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Profesor Irena Borkowska — Wspomnienia

Profesor Irena Borkowska
1924— 1994

Dnia 21 pazdziernika 1994 roku pozegnalismy na
zawsze Panig Profesor dr hab. Irene Borkowskg
— znang w Kraju i na $wiecie uczong, wychowawce
i nauczyciela licznych pokoleri mtodziezy akademic-
kiej i wielu mtodych naukowcdw.

Profesor Irena Borkowska, z domu Madecka, uro-
dzita sie 2 stycznia 1924 roku w Cieszynie. Studia
wyzsze podjeta w Lublinie uzyskujagc w 1951 roku
dyplom lekarza weterynarii. Wczesniej, bo juz w 1948
roku, jako studentka Il roku rozpoczeta prace w Ka-
tedrze Chemii Fizjologicznej pod kierunkiem Profesor
Janiny Opienskiej-Blauth. Dzieki swoim uzdolnie-
niom ipracowito$ci szybko zdobywata stopnie iawan-
se w karierze akademickiej (doktorat — 1960, habilita-

cja — 1966) i stworzyta wihasny zesp6t naukowo-
badawczy. Odbyta szereg krétko- i dtugoterminowych
stazy zagranicznych (Praga — 1958, Strasbourg

— 1959, Cronenbourg — 1963/64, Bufflo — 1971/72).
Problematyka badan naukowych prowadzonych
przez panig Profesor dotyczyta metabolizmu weg-
lowodan6éw u bakterii oraz kwaséw nukleinowych
komorek zwierzecych.

Profesor Irena Borkowska aktywnie uczestniczyta
w organizacji Studium Pielegniarstwa, a od momentu
powotania Wydziatu Pielegniarskiego przez trzy kolej-
ne kadencje petnita funkcje prodziekana. Poswiecata
wiele uwagi pracy dydaktyczno-wychowawczej. Trosz-
czyta sie o doskonalenie programow nauczania bio-
chemii studentéw wydziatéw lekarskiego i pielegniars-
kiego oraz oddziatu stomatologii.

Za swojg dziatalno$¢ naukowa, dydaktyczng, wy-
chowawczg iorganizacyjng zostata uhonorowana Me-
dalem Komisji Edukacji Narodowej, Krzyzem Kawa-
lerskim Orderu Odrodzenia Polski oraz licznymi od-
znaczeniami resortowymi i regionalnymi.

Profesor Irena Borkowska byta cztowiekiem wyma-
gajacym wiele od siebie i innych, a jednocze$nie
bezposrednim, przyjaznym i skromnym.

Pozostanie w naszej pamieci jako wybitny nauko-
wiec, utalentowany nauczyciel i wychowawca oraz
znakomity organizator procesu naukowo-dydaktycz-
nego.
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ARTYKULY

Nobel 1994 r. za biatka G z medycyny i fizjologii

Nobel prize 1994 — G proteins

ANNA KURLANDZKA1l
JAN FRONK?2

Nagrode Nobla za rok 1994 w dziedzinie fizjologii
lub medycyny (ok. 930 tys. dolaréw) przyznano dwum
Amerykanom — Martinowi Rod bel towi i Alf-
redowi G. Gilmanowf za prace prowadzgce do
odkrycia biatek G iustalenia ich roli w przekazywaniu
sygnatdw miedzy komoérkami. Zagadnienie to w ciggu
ostatnich kilkunastu lat stanowito jeden z najgoret-
szych tematdéw biologii molekularnej i byto niemal
oczywiste, ze predzej czy po6zniej doczeka sie Nobla.
Dobra miarg rozwoju wiedzy na temat udziatu biatek
G w przekazywaniu sygnatéw jest ilos¢ miejsca po-
Swieconego temu zagadnieniu w kolejnych wydaniach
"Molecular Biology of the Celi” Albertsa i wsp.:
w pierwszym wydaniu z roku 1983 jedyne hasto
dotyczace biatek G wystepuje na 4 stronach, w Il
wydaniu z 1989 mamy juz 14 haset na 15 stronach,
a w tegorocznym Il wydaniu 44 hasta pojawiaja sie na
28 stronach.

Historia odkrycia i stopniowego poznawania funk-
cji biatek G jest piekng ilustracjg walki ,nowego” ze
starymi paradygmatami przy tworzeniu postepu nau-
kowego i ztozonos$ci procesu poznawczego, z dopet-
niajgcymi sie rolami badaczy — ,,wizjoneréw” i, wyro-
bnikow”.

Na przetomie lat 60 i 70 wykrystalizowat sie jasny
i — jak sie wowczas wydawato — kompletny obraz
mechanizmu przekazywania sygnatéw (np. hormonal-
nych) do komérki. Hormon wiazac sie z btonowym
receptorem powodowat uaktywnienie cyklazy adeny-
lanowej, rosto stezenie cAMP, aktywacji ulegaty kina-
zy biatek. Uktad czysty i elegancki, totez doniesienie
z 1969 r. o koniecznos$ci udziatu GTP w tym procesie,
jako ,,nie pasujgce”, zostato powszechnie zlekcewazo-
ne. Jednakze, poczynajac od 1971, Rod b e 11 (od wielu
lat badajgcy w National Institutes of Health w Bethes-
da mechanizmy dziatania hormondéw na metabolizm
komorki) ze wspdétpracownikami uparcie publikowat

1 Adiunkt, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa,
Pawinskiego 5a, 2 adiunkt, Instytut Biochemii Uniwersyte-
tu Warszawskiego, Zwirki i Wigury 93
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kolejne prace wskazujgce, ze pomiedzy receptorem
acykjazg posredniczy jakis$ czynnik, do ktorego aktyw-
nosci niezbedny jest GTP. Rod be 11 wspomina, ze
jego wystapienia na konferencjach naukowych przyj-
mowane byly ze Zle skrywanym zniecierpliwieniem:
»NoO nie, znéw R o d b e 11 ze swoimi koncepcjami!” (to
samo mowiono w swoim czasie o innych p6zniejszych
Noblistach, ktoérych poglady staly w opozycji do
owczesnych ,niewzruszonych” dogmatéw — dosé
wspomnie¢ McClintock, Mitchella czy Te-
m in a).

Dopiero prace z lat 1975-80, w ktorych donoszono
0 wyizolowaniu hipotetycznego czynnika postulowa-
nego przez Rod be 114, dostarczyty niezbitych dowo-
dow potwierdzajacych jego koncepcje. Poczynajac od
roku 1977 do chwili obecnej pierwszoplanowg role
w pracach nad izolowaniem, oczyszczaniem i charak-
terystyka biatek G posredniczacych w przekazywaniu
sygnatu od btonowych receptoréw do efektoréw grat
Gilman, obecnie 53-letni, pracujgcy poczatkowo
w University of Virginia School of Medicine w Char-
lottesville, a od 1981 r. w Uniwersity of Texas Health
Science Center w Dallas.

Nagromadzona w ciggu niespetna ¢wieréwiecza wie-
dza o biatkach G i zwigzanych z nimi receptorach jest
imponujaca; znanych jest ponad 20 rodzajow biatek
G* iznacznie ponad 100 rodzajow receptoréw, dziata-
jacych za ich posrednictwem. Wspdlng cechg tych
receptoréw jest siedmiokrotne przekraczanie btony
komaérkowej (seven-pass transmembrane receptors); sg
wsréd nich receptory hormonéw (,normalnych”
1tkankowych) i neuroprzekaZznikéw, chemoreceptory
smaku izapachu i fotoreceptory. Repertuar aktywno-

* Biatka G, o ktérych tu mowa, to tzw. (hetero)trimeryczne
biatka G, obok nich do rodziny biatek G zalicza si¢ m.in.
mate biatka wigzace GTP (ras, rab ipokrewne). Do niedawna
panowat poglad, ze tylko zwigzana z GTP podjednostka
a stanowi aktywny element biatek G. Ostatnio przapuszcza
sie, ze takze kompleks podjednostek @iy po uwolnieniu od
podjednostki a moze bezposrednio wptywac¢ na aktywnos¢
niektérych enzymoéw efektorowych.



Sci biatek G jest rowniez szeroki: obok poznanych
najwczesniej aktywujacych cyklaze adenylanowg sg
biatka G hamujgce aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej,
stymulujgce aktywno$¢ fosfodiesterazy cGMP, stymu-
lujgce aktywnos$¢ fosfolipazy C, stymulujace aktyw-
nos$¢ fosfolipazy A2, wreszcie wptywajace bezposred-
nio na przepuszczalno$¢ kanatéw potasowych i wap-
niowych.

Rola biatek G i sprzezonych z nimi receptorow
w etiologii wielu chordb stwarza nadzieje na wykorzys-
tanie zdobytej wiedzy w praktyce medycznej. Ofiarg
tych, jak dotad niespetnionych, oczekiwan padt w pew-
nym sensie sam Rod b e 11; kiedy zabrakto funduszy
na finansowanie prowadzonych w jego zespole w Na-
tional Institute of Environmental Health Services
Research Tringle Park badan podstawowych (amery-
kanscy podatnicy, podobno, zycza sobie by ich pienig-
dze przynosity szybkie i namacalne efekty) Rodbe 11
przeszedt w wieku 68 lat, pét roku przed ogtoszeniem
decyzji Komitetu Nagrod Nobla, na przedwczesng

Tworcy podstaw biologii

molekularnej:

emeryture wytargowawszy u dyrekcji NIEHS to, ze
pienigdze przeznaczone najego pensje zostang przeka-
zane osieroconemu zespotowi. ,l ten szcze$liwy, kto
[...] polegtym ciatem dat innym szczebel do stawy
grodu™!

Artykut otrzymano 28 listopada 1994 r.
Zaakceptowano do druku 29 listopada 1994 r.

Pismiennictwo

1 Birn bauer L (1992) Celi 71: 1069-1072

2. Collins S Caron MG, Lefkowitz RJ (1992) Trends
Blochem Sci 17: 37-39

3. Helper JR, Gilman AG (1992) Trends Biochem Sci 17:

383-387
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Lefkowitz RJ (1993) Celi 74: 409-412
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Emil Fischer,

Erwin Schrodinger i Oswald T. Avery

Protagonists of molecular

biology:

Emil Fischer, Erwin

Schrdédinger and Oswald T. Avery

JAN BARCISZEWSKI*

W 1994 roku mineto 100 lat od czasu kiedy Emil
Fischer, jeden z najwybitniejszych uczonych nie-
mieckich przetomu XIX i XX wieku, zaproponowat
»koncepcje klucza i zamka”, charakteryzujgcg mecha-
nizm specyficznego oddziatywania enzymu i substratu
[1], Zwrdbcita ona uwage badaczy na zjawisko rozpo-
znawania molekularnego (ang. molecular recognition).
Jego podstawag jest doktadna komplementarno$¢ dwu
struktur molekularnych. Mdwimy, ze jedna czgsteczka
rozpoznaje inng lub, ze dwie czasteczki rozpoznajg sie
wzajemnie. Zjawisko to nazywane réwniez autoasocja-
cja makroczasteczek, prowadzi do powstania struk-
turalnych komponentéw komérkowych i wymaga
precyzyjnych informacji na poziomie molekularnym,
ktére niewatpliwie zakodowane sg w strukturze prze-
strzennej nie tylko DNA.

* Prof. dr hab. Instytut Chemii Bioorganicznej, Polska
Akademia Nauk, ul. Noskowskiego 12, 61-704 Poznan

4

Wydaje sie, ze podstawowym osiggnieciem E. Fis-
chera bylo przygotowanie zestawu stereoizomerow
cukrow, ktory dzi$ mozemy nazwac bibliotekg. Zwia-
zki o roznej strukturze E. Fisch erpoddawat glikozie
i okreslat konfiguracje zawartych w hydrolizacie cuk-
row. Przy pomocy fenylohydrazyny, otrzymanej
w 1875 r, ktéra reaguje z prostymi cukrami dajac
pochodne krystaliczne, udato sie oczyszcza¢ i ziden-
tyfikowa¢ rézne ich formy. Przewidzial wszystkie
izomery. Ostatecznie, w 1894 r. zaproponowat koncep-
cje, ze ligand i dana makroczgsteczka muszg pasowac
do siebie jak klucz do zamka. Koncepcja klucza
i zamka wptyneta stopniowo na rozwdj metod badania
mechanizmu katalizy. Dzi$, jak wiadomo, do tego celu
stosuje sie szereg podej$¢ eksperymentalnych opartych
na metodach obliczeniowych, chemicznej modyfikacji
enzymow, ukierunkowanej mutagenezie i wykorzys-
taniu specyficznych przeciwciat.

Koncepcje Fischera wykorzystat Paul Ehr-
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lich [2], jeden z pionieréw immunologii i chemotera-
pii, opisujac oddziatywanie antygenu (klucz) z przeciw-
ciatem (zamek). Jednym z wazniejszych dowoddw,
wspierajacych koncepcje rozpoznawania molekular-
nego przez przeciwciata, byto stwierdzenie, ze wigzanie
réznie podstawionych anilin (orto, meta i para sulfo-
nianoéw, karboksylanéw i aresenianéw) zalezy od po-
zycji oraz natury podstawnika kwasowego. W zwigzku
z tym pojawito sie pytanie w jaki sposéb tak liczne,
bardzo podobne chemicznie przeciwciata, produkowa-
ne przez ten sam organizm, rozpoznajg rézne anty-
geny. Okoto 50 lat temu Linus P au ling zasugero-
wat, ze to zmiany konformacyjne niektérych regionéw
przeciwciat sg odpowiedzialne za zwiekszanie liczby
dostepnych miejsc rozpoznawania [3,10]. Wiemy dzi$,
ze reagujace czasteczki rzeczywiscie podlegaja zmia-
nom konformacyjnym podczas wzajemnego oddziaty-
wania. Daniel Koshland nazwat to zjawisko in-
dukcyjnym dopasowaniem [4].

Wielkim przetomem w badaniach rozpoznawania
czgsteczkowego byto sformutowanie t.zw. zasady kom-
plementarnosci nici kwaséw nukleinowych, po za
prezentowaniu przez J. Watsona i F. Cricka
modelu struktury podwojnego heliksu DNA [5], O ile
idea E. Fischera stereochemicznej kontroli reakcji
enzymatycznych dotyczyta pojedynczej przemiany
chemicznej, to koncepcja rozpoznawania molekular-
nego czasteczek kwaséw nukleinowych ttumaczy do-
ktadnos$¢ przebiegu tak skomplikowanych proceséw
komérkowych, jak replikacja, transkrypcja i translacja
informacji genetycznej.

Emil Fischer za wielkie osiggniecia w syntezie
i chemii cukrow oraz puryn otrzymat Nagrode Nobla
w 1902 r. Uwazat on, ze opr6cz biatek nie ma innej
grupy zwigzkéw wegla, ktéra jest tak niezbedna dla
zyciajak weglowodany. W 1874 r. uzyskat doktorat na
Uniwersytecie w Strasbourgu pod kierunkiem Adolfa
von Bayer, rowniez laureata Nagrody Nobla (1905)
[6]. Odkryt forme aldehydowg glukozy poprzez utle-
nienie do kwasu aldonowego oraz reakcje z fenylohyd-
razyng. W 1888 r. poprzez konwersje osazondw ustalit
zalezno$ci miedzy glukoza, fruktozg i mannozg. W kil-
ka lat p6Zniej poprzez epimeryzacje kwasu glukono-
wego i mannowego wyjasnit stereochemie i izomerow
cukrow. Zsyntetyzowat glukoze, fruktoze i mannoze
oraz 30 innych cukrow. Wykazat takze, ze kwas
moczowy, ksantyna, adenina i guanina, teophilina,
kofeina itd, sg r6znymi pochodnymi hydroksylowymi
i aminowymi tego samego zwigzku, ktory w 1894 r.
nazwat puryna. Fischer otrzymat ponad 150 no-
wych zwigzkéw purynowych.

Pograzony w wielkiej depresji po $mierci dwoch
z trzech syndéw oraz przegranej Niemcow w | Wojnie
Swiatowej, zmart tragicznie w 1919 roku popetniajac
samobojstwo.

Wspomniane powyzej odkrycie struktury DNA da-
to impuls do powstania nowej dziedziny badaA na-
zwanej biologig molekularng. Dyskutujgc rézne aspe-
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kty badaiA biologicznych uzywamy takich okreslen
i termindw, jak gen, informacja genetyczna, sekwencja
kodujaca, czy wreszcie DNA. Ich pojemnos¢ ijedno-
znaczno$é dla dzisiejszych badaczy sgjasne i oczywiste.
Mozna zapytaé od kiedy gen oznacza DNA. Oto6z stato
sie to 50 lat temu.

Rok 1944 zapisat sie w rozwoju biologii molekular-
nej dwoma wielkimi wydarzeniami. Byly to opub-
likowanie  ksigzki  "What is  Life” Erwina
Schrédingera oraz doniesienie Oswald T. Ave -
ry wskazujace jednoznacznie, ze geny zbudowane sg
z DNA. Prace te wzbudzity olbrzymie zainteresowanie
naukami biologicznymi i zdecydowaty o skierowaniu
biologii na nowe tory.

Pracujgc w Dublinie na poczatku lat czterdziestych
E. Schrodinger interesowal sie zagadnieniami
istoty zycia do czego zainspirowata go praca mato
znanego wowczas Delbrucka [7], W 1944 .
Schrodinger opublikowat ksigzke pod tytutem
”What is Life? The physical aspect of the living celi” [8].
Praca ta spotkata sie z wielkim zainteresowaniem ze
wzgledu na prostote ujecia tematu iduzg jego atrakcyj-
no$¢ a takze gtosne nazwisko autora. Schroédin-
ger byt juz znany w nauce jako twoérca mechaniki
falowej. Wprowadzit on do biologii pewne koncepcje
kodu genetycznego oraz nieokresowej struktury mate-
riatu genetycznego. Jednakze najbardziej interesujgce
w tamtym okresie wydawato sie pytanie, wjaki sposéb
informacja biologiczna zawarta w pojedynczej komor-
ce moze kontrolowac setki roznych reakcji, ktére
prowadzg do powstawania dojrzatego organizmu.
Pytajac co to jest zycie i prdébujac je opisa¢ przy
pomocy poje¢ dotyczacych struktury czasteczkowej,
wigzan miedzyatomowych, stabilnosci termodynami-
cznej, przyciggat entuzjazm miodych fizykéw do bio-
logii, a w szczegdlnosci zainteresowat ich istotg infor-
macji biologicznej. Wspaniate perspektywy nie wy-
zwolity jednak nowych idei oraz nie spowodowaty
przetomu w biologii. Z dzisiejszej perspektywy wydaje
sie, ze przyczyng mogty by¢ dwczesne przyzwyczajenia
badaczy do stosowania tatwych (prostych) i dostep-
nych wowczas doswiadczalnych technik biologicznych
i biochemicznych. Sytuacja ta zmienita sie radykalnie
w 1953 roku po odkryciu spirali DNA przez W at-
sona i Cricka naco niewatpliwie ksigzka "What is
Life” miata wphyw.

Mozemy zapyta¢ o inne przyczyny tak wielkiej
popularnosci tej ksigzki. Schrodinger trafnie za-
sugerowat w niej, ze najwazniejszg czescig komorki sg
tzw. ,widkna chromosomowe”, ktore okres$lat ter-
minem nieokresowego (nieperiodycznego) Kkrysztatu.
Ponadto wskazat, ze chromosom zawiera pewien ro-
dzaj zapisu kodowego, niezbednego do petnego roz-
woju danego indywiduum. Intuicyjnie poréwnat on to
do kodu Morsa, jako sposobu generowania olbrzymiej
ilosci stdw z kilku zaledwie symboli. Innymi stowy,
proponowat ,,uporzadkowanie porzadku” (ang. order
from order), co dzisiaj wyraznie kojarzy sie nam



z dalekowzrocznym opisem struktury DNA oraz ,u-
porzagdkowanie chaosu” (ang. order from disorder),
czyli opis w jaki sposOb zywe organizmy utrzymuja
okre$lone uporzagdkowanie mimo stanu nier6wnowa-
gi spowodowanej, jak nazwat to Schrodinger,
»,metabolizmem zywnos$ci”. Piszac te ksigzke miat on
nadzieje, ze znajdzie rozwigzanie kwestia, czy zywa
materia podlega znanym prawom fizyki, czy tez po-
trzebne sg nowe prawa fizyki. Nie byto to tak woéwczas
oczywiste, poniewaz do tamtego okresu fizycy nie
zajmowali sie zywymi organizmami. Obecnie wiado-
mo, ze prawom fizyki podlegajg rowniez zywe orga-
nizmy.

50 lat temu E. Schrodinger postawit, jak juz
moéwitem kluczowe pytanie ,,Co to jest zycie?”. W pew-
nym sensie pytanie to pozostaje nadal aktualne. Po-
nadto pojawity sie dalsze problemy, jak zrozumienie
mechanizmu pochodzenia zycia, powstanie kodu bio-
logicznego kierujgcego rozwojem danego organizmu,
mechanizm dziatania mézgu czy leczenie chordb zaka-
Znych.

Rok 1944 zapamietany zostat réwniez z powodu
innego wielkiego wydarzenia chyba wiekszego niz
poprzednie. Na poczatku lat czterdziestych, wydato sie
oczywiste, ze jesli komodrka wytwarza np. enzymy
syntezujac taricuch polipeptydowy, to ,,gdzies” w ko-
maérce muszg znajdowaé sie odpowiednie ,,instrukcje”.
Nasuwa sie analogia do konstruktora, ktéry ma
zbudowaé¢ doktadng kopie okres$lonej budowli. Moze
to uczynié poprzez ciagte sprawdzanie i porownywanie
nowej i starej konstrukcji lub tez przez wykorzystanie
doktadnego projektu po raz drugi. Powracajgc do
komorki, to ,,budowanie przez sprawdzanie” wymaga-
toby wykorzystywania réznych czasteczek biatkowych
jako wzorcéw, a to oznaczatoby, ze kolejna czgstka
biatka moze by¢ budowana na poprzedniej. Jest oczy-
wiste, ze nigdy nie udato sie otrzymac¢ dowolnego
biatka jako swej repliki. W latach 40-tych byto wiado-
mo, ze w komorce replikacji ulegajg chromosomy
i muszag one posiada¢ whasny system wytwarzania
biatek, rozumiany btednie, jako zawarty w strukturze
biatek tworzgcych gen. Tej ,,biatkowej” teorii potwier-
dzi¢ sie nie udato, przeciwnie na poczatku 1944 r.
ostatecznie jg pogrzebano. Stato sie to z udziatem
trzech biochemikéw Oswald T. Avery, Colin M.
McLeodiMaclyn McCartyzInstytutu Rockefel-
lera, ktorym udato sie wyjasni¢ zajawisko transfor-
macji bakterii opisane przez F. G riffithajuz w 1928
r. [9], Wykazat on woéwczas, ze infekcja myszy wirulen-
tnymi bakteriami Diplococcus pneumoniae, typu gtad-
kiego S (ang. smooth strain), powoduje zapalenie ptuc
i Smier¢ zwierzat zakazonych. Ze szczepu S mozna
otrzymaé na drodze mutacji niewirulentny szczep
szorstki R (ang. rough strain). Myszy, zainfekowane
bakteriami szczepu szorstkiego R lub szczepu S zabity-
mi w wysokiej temperaturze, nie wykazywaty zadnych
objawow chorobowych. Natomiast, zainfekowane jed-
noczes$nie bakteriami szczepu R i zabitymi bakteriami

szczepu S zapadaty na zapalenie ptuc i zdychaty.
Z dosSwiadczenia tego wynikato, ze pewien czynnik
z zabitych komoérek szczepu S zmienia (transformuje)
zywe komérki typu R na komérki S wg schematu:

S(zabite) + R(zywe) -> S(zywe)

Ot6z badacze z Instytutu Rockefellera, poszukujac
tego czynnika w komorkach Diplococcus pneumoniae
wykazali w 1944 r., ze jedynym sktadnikiem, ktory
transformuje komorki R do S jest czysty preparat
DNA z komérek S. Udato sie w ten sposéb pokazaé
bezposrednig role DNA w wytwarzaniu dziedzicznych
komorek, a tym samym stwierdzi¢, ze DNA jest
no$nikiem kodu genetycznego. Stato sie jasne, ze dla
zrozumienia istoty kodu genetycznego, niezbedne jest
poznanie struktury kwasow nukleinowych. W wielu
laboratoriach rozpoczeto intensywne prace w tym
kierunku, ktore zostalty zakonczone odkryciem po-
dwojnej helisy DNA przezJ.D. WatsonaiF. H C.
Cricka [5], To wydarzenie otworzyto nowy etap
w nauce, ktory nazwaé mozna epokag DNA. Trwa ona
do dnia dzisiejszego.
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Nowotwory jako choroba genow

Cancer as genes’ disease
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I. Onkogeny i geny supresorowe

Nowotwdr ztosliwy mozna obecnie okresli¢ jako
wynik akumulacji btedéw genetycznych w komorce
prawidtowej, ktdra przestaje podlega¢ normalnym
mechanizmom kontrolujgcym wzost i réznicowanie
komérek.

Karcinogeneza jest procesem wieloetapowym, ktory
poprzedza inicjacja transformacji na poziomie poje-
dynczej komdrki, za$ efektem koncowym jest peine
rozregulowanie aparatu genetycznego, mechanizméw
homeostazy, a w konsekwencji zniszczenie catego
organizmu.

Kontrola zdolnosci podziatowych i réznicowania
komoérki jest wypadkowg oddziatywania pobudzajg-
cych i hamujacych sygnatéw regulatorowych, a zabu-
rzenia na poziomie gendw kontrolujgcych te procesy
stanowig najbardziej istotne czynniki odpowiedzialne
za powstanie i rozw6j nowotworéw [1-6].

Zgodnie z osiggnieciami ostatnich lat w dziedzinie
onkologii molekularnej geny uczestniczagce w powsta-
waniu i rozwoju nowotworéw cztowieka mozna zali-
czy¢ do dwdéch podstawowych kategorii. Sg to: on-
kogeny i geny supresorowe [7-14],

Kazdy z opisanych dotychczas onkogenéw ma swoj
odpowiednik w normalnym aparacie genetycznym
komérki. Te prekursory onkogendw, zwane protoon-
kogenami, w warunkach prawidtowych spetniajg pod-
stawowg role w regulacji proces6w wzrostu, réznico-
wania i dojrzewania komérek. Produkty tych gendéw
moga dziata¢ jako czynniki wzrostu, receptory czyn-
nikdw wzrostu, uczestniczy¢ w przenoszeniu sygnatow
transdukcyjnych, szczegdlnie istotnych dla proceséw
réznicowania i petni¢ role czynnikdw transkrypcyj-

* Prof. dr hab., Zaktad Immunologii Nowotworéw Akade-
mii Medycznej, ul. Mikulicza-Radeckiego 7, 50-368 Wroctaw.
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nych na poziomie jgdra [2, 4, 12, 15, 16].

Klasyfikacja protoonkogendéw, w oparciu o spet-
niang funkcje, pozwolita na umieszczenie kazdego
z nich w regulacyjnej kaskadzie systemu przekaz-
nikowego pomiedzy jadrem komérkowym, cytoplaz-
ma i powierzchnig komaorki [2, 3, 12, 14, 16]. W tabeli
1 zebrano protoonkogeny aktywowane w réznych
typach nowotworéw ludzkich z uwzglednieniem kodo-
wanych przez nie funkcji fizjologicznych. Komoérkowe
protoonkogeny moga by¢ aktywowane do zmiany ich
funkcji na onkogenng w rézny sposob. Najbardziej
znane mechanizmy obejmujg posrednie zadziatanie
genu wirusowego whudowanego w procesie ewolucji
do aparatu genetycznego komorki oraz zmiany struk-
turalne zachodzgce w samym genomie komorki [4, 8,
16-18] i polegajgce gtownie na wystgpieniu mutacji
punktowej, translokacji lub amplifikacji protoonkoge-
néw wewnatrz chromosomu [1,8, 9],

Dotychczas zidentyfikowano okoto 100 onkogendw
[1,2, 15]. Najlepiej przebadane sg onkogeny tworzace
grupe okreslongjako ras, w obrebie ktérej wyrdznia sie
trzy podstawowe klasy i kodowane przez nie biatka,
znane jako H-ras, K-ras i N-ras [18-20]. Mutacje,
gtéwnie o charakterze punktowym [2, 16, 18, 21]
w rodzinie gendw ras wykryto w znacznym odsetku
nowotworow ptuc, trzustki, tarczycy, zotgdka, jelita
grubego, gtowy i szyi, prostaty oraz w ostrej biataczce
szpikowej [19, 20, 22]. Ostatnio coraz czesciej dys-
kutuje sie przyczynowg role onkogendw ras w rozwoju
stanéw przednowotworowych [2, 19, 23].

Najlepiej przebadanym onkogenem, dziatajagcym na
poziomiejadra komoérkowego, jest przedstawiciel stru-
kturalnie i funkcjonalnie pokrewnych genéw z rodziny
okre$lonej jako myc [2, 22, 24]. Mutacje w obrebie
genu myc obserwowano w wielu nowotworach [16, 22,
24] (chtoniak Burkitta, nerwiak zarodkowy, rak sutka,
ptuc, dolnych odcinkéw przewodu pokarmowego,



Tabela 1

Protoonkogeny w ludzkich nowotworach zto$liwych (wg. 14)

Protoonkogen Locus . Funkcja
w chromosomie

erbB-1 7pl2-p13 kinaza biatkowa

erbB-2/neu 179 11-q12 kinaza biatkowa

fms 5033-q34 kinaza biatkowa

kit 4qll-q21 kinaza biatkowa

ros-1 6022-923 kinaza biatkowa

src 209 12-q13 kinaza biatkowa

abl 9q34 kinaza biatkowa

mos 8g22 kinaza seryny/treoniny

Int-1/wnt-1 12q13-15 wigzanie receptora

Int-2 11913 wigzanie receptora

sis 22q12.3-q 131 wigzanie receptora

bcl-2 18921 wigzanie GTP

Ha-ras-1 Npl5.1-p15 wigzanie GTP/aktywnos¢
GTPazy

Ki-ras-2 12p 12-ter wigzanie GTP/aktywnos¢
GTPazy

M-ras 1p22-p31 wigzanie GTP/aktywnos¢
GTPazy

R-ras 19 wigzanie GTP/aktywnos¢
GTPazy

erbA 17921 -q25 regulator transkrypcyjny

ets-1 i 2 11923-q24 regulator transkrypcyjny

fos 14¢921-q31 regulator transkrypcyjny

jun Ip31-p32 regulator transkrypcyjny

myb 6022-q24 wigzanie DNA

myc 8q24 wigzanie DNA

ski 1q 12-ter nie ustalona

mas 6022 receptor angiotenzyny

GTP — trojfosforan guanozyny

nowotwory gtowy i szyi) [2], Definiujgc stan progresji
nowotworoéw jako proces, w ktorym nastepuje ekspan-
sja klonu komorkowego obdarzonego selektywng
przewaga wzrostowa, rozwaza si¢ uznanie genu myc za
gen progresji nowotworéw wielu narzadéw, a tym
samym za niekorzystny czynnik rokowniczy [16, 24],
Amplifikacje tego genu, zwigzang ze wzrostem mRNA
i ekspresjg produktu biatkowego myc, wykryto w za-
awansowanych klinicznie nowotworach gtowy i szyi,
rakach sutka, jajnika i ptuc [16, 24].

Na podstawie dotychczas zgromadzonych informa-
cji, przyjmujgc wieloetapowy charakter procesu kar-

cinogenezy, mozna uzna¢, ze pojedyncze onkogeny nie
wystarczajg do wywotania petnej transformacji nowo-
tworowej [1, 25]. Jak wykazano, w warunkach do-
Swiadczalnych do ujawnienia ztosliwego fenotypu ko-
moérek konieczne jest wspotdziatanie co najmniej
dwéch onkogendw. Onkogen typu ras transfekowany
do hodowli mysich fibroblastéw nie powodowat trans-
formacji nowotworowej, ale wprowadzony do komoé-
rek ustalonej linii, posiadajacej juz cechy nieSmiertel-
nosSci (NIH 3T3), ujawniat typowe dziatanie onkogen-
ne. Jak sie okazato do wywotania transformacji fibro-
blastow mysich oprocz onkogenu ras konieczne byto
wspodtdziatanie onkogenu jagdrowego myc. Wowczas
onkogen myc nadaje komérce cechy nieSmiertelnosci,
a onkogen ras powoduje utrate hamowania kontak-
towego i odpowiada za zmiany morfologiczne zwigza-
ne ze stanem transformacji nowotworowej [1, 17],

Konieczno$¢ zatem aktywacji przynajmniej Kilku
niezaleznych, ale wspdétdziatajgcych genéw moze wyja-
$ni¢ wieloetapowos$¢ roztozonego w czasie procesu
rozwoju nowotworu. Wydaje sie bardzo prawdopodo-
bne, ze kazdy z etapdw od stanu prawidtowego do
petnego przeksztatcenia nowotworowego, przez ktory
przechodzi ,,napietnowany” klon komérkowy moze
by¢ uwarunkowany nabyciem okres$lonej dewiacji ge-
netycznej [1, 12].

Dziatanie drugiej klasy genow, okreslanych jako
geny supresorowe lub antyonkogeny, w warunkach
prawidtowych polega, jak sama nazwa wskazuje, na
przeciwdziataniu lub nawet przerywaniu procesu kar-
cinogenezy, spetniajac tym samym istotng role w nega-
tywnej regulacji procesdw proliferacji. Zawsze bardziej
skomplikowana jest ocena aktywno$ci negatywnej,
dlatego geny supresorowe sg duzo trudniejsze do
badania od protoonkogenéw. Wydaje sie zatem zro-
zumiate, ze opisano dotychczas znacznie mniej genéw
supresorowych niz onkogenéw. Najlepiej poznany jest
gen supresorowy, znany jako p53, ktdrego mutacje lub
delecje stwierdzono w wielu réznych typach nowo-
tworow ludzkich jak np: rak sutka, jelita grubego, ptuc,
jajnika itp. [26-28], gen warunkujacy podatno$¢ na
wystepowanie siatkéwczaka zarodkowego {rb), ner-
wiakowtokniaka (NF1), guzow nerki typu Wilmsa
u dzieci (WT1) oraz gen zwigzany z rozwojem tzw.
polipowatos$ci rodzinnej (APC-adenomatous polyposis
coli) [5, 7, 29]. Przyktady zidentyfikowanych genéw
supresorowych zostaty zebrane w tabeli 2.

Najciekawszym i najlepiej poznanym reprezentan-
tem gendw supresorowych jest gen p53, ktérego struk-
tura oraz witasciwosci i rola biologiczna kodowanego
przez ten gen biatka p53 zostata juz omowiona w pis-
miennictwie polskim [30].

W warunkach fizjologicznych gen p53 jest niezbedny
w procesach kontroli i regulacji cyklu podziatu komar-
kowego, replikacji DNA i r6znicowania komdrek [7,
27,29, 31, 32] oraz w determinowaniu zaprogramowa-
nego obumierania komdrek (apoptozy) [7, 31-33]. Gen
p53, jako negatywny regulator wzrostu, zyskat sobie
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Tabela 2

Przyktady nowotworowych genéw supresorowych (wg. 14, zmody-
fikowane)

Supresorowy Locus
gen w
nowotworowy chromosomie

Przyktady nowotworéw

p53 17p 12-13.3 wszystkie przebadane typy
ludzkich rakéw

APC 5q21-22 rak okreznicy

DCC 18qg21 rak okreznicy

MCC 5q21-22 rak okreznicy

NF1 17q11.2 wiokniakonerwiaki

NF2 22q12 ostoniaki i oponiaki

Rbl 139 14 siatkowczak, miesak kostny,
rak piersi

WT1 11913 nerczak ptodowy (guz Wilmsa)

MEN-1 11913 guzy przytarczyc, trzustki, kory

nadnerczy

ostanio miano ,,zandarma molekularnego” stojacego
na strazy integralnosci genomu komérkowego [7, 32],
zdolnego do zablokowania rozrostu komérek z uszko-
dzonym DNA, pozwalajgc tym samym na zadziatanie
mechanizmow naprawczych przed uruchomieniem no-
wego cyklu podziatowego. Gdy mechanizmy napraw-
cze zawodzg, gen p53 aktywuje proces apoptozy nie
dopuszczajgc do rozwoju nieprawidtowych komorek
[7, 32]. Gen p53 jest ulokowany na krétkim ramieniu
chromosomu 17 w pozycji 17p13.1 i strukturalnie
obejmuje 11 eksonow [7, 27, 30, 31, 34]. Utrata
prawidtowej funkcji genu p53 moze nastepowac w roz-
ny sposob obejmujac zaburzenia w obrebie samego
genu (mutacje dziedziczone, mutacje somatyczne, dele-
cje) oraz tworzenie komplekséw z biatkami wirusowy-
mi lub produktami genu komorkowego MDM-2 [7,
31]. Okres potowicznego rozpadu prawidtowego biat-
ka p53 wynosi okoto 6-20 minut. Biatko to nie
akumuluje sie w ilosciach wykrywalnych stosowanymi
metodami immunohistochemicznymi [7, 35]. Zmuto-
wana forma biatka p53 o wydtuzonym okresie pét-
trwania 6-12 godzin, jest wykrywalna, co pozwala na
uznanie biatka p53 za bezposredni wskaznik mutacji
na poziomie tego genu [7, 35]. Jak sie ostatnio okazato
istotng role w inaktywacji genu p53 moga odgrywac
interakcje z biatkami transformujacymi niektdrych
wiruséw typu DNA [7, 27, 31, 35], ktére tworza
z biatkiem p53 stabilne kompleksy, doprowadzajgc
w ten sposdb do zniesienia normalnej funkcji genu.
Okazato sie rdwniez, ze biatka tych samych wiruséw
maja zdolno$é tworzenia podobnych komplekséw
zinnym dobrze poznanym biatkiem kodowanym przez
gen supresorowy rb odpowiedzialny za rozwdj siat-
kowczaka zarodkowego gatki ocznej [27, 29, 31].

W przeciwienstwie do onkogendéw utrate whasciwo-
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§ci supresyjnych warunkuje inaktywacja genu p53
w jednym allelu i delecja drugiego allelu, co ttumaczy,
ze geny supresorowe dziatajg w sposob recesywny [5,7,
16, 27, 30-32],

Zablokowanie prawidtowej funkcji genu p53, oprocz
zaburzen w mechanizmach regulacyjnych transkryp-
cji, moze hamowac zaprogramowang apoptoze i tym
samym odgrywac istotng role w unieSmiertelnianiu
komdérek [17, 31] chociaz nie wiadomo jeszcze wjakim
stopniu w tym procesie uczestniczg inne zmiany na
poziomie molekularnym [17]. Bardzo wiele informacji
na temat genu p53 ijego biatkowego produktu pub-
likowanych w ostatnich trzech latach potwierdza, ze
defekt w obrebie tego genu moze mie¢ kluczowe
znaczenie w procesie rozwoju réznych nowotworéw
ludzkich [6, 7, 16, 27, 29-32, 36, 37],

Il. Dziedziczna predyspozycja do rozwoju no-
wotworow ztosliwych

Coraz liczniej pojawiajg sie dane wskazujace, ze
wrodzony defekt pojedynczej kopii genu p53 moze
mie¢ fundamentalne znaczenie w warunkowaniu i zro-
zumieniu dziedziczonej predyspozycji do wystepowa-
nia nowotworow [5, 7, 27, 32, 38, 39]. Typowym
przyktadem takiej dziedziczonej mutacji genu p53 jest
stosunkowo rzadko wystepujacy zespdt Li-Fraumeni,
ktéry charakteryzuje sie wzrostem czestosci pojawia-
nia sie réznych nowotworéw [5, 7, 19, 27, 32, 39], przy
czym rozwijajg sie one zwykle w miodym wieku
i niekiedy obserwuje sie wspdtistnienie mnogich nowo-
twordw pierwotnych [27, 29, 31, 40, 41], Podobnie jak
w przypadku siatkowczaka zarodkowego [5, 13, 29,
40], ktérego rozwdj warunkuje gen supresorowy rb,
w zespole Li-Fraumeni nastepuje dziedziczenie zmuto-
wanego pojedynczego alletu genu p53 a biad ten jest
powielany w komorkach potomnych [7, 31]. W tym
przypadku prawdopodobienstwo transformacji nowo-
tworowej wzrasta niewsp6tmiernie, bowiem do cat-
kowitej utraty funkcji supresorowej konieczne jest juz
tylko wystgpienie dodatkowej pojedynczej mutacji
w pozostatym allelu [5, 7], Wrodzong mutacje w genie
p53 wykryto jak dotgd w okoto 50% analizowanych
rodzin z zespotem Li-Fraumeni [32], a ponadto takze
u os6b z udokumentowang rodzinnie historig czest-
szego wystepowania nowotworéw pierwotnych, dwu-
stronnych a nawet mnogich [7, 9, 32, 38, 40-42].

Jednym z najbardziej doniostych odkry¢ ostatnich
lat, pozwalajacych zrozumie¢ mechanizmy uwarun-
kowanego genetycznie rozwoju nowotworow byta
identyfikacja genu supresorowego APC usytuowanego
na dtugim ramieniu chromosomu 5, [43-45]. Jak sie
okazato wykrycie zmutowanej formy tego genu suge-
ruje mozliwos$é transformacji ztosliwej mnogich zmian
polipowatych w jelicie grubym [43, 45-48].

Zgodnie z przytaczanymi danymi, co najmniej 10%
powszechnie wystepujacych nowotwordw, takich jak
rak sutka, jajnika czy jelita grubego, moze powstawac



w wyniku dziedziczenia defektu genetycznego, przy
czym u spokrewnionych cztonkéw tych rodzin ryzyko
wystgpienia raka szacuje sie w granicach 30-40%
[9, 41, 42, 46, 47]. Juz od dawna wiadomo, ze rodziny
w ktdrych wystepujg znamiona barwnikowe z tenden-
cjag do dysplazji, majg wiekszg szanse rozwoju czer-
niaka ztoSliwego. Podobnie wykrycie raka sutka
u dwoch siostr w wieku 40-45 lat, czy raka jelita
grubego okoto 40 roku zycia uwaza sie raczej za wynik
predyspozycji genetycznej niz zwyklego przypadku
[9,42,46,47,49].

Analiza materiatu genetycznego cztonkdw rodzin
0 wyzszej zapadalno$ci na nowotwory, oprdécz nie-
kwestionowanego znaczenia dziedziczenia zdefekto-
wanych gendéw supresorowych, ujawnita zwigzek po-
miedzy zapadalnoscig na nowotwory a dziedziczeniem
polimorficznych markerowych sekwencji DNA, czyli
krotkich powtarzajacych sie ciggdw nukleotyddw (mi-
krosatelitarna niestabilnos¢ DNA) [6, 50-52]. Tego
typu polimorfizm w obrebie krdtkiego ramienia chro-
mosomu 2 zwieksza ryzyko zachorowania na raka
jelita grubego w przypadku, w ktérym nie stwierdzono
wczesniejszego wystepowania polipowatosci jelit [53-
55], a polimorfizm w ramieniu dtugim chromosomu 17
powoduje wzrost skionnosci do wystgpienia raka
sutka, ktéremu moze towarzyszy¢ ryzyko rozwoju
raka jajnika [56]. Wykazanie znaczenia dziedziczone-
go polimorfizmu sekwencji DNA w warunkowaniu
wrazliwos$ci na choroby nowotworowe ma niepod-
wazalne implikacje praktyczne. Wykorzystanie bo-
wiem markeréw mikrosatelitarnych otwiera droge do
rozpoznawania molekularnej predyspozycji do roz-
woju nowotworéw zto$liwych i sugeruje wzmozenie
czujnosci onkologicznej przynajmniej w grupie tzw.
»wysokiego ryzyka” [6, 50]. Nalezy jednak pamietac,
ze wykrycie polimorfizmu sekwencji DNA nie przesa-
dza w sposéb jednoznaczny o rozwoju nowotworu
ztosliwego, a jedynie wskazuje na wrodzong predys-
pozycje do zachorowania.

Rozwazajagc mechanizm dziedzicznej podatnos$ci do
rozwoju raka nalezy réwniez uwzgledni¢ mozliwo$é
zwigkszonej wrazliwosci na dziatanie genotoksycz-
nych, a nawet niegenotoksycznych czynnikow egzo-
gennych, ktdre mogg indukowaé przypadkowe muta-
cje utatwiajgce nastepowg transformacje nowotworo-
wa [51, 57, 58].

Nie ulegajuz watpliwosci, ze nowotwory powstajace
poprzez dziedziczenie r6znego rodzaju defektéw gene-
tycznych, jak i posrednio uwarunkowane $rodowisko-
wo, rozwijajg sie torem podobnych mutacji, prowadzg-
cych w efekcie do destabilizacji genomu i zaktocen
w delikatnej rownowadze pomiedzy procesami prolife-
racji i r6znicowania [6].

Szybki postep onkologii molekularnej i opracowy-
wanie catych map genetycznych ludzkich nowotwo-
row pozwala na wyr6znienie nieznanych dotad mar-
keréw, umozliwiajacych identyfikacje oséb o zwiek-
szonym ryzyku zachorowania a tym samym stwarza
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realne szanse profilaktyki przeciwnowotworowej.

Problem dziedzicznych predyspozycji do rozwoju
nowotworéw ztosliwych z uwzglednieniem implikacji
poznawczych i praktycznych zostat wyczerpujgco
omowiony w pismiennictwie polskim w artykule prof.
Steffena [50].

I1l. Wieloetapowy rozw0j nowotworow

Z obserwacji patologéw jasno wynika, ze rozwoj
nowotworow ztosliwych poprzedza na og6t wystagpie-
nie zmian, okreslanych jako przednowotworowe typu
hyperplazji, metaplazji i dysplazji, a w Swietle obec-
nych danych wydaje sie bardzo prawdopodobne, ze
kazdemu z etapow przeksztatcenia nowotworowego
moga odpowiadaé niewielkie, ale okreslone zmiany
w genomie komorki ulegajacej procesowi transfor-
macji. Takie ujecie ttumaczy réwniez wieloetapowy,
powolny proces rozwoju nowotworu ztosliwego.
Przyjmujac dominujacy ciagle poglad o monoklonal-
nym pochodzeniu nowotwordw nalezy uzna¢, ze aby
pojedyncza komérka mogta ulec peitnej transformacji
musi mieé¢ utrwalone mutacje w co najmniej kilku,
a moze i kilkunastu genach. Na przestrzeni catego
zycia aparat genetyczny naszych komérek itkanek jest
ustawicznie narazony na wystepowanie zmian o chara-
kterze mutacji. W miare dorastania, a nastepnie starze-
nia sie ustroju, u kazdego z nas wzrasta liczba i r6zno-
rodno$¢ zmutowanych komdrek. W tej sytuacji wy-
stapienie lub brak rozwoju nowotworu moze by¢
kwestia dtugosci zycia, sprawnosci uktadu immunolo-
gicznego, skomasowanego dziatania niekorzystnych
czynnikéw Srodowiskowych czy obcigzern dziedzicz-
nych [4, 6, 13, 57, 59]. Uwzgledniajgc ztozony mecha-
nizm procesu nowotworzenia i udowodniong role
onkogenow i gendw supresorowych wydaje sie zro-
zumiate, ze pojedynczy onkogen, nawet przy wspoét-
dziataniu z pojedynczym genem supresorowym trudno
bytoby uznaé¢ za wystarczajgcy czynnik transformuja-
cy. O wiele bardziej prawdopodobna jest konieczno$¢
kaskadowego wspo6tdziatania onkogendéw i genow
supresorowych [6, 35, 59, 60].

Nowotwor rozwija sie w trzech zasadniczych eta-
pach znanych jako inicjacja-promocja-progresja. Ter-
min inicjacja okres$la pierwsze trwate i nieodwracalne
zmiany w genomie komorki [58, 61-63]. Zgodnie
z ostatnimi pogladami [62] zmiany te dotyczg gtdwnie
gendw sterujgcych prawidtowym przebiegiem cyklu
podziatowego komérki, a ich konsekwencja jest po-
wstanie nowego klonu komoérek, obdarzonego selek-
tywng przewagg wzrostowg w stosunku do otaczajace-
go Srodowiska. Mianem promocji okreSlany jest pro-
ces, w ktérym nastepuje klonalny wzrost komérek do
stanu widocznej klinicznej zmiany, zwykle o charak-
terze tagodnym [58, 63]. Ten etap rozwoju nowotworu
jest odwracalny uwarunkowany dziataniem czynni-
kéw epigenetycznych i w duzej mierze zalezy od
zdolnos$ci tzw. czynnikow promujgcych do interakcji
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ze swoistymi receptorami komorkowymi [62, 63].
Mechanizm promocji nie jest ostatecznie poznany, ale
szereg danych wskazuje, ze czynniki takie jak np.
alkohol, nikotyna, promieniowanie ultrafioletowe, nie-
odpowiednia dieta, hormony itp. selektywnie stymulu-
ja podziaty komdrkowe zwilaszcza w populacji ,za-
inicjowanych” wczesniej komdrek, tzn. takich w kté-
rych zostaty juz utrwalone pierwsze zmiany genetyczne
[58, 59, 61, 63, 64]. W konsekwencji powstajg dalsze
btedy genetyczne, a zwilaszcza nadmierna ekspresja
genow sterujacych synteza czynnikéw wzrostu i ich
receptorow [43, 46-48]. Stan progresji nowotworu
charakteryzuje nasilajaca sie destabilizacja genetyczna
i ewolucja w kierunku wzrostu stopnia proliferacji
komorek oraz miejscowe naciekanie tkanek i narzg-
dow [58, 61,63, 65], Definicje procesu progresji mozna
obecnie sformutowac jako wynik naktadajacych sie bte-
déw genetycznych spowodowanych utratg, inaktywa-
cja, mutacja lub nadekspresjg licznych genow [66].

IV. Molekularne podstawy rozwoju przerzu-
tow

Koncowym etapem progresji nowotworow jest zdo-
Ino$¢ do przerzutowania. Rozwdéj przerzutéw stanowi
przyczyne $mierci z powodu choroby nowotworowej.
Wiadomo obecnie, zejest to proces wysoce selektywny,
bowiem wsréd heterogennej populacji rosngcego guza
tylko niewielki odsetek komdrek jest obdarzony zdol-
noscig do tworzenia przerzutéw [67, 68], Aby komorki
nowotworowe mogty zasiedli¢ narzad czesto odlegty
od ogniska pierwotnego, muszg pokonac szereg eta-
péw posrednich wynikajacych ze ztozonych interakcji
pomiedzy rosnagcym guzem i organizmem gospodarza
[67-70]. Proces ten okreslany jest nawet w onkologii
jako ,kaskada przerzutowa” [71, 72]. Chociaz mecha-
nizmy odpowiedzialne za przerzutowe zachowanie
komdrek nie sg jeszcze w petni poznane, wiadomo ze
do rozwoju przerzutow dochodzi woéwczas, gdy pewne
subpopulacje komérek tworzacych nowotwér nabeda
zdolnosci do oderwania sie od podstawowej masy
nowotworu pierwotnego, potrafia pokonaé bariere
naczyniowag i przezy¢ w krazeniu gospodarza pomimo
mozliwo$ci mechanicznego uszkodzenia i dziatania
mechanizmow obronnych. W dalszym etapie muszg
ulec wynaczynieniu i zakotwiczy¢ sie w tkankach
czesto oddalonych od macierzystego nowotworu
[67-69, 71, 72]. Pomimo ogromnego znaczenia Kklinicz-
nego, badania mechanizmow rozwoju przerzutéw na
poziomie molekularnym nie sg zbyt zaawansowane,
zwitaszcza w pordwnaniu z licznymi danymi na temat
zaburzen genetycznych zwigzanych z procesem trans-
formacji nowotworowej. Obecnie przewazajg jednak
poglady, ze geny kontrolujace i okres$lajgce zdolnosci
przerzutowe sg odmienne i niezalezne od genéw od-
powiedzialnych za powstanie i rozw6j nowotworu
pierwotnego [67, 68, 71]. Ztozony charakter procesu
przerzutowania wskazuje na mozliwo$¢ uczynniania
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kolejnych zmian na poziomie molekularnym, obejmu-
jacych aktywacje i inaktywacje dodatkowych gendw,
co w konsekwencji moze prowadzi¢ do stanu catko-
witego rozchwiania aparatu genetycznego komorek.

W ostatnich latach udato sie zidentyfikowac pierw-
szy gen spetniajacy funkcje supresora przerzutow,
ktéry okre$lono symbolem nm23 (non-metastatic,
clone 23) [70]. Jak sie okazato wysoki poziom biatka
kodowanego przez ten gen wystepowat w komdrkach
mysiego czerniaka o niskiej potencji przerzutowej
i odwrotnie, niski poziom nm23 towarzyszyt wysokim
zdolnosciom przerzutowym [70, 73]. Stopien ekspresji
genu byt niezalezny od funkcji uktadu immunologicz-
nego i wrazliwosci komérek nowotworowych na reak-
cje obronne ustroju [68, 70]. Dalsze badania wykazaty,
ze niski stopien ekspresji produktu genu nm23 koreluje
z wysokga aktywnoscig przerzutowg raka sutka u ludzi
[74, 75], a w roku ubiegtym przedstawiono dowody, ze
mutacja w obrebie genu nm23 warunkuje rozwdj
odlegtych przerzutéw u chorych z gruczolakorakiem
jelita grubego [76, 77], Jak sie okazato w badaniach
immunohistochemicznych klony komorek wystepuja-
ce w obrebie heterogennej populacji nowotworu icha-
rakteryzujace sie niskg aktywnoscig biatka kodowane-
go przez gen nm23 sg zdolne do zapoczatkowania
procesu przerzutowania. Ogniska przerzutowe w wat-
robie, ptucach czy trzustce wykazywaty znacznie niz-
szg immunoreaktywno$¢ produktu nm23 anizeli ognis-
ko pierwotne [76]. Obecnie wiadomo, ze rodzina genu
nm23 obejmuje co najmniej dwa geny okreslane jako
nm23HI i nm23H2 o duzym stopniu wzajemnej homo-
logii [77], przy czym w nowotworach ludzkich czynne
jest gtownie biatko kodowane przez gen nm23HI [77,
78], Doktadne zaleznosci pomiedzy funkcjonalnymi
wiasciwosciami biatka nm23 i jego biologiczna rola
W procesie przerzutowania nie zostaty jeszcze blizej
poznane [76, 77], ale na podstawie badan ogniska
pierwotnego iprzerzutdw gruczolakoraka jelita grube-
go wiadomo, ze zmniejszona aktywnos$¢ genu nm23 jest
zwigzana ze wzrostem zdolnosci do tworzenia prze-
rzutow [76, 78].

Ostatnio pewne znaczenie w tworzeniu przerzutéw
przypisuje sie dziataniu genu okreslanego jako CD44
[79-83]. Produkt biatkowy genu CD44 wykrywany na
powierzchni komdrek prawidtowych uczestniczy w ad-
hezji komérkowej i kontroli recyrkulacji limfocytéw
[80, 82, 83], W 1991 r. Gunthart i wsp. [84]
zidentyfikowali forme glikoproteiny CD44, ktorej eks-
presja okazata sie niezbedna dla ujawnienia prze-
rzutowych wiasciwosci komdrek gruczolakoraka trzu-
stki u szczuréw. Nastepnie okazato sie, ze tego typu
»metawarianty” CD44 mozna wykry¢ w réznych no-
wotworach ludzkich, takich jak czerniak ztosliwy, rak
sutka, jelita grubego i przetyku [82, 83], Wysoka
ekspresja tego biatka charakteryzowata rowniez ko-
morki inwazyjnego raka pecherza moczowego i agre-
sywny przebieg ziarnicy zto$liwej [81, 83]. Z uwagi na
czeste wystepowanie nietypowych form CD44 w no-
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wotworach pierwotnych uwaza sie, ze biatko CD44
moze odgrywac istotng role zaréwno we wzroscie
nowotworu pierwotnego, jak i w tworzeniu przerzutéow
[81-83]. Niektorzy autorzy [82] uwazajg, ze wykrywa-
nie okreslonych form CD44 moze mie¢ duze znaczenie
diagnostyczne i umozliwia¢ identyfikacje nawet nieli-
cznych komoérek nowotworowych obecnych w tatwo
dostepnych wydzielinach i ptynach ustrojowych takich
jak krew, $lina, mocz czy katl chorego. Ostateczne
rozstrzygniecie znaczenia produkcji nietypowych form
biatka CD44 dla procesu transformacji nowotworowej
i ujawnienia aktywnos$ci przerzutowej wymaga dal-
szych badan [82, 83]. Na poczatku 1994 roku przed-
stawiono dowody, ze poziom Kkrgzgcego produktu
genu CD44 oznaczany w surowicy chorych z rakiem
zotadka ijelita grubego koreluje z masg guza izdolnos-
cig do tworzenia przerzutéw. Po doszczetnej resekcji
nowotworu obserwowano spadek stezenia CD44 [81].
Na tej podstawie autorzy [81] wnioskujg, ze krgzaca
forma biatka CD44 moze spetniac role wartosciowego
markera progresji i efektow terapeutycznych wielu
chordb nowotworowych.

W obecnej chwili rola i mechanizm dziatania genow
kontrolujagcych wzrost zdolno$ci do tworzenia prze-
rzutow pozostaje niewyjasniony, a ztozony charakter
progresji choroby nowotworowej dodatkowo kom-
plikuje poznanie fenotypu przerzutowego. Nie ulega
jednak watpliwosci, ze identyfikacje genéw przerzuto-
wych i wykrywanie ich produktéw mozna zaliczy¢ do
jednego z wazniejszych probleméw wspotczesnej on-
kologii molekularnej.

V. Genetyczne podioze gruczolakoraka jelita
grubego

Rak jelita grubego stanowi typowy przyktad nowo-
tworu cztowieka, w ktérego patogenezie i progresji
wykazano zmiany genetyczne, warunkujgce poszcze-
go6lne etapy procesu transformacji. Pojawienie sie
zmian gruczolakowatych na podtozu normalnej $luz6-
wki jelita z nastepowa konwersja w kierunku gruczola-
koraka, wreszcie rozw0j nowotworu inwazyjnego
i zdolnosci do przerzutowania sg zwigzane z nabyciem
okreslonych btedow genetycznych obejmujagcych inak-
tywacje kilku genéw supresorowych i aktywacje nie-
ktérych onkogendw [4, 10, 42, 43, 45, 47, 48, 85, 86]
(Ryc. 1. Jak sie okazato, juz w niewielkich zmianach
polipowatych (5 mm) mozna wykazaé obecnosé zmu-
towanej formy genu supresorowego APC [10, 44],
Mozliwo$é wykrycia wczesnych zmian na poziomie
molekularnym dostarcza nieinwazyjnej metody, po-
mocnej w okresowych kontrolach przynajmniej w gru-
pie 0séb o podwyzszonym ryzyku rozwoju nowotworu
[10, 43], Mutacje w genie APC sg réwniez wykrywane
w przypadkach gdy wystapienie rakajelita grubego nie
mozna powigza¢ z rodzinng historig choréb nowo-
tworowych. Ich stwierdzenie jest uwazane za najwczes$-
niejszg, dotychczas poznang zmiane genetyczng spoty-
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mutacja APC

mutacja MCC

delecja w chromosomie 5q
aktywacja c-myc

mutacja pS3

delecja w chromosomie 17p
mutacja DCC

delecja w chromosomie 18q

mutacja K-ras

rak miejscowo
inwazyjny

Y

mutacja nadmierna proliferacja
APC awki
delecja nm23.

modulacja MHC
? akumulacja mnogich btedéw genetycznych

duzy gruczolak

Sluzéwka prawidlowa

> rak sporadyczny
P rodzinna gruc/olakowata polipowato$¢

Ryc. 1. Sekwencja zmian genetycznych w rozwoju gruczolakoraka
jelita grubego (wg. 43)

kang w rozwoju gruczolakorakéw dolnego odcinka
przewodu pokarmowego [10, 43, 48],

Przy okazji badan genu APC stwierdzono wystepo-
wanie dodatkowej delecji w duzym genie ulokowanym
na tym samym chromosomie 5, ktorg okreslonojako
MCC  (mutated in colorectal cancer) [4,43].Sg to
wyniki badan ostatnich 2-3 lat i dotychczas oprocz
uznania genu MCC za dodatkowy gen supresorowy
unieczynniany w patogenezie raka jelita grubego, brak
jest bardziej szczegdtowych informacji na temat bio-
logicznej roli tego genu.

Sposréd onkogendw za najbardziej istotny w roz-
woju raka jelita grubego uznano onkogen okreslany,
jako K-ras, kodujacy biatka cytoplazmatyczne od-
grywajace kluczowa role w procesach wzrostu i réz-
nicowania [10, 20, 21, 85, 87-89], Obecnos$¢ produktu
zmutowanego genu K-ras rzadko udaje sie wykazaé
w matych zmianach gruczolakowatych, natomiast sto-
pieri jego ekspresji wyraznie wzrasta w duzych, prze-
kraczajacych 1cm $rednicy gruczolakach [10, 43, 45,
86, 87]. Obecno$¢ zmutowanego genu K-ras mozna
wykry¢ w okoto 40-50% wszystkich gruczolakorakow
dolnego odcinka przewodu pokarmowego. Zgodnie
z pogladami wielu autoréw jego ekspresja w zmianach
przednowotworowych moze stanowi¢ wskaznik ryzy-
ka nastepowego rozwoju nowotworu ztosliwego [45,
85,87,90,91 ]. Wykrycie produktu genu ras w $luzéwce
otaczajacej usunietg zmiane nowotworowg przema-
wia, z duzym prawdopodobiefAstwem, za mozliwoscig
nawrotu gruczolakoraka w stosunkowo krotkim cza-
sie [90],

W ubiegtym roku zaczety pojawiaé sie pojedyncze
doniesienia wskazujgce, ze mutacja genu K-ras moze
nastepowaé nawet na bardzo wczesnym etapie trans-
formacji nowotworowej [23, 92] i jest stwierdzana
gtéwnie w gruczolakach, ktérych rozwoj nie jest uwa-
runkowany wystepowaniem zmian polipowatych [23].
Na tej podstawie autorzy wnioskujg o r6znym moleku-
larnym podtozu gruczolakoéw i rozwijajgcych sie na-
stepowo gruczolakorakdéw jelita grubego [23].
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W powstawaniu raka jelita grubego opisano row-
niez udzial onkogenéw kodujacych biatka jadrowe
i okreslanych symbolami myc ifos [43, 47, 86, 93-95].
Zgodnie z poglagdami niektérych autoréw [93, 95]
ujawnienie produktu genu myc w gruczolakach iwrzo-
dziejagcym zapaleniu jelita grubego moze $wiadczyé
o nasileniu zmian dysplastycznych i mozliwosci kon-
wersji w kierunku gruczolakoraka [93, 95].

Zgodnie z doniesieniami obecnego dziesieciolecia,
okre$lanego nawet w onkologii jako ,dekada genéw
supresorowych”, wrozwoju gruczolakoraka jelita gru-
bego przewazajg zmiany o charakterze delecji lub
mutacji inaktywujgcych geny supresorowe [10, 43, 45,
48]. Oprécz genéw APC i MCC, dotyczg one genow
ulokowanych na chromosomie 17 i 18 i stanowia
istotny warunek transformacji gruczolaka do gruczo-
lakoraka [10, 45]. Zmiany obejmujace gen zlokalizo-
wany na diugim ramieniu chromosomu 18, zostaty
okre$lone jako DCC (deleted in colorectal carcinoma).
Jak dotychczas byty one wykryte gtéwnie w zmianach
ztosliwych u ponad 70% chorych z gruczolakorakami.
Mutacje tego typu wydajg sie zatem zwigzane ze
stosunkowo pdéznym etapem procesu karcinogenezy
[10, 43, 45]. Dotychczasowe dane wskazuja, ze gen
DCC koduje biatka odpowiedzialne za adhezje komdr-
kowg i reguluje interakcje komorki z otaczajagcym jg
Srodowiskiem [43, 45], Najlepiej poznana i najczesciej
opisywana mutacja w gruczolakorakach jelita grubego
dotyczy genu supresorowego p53 [7, 35, 43, 96].
Wystgpienie mutacji w obrebie tego genu powoduje
utrate kontroli nad zdolnos$cig proliferacyjng oraz
moze zapobiega¢ zaprogramowanej Smierci komérek
[7, 35, 97, 98]. Wielu autoréw uwaza obecnie, ze
uwolnienie sie od mechanizméw negatywnej kontroli
procesOw wzrostowych stanowi najwazniejszy etap
w rozwoju nowotworow ztosliwych [7,99], Pojawienie
sie nawet kilku komérek z wykrywalnym produktem
zmutowanego genu p53 w stanach przednowotworo-
wych (gruczolaki, wrzodziejgce zapalenie jelita grube-
go) moze predysponowac te subpopulacje do selektyw-
nej przewagi wzrostowej, odpowiedzialnej w dalszym
etapie za rozw0j gruczolakoraka [ 100, 101]. Jak dotad
mutacji w genie p53 nie udato si¢ wykaza¢ we wszyst-
kich przypadkach gruczolakoraka jelita grubego i na
tej podstawie dyskutuje sie mozliwos¢ dziatania w tej
podgrupie rakéw odmiennych mechanizméw genety-
cznych, w ktérych inaktywacja genu p53 nie stanowi
niezbednego warunku procesu karcinogenezy [35].
Niemniej na podstawie dotychczasowych osiggniec
onkologii molekularnej mozna uzna¢ jako pewnik, ze
w procesie transformacji nowotworowej nastepuje
uszkodzenie i strukturalna zmiana w obrebie on-
kogenow i gendow supresorowych, w wyniku czego
dochodzi réwniez do zmiany struktury i funkcji biatek
kodowanych przez te geny.

W takim ujeciu wydaje sie zrozumiate, ze akumula-
cja btedéw genetycznych w wielu genach, niezaleznie
czy sg one wynikiem procesu dziedziczenia, samoistnej
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mutacji, czy tez konsekwencja dziatania czynnikéw
srodowiskowych, stanowi podstawowy warunek dete-
rminujacy rozwdj fenotypu ztoSliwego w pierwotnie
prawidtowej komérce [4, 5, 7, 9, 10, 48]. Mozliwos¢
wykrywania kolejnych zmian genetycznych pozwala
na okreSlenie sekwencji polip-rak (Ryc. 1) w procesie
rozwoju i progresji gruczolakoraka jelita grubego.
Identyfikacja tych zmian moze réwniez pomdc w wyty-
powaniu wartosciowych markerow o wystarczajgcej
czutosci i swoistosci dla wykrywania standéw przed-
nowotworowych, wczesnych etapéw rozwoju nowo-
tworu iprognozowania klinicznego przebiegu choroby
nowotworowej [96, 98, 102].

V1. Implikacje kliniczne, perspektywy

Nie ulega juz watpliwosci, ze postepy w onkologii
molekularnej zrewolucjonizowaty nie tylko poglady
na patogeneze nowotwordéw, ale stworzyty i tworzg
nowe podstawy wspoétczesnej diagnostyki, prognozo-
wania, a nawet terapii genowej. Stosowane techniki
biologii molekularnej, zwitaszcza ocena sekwencji
DNA oraz wykrywanie produktéw onkogendéw i ge-
néw supresorowych na poziomie komdrek czy tkanek,
w wielu przypadkach pozwalajg na wytonienie os6b
z wrodzong predyspozycjag do rozwoju nowotworu,
identyfikacje wczesnych stanéw nowotworowych oraz
przewidywanie biologicznego zachowania guza umoz-
liwiajgc nastepowg odpowiednig interwencje kliniczng
[4, 5, 43, 103]. Ostatnio wykazano np. ze wykrycie
zmutowanej formy genu ras w komorkach obecnych
w stolcu chorych z gruczolakami wskazuje mozliwos¢
szybkiej transformacji w Kkierunku gruczolakoraka
[43]. Wiele doniesien wskazuje, ze ekspresja biatka p53
w tkance gruczolakoraka jelita grubego stanowi zly
wskaznik rokowniczy Swiadczacy o wysokiej aktywno-
ci proliferacyjnej komoérek nowotworowych, wyzszej
zdolnoSci przerzutowej i sugerujacy krétszy czas prze-
zycia chorych [5, 10, 35, 98],

Poznanie zmian zachodzacych w onkogenach i ge-
nach supresorowych w przebiegu wieloetapowej kar-
cinogenezy oraz okres$lenie wpltywu tych zmian na
proces przeksztatcania nowotworowego stwarza real-
ne nadzieje wypracowania nowych mozliwosci tera-
peutycznych, co jest tym bardziej istotne, ze w tej
dziedzinie nie notowano zdecydowanego postepu od
ponad 40 lat. Wydaje sie prawdopodobne, ze uzupet-
nienie gendéw supresorowych przez wprowadzenie do
komorek docelowych genu z utrzymang funkcjg sup-
resorowg lub ostabienie dziatania onkogendéw moze
powodowa¢ zahamowanie rozrostu komdérek nowo-
tworowych [4, 5, 43, 89, 103]. Co wiecej, niektorzy
autorzy uwazajg, ze nawet korekcja jednego z defek-
tywnych genéw supresorowych moze niekiedy wystar-
czac¢ do zablokowania rozwoju procesu karcinogenezy
[43]. Potwierdzenie tych obserwacji mogtoby znacznie
uprosci¢ terapie genowg wielu typéw nowotworow,
w ktérych przebiegu udowodniono istnienie komplek-
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sowych btedéw genetycznych.

Przed onkologia molekularng stoi zatem ogromne
wyzwanie — wskazanie nowych technik i wytypowa-
nie markerdw genetycznych dla wczesnego wykrywa-
nia i prognozowania przebiegu chor6b nowotworo-
wych a w dalszym etapie opracowanie strategii tera-
peutycznych zmierzajacych do supresji onkogenow
i korekty aktywnosci genow supresorowych.

Artykut otrzymano 5 pazdziernika 1994 r.
Zaakceptowano do druku 15 grudnia 1994 r.
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logia i ewolucja sekwencji powtdrzonych stata sie
bardziej zrozumiata dopiero w ostatnich latach. Bada-
nia tych sekwencji prowadzone sg od prawie 30 lat, lecz
do dnia dzisiejszego os$rodki naukowe zajmujace sie
strukturami sekwencji powtdérzonych w genomach
réoznych organizmoéw dostarczaja nowych koncepcji
i teorii dotyczacych natury, nazewnictwa i klasyfikacji
sekwencji powtérzonych. Sekwencje powtérzone wy-
stepujag w blokach (tandemach) lub sa rozproszone
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w genomie. Sekwencje powtdrzone wystepujace w ge-
nomie cztowieka sklasyfikowanego w dwéch grupach:
grupa I obejmuje sekwencje tworzace duze tandemowe
bloki, w ktorych jednostki powtarzajgce sie wystepuja
kolejno po sobie, natomiast grupa 11 obejmuje sekwen-
cje tworzace mate tandemowe bloki zgrupowane lub
rozproszone w genomie [1].

Pod wzgledem czestoSci wystepowania do grupy
| zalicza sie trzy klasy sekwencji [1-3]: a) sekwencje
bardzo czesto powtarzajgce sig, wystepujace z czestos-
cig powyzej 105 kopii w genomie; b) sekwencje wy-
stepujace ze Srednig czestosScig 102-105 kopii; c) sek-
wencje wystepujgce z czestoscig 2-100 kopii. Dtugosé
jednostki powtérzonej wynosi od pojedynczych nuk-
leotydéw do kilku tysiecy nukleotydéw. Grupa | sek-
wencji powtdrzonych reprezentowana jest przez sek-
wencje satelitarnego DNA oraz rodziny sekwencji
powtdrzonych, natomiast do grupy Il nalezg sekwen-
cje minisatelitarne i mikrosatelitarne.

W nieco inny sposéb sklasyfikowat sekwencje po-
wtdrzone Singer [4], Wyr6znit on krotkie i diugie
rozrzucone segmenty sekwencji powtérzonych (SINE
ang: short interspersed repeated segments i LINE ang:
long interspersed repeated segments). Sekwencje typu
SINE charakteryzujg sie dtugoscig do 500 pz i wy-
stepowaniem z czestoScig 105w genomach pomiedzy
genami, wewnatrz intronéw i w sekwencjach satelitar-
nych. Sekwencje SINE utozsamiane sg z rodzing
sekwencji Alu. Sekwencje zaliczane do grupy LINE
opisano u ssakow. Wystepujg one z czesto$cig 104 i ich
dtugos¢ moze przekracza¢ 5 tys. pz. U cztowieka
sekwencje LINE stanowig 2-3% catkowitego DNA
komorki przy czym wielko$¢é motywu waha sie od 60
pz do 6 tys.-7 tys. pz. Przyktadem sekwencji LINE jest
rodzina sekwencji Kpn.

Il. Satelitarny DNA

Sekwencje satelitarne sg sekwencjami utozonymi
tandemowo, w bloki ztozone z kilku milionéw krét-
kich motywdéw [5]. Sekwencje te r6znig sie od cat-
kowitego DNA podwyzszong zawartoscig par GC.
Nazwa sekwencje satelitarne pojawita sie zanim wyka-
zano, ze skiadajg sie one z tandemowych powtdrzen
i wynikata z obserwacji preparatéw DNA po wirowa-
niu w gradiencie gestosci CsCl, poniewaz sekwencje te
tworzyty dodatkowe frakcje. W odréznieniu od DNA
Prokaryota, ktéry nie ulega rozdziatowi podczas wiro-
wania w gradiencie gestosci, DNA Eukaryota w czasie
wirowania rozdziela sie na kilka frakcji. Liczba po-
wtdrzen sekwencji i czestos¢ ich wystepowania stano-
wig charakterystyczng ceche danego gatunku. Nie-
ktére powtorzenia charakteryzujg sie takg samg zawa-
rtoscig nukleotydéw GC jak pozostaly genomowy
DNA. Ten typ sekwencji to tzw. satelity kryptyczne,
poniewaz nie oddzielajg sie od gtéwnej frakcji genomo-
wego DNA. Termin satelitarny DNA stosowany jest
obecnie do okreé$lenia sekwencji tandemowych wy-
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stepujacych z czestoscig 103-107. Zwykle dtugo$¢ mo-
tywu dochodzi do 300 pz, jednak zdarzajg sie diuzsze
powtorzenia. Tautz [6] uzupeiniajac okreslenie
sekwencji satelitarnych zaktada, ze oznacza ono sek-
wencje powtérzone 103-107 w kazdym locus, z jednym
lub dwoma loci na chromosomie dla danego typu
jednostki powtdrzonej, przy czym dtugos¢ sekwencji
powtdrzonej wynosi od 2 do kilku tysiecy pz i ze sg to
sekwencje charakterystyczne dla heterochromatyny,
a w szczegdlnosci dla regionéw centromerowych.
DNA cztowieka podczas wirowania w gradiencie
siarczanu cezowego w obecnosci srebra (Ag-Cs2S04)
ulega rozdziatowi na 4 frakcje satelitarnego DNA, przy
czym kazda z nich posiada charakterystyczng gestosc:
I klasa — 1.687 g/cm3,11 klasa — 1.693 g/cm3, 111 klasa
— 1,696 g/cm3, IV klasa — 1.700 g/cm3 (Ryc. 1). Te
frakcje stanowig blisko 6% catkowitego DNA [7],
Badania z zastosowaniem hybrydyzacji in situ wykaza-
ty, ze sekwencje satelitarnego DNA cztowieka sg
zlokalizowane gtéwnie w heterochromatynie regionéw
centromerowych [8]. Stosujac krzyzowa hybrydyzacje
z oczyszczonymi frakcjami satelitarnego DNA zaob-
serwowano, ze w poszczegdlnych frakcjach wystepuja
homologiczne sekwencje tzw. rodziny wspélnych sek-
wencji [9], Analiza sekwencji nukleotydéw sklonowa-
nych regionéw frakcji Il i IV satelitarnego DNA
potwierdzita homologie tych frakcji. Celem dalszej
molekularnej charakterystyki sekwencji satelitarnego
DNA zastosowano analize restrykcyjng z enzymami
EcoRI i Haclll. Te enzymy nie hydrolizujg sekwencji
satelitarnych klasy I, w klasie 1l po dziataniu enzymu
EcoRI uzyskuje sie gtowny produkt o wielkosci 1.77
tys. pz, oraz kilka mniejszych o wielkos$ci 0.34 i 0.68 tys.

Satelitarny DNA

II1

(_
Gestosé

Ryc. 1. Satelitarny DNA cztowieka
Genomowy DNA cztowieka podczas wirowania w gradien-
cie siarczanu cezowego w obecnosci srebra (Ag-Cs2S04)
rozdziela sig¢ na 4 frakcje satelitarnego DNA. Kazda frakcja
(klasa satelitarna DNA) posiada charakterystyczng gestos¢:
klasa I, 1.687 g/cm3; klasa Il, 1.693 g/cm3; klasa HI, 1.696
g/cm3; klasa 1V, 1.700 g/cm 3.
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pzidwa wieksze: 2.2 i 3.4 tys. pz. Ta klasa satelitarnego
DNA nie ulega trawieniu enzymem Haelll w odréz-
nieniu od satelitarnego DNA klasy 111, ktéry moze byé
trawiony przez obydwa enzymy. Wykazano ponadto,
ze sekwencje klasy 1 i Ill sg specyficzne dla dtugiego
ramienia chromosomu Y itworzg podrodziny ztozone
gtéwnie z fragmentdw o wielkosSci 3.4 tys. pz, po-
wstajgce po trawieniu enzymem Haelll sekwencji
klasy Il (locus DYZ1) oraz fragmentéw 2.47 tys. pz
uzyskane po trawieniu enzymem Mspl sekwencji klasy
I (12)-locus DY Z2 [10,11]. Obydwie klasy sekwencji
stanowig prawie 60% chromosomu Y. Jedng z charak-
terystycznych cech sekwencji sateliternych jest wy-
stepowanie konserwatywnych motywow. Stosujgc sek-
wencje powtdrzone gryzoni jako sondy molekularne
w hybrydyzacji z sekwencjami biblioteki powtérzo-
nych sekwencji cztowieka wykazano, ze sekwencja
(GGAAT)n jest wysoce konserwatywna, wystepuje
u wszystkich Eukaryota ijest podstawowym rdzeniem
sekwencji powtorzonych klasy 1 Il.

Do | grupy sekwencji powtérzonych nalezy poza
satelitarnym DNA kilka rodzin sekwencji, przy czym
jedna z nich — rodzina a satelitarnego DNA — domi-
nuje w genomie cztowieka i sekwencje tej rodziny
wystepujg w centromerach wszystkich chromosoméw.
Podstawowy motyw ztozony jest z 171 pz i utozony jest
tandemowo w bloki o wielkosci od 250 tys. do 4 min pz.
Sekwencje typu a cztowieka sg w 80% homologiczne
z rodzing sekwencji a satelitarnych wystepujacych
u koczkodandéw [12]. Innym przyktadem rodziny
sekwencji satelitarnego DNA sg sekwencje P satelitar-
ne, zwane réwniez rodzing Sau3A, ktore wystepuja
z czestoScig 4x 104 w genomie cztowieka [13]. Pod-
stawowg jednostkg P satelitarnego DNA jest motyw
ztozony z 68 nukleotydéw, tworzacy jednostki wy-
zszego rzedu. W zalezno$ci od sktadu nukleotydow
w motywie i od miejsca wystepowania wyréznia sie
dwie klasy: pP3 wystepujagcg w heterochromatynie
chromosomu 9 i pP4 wystepujacg w chromosomach
akrocentrycznych: 13,14,15,21,22. Rodzina P satelitar-
nego DNA nie wykazuje homologii z rodzing sekwen-
cji a i innymi sekwencjami satelitarnymi Sekwencje
P moga prawdopodobnie tworzy¢ koliste struktury
DNA dtugosci 5 i 5.2 tys. pz, wystepujagce poza
chromosomami [14].

I1l1. Sekwencje minisatelitarne

Najbardziej polimorficzne sekwencje w genomie
cztowieka sktadajg sie z tandemowo powtarzajacych
sie sekwencji minisatelitarnych [15] i obecnie sg
szeroko stosowane w diagnostyce molekularnej. Ter-
min sekwencje minisatelitarne zostal wprowadzony
przez Jeffreys’a [16] do oznaczania konserwatyw-
nych sekwencji rdzeniowych, w wyizolowanym, poli-
morficznym fragmencie sekwencji powtdrzonych. Jak
sie potem okazato wyizolowana przez Jeffreys’a
sekwencja GGGNNGTGGGG wystepuje w wielu
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Ryc. 2. Analiza wiclopunktowa (multilocus) minisatelitarnego
DNA
Genomowy DNA 4 rodzin (matka, dziecko, ojciec) i kont-
rolny DNA poddano trawieniu enzymem Hinfl, rozdziela-
no elektroforetycznie w0.9% zelu agarozowym, przenoszo-
no na filtr nitrocelulozowy wg Southern a, a nastepnie
hybrydyzowano z sondg molekularng (CAC)5 znakowang
12P na koricu 5°.Sonda (CAC)5 hybrydyzuje z ponad 70 loci
w genomowym DNA, ale warto$¢ diagnostyczng maja
fragmenty powyzej 3.5 tys. pz. Ze wzgledu na olbrzymi
polimorfizm DNA analize multilocus minisatelitarnego
DNA nazwano technika DNA fingerprinting (z analiz
wykonywanych przez Laboratorium Genetyki Molekular-
nej). Tor 1, kontrolny DNA; tor 2-4, rodzina I; tor 5-7,

rodzina Il; 8-10, rodzina Ill; tor 11-13, rodzina IV. Analiza
potwierdza pokrewienstwo dla rodziny | oraz wyklucza
ojcostwo w rodzinie II, Il i IV. Z lewej strony ryciny

zaznaczono pozycje markera, wielkosci w tys. pz (z analiz
wykonywanych przez Zaktad Genetyki Cztowieka PAN).

opisanych dotychczas sekwencjach charakteryzujg-
cych sie zmienng liczbg tandemowych powtdrzen ijest
komplementarna do sekwencji ,,chi” u E.coli, petnigcej
funkcje sygnalng w rekombinacji DNA. Sekwencje
rdzeniowe odpowiedzialne sg prawdopodobnie za
tworzenie minisatelitow i utrzymanie rdznorodnosci
ilosci powtarzanych jednostek w danym locus dzieki
nierébwnemu crossing-over pomiedzy tandemowymi
powtdrzeniami. Polimorfizm sekwencji minisatelitar-
nych zostat wykryty réwnoczes$nie w wielu placowkach
[17], jednak Jeffreys jako pierwszy wykazat, ze
sekwencje minisatelitarne nalezg do sekwencji wy-
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stepujagcych powszechnie w genomach, ze sg uor-
ganizowane w powtarzajace sie jednostki [16] ijako
pierwszy zastosowat w praktyce badawczej minisateli-
ty, wprowadzajac do badan technike DNA fingerprin-
ting [18,19]. Jeffreys zastosowat motywy opisa-
nych minisatelitow w hybrydyzacji z DNA cztowieka
spodziewajac sie, ze te sekwencje bedg hydrydyzowaé
z wieloma loci w genomie. Uzyte sondy oznaczone
numerami: 33.6 i 33.15 roOznigce sie miedzy sobg
dtugoscia i niektdrymi nukleotydami w sekwencji
motywu hybrydyzujg z 17 loci genomowego DNA.
W przypadku sond Jeffreysa oraz wielu innych sond
molekularnych warto$¢ diagnostyczng majg fragmen-
ty wielkosci od 3.5-20 tys. pz, pozostale znacznie
mniejsze nie dajg czytelnego wyniku (Ryc. 2).
Nakamura i wsp. [15] opisali dalsze loci
sekwencji minisatelitarnych, wykazali polimorfizm po-
wtarzajgcych siejednostek, jak rowniez zaproponowa-
li dla nich nazwe VNTR (ang. variable number of
tandem repeats) — zmienna liczba tandemowych po-
wtérzen. Sekwencje minisatelitarne réznig sie od sek-
wencji satelitarnych czestosciag wystepowania, dtugo-
$cia powtdrzonego motywu, sg bardziej rozproszone
w genomie chociaz wykazujg tendencje do grupowania
sie w regionach telomerowych, szczeg6lnie w chromo-
somach cztowieka [20], Charakterystyczna cechg sek-
wencji minisatelitarnych wg Tautza [5] jest po-
wtarzanie sie okre$lonych motywéw od 2 do kilkuset
razy w danym locus. Prawdopodobnie w genomie
cztowieka wystepuje kilka tysiecy takich loci, przy
czym réznig sie one motywami. Kazdy element po-
wtarzajacy sie ztozony jest z9 do 100 pz. Sklonowano
juz wiele sekwencji minisatelitarnych specyficznych dla
danego locus lecz nadal trwajg poszukiwania nowych.
Stosuje sie w tym celu sondy molekularne, wykrywajg-
ce zmienne powtdrzenia i przeszukuje nimi biblioteki
genowego DNA [21], hybrydyzuje sie genomowy
DNA z sondami oligonukleotydowymi o sekwencji
ustalonej dla wczesniej opisanych sekwencji VNTR
[15,22] lub wklonowuje w bakteriofaga lambda frag-
menty wyizolowane z mieszaniny fragmentéw po-
wtérzonych, powstajagcej po trawieniu genomowego
DNA enzymami restrykcyjnymi z grupy czesto tng-
cych i hybrydyzuje z rdzeniami sekwencji powtoérzo-
nych. Jako pierwsze opisane tego typu sekwencje
minisatelitarne nalezy wymieni¢ koniec 5 genu in-
suliny [23], genu biatka mielinowego [24], region JH
ciezkiego tancucha immunoglobuliny [25], koniec 3
genu CH ras [26], genu a-globiny [27], gen kolagenu
typu Il [28] i gen apolipoproteiny B [29]. W najbar-
dziej polimorficznym locus u cztowieka, ktérego allele
wykrywane sg sondg MSI, wystepujg allele o wielkosci
rzedu 1-23 tys. pz i prawie 99% osobnikéw w populacji
to heterozygoty. Jednostka powtarzajgca ztozona jest
z 9 pz i dotychczas opisano 2400 alleli dla tej sondy
[30-32]. Jezeli jako sondy molekularne stosuje sie
tandemowe powtdrzenia konserwatywnego motywu
sekwencji minisatelitarnych, woéwczas w analizie Sout-
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herna otrzymuje sie dla kazdego osobnika jednoczes-
nie wiele réznych fragmentéw DNA; powstaje specyfi-
czny dla osobnika fingerprint. Do takich sond nalezg
m.in. wspomniane wcze$niej sondy 33.6 i 33.15.

IV. Sekwencje mikrosatelitarne

W genomie Eukaryota wystepujg powtdrzenia jed-
no-, dwu-, trzy- i czteronukleotydowe. Lill i Luty
[33] zaproponowali aby te sekwencje, w odréznieniu
od minisatelitdw nazwa¢ mikrosatelitami. W 1991 r.
Edwards i wsp. [34] wprowadzili dodatkowo
okreslenie STR (ang. short tandem repeat) — krdtkie
powtérzenia tandemowe. Skrét STR jest réwniez
czesto stosowany do okreSlenia syntetycznych po-
wtorzen tandemowych wykorzystywanych w technice
DNA fingerprinting [35], dlatego w ostatnim okresie
zalecanym terminem sg sekwencje mikrosatelitarne.
Ponad 90% przebadanych dotychczas sekwencji mik-
rosatelitarnych od mononukleotydéw do tetranuk-
leotydéw wykazywato polimorfizm. W genomie czto-
wieka najcze$ciej wystepuje 5 grup powtorzen przy
czym A> AC> AAAB> AAB> AG (B oznacza cyto-
zyne, guanine lub tymidyne). Te 5 grup stanowi 76%
wszystkich sekwencji mikrosatelitarnych. Okoto 12%
tych sekwencji stanowig tandemy dtugos$ci rownej lub
wiekszej niz 40 nukleotydéw. Prawie 80% sekwencji
z grupy A, AAB, AAAB, 50% sekwencji typu AT oraz
inne sekwencje mikrosatelitarne, charakteryzujace sie
niska czesto$cig wystepowania w genomie cztowieka,
znajduje sie w sasiedztwie rozproszonych powtorzen
rodziny Alu. Polimorfizm sekwencji mikrosatelitar-
nych znalazt zastosowanie w diagnostyce molekular-
nej chorob cztowieka, gtownie w tzw. diagnostyce
posredniej, w ktorej nie identyfikuje sie molekularnego
podtoza choroby. Do prze$ledzenia dziedziczenia zmu-
towanego genu wykorzysta¢ mozna polimorfizm mar-
kera genetycznego, ktéry wykazuje sekwencja mikro-
satelitarna. Dotychczas w diagnostyce posredniej naj-
bardziej uzytecznymi byly sekwencje (CA)n/(GT)n.
Inne mikrosatelity, jak (A)n/(T)n i (AAAT)n/(TTTA)n,
wykazujg réwniez polimorfizm i coraz czeSciej
stosowane sg w badaniach [36-38]. Obecnie w diag-
nostyce molekularnej najbardziej przydatne sa sek-
wencje (NNN)n i (NNNN)n, ktére w poréwnaniu
z sekwencjami (CA)n/(GT)n wykazujg dwie istotne
zalety — tatwiejszy rozdziat elektroforetyczny i iden-
tyfikacje poszczegélnych alleli oraz mniejsze praw-
dopodobienstwo powstania artefaktéw wywotanych
btedami polimerazy. Przydatno$¢ tych sekwencji ogra-
niczonajestjednak ich mniejsza czestoscig wystepowa-
nia w genomie.

Wiekszo$¢ sekwencji mikrosatelitarnych zlokalizo-
wanych w sekwencjach Alu wystepuje w regionie 3'
tych sekwencji w pozycji, w ktdrej zazwyczaj wystepujg
sekwencje poli(A). Trzy grupy sekwencji mikrosatelita-
rnych (dwie: (A)n/(T)n i jedna [(AC)n/(TG)n,
(AG)n/(TC)n]) znaleziono wewnatrz sekwencji rodziny
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Ryc. 3. Analiza mikropowtdrzeri (CA)n/(GT)n

DNA 14 chorych na dystrofie mie$niowa Duchcnne’a (tory
1-14) i kontrolny DNA (tor 15) poddano amplifikacji
stosujgc startery flankujagce region genu DMD bogaty
w mikropowtérzenia. Jeden ze starteré6w byt znakowany
fosforem 32P. Produkty reakcji frakcjonowano w poliak-
ryloamidowych (8%) zelach sekwencyjnych, w warunkach
denaturujgcych. Z lewej strony ryciny zaznaczono wielko$¢
poszczegdlnych alleli zawierajacych mikropowtdrzenia:
137, 133, 132, 131, 129, 121 pz. (z analiz wykonywanych
przez Zaktad Genetyki Cztowieka PAN).

Alu w miejscu przeznaczonym dla krétkich sekwencji
typu (A)n/(T)n. Dotychczas nie stwierdzono sekwencji
mikrosatelitarnych w regionie 5 elementéw Alu [39],

Najczesciej w genomie cztowieka wystepuje po-
wtorzenie dwunukleotydu (CA)n/(GT)n potocznie
okre$lane powtdrzeniem CA (Ryc. 3). W genomie
cztowieka wystepuje okoto 50-100 tys. sekwencji po-
wtdrzonych CA i pojawiajg sie one $rednio co 30 kpz
w euchromatynie [40]. W 1989 r. trzy grupy badawcze
doniosty rownoczesnie o roznorodnosci sekwencji
mikrosatelitarnych wykrytej w reakcji PCR [33,36,41].
Powtdrzenia CA moga by¢ wyszukane w znanych
sekwencjach genomu dzieki zastosowaniu programoéw
komputerowych lub dzieki przeszukaniu bibliotek
krotkich sekwencji sondami poli(dC:dA)/poli(dG:dT).
Weissenbach iwsp. [42] obierajgc drugg strate-

Tabela 1
Charakterystyka powtérzen DNA
Charakterystyka Satelity
Czesto$¢ powtorzen 10M07
Liczba loci 1-2/chromosom
Jednostka powtérzenia 200-5000 pz
Lokalizacja Heterochromatyna
Centromery
Wykrywanie Ultrawirowanie w gradiencie

gestosci CsCl lub Ag-Cs2S04
Zastosowanie Identyfikacja chromosomow
Charakterystyczne
motywy powtérzen
Wystepowanie

Duza réznorodnos$é

Czlowiek, zwierzeta, rosliny,
grzyby, bakterie
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Hybrydyzacja (1-20 tys. pz)

Diagnostyka molekularna

Cztowiek, zwierzeta, rosliny,

gie zidentyfikowali 2995 mikrosatelitow w genomie
cztowieka z czego 84% (2506) analizowa¢ mozna byto
poprzez PCR. Jak sie pdzniej okazato 93% zamplifiko-
wanych markerow wykazywato polimorfizm.

Druga grupa sekwencji mikrosatelitarnych obej-
muje powtdrzenia trzy- lub cztero nukleotydowe.
Rodziny powtarzajacych sie tetranukleotydow GATA
i GACA zostaly zidentyfikowane i wyizolowane z sate-
litarnego DNA weza [43]. Okazato sie, ze tego typu
powtdrzenia wystepujg u wszystkich Eukaryota i ze sg
wysoce polimorficzne. Zaletg analizy powtérzen tetra-
nukleotydoéw jest to, ze nie muszg by¢ rozdzielane na
duzych zelach sekwencyjnych, co ma miejsce w przypa-
dku powtérzen CA. Trzy- i czteronukleotydowe po-
wtdrzenia wystepujg co 300-500 tys. pz w chromo-
somie cztowieka i sg rozmieszczone rownomiernie
w catym genomie (okoto 10000 loci) [34], W diagnos-
tyce molekularnej, a szczeg6lnie w medycynie sagdowej,
te sekwencje bardzo czesto poddaje sie analizie, ponie-
waz charakteryzujg sie krdtkimi i polimorficznymi
allelami, co jest szczeg6lnie wazne przy pracy z czes-
ciowo zdegradowanym DNA.

V. Geny tandemowe

Dotychczas opisane klasy sekwencji powtdrzonych
sg prawdopodobnie sekwencjami DNA nie petnigcymi
zadnych funkcji, tzn. nie ulegajacymi ekspresji. Pew-
nym odstepstwem s sekwencje tandemowe zwane
réwniez genami tandemowymi, ktére koduja okres-
lone transkrypty. Do tych sekwencji nalezg geny
kodujace rybosomalne RNA ibiatka histonowe. Praw-
dopodobnie charakteryzujg sie one réwniez polimor-
fizmem alleli, tak charakterystycznym dla sekwencji
powtdrzonych [44], Najlepiej poznanymi genami tan-
demowymi sg geny 18S, 5.85 i 28S rRNA. DNA tych
genow (rDNA) uorganizowany jest w sposéb multicis-
tronowy i u cztowieka wystepuje zblizona liczba genoéw
(ok. 160) dla poszczegblnych rRNA. Geny rozmiesz-
czone sa w tandemach w Kkilku miejscach genomu
i wykazujg petng homologie.

Minisatelity Mikrosatelity
2-400 5-100
4000 104-105

7-100 pz 1-6 pz

Rozproszone Réwnomierne

Czesto telomery Czesto transkrybowane

PCR (100-500 pz)
PCR (100-1000 pz)

Mapowanie genéw
Diagnostyka molekularna
Duza réznorodno$é A, AC, AAAT, AG, AT, AAAG

Czlowiek, zwierzeta
bakterie
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VI. Zastosowanie analizy sekwencji
powtdrzonych

Posrednia analiza genetyczna, ktora oparta jest
0 badanie naturalnego polimorfizmu genomowego
DNA oraz badanie markeréw genetycznych stanowi
podstawowg technike w mapowaniu genomu. Do
mapowania genoéw niezbedna jest jednak duza kolek-
cja markeréw genetyczynch. Pomimo opisania wielu
markeréw, jedynie nieliczne znajdujg zastosowanie
w mapowaniu gendéw, poniewaz najczesSciej charak-
teryzuja sie one wystepowaniem tylko dwoch alleli
1 dlatego sg nieinformatywne w analizie sprzezen.
Dzieki analizie sprzezen zlokalizowano ostatnio geny
odpowiedzialne za ciezkie w przebiegu choroby gene-
tyczne, takie jak plgsawica Huntingtona [45], dys-
trofia miesniowa Duchenne’a [46], kiebkowe zapale-
nie nerek [47] czy mukowiscydoza [48-50]. W rodzi-
nie, w ktérej wystepuje choroba dziedziczna obserwuje
sie sprzezenie dziedziczenia choroby z okreslonym
regionem chromosomowym — markerem genetycz-
nym. Tak wiec geny warunkujgce chorobe moga by¢
zlokalizowane poprzez markery genetyczne, jednak
doktadna lokalizacja genu jest mozliwa dopiero po
zanalizowaniu wielu rodzin z ryzykiem wystgpienia
choroby genetycznej.

Sekwencje powtdrzone, a szczegllnie sekwencje
minisatelitarne i mikrosatelitarne wykorzystuje sie
w analizie nosicielstwa zmutowanego allelu w rodzi-
nach z ryzykiem wystgpienia choroby. Najczesciej
wykonuje sie reakcje PCR, a nastepnie produkty
reakcji frakcjonuje w zelach agarozowych. W przypad-
ku wykorzystania sekwencji mikrosatelitarnych jako
markeréw genetycznych, rdznigcych sie wielkoscia
miedzy dwoma allelami tylko o 2-4 nukleotydy bardzo
czesto wykonuje sie amplifikacje technika PCR ze
starterami znakowanymi radioaktywnie, a nastepnie
frakcjonuje produkty w duzych zelach sekwencyjnych
i poddaje autoradiografii.

Przyktadem zastosowania sekwencji powtorzonych,
poza genetyka medyczng cztowieka, jest kryminalis-
tyka i medycyna sgdowa. Te dziedziny juz w potowie
lat 80-tych skorzystaty z osiggnie¢ genetyki molekular-
nej i stosujg je w badaniach rutynowych. Wykorzys-
tanie w praktyce sekwencji powtérzonych w krymina-
listyce i medycynie sgdowej, okreslono terminem fin-
gerprinting. Badania DNAfingerprinting mozna zasad-
niczo podzieli¢ na dwie grupy. Pierwszg z nich stanowi
analiza pojedynczego locus (ang. single locus system,
SLS), natomiast druga grupa obejmuje jednoczesng
analize wielu loci (ang. multilocus system, MLS). Wy-
mienione grupy badan mozna okre$li¢ jako analize
wielopunktowg lub jednopunktowg (Ryc. 2 i Ryc. 4).
Whnioski co do identyfikacji lub pokrewienstwa bada-
nych oséb w sprawach o ustalenie ojcostwa formuto-
wane sg na podstawie porownania wielkosci fragmen-
tow DNA wystepujacych u tych oséb. Warto$¢ analizy
jednopunktowej zalezy wiec od homogennos$ci popula-
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Ryc. 4. Analiza jednomiejscowa (single locus) minisatelitarnego
DNA
Genomowy DNA 4 rodzin (matka, dziecko, ojciec) poddano
trawieniu enzymem Hinf I, rozdzielono w 0.9% zelu agaro-
zowym, wykonano transfer Southerna, a nastepnie hyb-
rydyzowano z sondg molekularng MS31 znakowang radio-
aktywnym fosforem 22P. Wielko$¢ jednostki powtdrzonej
(motywu) wynosi 20 pz a wielko$¢ fragmentow restrykcyj-
nych waha sie od 3 do 14 kpz. Tor 1-3, rodzina 1, tor 4-6,
rodzina IlI; 7-9, rodzina IlI; tor 10-12, rodzina IV. Tak jak
w przypadku analizy multilocus, fragmenty restrykcyjne
dziedziczone sa zgodnie z prawami Mendla. Zaobserwowacé
mozna duzy polimorfizm poszczegélnych alleli (w populacji
wystepuje ponad 100 alleli) i heterozygotyczno$¢ (powyzej
99%) (zanaliz wykonywanych przez Laboratorium Genety-
ki Molekularnej). Z lewej strony ryciny zaznaczono pozycje
markera wielkosci w tys. pz. (z analiz wykonywanych przez
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN).

cji. W przypadku wiec izolowanych grup etnicznych
moze by¢ inna niz w przypadku wiekszej populacji.
Analize pojedynczego locus mozna wykonywac stosu-
jgc transfer i hybrydyzacje wedtug Southerna lub
reakcje PCR. W reakcji PCR wykorzystuje sie sekwen-
cje minisatelitarne, w ktorych jednostka powtarzajgca
ztozona jest z 15-20 nukleotydéw, a wielko$¢ amp-
lifikowanego produktu nie przekracza 2 tys. pz. Frag-
menty sekwencji powtdrzonych od 2-20 kpz mozna
analizowac wytacznie stosujagc transfer i hybrydyzacje.
Najczesciej stosowanymi markerami w reakcji PCR na
cele sagdownictwa sg D1S80, D17S30, DXS52, ApoB
(Ryc.5).

Alternatywnym podej$ciem badawczym jest analiza
multilocus — analiza wielopunktowg. Jednym z naj-
lepiej udokumentowanych badan z tego rodzaju jest
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Ryc. 5. Minisatelitarny DNA locus ApoB wykrywany technika
PCR.
Minisatelitarny DNA mozna analizowaé stosujac reakcje
PCR ze starterami flankujgcymi region polimorficzny, jesli
wielko$¢ produktow PCR miesci sie w granicach 200-1000
pz i nie wystepuja zbyt duze réznice wielkosci allcli. Na
rycinie przedstawiono rozdziat elektroforetyczny produk-
tow PCR locus ApoB. Wielko$¢ jednostki powtarzajgcej
w tym locus wynosi 32 pz i u cztowieka wystepuje 13 alleli (z
analiz wykonywanych przez Laboratorium Genetyki Mole-
kularnej). Tor 1, marker wielko$ci (KBL), tor 2-4, rodzina I;
tor 5-7, rodzina II; tor 8-10, rodzina Ill; tor 11, kontrola
negatywna (z analiz wykonanych przez Zaktad Genetyki
Cztowieka PAN).

jednoczesne wykrywanie wielu fragmentow DNA przy
uzyciu sondy molekularnej MZ 1.3 lub (CAC)5 [51].
Wysokiej informatywnosci sondy towarzyszy skom-
plikowana analiza wyniku, czyli ustalenie dziedzicze-
nia duzej liczby rozdzielonych elektroforetycznie frag-
mentdw DNA, przy czym wynik jest swoisty dla
badanej osoby (z wyjatkiem bliznigt monozygotycz-
nych, dla ktérych uktad prazkéw jest jednakowy).

Jednoczesna analiza DNA cztowieka w okoto 70
regionach zawiera tyle informacji, ze jej ocena klasycz-
nym modelem nie jest obecnie mozliwa. Rozwinieto
jednak nowe metody analizy statystycznej, pozwalajg-
ce sprowadzié¢ wynik do wartosci liczbowej. Zatozenia
obliczen statystycznych sg nadal dyskutowane i kryty-
ka dotyczy przede wszystkim teoretycznych podstaw
obliczen. Na uwage zastugujg wyniki analizy multi-
locus 7 laboratoriéw, z ktérych wynika, ze w badaniach
nad dochodzeniem spornego ojcostwa wystepuja dwie
nie naktadajgce sie grupy obejmujgce potwierdzenia
i wykluczenia ojcostwa [52, 53].

W badaniach medycyny sadowej analiza multilocus
ogranicza sie wytgcznie do badania materiatu, z ktore-
go wyizolowano wysokoczgsteczkowy DNA. Tylko
wtedy mozliwe jest przeprowadzenie badan technikg
transferu wg Southern a NajczeSciej materiat do
badan jest zdegradowany, stad analizowane sg stosun-
kowo krétkie (kilkaset nukleotydow) odcinki DNA,
a technikg z wyboru jest PCR.

VII. Perspektywy dalszych badan sekwencji
powtdérzonych

Analiza powtérzen DNA znalazta juz praktyczne
zastosowanie w genetyce og6lnej, medycynie i krymi-

nalistyce. Nadal obserwuje sie olbrzymie zaintereso-
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wanie powtdrzeniami DNA, dlatego badania dalej sie
rozwijajg, a zainteresowanie nimi wzrasta. Tradycyjny
materiat do badan stanowig krew obwodowa, nasienie,
wymazy cytologiczne lub fragmenty tkanki pobranej
metodg biopsji cienkoigtowej. Obecnie moze by¢ réw-
niez badany DNA $liny pozostawionej np. na kopercie
podczas zaklejania lub na ustniku papierosa. Badania
DNA moga wiec byé wykorzystane w badaniach
$ladow biologicznych w kryminalistyce. Bardzo podo-
bne, aczkolwiek dajace zupetnie inne informacje, sg
badania $ladéw archeologicznych np. pozostatosci
szkieletu. Na przeprowadzenie jednej analizy genetycz-
nej DNA metodg Southerna potrzeba okoto 5 pg
DNA. Obecnie w wielu przypadkach analiza ogranicza
sie do reakcji PCR, w ktorej stosuje sie tylko 10 ng
DNA, co odpowiada 1700 diploidalnym komérkom,
amozliwajest réwniez analiza pojedynczych komorek.

Bardzo waznym problemem w genetyce jest po-
szukiwanie nowych markerow genetycznych. W niniej-
szej pracy przedstawiono klasy sekwencji powt6rzo-
nych, z ktdrych czes¢ znalazta zastosowanie jako
markery genetyczne. Nadal przeszukuje sie biblioteki
DNA w celu utworzenia biblioteki markeréw ideal-
nych, ktore charakteryzowatyby sie nastepujgcymi
cechami: a) wielko$¢ alleli od 100-500 pz, takie allele
moga by¢ amplifikowane w reakcji PCR; b) allele
powinny rozni¢ sie miedzy sobg o minimum dwa
nukleotydy — wieksza réznica dtugosci miedzy al-
lelami umozliwia lepsze frakcjonowanie otrzymanych
w reakcji fragmentéw; ¢) w populacji powinna wy-
stepowac duza liczba alleli co warunkuje mozliwosci
zréznicowania osobnikow; d) w obrebie locus danego
markera czesto$¢ mutacji powinna by¢ mniejsza niz
10~2-10-3. Dotychczas nie znaleziono jednak takiego
markera i by¢ moze takie markery w genomie cztowie-
ka nie wystepuja. Nalezy oczekiwaé, ze w przysztosci
powstanie biblioteka markeréw genetyczynch, dostep-
na dla wszystkich, zajmujacych sie diagnostyka mole-
kularng na cele medyczne i dla sgdownictwa. Po-
stugujac sie takimi markerami mozna bedzie oceni¢ np.
podatno$¢ na choroby genetyczne i uzyska¢ na pod-
stawie znalezionych $ladéw informacje o fenotypie
osobnika np. ustali¢ takie cechy jak pte¢ (badania juz
sg wykonywane), pochodzenie etniczne i cechy takie
jak kolor oczu i wtosow.

W ostatnim czasie istotnym zmianom ulegt réwniez
system detekcji sekwencji powtdrzonych. Detekcja
z uzyciem radioizotopow ze wzgledu na bezpieczenst-
wo pracy zastepowana jest detekcjg sondami nieradio-
aktywnymi (fluorescencja, chemiluminescencja, immu-
nodetekcja). Automatyzacji ulegajg metody frakcjono-
wania fragmentow DNA, przy czym najwigksze na-
dzieje poktada sie w automatycznej elektroforezie
w zelach poliakryloamidowych z laserowymi czuj-
nikami fluorescencji i mikrokapilarnej analizie elektro-
foretycznej.

Artykut otrzymano 2 listopada 1994 r.
Zaakceptowano do druku 12 listopada 1994 r.
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Czterofosforan guanozyny, ppGpp, jako czynnik scistej

kontroli replikacji DNA

Guanosine tetraphosphate, ppGpp, as a factor of the stringent

control of DNA replication

GRZEGORZ WEGRZYN™*

Spis resci:

l. Wstep
Il.  Odpowiedz $cista i rozluzniona
I11.  Replikacja DNA w warunkach kontroli $cistej i rozluz-
nionej
111-1. Kontrola Scista replikacji DNA w komérkach
Bacillus subtilis
111-2. Kontrola $cista replikacji DNA w komorkach
Escherichia coli
111-2.1. oriC
111-2.2. Plazmidy ColElI
111-2.3. Plazmidy X
111-2.4. Plazmid pSCIOI
111-2.5. Plazmid RK2
IV. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: pppGpp — guanozyno 5-
tréjfosforan-3'-dwufosforan; ppGpp guanozyno 5'-dwu-
fosforan-3'-dwufosforan

I. Wstep

Kontrola $cista metabolizmu jest odpowiedzig bak-
terii na warunki gtodu aminokwasowego. Efektorem
tej odpowiedzi jest specyficzny nukleotyd, guanozyno-
5'-dwufosforan-3'-dwufosforan (zwany tez czterofos-
foranem guanozyny lub w skrécie ppGpp). Oddziaty-
wuje on bezposrednio z polimerazg RNA, a zmiany
transkrypcji sa pierwotnymi efektami odpowiedzi $cis-
tej. Gltodzenie aminokwasowe zmienia globalnie meta-
bolizm komdrki. Mimo tego badania nad kontrolg
Scista replikacji DNA, jednego z najwazniejszych pro-
cesOw zachodzacych w zywych komdrkach, byty do
niedawna bardzo nieliczne, a ich wyniki niejedno-
znaczne. Dopiero ostatnie lata przyniosty znaczny
postep w zrozumieniu mechanizméw kontrolujacych
replikacje DNA w gtodzonych komorkach bakteryj-
nych. Najliczniejsze badania byty przeprowadzone na
szczepach najlepiej obecnie poznanego organizmu
komérkowego — pateczki okreznicy (Escherichia coli).
Poznanie mechanizmdéw kontroli S$cistej replikacji

* Dr, Pracownia Genetyki Molekularnej, Katedra Biologii
Molekularnej, Uniwersytet Gdanski, ul. Ktadki 24, 80-822
Gdansk
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przyktadowych replikonéw pozwolito wyciggna¢ tak-
ze o0go6lne wnioski, wazne dla rozumienia kontroli
inicjacji replikacji DNA nie tylko w gtodzonych ko-
morkach, lecz takze w komérkach hodowanych w nor-
malnych warunkach.

Il. Odpowiedz Scista i rozluzniona

Odpowiedzig komérek bakteryjnych na warunki
gtodu aminokwasowego jest tak zwana kontrola Scista
metabolizmu. Przejawia sie ona szeregiem zmian fizjo-
logicznych i biochemicznych prowadzacych do zaha-
mowania wiekszoSci procesow komoérkowych i ak-
tywacji nielicznych z nich [1]. Na poziomie molekular-
nym pierwszym efektem braku aminokwaséw w ko-
maérce jest produkcja specyficznego nukleotydu, zwa-
nego w skrocie ppGpp. Nukleotyd ten jest posrednim
produktem reakcji katalizowanej przez syntetaze
I (p)ppGpp (ATP:GTP 3'-pirofosfotransferaze), pro-
dukt genu relA [2, 3], Enzym ten jest zwigzany
z rybosomem [4, 5] i aktywowany w momencie
przytgczenia sie nienatadowanej aminokwasem czaste-
czki tRNA w miejsce aminoacylowe (A) na rybosomie
podczas translacji [6, 7]. Reakcja przeprowadzona
przez syntetaze | (p)ppGpp prowadzi do syntezy
guanozyno 5'-trojfosforanu-3'dwufosforanu (pppGpp)
[7], Poniewaz, jak sie wydaje, pppGpp jest toksyczny
w wyzszych stezeniach w komdrce [8], zostaje on
szybko przeksztatcony w ppGpp przez produkt genu
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gpp [9, 10]. Guanozyno 5'-dwufosforan-3'-dwufosfo-
ran (ppGpp) moze by¢ takze syntetyzowany w komar-
kach Escherichia coli na drodze niezaleznej od produk-
tu genu relA. Ta droga syntezy ppGpp wymaga jednak
aktywnosci genu spoT [11, 12]. Poniewaz SpoT jest
jednoczes$nie biatkiem odpowiedzialnym za szybka
degradacje ppGpp w komdrce [13-17] wydaje sig, ze
jest to enzym spetniajacy dwie przeciwstawne funkcje:
degradacje ppGpp (ppGpp-aza) oraz jego synteze
(syntetaza Il ppGpp). Mutanty reiA, majgce nieaktyw-
ng syntetaze | ppGpp, zawierajg w normalnych warun-
kach wzrostu poziom ppGpp zblizony do tego jaki jest
obserwowany w komoérkach dzikiego typu [11]. Jed-
nakze w gtodzonych mutantach reiA, ktére nie majg
aktywnej syntetazy | ppGpp, syntetaza Il ppGpp jest
nieaktywna [12, 18, 19]. W zwigzku z tym brak lub
niedob6r aminokwaséw w mutantach relA prowadzi
do szybkiego spadku stezenia ppGpp w komdrkach.
Taka reakcja komoérek bakteryjnych zwana jest od-
powiedzig rozluzniong. Schemat powstawania i de-
gradacji ppGpp w komorkach E. coli przedstawiony
jest na rycinie 1

Czterofosforan guanozyny oddziatywuje bezposred-
nio z podjednostkg 3polimerazy RNA [20-22], zmie-
niajac jej wiasciwosci katalityczne. Skutkiem tego jest
zahamowanie transkrypcji rozpoczynajgcej sie z wielu
promotoréw iaktywacja transkrypcji nielicznych ope-
ronéw. Szczegblnie wrazliwe na ppGpp sa promotory
warunkujgce synteze stabilnych RNA: rRNA i tRNA
[23]. Wprawdzie wiadomo, ze zmiany polimerazy
RNA wywotane przez jej oddziatywanie z ppGpp s3
odpowiedzialne za obserwowane réznice w przebiegu
transkrypcji u bakterii gtodzonych i niegtodzonych,
lecz bezposrednia przyczyna tych réznic jest w dalszym
ciggu sprawag sporng. Zahamowanie transkrypcji moze
wynika¢ z wrazliwosci roéznych promotoréw na
ppGpp i niezdolnosci polimerazy RNA zwigzanej
z tym nukleotydem do inicjacji transkrypcji z tych
promotoréw [24-27], albo tez z inaktywacji poli-
merazy RNA przez ppGpp spowodowanej przedwcze-
sng terminacjg transkrypcji w przypadku zmienionego
enzymu [28]. Ostatnio wykazano, ze proces elongacji
transkrypcji przebiega znacznie wolniej w gtodzonych
bakteriach w poréwnaniu z normalnymi warunkami
wzrostu [29-32]. W zwigzku z tym znaczna cze$¢
czasteczek polimerazy RNA moze by¢ zaangazowana
w stosunkowo wolno przebiegajgcg podczas odpowie-
dzi Scistej transkrypcje (na etapie elongacji) i dlatego
niedostepna dla zainicjowania transkrypcji w nowych
miejscach. Promotory, ktére wymagajg duzego steze-
nia polimerazy RNA do zainicjowania transkrypcji
moga by¢ nieaktywne w gtodzonych komdérkach. Mimo
wczesniejszych sugestii, ze ppGpp hamuje takze trans-
lacje [33], ostatnio wykazano ze nukleotyd ten nie
wpltywa bezposrednio na synteze biatek [30]. Zmiany
transkrypcji sa pierwotnymi efektami odpowiedzi $cistej
i prowadza do szeregu wtérnych zmian wptywajacych
praktycznie na caty metabolizm komorki [1].
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Ryc. 1. Wywotanie odpowiedzi Scistej i przemiany jej gtdwnego
efektora— ppGpp (guanozyno 5'-dwufosforanu-3'-dwufos-
foranu). W warunkach normalnego wzrostu w komoérkach
znajduje sie wystarczajaca ilos$¢ aminokwaséw (oznaczo-
nych jako mate wypetnione kétka), w zwiazku z czym
wigkszo$¢ czasteczek tRNA jest natadowana aminokwasa-
mi. W wyniku braku ktérego$ z aminokwaséw, czyli
w stanie gtodu aminokwasowego, pojawiaja sie liczne
nienatadowane aminokwasami czasteczki tRNA. Po przy-
tagczeniu sie takiego tRNA w miejsce aminoacylowe na
rybosomie nastepuje zahamowanie translacji (STOP) iak-
tywacja zwigzanego z rybosomem produktu genu reiA.
Biatko to, majace aktywno$¢ ATP:GTP 3'-pirofosfotrans-
ferazy i zwane réwniez syntetaza | (p)ppGpp, katalizuje
powstanie guanozyno 5'-tr6jfosforanu-3'-dwufosforanu
(pppGpp). Nukleotyd ten zostaje przeksztatcony w guano-
zyno 5'-dwufosforan-3'-dwufosforan (ppGpp) przez pro-
dukt genu gpp odtaczajacy jedng grupe fosforanowa (P,) od
pppGpp. Czasteczki ppGpp oddziatywuja z polimerazg
RNA zmieniajac wiasciwosci katalityczne tego enzymu.
Czterofosforan guanozyny (ppGpp) jest degradowany do
guanozyno-dwufosforanu (GDP) przez produkt genu spoT.
Poniewaz biatko SpoT odpowiedzialne jest takze za niezale-
zng od funkcji RelA produkcje ppGpp, wydaje sie ze
posiada ono dwie przeciwstawne aktywnos$ci: rozktadu
ppGpp (ppGpp-azy) ijego syntezy (syntetazy Il ppGpp).
Powstate w wyniku rozktadu ppGpp czasteczki GDP sg
przeksztatcane w GTP w reakcji katalizowanej przez pro-
dukt genu ndk.

I1l. Replikacja DNA w warunkach kontroli
Scistej i rozluznionej

Replikacja materiatu genetycznego jest jednym
z podstawowych proceséw zachodzacych w zywych
komoérkach. Poniewaz polimeraza RNA jest bezpo-
$rednio lub posrednio zaangazowana w regulacje
replikacji wiekszoSci replikonéw, nalezato sie spodzie-
waé, ze procesy te moga podlega¢ kontroli Scistej.
Jednakze do niedawna doniesienia o kontroli Scistej
replikacji DNA byty zadziwiajgco nieliczne. Ponadto
prezentowane przez r6znych autoréw wyniki wydawa-
ty sie sprzeczne ze sobg [34, 35]. W okresie ostatnich
kilku lat ukazato sie kilkanascie prac opisujgcych
wyniki badan nad replikacja DNA przyktadowych
replikonéw w warunkach odpowiedzi $cistej i rozluz-
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nionej. Skonstruowanie plazmidéw zawierajgcych gen
relA pod kontrolg indukowanego promotora [33]
pozwolito na zwiekszenie wewngtrzkomoérkowego ste-
zenia ppGpp bez koniecznosci gtodzenia bakterii
i bezposrednie badanie wptywu efektora odpowiedzi
Scistej na replikacje DNA. Prace te pozwolity wyjasni¢
opisane wyzej sprzecznosci, a w przypadku dwu re-
plikonéw (plazmidéw typu ColEl i plazmidéw po-
chodzacych od bakteriofaga A)zaproponowaé¢ mecha-
nizmy kontroli Scistej ich replikacji.

Dotychczas znane sg doniesienia o badaniach nad
kontrolg Scista replikacji DNA jedynie w komdrkach
dwoch gatunkéw bakterii: Bacillus subtilis i Escheri-
chia coli. Ponizej przedstawione zostang kolejno prob-
lemy regulacji replikacji DNA poszczeg6lnych repliko-
noéw w warunkach odpowiedzi Scistej i rozluznionej.

I11-1. Kontrola Scista replikacji DNA w komor-
kach Bacillus subtilis

Replikacja chromosomu Bacillus subtilis jest zaha-
mowana w warunkach odpowiedzi $cistej, podczas gdy

Tabela 1

Replikcja DNA w komédrkach E. coli w warunkach kontroli Scistej
w niegtodzonych komorkach zawierajacych wysoki poziom ppGpp.

Gtodzenie wywotane brakiem

zachodzi ona nadal w gtodzonych mutantach relA
[36], Niespodziewanie okazato sie, ze zahamowanie
replikacji DNA w gtodzonych komdrkach relA+ nie
jest réwnoznaczne z zablokowaniem inicjacji tego
procesu. W warunkach odpowiedzi $cistej replikacja
rozpoczyna sie normalnie w rejonie origin i przebiega
dwukierunkowo (tak jak w normalnych warunkach)
na odcinkach o dtugosci okoto 200 tysiecy par zasad.
Dopiero wtedy nastepuje zahamowanie ruchu widetek
replikacyjnych [37], Przypuszcza sie zatem, ze w okoli-
cach wspomnianego zatrzymania replikacji istnieje
specyficzny rejon kontrolny DNA odpowiedzialny za
odwracalne zahamowanie ruchu widetek replikacyj-
nych. Moze to odbywac sie poprzez modyfikacje
jednego ze sktadnikow replisomu, wrazliwego na wa-
runki odpowiedzi Scistej [37].

I11-2. Kontrola S$cista replikacji DNA w komar-
kach Escherichia coli

Badania kontroli Scistej replikacji DNA w kom@dr-
kach Escherichia coli byly przeprowadzane na kilku

replikonach. Ich wyniki sg podsumowane w tabeli 1

rozluznionej (czyli w gtodzonych szczepach relA+ i relA~) oraz

T . i Wysoki
yp Replikon aminokwas6w poziom ppGpp Pismiennictwo
replikonu bez gtodzenia
Giod reiA + relA g
oriC Chromosom lle —_ + NB 37,38,39
E. coli Arg -
Val -
Plazmidy lle — + - 38, 39, 40
oriC Arg -
Val — —
ColEl pBR322 i lle — + _ 34, 35, 38, 40, 41-47, 51
pochodne Arg +
Leu +
His - +
Met NB +
Trp NB
Val +
Phe + +
puC19 lle NB 47, 48
Arg
Pochodne lle — + — 40, 42, 49
pI5A Arg + +
X Plazmidy X lle — — 40, 49-53
Arg
pSClOl pSCIOl i lle - — 40, 49
pochodne Arg . +
RK2 pLAFRx lle — — + 40, 49
Arg — —
Oznaczenia: relA +i relA~ — odpowiednie szczepy E. coli\ lle, Arg, Val, Leu, His, Met, Trp, Phe — gt6d wywotany brakiem odpowiednio:

izoleucyny, argininy, waliny, leucyny, histydyny, metioniny, tryptofanu, fenyloalaniny; (-) zahamowanie replikacji; (+ jzachodzaca replikacja;

NB — nie badano;
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111-2.1. oriC

Replikacja chromosomu Escherichia coli rozpoczy-
na sie w specyficznym miejscu zwanym oriC. Podobnie
jak w przypadku chromosomu Bacillus subtilis, syn-
teza DNA w komorkach E. coli jest zahamowana
podczas odpowiedzi Scistej. Jednakze w odrdznieniu
od B. subtilis, zablokowaniu ulega proces inicjacji
replikacji w oriC [37]. Podobne zjawisko byto obser-
wowane w przypadku plazmiddéw zawierajacych rejon
oriC zchromosomu E. colijako jedyne miejsce inicjacji
replikacji [38]. Co ciekawe, w mutantach relA, gtod
wywotany brakiem izoleucyny nie powodowat istot-
nych zaburzen w replikacji plazmidow oriC jak row-
niez chromosomu E. coli, podczas gdy brak innych
aminokwaséw byt przyczyna zahamowania replikacji
obu replikonéw [38]. Zaproponowano, ze hipotetycz-
ne, niestabilne biatko nie zawierajgce w swojej sekwen-
cji izoleucyny jest niezbedne do inicjacji replikacji
DNA w oriC. Biatko takie moze by¢ syntetyzowane
podczas odpowiedzi rozluznionej (gdy proces trans-
krypcji prowadzgcy do utworzenia mRNA moze za-
chodzi¢ normalnie), lecz nie podczas odpowiedzi Scistej
(gdy transkrypcja moze by¢ zahamowana) [38]. Dalsze
prace doprowadzity do znalezienia biatka (nazwanego
Pin), ktére moze byé kandydatem spetniajagcym powy-
zsze zatozenia [39]. Zar6wno przedstawione wyzej
badania jak wyniki innych prac [28] wskazujg na
posredni wptyw ppGpp na proces inicjacji replikacji
rozpoczynajgcej sie z oriC. Niemniej jednak wplyw ten
jest bardzo istotny, gdyz podwyzszony poziom tego
nukleotydu w niegtodzonych komérkach powodowat
zahamowanie replikacji plazmidéw oriC (Tabela 1)
Jedng z mozliwosci wyttumaczenia zablokowania syn-
tezy DNA chromosomu E. coli przez wysokie stezenie
ppGpp jest zahamowanie w tych warunkach trans-
krypcji rozpoczynajacej sie z promotordw majgcych
istotne znaczenie dla procesu inicjacji replikacji. Wia-
domo, ze promotory dnaAP\ i dnaAP2, z ktorych
rozpoczyna sie transkrypcja operonu zawierajgcego
miedzy innymi gen kodujgcy inicjatorowe biatko
DnaA, znajdujg sie pod kontrolg Scistg [54], Znaczne
obnizenie efektywnos$ci transkrypcji z tych promoto-
réw, oraz z dwu innych promotoréw odgrywajacych
wazng role w aktywacji rejonu orgin (PmioC i Pgid)
moze doprowadzi¢ do braku inicjacji replikacji DNA
podczas gtodzenia komorek relA +jak rowniez w nie-
gtodzonych komérkach zawierajacych wysokie steze-
nie ppGpp. Podobny mechanizm moze by¢ odpowie-
dzialny za regulowane przez wewngatrzkomérkowy
poziom ppGpp sprzezenie kontroli czestosci inicjacji
replikacji DNA z szybkoscig wzrostu komoérki bak-
teryjnej [54, 55].

111-2.2. Plazmidy ColEI

Plazmidy ColEl stanowig duzg grupe replikonéw,
u ktérych regulacja inicjacji replikacji odbywa sie
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w podobny sposob. Plazmid pBR322 [56], nalezacy do
grupy ColEIl, byt pierwszym replikonem, ktdrego re-
plikacja byta badana w warunkach odpowiedzi Scistej
i rozluznionej. Pierwsze doniesienia 0o zahamowaniu
replikacji plazmidu pBR322 podczas kontroli Scistej
[34] zostaly wkrétce podwazone przez innych autoréw,
dokumentujgcych zachodzacg nadal replikacje plaz-
midowego DNA w gtodzonych szczepach relA~ jak
i relA+ [35]. Pewnym zaskoczeniem byto w zwigzku
z tym potwierdzenie w innych laboratoriach poprzed-
nich doniesien o zahamowaniu replikacji plazmidu
pBR322 w warunkach odpowiedzi Scistej [38, 51].

Plazmid pBR322, podobnie jak inne plazmidy z gru-
py ColEIl, wymaga do inicjacji replikacji jedynie biatek
kodowanych przez genom komérki gospodarza. Nie-
mniej jednak, w regulacji procesu replikacji najwaz-
niejszg role odgrywajg dwa transkrypty pochodzace
z plazmidu (RNA i RNA 1l) oraz jedno biatko (Rom)
kodowane przez gen potozony na plazmidzie. RNA 1l
jest czgsteczka tworzgcg potaczenie hybrydowe ze
swojg matrycg DNA w poblizu miejsca rozpoczecia
replikacji (on) [57]. Utworzony hybryd RNA-DNA
jest nastepnie trawiony przez RN-aze H (enzym naci-
najagcy RNA bedacy w hybrydzie z DNA). Powstate
w ten spos6b krétkie odcinki RNA sg wydtuzane przez
polimeraze DNA, ktdra dodaje deoksyrybonukleoty-
dy do ich koncéw 3'-OH [57]. RNA Ijest negatywnym
regulatorem inicjacji replikacji. Moze on hybrydyzo-
waé z RNA |IlI, konkurujac w ten sposéb z matryca
DNA. Utworzenie hybrydu RNA I-RNA Il uniemoz-
liwia hybrydyzacje RNA Il z matrycg DNA [58, 59],
Réwniez biatko Rom jest negatywnym regulatorem
inicjacji replikacji, gdyz wzmacnia ono oddziatywania
RNA | z RNA Il [60],

W Swietle przedstawionego powyzej mechanizmu
regulacyjnego, zahamowanie replikacji DNA plazmi-
du pBR322 w warunkach odpowiedzi Scistej, lecz nie
w warunkach odpowiedzi rozluznionej, mogtoby byc¢
wyttumaczone w najprostszy sposéb przez wrazliwos$é
promotora pRNAna ppGpp lub aktywacje promotora
prnai W glodzonych komorkach relA+ Jednakze
Lin-Chao i Bremer [35] udowodnili, ze obydwa
te promotory nie podlegajg kontroli Scistej. Dodat-
kowo zdawat sie komplikowa¢ sprawe fakt, ze inny
plazmid z grupy ColEl — pACYC184, pochodny
replikonu pI5A [61] — replikowat sie lub nie podczas
odpowiedzi S$cistej w zaleznosci od zastosowanego
rodzaju gtodzenia [49]. Ta pozorna komplikacja prob-
lemu przyczynita sie do zrozumienia poprzednio opisa-
nego paradoksu, polegajgcego na sprzecznych ze sobg
wynikach otrzymanych w réznych laboratoriach [34,
35, 38, 51]. Ponowna analiza wynikéw wykazata, ze
rodzaj brakujgcego aminokwasu podczas gtodzenia
bakterii relA+ decyduje o tym, czy replikacja plaz-
midow z grupy ColEl jest zahamowana czy tez
przebiega nadat. Dla przyktadu, w szczepach relA +
replikacja plazmidu pBR322 byta zahamowana pod-
czas braku izoleucyny, histydyny czy waliny [34, 38,44,
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51], za$ brak fenyloalaniny nie wptywal w znaczgcy
sposbb na replikacje tego plazmidu [35], Wytlumacze-
nie tego zdawatoby sie dziwnego zjawiska byto moz-
liwe po analizie komputerowej sekwencji RNA I, RNA
Il oraz tRNA. Czasteczki réznych rodzajéow tRNA
posiadajg sekwencje komplementarne do RNA | badz
RNA Il1. W zwigzku z tym, w stanie wolnym (nienata-
dowanym aminokwasami) czasteczki tRNA moga hy-
brydyzowac z czgsteczkami RNA kontrolujgcymi cze-
sto$¢ inicjacji replikacji plazmidéw typu ColEl, szcze-
gélnie z RNA 1[62], W warunkach braku lub niedobo-
ru aminokwasdéw ilo$¢ nienatadowanych czgsteczek
tRNA gwattownie wzrasta, a ich hybrydyzacja z RNA |
wptywa znaczgco na poziom funkcjonalnych czas-
teczek RNA | — negatywnego regulatora replikacji.
Moze to doprowadzi¢ do efektywnego #gczenia sie
RNA 11 zmatrycg DNA, a co za tym idzie, do inicjacji
replikacji plazmidu. Nalezy przy tym pamiegtaé, ze
synteza tRNA przebiega normalnie w gtodzonych
mutantach relA, jest jednak silnie zahamowana pod-
czas odpowiedzi Scistej [23]. Zatem pozytywny wplyw
wolnych czasteczek tRNA na replikacje plazmidéw
ColEl powinien by¢ znacznie wiekszy podczas kont-
roli rozluznionej. Faktycznie, replikacja plazmidéw
ColEl i ich amplifikacja w szczepach relA~ byta
obserwowana w przypadku wszystkich do tej pory
badanych plazmidéw we wszystkich rodzajach gtodze-
nia (Tabela 1). Z drugiej strony, rézne rodzaje tRNA
posiadajg rézny stopien komplementarnosci do RNA
I. Ponadto r6zne geny tRNA nalezg do rdznych
operondw i w zwigzku z tym efektywnos¢ ich trans-
krypcji moze by¢ w réznym stopniu obnizona podczas
odpowiedzi $cistej. Zatem brak r6znych aminokwaséw
moze powodowaé pojawienie sie réznych nienatado-
wanych czasteczek tRNA w réznych ilosciach a co za
tym idzie réznie wptywaé na replikacje réznych plaz-
midéw z grupy ColEl [49].

Kolejnym niespodziewanym odkryciem byto stwier-
dzenie, ze plazmid pUC19 [63] replikuje sie podczas
gtodzenia wywotanego brakiem izoleucyny jak i ar-
gininy zarowno w szczepach relA ~jak ireiA +[47,48].
Plazmid pUC19 jest pochodnym plazmidu pBR322
[56], nie replikujagcego sie w wyzej opisanych warun-
kach w szczepach relA+ (Tabela 1). Jedyne istotne
réznice pomiedzy replikonami pBR322 a pUC19 to
punktowa mutacja w RNA 11 w pUC19 odpowiedzial-
na za podwyzszong ilo$¢ kopii tego plazmidu w koma@-
rkach E. coli [64] oraz brak w pU19 genu rom,
obecnego w pBR322 [56, 63]. Skonstruowanie plaz-
midu zawierajacego rejon origin z pBR322 lecz bez
funkcjonalnego genu rom oraz plazmidu zawierajace-
go rejon origin z pUC19 igen rom, a takze zbadanie ich
replikacji w warunkach odpowiedzi $cistej i rozluz-
nionej pozwolito na stwierdzenie, ze biatko Rom
odgrywa bardzo istotng role w regulacji replikacji
plazmidu pBR322 w gtodzonych szczepach E. coli
[47]. Replikacja plazmidu podczas odpowiedzi Scistej
zachodzita bowiem tylko przy nieobecnosci funkc-
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jonalnego genu rom. Na podstawie uzyskanych wyni-
kéw zaproponowano mechanizm kontroli Scistej re-
plikacji plazmidu pBR322 [47]. Biatko Rom wzmacnia
hybrydyzacje RNA 1z RNA Il poprzez oddziatywanie
z obiema tymi czasteczkami [65, 66] ewentualnie
gtéwnie z RNA 11, jesli RNA 11 pochodzi z plazmidu
pUC [64], W zwigzku z tym, biatko Rom nie jest
w stanie wzmacnia¢ oddziatywania RNA | z tRNA
[47]. W glodzonych komorkach funkcja Rom nie
wystarcza do zahamowania replikacji plazmidu
pBR322, jesli synteza tRNA moze zachodzi¢ normal-
nie i poziom nienatadowanych aminokwasami czas-
teczek tRNA mogacych hybrydyzowa¢ z RNA | jest
stosunkowo wysoki, tak jak to ma miejsce podczas
odpowiedzi rozluznionej. Podczas kontroli Scistej wy-
dajnos¢ transkrypcji genéw tRNA jest znacznie ob-
nizona, zatem poziom nienatadowanych czasteczek

tRNA %@ 0%0 A 1RNA %%Q%%o%%o B
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RNAI A~ AN RNAI  AAA ANAA

RNAII vav\ /\/va @ RNAIl AN AANA
BRAK o 1
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replikacji replikacji
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RNAL A~ A~ @ RNAI  AAA AAAN @
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I Inicjacja ~ Inicjacja
DNA ¥ replikacji ONA bttt replikacji

Ryc. 2. Mechanizm kontroli Scistej replikacji plazmidu pBR322
ijego pochodnych w komérkach Escherichia coli. A — wa-
runki odpowiedzi $cistej i obecnosci funkcji biatka Rom:
ilos¢ nienatadowanych czasteczek tRNA jest ograniczona ze
wzgledu na zahamowanie transkrypcji z odpowiednich
promotoréw; biatko Rom utatwia oddziatywanie (strzatki)
RNA Iz RNA Il a nie z tRNA. W zwigzku z tym RNA Il
hybrydyzuje zRNA la niez matrycg DNA, co uniemozliwia
inicjacje replikacji. B — warunki odpowiedzi rozluznionej
i obecnosci funkcji biatka Rom: ilo$¢ nienatadowynych
czasteczek tRNA wzrasta znacznie; biatko Rom utatwia
oddziatywanie RNA Iz RNA Il ale ze wzgledu na wysokie
stezenie wolnych tRNA wiele czasteczek RNA | hyb-
rydyzuje z czasteczkami tRNA; powoduje to, ze pewna pula
RNA Il moze hybrydyzowaé z matrycg DNA co jest
pierwszym etapem inicjacji replikacji. C — warunki od-
powiedzi Scistej i braku funkcji Rom; ilo$¢ nienatadowanych
czasteczek tRNA jest ograniczona ze wzgledu na zahamo-
wanie transkrypcji z odpowiednich promotoréw, jednak ze
wzgledu na brak funkcji Rom, RNA | moze hybrydyzowac
zaréwno z RNA Il jak ztRNA; powoduje to, ze pewna pula
RNA Il moze hybrydyzowa¢ z matryca DNA co jest
pierwszym etapem inicjacji replikacji D — warunki od-
powiedzi rozluznionej i braku funkcji Rom: ilo$¢ nienatado-
wanych czasteczek tRNA wzrasta znacznie; wiele czasteczek
RNA | hybrydyzuje z czagsteczkami tRNA; powoduje to, ze
RNA Il moze hybrydyzowa¢ z matrycg DNA co jest
pierwszym etapem inicjacji replikacji.
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tRNA w komorce jest zdecydowanie nizszy niz w szcze-
pach relA~. W takiej sytuacji RNA | hybrydyzuje
gtéwnie z RNA 1l a nie z tRNA dzieki funkcji biatka
Rom wspomagajacej oddziatywania RNA [-RNA II.
Doprowadza to w konsekwencji do zahamowania
plazmidu pBR322 [47]. Omo6wiony wyzej mechanizm
kontroli Scistej replikacji plazmidu pBR322 i jego
pochodnych jest przedstawiony schematycznie na ryci-
nie 2.

111-2.3. Plazmidy A

Plazmidy pochodzgce od bakteriofaga X, czyli tak
zwane plamidy X, zawierajg cze$¢ genomu faga X — tak
zwany rejon replikacyjny. Rejon ten obejmuje wszyst-
kie geny i sekwencje sygnatowe niezbedne do inicjacji
replikacji DNA. W zwigzku z tym plazmidy X moga
replikowac sie w komdrkach E. coli podobnie jak inne
plazmidy isg utrzymywane w liczbie kilkunastu kopii
na komadrke [67]. Wspomniany rejon replikacyjny
Xobejmuje operator oRi promotor pRoraz bedace pod
ich kontrolg i potozone w jednym operonie geny ero,
cli, 0 i P. Sekwencja oriX, miejsce w ktérym rozpo-
czyna sie replikacja DNA, znajduje sie wewnatrz genu
XO. Inicjacja replikacji plazmidu X byta badana gtow-
nie in vitro z zastosowaniem oczyszczonych biatek
reptikacyjnych bakteriofaga X oraz bakterii E. coli.
Badania te pozwolity poznaé poszczeg6lne etapy mon-
tazu kompleksu replikacyjnego tworzonego w oriX.
Pierwszym etapem jest zwigzanie sie inicjatorowego
biatka XO z sekwencjg oriX i utworzenie tak zwanego
,O-somu” [68, 69], Do O-somu wiaze si¢ kompleks
dwéch biatek XPDnaB, tworzac stabilny kompleks
nukleoproteinowy oriX-XO XP DnaB [69]. Ponie-
waz biatko XP jest rownoczes$nie inhibitorem helikazy
DnaB [70], powstalty kompleks nie moze rozpoczgé
rozwijania podwdjnej helisy DNA, a tym samym
proces replikacji DNA nie moze sie rozpocza¢. Funk-
cja biatek szoku termicznego DnaJ, DnaK i GrpE jest
niezbedna do przeksztatcenia wyzej opisanego kom-
pleksu w taki sposdb, aby uwolni¢ helikaze DnaB od
inhibitora XP [71-74]. Nastepnie helikaza DnaB roz-
wija dwuniciowg strukture DNA w okolicach oriX
a primaza DnaG tworzy pierwsze primery RNA.
Wreszcie holoenzym polimerazy Il DNA wydtuza
powstate uprzednio primery przeprowadzajgc dalej
proces replikacji [75]. Do inicjacji replikacji DNA
plazmidéw X in vivo funkcja polimerazy RNA jest
niezbedna nie tylko do produkcji mRNA potrzebnego
do syntezy biatek reptikacyjnych, lecz takze do procesu
transkrypcyjnej aktywacji oriX [76]. Proces ten polega
na przejsciu transkrypcji przez oriX lub w okolicach tej
sekwencji. Transkrypcyjna aktywacja oriXjest rdwniez
niezbedna do replikacji plazmidu Xin vitro odtworzo-
nej z oczyszczonych biatek XO i XP oraz ekstraktu
biatkowego z komoérek E. coli zwanego frakcjg Il
[77], Jednakze funkcja polimerazy RNA nie jest
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konieczna do replikacji plazmidu X odtworzonej in
vitro z oczyszczonych biatek reptikacyjnych faga Xi E.
coli [78, 79], Przypuszcza sie, ze in vivo histonopodob-
ne biatko HU wigze sie z DNA w okolicach oriX
i uniemozliwia prawidtowe utworzenie lub funkcjono-
wanie kompleksu oriX mXO «XP mDnaB [79], Rola
transkrypcyjnej aktywacji oriX moze by¢ w takim razie
zniesienie negatywnego wptywu biatka HU na replika-
cje plazmidu X Inicjatorowe biatko XO jest bardzo
niestabilne w komdrkach E. coli [80, 81]. Dlatego tez
zaktadano, ze zwigzanie sie inicjatorowego biatka
z sekwencja oriX prowadzi do jednorazowej inicjacji
replikacji, po ktorej kompleks replikacyjny ulega roz-
padowi [82], Zapoczatkowanie nastepnej rundy re-
plikacyjnej bytoby posrednim efektem rozcienczenia
biatka Cro, bedgcego represorem promotora pR(dzieki
wigzaniu sie z sekwencjg operatora oR, w wyniku
wzrostu objetosci komérki. Transkrypcja startujaca
z promotora pRdaje w rezultacie mRNA dla syntezy
biatek XO i XP oraz gra role aktywacji transkrypcyjnej
oriX. Poniewaz gen Xcro nalezy do tego samego
operonu co geny XO i XP, w wyzej opisanych warun-
kach dochodzi réwniez do produkcji kolejnej porcji
biatka Cro, co z kolei powoduje ponowne zablokowa-
nie promotora pR

Biorgc pod uwage wyzej przedstawiony mechanizm
regulacyjny stwierdzenie, ze plazmid X moze repliko-
waé sie w warunkach braku mozliwosci syntezy biatek
(w tym réwniez biatka XO) byto raczej nieoczekiwane
[50], Replikacja plamidu X jest bowiem co prawda
zahamowana podczas odpowiedzi Scistej, jednakze
zachodzi przez co najmniej kilka godzin w gtodzonych
mutantach reiA [51]. Zjawisko to jest niezalezne od
rodzaju brakujgcego aminokwasu [49-53]. Wykaza-
no, ze replikacja plazmidu X podczas odpowiedzi
rozluznionej zachodzi dzieki kompleksowi replikacyj-
nemu utworzonemu jeszcze przed rozpoczeciem gto-
dzenia idziedziczonemu przezjedng zdwu potomnych
kopii plazmidowych po kazdej rundzie replikacyjnej
[52], Kompleks ten zawiera biatko XO chronione
przed dziataniem specyficznej proteazy ClpXP [83-85]
przez inne elementy kompleksu [86, 87], Biatko XO
zawarte w kompleksie replikacyjnym jest uwidacz-
niane jako frakcja stabilnego biatka w eksperymentach
typu wyptaszania pietna [86, 87]. Poniewaz frakcja
stabilnego biatka XO byta obserwowana zardéwno
w szczepach relA~ jak i relA+ [86, 87], za$ funkcja
represora Cro nie ma istotnego znaczenia regulacyj-
nego podczas gtodzenia bakterii [51], przyczyna zaha-
mowania replikacji DNA plazmidu X w warunkach
odpowiedzi Scistej pozostawata do niedawna sprawg
niejasng. Dopiero ostatnio wykazano, ze replikacja
plazmidu X w gtodzonych mutantach relA jest wraz-
liwa na rifampicyne (inhibitor polimerazy RNA) [53].
Synteza biatek XO i XP nie jest w tych warunkach
konieczna do replikacji, zatem jedyng transkrypcja
mogacg mie¢ znaczenie pozostawata transkrypcyjna
aktywacja oriX. Okazato sie, ze promotor pR, z ktére-
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go rozpoczyna sie transkrypcja aktywujgca or/A, jest
wrazliwy na podwyzszony poziom ppGpp w komdrce
[53], Zatem obnizenie wydajnosci aktywacji trans-
krypcyjnej moze by¢ powodem zahamowania replika-
cji plazmidu A w warunkach odpowiedzi Scistej. Za-
ktadano, ze jesli ta hipoteza jest prawdziwa, to zmiana
promotora pR w plazmidzie X na inny promotor,
niewrazliwy na ppGpp, powinna da¢ w efekcie plazmid
replikujacy sie zarowno w gtodzonych szczepach
relA~ jak i reiA +, jak i w niegtodzonych komérkach
zawierajacych wysoki poziom ppGpp. Rzeczywiscie,
plazmid taki — zawierajacy promotor pUi(niewrazliwy
na ppGpp [29]) — zostal skonstruowany i spetnit
wszystkie wymienione wyzej warunki [53].

Uzyskane w wyzej opisany sposob wyniki pozwolity
na zaproponowanie mechanizmu kontroli Scistej re-
plikacji plazmidu X (Ryc. 3). Po kazdej rundzie re-
plikacji plazmidu X, zachodzacej takze w normalnych
warunkach wzrostu, uprzednio zmontowany kom-
pleks replikacyjny jest dziedziczny przez jedng z dwu
potomnych kopii plazmidowych [52]. Po przejsciu
bakterii relA~ w stan gtodu wywotanego brakiem
aminokwasow (czyli podczas odpowiedzi rozluznio-
nej) nowy kompleks replikacyjny nie moze by¢ utwo-
rzony ze wzgledu na brak syntezy inicjatorowego
biatka AO; jednakze replikacja tych plazmidéw, ktére
odziedziczyty kompleks replikacyjny po poprzedniej
rundzie moze zachodzi¢ nadal. Warto zwrdéci¢ uwage,
ze przyrost ilosci plazmidu X w gtodzonych komér-
kach reiA ~ ma charakter funkcji liniowej [51, 53] a nie
wyktadniczej (czego nalezatoby sie spodziewac gdyby
replikowaty sie wszystkie nowo powstajgce po kazdej
rundzie czasteczki plazmidowe). Ponadto synteza
DNA plazmidowego utrzymuje sie w tych warunkach
przez caty czas na statym poziomie [52]. Fakty te silnie
przemawiajg za wilasnie takim sposobem replikacji
plazmidéw X jak przedstawiono powyzej. W gtodzo-
nach dzikich szczepach E. coli (czyli podczas od-
powiedzi S$cistej) réwniez nie moze dochodzi¢ do
powstawania nowych kompleksdw replikacyjnych. Jed-
nakze w odr6znieniu od mutantéw relA, wysoki
poziom ppGpp w dzikich komdérkach nie pozwala na
efektywng aktywacje transkrypcyjng oriX, co z kolei
uniemozliwia rozpoczecie nowych rund replikacyj-
nych plazmidéw posiadajgcych odziedziczony kom-
pleks.

Przedstawiony mechanizm kontroli Scistej replikacji
DNA plazmidéw X ma rez istotne znaczenie dla
zrozumienia regulacji tego procesu w normalnych
warunkach. Dziedziczenie kompleksu replikacyjnego
zachodzi podczas replikacji plazmidéw X w niegtodzo-
nych bakteriach [52], zatem nowe kompleksy re-
plikacyjne muszg by¢ tworzone od nowa jedynie na
tych czgsteczkach plazmidowych, ktore nie otrzymaty
uprzednio zmontowanego kompleksu. Wynika z tego,
ze samo utworzenie kompleksu replikacyjnego w oriX
nie jest wystarczajgcym sygnatem do rozpoczecia
replikacji. Ostatnio wykazano, ze ani brak ani nadmiar
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Ryc. 3. Mechanizm replikacji plazmidu Aw komérkach Escherichia
coli rosnacych w warunkach normalnych (WARUNKI
NORMALNE), podczas odpowiedzi $cistefj (ODPO-
WIEDZ SCIStA) i podczas odpowiedzi rozluznionej (OD-
POWIEDZ ROZLUZNIONA). Kazda runda replikacyjna
(lewa cze$¢ schematu) daje w rezultacie dwie potomne
czasteczki plazmidu A(duze koétka), z ktdrych jedna dziedzi-
czy utworzony uprzednio kompleks replikacyjny (mate
zaczernione kotka). W warunkach normalnego wzrostu
nowy kompleks replikacyjny musi by¢ na nowo zmon-
towany w orik (z kodowanych na plazmidzie biatek AO, AP
i biatek replikacyjnych E. coli) jedynie na kopii plazmidowej
pozbawionej ,starego” kompleksu. Transkrypcyjna akty-
wacja orik (TA) moz* mie¢ podwojng role: zniesienie
negatywnego oddziatywania biatka HU w celu umozliwie-
nia prawidtlowego montazu i funkcjonowania kompleksu
replikacyjnego oraz prawidtowe umiejscowienie kompleksu
replikacyjnego dzieki rozluznieniu dwuniciowej struktury
DNA w oriA, co umozliwia rozpoczecie replikacji. Obie te
funkcje moga by¢ (lub nie) spetniane podczas tego samego
jednorazowego procesu transkrypcji. W przypadku replika-
cji przeprowadzonej przez ,stary” kompleks replikacyjny,
konieczna jest jedynie druga z wymienionych funkcji trans-
krypcyjnej aktywacji oriA. Podczas odpowiedzi $cistej utwo-
rzenie nowego kompleksu replikacyjnego jest niemozliwe ze
wzgledu na brak syntezy biatka AO. Replikacja nie moze by¢
tez rozpoczeta przez uprzednio zmontowany i odziedziczo-
ny po poprzedniej rundzie replikacyjnej kompleks ze wzgle-
du na zahamowanie transkrypcyjnej aktywacji orik. Cho-
ciaz synteza biatka AO jest réwniez niemozliwa podczas
odpowiedzi rozluznionej, to normalnie przebiegajaca trans-
krypcyjna aktywacja orik pozwala na inicjacje replikacji
tych czasteczek, ktére posiadajg ,stary” kompleks replika-
cyjny.

ODPOWIEDZ ROZLUZNIONA

proteazy ClpXP, ktora trawi specyficznie biatko AO
ijest odpowiedzialna za jego szybki rozpad w komadr-
ce, nie wptywa w istotny sposéb na replikacje plaz-
midow X i rozwéj faga X [88]. Wobec tego, gtéwnym
procesem regulujagcym czesto$é inicjacji replikacji pla-
zmidu X wydaje sie by¢ transkrypcyjna aktywacja oriX.
Warto zwréci¢ uwage, ze gdyby rzeczywiscie jedyng
rolg transkrypcyjnej aktywacji oriX byto zniesienie
negatywnego wptywu biatek HU na proces montazu
kompleksu oriX mXO «AP «DnaB lub tez najego prawi-
dtowe funkcjonowanie (jak sugerowano wczesniej
[79]), to w mutantach hupA hupB, pozbawionych
biatka HU, replikacja plazmidu Apowinna zachodzi¢
takze podczas odpowiedzi Scistej. Stwierdzenie zaha-
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mowania replikacji plazmidu X w gtodzonych amino-
kwasowo bakteriach relA + hupA~ hupB~ [89] wska-
zuje na istnienie dodatkowej, najprawdopodobniej
regulacyjnej roli aktywacji transkrypcyjnej oriX.

Warto wtym momencie przypomniec istnienie wielu
analogii pomiedzy replikacja DNA plazmidu X i faga
Xa regulacja replikacji DNA w komérkach eukarioty-
cznych [90], Wykazano ostatnio, ze podobnie jak
w przypadku plazmidu X, samo utworzenie kompleksu
replikacyjnego w rejonie origin nie wystarcza do
zainicjowania replikacji chromosomow drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae [91, 92], Zaproponowano ist-
nienie hipotetycznego czynnika odpowiedzialnego za
inicjacje replikacji chromosomoéw eukariotycznych
w odpowiednim momencie fazy Scyklu komoérkowego
[93], Bardzo kuszgce jest spekulowanie, ze moze byc¢ to
czynnik transkrypcyjny a regulowana przez niego
transkrypcja ma decydujgce znaczenie w rozpoczeciu
nowej rundy replikacyjnej, analogicznie do sytuacji
majacej miejsce w przypadku plazmidu X

111-2.4. Plazmid pSCIOI

Mechanizm regulacji replikacji plazmidu pSCIOI
[94] w warunkach odpowiedzi $cistej i rozluZnionej
jest jeszcze stabo poznany. Niemniej wykazano, ze
replikacja tego plazmidu jest zahamowana w szcze-
pach relA+ i relA~ podczas braku izoleucyny, za-
chodzi natomiast nadal w obu tych szczepach podczas
braku arigininy [49], Sytuacja ta przypomina nieco
wyniki uzyskiwane podczas badania replikacji rozpo-
czynajacej sie w oriC [38, 39]. Analogicznie do prob
wyttumaczenia mechanizmu kontroli Scistej replikacji
chromosomu E. coli (rozdziat 111-2.1), mozna zaktadaé
istnienie hipotetycznego negatywnego regulatora re-
plikacji plazmidu pSCIOI, ktéry w swojej sekwencji
zawiera reszty argininy a nie zawiera reszt izoleucyny
[49], Wykazano, ze replikacja plazmidu pochodzace-
go od pSCIOI jest hamowana przez wysoki poziom
ppGpp w niegtodzonych komoérkach [40]. Wyniki te
sktaniajg do wniosku, ze proces replikacji plazmidu
pSCIOI podlega kontroli Scistej a brak argininy stwa-
rza specyficzne warunki, w ktérych plazmid ten moze
replikowac¢ sie nawet przy wysokim stezeniu ppGpp.
Istnieje wiele biatek zaangazowanych w inicjacje re-
plikacji plazmidu pSCIOIl. Ponadto, rowniez w przy-
padku pSCIOIl do inicjacji replikacji potrzebna jest
aktywacja transkrypcyjna origin [95]. Zatem istnieje
wiele promotorow, ktore potencjalnie moga byé wraz-
liwe na ppGpp a zahamowanie transkrypcji z tych
promotor6w moze w znaczacy sposob wpilywacé na
replikacje plazmidu pSCIOI.

I1i-2.5. Plazmid RK2
Replikacja plazmidu pochodzgcego od RK2 [96,97]
byta zahamowana podczas wszystkich stosowanych

do tej pory rodzajéw gtodzenia zar6wno w szczepach
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reiA +jak irelA ~ (Tabela 1). Sugeruje to, ze raczej brak
syntezy biatek a nie ewentualne zahamowanie przez
ppGpp transkrypcji z odpowiednich promotoréw jest
bezposrednio odpowiedzialny za obserwowane zablo-
kowanie replikacji replikonu RK2 podczas odpowie-
dzi Scistej i rozluznionej [49]. Potwierdzajg to wyniki
badan replikacji plazmidu pochodnego RK2 w nie-
gtodzonych komodrkach E. coli zawierajgcych wysoki
poziom ppGpp. W przeciwieAstwie do wszystkich
innych badanych replikonéw, plazmid pochodzacy od
RK2 replikowat sie efektywnie w wyzej opisanych
warunkach [40]. Poprzednio wykazano tez, ze zar6w-
no transkrypcja jak i translacja sg procesami niezbed-
nymi do zainicjowania nowej rundy replikacji plaz-
midu RK2 [98], Najprostszym wyttumaczeniem uzys-
kanych wynikéw jest zatem zatozenie, ze promotory
z ktérych rozpoczyna sie transkrypcja niezbedna bez-
posrednio lub posrednio do inicjacji replikacji plaz-
midu RK2 nie podlegajg kontroli Scistej. Z drugiej
strony, ekspresja negatywnych regulatoréw replikacji
plazmidu RK2 moze by¢ zahamowana przez wysokie
stezenie ppGpp w komorce.

IV. Uwagi koricowe

Ostatnie lata przyniosty znaczny postep w zro-
zumieniu mechanizmoéw kontrolujagcych procesy re-
plikacji DNA w komdrkach bakteryjnych w warun-
kach gtodowych, ktére co prawda rzadko stosuje sie
w praktyce laboratoryjnej, ale ktore sg codziennoscig
w naturalnym $rodowisku. Obecnie w miare dobrze
poznana jest regulacja replikacji DNA niektérych
replikonéw podczas odpowiedzi $cistej i rozluznione;j.
Dotyczy to przede wszystkim plazmidéw z grupy
ColEl oraz plazmidéw X W tych dwu przypadkach
zaproponowano molekularne mechanizmy wyjasnia-
jace regulacje inicjacji replikacji w gtodzonych komor-
kach. W przypadku innych replikonéw, zwilaszcza
pSCIOl i RK2, potrzebne sg dalsze badania, ktdre
mogtyby rozwiazaé wiele do tej pory niewyjasnionych
probleméw. Zwraca uwage fakt, ze poznanie mechani-
zmoéw kontrolujgcych replikacje DNA w gtodzonych
komoérkach E. coli pozwolito na weryfikacje poprzed-
nich hipotez prébujacych ttumaczy¢ regulacje replika-
cji DNA w normalnych warunkach wzrostu, poznanie
nowych czynnikéw regulujacych ten podstawowy pro-
ces komorkowy a nawet zasugerowanie mozliwosci
istnienia analogicznych mechanizméw w komdrkach
eukariotycznych. Uzyskane wyniki badarn nad kont-
rolg Scista replikacji DNA majg tez pewien aspekt
praktyczny. Odpowiednie gtodzenie aminokwasowe
szczepdw E. coli moze byé bowiem z powodzeniem
stosowane jako tania i efektywna metoda amplifikacji
DNA plazmidowego [41, 43, 44, 46, 49].

Artykut otrzymano 13 pazdziernika 1994 r.
Zaakceptowano do druku 24 listopada 1994 r.

POSTEPY BIOCHEMII 41(1), 1995



PiSmiennictwo

10.
11.
12.
13.
14,
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
3L

32.
33.

34.

35.
36.

37.

38.

39.

40.
41.

42.

. Pedersen

Cashel M, Rudd KE (1987) W: Neidhardt F C, Ingraham
JL, Low K B, Magasanic B, Schaechter M, Umbarger H E (red)
Escherichia coli and Salmonella typhimurium: Cellular and
Molecular Biology, American Society for Microbiology, Was-
hington, DC, str. 1410-1438

Cochran JW, Byrne R W (1974) J Biol Chem 249: 353-360
Lipmann F,SyJ (1976) Prog. Nucleic Acids Res Mol Biol 17:
1-14

Pedersen FC, Kjelgaard NO(I 977) Eur J Biochem 76:
91-97
Schmale H, Fehr S Richter D (1978) Hoppe-Seyler's

Z Physiol Chem 359: 125-127

Haseltine WA Block R (1973) Proc Natl Acad Sci USA
70: 1564-1568

FS, Lund E Kjelgaard N O (1973) Nature
New Biol 243:13-15

. Somerville DR, Ahmed A (1977) J Mol Biol 111: 77-81

Hara A, Sy J (1983) J Biol Chem 258: 1678-1683
Somerville CR, Ahmed A (1979) Mol Gen Genet 169:
315-323

Xiao H,Kalman M,lkehara K, Zemel S Glaser G,

Cashel M (1991) J Biol Chem 266: 5980-5990
Hernandez VJ, Bremer H (1991) J Biol Chem 266: 5991-
5999

Heinemeyer EA, Geis
J Biochem 89: 125-131
Heinemeyer EA, Richter
357-361

Heinemeyer EA Richter
USA 75: 4180-4183
Heinemeyer EA, Richter
5368-4372

Sy J (1977) Proc Natl Acad Sci USA 74: 5529-5533
Lagosky PA, Chang FN (1980) J Bacteriol 144: 499-508
Lagosky PA, Chang F N (1981) J Biol Chem 256: 11651-
11656

Glass RE, Jones ST,
Genet 203: 265-268

Tedin K Bremer H (1992) J Biol Chem 267: 2337-2344
Vinella D, D’Ari R (1994) J Bacteriol 176: 966-972
Ryals J, Little R Bremer H (1982) J Bacteriol 151:
1261-1268

Travers A (1980) J Bacteriol 141:973-976

Travers A (1980) J Mol Biol 141: 91-97

Travers A (1984) Nucleic Acids Res 12: 2605-2618

Glass RE,Jones ST, Nomura T, Ishihama A (1987)
Mol Gen Genet 210: 1-4
Hernandez VJ, Bremer
10851-10862

Vogel U, Sorensen M, Pedersen S, Jensen
Kilstrup M (1992) Mol Microbiol 6: 2191-2200

M, Richter D (1978) Eur
D (1977) FEBS Lett 84:
D(1978) Proc Natl Acad Sci

D (1978) Biochemistry 12:

Ishihama A (1986) Mol Gen

H (1993 J Biol Chem 268:

KF,

Sorensen Ma, Jensen KF, Pedersen S (1994)7 Mol
Biol 236: 441-454

Vogel U, Jensen K F (1994) J Bacteriol 176: 2807-2813

Vogel U/ Jensen K F(1994)J Biol Chem 269: 16236-16241
Svitil AL Cashel M,Zyskind JW (1993)J Biol Chem
268:2307-2311

Hecker M,Schroeter A Mach F (1983) Mol Gen Genet
190: 355-357

Lin-Chao S, Bremer H (1986) Mol gen Genet 203: 150-153
Seror SJ, Vannier F, Levine A Henckes G (1986)

Nature (Lond) 321: 709-710
Levine A Vannier F, Dehbi
SJ (1991) J Mol Biol 219: 605-613
Guzman EC, Carrillo FJ,
(1988) Genet Res 51: 173-177
Guzman EC, Pritchard RH,Jimenez-Sanchez A
(1991) Res Microbiol 142: 137-140

Herman A,W?grzyn G(1995)J Basic Microbiol, 35: 37-43
Hecker M, Schroeter A Mach F (1985) FEMS Microbiol
Lett 29: 331-334

Schroeter A Rithdorf S Hecker
Microbiol 28: 553-555

M, Henckes G, Seror

Jimenez-Sanchez A

M (1988) J Basic

POSTEPY BIOCHEMII 41(1), 1995

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.
53.

54.

55.

56

57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.

67.
68.

69.

70.
71.

72.

73.

74.
75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.
83.

84.

Hecker M, Riethdorf S Bauer H, Schroeter A
Borris R (1988) Mol Gen Genet 215: 181-183

Riethdorf S Schroeter A Hecker M (1989) Genet
Res 54: 167-171

RiethdorfS, Ulrich A Vulker
Z Naturforsch 45c: 240-244

U Hecker M (1990)

Hofmann KH, Neubauer P, RiethodorfS, Hec-
ker M (1990) J Basic Microbiol 30: 37-41
Herman A Wegrzyn A Wegrzyn G (1994) Mol Gen

Genet 243: 374-378
Herman A Wegrzyn
Biochim Polon 41: 122-124
Herman A Wegrzyn A Wegrzyn G (1994) Plasmid 32:
89-94

Wegrzyn G, Kwasnik E Taylor K (1991) Acta Biochim
Polon 38: 181-186

Wegrzyn G, Neubauer P, Krueger
Taylor K (1991) Mol Gen Genet 225: 94-98
Wegrzyn G, Taylor K (1992) J Mol Biol 226: 681-688
Szalewska-Patasz A Wegrzyn A, Herman A, Weg-
rzyn G (1994) EM BO J, 13: 5779-5785

Chiaramello AE, Zyskind JW (1990) J Bacteriol 172:
2013-2019

Zyskind JW, Smith DW (1992) Cell 69: 5-8

Bolivar F, Rodriguez RL, Greene PJ, Betlach
MC, Meynecker HL, Boyer HW, Crosa JH, Val-
kow S (1977) Gene 2: 95-113

Itoh T, Tomizawa J (1980) Proc Natl Acad Sci USA 77:
2450-2454

A Wegrzyn G (1994) Acta

S, Hecker M,

Lacatena RM, Cesareni G (1981) Nature (Lond) 294:
623-626
Tomizawa J, Itoh T, Selzer G, Som T (1981) Proc

Natl Acad Sci USA 78: 1421-1425
Tomizawa J, Som T (1984) Cell 38: 871-878

Chang AC Y,Cohen SN (1978)J Bacteriol 134: 1141-1156
Yavachev L, Ivanov 1(1988)J Tlieor Biol 131: 235-141
Yanisch-Perron C,Vieira J, Messing J (1985) Gene
33:103-119

Lin-Chao SWen-Tsuan C, Ten-Tsao W (1992) Mol
Microbiol 6: 3358-3393

Helmer-Cillerich M, Anceschi MM,
DW, Cesareni G (1988) EMBO J 7: 557-566
Eguchi Y, Tomizawa J (1990) Cell 60: 199-209
Podhajska AJ (1980) Postepy Mikrobiologii XIX: 183-208
Dodson M. Echols H, Wickner S Alfano C,
Mensa-Wilmot K, Gomes B LeBowitz J,
Roberts JD, McMacken R (1986) Proc Natl Acad Sci
USA 83: 7638-7642
Alfano C, McMacken
10708

Biswas SB, Biswas E E (1987)J Biol Chem 262: 7831-7838
Liberek K, Georgopoulos C,Zylicz M (1988) Proc
Natl Acad Sci USA 85: 6632-6636

Alfano C, McMacken R (1989)J Biol Chem 264: 10709-
10718

Zylicz M, Ang D, Liberek
C (1989) EMBO J 8: 1601-1608
Zylicz M (1993) Phil Trans R Soc Lond 339: 271-278
Zylicz M, Ang D, Liberek K, Yamamoto T,Geo-
rgopoulos C (1988) Biochim Biophys Acta 951: 344-350
Dove WF, Hargrove E, Oh as hi M, Haugli F, Guha
A (1969) Japan J Genet 44: (suppl. 1): 11-22

Wold MS, Mallory JB,Roberts JD, LeBowitz JH,
McMacken R(1982) Proc Natl Acad Sci USA 79:6176-6180
Mensa-Wilmot K, Sea by R Alfano C, Wold MS,
Gomes B McMacken R (1989) J Biol Chem 264: 2853-
2861

Mensa-Wilmot K Carroll
EMBO J 8: 2393-2402
Lipinska B Podhajska A Taylor
Biophys Res Commun 92: 120-126
Gottesman S Gollesman M, Shaw JE,Pearson
M L (1981) Cell 24: 225-233

Matsubara K (1981) Plasmid 5: 32-52

Wojtkowiak D, Georgopoulos C,Zylicz M(1993)
J Biol Chem 268: 22609-22617
Gottesman S Clark WP, de

Banner

R (1989) J Biol Chem 264: 10699-

K, Georgopoulos

K, Me Macken R (1989)

K (1980) Biochem

Crecy-Legard V,

31



Maurizi M R (1993) J Biol Chem 268: 22618-22626

85. Bejarano I, Klemens Y, Schoulaker-Schwarz R
Engelberg-Kulka H (1993) J Bacteriol 175: 7720-7723

86. Wegrzyn G,Pawtowicz A Taylor K(1992)J Mol Biol
226: 675-680

87. Pawtowicz A Wegrzyn G, Taylor K (1993) Acta
Biochim Polon 40: 29-31

88. Szalewska A Wegrzyn G, Taylor K (1994) Mol
Microbiol 13: 469-474

89. Szalewska-Patasz A Wegrzyn G (1994) Biochem
Biophys Res Commun, 205: 802-806

90. Stilim an B (1994) J Biol Chem 269: 7047-7050

91. Bell SP, Stillman B (1992) Nature (Lond) 357: 128-134

92. Diffley JFX, Cocker JH (1992) Nature (Lond) 357:
169-172

93. Leno GH, Downes CS, Laskey RS (1992) Cell 69:
151-158

94. Cohen SN, Chang ACY (1977) J Bacteriol 132: 734-737

95. Kues U, Stah1 U (1989) Microbiol Rev 53: 491-516

96. Figurski DH, Meyer RJ Helinski D R (1979)J Mol
Biol 133: 295-318

97. Grin ter NJ (1984) Plasmid 11: 74-81

98. Kornacki JA, Firshein W (1986) J Bacteriol 167:
319-326

Peptydowe kwasy nukleinowe — nowa grupa analogéw

DNA

Peptide nucleic acids — a new group of DNA analogues

CEZARY ZEKANOWSKI*

Spis tresci:

1. Zwigzki przeciwgenowe i antysensowne rozpoznaja
komplementarne sekwencje DNA i RNA

1. PN A — stabilnos¢ i specyficznos$¢ w jednej czasteczce

I11.  PNA tworzg z kwasami nukleinowymi struktury dwu-

i trojniciowe

V. Podstawowa strukture PNA mozna modyfikowaé

V. Zastosowania PNA wynikajg bezposrednio z charak-
terystycznej struktury czgsteczkowej

VI. PNA jako czgsteczka antysensowna i przeciwgenowa

VIIl. Czy istniat ,,Swiat PNA”?
VIII. Perspektywy

Wykaz stosowanych skrétéw: PNA — peptydowe kwasy
nukleinowe; ODN — oligodeoksynukleotydy; — tem-
peratura topnienia; ARMS — system amplifikacyjnego od-
wzorowywania mutacji; ACRS — sztucznie tworzone miejs-
ca restrykcyjne; RFLP — polimorfizm dtugosci fragmentow
restrykcyjnych

I. Zwiagzki przeciwgenowe i antysensowne roz-
poznajag komplementarne sekwencje DNA
i RNA

W ciggu ostatnich lat zaprojektowano wiele zwigz-
kéw chemicznych zdolnych do specyficznego i trwate-
go wigzania sie z DNA i RNA. Oprécz oczywistego
znaczenia w badaniu molekularnych mechanizméw
rozpoznawania okreslonych sekwencji DNA, zwigzki
takie mogtyby mieé szereg zastosowan praktycznych.

* Mgr, Zaktad Genetyki Instytutu Matki i Dziecka 01-211
Warszawa ul. Kasprzaka 17A
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Contents:

I Antigene and antisense agents bind to complementary
DNA and RNA sequences

1. PNA — stability and specifity in one molecule

111.  PNA form double and triple helical structures with

nucleic acids

IV. PNA basic structure could be modified

V. A characteristic structure suggests possible embodi-
ments

VI. PNA: potential antigene and antisense agents
VII. Was there a ,,PNA world”?
VIII. Perspectives

Przede wszystkim w rozwoju nowych technik biologii
molekularnej, jak réwniez we wprowadzaniu nowych
metod terapeutycznych, polegajacych na modyfikowa-
niu stezenia wybranego biatka czy RNA. Regulacja
nastepuje na poziomie transkrypcji (dziatanie prze-
ciwgenowe), badz translacji (dziatanie antysensow-
ne) [1],

W biologii molekularnej i diagnostyce molekularnej
szczegblne miejsce zajmujg syntetyczne oligodeoksy-
nukleotydy (ODN). Wykorzystuje sie zwykle krotkie
odcinki niezmodyfikowanego lub zmodyfikowanego
na rozne sposoby DNA. Wiele uwagi posSwiecono
rowniez analogom kwasow nukleinowych np. fosfotio-
octanowym, metylofosfotiooctanowym czy formaceta-
lowym. Wszystkie one majg podobng budowe czas-
teczkowg, przypominajacg rdzen fosfocukrowy kwa-
sow nukleinowych. Zachowujg rowniez zdolnosci do
hybrydyzacji zkomplementarnymi sekwencjami DNA
i RNA poprzez parowanie zasad azotowych. Stabil-
no$¢ takich kompleksow jest bardzo r6zna. Jednak
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zaden z tych zwigzk6éw nie jest dostatecznie stabilny,
rozpuszczalny w roztworach wodnych, niskotoksycz-
ny, tatwo wchtaniany przez komérki, ani tez tatwy do
syntezy i chemicznej modyfikacji. Nie spetnia wiec
idealnych wymagan stawianych czasteczkom o dziata-
niu przeciwgenowym i antysensownym [2-5],

Il. PN A — stabilnos¢ i specyficznos$¢ w jednej
czasteczce

W ostatnim czasie coraz wiekszego znaczenia nabie-
rajg tzw. peptydowe kwasy nukleinowe (PNA), bedace
strukturalnymi i funkcjonalnymi analogami kwaséw
nukleinowych. Posiadajg one nowe, zaskakujgce witas-
ciwosci, o potencjalnie bardzo szerokim zakresie za-
stosowan: od badan podstawowych, poprzez diagnos-
tyke molekularng, antysensowng terapie przeciwwiru-
sowg i przeciwrakowg, po aktywowanie wybranych
odcinkéw DNA [6, 7],
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DNA

Ryc. 1. Poréwnanie podstawowych struktur DNA i PNA. Najpros-
tsze PN A sktadaja sie z powtarzalnych jednostek N-(2-ami-
noetyloj-glicynowych potagczonych wigzaniami poliamido-
wymi. Zasady azotowe (na rycinie oznaczone literg B)
przytaczone sg do rdzenia czasteczki tacznikami metyleno-
karbonylowymi. Na koncu czasteczki PNA moga znaj-
dowac si¢ dwa rdézne ligandy (R i R').
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Specyficznosé czasteczek PNA, podobnie jak DNA
i RNA, okreélana jest przez sekwencje czterech zasad
azotowych. Sg one przytgczone jednak nie do rdzenia
polifosfocukrowego, lecz poliamidowego, podobnego
do wystepujagcego w peptydach (Ryc 1). Architektura
czasteczki PNA jest niejako replikg architektury czas-
teczki DNA. Poliamidowy rdzefr PNA utrzymuje
wiasciwg orientacje i przestrzenne rozmieszczenie za-
sad, tak ze mozliwe jest tworzenie klasycznych par
A:T, C:G. Poniewaz rdzen poliamidowy nie posiada
tadunku ujemnego — wigzania wodorowe sg silniejsze
niz w przypadku kwaséw nukleinowych. Polarnos¢
czasteczki PNA okresla sie tak, jak peptydu (koniec
N i C). Na koncu N czasteczki znajduje sie zwykle
przytaczona lizyna, co zwieksza rozpuszczalno$é i
zmniejsza agregacje czasteczek w roztworze. Nie wpty-
wa natomiast na stabilno$¢ termiczng duplekséw [8],

Najprostsze peptydowe kwasy nukleinowe syntezu-
je sie z podjednostek N-(2-aminoetylo)glicynowych,
serynowych, lub opartych na kwasie aminopentano-
wym lub aminoheksanowym. Do poliamidowego
rdzenia, poprzez taczniki octanowe, przytaczone sg
zasady azotowe. Zardwno specyficznosé, jak site od-
dziatywan pomiedzy DNA i komplementarnym PNA
mozna zmienia¢, odpowiednio modyfikujac rdzen cza-
steczki oligomeru [9],

Synteza oligomeré6w PNA — ze wzgledu na to, ze
monomery sg nieczynne optycznie — jest wielokrotnie
fatwiejsza niz odpowiednich oligonukleotydéw. Pro-
ces oparty jest na dobrze znanej i zautomatyzowanej
metodzie syntezy peptydow w fazie statej wg Mer-
rifielda [10],

Nazwa ,,peptydowe kwasy nukleinowe” jest wiec
z chemicznego punktu widzenia mylagca — PNA nie sg
ani kwasami, ani naturalnymi peptydami. Podkresla
jednak fakt, ze do syntezy wykorzystuje sie rutynowe
techniki stosowane w przemystowej syntezie pepty-
dow, a PNA sg bliskimi analogami funkcjonalnymi
i strukturalnymi kwaséw nukleinowych.

I1l. PNA tworzg z kwasami nukleinowymi
struktury dwu- i tréjniciowe

Oligomery PNA sg zdecydowanie bardziej stabilne
chemicznie niz ich oligonukleotydowe odpowiedniki.
Wykazujg réwniez wieksze powinowactwo do kom-
plementarnych sekwencji DNA i RNA [11],

Wzajemne utozenie czgsteczek w kompleksie moze
by¢ réwnolegte, gdy N koniec czasteczki PNA znajduje
sie naprzeciw 5 kofAca DNA, badz antyréwnolegte:
N koniec PNA naprzeciw 3' konnca DNA.

Temperatura topnienia dupleksu oligoglicynowych
dekameréw PNA: H-GTAGATCACT-L-Lys-NH2
i HH-AGTGATCTAC-L-Lys-NH2 wynosi 67°C. Wa-
rtosci Tm odpowiedniego dupleksu DNA-PNA
w orientacji antyréwnolegtej, oraz dupleksu DNA-
DNA wynoszg: 51°C i 38°C i 33.5°C (w 100 m M NaCl)
[12, 13].
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. 2. Uproszczony schemat przedstawiajgcy powstawanie wype-
tlonego obszaru jednoniciowego w DNA (petla D). Oligo-
mery PNA faczace si¢ z komplementarng sekwencjag DNA
zaznaczono pogrubiong linia.

W przypadku PNA opartego na rdzeniu oligo-
glicynowym  temperatura topnienia kompleksu
H-T10-Lys-NH2: (dA)10 wynosi 72°C, w poréwnaniu
z 23°C dla odpowiedniego dupleksu oligodeoksyrybo-
nukleinowego. Powodem tak duzej stabilno$ci homo-
pirymidynowych komplekséw PNA/DNA jest po-
wstawanie tréjniciowej struktury (PNA)2DNA,
w ktdrej jedna ni¢ DNA wigze dwie czgsteczki PNA.
Struktura stabilizowana jest trzema rodzajami od-
dziatywan: klasycznym parowaniem zasad, wigzania-
mi Hoogstena oraz oddziatywaniami van der Waalsa
pomiedzy dwoma niepolarnymi rdzeniami poliamido-
wymi PNA. Struktury tréjniciowe wykazujg helikalng
konformacje prawoskretng, bardzo przypominajgca
konformacje tréjniciowych kompleksé6w DNA.

Powstawanie struktur tréjniciowych pomiedzy
PNA idwuniciowym DNA moze nastepowac poprzez
mechanizm ,,odsuwania nici” (strand displacement),
zutworzeniem stabilnej petli D (patrz Ryc 2). Strukture
takg oznacza sie skrétem: (PNA)2DNA, DNA).
W roztworach o wysokiej sile jonowej, stabilizujgcych
strukture dwuniciowg DNA, prawdopodobienstwo
powstawania petli D jest zdecydowanie mniejsze.

Poniewaz rdzer czasteczki PNA jest nieczynny
optycznie, PNA wigze sie w obu orientacjach z kom-
plementarnymi sekwencjami kwasu nukleinowego.
Wydaje sie jednak, ze preferowana jest orientacja
rébwnolegta [14].

Stabilna struktura tréjniciowa powstaje wtedy, gdy
sekwencja DNA komplementarna do PNA zawiera
wytacznie pirymidyny. Istniejg jednak wskazowki, ze
struktury takie mogg powstawac rowniez przy miesza-
nym skladzie zasad czasteczki PNA. Jezeli tak jest
istotnie, to PNA mogto by by¢ wykorzystane do
stabilnego wigzania si¢ z dowolnymi sekwencjami
w genomie [15].

Zaréwno struktury tréj-, jak i dwuniciowe, badane
metodg dichroizmu kotowego, wykazujag konformacje
bardzo zblizong do  konformacji  duplekséw
DNA/DNA i DNA/RNA. Dane otrzymane z pomia-
réw efektu hiperchromowego i kinetyki hybrydyzacji
PNA-DNA sugerujg, ze struktura jednoniciowego
PNA jest identyczna ze strukturg jednoniciowego
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DNA. Rdzen czasteczki PNA przyjmuje konformacje
helikalna, stabilizowana m.in. wewnatrzczasteczkowy-
mi wigzaniami wodorowymi miedzy protonem grupy
amidowej, a grupg COO~ kolejnych monomerow.
W odréznieniu od DNA, w Kktdorych skret helisy
warunkowany jest konformacjg deoksyrybozy, helika-
Ino$¢ duplekséw PNA-PNA wynika réwniez z wzaje-
mnego oddziatywania zasad azotowych [16],

PNA o mieszanym skladzie zasad tworzg prawo-
skretne struktury dwuniciowe, stabilizowane klasycz-
nymi wigzaniami Watsona-Cricka. Ni¢ PNA przyj-
muje konformacje bardzo zblizong do klasycznej stru-
ktury B, z C2'-endo deoksyrybozg. W dupleksach
PNA-DNA iPNA-RNA (odmiennie niz w strukturach
trojniciowych) preferowana jest orientacja antyrow-
nolegta czgsteczek. Stabilno$¢ termiczna powstajgcych
czasteczek jest rowniez wieksza niz odpowiadaja-
cych im dwuniciowych struktur DNA/DNA czy
RNA/DNA. Jest to by¢ moze wynikiem zaréwno
niepolarnego charakteru rdzenia czgsteczki PNA, jak
rowniez istnienia wigzan wodorowych miedzy podjed-
nostkami amidowymi PNA [16, 17].

Mozna przyjac¢, ze w roztworach o fizjologicznych
sitach jonowych dupleksy DNA/PNA sa o okoto
1.0-1.5°C bardziej stabilne w poréwnaniu z odpowia-
dajgcymi im dupleksami DNA/DNA (w roztworach
0 wyzszych sitach jonowych réznica ta zanika). Ponad-
to, wprowadzenie pojedynczej, niesparowanej pary
zasad do dupleksu PNA-DNA o orientacji antyréw-
nolegtej powoduje o wiele wieksze zmniejszenie sie
stabilnosci termicznej takiej struktury, niz w odpowia-
dajgcym jej dupleksie DNA-DNA. Na przykiad
w przypadku dupleksu DNA idekameru PNA wartos¢
Tmzmniejsza sie o okoto 12°C na kazdg niesparowang
zasade. Wydaje sig, ze wydajnos$¢ tworzenia struktur
tréjniciowych zalezy réwniez od potozenia i typu
niesparowanej zasady [18].

Zasadniczg i unikatowg cechg PNA jest wiec zdol-
nos¢ tworzenia wyjatkowo stabilnych struktur z kom-
plementarnymi sekwencjami kwaséw nukleinowych.
Zaden z istniejacych zwigzkéw opartych na schema-
cie oligonukleotydu nie tworzy tak stabilnych kom-
pleksow.

IV. Podstawowa strukture PNA mozna mo-
dyfikowac

Duze znaczenie dla specyficznosci oddziatywan
PNA-DNA ma witasciwa odlegtos¢ miedzy zasadami
w PNA. Na przyktad rozszerzenie podstawowej jedno-
stki glicynowej grupa metylenowga, czy przedtuzenie
tacznika wigzacego zasady azotowe z rdzeniem, pro-
wadzi do znacznego obnizenia powinowactwa oligo-
meru do komplementarnej sekwencji DNA. Zachowa-
niu ulega natomiast specyficzno$¢ tego oddziatywania.
Pojedyncze, tak zmodyfikowane monomery moga byé
wigczane do oligomerdw glicynowych PNA, zmienia-
jac w zaplanowany i stopniowy sposo6b site wigzania.
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Odwrdcenie jednego z wigzan amidowych miedzy
podjednostkami PNA nie zmienia odlegtosci sasiadu-
jacych zasad inie zmienia rowniez Tm Czgsteczka taka
jednak tatwiej tworzy tréjtaricuchowe struktury
w orientacji antyréwnolegtej, niz réwnolegtej. Wpro-
wadzanie zamiast czasteczki nieczynnej optycznie gli-
cyny, aminokwaséw wystepujacych w formach D i L
(np. alaniny), pozwala na kontrolowanie kierunku
wigzan w szkielecie syntezowanej czasteczki [19-21],
Umozliwia réwniez wykorzystanie specyficznych cech
réznych aminokwas6w np. oddziatywania tryptofanu
z G czy zmiany tadunku rdzenia PNA [21].

Tworzac szkielet peptydowy z réznych podjedno-
stek aminokwasowych mozna modyfikowaé rézne
cechy czasteczki PNA: specyficzno$S¢ i site wigzania,
zdolno$¢ do penetracji do wnetrza komoérki, rozpusz-
czalnos¢, stopien opornosci na peptydazy, zdolnosé
rozpoznawania réznych form konformacyjnych helisy
DNA (Z, B), trzeciorzedowych struktur RNA itd.

Mozliwych jest wiele modyfikacji podstawowego
rdzenia czasteczki PNA. Zmienia¢ mozna na przyktad
jego sztywnos$é¢, hydrofobowosé czy tadunek elektrycz-
ny. tatwo przytagczaé réwniez znaczniki i réznego
rodzaju ligandy do wybranego konca czasteczki PNA.

V. Zastosowania PNA wynikajg bezposred-
nio z charakterystycznej struktury czags-
teczkowej

W fizjologicznej sile jonowej dupleksy PNA/DNA
i PNA/RNA sg o okoto 1.0-1.5°C na pare zasad
stabilniejsze, niz odpowiadajgce im dupleksy
DNA/DNA i DNA/RNA. Znacznie wyzsza jest zdol-
no$¢ rozrdzniania niedopasowania sekwencji hybry-
déw PNA/DNA, niz hybrydobw DNA/DNA [22],

PNA mozna wiec wykorzystywaé podobnie jak
tradycyjne oligonukleotydy, np. jako znakowane nie-
izotopowo sondy molekularne. Ze wzgledu na wyzszg
site przytgczenia oligomeréw PNA do komplementar-
nych sekwencji DNA mozliwe zapewne bedzie skroce-
nie czasu hybrydyzacji, podwyzszenie jej specyficzno-
§ci i zastosowanie krotszych sond oligonukleotydo-
wych. To ostanie moze mie¢ znaczenie przy poszuki-
waniu w bibliotekach genowych sekwencji, znanych
jedynie z analizy sekwencji biatka.

Oligomery PNA mozna bedzie wykorzysta¢ zapew-
ne takze do fizycznego mapowania pojedynczych
czagsteczek DNA. Jezeli unieruchomiony w formie
liniowej DNA hybrydyzowany bedzie z wyznakowa-
nymi réznokolorowymi znacznikami fluorescencyjny-
mi sondami PNA, to na odcinkach komplementarnych
powstang tatwo rozréznialne petle D [6].

Poniewaz enzymy restrykcyjne nie rozpoznajg i nie
przecinajg czasteczek PNA, mozliwe jest blokowanie
miejsc restrykcyjnych poprzez hybrydyzacje PNA do
DNA w obrebie danej sekwencji lub tuz przed nia.
»Wygaszanie” wybranych miejsc restrykcyjnych jest
precyzyjne, tak ze miejsca sasiednie, odlegte o kilka
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nukleotydow, nie sg blokowane. Metoda ta moze
znacznie ufatwié¢ subklonowanie fragmentéw DNA
w wektorach [23].

W podobny sposéb mozna hamowac transkrypcje,
translacje czy odwrotng transkrypcje wybranych sek-
wencji DNA. Jest to mozliwe dzieki stosunkowo duzej
stabilnosci komplekséw (PNA)2DNA, w odréznieniu
od niestabilnych w warunkach fizjologicznych tréj-
niciowych komplekséw DNA-DNA. Hamowanie pro-
cesu elongacji transkrypcji przy pomocy oligonuk-
leotydow mozliwe jest dopiero po kowalencyjnym
przytgczeniu oligonukleotydu do matrycy.

Odmiang wymienionych technik jast tzw. ,,wyklu-
czanie startera” (PCR clamping, blokowanie reakcji
PCR) [22], Technika ta moze zastgpi¢ r6znego rodzaju
modyfikacje PCR, wykorzystywane w diagnostyce
medycznej do rozrdzniania allelu zmutowanego od
normalnego, np. ARMS (amplification rcfractory muta-
tion system), ACRS (artificially created restriction site)
czy PCR RFLP (Ryc 3).

PCR

PCR
» +

Ryc. 3. Schemat obrazujacy technike ,,wykluczania startera". Jezeli
we fragmencie genu poszukuje sie okre$lonej mutacji punk-
towej, nalezy zsyntezowaé¢ oligomer PNA komplementarny
do sekwencji niezmutowanej. ,,Starter" PNA (zaznaczona
pogrubiong linig) wigze sie z komplementarng sekwencja
DNA z wyzszg sitg i specyficznoscig niz odpowiadajgcy mu
oligometr DNA, nie jest jednak wydtuzany przez poli-
meraze Taq. Reakcje PCR z DNA pacjenta przeprowadza
sie ze ,starterem” PNA oraz dwoma starterami DNA,
z ktérych jeden jest komplementarny do sekwencji zmuto-
wanej. Powstajacy u pacjentéw bez mutacji dupleks PNA-
DNA skutecznie uniemozliwia reakcje PCR. Technika ta
pozwala rozr6zni¢ matryce ro6znigce sie tylko jednym
nukleotydem.

Reakcja wygaszania PCR moze zachodzi¢ réwniez
wtedy, gdy sekwencja komplementarna do oligomeru
PNA potozona jest dalej od sekwencji komplementar-
nej do jednego ze starterow. W takim przypadku
blokowanie moze zachodzi¢ albo poprzez ,wyklucza-
nie startera”, albo ,hamowanie reakcji wydtuzania”.
Jezeli miejsca rozpoznawane przez PNA i DNA nak-
tadajg sie, wtedy — ze wzgledu na wyzszg stabilnos¢
dupleksu PNA-DNA — ma miejsce wykluczanie star-
tera. Jezeli miejsce rozpoznawane przez oligomer PNA
potozone jest w pewnej odlegtosci od miejsca startu
PCR, ma miejsce hamowanie elongacji. Jezeli nato-
miast miejsce rozpoznawane przez PNA potozone jest
w bezposrednim sasiedztwie miejsca startu reakcji
PCR — blokowanie polega na ograniczaniu dostepu
polimerazy Taq czy tez zapobieganiu inicjacji wy-
dtuzania startera DNA.
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Oligomery PNA mozna wykorzysta¢ rowniez do
precyzyjnego wyznaczania miejsca ciecia nukleazg SI.
Wypetlone odcinki DNA podatne sg takze na dziata-
nie czynnikéw utleniajagcych [24, 25].

Wszystkie przebadane do tej pory rodzaje PNA
tworzg stabilne kompleksy z dwuniciowym DNA
w niskiej sile jonowej (fj. < 50 mM Na+ Ilub < 2 mM
Mg2+). Raz utworzone potgczenie jest jednak na tyle
silne, ze stezenie soli w roztworze moze zosta¢ pod-
niesione do warto$ci wymaganych np. do trawienia
enzymami restrykcyjnymi czy transkrypcji [7]. Ponad-
to, duza tatwos$¢ modyfikowania podstawowej struk-
tury czasteczki PNA pozwala mie¢ nadzieje na szybkie
opracowanie czasteczki wigzacej sie stabilnie z dwu-
niciowym DNA w warunkach fizjologicznych.

Z ostatnio opublikowanych prac wynika, ze PNA
moga petni¢ funkcje nie tylko inhibitoréw lecz rowniez
inicjatorow transkrypcji [25]. Wiadomo, ze transkryp-
cjamoze by¢ inicjowana w miejscu utworzenia dupleksu
DNA/RNA z wypetlona druga nicia DNA. Transkryp-
cja inicjowana jest na taricuchu RNA. Podobne dziata-
nie majg tréjniciowe kompleksy (PNA)2DNA, DNA,
z tym ze transkrypcja inicjowana jest w kilku przypad-
kowych miejscach petli D izalezy wprost proporcjonal-
nie od jej wielkosci. Transkrypcja zachodzi z wiekszg
wydajnos$ciag i zazwyczaj w obu kierunkach, gdy stosuje
sie dwa, potozone blisko siebie na przeciwlegtych ni-
ciach DNA, miejsca wigzania oligomerow PNA. Po-
wstajg wtedy dwie petle D w konfiguracji cis. PNA
aktywujg transkrypcje réwniez w eukariotycznym ukta-
dzie do transkrypcji in vitro, zawierajagcym ekstrakt
z jader $ledziony szczura.

Wydaje siejednak, ze dziatanie inicjujace transkryp-
cje zalezy réwniez od sekwencji otaczajgcych miejsca
wigzania oligomeréw PNA [25] (Ryc 4).

Oba te, przeciwstawne procesy, mozna prawdopo-
dobnie kontrolowac projektujgc odpowiednie czgste-
czki PNA. Do zahamowania transkrypcji wystarcza
pojedyncza czasteczka PNA, o niewielkiej dtugosci
(okoto 10 jednostek). Do aktywacji potrzeba Kkilku
dtuzszych, ,wspétdziatajacych” ze sobag czasteczek
PNA. Ponadto zahamowanie transkrypcji nastepuje
na nici DNA do ktérej przytacza sie oligomer PNA
— odmiennie wiec niz aktywacja.

VI. PNA jako czasteczka
i przeciwgenowa

antysensowna

Do modulowania ekspresji genow wykorzystuje sie
najczesciej naturalne lub zmodyfikowane na rdzne
sposoby ODN, tworzgce dupleksy z komplementar-
nymi sekwencjami RNA lub struktury trdjniciowe
z dsDNA. W uktadach in vitro mozna blokowacd
transkrypcje, odwrotng transkrypcje i translacje, Jed-
nak efektywne itrwate blokowanie uzyskuje sie dopie-
ro po kowalencyjnym przytgczeniu ODN do sekwencji
docelowej. Problem stanowi nadal uzyskanie czgs-
teczek o wystarczajacej efektywnosci, specyficznosci,
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Ryc. 4. Schemat przedstawiajgcy inicjacje transkrypcji z petli D.
Linig pogrubiong zaznaczono oligomery PNA. Strzatka
wskazuje mozliwe kierunki, zainicjowanej w obrebie petli D,
transkrypcji.

trwatosci i niskiej toksyczno$ci, uzytecznych w ukta-
dach in vivo [26].

Do tej pory opublikowano jedynie kilka prac przed-
stawiajacych dziatanie antysensownych PNA.

Doswiadczenia przeprowadzone w uktadach trans-
krypcji in vitro wykazaly, ze w miejscu przytgczenia
oligomeru PNA nastepuje zahamowanie translacji.
Nie wiadomo doktadnie czy w fizjologicznych sitach
jonowych powstajg stabilne struktury trdjniciowe.
Poniewaz jednak stabilno$¢ duplekséw RNA z PNA
0 mieszanym skiadzie zasad jest wieksza niz DNA-
PNA, wydaje sie wiec ze rdwniez struktury dwu-
niciowe hamuja proces translacji.

Z opublikowanej w 1992 r. pracy wynika, ze wpro-
wadzona metodg mikroiniekcji do komorki ssaczej
czasteczka PNA o dtugosci 15 lub 20 jednostek,
zawierajgca A, T i C hamuje powstawanie antygenu
T SV40. PNA oadziatywuje najprawdopodobniej
z mRNA antygenu. Ze wzgledu na wewnatrzkomor-
kowe stezenie jonow efektywne tworzenie trdjnicio-
wych struktur z DNA jast mato prawdopodobne [27].
PNA wigze sie natomiast z jednoniciowym DNA lub
RNA niezaleznie od stezenia jonéw [9].

W podobnych warunkach 19-nukleotydowy, natu-
ralny ODN nie hamowat ekspresji antygenu T.

Duze nadzieje wigze sie rdwniez z wykorzystaniem
PNA o zmodyfikowanym szkielecie czasteczkowym,
do wygaszania aktywnos$ci gendw na etapie transkryp-
cji. Struktury (PNA)2DNA, w odr6znieniu od troj-
niciowych struktur oligonukleotydowych, hamujg
transkrypcje na etapie elongacji.

Pewng przeszkode stanowi stosunkowo mata zdol-
no$¢ przenikania czasteczek PNA przez btony komér-
kowe. RoOwniez tu pomocna bedzie zapewne duza
plastyczno$¢ podstawowego schematu budowy czgs-
teczek PNA oraz mozliwo$¢ taczenia ich z odpowied-
nio dobranymi ligandami, utatwiajagcymi np. penetra-
cje do wybranych komérek. Tak zmodyfikowane PNA
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stanowi¢ moga doskonate narzedzie do badania zja-
wisk fizjologicznych na poziomie komorkowym [28].

VIIl. Czy istniat ,,Swiat PNA”?

Jedna ze stosunkowo popularnych hipotez dotyczg-
ca powstania zycia na Ziemi mowi, ze pierwsze or-
ganizmy byty samoreplikujacymi sie czasteczkami
RNA. ,Swiat RNA” stanowitby pomost miedzy $wia-
tem prebiotycznym a wspdtczesnymi organizmami,
ktéorych materiatem genetycznym jest niezdolny do
samodzielnego namnazania DNA [29]. RNA jest
jednak czasteczkg nietrwatg i trudno wyobrazi¢ sobie
w jaki sposéb przetrwatby w ekstremalnych, prebioty-
cznych warunkach [30].

Niedawno P. E. Nielsen zaproponowat, ze zwig-
zki analogiczne do PNA — nie zawierajace fosforan-
téw ani cukréw — mogty przenosi¢ informacje dziedzi-
czng w sposod podobny do kwasdw nukleinowych [31].

Z klasycznych doswiadczen Millera wynika, ze
zar6wno aminokwasy, jak zasady azotowe mogg by¢
syntezowane w warunkach istniejgcych przypuszczal-
nie w ,pierwotnym bulionie”, na poczatku ewolucji
organicznej. Podstawowa jednostka takiego ,pre-
PNA” oparta mogtaby by¢ na kwasie dwuaminomas-
towym, kwasie hydroksyoctowym czy ornitynie. Zwig-
zki tego typu tworzylyby PNA o0 nieco mniejszej
stabilnosSci termicznej, tatwiejsze do namnazania
i ,transkrypcji” [31].

Wieksze problemy stwarza jednak zrozumienie wja-
ki sposob powstaty cukry, iwjaki sposob jeden rodzaj
izomeru optycznego zdominowat Swiat istot zywych.
Jedna z mozliwych hipotez zaktada, ze czynne optycz-
nie krystalicznie mineraty odegraty zasadniczg role
w tym procesie: petnigc role zarowno podioza, jak
katalizatora dla proceséw syntezy polimeréw RNA [32].

PNA sg czasteczkami nieczynnymi optycznie. Jed-
nak przyjmowanie np. prawoskretnej struktury helikal-
nej mogta utatwia¢ adsorbcja na czynnych optycznie
mineratach. Kompleksy takie mogtyby stanowi¢ sta-
bilng matryce stuzgcg do syntezy aktywnych katality-
cznie czasteczek RNA — umozliwiajgce z kotei np.
synteze wigzan peptydowych [33, 34],

Przedstawiona hipoteza nie jest oczywiscie poparta
zadnymi danymi eksperymentalnymi. Jednak sugestia,
ze pierwotny materiat genetyczny, analogiczny do
wspdtczesnych kwasow nukleinowych maégt mieé od-
mienng strukture chemiczng otwiera nowe mozliwosci
badawcze.

VIIIl. Perspektywy

PNA taczag w sobie kilka niezwykle uzytecznych
cech: wysoka specyficzno$¢ oddziatywania z kom-
plementarnymi sekwencjami kwaséw nukleinowych,
duzg stabilno$¢ powstajgcych dwu- i tréjniciowych
komplekséw, znaczne mozliwosci modyfikowania
podstawowego szkieletu czasteczki, opornos¢ na dzia-
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tanie nukleaz i proteaz [35]. Wszystkie te cechy
przyczynia sie zapewne do bardzo szerokiego wyko-
rzystania PNA [36-38].

Artykut otrzymano 28 pazdziernika 1994 r.
Zaakceptowano do druku 29 listopada 1994 r.
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Podtoze molekularne niedoboru 21-hydroksylazy

sterydowej

Molecular basis of steroid 21-hydroxylase deficiency
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wych
11-2. Enzymy biorgce udzial w syntezie hormondw
sterydowych w korze nadnerczy
11-3. Hormonalnie czynne produkty syntezy sterydéw
w komérkach kory nadnerczy
I11.  Cytochromy P450 biorace udziat w hydroksylacji stery-
déw
I11-1. Cytochrom P45021
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VI-2. Inne metody, ktére mogg zosta¢ wykorzystane do
wykrywania mutacji genéw CYP21
VII. Wyniki badan mutacji genu CYP21B
VIII. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrétéw: ACAT — acylotransferaza
acylo-CoA: cholesterol (2.3.1.26); ACTH — kortykotropina;
Bf — gen czynnika properdyny Bf; C2 — gen komponenty
drugiej uktadu dopetniacza; C4A i B— geny niealleliczne dla
komponenty czwartej uktadu dopetniacza; cAM P — cyklicz-
ny 3'5'-adenozynomonofosforan; CYP21A — pseudogen
cytochromu P45021; CYP21B — funkcjonalny gen cyto-
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ludzkich; 3(3HSD — dehydrogenaza 3-p-hydroksysterydo-
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- cytochrom P4507d (1.14.99.9); P4502 — cytochrom
P4502 (1.14.99.10); RFLP (restriction fragment lenght poly-
morphism) — polimorfizm dlugosci fragmentédw restrykcyj-
nych; SCP2 (sterol carrier protein 2) — biatko przenoszace
sterole; SEH (sterol ester hydrolase) — hydrolaza estréw
sterolowych (3.1.1.13); SSCP (single-strand conformation po-
lymorphism) — polimorfizm konformacji jednej nici DNA;
US — postacé z utratg soli; WP — wirylizacja prosta; XA i XB
—gen nieaktywny i gen funkcjonalny dla biatka macierzy
pozakomorkowej, tenascin-X; ZNP — zesp6t nadnerczowo-
-ptciowy.

I. Wstep

Hormony sterydowe Kkory nadnerczy nalezg do
najwazniejszych czynnikéw regulujgcych przemiany
metaboliczne w ogranizmie cztowieka [1]. Mineralo-
kortykoidy (aldosteron i dezoksykortykosteron) wpty-
wajg na gospodarke wodno-elektrolitowg pobudzajac
wchianianie zwrotne jonéw sodu oraz wydalanie jo-
now potasu w kanalikach dalszych nerki. Glukokor-
tykoidy (kortyzol, kortyzon i kortykosteron) zwiek-
szaja intensywnos$¢ glukoneogenezy oraz stezenie glu-
kozy we krwi i glikogenu w watrobie. Uwalniajac
kwasy ttuszczowe z tkanki ttuszczowej zwiekszajg
zawarto$¢ lipidéw w organizmie i zmieniaja rozmiesz-
czenie tej tkanki. Pobudzajg takze katabolizm biatek
i hamuja synteze kwaséw nukleinowych w wiekszosci
narzadow z wyjatkiem watroby, gdzie wzmagaja
produkcje RNA. Ponadto dziataja przeciwzapalnie
i przeciwalergicznie oraz biorg udziat w reakcji alar-
mowej (stress). Androgeny (dehydroepiandrosteron
i androstendion) uczestnicza w procesie réznicowania
zewnetrznych narzaddéw piciowych. Testosteron i est-
rogeny sgsyntetyzowane w korze nadnerczy w niewiel-
kich ilosciach [2, 3].

Jednym z kluczowych enzymoéw, uczestniczacych
w syntezie hormonéw sterydowych w korze nadnerczy,
jest 21-hydroksylaza sterydowa, ktdra skilada sie
z dwoch biatek: reduktazy cytochromu P450 oraz
cytochromu P4502l. Niedobo6r cytochromu P4502
stanowi najczestszg przyczyne (okoto 90-95% przypa-
dkoéw) zespotu nadnerczowo-ptciowego, dziedziczace-
go sie autosomalnie recesywnie. Zesp6t nadnerczowo-
ptciowy jest jednym z najpospoliciej wystepujacych
zaburzehA funkcji wewnatrzwydzielniczej, stwierdza-
nych u ludzi. Moze on by¢ takze wywotany niedobo-
rem dehydrogenazy 3(3-hydroksysterydowej i hydro-
ksylazy 11 (3-hydroksysterydowej, tejednak rozpoznaje
sie bardzo rzadko [4, 5].

Badania przyczyn niedoboru 21-hydroksylazy ste-
rydowej doprowadzity do poznania sekwencji cDNA
cytochromu P4502 [¢] i budowy gendw kodujacych
ten cytochrom [7], a takze do wykrycia mutacji
odpowiedzialnych za ich nieprawidtowe funkcjonowa-
nie [4, 5,8, 9], Stworzyto to szanse gtebszego poznania
patogenezy i udoskonalenia metod diagnostyki ze-
spotu nadnerczowo-ptciowego.

Celem pracy jest przedstawienie podtoza molekular-
nego oraz metod i wynikéw badan niedoboru 2:-
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hydroksylazy sterydowej. Przeglad piSmiennictwa z tej
dziedziny poprzedza zwiezte omdwienie syntezy hor-
monow sterydowych kory nadnerczy oraz objawow
klinicznych zespotu nadnerczowo-ptciowego.

Il. Synteza hormonéw sterydowych w korze
nadnerczy

I1-1. Zrédta substratu do syntezy hormonoéw stery-
dowych

Hormony kory nadnerczy sa wytwarzane z chole-
sterolu, ktéry moze by¢ syntetyzowany de novo, z ace-
tylo-CoA, lub tez pochodzi¢ z lipoprotein osocza krwi.
U cztowieka, gtéwnym zrédiem cholesterolu wykorzy-
stywanego do syntezy hormondw sterydowych sg
lipoproteiny o matej gestosci (low density lipoproteins,
LDL) [10, 11], podczas gdy u szczura lipoproteiny
o duzej gestosci (high density lipoproteins, HDL) [12,
13]. Wykazano, ze pobieranie tych lipoprotein przez
komorki wymaga specyficznych receptoréw i nastepu-
je na drodze endocytozy adsorptywnej [11, 13].

Cholesterol, ktéry nie zostat wykorzystany do syn-
tezy hormonow sterydowych, jest magazynowany,
w postaci estréw, w wakuolach ttuszczowych, skad
moze by¢ uwalniany przez hormono-zalezng hydro-
laze estrow sterolowych/lipaze (Ryc. 1). Procesy en-
docytozy lipoprotein i metabolizm estrow cholesterolu
sg kontrolowane przez kortykotropine [14-17].
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Ryc. 1. Potencjalne Zrédta wolnego cholesterolu do syntezy hor-
monéw sterydowych w korze nadnerczy.
ACAT — acylotransferaza acyloCoA:cholesterol, SEH
— hydrolaza estréw sterolowych, SCP2 — biatko przeno-
szace sterole, EC — lizosomalna esteraza cholesterolowa.

11-2. Enzymy biorace udziat w syntezie hormonéw
sterydowych w korze nadnerczy

Z syntezg hormondéw kory nadnerczy zwigzanych
jest kilka grup enzymow: (1) enzymy uczestniczace
w biosyntezie cholesterolu; () enzymy biorgce udziat
w estryfikacji i hydrolizie estrow cholesterolu: acylot-
ransferaza acyloCoA: cholesterol (ACAT) i hydrolaza
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estrow sterolowych (SEH); (3) hydroksylazy sterydowe
zawierajgce specyficzne cytochromy P450:desmolaza,
11 (3-hydroksylaza, 17a-hydroksylaza/17,20-liaza, aro-
mataza i 21-hydroksylaza sterydowa; (4) dehydrogena-
zy: 3(3-hydroksysterydowa/5A izomeraza, lip-hydro-
ksysterydowa i 17-hydroksysterydowa [1],

11-3. Hormonalnie czynne produkty syntezy stery-
déw w komorkach kory nadnerczy

Przemiane cholesterolu w hormony sterydowe za-
poczatkowuje przeniesienie cholesterolu z cytosolu do
wewnetrznej btony mitochondrialnej. Utatwia to biat-

ko przenoszace sterole (sterol carrier protein — 2,
SCP2) [18], ktérego synteza jest indukowana przez
ACTH [19].

W mitochondriach nastepuje hydroksylacja chole-
sterolu w pozycji 22R i 20a, ktorej towarzyszy od-
szczepienie aldehydu izokapronowego z fancucha bo-
cznego. Reakcja hydroksylacji cholesterolu ogranicza
wielko$¢ syntezy hormondéw sterydowych w korze
nadnerczy i znajduje sie pod kontrolg ACTH, ktéry za
posrednictwem cAMP pobudza ekspresje genéw kom-
pleksu enzymatycznego desmolazy cholesterolu [20].
Powstaje pregnenolon, ktdry opuszcza mitochondria
i w siateczce $rodplazmatycznej gtadkiej ulega hydro-
ksylacji w pozycji 17a pod wptywem 17a-hydroksy-
lazy/17,20 liazy oraz przemianie w 17a-hydroksypro-
gesteron przy udziale dehydrogenazy 3[3-hydroksy-
sterydowej/5A izomerazy. Progesteron i 17a-hydro-
ksyprogesteron mogg by¢ hydroksylowane w pozycji
21, przemieniajac sie w dezoksykortykosteron i dezo-
ksykortyzol. Powstate zwigzki sg transportowane do
mitochondriéw, gdzie dochodzi do ich kolejnej hydro-
ksylacji w pozycji 11 @z utworzeniem odpowiednio
kortykosteronu lub kortyzolu (Ryc. 2). Mechanizmy
transportu produktéw posrednich pomiedzy miejs-
cami lokalizacji enzymoOw uczestniczacych w biosyn-
tezie nie zostaty doktadnie poznane.

W strefie ktebkowatej kory nadnerczy synteza aldo-
steronu odbywa sie poprzez 18-hydroksykortykos-
teron produkowany z kortykosteronu pod wptywem
specyficznej 11P-hydroksylazy. Inny szlak syntezy pro-
wadzi poprzez pule 18-hydroksylowanych produktéw
posrednich, gtéownie 18-hydroksydezoksykortykoste-
ron [21].

W syntezie androgendéw nadnerczowych dochodzi
do reakcji, katalizowanej przez 17a-hydroksylaze/17,20
liaze, w ktorej zostaje usuniety tancuch boczny 17oc-
hydroksypregnenolonu lub 17a-hydroksyprogesteronu.
Powstajg dehydroepiandrosteron (DHEA) lub andro-
stendion. Androstendion moze tez powstawaé¢ z DHEA
w reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze 3f3-hydro-
ksysterydowa/5A izomeraze. Zwigzek ten moze nastep-
nie przeksztatcac sie w estron przy udziale aromatazy,
a ten pod wptywem dehydrogenazy 17J3-hydroksyste-
rydowej przemienia sie w 17(3-estradiol. Wydajnos¢ tych
reakcji w korze nadnerczy jest mata [20].
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Ryc. 2. Szlak syntezy hormondéw sterydowych w korze nadnerczy.
P450scc — desmolaza, P450np — lip-hydroksylaza stery-
dowa, P450i70 — 17a-hydroksylaza/17,20-liaza, P450:i
— 21-hydroksylaza sterydowa, 3(3HSD — dehydrogenaza
3(3-hydroksysterydowa/5A izomeraza, IIpHSD — dehy-
drogenaza 11P-hydroksysterydowa.

I11. Cytochromy P450 biorace udziat w hydroksy-
lacji sterydéw

Cytochromy P450 sg sktadnikami kompleksu en-
zymatycznego monooksygenaz zawierajagcych hem.
Uczestniczg w hydroksylacji sterydow, syntezie pros-
taglandyn, metabolizmie lekéw etc. i posiadajg szereg
wspoélnych cech strukturalnych [22]. Obejmujg one,
stosunkowo duzego stopnia ,konserwatywnos¢” ob-
szarow hydrofobowych oraz regionu, zlokalizowanego
blisko korica karboksylowego czesteczki i zawierajgce-
go reszte cysteiny, zwigzang koordynacyjnie z atomem
zelaza grupy prostetycznej hemu. W tafAcuchach pep-
tydowych cytochromoéw, biorgcych udziat w syntezie
hormonow sterydowych, wystepujag dodatkowo dwa
krotkie regiony o duzej ,,konserwatywnosci”, zlokali-
zowane pomiedzy aminokwasami 53-60 oraz 342-358.
Regiony te przypuszczalnie uczestniczg w oddziatywa-
niu z substratem. Mitochondrialne cytochromy P450
posiadajg na koricu aminowym sekwencje sygnatowa,
ktdra kieruje nowozsyntetyzowane biatko do wewnet-
rznej btony mitochondrialnej. Mikrosomalne cyto-
chromy P450 maja z kolei na koricu N sekwencje
hydrofobowg, ktéra ,zakotwicza” enzym w btonie
siateczki srédplazmatycznej [4].

W korze nadnerczy z wewnetrzng btong mitochond-
rialng zwigzany jest cytochrom P450scc wchodzacy
w sktad kompleksu desmolazy i cytochrom P450np
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— sktadnik kompleku 11(3- i 18-hydroksylaz [23-25],
Z siateczkg Srédplazmatyczng zwigzany jest cyto-
chrom P45017a wystepujacy w kompleksie 17a-hydro-
ksylazy/17,20-liazy, cytochrom P4502 — skfadnik
21-hydroksylazy sterydowej oraz cytochrom P450arom
— skiadnik kompleksu aromatazy. RoOwnowazniki
redukcyjne, potrzebne w reakcjach hydroksylacji,
pochodzg ze zredukowanego NADP. W przypadku
cytochromédw mikrosomalnych, elektrony sg przeno-
szone na cytochrom P450 za pomocg flawoproteiny,
reduktazy cytochromu P450 [26, 27]. W mitochon-
driach elektrony sa przekazywane ze zredukowa-
nego NADP na reduktaze adrenodoksyny, a nastep-
nie na adrenodoksyne i odpowiedni cytochrom P450
[28,29],

IIM. Cytochrom P45021

Cytochrom P45021 nalezy do rodziny P450XXI
[30], a cDNA, kodujacy ten cytochrom, zostat sklono-
wany w 1985 r. przez W hite’a i wsp. [s], Dtugosé
mRNA wynosi okoto 2 kz, natomiast tafcuch pep-
tydowy biatka cytochromu P45021 zawiera 494 do 495
aminokwaséw [31]. Substratami 21-hydroksylazy ste-
rydowej, w sktad ktorej wchodzi ten cytochrom sg
progesteron i 17a-hydroksyprogesteron. Sekwencja
aminokwaséw cytochromu P45021 wykazuje 36%
zgodnosci z sekwencja cytochromu P450, % (dotyczy to
przede wszystkim odcinkéw w poblizu koricow amino-
wego i karboksylowego [31]), podczas gdy zgodnos$¢
z sekwencjami cytochroméw mitochondrialnych wy-
nosi mniej niz 20%. Ponadto, kolejno$¢ aminokwasow
cytochromu P450 21 wykazuje okoto 30% homologii
z kilkoma watrobowymi cytochromami P450, metabo-
lizujagcymi leki [4], Sugeruje to, ze w trakcie ewoluciji,
cytochromy mikrosomalne, biorace udziat w syntezie
sterydéw, powstaty z cytochroméw metabolizujgcych
leki, a dopiero potem ulegty zréznicowaniu na odrebne
enzymy.

IV. Zespo6t nadnerczowo-piciowy spowodowa-
ny niedoborem 21-hydroksylazy sterydo-
wej

IV-1. Konsekwencje metaboliczne niedoboru 21-
hydroksylazy sterydowej

Wynikiem niedoboru 21-hydroksylazy sterydowej
jest zablokowanie przemian progesteronu i 17oc-proge-
steronu w kortykosteron i kortyzol (Ryc. 2). Z powodu
braku ujemnego sprzezenia zwrotnego na poziomie
podwzgérza i przysadki mézgowej wzrasta wydziela-
nie ACTH, co prowadzi do nadmiernej stymulacji kory
nadnerczy ijej przerostu. Gromadzace sie prekursory
(17a-hydroksypregnenolon i 17a-hydroksyprogeste-
ron) przeksztatcane sg w androgeny: DHEA i andro-
stendion, z ktérych, w wyniku przemiany pozanadner-
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czowej, powstaje testosteron. Wysokie stezenie and-
rogenéw powoduje u chitopcdw przedwczesne doj-
rzewanie piciowe, a u dziewczat wystepowanie nie-
ktérych cech fenotypowych meskich (wirylizacja)
i przyspieszenie wzrostu u obu ptci [4].

1\VV-2. Postacie kliniczne

Niedobdr 21-hydroksylazy sterydowej stanowi 90-
95% przypadkéw zespotu nadnerczowo-piciowego
[32-34]. Wyrd6znia sie trzy postacie kliniczne niedobo-
ru tego enzymu: 1) wirylizacje prosta (WP); 2) postaé
z utratg soli (US) — obie okre$lane tez jako forma
»klasyczna”; 3) postac¢ ,nieklasyczng” (NK) [35, 36].
W postaci klasycznej, ze wzgledu na obecno$¢ zabu-
rzen enzymatycznych w zyciu ptodowym, cechy ze-
spotu nadnerczowo-piciowego wystepujg juz u nowo-
rodkéw. SzczegOlnie silnie wyrazone sg one u noworo-
dkoéw pici zenskiej, u ktdrych stwierdza sie narzady
ptciowe obojnacze [34, 36]. W okresie pourodzenio-
wym obie picie wykazuja szybki wzrost z intensywnym
rozwojem uktadu kostnego. Nastepuje jednak przed-
wczesne zamkniecie nasad kostnych. Dlatego ostatecz-
ny wzrost osoby dotknietej defektem zwykle nie prze-
kracza 155 cm. U chtopcéw dojrzewanie komodrek
nabtonka plemnikotwoOrczego jest nieprawidtowe
i prowadzi do oligo- lub azoospermii. U dziewczat
budowa ciata staje sie androidalna, a typ owtlosienia
meski. Nie rozwijajg sie sutki, brak jest miesigczek.
Rozwdj psychiczny i umystowy nie sg przyspieszone.
Nasilenie objawow wirylizacji u dziewczat moze prze-
jawia¢ sie popedem homoseksualnym [36, 37].

U 75% chorych, u ktérych rozpoznano postac
klasyczng zespotu nadnerczowo-ptciowego, obserwuje
sie utrate jonow sodu i wody, spowodowang zaburze-
niem syntezy aldosteronu. Grozne dla zycia objawy
kliniczne pojawiaja sie juz w pierwszych dniach po
urodzeniu. Obejmujg one biegunke i gwattownie nara-
stajgce odwodnienie (wskutek utraty jonéw sodu i wo-
dy), a takze zaburzenia w pracy serca (z powodu
zwiekszenia stezenia jonéw potasu w komérkach)
[36]. U pozostatych 25% chorych nie stwierdza sie
zaburzenh gospodarki wodno-elektrolitowej, a na plan
pierwszy wybijaja sie objawy nadmiaru androgen6w.

Postaci nieklasycznej zwykle nie rozpoznaje sie
unoworodkéw idzieci, gdyz objawy kliniczne choroby
czesto nie ujawniajg sie w tym okresie. Konsekwencje
nadmiaru androgendéw mogg pojawiaé¢ sie dopiero
w poOzniejszym okresie zycia [36],

Poszczegdlnym postaciom klinicznym zespotu nad-
nerczowo-ptciowego towarzyszg okreslone haplotypy
HLA. Postaci, przebiegajgcej z utratg soli, haplotyp
HLA-AcBw47, DR 7 oraz Bw60. Postaci, ktérej gtéw-
nym objawem jest wirylizacja prosta, haplotyp HLA-
Bw51, podczas gdy nieklasycznej postaci choroby,
HLA-B14, DR1. Natomiast haplotyp HLA-Al, Bs,
DR3 nie towarzyszy objawom zespotu nadnerczowo-
ptciowego [4, 5],
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IV-3. Badania hormonalne

Badania hormonalne, pomocne w rozpoznawaniu
zespotu nadnerczowo-ptciowego obejmujg oznaczenie
stezenia 17a-hydroksyprogesteronu (17a-OHP) w o0so-
czu krwi w godzinach rannych (ze wzgledu na dobowy
cykl wydzielania) oraz test stymulacji kortykotroping
[4, 37], polegajacy na oznaczeniu stezeA niektérych
hormonéw kory nadnerczy (pregnenoclonu, 17a-hyd-
roksypregnenolonu, 170t-OHP, 11-dezoksykortyzolu,
dehydroepiandrosteronu i androstendionu) w surowi-
cy krwi przed i 60 min. po dozylnym podaniu 0,25 mg
ACTH. W przypadku niedoboru 21-hydroksylazy
sterydowej, stwierdza sie podwyzszony poziom pod-
stawowy i nadmierne zwigkszenie stezenia wszystkich
hormonoéw sterydowych, proksymalnie do bloku me-
tabolicznego. Stezenie wymienionych hormondw, za-
rowno podstawowe, jak i stymulowane, jest wyzsze
u pacjentéw z postacig klasyczng zespotu nadner-
czowo-ptciowego, niz z formg nieklasyczng [38].
Oznaczanie wszystkich wymienionych hormondéw ste-
rydowych pozwala odr6zni¢ niedobdr 2:-hydroksy-
lazy sterydowej od niedoboru dehydrogenazy 3p~
hydroksysterydowej/s A-izmerazy i 11(3-hydroksylazy
[4, 37]. W rozpoznaniu ZNP pomocne jest takze
oznaczenie pregnandiolu, pregnantriolu i DHEA oraz
w przypadku postaci zespotu z utratg soli, poziomu
stezenia 17-ketosteryddw, wydalanych z moczem [36],

1V-4. Czesto$¢ wystepowania

Czestos¢ wystepowania postaci klasycznej zespotu
rézni sie znacznie w badaniach przeprowadzonych
wsréd réznych populacji. M cKusick [39] podaje,
ze $rednia czesto$¢ homozygot i heterozygot, w popu-
lacji ogdlnej, wynosi tgcznie 1:5000. Jednakze, nowsze
dane [40] wskazujg na $rednig czesto$¢ wystepowania
na Swiecie wynoszacg 1:14199 zywych urodzen dla
homozygot i 1: 60 dla heterozygot. Badania wykazaty
réznice miedzy populacjami w poszczeg6lnych kra-
jach, a nawet ich regionach. Najwyzszg czesto$¢ wy-
stepowania postaci klasycznej zanotowano u Eskimo-
séw Yupik oraz ws$rod ludnosci La Reunion (od-
powiednio 1:282 i 1:2141). Z kolei populacja azjatyc-
ka cechowata sie znacznie nizszg czestosScig wystepo-
wania tej postaci, wynoszaca 1:43764. Srednig czes-
tos¢ wystepowania postaci nieklasycznej wsréd popu-
lacji rasy biatej oszacowano na 1:100 [41]. W po-
szczeg6lnych grupach etnicznych czesto$é ta wynosita:
1:27 u Zydéw Aszkenazyjskich, 1:53 u ludnosci
latynoamerykanskiej, 1:63 u mieszkancéw bytej Jugo-
stawii, 1:333 dla Wtochéw i 1:1000 dla pozostatej
ludnosci biatej [41,42]. Badania te wykazaty, ze wiecej
niz 1% populacji stanowig heterozygoty, nosiciele
allelu tej postaci zespotu i ze jest ona jedng z najbar-
dziej powszechnie wystepujacych chorob autosomal-
nych recesywnych [4, 9]. Dotad nie okre$lono czesto-
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Sci wystepowania postaci klasycznej ZNP w populacji
polskiej.

V. Budowa genéw CYP21

U cztowieka znaleziono dwa geny CYP21: pseudo-
gen (CYP21 A) igen funkcjonalny (CYP21B) [43]. Oba
zlokalizowane sa na ramieniu krotkim chromosomu
6 w pasmie 21.3, w poblizu gtéwnego kompleksu
genéw zgodnos$ci tkankowej, pomiedzy locus HLA
B i HLA DR (region klasy IIl). W obszarze tym
znajdujg sie takze geny kodujgce: skiadnik drugi
uktadu dopetniacza (Cz), czynnik properdyny (BO,
sktadnik czwarty uktadu dopetniacza (C4A iC4B) oraz
biatko macierzy pozakomérkowej — tenascin-X (XAi
XB) [37, 44], (Ryc. 3).

Poréwnanie sekwencji, genoéw funkcjonalnego
i pseudogenu, ujawnito, ze sg one wysoce (98%)
homologiczne ir6znig sie tylko ss pz. Spostrzezenie to
dotyczy takze intronéw i sekwencji oskrzydlajgcych.
Bliskie sgsiedztwo wysoce podobnych genéw CYP21A
i CYP21B moze by¢ odpowiedzialne za duzg czestos¢
niedoboru :21-hydroksylazy sterydowej, jako wynik
wymiany sekwencji DNA w procesie rekombinacji
homologicznej, lub nierGwnomiernej rekombinacji
krzyzowej w czasie mejozy [7],

Sadzi sie, ze duza plastyczno$é genetyczna regionu
kodujacego antygeny HLA zapewnia utrzymanie od-
rebnosci komérkowej poszczeg6lnych osobnikéw. Je-
dnoczes$nie prowadzi ona do powstania wielu kon-
figuracji alleli oraz duplikacji genéw w obrebie locus

p21.3 Chromosom 6

300 kpz Klasa 11

300 kpz, 2 Bf Gl CaA 21A C4B 21B 400 kpa

3

\\
s 1 2 3 4 56 8 9 10 3
Ryc. 3. Region genow klasy Il gtéwnego kompleksu zgodnosci
tkankowej.

Na $rodkowej linii przedstawiono geny tego regionu, ktére
sg transkrybowane w tym samym kierunku (5'->3"). Geny
XA i XB, lezace na przeciwlegtej nici DNA, zostaty pominie-
te. Na dolnej linii przedstawiono sekwencje 10 eksondw
i introny genu funkcjonalnego (21B). Dtugosci fragmentéw
DNA sg przyblizone. C2 — gen sktadnika drugiego uktadu
dopetniacza, Bf— gen dla czynnika properdyny Bf, Gil
— gen niescharakteryzowany, C4A i C4B — niealleliczne
geny kodujace dwie formy sktadnika czwartego uktadu
dopetniacza, 21A — pseudogen. Wg [9] — zmodyfikowano.
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[37]. Dotyczy to takze genu CYP21B i prowadzi do
wyjatkowej sytuacji, w ktérej wiekszo$¢ chorych to
ztozone heterozygoty, posiadajagce dwa rdézne, nie-
prawidtowe allele, pochodzgce po jednym od kazdego
z rodzicéw. Z tego wzgledu, najczesSciej nie mozna
mowi¢ o homozygotycznosci wzgledem zmutowanego
genu, jak to ma miejsce w wielu innych chorobach
autosomalnych recesywnych. U heterozygot ztozonych,
ciezkos¢ przebiegu choroby zalezy od tego allelu, ktore-
go nieprawidtowo$¢ wywiera mniejszy skutek [37].

Wykazano, ze geny CYP21A i CYP21B zlokalizo-
wane sg w sasiedztwie gendéw XA i XB itworzg grupe
-C4A-CYP21A-XA-C4B-CYP21B-XB- [7, 37], przy
czym geny XA i XB, potozone na przeciwlegtych
niciach DNA, naktadajg sie na ostatnie eksony genéw
CYP21 [9, 37]. Dzieki podobieAstwu sekwencji nuk-
leotydéw DNA, miedzy parami genéw CYP21A-XA
i CYP21B-XB, bardzo czesto wystepujg rekombinacje
krzyzowe, ktdrych konsekwencjg moze by¢ niedobor
21-hydroksylazy sterydowej.

W genie CYP21A znajdujg sie z reguty trzy mutacje,
ktore sa odpowiedzialne za jego unieczynnienie: brak
s zasad 5-GAGACTA-3', w eksonie 3 (powodujacy
przesuniecie ramki odczytu), obecno$¢ dodatkowej
T w eksonie 7 oraz zamiana C na T w eksonie s (obie
mutacje powodujg powstanie przedwczesnego kodonu
nonsensownego) [7, 9, 45], Nowsze badania wskazaty,
ze geny CYP21A i XA ulegaja transkrypcji w komér-
kach kory nadnerczy, ale nie zawierajg one otwartej
ramki odczytu i z tego wzgledu przypuszczalnie nie
kodujg biatek [46,47]. Kazdy zgenow CYP21(wielko-
sci okoto 3,4 kpz), zawiera 10 eksonow o dtugosciach:
199, 90, 155, 102, 102, 87, 201, 179, 104 i 266 pz) [7],
Produktem genu CYP 21Bjest mRNA wielkos$ci okoto
2kz [9],

V1. Strategia badan mutacji genow CYP21
VI-1. Metody stosowane do badah genu CYP21B

W celu odréznienia genu funkcjonalnego (CYP21B)
od pseudogenu (CYP21A) oraz ewentualnego wy-
krycia podwojen, konwersji, ubytkow lub wiekszych
wstawek przeprowadzono analize polimorfizmu dtu-
gosci fragmentow restrykcyjnych DNA (RFLP) [46,
48-52], blotting Southerna, analize polimorfizmu kon-
formacji jednej nici DNA i in. [53].

Trawigc DNA osoby zdrowej restryktazg Taq | i Bgl
Il, uzyskuje sie fragmenty: o dtugosci 3,7 kpz (od-
powiadajacy genowi CYP21B) oraz o dtugosci 3,2 kpz
(odpowiadajgcy pseudogenowi CYP21 A). Analiza ele-
ktroforetyczna tych fragmentéw wykazuje wéwczas
dwa prazki o jednakowej intensywnosci. Brak jednego
z nich wskazuje na delecje danego genu wzglednie
konwersje jednego w drugi [9, 54],

Inne najczesciej uzywane enzymy restrykcyjne, wy-
korzystywane do badania genéw CYP21, metoda
RFLP oraz wielkos$ci uzyskanych fragmentéw podano
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Ryc. 4. Analiza restrykcyjna genéw CYP21.
CYP21A oznacza pseudogen, CYP21B gen funkcjonalny,
C4A i C4B oznaczaja geny kodujace dwie formy sktadnika
czwartego uktadu dopetniacza. W dolnej czesci ryciny
przedstawiono najcze$ciej uzywane enzymy restrykcyjne
oraz przyblizone dtugosci otrzymywanych fragmentéw
(kpz).

na rycinie 4 oraz w tabeli 1

Fragmenty restrykcyjne genomowego DNA mozna
rowniez przenie$¢ na btone nitrocelulozowg lub nylo-
nowa, w spos6b opisany przez Southerna [55]
{Southern hlot) i podda¢ hybrydyzacji ze znakowang
radioaktywnie sondg, zawierajgcg petnej dtugosci
cDNA kodujacy ludzki cytochrom P45021. Fragment
zawierajacy mutacje nie hybrydyzuje z sondg i dlatego
nie stwierdza sie go na autoradiogramie, jest natomiast
widoczny po wybarwieniu bromkiem etydyny. Tech-
nika ta stanowi nadal jedng z najczesciej uzywanych
metod wykrywania mutacji genu CYP21B [56-58].

Aby wykryé mutacje zastosowano takze metode
badania polimorfizmu konformacji jednej nici DNA
(single-strand conformation polymorphism, SSCP) pole-
gajaca na wykorzystaniu réznic w migracji w zelu
poliakryloamidowym zdenaturowanego fragmentu
DNA obarczonego mutacjg, w stosunku do analogicz-
nego fragmentu prawidtowego. Taki efekt moze by¢

Tabela 1

Identyfikacja fragmentéw DNA prawidlowego genu CYP21B
i pseudogenu CYP21A za pomoca analizy polimorfizmu dtugosci
fragmentéw restrykcyjnych (RFLP)

N
azwa enzymu Dtugo$é fragmentow (kpz)

restrykcyjnego
Barn H 1 14 [48]
Bgl Il 10 un 12 [50]
Bgl II/Eco R | 2 24 8 10 [49]
Eco R | 12.3 125 14 17 [51]
Eco RV 25 [51]
Hind 11 18 20 [51]
Kpn 1 11 2.0 2.9 4 [52]
Nco | 0.9 2.3 3.2 4 [52]
Pvu I 18 2.0 33 35 [51]
Taq | 24 3.2 2.5 3.7 [46]

Thustym drukiem zaznaczono fragmenty charakterystyczne dla
CYP21B, kursywg dla CYP21A, a zwyktym drukiem dla CYP21A
i CYP21B. Cyfry w nawiasach klamrowych oznaczajg pozycje
piSmiennictwa.
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juz wywotany pojedynczg mutacjg punktowg, polega-
jacg na przyktad na zamianie pojedynczego nukleo-
tydu w odcinku DNA o dtugosci nawet kilkuset zasad
[53, 59], Poszczeg6lne fragmenty sa wcze$niej amp-
lifikowane technikg PCR (polymerase chain reaction)
zwykorzystaniem znakowanych starteréw [60]. Frag-
menty genu, zawierajgce mutacje, wykryte za pomocg
metody SSCP, mozna sekwencjonowaé¢ technikami
klasycznymi lub automatycznymi [61-64],

Lokalizacje mutacji punktowych w DNA genu
CYP21B okreslano réwniez metodg chemicznego roz-
bijania, za pomocg piperydyny, (chemical cleavage
method, CCM) [65], po uprzedniej modyfikacji DNA
czterotlenkiem osmu i hydroksylaming. Zastosowanie
techniki amplifikacji DNA za pomocg reakcji tan-
cuchowej polimerazy (PCR) [¢s] pozwolito na dalszg,
doktadniejsza analize fragmentéw genow CYP21,
a poznanie sekwencji nukleotydéw genéw CYP21
umozliwito zaprojektowanie starteré6w komplemen-
tarnych do odcinkéw, ktérych sekwencja w genie
funkcjonalnym ipseudogenie rézni sie zaledwie kilko-
ma nukleotydami [67, ss]. Pozwolito to na tatwe
rozréznienie sekwencji pseudogenu CYP21A od genu
funkcjonalnego CYP21B. Zestawienie sekwencji star-
terow najczesciej uzywanych do amplifikacji fragmen-
tow restrykcyjnych genu CYP21B przedstawiono w ta-
beli ».

Dzieki zastosowaniu, dla fragmentdéw otrzymanych

Tabela 2

Sekwencje nukleotydéw uzywanych jako startery w reakcji am-
plifikacji fragmentéw genu CYP21B metodg PCR wg [45]

Symbol Ekson i pozycja Sekwencja (5'-3")
H 1L 17-22 CTGCTGTGGAACTGGTGG
Ir 1, 24-19 GAGCTTCCACCAGTTCCA
Jr 1, 113-108 CTGCAGCAAGTGCAAGAA
M 2, 68-73 GTGGTGCTGAACTCCAAG
Kr 2; 89-85 AGCAAAGTCTGCCCA
N 2; 91-96 AGACCTGAGCCACTTACC
Lr 3; 109-104 CCAAGGACAGGTCCGGGT
Ar 3, 112-108 AGTAGTCTCCCAAGGACA
A 3, 107-112 CTTGTCCTTGGGAGACTA
Or 3; 143-148 CTCACAGAACTCCTGGGT
P 4; 170-174 CAGCATCATCTGTTA
Br 4; 185-180 CTTGATCTTGTCTCCGAA
C 6; 234-238 GATCACATCGTGGAG
Cr 6; 239-235 GCATCTCCACGATGT
Q 7, 266-270 GCAGCCGAGCATGGA
S 8, 316-320 AGCGACTGCAGGAGG

44

w pierwotnej reakcji PCR, dodatkowych starterow
wewnetrznych, uzyskiwano produkty o dtugosci
mniejszej niz 1 kpz, ktore poddawano dalszej analizie
metodag “dot-blot” badz sekwencjonowano [49, 69].

VI-2. Inne metody, ktdére moga zosta¢ wykorzy-
stane do wykrywania mutacji genéw CYP21

Najnowsza metoda wykrywania mutacji, dotad nie
stosowana do badan mutacji genu CYP21B, polega na
rozdzieleniu amplifikowanych fragmentéw DNA w ze-
lu poliakrylamidowym, zawierajagcym wzrastajacy gra-
dient zwigzku denaturujacego (denaturing gradient gel
electrophoresis, DGGE) [70]. Do badanego fragmen-
tu DNA wprowadza sie ok. 40-nukleotydowy odcinek
ztozony z sekwencji GC, ktdry ochrania obydwie nici
przed rozdzieleniem w czasie denaturacji. Ni¢ DNA,
zawierajaca mutacje tworzy z prawidtowa nicia kom-
plementarng heterodupleks, ktéry jest trwalszy niz
homodupleks, ztozony z obu nici prawidtowych. Ni¢
zawierajgca mutacje wykrywa sie na podstawie obrazu
prazkéw po rozdziale elektroforetycznym w zelu
poliakryloamidowym [71].

Nadzieje na tatwiejszg lokalizacje mutacji w genie
CYP21B stwarza réwniez wykorzystanie zjawiska
nieuprawnionej transkrypcji (illegitimate transcription)
[72]. Analiza transkryptéw ektopowych wymaga od-
wrotnej transkrypcji RNA, a nastepnie amplifikacji
uzyskanego cDNA ijego sekwencjonowania.

VIl. Wyniki badan mutacji genu CYP21B

Badania mutacji genu CYP21 B dowiodty, ze przy-
czyng ZNP moga by¢ konwersje, ubytki, wstawki,
podwojenia oraz mutacje punktowe wywotujgce zaha-
mowanie ekspresji genu, przedwczesng terminacje,
przesuniecie ramki odczytu i in.

Okoto 60% przypadkéw formy klasycznej ZNP jest
wywotane konwersjg genu CYP21B w pseudogen
CYP21A [49, 73, 74], Sasiadujgce geny C4A i C4B,
ktore okalajg CY P21B, sg przy tym zachowane i ulega-
ja ekspresji. W sporadycznych przypadkach konwersja
gendw CYP21 moze jednak spowodowaé¢ wydtuzenie
genu C4B [9].

U chorych, u ktorych wystepuje rzadko spotykany
haplotyp HLA-A3w47Dr7, stwierdza sie catkowitg
delecje genow CYP21B i C4B. Powoduje ona ok. 20%
przypadkéw ZNP, przebiegajacego z utratg soli (forma
US). Przypuszcza sig, izjest ona spowodowana nieréw-
nomierng rekombinacjg typu krzyzowego (crossing-
over) miedzy genami CYP21A i CYP21B [49, 74-76],
Czesciej jednak (ok. 50% znanych przypadkéw formy
US) spotyka sie ubytek odcinka o dtugosci ok. 30 kpz,
obejmujgcego fragment 3' genu CYP21 A, caty gen C4B
oraz fragment 5 genu CYP21B [9] (Ryc. 3).

Przyczyna wystapienia objawéw formy US moze
by¢ ubytek s par zasad w eksonie 3genu CYP21A [57,
77, 78]. Przeniesienie tej mutacji podczas mejozy,
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poprzez crossing-over, do genu CYP21B powoduje
powstanie fragmentu, w ktérym koniec 3' jest typowy
dla CYP21B, za$ koniec 5' dla CYP21A. Natomiast,
20% poznanych przypadkéw WP, zwigzanych jest
z podwojeniem gendw CYP21A i C4B [84]. Analiza
sekwencyjna ujawnita liczne przypadki mutacji punk-
towych genu CYP21B. Objawy formy US moga by¢
spowodowane np. wigczeniem dodatkowej T w pozycji
1761 eksonu 7 [58, 79], lub wstawieniem GG zamiast
C w eksonie 10. Zardwno omowione ubytki, jak
i wstawki, powodujg przesuniecie ramki odczytu, co
sprawia, Zze syntetyzowane biatko posiada nieprawid-
towg sekwencje aminokwasow.

Wsrdod licznych przypadkow podstawienia zwraca
uwage tranzycja C->G w intronie 2 (pozycja 655),
wywotujaca zaburzenie sktadania pre-mRNA. Muta-
cja ta powoduje obnizenie aktywnos$ci 21-hydroksy-
lazy sterydowej do 5% i zwiazana jest z formami US
i WP zespotu nadnerczowo-ptciowego [73, 79, 80].
Inne wykryte dotagd podstawienia w genie CYP21B
przedstawiono w tabeli 3.

VIIl. Uwagi koncowe

Niedobo6r 21-hydroksylazy sterydowej, wywotujacy
objawy zespotu nadnerczowo-piciowego, jest najlepiej
poznanym zaburzeniem, ze wszystkich przypadkow
niedobordw enzymatycznych, jakie mogg wystgpic
w procesie syntezy hormondw sterydowych. Badania
niedoboru innych enzymoéw uczestniczacych w syn-
tezie hormondw sterydowych: dehydrogenazy 3(3-hyd-

Tabela 3
Niektére mutacje punktowe wykryte w genie CYP21B
Ekson Akt §¢
Svmbol f Defekt  Defekt Ko Obja- ZIVL”SOSC
y _ DNA  biatkka  don  wy
pozycja (%)

P30L 1, 8 C->T Pro->Leu 30 NK 30-60 [81]
1172N 4; 999 T-»A lle->Asn 172 WP 3-7 [82]
1236D 6, 1380 T-*A  lle-*Asn 236 us 0 [71
V237G 6; 1383 T->A Val->Glu 237 us 0 [71
M236 6, 1389 T->A Met->Lys 239 us 0 [71
E268 7, 1645 G -C Ser->Thr 268 us 5 [85]
V281L 7, 1683 G-+T Val-»Leu 280 NK 20-50 [83]
G291S 7, 1713 G-»A  Gly->Ser 291 us 0 [83]
G318X 8 1994 C->T Gln->stop 318 us 0 [58]
R356W 8; 2108 C->T Arg->Trp 356 us 0 [78]
P453S 10; 2578 C-T Pro *Ser 453 NK  20-50 [84]

NK — forma nieklasyczna; WP — wirylizacja prosta; US — postaé
z utratg soli; 21-HS — 21-hydroksylaza sterydowa (aktywnos$¢
mierzono in vitro). Cyfry w nawiasach klamrowych oznaczaja
pozycje piSmiennictwa.
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roksysterydowej/s A-izomerazy, lip-hydroksylazy ste-
rydowej [34], 17 a-hydroksylazy sterydowej czy tez
5a-reduktazy sterydowej [ss, 87] znajdujg sie jeszcze
w fazie poczatkowej, lecz rozwdéj innych, dotad nie
stosowanych, technik biologii molekularnej pozwala
przypuszczaé, iz w krotkim czasie nastgpi dogtebne
poznanie genetycznych uwarunkowan tych zaburzen
[59, 60]. Nalezy wigza¢ duze nadzieje z dalszym
postepem metod sekwencjonowania DNA (z uzyciem
polimerazy T7 [ss] oraz przez hybrydyzacje [89]),
a takze nowych, powigzanych z technikg PCR, metod
wykrywania mutacji (DGGE, nieuprawniona trans-
krypcja).

Ze wzgledu na duze znaczenie zaburzen syntezy
hormondw sterydowych dla praktyki lekarskiej, nale-
zy przypuszczaé, ze postep w tej dziedzinie bedzie
bardzo szybki.
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wym
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Wykaz stosowanych skréotéw: DHEA-S — siarczan dehy-
droepiandrosteronu; PS — siarczan pregnenolonu; PL — est-
ry pregnenolonu z kwasem tluszczowym; OUN — oS$rod-
kowy uktad nerwowy; P450 — cytochrom P 450

I. Wstep

Piecdziesiagt lat temu Sey le wykazat, ze hormony
steroidowe wykazujg dziatania anestetyczne i przeciw-
drgawkowe. Od tego odkrycia pojawito sie wiele
roznych obserwacji dotyczacych wywotywanych przez
steroidy zmian w aktywnos$ci neuronalnej, ktére wy-
stepowaty bardzo szybko, juz nawet po Kilku sekun-
dach lub minutach. Przyjmuje sie, ze hormony steroi-
dowe moga wptywaé na aktywno$¢ neuronalng na
drodze dwoch mechanizméw, z ktérych jeden polega
na aktywacji genomu, drugi za$ prowadzi do wy-
tworzenia sygnatu transmembranowego. Potwierdzo-
no, ze steroidy wystepujagce w mézgowiu pochodza
badz z gruczotéw piciowych inadnerczy, a przenoszo-
ne przez krew i pokonujace bariere krew — mozg, badz
tez syntetyzowane sg w komoérkach mézgowia. Hor-
mony pochodzace spoza mézgowia wystepuja w nim
w bardzo malvm stezeniu, o wiele nizszym niz ich
stezenie we krwi. Przypisuje sie im mozliwo$¢ modula-

1 Mgr, 2 prof. dr hab. Il Zaktad Biochemii Instytutu
Fizjologii i Biochemii Akademii Medycznej w todzi, ul
Lindleya 6, 90-131 t6dz
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cji funkcji osrodkowego uktadu nerwowego i wéwczas
nazywane sg neuroaktywnymi steroidami [1-3]. Wy-
kazano, ze steroidy w fizjologicznych stezeniach mogg
allosterycznie modulowa¢ m.in. receptory kwasu y-a-
minomastowego [1], SzczegOlnie interesujgce okazaty
sie dane wskazujace, ze niektore ze steroidow aktyw-
nych wobec GABA-A majg whasciwosci neurosteroi-
déw — steroidéw, syntetyzowanych w mézgowiu.

I1. Neurosteroidy

O wiele wigksze znaczenie biologiczne majg steroidy
syntetyzowane w komoérkach moézgowia tzw. neuro-
steroidy, w poréwnaniu z neuroaktywnymi steroidami.
Ich stezenie w mdzgowiu przewyzsza stezenie we krwi,
a poniewaz nie pokonujg bariery krew — mozg
utrudnionajest ich ucieczka z miejsca syntezy. Obecnie
okres$lenie neurosteroidy odnosi sie do pregnenolonu
i dehydroepiandrosteronu oraz ich pochodnych i me-
tabolitow [4-7], W komoérkach o$rodkowego uktadu
nerwowego neurosteroidy wystepuja jako niezwigzane
steroidy badz jako estry kwasu siarkowego lub kwa-
séw ttuszczowych. Poziom neurosteroidéw w moz-
gowiu nie rézni sie u zwierzat obu pici ijest niezalezny
od dziatania gruczotéw obwodowych takich jak gona-
dy i nadnercza, ktére wytwarzajg steroidy. Stezenie
pregnenolonu ijego siarczanu w mdzgowiu jest ok. 10
razy wyzsze od stezenia dehydroepiandrosteronu. Za-
warto$¢ neurosteroidéw w moézgowiu wynosi ok. 20 -
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-45 ng/g tkanki. Poziom ten moze sie waha¢ w trakcie
doby [6 -8].

Synteza neurosteroidéw przebiega tylko w okres-
lonych komdérkach tkanki nerwowej. Przypuszczalnie
wiekszo$¢ enzymow odpowiedzialnych za synteze neu-
rosteroidéw zlokalizowana jest w oligodendrocytach.
Wykazano wystepowanie w btonie mitochondrialnej
oligodendrocytow obecno$¢ kompleksu enzymatycz-
nego katalizujgcego powstanie pregnenolonu. Inny typ
komoérek glejowych — astrocyty, nawet jezeli od-
grywajg one istotng role w roznicowaniu aktywnosci
steroidogennej oligodendrocytéw, bezposrednio nie
biorg udziatu w syntezie neurosteroidow [9-10],

I1l. Synteza i metabolizm neurosteroidéw

Powszechnie akceptowana jest hipoteza mowigca,
ze synteza neurosteroidéw w mézgowiu zachodzi de
novo z cholesterolu, a przebiega tg samg droga, jak
w gruczotach wydzielania wewnetrznego. Poziom neu-
rosteroidéw w mézgowiu nie zmienia sie u zwierzat
kastrowanych i niekastrowanych, podczas gdy np.
poziom testosteronu we Kkrwi zwierzat po kastracji
gwattownie spada, a w mézgowiu jego zawartos¢ jest
wowczas nieoznaczalna. W komorkach mozgowia
wykryto enzymy niezbedne do przeksztatcenia chole-
sterolu w pregnenolon, powodujac odszczepienie tan-
cucha bocznego cholesterolu. Reakcje te katalizuje
kompleks enzymatyczny, w skiad ktédrego wchodzg

OCTAN

HMG-CoA reduktaza

MEWALONIAN

enzym P450-scc> adrenodoksyna i reduktaza adre-
nodoksyny. Kompleks ten uwazany byt za charak-
terystyczny dla kory nadnerczy, niedawno jednak
odkryto obecnosé¢ tych enzymoéw w btonie mitochond-
rialnej oligodendrocytow. Po podaniu szczurom do-
Swiadczalnym aminoglutetymidu, inhibitora enzymu
P4s0-83 poziom neurosteroidow obniza sie okoto
czterokrotnie w pordwnaniu z ich poziomem u szczu-
row grupy kontrolnej, ktorym nie podano inhibitora
[5-6; 10-15].

Biosynteze neurosteroidow in situ w oSrodkowym
uktadzie nerwowym potwierdzono stosujgc inhibitory
aktywnos$ci niektérych enzyméw bioracych udziat
w ich syntezie. Wiekszo$¢ doswiadczen prowadzona
byta w warunkach in vitro w hodowlach komdrek
glejowych. W ten sposdb wykazano, ze mewinolin
— specyficzny inhibitor kompetycyjny reduktazy 3-
hydroksy-3-metyloglutaryloCoA dodany do hodowli
komérkowej oligodendrocytow hamuje powstawanie
mewalonianu — prekursora cholesterolu.

Natomiast trilostan, ktéry hamuje aktywno$¢ dehy-
drogenazy 3-(3-hydroksysteroidowej i izomerazy blo-
kuje przeksztatcenie pregnenolonu w progesteron,
a takze przeksztalcenie dehydroepiandrosteron w and-
rostenedion [4-5].

Schemat syntezy i przeksztatcen neurosteroidow
w komorkach mézgowia przedstawia rycina 1.

Wiadomo, ze przemiany pregesteronu w moézgowiu
wigza sie z syntezg 5-a zredukowanych metabolitow

/ (-) mevinolin

Chs,L CHOLESTEROL
P 450-SCC / (-) aminoglutethimid
f
PS PL 3/3HSD So(reduktaza PREGNANE-3,20-DION
PL- PREGNENOLON - PROGESTERON
/ () trilostan (PREGNANEDION)
oksydoreduktaza
3-hydroksysteroidowa
T T |
DHEAS _ 3/JHSD
DEHYDROEPI ANDROSTENEDION 3cCOH-5=¢PREGNAN
DHEAL ANDROSTERON /(-) frilostan -20-ON
oksydoreduktaza
1Jbhydroksysteroidowa (PREGNANOLON)

2CKOH-PREGNENOLON

OH-PREGNENOLON 79cOH-DHEA

TESTOSTERON

W arom [/ h

n/i ESTRADIOL

Ryc. 1. Schemat syntezy i metabolizmu neurosteroidéw w mézgowiu.

3-(3-HSD — dehydrogenaza 3-p-hydroksysteroidowa;
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jak 5-a-pregnane-3,20-dionu (pregnanedion) oraz 3-
a-hydroksy-5-a-pregnane-20-onu (pregnanolon) [4-5;
16]. Natomiast drogi przeksztatcenia pregnenolonu
w dehydroepiandrosteron oraz progesteronu w andro-
stenedion (linia kropkowana na ryc. 1) sg na razie nie
znane. Wykazano jednak, ze poziom tych steroidéw
w moézgowiu jest niezalezny od wydzielania obwodo-
wego [17]. Testosteron ijego prekursor androstene-
dion moga by¢ zrodtem estrogenéw w mozgowiu,
a uktad cytochromu s «s0-2:0on bierze udziat w utwo-
rzeniu aromatycznego pierscienia w steranie [4].

Oprocz gtéownych szlakéw metabolizmu przedsta-
wionych na rycinie 1, steroidy w moézgowiu moga
ulega¢ innym przemianom. Opisano kilka aktywnych
dehydrogenaz hydroksysteroidowych np. dehydroge-
neze 20-a-hydroksysteroidowg, ktérej substratami
moga by¢ pregnenolon lub progesteron. Dehydroge-
naza 17-(3-hydroksysteroidowa moze Kkatalizowac
przemiane dehydroepiandrosteronu w 5-a-androsten-
3-(3-17-(3-diol. Dehydroepiandrosteron jest réwniez
metabolizowany do bardziej polarnych metabolitéw
z podstawieniem grupy OH w pozycji a przy 7 atomie
wegla przez blizej nie scharakteryzowany uktad en-
zymatyczny frakcji mikrosomalnej mézgowia. Nalezy
podkresli¢, ze wzrost temperatury lub podanie tlenku
wegla hamuje ten proces [4,5].

Steroidy syntetyzowane w moézgowiu mogg by¢
estryfikowane przez kwas siarkowy lub przez kwasy
tluszczowe i w tej postaci moga stanowié forme
magazynowania tych zwigzkéw. Acylotransferazy ka-
talizujgce reakcje estryfikacji hormondw wykorzystujg
endogenne kwasy ttuszczowe takie jak: palmitynowy,
oleinowy, linoleinowy, stearynowy i mirystynowy.
Szczeg6lnie wysoki poziom aktywnos$ci acylotrans-
feraz wykryto w mézgowiu miodych samcéw szczu-
rzych (ok. 1-3 tygodni zycia), ktéry spada wraz z wie-
kiem zwierzecia. Wyrd6znia sie r6zne rodzaje acylotran-
sferaz w zaleznos$ci od rodzajéw steroidow i kwasow
tluszczowych. Natomiast warto podkresli¢ ze np. tes-
tosteron i dehydroepiandrosteron moga hamowad
aktywnos$¢ acylotransferazy 17-(3-estradiolu, a wiec
hamowac¢ estryfikacje biologicznie waznego estrogenu
[5,18-19],

IVV. Dziatanie

Mimo intensywnych badarn podjetych w ostatnich
latach mechanizmy dziatania neurosteroidéw w OUN
nie sg dokladnie wyjasnione. Waznym i wzglednie
dobrze poznanym procesem jest dziatanie hormonow
steroidowych na genom. Efekty fizjologiczne pojawia-
ja sie wdéwczas w przedziale czasu okreSlonym na
godziny i dni. W przeciwienstwie do tak wolnego
oddziatywania, hormony steroidowe mogg réwniez
wywieraé szybkie efekty. Sa to zmiany zachodzace
w pobudzeniu komérek nerwowych. Czas ich pojawie-
nia ocenia sie w sekundach i minutach. Schemat
dziatania neurosteroidow przedstawia rycina 2.

POSTEPY BIOCHEMII 41(1), 1995

IV-1. Oddziatywanie posrednie powolne

W klasycznej hipotezie dziatania hormonéw steroi-
dowych (pochodzgcych z gonad, nadnerczy, a takze
grupy hormonoéw zaliczanych do neurosteroiddw),
przenikajg one przez btone plazmatyczng i wigzg sie
z cystosolowymi a nastepnie jadrowymi receptorami
komérek docelowych. Wewnatrzkomoérkowe recep-
tory steroidowe sg biatkami rozpuszczalnymi o matej
specyficznosci, ktére moga wigzaé steroidy, hormony
tarczycy, metabolity witaminy D, retinoidy oraz zape-
wne inne, dotychczas nie okres$lone blizej ligandy.
Wigzanie hormon — receptor utatwia interakcje za-
ktywowanego hormonem kompleksu receptora z czas-
teczkami DNA, zmieniajac transkrypcje genu. W ten
spos6b receptory steroidowe dziatajg jako czynniki
zalezne od ligandu, ktére moduluja proces transkryp-
cji. Wiele z neuronalnych oddziatywan steroiddéw
mozna okresli¢ jako pozytywng lub negatywna regula-
cje ekspresji genu, a dotyczy to genow receptoréw
neurotransmiterow, neuropeptydow, biatek G lub en-
zymOw biorgcych udziat w metabolizmie komdérek
nerwowych [1],

IV-2. Oddziatywanie bezposrednie — szybkie

Szybkos$¢ zmian jakie zachodzg w aktywnosci neu-
ronalnej wywotanej steroidami, wydaje sie wykluczac
mechanizm dziatania przez genom. Wiele tzw. szyb-
kich efektow powstaje kiedy np. zablokowana jest
mozliwo$¢ potgczenia z wewnatrzkomdrkowymi rece-
ptorami steroidowymi, lub kiedy w materiale badaw-
czym (np. w preparatach moézgowia) wystepuje mata
liczba jader komorkowych, a takze przy zastosowaniu
inhibitoréw syntezy biatka, co prowadzi do zahamo-
wania syntezy odpowiednich enzymoéw biorgcych
udziat m.in. w tworzeniu i metabolizmie steroidéw.
Wowczas dziatanie neurosteroidéw w mézgowiu doty-
czy ich bezposredniego wplywu na receptory znaj-
dujace sie w btonach. Zgodnie z ta ewentualnoscia
potwierdzono wptyw neurosteroidow na dwa recep-
tory btonowe: biatka G oraz receptory GABA. Jako
przyktad postuzyé moze pregnenolon ijego zreduko-
wane pochodne, ktére wykazuja dziatanie agonistow
nasilajgc efekt kwasu y-aminomastowego poprzez wig-
zanie sie z receptorem GABA w tzw. miejscu bar-
biturowym. Mechanizm tego dziatania polega na ot-
wieraniu kanatéw chlorkowych receptoréw GABA-A.
Nalezy podkresli¢, ze wolny pregnenolon i jego
siarczan majg przeciwstawne dziatanie na receptor
GABA-A. Znany jest fakt, ze neurosteroidy, z uwagi na
ich zdolno$¢ modulowania receptoréw GABA, uzywa-
ne sg od diuzszego czasu jako zwigzki pomocnicze
w anestezji [1,3-5,20-22].

Prace nad okre$leniem rodzajéw oddziatywan i me-
tabolizmem neurosteroidéw i neuroaktywnych steroi-
dow w ustroju ssakéw prowadzone sg zduzg intensyw-
noscig bowiem szereg zagadnien zwigzanych z kont-
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Ryc. 2. Schemat oddziatywania steroidow na komédrke.

S — steroid, R — receptor biatka, G — biatko G, AC — cyklaza adenylowa, BZ

miejsce wigzania benzodiazepin, BR — miejsce

wigzania barbituranéw, TB — miejsce wigzania t-butylobicyklofosfotionatu

rolg hormonalng proceséw zachodzgcych w OUN
pozostaje nadal niewyjasnionych.

Dalsze badania bedg prawdopodobnie miaty na celu

szczeg6towa ocene dotyczacg rodzaju steroidu, jed-
nego lub obu, uczestniczacych w regulacji proceséw

neuronalnych.

Problem ten wydaje sie mie¢ duze

znaczenie zardwno poznawcze jak i kliniczne.
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Prenylacja biatek
Prénylation of proteins
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Wykaz stosowanych skrétéw: FPP — difosforan farnezylu,
GGPP — difosforan geranylogeranylu, FPTaza — far-
nezylotransferaza biatkowa, GGPTaza — geranylogerany-
totransferaza biatkowa.

l. Wstep

Wiekszos$¢ biatek biosyntetyzowanych w komorce
podlega r6znorakim chemicznym modyfikacjom wpty-
wajacym na ich konformacje i aktywno$¢ biologiczna.
Istnieje bardzo wiele modyfikacji polegajacych na
kowalencyjnym wigzaniu grup modyfikujacych do
polipeptydu/biatka: fosforylacja, przytgczanie ubikwi-
tyny, glikozytacja, metylacja i hydroksylacja, wreszcie
przytaczanie grup o charakterze lipidowym. Ocenia
sie, ze ok. 5-10% biatek komdrkowych modyfikowa-
nych jest poprzez wigzanie lipidow. Zwigzanie czaste-
czki lipidu z biatkiem w drastyczny sposéb zmienia
jego wiasciwosci hydrofobowe utatwiajgc oddziatywa-
nie z btonami. Tabela | przedstawia przyktady lipo-
protein dzielgc je ze wzgledu na strukture lipidow
modyfikujgcych biatka. Warto zwréci¢ uwage na fakt
réwnoczesnego modyfikowania biatek przez rozne
lipidy (np. biatka Ras). Prenylacja biatek — wystepo-
wanie kowalencyjnie zwigzanych z biatkami czaste-
czek lipidéw o strukturze izoprenoidowej jest zjawis-

* Dr, Zaktad Biochemii Lipidéw, Instytut Biochemii i Bio-
fizyki PAN, ul. Pawiriskiego 5a, 02-106 Warszawa
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Tabela 1
Rodzaje lipidowych modyfikacji biatek
Lo Funkcja
Modyfik
odyfikacja Komérkowa Przyktady

palmitylacja przekazywanie

sygnatow rodopsyna, biatka Ras
enzymy galaktozylotransferaza
biatka strukturalne fibronektyna

mirystylacja przekazywanie

sygnatow biatka G (podjednostka y)

enzymy CAMP zal. kinaza biatkowa
GPl-zwigzane enzymy alkaliczna fosfataza
biatka adhezja

komorkowa LFA-3 (limfocyty)
prenylacja przekazywanie

sygnatow biatka G (y podjednostka)

biatka Ras
podziaty
komorkowe lamina B, prelamina A

ktem zauwazonym stosunkowo niedawno cho¢, jak
sprobuje czytelnikéw przekonac, interesujgcym i waz-
nym. Zaawansowanie badan i zainteresowanie preny-
lacja jest spore — praktycznie kazdy z numerow
czasopism biochemicznych czy genetycznych drukuje
artykut dotyczacy tej dziedziny. Ukazato sie takze
sporo prac przeglagdowych. Przedstawiona ponizej
proba przegladu literatury ograniczona jest oczywiscie
mozliwo$Sciami i zainteresowaniami autora, zawiera
gtéwnie opis biochemii procesu prenylacji.
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1. Krotka historia prenylacji

Pierwsze informacje méwigce o mozliwosci modyfi-
kowania biatek przez izoprenoidy pochodza z konca
lat 70 z badan nad strukturg czynnikow doboru
ptciowego u grzybéw (fungal matingfactor) [1], Ziden-
tyfikowano wtedy po raz pierwszy farnezyl (Far)
— 15-to weglowg grupe zwigzang z cysteing peptydu
wigzaniem tioeterowym. Modyfikacja ta byta stechio-
metryczna i stabilna. Sugerowato to, ze jest ona istotna
dla komorki, cho¢ okreslenie fizjologicznej roli preny-
lacji byto trudne i pozostaje niejasne. Prowadzone
w tym samym czasie badania nad organizmami ssakow
wykazaty, ze i w tym przypadku pochodne kwasu
mewalononowego mogty petni¢ istotng role: stwier-
dzono hamowanie wzrostu komorek i zmiany ich
morfologii [2, 3] pod wptywem kompaktyny (compac-
tin) — inhibitora HMG-CoA reduktazy, kluczowego
enzymu szlaku biosyntezy izoprenoidéw (por. Ryc. 1).
Efekt ten byt odwracalny, tzn. dodatek kwasu mewalo-
nowego (produktu HMG-CoA reduktazy) przywracat
normalny wzrost i morfologie komdrek. Dodawanie
cholesterolu nie znosito efektu inhibicji, co sugeruje, ze
aktywnym zwigzkiem byt produkt pochodzacy z innej
niz sterolowa gatezi szlaku mewalonowego lub meta-
bolit posredni biosyntezy cholesterolu. Przetom w po-
szukiwaniach tego zwigzku przyniosty eksperymenty
ze znakowanym trytem kwasem mewalonowym: ra-
dioaktywne produkty metabolizmu mewalonianu zna-
leziono nie tylko we frakcji lipidowej, ale réwniez
biatkowej [4]. Elektroforeza potwierdzita powstawa-
nie znakowanych biatek. Stosowanie techniki znako-
wania biatek poprzez inkubacje tkanek, komérek
i frakcji podkomorkowych z trytowanym mewalonia-
nem pozwolito w nastepnych latach na ustalenie
struktury chemicznej grupy modyfikujacej i na biezgco
przynosi informacje o coraz to nowych grupach mody-
fikowych biatek. Obecnie przyjmuje sie, ze ok. 2%
biatek komdérkowych ulega prenylacji [5]. Prenylowa-
ne biatka wystepujg we wszystkich organizmach euka-

Acetylo-CoA

i
Heksametylglutaryl-CoA

HMGCoA-reduktaza kompjk t-/i

|
Mewalonian

v
IPP

'
GPP

v
Steroidy FPP
t [Poliprenole

Ubichinon /GGPP i
FPlaza
GGPTaza |1 ‘ 2 inhibitory
~ 11 - prenylotransferaz
LS biatkowych

YR
Bialka
Rys. 1. Uproszczony schemat biosyntezy lipidéw szlaku mewalo-

nowego. Kursywga oznaczono wybrane enzymy. Zaznaczo-
no inhibitory opisywane w rozdz. V.

iDolichole
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riotycznych, tj. u drozdzy [s], ssakéw [7] iroslin [s],
Mniej jest natomiast danych o prenylacji biatek u pro-
kariontéw. Znajdowano je jak dotychczas jedynie
w mykoplazma [9] i archebakteria [5].

I11. Blizej o prenylacji

Oczyszczenie znakowanych trytem pochodzgcym
z mewalonianu biatek iich chemiczna oraz enzymaty-
czna hydroliza umozliwity blizsza charakterystyke
chemiczng wigzania lipid-biatko. Jest ono wrazliwe na
dziatanie niklu Raney’a [10], hydrazyny [11], jodo-
metanu [12], alkaliow [13] — co odpowiada wias-
ciwosciom wigzania tioeterowego. Chemoliza wigza-
nia C-S powoduje uwolnienie izoprenoidéw w formie
weglowodoréw (Ni i hydrazyna) lub alkoholi (CH3J
i KOH) co umozliwia badanie struktury grupy preny-
lowej. W$réd produktéw uzyskiwanych po trawieniu
proteolitycznym znajdywano prenylowang cysteine
[14], potwierdzito to przekonanie o wystepowaniu
wigzania typu Cys-S-Prenyl. Postuluje sie¢ dodatkowo
mozliwo$¢ wigzania grup prenylowych wigzaniem
estrowym poprzez fosforan (por. nizej) [s, 13], lecz
wyniki te sg jak dotagd stabo udokumentowane.

I11-1. Struktura grup prenylowych modyfikujg-
cych biatka

Jak wspomniano pierwszym poznanym izoprenoi-
dem modyfikujacym biatka byt farnezyl (C15), a wias-
ciwie hydroksyfarnezyl [:] pochodna farnezolu — pre-
kursora wspolnego dla wszystkich lipidow izoprenoi-
dowych w komorce, tj. cholesterolu, dolicholu i ubichi-
nonu. Dalsze badania pokazaty, ze nie jest to lipid ani
jedyny, ani dominujgcy w tej roli. Okazato sie, ze
geranylogeranyl (GG C20)jest grupg najczesciej mody-
fikujaca biatka, wystepuje 5-10 razy czeSciej niz far-
nezyl [15]. Wystepowanie farnezylu i geranylogerany-
lu kowalencyjnie zwigzanych z biatkami jest powszech-
nie akceptowane i dobrze udokumentowane badania-
mi strukturalnymi (spektrometria masowa) czesci lipi-
dowej [10,16], Istniejg takze doniesienia o wystepowa-
niu dtuzszych izoprenoidowych grup modyfikujgcych
biatka, dolichyl (C95) [7, 13] u ssakéw czy prenyl-12
i fityl u ro$lin [s], mOéwi sie réwniez o wystepowaniu
fosforanéw tych zwigzkéw. Sugeruje to mozliwos$é
przytgczania dolichylofosforanu do peptydu innym,
niz powszechnie przyjetym wigzaniem tioeterowym.
Doniesienia te oparte sg na chromatograficznej iden-
tyfikacji produktow znakowania i wymagaja dalszych
badan.

I11-2. Rodzaje prenylowanych biatek

Poznane dotychczas prenylowane biatka mozna
podzieli¢ na 4 klasy ze wzgledu na wielkos$¢ czasteczek:
66-72kDa, 53-55kDa, 41-46 kDa i 21-28kDa. Badania
struktury pierwszorzedowej prenylowanych biatek
wykazaty wystepowanie dwu rodzajéow charakterys-
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Rys. 2. Przebieg procesu farnezylacji biatek w komérce. Do peptydu z sekwencjg CXXX przetgczana jest grupa farnezylowa (Far), nastepnie po
odszczepieniu trzech kofAcowych aminokwaséw (XXX) przytaczana jest grupa metylowa. Kursywga zaznaczono enzymy bioragce udziat
w reakcyjach. SAM — S-adanozylometionina, ER — retikulum endoplazmatyczne, BK — btona komdrkowa.
W dolnej czesci rysunku przedstawiono struktury prenylowanych peptydéw — produktéw odpowiednio (a)FPTazy, (b)GGPTazy I,

(c)GGPTazy II.

tycznych sekwencji aminokwaséw na C-konicu czaste-

czki: I-CXXX i II-XCXC lub XXCC. Pierwszy typ
-CXXX: cysteina ,,C” jest prenylowana, ostatni w sek-
wencji aminokwas ,,X3” — decyduje o rodzaju pod-

stawionego prenylu, tj. alanina, seryna, cysteina, me-
tionina, glutamina (w tych przypadkach przytgczany
jest rodnik farnezylowy) lub leucyna albo fenyloalani-
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na (biatko jest geranylogeranylowane). Drugi rodzaj
prenylowanych sekwencji to -XCXC i -XXCC. Mogg
one byé podstawione jedynie resztami geranylogerany-
lu. Poszukiwania enzyméw katalizujacych przeniesie-
nie grup prenylowych i difosforanu poliprenylu (FPP
lub GGPP) na tancuch peptydowy zwanych ogdlnie
prenylotransferazami biatkowymi (por. c/s-prenylo-
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transferaza — enzym syntetyzujacy tancuch izoprenoi-
dowy poprzez kolejne addycje piecioweglowej jedno-
stki izoprenoidowej) pozwolity na zidentyfikowanie

trzech enzyméw cytosolowych [17-19]
farnezylotransferaza (FPTaza) dla sekwencji
-CXXX
geranylogeranylotransferaza | (GGPTaza I) -CXXX
geranylogeranylotransferaza |l (GGPTaza Il)
-XCXC i -xxcc.

Powstaty prenylopeptyd (Ryc. 2), produkt dziatania
FPTazy i GGPTazy | poddawany jest dziataniu dwu
kolejnych enzyméw mikrosomalnych peptydazy
i transmetylazy. Peptydaza odcina trzy koncowe ami-
nokwasy z sekwencji -C(Prenyl)XXX [20], Odbloko-
wana w ten sposéb grupa karboksylowa cysteiny jest
metylowana [21]. Prenylopeptydy bedace produktami
GPTazy Il prenylowane sg prawdopodobnie na obu
cysteinach [22], nie podlegajg dziataniu peptydazy.
Peptydy z sekwencjg -XC(GG)XC(GG) sg karboksy-
metylowane [28, 31]; nie wyjasniono jeszcze czy
reakcja ta zachodzi dla peptydéw -XXCC. Przebieg
procesu prenylacji pokazany jest schematycznie na
rysunku 2. Warto wspomnie¢ w tym miejscu o0 nieco
bardziej ztozonym przebiegu biosyntezy prelaminy
A u ssakow. Jako biatko zawierajgce charakterystycz-
ng sekwencje CXXX (CSIM) jest farnezylowane, trzy
koAcowe aminokwasy sa odcinane, a po metylacji
usuwanych jest kolejnych 15 aminokwaséw [23].
Wydaje sie, ze prenylacja i dalsze etapy biosyntezy
prelaminy A przebiegaja wjadrze komdrkowym. Przy-
ktady prenylowanych biatek podane sg w tabeli 2.

IV. Nieco o enzymach

Oczyszczono i scharakteryzowano enzymy prenylu-
jace biatka z wielu organizméw. Trzy poznane dotad
prenylotransferazy wykazujg wiele podobiernstw struk-
turalnych (Ryc. 3).

Tabela 2

Przyktady biatek modyfikowanych przez prenylotransferazy [67],

S_ekwenCJa,t Enzym Przyktad biatka

aminokwasow

Pep-CXXA FPTaza a-faktor (S. cereuisiae)
Pep-CXXS Ras2, H-Ras (cztowiek)
Pep-CXXC Rasl (S. cerevisiae)

Pep-CXXM prelamina A, lamina B (kurcze)
Pep-CXXQ GGPTaza | Rap2 (cztowiek)

Pep-CXXL RhoA (wot)

Pep-CXXF G25K (wot)

Pep-CAC GGPTaza 11 Rab3A (cztowiek)

Pep-GGCC Rab IB (szczur)

Pep-SNCC Y ptl (S. cerevisiae)

W tabeli stosowano literowe kody aminokwaséw, tzn.: A = alanina,
C = cysteina, F = fenyloalanina, G = glicyna, L = leucyna,
M = metionina, N = asparagina, Q = glutamina, S = seryna;
X = oznacza dowolny aminokwas alifatyczny
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FPTaza

GGPTazal

GGPTazall

Ryc. 3. Prenylotransferazy biatkowe.
Heterodimcryczne czasteczki FPTazy iGGPTazy | zbudo-
wane sg z identycznych podjednostek typu a i podobnych
podjednostek typu (S Heterotrimeryczna czasteczka
GGPTazy Il poza podobnymi podjednostkami typu
a i P zawiera dodatkowo podjednostke REP (Rab escort
protein) (opracowano wg [68]).

IV-1. FPTaza

Enzym przenoszacy farnezyl z FPP na peptyd
zakonczony na C-konfcu sekwencjg -CXXX (Xs = A, S,
C, M lub G) jest heterodimerem [19]. Podjednostka
a jest produktem genu RAM?2 (S. cerevisiae)’', masa
czasteczkowa podjednostki a wynosi u szczura 49kDa,
u drozdzy -34 kDa. Podjednostka @jest produktem
genu RAMI (S. cerevisiae), o masie czasteczkowej
odpowiednio 46kDa u szczura i 43kDa u drozdzy.
Obie podjednostki sg niezbedne do petnej aktywnosci
biologicznej [24]. Z badanh kinetyki reakcji prenylacji
wiadomo, ze w pierwszym etapie reakcji podjednostka
a wigze FPP [25]. Ten poczatkowy etap nie wymaga
obecnosci jonéw dwuwartosciowych [24], Nastepnie
podjednostka Penzymu wigze peptyd (tylko w obecno-
§ci jondw Zn: +). Wydaje sie, ze sekwencja CXXX jest
wystarczajgcym sygnatem do jego rozpoznania. Osta-
tni etap — przeniesienie fernezylu na peptyd zalezne
jest od jonéw Mg2+ [24], Badania oczyszczonego
enzymu z mézgu szczura wykazaty, ze powinowactwo
GGPP (czyli substratu GGPTazy) do FPTazy jest
takie samo jak FPP, jednak geranylogeranyl nie jest
przenoszony na biatko przez FPTaze [24],

IV-2. Wiasciwosci GGPTazy |

GGPTaza | — enzym przenoszacy geranylogeranyl
zGGPP na peptydy z sekwencjg CXXX (X = L lub Q)
wykazuje wiele podobienstw do FPTazy; jego wtas-
ciwosci sg stabiej poznane ze wzgledu na trudnosci
w oczyszczaniu. Jest réwniez heterodimerem, masa
czasteczkowa podjednostki a wynosi 48kDa u szczura
i 38kDa u drozdzy, dla podjednostki (3 znaleziono
odpowiednio 40 kDa u szczura i 41kDa u drozdzy.
Podjednostki a FPTazy i GGPTazy sg identyczne
— dowodzg tego eksperymenty genetyczne (szczepy
drozdzy zmutowane w genie RAM2 byty pozbawione
aktywnosci FPTazy, a aktywno$¢ GGPTazy byta

obnizona o 67%0@$HPvinETO CHeNINL1[25] (PIBS:
ciwciata poliklonalne przygotowane przeciw podjed-



nych, tzn. FPTazy i GGPTazy). Podobnie jak po-
przednio omawiana FPTaza, GGPTaza | jest wigza-
cym cynk metaloenzymem, do petnej aktywnosci nie-
zbedne sgjony Zn2+iM g2+ [28]. GGPTaza preferuje
GGPP, cho¢ tworzenie kompleksu z FPP przebiega
z wydajnoscia 25% w stosunku do GGPP [29],
Identyczno$¢ podjednostek a obu transferaz i moz-
liwos$¢ inhibicji kompetycyjnej stwarza ciekawy prob-
lem regulacyjny w komérce. FPP jest kluczowym
zwigzkiem szlaku mewalonowego, poczawszy od FPP
rozdzielaja sie drogi biosyntezy lipidéw chlesterolu,
ubichinonu i dolicholu, a takze farnezylowanych bia-
tek. Przyjmuje sie, ze stezenie FPP jest w komorce
wyzsze niz GGPP. Wydawaloby sie wobec tego, ze
geranylogeranylowane biatka nie mogg by¢ wydajnie
syntetyzowane. Réwnocze$nie wiadomo, ze geranylo-
geranylowanych biatek jest w komdrkach wiecej niz
farnezylowanych [30]. Postuluje sie wobec tego, ze
wigzanie z réznymi podjednostkami @ wpiltywa na
specyficznos$¢ wigzania podjednostki a z difosforanami
izoprenoidow [24], chociaz wyttumaczenie istnieja-
cych w komérce zaleznosci nie jest mozliwe na obec-
nym etapie zaawansowania badan.

IV-3. GGPTaza Il (inaczej RabGGPTaza)

Enzym ten przytgcza geranylogeranyl do peptydéw
zawierajgcych sekwencje -XCXC lub -XXCC na C-
koncu czasteczki [22]. W przeciwienstwie do poprzed-
nich transferaz GGPTaza Il jest heterotrimerem. Czg-
steczka jej sktada sie z komponenty A i diameru a3
przypominajgcego podjednostki a i @ GGPTazy |
[31]. Substrat biatkowy (jak dotad biatka Rab)
rozpoznawany jest przez komponente A obecnie nazy-
wang REP (Rab escort protein) fgczac sie najpraw-
dopodobniej z wewnetrzng sekwencjg Rab [26] i mo-
dyfikowany przez komponent a@ [32] (a 60kDa,
[338kDa, REP 95kDa). Wszystkie trzy podjednostki
potrzebne sg do petnej aktywnosci enzymu [33],
Sekwencja aminokwaséw REP przypomina sekwencje
biatka kodowanego przez gen, ktérego defekt powodu-
je u ludzi choroideraemie (degradacje siatkdwki) oraz
do GDI (guanine nucleotide dissociation inhibitor, biat-
ka regulacyjnego dla matych biatek wigzacych GTP)
[34]. Podobienstwo GDI i REP wydaje sie uzasad-
nione ich funkcjami w komérce. GDI1 pozwala biatkom
Rab uwolni¢ sie z bton do cytozolu, umozliwia cyklicz-
ne funkcjonowanie Rab w transporcie wewngatrzkomé-
rkowym. Wobec tego obydwa biatka GDI i REP
muszg wykazywa¢ duze powinowactwo do Rab. Trud-
no natomiast w tej chwili znaleZz¢ uzasadnienie blis-
kiego zwigzku REP i choroideremii. Rzeczywiscie,
limfoblasty choroideremiczne pozbawione sg aktyw-
nosci GTPazy IlI; wydaje sie jednak zaskakujagce, ze
defekt REP prowadzi do degradacji jedynie siatkdwki;
geranylogeranylowane Rab sg istotne dla sekrecji
i egzocytozy we wszystkich komoérkach. Przypuszcza
sie, ze w pozostatych tkankach (nie w siatkowce)
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powstaje biatko REP-2, ktére moze zastepowaé REP
w geranylogeranylacji wiekszosci Rab.

V. Inhibitory prenylotransferaz biatkowych

Poszukiwania inhibitorow enzyméw prenylujgcych
biatka wydawaty sie szczeg6lnie wazne. Z czysto
poznawczych wzgledéw wygodnie jest postugiwac sie
inhibitorem badanego enzymu — pozwala to na
petniejszg charakterystyke strukturalng i funkcjonalng
biatka.

Zgromadzono juz sporo informacji dotyczacych
inhibitoréw prenylotransferaz (przegladowe prace [35,
36]). Opisane ponizej podzielono na grupy zaleznie od
mechanizmu dziatania inhibitora.

V-1. Inhibitory peptydomimetyczne

Poszukiwania inhibitorébw FPTazy rozwijaly sie
w kilku kierunkach — proste stosunkowo wydawato
sie uzycie syntetycznych peptydoéw oparte na obser-
wacjach, ze czteroaminokwasowa sekwencja CXXX
jest rozpoznawana i prenylowana przez enzym [24],
Kolejne modyfikacje CXXX daty w efekcie wiele
tetrapeptyddw dziatajgcych jako inhibitory kompety-
cyjne, FPTazy, najsilniejszy z nich CVFM
(ICso < o,IpM) nie jest farnezylowany [37], Dalsze
eksperymenty pozwolity zsyntetyzowac zwigzki pep-
tydomimetyczne — analogi tetrapeptydéw z podstaw-
nikami aromatycznymi lub inaczej modyfikowanymi
aminokwasami alifatycznymi (X1X2). Zwiazki te
w przeciwienstwie do prenylowanych CXXX sg odpor-
ne na dziatanie proteaz, lepiej wnikajg do komdrek, nie
ulegajg prenylacji a jedynie wigzg enzym [38, 39]. In
vitro 1Cso sg rzedu InM, in vivo stezenia rzedu 1pM
przywracaty normalny wzrost transformowanych no-
wotworowo komdrek. Rownoczes$nie nie zaobserwo-
wano wpltywu na inne enzymy szlaku mewalonowego
np. HMG-CoA reduktaze, a takze na poziom innych
metabolitow tego szlaku w komérce takich jak skwa-
len i cholesterol. Inhibitory te nie sg jednak absolutnie
selektywne w stosunku do Ras co udowodnity do-
$wiadczenia z [sH]mewalonianem — inhibicja FPTa-
zy prowadzita do hamowania prenylacji biatek Ras
[39], cho¢ réwniez laminy prenylowane byty w mniej-
szym stopniu. Roéznice we wrazliwosci farnezylacji
réznych biatek na inhibicje FPTazy tlumaczy sie
wiekszym powinowactwem sekwencji CXXX lamin niz
Ras do FPTazy — wyzsze stezenia inhibitora potrzeb-
ne sg do inhibowania farnezylacji lamin niz Ras [39],

Badania w tym kierunku rozwijajg sie bardzo inten-
sywnie, obecnie z duzg nadziejg méwi sie o wynikach
uzyskanych w S. cerevisiae: geranylogeranylacja Ras
przez GGPTaze |, obserwowana gdy FPTaza byta
funkcjonalnie nieaktywna, pozwolita na normalny
wzrost komorek [40]. Modyfikacja Ras przez gerany-
logeraniol zamiast fernazol jest mato wydajna, ale
wystarcza do podtrzymania aktywnos$ci biologicznej
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normalnych Ras w przeciwienstwie do onkogennych
Ras. Badania in vitro réwniez potwierdzajg brak
specyficznosci FPTazy i GGPTazy | (por. IV-2).
Potwierdza to mozliwo$¢ zastepczej geranylogeranyla-
cji Ras, ktéra umozliwia wzrost komoérek w obecnosci
inhibitora FPTazy.

Opisano tez naturalne inhibitory z tej samej grupy:
pentapeptydowe analogi Ras tzw. penticinnamius
(Streptomyces, 1Cso 0.1-1 pM) [41], nie byty dotad
testowane in vivo.

V-2. Analogi FPP

Inhibitory drugiego typu sg analogami drugiego
substratu FPTazy tj. FPP. Testowano niehydrolizo-
walne zwigzki kwas oc-hydroksyfarnezylofosfoniowy
ijego pochodne [42] — hamowaty one obrébke Ras in
vivo przy stezeniu 1pM. Inhibitorami z tej samej grupy
okazaty sie zwigzki naturalne [43] produkowane przez
szczepy Streptomyces — antybiotyk manumycyna
ipochodne (ICso 5pM). Antybiotyk ten wykazuje duzg
specyficznos¢ w stosunku do FPTazy (50-krotnie
wyzsze stezenia sg potrzebne, by inhibowaé GGPTaze
1), chociaz jak dotad nie udowodniono inhibicji far-
nezylacji Ras w komorkach zwierzecych, stwierdzono
tylko zmniejszenie rozmiaru Ras-zaleznych guzow
u myszy. Chaetomela acutisela wytwarza kwasy kato-
melowy (chaetomellic) i saragosowy (zaragozic) [42],
ktére in vitro sa silnymi inhibitorami FPTazy (ICso
10-60 nM), sg rowniez wysoce selektywne w stosunku
do GGPTazy (100 x ). Jednak ich polarno$¢ utrudnia
przenikanie przez btone. Istniejg rdwniez zwigzki ha-
mujace prenylacje biatek poprzez zmniejszenie puli
endogennych FPP i GGPP — kompaktyna i mewi-
nolina — specyficzne inhibitory HMGCoA reduktazy,
kluczowego enzymu w biosyntezie izoprenoidéw [44],
Jednak uzywanie ich w terapii nowotworéw wydaje sie
mniej celowe ze wzgledu na rdwnoczesne, niekorzystne
dla komorki obnizenie poziomu wszystkich lipidow
izoprenoidowych takich jak steroidy, ubichinony ido-
lichole. Warto tez wspomnie¢ o limonenie (wystepuja-
cym w skérce pomaraficzy). Wczesniej opisywane
zapobiegawcze i lecznicze dziatanie przeciwrakowe
(indukowanego chemicznie raka sutka, ptuc i zotgdka)
[45] tego zwigzku znalazto potwierdzenie w badaniach
na transformowanych liniach komdrkowych [46].
Limonen selektywnie inhibuje prenylacje Ras nie wpty-
wajac na prenylacje lamin. Jest in vivo intensywnie
metabolizowany ajego metabolity sg tez inhibitorami
FPTazy prawdopodobnie dzieki kompetycji z FPP.

V-3. Inne inhibitory

Opisano zwigzki pochodzenia naturalnego, hamujg-
ce prenylacje biatek, o niezbadanym dotagd mechaniz-
mie dziatania tj. glitoksyny [47] (ICso 1 pM). Nalezg
one do grupy toksyn epitiodiketopiperazynowych,
wykazujgcych szerokie spektrum dziatania, wptywaja-
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cych na wzrost grzybéw, bakterii i wiruséw. Syntetycz-
ny inhibitor, farnezylamina, hamuje farnezylacje igera-
nylogeranylacje a takze wzrost transformowanych
nowotworowo komdrek [48]; wykazano pewng specy-
ficznos¢ inhibitora w stosunku do prenylacji Ras.

V-4. Znaczenie inhibicji prenylacji biatek Ras

Stwierdzenie, ze biatka Ras i wiele innych sposrod
rosngcej liczebnie superrodziny matych biatek wigza-
cych GTP sg prenylowane zasugerowato mozliwos$¢
wykorzystania efektu inhibicji prenylacji w chemiote-
rapii nowotworow.

Kontrola wzrostu ir6znicowania komérek wymaga
wspoétdziatania zespotu wielu czynnikbw wewnatrz-
komérkowych. W odpowiedzi na wigzanie zewnatrz-
komérkowych czynnikéw wzrostu do receptoréw na
powierzchni komérki uruchamiane jest dziatanie bia-
tek Ras, ktére funkcjonuja jako ,,molekularny przeta-
cznik” oscylujgc miedzy formg aktywng (Ras-GTP)
i nieaktywna (Ras-GDP) poprzez wigzanie i hydrolize
GTP [49], Punktowa mutacja, ktéra zmniejsza aktyw-
nos¢ GTPazowg Ras powoduje zablokowanie Ras
w formie aktywnej [50]. Efektem tego jest nie pod-
legajgca regulacji stymulacja wzrostu komdrek, ktdra
jak sie sadzi wpltywa na rozw6j nowotworéw ztos-
liwych. Stwierdzono wystepowanie mutacji w Ras
w ok. 50% nowotwordow okreznicy i ok. 90% nowo-
tworow trzuski. Réwnoczesnie dla aktywnosci biatek
Ras niezbedna jest lokalizacja btonowa. Biatka Ras nie
posiadajg domeny transmembranowej mozna wiec
sadzi¢, ze farnezylacja jest odpowiedzialna za ich
asocjacje z wewnetrzng strong btony cytoplazmatycz-
nej [51].

Myslac o hamowaniu farnezylacji bialek Ras nie
nalezy zapomina¢ o konieczno$ci zapewnienia selek-
tywnosci potencjalnego inhibitpora FPTazy w stosun-
ku do GGPTazy I i Il, réwniez o tym, ze poza Ras
farnezylowane przez FPTaze sg mn. laminy, biatka
RhoB, kinaza rodopsynowa, podjednostka y gamma
transducyny, i in.

VI. Wptyw prenylacji biatek na procesy bio-
logiczne i biochemiczne

Badania nad biologiczng rolg prenylacji prowadzo-
ne sg w wielu laboratoriach. Powszechnie zaakcep-
towany w literaturze jest poglad, ze rolag prenylacji
(podobnie jak innych modyfikacji poprzez wiazanie
lipidow) jest utatwienie wigzania biatek z btonami
biologicznymi (artykuty przegladowe [18, 19]). Wyda-
je sie, ze palmitylowane i mirystylowane biatka majg
Llipidowe kotwice” lepiej wpasowujgce sie w acylowe
tancuchy fosfolipidéw [52] niz izoprenoidy o czastecz-
kach dtuzszych, bardziej rozgatezionych. Rdwnoczes-
nie Scisle okres$lona lokalizacja subkomérkowa preny-
lowanych biatek w btonie komoérkowej, retikulum
endoplazmatycznym, btonach aparatu Golgiego, jad-
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rowych a nawet w cytozolu sugeruje mozliwos$¢ wy-
stepowania bardziej ztozonych oddziatywan biatko-
biatko z biatkami btonowymi i cytolozowymi [53, 54],
Badania majace na celu wyjasnienie natury tych
oddziatywan prowadzono w r6znych uktadach bio-
logicznych najbardziej zaawansowane sa w przypadku
biatek Ras. Stwierdza sig, ze ich farnezylacja wptywa na
wigzanie z btong, ale nie wystarcza do Scistej asocjacji
[565], Interpretacje wynikéw utrudnia w tym modelu
fakt, ze czasteczki biatek Ras posiadajg dodatkowo
wigzaceje z btonami wewnetrzng sekwencje poli-lizyny
(K-Ras) lub zwigzane z cysteing powyzej sekwencji
CXXX grupe palmitylowa (Ha-Ras i N-Ras). Usuniecie
w drodze mutacji ktérego$ z tych elementow jedynie
ostabia wigzanie z btong. Podobnie dla geranylogera-
nylowanych biatek RaplB — po frakcjonowaniu ko-
madrek znaleziono biatka Rap zaréwno we frakcji bton
jak i w cytozolu [56]. Biatko G25K, o ktérym wiado-
mo, ze jest geranylogeranylowane, po ekspresji w bia-
taczkowych komorkach mysich jest znajdowane pomi-
mo prenylacji gtéwnie w cytozolu; stosowanie mewi-
noliny, tzn. hamowanie biosyntezy geranylogeranylu
zwieksza pule cytozolowg tego biatka prawdopodob-
nie dzieki ostabionej asocjacji z btong komorkowga
[57]. Biatka Rab (rodzina matych biatek wigzgcych
GTP) geranylogeranylowane w sekwencji XCXC
— mimo, ze prenylowane, w komérkach mézgu szczu-
ra wystepuja zaréwno we frakcji bton jak i w cytozolu
[58]. Niekiedy proporcja prenylowanych biatek znaj-
dowanych w cytozolu do obecnych w btonach zalezy
od warunkéw zewnetrznych np. 60% biatek szoku
cieplnego Ydjl (S. cerevisiae) jest zwigzane z btonami
retikulum endoplazmatycznego w temperaturze 3°C,
a tylko 20% w temp. 23°C [59], Skoro w tych
przypadkach prenylacja jest koniecznym, ale nie do-
statecznym warunkiem lokalizacji btonowej biatka
sugeruje sie istnienie dodatkowego biatka regulatoro-
wego [60], ktore mogioby pomagaé¢ w ,ekstrakcji”
prenylowanego biatka z btony. Tu zastanawia podo-
bienstwo biatka REP (podjednostki GGPTazy Il por.
IV-3) do GDI petnigcego taka wiasnie funkcje utat-
wiania cyrkulowania biatek Rab w komdrkach. Roz-
waza sie takze mozliwo$¢ dodatkowych modyfikacji
chemicznych roznych dla cytozolowych i zwigzanych
z btong biatlek Rab. Moznaby na przyktad braé pod
uwage niezwykle atrakcyjng ewentualno$¢ deprenyla-
cji prenylowanych biatek. Wigzanie tioeterowe miedzy
cysteing a grupg prenylowg jest trwate w warunkach
fizjologicznych. Nie udato sie stwierdzi¢ odszczepienia
farnezylu z czasteczek farnezylowanych biatek Ras
[56]. Jednak roéwnoczes$nie opisano enzymy katalizu-
jace utlenianie tioeteréw [61], ktérych dziatanie mog-
toby pozwoli¢ na regeneracje wolnej grupy sulfuhyd-
rylowej w C-koricowej cysteinie. Jak wspomniano
wczesniej (I11) prenylacji tego typu biatek towarzyszy
karboksymetylacja cysteiny. Nie majak dotad jedno-
znacznych dowodéw na odwracalno$é reakcji metyla-
cji w warunkach fizjologicznych. W niektérych pra-
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cach nie obserwuje sie produktéw przemiany grupy
metylowej, ale opisano tez niespecyficzne [62] ispecy-
ficzne [63] karboksypeptydazy mogace trawié wigza-
nie C-koncowego estru metylowego. Rowniez laminy
byty uktadem eksperymentalnym do badania biologi-
cznej roli prenylacji. Roéwnocze$nie wystepowanie
CXXX i sekwencji zasadowej jako sygnatu lokalizacji
btonowej i komplikuje sytuacje. Udowodniono jednak,
ze farnezylacja cysteiny w sekwencji CXXX nie jest
dostatecznym warunkiem lokalizacji biatka w btonie
jadrowej. Prelamina zmodyfikowana w CXXX, a wiec
nieprenylowana, po ekspresji zmutowanego genu jest
importowana do jadra komo6rkowego, ale pozostaje
niezasocjowana z btong; mutacje w tancuchu pep-
tydowym z zachowaniem niezmienionej sekwencji
CXXX dawaty produkty biatkowe réwniez nie asoc-
jujace z btong [64]. Kolejny obiekt — czynnik doboru
ptciowego grzybow (fungal mating factor) byt chrono-
logicznie pierwszym uktadem stosowanym do badan
strukturalno-funkcjonalnych [65]. Pokazano wtedy,
ze prenylacja byta wazna dlajego funkcji. Zmiany typu
rodnika izoprenoidowego na grupy o innej dtugosci
tancucha (C20, C10 czy C5) zmienialy tylko poziom
aktywnosci biologicznej. Tak drastyczna modyfikacja
jak zmiana grupy farnezytowej na metylowa, ben-
zylowg czy Cies alkilowg ciggle jeszcze pozwolita
zachowac czesSciowg aktywnos¢ a-faktora u S. cerevi-
siae, podczas gdy a-faktor w og6le nie modyfikowany
nie byt z komdrek wydzielany i nie wykazywat aktyw-
nosci biologicznej [35].

VIIl. Uwagi koncowe

Modyfikacja biatek poprzez prenylacje zwigksza
znaczenie hydrofobowos$¢ ich czasteczek, a tym samym
powinowactwo do bton biologicznych. Réwnoczes-
nie istniejg przestanki by sadzi¢, ze nie tylko prosta
asocjacja lipidow jest odpowiedzialna za wigzanie
prenylowanych biatek z btonami. Jak wspomniano
weczesniej (V1) by¢ moze istotne sg réwniez oddziatywa-
nia biatko-biatko, a wiec proponuje sie istnienie biat-
kowych receptorow na powierzchni bton, ktére od-
dziatywuja z tancuchem izoprenoidowym [s6], Istnieje
coraz wiecej dowodow $wiadczacych o istnieniu takich
receptoréw, Stwierdzono np. ze cyklaza adenylanowa
jest stymulowana przez Ras2 (S. cerevisiae); farnezylo-
wany Ras2 wykazuje 100-krotnie wyzsze powinowac-
two do cyklazy niz niefarnezylowany [52, 54] — efekt
ten obserwowano roéwniez wowczas, gdy cyklaza byta
sotubilizowana, co wskazuje, ze oddziatywanie Ras2-
btona nie jest decydujgce dla tej reakcji.

Badania nad fizjologiczng rola prenylowanych bia-
tek przynoszga ciekawe informacje, ktére by¢ moze uda
sie wykorzystaé w terapii choréb nowotworowych.
Stad duze zainteresowanie tym kierunkiem, wspot-
praca biochemikéw, genetykow i biologéw molekular-
nych. Biochemia lipidow okresSlanych dotychczas jako
,metabolity wtorne” jest podstawowym narzedziem
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w badaniach prenylowanych biatek. Wydaje sie row-
niez, ze dtugotancuchowe poliprenole idolichole odnaj-
dujg swoje istotne, dtugo poszukiwane, miejsce w naj-
wazniejszych dla komérek procesach fizjologicznych.
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Konformacje cytochromu c i jego oddziatywania

z oksydaza cytochromowag

Cytochrome c conformations and its interactions with

cytochrome c oxidase
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BOHDAN TURYNAZ2
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I. Wprowadzenie

Mitochondrialny cytochrom c jest rozpuszczalng
w wodzie hemoproteing o masie czasteczkowej okoto
12 kDa i potencjale oksydacyjno-redukcyjnym +260
mV. Jej czasteczka sktada sie z pojedynczego tancucha
polipeptydowego o diugosci 103— 113 aminokwaséw
i grupy hemowej, zwigzanej z nim kowalencyjnie
poprzez wigzania tioeterowe miedzy resztami winylo-
wymi hemu a grupami -SH ‘tancuchow bocznych
cystein (Cysl4 i Cys 17). Cytochrom c jest biatkiem
silnie zasadowym o warto$ci pi okoto 10. Za dodatni
tadunek czasteczki odpowiedzialne sa przede wszyst-
kim reszty lizynowe oraz dodatkowo reszty arginino-
we i histydynowe. Specyficzny rozktad tadunkéw na
powierzchni cytochromu c¢ ma kluczowe znaczenie
w procesach elektrostatycznych interakcji pomiedzy
biatkowymi kompleksami mitochondrialnego tancu-
cha oddechowego. Podstawowa funkcja biologiczna
cytochromu c jest przekazywanie elektronu z kom-
pleksu Ill, reduktazy cytochromowej (cytochromy
b ich, na kompleks IV tj. oksydaze cytochromowg
(cytochromy a i a3) [1], Wykazano rowniez, ze cyto-

1 Mgr, Zaktad Biofizyki, 2 dr, Zaktad Biochemii Zwierzat,
Instytut Biologii Molekularnej UJ, 31-120 Krakow,
al. Mickiewicza 3
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chrom ¢ moze oddziatywa¢ z oksydazg tiolowg [:],
cytochromem b5 [2, 3-5] w komdérkach zwierzecych
oraz peroksydazg cytochromowg [2, 6-9] i cytochro-
mem b2 [2] w komdrkach drozdzy (Ryc. 1)

Cytochrom c izolowano z komérek i tkanek roz-
nego pochodzenia opisujac konformacje, witasnosci
fizyko-chemiczne, a takze strukture nukleotydowg
jego genu. Zainteresowania budzit réwniez sposo6b
transportu apocytochromu c z cytoplazmy do mito-
chondrionu oraz mechanizmy oddziatywan cytochro-
mu c z jego fizjologicznymi partnerami (w szczeg6lno-
Sci z oksydazg cytochromowg).

Oksydaza cytochromu cjest jednym z kompleksow'
enzymatycznych (kompleks 1V) mitochondrialnego
tancucha oddechowego. Katalizuje reakcje utleniania
ferrocytochromu c do ferricytochromu c, zjednoczes-
ng czteroelektronowg redukcjg czasteczki tlenu do
wody. Procesom tym towarzyszy transport protonéw
z mitochondrialnej matriks do przestrzeni miedzy-
btonowej, co w konsekwencji przyczynia sie do po-
wstania gradientu protonowego wykorzystywanego
przez kompleks ATP-azy do syntezy ATP.

Oddziatywania cytochromu c¢ z kompleksem IV
tancucha oddechowego sg od wielu lat przedmiotem
intensywnych badan majacych na celu:

— opis kinetyki utleniania cytochromu c przez

oksydaze,
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IV

\ A

BZ PM BW M

Ryc. 1. Fizjologiczni partnerzy cytochromu ¢ w mitochondrialnym
transporcie elektronéw (wg [2]). Strzatki wskazuja Kkie-

runek przeptywu elektronéw. BZ — btona zewnetrzna;
BW — biona wewnetrzna; PM — przestrzen miedzy-
btonowa; M — matriks; ¢ — cytochrom c; 11l — reduktaza

cytochromu ¢; IV — oksydaza cytochromu ¢; PC — per-
oksydaza cytochromu c¢; b5 — cytochrom b5 OT — ok-
sydaza tiolowa; b2 — cytochrom b2.

— wyjasnienie mechanizmu wigzania cytochromu
c przez oksydaze i towarzyszacych temu zmian
konformacyjnych tworzonego kompleksu,

— wyjasnienie mechanizmu sprzezenia transportu
elektronu przez oksydaze z procesem pompowa-
nia protonéw w poprzek btony mitochondrionu.

Przedmiotem niniejszego opracowania bedzie opis

struktury cytochromu c ze szczegélnym uwzglednie-
niem jego standéw konformacyjnych. Przestawione
zostang rowniez proponowane hipotezy oddziatywan
cytochromu c zkompleksem 1V, na podstawie ktérych
probuje sie ttumaczy¢ mechanizmy molekularne lezace
u podstaw procesu przekazywania elektronu miedzy
tymi biatkami.

Il. Cytochrom c

I1-1. Synteza i transport apocytochromu c do
mitochondrionu

Apocytochrom c jest kodowany przez genom jad-
rowy i syntetyzowany na wolnych rybosomach cyto-
plazmatycznych. Produktem translacji jest polipeptyd,
ktéry nie podlega zadnym potranslacyjnym modyfika-
cjom z wyjatkiem metylacji, i to u niektérych tylko
organizméw [10]. Transport apocytochromu c do
przestrzeni miedzybtonowej rézni sie swoim mechaniz-
mem od transportu innych biatek mitochondrialnych.
W odréznieniu od wiekszosci prekursorowych biatek,
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transportowanych z cytoplazmy do mitochondrionu,
apocytochrom c nie zawiera tzw. sekwencji sygnatowej
[11, 12], ktéra na ogdt jest konieczna do swoistego
zwigzania z biatkiem receptorowym na powierzchni
btony organelli docelowej. Przypuszcza sie, ze funkcje
sekwencji sygnatowej petnig niektdre aminokwasy
wchodzgce w skiad petnej sekwencji apocytochromu
¢ [13]. Wykazano, ze istotng role w transporcie tego
biatka przez zewnetrzng btone mitochondrialng od-
grywaja sekwencje: od 1do 58 aminokwasu (w szczeg6l-
nosci Lys5, Lys7 iLyss)iod es do 90 aminokwasu [13].

Transport apocytochromu ¢ do przestrzeni btono-
wej mitochondrionu nie zalezy ani od ATP, ani tez od
potencjatu blonowego [11, 12, 14]. Istothne za$ sg
oddziatywania elektrostatyczne miedzy czgsteczka cy-
tochromu c a ujemnie natadowang warstwg lipidowa
zewnetrznej btony mitochondrialnej [15-18].

Tworzenie holocytochromu c zachodzi w przestrze-
ni miedzybtonowej mitochondrionu i polega na po-
wstawaniu kowalencyjnych wigzan pomiedzy cystei-
nami apocytochromu c a grupami winylowymi zredu-
kowanego hemu [19]. Reakcje katalizuje enzym liaza
hemowa cytochromu ¢ [EC4.4.1.17].

Kwestig dyskusyjng pozostaje nadal stopien powig-
zania ze sobag etapOw: transportu apocytochromu
c przez btone i tworzenia holocytochromu c w prze-
strzeni miedzybtonowej mitochondrionu. Jedni auto-
rzy sugeruja, ze przemieszczanie apocytochromu
c przez zewnetrzng btone mitochondrionu jest Scisle
uzaleznione od wigzania hemu zachodzgcego po jej
wewnetrznej stronie [12, 20]. Odmienny poglad za-
ktada wzgledng niezalezno$¢ obu proceséw [21, 22],
W tym ujeciu transport apocytochromu c przez btone
bytby etapem catkowicie odwracalnym (tzn. mogacym
zachodzi¢ w obu kierunkach), po ktérym nastepowa-
toby uwiezienie apocytochromu ¢ w przestrzeni mie-
dzybtonowej poprzez nieodwracalne przytgczenie he-
mu i utworzenie natywnej konformacji biatka [22]
(Ryc. 2). Hipoteze te popieraja wyniki wskazujace, ze
sam proces transportu apocytochromu c nie zalezy od
obecnosci liazy hemowej oraz czynnikéw redukuja-
cych hem [21]. Co wiecej, obecno$¢ w apocytochromie

SH SH

Ryc. 2. Hipotetyczny mechanizm transportu apocytochromu c do
mitochondrionu (wg [22]). BZ, BW, PM, M — oznaczenia
jak na rycinie 1 Apo — apocytochrom c¢; LH — liaza
hemowa; Holo — holocytochrom c.
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¢ cystein kowalencyjnych wigzgcych hem, nie jest
warunkiem koniecznym do transportu tego biatka
przez btone [2:1].

11-2. Natywna struktura cytochromu c

Natywna struktura cytochromu c jest rezultatem
specyficznego zwijania sie tanicucha polipeptydowego
(apocytochromu c) woko4 rdzenia hemowego. Proces
ten przebiega stopniowo i opisywany jest nastepujaca
sekwencjg zdarzen [:].

W fazie poczatkowej tworzg sie struktury a-helikal-
ne w regionach N i C koricowym oraz w poblizu reszt
aminokwasowych 50 i 60, przy czym polarne grupy
reszt aminokwasowych uktadajg sie po jednej stronie
kazdego heliksu, podczas gdy grupy hydrofobowe
— po stronie przeciwnej. Ustawienie Cysl4 i Cysl7 we
wiasciwej orientacji zapewnia mozliwos¢ kowalencyj-
nego potaczenia tancucha biatkowego z hemem.

W kolejnym etapie nastepuje tworzenie sieci wigzan
wodorowych wokdt reszt propionowych hemu, w ktd-
re zaaganzowane sg reszty aminokwasowe: Tyr46,
Tyr48, Trp59, Asp52 oraz Thr49.

tancuch biatkowy uktadajacy sie po jednej stronie
rdzenia hemowego ostateczng strukture uzyskuje dzie-
ki odpowiedniemu upakowaniu hydrofobowych grup
Pro30, Leu32, Leu35. Po przeciwnej stronie rdzenia
hemowego tancuch formuje sie przy udziale hydro-
fobowych grup Leu64, Leuss oraz Tyr67. Obecnos¢
reszt glicynowych i prolinowych w tancuchu biat-
kowym umozliwia takie jego zagiecia wokdt rdzenia
hemowego, ze cata czgsteczka uzyskuje forme globula-
rng o $rednicy 3.4 nm (Ryc. 3).

W efekcie hem umiejscowiony jest w szczelinie
dtugosci 2.1 nm (Ryc. 4) pomiedzy prawym bokiem
czasteczki (reszty 1-46) a lewym (reszty 47-91), podczas
gdy reszty 92— 104 zawracajg w kierunku prawego
boku czasteczki ponad resztami 1-46. PierScien piro-
lowy Ili Il oraz krawedz miedzy nimi sg wyekspono-
wane na powierzchnie, natomiast grupy propionowe
lezg wewnatrz szczeliny hemowej i pozostajg oddzielo-
ne od Srodowiska zewnetrznego [23]. Hem jest kowa-
lencyjnie zwigzany poprzez mostki tioeterowe z resztg
Cysl4 w pozycji 2 pierScienia pirolowego | i reszty
Cysl7 w pozycji 4 piersScienia pirolowego Il. Atom
zelaza grupy hemowej wigze sie z czterema atomami
azotu uktadu porfirynowego. Tworzy tez dwa dodat-
kowe wigzania (kazde po jednej stronie ptaszczyzny
hemu) okreslane jako pigta i szdsta pozycja koor-
dynacyjna zelaza. Pozycje te zajete sg odpowiednio
przez atom azotu His18 znajdujgcej sie po prawej
stronie hemu oraz atom siarki Met80 wystepujacej po
lewej stronie hemu [1, 23].

Przypuszcza sig, ze wigzanie zelaza (poprzez Met80
i His 18) dodatkowo stabilizuje strukture biatka, nie
majac zasadniczego wptywu na proces zwijania sie
tancucha wok6t hemu. Wskazuje na to mozliwos$é
powstania kompleksu tancucha biatkowego z por-
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Ryc. 3. Schemat struktury przestrzennej cytochromu c z serca
tunczyka (Thunnus alalunga). Rysunek wykonany w IBM
UJ na podstawie danych Brookhaven Protein Data Bank za
pomoca pakietu Biosym Insight Il wersja 2.3. na kom-
puterze lIris Indigo 2.*

firyng (r6znigcego sie od cytochromu jedynie brakiem
zelaza) o konformacji bardzo zblizonej do cytochromu

c[l].

Ryc. 4. Struktura kieszeni hemowej cytochromu c.

* Komputer z oprogramowaniem sfinansowany przez Fun-
dacje na Rzecz Nauki Polskiej w ramach Programu BIMOL.
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11-3. Konformacja ferro- i ferricytochromu ¢

Cytochrom ¢ moze wystepowaé w dwoéch stanach:
utlenionym (tzw. ferricytochrom), oraz zredukowa-
nym (tzw. ferrocytochrom), rdéznigcych sie stopniem
utlenienia zelaza. Ferrocytochrom charakteryzuje wi-
dmo absorpcyjne z pasmem a w zakresie 550— 558 nm,
Bw zakresie 521—527 nm oraz y (zwanym tez pasmem
Soreta) w zakresie 415—423 nm. Przejsciu w stan
utleniony towarzyszy zanik pasm a i |3 na miejscu
ktérych pojawia sie pojedyncze pasmo z maksimum
absorpcji przy 530 nm. Ferricytochrom wykazuje
ponadto dodatkowe pasmo absorpcyjne z maksimum
przy 695 nm, zwigzane z obecnoscig nienaruszo-
nego wigzania miedzy Met80 a zelazem w hemie.
Obecno$¢ pasma 695 nm moze stanowi¢ wskaznik
natywnej struktury biatka, poniewaz kazda zmiana
konformacyjna cytochromu, ktérej towarzyszy prze-
rwanie wigzania Met80-Fe powoduje zanik omawia-
nego pasma [:].

Ré6znice konformacyjne pomiedzy zredukowanym
a utlenionym cytochromem c sg konieczne dla stabili-
zacji jednostkowego tadunku dodatniego, jaki pojawia
sie podczas utleniania zelaza hemowego [23].

Dotychczas opracowano dwie hipotezy prébujace
ttumaczy¢ procesy zmian konformacyjnych zachodza-
cych przy utlenianiu cytochromu c.

Wedtug pierwszej z nich [23-25] dodatni tadunek
zelaza w stanie utlenionym bytby cze$ciowo zdelokali-
zowany na Met80 powodujac ostabienie wigzah wodo-
rowych miedzy Met80 a Tyr67. Reorganizacja prze-
strzenna grup powigzanych z Tyr67 siecig wigzan
wodorowych prowadzitaby do zmiany potozenia
Asn52, Tyr48 oraz Thr49 lezacych w poblizu grup
propionowych hemu. Efektem takich zmian bytoby
wieksze (o ok. 0.016 nm) wyeksponowanie hemu na
zewnatrz szczeliny hemowej oraz przesuniecie w stro-
ne zelaza (0o ok. o.1 nm) czasteczek wody spulap-
kowanych przez biatko. Oba efekty dziatatyby w pro-
ponowanym modelu jako czynniki stabilizujgce struk-
ture ferricytochromu.

Alternatywna hipoteza [23, 26] zaktada mozliwos¢
stabilizacji dodatniego tadunku zelaza w stanie utle-
nionym poprzez elektrostatyczne oddziatywanie z re-
sztg kwasu propionowego przy IV pierScieniu piro-
lowym. Obserwowane zmiany konformacyjne biatka
zachodzityby w regionie najblizej sgasiadujagcym z tg
grupg (w szczegélnosci Arg38 oraz Asn52).

Obecnie przypuszcza sig, ze stabilizacja tadunku
hemu w stanie utlenionym jest procesem obejmujgcym
wiecej niz jeden pojedynczy mechanizm. Wskazywac
na to moze fakt, ze w procesie tym zaangazowane sg
rowniez reszty aminokwasowe bardziej odlegte od
hemu (PhelO, Valll, Tyr97, Ala101) [23], grupy
powigzane siecig wigzan wodorowych wokdt Trp59
i Gly4l [27, 28] a takze aminokwasy tancucha biat-
kowego w pozycjach od 50 do 60 [29] oraz od 60
do 71 [30],

62

I1-4. Konformacja cytochromu c zalezna od pH

Wyodrebniono pieé, zaleznych od pH $rodowiska,
standw konformacyjnych ferricytochromu, w ktérych
rézni sie on szeregiem wiasciwosci fizykochemicznych
[1,23]:

I 1 1l v \

Pk 0.42 2.50 9.35

Stan Il w powyzszym ujeciu odpowiada natywnej,
fizjologicznie aktywnej, globularnej konformacji cyto-
chromu, w ktérej zelazo jest ligandem wigzanym przez
Met80 i Hisls tancucha biatkowego (Ryc. 5).

Przy niskim pH $rodowiska ferricytochrom prze-
chodzi w forme czesSciowo rozwinietg (stan Il), czemu
towarzyszy jonizacja His 18, a w konsekwencji Met80
i His18 zostaja od zelaza odigczone i zastgpione
czasteczkami wody (Ryc. 5). Powrdét do konformacji
natywnej (stan Ill), zwiazany z odbudowga wigzan
miedzy zelazem a Met80 i His 18, jest mozliwy przy
ponownym podwyzszeniu pH. Przy ekstremalnie nis-
kich wartosciach pH cytochrom c ulega denaturacji
(stan 1), przy czym podwyzszenie pH moze odwracac
ten proces. W $rodowisku o wzrastajagcym pH ustala
sie stan rownowagi pomiedzy formg cytochromu
w stanie Il a forma cytochromu w stanie IV [31].

W stanie konformacyjnym IV biatko zachowuje
nadal strukture globularng, lecz zelazo jest koor-
dynowane przez inny niz Met80, aminokwas (Ryc. 5).
Najprawdopodobniej jest nim Lys79 [1, 32], chociaz
Lys72 i Lys73 oraz Tyr67 rowniez brane sg pod uwage
[1]. Cytochrom c w tej konformacji zachowuje stan
utleniony nawet w obecno$ci typowych czynnikéw
redukujgcych (takich jak zelazocjanek i askorbinian),
ulegajac redukcji dopiero po dodaniu silnych reduk-
toréw (np ditioninu).

Opisano trzy, zalezne od pH, stany konformacyjne
zredukowanej formy cytochromu c [1, 23], Struktura

Me 180
LysT9 - H. 18His
:Q; mi "Qiuiiio: H_N (*
H-N-H H/ H NN I
| “H
H
-Hi N nh+ FKQ =25
Mefao —\ -~ /18H|S
L 579 L L
IR S 'NM i
s H
H +
Me t 80 -H'l T»H
LS. pKQ=9.3
18His
M r-l /-——-—7/0
‘vs7 _/N:um wn: N
Lys79 Y ﬁ ¥p‘4 v
H R

Ryc. 5. Schemat wymiany czasteczek koordynujgcych zelazo he-
nrowe w II, 111 i IV stanie konformacyjnym ferricytochromu

¢ (wg [1]).
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natywna zwinieta ferrocytochromu z His18 i Met80
wigzacymi koordynacyjnie zelazo hemowe, jest bardzo
stabilna i pozostaje nienaruszona w szerokim zakresie
pH (miedzy 4 a 12). Struktura czasteczki ferrocyto-
chromu w srodowisku o pH ponizej 4 oraz powyzej 12
zostaje zaburzona. W tych warunkach tancuch biat-
kowy rozwija sie i cytochrom moze ulega¢ spontanicz-
nemu samoutlenieniu [1, 23].

I1l. Oddziatywania cytochromu c z oksydaza
I11-1. Struktura i funkcja oksydazy cytochromowej

Mitochondrialna oksydaza zbudowana jest z 13
roznych podjednostek polipeptydowych, przy czym
katalityczne wkasciwsci przypisywane sg trzem naj-
ciezszym podjednostkom (I-111), kodowanym przez
mitochondrialny DNA. W dwdch z nich wystepuja
cztery redoksowe centra metaliczne, z ktérym centrum
CuA znajduje sie w podjednostce Il, zas pozostate
(cytochromy a oraz a3, centrum CwB)w podjednostce |
[33, 34],

Jakkolwiek centrum CuAbyto opisywane w literatu-
rze jako miejsce wigzania pojedynczego jonu miedzi (z
udziatem Cysl96, Cys200 oraz jednej lub dwéch
histydyn) [35], pojawia sie coraz wiecej danych wska-
zujacych, zejest to centrum bimetaliczne (Cu +2-Cu +1),
w ktédrym jeden niesparowany elektron jest zdelokali-
zowany miedzy dwoma jadramijonoéw miedzi [36, 37].
Potozenie hemu a, hemu a3 i centrum CuBw podjed-
nostce | oksydazy jest determinowane rozmieszcze-
niem szeSciu konserwatywnych histydyn, obecnych
w czterech sposréd dwunastu transbtonowych domen
budujacych te podjednostke [33, 38] (Ryc. s).

Hem as wraz z CuBtworzg bimetaliczne centrum
odpowiedzialne za wigzanie tlenu ijego redukcje do
wody, podczas gdy hem a i CuA sg zaangazowane
w proces przyjmowania elektronu od ferrocyto-
chromu c.

Pomimo, ze wykazano znaczacg role centrum CuA
w procesie transportu elektronu, kontrowersyjne po-

Ryc. 6. Struktura rozmieszczenia centréw metalicznych w podjed-
nostce | oksydazy cytochromu c (wg [33]). II, VI, VII,
X — transbtonowe domeny z konserwatywnymi resztkami
histydynowymi.
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zostaje zagadnienie, ktore centrum redoks w oksydazie
(hem a, CuA, czy tez oba) dziata jako pierwotny
akceptor elektronu, przekazywanego przez cytochrom
c. Najnowsze badania zdajg sie wskazywac¢ na to, ze
funkcje taka petni wihasnie centrum CuA [39-41],
chociaz nie wyklucza sie mozliwosci, ze centrum CuA
reguluje jedynie transport elektronu przekazywanego
z cytochromu c¢ bezpos$rednio na hem a [42].

Niewyjasniona pozostaje rowniez rola jonéw cynku
i magnezu, ktorych obecno$¢ zostata stwierdzona
w niektérych formach oksydazy (np. wotowej). Wy-
klucza sie raczej bezposredni udziat tych jonéw w re-
akcjach oksydacyjno-redukcyjnych [36], sugerujac
bardziej funkcje strukturalng [43, 44].

I11-2. Zmiany konformacyjne kompleksu
cytochrom c-oksydaza

Specyficzny rozktad tadunkéw na powierzchni cyto-
chromu ¢ ma kluczowe znaczenie w procesie jego
interakcji z oksydazg cytochromowg [2, 45, 4-6].
W oddziatywania te, o charakterze elektrostatycznym,
zaangazowane sg dodatnie reszty lizynowe cytochro-
mu c oraz ujemne reszty kwasdw glutaminowego
(Glu 129, Glu 198) i asparaginowego (Asp 131) z podjed-
nostki Il oksydazy [47],

Wykorzystujgc chemicznie modyfikowane mono-
pochodne cytochromu c, szczeg6towo opisano udziat
poszczegbinych reszt lizynowych w wigzaniu cyto-
chromu c z oksydazg. Najbardziej istotng role przypi-
sano lizynom s, 13, 27, 72 znajdujgcym sie w bliskim
sgsiedztwie szczeliny hemowej [35,45,46, 48-50], Rola
pozostatych lizyn, jakkolwiek mniej znaczaca, nie
zostata catkowicie wykluczona. W Swietle bowiem
najnowszych opinii cytochrom c reagujac z oksydazg
moze przyjmowac wiecej nizjedng dozwolong orienta-
cje przestrzenng [51].

Oksydaza cytochromowg wigzgc cytochrom c in-
dukuje w nim szereg zmian konformacyjnych. Polega-
jg one przede wszystkim na: ostabieniu wigzania
Met80-Fe, tworzeniu sie mostkéw solnych pomiedzy
Fysl3 a GIlu90 i Arg13 a Gly84, zerwaniu wigzania
wodorowego miedzy Tyr67 a Met80, reorganizacji
sieci wigzan wodorowych w sasiedztwie grup propio-
nowych hemu, reorientacji czasteczki wody wewnetrz-
nej potozonej miedzy Tyr67 a grupg propionowg
hemu. Obserwowanym efektem tych zmian jest otwar-
cie szczeliny hemowej co, jak przypuszcza sig, znaczgco
utatwia proces przekazywania elektronu na oksyda-
ze [52].

Badajgc zmiany strukturalne zachodzgce w kom-
pleksie oksydazy pod wptywem wigzania cytochromu
c wykazano, ze obejmujg one zarbwno domene wigza-
cg cytochrom c (hem a, CuA),jak i domene redukujacg
tlen (hem a3, CuB), co wskazuje na wzajemne konfor-
macyjne oddziatywania obu domen enzymu [52].
Uwaza sie przy tym, ze zmiany te wykazujg odmienny
charakter od zmian jakim podlega cytochrom c [51-

63



53]. Przede wszystkim nie zaobserwowano zadnych
zasadniczych zmian w konformacji szkieletow po-
rfirynowych, natomiast jedynymi zauwazalnymi efek-
tami byty lokalne zmiany w sasiedztwie grup winylo-
wych i formylowych hemu a i a3 [52]. Opisywane
ograniczenia w ruchliwosci grup formylowych hemu a
pozwalajg przypuszcza¢, ze w trakcie wigzania cyto-
chromu c nastepuje zacie$nianie sie kieszeni biatkowej
miejsca wigzacego cytochrom c [54]. Wykazano takze,
ze zredukowany cytochrom a moze przyjmowac¢ dwa
odmienne stany konformacyjne, przy czym przejscie
z jednego stanu w drugi (w warunkach doswiadczal-
nych) jest uzaleznione od skoordynowania zelaza
cytochromu a3 egzogennym ligandem (np. CO, CN)
[55]. Fakt ten zdaje sie wskazywaé na zachodzenie
allosterycznych oddziatywan pomiedzy cytochromem
aia3

I11-3. Hipotezy opisujgce prawdopodobne oddzia-
tywania cytochromu c z oksydazg cytochro-
mowa

Badajac oddziatywania cytochromu c z oksydazg
w warunkach niskiej sityjonowej wykazano, ze krzywa
kinetyki reakcji utleniania cytochromu c przez ok-
sydaze w warunkach réznych stezen cytochromu c ma
przebieg niehiperboliczny [56]. W celu wyjasnienia
tego zjawiska wysunieto kilka hipotez opisujgcych
wigzanie cytochromu c z kompleksem 1V [57-66]; ich
modele rysunkowe przedstawiono na rycinie 7. Jedne
z hipotez zaktadajg obecno$¢ w oksydazie dwodch
osobnych miejsc wigzgcych cytochrom c, inne za-
ktadajg jedno miejsce wigzace, wystepujace w co
najmniej dwdch stanach konformacyjnych.

Hipotezy zaproponowane przez Ferguson-
-Miller i wsp. [57] (Ryc. 7a), Brooksa i Ni-
ch ollsa [58] (Ryc. 7b) oraz Specka i wsp. [60]
(Ryc. 7c) zaktadajg obecno$¢ w oksydazie dwodch
miejsc wigzacych cytochrom ¢, o réznym powinowact-
wie wobec substratu: tzw. miejsca o wysokim i niskim
powinowactwie. Dwie pierwsze hipotezy [57, 58]
przyjmuja, ze oba miejsca biorg udziat w procesie
transportu elektronu. Hipoteza kontrolowanego wig-
zania [60] (ang. controlled binding model) wyrdznia
miejsce katalityczne i regulacyjne, przy czym przyita-
czenie czasteczki cytochromu ¢ do miejsca regulacyj-
nego ostabia wigzanie cytochromu ¢ w miejscu katali-
tycznym.

Hipoteza Specka zostata ostatnio poszerzona
przez Reimanna i wsp. [65], ktorzy zatozyli, ze
oba rejony wigzania cytochromu ¢ mogga przytgczac
zarowno ferri-, jak i ferrocytochrom c, przy czym
katalityczne miejsce wigzania wyrdznia wyzszy stopien
powinowactwa do obu form tego biatka. Potwier-
dzeniem tego zatozenia jest zjawisko kompetycyjnej
inhibicji utleniania ferrocytochromu c przez ferricyto-
chrom. Przylgczenie czasteczki ferrocytochromu
c w miejscu regulacyjnym obniza bowiem powinowac-
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Ryc. 7. Oddziatywania cytochromu ¢ z oksydaza cytochromowg
(wg [56]): a— wg Ferguson-Miller; b—wg Bro-

oksa i Nichollsa;c — wg Specka; d — wg
Wilmsa; e — wg Brzezinskiego i Malmst-
réma

two miejsca katalitycznego do wiazania zredukowane-
go cytochromu c¢ podczas gdy utleniona forma cyto-
chromu ¢ w wysokich stezeniach jest w stanie wspot-
zawodniczy¢ ze zredukowanym cytochromem c o miej-
sce wigzace w rejonie regulacyjnym, co ttumaczyto by
zjawisko niekompetycyjnej inhibicji przez ferricytoch-
rom c podczas przebiegu reakcji w centrum katalitycz-
nym.

Sposrédd hipotez zaktadajagcych obecnos$¢ jednego
miejsca wigzacego cytochrom c, na rycinie 7 zilust-
rowano poglady: Wilmsa i wsp. [59] (Ryc. 7d),
Garbera i wsp. oraz Brzezinskiego i Ma-
Imstréma [33, 36] (Ryc. 7e). Wedlug Wilmsa
i wsp. [59] oksydaza cytochromowa moze jedno-
cze$nie przytacza¢ w jednym miejscu wigzacym dwie
czasteczki cytochromu ¢, miedzy ktdrymi nastepowa-
toby wzajemne oddziatywanie o charakterze elektro-
statycznym. Wedtug Garbera i wsp. [64] (ang.
hypsteresis mechanism) warunkiem koniecznym do
przyjecia elektronu przez oksydaze jest jej przejscie
w forme aktywna, co nastepuje bezposrednio po
zwigzaniu ferrocytochromu c. Poniewaz powrot ok-
sydazy do formy wyjsciowej (nieaktywnej) zachodzi
relatywnie powoli, moze w obecnosci cytochromu
w wysokich stezeniach zosta¢ zwigzana przez aktywng
forme enzymu kolejna czasteczka cytochromu, zanim
nastagpi wspomniany wyzej powr6t do formy wyj-
Sciowej. Zatozenie to moze ttumaczy¢ odstepstwa od
kinetyki Michaelisa-Menten, obserwowane w przypa-
dkach wysokich stezen cytochromu ¢ w $rodowisku
reakcyjnym.

W Swietle przedstawionych powyzej hipotez najbar-
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dziej przekonywajgca wydaje sie hipoteza Malmst-
roma i wsp. [33, 63], wedlug ktérej wigzanie
cytochromu c przez oksydaze jest Scisle sprzezone
z procesem transportu w poprzek btony mitochond-
rionu. Warunkiem takiego sprzezenia jest mozliwos¢
przyjmowania przez oksydaze dwoéch stanéw konfor-
macyjnych El (ang. input State) i E2 (ang. output state)
réznigcych sie stopniem powinowactwa do substratu.
Przejecie elektronu od cytochromu c zachodzi jedynie
w stanie El, a przekazanie go na tlen jedynie w stanie
E2. Z kolei przejscie konformacyjne oksydazy ze stanu
El w E2 nastepuje jedynie wowczas, gdy zar6wno hem
ajak i CuAsg zredukowane iprzejscie to jest sprzezone
z procesem translokacji protonéw wynikajacej z pro-
tonowania zredukowanej formy El i deprotonowania
formy E2 (Ryc. s).

Ej (utl E, (utl)
De Ae
D
B (zred) E, (zred
Hwm hi(PM
g (zred) H E2 (zred)H

Ryc. 8. Schemat sprzezenia transportu elektronéw z pompa proto-
nowg w oksydazie cytochromowej (wg [33]). D — donor
elektronu (cytochrom c); A — akceptor elektronu (tlen);
H(M — protony w matriks; H(pM — protony w przestrzeni
miedzybtonowej; EI5 E2— stany konformacyjne oksydazy
cytochromowej.

IV. Uwagi koncowe

W artykule przedstawiono najwazniejsze aspekty
dotyczace konformacji cytochromu c ijego oddziaty-
wan z oksydazg cytochromowg. Pominieto natomiast
zagadnienie szczegétowego opisu budowy oksydazy
oraz mechanizmu wigzania i redukcji tlenu, zachodzg-
cych w domenie obejmujacej hem as i CwB. Katalitycz-
na funkcja oksydazy, jak réwniez wptyw czynnikow
regulujacych aktywnos$¢ tego enzymu, zostaty opisane
w wielu publikacjach, w tym takze na tamach ,Po-
stepOéw Biochemii” [67].

W niniejszej pracy omoOwione zostaty hipotezy pro-
bujace opisaé wigzanie cytochromu c z kompleksem
IV. Podkresli¢ przy tym nalezy, ze zadna z nich nie jest
jednoznacznie akceptowana. Podobnie, jak nie jest
w petni wyjasniony mechanizm molekularnego trans-
portu elektronéw pomiedzy tymi biatkami, a takze
towarzyszace zmiany konformacyjne catego komplek-
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su. Z pewnoscig wiadomo, ze cytochrom #aczac sie
z oksydazg moze przyjmowac wiecej niz jedng do-
zwolong orientacje przestrzenng umozliwiajgcg prze-
kazanie elektronu, a takze iz utworzenie kompleksu
cytochromu c¢ z oksydazg indukuje zmiany struktural-
ne w czasteczce samej oksydazy.

W pracach opublikowanych w ostatnich latach [33,
34, 38, 43, 47, ss, 69] probowano ttumaczy¢, w jaki
sposéb przy udziale oksydazy cytochromowej pompo-
wane sg protony z matriks do przestrzeni miedzy-
btonowej mitochondrionu. Pomimo, ze opisano kine-
tyke i nature chemiczng zwigzkéw posrednich w reak-
cji redukcji tlenu katalizowanej przez oksydaze cyto-
chromowa, molekularny mechanizm translokacji pro-
tonéw, zachodzacy przy udziale tego enzymu, nie jest
w petni zrozumiaty. Przypuszcza¢ nalezy, ze dalsze
badania zmierza¢ bedg w kierunku wyjasnienia me-
chanizmu sprzezenia transportu elektrondéw i trans-
lokacji protonéw zachodzacych w czasteczce oksyda-
zy. Sprzezenie takie moze mieé charakter bezposredni,
jesli centra redoksowe sg bezposrednio zaangazowane
W proces wigzania i translokacji protonéw. Posrednie
sprzezenie miatoby natomiast miejsce wowczas, gdyby
istniaty osobne domeny wigzace proton i elektron,
a miedzy tymi domenami nastepowataby wymiana
energii poprzez zmiany konformacyjne [33].

Doktadniejsze poznanie omawianych proceséw po-
winno przyczynié sie do lepszego zrozumienia moleku-
larnych mechanizméw lezacych u podstaw powstawa-
nia ATP w procesie fosforylacji oksydacyjnej.

Artykut otrzymano 8 lipca 1994 r.
Zaakceptowano do druku 18 listopada 1994 r.
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Rola cyklu inozytolowego w przekazywaniu informacji

w jadrze

The role of inositol cycle in signal transduction in cell nucleus

MAGDALENA WIKTOREK],
ALEKSANDRA ROJEKZ,
MALGORZATA CZARNYS3,
JOLANTA BARANSKA4

Spis tresci:

l.  Wstep

Il. Cykl inozytolowy w jadrze

I1l. Enzymy cyklu inozytolowego. Fosfoinozytydaza C
IV. Trisfosfoinozytol i Ca2+ w jadrze

V. Diacyloglicerol i kinaza biatkowa C w jadrze

Wykaz stosowanych skrétéw: [Ca2+]c— cytosolowe stezenie
jonéw Ca2+;[Ca2+]n— jadrowe stezeniejonow Ca2+;DAG
— diacyloglicerol; DBHQ — 2,5-di-tertbutylohydrochinon;
EGF — naskdérkowy czynnik wzrostu; IGF-1— insulinopo-
dobny czynnik wzrostu; InsP2 — inozytolobisfosforan;
InsP3 — inozytolotrisfosforan; InsP4 — inozytolotetrakis-
fosforan; PA — kwas fosfatydowy; PDGF — ptytkowopo-
chodny czynnik wzrostu; PIC — fosfoinozytadaza C; PKC
— kinaza biatkowa C; Pl — fosfatydyloinozytol; PIP
— fosfatydyloinozytolo(4)monofosforan; PIP2— fosfatydy-
loinozytolo(4,5)bisfosforan; PI1-3K — 3-kinaza fosfatydyloi-
nozytolu;

I. Wstep

Jadro komdrkowe jest strukturg bardzo ztozong
i dynamiczng. Jest otoczone przez dwie btony tworzgce
otoczke jadrowa. Dwuwarstwa lipidowa btony we-
wnetrznej pozostaje w $cistym kontakcie z blaszkg
jadrowa, warstwg zbudowang z biatek, gtownie lamin
typu A, BiC [1]. Zewnetrzna btonajadrowa jest ciagta
z retikulum endoplazmatycznym, przez co pomiedzy
btong zewnetrzng i wewnetrzng powstaje przestrzen
okotojgdrowa, ciggta ze Swiattem retikulum. Zewnet-
rzna i wewnetrzna btona otoczki jadrowej potaczone
sq ze sobg biatkowymi kompleksami porédw jadro-
wych. Kompleksy porow jadrowych oprécz struk-
turalnej funkcji tgczenia obu bton umozliwiajg wymia-
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Lipidowych Przekaznikéw Sygnatéw, Zaktad Biochemii
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kiego, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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ne czasteczek pomiedzy cytoplazmg i nukleoplazmg.
Kompleks poréw jadrowych zbudowany jest z kilkuset
biatek, ktére tworzgjeden gtéwny kanat centralny oraz
osiem symetrycznie otaczajacych go mniejszych kana-
téw peryferycznych. Te niewielkie wodne kanaty
(o $rednicy okoto 9 nm) pozwalajg na nieselektywny
transport (bierng dyfuzje) jondéw, metabolitéw iinnych
matych molekut. Duze czasteczki, jak np. biatka
i RNA, sa selektywnie i aktywnie transportowane
przez gtéwny kanat o $rednicy okoto 26 nm. Wiadomo,
ze do aktywnego transportu potrzebna jest hydroliza
ATP, jednak mechanizm przemieszczania sie duzych
czasteczek z jadra i do jego wnetrza pozostaje nie-
znany. By¢é moze jedno z biatek kompleksu porowego,
ATP-aza, o wiasciwosciach dynamicznych podobnych
do miozyny, mogtaby odgrywac¢ tu kluczowg role
[2,3].

Dzieki barierze, jaka stanowi otoczka, jadro komo-
rek eukariotycznych jest strukturg ktéra, pozostajac
w $cistym kontakcie z resztg komorki, jest jednoczesnie
od niej odizolowana. Taka budowa jagdra wprowadza
kolejne poziomy, na ktérych zachodzi regulacja od-
powiedzi komorki.

Kluczowg reakcjg w procesach przekazywania in-
formacji poprzez btone cytoplazmatyczng do wnetrza
komorki jest hydroliza fosfatydyloinozytolo(4,5)bis-
-fosforanu (PI1P2), prowadzona przy udziale fosfolipa-
zy C specyficznie hydrolizujgcej fosfolipidy inozytolo-
we (PIC). W trakcie tej reakcji powstajg dwa wtdrne
przekazniki informacji: diacyloglicerol (DAG) — lipid
pozostajacy w btonie plazmatycznej, aktywujacy kina-
ze biatkowg C (PKC), oraz trisfosfoinozytol (InsP3)
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Ryc. 1. Drogi przekazywania informacji w komdrce od btony cytoplazmatycznej do jadra

Wiele agonistow (ligandéw) wiaze sie z receptorami btony cytoplazmatycznej, ktére poprzez biatka G (G) aktywuja fosfoinozytydaze
C typu P, (PICPj). Enzym ten hydrolizuje fosfatydyloinozytolo (4,5) bisfosforan(PIP2) w wyniku czego powstaja dwa wtdérne
przekazniki informacji: trisfosfoinozytol (InsP3)idiacyloglicerol (DAG). DAG aktywuje kinaze biatkowag C (PKC), natomiast InsP3i,
powstajacy z niego, InsP4 wigzg sie z odpowiednimi receptorami znajdujagcymi sie w btonie siateczki $rédplazmatycznej (retikulum
endoplazmatycznego — ER), powodujac otwarcie kanatéw receptoréw i uwolnienie jonéw wapnia z wnetrza tych struktur do
cytoplazmy. Hydroliza PIP2 moze takze nastepowaé w wyniku aktywacji fosfoinozytydazy C typu y, (PICyJ. Fosfolipaza ta jest
aktywowana przez kinazy tyrozynowe zwigzane z innego typu receptorami btony komaérkowej takimijak receptory czynnikéw wzrostu
i antygenéw. Receptory te aktywujg réwniez 3-kinaze fosfatydyloinozytolu (PI-3K), a takze oddziatujg z biatkiem GAP inicjujac
kaskade kinaz tyrozynowych iserynowo-treoninowych (ras, raf-1, kinaza M AP-2). Wszystkie opisane zdarzenia wptywajg bezposrednio

lub posrednio na ekspresje genéw w jadrze.

— rozpuszczalny w cytosolu agonista receptora znaj-
dujacego sie w siateczce S$rédplazmatycznej, uwal-
niajacy Ca2+ z wnetrza tej struktury. Oba wtdrne
przekazniki informacji zapoczatkowujg catg kaskade
reakcji przenoszac informacje z btony cytoplazmatycz-
nej poprzez cytoplazme do jadra komdrkowego. Ten
szlak przekazywania informacji, zwany tez cyklem
inozytolowym, jest do$¢ doktadnie zbadany, a jego
elementy scharakteryzowane (Ryc. 1). Jest on uniwer-
salny, wystepuje we wszystkich komdérkach i, jak
wydawato sie do niedawna, jest charakterystyczny dla
takich struktur komérkowych, jak btona komérkowa
i cytoplazma [4],

Badania ostatnich lat wykazaty jednak, ze takze
wjadrze komorkowym moze istnie¢ podobny, jesli nie
taki sam, system przekazywania informacji. Wyniki
tych badan sugeruja, ze cykl inozytolowy w jadrze jest
prawdopodobnie aktywowany niezaleznie od cyto-
solowego cyklu inozytolowego; mechanizm regulacji
tych proces6w pozostaje jednak stale nieznany.
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Il. Cykl inozytolowy w jadrze

Pierwsze doniesienia o wystepowaniu cyklu inozy-
tolowego w jagdrze pochodzg z poczatku lat 80-tych.
W roku 1980, Baker i Chang [5] wykazali, ze
izolowane jadra komoérek nerwowych bardzo aktyw-
nie syntetyzuja fosfolipidy inozytolowe. Cztery lata
pézniej Smith i Wells [s], uzywajgc w badaniach
izolowanych jader komdrek watroby szczura zaobser-
wowali, ze po podaniu radioaktywnego [32P]ATP
radioaktywnos$é pojawita sie w takich zwigzkach jak
fosfatydytofosforan (PIP), PIP2 i kwas fosfatydowy
(PA). Wynik ten pozwolit autorom na wysuniecie
wniosku, ze zaréwno lipidy PI, PIP i DAG jak
i odpowiednie kinazy je fosforylujace muszg by¢
obecne w jadrze komérkowym (Ryc. 2). Podobnie
Cocco i wsp. [7] badajac synteze fosfolipidéw
inozytolowych w jadrach komdrek Frienda wykazali
akumulacje PIP2 tworzonego w wyniku fosforylacji
PIP. Autorzy wykluczyli mozliwo$¢ zanieczyszczenia
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preparatu jagder fragmentami innych bion komdrko-
wych, bowiem homogenaty otrzymane z catych komo6-
rek Frienda nie wykazywaty zadnych réznic we wzo-
rze inkorporacji radioaktywno$ci do fosfolipidow
w komorkach zréznicowanych i niezréznicowanych;
natomiast w izolowanych jadrach réznice takie byty
wyraznie widoczne [7].

Rozw6j metod i technik badawczych w latach
90-tych, a szczegdlnie opracowanie przez Divecha
i wsp. [s] bardzo czutej, pikomolowej metody ozna-
czaniajadrowych puli PI, PIP, PIP2 i DAG umozliwit
gtebsze wnikniecie w mechanizmy przekazywania in-
formacji w jadrze. Badacze ci wykazali, ze w czasie
stymulacji komérek Swiss 3T3 przez insulinopodobny
czynnik wzrostu (IGF-1) nie wystepowaty zmiany
poziomu PIP2 i DAG w btonie cytoplazmatycznej,
natomiast w jadrze do potowy zmniejszata sie pula
PIP/PIP: ijednocze$nie podwajata pula DAG. Bom-
bezyna za$ stymulowata rozpad PIP2 w btonie cyto-
plazmatycznej, nie powodujgc zadnych zmian w ilosci
fosfolipidéw inozylowych i DAG w jadrze. Dane te
Swiadczyty, ze cykle przemian fosfoinozytoli w jadrze
i w btonie komorkowej sg od siebie niezalezne.

Ponadto nalezy dodac, ze zmiany w poziomie fos-
folipidéw obserwowano po bardzo doktadnym oczysz-
czeniu jader z wszelkich bton. Jadra komdrkowe
traktowano detergentami (Triton X-100 i dezoksycho-
lan), co powodowato pozbawienie ich nie tylko btony
jadrowej, lecz takze wszelkich zanieczyszczen fragmen-
tami btony komdrkowej i siateczki Srédplazmatycznej.
Brak bton sprawdzano stosujgc technike mikroskopii
elektronowej [s]. W tak przygotowanych preparatach
z jader komdrek Swiss 3T3 pozostawata jedynie nie-
wielka ilos¢ lipidow zwigzanych z nukleoplazmg [s].
Mozna byto wnioskowaé, ze to witasnie ich poziom
zmienia sie podczas stymulacji komorki. Dowodem
potwierdzajagcym znaczenie matriks jagdrowej w syn-
tezie fosfolipidow inozytolowych byt fakt, ze jadra
komérek watroby szczura pozbawione w wyniku
dziatania detergentéw btony jadrowej nie wykazywaty
réznic w zakresie syntezy fosfolipidow inozytolowych
(w tym PIP2) w stosunku do jgder nie traktowanych
detergentami [9]. Cocco i wsp. [10] dyskutujac
taka lokalizacje fosfolipidéw inozytolowych zwracajg
uwage, ze wiele biatek jadrowych (np. lamina B,
histony, DNA- i RNA-polimerazy, nukleoliny i nuk-
leoplazminy, receptory hormonoéw sterydowych, czy
czynniki transkrypcyjne, jak AP-1, AP-2, jun) posiada
charakterystyczng sekwencje, ktéra wykazuje wysokie
powinowactwo do lipidéw inozytolowych. Dzieki te-
mu lipidy inozytolowe wewnetrznej btony jadrowej
pozostajg wewnatrz jagdra zwigzane z biatkami pomi-
mo dziatania na nie detergentow.

I1l. Enzymy cyklu inozytolowego. Fosfoino-
zytydaza C

Badania przedstawione w poprzednim rozdziale
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dotyczace zmian poziomu fosfatydyloinozytoli $wiad-
czyty posrednio, ze na terenie jadra komdrkowego
powinny znajdowac sie takze enzymy syntetyzujace
i hydrolizujgce te lipidy. Zastosowanie technik im-
munochemicznych (Western blotting) oraz rozdziat
frakcji jadrowej na dwie subfrakcje, czyli matriks
zewnetrzng i wewnetrzng umozliwit dosé precyzyjna,
jak sie wydaje, lokalizacje enzyméw jadrowego cyklu
inozytolowego [11]. PIl-4-kinaze znaleziono w ma-
triks zewnetrznej (kompleksy poréw jadrowych i bla-
szkajgdrowa), natomiast P1(4)-5-kinaze i DAG-kinaze
oraz PIC gtebiej wjadrze [11]. Usytuowanie enzymow
cyklu inozytolowego w nukleoplazmie wydaje sie
obecnie mato prawdopodobne. Wiadomo, ze enzymy
te stajg sie aktywne po zwigzaniu z btonami plaz-
matycznymi. Zatem jedyng logiczng lokalizacjg en-
zymOw i substratow cyklu inozytolowego wydaje sie
by¢ wewnetrzna btona jagdrowa potgczona z blaszka
jadrowg [11, 12] (Ryc. 2) szczegdlnie, ze coraz wieksze
znaczenie przypisuje sie tej warstwie w regulacji funkcji
jadrowych [13].

W jadrach wielu komdérek stwierdzono obecnos$¢
fosfolipazy C specyficznie hydrolizujacej fosfolipidy
inozytolowe (fosfoinozytydaza C — PIC). Jak do tej
pory, w jadrach znaleziono jedynie izoforme (3 tej
fosfolipazy [5, 10, 14] (Ryc. 2). Aktywnos$¢ klasycznej
(cytosolowej) PICpt jest kontrolowana przez biatka
G typu aq i an [15] i (podobnie jak wszystkie
fosfolipazy C) przez jony Caz+. W jadrach komar-
kowych nie udato sie wykaza¢ obecnosci tréjpodjed-
nostkowych biatek G, dlatego wydaje sig, ze mecha-
nizm regulacji jadrowej PICPt jest inny. Cocco
i wsp. [10] sugerujg, ze aktywacja fosfolipazy w jad-
rze zachodzi w wyniku dojscia do tej organelli okres$-
lonego cytosolowego sygnatu, co wymaga dtuzszego
czasu (minuty), niz rozprzestrzenienie sie sygnatéw
w obrebie blony cytoplazmatycznej (sekundy). Ponie-
waz jadrowa fosfoinozytydaza C jest aktywowana
przez oddziatywania zewngatrzkomérkowych agonis-
téow z receptorami btony komdrkowej (w tym takze
z receptorami zwigzanymi z kinazg tyrozynowg) moz-
na przypuszczaé, ze uruchamianym sygnatem moze
by¢ kaskada fosforylacji prowadzona przez cytosolo-
we kinazy tyrozynowe [10] (Ryc. 1). Kinazy te mogty-
by dziata¢ na biatka w btonie jadrowej, badz by¢
transportowane do wnetrza jadra i regulowac fos-
folipaze C typu  (Ryc. 2). Niektdérzy autorzy sugeruja,
ze kinazami tymi moga by¢ mate biatka wigzace GTP,
ktérych obecnosé w jadrze wykazano w wielu komar-
kach [16, 17]. Divecha i wsp. [12] sugeruja, ze
innym cytosolowym sygnatem mogtby by¢ wzrost
poziomu wolnego wapnia, ktdry nastepnie przedo-
stawatby sie do jadra (Ryc. 2). W takim przypadku
czynnikiem regulujacym jadrowg PICPj mdgtby byé
wewnatrzjgdrowy poziom Caz+. Asano i wsp.
[18] wyizolowali ioczyscili z komdrek AH7974 cztery
enzymy o masach molowych 80-88 kDa i 0 aktywnoSci
PIC. Trzy z tych enzyméw aktywnie hydrolizuja
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PIP/PIp2 w wysokich milimolarnych (10 2) steze-
niach Caz +. Co wiecej jeden z tych enzymoéw reagowat
krzyzowo z przeciwciatami przeciwko szczurzej PIC
57 natomiast zaden z nich nie dawat reakcji z przeciw-
ciatami przeciwko izoformom yLiy2 Dane zdajg
sie wskazywac, ze by¢ moze sg to PIC typu 5 [18]. Jak
sie ogdlnie przyjmuje fosfoinozytydazy typu § sg
regulowane wytgcznie przez jony Ca2+ [15]; zmiany
w wewnatrzjgdrowym stezeniu tych jonéw wptywaty-
by zatem na aktywacje rozpadu fosfolipidéw inozyto-
lowych w jadrze.

Mozna przyja¢, ze biatka jadrowe, ktdre maja
domeny o wysokim powinowactwie do lipidéw inozy-
tolowych, sg dzieki zwigzaniu z tymi lipidami zakot-
wiczone w wewnetrznej btonie jadrowej [10], Aktywa-
cja jadrowej PIC a, co za tym idzie, hydroliza fos-
folipidow inozytolowych, mogtaby w rezultacie pro-
wadzi¢ do regulacji aktywnosci tych biatek. Wiadomo,
ze polimeraza DNA [19] i kalpaina [20] dopiero po
zwigzaniu z lipidami inozytolowymi sg w petni ak-
tywne; aktywacja PIC w tym przypadku powodowata-
by hamowanie ich aktywno$ci. Nalezy dodaé, ze
w komdrkach regenerujacej watroby szczura udato sie
zaobserwowac nie tylko wzrost aktywnos$ci PIC [21],
ale takze znaczny wzrost ekspresji mRNA PICH
w czasie fazy S cyklu komoérkowego [18, 21]. Wszyst-
kie te dane stanowig bardzo realng przestanke, ze by¢
moze jadrowa PIC jest kluczowym enzymem w prze-
kazywaniu informacji w jadrze i regulacji funkcji
jadrowych w cyklu komérkowym.

IV. Trisfosfoinozytol i Ca2+ w jadrze

Hydroliza fosfolipidéw inozytolowych prowadzi do
powstania dwéch zwigzkéw przenoszacych informa-
cje: DAG iInsP3. Po aktywacji komdrek dochodzi do
wzrostu aktywnos$ci PIC w jadrze, nalezy wiec sadzic,
ze wzrasta ilos¢ jadrowego InsP3. Niestety wspdiczes-
ne metody badawcze nie pozwalajg na uchwycenie
zmian poziomu InsPs w tej organelli. Podobnie trudno
wyjasni¢ funkcje tego zwigzku w jadrze. By¢ moze
powstajacy InsPs jest jedynie prekursorem innych
fosforanow inozytoli, ktére w jaki$ sposob sg potrzeb-
ne do aktywacji enzymoéw jagdrowych [12]. Jak na razie
jedynym w peini udokumentowanym zjawiskiem jest
regulacja aktywnosci a polimerazy DNA przez inozy-
tolo(4,5)bisfosforan (InsP2) [19] (Ryc. 2).

W cytoplazmie InsPs dziata jako agonista recep-
torow siateczki srédplazmatycznej, przez ktére uwal-
niane sg do cytosolu jony wapnia. Wewnatrz jgdra nie
znaleziono receptoréw InsPs (InsPsR) [10, 12]. Znale-
ziono je natomiast w zewnetrznej, ciggtej z retikulum,
btonie jadrowej, skierowane w strone cytosolowg [12]
(Ryc. 2). Otoczka jagdrowa komérek watroby szczura
zawiera typ P pompy transportujgcej jony wapnia,
ktéra strukturalnie i funkcjonalnie jest identyczna
z retikularnymi ATPazami wapniowymi [22] (Ryc. 2).
Jej aktywno$¢ jest hamowana przez tapsigargine
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i DBHQ, w taki sam sposob jak innych ATPaz
w retikulum [22]. Wydaje sie mato prawdopodobne,
by pompa ta przechodzita przez obie btony jadrowe
i magazynowata jony wapnia wewnatrz jagdra. Badajgc
pobieranie jonéw Ca2+ do wnetrza jadra zaobse-
rwowano, ze tapsigargina i DBHQ w stezeniach,
ktére catkowicie hamowaty magazynowanie jonow
Ca2+ w mikrosomach, w ogo6le nie wptywaly na
ten proces [23, 24]. Prawdopodobnie oprécz ATPazy,
ktéra pompuje Ca2+ do przestrzeni okotojgdrowej
istnieje jaki$ inny system magazynujgcy Ca2+ we-
wnatrz jadra. Z badan prowadzonych na izolowanych
jadrach komdrek watroby szczura wynika, ze po-
bieranie Ca2n' zalezy od obecnosci ATP, natomiast
w nieobecnosci ATP od tetrakisfosforanu inozytolu
(InsP4) [23, 24],

Jak wspomniano we wstepie transport matych
czasteczek ijondw pomiedzy cytoplazma i nukleoplaz-
mga zachodzi na drodze biernej dyfuzji przez mate
kanaty kompleksdéw poréw jadrowych. Niestety taki
system transportu nie ttumaczy zaréwno wynikéw
badan nad transportem jonéw Ca2+ prowadzonych
na izolowanych jadrach [23, 24], jak i wynikéw
otrzymanych z doswiadczen na pojedynczych komor-
kach. Te ostatnie prowadzone przy uzyciu mikroskopii
konwencjonalnej i konfokalnej wykazaty, ze zar6wno
w stanie spoczynku, jak ipo stymulacji obserwowano
gradient stezen jonéw Ca2+ pomiedzy jadrem i cyto-
plazmg [25]. W zaleznosci od typu komdrek stezenie
jonéw wapniowych wjadrze ([Caz +]n)moze przewyz-
szaC stezenie jonow wapniowych w cytoplazmie
([Caz+]0), by¢ réwne lub nizsze [25, 26]. Co wiecej,
w czasie stymulacji komorek, zmiany [Caz+]ni
[Caz+]c moga przebiegaé z rdzng intensywnoscig
i niezaleznie w czasie [25, 26]. Trudno jeszcze za-
proponowaé¢ model regulacji [Caz+]n ktory taczytby
wszystkie poznane dotgd fakty. Nicotera i wsp.
[26] wysuneli hipoteze, ze by¢ moze homeostaza wap-
niowa wjadrze jest kontrolowana dzieki selektywnym
zmianom w przepuszczalnos$ci poréw jadrowych w po-
tagczeniu z aktywnymi mechanizmami regulujgcymi
jagdrowe lub okotojgdrowe pule wapniowe (Ryc. 2).

Wiadomo jednak, ze r6zne zwiazki dziatajagc na
komérke moga powodowaé, czesto bardzo wybidrcze,
zmiany [Caz+]n co w nastepstwie prowadzi do réznic
w ekspresji genéw [27] lub tez innych zmian w geno-
mie [28].

V. Diacyloglicerol i kinaza biatkowa C
w jadrze

Badajac obecno$¢ kinazy biatkowej C (PKC) wjad-
rach stwierdzono, ze PKC moze by¢ enzymem kon-
stytutywnym lub pojawia¢ sie dopiero po stymulacji
komorek réznymi mitogenami [10, 29]. Immunoche-
micznie wykazano, ze w jadrze moze istnie¢ wiele
izoenzyméw PKC oraz, ze nie wszystkie w réwnym
stopniu ulegajg aktywacji [29, 30], W fibroblastach
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Ryc. 2. Proponowane mechanizmy aktywacji cyklu inozytolowego w jadrze.

Objasnienia symboli w wykazie stosowanych skrotow.

(3T3 i 1IC9) TPA oraz a-trombina powodujg kilku-
krotne podwyzszenie aktywnosci jadrowej PKC a,
natomiast nie zmieniajg aktywnosci PKC e i PKC E
ktére to enzymy sg obecne w jadrach komorek spo-
czynkowych i stymulowanych mitogenami [29]. Wy-
daje sie, ze estry forbolu moga utatwiac translokacje
cytozolowej PKC do jadra, natomiast mechanizm
dziatania innych mitogenéw pozostaje nieznany [14,
31]. Po stymulacji komérek 3T3 przez IGF-1 obser-
wowano wzrost aktywnosci jadrowej PKC ijej trans-
lokacje do jadra (Ryc. 2). Nalezy pamietac¢, ze przemie-
szczanie PKC do jadra jest skorelowane czasowo
z powstawaniem DAG 1z rozpadu jadrowych fos-
fatydyloinozytoli [9]. Mechanizm wchodzenia PKC do
jadra po stymulacji komorek jest dos¢ niejasny. Istnieje
hipoteza, ze niektdre izoformy PKC w sposob ciagty
wchodzg i wychodzg zjgdra. W momencie zadziatania
agonisty i wzrostu poziomu jagdrowego DAG na-
stepuje ,zatrzymanie” PKC wewnatrz jadra [14],
Wydaje sie, ze PKC jest enzymem regulujgcym wiele
funkcji jgdrowych, gdyz substratami jej w jadrze sg
m.in. laminy A, B i C, topoizomeraza I, RNA-poli-
meraza Il, histon His biatko poli(A) wigzace sie
z otoczka jadrowa oraz receptor InsPs [10, 14].
W komérkach regenerujgcej watroby szczura wzrost
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stezenia jadrowych DAG i pojawianie sie PKC wjad-
rzejest Scisle skorelowane z fazg S cyklu komorkowego
[21].

Artykut otrzymano 10 grudnia 1994 r.
Zaakceptowano do druku 19 grudnia 1994 r.
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Zarzad Giéwny

Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

zaprasza do udziatu w Konkursie
na najlepszy wyktad akademicki
w roku 1995

Regulamin nagrody

1. Intencjg nagrody jest popularyzacja bioche-
mii i biologii molekularnej oraz pozyskanie
materiatow dydaktycznych.

2. Warunkiem wziecia udzialu w Konkursie
jest przygotowanie wykiadu na wybrany te-
mat uwzgledniajacy najnowsze osiggniecia
w tej dziedzinie oraz ilustrujacych go mate-
riatbw w postaci maszynopisu, rysunkow
i kompletu przezroczy. Termin nadsytania
materiatdbw mija 30.04.1995 r.

Zarzagd Gtéwny Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego zorganizuje sesje, na ktérej zo-
stang wygtoszone konkursowe wyktady. Mak-
symalny czas wystgpienia 2 x 45 minut.
W 1995 roku sesja odbedzie sie na poczatku
czerwca. Nagroda Gtowna i wyrdznienia zo-
stang przyznane w dniu Konkursu.

Cztonkowie Zarzadu Gtéwnego tworza Komisje
Konkursowg. Ocenig oni prezentacje, wartos¢
merytoryczng i dydaktyczng wyktadow przyz-
najac od 0 do 10 punktéw. Komisja obraduje

23. Nicotera P, McConkey DJ, Jones DP,
nius S (1989) Proc Natl Acad Sei USA 86: 453-457

24. Nicotera P, Orrenius S Nilsson T, Berggen GP

(1990) Proc Natl Acad Sei USA 87: 6858-6862
25. Himpens B, Smedt
16: 239-246
26. Nicotera P, Zhivotovsky B, Orrenius
Cell Calcium 16: 279-288

27. Bading H, Ginty DD, Greenberg ME (1993)Science

260: 181-186

28. Nicotera P, Zhivotovsky B Bellomo

29. Leach KL, Raben DM (1993) Biochem Soc Trans 21:
879-883

30. Leach KL, Ruff VA, Jarpe MB, Adams LD,
Fabbro D, Raben DM (1992) J Biol Chem 267: 21816-
21822

31. Divecha N, Banfic H,
Trans 21: 877-878

niejawnie, a protoko6t z obrad i inne materialy
pozostaja w dokumentacji Towarzystwa. Na-
grode uzyska osoba, ktéra otrzyma najwieksza
liczbe punktow. Nazwisko zwyciezcy Konkursu
zostanie podane do wiadomosci Cztonkéw Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego w ,Po-
stepach Biochemii” oraz w ,Listach”.

Materiaty konkursowe: maszynopis wyktadu,
rysunki, przezrocza i programy komputerowe
stajg sie wilasnoscig Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego i beda rozpowszechniane
w placéwkach naukowych i dydaktycznych
jako wyktady autorskie nagrodzonych o0s6b,
rekomendowane przez Oddzialy Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego. Wymagana jest
pisemna zgoda na przekazanie materiatdw na
wtasnosé Towarzystwa. Towarzystwo zastrzega
sobie prawo do zakupu materialdbw nienagro-
dzonych.

Niniejsza wersja regulaminu zostata uchwalona
przez Zarzad Giowny Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego w dniu 5 listopada 1990 roku.
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Fundacja na Rzecz Rozwoju Glikobiologii — GLYCO XII

SYMPOZJA

uprzejmie zawiadamia, ze

zamierza przyzna¢ kilka stypendiéw dla polskich uczestnikéw Xlllth Symposium on
Glycoconjugates, ktére odbedzie sie w Seattle, USA w dniach 20— 26 sierpnia 1995 r.
Wysokos$¢ stypendium wyniesie 1000 USD. Stypendia zostang przyznane na podstawie

konkursu.

Warunkiem przystgpienia do konkursu jest przedstawienie,
zjazdu, komunikatu oraz ztozenie oSwiadczenia o wysokosci ewentualnych dotacji z innych zrédet.
O stypendium moze ubiegac¢ sie tylko jeden autor pracy.

Zgtoszenia nalezy przesyta¢ na adres Fundacji:

przyjetego przez organizatorow

ul. Wilcza 14b m 20, 00-532 Warszawa, w terminie do 1 czerwca 1995 r. wedlug daty stempla

pocztowego.

Aby zaprenumerowac ,Po-
stepy Biochemii" w 1995 r.
nalezy wptaci¢ odpowied-
nig kwote na konto ban-
kowe wydawcy (Polskiego
Towarzystwa Biochemicz-
nego) za pomocag przekazu
zamieszczonego na odwro-
cie. Zamowione egzempla-
rze bedziemy wysytaé po-
cztg na adres podany nam
na przekazie. Poniewaz od-
cinek przekazu docierajgcy
do nasjastjednoczesnie za-
mdéwieniem, 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) nawszy-

stkich trzech odcinkach
przekazu.

Prenumerata Kkrajowa
dla instytucji:

580 000 z.
Prenumerata krajowa

indywidualna:

280000 z, (50% znizki dla
cztonkoéw Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerujac

Biochemii"

wspierasz
swoje
czasopismol!
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Zarzad P.T.Bioch.

Do cztonkow
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

uprzejmie prosi wszystkich cztonkow o wptate

zalegtych i biezacych sktadek cztonkowskich. Zachecamy takze do
zaprenumerowania ,Postepow Biochemii”.

cta

Biochimica
Polonica

Pokwitowanie dla wptacajgcego

stownie.......... )

wptacajacy.......c.e....

imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

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

stempel
P Pobrano optate

podpis przyjmujacego

74

Uprzejmie informujemy, ze nasze pismo Acta Biochimica
Polonicajestindeksowane przez Biochemistry & Biophy-

sics Citation Index (ISI, U.S.A.), BIOSIS (U.S.A.), Chemi-
cal Abstract (Columbus, U.S.A.), Current Awareness in

Biological Sciences (England), Excerpta Medica (Else-
vier, Holland), Medline (U.S.A.).

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
37 0044-1225-139-11

stempel
pe Pobrano optate

podpis przyjmujacego

Odcinek dla poczty lub banku

stownie.......ccoevevnnen.,

WPHACAJGCY e

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

P.B.K. XIlII/O W-wa, Al Jerozolimskie
370044-1225-139-11

stempel
pe Pobrano optate

podpis przyjmujacego
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Wskazowki
dla autoréw

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

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

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

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

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

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazéwek szczegoétowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jedno-

stronnie, czcionka wielkosci standardowej, z podwdjna
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 rowna¢ do prawego
marginesu).
W tekScie nie nalezy stosowac¢ zadnych podkreslen, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej moga Autorzy zaznaczy¢ otow-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w tekscie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisa¢ otdwkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana,
zawiera imiona i nazwisko (a) autora (6w ), nazwy, adresy
wraz z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polskim
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i angielskim), w ktérych pracuja autorzy, adres do kore-
spondencji nr telefonu i ewentualnie fax, adresy prywatne
autorow, tytut artykutu w jezyku polskim iangielskim oraz
— w prawym dolnym rogu — liczbe tabel, rycin, wzoréw
i fotografii oraz skroét tytutu pracy (do 25 znakéw).

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

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

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

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukciji.
Fotografie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wy-
konane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy
wykonac¢ tuszem na biatym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od
przyszitej reprodukciji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzace
do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos¢ nie mniejszg
niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwaé sie skrotami. Osie wykreséw
winny byé opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decy-
zje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmie redakcja.
llustracji nie nalezy witacza¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele i ryciny nosza cyfry
arabskie, wzory za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy
zaznaczy¢ otéwkiem preferowane miejsce umieszczenia
tabeli, ryciny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porub-
rykowane, winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem
i ewentualnie takze niezbednymi objasnieniami. Stowne
objasnienia znakéw graficznych mozna umiesci¢ w pod-
pisie pod rycina, rysunkowe za$ jedynie na planszy ryciny.
Tytuty iobjasnienia rycin sporzadza sie w postaci oddziel-
nego wykazu. Illustracje nalezy podpisa¢ nazwiskiem
pierwszego z autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy
oraz oznaczy¢ ,,g6ra-dét” (otdbwkiem na odwrocie). Ze
wzgledu nawewnetrznag spoistos¢ artykutu wskazane jest
konstruowanie orginalnych rycin i zbiorczych tabel na
podstawie danych z piSmiennictwa.

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

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii”
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego,
ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa
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Kolejny, XXXI, Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego odbedzie sie w Warszawie w dniach 6 8
wrzes$nia 1995 r. Pierwsze zawiadomienie Cztonkowie otrzymali w listopadzie.

PROGRAM NAUKOWY ZJAZDU:

Rola bton w regulacji procesé6w komadrkowych.
Miesnie w normie i patologii.

Biologia komorki nowotworowej.

Geny i genomy.

Biochemia receptorow.

Procesy biotransformaciji.

Regulacja hormonalna.

Nauczanie biochemii.

©No Ok wDd PR

Zjazdowi towarzyszy¢ bedag wystawy sprzetu laboratoryjnego, aparatury i odczynnikéw. Przewiduje sie
umieszczenie ogloszen w materiatach zjazdowych.

Zainteresowanych uczestnikom w Zjezdzie, atakze osoby chcace zasiegna¢ informacji w sprawie wystaw
i ogtoszen prosimy o kontakt z sekretarzem Oddzialu Warszawskiego, pod nastepujgcym adresem:

Doc. dr hab. Katarzyna NALECZ,
Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul Pasteura 3, 02-093 Warszawa,
tel. 659-85-71 w. 303, fax 22-53-42.

Z przyjemnoscia informujemy, ze — wzorem lat ubiegtych — biochemicy polskiego pochodzenia i Polacy
pracujacy w krajach bytlego Zwigzku Radzieckiego moga ubiega¢ 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 kontaktow z kolegami w krajach
bytego ZSRR — profesor dr med. Marek Gniazdowski z Zaktadu Chemii Ogélnej Akademii Medycznej (ul.
Lindleya 6, 90-131 to6dz, tel. 784-277) oraz Zarzad Gtéwny P.T. Bioch. (ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa).

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii”
wydawany z pomocag finansowa
Komitetu Badan Naukowych

Uprzejmie zawiadamiamy PT Kolezanki i PT Kolegow
0 przeniesieniu siedziby Zarzadu Giéwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
na teren Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
pokéj 632 i 633

Obecny adres:

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Tel. bezposredni 658 20 99
Tel. przez centrale 6598571 w. 352
Fax 225342

Dyzury biura Zarzgdu odbywac sie beda jak dotychczas
we wtorki w godz 12-18
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APEL

Rektora i Senatu Akademii Medycznej w Warszawie
oraz Stowarzyszenia Wychowankdéw Warszawskiej Medycyny i Farmacji

Rektor i Senat Akademii Medycznej w Warszawie oraz Stowarzyszenie Wychowankdéw Warszawskiej
Medycyny i Farmacji zwracajg sie do wszystkich absolwentéw, studentéw i pracownikOw naszej
Uczelni, do pacjentow klinik akademickich i ich rodzin, do firm prywatnych i panstwowych, do
wszystkich ludzi dobrej woli z prosba o finansowe lub rzeczowe wsparcie budowy Biblioteki Akademii
Medycznej w Warszawie.

Akademia Medyczna w Warszawie ma dilugie tradycje nauczania medycyny siegajgce konca XVIII
stulecia; ma takze duze osiagniecia na polu naukowym i dydaktycznym. Boryka sie z wieloma
problemami, ale jej naczelng i nienaruszalng zasada jest utrzymywanie nauczania medycyny na wysokim,
europejskim poziomie. W tych zmaganiach istnieje jeden problem, ktérego nie mozna rozwigzac
w ramach Akademii. Problemem tym jest bardzo zty stan Biblioteki. Biblioteka kazdego
uniwersytetu jest jego moézgiem.

Od wczesnych lat piec¢dziesigtych Biblioteka Akademii jest sublokatorem jednego z zakladéw.
Ciasne, ciemne, niedostosowane do pracy i nauki pomieszczenia biblioteczne w bezposrednim
sasiedztwie przechowalni zwtok isali sekcyjnej sg przetadowane zbiorami. Zbiory Biblioteki powiekszaja
sie z roku na rok, m.in. dzieki pomocy Polonii rozsianej po swiecie, w tym wychowankéw naszej Alma
Mater. Warunki przechowywania ksigzek i czasopism naukowych sg nie tylko skandalicznie
zte, ale wrecz zagrazajg podstawowym wymogom bezpieczenstwa i ochrony przeciw-
pozarowej. Brak miejsca w czytelniach ogranicza mozliwos$ci korzystania z nich wszystkim studentom
i pracownikom Akademii.

Dramatyczna sytuacja lokalowa Biblioteki uniemozliwia dalsze powiekszanie zbioréw oraz bardzo
utrudnia korzystanie znowoczesnego sprzetu audiowizualnego i komputerowego. Osrodek audiowizua-
Iny i komputerowe bazy danych mieszczag sie katem w malej czytelni czasopism, gdzie uzytkownicy
przeszkadzajg sobie wzajemnie.

Radykalnym i jedynym rozwigzaniem tej bardzo ziej kondycji Biblioteki naszej Alma
Mater jest budowa nowego budynku.

Dlatego odwotujemy sie do sentymentu, zyczliwosci, ofiarnosci i poczucia wiezi Wychowankoéw
z Uczelnia, szczegblnie do tych, ktérzy zostali rzuceni przez los do rozmaitych krajow Swiata. Apelujemy
do calego spoteczenstwa:

POMOZCIE — W MIARE SWOICH MOZLIWOSCI—W BUDOWIE GMACHU
BIBLIOTEKI AKADEMII MEDYCZNEJ W WARSZAWIE

Liczy¢ sie bedzie kazda ztotowka i kazdy dolar.

Wszyscy ofiarodawcy beda uhonorowani wpisem do ksiegi pamigtkowej. Szczegdlnie zastuzeni
otrzymajg dyplom honorowy Bene Meritus. Nazwiska wybitnych fundatoréw zostang umieszczone
w hallu przysztego gmachu Biblioteki Swiadczac po wsze czasy o ich udziale w szlachetnym dziele
budowy.

O postepie prac zwigzanych z budowg Biblioteki bedziemy systematycznie informowac¢ wszystkich
ofiarodawcow.

Podajemy numer konta: PBK SA VIIIl O/W-wie nr 370028-4271-139-113 ,,Biblioteka"

Rektor, Senat i Stowarzyszenia Wychowankéw
Warszawskiej Medycyny i Farmaciji
02-032 Warszawa, ul. Filtrowa 30

Tel./Fax 628-22-37
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