekcie hyperfosforylowane biatko p105 oddysocjowuje od czynnika transkrypcyjnego E2F, co wywotuje jego uaktywnienie.
W nastepstwie E2F reguluje transkrypcje wielu genéw, ktédrych produkty niezbedne sg do replikacji DNA. Moze on réwniez
stymulowac transkrypcje genu MTS1 i wywotywac¢ wzrost poziomu (f) pJomRNA ibiatka p 16. Zwiekszona ilo$¢ biatka p 16 wywotuje
rozdysocjonowanie komplekséw kinaz cdk4/cdk6 z cykling D, powstajag woéwczas ich nieaktywne kompleksy z biatkiem p 16 oraz wolna

cyklina DI. Znak —|oznacza hamowanie.

nazami edk, cyklinami D i biatkowym produktem
genu supresorowego Rb wydaje sie by¢ in vivo jeszcze
bardziej ztozony. Wskazuje na to m.in., wysoki we-
wnatrzkomaérkowy poziom p 16 [101] oraz brak kom-
plekséw kinazy edk z cyklinami D [107-109] w komor-
kach, w ktérych nie wystepuje prawidtowy gen Rb, jak
rowniez niski poziom p16 w komorkach raka piersi
charakteryzujacych sie obecnoscig prawidtowego genu
supresorowego Rb [110]. Sugeruje sie tez mozliwos$¢
stymulacji przez uaktywniony czynnik transkrypcyjny
E2F (dzieki oddysocjowaniu hyperfosforylowanego
biatka p 105), ekspresji genu kodujgcego p 16 na poczat-
ku fazy S, o czym miatby $wiadczy¢, obecny w tej fazie
(co wykazano eksperymentalnie) wysoki wewnatrz-
komdérkowy poziom biatka p16 [106] (Ryc. 4). Poja-
wiajacy sie w nadmiarze inhibitor p 16 mégtby hamo-
wacé ,niepotrzebna” juz w tej fazie cyklu aktywnos$¢
kinazy cdk4 i umozliwiac dzieki temu funkcjonowanie
innych kinaz edk zaangazowanych w prawidtowy
przebieg fazy S [106, 108], Przekonywujacy dowdd
wskazujacy na udziat inhibitora p 16 w regulacji wzros-
tu komérek, stanowi zahamowanie proliferacji, strans-
formowanych onkogenem Ha-ras embrionalnych fib-
roblastéw szczura, w wyniku ich transfekcji plazmidem
zawierajgcym gen MTS1 [104],

V-2. Gen MTS1, kodujacy pld, jako prawdopodo-
bny gen supresorowy

Od momentu wykrycia p 16 nie stabnie zaintereso-
wanie nim jako prawdopodobnym biatkiem supreso-
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rowym, by¢ moze odpowiedzialnym za powstanie
wielu nowotwordw. Na podstawie analizy zmian chro-
mosomalnych w komdrkach ustalonych linii nowo-
tworowych hodowanych in vitro sgdzono poczgtko-
wo, ze delecje lub mutacje genu MTS1 wystepuja
powszechnie [94, 111], Uwazano nawet, ze czestos¢ ich
wystepowania moze by¢ poréwnywalna z czestoScig
mutacji genu supresorowego p53 [112]. Ostatnio
pojawity sie watpliwosci, czy gen MTS1 moze by¢
rzeczywiscie ,uniwersalnym” genem supresorowym
[113, 114]. Chociaz bowiem delecje genu MTS1 sg
bardzo czeste w komoérkach nowotworowych utrzy-
mywanych w hodowli in vitro, to znacznie rzadziej
wystepujg one w komodrkach nowotworéw pierwo-
tnych [115-119]. Czeste wystepowanie aberacji
w chromosomie 9p21 komdrek w hodowli, wydaje sie
stanowi¢ przejaw zmian adaptacyjnych, polegajacych
na selekcji komdrek, w ktérych brak jest wewnatrz-
komérkowych inhibitoréw wzrostu, typu biatkowych
inhibitoréow kinaz edk.

Jednakze niektdre typy nowotworéw charakteryzu-
ja sie stosunkowo czestym wystepowaniem delecji i/lub
mutacji w genie MTS1 (np. rak przetyku [120, 121];
glejakomiesak [122-124]; biataczki i chtoniaki [125]),
w innych sg one jednak rzadsze (np. $rédbtoniak [118];
rak pecherza [119]; gwiazdziak [126, 127]), lub wrecz
sporadyczne (czerniaki [115]; nowotwory piersi [128,
129]). Natomiast wydaje sie, ze do wystgpienia zmian
nowotworowych moze przyczynia¢ sie réwniez znacz-
ne zwielokrotnienie genu kodujgcego Kkinaze cdk4
[124, 128], czasami nawet jednoczesne z amplifikacja
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genu MDM2. Gen MDM?2 koduje biatka unieczyn-
niajace funkcjonowanie biatka supresorowego p53
[92, 130, 131]. Z przytoczonych danych wynika, ze
produkt genu MTS1, biatko p 16, niewatpliwie uczest-
niczy w kontroli wzrostu komdrek. Czy jednak jego
funkcjonowanie jako supresora wzrostu nowotworow
jest tak powszechne jak sugerowaty pierwsze badania,
okaze sie w niedalekiej przysztosci.

Podejrzewano takze, ze na krétkim ramieniu chro-
mosomu 9 moze wystepowaé inny niz MTS1 gen
supresorowy. Czy jest nim zidentyfikowany przez
Kamba gen MTS2 [94, 115, 132, 133]?

V-3. Biatko p15 kodowane przez gen MTS2/INK4B
dziata jako efektor antymitogenu TGF-|31

Wystepujacy w chromosomie 9 przy genie MTS1,
gen MTS2 [94], wchodzi w sktad wiekszego, ostatnio
zidentyfikowanego genu INK4B [99], kodujgcego
biatko p 15 Podobnie jak biatko p16, wspotzawod-
niczy ono z cyklinami D o wigzanie wytacznie z kinaza-
mi cdk4 icdké itworzy z nimi nieaktywne enzymatycz-
nie, dwusktadnikowe kompleksy.

Strukturg swg biatko p 15 przypomina biatko p 16,
a niektére fragmenty N-konca czasteczki wykazujg az
97% identycznosci. 86 AA w C-koncu czasteczki
kodowanych jest przez sekwencje nukleotydowe
wchodzgce w sktad genu MTS2. Obecno$¢ biatka p 15
wykazano po raz pierwszy w ludzkich keratynocytach
potraktowanych omawianym juz czynnikiem TGF-(31,
ktéry indukowat w nich az 30-krotny wzrost syntezy
p15 mRNA [99]. Réwnolegle do wzrostu poziomu p 15
mRNA (a w nastepstwie biatka p 15) nastepowat spa-
dek aktywno$ci kinaz cdk4 icdk6. Dane te sugerowaty,
ze p15 moze by¢ indukowalnym efektorem dziatania
TGF-pi, wspdtdziatajgcym prawdopodobnie z biat-
kiem p27, kodowanym przez KIPI, ktdrego ekspresja
nie jest stymulowana przez TGF-(11.

Przypuszczalny schemat funkcjonowania w komor-
ce obydwu efektoréw TGF-(31 przedstawiono w tabeli 2
[133]. Zaktada sie, ze w komorach proliferujgcych
wystepuje tylko p27 i to wytgcznie w tréjsktadniko-

Tabela 2.

wych kompleksach kinaz cdk4/cdk6 z cykling D ikina-
zy cdk 2 z cykling E. 110$¢ tego inhibitorowego biatka
bytaby jednak niewystarczajgca do unieczynnienia
wszystkich obecnych w komdrce kinaz powyzszych
rodzajow. Czes¢ komplekséw kinazowych pozostawa-
taby aktywna i komérki mogtyby wkracza¢ w faze
syntezy DNA. Po zadziataniu na komorke TGF-pi
pojawiatoby sie w niej biatko p 15, ktére wspétzawod-
niczac z cyklinami D o wigzanie z kinazami cdk4/cdké,
wywotywatoby rozpad pierwotnych kompleksow i re-
dystrybucje partneréw w kompleksie. W efekcie p27
wyparte i uwolnione z kompleksu z kinazg cdk4/cdk6
i cykling D wigzatoby sie jedynie z kinazg cdk2-cyk-
lina E i hamowato jej aktywnos$é, p15 za$ tworzy-
toby dwusktadnikowe nieaktywne kompleksy tylko
z kinazami cdk4 i cdk6. Uwolniony inhibitor p27
miatby tez tez wigzac sie z cyklinami D powodujac
destabilizacje.

Tak wiec wydaje sie, ze w komdrkach prawidtowych
moznaby traktowac¢ kompleks kinazy cdk4-cyklina D-
z biatkiem p27 jako ,,wewngtrzkomdrkowy magazyn”
tego inhibitora, a kompleks kinazowy, jako wykrywa-
ny juz wczesniej termolabilny sktadnik kompleksu [72,
76], czasowo wychwytujacy i unieczynniajgcy biatko
p27. Miatoby tu umozliwi¢ funkcjonowanie kinazy
cdk2 z cykling E, niezbedne dla przejscia komorek
przez punkt krytyczny na granicy faz GI/S. W sytuacji
wyjatkowej, za jakg mozna traktowac zadziatanie
antymitogenu TGF-pi, inhibitor p27 mdgtby byé
uwolniony z kompleksu z kinaza cdk4- cyklina D ita-
czy¢ sie z kinazg cdk2 [134]. Biatko p27 i p15
z pewnos$cig nie sa jedynymi efektorami dziatania
TGF-pi, ale ich funkcjonowanie w regulacji wczes-
nych etapdw cyklu komérkowego jest nie do przece-
nienia.

Na ogot komdrki nowotworowe (np. czerniaki) nie
odpowiadajg na podanie TGF-(31 zatrzymaniem po-
dziatéw [135]. Czy wynika to z czestych delecji lub
mutacji locus 9p21 (i gendw INK4A i INK4B) wy-
stepujacych w komérkach utrzymywanych w hodowli,
pozostaje do wyjasnienia. Do opornosci wobec
TGF-(il moze sie prawdopodobnie przyczyniaé row-

Schemat przypuszczalnego wspétdziatania inhibitoréw p27 i p15 w zatrzymaniu komérek, pod wptywem czynnika transformujacego TGF-pl,

w fazie G| cyklu komdérkowego (w oparciu o 133)

TGF-/J1
KOMORKI PROLIFERUJACE:

zawieraja aktywne i nieaktywne kompleksy kinaz

cdk2 — cyklina E

cdk4 — cyklina D

cdké — cyklina D
jedynie z inhibitorem p27

pl5

KOMORKI ZATRZYMANE W FAZIE GI:
zawierajg wylacznie nieaktywne kompleksy kinaz
cdk2 — cyklina E — p27
cdk4d — p15
cdk6 — plo

nastepuje tez degradacja cyklin D,
po zwigzaniu z p27

Nalezy zaznaczy¢, ze indukowany przez TGF-/21 wzrost poziomu p15 sprawia, ze p 15 wypiera p27 z komplekséw z kinazami cdk4 i cdkd
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niez nadekspresja cyklin z grupy D i kinazy cdk4, jako
biatek ,,wychwytujgcych” inhibitor p27.

V1. Syntetyczne inhibitory kinaz cdk

Czesto spotykana w komdrkach nowotworowych
deregulacja aktywnos$ci kinaz cdk, a takze wykrycie
w materiale biologicznym ich biatkowych inhibitoréw
spowodowato poszukiwania syntetycznych zwigzkow
zdolnych do specyficznego hamowania aktywnosci
kinaz cdk. Mozna sobie wyobrazi¢, ze syntetyczne
inhibitory mogtyby dziata¢ poprzez:

— zaktoécenie wigzania z kinazami cdk ATP i/lub

ich biatkowych substratéw

— zaburzenie wigzania cyklin

— zaktocenia fosforylacji i defosforylacji amino-

kwaséw decydujacych o aktywnosci kinaz cdk

— wplyw na poziom ekspresji genéw kodujacych

kinazy cdk i/lub cykliny

— wywotywanie zmian wewnatrzkomorkowej lo-

kalizacji biatkowych inhibitoréw

— nasladowanie dziatania naturalnych inhibitoréw

Ponizej przedstawie kilka typow inhibitoréw
(Ryc. 5), ktoérych dziatanie zostato stosunkowo naj-
lepiej poznane.

VI1-1. Pochodne purynowe

Badania puryn, jako inhibitoréw kinaz cdk rozpo-
czeto, gdy okazato sie, ze niektére z nich (np. 6-amino-
puryna) hamuja podziaty komérek [136,137] iw zwig-

zku z tym sg stosowane w badaniach cyklu komor-
kowego. Poréwnawcze badania efektywno$ci hamo-

Ryc. 5. Wzory syntetycznych inhibitorow kinaz cdk.

N l N

)

wania 35 réznych kinaz biatkowych, az przez 81
pochodnych purynowych, doprowadzity do znalezie-
nia silnego, specyficznego inhibitora kinaz cdk-olomu-
cyny (Ryc. 5) [138].

Olomucyma, w stezeniach mikromolarnych (IC 50
7-25 pM), hamowata aktywno$¢ kompleksow kinazy
cdkl z cykling B, kinazy cdk2 z cykling A iz cyklina
E oraz kinaz cdk5 i MAP, a wiec kinaz uczestniczgcych
m.in. w przejSciu komdrek z fazy G1 w faze S (kinaza
cdk2-cyklina E), w przebieg fazy S (kinaza cdk2-
cyklina A) i w przejscie z fazy G2 w mitoze (kinaza
cdk 1-cyklina B). Natomiast kinazy cdk4 icdk6, dziata-
jace w fazie G 1cyklu, byty stosunkowo stabo hamowa-
ne przez olomucyne (IC 50>150 pM). Sadzi sie, ze
powyzsza roznica odpowiedzi poszczegdlnych kinaz
cdk na dziatanie olomucyny moze wynika¢ z réznic
w strukturze przestrzennej tych biatek [20, 138],

Olomucyna dziata jako kompetytywny wobec ATP
inhibitor kinaz cdk, niekompetytywny za$ wobec biat-
kowego substratu, histonu HI. Efektywnos$¢ olomucy-
ny jako inhibitora kinaz cdk potwierdzity réwniez
wyniki badan in vivo, w ktérych pokazano jej silne
antymitotyczne dziatanie. Zainteresowanie olomucy-
ng, jako specyficznym inhibitorem aktywnosci kinaz
cdk jest duze, gdyz wtasnie kinazy cdk ikinazy MAP sg
prawdopodobnie odpowiedzialne za hyperfosforylacje
biatka tau w moézgu pacjentéw z chorobg Alzheimera
[139, 140, 16].

VI1-2. Butyrolakton |

Butyrolakton | (Ryc. 5), zwigzek wyizolowany
z grzyba Aspergillus terreus, hamuje aktywnos$¢ kinaz
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cdkl i cdk2 w komdrkach ssakdéw (w stezeniach
mikromolarnych), prawdopodobnie wsp6tzawodni-
czac z ATP o miejsce wigzania w czasteczce enzymu
[141, 142]. Jest on takze inhibitorem innych kinaz
biatkowych (kinaza A, C, kinazy kazeinowe, kinaza
MAP), jednak w stezeniach 100-300-krotnie wyzszych
niz wymagane do zahamowania kinaz cdk. Praw-
dopodobnie wtasnie w wyniku hamowania aktywnosci
kinaz cdk2 i cdkl, butyrolakton | nie dopuszcza do
inicjacji replikacji DNA w jajach Xenopus [143].
Zaktoca on takze cykl podziatowy komorek ssakdw,
zatrzymujac je na granicy faz G1/S lub G2/M, zaleznie
od momentu podania zwiazku [141, 142]. W za-
trzymanych w okres$lonych fazach cyklu komérkach,
wykazano stabszg, niz w komdrkach proliferujgcych,
fosforylacje biatka supresorowego Rb (faza GIl) oraz
histonu HI (granica faz G2/M). Potwierdza to raz
jeszcze niezbednos$¢ ufosforylowania tych biatek dla
prawidtowego przebiegu cyklu. Sadzi sie, ze butyrolak-
ton | moze byé zwigzkiem pomocnym przy iden-
tyfikacji komdrkowych substratow kinaz cdk.

V1-3. Pochodne flawonowe

Ztozona pochodna flawonowa L86-8275, podobnie
jak butyrolakton I, moze zakiécaé przebieg cyklu
komdrkowego zatrzymujagc komorki bgdz to w fazie
G, badz tez G2 [144]. Przyczyny tego upatruje sie
w obecnosci w komoérkach nieaktywnej kinazy cdkl,
nie fosforylujgcej wowczas histonu HI. Kinaze te
charakteryzuje nizsze niz wymagane do petnej aktyw-
nosci ufosforylowanie reszt treoniny i tyrozyny. Nie
wiadomo jeszcze, czy wynika to z bezpos$redniej inter-
akcji flawonu z kinazg cdkl, czy tez moze by¢ rezul-
tatem zakl6cenia przez inhibitor wigzania cyklin z ki-
nazg cdkl.

VI1-4. Pochodne fumagiliny

AGM-1470 (Ryc. 5), syntetyczna pochodna fumagi-
liny, zwigzku wytwarzanego przez Aspergillusfumiga-
tus [145], zatrzymuje wzrost komérek endotelialnych
naczyn krwionosnych w péznej fazie GIl. Przyczyng
tego inhibitorowego dziatania AGM-1470 wydaje sie
by¢, przynajmniej czeSciowo, hamowanie przez ten
zwigzek ekspresji genéw kodujacych kinazy cdkl oraz
cykliny Ai E [146, 147], Nastepuje wowczas obnizenie
stopnia fosforylacji biatka p 105 i zaleznej od czynnika
E2F ekspresji réznych gendw i w rezultacie zahamo-
wanie angiogenezy i wzrostu nowotworu.

VI1-5. Staurosporyna

Staurosporyna, znany inhibitor kinazy C oraz wielu
innych kinaz biatkowych, wykazuje zdolnos$¢ zatrzy-
mywania prawidtowych komoérek w fazie GI lub G2,
zaleznie od uzytego stezenia [148-150]. W ukiadzie in
vitro staurosporyna (w stezeniach nanomolarnych),
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hamuje aktywnos$¢ kinaz cdk2-cyklina E, cdk2-cyklina
Aoraz cdk 1-cyklina B[ 150,151 ]. Sg tez dane sugerujg-
ce, Zz6 moze ona znaczaco obniza¢ poziom cyklin
DiE invivo oraz hamowac¢ aktywno$¢ kinazy (kinaz?)
cdk dziatajacej w komdrkach prawidtowych bedacych
w fazie GI, w ktérych nie wystapita jeszcze aktywnos$é
kinazy cdk2-cyklina E. Wniosek ten oparto m.in. na
analizie stopnia ufosforylowania biatka supresorowe-
go p 105, obecnego w komdrkach zatrzymanych przez
staurosporyne (2nM i 20nM) w r6znym czasie od
rozpoczecia fazy GI [152],

VII. Podsumowanie

Poznanie regulacji cyklu komoérkowego polega
przede wszystkim na zrozumieniu mechanizméw zape-
wniajgcych funkcjonowanie wiasciwych kinaz cdk,
potaczonych z whasciwymi partnerami cyklinowymi,
w konkretnych momentach cyklu. O aktywnosci tych
enzyméw (lub jej braku) decydujg migdzy innymi:

— odpowiednie ilosci sktadnikéw komplekséw, ak-
tywnych enzymatycznie, (tzn. kinaz cdk i cyklin)
regulowane poziomem ekspresji kodujacych je
gendéw oraz intensywnoS$cig rozktadu samych
biatek

— wiasciwe modyfikacje potranslacyjne skiadni-
kéw kompleksu, zwitaszcza fosforylacja kinaz

- obecno$¢ wewnatrzkomorkowych inhibitoréw
kinaz cdk, ujawniajgcych sie w odpowiedzi ko-
moérki na liczne bodZzce pozakomdrkowe i/lub
stanowiacych ,wewnetrzny system kontrolny”
umozliwiajagcy komdrce prawidtowy przebieg
cyklu.

Wykryte w ciggu ostatnim niespetna dwdch lat
iomoéwione w niniejszym artykule biatkowe inhibitory
kinaz cdk stanowig jeden z bardziej istotnych elemen-
tow regulacyjnych cyklu komérkowego. Ztozone in-
terakcje tych inhibitorow z okreslonymi kinazami cdk
moga bowiem powodowac unieczynnianie tych en-
zymow w specyficznych momentach cyklu. Ttumaczy-
toby to fakt, ze okres$lone biatka komdrkowe sg
fosforylowane tylko w pewnych fazach, a nie w ciagu
catego cyklu komoérkowego.

W tabeli 3 zestawiono, uzyskane do dzi$, pod-
stawowe informacje na temat biatkowych inhibitoréw
obecnych w komdrkach ssakéw, dane o analogicznych
biatkach wystepujacych w komdrkach drozdzy [40,
153-159]. W tabeli 3 podano tez, kodowane przez gen
KAP/CIP2, biatko p24 [160, 161], przejawiajgce ak-
tywnos$¢ fosfatazy tyrozynowo-treoninowej i czesto-
kro¢ traktowane jako inhibitor kinaz cdk [40], Nie
negujac faktu, ze biatko p24 moze wptywaé na aktyw-
no$¢ kinaz cdk (prawdopodobnie zmieniajgc stopien
ich ufosforylowania), moim zdaniem traktowanie go
jako inhibitora wydaje sie dyskusyjne. Znamy przeciez
wiele fosfataz, ktorych dziatanie na okres$lone biatka
komoérkowe badz to hamuje badz tez promuje przebieg
cyklu.
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Tabela 3.
Biatkowe inhibitory kinaz cdk

Gen Bialko Regulacja ekspresji W komérkach
genu kompleksy
PIC1/WAF1 p21 indukcja przez czterosktadnikowe:
czynniki uszkadza- kinaza cdk — cyklina
jace DNA (poprzez - PCNA — P21
p53), czynniki wy-
wotujace réznico-
wanie,  surowice,
EGF a takze pod-
czas starzenia sie
komarek
KIPI p27 represja przez in- tréjsktadnikowe:
terleukine 2 kinaza cdk — cyklina
- p27
dwusktadnikowe:
cyklina — p27
MTS2/ p15 indukcja przez dwusktadnikowe:
/INK4B czynnik wzrosto- kinaza cdk — p15
wy TGF-/H
MTSI/ pi 6 wirusy onkogenne? dwusktadnikowe:
/INK4A kinaza cdk — p 16
KAP/CIP2 p24 ? tréjsktadnikowe?
kinaza cdk — cyklina
- p24
Farl* pl20 feromon 7
Sicl* p40 ? 7
Ruml* ? 7 7

* Geny obecne w komérkach drozdzy.

Dysponujemy dzi§ podstawowymi informacjami
o regulacji ekspresji genéw kodujacych omawiane
inhibitory. Brak natomiast danych o sposobach de-
gradacji tych biatek sprawiajgcej, ze przynajmniej
niektore z nich dziataja tylko w okreslonej fazie cyklu
komoérkowego. Czy proteoliza tych inhibitoréw prze-
biega z udziatem uktadu ubikwitynowego, podobnie
jak ma to miejsce w przypadku degradacji cyklin
mitotycznych? Fakt, ze w komorkach drozdzy de-
gradacja inhibitora wymaga udziatu ubikwityny [156]
sugeruje, ze i w komoérkach ssakéw proces ten moze
zachodzié podobnie.

Uderzajace sg korelacje pomiedzy zaktoceniami
w funkcjonowaniu inhibitorow kinaz cdk, a pojawie-
niem sie nowotwordw. Inhibitory odpowiedzialne sg
bowiem nie tylko za prawidtowe funkcjonowanie
produktéw kilku genoéw supresorowych. Ekspresja
gendw kodujacych inhibitory moze by¢ takze regulo-
wana przez biatka supresorowe. Co wiecej, niektore
z inhibitoréow traktuje sie wrecz jako biatka sup-
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Hamowanie Faza Efekty braku aktywnosci
aktywnos$ci kompleksu cyklu kinaz cdk
kinazowego
cdkl — cyklina B G2/M Uposledzenie  fosforylacji
cdk2 — cyklina A S histonu HI (G2/M) oraz
cdk2 — cyklina E GI/S biatka supresorowego p 105
cdk4 — cyklina D G1 (GI); zatrzymanie komdrek
cdk6é — cyklina E Gl w fazie G1 i/lub G2
cdk2 — cyklina D G1 Brak fosforylacji biatka su-
cdk2 — cyklina E GI/S presorowego pl05; zatrzy-
cdk2 — cyklina A S manie komodrek w fazie G|
cdk4 — cyklina D Gl lub na granicy G1/S
cdk6 — cyklina D Gl
cdk4 — cyklina D Gl Brak fosforylacji biatka sup-
cdk6 — cyklina D Gl resorowego pl05; zatrzy-

manie komoérek w fazie G1

cdk4 — cyklina Gl Brak fosforylacji biatka sup-
cdk6 — cyklina D G1 resorowego pl05; zatrzy-
manie komdrek w fazie GI

lw)

cdkl — cyklina B G2/M Zatrzymanie komarek w fa-

cdk2 — cyklina E Gl/s zie G|

cdk2 — cyklina D Gl

cdc28 — ClIn2 Gl Zatrzymanie komoérek w fa-
zie GI

cdc28 — Clb M/GI zaburzenia przejscia komo-
rek z fazy M w Gl

cdc2 — CiIn? S? G2? zaburzenia syntezy DNA

resorowe. Najblizsze miesigce przyniosg niewatpliwie
nowe fascynujace informacje o tych biatkach.

Artykut otrzymano 22 lutego 1995 r.
Zaakceptowano do druku 15 marca 1995 r.
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Addendum:

Ostatnio szczeg6lne zainteresowanie wzbudza zasygnalizo-
wany juz w artykule (rozdziat I11-1) udziat biatka p21
w roznicowaniu komorek (1-4), zwtaszcza komérek miesni
szkieletowych (2-4). Wykazano, ze w indukcji ekspresji genu
PICI w roznicujacych sie komdrkach migsniowych uczest-
niczy przede wszystkim czynnik transkrypcyjny MyoD, nie
bierze za$ udziatu biatko supresorowe p53. Ostatnio takze,
identyfikujac aktywne regiony czasteczki biatka p21, udoku-
mentowano udziat fragmentu peptydu w poblizu N-korca
w hamowaniu aktywnosci kinaz edk (5, 6, 8), natomiast
fragmentu w poblizu C-konnica w blokowaniu dziatania
PCNA (6, 7, 8).
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Regulacja odpowiedzi szoku termicznego Escherichia coli

Regulation of the Escherichia coli heat shock response

KRZYSZTOF LIBEREK™*
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VI. Regulacja odpowiedzi szoku termicznego w innych
bakteriach
VIl. Regulacja odpowiedzi szoku termicznego w komdrkach

eukariotycznych
VIII. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrdétéw: Hsp biatka szoku termicz-
nego; HSF — czynnik szoku termicznego, biatko regulatoro-
we; hse sekwencja DNA wigzaca czynnik szoku termicz-
nego; Hsp70 biatko nalezace do klasy biatek szoku
termicznego o masie okoto 70 kD.

I. Wstep

Komorki prokariotyczne ieukariotyczne odpowia-
daja na podwyzszenie temperatury nieznacznie ponad
warto$é fizjologiczng, wzmozona synteza grupy poli-
peptyddw zwanych biatkami szoku termicznego (Hsp-
heat shock proteins) [1-3]. Do indukcji syntezy tych
biatek dochodzi réwniez w wyniku dziatania catego
szeregu innych czynnikow stresowych takich jak: in-
fekcja wirusowa, czynniki uszkadzajace DNA, analogi
aminokwasdw, zmiana pH $rodowiska, czy obecnos$¢
etanolu. Biatka szoku termicznego pochodzace z r6z-
nych organizmoéw charakteryzujg sie wysokim stop-
niem homologti zardwno na poziomie sekwencji ami-
nokwasowej jak i struktury.

Przeniesienie komérek bakterii Escherichia coli z te-
mperatury 30 C do 42°C powoduje wzrost syntezy
ponad dwudziestu biatek szoku termicznego [4,5].
Wiele z tych biatek (GroEL, GroES, DnaK, Dnal,

* Dr, Pracownia Biofizyki. Katedra Biologii Molekularnej,
Uniwersytet Gdanski ul. Ktadki 24, 80-822 Gdarsk
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GrpE, CIpX) to biatka klasy biatek opiekuficzych
(chaperone proteins) [6]. Uczestniczg one w procesie
prawidtowego zwijania polipeptydéw syntetyzowanych
w komdrce oraz dysocjacji i tworzeniu kompleksow
biatkowych. Inne, liczne biatka szoku termicznego to
proteazy lub biatka wspoétpracujace z nimi (Lon, ClpP,
ClpA, ClpB, ClpX, hflX, hfIK, hfIC, hfIB) [7], Sadzi sie,
ze funkcja proteolitycznajak iopiekuncza biatek szoku
termicznego niezbedna jest komorce z uwagi na zwie-
lokrotniong liczbe nieprawidtowo zwinietych polipep-
tydéw, czy tez niefunkcjonalnych komplekséw biat-
kowych pojawiajgcych sie w warunkach stresowych.
Wiekszos$¢ biatek Hsp E. coli (GroEL, GroES, DnakK,
Dnal, GrpE, HtpG, Lon, ClpB, ClpP, ClpX) posiada
swoje odpowiedniki (biatka homologiczne) w komor-
kach eukariotycznych [7,8],

Indukcja syntezy biatek szoku termicznego nastepuje
natychmiast po przeniesieniu komdrek do podwyz-
szonej temperatury, a szybko$¢ syntezy osigga po czasie
5-10 minut maksimum Kkilka do Kkilkunastokrotnie
przewyzszajac szybkos$¢ syntezy biatek szoku w warun-
kach fizjologicznych. Nastepnie, w ciggu 20-30 minut,
szybko$é syntezy tych biatek stopniowo spada i ustala
sie nowy stan réwnowagi, w ktérym synteza biatek
szoku termicznego w komorce jest okoto dwukrotnie
wyzsza niz w temperaturze 30°C [9-11], Podwyzszenie
tempertury hodowli bakteryjnej do 46°C-50°C powo-
duje nie tylko indukcje syntezy biatek szoku termicz-
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nego, ale takze zatrzymanie syntezy wszystkich innych
biatek [12]. W tych warunkach dwa gtéwne biatka
szoku termicznego DnaK i GroEL stanowiag okoto 20%
wszystkich biatek komdrkowych [12].

Catos¢ procesow zachodzacych w komérce w wyni-
ku dziatania czynnikdw stresowych obejmujgca zar6-
wno indukcje syntezy bialek szoku termicznego jak
i nastepujacy po niej proces hamowania syntezy tych
biatek nazywamy odpowiedzia szoku termicznego
(heat shock response) [13-19],

Il. Rola czynnika <« — podjednostki poli-
merazy RNA w transkrypcji genéw biatek
szoku termicznego

Pozytywnym regulatorem odpowiedzi szoku ter-
micznego jest produkt genu rpoH (htpR)[20,21], ktory
zostat zidentyfikowany jako podjednostka sigma (a2
polimerazy RNA [22]. Podjednostka ta wspdtdziata
z rdzeniem polimerazy RNA (podjednostki oc,[3p)
w transkrypcji DNA i odpowiedzialna jest za rozpo-
znawanie promotorow genow biatek szoku termicz-
nego [23], Gen rpoH jest genem istotnym dla bakterii
(essential), gdyz delecja tego genu jest letalna w tem-
peraturach przewyzszajacych 20°C [24]. Oprécz zaha-
mowania wzrostu w warunkach fizjologicznych mu-
tanty w genie rpoH wykazujg defekty przebiegu prote-
olizy [25], podziatéw komorkowych [26] i replikacji
DNA bakteriofagow X i Pl [27]. Wydaje sig, ze tak
plejotropowy efekt mutacji rpoH spowodowany jest
brakiem 1lub niedoborem niektorych biatek szoku
termicznego, gdyz rownoczesna nadprodukcja biatek
GroEL i GroES czesciowo niweluje fenotyp mutacji
rpoH [28], Wyniki te wskazujg na to, ze biatka szoku
termicznego sa niezbedne nie tylko w warunkach
podwyzszonej temperatury, ale peinig takze istotne
funkcje w warunkach fizjologicznych (bezstresowych).

Biatko a 2 kontroluje transkrypcje genéw' biatek
szoku termicznego zaréwno w warunkach stresowych
jak i fizjologicznych [24]. Niekt6re geny biatek szoku
termicznego (np. groES, groEL, grpE, rpoD) posiadajg
zaréwno promotory zalezne od ci®jak i od a2 co
zapewnia wyzszy poziom ekspresji tych biatek w wa-
runkach fizjologicznych [23, 24, 29], Sekwencje pro-
motorowe rozpoznawane przez a 2sa znaczaco rézne
od sekwencji promotoréw genéw rozpoznawanych
przez czynnik a M[23], Inny jest zaréwno rejon-10jak
i-35 oraz odlegto$¢ pomiedzy tymi rejonami (Ryc. 1).
Polimeraza RNA wspotdziatajagca z er2 (Ea7) nie
rozpoznaje promotoréw cy@-zaleznych, podobnie jak
Ea®nie rozpoznaje promotoréw a 2zaleznych. Jedy-
nym znanym wyjatkiem jest promotor pl genu rrnB,
ktéry jest rozpoznawany przez Ect@jak i Ea'2[30].

Niski poziom (10-30 kopii) biatka a'2w komdérce
bakteryjnej jest czynnikiem limitujacym synteze biatek
szoku termicznego w warunkach bezstresowych (temp.
30°C) [31]. Indukcja syntezy biatek szoku termicznego
osiggana jest poprzez 15-20-krotny, gwattowny wzrost

POSTEPY BIOCHEMII 41 (2), 1995

stezenia czynnika a 2w komoérce. Poziom a 2w kom@r-
ce kontrolowany jest poprzez skomplikowany mecha-
nizm, w ktérym kluczowa role odgrywa aktywacja
transkrypcji itranslacji genu rpoH, oraz zmiana stabil-
nosci i aktywnosci czynnika < Wzrost stezenia cr2
w komorce doprowadza do zwiekszonej transkrypcji
genéw biatek szoku termicznego [32], co z Kkolei
powoduje wzrost poziomu biatek szoku termicznego
w komorce. Gdy synteza biatek szoku termicznego
przekracza pewien poziom nastepuje jej hamowanie
(negatywna regulacja odpowiedzi szoku termicznego).

I11. Regulacja syntezy biatka a3

I11-1. Regulacja transkrypcji genu rpoH kodujace-
go biatko a2

Gen rpoH posiada co najmniej 4 promotory (Ryc. 2).
Trzy z nich (PI, P4, P5) sg transkrybowane przez
polimeraze RNA wspoétdziatajgcg z a M (Ea7) [33-35],
a jeden (P3), jest rozpoznawany przez nowy czynnik
sigma, a 1(a24) [36, 37], Promotor Pl jest promotorem
najsilniejszym i odpowiada za wigkszo$¢ transkrypcji
w warunkach fizjologicznych. W temperaturze 42°C
transkrypcja z promotora Pl nie zmienia sig, nato-
miast transkrypcja z P4 rosnie 2-3 krotnie [33, 34],
Bardzo interesujgcy jest promotor P3 zalezny od
czynnika aE Wykazano, ze wraz ze wzrostem tem-
peratury roénie transkrypcja z tego promotora, za$
w temperaturze 50°C transkrypcja genu proH zachodzi
wytgcznie z promotora al [36], To spostrzezenie
wydaje sie wazne, gdyz wyjasnia jak zachodzi trans-
krypcja rpoEl w temperaturach, w ktérych promotory
zalezne od a Msa nieczynne. Jak dotad zidentyfikowa-
no tylko dwa promotory rozpoznawane przez EaK
Jeden to wiasnie promotor P3 rpoH, drugi za$ to
promotor htrA (degP) [38] genu, ktéry koduje seryno-
wg proteaze, istotng dla przezycia bakterii w wysokiej
temperaturze [39, 40], Ostatnio sklonowano gen ko-
dujacy al co umozliwi pordéwnanie tego czynnika
transkrypcyjnego z innymi bakteryjnymi czynnikami
sigma [108, 109], Pozostaly, czwarty promotor P5
genu rpoH jest promotorem stabym. Transkrypcja
z tego promotora jest aktywowana w warunkach nie-
doboru glukozy lub w wyniku dodania etanolu do ho-
dowli bakteryjnej. Obecno$¢ cAMP i regulatorowego
biatka wigzagcego cAMP (cAMP receptor protein) jest
wymagana do efektywnej transkrypcji z tego promoto-
ra [35]. Miejsce potencjalnego wigzania biatka wigzga-
cego cAMP zostato zidentyfikowane i znajduje sie
38-39 nukleotyddw' powyzej promotora P5 [35],

Rejon -35 Rejon -10 promotor
TCTCNCCCTTGAA  13-17 pz CCCCATNTA a 32zalezny
TTGACA 16-18 pz TATAAT a “zalezny

Ryc. 1 Poréwnanie sekwencji promotoréw zaleznych od czyn-
nikéw cri a7
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Rye. 2. Schemat rejonu regulatorowego oraz kodujacego genu rpoH.

Obecno$¢ w rejonie promotorowym genu rpoH
miejsc potencjalnie wiagzacych biatko DnaA (biatko
inicjatorowe replikacji chromosomu E. coli) sugeruje,
ze transkrypcja genu rpoH moze byé regulowana
poprzez wigzanie tego biatka do DNA. In vitro,
oczyszczone biatko DnaA hamuje transkrypcje z pro-
motorow P3 i P4 [41]. Wyniki te sugerujag, ze od-
powiedZz szoku termicznego moze by¢ powigzana
z regulacjg cyklu komdérkowego.

I11-2. Regulacja translacji rpoH mRNA

Szereg wynikéw doswiadczen Swiadczy o tym, ze
wzrost syntezy <@wynika przede wszystkim ze zwiek-
szenia translacji mMRNA rpoH. Przeniesienie bakterii
z 30°C do 42°C powoduje tylko okoto dwukrotny
wzrost transkrypcji genu rpoH, natomiast ilos¢ biatka
er® wzrasta ponad dziesieciokrotnie [32]. Ponadto
maksymalny poziom syntezy a 32w komérce wyprze-
dza maksymalng akumulacje mRNA rpoH [32, 33].
Nagai i wsp. [42] wykazali, uzywajac fuzji genéw
kodujgcych <x2i P-galaktozydaze, ze po przeniesieniu
bakterii do podwyzszonej temperatury, pomimo zaha-
mowania rifampicyng aktywnosci polimerazy RNA
dochodzi do indukcji syntezy zrekombinowanego biat-
ka. Zwiekszona intensywnos$¢ translacji mMRNA rpoH
powoduje jego stabilizacje co prowadzi do podniesie-
nia stezenia mMRNA rpoH w komdrce [33, 34, 43],

Badania prowadzone w pracowniach Yury
i Gross doprowadzity do zidentyfikowania dwdch
rejonbw mRNA rpoH odpowiedzialnych za regulacje
translacji rpoH (Ryc. 2) [42, 44]. Pierwszy rejon,
zlokalizowany zaraz za miejscem startu translacji (6-20
nukleotyd), aktywuje translacje genu mRNA rpoH.
Jest on komplementarny do odcinka 16S rRNA iréw-
noczesnie podobny do szeregu sekwencji znalezionych

96

mm  miejsce wigzania biatka DnaA

CZlI miejsce wigzania biatka wigzgcego cAMP

w genach bakteryjnych i fagowych, okreslanych jako
“downstream box”, niezbednych do wysokiego pozio-
mu ekspresji genéw prokariotycznych [45-47], Sadzi
sie, ze wystepowanie tej sekwencji stymuluje translacje
poprzez stabilizacje wigzania mRNA do podjednostki
30S rybosomu [46], Delecja tego rejonu powoduje
15-krotny spadek ekspresji badanych fuzji biatkowych
(cr2—P-galaktozydaza) [48]. Drugi rejon mRNA
rpoH, zawarty pomiedzy nukleotydami 153-247, od-
powiada za represje translacji tego mRNA w 30°C.
Analiza sekwencji pokazata, ze mMRNA rpoH moze
wytworzy¢ strukture drugorzedowg zawierajagca oba
omawiane rejony oraz rejon kodonu startowego, co
w konsekwencji mogtoby doprowadzi¢ do zahamowa-
nia inicjacji translacji [42,49], Do stymulacji translacji
w wysokiej temperaturze dochodzitoby poprzez des-
tabilizacje drugorzedowej struktury mRNA. Wykaza-
nie, ze mutacje utrudniajgce powstanie drugorzedowej
struktury mRNA podwyzszajg translacje juz w 30°C
oraz nie powodujg indukcji translacji w wyniku szoku
termicznego, jest zgodne z tg hipotezg [42, 49].
Ostatnio zidentyfikowano trzeci rejon mRNA rpoH
aktywny w procesie kontroli ekspresji a 2[42, 44, 50],
Doswiadczenia pokazaty, ze w wysokiej temperaturze
kinetyka syntezy mRNA rpoH i biatka a 2jest rozna.
Pomimo wysokiego poziomu syntezy mRNA rpoH
dochodzi do represji translacji tego mRNA [51]. Taka
represja translacji nie zachodzi w szczepach niosgcych
mutacje w genach biatek szoku termicznego dnak,
dnaJ oraz grpE [50, 52]. Dalsze badania wykazaty, ze
rejon genu rpoH zawarty pomiedzy nukleotydami
364-433 (122-144 aminokwas biatka a @ od konca
N-terminalnego) uczestniczy w zahamowaniu syntezy
biatka a 2 [50], Doswiadczenia z mutacjami zmienia-
jacymi ramke odczytu w tym rejonie genu rpoH
wykazaty, ze za efekt ten odpowiada raczej sekwencja
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aminokwasowa w biatku nie za$ sekwencja nukleo-
tydowa mRNA [50]. Mozliwe, ze oddziatywanie bia-
tek DnaK, Dnal i GrpE z sekwencjg zawartg pomiedzy
122 a 144 aminokwasem syntetyzowanej podjednostki
c® prowadzi do zahamowania syntezy cr2i wzmozo-
nej degradacji niedokonczonego tancucha polipep-
tydowego. Altenatywnie, oddziatywanie biatek DnakK,
Dnal i GrpE z tym rejonem biatka a 2 moze uaktyw-
nia¢ proteazy odpowiedzialne za degradacje a 3

IVV. Stabilnos¢ biatka o3

Czynnik a 2jest biatkiem wyjatkowo niestabilnym.
Czas potowicznej degradacji wynosi ok. 1 min i nie
zalezy od temperatury hodowli bakteryjnej [32, 51,
53], Wprowadzenie do komorki plazmidu nadprodu-
kujgcego a @nie zmienia czasu potowicznej degradacji
tego biatka [53]. Ponadto wykazano, ze mutacje
w trzech genach biatek szoku termicznego, dnak, clruiJ
i grpE wydtuzajg 10-20 razy czas potowicznej de-
gradacji a2 [52, 53]. Wyniki doswiadczen genetycz-
nych sugerujg wiec, ze biatka DnaK, Dnal i GrpE,
nalezace do klasy biatek opiekuficzych, biorag udziat
w procesie degradacji a3® Uwaza sie, ze biatka te
poprzez wytworzenie kompleksu z podjednostkg a2
umozliwiajg jej efektywng proteolize [54], Sher-
man i Goldberg [55] zaproponowali analogicz-
na role biatek DnaK, Dnal i GrpE w degradacji
zmutowanej formy alkalicznej fosfatazy. Jednakze, jak
dotychczas brak danych z doSwiadczen in vitro, ktore
potwierdzatyby hipoteze bezposredniego oddziatywa-
nia kompleksu DnaK-biatko z proteazg selektywnie
degradujacag to biatko.

Biatko a 2 ulega przejsciowej stabilizacji w poczat-
kowym okresie dziatania stresu [32]. Mechanizm tej
stabilizacji nie jest poznany. Przypuszcza sie, ze stabili-
zacja a 2moze byé spowodowana wysyceniem, potenc-
jalnie oddziatujacych z a3 biatek opiekunczych
DnaK, Dnal i GrpE przez powstate w komorce
w warunkach stresowych zdenaturowane biatka lub
nieprawidtowo zestawione kompleksy biatkowe [7],
Dzieki przejsciowej stabilizacji istniejgcych w komérce
kopii biatka cr® odbywajacej sie szybciej niz proces
syntezy a3 de novo, mozliwa jest natychmiastowa
odpowiedZ komdrki na szok termiczny.

Jak dotad nie zidentyfikowano proteazy lub systemu
proteaz odpowiedzialnych za degradacje a 2 Szybka
degradacja cr® w szczepach z mutacjami w genach
kodujacych proteazy indukowane w czasie szoku
termicznego (Lon, ClpP) sugeruje, ze te zalezne od
ATP proteazy nie odgrywajg istotnej roli w proteolizie
a @ [54]. Ostatnio wykazano, ze gen ftsH, ktory jak
sgdzono zaangazowany jest w procesie podziatu ko-
morki, jest identyczny z genem hflB kodujgcym protea-
ze biorgca udziat w degradacji biatka cli bakteriofaga X
[56]. Wstepne wyniki z pracowni Bouloca suge-
rujag, ze produkt genu hflB (ftsH) moze byé¢ zaan-
gazowany w procesie degradacji cr® [110].
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V. Autoregulacja odpowiedzi szoku termicz-
nego

V-1. Biatka opiekuricze uczestniczace w regulacji
odpowiedzi szoku termicznego

Tilly i wsp. [57] wykazali, ze mutacja w genie
kodujacym opiekuncze biatko szoku termicznego
DnaK powoduje brak negatywnej autoregulacji od-
powiedzi szoku termicznego. Analogiczne wyniki uzys-
kali nastepnie inni autorzy dla mutantow w genach
dnald i grpE [52], Sugeruje to, ze przynajmniej te trzy
biatka szoku termicznego, nalezace do klasy biatek
opiekunczych, biorag udziat w procesie regulacji od-
powiedzi szoku termicznego. Sekwencja aminokwaso-
wa biatka DnaK, jednego z gtéwnych biatek induko-
wanych w czasie szoku termicznego, jest w 50%
homologiczna do sekwencji eukariotycznych biatek
nalezacych do klasy Hsp70 [58]. Delecja genu dnaK
jest mozliwa tylko w warunkach powolnego wzrostu
bakterii w pozywce minimalnej w obnizonej tem-
peraturze [59]. Mutacje w genie dnaK upo$ledzaja
takie procesy jak: transport biatek [60, 61], degradacje
biatek [52, 55], replikacje DNA E. coli, bakteriofagow
X i Pl oraz niektérych plazmidéw bakteryjnych [27,
62]. Mutacje w genach dnaJ igrpE majg podobny efekt
fenotypowy jak mutanty w genie dnaK co sugeruje, ze
produkty tych gendéw wspoétdziatajg ze sobg [27, 54].
Odtworzenie in vitro, systemow replikacji DNA bak-
teriofagow X [63, 64] i Pl [65] oraz pokazanie, ze
biatka Dnal i GrpE stymulujg stabg aktywnos$¢ AT-
Pazowg biatka DnaK [66], potwierdzito teze o wsp6t-
dziataniu pomiedzy biatkami DnaK, DnalJ i GrpE.
Doswiadczenia przeprowadzone w laboratorium Z vy -
licza [67] pokazaly, ze in vitro biatko DnaK jest
zdolne do ochrony innych enzymoéw przed inaktywa-
cjg termiczna. Réwniez w tym procesie biatka Dnal
i GrpE wspoétdziatajg z DnaK i zwigkszajg jego
zdolno$¢ do reaktywacji termicznie zinaktywowanych
enzymow [68, 69],

Wyniki genetyczne pokazujace, ze mutacje w genach
dnaK, dnaJ i grpE w ten sam sposOb upo$ledzajg
odpowiedzZ szoku termicznego oraz wykazanie wspél-
nego dziatania tych biatek w szeregu innych proceséw'
biochemicznych sugeruje, ze DnaK wspé6idziata
z Dnal i GrpE takze w czasie regulacji odpowiedzi
szoku termicznego.

V-2. Mechanizm autoregulacji odpowiedzi szoku
termicznego

Zaréwno doswiadczenia z wykorzystaniem ekstrak-
tow bakteryjnych [70] jak ioczyszczonych biatek [71,
72] wykazaty, ze biatka szoku termicznego DnaK
i DnalJ oddziatywujg z a2 Biatko DnaK wykazuje
stabe powinowactwo do a 2natomiast produkt zmuto-
wanego genu dnaK765 (mutant dnaK756 wykazuje
uposledzenie odpowiedzi szoku termicznego) nie od-
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dziatywuje z a2 [71]. Rowniez biatko DnaJ wykazuje
wysokie powinowactwo do a @ [70, 72], W obecnosci
ATP dochodzi do utworzenia trwatego kompleksu
DnaK-a3Dnal [72], Zastgpienie biatka DnaJ produk-
tem zmutowanego genu dnaJ259 (mutant upos$ledzo-
ny w odpowiedzi szoku termicznego) powoduje, ze
trojsktadnikowy kompleks DnaK-cr2DnaJ259 nie
tworzy sie. Réwnocze$nie stwierdzono, ze biatka
DnaK i DnaJ nie oddziatywujg z natywnym czyn-
nikiem a M[72], Wykazano, ze w obecnosci a Dbiatka
DnaK i DnaJ usuwajg a @z kompleksu z polimerazg
RNA [72] i w konsekwencji dochodzi do specyficznej
inhibicji transkrypcji z promotoréw gendw szoku
termicznego Btaszczak, Liberek (wyniki niepu-
blikowane). Bukau i wsp. (wyniki niepublikowane)
stwierdzili, ze obecno$¢ samego biatka DnaJ blokuje
powstawanie otwartego kompleksu (open complex)
polimerazy RNA z zaleznymi od podjednostki cr2
promotorami genéw biatek szoku termicznego. Podo-
bna reakcja nie zachodzi w przypadku promotoréw
zaleznych od a

Wyniki te pozwolity na zaproponowanie hipotezy
[7, 27, 54, 72], wyjasniajacej autoregulacje odpowiedzi
szoku termicznego przez biatka DnaK, Dnal i GrpE.
W czasie wzrostu bakterii w warunkach fizjologicz-
nych stezenie cr2 w komdrce jest niskie. Dodatkowo
obecne w komérce biatka DnaK i DnalJ oraz GrpE
obnizajg aktywnos$¢ obecnej w komérce a 2 poprzez
wytworzenie kompleksu DnaK-a3-Dnal. Podwyz-
szenie temperatury doprowadza do pojawienia sie
w komérce zdenaturowanych biatek czy tez nieprawid-
towo zestawionych komplekséw biatkowych, co zwie-
ksza zapotrzebowanie na biatka opiekuricze. Nadmiar
substratow dla biatek opiekuiiczych DnaK i Dnal
doprowadza do uwolnienia z kompleksu DnaK-a3-
DnaJ biatka a2 i jego uaktywnienia. Dodatkowo
poziom cr® wzrasta dzieki zwigkszonej transkrypcji
oraz odblokowaniu translacji W wyniku znacznego
wzrostu stezenia a® w komdrce, wzrasta synteza
biatek DnaK i Dnal, ktére z kolei zaczynajg od-
dziatywaé¢ z biatkiem a3 i powodujg jego oddyso-
cjowanie z kompleksu z polimerazg RNA. W ten
sposOb dochodzi z kolei do obnizenia transkrypcji
genow szoku termicznego. Czynnik a2 zwigzany
w kompleksie DnaK-cr3-DnaJ staje sie substratem
proteaz.

Ostatnio uzyskane wyniki sugeruja, ze oprécz od-
dysocjowania a® z kompleksu z polimeraza RNA
biatka DnaK, Dnal i GrpE moga petni¢ dodatkowa,
wazng role w regulacji odpowiedzi szoku termicznego.
Doswiadczenie prowadzone w laboratorium Zyli-
cza pokazaty, ze inkubacja holoenzymu polimerazy
RNA zawierajgcego podjednostke <x° w temperaturze
50°C prowadzi do utraty aktywnos$ci tego enzymu.
Biatka opiekuicze DnaK, Dnal i GrpE moga reak-
tywowac ten enzym w zaleznej od ATP reakcji [67,69],
Za utrate aktywnos$ci holoenzymu polimerazy RNA
odpowiada inaktywacja czynnika cr0Q, ktéry ulega
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agregacji. Ten wynik sugeruje jak moze dochodzi¢ do
wytgczenia transkrypcji z zaleznych od a @ promoto-
réw po przeniesieniu bakterii do temperatury wyzszej
niz 45°C. Biatka DnaK, Dnal, GrpE w zaleznej od
ATP reakcji katalizujg monomeryzacje czynnika a7)
Btaszczak, Liberek (wyniki niepublikowane).
Reakcja ta wymaga wysokiego stezenia biatek opie-
kuiczych, zachodzi wiec efektywnie dopiero po induk-
cji syntezy tychze bialek. Reaktywowany czynnik a @
skutecznie konkuruje z czynnikiem a 320 wigzanie do
polimerazy RNA. Uzyskane wyniki sugerujg, ze w cza-
sie wychodzenia z szoku termicznego biatka DnakK,
Dnal i GrpE nie tylko bezposrednio wptywajg na
asocjacje czynnika cr® z polimerazag RNA, ale takze
uczestniczg w reaktywacji termicznie zinaktywowane-
go czynnika a M Konsekwencjg obu procesow jest
hamowanie syntezy biatek szoku termicznego (proces
wychodzenia z szoku termicznego) (Ryc. 3).

VI. Regulacja odpowiedzi szoku termicznego
w innych bakteriach

Zsekwencjonowanie rejonéw promotorowych ge-
noéw szoku termicznego pochodzacych z r6znych bak-
terii wykazato, ze regulacja odpowiedzi szoku termicz-
nego poprzez specyficzny czynnik sigma nie jest uni-
wersalna. Istnienie specyficznego czynnika homologi-
cznego do a @ oraz odrebnych promotoréw genéw
szoku termicznego wykazano u bakterii nalezagcych do
szeregu gatunkoéw, gtownie gram ujemnych [73-75].
Czynnik a3 wyizolowany z morskiej bakterii Vibrio
harveyi wspoétdziata z polimeraza RNA pochodzaca
z E. coli w transkrypcji genéw biatek szoku termicz-
nego E. coli, co moze $wiadczy¢ o wysokiej homologii
czynnikdw' <@ w tej grupie bakterii [76], Okazato sie
jednak, ze u bakterii nalezagcych do duzej grupy,
gtéwnie gram dodatnich gatunkéw, odpowiedZ szoku
termicznego jest regulowana inaczej. W bakteriach
tych brak jest analogu cr2, a transkrypcja genéw szoku
termicznego zachodzi wytgcznie z promotorow zalez-
nych od analogu a® [77]. Zsekwencjonowanie rejo-
néw promotorowych tych gendw wykazato istnienie
9-nukleotydowej sekwencji odwrdoconych powtdrzen
(inverted repeats) zdolnej do wytworzenia struktury
szpilki do wios6w (hairpin) [78]. Sekwencje te zlokali-
zowane sg pomiedzy miejscem startu transkrypcji
a miejscem startu translacji [79]. Sam mechanizm
indukcji odpowiedzi szoku termicznego w tych or-
ganizmach nie zostat poznany, ale mozna spekulowac,
ze mozliwa jest regulacja ekspresji poprzez zmianeg
topologii DNA (lub RNA) genéw kodujacych biatka
szoku termicznego. Alternatywnie, moze istnie¢ biatko
regulatorowe wigzace sie do sekwencji odwrdconych
powtérzen, ktérego aktywnos$¢ jest modulowana w od-
powiedzi na zmiany temperatury. Ten drugi sposob
indukcji odpowiedzi szoku termicznego jest podobny
do regulacji ekspresji gendw szoku termicznego za-
chodzacej w komoérkach eukariotycznych.
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Ryc. 3. Hipotetyczny schemat udziatu opiekuriczych biatek DnaK, DnaJ i GrpE (biatka Hsp) w regulacji odpowiedzi szoku termicznego £. coli.
A. — fizjologiczne warunki wzrostu, wigkszo$¢ czasteczek polimerazy RNA wspdtdziata z czynnikiem a7; B. — podwyzszenie
temperatury ponad warto$¢ fizjologiczng, inaktywacja czynnika a 70, wzrost stezenia cr2w komaorce, zwiekszenie syntezy biatek szoku
termicznego; C. — biatka szoku termicznego DnaK, DnalJ i GrpE reaktywujg czynnik o Moraz wysycaja czynnik szoku termicznego cr3
D. — stymulowana przez DnalJ i DnaK degradacja cr® E. — reaktywacja a M oraz degradacja cr® doprowadza do zahamowania
transkrypcji genéw biatek szoku termicznego, powrét do warunkéw fizjologicznych.

VIIl. Regulacja odpowiedzi szoku termicznego
w komorkach eukariotycznych

W komorkach eukariotycznych odpowiedz na szok
termiczny jest regulowana na etapie inicjacji trans-
krypcji poprzez uaktywnienie specjalnego czynnika
transkrypcyjnego zwanego czynnikiem szoku termicz-
nego, HSF (heat shock factor) [79-81]. W komdérkach
drozdzy czynnik ten jest zwigzany z DNA, a jego
aktywacja jest wynikiem fosforylacji [82, 83]. W ko-
morkach wyzszych organizméw eukariotycznych ak-
tywacja transkrypcji nastepuje w wyniku wigzania
czynnika szoku termicznego (HSF) do sekwencji DNA
nazywanej hse (heat shock element) [80, 84-88]. Sek-
wencja hse wigzgca czynnik szoku termicznego to trzy
powtdrzenia piecionukleotydowej sekwencji w zmien-
nej orientacji [nGAAnN] [nTTCn] [nGAAnN] [89, 90].
W komodrkach drozdzy (Saccharomyces cerevisiae)
i muszki owocowej (Drosophila melanogaster) ziden-
tyfikowano tylko jeden czynnik szoku termicznego
(HSF) [91, 92]. W komdrkach innych organizmow
eukariotycznych zidentyfikowano przynajmniej dwa
(mysz, cztowiek) (HSF1, HSF2) lub trzy (pomidor,
kura) (HSF1, HSF2, HSF3) czynniki szoku termicz-
nego [93-97]. Doswiadczenia z uzyciem przeciwciat
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specyficznych do okreslonych biatek HSF pokazaty, ze
réznia sie one funkcjonalnie. Za indukcje odpowiedzi
szoku termicznego w wyniku podwyzszenia tempera-
tury lub innych czynnikéw stresowych (metale ciezkie,
analogi aminokwasow) odpowiada HSF1, natomiast
do aktywacji HSF2 dochodzi podczas specyficznych
etapdw rozwoju i réznicowania komorek [98, 99],
W warunkach fizjologicznych HSF1 wystepuje w cyto-
plazmie ijagdrze komdrkowym jako monomer. Warunki
stresowe doprowadzajg do oligomeryzacji HSF1 (tri-
mer) i fosforylacji oraz transportu HSF1 do jadra
komoérkowego [100, 101]. Trimeryczna forma HSF1
jest formg aktywna, ktéra poprzez wiagzanie do sekwen-
cji hse aktywuje transkrypcje genéw szoku termicznego.
Wszystkie znane czynniki szoku termicznego pomimo
znacznych réznic w wielkosci i tylko okoto 40%
homologii posiadajg dwie zachowane domeny. Pierw-
sza, obejmujgca okoto 100 N-koncowych aminokwa-
sow, jest homologiczna do bakteryjnych czynnikéw
sigma i odpowiada za wigzanie do DNA [92], Druga,
lezaca centralnie w biatku HSF, zawiera hydrofobowe
aminokwasy tworzace strukture suwakow leucynowych
(leucine zipper) i odpowiada za tworzenie aktywnych
trimeréw biatka HSF [102], Dodatkowa struktura
suwaka leucynowego znajduje sie na na C-koncu biatka
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HSF. Sadzi sie, ze w warunkach fizjologicznych od-
dziatywuje ona z domeng drugg co powoduje utrzyma-
nie czynnika szoku termicznego w monomerycznej,
nieaktywnej formie [103]. Drozdzowy czynnik szoku
termicznego nie posiada tej dodatkowej struktury suwa-
ka leucynowego i wystepuje w komoérce jako trimer
w warunkach fizjologicznych [83].

Nadprodukcja czynnika szoku termicznego pocho-
dzacego z komdrek eukariotycznych w bakterii E. coli
prowadzi do ekspresji aktywnej w transkrypcji, trime-
rycznej formy HSF [92, 94]. Nadprodukcja tego
samego czynnika szoku termicznego w komdrkach
eukariotycznych doprowadza do uzyskania mono-
merycznej, nieaktywnej formy HSF [92, 95]. Sugeruje
to, ze w komorkach eukariotycznych znajduje sie
dodatkowe biatko odpowiedzialne za negatywng kont-
role aktywnosci transkrypcyjnej HSF. Lindquist
i wsp. [104] zaproponowali, ze biatkiem tym jest
Hsp70 (eukariotyczny homolog bakteryjnego biatka
DnaK). W laboratorium Morimoto pokazano, ze
wyizolowane biatko Hsp70 blokuje aktywno$¢ trans-
krypcyjna in vitro ekstraktu zawierajagcego aktywny
czynnik HSF1 [105]. Wykazano rowniez oddziatywa-
nie aktywnej, trimerycznej formy HSF1 z biatkiem
Hsp70 [105]. Morimoto [15, 16, 105] zapropono-
wal, ze wigzania biatka Hsp70 do HSF jest jednym
z czynnikéw utrzymujacych HSF w nieaktywnej, mo-
nomerycznej formie. Podniesienie temperatury ponad
wartos¢ fizjologiczng prowadzi do pojawienia sie zde-
naturowanych lub tez nieprawidtowo zwinietych, nie-
aktywnych biatek i komplekséw biatkowych, kon-
kurujgcych z HSF o wigzanie z Hsp70. Oddyso-
cjowanie Hsp70 z kompleksu z HSF umozliwia jego
trimeryzacje iaktywuje zdolno$¢ wigzania do DNA, co
w efekcie doprowadza do zwiekszonej syntezy Hsp70
oraz innych biatek szoku termicznego. Wzrost pozio-
mu Hsp70 w komdérce przywracatby oddziatywanie
pomiedzy Hsp70 i HSF co mogtoby doprowadza¢ do
inaktywacji HSF i wytaczenia odpowiedzi szoku ter-
micznego.

VIIl. Podsumowanie

Odpowiedz szoku termicznego jest charakterystycz-
na dla wszystkich organizmoéw, a wzrost stezenia
biatek szoku termicznego zachodzi w wyniku podwyz-
szenia transkrypcji gendw szoku termicznego. Pomi-
mo rdoznic w mechanizmie indukcji transkrypcji genéw
hsp pomiedzy komdrkami eukariotycznymi a bakterig
E. coli wydaje sig, ze rola biatka Hsp 70 w negatywnej
autoregulacji odpowiedzi szoku termicznego jest po-
dobna w komdérkach obu rodzajéw. Dalsze badania
roli biatek Hsp70 w autoregulacji odpowiedzi szoku
termicznego u eukariota, a szczegélnie uwzglednienie
w tych badaniach udziatu ostatnio zidentyfikowanych
eukariotycznych homologéw biatek Dnal i GrpE
[106, 107], powinny doprowadzi¢ do petnego zro-
zumienia roli Hsp 70 w modulacji aktywnosci trans-
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krypcyjnej czynnika szoku termicznego.
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Struktura i1 wtasciwosci czynnika transkrypcyjnego

[HTA Xemaevis

Structure and properties of transcription 1A from

Xenopus laevis

ELIZA WYSZKO1

MIROSLAWA Z. BARCISZEWSKA?2

Spis tresci:

=

Wprowadzenie

2. Charakterystyka czynnika transkrypcyjnego

IIA Xenopus laevis

Oddziatywanie TF I11A Xenopus laevis z genem 5S rRNA
Oddziatywanie TF I1l1A Xenopus laevis z 5S rRNA
Czynniki transkrypcyjne typu TF I1IA

z innych organizméw

o s w

Wykaz stosowanych skrotow: 55 rRNA — rybosomalny
RNA o statej sedymentacji 5S; TF IIIA —czynnik transkryp-
cyjny IHHA; ICR — wewnatrzny region promotorowy genu
5S rRNA (ang. internat control region); 7S RNP — kompleks
TF IIIA/5S rRNA o statej sedymentacji 7S (ang. 7S ribonuc-
leoprotein particie); pz — pary zasad; aa—aminokwas, m.cz
— masa czasteczkowa.

I Wprowadzenie

W komdrkach eukariotycznych transkrypcja genoéw
w jadrze przebiega przy udziale trzech polimeraz
RNA; poi I, poi Il, poi Ill. Katalizujg one wydtuzanie

Tabela 1
Charakterystyka polimeraz RNA eukariontow

Polimeraza Lokalizacja
poi | jaderko
poi Il nukleoplazma
poi 1l nukleoplazma

1Mgr, 2doc. dr hab w Instytucie Chemii Bioorganicznej
PAN, ul. Noskowskiego 12,61-704 Poznan
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Udziat w transkrypcji

rRNA (18S, 5.8S, 28S)
mRNA Sn RNA

tRNA, 55 rRNA, 7SL RNA

Contents:

1 Introduction
2. Characterization of Xenopus laevis transcription
factor I11A
3. Interaction of Xenopus laevis TF I11A with 5S rRNA gene
4. Interaction of Xenopus laevis TF IHIA with 55 rRNA
5. TF Il1A-type transcription factors from other sources

tancucha RNA na matrycy DNA. Sa to biatka o duzej
masie czasteczkowej (np m.cz. poi Il zdrozdzy — 650
kD) zbudowane z kilku polipeptydéw. Polimerazy I, Il
i Il rézniq sie strukturg, lokalizacja i funkcjg w trans-
krypcji genomu jadrowego. Charakteryzujg sie tez
odmienng wrazliwoscig na ot-amanityne, znany in-
hibitor procesu transkrypcji (Tab. 1. Polimeraza
I RNA katalizuje transkrypcje genéw rybosomalnych
kwasOw rybonukleinowych (18S, 5.8S, 28S rRNA).
Polimeraza Il bierze udziat w transkrypcji genéw
kodujacych biatka (MRNA ang. messenger RNA), oraz
niektorych gendéw niskoczasteczkowych jadrowych
RNA (ang. snRNA - smali nuclear RNA). Polimeraza

Aktywno$¢ w obecnosci
genow oc-amanityny

niewrazliwa
inhibicja przy 10-* M

inhibicja przy 10-6 M

Il katalizuje synteze tRNA, 5S rRNA, wirusowych
RNA iniektérych niskoczasteczkowych RNA (Tab. 2).
Mechanizm transkrypcji wymaga swoistych biatek,
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Tabela 2.

Charakterystyka produktéw transkrypcji genéw przebiegajacej z udziatem polimerazy Il RNA [55]

Wiasciwosci

Produkt
tRNA udziat w syntezie biatka, inne
5S rRNA sktadnik duzej podjednostki rybosomu
U6 snRNA

RNA RNazy P
RNA RNazy P

RNA telomerazy

udziat w sktadaniu pre-mRNA (splicing)
udziat w dojrzewaniu 5'-korica tRNA
udziat w tworzeniu starter6w dla syntezy
mitochondrialnego DNA

sktadnik telomerazy

7SL RNA udziat w translokacji biatek

U3 snRNA udziat w dojrzewaniu pre-rRNA

Y scRNA sktadnik Ro scCRNP

7SK RNA nieznana

VRNA nieznana

G8 RNA nieznana

Ekson 1 Myc nieznana

VA RNA udziat w selektywnej translacji wirusowego RNA
EBER RNA nieznana

HVP RNA nieznana

Zrédio

wszystkie organizmy
wszystkie organizmy
wszystkie organizmy
cztowiek, drozdze
cztowiek, szczur, mysz

Tetrahymena
wszystkie organizmy
rosliny

cztowiek

cztowiek

szczur, zaba
Tetrahymena
cztowiek
adenowirus
Epstein-Barr Virus
Herpes Virus

tzw. czynnikéw transkrypcyjnych rozpoznajacych spe-
cyficzne sekwencje promotorowe genéw. W przeci-
wienstwie do genow klasy | i Il, ktorych sekwencje
promotorowe zlokalizowane sg przed miejscem startu
transkrypcji w niekodujgcym regionie 5°, geny klasy 111
posiadajg w wiekszosci promotory wewnetrzne (ang.
internal control region, ICR), stanowigce cze$¢ sekwen-
cji kodujacej. Sktadajg sie one zdwach, oddalonych od
siebie odcinkéw oligonukleotydowych (ang. box), roz-
dzielonych sekwencja tacznikowg. W przypadku ge-
now tRNA, 7SL i matych wirusowych RNA nazwane
sg one blokami A i B. Natomiast w genach 5S rRNA
okre$lane sg jako bloki A i C ze wzgledu na brak
homologii pomiedzy sekwencjami fragmentéw B i C.
W transkrypcji genéw 5S rRNA Xenopus laevis uczest-
niczg trzy czynniki transkrypcyjne I11A, 111B i HIC. Ich
nazwy odzwierciedlajg kolejno$¢ wyptywu biatka z ko-
lumny wypetnionej fosfocelulozg [1]. Czynniki TF
A i TF 1IC wplywaja na stabilno$¢ kompleksu
transkrypcyjnego [2], natomiast TF I11IB umozliwia
swoiste oddziatywanie polimerazy IIl z genem [3]
(Ryc. 1). Pierwszym i jak dotychczas najlepiej po-
znanym eukariotycznym czynnikiem transkrypcyjnym
jest TF 111A zaby szponiastej Xenopus laevis (TF 11 A
X.1.). Znana jest sekwencja genu kodujgcego TF 111A
[4] oraz jego sekwencja aminokwasowa. Na podstawie
charakterystycznego utozenia cystein i histydyn zasu-
gerowano w 1985 r. istnienie nieznanego woéwczas
elementu budowy biatek tzw. palca cynkowego, od-
powiedzialnego za wigzanie kwaséw nukleinowych
[6]. Wykazano jego zdolnosé do wigzania DNA jako
czynnika transkrypcyjnego oraz niezwykle rzadka
wiasciwosé tworzenia kompleksow z 5S rRNA. Jest to
jedno z nielicznych biatek oddziatujgcych zaréwno
z DNA jak i RNA. Innymi biatkami nalezacymi do tej
grupy sa np. T4 DNA polimeraza, kluczowe biatko
replikacji fagowego DNA, rozpoznajgce rdwniez selek-
tywnie mRNA oraz biatko jagdrowe oczyszczone z ko-
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5SDNAI

TFIIIA

5S DNA TFIIA
R— TFIIIC

5S DNA TFIIIA TFIlIC

* TF1IB)
5S DNA TFIHA TFHIC TFIIB

* pollll

5S DNA TFIIIA TFIHIC TFHIB poili

Ryc. 1 Schemat tworzenia aktywnego kompleksu transkrypcyj-
nego genu 5S rRNA.

moérek HelLa, hnRNP-U/SAF-A oddziatujace zjedno-
niciowym DNA i syntetycznymi homorybopolinuk-
leotydami [6, 7], Podobnie biatko EBER 1wirusa EBV
petni istotna funkcje w replikacji DNA wirusa i od-
dziatuje z RNA miedzy innymi z elementem TAR
wirusa HIV [8],

Il. Charakterystyka czynnika transkrypcyjnego
IHIA Xenopus laevis

W genomie Xenopus laevis wystepujg dwie rodziny
genéw 5S rRNA, ktére ulegaja ekspresji na réznych
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etapach rozwoju. Sg to oocytowo specyficzne geny 5S
rRNA (20.000 kopii/haploidalny genom) oraz grupa
somatycznych gendw 5S rRNA (400 kopii/haploidal-
ny genom). Geny te ulegajg ekspresji w oocytach,
natomiast w komdrkach somatycznych syntetyzowa-
ny jest tylko somatyczny 5S rRNA. Poczatkowo,
wysoki poziom transkrypcji oocytowego 5S rRNA
stopniowo maleje w trakcie oogenezy. Efekt ten prébo-
wano ttumaczyé obnizeniem stabilno$ci kompleksu
transkrypcyjnego oocytowego genu 5S rRNA lub tez
malejagcym stezeniem czynnika transkrypcyjnego 111A
w oocytach. Obecnie znane sg inne dowody wskazuja-
ce, ze histon HI jest odpowiedzialny za zréznicowang
ekspresje genow 5S rRNA u Xenopus. Biatko to
tworzagc kompleksy z DNA modyfikuje strukture
nukleosomu i w ten spos6b uniemozliwia transkrypcje
oocytowych gendw 5S rRNA. Histon HI wykazuje
preferencje do sekwencji nukleotydowych bogatych
w A+ T. Sekwencje oskrzydlajgce oocytowe geny 5S
rRNA charakteryzuja sie wysoka zawartoscig A+ T
ok. 76%. Taki mechanizm transkrypcji 5S rRNA
potwierdza réwniez fakt, ze podczas wczesnych sta-
diéw rozwojowych Xenopus nie znaleziono histonu H 1
w chromatynie. Wydaje sie oczywiste, ze histony
wywierajg decydujacy wptyw na transkrypcje. Niezale-
znie od stezenia czynnikow transkrypcyjnych w chro-
matynie histon HI hamuje transkrypcje oocytowych
genéw 5S rRNA [9-11].

Okazato sie, ze u zaby szponiastej istniejg dwie
formy TF IIIA: oocytowa (O-TF 111A) oraz somatycz-
na (S-TF II1A). Biatko specyficzne dla oocytéw ak-
tywuje transkrypcje oocytowego 5S rRNA podczas
catego procesu oogenezy. We wczesnym jej etapie
w komorce znajduje sie 1012 czasteczek TF Il A, co
stanowi okoto 10% wszystkich biatek. Poprzez od-
dziatywanie z 5S rRNA, TF 111A zapewnia takze
akumulacje tej czasteczki w postaci 7S RNP [12, 13].
Niski poziom transkrypcji somatycznego 5S rRNA
w embrionach i dojrzatych tkankach odpowiada nie-
wielkiemu stezeniu S-TF Il A w komérkach. Biatko to
ma identyczne wiasciwosci immunologiczne z O-TF
1A, leczjego masa czasteczkowa jest 0 2000 dalton6w
wieksza. Oba polipeptydy kodowane sg przez ten sam
gen, a r6znica w wielkosci tych biatek jest spowodowa-
na rozpoczeciem translacji O- i S-TF 111A z dwdch
miejsc inicjacji oddalonych od siebie 0 66 nukleotydow
[14]. Dodatkowe 22 aminokwasy przy korficu amino-
wym biatka nie wptywajg na jego oddziatywanie z 5S
rRNA czy 5S DNA. Podobny sposob regulacji eks-
presji genow opisano dla genu amylazy ssakéw [15].
Z badan genomowego DNA Xenopus laevis wynika, ze
gen kodujacy TF IIIA wystepuje w jednej kopii na
haploidalny genom [4].

TF 111A Xenopus laevis jest biatkiem monomerycz-
nym o m.cz. okoto 40 kD, zbudowanym z 344 amino-
kwaséw. Mozna w nim wyrdzni¢ dwie domeny: jedna
przy koricu aminowym (domena N), decydujgca o spe-
cyficznym oddziatywaniu z kwasami nukleinowymi
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Ryc. 2. Schemat przedstawiajgcy oddziatywanie TF INA z DNA.

idruga przy koncu karboksylowym (domena C), ktéra
bierze udziat w aktywacji transkrypcyjnej genu 5S
rRNA rozpoznajgc inne sktadniki kompleksu trans-
krypcyjnego. Jest ona zaangazowana w bezposrednie
oddziatywania z czynnikiem transkrypcyjnym HIC,
ktory bezTF 111 A nie wigze si¢ zgenem 5S rRNA [2, 5]
(Ryc. 2. w domenie N TF IIIA, pomiedzy amino-
kwasami 13-276, znajduje sie dziewie¢ podobnych
odcinkéw o dtugosci okoto 30 aminokwaséw, tworzg-
cych tzw. palce cynkowe, w ktérych wystepujg charak-
terystycznie powtarzajgce sie pary cystein i histydyn
(Ryc. 3). Czasteczka TF IIIA moze zwigza¢ 7-11
kationdw cynku [5], Kazdy jon cynku koordynowany
jest przez dwie histydyny i dwie cysteiny (Cys2His2).
W oddziatywania te zaangazowane sg atomy azotu
grup imidazolowych histydyn oraz atomy siarki grup
tiolowych cystein [16].

TF 111 A zawiera 9 palcow cynkowych typu Cys2His2
0 uogdlnionej sekwencji aminokwasowej: (Tyr, Phe)-
-X-Cys-X2_4-Cys-X3-Phe-X5-Leu-X2-His-X3_4-
-His-X2_6, gdzie X moze by¢ dowolnym aminokwa-
sem [5, 17] (Ryc. 4). Palce cynkowe potgczone sg
krotkimi sekwencjami tgcznikowymi o diugosci 5-8
aminokwaséw. W TF IlIIA majg one rozny skiad
aminokwasowy z wyjatkiem dwoch  osekwencji
Thr-Gly-Glu-Lys (TGEK), wystepujacych miedzy
trzema pierwszymi palcami. Przypisuje sie im specyfi-

1 8 13 17 23 26 30
MGEKALPVVYKR - ~
~ © 1 © S FAD©GAA® NKNWK® Q*A®LC*K® 37

TGEK®™ POPOK EE GO EKGOT SLHHOT * R®S L * T® 67

TGEK* N© T© DS D GO© DLR®T TKA NMK®* K®F NRF® 98

NIKICV®V©HFEN®G GKA®KKHNQ®K®*V®O0F™*SsS® 129

P© E© P HE GO© DKR©S L P SROK *R®
AG--*- © PO KKDDS©®© S© VGKTW T® Y L K® V AEC® 188
QD - - * LAVO - - D V© N R K© R H K 0Y© R *D®

E KERT Ve L© P R D

1

2

3

4

5 ToOOL*
6

7

8 G© DRS® TTAFN © R *S® I1Q S
9

EEQR™* PO VO EHAGO GKCO®A MK K S©OE * R®S V * V® 276

DPEKRKLKEKCPRPKRSLASRLTGYIPPKS SKETZKNA 311

SVSGTEKTDS SLVKNEKPSGTETNGSLVLDKLTI1AQ 344

Ryc. 3. Sekwencja aminokwasowa czynnika transkrypcyjnego 111A
z oocytow Xenopus laeris. Regiony powtarzajace sie sg
ponumerowane 1-9 po lewej stronie ryciny, numery po
prawej stronie oznaczajg kolejno$¢ aminokwaséw. State
aminokwasy zaznaczone sg kétkami, zmienne pozycje s3
oznaczone gwiazdkami, a miejsca wolne w sekwencji kres-
kami. Numeracja nad rycing odnosi sie do pozycji amino-
kwaséw w domenach palcéw cynkowych.
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(Tyr, Phe)-X-Cys-X24Cys-X3Phe-X5Leu-X2His-X34His-X26

Ryc. 4. Schemat struktury palcéw cynkowych TF 111A przed-
stawiajgcy petle utworzong wokét tetraedrycznie zwigzane-
go kationu cynku, gdzie koétkami zaznaczone sg state
aminokwasy Cys, His, Tyr, Asp, Phe, Leu.

czny udziat w oddziatywaniach z DNA w duzej
bruzdzie [18].

Analiza struktury wielu pézniej poznanych biatek
pozwolita na wyro6znienie kilku innych typéw palcéw
cynkowych (Tab. 3). Nalezg do nich oprécz Cys2His2,
takze Cys2Cys2, Cys6, Cys3HisCys4, Cys2HisCys.
Réznig sie one gtownie liczbg cystein lub histydyn
zaangazowanych w wigzanie cynku. Palce cynkowe
sg statym elementem strukturalnym eukariotycz-
nych biatek regulatorowych np. Spl, receptoréw hor-
monéw sterydowych, biatka Kriippel, ADR1, czy
Krox-20.

Na podstawie widm magnetycznego rezonansu jad-
rowego (NMR) stwierdzono, ze palce cynkowe zbudo-
wane sg z helisy a, w ktérej znajdujg sie dwie histydyny
oraz z utozonej antyrownolegle struktury daszkowej
(@ zawierajgcej dwie cysteiny. Struktura tego motywu
utrzymywana jest przez kation cynku zwigzany koor-
dynacyjnie z tymi aminokwasami (Ryc.5) [19].

Tabela 3.
Typy palcow cynkowych [56]

I11. Oddziatywanie TF IIIA Xenopus laevis
z genem 5S rRNA

TF 111A inicjuje tworzenie kompleksu transkrypcyj-
nego w wyniku specyficznego wigzania z fragmentem
genu strukturalnego okreslanym jako wewnetrzny
region kontroli (ang. internal control region, ICR).
Topografie oddziatywania TF 111A z ICR badano za
pomoca ograniczonej hydrolizy nukleazami, dichroiz-
mu kotowego (CD), spektroskopii NMR, oraz analizy
rentgenograficznej kompleksédw biatka z dwuniciowy-
mi oligonukleotydami. Pokazano, ze czynnik trans-
krypcyjny Il A oddziatuje z fragmentem okoto 50 par
zasad w regionie promotorowym. Za pomocg hydro-
lizy kompleksu DNA TT IIl A DNazg | wykazano, ze

NH,

COCH

Ryc. 5. Schemat trzeciorzegdowej struktury palca cynkowego typu
Cys,His, (opis patrz tekst).

Typ palca Biatko Wiasciwosci
cynkowego
Cys2His2 ADR1 Regulacja syntezy dehydrogenazy alkoholowej u drozdzy (2 palce cynkowe).
ATBF1 Czynnik wiazacy sekwencje enhancerowe bogate w pary A-T genu a-fetoproteiny
ludzkiej (17 palcow cynkowych).
Evi-1 Produkt protoonkogenu Evi-1 (10 palcéw cynkowych).

hunchback (hb)
Krippel (Kr)
Krox-20 (ERG2)

Produkt genu hunchback regulujgcego segmentacje u Drosophila.
Produkt genu Kriippel regulujagcego segmentacje u Drosophila.
Produkt genu wczesnej odpowiedzi na sygnaty mitogenne i stymulujace réz-

nicowanie (3 palce cynkowe).

Spl Czynnik transkrypcyjny wigzacy sekwencje bogate w G (GC-boxes) (3 palce
cynkowe).
TFIIA Czynnik transkrypcyjny genéw 5S rRNA (9 palcéw cynkowych).

ZFY Udziat w spermatogenezie i rozwoju embrionalnym (kodowany przez chromosom
Y) (13 palcow cynkowych).

Cys2HisCys NCP Biatko nukleokapsydu retrowirus6w uczestniczace w tworzeniu dimeréw genomu
wirusowego oraz inicjacji odwrotnej transkrypcji.
CysXys2 GR Receptor glukokortykoidu.
ER Receptor estrogenu.
Cys6 GAL4 Drozdzowy czynnik regulujacy ekspresje genéw kodujacych enzymy metabolizujace
galaktoze.
Cys,HisCys4 bmi-1 Produkt genu bmi-1 Mo-MuLV (Moloney Murine Leukemia Virus).
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sg to nukleotydy 45-95 nici kodujgcej i nukleotydy
45-97 nici niekodujacej. Ni¢ kodujgca DNA w obrebie
miejsca wigzania TF Il A jest prawie catkowicie
ostaniana przez biatko, natomiast na nici niekodujgcej
wystepujg 2 krotkie regiony, trawione DNazg | oraz
3fragmenty ostaniane przez TF I11A. Sg tu nukleotydy
49-58 (box A), 65-71 (tgcznik-1) oraz, 78-88 (box C)
regionu promotorowego [20], Palec cynkowy 9 znaj-
duje sie przy koncu karboksylowym wigze sie przy
koncu 5’ ICR (box A), a palec cynkowy 1znajdujacy sie
przy kofAcu aminowym oddziatuje z DNA przy koncu
3" ICR (box C) [5, 21].

Widma CD wskazuja, ze DNA w miejscu wiazania
zTF 1A przyjmuje konformacje posrednig pomiedzy
formami A i B DNA [22].

W oparciu o zaobserwowang okresowos$¢ sekwencji
DNA (X-C-X-G-G-X-Py-X-G-G-Pu) oraz powtarza-
jace sie elementy struktury biatka (palce cynkowe)
zaproponowano modele budowy przestrzennej kom-
pleksu TF IIIA z DNA (Ryc. 6). Model | (Ryc. 6a)
zaktada, ze TF Il11A oplata helise DNA 1, a kazdy palec
cynkowy oddziatuje z 5 parami zasad w duzej bruzdzie
DNA 1. W modelu 1l (Ryc. 6b) biatko utozone jest
réwnolegle do osi helisy DNA, a poszczegdlne palce
cynkowe oddziatujg z guanozynami znajdujagcymi sie
po przeciwnych stronach helisy w duzej bruzdzie DNA
[23]. Na poparcie modelu Il wskazujg wyniki hydro-
lizy nukleazami kompleksu TF II1A/55 DNA. Tylko
jedna strona helisy jest dostepna dla enzyméw i czyn-
nikdw modyfikujacych podczas gdy druga jest ostania-
na przez biatko [23]. W modelu Il (Ryc. 6¢) palce

Model |

L("()UH

Model 1V
| 9-7 i 6 |5 |4 | 3-1 |

|
‘COOH

Ryc. 6. Modele oddziatywania TF I11A z DNA. (opis patrz tekst)
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cynkowe 1-3 wigza sie z blokiem C (box C) promotora
w duzej bruzdzie DNA. Wykazano, ze 90% energii
wigzania 5S DNA z TF IllA pochodzi wkasnie z od-
dziatywan 3 pierwszych palcédw cynkowych [24],
a usuniecie pozostatych 6 palcow cynkowych nie
zmienia zasadniczo specyficznosci wigzania biatka
z DNA [20]. Usuniecie fragmentu ICR od 80 do 97
nukleotydu catkowicie hamuje tworzenie kompleksu
TF IIIA z genem 5S rRNA. Mutacje nukleotydéw
w pozycjach 81, 85, 86, 89 i 91 w znaczacy sposob
redukujg zdolno$¢ oddziatywania TF I11A z genem 5S
rRNA [25]. Palce 7-9 wigzg sie z blokiem A (box A)
w duzej bruzdzie promotora, palec 5 wigze sie z sek-
wencja tacznikowg (1) w duzej bruzdzie natomiast
palce 4 i 6 uktadajg sie w poprzek matej bruzdy tgczacej
poszczeg6lne bloki promotora [26, 27], Delecje tych
fragmentow ICR nie wywotujg podobnego efektu jak
usuniecie bloku C, ajedynie ograniczone oddziatywa-
nie obu sktadnikéw kompleksu [28]. Model 1V (Ryc.
6d) opiera sie na zatozeniu, ze kompleks TF IIIA/5S
DNA nie ma statej symetrii. Wystepuja w nim 2 typy
oddziatywan palcow cynkowych z DNA; skrajne palce
cynkowe (1-3, 7-9) oplataja helise DNA, natomiast
wewnetrzne palce (4-6) utozone sa wzdtuz osi helisy
DNA [29],

Rozwigzanie  struktury  krysztatlu kompleksu
Zif268/DNA pozwolito doktadnie pozna¢ mechanizm
oddziatywania palcéw cynkowych typu Cys2His2
z DNA. Biatko wyizolowane z myszy, Zif 268 oplata
DNA wzdtuz duzej bruzdy. Helisy a kazdego z trzech
palcéw cynkowych tego polipeptydu oddziatujg z trze-
ma parami zasad w duzej bruzdzie formy B DNA [30,
31], poprzez tworzenie wigzan wodorowych pomiedzy
tafnicuchami bocznymi arginin i guaninami. Natomiast
tancuchy boczne arginin, histydyn i seryn pochodzace
ze struktury @3 palcéw cynkowych oddziatuja z tan-
cuchem fosforanowo-cukrowym DNA. Palec cynkowy
znajdujacy sie przy koncu karboksylowym Zif 268
oddziatuje z DNA przy koficu 5, natomiast z regionem
3' DNA oddziatuje palec cynkowy przy korficu amino-
wym [31]. Poniewaz Zif 268 ma duzg homologie do
sekwencji aminokwasowej trzech pierwszych palcéw
cynkowych TF IIl1A Xenopus laevis, mozna przypusz-
cza¢, ze ich oddziatywania z 55 DNA sag bardzo
podobne.

IV. Oddziatywanie TF IIIA Xenopus laevis
z 55 rRNA

Jak juz wspomniano wczeéniej TF I11A oddziatuje
specyficznie nie tylko z genem 5S rRNA ale réwniez
z produktem jego transkrypcji tworzac kompleks
biatkowo-nukleinowy (RNP) o statej sedymentacji 7S.
Wystepuje on w duzych ilosciach w niedojrzatych
oocytach [32]. Kompleks ten jest prawdopodobnie
formg przechowywania 5S rRNA, az do momentu
utworzenia rybosomu [12,13]. TF II1A wigze 5SDNA
i 5S rRNA ze zblizonym powinowactwem, a stata
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dysocjacji kompleksu (Kd wynosi okoto 1 nM [32],
Czasteczka 7S RNP zawiera 2 silnie zwigzane kationy
cynku, ktérych nie mozna usungé przy pomocy EDTA
[33]. Z wynikéw ograniczonej hydrolizy kompleksu TF
IIIA/5S rRNA rybonukleazami wynika, ze TF Il1A
oddziatuje z dwiema domenami RNA utworzonymi
przez; helise li/petle B i helise 1V/petle E/helise V [34].
Przy czym silniejsze oddziatywania zaobserwowano
blizej koAca 5 miejsca wigzania TF IIIA z 5S rRNA,
natomiast w przypadku 5S DNA silniejsze wigzanie
wykazano dla 3'-kofAcowego fragmentu ICR [24, 35].
Wiele danych wskazuje, ze helisa Il i petla B5S rRNA sg
gtownym regionem oddziatywan z TF IIIA [34]. 5S
rRNA z kietkéw pszenicy, somatyczny 5S rRNA Xeno-
pus laevis i mutanty oocytowego 5S rRNA Xenopus
laevis, posiadajace petle B o sekwencji identycznej
zsomatycznym 5S rRNA, wykazujg wieksze powinowa-
ctwo do TF IH1A niz oocytowy 5S rRNA dzikiego typu
[34, 36]. Zauwazono, ze delecje wypetlonych nukleo-
tydow (A49, A50, C63 w helisie Il i A83 w helisie 1V) 5S
rRNA nie majg zdecydowanego wptywu na ich wigzanie
do TF I11A [37]. Mutacje w petlach C, D i E réwniez nie
zmieniajg sity wigzania TF 111A z 5S rRNA. Swiadczy to
0 tym, ze konserwatywne nukleotydy oraz konformacja
tych regionéw nie sa warunkiem wystarczajacym dla
rozpoznawania RNA przez TF IlIA. Inni autorzy
utrzymuja, ze fragmenty helikalne (I, 111, V) 5S rRNA sg
niezbedne dla tworzenia specyficznych oddziatywan
z TF HIA [38]. Sekwencja CCUGG wystepujaca
w dwéch kopiach rozdzielonych 11 nukleotydami w he-
lisach IV iV nie jest istotna dla wigzania TF Il11A z 5S
rRNA pomimo, duzej roli tych nukleotydéw w ICR
genu 5S rRNA [39-42]. Wydaje sie jednak, ze struktura
helis 1l i V jest krytyczna dla wigzania TF IIIA
1 niezaleznie od sekwencji region ten jest elementem
rozpoznawanym przez biatko [40],

Interesujacy efekt zaobserwowano po wprowadze-
niu mutacji w petli A 5S rRNA. Stanowi ona kluczowe
miejsce w strukturze 5S rRNA bedac miejscem roz-
gatezienia dwoch gtéwnych domen czasteczki [43],
Zauwazono, ze mutacje w tym regionie wywotuja
zmiany w strukturze 5S rRNA redukujac jego powino-
wactwo do TF IIIA [43].

Z dotychczasowej analizy mutantéw 5S rRNA oraz
fragmentéw TF II1A wynika, ze palce cynkowe 1,
2 i3 oddziatuja z helisg 1V, palce 4,5i6z helisg I, 11 iV,
a palce cynkowe 7, 819z helisg Ill (Ryc. 7). Wydaje sig,
ze specyficznos¢ wigzania warunkujg $Srodkowe palce
TF A tj. 4, 50 6. Sz6sty palec cynkowy odgrywa
szczeg6lng role lokujac sie w rejonie petli A taczacej
helisy I, Il i V [44]. Natomiast usuniecie palcow
cynkowych 819 nie zmienia oddziatywania z 5S rRNA
[24, 45]. Wydaje sig, ze TF IIIA w inny spos6b
rozpoznaje 5S rRNA igen 5S rRNA.

Badajgc oddziatywania TF I11A Xenopus laevis z 5S
rRNA réznych organizmoéw eukariotycznych, eubak-
teryjnych i archebakteryjnych wykazano, ze elementy
struktury 55 rRNA (w tym rdéwniez trzeciorzedowa
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struktura 5S rRNA), a nie homologia sekwencji sg istotne
w oddziatywaniach 5S rRNA z TF IIIA [34, 36, 46],
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Rye. 7. Struktura drugorzedowa 5S rRNA oocytéw Xenopus laevis.
Cyframi rzymskimi (1-V) oznaczone sg helisy, literami (A-E)
petle. Ponadto zaznaczono region oddziatywania 5S rRNA
z TF 111A na szaro, oraz rozmieszczenie kolejnych palcow
cynkowych TF Il A Xenopus laevis ZF 1-9 (ZF — ang. hinc
Jinger) podczas tworzenia kompleksu z 5S rRNA.

V. Czynniki transkrypcyjne typu TF IIIA
z innych organizmow

Z poréwnania sekwencji aminokwasowych TF IIIA
roznych organizmdw wynika, ze czynnik transkrypcyj-
ny typu TF IIIA nie jest biatkiem konserwatywnym
(Tab. 4). Podobienstwo biatek Xenopus laevis i Xeno-
pus borealis wynosi 84%, a Xenopus laevis i Rana
catesbeiana — 63% [47]. TF Il1A rodzajéw Xenopus
i Rana roznig sie gtownie sekwencjg aminokwasowg
domen C, inne sg ich wiasciwosci immunologiczne
i zdolno$¢ wigzania promotora 5S rRNA przez te
biatka [47, 48],

Z Saccharomyces cerevisiae wyizolowano gen kodu-
jacy TF II1A (Tab. 5). Biatko o m.cz. 51 kD otrzymane
in vitro wigze specyficznie ICR drozdzowego genu 5S
rRNA. Natywne biatko z drozdzy, obserwuje sie na
zelach poliakrylamidowych z SDS w postaci dwéch
pasm odpowiadajagcych masie czasteczkowej 51 kD
i 48 kD. RoOznice w wielkosci miedzy nimi mogg by¢
wynikiem potranslacyjnej modyfikacji lub czesciowej
proteolizy biatka. Gen TF IIIA Saccharomyces cervi-
siae wystepuje w jednej kopii i pozbawiony jest intro-
now w przeciwienistwie do genu TF IIIA Xenopus
laevis, ktdry zawiera 8 introndéw. Czynniki transkrpy-
cyjne I11A drozdzy i Xenopus laevis r6znig sie znacznie
miedzy soba. TF IIIA Saccharomyces cerevisiae ma
domene N wiekszg niz TF IIIA Xenopus laevis. Oba
czynniki transkrypcyjne majg 9 palcéw cynkowych,
z tym, ze odlegtosci medzy Cys-Cys, His-His i His-Cys
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Tabela 4.

Poréwnanie witasciwosci TF Il A rodzajéow Xenopus i Rana

Stymulacja transkrypcji
genu 55 rRNA X.b. in vitro

Tworzenie kompleksu z
genem 5S rRNA X.I.

Zrédto TF 1IIA Wielkos¢ Tworzenie Wigzanie
7S RNP przeciwciat
dla TFIITA X.F
Xenopus laevis ~ 40 kDa + +
Xenoppus borealis ~ 40 kDa +/-
Rana catesbeiana ~ 40 kDa + —
Rana pipiens ~ 40 kDa + —

nie sg takie same. Ponadto, w drozdzowym TF IIIA
miedzy palcem 8 i 9 wystepuje 8l-aminokwasowy
fragment o nieznanej jak dotychczas funkcji. R6znice
w sktadzie aminokwasowym i wielkosci dotyczg takze
domen C tych biatek, warunkujgcych ich wtasciwosci
transkrypcyjne TF 11l A Saccharomyces cerevisiae nie
oddziatuje z genem 5S rRNA Xenopus laevis, nato-
miast TF I1lI1A Xenopus laevis charakteryzuje sie
100-1000 razy stabszym powinowactwem do genu 5S
rRNA drozdzy [49, 50].

Tabela 5.

méw wyzszych. Te biatka poprzez specyficzne od-
dziatywania z kwasami nukleinowymi petnig istotne
funkcje regulatorowe w komdrkach. Przypuszcza sie,
ze pochodzg one od pierwotnego peptydu zawierajgce-
go tylko jeden palec cynkowy, ktéry zostat zwielokrot-
niony na drodze rearanzacji gendéw. Duza ilo$¢ palcow
cynkowych powinna wpitywaé na wieksza specyficz-
no$¢ w rozpoznawaniu kwasdéw nukleinowych. Ukta-
dy transkrypcyjne, w ktérych zaangazowane sg czyn-
niki biatkowe moga rozpoznawaé¢ bardzo duzg liczbe

Poréwnywanie witasciwosci TF II1A Xenopus laevis, Saccharomyces cerevisiae

Wiasciwosci TF 1A X. laevis TF 1ITA S. cerevisiae TF 111A HelLa
wielko$¢ biatka (kD) 40 51 (48) 35, 42
ilos¢ palcow cynkowych 9 9 9
tworzenie kompleksu z genem 5S rRNA + + +
stymulacja trnskrypcji genu 5S rRNA + + +
wigzanie 55 rRNA + ? +
wielkosé genu (pz) 1500 1800 ?
ilo$¢ intronow 8 ?
ilo$¢ kopii/haploidalny genom 1 1 ?
identyczno$¢ poszczegdblnych palcéw cynkowych 20-40% 20-40% 7
wielko$¢ domeny N (przed pierwszym palcem cyn-
kowym 12 aa 48 aa 7
wielko$¢ domeny C 70 aa 35 aa 7
odlegtosci miedzy cysteinami 4 aa 2 aa 7
odlegtoéci miedzy histydynami 3 aa 4 aa 7
tacznik TGEK. + - 7
wigzanie heterologicznego genu 5S rRNA 0.1-1%* - [
reakcja z przeciwciatami dla TF IHHA X I + — L
* — wiazanie genu 5S rRNAS. cerevisiae w stosunku do genu z X. laevis',

*k

*** _— dotyczy biatka 42 kD

Z komorek HelLa wyodrebniono TF I11A o wielko-
§ci 42 kD, ktéry stymuluje transkrypcje genu 5S rRNA
in vitro i oddziatuje z przeciwciatami dla TF IIIA
Xenopus laevis. Biatko to zawiera 9 palcdw cynkowych
podobnie jak TF Il A Xenopus laevis i Saccharomyces
cerevisiae [51]. Wczes$niej z tego samego zrédta wyizo-
lowano biatko o wielkosci 35 kD, wykazujgce zdolnosé
do wigzania 5S rRNA i 5S rDNA. Dla utrzymania jego
aktywnosci koniecznajest obecnos¢ cynku, co wskazu-
je na mozliwo$¢ wystepowania w nim palcéw cyn-
kowych [52, 53].

Biatka zawierajgce palce cynkowe wykryto tylko
w organizmach eukariotycznych i mozna przyjac, ze
jest to ich unikalng cecha, istotng w ewolucji organiz-
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wigzanie genu 5S rRNA S cerevisiae i X. laevis przez biatko 42 kD

specyficznych miejsc wigzania na DNA przez losowe
taczenie elementow wigzagcych DNA dajac organiz-
mom wiekszg przewage selekcyjng [54].

Artykut otrzymano 2 listopada 1994 r.
Zaakceptowano do druku 15 marca 1995 r.
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Szukanie igty w stogu siana. ldentyfikacja genow ulegajg-

cych roznicowej ekspresji

Looking for a needle in a haystack. Identification of differentially

expressed genes
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Wykaz stosowanych skrotéow: cDNA DNA komplemen-
tarny do mRNA; PCR tancuchowa reakcja polimerazy;
PDGF — ptytkopochodny czynnik wzrostowy; cRNA
— RNA komplementarny do mRNA.

I. Wstep

Przedmiotem tego przeglagdu sg techniki indentyfi-
kacji genow, ktore rdznig sie ekspresjg na poziomie
MRNA w réznych typach lub stanach czynno$ciowych
komorek lub tkanek, w sytuacji gdy brak jest infor-
macji o sekwencji tych genow i nie sa dostepne
specyficzne przeciwciata w stosunku do ich produktu
biatkowego ani metody czynno$ciowego oznaczenia
tego produktu.

Il. Biblioteki cDNA

Komplementarny DNA (cDNA) powstaje na mat-
rycy mRNA przy udziale odwrotnej transkryptazy. Na
matrycy pierwszej nici cDNA dokonuje sie syntezy
drugiej nici za pomocg polimerazy DNA. Wzgledna
czesto$¢ (udziat) okreslonych sekwencji cDNA w bib-

* Pracownia Hodowli Komdrek i Tkanek. Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, ul. Pasteura 3, 02-093
Warszawa

110

Contents:

1. Introduction
Il.  cDNA libraries
Ill.  Library screening
11-1. +/— screening
I11-2. Statistics of +/— screening
IV.  Techniques based on hybridization in solution
IV-1. Subtractive hybridization
1V-2. Kinetics of hybridization in solution
IV-3. Separation of single and double stranded frag-
ments
IV-4. Subtracted probes and subtracted cDNA libraries
IV-5. Differential competition hybridization
V. Differential RNA display
V-I. Statistics of differential RNA display
VI. Two-dimentional protein electrophoresis
VIl. Examples of the cloned genes
VI1Il. Comparison of the described techniques

liotece odzwierciedla ich udziat w wyjsciowej populacji
mRNA.

Biblioteka cDNA jest to populacja czasteczek
cDNA wbudowanych w czasteczki wektora zdolnego
do replikacji (zwykle plazmidu lub bakteriofaga). Bib-
lioteki cDNA tworzy sie z dwoch zasadniczych powo-
dow. Po pierwsze, RNA jest trudny do manipulacji ze
wzgledu na wszechobecno$¢ RNAaz. Po drugie, cz3s-
teczke wektora z zawartym w niej cDNA mozna
namnazac, co znacznie utatwia izolacje klonéw zawie-
rajagcych ¢cDNA kodujace okreSlone biatka [2, 3],
Mozliwa jest konstrukcja biblioteki z bardzo matej
wjsciowej ilosci RNA z wykorzystaniem amplifikacji
cDNA [4].

I11. Przeszukiwanie biblioteki

W celu znalezienia w plazmidowej lub fagowej
bibliotece cDNA, klonu zawierajgcego okreslong sek-
wencje, bakterie zawierajgce cze$¢ biblioteki wysiewa
sie z taka gestosScia, aby pojedyncze kolonie lub tysinki
nie zlewaty sie ze sobg. Nastepnie, czes¢ DNA zawar-
tego w kazdej kolonii lub tysince zostaje przeniesiona
na filtr z nitrocelulozy, w taki spos6b ze stanowi on
odbicie szalki [5, 6], Filtr poddaje sie hybrydyzacji
z sondg komplementarng do poszukiwanej sekwencji,
ptukaniu i autoradiografii [2].
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I1-1. Przeszukiwanie +/—

Technika ta umozliwia identyfikacje rodzajow
mRNA, ktéorymi réznig sie dwie populacje komorek
[7-9]. Komérki te moga rézni¢ sie pochodzeniem
tkankowym, etapem réznicowania albo stanem czyn-
nosciowym. Tradycyjnie jedng z prdbek oznacza sie
plusem (+) a drugg minusem (—). Bakterie zawierajg-
ce cze$¢ biblioteki cDNA zostajg wysiane na szalki,
z kazdej szalki wykonuje sie po dwie repliki [5, 10]. Na
matrycy mRNA -I-i —, produkuje sie radioaktywne
sondy cDNA. Z kazdej pary jeden filtr zostaje poddany
hybrydyzacji z sondg +, a drugi —. Pozycje na filtrze
ktére daty silniejszy sygnat z sondg - niz z sondg
— identyfikuja klony zawierajgce sekwencje ktorych
udziat w sondzie cDNA +, a zatem i wyjsSciowym
MRNA, jest wiekszy niz w sondzie cDNA — (Ryc. 1.

I11-2. Statystyka przeszukiwania +/—

Znalezienie klonu cDNA w bibliotece wymaga
uwzglednienia jego udziatu w wyjsciowej populacji
mRNA ijej ztozonosci.

Czestos¢ wzgledna lub udziat (ang. abundance) dane-
go rodzaju mRNA, to iloraz liczby jego kopii przez
catkowitg liczbe czasteczek mRNA w komérce. Ztozo-
nos¢ (ang. complexity) populacji czasteczek mRNA lub
cDNA to suma dtugosci wszystkich mRNA lub cDNA
z wylaczeniem powtdrzen tej samej sekwencji. Para-
metr ten zalezy od liczby rodzajéw mRNA obecnych
w komérce i ich $redniej dtugosci.

Przeszukiwanie biblioteki spetnia warunki schema-
tu Bernouliego i moze byé opisane przez rozkiad
dwumianowy P = nl: [k!(n—k)!] ak (1 —a)n™k, gdzie
P — prawdopodobiefnstwo k sukcesdw w n proéb
(znalezienia k razy szukanej sekwencji wéréd n klonéw
biblioteki)

a — prawdopodobienstwo sukcesu w pojedynczej
probie (udziat danego mRNA)

Szansa znalezienia co najmniej jeden raz szukanej
sekwencji wséréd n klondw wynosi

P- 1—1—a)n

Liczba klonow ktére trzeba przeszukiaé aby z okres-
lonym prawdopodobieristwem znalez¢ dany klon

n = logP:log(l-a)

Na przykiad, aby z prawdopodobieAstwem P = 0.99
znalez¢ klon ktérego udziata = 10“4(0.01 %) koniecz-
ne jest przeszukanie n = 10g0.99:log 10”4 = 5+104
klonow.

Wida¢, ze dla znalezienia klonéw o niskim udziale
trzeba przeszuka¢ bardzo duza liczbe klonéw. Ponad-
to, w przypadku przeszukiwania + /— zwykle uzywa
sie sondy cDNA o duzej ztozonos$ci. Cze$¢ aktywnosci
sondy przypadajgca na dang sekwencje wynosi
S = C ea gdzie
C — catkowita aktywnos$¢ sondy
a — udzial danego mRNA
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Ryc. 1 Przeszukiwanie +/—
Biblioteka cDN A+ (dla uproszczenia przedstawiono tylko
3 klony) zostata wysiana na szalke a nastepnie wykonano
zniej 2jednakowe repliki. Jeden filtr poddano hybrydyzacji
zsondg cDNA + ,adrugi zsondg cDNA —. Klon oznaczo-
ny strzatkg zawiera sekwencje specyficzng dla tkanki +.

W praktyce, jezeli catkowita aktywnos$¢ sondy
cDNA wynosi ok. 107-10S cpm, a aktywnos$¢ sondy
zwigzana z pojedyncza kolonig na filtrze ktéra daje
wyrazny sygnat na autoradiogramie jest rzedu 103cpm
[6], udziat mMRNA ktére mozna zidentyfikowaé meto-
dg przeszukiwania +/— wynosi okoto 10 4-I(C5
W celu znalezienia rodzajow mRNA, ktorych udziat
jest mniejszy od tej wartosci opracowano technike
hybrydyzacji odejmujacej, ktédra zmniejsza ztozono$¢
puli cDNA.

IV. Technikioparte o hybrydyzacje w roztworze
IV-1. Hybrydyzacja odejmujgca

Technika ta (ang. subtractive hybridization) polega
na prowadzeniu hybrydyzacji w roztworze sekwencji
komplementarnych z dwdch tkanek, a nastepnie roz-
dziale fragmentow pozostatych w formie jednoniciowej
od dwuniciowych hybryd [11-14], Hybrydyzacje naj-
czeSciej prowadzi sie pomiedzy cDNA z tkanki
+ a mRNA z tkanki — [13, 14], ale moze ona by¢
prowadzona takze w innych ukladach np.
cDNA +/cDNA—[15], mRNA+/cRNA —, pod wa-
runkiem zachowania komplementarnosci nici kwaséw
nukleinowych obu populacji. Sekwencje wystepujace
w mMRNA z obu tkanek znajdg sie we frakcji dwu-
niciowej, dlatego frakcja jednoniciowa zostanie wzbho-
gacona w sekwencje tkankowo specyficzne (Ryc. 2).

Warunki hybrydyzacji zapewniajagce najwiekszg
szybkos$¢ reakcji, to wysokie stezenia kationow jedno-
wartosciowych (rzedu 0.3 M) i kwaséw nukleinowych
(rzedu 1 mg/ml). W klasycznej hybrydyzacji odej-
mujacej, w celu przyspieszenia reakcji, uzywa sie
10-100 krotnego nadmiaru prébki minus (ang. driver).
W takich warunkach mozna zidentyfikowac tylko
sekwencje ktérych udziat w mRNA + jest ponad
10-100 razy wyzszy niz w populacji —. W praktyce
metoda ta jest bardzo przydatna w celu wykrywania
transkryptéw obecnych tylko w populacji mRNA
+ ale nie w populacji — [18].
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Ryc. 2. Hybrydyzacja odejmujaca.
Dla uproszczenia pojedyncze prostokaty reprezentujg wiele
sekwencji RNA lubcDNA. W trakcie hybrydyzacji, sekwen-
cje wystepujace w zaréwno tkance + jak i — (czarne),
tworza dwuniciowe hybrydy, a sekwencje specyficzne dla
tkanki — (biate) pozostaja w formie jednoniciowej. Roz-
dziatlu dokonuje sie na kolumnach HAP lub z uzyciem
biotyny — streptawidyny.

Prowadzenie reakcji w warunkach gdy wyjsciowe
stezenia sekwencji + i — sg rowne (i wysokie), choé
technicznie trudniejsze, pozwala na identyfikacje ro-
dzajow mRNA, ktorych udziat w mRNA + rozni sie
zaledwie kilka razy od udziatlu w mRNA— [19].

Czas hybrydyzacji mozna skrocic¢ stosujgc reasocja-
cje w emulsji fenolowej (ang. phenol emulsion reas-
sociation technique — PERT) [3, 20, 21]. Powstanie
emulsji zwieksza szybko$¢ tworzenia hybryd ok. 1000
razy, prawdopodobnie przez lokalne zwiekszenie ste-
zenia substratow na granicy faz. PERT dziata tylko dla
hybrydyzacji DNA/DNA.

Czes¢ komplementarnych sekwencji nie tworzy hyb-
ryd, prawdopodobnie ze wzgledu na wysoki udziat AT
i zwigzang z tym nizszg temperaturg topnienia hybryd.
W celu ich usuniecia, po kilku rundach hybrydyzacji
odejmujacej stosuje sie niekiedy hybrydyzacje +/+ ipo
rozdziale zachowuje sie frakcje dwuniciowg [3, 19].

Dla zwiekszenia catkowitej ilosci materiatu po hyb-
rydyzacji odejmujacej, lub pomiedzy jej kolejnymi
rundami, stosuje sie niekiedy tancuchowg reakcje
polimerazy (PCR) [23, 24], PCR pozwala namnozy¢ in
vitro odcinek DNA, jezeli dysponujemy primerami
komplementarnymi do obu jego koncéw, przez wielo-
krotne przeprowadzenie cyklu przytgczenia primerow,
replikacji DNA i denaturacji. W tym celu do dwu-
niciowego cDNA po odjeciu dotgcza sie sekwencje
rozpoznawane przez primery uzyte nastepnie do amp-
lifikacji.

IV-2. Kinetyka hybrydyzacji w roztworze

Reasocjacja komplementarnych nici kwaséw nuk-
leinowych jest procesem o kinetyce 2 rzedu. Dla

przypadku gdy wyjsciowe stezenia obu nici sa jed-
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nakowe, forma jednoniciowa zanika wedtug réwnania
S = (1+kC)~04 gdzie
S — stezenie formy jednoniciowej

k — stata szybkosci reakcji
C0 — poczatkowe stezenie substratow [mol/l]
t — czas reakcji [s]

Teoretycznie reakcja osigga stan bliski rownowagi
gdy COt > 100. W praktyce stosuje sie COt > 10\
Wymagany w tym celu czas wynosi niekiedy kilka-
dziesiat godzin.

Jezeli jednak jedna z komplementarnych sekwencji
wystepuje w duzym nadmiarze reakcja zachodzi we-
dtug kinetyki 1rzedu S = e~kCot.

Stan réwnowagi osiggniety zostaje gdy COt > 30,
czyli okoto 3-krotnie szybciej.

IV-3. Rozdziat sekwencji jednoniciowych od dwu-
niciowych

Stosuje sie w tym celu chromatografie powinowact-
wa na kolumnach wypetnionych hydroksyapatytem
(HAP) [2, 3, 13], W temperaturze 60 C, w buforze
fosforanowym o niskim stezeniu zaréwno jedno jak
i dwuniciowe kwasy nukleinowe ulegajg zwigzaniu
z HAP. Nastepnie, buforami o rosngcym stezeniu
fosforanéw, kolejno eluuje sie, najpierw formy jedno-
niciowe, a potem dwuniciowe.

Inny spos6b rozdzialu wymaga aby zastosowany
driver byt potgczony z czagsteczkami biotyny [21]. Po
hybrydyzacji do mieszaniny dodaje sie streptawidyne

biatko silnie t3czace sie z biotyna. Polgczone ze
streptawidyna dwuniciowe hybrydy i wolny driver zo-
stajg usuniete przez ekstrakcje fenolem i chloroformem.

IV-4. Odjete sondy i odjete biblioteki cDNA

cDNA po hybrydyzacji odejmujacej moze zostac
wyznakowane do wysokiej specyficznej aktywnosci
przez synteze drugiej nici DNA [2, 3, 22] i uzyte do
przeszukiwania biblioteki cDNA. W tak otrzymanej
odjetej sondzie wieksza cze$¢ catkowitej radioaktyw-
nosci przypada na sekwencje specyficzne dla tkanki +,
co pozwala na identyfikacje mRNA, ktérych udziatjest
mniejszy niz 0.01 % (patrz 3.2). Wklonowanie wczgaste-
czki wektora populacji czasteczek cDNA bedacej
produktem hybrydyzacji odejmujgcej, czyli wytworze-
nie odjetej biblioteki cDNA, pozwala na wielokrotne
zredukowanie liczby klonéw, ktére trzeba przeszukac
w celu znalezienia okre$lonej, zwtaszcza rzadkiej sek-
wencji, obecnej w populacji mMRNA + [22]. Dzieje sie
tak dlatego, ze jej reprezentacja (udziat) w bibliotece
wzrasta.

IV-5. Réznicowa hybrydyzacja kompetycyjna
Technika ta polega na dodaniu, do sondy + uzywa-
nej do przeszukiwania biblioteki cDNA +, duzego

molarnego nadmiaru niewyznakowanej sekwencji —.
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Sekwencje sondy wsp6ine dla obu tkanek ulegaja
potaczeniu w roztworze, a $cislej ustala sie stan rdwno-
wagi pomiedzy tymi sekwencjami w roztworze a zwig-
zanymi z filtrem, za$ sekwencje specyficzne dla tkanki
+ pozostaja w postaci jednoniciowej i moga potaczyé
sie z komplementarnymi cDNA na filtrze [27], W ten
sposéb zmniejszeniu ulega ztozono$¢ sondy zwigzanej
z filtrem.

V. RoOznicowa prezentacja RNA

Duza czasochtonno$¢ metod opartych na biblio-
tekach cDNA doprowadzita do opracowania nowej
techniki nazywanej r6znicowg prezentacja RNA (ang.
differential RNA display) [28-31].

Metoda réznicowej prezentacji RNA ma dwa etapy.
W pierwszym dokonuje sie syntezy pierwszej nici
cDNA z uzyciem primera oligo-dT zmodyfikowanego
na korncu 3' przez dodanie 2 arbitralnie wybranych
nukleotydéw. Strukture primera opisuje wzor
5T 12M N, gdzie M, N oznaczajg jeden z 4 nukletyddw.
Koniec 3’takiego primera jest komplementarny tylko
do 1/12 wszystkich rodzajéw poli-A RNA obecnych
w komorce, zaktadajac ze w populacji mMRNA komorki
na dwdch ostatnich pozycjach przed koncem poli-A
wszystkie 4 nukleotydy wystepujg z jednakowg czes-
toscig. Powstate cDNA poddane jest nastepnie amp-
lifikacji z uzyciem tego samego primera 3’ i, jako
drugiego primera, dekameru o arbitralnie dobranej
sekwencji. Dtugos$é primerdw i warunki reakcji dob-
rane sg tak aby kazdy prazek reprezentowat z duzym
prawdopodobienstwem fragment sekwencji jednego
genu (patrz V-1). Wzér dtugosci fragmentdw po amp-
lifikacji jest r6zny dla niejednakowych wyjSciowych
populacji mMRNA i réznych zestaw6w primeréw. Pra-
zki charakterystyczne dla kazdej tkanki najtatwiej
znalez¢ gdy produkty amplifikacji poddane sg elektro-
forezie w sgsiednich Sciezkach zelu sekwencjonujgcego.
Tkankowo specyficzne prazki mozna wycigé, zreamp-
lifikowaé, wklonowa¢ w plazmid, badz uzyé do syntezy
sondy w celu przeszukania biblioteki, weryfikacji spe-
cyficznosci ekspresji.

V-l. Statystyka roznicowej prezentacji RNA

Technika ta opiera sie na zatozeniu, ze kazda
przypadkowo wybrana odpowiednio krotka sekwen-
cjajest zawarta w ktérym$ z rodzajéw mRNA. Praw-
dopodobienistwo ze L nukleotydowa sekwencja kom-
plementarna do primera wystgpi w okre$lonej pozycji
cDNA wynosi

p=4L
Prawdopodobienstwo ze taka sekwencja wystapi co
najmniej raz na odcinku cDNA o dfugosci M nukleo-

tydow, okreslone jest przez rozkiad dwumianowy
i wynosi

P=i-(I-P)M
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Ryc. 3. Réznicowa prezentacja RNA.

Dla uproszczenia przedstawiono jedynie sekwencje cDNA
ktére sa: 1 specyficzne dla tkanki A lub Bi2. rozpoznawane
przez uzyta pare primerow. Te tkankowo specyficzne, a wiec
rézne, sekwencje generujg produkty PCR o réznej dtugosci.
W rzeczywisto$ci, stosowana para primeréw rozpoznaje
kilkadziesigt rodzajow cDNA, z ktorych wiekszo$¢ po-
wtarza sie w poréwnywanych tkankach. Dlatego, na zelu
obserwuje sie kilkadziesigt prazkéw, sposréd ktorych jedy-
nie pojedyncze sa tkankowo specyficzne.

Spodziewana liczba odcinkéw DNA uzyskanych
w wyniku PCR z jednym primerem 3’ i primerem 5’
0 budowie T,,MN wynosi E(X) = nep
gdzie
n — ztozono$¢ pierwszej nici cDNA
Przy zatozeniu,ze komoérka zawiera 104 rodzajéw
MRNA, a $rednia dtugos¢ pierwszej nici wynosi 1000
nukleotydéw n = 104: 12- 1000 = 8.3- 10\ Stad

E(X) = 8.3+105-4_1°= 0.8

W oryginalnie opisanych warunkach obserwuje sie
okoto 100 prazkoéw, co sugeruje, ze 10 nukleotydowe
primery zachowujg sie jak 6-mery. Uzycie 6-meréw
w oryginalnie opisanych warunkach reakcji anie po-
zwalato na skuteczng amplifikacje.

Liczba primeréw o niezaleznych sekwencjach kt6-
rych trzeba uzy¢ aby z prawdopodobienstwem P co
najmniej jeden primer byt komplementarny do dowol-
nej sekwencji DNA o dtugosci M wynosi

n = logP:log(1—p’) = log P :log( 1-p)M=

logP: M log(l-p)

Dla primera 10 nukleotydowego, cDNA o dtugosci 500
nukleotydéw i oczekiwanego poziomu ufnosci
P = 0.99

n = 109g0.99:500- log(l-4~10 = 21.1

V1. Dwukierunkowa elektroforeza biatek
Metoda dwukierunkowej elektroforezy w zelu poli-

akrylamidowym (2D-PAGE) pozwala na rozdziat

okoto 1000 biatek komorkowych, réznigcych sie masg

czasteczkowg lub tadunkiem [32]. Z tego wzgledu
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stanowi ona podstawowe narzedzie badania réznico-
wej ekspresji gendow na poziomie biatka [33]. Prébki
biatka poddane rozdzialowi mogg by¢ produktami
translacji in vitro, wéwczas, technika ta moze stuzy¢ do
analizy ekspresji réwniez na poziomie mRNA [34].

VII. Przykiady sklonowanych genéw

Przy uzyciu przegladania +/— zidentyfikowano
m.in. 14 rodzajow mRNA indukowanych przez PDGF
w linii komorkowej 3T3. Udziat scharakteryzowanych
sekwencji w populacji mMRNA wynosit 2-10“39«10~3
stopien indukcji wynosit 10-20 razy [9].

Niedawno, sklonowano 5rodzajow mRNA ktérych
poziom ekspresji w hipokampie zwiekszyt sie po
drgawkach wywotanych og6lnym podaniem metrazo-
lu, w obecnosci cykloheksymidu. Ekspresja tych
mRNA wzrosta 6-8 razy [8].

Przy uzyciu odjetej sondy cDNA sklonowano m.in.
MmRNA kodujgce receptor limfocytow T [14, 18].
Wedtug autorow metoda pozwala wykry¢é klony
0 udziale KUS5 Podobng metodg zidentyfikowano
5rodzajow mRNA aktywowanych w trakcie tworzenia
konidiéw u Aspergillus nidulans. Udziat tych sekwencji
w populacji mRNA wynosit KUS5, stopiern indukcji
10-100 razy [16],

Wykorzystujagc odjete biblioteki cDNA zidentyfiko-
wano ostatnio 52 rodzaje mRNA indukowane przez
kwas kainowy w zakrecie zebatym hipokampa Sek-
wencje 17 z nich odpowiadaty znanym genom, reszta
byta nowa [22].

Zastosowanie hybrydyzacji odejmujgcej o niskim
stosunku cDNA-t- do mRNA pozwolito wyizolowac
50 rodzajéow mRNA indukowanych uszkodzeniem
DNA przez UV. Stopien indukcji wynosit od 1.8 do 28
razy (dla wiekszosci klonéw byt on blizszy tej nizszej
wartosci) [19].

Potaczenie hybrydyzacji odejmujacej i PCR umoz-
liwito identyfikacje 16 mRNA ulegajgcych induk-
cji od 6 do ponad 20 razy w trakcie resorbcji ogona
kijanki. Udziat zidentyfikowanych mRNA wynosit
1(U31(U5 [25],

Roznicowa hybrydyzacja kompetycyjna pozwolita
wyizolowac z klonu cytotoksycznych limfocytéw T se-
kwencje mMRNA kodujacego specyficzng proteaze sery-
nowsg [27].

Uzywajac réznicowej prezentacji RNA zidentyfiko-
wano rodzaje mRNA rdznigce tumorogenna linie
fibroblastow od linii nietumorogennej [28] i mMRNA
réznigce normalne ludzkie komérki nabtonkowe sut-
ka od komoérek raka sutka [30]. W kolejnej pracy ta
sama grupa zidentyfikowata alfa 6 integryne jako
potencjalny antyonkogen [29]. Ostatnio, inna grupa
zastosowata te technike do poréwnania rodzajow
mRNA obecnych w komoérkach watroby na réznych
etapach regeneracji po hepatektomii [35].

Potgczenie translacji in vitro i dwukierunkowej
elektroforezy umozliwito wykrycie jakimi rodzajami
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biatek i mMRNA w tkance mézgowej réznig sie osoby
chore na schizofrenie lub depresje od osobnikéw
kontrolnych [34],

VI1Il. Poréwnanie opisanych technik

Zaletg przeszukiwania +/— jest mozliwo$é iden-
tyfikacji mRNA ktorych poziom ulegt niewielkiej
nawet zmianie, zarbwno w g6re jak i w dét. Brak
etapdw potencjalnie uszkadzajacych DNA pozwala na
uzyskiwanie cDNA petnej dtugosci. Ograniczeniem tej
metody jest stosowalno$¢ dla mRNA o udziale nie
mniejszym niz KUS.

Zaletg metod opartych na hybrydyzacji odejmujacej
jest duza czuto$¢ pozwalajagca na wykrycie bardzo
rzadkich mRNA. W niektérych zastosowaniach ogra-
niczeniem jest niemoznos$¢ jednoczesnego poréwnania
wiecej niz 2 populacji RNA [33]. Hybrydyzacja odej-
mujaca prowadzona w warunkach duzego nadmiaru
drivera nie pozwala na wykrycie mRNA ktérych
stopien indukcji jest mniejszy od stosunku drivera
mMRNA — do cDNA +. Wady tej pozbawiona jest
trudniejsza technicznie hybrydyzacja prowadzona
w warunkach réwnych stezedA cDNA-|- imRNA [19],

Ro6znicowa prezentacja RNA jest technika stosun-
kowo nowag. Jej gtéwng zaletg jest mozliwos¢ rowno-
legtego poréwnywania ekspresji mMRNA w wielu popu-
lacjach komorek.
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Regulacja syntezy czasteczki fibrynogenu

Regulation of fibrinogen molecule synthesis

ELZBIETA PLUSKOTAL,
CZESLAW S CIERNIEWSKI2

Spis tresci:

1 Wprowadzenie
1. Charakterystyka genu podjednostki a
I1l.  Charakterystyka genu podjednostki P
IV.  Charakterystyka genu podjednostki y
V. Powstawanie dojrzatych czasteczek fibrynogenu
V-l. Regulacja ekspresji genéw fibrynogenu
V-2. Translacyjne i potranslacyjne procesy skfadajace
sie na synteze fibrynogenu
V-3. Skiadanie i sekrecja czgsteczki fibrynogenu

I. Wprowadzenie

Fibrynogen jest od wielu lat obiektem zywego
zainteresowania miedzy innymi dlatego, ze: (a) od-
grywa zasadniczg role w procesie hemostazy, (b)
stanowi wygodny model do badania czgsteczek biat-
kowych o bardzo ztozonej strukturze IlI- i IV-rzedo-
wej, (c) pozwala $ledzi¢ zalezno$¢ miedzy budowg
biatka ijego fizjologiczng funkcjg, a takze dlatego, ze
(d) jest dobrym modelem do badania mechanizmu
syntezy biatek zbudowanych z wielu tancuchéw poli-
peptydowych.
1Mgr, 2prof. dr hab., Zaktad Biofizyki, Instytut Fizjologii

i Biochemii, Akademia Medyczna w todzi, ul. Lindleya 3,
90-131 t4dz
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V-1. Regulation of fibrinogen genes expression
V-2. Translational and posttranslational processes in
fibrinogen synthesis
V-3. Assembly and secretion of fibrinogen molecules

Biatko to jest substratem trombiny, koncowego
produktu kaskadowej aktywacji uktadu krzepniecia
krwi. Po rozszczepieniu czterech wigzan peptydowych,
z fibrynogenu powstajg monomery widknika, ktore
spontanicznie polimeryzujg tworzgc szkielet czopu
hemostatycznego lub zakrzepu. Fibrynogen ma réw-
niez zdolno$¢ swoistego oddziatywania z receptorami
integrynowymi ptytek krwi i innych komérek obec-
nych w naczyniach. W ten spos6b biatko to bierze
udzial zaréwno w bardzo wczesnych, jak i w koA-
cowych etapach tworzenia czopu hemostatycznego,
umozliwiajgc agregacje ptytek i powstanie siateczki
widknika krwi.

Czasteczka fibrynogenu jest dimerem, a kazda pod-
jednostka skiadowa zbudowana jest z trzech tan-
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Ryc. 1. Organizacja genéw trzech podjednostek fibrynogenu w ludzkim chromosomie 4.
Strzatki wskazuja kierunek przebiegu procesu transkrypcji. Lokalizacje eksonéw w genach oznaczono czarnymi prostokgtami
a sekwencji intronowych biatymi. Ponadto zaznaczone sg takze pozycje miejsc wigzacych czynniki transkrypcji: MLTF (major lale
transcription factor), SP1, CAAT-binding factor, HNF1 (hepatic nuclearfactor 1), II-6-interleukina 6.

cuchéw polipeptydowych oznaczanych jako A Bfiiy.
tancuchy polipeptydowe sg powigzane ze sobg we-
whnatrz- i miedzytaricuchowymi mostkami disiarcz-
kowymi. Budowe czasteczki fibrynogenu mozna wiec
przedstawi¢ ogdélnym wzorem (A & (I y)2 Po od-
czepieniu fibrynopeptydow A i B, powstate monomery
wibéknika majg wzér (a (i y)2. Powstawanie dojrzatych
czasteczek fibrynogenu jest procesem wieloetapowym
i mozna w nim wyrdzni¢; (a) synteze pojedynczych
taricuchéw polipeptydowych, zachodzgcg gtéwnie
w hepatocytach ale takze w megakariocytach, (b)
zwijanie i sktadanie dimerycznych czasteczek, oraz (c)
potranslacyjne modyfikacje czasteczki, takie jak gliko-
zylacja, fosforylacja czy tez przytgczanie reszt siar-
czanowych. Synteza fibrynogenu, tak jak wszystkich
biatek ztozonych z kilku taricuchow polipeptydowych,
jest wiec procesem niezwykle ztozonym i do korca nie
w petni zrozumiatym. Wpiyw na poziom fibrynogenu
we krwi, ktory normalnie wynosi od 2.0do 3.8 g/l, maja
czynniki Srodowiskowe (palenie tytoniu, dieta ttusz-
czowa) i czynniki genetyczne. Te ostatnie gitdéwnie
odpowiedzialne sg za duze ochylenia w zawartosci
fibrynogenu u réznych osobnikéw. Wzrost syntezy
fibrynogenu oraz jego stezenia we krwi, podobnie jak
podwyzszona aktywno$¢ czynnika VII i inhibitora
aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1), powoduje
zwiekszenie ryzyka pojawienia sie niedokrwiennej cho-
roby serca. Ze wzgledu na to podwyzszone stezenie
fibrynogenu, tak jak nadci$nienie tetnicze, palenie
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tytoniu, wysoki hematokryt, hiperlipidemia oraz oty-
tos$¢, uwazane jest za czynnik ryzyka pojawienia choro-
by sercowo-naczyniowej [1].

Podjednostki fibrynogenu kodowane sg przez trzy
odrebne geny, ktdre wystepujg jako pojedyncze kopie
w ludzkim genomie, zlokalizowane w odcinku o dtugo-
§ci 50 kpz ramienia dtugiego chromosomu 4 (prazki
g23-g24). Geny te utozone sg liniowo w bliskim
wzajemnym sasiedztwie tworzac zespot, w ktérym
centralny gen a oflankowany jest przez gen /i z jednej
strony i gen y z drugiej (Ryc. 1. Geny a iy trans-
krybowane sa w zgodnym kierunku ku genowi /?a gen
fi ulega transkrypcji z przeciwnej nici DNA w kierunku
genéw a iy [2].

Homologia sekwencji nukleotydowych oraz budo-
wy domen typu ekson-intron na koAcach 5’, jak
réwniez bliskie sasiedztwo genéw fibrynogenowych
sugerujg ich wzajemne pokrewienstwo. Geny a,
[Liy wyodrebnity sie ze wspo6lnego pragenu droga
podwdjnej duplikacji i dywergencji okoto 500 min lat
temu [2].

Il. Charakterystyka genu podjednostki a

Gen podjednostki a zbudowany jest z okoto 10 kpz
zgrupowanych w pieciu eksonach rozdzielonych przez
cztery introny (Ryc. 1). Geny strukturalne stanowig
okoto 23% catkowitej sekwencji nukleotydowej genu
& cDNA dla podjednostki azbudowane jest z 2224 pz,
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ktére obejmuja 54-68 pz nie ulegajacych translacji,
region kodujacy peptyd sygnatowy, 1875 pz zapisu dla
625 reszt aminokwasowych polipeptydu a, kodon stop
— TAG, niekodujacy region o diugosci 217 pz na
koricu 3’ oraz 20 pz sekwencji poli(A). Sygnat poli-
adenylacji AATAAA wystepuje w obrebie regionu
niekodujgcego korica 3’w odlegtosci 21 pz od sekwen-
cji poli(A) [3]. W cDNA dla podjednostki a ziden-
tyfikowano osiem tandemowych powtérzeri sekwencji
0 dtugosci 36-39 pz, ktére zlokalizowane sg pomiedzy
nukleotydami 905 i 1213. Poszczeg6lne sekwencje
powt6rzone wykazujg od 72 do 95% identycznosci co
sugeruje, ze powstaty one w wyniku duplikacji niewiel-
kiego bo zbudowanego z 39 pz elementu genu [4],
cDNA dla podjednostki a zawiera rowniez dwa star-
towe kodony translacji dla metioniny w pozycji -19
oraz -16. Nie wiadomo, ktdry z nich peini swoja
funkcje podczas syntezy tancucha Aa. Diugos$é pep-
tydu sygnatowego tafncucha Aa szacowana jest wiec na
16 lub 19 reszt aminokwasowych zaleznie od tego,
ktory zkodondw jest whasciwym miejscem inicjacji [4],

I1l. Charakterystyka genu podjednostki p

Gen podjednostki fi o dtugosci 13 kpz zbudowany
jest z oSmiu eksondw rozdzielonych siedmioma intro-
nami (Ryc. 1). Dtugos$¢ introndw jest zrdéznicowana
lwaha sie od 100 pz do 1500 pz. Najwiekszy z nich
0 dtugosci 1.5 kpz zlokalizowany jest w kofAcu 5’ genu
pomiedzy pierwszym i drugim eksonem. Geny struk-
turalne stanowig 20% sekwencji nukleotydowej genu
p. Rozmiary ekson6w wynoszg od 100 do 400 pz [5].
Rozmieszczenie intron6w w genie podjednostki P po-
twierdza hipoteze Gilberta [6], wedlug ktorej
introny dzielg gen na strukturalne regiony odpowiada-
jace funkcjonalnym domenom kodowanego biatka.
Pierwszy ekson genu podjednostki P koduje peptyd
sygnatowy i fragment fibrynopeptydu B. Drugi ekson
odpowiada fragmentowi zawierajagcemu wigzanie pep-
tydowe wrazliwe na dziatanie trombiny oraz jedno
z miejsc polimeryzacyjnych, natomiast eksony trzeci
lczwarty, kodujg regiony tancucha z licznymi wigza-
niami peptydowymi rozszczepianymi przez plazmine
a takze wezet disiarczkowy domeny E utrzymujacy
wilasciwg strukture czasteczki fibrynogenu [6]. Pro-
motor genu podjednostki fi obejmuje ok. 200-300 pz
w kierunku konca 5’ od miejsca inicjacji transkrypcji.
Odcinek ten zawiera kilka typowych dla promotora
sekwencji TATA box wykazujacych wysokie powino-
wactwo do czynnikéw transkrypcyjnych [5]. W koncu
5’ stwierdzono obecno$¢ trzech kodonow dla reszt
metionylowych, ktére wystepujg w pozycjach -16,-17
i -30. Nie wiadomo jednak, ktéry z nich jest kodonem
startowym, dlatego dtugos$é peptydu sygnatowego jest
szacowana na 16-30 aminokwasow. Peptyd sygnatowy
podjednostki B/? zawiera zespOt szeSciu hydrofobo-
wych reszt Leu, ktérym obustronnie towarzysza hyd-
rofilowe reszty Lys wraz z pozbawiong tadunku resztg
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Ser, w miejscu dziatania proteazy sygnatowej [6].

cDNA dla podjednostki /I tworzy 1932 pz, na ktore
sktada sie 66 pz stanowigcych zapis peptydu syg-
natowego lub jego fragmentu, nastepnie 1383 pz
kodujacych 461 reszt aminokwasowych polipeptydu
BP, kodon stopu — TAG, 431 pz regionu nie ulegajgce-
go translacji na koricu 3’, a takze fragmenty poli(A)
o dtugosci 19 pz. Nie ulegajacy translacji region korica
3’ zawiera wiele nukleotydow A i T, ktére stanowig
69% catkowitej jego sekwencji, a takze sygnat poli-
adenylacji ATTAAA oddalony o 14 pz w kierunku
korica 5’ od regionu poliadenylowanego [6],

Wykryto trzy typy mRNA dla podjednostki P,
réznigce sie dtugoscig region6w nie ulegajacych trans-
lacji, ktére wystepuja na koricu 3’. Regiony te utworzo-
ne sg przez 431, 167 albo 98 nukleotydéw. Wy-
stepowanie trzech rodzajow mRNA prawdopodobnie
spowodowane jest odmiennym, wewngtrzjagdrowym
dojrzewaniem pre-mRNA lub zmianami w procesie
terminacji transkrypcji [6].

IV. Charakterystyka genu podjednostki y

Gen podjednostki y zawiera ok. 10 kpz, ktdre
zgrupowane sg w dziesieciu eksonach, rozdzielonych
przez dziewie¢ sekwencji intronowych (Ryc. 1). Introny
stanowig ok. 83% catkowitej sekwencji nukleotydowej
genu y [7]. cDNA dla podjednostki y zbudowane jest
z 1638 pz i obejmuje fragment o diugosci 71 pz
stanowiacy niekodujaca czes¢ genu oraz 78 pz koduja-
cych peptyd sygnatowy. Kolejne 1233 pz stanowi zapis
kolejnosci 411 aminokwaséw dojrzatego polipeptydu
y, nastepnie wystepuje kodon terminacji TAA, 207 pz
nie ulegajacych translacji i 15 pz poli(A) konca 3’
Niekodujacy region kofica 3’cDNA dla podjednostki
y zawiera 68% nukleotydéw A i T, a takze sygnat
poliadenylacji AATAAA zlokalizowany w odlegtosci
19 pz od sekwencji poli(A) [8], Kodon dla metioniny
w pozycji -26 jest wiasciwym kodonem startowym
translacji tej podjednostki. Fragment N-kofncowy za-
wierajacy 26 reszt aminokwasowych wykazuje typowg
dla wszystkich sekwencji sygnatowych budowe i posia-
da liczne aminokwasy hydrofobowe oraz Ala, w miejs-
cu odtgczenia peptydu od pre-biatka przez proteinaze
sygnatowg [8].

Podjednostka y wystepuje w dwoch funkcjonalnie
identycznych, lecz strukturalnie odmiennych formach,
tj.jako yorazy. Odmiana y’zawiera dodatkowo osiem
reszt aminokwasowych w C-kornicu fafAcucha i jest
okoto 2 kDa ciezsza od podjednostki y. Wystepowanie
dwoch odmian spowodowane jest alternatywnym doj-
rzewaniem pre-mRNA. Odmiana y powstaje wow-
czas, gdy siédmy lub ostatni intron pre-mRNA nie
zostaje wyciety i ulega translacji wraz z eksonami.
W efekcie zachodzi podstawienie czterech ostatnich
C-koncowych aminokwaséw podjednostki y przez
peptyd ztozony z 12 reszt aminokwasowych [8].
Odmiana y’,jest syntetyzowana w hepatocytach, nato-
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miast w megakariocytach jej biosynteza nie zachodzi
lub jest znacznie zredukowana. Przypuszcza sie, ze
w procesie dojrzewania pre-mRNA dla podjednostki
y uczestniczag nieznane dotad specyficzne czynniki
tkankowe [9].

V. Powstawanie dojrzatych czasteczek
fibrynogenu

V-1. Regulacja ekspresji genéw fibrynogenu

Geny fibrynogenu ulegajg ekspresji gtownie w ko-
morkach parenchymalnych watroby, a takze w mega-
kariocytach [10]. Synteza fibrynogenu, podobnie jak
innych biatek ,ostrej fazy”, indukowana jest przez
liczne czynniki, w tym cytokiny i hormony glukokor-
tykoidowe. Regulacja syntezy fibrynogenu odbywa sie
na poziomie transkrypcji przez oddziatywanie czyn-
nikéw regulujacych transkrypcje z sekwencjami pro-
motorowymi genéw dla podjednostek a, 3iy.

Zidentyfikowano wiele czynnikéw biatkowych regu-
lujacych transkrypcje wraz z sekwencjami promotora
wykazujacymi dla nich powinowactwo. Promotor ge-
nu y zawiera sekwencje wigzgce trzy uniwersalne
czynniki regulacji transkrypcji: MLTF (ang. major late
transcriptionfactor), SP1 wigzacy sie z fragmentem -66
do -53 pz oraz czynnik wiazacy sekwencje CAAT box,
ktéra wystepuje pomiedzy -51 pz i -46 pz, liczac od
miejsca startu transkrypcji [11, 12]. Wiadomo, ze
stymulujacy wplyw deksametazonu na transkrypcje
genu podjednostki fi powigzany jest w pewien sposob
z regionem genu fl zlokalizowanym pomiedzy -2900 pz
i -1500 pz, liczac od miejsca startu transkrypcji [13].
SzczegOlnie wazny stymulujacy wptyw na ekspresje
gendw fibrynogenu ma interleukina 6 okreslana takze
jako HSF (ang. hepatocyte stimulating factor). Frag-
ment promotora genu dla podjednostki (1 zawarty
pomiedzy -150 pz i -82 pz, liczac od miejsca inicjacji
transkrypcji, odpowiada za takie dziatanie interleuki-
ny 6 [13]. W procesie tym bezposrednio zaangazowa-
na jest sekwencja CTGGGA obecna w promotorach
innych biatek ,ostrej fazy” oraz sekwencja wigzaca
jadrowe biatka rodziny C/EBP [14]. Efekt interleuki-
ny 6 posredniczony jest dziataniem biatka jadrowego,
ktore nazywane jest czynnikiem odpowiedzi ostrej fazy
APRF (ang. acute-phase response factor). Biatko to
wigze sie ze wspomniang sekwencja CTGGGA [15].
Czynnik HNF-1 (ang. hepatic nuclear factor 1) jest
zaangazowany w tkankowo-specyficzng regulacje eks-
presji genéw fibrynogenu dzieki oddziatywaniu z sek-
wencjg zlokalizowang pomiedzy -89 i -76 pz promoto-
ra genu fl oraz promotorami gendéw a iy [16].

Regulacja ekspresji genow fibrynogenu odbywa sie
przede wszystkim na poziomie transkrypcji, chociaz
potranskrypcyjne mechanizmy obejmujgce zmiany
w tempie dojrzewania i transportu mRNA do cyto-
plazmy moga réwniez mie¢ istotne znaczenie dla
przebiegu tego procesu [17]. Przemiana mRNA dla
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poszczegdlnych tancuchéw polipeptydowych fibryno-
genu jest Scisle skoordynowana iangazuje niescharak-
teryzowane jeszcze, specyficzne czgsteczki regulatoro-
we [17]. Stezenie poszczegdlnych tancuchow fibryno-
genu jest w znacznym stopniu kontrolowane przez
estrogeny wptywajgce na stabilnos¢ mRNA. W proce-
sie tym biorg udziat sekwencje flankujgce sygnat
poliadenylacji AAUAAA w czgsteczce mRNA [18].
Transkrypcja genow dla podjednostek a,/iiy zachodzi
z takg samg predkoscig dajac rownomolowe ilosci
odpowiednich czasteczek mRNA [17]. Pomimo od-
krycia i opisania wielu czynnikéw regulujgcych proces
transkrypcji nie jest znany mechanizm regulacji oraz
koordynowania ekspresji genéw fibrynogenu.

V-2. Translacyjne i potranslacyjne procesy
sktadajgce sie na synteze fibrynogenu

Czasteczki mMRNA dla poszczegdlnych podjednos-
tek fibrynogenu sg transportowane do cytoplazmy,
a nastepnie ulegajg translacji na rybosomach siateczki
Srddplazmatycznej szorstkiej. Pierwotne produkty
translacji sg formami prekursorowymi polipeptydéw
Aa, Bfl i y. Zawierajg one N-koncowe peptydy syg-
natowe zbudowane z 16-30 reszt aminokwasowych.
Peptydy sygnatowe biora bezposredni udziat w proce-
sie kotranslacyjnej translokacji czyli przemieszczenia
syntetyzowanych polipeptydéw przez btone siateczki
$rodplazmatycznej do wnetrza jej cystern. Sekwencje
sygnatowe sg usuwane kotranslacyjnie przez endope-
ptydaze, znajdujgcg sie na wewnetrznej powierzchni
btony cystern i ulegajg proteolizie do wolnych amino-
kwasow [19, 20]. Kolejng modyfikacja jest glikozyla-
cja podjednostek Bfl i y [21]. Proces ten polega na
kowalencyjnym przytgczeniu tancucha cukrowego do
grupy amidowej asparaginy w pozycji 52 prepetydu
y oraz 364 prepeptydu B(i Glikozylacja podjednostek
fibrynogenu zaczyna sie podczas wydituzania tancu-
chéw polipeptydowych w cysternach siateczki $rdd-
plazmatycznej szorstkiej ijest kontynuowana w apara-
cie Golgiego. Ze wzgledu na lokalizacje reszt Asn
w polipeptydach Bfl iy, najpierw zachodzi glikozylacja
podjednostki y a potem podjednostki Bfl [20],

tancuch Aa fibrynogenu izolowanego z osocza krwi
zbudowany jest z 610 aminokwasow i zawiera reszte
Val jako C-koncowga. Sekwencja aminokwasowa wyni-
kajgca z analizy cDNA dla podjednostki a jest o 15
reszt aminokwasowych dituzsza, sktada sie z 625 reszt
zakonczonych C-kohcowg Pro. Przypuszcza sie, ze
podjednostka Aa ulega potranslacyjnej modyfikacji
polegajacej na odczepieniu dodatkowych 15 reszt
aminokwasowych z C-korca, w procesie ograniczonej
proteolizy zachodzacej podczas sktadania lub sekrecji
czasteczki fibrynogenu [3].

V-3. Sktadanie i sekrecja czasteczki fibrynogenu
Synteza tancuchéw polipeptydowych Aa, B[liyoraz
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ich sktadanie w dojrzatg czasteczke zachodzi réwno-
cze$nie w siateczce $rddplazmatycznej szorstkiej. Przy-
taczenie tancuchéw Aa iy, pochodzacych z wewnatrz-
komorkowych rezerw, do rosngcego na polisomach
tancucha Bfl jest pierwszym etapem sktadania fib-
rynogenu. W efekcie powstajg kompleksy AaB/i oraz
B/?y. Kompleksy te wigzg trzeci taficuch tworzac
strukture (AotBfty), ktéra nastepnie ulega dimeryzacji
w czasteczke fibrynogenu (AaB/Jy)2 [22]. Wiadomo, iz
szybko$¢ syntezy dojrzatych czasteczek fibrynogenu
ograniczona jest ekspresja genu kodujgcego strukture
tafcucha B/t Opisano polimorfizm genu B/? zlokalizo-
wany w regionie odpowiadajgcym fragmentowi re-
strykcyjnemu Bell. Polimorfizm ten w decydujacy
spos6b wptywa na szybko$¢ syntezy tancucha B/
i w ten sposOb, decyduje o poziomie syntezy funkc-
jonalnie aktywnych czasteczek fibrynogenu.

W komorkach Hep G2 stwierdzono obecno$¢ kilku
komplekséw bedacych prekursorami dojrzatej czaste-
czki fibrynogenu a mianowicie AaB/Jy2 o masie 232
kDa, Aay2 o masie 150 kDa, B/fy2 o masie 135 kDa
oraz y3 o masie 128 kDa. Zaktadajac, ze kazdy z nich
bierze udziat w skiadaniu czasteczki fibrynogenu za-
proponowano réwniez nieco odmienny mechanizm
tego procesu (Ryc. 2). Zgodnie z nim, w pierwszym
etapie powstajg trimery polipeptydow vy, ktore taczg sie
ztancuchami Aa i Bfi tworzgc odpowiednio kompleksy
Aay?2i B/Jy2. W efekcie uwalnia sie taficuch y (etap 21i 3).
W nastepnym etapie w reakcje wchodzg kompleksy
Aay2iB/ty2ijako produkt powstaje kompleks AaB/fy2
oraz dwa wolne tancuchy y. KofAcowy etap polega na
dimeryzacji kompleks6w AaB/?y2 i utworzeniu doj-
rzatej czasteczki fibrynogenu (AaB/ty)2 z uwolnieniem
dwoch tancuchéw y [23],

W procesie sktadania i sekrecji czgsteczki fibrynoge-
nu wazng role petnig wystepujgce w niej liczne wigza-
nia disiarczkowe. Symetryczne mostki disiarczkowe
obecne przy N-koAcu czasteczki utrzymuja dimerycz-
ng strukture fibrynogenu, natomiast powstanie most-
kow w C-koncowym regionie czasteczki jest niezbedne
dla prawidtowego wydzielania fibrynogenu przez he-
patocyty [24]. Pomimo Scistej koordynacji ekspresji
wszystkich gendéw fibrynogenu, blizej nieokreslone
zmiany na poziomie potranskrypcyjnym powodujg

3y 73
2) 73+ Aa Aoty2 + 7
3 73+ B@ B?72 + 7

4 Aay2+ B(3y2 AaBIFy2 + 2y

55 AaB(3y2 -r AaB/Ly2 (AaB(3y)2 + 2y

Ryc. 2. Hipotetyczny mechanizm sktadania dimcrycznej czasteczki
fibrynogenu z tafcuchéw Aa, Bliiy.
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pojawienie sie nadmiernych ilosci tancuchéw fibryno-
genu, ktére ulegajg rozktadowi we wnetrzu komaorki.
tancuchy B/J iy rozktadane sg w retikulum endoplaz-
matycznym przy udziale biatek BiP (ang. immunog-
lobulin heavy chain binding protein), natomiast taficuch
Aa oraz kompleks Aay w lizosomach [25]. Fibrynogen
ulega sekrecji z hepatocytow do krwioobiegu przy
udziale aparatu Golgiego. Obecnos$¢ niektorych pre-
kursorow czasteczki fibrynogenu Aay2, AaB/?y2 oraz
bardzo niewielkich ilosci wolnego tancucha Aa w nad-
sgczach hodowli komérek Hep G2 wskazuje na to, ze
nie tylko dojrzate czasteczki fibrynogenu ulegajg sek-
recji [23],

Rekapitulujgc, podobnie jak w przypadku innych
biatek zbudowanych z kilku tancuchéw polipeptydo-
wych, nie znany jest do kornca mechanizm powstawa-
nia dojrzatej czasteczki fibrynogenu. Nie znane sg tez
wszystkie czynniki, ktére regulujg synteze tego biatka
i np. wptywajg na jego podwyzszone stezenie we krwi.
Poznanie ich natury oraz wyjasnienie systemu regula-
cji ekspresji genéw fibrynogenu umozliwi opracowanie
metod diagnostycznych i strategii terapeutycznej po-
mocnej w zapobieganiu i leczeniu zakrzepicy oraz
choréb naczyniowo-sercowych.

Artykut otrzymano 28 grudnia 1994 r.
Zaakceptowano do druku 28 lutego 1995 r.
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I. Wprowadzenie

Biatka zawierajace zestaw kilku modutéw peptydo-
wych, spotykanych w dwdéch co najmniej réznych
biatkach, nazywane sg biatkami mozaikowymi. [1-4].
Poszczeg6lne jednostki modutowe mogg wystepowac
pojedynczo lub powtarzac¢ sie wielokrotnie (ponad 50
razy), tworzac tzw. tandemy, zaré6wno wjednym biatku
oraz w innych, petnigcych odmienne funkcje biologicz-
ne w organizmie wielokomoérkowym [5-7].

Do wielkiej i fascynujgcej ztozonosci biatek mozai-
kowych [1] przyczynit sie gtdwnie proces przetasowa-
nia eksonéw (exon shuffling) [4, 8]. Rozbiezna ewolucja
zgenu wyjsciowego na skutek przetasowania eksondw,
duplikacji lub delecji uwazana jest za stosunkowo
szybki i prosty spos6b tworzenia zmiennos$ci moleku-
larnej. Przypuszczalnie kilka tysiecy eksonéw bytoby
wystarczajgce do odtworzenia przez przetasowanie
eksonowe wszystkich aktualnie znanych biatek [9],

Znanych jest obecnie ponad 100 biologicznie r6z-
nych biatek mozaikowych, nie uwzgledniajgc izoform

1Wyktad na XXX Zjezdzie Pol. Tow. Biochemicznego
w Szczecinie, wrzesief 1994.
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gatunkowych lub tkankowych [10, 11]. Nalezy przy-
puszczaé, ze lista biatek mozaikowych moze powiek-
sza¢ sie z dnia na dzieh dzieki badaniom, ktére wy-
korzystujg komputery do poréwnawczych analiz zna-
nych sekwencji aminokwasowych réznych biatek.

Biatka mozaikowe sg powszechne przede wszystkim
u zwierzat, cho¢ ostatnio wykryto odpowiednik biatka
zwierzecego u roslin [7] (Tab.l). Pojedyncze moduty
odnaleziono réwniez w biatkach Prokariota lub wiru-
séw, ich pochodzenie nie jest ostatecznie wyjasnione.
Sugerowana jest mozliwo$¢ ,,poziomego” przeniesie-
nia genu zwierzecego do bakterii, ktére go nabywaja
skutkiem transformacji czy tez transdukcji lub trans-
fekcji z posSrednictwem faga [lla]. Zagadnienia ewolu-
cyjnej ruchliwosci modutéw biatkowych szczegdtowo
przedstawili Doolittle i Bork w polskojezycz-
nym pismiennictwie popularnonaukowym [Swiat Na-
uki 12: 36-43, 1993], do ktorego odsytam zainteresowa-
nych czytelnikéw, gdyz nie sg one przedmiotem moich
rozwazan.

Il. Biatkowe jednostki modutowe
Modut biatkowy, to region polipeptydu o sekwencji

40-100 reszt aminokwasowych, o strukturze i funkcji
niezaleznej od struktury pozostatej czesci czasteczki

biatkowej, ktorego filogenetyczne pochodzenie zdeter-
minowane jest procesem przetasowania eksonowego
i duplikacjg. Moduty posiadajgce te cechy sg przed-
miotem moich rozwazan. W pisSmiennictwie nauko-
wym termin ten obejmuje réznie nazywane jednostki,
mianowicie: powtdrzenia (repeats), motywy (motifs),
czy tez domeny [2, 3, 11-15]. Krotkie sekwencje
aminokwasowe moga nie mie¢ wystarczajacej liczby
wigzan wewnatrzczasteczkowych do utrzymania trwa-
fej struktury tréjwymiarowej (czyli dominujacego
ksztattu), wéwczas nie spetniajg warunkéw klasyfiku-
jacych je do domen. Z drugiej strony, nie wszystkie
domeny nalezy uzna¢ za moduty, cho¢ wiele modutéow
posiada cechy domen [3], Zatem, termin modut moze
dotyczy¢ tego szczeg6lnego rodzaju domeny, ktorej
powstanie byto nastepstwem procesu przetasowania
eksonow iduplikacji [2-4, 8]. Przyjmuje sie, ze sekwen-
cje aminokwasowe jednostek modutowych zdolne sg
do tworzenia tréjwymiarowej struktury. Struktura ta
moze mie¢ mniej lub bardziej stabilny globularny
ksztatt odmienny od reszty czasteczki, zaleznie od
liczby tworzacych jg reszt aminokwasowych. Niekiedy
do utrzymania dominujacej struktury trzeciorzedowej
wymagane moga by¢ dodatkowe czynniki stabilizuja-
ce, np. w rodzaju kowalencyjnych wigzan disiarcz-
kowych lub jondw metali.

Tabela 1

Wystepowanie i ogélna funkcja omawianych w pracy biatek mozaikowych.

Wystepowanie biatek

Funkcja biologiczna biatek mozaikowych

przyktady

witronektyna

czynniki: XII, X; IX, VII, biatka C, S, protrombina
czynnik von Willcbranda

trombospondyna

trombomodulina bton komdrek endotclialnych
plazminogen

czynniki: B, Clqg, Clr, Cis, C2, C6-C9, perforyna
czynniki: H, D, |

witronektyna

properdyna

apolipoproteina (a)

fibronektyna, perlekan, laminina, nidogen,
tenascyna, kolageny V, IX, XI, XII

N-CAM, I-CAM, selektyny E, P, L
receptor PDGF, receptor interleukiny-2
receptor LDL

proTGFoc, proEGF, proAR

produkty genéw Notch, Delta i crums drozofili
produkty genéw lin 12, glp-1 nicienia
chitynaza, celulaza, endoglukanaza

Miejsce
dziatania
ROSLINY niejasna
KREGOWCE krzepniecie krwi
przestrzen i regulacja
pozakomoérkowa
fibrynoliza
dopetniacz
i regulacja
odpowiedz, immunologiczna
transport cholesterolu LDL
ECM, btony oddziatywania typu:
podstawne biatko-biatko,
biatko-komdrka,
komérka-komoérka
btony
komérkowe receptory: adhezji,
czynnikéw wzrostowych, IL;
endocytoza posred. recept.
prekursory cz. wzrostowych
cytoplazma biatko miesni poprzecznie tytyna
prazkowanych
BEZKREGOWCE
btony aktywno$¢: czynnikéw
komérkowe wzrostowych,
PROKARIOTA enzymatyczna
WIRUSY prekursor rozpuszczalnego

czynnika wzrostowego
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proVGF — produkt wczesnego genu wirusa ospy
krowiej (krowianki)

Pismiennictwo

[71
[38, 39, 51]
[59]

[34, 37]
[81]
[38-40]
[11]

[18, 27, 34, 35]
[71
[34. 36]
[40]

[19, 21, 22] [45,
46] [52, 53] [54]
[41] [55-59]

[17, 32] [30]
[31, 32] [22, 33]
[3]

[48]

[10]

[48]
[l1a]

[48]



Zwykle moguty odpowiadajg pojedynczym ekso-
nom majacym te sama faze na granicy intron-ekson [2,
12]. Niektdre, jak np. modut kringle, moga odpowia-
da¢ podwojnemu eksonowi przedzielonemu intronem,
jednak zawsze podczas przetasowania przenoszone sg
razem, skoro dotad nikt nie znalazt potéwki tego
modutu w jakimkolwiek innym biatku.

1lo$¢ znanych modutéow biatkowych okre$lona wste-
pnie na podstawie sekwencji aminokwasowej prze-
kracza wartos¢ 40, z czego jedynie niespetna 15schara-
kteryzowano pod wzgledem struktury trzeciorzedo-
wej. W tym znajdujg sie rowniez moduty nie bedace
przedmiotem niniejszego opracowania, mianowicie
uczestniczagce w interakcjach typu biatko-DNA, do
ktérych nalezg: motyw palca cynkowego (ang. zinc
finger), motyw zamka leucynowego (ang. leucine zip-
per) i motyw heliks-skret-heliks (ang. helix-turn-helix)
[23-25],

Moduty: podobne do EGF [16], do Ig [17], biatek
dopetniacza (CCP) [18], fibronektynowe typ | [19]
i tzw. kringle [20] (Ryc. 1) majg stabilng strukture
trzeciorzedowa, ktora pozostaje zachowana po wyizo-
lowaniu jednostki znatywnego biatka [3]. Potwierdza
to sugestie, ze struktura trzeciorzedowa modutu nie
podlega wptywom sgsiadujagcych sekwencji amino-

MODUtL EGF—-podobny
)

MODUt FIBRONEKTYNOWY
typ 1 (F1)

MODUL Ig (1)

I MMUNOGLOBUL | NO—podobny

(/)5

kwasowych, ktdre jako towarzyszace sq obecnie w ty-
powym biatku mozaikowym. Struktura trzeciorzedo-
wa omawianych modutdw jest stabilizowana wigza-
niami disiarczkowymi, ktérych liczba jest charakterys-
tyczna dla kazdego typu. Obecnos$¢ wigzan disiarczko-
wych nie jest reguta, powszechne sg rowniez moduty,
ktore ich nie zawieraja, np. modut fibronektynowy typu
111 [21, 22], Znaczne czesci struktury pierwszorzedowej
omawianych modutéw (Ryc. 1) wystepujg w uporzad-
kowanej konformacji. Dominujg fragmenty polipep-
tydu o strukturze 3 ktore poprzedzielane sg nieregular-
nymi luznymi petlami. Struktury @o uktadzie przeciw-
réwnolegtym, rzadziej rownolegtym, tworzg mniej lub
bardziej upakowany, stabilny rdzeA modutu, natomiast
rejony luznych petli znajdujg sie raczej na powierzchni
modutu (Ryc. 1). Powierzchniowo uwidaczniajg sie
reszty aminokwasowe bezposrednio odpowiedzialne za
kontakt z innymi biatkami, czyli aminokwasy tworzgace
tzw. plamki funkcjonalne [3].

Przewaga rejondw o strukturze (3jest cechg charak-
terystyczng dla modutéw uczestniczagcych w oddziaty-
waniach typu biatko-biatko [3], natomiast dla modu-
téw uczestniczacych w oddziatywaniach typu biatko-
DNA [23-25] bardziej charakterystyczna jest przewa-
ga rejondw o strukturze ot-heliksu.

MODUL CCP
©

2\
S\

MODUL tzw. KRINGLE (K)

o~
74

\v

1nm

Ryc. 1. Schematyczne diagramy pasmowe (ribbon) konformacji przestrzennej niektérych modutéw [3, 16-20, 27],
Rejony o strukturze [3 przedstawiono w postaci szerokich ptaskich strzatek.
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Przedstawione na rycinie 1 moduty nalezg do po-
wszechnie wystepujacych w réznych rodzajach biatek
oraz sg dobrze scharakteryzowane pod wzgledem
struktury trzeciorzedowej. Poszczegdlne moduty po-
chodzace z biologicznie réznych biatek tworzg rodziny
homologicznych jednostek.

Baron i wsp. [3] sugerujg, ze homologiczne
jednostki modutowe posiadajg zgodng strukture trze-
ciorzedowg (a consensus structure) reprezentatywng
dla catej rodziny podobnych modutdéw, przykiady
takich konformacji przestrzennych schematycznie
przedstawia rycina 1 CzeSciej jednak w praktyce
badawczej o identyfikacji i klasyfikacji danego modutu
decyduje zgodna sekwencja aminokwasowa (a consen-
sus seguence) [3, 11, 12, 14-16, 19, 26], Poza zgodng
sekwencjg, homologia pozostatych fragmentéw struk-
tury pierwszorzedowej modutu moze by¢ stosunkowo
niewielka [3, 11]. Przypuszczalnie obecno$¢ zgodnej
sekwencji aminokwasowej jest wystarczajgce do deter-
minowania zgodnej struktury trzeciorzedowej, repre-
zentatywnej dla catej rodziny podobnych modutdéw
[18, 26-28]. Natomiast niehomologiczne fragmenty
struktury pierwszorzedowej modutu moga stanowié
odrebne t.zw. plamki funkcjonalne, jak np. w nie-
ktérych modutach podobnych do EGF, szerzej omo-
wionych w dalszej czesci opracowania.

Charakterystyczng cechg wiekszosci modutdw jest
ich szczeg6lna sprawno$¢ w rozpoznawaniu i wigzaniu
innych biatek. Specyficzno$¢ oddziatywania typu biat-
ko-biatko nadaje modut, ktéry bezposrednio w kon-
takcie uczestniczy. Miejscami oddziatywan moga by¢
np. krotkie sekwencje aminokwasowe rozpoznania
adhezyjnego (adhesive récognition sequences) [29], kt6-
re wydaja sie by¢ eksponowane powierzchniowo na
module. Moduty lektynowe, jako jedyne, uczestniczg
w miedzyczasteczkowych oddziatywaniach za posred-
nictwem glikandw, ktdre rozpoznajg [30],

I1l1. Struktura modutowa i funkcja biatek
mozaikowych

Biatka mozaikowe wystepuja pozakomérkowo
(ECM) i na terenie bton plazmatycznych, wyjgtkowo
wewnatrz komorki [10] (Tab. 1). W$rdd nich sg biatka
uktadu krzepniecia, fibrynolizy, dopetniacza, adhezyj-
ne oraz o aktywnosci czynnik6w wzrostowych i czyn-
nikéw transkrypcyjnych. Uczestniczg w procesach
biologicznych w ktérych bezposrednie znaczenie maja
interakcje typu biatko-biatko [11] lub biatko-DNA.
Te ostatnie nie sg przedmiotem obecnych rozwazan,
gdyz wiedza zgromadzona na ich temat wymaga
oddzielnego opracowania.

Biatka mozaikowe mozna zr6znicowa¢ na jedno-
rodne i réznorodne pod wzgledem wystepujacych
w nich modutéow (Ryc. 2). Nie tylko w btonowym
receptorze plytkochodnego czynnika wzrostowego
(PDGF) powtarzajg sie moduty Ig-podobne [31, 32].
Jednorodnym biatkiem jest réwnez receptor inter-
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Ryc. 2. Schematycznie przedstawiona modutowa organizacja re-
prezentatywnych biatek mozaikowych [3, 11],

leukiny-2 zawierajagcy jedynie moduty CCP charak-
terystyczne dla biatek dopetniacza [22, 33], Moduty
CCP-podobne mogg tworzy¢ tandem np. w czynniku
H [18, 27], ktéry jest przedstawicielem wiekszej grupy
podobnych biatek nalezgcych do negatywnych regula-
torow aktywnosci dopetniacza [34, 35]. Strukture
properdyny tworzy swoisty dla tego biatka modut
powtarzajacy sie 6-krotnie; [34, 36] podobny modut
odnaleziono réwniez w trombospondynie (Ryc 2) [34,
37], Plazminogen iapolipoproteina(a) (apo(a)) [38-40]
utworzone sa z powtarzajacych sie modutéw K, tzw.
kringle oraz z domeny proteazy serynowej (SPR). Te
dwa biatka, zasadniczo odmienne pod wzgledem funk-
cji, strukturalnie réznig sie gtéwnie iloSciag modutdw
typu kringle. W plazminogenie jest ich pie¢. natomiast
w apo(a) modut ten powtarza sie az 56 razy. Apo(a)
zzachowang zdolnoScig niezakty wowanego plazmino-
genu do wigzania fibryny moze przyczynia¢ sie do
ukierunkowywania transportu cholesterolu LDL do
miejsc mikrourazu, gdzie rozpoczynajg sie procesy
naprawcze i zwieksza zapotrzebowanie na cholesterol,
bedacy skiadnikiem bton.

Fibronektyna (Ryc. 2) jest prototypem biatka ad-
hezyjnego, ktérego pojedynczy polipeptyd sktada sie
z kilkunastu powtarzajgcych sie sekwencji trzech ro-
dzajow modutéw fibronektynowych typu I, 1l i III,
0 dtugosci odpowiednio wynoszacej 45, 60, 100 reszt
aminokwaséw [19, 21, 22], Fibronektynopodobne
moduty obecne sg réwnez w innych biatkach ECM
[41], lecz nie tylko, gdyz wystepujg réwniez w we-
wnatrzkomadrkowej tytynie [10], w btonowych recep-
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torach adhezyjnych [17, 32], w czynniku XII krzep-
niecia i protrombinie [38, 39] (Ryc. 2).

Zwykle biatka integralne bton plazmatycznych za-
wieraja trzy typowe domeny, mianowicie: cytoplaz-
matyczng, przezbtonowg i pozakomdrkowa, jesli jed-
noczesnie prezentujag budowe mozaikowg to szczegol-
nie w rejonie tej ostatniej domeny (Ryc. 2). Natomiast
wiekszo$¢ pozakomdérkowych biatek mozaikowych
ma w catosci budowe modutowa, tak jak np. fibronek-
tyna, trombospondyna (Ryc. 2), czy perlekan [45, 46].

Biatka mozaikowe, gtdwnie pochodzace z macierzy
pozakomoérkowej, wykazuja zdolno$é do samoagrega-
cji. Wiele z nich, poza postaciami monomerycznymi,
jak np. perlekan, wystepuje w formach wieloczgstecz-
kowych (Ryc. 3) sktadajgcych sie z kilku polipeptydéw,
mianowicie: jako postacie dimeryczne, np. fibronek-
tyna; trimeryczne, np. laminina, czy tez heksamerycz-
ne, np. tenascyna. R6zne izoformy tego samego biatka
specyficzne pod wzgledem lokalizacji tkankowej czy
tez etapu ontogenezy rdéznig sie w ostatecznej swej
postaci liczbg oraz kombinacjg poszczegdlnych tani-
cuchéw mogacych asocjowaé do struktur wielopod-
jednostkowych. Zatem cho¢ kompletne biatko jest np.
heksameryczne, to moze réwniez wystepowaé pod
postacig timeryczng, dimeryczng, czy tez monomerycz-
ng. Natomiast heterogennos$¢ poszczeg6lnych popula-
cji pojedynczych polipeptydéw przypuszczalnie wyni-
ka z alternatywnego skladania mRNA (splicing
mRNA) [21, 22, 77]. Niepowtarzalny, rozpostarty
(extended) ksztatt (Ryc. 3) wielopodjednostkowych
biatek mozaikowych jest doskonale dopasowany do
ich wspdlnej witasnosci, jakg jest zdolno$¢ do wielo-
krotnych oddziatywan typu biatko-biatko. Ksztatt ten
sprzyja taczeniu odlegtych miejsc powierzchni komao-
rek z innymi biatkami macierzy pozakomoérkowej.
Ponadto, dodatkowo zwielokrotnia ilos¢ mozliwych
miejsc kontaktu skutkiem asocjacji kilku polipep-
tydéw do ostatecznego rozpostartego ksztattu.

I11-1. Biatka mozaikowe adhezji komérek

Btonowe receptory adhezyjne [17, 30], mianowicie
selektyny (np. ELAM-1) i receptory z nadrodziny
immunoglobulin (np. 1-CAM), zaleznie od aktualnego
stanu czynnos$ciowego endotelium ileukocytow, moga
by¢ ujawniane na powierzchni tych komdérek. Znane sg
trzy typy selektyn, mianowicie L, P, i E, wszystkie one
sg wapnio-zaleznymi lektynami, ktérych ligandami sg
jednostki oligosacharydowe np. z determinantami sja-
lo-Le* [42], Promuja rekrutacje leukocytéow z krwi
i toczenie tych komdérek po endotelium. Selektyna E,
czyli ELAM-1 (Ryc. 2) zbudowana jest z terminalnego
modutu lektynopodobnego zaleznego od wapnia, po-
jedynczego modutu EGF-podobnego ikilku modutow
CCP, typu biatek dopetniacza. Ekspresja tej selektyny
na powierzchni endotelium nastepuje ze znacznym
op6znieniem w pordwnaniu z pojawieniem sie selek-
tyny P, np. podczas utrzymujgcego sie stanu zapal-
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Ryc. 3. Ksztatty podjednostkowych, wielodomenowych biatek mo-
zaikowych, przedstawione schematycznie [22, 41, 45, 53].

nego, wzmagajac i przedtuzajac rekrutacje leukocytéw
[43]. W receptorozaleznej rekrutacji i adhezji leuko-
cytow do aktywnego $rodbtonka, umozliwiajgcej po-
konanie bariery endotelialnej przez te komorki, uczest-
niczg réwniez srédbtonkowe receptory adhezyjne nad-
rodziny immunoglobulin, ktére podobnie jak N-CAM
(Ryc. 2) sg biatkami mozaikowymi, okreslanymi I-
CAM, ktoérych przeciwreceptorami sg leukocytarne
integryny-(32 [44]. Funkcjonalne oddziatywanie I-
CAM ze swymi przeciwreceptorami integrynowymi na
powierzchni leukocytéw gwarantuje adhezje tych ko-
morek do endotelium w stopniu wystarczajgcym do
pokonania bariery srédbtonkowej.

111-2 Biatka modutowe dziatajace jako czynniki
wzrostowe

Wsrdd biatek zawierajgcych powtdrzenia EGF-
podobne znajduje sie grupa biatek, ktore poprzez
specyficzne oddziatywania biatko-biatko wytyczajg
wzrost i roznicowanie komorek. Nalezg do nich przed-
stawione na rycinie 4 formy prekursorowe: transfor-
mujgcego czynnika wzrostowego-a (pro-TGF-a), epi-
dermalnego czynnika wzrostowego (pro-EGF), amfi-
reguliny (pro-AR), czynnika wzrostowego wirusa ospy
krowiej (proVGF), oraz produkty gendéw: Notch, Delta
i crumds Drosophila melanogaster lub gendéw lin-12
i glp-1 nicienia Caenorhahditis elegans [48]. Wszystkie
sgq integralnymi biatkami btonowymi o pozakomor-
kowych domenach majgcych modutowg strukture
utworzong z EGF-podobnych jednostek, ktére moga
powtarza¢ sie tylko raz, jak w pro-TGF-a, pro-AR
i pro-VGF, lub tez wiele razy, jak w pro-EGF i biat-
kach bezkregowcéw. Pro-TGF-a i wszystkie produkty
genow bezkregowcow (Ryc. 4) ujawniajg swa aktyw-
nos¢ biologiczng w formie zwigzanej z btong, pozostate
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Ryc. 4. Czynniki wzrostowe jako wielomodutowe biatka zakot-
wiczone w btonie plazmatycznej [cyt. za 48, zmodyfikowa-
nej.

Strzatki wskazujg miejsca proteolizy.

natomiast dopiero po uwolnieniu z powierzchni btony
jako formy niskoczgsteczkowe, rozpuszczalne, zatem
przenikliwe czynniki.

Epidermalny czynnik wzrostowy (EGF), prototypo-
wy mitogen [49], jest pojedynczym modutem sktadaja-
cym sie z 53 reszt aminokwasowych [16]. Wykazuje
stabilng strukture trzeciorzedowa, ktéra utrzymywana
jest trzema wigzaniami disiarczkowymi. Ten rozpusz-
czalny czynnik wzrostowy powstaje z formy prekur-
sorowej proEGF (Ryc. 4), ktéra w swej domenie
pozakomodrkowej zawiera 9 EGF-podobnych jedno-
stek. Tylko jeden modut jest flankowany z dwdéch stron
aminokwasami Arg lub Lys, wobec ktorych specyficz-
na jest enteropeptydaza argininowa, przypuszczalnie
odpowiedzialna za uwalnianie EGF z powierzchni
komdrki (Ryc. 4 — strzatki wskazujg miejsca ograni-
czonej proteolizy) [50]. Dotychczas nie wyjasnione jest
znaczenie fizjologiczne i losy uwolnionego jednoczes-
nie polipeptydu zawierajgcego pozostate EGF-podob-
ne powtdrzenia. Sugeruje sie, ze pozostate moduty
maja zawieraé zgodne sekwencje, ktére warunkuja
P-hydroksylacje reszty asparaginowej lub asparaginia-
nowej i przypuszczalnie sa odpowiedzialne za tworze-
nie miejsc o wysokim powinowactwie do wigzania
wapnia [51].

Pokrewny TGF-a, w przeciwieristwie do pro-EGF,
przejawia aktywno$¢ czynnika wzrostowego, zaréwno
w formie prekursorowej zwigzanej z btong plazmatycz-
ng, jak réwniez w formie rozpuszczalnej, po uwol-
nieniu na drodze ograniczonej proteolizy skutkiem
dziatania enzymu elastazo-podobnego (Ryc. 4 — strzat-
ki wskazujg miejsca ograniczonej proteolizy) [48],
Produkty genéw bezkregowcow zawierajagce moduty
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EGF-podobne sg integralnymi biatkami btonowymi,
ktére funkcjonujg jako nierozpuszczalne (niepenet-
rujgce) czynniki wzrostowe inieznane sg odpowiadajg-
ce im formy rozpuszczalne u tych zwierzat [48],

Rodzing EGF-podobnych modutéw ocenia sie obe-
cnie na okoto 500 jednostek [11] odnalezionych
w wielu innych biatkach (Ryc. 2), ktérych ujawniona
aktywnos$¢ biologiczna rézni sie od aktywnosci czyn-
nika wzrostowego. W homologicznych modutach
EGF-podobnych sekwencje identyczne stanowig jedy-
nie okoto 26% [3] i praktycznie zadna z pozycji
mostkow disiarczkowych nie pozostaje catkowicie
zachowana [11]. Moduty te réznia sie zdolnoscig do
wigzania ze specyficznym receptorem EGF, ktéry jest
przezbtonowa tyrozynowa kinaza biatkowa aktywo-
wang ligandem, posredniczacym w przekazie sygnatu
mitogennego do wnetrza komérki [16, 49]. Cecha ta
pozwala zréznicowa¢ moduty EGF-podobne na dwie
skrajne grupy, mianowicie wigzace sie lub nie ze
swoistym receptorem. Wszystkie te moduty, ktére
tacza sie z receptorem EGF majg bardzo zblizong
strukture przestrzenng. Przypuszczalnie wszystkie one
posiadajg plamke funkcjonalng odpowiedzialng za
interakcje czynnika wzrostowego z receptorem EGF
[3]. Plamke te tworzg reszty aminokwasowe pocho-
dzace z roznych petli strukturalnych modutu EGF.
Ukierunkowana mutageneza sekwencji obszaru tej
plamki funkcjonalnej dowiodta, ze np. zamiana reszty
Leu-47 przyczynia sie do zaburzenia wiazania czyn-
nika wzrostowego z receptorem przy niewielkiej lokal-
nej zmianie struktury, natomiast inne mutacje moga
zaburzaé zar6wno wigzanie, jak istrukture przestrzen-
ng tego modutu [3].

Ws$rod modutdéw EGF-podobnych nie wykazuja-
cych zdolno$ci do wigzania sie z receptorem EGF sg
takie, jak np. pierwszy z czynnika IX krzepniecia (Ryc.
2), ktére prezentujg bardzo podobne pofatdowanie
polipeptydu jak czynnik wzrostowy [51]. Fakt ten ma
wspieraé koncepcje zaktadajgcg, ze istnieje zgodna
struktura danego typu modutu, ktéra moze by¢ wyko-
rzystana do modelowania innych homologdw, cho¢
one ujawniajg odmienne aktywnosci [3,26-28], Modut
EGF-podobny z czynnika IX krzepniecia, poza typo-
wa zgodng sekwencjg, zawiera rdwniez sekwencje
w rejonie N-korica polipeptydu, ktéra tworzy plamke
funkcjonalng odpowiedzialng za wigzanie jondw
Ca++,iwprzypadku czynnika IX jest wazna w ujaw-
nianiu jego aktywnos$ci krzepliwej [51]. Ukierunkowa-
na mutageneza pojedynczych aminokwasow z obszaru
tej plamki zmienia powinowactwo do wapnia. Sekwen-
cja tworzgca miejsca o wysokim powinowactwie wig-
zania jonow Ca++ w modutach EGF-podobnych ma
byé obecna nie tylko w tych pochodzgcych z czyn-
nikow krzepniecia, ale réwniez w modutach EGF-
podobnych pochodzacych z innych biatek, miedzy
innymi z antykrzepliwej trombomoduliny, receptora
LDL, czy latentnego biatka wigzgcego TGF(31 [48],
Sugeruje sie réwniez, ze moduty EGF-podobne z bia-
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tek Notch i Delta posredniczag w oddziatywaniach
zaleznych od wapnia, ktére wytyczajg rozwdj neuro-
genny zarodkoéw much.

Szczego6lne znaczenie biologiczne moze mie¢ fakt, ze
niektére moduty mogg uczestniczy¢ w sygnalizacji
komdrkowej jako formy rozpuszczalne, czyli czynniki
przenikliwe, oraz jednoczes$nie jako formy zakotwiczo-
ne w btonie. Btonowe czynniki wzrostowe taczac sie ze
specyficznymi receptorami na powierzchni innej ko-
morki moga podtrzymywaé przyleganie komdrka-
komorka ijednoczes$nie posredniczgc w ich stymulacji
justakrynnej (juxtacrine Stimulation) czyli poprzez kon-
takt komorka-komérka [48]. Natomiast uwolnienie
ich z powierzchni btony dostarcza rozpuszczalnych,
przenikliwych czynnikéw wzrostowych i byé moze
ostabia przyleganie komoérek. Obecnie nie mozna
jeszcze jednoznacznie odpowiedzie¢ na pytanie, czy
podobne mozliwosci majg moduty EGF-podobne obe-
cne w innych biatkach mozaikowych, szczeg6lnie
ECM. Wiedza w tym zakresie jest skromna, obecnie
w wielu osrodkach prowadzone sg badania, ktore
przypuszczalnie pozwolg w przysztosci wyjasni¢ ten
problem.

I11-3. Laminina i inne wielodomenowe biatka mo-
zaikowe macierzy pozakomorkowej

Macierz pozakomdrkowga w wiekszosci tworzg gli-
koproteiny [21, 22,41,45, 52-55]. Sg one syntetyzowa-
ne w okre$lonym czasie i miejscu podczas rozwoju
embrionalnego oraz maja S$cis$le ustalone rozmiesz-
czenie w dojrzatych tkankach, jak sie wydaje, charak-
terystyczne dla réznych izoform.

Wiele glikoprotein to typowe biatka mozaikowe,
w tym kolageny [55-59], ktére nalezg do najpowszech-
niejszych biatek zwierzecych. Domeny obecne w nie-
ktérych kolagenach, mianowicie: typu V, IX, XI i XII
sg homologiczne z domeng wigzacg heparyne po-
chodzacg ztrombospondyny, natomiast moduty obec-
ne w kolagenie VII sg homologiczne z modutem
fibronektynowym typu Ill, inny z modutem czynnika
von Willebranda typ A [59]. Perlekan jest proteo-
glikanem siarczanu heparanu, ktéry charakteryzuje sie

duza réznorodnos$cig modutéw w nim wystepujacych
[45, 46]. Tworzy go pie¢ domen, z ktérych kazda
zawiera wewnetrzne powtdrzenia (Ryc. 5). Domena
I wystepuje we wszystkich proteoglikanach, gdyz jest
no$nikiem glikozoaminoglikandw. W perlekanie sta-
nowi ja N-koAcowa sekwencja sygnatowa po ktérej
nastepuje 172 aminokwasowy segment, zawierajacy
trzy miejsca do przytaczenia 3 tancuchdédw siarczanu
heparanu. Domena Il zawiera moduty L, ktére sg
podobne do tych wystepujacych w receptorze-LDL
(patrz Ryc. 2). Domena IlIl ma budowe podobng do
kréotkiego ramienia tancucha A lamininy (patrz dalej,
Ryc. 6). Domena IV zawiera 14 modutow lg-podob-
nych, ktére w wiekszosci sg bardzo zblizone do tych,
ktére sa obecne w N-CAM. Domena V zawiera trzy
powtdrzenia podobne do globularnych domen G re-
gionu C-konca tancucha A, ktére ponadto sg poprze-
dzielane modutami EGF-podobnymi, ktorych brak
w tym potozeniu w taricuchu A lamininy (Ryc. 5) [45],
Réznorodnosé domen w perlekanie lezy u podstaw
mozliwosci uczestnictwa tego biatka w wielorakich
oddziatywaniach z innymi biatkami ECM, jak réwniez
z komorkami, m.in. za po$rednictwem integryn grupy
(3L i [3 [47], ktére majg znaczenie podczas tworzenia
ponadmolekularnej organizacji macierzy pozakomor-
kowej.

Laminina wraz z kolagenem 1V, perlekanem i nido-
genem tworzg wyspecjalizowang forme ECM, jaka sa
btony podstawne, na ktérych wspieraja sie srodbtonki
[55]. Biatka ECM spetniajg dwojaka role. Z jednej
strony bezposrednio uczestniczg w powstawaniu ,,zt3-
czy” w trakcie tworzenia ponadmolekularnej organi-
zacji macierzy, a z drugiej za$ strony wchodzg w kon-
takt z komdérkami, promujac i regulujgc swoiste funk-
cje komoérkowe, jak adhezja, migracja, wzrost, prolife-
racja lub réznicowanie [43, 44].

Lamininajest gtbwnym biatkiem mozaikowym bton
podstawnych [52, 53], Ma charakterystyczng krzyzo-
wg strukture (Ryc. 6), z jednym diugim i trzema
krétkimi ramionami, utworzong z trzech homologicz-
nych polipeptydéw A, Bl i B2. Krdétkie ramiona
stanowig N-koncowe fragmenty poszczeg6lnych poli-
peptydow, w ktérych znajdujg sie domeny globularne,
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Ryc. 5. Organizacja modutowa i domenowa struktury perlekanu [45].
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Ryc. 6. Schematyczna struktura lamininy mysiego nowotworu
EHS [cyt. za 53]

po 2 w ramionach B oraz 3 w ramieniu krétkim A,
poprzedzielane tandemami powtarzajgcych sie modu-
téw EGF-podobnych, ktére sa regionami wysoko
konserwatywnymi w lamininach r6znego pochodzenia
[62]. We wszystkich trzech taficuchach dalej nastepuje
dtugi region polipeptydu zawierajacy 86 powtorzen
siedmioaminokwasowych motywow obecnych row-
niez w innych biatkach, ktorych dwa lub trzy polipep-
tydy lub ich fragmenty bogate w a-helikalne rejony,
zwijaja sie wokot siebie w pateczkowaty superheliks
[60-62]. W lamininie domena typu coileci-coil spina
trzy polipeptydy w pateczkowate dtugie ramie. Rejon
odpowiedzialny za samo-sktadanie (self-assembly)
trzech tancuchdéw polipeptydowych lamininy znajduje
sie w N-koricowym fragmencie tancucha Bl [63].
Specyficzny skiad i sekwencja powtarzajgcych sie
7-aminokwasowych motywow (mianowicie, amino-
kwasy: 1 i 4- sg hydrofobowe, 2 i 3 — polarne,
5i7 — obdarzone tadunkiem, 6 przedzielajgcy — jest
polarny) a-helikalnych rejonéw polipeptydowych two-
rzagcych domene superhelikalng sprawia, ze w $rodku
struktury coiled-coil znajdujag sie aminokwasy hydro-
fobowe, natomiast hydrofilne sg wystawione na powie-
rzchnig, co w najistotniejszym stopniu stabilizuje te
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forme. Poza oddziatywaniami hydrofobowymi ijono-
wymi, ktore stabilizujg te strukture, tafcuchy lamininy
potagczone sg réwniez mostkami disiarczkowymi ulo-
kowanymi na obu koAcach domeny coiled-coil, czyli na
koiAcach dlugiego ramienia [52, 53]. Lancuch A lami-
niny jest dtuzszy od pozostatych tancuchdw i na jego
C-konhcu znajduje sie pie¢ globularnych domen
G o strukturze R, ktére sg homologiczne z domena-
mi obecnymi w globulinie wigzacej hormony piciowe
[52, 53] i zdomenami produktu genu crumbs Drosop-
hila [64].

Laminina uczestniczy w licznych interakcjach z in-
nymi biatkami ECM, miedzy innymi z nidogenem
[54], biatkiem mozaikowym o ksztatcie hantli, z kt6-
rym tworzy kompleks w stosunku 1.1 o bardzo duzej
stabilno$ci. Miejsce wigzania nidogenu znajduje sie
przy wewnetrznym tandemie modutéw EGF-podob-
nych krétkiego ramienia B2 [52, 53]. Zwigzany nido-
gen jest widoczny w mikroskopie elektronowym jako
czwarte krotkie ramie lamininy. Nidogen wigze sie
specyficznie z kolagenem IV i perlekanem i moze
stanowi¢ pomost pomiedzy siecig kolagenu, lamining
i perlekanem [54]. Laminina réwniez bezposrednio
oddziatywuje z kolagenem IV. Miejsca wigzace kola-
gen zlokalizowane sa w N-koficowych domenach
globularnych tancuchéw B [65]. Wiekszo$¢ oddziaty-
wan, w ktérych uczestniczg omawiane biatka, przypu-
szczalnie zachodzi poprzez kontakt specyficznych sek-
wencji aminokwasowych, ale nie jest to jedyny moz-
liwy sposéb, poniewaz laminina moze roéwniez od-
dziatywa¢ z innymi biatkami za pos$rednictwem tan-
cuchéw weglowodanowych. Oddziatywania te mogga
by¢ dwoéch rodzajéw, mianowicie z jednej strony
fragment polipeptydu lamininy moze wykazywaé ak-
tywnos$¢ lektynopodobng i wigzaé specyficznie weg-
lowodany pochodzgce z innej makroczgsteczki, jak to
jest w przypadku wigzania heparyny lub siarczanu
heparanu, badzZ tez tancuchy weglowodanowe lamini-
ny moga byé rozpoznawane przez inne biatka lek-
tynopodobne. Interakcje lamininy z tancuchami gliko-
zoaminoglikanowymi siarczanu heparanu, proteogli-
kandéw macierzy bton podstawnych, np. perlekanu, lub
tez przezbtonowych typu syndekan, zachodzg poprzez
miejsca w rejonie C-koricowym taricucha A lamininy,
szczegOlnie dwdch ostatnich globularnych domen
G (Ryc. 6) [66]. Natomiast tancuchy weglowodanowe
lamininy sg rozpoznawane przez nieintegrynowe skia-
dniki powierzchni komérkowej [67]. Przypuszczalnie
jest to biatko posiadajgce zaréwno miejsca lektynopo-
dobne rozpoznajace galaktozydy, gtéwnie jednostek
poli-N- acetylolaktozoaminowych, oraz miejsca wig-
zace peptydy [68-71].

System oddziatywarn, w ktérych uczestniczy lamini-
na wraz z innymi biatkami, niezaleznie czy za posred-
nictwem taricuchéw polipeptydowych czy tez we-
glowodanowych, lezy u podstaw tworzenia i utrzymy-
wania ponadmolekularnej organizacji macierzy oraz
u podstaw jej integracji z komoérkami. W zespalaniu
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komdrek z macierzg pozakomdrkowa, do sieci wzaje-
mnych oddziatywahA miedzy biatkami macierzy wia-
czajg sie rowniez pozakomérkowe domeny biatek
btonowych, ktére majac modutowa budowe mogg
ujawni¢ wiele réznych miejsc mozliwego kontaktu.
Funkcje komérkowe biatek ECM wymagajg oddziaty-
wan z posrednictwem receptorow komdérkowych, kto-
rych funkcja rozcigga sie na cytoszkielet komorki
i ktore uczestnicza w sygnalizacji komorkowej (celi
signaling). Funkcje te speiniajg receptory adhezyjne
nalezgce do integryn, ktérych pozakomorkowe dome-
ny a3 wspdlnie rozpoznajg biatka macierzy poza-
komérkowej, zas domeny cytoplazmatyczne z pomoca
taliny i innych bialek oddziatywujg z systemem fila-
mentéw aktynowych. Receptory te posredniczg w syg-
nalizacji komdrkowej wrazliwej zar6wno na informa-
cje naptywajaca z wnetrza jak iz poza komorki [43,
44], Niektore komorki dla Scistego kontaktu z btong
podstawng tworza hemidesmosomy [72], gdzie kon-
centrujg sie integryny, ktére moga posredniczy¢ w tych
oddziatywaniach [73].

Ostatnio bierze sie rowniez pod uwage, ze tafcuchy
weglowodanowe lamininy moga byé rozpoznawane
przez receptory lektynowe posredniczace w sygnaliza-
cji komérkowej [74, 75].

Znane sg liczne integryny specyficzne dla fibronek-
tyny (np. a5|31) i kolagenéw (np. oc2(31) [44]. Fibronek-
tyna zawiera wiele sekwencji specyficznego rozpo-
znania (np. RDG, RGE, LDV, REDV), ktore moga
oddziatywa¢ z kilkoma réznymi receptorami integ-
rynowymi [29], byé moze réwniez zawiera sekwencje
rozpoznawane przez inne receptory zdolne do syg-
nalizacji komérkowej, nie bedace integrynami [71].
Cecha ta niejest charakterystyczna jedynie dla stosun-

kowo dobrze poznanej fibronektyny, raczej wiekszos$¢
biatek mozaikowych ECM wydaje sie prezentowac
wiele réznorodnych miejsc, zar6wno pro- jak i prze-
ciwadhezyjnych.

Dotychaczas opisano co najmniej 6 integryn wigzg-
cych lamining, mianowicie integryny: al (31, a2(31,
a3(31, a6[31, av[33, oc6(34 [75]. Wiedza na temat miejsc
rozpoznawania dla wszystkich tych receptoréw jest
jeszcze niepetna. Sa to krétkie adhezyjne sekwencje,
zaréwno RGD-zalezne, jak i RGD-niezalezne [29,44],
Czesto poza zgodnymi krétkimi sekwencjami w rozpo-
znawaniu znaczenie majg tzw. synergistyczne sekwen-
cje okoliczne, a réwniez i struktura przestrzenna.
W lamininie przede wszystkim cate jej diugie ramie
odpowiedzialne jest za przyczepianie komdrek, choc
wazne miejsca kontaktu z komdrkami poprzez sek-
wencje RGD- niezalezne znajdujg sie w czesci blizszej
C-konca domeny coiled-coil diugiego ramienia
i w trzech nastepujacych dalej domenach globularnych
G. Natomiast sekwencje RGD-zalezne znajdujg sie
w rejonie krotkich ramion lamininy [52, 53]. Ponadto
w krotkich ramionach znajduja sie miejsca sygnalizacji
komérkowej o dziataniu mitogennym lamininy. Mo-
duty EGF-podobne obecne w lamininie mogg ujaw-
nia¢ aktywnos$¢ czynnika wzrostowego, promujac po-
dziat komorki [52, 53].

Inne biatko macierzy pozakomdérkowej, heksamery-
czna tenascyna [41, 76-78] (Ryc. 7), wyrdznia sie nie
tylko swym niepowtarzalnym ksztattem, lecz réwniez
wszechstronnoscig i zmienno$cig swych wiasciwosci.
Funkcjonuje jako biatko adhezyjne lub przeciwad-
hezyjne. Cecha ta moze wynika¢ z wspoétistnienia
dwoch przeciwstawnych sygnatow na tym samym
biatku [41]. Miejsca odpowiedzialne za przyczepianie

TENASCYNA
L
A\
%
2
@I IIIIID  J (IIIIATL@ P, ERNEREEZENE .
5 9
MODUE.:

Ryc. 7. Schematyczne struktury pojedynczego ramienia
oraz postaci heksamerycznej zrekombinowanej te-
nascyny kurczat [cyt. za 41],
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komorek znajdujg sie przy koncach szeSciu ramion
tenascyny, w obrebie modutéw fibronektynowych ty-
pu Ill. Natomiast domena, ktéra zawiera 13,5 po-
wtarzajacych sie modutéw EGF-podobnych wykazuje
dziatanie antyadhezyjne [41].

Obecno$¢ w pozakomdrkowej macierzy i w btonach
plazmatycznych biatlek mozaikowych z réznymi ze-
stawami jednostek modutowych, ktére zawierajg réz-
ne miejca rozpoznania i wigzania biologicznego, spra-
wia ze poszczegdlne makroczasteczki biatek sg wigza-
ne przez r6zne receptory blonowe i jednocze$nie
pozostajg w kontakcie z innymi biatkami ECM. W ten
sposéb moze by¢ tworzona sie¢ strukturalno-funkc-
jonalnych ztozonych oddziatywan typu biatko-ko-
morka, biatko-biatko, czy tez komérka-komoérka. Wy-
daje sie, ze sugerowana sie¢ wzajemnych interakcji
utrzymuje nie tylko lokalng architekture tkanki, ale
rowniez moze determinowac jej aktualng aktywnos$¢
biologiczna.

IV. Uwagi koncowe

Prace nad strukturg i funkcjg duzych biatek prowa-
dzone sg z duzg intensywnoscig. Badania ostatnich lat
pozwolity pozna¢ og6lng strukture biatek mozaiko-
wych, niektére szczeg6towo scharakteryzowano pod
wzgledem struktury drugo- i trzeciorzedowej, wiek-
szo$¢ jednak opisano na podstawie znanej sekwencji
aminokwasowej, ktéra odnoszona jest do sekwencji
modutéw innych biatek, lepiej poznanych. Funkcje
pojedynczych biatek mozaikowych sg znane. Nadal
jednak niejasne jest znaczenie obecnosci w biatkach
mozaikowych dodatkowych modutéw towarzysza-
cych temu, ktéry determinuje ostateczng funkcje cate-
go biatka. Skoro obecnie utrzymuje sie poglad, ze
jednostki modutowe zachowujg swg funkcje w biat-
kach, w ktérych sie pojawiajg, mimo, ze funkcje te
czasami moga ulec zmianie skutkiem przetasowania
eksonowego [2], to budowa mozaikowa moze stano-
wi¢ molekularng podstawe potencjalnej wielofunkcyj-
nosci biatek w ktorych wystepujg rozne moduty.
Powyzsza sugestia moze by¢ prawdopodobna réwniez
w Swietle innej proponowanej roli dla towarzyszacych
modutdw. Mianowicie, ze petnig funkcje czysto struk-
turalnych odstepnikéw odpowiedzialnych za umiesz-
czenie funkcjonalnego modutu we wihasciwej mu pozy-
cji umozliwiajgcej optymalne ujawnienie jego aktyw-
nosci biologicznej. Nie wyklucza to mozliwosci funkc-
jonowania domniemanych odstepnikéw jednoczesnie
jako nos$nikéw latentnych aktywnos$ci ujawnianych
jedynie w specyficznych warunkach lub np. po ograni-
czonej proteolizie skutkiem dziatania swoistych prote-
az, wowczas kiedy ujawnienie dodatkowej aktywnosci
moze mieé znaczenie biologiczne. Nosnikami takich
latentnych aktywnosci sg np. zymogeny uktadu krzep-
niecia, dopetniacza, dobrze w tym zakresie poznane;
wiekszo$¢ z nich to biatka mozaikowe.

Egzystujace rézne moduty w biatkach mozaiko-
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wych, szczegblnie ECM, ze wzgledu na swe potencjalne
funkcje, np. komérkowe, czynnikdéw wzrostowych, czy
stymulacji justakrynnej, by¢é moze sg elementami
wielopoziomowego systemu ukrytej informacji bio-
logicznej mogacej mie¢ znaczenie w lokalnej samore-
gulacji tkankowej, przejawianej w formie okre$lonej
aktywnos$ci dopiero we witasciwych ku temu warun-
kach, np. juz niefizjologicznych.

V. Perspektywy

Liczba dotychczas poznanych sekwencji aminokwa-
sowych réznych polipeptyddw przewyzsza kilkadzie-
sigt razy liste scharakteryzowanych struktur biatko-
wych. Scharakteryzowanie wszystkich duzych biatek
0 poznanej sekwencji aminokwasowej, w zakresie ich
drugo- i trzeciorzedowej konformacji oraz funkcji
biologicznej, wydawato sie do niedawna wprost nie-
mozliwe.

PrzysztoSciowa strategia badawcza, stawiajgca so-
bie za cel poznanie wasnosci strukturalno-funkcjonal-
nych duzych biatek, opiera sie na mozliwosci wykorzy-
stania wynikéw badan nad pojedynczymi modutami
do konstruowania struktury i modelowania funkcji
catych natywnych makroczgsteczek [3, 12, 14, 18, 19,
26, 27]. Pozwala to przypuszczaé, ze wyjasnienie
konformacji przestrzennej duzych biatek moze na-
stagpi¢ w niedalekiej przysztosci. Stato sie to mozliwe
dzieki nowoczesnym technikom, mianowicie: reakcji
tancuchowej polimerazy, rekombinacji, klonowaniu
1 ekspresji biatek, ktére moga byé z powodzeniem
wykorzystywane do produkcji pojedynczych modutéw
biatkowych. Preparaty okreslonych modutéw polipep-
tydowych, rzedu 15 mg biatka pozostajgcego w roz-
tworze, sg wystarczajace do okreSlenia petnej troj-
wymiarowej struktury modutu rozpuszczonego w roz-
tworze. Mozliwo$¢ wykorzystania wysokiej rozdziel-
czosci techniki jadrowego rezonansu magnetycznego
(NMR) pozwala poming¢ zmudne, czesto nieskuteczne
procedury zwigzane z krystalizacjg polipeptyddéw [79],
NMR jest skuteczng technika, ktéra pozwala okreslié
ksztatt polipeptydow zawierajacych do okoto 150 reszt
aminokwasowych [80], wiekszo$¢ modutéw miesci sie
w tych granicach. Mozliwos$é dodatkowego wykorzys-
tania ukierunkowanej mutagenezy wraz z oznacza-
niem aktywnosci biologicznej wytworzonych produk-
tébw pozwala scharakteryzowaé plamki funkcjonalne
poszczegO6lnych modutéw, tym samym pozwoli wyjas-
ni¢ szczegbty zaleznosci miedzy strukturg a funkcja
poszczeg6lnych modutéw. Istniejg podstawy do przy-
puszczen, ze wyniki tego typu badan stworzg wiarygo-
dng baze danych, ktéra bedzie uzyteczna podczas
odtwarzania konformacji i modelowania funkcji wielu
natywnych, duzych biatek, szczeg6lnie ECM, zawiera-
jacych analizowane moduty.

Aktykut otrzymano 9 grudnia 1994 r.
Zaakceptowano do druku 3 marca 1995 r.
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Flipazy — biatka transportujgace fosfolipidy

Flippases — phospholipid transporting proteins

t UKASZ PULASKI*

Spis tresci:
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IV. Translokaza aminofosfolipidow
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VI. Udziat flipaz w powstawaniu i utrzymywaniu asymet-
rycznej dystrybucji fospolipidow w btonach biologicz-
nych

VIl. Rola fizjologiczna flipaz

VIIl. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéw: PC — fosfatydylocholina;
PE — fosfatydyloetanoloamina; PS fosfatydyloseryna;
SM — sfingomielina; TNBS — kwas trinitriobenzoesosul-
fonowy; NBD — reszta 4-nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazolowa;
EPR — elektronowy rezonans paramagnetyczny; ATP
— adenozynotrifosforan; kDa — kilodalton; ER — siateczka
$rddplazmatyczna.

I. Wstep

Problem aktywnego transportu fosfolipidéw w bto-
nach biologicznych stanowi obecnie temat intensywnie
badany i opracowywany. W ostatnich latach ukazato
sie kilka znakomitych artykutdéw przeglagdowych, po-
Swieconych w catosci lub w czesci temu ciekawemu
zjawisku [1-5]. W zwigzku z tym celowe wydaje sie
przyblizenie tej problematyki polskiemu czytelnikowi.

Podstawowy zragb strukturalny wszystkich znanych
bton biologicznych stanowi dwuwarstwa fosfolipidowa.
Badania wykazuja, ze dwuwarstwa ta stanowi nie tylko
bariere nieprzepuszczalng dla zwigzkéw hydrofilowych
i strukturalng matryce, w ktorg wbhudowane sg biatka
btonowe, ale znajdujacy sie w stanie dynamicznej
rownowagi system sktadnikéw waznych dla inicjacji
i utrzymywania podstawowych funkcji komorki.

Wchodzace w sktad dwuwarstwy lipidowej czaste-
czki lipidéw majg mozno$¢ wykonywania trzech ro-
dzajow ruchdéw: rotacji wokot wiasnej osi, dyfuzji
poprzecznej w monowarstwie, w ktorej sie aktualnie

* Mgr, Katedra Biofizyki Molekularnej UL, ul. St. Banacha
12/16, 90-237 £ 6dZ
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znajduja, oraz dyfuzji transmembranowej, ruchu zjed-
nej monowarstwy do przeciwlegtej (dyfuzja typu flip-
flop).

Il. Asymetria transmembranowa

Na poczatku lat siedemdziesigtych naszego wieku
poczyniono dwa niezwykle wazne odkrycia, ktadgce
podwaliny pod zrozumienie zjawisk zachodzgcych
w fofsolipidowej dwuwarstwie bton biologicznych.
W 1971 roku Kornberg i McConnell stwier-
dzili, ze w sztucznych pecherzykach fosfolipidowych
(liposomach) szybkos$¢ dyfuzji transmembranowej fos-
folipidéw jest niska, o czasie potéwkowym rzedu
godzin [6], Jest to spowodowane silnie hydrofilowym
charakterem gtowki czasteczki fosfolipidu, zawieraja-
cej miedzy innymi reszte fosforanowg. Hydrofobowa,
wewnetrzna strefa dwuwarstwy stanowi dla niej zatem
duzg baterie energetyczng. Odkrycie to miato ogromne
implikacje, dawato bowiem przestanki teoretyczne dla
opisu zjawiska powstawania i utrzymywania sie
w uktadach modelowych oraz w btonach naturalnych
asymetrycznego rozmieszczenia fosfolipidow. W 1972
roku asymetria taka zostata stwierdzona eksperymen-
talnie w przypadku aminofosfolipidow btony eryt-
rocytu [7], Fakt istnienia nierownomiernej dystrybucji
fosfolipidow w btonach biologicznych ma wazkie
konsekwencje fizjologiczne, a metodyka badania tego
zjawiska jest stale rozwijana.

Erytrocyt ludzki jest komédrka, dla ktdérej sktad
fosfolipidowy btony plazmatycznej jest doskonale po-
znany. Wartosci uzyskane przez rézne grupy badawcze
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Tabela 1.

Rozmieszczenie gtéwnych grup fosfolipidéw w btonie plazmatycznej
i btonach organelli wybranych komérek (opracowano na podstawie
[4.5).

Wartosci w tabeli méwia, jaki odsetek danego fosfolipidu znajduje
sie w monowarstwie zewnetrznej (ekstracytoplazmatycznej dla bto-
ny plazmatycznej, cytoplazmatycznej dla bton organelli)

SM — sfingomielina; PC — fosfatydylocholina; PE — fosfatydyloe-
tanolamina; PS — fosfatydyloseryna; bd — brak danych

Rodzaj komdrek

lub organelli SM PC PE PS

Erytrocyty cztowieka 85 65-75 15-20 <3
Erytrocyty szczura 100 62 20 6
Erytrocyty myszy 85 50 20 0
Erytrocyty matpy 82 67 13 0
Ptytki krwi cztowieka 93 45 20 9
Ptytki krwi $wini 91 40 34 6
Fibroblasty LM myszy bd 48 25-35 5
Fibroblasty embrionalne
kury bd bd 34 17
Mioblasty embrionalne
kury bd bd 66 46
Miocyty serca szczura 93 43 25 0
Rabek rzeskowy nerki
krélika 80 34 23 15
Rabek rzeskowy jelit
krélika 63 32 30 44
Rabek rzeskowy jelit
pstraga bd bd 35-50 30
Elepatocyty szczura
btona kanalikularna 63 85 50 0
Hepatocyty szczura -
btona ciggta 0 82 0 14
Hepatocyty szczura —
btona sinusoidalna 66 85 55 0
Hepatocyty szczura — ER 60 70 40 10-20
Hepatocyty szczura —
— wewnetrzna btona mi-

tochondrialna bd 55 35-90 bd
Plemniki barana 90 60 15 15
Plemniki pstraga bd bd 15-20 < 10
Drozdze bd bd 25-30 10-20
Siateczka sarkoplazmaty-
czna miesni krélika 25 48 69 15
Ziarnisto$ci wydzielnicze
nadnerczy wotu 20 65 67 50

réznig sie miedzy sobg w zaleznosci od metodyki
badan, jednak ogo6lny obraz wytaniajacy sie z tych
danych jest nastepujacy: ponad 85% czasteczek sfin-
gomieliny (SM) i okoto 70% czasteczek fosfatydylo-
choliny (PC) znajduje sie w monowarstwie zewnetrznej
(ekstracytoplazmatycznej), natomiast w monowarst-
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wie wewnetrznej zawartych jest okoto 85% czasteczek
fosfatydyloetanoloaminy (PE) oraz prawdopodobnie
100% fosfatydyloseryny (PS) [5]. Taki schemat po-
dziatu, w ktdrym aminofosfolipidy (PS i PE) zlokalizo-
wane sg przede wszystkim w monowarstwie wewnetrz-
nej, natomiast fosfolipidy cholinowe (PC i SM) w ze-
wnetrznej, wydaje sie przewaza¢ w btonach plazmaty-
cznych komorek eukariontéw [4, 5, 8], Nie wiadomo
tylko, czy zaobserwowane réznice pomiedzy komor-
kami przypisa¢ nalezy istniejgcemu realnie zrd6znico-
waniu, czy jest to artefakt wynikajacy ze stosowania
réznych metod izolowania bton i oceny asymetrycz-
nego rozmieszczenia fosfolipidéw. Na przyktad, w bto-
nie ragbka rzeskowego enterocytu krélika stwierdzono
az 30% PS wmonowarstwie zewnetrznej [9], ale btony
te oczyszczone zostaty z homogenatu komoérkowego,
azbadan nainnym materiale wiadomo, ze zachodzgce
podczas lizy komorki zaburzenia w btonie prowadza
do znaczacej redystrybucji fosfolipidéw, siegajgcej po-
nad dwudziestu procent [10].

I1l. Metody okreslania asymetrii i kinetyki
dyfuzji transwersalnej fosfolipidéw

Metody badania asymetrii mozna sklasyfikowac
w dwie gtéwne grupy: polegajace na wyznaczaniu
rozmieszczenia w btonie endogennych fosfolipidow
oraz na S$ledzeniu rozmieszczenia sond lipidowych
i kinetyki ich dyfuzji transmembranowej.

Metody pierwszej grupy opierajg sie badz na selek-
tywnej modyfikacji chemicznej fosfolipiddw monowar-
stwy zewnetrznej, bgdZ na wykorzystywaniu specyficz-
nych reakcji enzymatycznych. Jedng z najczesciej
stosowanych metod selektywnej modyfikacji fosfolipi-
doéw zewnetrznej monowarstwy jest ich hydroliza przy
zastosowaniu nie przenikajgcych przez btone fosfoli-
paz (najczesciej fosfolipazy A2) [11]. Po inkubacji
z enzymem lipidy sa ekstrahowane irozdzielane chro-
matograficznie, a zawarto$¢ produktéw hydrolizy
w catkowitej frakcji lipidowej jest wyznacznikiem
ekspozycji lipidu danej klasy na powierzchni btony.
Stosujgc metody modyfikacji chemicznej nalezy upew-
ni¢ sie, ze substancja znakujgca nie przenika przez
btone oraz, ze reakcja znakowania zachodzi o co
najmniej rzad wielkosci szybciej, niz spontaniczna
dyfuzja transmembranowa lipidow. Przyktadem takiej
metody jest reakcja grupy -NH2 aminofosfolipidow
z kwasem trinitrobenzenosulfonowym (TNBS) [12,
13] lub fluoreskaming [14].

Bardziej rzetelne sg metody opierajgce sie na wyko-
rzystaniu specyficznych reakcji enzymatycznych, zalez-
nych od ekspozycji fosfolipidow pewnych klas na
powierzchni btony, lub polegajgce na wigzaniu specyfi-
cznych biatek rozpuszczalnych. Jako przykiad moga
stuzy¢ metody wyznaczania odsetka eksponowanych
na zewnatrz btony aminofosfolipidow: przez pomiar
aktywnos$ci kompleksu protrombinazowego (tzw. mie-
rzenie aktywnosci prokoagulacyjnej komérki) [15],
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Ryc. 1. Zmiany ksztattu erytrocytu pod wptywem zmian wzglednej powierzchni monowarstw.

badanie szybkosci autofosforylacji kinazy biatkowej
C [16] oraz pomiar wigzania aneksyny V z biona.
Aneksyna V jest biatkiem wigzacym sie w obecnosci
jonéw wapniowych specyficznie i niekowalencyjnie
z fosfatydyloseryng [17].

O ile metody pierwszej grupy sg w stanie dostarczy¢
informacji jedynie o ustalonym juz rozmieszczeniu
fosfolipidow, o tyle metody wykorzystujgce syntetycz-
ne sondy lipidowe pozwalajg na uzyskanie danych
kinetycznych. Wprowadza sie je do btony w ilosciach
$ladowych, nie zaburzajgcych struktury btony. Kinety-
ka ich redystrybucji w btonie i ostateczne rozmiesz-
czenie S$ledzone sa dzieki procedurom selektywnej
ekstrakcji lub wygaszania np. fluorescencji czasteczek
wjednej tylko (najcze$ciej zewnetrznej) monowarstwie.
Najpowszechniej stosowanymi rodzajami sond sg fos-
folipidy znakowane spinowo, poprzez przytgczenie do
tancucha kwasu ttuszczowego w pozycji @ paramag-
netycznej reszty doksylowej [18, 19], fosfolipidy zna-
kowane fluorescencyjnie, poprzez przytgczenie reszty
NBD (4-nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazolowej) [20,21]
oraz znakowane izotopowo [22]. Metody wyznacza-
nia transmembranowej dystrybucji wymienionych
sond to miedzy innymi ich ekstrakcja z monowarstwy
wewnetrznej z uzyciem odttuszczonej albuminy suro-
wicy wotu [19, 23, 24] lub lipidowych pecherzykéw
akceptorowych [20, 39] oraz wygaszanie wygnatu
EPR sond paramagnetycznych w obecnosci askor-
binianu [18] czy fluorescencji NBD-fosfolipidéw
w obecnosci czynnikéw redukujacych [25].
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Do grupy tej zaliczyé mozna réwniez metode pole-
gajaca na S$ledzeniu zmian ksztattu komérki. Stosuje
sie ja z powodzeniem erytrocytéw, komdrek o Scisle
okre$lonym ksztatcie, ktérego zmiany sa tatwe do
obserwowania. Metoda ta opiera si¢ na zaproponowa-
nej na poczatku lat siedemdziesigtych hipotezie bilayer
couple [26]. W mysSl tej hipotezy promieA krzywizny
dwuwarstwy lipidowej zalezy od stosunku liczby czas-
teczek lipidu w jednej i drugiej monowarstwie. Dwu-
warstwa ulega wygieciu w kierunku monowarstwy,
zawierajacej mniej czasteczek fosfolipidow, ze wzgledu
na jej mniejszg powierzchnie. Zatem po inkorporacji
w btone erytrocytu pewnej ilosci egzogennego fos-
folipidu, ktéry ma tendencje do gromadzenia sie
w monowarstwie wewnetrznej, jej powierzchnia zwiek-
szy sie, w zwigzku z czym catly erytrocyt przyjmie
ksztatt jednowklesty (stomatocytarny). | odwrotnie,
fosfolipid gromadzgcy sie w monowarstwie zewnetrz-
nej, zwiekszajgc jej powierzchnie, odprowadzi do tak
zwanej krenacji, czyli transformacji echinocytarnej
erytrocytu [27],

IV. Translokaza aminofosfolipidow
IV-1. Wystepowanie

Przetomowym wydarzeniem w badaniach nad asy-
metrycznym rozmieszczeniem fosfolipidow w btonach
biologicznych byto wykrycie w roku 1984 aktywnego
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systemu transportujgcego aminofosfolipidyl z mono-
warstwy zewnetrznej do wewnetrznej [18]. Opisano
wowczas zalezng od ATP translokacje aminofosfolipi-
déw w erytrocytach ludzkich, wykrytg z wykorzys-
taniem sond spinowych. Zjawisko to zostato pozniej
potwierdzone przez wiele grup badawczych przy uzy-
ciu ré6znych metod. Stwierdzono, ze aminofosfolipidy
sg przemieszczane z monowarstwy zewnetrznej do
wewnetrznej bardzo szybko (czas potéwkowy rzedu
kilku minut), a proces ten uzalezniony jest od dostep-
nosci ATP i jonbw magnezowych po wewnetrznej
stronie btony. Wykazano, ze proces katalizowany jest
przez enzym btonowy, translokaze aminofosfolipidow
(aminophospholipid translocase) [28]. W sensie ogdl-
niejszym mechanizm dziatania polegajacy na wigzaniu
przez aktywne biatko transportowe substratow wjed-
nej z monowarstw i przenoszeniu ich do drugiej
monowarstwy nazwano mechanizmem flipazowym,
za$ biatka dziatajace na tej zasadzie — flipazami
(flippases) [3], Czesto terminem flipaza okre$la sie po
prostu translokaze aminofosfolipiddw.

Flipaza btony erytrocytarnej zapetnita wazng luke
w obrazie aktywnosci ATPazowej btony erytrocy-
tarnej. Badajac ATPazy typu P w preparatach bto-
ny erytrocytarnej badacze stwierdzali zawsze obec-
no$¢ pewnej, do$¢ znacznej aktywnos$ci podstawowej,
pozostajacej po zahamowaniu aktywnos$ci Na+, K +-
ATPazy i Ca2+-ATPazy [29]. Aktywnos$¢ ta zalezna
byta od jon6w magnezowych, a hamowana przez jony
wanadanowe i fluorkowe. Obecnie uwaza sig, ze za tak
zwang aktywno$¢ Mg2+-ATPazy w blonie erytrocy-
tow odpowiada przede wszystkim witasnie translokaza
aminofosfolipidow [2,5],

Aktywnos$¢ translokazy aminofosfolipidow stwier-
dzono w btonach wielu rodzajow komorek, pochodzg-
cych z réznych organizméw eukariotycznych: w eryt-
rocytach [18], ptytkach krwi [30-32] i limfocytach
[33] cztowieka, erytrocytach wielu gatunkéw zwierzat
(rezusa, wotu, konia, owcy, $wini, psa i $winki morskiej)
[21, 34], fibroblastach chomika [20], synaptosomach
dretwy [1] i wreszcie w btonie ziarnistosci chromo-
chtonnych z komoérek kory nadnerczy cztowieka [35]
— tam aktywnos$¢ skierowana byta odwrotnie, czyli
aminofosfolipidy transportowane byly z monowarst-
wy wewnetrznej (od strony $wiatta ziarnistosci) do
zewnetrznej (cytoplazmatycznej).

IV-2. Specyficzno$¢ substratowa

Przeprowadzono badania nad specyficzno$cig sub-
stratowg translokazy aminofosfolipidéw. Stwierdzo-
no, ze transportuje ona fosfolipidy o nastepujgcych
cechach:

— polarna gtéwka musi zawiera¢ zdolng do dysoc-

1 lipidy zawierajace pierwszorzedowg grupe aminowg w gtd-
wce polarnej: fosfatydyloseryna o sumarycznym tadunku
ujemnym oraz fosfatydyloetanoloamina
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jacji grupe aminowag, oddzielong od reszty fosforanowej
przynajmniej dwiema grupami metylenowymi [19];
grupa karboksylowa przy weglu (3zasady azoto-
wej (liczac od reszty fosforanowej) zwieksza powino-
wactwo do transportera, a zatem fosfatydyloserynajest
transportowana okoto dziesieciu razy szybciej niz
fosfatydyloetanoloamina [28, 27];

- grupa hydroksylowa przy weglu [3 glicerolu
powinna by¢ zestryfikowana; lizofosfatydyloseryna
jest bardzo stabym substratem, ale juz estryfikacja
grupa acetylowag przywraca wiekszo$¢ aktywnosci
transportowej, a fosfolipidowe sondy spinowe o tan-
cuchu w pozycji @dtugosci pieciu wegli zachowujg sie
podobnie jak lipidy naturalne [36, 19];

— nie jest wazny typ wigzania glicerol — reszta
kwasu ttuszczowego w pozycji a, jako ze z rowng
szybkoscig transportowana jest diacylofosfatydylose-
ryna, jak i odpowiadajacy jej plazmalogen [5];

— zréwna szybkoscig transportowane sg fosfolipi-
dy o nasyconych, jak i nienasyconych tancuchach
kwaséw ttuszczowych [27];

— translokaza aminofosfolipidéw transportuje je-
dynie stereoizomery L fosfolipidow wzgledem wegla
(3 glicerolu [20], wykazuje pewna preferencje wzgle-
dem naturalnego stereoizomeru seryny (L-fosfatydylo-
L-seryny), aczkolwiek transportuje rdwniez L-fos-
fatydylo-D-seryne [37].

1V-3. Kinetyka reakcji

Podstawowa charakterystyka Kinetyki reakcji prze-
prowadzanej przez translokaze aminofosfolipidéw zo-
stata przeprowadzona juz w latach osiemdziesigtych.
Jak juz wspomniano, enzym ten czerpie energie z hy-
drolizy ATP, do ktérej niezbedne sgjony magnezowe.
Kmtransportu PS w catych erytrocytach wynosi 5.4
pM, a w pecherzykach otrzymanych z btony eryt-
rocytarnej — 4.7 pM. Odpowiednie wartosci dla PE sg
o rzad wielkosci wieksze, co wskazuje na nizsze
powinowactwo transportera do tego fosfolipidu (Km
odpowiednio 50.4 pM i 39.2 pM) [28, 24], Stechiomet-
ria transportu bliska jest jednej przetransportowanej
czasteczce lipidu na jedng zhydrolizowang czasteczke
ATP [24]. Aktywno$¢ translokazy aminofosfolipidow
jest bardzo silnie hamowana przez jony wanadanowe
(K, % 5x 10-5 M) [18, 28, 38], hamuja jg takze jony
fluorkowe [4, 5]. Bardzo silnym inhibitorem aktywno-
§ci flipazowej sa jony wapnia w cytozolu (K, < 10 6
M) [38-40]. Natomiast jony wapniowe w przestrzeni
zewnatrzkomdrkowej nie majg wptywu na transport
[38], Aktywnos¢ translokazy aminofosfolipidow ha-
muja réwniez enzymy proteolityczne [41] oraz zwigzki
reagujace z grupami tiolowymi, takie jak N-etylomale-
imid [27, 28, 33], pirydyloditioetyloamina [42] i bis-
dimetyloamid kwasu diazynodikarboksylowego (di-
amid) [42, 22]. Aktywno$¢ flipazy spada wraz z wie-
kiem erytrocytéw, co jest prawdopodobnie wynikiem
bezposredniego uszkadzania czasteczek enzymu przez
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produkty peroksydacji lipidéw [43].
IV-4. Proby charakteryzacji molekularnej biatka

Podczas gdy eksperymenty Kinetyczne nad trans-
lokazg aminofosfolipidéw sg przeprowadzane juz od
do$¢ dawna z dobrym skutkiem, jej oczyszczanie
i charakteryzowanie na poziomie molekularnym po-
stepuje znacznie wolniej. Problemy pojawity siejuz na
pierwszym etapie — identyfikacji biatka transpor-
towego. Na podstawie eksperymentow ze znakowa-
niem biatek radioaktywnymi fotoaktywowalnymi in-
hibitorami aktywnosci flipazowej Schroit i wsp.
[42, 44] zaproponowali biatko o masie 32 kDa jako
podstawowy element systemu transportujacego ami-
nofosfolipidy. Biatko to zidentyfikowane zostato jako
determinant uktadu grupowego krwi Rh [45]. Ponie-
waz czgsteczka ta jest nieco za mata na samodzielny
transporter aktywny i nie zawiera miejsc wigzania
ATP, wymienieni autorzy zaproponowali model,
w ktérym translokaza bytaby powigzana niekowalen-
cyjnie z biatkiem peryferycznym, zlokalizowanym na
stronie cytoplazmatycznej btony, hydrolizujgcym ATP
i dostarczajacym energii do transportu [42, 2]. Nato-
miast Devaux i wsp. [46, 47], na podstawie
eksperymentdéw z fotoaktywowalnymi fosfolipidami
i izotopowo znakowanymi analogami ATP, wybrali
jako najlepszego kandydata na translokaze aminofos-
folipidéw biatko o masie okoto 120 kDa. CzeSciowo
oczyszczony preparat biatek bion erytrocytarnych,
wzbogacony w te frakcje, wykazywat aktywnosc
ATPazowag zalezng od jondw magnezowych, hamowa-
na przez jony wanadanowe, fluorkowe i wapniowe
oraz stymulowang przez dodatek egzogennych amino-
fosfolipidow [47-49]. Co wiecej, ATPaze o podobnej
masie i whasciwosciach zidentyfikowano w bionach
ziarnisto$ci wydzielniczych komorek nadnerczy, gdzie
znaleziono réwniez aktywnos$¢ flipazowg [35]. Kon-
cepcja wskazujgca na biatko 120 kDa jako gtowny
sktadnik systemu transportowego jest bardzo praw-
dopodobna, jednoczes$nie nie wykluczajagc koncepcji
biatka 32 kDa. Oba wymienione biatka moga wcho-
dzi¢ réwnoczesnie w skilad ztozonego kompleksu,
odpowiadajgcego tacznie za obserwowang aktywnos$¢
translokazy aminofosfolipidéw [2, 5].

V. Inne flipazy

Translokaza aminofosfolipidéw jest najlepiej scha-
rakteryzowanym biatkiem z grupy flipaz, jednak z pe-
wnoscig nie jedynym. Ponad wszelka watpliwo$¢ udo-
wodniona zostata obecno$¢ w blonie siateczki $rod-
plazmatycznej (ER) biatka katalizujgcego utatwiong
dyfuzje czasteczek fosfolipiddw w ptaszczyznie poprze-
cznej dwuwarstwy. Transporter ten po raz pierwszy
wykryty zostat w btonie siateczki $rddplazmatycznej
z watroby szczura [50]. Stwierdzono wowczas szy bkie
wyréwnywanie stezen w obu monowarstwach krétko-
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tancuchowego analogu fosfatydylocholiny, przy czym
transport ten charakteryzowat sie kinetyka nasycenio-
wg i ulegal zahamowaniu w wyniku trawienia protea-
zami. Z poczatku sugerowano, ze transport ten jest
specyficzny dla PC [50], jednak pOzniejsze ekspery-
menty dowiodty, ze specyficzno$¢ transportera jest
bardzo niska i wszystkie badane typy fosfolipidow byty
przezen transportowane z jednakowg szybkoscig [43].
Jednoczes$nie, w btonie ER nie stwierdzono odpowied-
nika translokazy aminofosfolipidéw. Do podobnych
wnioskéw prowadza wyniki eksperymentéw rekon-
stytucyjnych biatka transportujacego [51]. Aktywnos$é
tego biatka nie jest spolaryzowana, transportuje ono
lipidy w obie strony, zatem zaproponowano dla niego
nazwe ,flip-flopaza” dla podkre$lenia tego faktu [4],

Innym przedstawicielem grupy flipaz mogtoby by¢
biatko odpowiedzialne za gwaltowne zniesienie asy-
metrii lipidow btonowych w niektérych komorkach
(lipid scrambling). Najlepiej zbadane pod tym wzgle-
dem sg ptytki krwi. Ptytki krwi w wyniku aktywacji
zmieniajg ksztatt i zaczynajg gwattownie uwalniac
hormony i substancje modulujgce (serotonina, ad-
renalina, nukleotydy adeninowe) [52]. Pod wptywem
niektérych czynnikow, wywotujgcych aktywacje pty-
tek, nastepuje bardzo szybka reorientacja niektorych
lipidow, zwtaszcza fosfatydyloseryny, ktéra nagle po-
jawiajac sie w monowarstwie zewnetrznej btony nadaje
jej wikasnosci prokoagulacyjne [53, 54], Aktywacji
ptytek towarzyszy zwykle zwigkszenie wewnatrzko-
morkowego poziomu jondw wapniowych. Postuluje
sie istnienie zaleznego od jondw Ca2+ biatka, powodu-
jacego po aktywacji szybka redystrybucje fosfolipidéw
niezaleznie od klasy, zar6wno transport aminofos-
folipidbw do monowarstwy zewnetrznej, jak i sfin-
gomieliny do wewnetrznej [32, 55], W zaleznosci od
rodzaju bozdzca aktywujacego odpowiedz komorki
przedstawia sie réznie. Czynniki stabo aktywujgce
ptytki doprowadzajg jedynie do niewielkiego wzrostu
stezenia wewngtrzkomorkowego Ca2+, wystarczajg-
cego do stymulacji biatka odpowiedzialnego za zniesie-
nie asymetrii, jednak bez hamowania aktywnosci
translokazy aminofosfolipidéw. W tych warunkach
jest ona nawet stymulowana przez nadmiar substratu
w monowarstwie zewnetrznej [31], Substancje tatwo
wywotujgce reakcje uwalniania, takie jak mieszanina
kolagenu i trombiny lub jonofor wapniowy, poza
stymulacjg redystrybucji lipidow i zahamowaniem
translokazy aminofosfolipidéw doprowadzajg do fuzji
ziarnisto$ci wydzielniczych z btong plazmatyczna.
Podczas zwigzanego z tym rozszczepiania i zlewania
bton lub pecherzykéw endocytarnych w miejscach
egzo- i endocytozy powstajg prawdopodobnie przejs-
ciowe struktury lipidowe inne niz dwuwarstwa, co
prowadzi do dalszego wymieszania sie sktadnikow
btony [4, 5], Podobna, wyzwalang przez zwiekszenie
wewnatrzkomdrkowego stezenia Ca2+, szybka redy-
strybucje lipidéw stwierdzono w erytrocytach, cho¢ jest
ona tam mniej intensywna niz w ptytkach krwi [56,40],
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W najnowszych pracach sugeruje sig, ze proces ten moze
jednak nie by¢ zalezny od konkretnego biatka btonowe-
go, a jedynie od proporcji stezeh w monowarstwach
btony fosfatydylo-(4,5-bifosfo)-inozytolu [37, 57],

Flipazami sg rowniez produkty genu mdr2 gryzoni
ijego ludzkiego odpowiednika MDR3, ktére w kanali-
kularnej btonie hepatocytow watroby katalizujg eks-
port fosfolipidow (gtéwnie fosfatydylocholiny) do zétci
[58, 58a],

Od dawna sugerowano, ze oprécz biatek specyficznie
transportujgcych fosfolipidy z jednej dwuwarstwy do
drugiej, integralne biatka btonowe mogtyby utatwiaé
transwersalng dyfuzje czasteczek lipidow [59, 3], Wyda-
je sie, ze glikoforyna czy biatko pasma 3 w btonie ery-
trocytarnej mogga przyspiesza¢ szybko$¢ reorientacji fos-
folipidow, by¢ moze wytwarzajac na styku z biong
przejsciowe struktury niedwuwarstwowe lub zaburzajgc
otoczke hydratacyjng gtéwek fosfolipidéw [5, 60, 61].

Wysunieto ciekawg hipoteze, w mys$l ktérej od-
powiedzialne za zjawisko opornos$ci wielolekowej biat-
ka z grupy biatek zawierajgcych domene wigzgcg ATP
(biatka ABC, ATP-Binding Cassette proteins), takie jak
produkt ludzkiego genu MDR1, glikoproteina P eks-
portujgca aktywnie kationowe ksenobiotyki [61a],
miatyby dziata¢ zgodnie z mechanizmem flipazowym,
pobierajgc swoje substraty z wewnetrznej monowarst-
wy [62]. Zasadno$¢ takiej sugestii wysuwanej takze
w odniesieniu do innych transporteréw btonowych,
nalezatoby dopiero udowodnié.

VI. Udzial flipaz w powstawaniu i utrzymy-
waniu asymetrycznej dystrybucji fosfolipi-
déw w btonach biologicznych

Powstawanie i utrzymywanie sie asymetrii skiadu
fosfolipidowego w btonie biologicznej uzaleznione jest
od wspdtdziatania kilku czynnikéw, wptywajacych na
zmiane orientacji lipidow w btonie. Swdj udziat moga
mie¢ tutaj:

— asymetryczna synteza lipidow;

- transport pomiedzy réznymi btonami katalizo-
wany przez biatka transportujace;
potencjat btonowy i asymetryczny rozkiad ta-
dunku w biatkach btonowych, wptywajace na okres-
long orientacje natadowanych czgsteczek fosfolipidéw;

— specyficzne oddziatywanie biatek cytoszkieletu
iinnych biatek peryferycznych z fosfolipidami konkret-
nej klasy;

— spontaniczny flip-flop;

— dyfuzja utatwiona, katalizowana przez specyficz-
ne transportery lub niespecyficznie przez pewne integ-
ralne biatka btonowe;

— aktywny transport poprzez translokaze amino-
fosfolipidow.

W konkretnej btonie decydujgcy wptyw na asymet-
ryczne rozmieszczenie fosfolipidow moze mieé jeden
czy dwa z powyzszych czynnikow. Ustalenie hierarchii
ich waznosci jest trudne. W przypadku biony eryt-
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rocytu bardzo diugo panowata koncepcja, w mysl
ktérej za preferencyjng lokalizacje czasteczek amino-
fosfolipidow w monowarstwie cytoplazmatycznej od-
powiedzialne sg gtéwnie niekowalencyjne oddziatywa-
nia aminofosfolipidéw z cytoszkieletem erytrocytu,
a zwiaszcza ze spektryng iankiryng [63, 64], Wykaza-
no jednak, ze takie oddziatywania, nawet gdyby ist-
niaty in vivo, nie mogtyby odpowiada¢ za asymetrie
fosfolipiddw, jaka obserwujemy w btonie erytrocytar-
nej [65-67], Co wiecej, asymetria nie ulegata zaburze-
niu w uktadach doswiadczalnych nie zawierajacych
elementéw cytoszkieletu, a jedynie aktywng trans-
lokaze aminofosfolipidéw [68, 69], Okazato sie zatem,
ze to aktywnos$¢ translokazy aminofosfolipidow jest
podstawowym czynnikiem wytwarzajagcym iutrzymu-
jacym obserwowang w tym systemie asymetrie skiadu
fosfolipidowego. Mozliwe jest jednak, ze w innych
stabiej zbadanych systemach biologicznych, o utrzy-
maniu asymetrii btonowej decyduja inne czynniki.

VIIl. Rola fizjologiczna flipaz

Wykazano, ze translokaza aminofosfolipidow nie-
zbedna jest do wytworzenia i zachowania asymetrii
sktadu lipidowego btony biologicznej. Jej role fizjo-
logiczng nalezy rozpatrywaé w powigzaniu z rolg, jakga
petnig substraty enzymu — aminofosfolipidy. Obecnie
postuluje sie kilka funkcji biologicznych tych lipidéw
w wewnetrznej i zewnetrznej monowarstwie btony. Jak
wiadomo, kinaza biatkowa C, zaangazowana w fos-
forylacje wielu biatek komdrkowych (od biatek cyto-
szkieletu do histonéw) ico za tym idzie modulacje ich
funkciji, jest scisle zalezna od fosfatydyloseryny [70],
A zatem w wyniku dziatania translokazy aminofos-
folipidow, regulujacej dostepnos¢ aminofosfolipidéw
w roznych przedziatach komdrki, posrednio moze
odbywac sie regulacja wielu procesow metabolicznych.
Specyficznos¢ substratowa kinazy biatkowej zalezy od
stezenia fosfatydyloseryny w btonie, z ktdrg enzym jest
zwigzany. Przy niskich i $rednich stezeniach PS naj-
wiekszy udziat w catkowitej aktywnos$ci kinazowej ma
autofosforylacja, dziatanie na inne substraty wymaga
dostepnosci duzej ilosci PS [71].

Inng wyrézniong przez badaczy grupa biatek sg
aneksyny, biatka wigzace sie z btonami w obecnosci
jonéw wapniowych [7la]. Jedng z postulowanych
funkcji aneksyn jest fuzja bton biologicznych, na
przyktad przy zlewaniu sie réznych ziarnistosci we-
whnatrzkomérkowych z biong plazmatyczng [72].
I w tym procesie mogtaby odgrywac role flipaza,
poprzez regulacje dostepnosci aminofosfolipidéw dla
aneksyn wptywajac posrednio na fuzje. Aminofos-
folipidy w btonie dziatajg jako czynnik fuzogenny nie
tylko dzieki obecnosci aneksyn. Dzigeki redukcji w obe-
cnosci jonéw wapniowych otoczki hydratacyjnej bto-
ny utatwiaja zblizanie sie i fuzje réznych biton [73].
Dzieki lokalnemu wytwarzaniu destabilizujgcych
dwuwarstwe struktur heksagonalnych Hn (zwkaszcza
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PE) rowniez moga utatwiac fuzje [5, 74],

Translokaza aminofosfolipidéw moze tez gra¢ waz-
ng role w zjawiskach endocytozy. Prawdopodobnie
pierwszym etapem powstawania wpuklenia endocyto-
tycznego jest stymulacja aktywnosci flipazy, ktdra
przenosi wieksza niz zwykle liczbe czasteczek fosfa-
tydyloseryny i fosfatydyloetanoloaminy z monowar-
stwy zewnetrznej do wewnetrznej, powodujac zgodnie
z koncepcja hilayer couple wygiecie btony do wnetrza
komaérki. Oczywiscie endocytoza jest wynikiem wspot-
dziatania wielu sktadnikéw komdarki, ale fakty takie
jak wpuklanie btony w erytrocytach po spowodowaniu
redystrybucji lipidow czynnikami nie hamujgcymi
translokazy aminofosfolipidéw [75] oraz wytwarzanie
pecherzykéw pseudoendocytotycznych przez erytro-
cyty sztucznie wzbogacone w ATP [76] przemawiajg
za wazkg funkcjg flipazy w tym procesie.

Inne prawdopodobne funkcje biologiczne translo-
kazy aminofosfolipiddw zwigzane sg z ekspozycja
fosfatydyloseryny na powierzchni krwinek. W warun-
kach normalnych w monowarstwie zewnetrznej btony
plazmatycznej krazacych w krwiobiegu erytrocytow
ilos¢ fosfatydyloseryny bliska jest zeru. llo$¢ ta moze
wzrastaé, na przyktad w komorkach starzejgcych sie,
gdzie aktywnos$¢ flipazowa spada [43], Makrofagi
i komadrki srodbtonka rozpoznajg komorki zawierajg-
ce na powierzchni czasteczki fosfatydyloseryny i usu-
waja je z krwiobiegu [77, 78], zatem translokaza
aminofosfolipiddw moze byé jednym z kluczowych
elementéw systemu biorgcego udziat w eliminacji
krwinek patologicznych (np. erytrocytéw sierpowa-
tych), starzejgcych sie i apoptotycznych.

Flip-flopaza z siateczki $rédplazmatycznej powodu-
je niespecyficzng redystrybucje nowo syntetyzowa-
nych fosfolipidéw w btonie cystern, nie dopuszczajac
do ich akumulacji w monowarstwie wewnetrznej, co
prowadzitoby do zaktdcen ksztattu i funkcji btony [4],
Natomiast hipotetyczne biatko powodujgce wyzwala-
ng przez jony wapniowe redystrybucje fosfolipidéw
btony ptytek krwi mogtoby odgrywaé kluczowsg role
w systemie odpowiedzi phytki na bodzce aktywujace.
Prawdopodobnie wydaje sig, ze obserwowane po silnej
aktywacji ptytki uwalnianie pecherzykow egzocytoty-
cznych spowodowane jest gwattownym przemieszcze-
niem czesci aminofosfolipidow z monowarstwy we-
wnetrznej do zewnetrznej. Prowadzié to moze do
silnego zaburzenia ksztattu btony oraz powstawania
miejscowych uwypukten iodrywania sie pecherzykow.
Uktad translokaza aminofosfolipidow — biatko szyb-
kiej redystrybucji dziataé moze na podobnej zasadzie,
jak zespét aktywnych pomp jonowych i wyzwalanych
potencjatem kanatéw jonowych w btonie neuronu.
Translokaza aminofosfolipidow wytwarza w btonie
gradient stezen fosfatydyloseryny i fosfatydyloetanolo-
aminy, ktéry moze nastepnie w odpowiedzi na pobu-
dzenie zosta¢ momentalnie zlikwidowany [4, 5]. Jak
wiadomo, fosfatydyloseryna jest niezbednym ogniwem
w kaskadzie hemostatycznej, wchodzac w sktad kom-
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pleksu protrombinazy, zawierajgcego ponadto czyn-
nik Xa Vaijony wapniowe [15].

VIIl. Podsumowanie

Flipazy to grupa biatek odpowiedzialnych za we-
wnatrzbtonowy (transmembranowy) transport czas-
teczek fosfolipidow. Najlepiej sposrdd nich poznana
jest translokaza aminofosfolipidow, enzym aktywnie
transportujgcy czasteczki aminofosfolipidéw z zewnet-
rznej monowarstwy btony plazmatycznej do mono-
warstwy wewnetrznej. Biatka te petnig zapewne wazne
role fizjologiczne w regulacji ksztattu komorek, zja-
wisk endo- i egzocytozy oraz regulacji enzyméw
zaleznych od niektorych klas fosfolipidow.

Artykut otrzymano 8 listopada 1994 r.
Zaakceptowano do druku 21 lutego 1995 r.
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Glikozoaminoglikany — struktura i funkcja

Glycosaminoglycans — structure and function
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Spis tresci:

I Wprowadzenie
1. Rodzaje glikozoaminoglikanéw
11-1. Glikozoaminoglikany heparanowe
11-2. Glikozoaminoglikany keratanowe
11-3. Glikozoaminoglikany chondroityno-dermatano-
we
11-4. Kwas hialuronowy

Wykaz stosowanych skrétow: GAG — glikozoaminogli-
kan(y); HS — siarczan(y) heparanu; HSPG — proteoglikany
heparanosiarczanowe; KS — siarczan(y) keratanu; KS-I

rogéwkowy siarczan keratanu; KS-l1I — szkieletowy
siarczan keratanu; Ch-4-S — chondroityno-4-siarczan(y);
Ch-6-S — chondroityno-6-siarczan(y); Ch chondroityna;

DS — siarczan(y) dermatanu; HA — kwas hialuronowy,
hialuronian; PG — proteoglikany.

I. Wprowadzenie

Termin ,,glikozoaminoglikany” wprowadzit w 1960
roku Jeanloz [1], w miejsce — nadanego w 1934 roku
przez Meyera, — okreélenia ,,kwasne mukopolisa-
charydy” [cyt. wg 2],

Glikozoaminoglikany (GAG) sg to liniowe, nieroz-
gatezione heteropolisacharydy pochodzenia zwierze-
cego, zbudowane z powtarzajgcych sie, disacharydo-
wych sekwencji [3, 4], Podjednostki te sktadajg sie
z reszt N-acetylowanej heksozoaminy (D-glukozoami-
ny lub D-galaktozoaminy) albo N-siarczanowanej
D-glukozoaminy oraz reszt kwasu heksuronowego
(D-glukuronowego lub L-iduronowego) albo galak-
tozy [4, 5], W niektorych glikozoaminoglikanach
wykazano takze obecnosé reszt L-fukozy, D-mannozy,
D-ksylozy i kwasu N-acetyloneuraminowego (Ryc. 1)
[2, 6],

Obecnos$¢ w disacharydowych podjednostkach. bu-
dujgcych szkielet polisacharydowy GAG, znacznej
liczby reszt siarczanowych i/lub karboksylowych, na-
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Ryc. 1 Struktura chemiczna monosacharydéw wystepujacych
w tancuchach glikozoaminoglikanéw. W nawiasach poda-
no nazwy zwyczajowe tych monosacharydéw oraz po-
wszechnie przyjete skroty nazw owych zwigzkéw.

daje tancuchom glikozoaminoglikanéw charakter po-
lianionéw, o duzej gestosci ujemnego tadunku elekt-
rycznego [3, 7],

Biorac pod uwage chemiczng budowe tancuchdéw
glikanowych, Scott [8] wyrdznit cztery nastepujace
grupy GAG,;

1 glikozoaminoglikany heparanowe,

2.glikozoaminoglikany keratanowe,

3. glikozoaminoglikany chondroityno-dermatanowe,
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4. kwas hialuronowy.

Glikozoaminoglikany z trzech pierwszych grup
wchodzg w sktad glikoprotein zwanych proteoglikana-
mi (PG) [8, 9]. Czasteczki te, produkowane praw-
dopodobnie przez wszystkie komdrki zwierzece [9],
zbudowane sa z biatkowego rdzenia, z ktérym zwigza-
ny jest jeden lub wiecej taficuchow GAG, jednego lub
roznych typow [10]. Czes$¢ biatkowa PG, zsyntetyzo-
wana na rybosomach, w siateczce srddplazmatycznej
zostaje zaopatrzona w N-glikozydowo taczone tan-
cuchy oligosacharydowe [3, 4, 11, 12]. Potem, juz
w aparacie Golgiego, nastepuje synteza O-glikozydo-
wo tgczonych oligosacharydéw oraz tancuchow GAG
[9, 12, 13], Synteza tych ostatnich rozpoczyna sie od
rozpoznania odpowiednich reszt aminokwasowych
biatka rdzeniowego i przeniesienia na nie, przez okres-
lone glikozylotransferazy, reszt cukrowych tzw. regio-
nu tgczacego [9, 12], Struktury tego regionu pokazane
sg na rycinie 2, 3b i4b. Nastepnie, do konca niereduku-
jacego ostatniej reszty cukrowej wspomnianego regio-
nu zostajg naprzemiennie przytgczone reszty odpowie-
dniej heksozoaminy i kwasu glukuronowego (lub
galaktozy), co daje w rezultacie tancuch glikozoamino-
glikanowy [3, 9, 12-15]. Powstaty tancuch podlega
dalej modyfikacjom, bedgcym przyczyng znacznej he-
terogennosci w obrebie kazdego typu GAG i obej-
mujacym epimeryzacje niektérych reszt kwasu gluku-
ronowego do kwasu iduronowego oraz siarczanowa-
nie reszt cukrowych [12-16]. W tancuchach heparyny
i siarczanu heparanu te modyfikacje poprzedza N-
deacetylacja i N-siarczanowanie niektorych reszt glu-
kozoaminy [9, 14, 15].

Zsyntetyzowane proteoglikany sg albo w rézny
sposéb wiagzane z btong komorkowa, albo tez pod-
legaja sekrecji do przestrzeni pozakomérkowej [17,
18]. W miejscach swego przeznaczenia omawiane
makroczagsteczki mogag oddziatywac z wieloma typami
czasteczek, biorgc udziat m.in. w zjawiskach adhezji,
wzrostu i réznicowania komérek, fibrogenezy kolage-
nu czy mineralizacji kosci [4, 10, 19-21], Interakcje te
wymagajg najczesciej roéwnoczesnego uczestnictwa
czesci cukrowej i biatkowej czasteczki proteoglikanu
[9, 17, 19], Tym niemniej, istniejg funkcje PG wypet-
niane wytacznie przez ich tancuchy GAG [3, 4, 9, 22],

303'

Siarczan heparanu,
heparyna

Siarczany chondroityny,
siarczan dermatanu

D-GlcpA-M 2> D-Galp-P-U* D-Galp

Funkcje tego typu, stanowiace przedmiot niniejszego
artykutu, mogg by¢ takze podejmowane przez wolne
tancuchy glikanowe, powstajagce w wyniku rozpadu
proteoglikandw w przestrzeni pozakomorkowej [4],

Grupa czwarta — wg klasyfikacji Scotta — obej-
muje wytgcznie kwas hialuronowy. Glikozoamino-
glikan ten, w odr6znieniu od innych GAG, jest syn-
tetyzowany w btonie komdérkowej poprzez naprze-
mienne przytaczanie reszt N-acetyloglukozoaminy
i kwasu glukuronowego [3, 12, 23], Powstaty hialuro-
nian nie podlega modyfikacjom ani nie tworzy pota-
czerh kowalencyjnych z biatkami [24, 25]. Tym nie-
mniej, w przestrzeni zewngatrzkomérkowej oddziaty-
wuje on niekowalencyjnie z wieloma r6znymi czastecz-
kami [24-27],

Il. Rodzaje glikozoaminoglikanow
I1-1. Glikozoaminoglikany heparanowe

Grupa ta obejmuje siarczany heparanu (HS) i hepa-
ryne (Hep). Heparyne, jako substancje hamujgcg krze-
pniecie krwi, wyizolowat w roku 1916McLean [cyt.
wg 2, 28]. Dwa lata p6zniej, Howe 11 i H o 11 nadali
owej substancji obowigzujgcg do dzisiaj nazwe. Siar-
czan heparanu zostat za$ wyizolowany inazwany przez
Jorpesa i Gardella w 1948 roku [cyt. wg 2, 28],

Siarczany heparanu, o masach czgsteczkowych od
14 do 100 kDa [29], sg produkowane prawdopodob-
nie przez wszystkie typy komérek zwierzecych [9].
Glikany te wchodzg w sktad proteoglikanéw hepara-
nosiarczanowych, tgczac sie z resztg serylowg biatka
rdzeniowego poprzez tetrasacharydowy region tacza-
cy, przedstawiony na rycinie 2. Siarczany heparanu,
w postaci HSPG, wystepujg w przestrzeni wewnatrz-
i zewnatrzkomorkowej [4, 9, 20, 30-34]. W przypadku
lokalizacji komérkowej znajduje sie je w ziarnisto$-
ciach wydzielniczych [4] ina powierzchni bton komér-
kowych [20, 31, 33, 35], a siarczany heparanu, bedace
produktami degradacji HSPG, takze wjadrze komér-
kowym [4, 7, 32]. W przestrzeni zewnatrzkomoérkowej
siarczany haparanu wchodzg w sktad HSPG substan-
cji podstawowej tkanki tgcznej — w tym — bton
podstawnych [4, 9, 34, 36, 37]. Omawiane zwigzki

HO O CH,—CH

OH 0
N\ 0 \/_‘ co
0 CHyOH o/ HO OH,

v__ NH
o} OH Hp03_

D-Xylp Ser

Ryc. 2. Sekwencja tetrasaeharydowa, taczgca glikozoaminoglikany heparanosiarczanowe i chondroityno-dcrmatanowe z resztg serylowa
biatka rdzeniowego. Strzatkami zaznaczono miejsca w resztach cukrowych mogace ulega¢ siarczanowaniu lub fosforylacji.
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wystepujg powszechnie w tkankach, przy czym szcze-
gblnie wysokg ich zawarto$¢ stwierdza sie w ptucach,
watrobie, nerkach, tkance nerwowej i $cianie naczyn
krwionos$nych [7, 9, 37, 38].

Heparyny sg syntetyzowane i magazynowane w ko-
morkach tucznych i bazofilach, jako proteoglikany
0 duzej masie czasteczkowej (do 1000 kDa) [4, 9, 15,
28]. Glikany heparynowe przytaczone sg do rdzenia
biatkowego za posrednictwem tetrasacharydu, iden-
tycznego jak w HSPG [4, 9, 39, 40], Po otrzymaniu
przez wymienione wyzej komérki sygnatu do sekrecji
heparyn, ich proteoglikany ulegajag enzymatycznej
degradacji. W rezultacie, nastepuje wydzielanie aktyw-
nych heparyn w postaci glikanéw o masach czastecz-
kowych w zakresie od 5do 40 kDa [4, 28, 41].

Stosunkowo duze ilosci heparyn stwierdza sie w ptu-
cach i btonie $luzowej jelit, mniejsze w $cianie naczyn
krwionosnych, watrobie i nerce [2, 7, 28, 35, 42].
Degradacja za$ tych glikozoaminoglikanow odbywa
sie w watrobie, $ledzionie, leukocytach i makrofagach
[7, 28]. Heparyny iprodukty ich rozpadu wydalane sg
z moczem [2, 28, 43].

tancuchy glikozoaminoglikanéw heparanowych
zawierajg — w roznych proporcjach — reszty kwasu
(3-D-glukuronowego i a-L-iduronowego oraz reszty
N-acetylowanej i N-siarczanowanej a-D-glukozoami-
ny. Glikany te majg wytgcznie wigzania glikozydowe
typu 1->4 pomiedzy resztami cukrowymi [8, 44].

Disacharydowe sekwencje wchodzgce w skiad glika-
néw heparanowych przedstawiono na rycinie 5 a-f
[2, 9, 45],

Wspdlng cechg omawianych glikozoaminoglika-
now jest charakterystyczna, domenowa budowa tan-
cucha cukrowego [9, 22]. Obok ubogosiarczanowa-
nych fragmentéw tego taincucha, zbudowanych z reszt
N-acetyloglukozoaminy i kwasu glukuronowego, ist-
niejg domeny z duzg zawartosciag reszt O-siarczanowa-
nej N-siarczanoglukozoaminy oraz O-siarczanowane-
go kwasu iduronowego [14, 17, 46], W siarczanach
heparanu dominuje kwas glukuronowy, za$ reszty
glukozoaminy sg N-siarczanowane i N-acetylowane
w zmiennych proporcjach. Wedtug Gallaghera
1wsp. [29], pierwsza reszta N-siarczanoglukozoami-
ny wystepuje po 8-12 disacharydowej, niesiarczanowa-
nej domenie HS. Na 1mol disacharydowych sekwencji
siarczanOw heparanu przypada od 0.4 do 2 mola grup
siarczanowych [7, 28].

W czasteczkach heparyn przewazajg domeny zbu-
dowane z reszt N-siarczanoglukozoaminy i kwasu
iduronowego. W obrebie tych domen wigkszo$¢ reszt
N-siarczanoglukozoaminy jest dodatkowo O-siarcza-
nowana przy szostym atomie wegla, a wiekszos$¢ reszt
iduronianowych wystepuje w postaci pochodnych 2-
O-siarczanowanych. Heparyny zawierajg od 15 do
3 moli grup siarczanowych na mol disacharydowych
podjednostek, 2.5 krotnie wiecej reszt kwasu idurono-
wego niz glukuronowego oraz okoto 80% reszt gluko-
zoaminy — w postaci N-siarczanowych pochodnych

POSTEPY BIOCHEMII 41(2), 1995

[7, 9, 28]. Wysoka zawarto$¢ grup siarczanowych
sprawia, ze heparyny maja charakter najsilniejszego
naturalnego polianionu [3, 39, 47]. Z tego tez powodu
moga one oddziatywac¢ z wieloma réznymi czastecz-
kami. Mimo jednak duzego wachlarza oddziatywan,
w ktérych moga uczestniczy¢ heparyny, ich fizjologicz-
na rola jest mocno ograniczona [48],

Przyktady oddziatywan heparyn i siarczandw hepa-
ranu z roznymi czasteczkami przedstawiono w tabeli 1
Oddziatywania te charakteryzujg sie wysokim powino-
wactwem, choé w wiekszosci sg nieswoiste [4, 9, 20, 28,
49, 50]. Prawdopodobnie tylko w przypadku oddziaty-
wan heparyn (a takze siarczanéw heparanu) z antytrom-
bing Il i zasadowym czynnikiem wzrostowym fibro-
blastow wymagana jest obecnos$¢ swoistych sekwencji
szkieletu cukrowego (Ryc. 4a i 4b) [4, 9, 48],

11-2.Glikozoaminoglikany keratanowe

Siarczan keratanu (keratosiarczan) po raz pierwszy
wyizolowali w 1953 roku Meyer i wsp., najpierw
z rogoéwki wotowej, a nastepnie z ludzkiej chrzastki
[cyt. wg 2],

Glikozoaminoglikany keratanowe wystepujg w or-
ganizmach zwierzecych w postaci proteoglikanow.
W czgsteczkach tych tahncuchy siarczan6éw keratanu
potaczone sg z biatkami rdzeniowymi za pos$rednict-
wem oligosacharydowych regionow, zawierajgcych
reszty mannozy, fukozy, galaktozoaminy i kwasu
N-acetyloneuraminowego [2, 51-57]. Wyrédznia sie
dwa zasadnicze typy omawianych potaczen, co stano-
wi podstawe do podziatu glikanéw keratanowych na
dwa rodzaje:

1 rogéwkowy siarczan keratanu (KS-1), o struk-
turze przedstawionej na rycinie 3a. Jest on N-
glikozydowo zwigzany z resztg asparaginy biatka
rdzeniowego, za pomoca oligosacharydu, zawie-
rajacego m.in. reszty mannozy (Ryc. 3b). Poza
rogowka, obecno$¢ KS-I stwierdzono w wielu
tkankach, jakkolwiek w ilosciach 20-1000 razy
mniejszych [52-56].

2. szkieletowy siarczan keratanu (KS-I1), ktérego
strukture zaprezentowano na rycinie 4a. Glikany
tego typu sg O-glikozydowo zwigzane z resztg
seryny lub treoniny biatka rdzeniowego, oligo-
sacharydem o masie czgsteczkowej okoto 1kDa,
ktéry przedstawiono na rycinie 4b. tancuchy
KS-11 zakoriczone s czesto tetrasacharydem
0 masie czasteczkowej okoto 1 kDa (Ryc. 4c).
Szkieletowy siarczan keratanu w duzych ilos-
ciach wystepuje w chrzastce (stanowi tam 5-20%
wszystkich GAG) i krgzkach miedzykregowych
(stanowi w nich 30-40% wszystkich GAG), za$
w mniejszej ilosci — w koSciach i tkance ner-
wowej [6, 51, 52, 54-60].

Nietypowe dla innych glikozoaminoglikanéw spo-

soby wigzania KS z biatkiem rdzeniowym oraz brak
w czgsteczkach reszt kwasu heksuronowego powodu-
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Tabela 1. Dziatanie biologiczne wykazywane przez glikozoaminoglikany

Typ

glikozoaminoglikanéw

Siarczany heparanu

Heparyny

Siarczany
chondroityny
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Funkcje biologiczne glikozoaminoglikandw

1 Dziataja antykoagulacyjnie, za posrednictwem pentasacharydowej domeny swoiscie
wigzacej antytrombine 1l (Ryc. 6a).

2. Dziataja antyproliferacyjnie; dziatanie to wykazuje frakcja jadrowa omawianego
glikanu, charakteryzujaca sie duza zawarto$cia 2-O-siarczanowanych reszt kwasu
glukuronowgo.

3. Aktywuja zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastow (bFGF) za posrednictwem
14-sacharydowej sekwencji (Oligo-H), przedstawionej na ryc. 6b.

4. Stymuluja lipaze lipoproteinowga, podobnie — cho¢ stabiej — jak heparyna.

1 Wptywajg na procesy réznicowania i proliferacji komadrek, poprzez:

— oddziatywania z czynnikami wzrostowymi oraz cytokinami (interferonem vy, czyn-
nikami wzrostowymi fibroblastéw, czynnikiem wzrostowym komdrek Schwanna,
czynnikiem plytkowym, czynnikiem wzrostowym komorek $rédbtonka, interleuking 3,
interleuking 7) i ich ochrone przed degradacja oraz umozliwienie reakcji z receptorami,

— oddziatywania z czynnikami transkrypcyjnymi — dimerem Fos/Jun,

— zwiegkszenie okresu pdéttrwania m-RNA.

2. Wplywajg na procesy adhezji i migracji komoérek, poprzez oddziatywania z gliko-
proteinami substancji podstawowej macierzy zewnatrzkomoérkowej.

3. Wplywajg na enzymy, wykazujac dziatanie:

— hamujace na ATP-aze, (3-amylaze, (3-glukuronidaze, cyklaze adenylowa, dehydrogenaze
alkoholowga i bursztynianowg, elastaze, fosfataze kwas$na i zasadowa, heparanaze,
hialuronidaze, oksydaze lizylowg, katalaze, katepsyne B, proteaze obojetng i pepsyne,

— aktywujace na kolagenaze, esterazy, polimeraze DNA, hydroksylazy tyrozyny,

— pobudzajace sekrecje prokolagenazy, P-glicerofosfatazy, kwasnej rybonukleazy.

4. Wpilywaja na hemostaze, poprzez:

— aktywacje inhibitorow proteinaz serynowych — serpin: antytrombiny Il (Ryc. 6a),
heparynowego kofaktora Il, inhibitora biatka C, neksyny-1,

— uwalnianie i aktywacje tkankowych aktywatoréw plazminogenu,

— hamowanie niektérych czynnikéw kaskady krzepniecia np. czynnika Villa, 1Xa czy Xa,

— hamowanie retrakcji skrzepu.

5. Wptywaja na uktad immunologiczny, poprzez:

— aktywacje makrofagow i komdrek naturalnie cytotoksycznych, zwiekszanie liczby
eozynofiléw i limfocytéw.

— regulacje aktywnos$ci dopetniacza (prawdopodobnie przez wigzanie witronektyny),
hamowanie tworzenia komplekséw antygen-przeciwciato, unieczynnianic anafilatok-
syn,

— dziatania przeciwzapalne i immunosupresyjne,

- blokowanie inwazyjnosci wiruséw HSV i HIV (wypieranie ich z powierzchniowych
receptoréw komadrkowych zawierajgcych HSPG).

6. Wplywajg na metabolizm lipoprotein, poprzez:

— uwalnianie lipazy lipoproteinowej i lipazy watrobowej z potaczen z HSPG a nastepnie
aktywacje tych enzymow.

- uwalnianie lipoprotein o niskiej gestosci z ich receptoréw komérkowych,

— hamowanie absorbeji lipoprotein o niskiej gestosci przez makrofagi.

7. Wptywaja na uktad hormonalny, poprzez:

— hamowanie syntezy aldosteronu i somatotropiny, uwalnianie tyroksyny i insuliny,
wzmaganie dziatania parathormonu, obnizanie aktywnosci ACTH, kortyzolu i wazo-
presyny.

8. Wplywaja na metabolizm ksenobiotykéw i zwigzkéw endogennych, poprzez:
unieczynnianic lekéw (kurary, glikozydéw naparstnicy, neomycyny, streptomycyny)
i innych zwigzkéw biologicznie czynnych (bradykininy, histaminy, jadu zmiji, toksyn
bakteryjnych).

1 Kompleksujg lipoproteiny o matej i bardzo matej gestosci.

2. Przyspieszaja powstawanie fibryny i wzmacnianie wigzania pomiedzy fibrylami wiék-
nika.

3. Stymulujg produkowanie glikozoaminoglikanéw i hamowanie syntezy kolagenu
w chondrocytach i komdrkach nabtonkowych rogéwki.

4. Stymulujg wytwarzanie potaczen jonowo-metabolicznych pomiedzy hepatocytami
w hodowlach komérkowych.

5. Redukujg aktywnos$¢ kwasnych hydrolaz poprzez kompleksowanie ich czasteczek.

6. Zelifikujg in vitro roztwory kolagenowe (pomiedzy makroczasteczkami polisacharydo-
wymi i polipeptydowymi zachodzg wzajemne elektrostatyczne oddziatywania).
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Siarczany dermatanu Précz funkcji biologicznych wspdélnych z siarczanami chondroityny, wykazujg ponadto:
1 Wiasciwosci antykoagulacyjne, aktywujgc poprzez specyficzng, heksasacharydowa

domene (Ryc. 7), nalezacy do serpin, heparynowy kofaktor 1L 9.48
2. Zdolno$¢ wigzania czynnika ptytkowego 4 (PF 4). 4,92
3. Zdolnos¢ aktywacji lipazy lipoproteinowe;j. 43.48
Kwas hialuronowy 1 Bierze udziat w utrzymaniu réwnowagi wodno-elektrolitowej.

W igzanie wody w polisacharydowej sieci, ktérej obok proteoglikanéw istotng czescig
jest HA, powoduje wysokg oporno$¢ tkankowa na przeptyw wody. Poniewaz wspo-
mniana sie¢ weglowodanowa wigze takze niskoczasteczkowe jony, spetnia wiec ona

funkcje buforu osmotycznego. 24-26,37
2. Tworzy agregaty z niektéorymi proteoglikanami (zwtaszcza z PG chrzgstki — agrekana-

mi). 4,6,55,57,59,60
3. Bierze udziat w procesach koagulacji (HA wiagze sie z fibrynogenem, przyspiesza

tworzenie fibryny i wzmacnia powstaty wioknik, wigze czynnik ptytkowy 4). 24,93,94

4. Bierze udziat w regulacji transportu biatek osoczowych w tkankach.

Wspomniana w pkt. 1sie¢ weglowodanowa wykazuje efekt sferycznego wykluczania dla

réznych czasteczek w zaleznoéci od ich rozmiarow. Wiasciwo$¢ ta ma tez znaczenie przy

ochronie tkanek przed penetracjg bakterii, grzybéw i wiruséw. 24.25.37
5. Petni funkcje biologicznego smaru dla stawéw (maz stawowa) i powierzchni tragcych

w narzgdach (lepki ielastyczny roztwo6r HA wystepuje np. na powierzchniach bocznych

witékien miesniowych). 24,25,37,38
6. Bierze udziat w procesach rozpoznania, proliferacji i lokomocji komérek (poprzez
swoistg dla hialuronianu grupe receptorow nazwanych CD44). 24,95-97
7. Peini funkcje czynnika przeciwzapalnego (poprzez oddziatywania z leukocytami). 24,94,98
8. Bierze prawdopodobnie udziat w formowaniu tkanek oraz przestrzennej orientacji
komarek i biatek witoknistych. 24.37
9. Hamuje aktywno$¢ enzymoéw lizosomalnych. 24.37
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Ryc. 3. Struktury rogéwkowego siarczanu keratanu:
a) polisacharydowe tancuchy glikozoaminoglikanu,
b) oligosacharydowa sekwencja taczaca rogéwkowe KS z reszta asparaginylowa biatka rdzeniowego.
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Ryc. 4. Struktury szkieletowego siarczanu keratanu:

a) formy siarczanu keratanu chrzastki nosowej wotu, roz-
niace sie stopniem polimeryzacji sekwencji disacharydo-
wych. Ponizej podano liczby disacharydowych podjed-
nostek w tafncuchu cukrowym:
a=lial=6lubb=4ibl=2lubc=5ic = 3 lub
d=7idl= 1
oligosacharydowa sekwencja #aczgca szkieletowe KS
z reszta serylowg lub trconylowa biatka rdzeniowego,
c) tetrasacharydowa sekwencja kofncowa, obecna w nie-

ktorych tancuchach szkieletowego KS.

b

=

je, ze siarczan keratanu zaliczany bywa do lakto-
zoaminoglikanéw (LAG) [54], Glikozoaminoglikany
keratanowe zbudowane sg z reszt N-acetyloglukozoa-
miny i D-galaktozy, potgczonych wigzaniami glikozy-
dowymi, naprzemiennie 1->3 i 1->4 [3, 8, 44]. Wymie-
nione reszty cukrowe w polisacharydowych tarncu-
chach siarczanu keratanu (KS) tworzg disacharydowe
sekwencje, co zilustrowano na rycinie 5g [2, 44, 61].
Zawartos¢ grup siarczanowych w przeliczeniu na
1 mol disacharydowej podjednostki KS wynosi od 0.8
do 1.8 mola [38]. Masy czasteczkowe glikanéw kerata-
nowych stanowig od 2 do 30 kDa [51-53].

Fizjologiczna rola tych glikozoaminoglikanéw wy-
nika z postaci w jakiej wystepujg in vivo, czyli ich
uczestnictwa w strukturach réznych proteoglikanow
[6, 53-55, 58-60, 62, 63], Natomiast, w przebiegu
niektorych chordb, przejawiajgcych sie wzmozong
degradacjg chrzastki, obserwuje sie wzrost stezenia
glikanéw keratanowych w surowicy krwi, ktére to
zjawisko wykorzystuje sie w diagnostyce tych schorzen
[6, 57-59, 64, 65],

144

11-3. Glikozoaminoglikany chondroityno-derma-
tanowe

Grupa ta obejmuje trzy typy glikanéw: chondro-
ityno-4-siarczan (Ch-4-S; siarczan chondroityny A),
chondroityno-6-siarczan (Ch-6-S; siarczan chondro-
ityny C) oraz siarczan dermatanu (DS; siarczan chon-
droityny B) [2, 8],

Siarczan chondroityny zostat odkryty w 1884 roku
przez Krukenberga [cyt. wg 2], natomiast Da -
vidson i Meyer [66] po raz pierwszy wyizolowali
z chrzastki wotowej chondroityne (ubogosiarczanowa-
ny chondroitynosiarczan). Ci sami badacze ustalili tez
struktury chemiczne Ch-4-S i Ch-6-S. Z kolei, w 1956
roku Nakanishi i wsp. [cyt. wg 2] wyizolowali
z chrzgstki rekina chondroitynosiarczan D (bogatosia-
rczanowany Ch-6-S). Siarczan dermatanu jako pierwsi
otrzymali ze skéry wieprzowej Meyer i Chaffee
w 1941 roku [cyt. wg 2]. Budowe wymienionego GAG
znamy dzieki badaniom Jeanloza i Stoffyna
oraz Franssona [cyt. wg 2].

Glikozoaminoglikany chondroitynowe i dermata-
nowe tworzg proteoglikany, w obrebie ktorych tan-
cuchy glikanowe t3czg sie z resztami serylowymi biatek
rdzeniowych za pomocg tetrasacharydowej sekwencji
taczacej, o strukturze przedstawionej na rycinie 2
Wspomniane PG, czesto niosgc dodatkowo tancuchy
siarczanu heparanu (np. betaglikan [67] lub niektére
syndekany [68]) czy siarczanu keratanu (np. agrekany
[69]) — sa szeroko rozpowszechnione w organizmach
zwierzecych [6, 20, 55]. Wystepujg gtéwnie w prze-
strzeni pozakomorkowej a proteoglikany chondro-
itynowe takze wewnatrz i na powierzchni komérek [4,
6, 9, 30, 42]. Do tkanek szczegdlnie zasobnych w te
glikozoaminoglikany nalezg: chrzgstka i krgzek mie-
dzykregowy oraz kosc¢, Sciegno, skdra, pepowina, Scia-
na naczyn krwiono$nych, zastawka serca [6, 13, 20, 42,
55, 59, 63, 67, 70-73],

Obecno$¢ wolnych glikanéw chondroitynowych
i dermatanowych o réznej zawartos$ci reszt siarczano-
wych stwierdzono natomiast w surowicy krwi i w mo-
czu. Czasteczki te sg produktami degradacji proteo-
glikanow [2, 74].

Glikozoaminoglikany chondroitynosiarczanowe
sktadajg sie z naprzemiennie utozonych reszt N-acety-
logalaktozoaminy i kwasu D-glukuronowego, tworza-
cych disacharydowa strukture, ktérg przedstawiono
na rycinie 5h [2, 4, 6, 45]. Glikany te zawieraja grupy
siarczanowe zwiazane z resztami heksozoaminy. Cha-
rakterystyczne potozenie reszty siarczanowej w pier-
Scieniu piranozowym N-acetylogalaktozoaminy jest
podstawg klasyfikacji siarczanow chondoityny na [2]:

1 chondroityno-4-siarczany — reszta siarczanowa
przytaczona jest do grupy hydroksylowej przy 4 ato-
mie wegla (C-4) heksozoaminy,

2. chondroityno-6-siarczany — reszta siarczanowa
przytgczona jest do grupy hydroksylowej przy 6 ato-
mie wegla (C-6) heksozoaminy.

POSTEPY BIOCHEMII 41(2), 1995



W wymienionych glikanach zdarzajg siejednak dome-
ny, w ktérych sekwencje disacharydowe nie zawieraja
reszt siarczanowych oraz takie, w ktérych obie pozycje
(C-4i1C-6) wczasteczce galaktozoaminy zajete sg przez
grupy siarczanowe [2, 6], Czasem w obrebie jednego
tancucha chondroitynosiarczanowego wystepuja, roz-
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tozone wzdtuz niego nieregularnie, reszty N-acetyloga-
laktozoaminy, siarczanowane w ro6znych pozycjach
pierscienia piranozowego [75]. Takie kopolimery sg
dodatkowo przyczyng heterogennosci chondroityno-4
i 6-siarczanow [2, 3, 38, 45]. Na 1 mol disacharydo-
wych sekwencji w siarczanach chondroityny przypada
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Ryc. 5. Struktura chemiczna powtarzajgcych sie disacharydowych sekwencji, wystepujacych w glikozoaminoglikanach. W celu zobrazowania
heterogennoséci tych zwigzkdéw, linig przerywang oddzielono nastepng mozliwg w tancuchu GAG reszte monosacharydowg. Sekwencje
a-f wystepuja w siarczanach heparanu i heparynach, g — w siarczanach keratanu. h-j w siarczanach chondroityny i dermatanu,
k — w kwasie hialuronowym; R = H lub S03 .
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Ryc. 6. Sekwencje oligosacharydowe siarczanéw heparanu i heparyn swoiscie wiazace niektore polipeptydy:
a) pentasacharyd wiagzacy antytrombine Ill; R = SO,~ lub COCH3 R' = H lub S03_,
b) tetradekasacharyd (Oligo-H) wiagzacy zasadowy czynnik wzrostowy fibroblastow.

ulega¢ siarczanowaniu w pozycji C-2 [9, 12, 45].
Disacharydowe sekwencje siarczanéw dermatanu

od 0.1 (dla tzw. chondroityny — Ch) do 1.3 (dla tzw.
chondroitynosiarczanu D) mola grup siarczanowych,

najczesciej 1 mol [2, 13, 38].
Chondroityno-4-siarczany zawierajg przede wszyst-
kim reszty kwasu glukuronowego oraz niewielkie ilosci
reszt kwasu iduronowego (izomeru glukuronianu).
Jesli zawarto$¢ tego ostatniego w tancuchu glikano-
wym przekracza 10% kwasdéw heksuronowych, to
glikozoaminoglikan taki okre$la sie mianem siarczanu
dermatanu (DS; siarczan chondroityny B) [8, 9],
Powstaje on z chondroityno-4-siarczanu w wyniku
enzymatycznego procesu epimeryzacji, obejmujgcego
niektore reszty kwasu glukuronowego (maksymalnie
90% tych reszt) [12], Wspomniany proces zachodzi
z rbézng czestoscig wzdtuz tancucha polisacharydowe-
go, a powstate reszty iduronianowe moga dodatkowo
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(Ryc. 5h-j) moga zawierac albo reszte N-acetylogalakto-
zoaminy niesiarczanowana, albo siarczanowang w po-
zycji C-4 lub siarczanowang réwnocze$nie w pozyc-
jach C-4 i C-6 [6, 45]. Na 1 mol tych sekwencji
przypada od 1do 2.5 mola grup siarczanowych [4, 35,
38]. W obrebie jednego taricucha DS wystepujg dome-
ny o réznej zawartosci reszt iduronianowych iréznym
stopniu siarczanowania, co jest zrédtem heterogenno-
éci tego glikanu [2, 5, 7], Chondroityno-4 i 6-siarczany
oraz siarczany dermatanu majg fancuchy o masach
czasteczkowych w zakresie od 5do 50 kDa [6, 7, 12].
Dziatania biologiczne wykazywane przez glikozoami-
noglikany chondroityno-dermatanowe przedstawiono
w tabeli nr 1
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Ryc. 7. Sekwencja heksasacharydowa siarczanéw dermatanu swoiscie wigzaca heparynowy kofaktor II.
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I1-4. Kwas hialuronowy

Do czwartej grupy glikozoaminoglikanéw nalezy
tylko kwas hialuronowy (HA) [8].

Kwas hialuronowy wyizolowany zostat po raz pier-
wszy w 1656 roku z pepowiny cztowieka jako jeden ze
sktadnikow ,galarety Whartona” [cyt. wg 2], Ponow-
nie opisali go w 1934 roku Meyer i Palmer [cyt.
wg 2]. Omawiany polisacharyd wystepuje powszech-
nie w przestrzeni miedzykomdrkowej kregowcow [24],
Szczegdblnie duzo jest go w tkance tacznej — przede
wszystkim w skorze, ciatku szklistym oka, mazi stawo-
wej, pepowinie i chrzastce [2, 6, 24, 26, 37, 44, 57, 59].
Kwas hialuronowy znaleziono takze w streptokokach
hemolitycznych (Aerobacter aerogenes, Streptococcus
pyogenes), co pozwala przypuszczac, ze reprezentuje
on najstarszg forme ewolucyjng glikozoaminoglika-
néw [2, 38, 43],

Kwas hialuronowy zbudowany jest wytgcznie z reszt
kwasu D-glukuronowego oraz reszt N-acetylogluko-
zoaminy. Te pochodne glukozy, potgczone wigzaniami
glikozydowymi, naprzemiennie 1->3 i 1—4, tworzg nie
podlegajacg modyfikacjom, disacharydowg sekwencje
budujacag omawiany glikan (Ryc. 5k) [2, 4, 24], Poli-
sacharydowe tancuchy kwasu hialuronowego majg
mase czasteczkowg od 4 do 8000 kDa [24, 37].

Glikan ten wprawdzie nie tworzy potgczen kowalen-
cyjnych z biatkami [24,26, 37,55], moze jednak wigzaé
te ostatnie w sposéb niekowalencyjny. Przyktadem
tego typu struktur sg potgczenia HA z albuminami czy
biatkami rdzeniowymi niektérych proteoglikanéw
(zwkaszcza proteoglikanéw chrzastki okre$lanych mia-
nem agrekanéw) [6, 55, 57, 59].

W roztworach wodnych, in vitro oraz in vivo,
czasteczki kwasu hialuronowego przyjmujg konfor-
macje sztywnej, lewoskretnej helisy, stabilizowanej
przez mostki wodorowe, przebiegajgce réwnolegle do
jej osi gtéwnej [26, 37,44, 76, 77]. Omawiana struktura
drugorzedowa HA powoduje, ze naprzemiennie
wzdtuz taricucha polisacharydowego, eksponowane sg
hydrofilowe i hydrofobowe powierzchnie pierscieni
piranozowych cukréw budujacych ten glikan. Obec-
nos¢ w HA ugrupowan hydrofobowych sprzyja two-
rzeniu agregatow, sktadajacych sie z dwu lub wiekszej
liczby czasteczek kwasu hialuronowego [26, 37, 76,
77], Konsekwencja zjawiska samoagregacji moze by¢
— wg Sco lla [26, 78] — mozliwo$¢ tworzenia przez
opisywany glikan uporzadkowanych struktur prze-
strzennych, zwtaszcza w ciatku szklistym oka.

Helikalna czasteczka kwasu hialuronowego moze
zmieniaé wihasciwosci fizykochemiczne pod wpltywem
sit dziatajagcych z zewnatrz [37], Hialuronian jest
zdolny do wigzania znacznych ilosci wody [24, 26, 38],
Jednak tylko cze$¢ czasteczek wody jest zwigzana
z glikanem za pomoca mostkow wodorowych, wiek-
szo$¢ z nich jest natomiast mechanicznie unierucho-
miona wewnatrz polisacharydowej helisy [26]. Uwod-
nienie ftancucha cukrowego HA zalezy od jego konfor-
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macji przestrzennej, na ktérg z kolei ma wptyw pH
i obecnos¢ réznych kationdw [37],

W organizmach zywych kwas hialuronowy petni
wiele funkcji, opisanych w tabeli nr 1 Wydaje sie
jednak, ze ta gtdwna nadal pozostaje nieznana [24],
Kwas hialuronowy ma takze znaczenie w medycynie
jako marker niektorych chordb (schorzenia reumaty-
czne, schorzenia watroby, namnazanie komorek no-
wotworowych) [24, 37, 79]. Jest takze stosowany jako
lek oftalmologiczny i przeciwreumatyczny [24, 80].

Artykut otrzymano 17 czerwca 1994 r.
Zaakceptowano do druku 31 stycznia 1995 r.
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Recenaje

Lipidy — liposomy — btony biologiczne

Lipids — liposomes — biological membranes

JOANNA BANDOROWICZ-PIKULA*

MOLEKULARNA ORGANIZACJA KOMORKI, t. Il. LIPIDY, LIPOSOMY i BLONY
BIOLOGICZNE, skrypt do ¢wiczen pod redakcjg Arkadiusza Kozubka, Wydawnictwo
Uniwersytetu Wroctawskiego, Wroctaw, 1993; 115 stron, 25 rycin, 7 tabel

Arkadiusz Kozubek, Aleksander F. Sikorski, Jan Szopa

Komorki wszystkich zyjacych na naszej planecie
organizmow sktadajg sie w wiekszosci z wody. Zatem
lipidy komoérkowe, zwigzki w wodzie praktycznie
nierozpuszczalne, majg tendencje do tworzenia, dzigki
efektowi hydrofobowemu [2, 3], wieloczgsteczkowych
struktur na granicy faz ciecz-powietrze. Struktury te
zapewniajg minimum kontaktu pomiedzy czastecz-
kami rozpuszczalnika a czasteczkami lipidow. Ich
powstawanie lezy u podstaw koncepcji btony bio-
logicznej, jako ciagtej dwuwarstwy lipidowej stanowig-
cej pOiprzepuszczalng bariere, a jednoczes$nie bedacej
podtozem dla powierzchniowych iintegralnych biatek
btonowych. Model ptynnej mozaiki, w swej ostatecznej
formie zaproponowany blisko ¢wier¢ wieku temu
przez Singera i Nicolsona [4], przetrwal w swej istocie
dotyczacej dynamiki sktadnikow prdébe czasu i probe
eksperymentu. Do dzi$ wiec uwaza sie, ze btona
biologiczna to przede wszystkim dwuwarstwa lipido-
wa, istniejagca w warunkach fizjologicznych gtoéwnie
w stanie ciekto-krystalicznym (w fazie ptynnej, LJ, ize
biatka btonowe sg w r6znym stopniu w dwuwarstwe
lipidowag btony zanurzone, w niej zakotwiczone lub
z nig zasocjowane [2, 3, 5-8].

Z drugiej strony jednak, ostatnie ¢wieréwiecze ba-
dan w sposéb diametralny zmienito nasze spojrzenie
na lipidy jako zwigzki zapewniajgce jedynie wygodne
srodowisko dla biatek strukturalnych, transportowych
czy enzymow szlakow metabolicznych komérki. Zroz-

* Dr, Zaktad Biologii Komorki, Instytut Biologii DoSwiad-
czalnej im. Marcelego Nenckiego PAN w Warszawie.
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The emergence oflipid dynamics as one ofthe most exciting new
directions of biomembrane research (..) integrates lipid bio-
chemistry with cell biology

Laurens L.M. van Deenen, 1994 [1]

nicowanie strukturalne, nie doréwnujace by¢é moze
biatkom i kwasom nukleinowym, ale prawie tak boga-
te, oraz polimorfizm lipidéw ztamaty utarty poglad, ze
lipidy jako substancje hydrofobowe, tworzg kanonicz-
na, ciagta dwuwarstwe o stosunkowo tatwych do
przewidzenia cechach fizycznych. W tym przypadku
stwierdzono, ze dwuwarstwa jest tylko jedna, na
pewno nie jedyng mozliwg z termodynamicznego
punktu widzenia, struktura przyjmowang przez lipidy
[2,3,8].

Katalog nieprzewidywalnego, z perspektywy minio-
nego c¢wieréwiecza, w lipidologii obejmuje miedzy
innymi:

i) odkrycie asymetrycznego rozmieszczenia lipidow
w btonie — asymetria transwersalna oraz odpowiedzial-
na za to zjawisko, zalezna od ATP translokaza amino-
fosfolipidow [9, 10] i asymetria w ptaszczyznie btony
(mikrodomeny fosfolipidowe) [7,11] — wraz ze wszyst-
kimi implikacjami funkcjonalnymi tego zjawiska;

ii) charakterystyka specyficznych oddziatywan po-
miedzy lipidami i biatkami — szczeg6lnie odkrycie
rodzin biatek wigzacych lipidy, takich jak aneksyny
[12], izoformy Kkinazy biatkowej C [13], biatka cyto-
szkieletu [14] czy fosfolipazy komorkowe [15];

iii) transport lipiddw oraz ich udziat w fuzji bton,
w procesach endo- i egzocytozy [2, 3, 5, 16];

iv) lipidy jako wtdrne przekazniki informacji w ko-
mdrce (niektére przyktady takich zwiazkéw podano
na rycinie 1) [3, 17-21].

Polskojezyczne opracowania na temat lipidow sg
nieliczne i bardzo czesto nieznane szerszemu gronu
Czytelnikéw. Dos¢ regularnie tematyce tej poSwiecaja
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Ceramid

Fosfocholina

Ins(1 ,4,5)P3

ceramido-1-fosforan ! \

kinaza \ Odpowiedz
| ceramidowa | komorki

Ryc. 1. Lipidowe wtérne przekazniki informacji w komérce (o-
pracowano na podstawie [3, 17-21]).
Objasnienia skrotow: RI, R2, R3, receptory btonowe; G,
G2, G3, biatka G; PLCc, PLCJ?fosfolipaza C specyficzna
w stosunku do fosfatydylocholiny (c) lub do fosfatydyloino-
zytolu (i); SMaza, sfigomielinaza; kdag, kinaza diacylog-
licerolu; Ins(1,4,5)P,, inozytolo-1,4,5-trisfosforan; PI, fosfa-
tydyloinozytol; PIP2 fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosfo-
ran; PC, fosfatydylocholina; PA, kwas fosfatydowy; SM,
sfingomielina; DAG, diacyloglicerol.

swe tamy Postepy Biochemii i Postepy Biologii Komo-
rki, ale w przypadku wymienionych czasopism chodzi
raczej, zgodnie z ich profilem, o nowiny poznawcze niz
aspekty metodyczne, tak wazne przeciez w pracy
badawczej kazdego biochemika, biologa molekular-
nego czy biologa komérki. Wydaje sig, ze zapotrzebo-
wanie jakie istnieje na tego rodzaju opracowania,
przynajmniej w czesSci wypetnia praca Arkadiusza
Kozubka, Aleksandra F. Sikorskiego i Jana Szopy,
Lipidy, liposomy i btony biologiczne (Molekularna
organizacja komérki, czesé II).

Skrypt podzielony jest na trzy czesci: Lipidy, Btony
biologiczne i Elementy technologii liposomowej, po-
przedzone Wstepem i zakonczone Dodatkiem. We
Wstepie autorzy skryptu wprowadzajg Czytelnika
w tematyke lipidowa, podajgc definicje lipidow i krot-
ka historie badan tych zwigzkéw oraz role lipidéw
w organizmach zywych. Pierwsza, najdtuzsza czesé,
zawiera dziewie¢ rozdziatéw. Jako motto autorzy
traktuja przyczyny zaniedban w badaniach lipidow.
Cze$¢ praktyczng uzupetnia fragment teoretyczny na
temat struktury 17-tu klas lipidow. Kolejne ¢wiczenia
stanowig logiczny cigg, poczawszy od ekstrakcji lipi-
déw z materiatu biologicznego, ich rozdziatu ianalizy,
poprzez oznaczanie skiadu reszt kwasow ttuszczo-
wych, w di-, triglicerydach i fosfolipidach, ilosciowe
metody analizy lipidéw, analize jakoSciowg z zastoso-
waniem chromatografii cienkowarstwowej, badania
amfifilowych wiasciwosci lipidow i ich utleniania,
a skoniczywszy na pomiarze aktywnosci lipooksygenaz
i wybranych enzyméw metabolizmu lipidéw. W dru-
giej czesci dotyczacej bton biologicznych autorzy pro-
ponujg éwiczenia praktyczne majgce na celu zapoz-
nanie studentéw ze sktadem biatkowym i lipidowym
btony erytrocytdw, z metodami analizy pétprzepusz-
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czalnych wiasciwosci bton biologicznych, z metodami
badania ptynnosci dwuwarstwy lipidowej, a takze
z zastosowaniem liposoméw w badaniach fuzji bton
biologicznych. Ostatnia, trzecia cze$¢, Elementy tech-
nologii liposomowej, przedstawia techniki preparacji
liposoméw, pokazuje jak wyznaczyé objetos¢ za-
mknietg liposomow oraz jak okresli¢ ich trwatos¢
i stabilnosé. W Dodatku, znajdujacym sie na korcu
skryptu, autorzy zamiescili wybrane witasciwosci fizy-
ko-chemiczne lipidow i zwigzkéw powierzchniowo
czynnych, ktore mogag by¢ przydatne nie tylko dla
studentow wykonujacych ¢wiczenia, ale rdwniez dla
wszystkich zajmujacych sie badaniami lipidéw i bton
biologicznych. Kazdemu zestawowi ¢wiczeri towarzy-
szy oryginalna literatura fachowa i teoretyczne wpro-
wadzenie, ktére pomaga zrozumie¢ istote stawianych
probleméw i tok postepowania. Korzystanie z pracy
utatwiajg dobrze skonstruowane tabele i rysunki.
Wszystkie ¢wiczenia przedstawione sg wedtug przej-
rzystego schematu wyodrebniajgcego materiaty i od-
czynniki, sprzet oraz w jasny spos6b wypunktowane
kolejne etapy wykonywanego zadania.

Skrypt jest niewatpliwie warto$ciowa pozycja, ktd-
rej nie byto dotychczas na polskim rynku wydaw-
niczym. Dlatego moze by¢ cenng pomocg dla studen-
téw, ale rowniez dla badaczy, ktérzy nie tylko od czasu
do czasu, ale na codzien majg praktyczng styczno$é
z tematyka lipidowa.
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SPRAWOZDANIE

z dziatalnosci Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w roku 1994

Dziatalnos¢ organizacyjna

1. Sktad osobowy Zarzadu Gtéwnego

Prezydium: prezes — prof. Liliana Konarska
wiceprezes — prof Zofia Porembska
sekretarz — dr Ewa Turska
skarbnik  — doc. Jolanta Bararnska

Cztonkowie Z.G.: prof. Edward Bankowski Bialystok
prof. Andrzej Guranowski Poznan
dr Maria Kofaczkowska Wroctaw
prof. Michat Komoszynski Torun
prof. Antoni Polanowski Wroctaw
prof. Marta Stryjecka-Zimmer Lublin
prof. Roman Tarnawski Katowice
dr hab. Marianna Turkiewicz £6dz
prof. Tomasz Twardowski Poznan
dr Teresa Wesotowska Szczecin
doc. Maria Wojtas-Wasilewska Lublin
prof. Krzysztof Zwierz Bialystok

irzad Gtowny dziata poprzez Oddziaty Terenowe usytuowane:

Gdansku Przewodniczacy prof. W. Makarewicz
Toruniu dr A. Leznicki

Krakowie prof. Z. Zak

Katowicach dr hab. K Olczyk

Lublinie dr M. Sanecka-Obacz

todzi prof. S. Bielecki

Olsztynie prof. J. Gltogowski

Wroctawiu doc. M. Malicka-Btaszkiewicz
Warszawie prof. B. Grzelakowska-Sztabert
Biatymstoku prof. K Zwierz

Poznaniu prof. W. Walerych

Kierownik Biura Zarzgdu Gtéwnego — Weronika Kaminska
Komisja Rewizyjna prof. Magdalena Fikus

prof. Anna Baranczyk-Kuzma

prof. Marian Wolny
Zarzad Gtoéwny wspobipracujgc z Zarzadami Oddziatow prowadzit dziatalno$¢ statutowg Towarzystwa poprzez
Sekcje, Komisje i Zespoty powotane do zadan szczego6towych. Jak co roku, zgodnie ze Statutem, odbyly sie
cztery plenarne posiedzenia Zarzadu Gtdwnego z udziatem przedstawicieli Oddziatéw oraz dwa posiedzenia
Prezydium Zarzadu Giéwnego.
Dyzury cztonkéw Prezydium odbywaly sie we wtorki w biurze Zarzagdu Gtéwnego, ktére miesci sie w matym

budynku Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego przy ul. Pasteura 3, pokdj 633, telefon
658-20-99, FAX 22-53-42,

WAZNIEJSZE UCHWALY ORGANOW STATUTOWYCH TOWARZYSTWA

1. Podwyzszenie skiadki cztonkowskiej za rok 1995, (wnoszonej po 28 lutego 1995) z 10 zt do 15 z.
Cztonkowie studenci ptacg 5 zt

2. Powotanie Konkursu im. prof. Janiny Opienskiej-Blauth na wniosek Luelskiego Srodowiska Biochemicz-
nego. Na podstawie opracowanego i przyjetego przez Zarzad Giéwny regulaminu, nagroda jest
przyznawana studentom za szczegdlnie wartoSciowe prace badawcze, zgloszone i przedstawione na
dorocznym Zjezdzie PTBioch.

Pierwszy Konkurs odbyt sie podczas XXX Zjazdu naszego Towarzystwa w Szczecinie.
3. Zatwierdzenie regulaminu nagrody im. prof. Antoniego Dmochowskiego, ktéra przyznawana bedzie

POSTEPY BIOCHEMII 41(2), 1995 151



w drodze konkursu za szczegdlne osiagniecia dydaktyczne w dziedzinie biochemii. Inicjatorem nagrody jest
toédzki Oddziat PTBioch.
W poczet cztonkéw PTBioch w 1994 r. przyjeto tacznie 83 osoby w tym 29 otrzymalo status cztonka-studenta.

DZIALALNOSC ORGANIZACYIJNO-NAUKOWA TOWARZYSTWA
DOROCZNY ZJAZD OGOLNOPOLSKI, SESJE | KONFERENCJE

1. XXX Zjazd Towarzystwa odbyt sie w dn. 14-16 wrzednia 1994 r. w Szczecinie z udzialem okoto 800
uczestnikOw z kraju i zagranicy. Obrady odbyly sie w ramach 12 sympozjéw p.t.
— Molekularne mechanizmy karcinogenezy
— Regulacja wytwarzania energii w komorce
— Molekularne i biochemiczne aspekty wirusowych i bakteryjnych choréb zwierzat
— Molekularne i regulacyjne aspekty systeméw transportu jonéw
— Biologiczne zagrozenie zwigzkami fluoru
— Metabolizm lipoprotein
— Skiladniki tgcznotkankowe $ciany naczyniowej
— Pierwiastki sladowe w organizmach i Srodowisku
— Biochemia mies$nia
— Wolne rodniki w medycynie i biologii
— Lektyny, selektyny i ich funkcje
— Doniesienia rézne

Program Zjazdu zostat wzbogacony organizacjg dwoch sympozjéw satelitarnych:

,Biologiczne i patofizjologiczne aspekty regulacji ustrojowej” Organizator — prof. Tomasz Tyrakowski ze
Szczecina ,Glikozylacja i glikokoniugaty w fizjologii i patologii” Organizatorzy: prof. Jerzy Koscielak
z Warszawy i prof. Elwira Lisowska z Wroctawia

Wyniki prac badawczych przedstawiono na Zjezdzie ustnie oraz w formie plakatéw. Zaprezentowano 671
referatdw i doniesien.

Organizatorzy zainteresowali osrodki masowego przekazu programem Zjazdu, zapraszajac dziennikarzy na
konferencje prasowg. W ten sposob poprzez notatki i wywiady w prasie wyjasniono spoteczenstwu cel pracy
badawczej biochemikéw i mozliwosci praktycznego wykorzystania ich osiggnie¢ w réznych dziedzinach
gospodarki.

Coroczne Zjazdy Towarzystwa cieszg sie niestabngcym zainteresowaniem. Coraz liczniejszy jest udziat
mtodych pracownikOw nauki i studentdw oraz gosci, przedstawicieli pokrewnych dyscyplin naukowych.

DZIALALNOSC WYDAWNICZA

1. Postepy Biochemii
Wydano 4 zeszyty Postepow Biochemii. Kwartalnik jest dotowany przez KBN. Pismo rozwija sie
pomysinie, w obecnej formie dostarcza najnowszych informacji z dziedziny biochemii, biologiii molekular-
nej i genetyki. Jest cenng pomoca do nauki dla studentow Wydziatbw Biologicznych i Akademii
Medycznych. Jest uzupetnieniem podrecznikéw akademickich.
2. Acta Biochemica Polonica
Acta Biochemica Polonica jest kwartalnikiem publikujgcym oryginalne prace doswiadczalne w jezyku
angielskim. Od listopada 1992 r. Acta Biochemica Polonica jest wydawana przez Polskie Towarzystwo
Biochemiczne wspdlnie z Komitetem Biochemii i Biofizyki PAN. W 1994 r. wydano 4 zeszyty kwartalnika
z pomocg finansowg KBN
3. Listy do Cztonkow
Biuletyn jest redagowany przez dr Terese Wesotowska iwydawany w Szczecinie. Informuje o dziatalno-
Sci naszego Towarzystwa iinnych Towarzystw. Wychodzi systematycznie, a zyczliwy stosunek Redaktora
do Czytelnikbéw sprzyjaja integracji cztonkdw naszego Towarzystwa.

NAGRODY

Nagrody: im. prof. Jakuba Parnasa za najlepszg prace doswiadczalng z zakresu biochemii wykonana
w pracowni na terenie Polski oraz im. prof. Bolestawa Skarzynskiego za najlepszy artykut przegladowy
opublikowany w ,Postepach Biochemii” sa przyznawane regulanie. Nagrode im. prof. Witodzimierza
Mozotowskiego otrzymuje corocznie miody biochemik na ZjeZzdzie Towarzystwa za najciekawszg i najlepsza
prezentowang prace
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W roku biezgcym nagrode w konkursie im. prof. Jakuba Parnasa Z.G.PTBioch. przyznat nawniosek komisiji,
zespotowi: Hanna Strzelecka-Gotaszewska, Joanna Moraczewska, Sofia Khaitlina, Matgorzata Mossakowska
za publikacje: ,Localization of the tightly bound divalent-cation-dependent and nucleotide-dependent
conformation changes in C-actin using limited proteolytic digestion”, ogtoszong w Eur. J. Biochem. 1993,
211, 731-742.

Nagrode w Konkursie im. prof. Bolestawa Skarzyniskiego za najlepszy artykut przegladowy otrzymat dr
Andrzej Kutner z Instytutu Farmaceutycznego w Warszawie za publikacje: ,Analogi witamin D o dziataniu
anty profliferacyjnym” (Postepy Biochemii 39 t, Nr. 1, 39-45 z 1993 r))

W konkursie im. Wiodzimierza Mozotowskiego na najlepszg prace miodych biochemikéw (do 30 lat)
przedstawiong na XXX Zjezdzie PTBioch. w Szczecinie, Komisja nagrodzita:
| nagrodg — Wojciecha Musiata z Poznania za prace pt. ,Transformacja tytoniu Nicotiana tabacum genem
biatka otoczki wirusa ospowatosci Sliwy” oraz za wspotautorstwo w pracy ,Ekspresja genu biatka otoczki
wirusa ospowatosci Sliwy w transformantach N. tabacum®.

Wyrdznienie otrzymat Stawomir Dgbrowski z Gdanska za przygotowanie i wygtoszenie komunikatu pt.
.Badanie produktow PCR genu kodujgcego ludzka amylogenine” i Barbara Niewczas z Warszawy za prace
.Regulacja kanatlu wapniowego na btonie komérkowej hepatomy H-35"

Podczas tegorocznego Zjazdu PTBioch. w Szczecinie po raz pierwszy przeprowadzono konkurs im. Janiny
Opienskiej-Blauth. Nagrody za szczegdlnie wartoSciowe prace badawcze, zgtoszone i przedstawione przez
studentéw przyznano:
| nagrode Annie Herman z Gdanska za prace pt. ,Kontrola replikacji DNA przez czterofosforan guanozyny
w komoérce Escherichia co/i".

Trzy réwnorzedne Il nagrody:

— Maciejowi Krélowi z todzi za prace: ,Wptyw ambroksolu na wewngtrzkomdrkowe stezenie wapnia

w ludzkicnh granulocytach obojetnochtonnych po stymulacji peptydem chemotaktycznym FMLP

i konkawaning A.”

— Stawomirowi Majdanikowi z Lublina za prace ,Wptyw DMSO na aminoacylacje tRNA.”
— Aleksandrze Rojekz Warszawy za prace ,W ptyw ATP itapsigarginy na uwalnianie Ca2+ zwewnatrzkomor-

kowych magazynéw oraz na wnikanie zewngtrzkomdérkowego Ca2+ do cytosolu komoérek glejaka C6” .
Wszyscy studenci uczestniczgcy w konkursie otrzymali certyfikaty udzialu w | edycji konkursu.

Nagrode za najlepsza prezentacje posteru — Model czgsteczki DNA — ufundowang przez firme M&C Lab.
otrzymat zesp6t kolegéw E Poremba, A. Gozdzicka -J6zefiak, H. Kedzia z Instytutu Biologii Molekularnej
i Biotechnologii AM w Poznaniu za prace ,Analiza czynnikdw komdrkowych oddziatujacych z wirusem HPV
16 w procesie onkogenezy”.

KONKURS NA NAJLEPIEJ PRZYGOTOWANY I WYGLOSZONY WYKLAD

Organizacja konkurséw ma na celu popularyzacje osiagnie¢ nauk biologicznych. W 1994 roku dwie
rownorzedne pierwsze nagrody uzyskali:

Janusz Siedlecki z Centrum Onkologii w Warszawie za wyktad pt. ,Molekularne podstawy choroéb
nowotworowych”

Adam Szewczyk z Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN Warszawa za wyktad pt. ,ATP-wewnatrzkomor-
kowy przekaznik informacji”
Dwie réwnorzedne drugie nagrody uzyskali:

Mirostawa Siatecka, z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu za wyklad pt. ,Struktura
i wtasciwosci syntetaz aminoacylo-tRNA.”

Eliza Wyszko, z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu za wyktad pt. ,Struktura i wlasciwosci
czynnika transkrypcyjnego IMA / TF Il A / Xenopus levis."

STAZE NAUKOWE

Zarzad Giéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego gorgaco popiera krajowe i zagraniczne staze
naukowe. Wspétpraca z FEBS rozwija sie zadawalajgco. W roku 1994, 12 oséb przebywato na szkoleniach

konferencyjnych organizowanych przez FEBS, oraz na krétko lub ditugoterminowych stazach naukowych
finansowanych przez FEBS.
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REGULAMIN NAGRODY ZA OSIAGNIECIA DYDAKTYCZNE
IM. PROF. DR HAB. ANTONIEGO DMOCHOWSKIEGO

1. Intencjg nagrody jest: n
a) podniesienie rangi nauczynia biochemii w ocenie pracownikéw naukowo-dydaktycznych
b) podwyzszenie poziomu nauczania biochemii w réznych typach szkét wyzszych
c) popularyzacja biochemii i doksztatcanie réznych grup zawodowych w tej dziedzinie.

2. Nagroda przyznawana bedzie w wyniku konkursu za szczegdlne osiggniecia dydaktyczne w dziedzinie
biochemii. O nagrode mogg ubiegac¢ sie autorzy podrecznikéw, skryptow, cykli publikacji naukowych
poswieconych dydaktyce, cykli publikacji pupularyzujgcych wiedze biochemiczng, a takze opublikowa-
nych opracowan programow pracowni eksperymentalnych z biochemii, uwzgledniajgcych nowoczesne
metody i najnowsze osiggniecia w tej dziedzinie, realizowanych w warunkach pracowni studenckiej
w Polsce.

3. Nagroda jest przyznawana co dwa lata, a prace do niej przedstawiane, obejmujg ostatnie dwa lata przed
rokiem przystgpienia do konkursu. W przypadku cykli publikacji co najmniej jedna praca powinna ukazaé
sie w ciggu tego okresu. O terminie zgloszen na konkurs powiadamia Zarzad Gitéwny Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego.

4. Nagrode przyznaje Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego na wniosek powotanej
Komisji Oceniajgcej. Nazwisko osoby nagrodzonej zostaje podane do wiadomosci cztonkéw Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego.

5. W sklad nagrody wchodzi medal, dyplom oraz kwota pieniezna, ktérej wielkos¢ bedzie zalezna od
posiadanych funduszy.

6. Obok nagrody gtbwnej moga by¢ przyznawane wyrdznienia.
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Podrecznik laboratoryjny

Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk opracowat podrecznik laboratoryjny
pt. ,Inzynieria Genetyczna i Biologia Molekularna. Metody”, w ktérym zawarto na 170 stronach

67 metod sprawdzonych

i stosowanych w

IBB PAN. Wydawca ksigzki jest ,TECHGEN~

spétka z o0.0. ul. Pawiniskiego 5a, 02-106 Warszawa, tel./fax 658-47-89, u ktdrego mozna
zamawia¢ i nabywac¢ podrecznik.

Aby zaprenumerowac ,Po-
stepy Biochemii" w 1995 r.
nalezy wptaci¢ odpowied-
nig kwote na konto ban-
kowe wydawcy (Polskiego
Towarzystwa Biochemicz-
nego) za pomocg przekazu
zamieszczonego na odwro-
cie. Zamdéwione egzempla-
rze bedziemy wysyta¢ po-
cztg na adres podany nam
na przekazie. Poniewaz od-
cinek przekazu docierajacy
do nas jastjednocze$nie za-
mowieniem, prosimy o bar-
dzo wyrazne napisanie
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imienia, nazwiska (lub na-
zwy instytucji) i doktadne-
go adresu wraz z kodem
pocztowym (DRUKOWA-
NYMI LITERAMI) na wszy-

stkich trzech odcinkach
przekazu.

Prenumerata krajowa
dla instytucji:

580 000 zh.
Prenumerata Kkrajowa

indywidualna:

280 000 z, (50% znizki dla
cztonkéw Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerujac
»,Postepy
Biochemii"
wspierasz
swoje
czasopismo!
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Pokwitowanie dla wptacajgcego

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XI11/0 W-wa, Al. Jerozolimskie
37 00 44-1225-139-11

stempel
Pobrano oplatg

Zh .

podpis przyjmujacego
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Kwartalnik ,,Postepy Biochemii”
wydawany z pomocg finansowg
Komitetu Badan Naukowych

Odcinek dla posiadacza rachunku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodera pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XIII/0 W-wa, Al. Jerozolimskie
370044-1225-139-11

t |
slempe Pobrano oplatg

74

Odcinek dla poczty lub banku

stownie....cooveeeeece, .

WPHACAJACY e

imie. nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowy
na rachunek
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
P.B.K. XII1/0 W-wa, Al. Jerozolimskie

370044-1225-139-11

stempel
P Pobrano opla!

Zt.

podpis przyjmujacego

podpis przyjmujacego
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Wskazowki
dla autordéw

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

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

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

Wskazany jest podziat artykutow monograficznych na
rozdziaty i podrozdziatly, ktérych rzeczowe tytutly tworzag
spis treéci. Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdziaty nosza
cyfry rzymskie podrozdzialty odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 11, I-2. Poprawno$¢ logiczna i stylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelno$¢. Autorzy
przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skrétéw, nawet jezeli bywaja uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac
podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjne-
mu. Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrécenia tekstu
i wprowadzenie zmian nie wptywajgcych na tres¢ pracy,
deklaruje tez gotowos$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rbwnoznacznie
zoswiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie 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 uzyskac¢ i przekaza¢ nam odpowiednia zgode na
przedruk.

Redakcja prosi Autorow o przestrzeganie nastepujgcych
wskazéwek szczeg6towych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jedno-

stronnie, czcionkg wielkosci standardowej, z podwojna
interlinia, 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 réwna¢ do prawego
marginesu).
W tekscie nie nalezy stosowac zadnych podkreslen, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej mogg Autorzy zaznaczy¢ otow-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w tekscie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisa¢ otéwkiem 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-
spondenciji 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 znakéw).

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

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

PISMIENNICTWO: Wykaz piSmiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w teksScie, zaznacza sie je
liczbami porzgdkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe,
np. [3,7,9,— 26], Odnos$niki bibliograficzne winny mieé
nowag uproszczong forme. Sposéb cytowania czasopism
(1), monografii (2), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych
(3), rozdziatbw z tomdéw serii opracowanej przez tych
samych redaktoréw (4), rozdziatow z tomoéw serii opraco-
wanych przez réznych 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 reprodukcji.
Fotografie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wy-
konane na papierze matowym. Pozostale ryciny nalezy
wykonac tuszem na biatym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od
przysziej reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzace
do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos¢ nie mniejsza
niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwac sie skrotami. Osie wykresow
winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decy-
Zje 0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmie redakcja.
llustracji nie nalezy wigcza¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele i ryciny nosza cyfry
arabskie, wzory zas rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy
zaznaczy¢ otowkiem preferowane miejsce umieszczenia
tabeli, ryciny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porub-
rykowane, winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem
i ewentualnie takze niezbednymi objasnieniami. Stowne
objasnienia znakow graficznych mozna umiesci¢ w pod-
pisie pod rycina, rysunkowe zas jedynie na planszy ryciny.
Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie w postaci oddziel-
nego wykazu. llustracje nalezy podpisa¢ nazwiskiem
pierwszego z autorow i pierwszym stowem tytutu pracy
oraz oznaczy¢ ,goOra-dot’ (otdwkiem na odwrocie). Ze
wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ artykutu wskazane jest
konstruowanie orginalnych rycin i zbiorczych tabel na
podstawie danych z piSmiennictwa.

Maszynopis i zataczniki (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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