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Duza wydajnos¢
brak wigzania balastu J.TBaker
BAKERBOND Wide-Pore

Odzysk w % z zastosowaniem BAKERBOND Wide-Pore 40 ju PREPSCALE

. g

Biatka PEI QUAT CBX UF MAb ABX
Albumina surowicy wotowej 97 95 96 95 98 100
Owalbumina 99 97 98 97 97 99
Transferyna 97 99 100 99 98 98
Hemoglobina 97 95 95 96 - -
Mioglobina 97 98 99 98 - -
Cytochrom C 99 95 98 97
Lizozym 96 98 97 95
Anhydraza weglanowa 96 92 98 97
y8—laktoglobulina (A+B) 98 100 100 98 -
Ig surowicy krwi ludzkiej 97 95 96 96 98 97
Ig surowicy krwi mysiej - - - - 97 97
Ig surowicy krwi kréliczej - - - - 98 99

Wysoki odzysk biatek

Uzywajagc BAKERBOND Wide-Pore kolumn do HPLC (5 fx i 15 jx) lub
faz (40 jj PRESCALE), od razu mozna uzyska¢ przynajmniej 97% biatka
i oznaczy¢ jego aktywnos$¢. Rozdziat nastepuje jednoetapowo, przy
umiarkowanym ci$nieniu i niskim stezeniu soli. Niespecyficzne substancje
nie sg w ogodle wigzane.

Na temat BAKERBOND Wide-Pore Istnieje bezplatna broszura:
EUROCOLOR Chemikalia Laboratoryjne, POBox 46, 90-980 £6dz-7, tel. 813140, 844614

Zawsze wysoka
pojemnosc zi6z J.TBaker
BAKERBOND Wide-Pore

Zdolno$¢ wigzania w mg biatkalg BAKERBOND Wide-Pore 40

Biatka ca HIC PEI CBX ABX
Albumina surowicy krwi wotowej 140 180 200 190 150
Owalbumina 170
Hemoglobina 200 180 190
Cytochrom C 200
Lizozym 200
Ig surowicy krwi ludzkiej 150 150
Ig surowicy krwi mysiej 150 150
Ig surowicy krwi kréliczej 150 150

Sa to najnizsze wartoéci zdolnosci wigzania

Wysoka zdolnosc¢ wigzania biatek

Fazy BAKERBOND Wide-Pore o rozmiarach 5, 15 i 40 /a nadajg si¢ szczegélnie do
rozdziatu biopolimeréw. Zdolno$¢ wigzania wymieniaczy jonowych, sorbentu Hi-Propyl
i faz odwréconych jest >150 mg bialka w przeliczeniu na g suchego wypetnienia.
Wysoka specyficznos¢ i selektywnos$¢ rozdziatu uzyskuje sig¢ dzieki trwatlemu i jednoro-
dnemu pokryciu silikonowego nos$nika. Odpowiedni no$nik krzemionkowy gwarantuje
stabilno$¢ wypetnienia kolumny i niskie ci$nienie na wlocie kolumny. Odzysk biatka
wyrazony iloscig i aktywno$cia jest wigkszy niz 97%.

EUROCOLOR Chemikalia Laboratoryjne, POBox 46, 90-980 t6dz-7, tel. 813140, 844614
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Profesor Tadeusz Baranowski — Wspomnienie

Profesor Tadeusz Baranowski
1910-1993

24 marca 1993 roku zmart profesor Tadeusz Bara-
nowski. Odszedt od nas wielki uczony o miedzy-
narodowej stawie, nauczyciel i wychowawca Kilku
pokolen biochemikéw i lekarzy. Przeniést tradycje
szkoty naukowej Jakuba Karola Parnasa z Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Jana Kazimierza we Lwo-
wie do Wroctawia. Stworzyt tu Zaktad Chemii Fizjo-
logicznej na Wydziale Lekarskim, jedyng wdwczas
placowke biochemiczng w miescie. Uczniowie Profeso-
ra zasilili nastepnie wszystkie instytucje naukowe
miasta, tworzgc nowe os$rodki biochemiczne. Liczni
biochemicy, odbywajgcy staze i szkolenia naukowe
pod kierownictwem Profesora Baranowskiego prze-
niesli Jego nauki do wielu placowek w kraju i za
granica.

Tadeusz Baranowski urodzit sie 13 wrzesnia 1910
roku we Lwowie. Uzyskawszy Dyplom lekarza w 1933
roku na Wydziale Lekarskim UJK, podjat prace
w Zakladzie Chemii Lekarskiej pod Kkierunkiem
J. K. Parnasa. Tu powstatly pierwsze prace Baranows-
kiego na temat amoniogenezy. Od 1935 roku pracowat
przez dwa lata nad sacharozurig w Zaktadzie Chemii
Lekarskiej Uniwersytetu Stefana Batorego w Wilnie,
kierowanym przez Wilodzimierza Mozotowskiego,
gdzie uzyskat stopien naukowy doktora medycyny.

82

Powrdciwszy do Lwowa wiaczyt sie w prace zespotu
badajgcego przenoszenie grup fosforanowych. Z tego
okresu datuja sie wazne prace w dziedzinie transfos-
foryzacji nukleotydéw, tworzenia ATP i fosforylacji
glikogenu w mieéniu. Po raz pierwszy zastosowano
wtedy znakowany fosfor do badan nad glikoliza.
W 1938 roku doktor Baranowski habilitowal siie.
Wtedy tez zajat sie krystalizacjg biatek. Uzyskat w for-
mie Kkrystalicznej albumine surowiczg oraz miogen
miesniowy o aktywno$ci aldolazy. Te pionierskie ba-
dania daty poczatek serii prac nad enzymami miesnio-
wymi, prowadzonymi po6zniej przez Profesora i jego
uczniow we Wroctawiu. W czasie wojny wigczyt on do
swej tematyki badania nad budowg i funkcjg witaminy K.
Zaowocowaty one waznymi odkryciami.

W czasie okupacji niemieckiej profesor Baranowski
opuscit Lwow. Krotko pracowatjako lekarz w Szczaw-
nicy. W 1945 roku poczatkowo wyktadat chemie
fizjologiczng na Uniwersytecie Jagiellonskim. Natych-
miast jednak kiedy stato sie to mozliwe, bo juz 9 maja
1945 roku, udat sie wraz z ekipg kierowang przez prof.
Stanistawa Kulczynskiego do Wroctawia, by tworzy¢
tam Uniwersytet. Wspéttworzyt i organizowat Wy-
dziat Lekarski, dostownie wtasnymi rekoma: odgruzo-
wywat budynki, stat na czele strzegacych ich grup
samoobrony, odnajdywat i przywozit ukryta przez
ustepujace wojska aparature i ksiegozbiory. Jedno-
cze$nie organizowat Zaktad Chemii Fizjologicznej.
Mianowany profesorem nadzwyczajnym objat kierow-
nictwo Zaktadu. Od samego poczatku mimo ciezkich
warunkow prowadzit dydaktyke na wysokim pozio-
mie i rozpoczat intensywng prace naukowg, poswieca-
jac nadal swoéj czas i wysitek organizacji Wydziatu
Lekarskiego, przeksztatconego po6zniej w Akademie
Medyczng. Zorganizowatl Wydziat Farmacji i byt jego
pierwszym dyrektorem. W latach 1948— 1949 petnit
funkcje dziekana Wydziatu Lekarskiego, a 1965— 1968
— Rektora Akademii Medycznej. Od 1970 roku byt
dyrektorem Instytutu Biochemii i Biofizyki, potem
— Biochemii i Fizjologii A.M. Od 1955 roku (juz jako
profesor zwyczajny) kierowat takze Zaktadem Bio-
chemii Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczal-
nej. Pod jego kierunkiem rozpoczeto tam kontynuo-
wane do dzi$ badania nad antygenami krwinek czer-
wonych. Od 1954 roku byt cztonkiem — koresponden-
tem, a od 1969 — cztonkiem rzeczywistym PAN. Byt
cztonkiem prezydium PAN, sekretarzem Oddziatu
Wroctawskiego, a przez dwie kadencje przewodniczyt
Komitetowi Biochemii i Biofizyki. Petnit tez wazne
funkcje w Radzie Naukowej przy Ministrze Zdrowia
i w Komitecie Nagr6d Panstwowych.

Te rozliczne i pracochtonne funkcje nigdy nie od-
rywaty jednak Profesora od dziatalnosci naukowej.
Prowadzac osobiscie doswiadczenia i kierujac praca
uczniow stworzyt silny osrodek enzymologiczny. Gt6-
wnym zainteresowaniem Profesora byty enzymy gliko-
lityczne. Az 10 sposrdd nich uzyskano w homogennej,
a wiekszo$¢ w krystalicznej postaci, takze z miesni
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ludzkich. Dehydrogenaza alfa-fosfoglicerolowa uzys-
kata nazwe enzymu Baranowskiego. Prace nad struk-
tura, kinetyka i regulacjag enzyméw glikolitycznych sa
nadal kontynuowane w Zaktadzie Biochemii, m.in. we
wspoétpracy z os$rodkami amerykanskimi. Profesor
Baranowski prowadzit tez uwiefczone sukcesem bada-
nia hormonéw peptydowych, jak ACTH, bradykininy
i somaotropiny. W 1952 roku otrzymat Panstwowa
Nagrode Naukowg | stopnia za wprowadzenie ACTH
do lecznictwa. Dbat o to, aby teoretyczne prace
prowadzone przez kierowane przez Niego zespoty
miaty zwigzek z medycyng praktyczng. GGTP, enzym
odkryty z Jego udziatem wszedt na state do badan
diagnostycznych. Prace nad nim zostaty nagrodzone
w 1964 roku Panstwowa Nagrodg Naukowa Il stop-
nia. Badania nad genetycznymi i posttranslacyjnymi
zmianami enzymdw glikolitycznych w patologii staty
sie jednym z tradycyjnych tematéw Zaktadu Bio-
chemii.

Po swym odejsciu na emeryture Profesor nadal
prowadzit prace doSwiadczalne i publikowat ich wyni-
ki. Odkryt nowga, uboczng reakcje katalizowang przez
kinaze pirogronianowg i regulacyjny wptyw RNA na
ten enzym.

Ogdbtem ogtosit 164 prace naukowe. Ten niestrudzo-

ny badacz przyktadat tez wielkg wage do dydaktyki.
Stale unowoczes$niat wyktady, wprowadzajac do nich
najnowsze odkrycia. Czuwat nad calym procesem
dydaktycznym Zaktadu Biochemii. Jego podreczniki
»Chemia Fizjologiczna” i ,Podrecznik Biochemii”
byty wielokrotnie wznawiane i do dzi$ stuzg studen-
tom.

Profesor Tadeusz Baranowski byt cztonkiem — za-
tozycielem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
i jego Cztonkiem Honorowym. Byt cztonkiem Bio-
chemical Society w Londynie, a takze cztonkiem
towarzystw integrujacych lokalne $rodowiska nauko-
we: Wroctawskiego Towarzystwa Naukowego i Po-
znanskiego Towarzystwa Przyjaciot Nauk.

Odszedt od nas Profesor Tadeusz Baranowski,
strudzony swym wypetnionym praca zyciem. Zostato
po nim bardzo wiele: trwate miejsce w biochemii,
uznanie $wiata nauki, szereg odkry¢ naukowych. A na-
de wszystko pozostawit swa szkote biochemiczna:
rzesze wyksztatconych studentéw i blisko 20 wycho-
wankdéw, ktorzy kierujg wtasnymi zespotami badaw-
czymi i znaczaco zaistnieli w Swiecie nauki.

Janina Kwiatkowska

The Oxford Glycobiology Institute, Oxford GlycoSystems and
Department of Pharmaceutical Biochemistry of Bialystok University
Medical School, will organize a practical and lecture course on
Glycobiology, including advanced approaches to the release and
analysis of oligosaccharides from glycoproteins, for 15-20 par-

ticipants on 22-28 August, 1993.

For information please write to:

Prof. Krzysztof Zwierz,

Department of Pharmaceutical Biochemistry,
Biatystok University Medical School,

ul. Adama Mickiewicza 2,
15-230 Biatystok, Poland,
Fax: 4885 24 907.

Deadline: 1 Marz, 1993.
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ARTYKULY :;%:>Y|WH*VT I-i\\’i:i«dk B SvaVA FARVATTAS W
Biologiczne funkcje zmodyfikowanych nukleozydow

w transferowych RNA

Biological functions of modified nucleosides in transfer RNAs

ZOFIA SZWEYKOWSKA-KULINSKA*

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Rzadkie nukleozydy jako istotny element funkcjonalny
transferowych RNA
I1-1. Fosforybozyloadenozyna (Arp) lub fosforybozylo-
guanozyna (Grp) w pozycji 64 inicjatorowych
iIRNA™* grzybow i roslin
11-2. Lizydyna w pozycji 34 tRNAZe E.culi
11-3. 1-metyloguanozyna (m'G 37) w tRNAAp drozdzy
I1-4. Modyfikacja adenozyny w pozycji 37 (A37) wtRNA
rozpoznajacych kodony rozpoczynajgce sie urydyna
(UNN)
11-5. Modyfikacje nukleozydéw w pozycji 34 tRNA
czytajacych kodony typu Naf£
11-6. Pseudourydyna (4*) w pozycjach 38,39 w tRNAHs
S.typhimurium
I1l. Podsumowanie
IV. PiSmiennictwo

Contents:

. Introduction
I1. Rare nucleosides as the important functional element of
transfer RNAs
I1-1. Phosphoribosyladenosine (Arp) or phosphoribosvl-
guanosine (Grp) at position 64 in initiator tRNAs™et
of fungi and plants
11-2. Lisidine at position 34 in tRNAZe of E.coli
11-3. 1-methylguanosine (m1G 37) in tRNAAsp of yeast
11-4. Adenosine modification at position 37 (A37) in
tRNASs recognizing codons beginning with uridine
(UNN)
11-5. Nucleosides modifications at position 34 in tRNAs
reading codons Naf
11-6. Pseudouridine (4*) at positions 38 and 39 of
S.typhimurium tRNAHs
I11. Concluding remarks
1V. References

* dr hab., Zaktad Biochemii Biopolimeréw, Uniwersytet im.
A. Mickiewicza w Poznaniu, Fredry 10, 61-701 Poznan
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Wykaz stosowanych skrotow: m ‘A 1l-metyloadenozyna;
m2-A—2-metyloadenozyna; m6A—N6-metyloadenozyna;
i6BA— N6-izopentenyloadenozyna; ms2i6A  2-metylotio-
-N6-izopentenyloadenozyna; ms2io6A—2-metylotio-N6-
-hydroksyizopentenyloadenozyna;  t6A -N-((9-(3-D-rybo-
furanozylopuryna-6-YL)-karbamoilo)treonina; mt6A N-
-((9-P-D-rybofuranozylopuryna-6-YL)N-metylokarbamoi-
lo)treonina; s2C—2-tiocytydyna; Cm—2'-0-metylocytydy-
na; ac4C—N4-acetylocytydyna; m3C—3-metylocytydyna;
m5C—>5-metylocytydyna; m ‘G— 1-metyloguanozyna;
m2G—N2-metyloguanozyna; G m—2'-0-metyloguanozyna;
m2G —N2,N2-dimetyloguanozyna; m7G—7-metyloguano-
zyna; |—inozyna, m‘l— 1-metyloinozyna, Q—Kkuozy-
na—7-[4,5-cis, dihydroksy-I-cyklopenteno-3-aminomety-
lo]-7-deazaguanozyna; manQ—[3-D-mannozylokuozyna,
Grp—0-(3-rybozylo-(I"-2")guanozyno-5"  fosforan; 14
-Arp—0-P-rybozylo-(1",-2")adenozyno-5" fosforan; YW
wybutozyna; 0 2YW—wybutoksyozyna; T—m5U—5-mety-
lourydyna—rybotymidyna; Tm—2'-0-metylourydyna;
s2T—5-metylo-2-tiourydyna; s2U—2-tiourydyna; s4U—4-
tiourydyna; Um—2'-0-metylourydyna; cm5U—5-karbamoi-
lometylourydyna; mcm5U—5-metoksykarbamoilo-metylo-
urydyna; mcmb5s2U—5-metoksykarbamoilometylo-2-tiou-
rydyna; mnm5s2U—5-metyloaminometylo-2-tiourydyna;
cmnmb5s2U—5-karboksymetyloaminometylo-2-tiourydyna;
cmnm5U—karboksymetyloaminometylourydyna;
mnm5Se2U—5-metyloaminometylo-2-selenourydyna;
05U— kwas(urydyno5)oksyoctowy; mo5U—5-metoksyury-
dyna; X—acp3U—3(3-amino-3-karboksypropylo)urydyna;
D—dihydrourydyna; 4*—pseudourydyna; mlw 1-me-
tylopseudourydyna.

I. Wstep

Jedng z najbardziej charakterystycznych cech trans-
ferowych RNA (tRNA) jest obecno$¢ w nich znacznej
liczby (ponad 50 rodzajéw) zmodyfikowanych nukleo-
zydéw [1], Niektére modyfikacje sg bardzo proste,
takie jak metylacja, redukcja, tiolacja, inne znowu
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powstajg w wyniku skomplikowanych reakcji bio-
chemicznych prowadzacych do hiperzmodyfikowa-
nych nukleozyd6éw (np. kuiny — ang. queuine, wybuto-
zyny — ang. wybutosine, izopentenyloadenozyny).
Wszystkie modyfikacje nukleozydéw w transferowych
RNA zachodzg posttranskrypcyjnie w czasie dojrze-
wania czasteczki pre-tRNA. Kolejno$é ,,wprowadza-
nia” poszczegélnych zmodyfikowanych nukleozydéw
zalezy od struktury czasteczki pre-tRNA w okres$-
lonym etapie dojrzewania (np. obecnos$é intronu) jak
i od przestrzennego rozmieszczenia w komaorce en-
zymdéw modyfikujgcych. U Eukaryota wiekszo$¢ en-
zymow modyfikujgcych tRNA wystepuje wjadrze, ale
niektére — modyfikujace gtownie nukleozydy w petli
antykodonowej — obecne sg w cytoplazmie [2].

Eukariotyczne transferowe RNA sg na ogo6t znacz-
nie silniej zmodyfikowane tak pod wzgledem zakresu,
jak i liczby rzadkich nukleozydéw wystepujgcych
w czasteczce, niz tRNA prokartiotyczne. Na przyktad
transferowy RNAiez Escherichia coli zawiera dziewiec
zmodyfikowanych nukleozydow, podczas gdy jego
odpowiednik u Eukaryota, tRNAT" (izolowany z wat-
roby szczura) ma ich 14 [3],

Niektére rodzaje zmodyfikowanych nukleozydow
tRNA wystepujg w organizmach wszystkich trzech
krélestw: Archaebactena, Eubacteria i Eukaryota (np.
N 13, Cm32, m G 37, t6A37, W38, T"g, " 40» ~ 55’
mlA48) [3]. Moze S$wiadczyé to, ze powstaly one
w zamierzchtej przesztosci u wspdlnego przodka or-
ganizméw wszystkich trzech krolestw. Nie mozna
jednak wykluczy¢ — chociaz jest to mato prawdopo-
dobne — ze te rzadkie nukleozydy powstaty niezalez-
nie i obecnie obserwowane podobienstwa sg wynikiem
konwergencji. Inne zmodyfikowane nukleozydy wy-
stepujg wylgcznie w organizmach reprezentujgcych
poszczeg6lne krolestwa: np mnmb5s2U (5-metyloami-
nometylo-2-tiourydyna) w pozycji 34 tRNA, wystepuje
tylko u Eubacteria, a cm5U (5-karboksymetylourydy-
na) tylko u Eukaryota [3]. Dla Archaebactefa charak-
terystycznajest obecno$¢ mIIP (1-metylopseudourydy-
na) w pozycji 54 transferowych RNA, podczas gdy
u pozostatych organizméw w tej pozycji wystepuje
m5U (rybotymidyna) [3], Rycina 1przedstawia drugo-
rzedowgq strukture tRNA, w ktdrej naniesiono spoty-
kane w poszczegélnych jego pozycjach rzadkie nukleo-
zydy. Niniejszy artykut bedzie poswiecony omdwieniu
roli niektérych zmodyfikowanych nukleozydéw w pre-
cyzyjnej regulacji proceséw zyciowych komarki.

Il. Rzadkie nukleozydy jako istotny element
funkcjonalny transferowych RNA

I1-1. Fosforybozyloadenozyna (Arp) lub fosfory-
bozyloguanozyna (Grp) w pozycji 64 inic-
jatorowych tRNAM grzybow i roslin

Pomimo, ze w przypadku wiekszo$ci aminokwasow
kod genetyczny jest zdegenerowany, metionine koduje
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tylko kodon AUG. Aby translacja w cytoplazmie
zostata prawidtowo zainicjowana tripletem AUG roz-
poczynajacym synteze peptydu, aparat translacyjny
komorki musi by¢ zdolny do odrdznienia inicjujgcego
kodonu AUG od kodonéw metioninowych znajdujg-
cych sie wewnatrz mRNA.

W komaorkach pro- ieukariotycznych obecne sg dwa
rézne metioninowe tRNA — jeden zwany inicjatoro-
wym — tRNAJM 1(lub u Prokaryota tRNAM), ktéry
wspotdziata w inicjacji translacji i drugi — zwany
elongacyjnym tRNA”g, ktory wspotdziata w wydtuza-
niu rosngcego tancucha peptydowego. Intensywne
badania struktury tRNAjMt i tRNA g wykazaly mie-
dzy innymi obecno$¢ hiperzmodyfikowanego nukleo-
zydu w pozycji 64 tRNAj” 1grzybdéw i roslin. W trze-
ciorzedowej strukturze czasteczki tRNA, para zasad
50-64 ramienia rybotymidynowego znajduje sie w rejo-
nie rozpoznawanym przez kilka enzyméw oddziatuja-
cych z tRNA (syntetaza aminoacylo-tRNA alanino-
wa-Ala RS z E. coli [4], RNaza P [5], bakteryjny
czynnik elongacyjny Tu [6]). Wykazano, ze wspo-
mniany hiperzmodyfikowany nukleozyd to fosforybo-
zylowana w pozycji 2'0OH adenozyna lub guanozyna

manQ ms2t6A
i.inm5s2U

cmnm5U

cmnmb5s2U

Ryc. 1. Ogélny model struktury drugorzedowej transferowych
kwasow rybonukleinowych z zaznaczeniem pozycji ulegaja-
cych modyfikacjom. Pogrubionymi kwadratami zaznaczo-
no pozycje, w ktérych wystepuja konserwatywne lub semi-
konserwatywne nukleotydy. W pozycjach 17, 20 i 47 moze
znajdowac sie zmienna liczba nukleotydéw w zaleznosci od
rodzaju tRNA. Objasnienia skrotéw poszczeg6lnych rzad-
kich nukleozyddw znajdujg sie w wykazie skrotow.
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[8], w skrécie oznaczana odpowiednio Arp lub Grp
(Wzory I, 1) [7]. Transferowy RNAj”* 1z Saccharomy-
ces cerevisiae i zarodkdw pszenicy, ktéremu ,,usunieto”
ten rzadki nukleozyd (poprzez utlenienie nadjodanem
— tRNAM) odczytuje zarbwno wewnetrzne kodony
metioninowe jak i kodony inicjujgce [9]. Mato tego,
niezmodyfikowany w pozycji 64 tRNA”" 11igczy sie
zczynnikiem elongacyjnym EFTu. GTP z E. coli (czyn-
nik ten jest funkcjonalnym analogiem eukariotycznego
czynnika EF-1 oc.GTP). Podobnego oddziatywania nie
zaobserwowano nigdy w przypadku tRNAjMt z Arp
lub Grp w pozycji 64. Wydaje sie wiec, ze ta hydro-
filowa modyfikacja inicjatorowego tRNA”~@uniemoz-
liwia jego wigzanie z czynnikiem elongacyjnym
EF-1a.GTP, tym samym wykluczajgc go z procesu
elongacji i czynigc czasteczka, ktéra rozpoznaje tylko
kodony AUG inicjujace translacje [9]. U zwierzat
w pozycji 64 tRNAjMtwystepuje zawsze pirymidyna, co
jak sie wydaje wystarcza by wykluczy¢é tRNA”6z pro-
cesu elongacji [1, 9].

11-2. Lizydyna w pozycji 34 tRNA™ez E.coli

W pozycji 34 (pierwsza pozycja antykodonu) trans-
ferowego RNA(le z E.coli wystepuje zmodyfikowana
cytydyna-lizydyna. Nukleozyd ten powstaje w wyniku
kondensacji lizyny z pirymidynowym pierscieniem
cytydyny (Wzér I11) [10]. Wyizolowany gen tRNA(le
zawiera antykodon CAT — tak samo jak gen tRNA
metioninowego. Wykazano jednak, ze dojrzaty tRNA"ke
nie rozpoznaje kodonéw metioniny, natomiast roz-
poznaje jeden z trzech kodondéw izoleucyny: kodon
AUA. Opierajgc sie na tych wynikach mozna bylo
przypuszczac, ze prosta modyfikacja posttranskryp-
cyjna tRNA(k eliminuje mozliwosé btednych podsta-
wien w tancuchu peptydowym izoleucyny w miejscach
zarezerwowanych dla metioniny (kodon AUG)* oraz
ze niezmodyfikowany tRNA(le bedzie w rosngcym
tanicuchu peptydowym wiaczat biednie izoleucyne
w pozycjach przeznaczonych dla metioniny. Mura -
matsu i wsp. poddali badaniom proces amino-
acylacji sztucznie skonstruowanego tRNA(lenie zawie-

NH2
H
%T\
N NHCH,CH,CH,CH,CHCOO
HOCH, N
AN H/ZH
OH OH

Wz6r Il Wzér chemiczny lilydyny zmodyfikowanego nukleo-
zydu w pozycji 34 jednego z izoakceptorowych tRNAle
(tRNAYye) E. coli.
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wzér Lill Wzory chemiczne Q-(3-rybozylo( 1"-2 )-adenozyno-5 "fos-
foranu (Arp) i ()-P-rybozylo( 1"-2")-guanozyno-5"fosfora-
nu (Grp) — zmodyfikowanych nukleozyddéw wystepuja-
cych w pozycji 64 tRNA|MI grzybow i roélin.

rajgcego lizydyny [11]. Okazato sie, ze byt on amino-
acylowany izoleucyng z wydajnoscig ponad 10 razy
nizszg niz tRNA(le zawierajacy lizydyne, co jak sie
wydaje eliminuje btedne wigczanie izoleucyny w miejs-
ca metioniny. Okazato sie tez, ze tRNA(lenie zawiera-
jacy lizydyny byt aminoacylowany metioning z wydaj-
noscig stanowigcg ponad 30% aminoacylacji tRNA"d
metioning. W zwiazku z tym mozna przypuszczal, ze
tRNA”ez antykodonem CAU bedzie najprawdopodo-
bniej w trakcie translacji wtgczaé metioninge w pozyc-
jach dla niej zaprogramowanych. DosSwiadczenia te
rzucajg $wiatto na sprawe tzw ,determinant tRNA”,
elementéw rozpoznawanych przez poszczeg6lne syn-
tetazy aminoacylo-tRNA. Wiadomo, ze dla amino-
acylosyntetazy metioninowej (Met RS) z E. coli kryty-
czne sg nukleotydy antykodonu CAU, a zwiaszcza
nukleotyd w pozycji 34 [12, 13], w ktorej u tRNA Mt
E.coli wystepuje cytydyna lub N4-acetylocytydyna
(ac4C) [1]. Nukleotyd ten jest tzw. pozytywng deter-
minantg dla Met RS.

Transferowy tRNA16 nie zawierajacy lizydyny ma
identyczny antykodon jak tRNA Mt a poza tym wyka-

* W mitochondriach niektérych organizméw (np. ssakéw
idrozdzy piekarskich) kodon AUA koduje metionine. W or-
ganizmach tych brak rownolegle tRNAlle zawierajacego
lizydyne [11].
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zuje 70% homologii (wigczajac w to zmodyfikowane
nukleozydy) z tRN A”O% Jasne jest wiec, ze tRNAJebez
lizydyny jest aminoacylowany przez Met RS. , Dziki”
typ tRNAJ16 (zawierajacy lizydyne) nie jest amino-
acylowany przez Met RS, a wiec ta prosta modyfikacja
eliminuje btagd mogacy powstaé w wyniku fatszywej
aminoacylacji tRNA"6 przez Met RS. A zatem jeden
zmodyfikowany nukleozyd wtRNA zmienia specyficz-
nos$¢ rozpoznawania kodonu przez tRNA, jak i specyfi-
czno$¢ rozpoznawania tRNA przez odpowiednig syn-
tetaze aminoacylo-tRNA [11].

11-3. 1-metyloguanozyna w pozycji 37 (m1G37)
w tRNAApdrozdzy

Nukleotydy (lub pary nukleotydéw) tRNA, ktore
odpowiadajg za rozpoznawanie tego ostatniego przez
specyficzng syntetaze aminoacylo-tRNA (ARS), na-
zwano ,determinantami”. Niedawne badania droz-
dzowego tRN A Apwykazaty, ze rowniez zmodyfikowa-
ne nukleozydy mogg petni¢ krytyczng role w prawid-
towym rozpoznawaniu tRNA:ARS. W tRNAAp
z drozdzy wystepuje osiem zmodyfikowanych post-
transkrypcyjnie nukleozydow, w tym dwa zawierajgce
alkilowane zasady: 1-metyloguanozyna (m1G 37) i 5-
metylocytydyna (m5C49) [1], Pierwotny transkrypt
tRNA Ap(powstajacy w uktadzie in vitro zawierajgcym
polimeraze RNA faga T7), nie posiadajgcy zadnych
zmodyfikowanych nukleozyddw, jest aminoacylowa-
ny przez syntetaze asparaginianowg aminoacylo-
tRNA (Asp RS) z tg sama wydajnosciag co ,,dziki” typ
tRNAAY, zawierajacy wszystkie rzadkie nukleozydy.
Transkrypt tRNAAp pozbawiony zmodyfikowanych
nukleozydow ulega takze ,arginylacji” w reakcji z syn-
tetazg argininowa aminoacylo-tRNA (Arg RS) [15].
Zmodyfikowany tRNA Ap nie jest dobrym substratem
dla Arg RS. Poréwnanie niezmodyfikowanego
LIRNAApY izmodyfikowanego tRNAAppod wzgledem
specyficznosci w stosunku do Arg RS wskazuje, ze
specyficznos¢ tego pierwszego jest 300-500 razy
wyzsza. Jaki element struktury tRNAApzapewnia tak
wysokie powinowactwo do Asp RS eliminujgc moz-
liwo$¢ btednej aminoacylacji przez Arg RS? Mozna go
nazwaé ,antydeterminantg”, gdyz nie odgrywa on roli
w rozpoznawaniu tRNAApprzez specyficzng Asp RS,
ajedynie uniemozliwia fatszywg aminoacylacje w reak-
cji z Arg RS. Z doswiadczen wynika, ze sg nim
zmodyfikowane nukleozydy tRN A Ap ktdre chronig te
czasteczke przed bitedng aminoacylacjg [14]. Dane
zlaboratorium R . G iegesugerujg posrednio, ze role
antydeterminanty w reakcji arginylacji prowadzonej
przez Arg RS peini 1-metyloguanozyna w pozycji 37
dojrzatego tRNA Ap [15].

Niedawno opublikowana zostata praca, w ktdrej
wykazano, ze aminoacylacja tRNA ani translacja nie
sg zalezne od modyfikacji czasteczki tRNA [16]. Praca
ta dotyczy szczegblnego przypadku — tRNAGQyz My-
coplasma mycoides. Nalezy tu zaznaczy¢, ze tRNA
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z tego organizmu charakteryzujg sie szczeg6lnie matg
zawartoscig zmodyfikowanych nukleozydow [1].

I1-4. Pochodne adenozyny w pozycji 37 (A37)
tRNA rozpoznajgcych kodony zaczynajace
sie urydyng (UNN).

U Salmonella typhimurium wszystkie tRNA (z wyjat-
kiem tRNATfy) [1], ktére rozpoznajg kodony rozpo-
czynajace sie od urydyny majg w pozycji 37 zmodyfi-
kowang adenozyne: ms2io6A (2-metylotio-N6-hydro-
ksyizopentenyloadenozyna). Jednym z kodonéw za-
czynajacym sie od urydyny jest kodon stop typu amber
(UAG). Kazdy kodon mRNA znajduje sie w okres-
lonym otoczeniu (ang. codon-context) nukleotyddéw.
Wiadomo, ze w supresjach typu nonsens, zmiana sensu
i przesuniecie ramki odczytu, otoczenie kodonu wpty-
wa na wydajnos$¢ supresji. Szczeg6lnie istotny jest
nukleotyd znajdujacy sie po 3' stronie kodonu ulegaja-
cego supresji [17]. Wpltyw nukleozydu ms2io6A na
»wrazliwos¢” supresorowych tRNA na sgsiedztwo
kodondw ulegajacych supresji wykazano w pracowni
G. Bjorka [18]. I tak podczas gdy w komdrkach S.
typhimurium mia A+ supresorowe tRNATy i tRNASy
byty catkowicie zmodyfikowane w pozycji 37
(ms2i06A), w komdrkach miaA~ zawieraty w tej pozy-
cji niezmodyfikowang adenozyne. W obu typach ko-
maérek wydajno$¢ translacji w obecno$ci supresoro-
wych tRNA wzrastata, gdy po 3’ stronie kodonu
znajdowata sie adenozyna zamiast cytozyny. Jednak,
podczas gdy w szczepie miaA~ (A37 niezmodyfikowa-
na) wydajno$¢ rozpoznawania kodonu amber po zmia-
nie C->A byla szeSciokrotnie wyzsza, to w szczepie
miaA+— tylko péttorakrotnie. Mozna wiec sadzié, ze
tRNA nie zawierajace ms2io6A sg znacznie bardziej
wrazliwe na wptyw nukleotydéw sasiadujacych z 3’
strony kodonu ulegajgcego supresji niz tRNA majace
w pozycji 37 ms2i06A. Wyjasniajg to wyniki uzyskane
wczesniej przezH .G rosjean’a[19], ktéry wykazat,
ze puryna w pozycji 37 tRNa oddziatuje z pierwszym
nukleotydem kodonu, za$ pierwsza zasada antykodo-
nu z nukleotydem po 3’ stronie kodonu (Ryc. 2). Tak
wiec kodon UAG-A zapewnia znacznie wiekszg stabil-
no$¢ oddziatywan z antykodonem CUA-A niz kodon
UAG-C. Kompleks kodon-antykodon jest najmniej
trwaty, gdy w pozycji 37 tRNA wystepuje niezmodyfi-
kowana adenina, a po stronie 3’ kodonu — cytozyna.
Przy braku modyfikacji w pozycji 37, tylko oddziaty-
wanie:

SNUAGA3 (kodon)

tAAUCS (antykodon)

umozliwia uzyskanie wiekszej stabilnosci kompleksu
kodon-antykodon. Obecnos$¢ rzadkiego nukleozydu
ms2io6A podwyzsza stabilno$¢ kompleksu niezaleznie
od sasiedztwa po stronie 3’kodonu, co ttumaczy nie-
wrazliwo$¢ supresorowych tRNA zawierajgcych
ms2i06A na otoczenie kodonu. Moze to mieé¢ duzy
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ANTYKODON 3

3 C/A KODON

Ryc. 2. Model oddziatywan kodon-antykodon kodonu ambcr
(UAG) z antykodonem supresorowego tRNA, uwzgled-
niajacy zaangazowanie nukleotydéw po 3' stronie kodonu
((C/IA)3). W modelu tym C34 oddziatuje z nukleotydem po
3' stronie kodonu (zaznaczono na rysunku strzatka),
U3 i A36 oddziatujg odpowiednio z G i A kodonu,
a ms2i06A z pierwszym nukleotydem kodonu (U) [18].

wptyw na sprawno$¢ odczytywania kodonéw rozpo-
czynajgcych sie urydyng przez tRNA posiadajgce
w pozycji 37 zmodyfikowang adenozyne (ms2io6A).
W pracowni G. Bjorka, gdzie wyizolowano szereg
szczepow z defektami w poszczeg6lnych stadiach po-
wstania tego rzadkiego nukleozydu: A37 -»i6A37 —»
-> ms2i6A 37 -> ms2i06A 37 wykazano, ze obecnos¢ nie-
zmodyfikowanej adenozyny w pozycji 37 lub obecnosé
tylko izopentenylowanej adenozyny (i6A) powoduje
obnizenie wydajnosci translacji odpowiednio dziesie-
cio- i dwukrotnie w poréwnaniu z wydajnoscia trans-
lacji w szczepie dzikim [20].

Innym przyktadem modyfikacji w pozycji 37 tRNA
jest 1-metyloguanozyna (mIG). Nukleozyd ten wy-
stepuje u Salmonella typhimurium w tRNA, ktére
»Czytaja” kodony typu C(U/C/G)N (gdzie N = A, C,
G, U) [1], Wykazano, ze brak tej metylacji powoduje
obnizenie tempa wzrostu komérek, jak réwniez in-
dukuje zdolnos¢ supresji mutacji typu ,,przesuniecie
ramki odczytu”. Zmiana kodonu CCN na ,,CCCN”
jest ,,czytana” przez tRNAPojako kodon wigczajacy
proline, wéwczas gdy brak w tym tRNA metylacji
w pozycji G37. Tym samym 1-metyloguanozyna w po-
zycji 37 tRNAPo wydaje sie chroni¢ komoérke przed
mutacjami typu przesuniecie ramki odczytu w przypa-
dku, gdy w mRNA pojawi sie cigg nukleotydow
cytydynowych. Autorzy ttumaczg to zjawisko zaktada-
jac, ze niezmodyfikowana guanozyna w pozycji 37
(pierwsza pozycja za antykodonem) tworzy wigzanie
typu Watson-Crick z pierwszg zasadg kodonu(C),
umozliwiajac tym samym prolinowemu tRNA od-
czytanie kodonu czterozasadowego [21], Poniewaz
m!G w pozycji 37 wystepuje w tRNA czytajacych
kodony typu C(U/C/G)N u Eubacteria, Eukaryota
i Archaebacteria wydaje sie, ze rola tego nukleozydu
jest we wszystkich trzech krélestwach taka sama.

88

11-5. Zmodyfikowane nukleozydy w pozycji 34
tRNA ,,czytajgcych” kodony typu Nao.

W eubakteryjnych i eukariotycznych tRNA dla
lizyny, kwasu glutaminowego i glutaminy w pozycji 34
znajduje sie zmodyfikowana urydyna. Jest to 2-tioury-
dyna (s2U), ktéra moze zawiera¢ dodatkowo Kilka
réznych podstawnikéw np.: 5-metyloaminometylo-2-
-tiourydyna (mnmb5s2U), 5-karboksymetyloaminome-
tylo-2-tiourydyna (cmnmbs2U) lub 5-metoksykarbo-
nylometylo-2-tiourydyna (mcmb5s2U). W pozycji 34
tRNAGQN mozna réwniez znalez¢ 2,-0-metylourydyne
(UJ [1]. Wymienione tRNA ,czytajg” kodony typu
NAE, gdzieN = A, C, G, U. W pracowni G. Bjorka
wyizolowano mutanty E. coli niezdolne do syntezy
mnmb5s2U [22] izbadano wptyw braku tego rzadkiego
nukleozydu na wydajnos¢ translacji. Uzyto w tym celu
supresorowego tRNAt)AA (zdolnego do czytania non-
sensownych kodonéw ochre-UAA i amber UAG)
i potaczonych gendw lacl-lacZ z wprowadzonymi
w obrebie lacl kilkoma kodonami ochre i amber.
W przypadku kodonéw amber (UAG), niezmodyfiko-
wany tRNA[AAzachowywat sie jak supresor z wydaj-
noscig stanowigca 30-70% wydajnosci supresorowej
tRNA[AA zawierajacego zmodyfikowany nukleozyd.
Wynika stad, ze tRNA[)AAnie tylko dziata stabo jako
supresor kodon6w amber, gdy pozbawiony jest
mnm5s2U, lecz jest rOwniez wrazliwy na ,,sgsiedztwo”
kodonu ulegajacego supresji (réznice procentowe
w spadku wydajnosci translacji). Supresja kodonéw
ochre byta réwniez obnizona, ale nie tak, jak w przy-
padku kodondw amber. Réwniez i tu obserwowano
wrazliwosé supresorowego, niezmodyfikowanego
tRNA ,na sagsiedztwo” kodonu ulegajgcego supresji
[22]. W opisanym przypadku brak zmodyfikowanego
nukleozydu w pozycji 34 tRNA miat podobne konsek-
wencje jak brak ms2i0o6A w pozycji 37 tRNA — to jest
uwrazliwienie tRNA na otoczenie kodonow ,czyta-
nych” przez te RNA oraz redukcje wydajnosci trans-
lacji. Defekty te mogg zatem zaktdci¢ catoS¢ procesdw
zyciowych zachodzgcych w komorce.

W transferowych RNAGQu i tRNALz niektdrych
mikroorganizméw (jak i komérek rakowych) stwier-
dzono w pozycji 34 tRNA obecno$¢ 5-metyloamino-
metylo-2-selenourydyny (mnmb5Se2U) [23-25]. Forma
ta powstaje z analogu zmodyfikowanego nukleozydu
(mnmb5S2U) poprzez eliminacje siarki i zastgpienie jej
selenem [26]. Obecno$¢ selenu w tRNAQU Uz wydaje
sie powodowac¢ preferencyjne ,czytanie” kodonow,
ktére w trzeciej pozycji tripletu zawierajg guanozyne.
Z kolei ,siarkowa” odmiana tej modyfikacji preferuje
kodony zawierajgce w trzeciej pozycji tripletu adeno-
zyne [27]. Istnieje Scista, odwrotna korelacja pomiedzy
poziomem selenowych nukleozydéw w tRNA, a tole-
rancjg mikroorganizmu na tlen. Methanococcus van-
nielii — mikroorganizm wymagajgcy do zycia warun-
kéw anaerobowych, jest szczeg6lnie bogaty w zmody-
fikowane selenem tRNA. Z kolei. E. coli, ktéra toleruje
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zaréwno warunki tlenowe jak ibeztlenowe, zawiera ich
znacznie mniej. Sugeruje to, ze seleno-tRNA mogg
petni¢ szczegblng role w syntezie biatek ulegajgcych
ekspresji w warunkach beztlenowych.

Innym przyktadem modyfikacji pozycji 34 jest
tRNAj e E. coli zawierajgcy ac4C (acetylocytydyne)
[1]. Inicjatorowy tRNA Mt E. coli zawiera w tej pozycji
niezmodyfikowang cytydyne [1], Po chemicznym
Lusunieciu” modyfikacji z tRNA™d wigzat sie on dwa
razy lepiej do rybosomu w kompleksie z mRNA
zawierajgcym kodony AUG, niz czgsteczka zmodyfi-
kowana. Obecnos$é ac4C powodowata jednak obnize-
nie poziomu mylnego odczytywania in vitro kodonéw
AUA izoleucyny (patrz rozdz 2). Wyniki te wskazujg,
ze funkcjg nukleozydu ac4C jest przede wszystkim
redukcja mylnych podstawien w trakcie translacji [28].

U wiekszos$ci organizmow prokariotycznych ieuka-
riotycznych transferowe RNA specyficzne dla kwasu
asparaginowego, asparaginy, histydyny i tyrozyny
majg w pozycji 34 hiperzmodyfikowany nukleozyd

- kuozyne (ang. -gueuosine) (7-[4,5-cis, dihydroksy-
I-cyklopenteno-3-amino-metylo]-7-deazaguanozyne)
[29,30], Ta bardzo charakterystyczna modyfikacja
zachodzi poprzez wyciecie guaniny w pozycji 34
i wprowadzenie w to samo miejsce kuiny lub jej
prekursora [31]. Reakcje te przeprowadza enzym
zwany transglikozylazag tRNA-guaninowg lub po pro-
stu Q insertazg [32]. Synteza kuiny zachodzi w bak-
teriach, lecz nie zaobserwowano jej u Eukaryota
[33,34]. Wykazano natomiast, ze ssaki uzyskuja ja
z pozywienia lub z flory bakteryjnej jelit [35].

Transferowe RNA zawierajgce Q 34 czytajg kodony
NAU i NAC, gdzie N = A U, G, C.

W pracowni E. K u b li do oocytéw Xenopus laevis
wstrzyknieto tRNATyr zawierajgcy antykodon Q¥A,
lub G¥A, oraz RNA wirusa mozaiki tytoniu. Wykaza-
no, ze tRNATyrbez kuiny mylnie rozpoznawat kodony
stop typu amber (zachowywat sie jak tRNA sup-
resorowy), podczas gdy tRNATywzawierajagcy kuine nie
oddziatywat z tym kodonem powodujgc terminacje
translacji [36], Stosujac podobny ukitad E. Kub1i
wykazat, ze tRNAHSs, zawierajagcy antykodon GUG,
preferowat zdecydowanie jeden z kodon6éw histydyny:
CAC, natomiast tRNAHSs zawierajgcy antykodon
QUG, wykazywat tylko niewielkg preferencje w sto-
sunku do tego kodonu, czytat natomiast wydajnie
kodony CAU [37], Kuina wydaje sie wiec petnié
funkcje zblizong do wczes$niej omowionych funkcji
zmodyfikowanych nukleozydéw w pozycjach 34 i 37
— warunkuje precyzyjne odczytywanie kodu genety-
cznego.

Zmiany w poziomie modyfikacji Q zaobserwowano
w réznych stadiach rozwojowych organizméw. 85%
tRNATyr z zarodkOw pszenicy zawiera antykodon
Q¥A, a tylko 15% G¥A. Natomiast tRNATy izo-
lowany z lisci pszenicy zawierat tylko hipozmodyfiko-
wany antykodon G¥A. Stwierdzono, ze takze tRNATyr
izolowany z ro$lin tytoniu zawiera antykodon G¥A
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[38]. U zwierzat, tRNA zawierajace kuine sga charak-
terystyczne dla dojrzatych tkanek. Retikulocyty i wat-
roba ptodu owcy zawierajg znaczne iloSci tRNA
z G zamiast Q w pierwszej pozycji antykodonu,
podczas gdy watroba dojrzalych zwierzat zawiera
gtéwnie tRNA z kuing [39].

W wielu rodzajach tkanek rakowych obserwuje sie
catkowity brak kuiny [40]. Po podaniu kuiny do
hodowli komérek rakowych chomika (CHT) (w kto-
rych kuina nie wystepuje) obserwowano wigczanie
tego zwigzku do hipozmodyfikowanych tRNA. Co
najwazniejsze, nadmiar kuiny hamowat wzrost tych
komorek [41]. Podobne wyniki uzyskano w przypad-
ku guzéw mysich [42,43]. Autorzy tych badan sugeru-
ja, ze brak kuiny moze by¢ odpowiedzialny za zmiany
w ekspresji genetycznej, ktére prowadzg do rozwoju
guzéw. Przyczyny braku kuiny w badanych komor-
kach rakowych (jak i w niezr6znicowanych mtodych
komorkach zwierzecych) nie sg znane. Wiadomo, ze
brak nukleozydu Q w odpowiednich tRNA nie jest
spowodowany nieobecnoscig transglikozylazy tRNA
guaninowej, poniewaz zawarto$¢ tego enzymu w ko-
modrkach rakowych i zdrowych jest zblizona [40].

11-6. Pseudourydyna (¥) w pozycjach 38 i 39
tRNAHsS. typhimurium

U Salmonella typhimurium operon histydynowy
sktada sie z dziesieciu gendw [44]. Jego ekspresja jest
regulowana przez poziom histydyny w $rodowisku.
Region kontrolny operonu zawiera sekwencje, ktdre
po przepisaniu w mRNA, tworzg helikalng strukture
typu szpilki do wloséw. Za bogatym w pary G-C
ramieniem wystepuje cigg dziewieciu urydyn. Struk-
tury tego typu sg sygnatami terminacji transkrypcji
[44] petnigc rownocze$nie role atenuatora operonu.
Region kontrolny koduje peptyd sktadajgcy sie z 16-
aminokwasOw, w sktad ktorego wchodzi cigg az
siedmiu histydyn. Regulacja ekspresji operonu polega
na powstawaniu alternatywnych form mRNA, ktére
tworzg lub nie charakterystyczng strukture atenuato-
ra. Rodzaj powstajgcego mRNA zalezy od odlegtosci
miedzy rybosomem a polimerazg RNA syntetyzujacg
mMRNN. Jesli rybosom ,,podaza” w $lad za polimeraza
RNA (tym samym bardzo szybko ,,przebija sie” przez
cigg siedmiu kodondéw histydyny w mRNA), tworzy sie
struktura atenuatorowa powodujgca przerwanie
transkrypcji. Spowolnienie translacji w stosunku do
transkrypcji (z powodu braku histydylo-tRNAHS) po-
woduje powstanie alternatywnej do atenuatora struk-
tury mRNA i umozliwia derepresje operonu histydy-
nowego [45]. W pracowni J. R. Roth’a [45] do
badan nad modelem regulacji histydynowego operonu
wykorzystano mutanta his T [46], ktéry wykazywat
konstytutywng ekspresje operonu i charakteryzowat
sie brakiem pseudourydyn (¥) w pozycji 38 i 39
wtRNAHs[47]. tRNAHSsnie posiadajacy ¥ 38,39 nie byt
w stanie, pomimo normalnej aminoacylacji, dekodo-
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wac z odpowiednig szybkos$cig siedmiu tripletow his-
tydynowych powodujgc tym samym statg derepresje
operonu. Wyniki te wskazujg, ze brak pseudourydyn
w pozycjach 38 i 39 (petla i ramie antykodonowe)
wpltywa negatywnie na oddziatywanie kodon-anty-
kodon. Mechanizm ostabienia tych oddziatywan jest
nieznany. Warto jednak wspomnie¢, ze supresorowy
tRNAUAG, ktory z powodu mutacji his T nie zawiera
rowniez 4 N i 4”39, nie jest wydajnym supresorem
w porownaniu z tRNAUAG posiadajacym w pozycjach
38 i 39 pseudourydyny. Poniewaz syntaza pseudo-
urydynowa modyfikujgca pozycje 38, 39, 40 dziata na
rézne rodzaje tRNA, wszystkie one bedg prawdopodo-
bnie hipozmodyfikowane w przypadku braku aktyw-
nego enzymu. Ogdiny efekt tych hipomodyfikacji nie
jest jednak drastyczny, skoro mutanty his T S. typ-
himurium wykazjg w stosunku do szczepu dzikiego
jedynie nieznacznie spowolniony wzrost.

I1l. Podsumowanie

Przeglad funkcji zmodyfikowanych nukleozydow
w procesach, w ktérych bierze udziat transferowy RNA
pokazuje, jak wazng spetniaja one role w precyzyjnym
funkcjonowaniu catego aparatu syntezy biatka. Nie
zostat jednak dotad wykryty zaden zmodyfikowany
nukleozyd w tRNA, ktérego brak bytby dla komorki
letalny lub powaznie uszkadzat jej funkcjonowanie.

U Eukaryota istnieje tendencja do ,tracenia intro-
néw” w genach tRNA. Im wyzej stoi organizm ,na
drabinie ewolucyjnej”, tym mniej posiada genéw
tRNA z intronami. U Saccharomyces cerevisiae wy-
stepuje dziewieé rodzin genéw tRNA z sekwencjami
intronowymi, podczas gdy u cztowieka stwierdzono
jak dotad, obecnos$é tylko dwdch takich rodzin. Sg to
rodziny kodujgce cytoplazmatyczne tRNATyr (anty-
kodon G4/A) tRNALau(antykodon m5CAA). U wszyst-
kich dotad poznanych organizmoéw eukariotycznych
geny tych dwoch rodzin tRNA posiadajg introny.
Wykazano, ze introny w pre-tRNATyripre-tRNALausg
niezbedne dla powstania pewnych zmodyfikowanych
nukleozyddéw [48, 49]. DoSwiadczenia przeprowadzo-
ne ze zmutowanymi tRNATy i tRNALau (ktorych
pre-tRNA nie zawieraly intronéw, a tym samym
odpowiednich rzadkich nukleozydéw) wykazaty
w obu przypadkach niska wydajno$¢ odczytywania
odpowiednich kodonéw. Obecno$é introndw jest tu
niezbedna dla powstania rzadkich nukleozydow, co
ttumaczy nacisk selekcyjny na ich utrzymanie w ge-
nach. Oprdcz roli w procesie biosyntezy biatka, tRNA
petnig réwniez inne funkcje w komoérce. Biorg one
udziat miedzy innymi w syntezie chlorofilu [50],
inicjowaniu reakcji odwrotnej transkrypcji [51],
w procesie degradacji biatka [52] a takze, jak wykaza-
no ostatnio, w syntezie endotoksyn [53]. Niezwykle
interesujgce bytoby sprawdzenie czy i w tych procesach
rzadkie nukleozydy sg istotne dla funkcjonowania
transferowych RNA.
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2'-dezoksyadenozyna;

8-ox0dG — 8-0x0-7,8-dihydro-2'

dezoksyguanozyna; Fapy-Ade — 4,6-diamino-5-formami
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dopirymidyna; Fapy-Gua — 2,6-diamino-4-hydroksy-5-
formamidopirymidyna; Fapy-7-MeG — 2,6-diamino-4-hyd-
roksy-5N-metylo-formamidopirymidyna; N-7-MeG — N-
7-metyloguanina; DMS — siarczan dwumetylu; MMS — su-
Ifonian metanometylowy; MNNG — N-metylo-N'-nitro-
N-nitrozoguanidyna; miejsca AP — miejsca apuryno-
we/apirymidynowe; AZT — azydotymidyna; dA — dezok-
syadenozyna; dG — dezoksyguanozyna; dC — dezoksycyty-
dyna; dT — dezoksytymidyna.

l. Wstep

Aktywne formy tlenu sg mediatorami wielu proce-
sow fizjopatologicznych takich jak zapalenie [1], nie-
dokrwienie [2, 3], dystrofia miesniowa, procesy starze-
nia i nowotworowe [4, 5], a takze niektérych choréb
dziedzicznych jak mukowiscydoza [6]. Aktywacja
tlenu zachodzi w wyniku oddziatywania na organizmy
czynnikow fizycznych (promieniowanie jonizujace, ult-
rafioletowe), chemicznych oraz w toku przemian meta-
bolicznych. W trakcie procesow oddechowych w mito-
chondriach, a takze w peroksyzomach w wyniku
aktywnosci oksydaz powstaje nadtlenek wodoru
(H20 2. W mitochondriach tworzony jest réwniez
anion nadtlenkowy (OZ). Powstaje on takze w btonach
leukocytéw podczas fagocytozy [7] oraz w trakcie
utleniania substancji endogennych i egzogennych
przez mikrosomalny uktad reduktaza NADPH-cyt
P-450 icytochrom P-450. Niektore antybiotyki o stru-
kturze chinonowej (adriamycyna, mitomycyna C) ule-
gajg przemianie do bardzo reaktywnych semichino-
now przez reduktaze NADPH-cyt P-450 [8].

Innym Zrdédtem tworzenia aktywnych form tlenu sg
reakcje fotosensybilizacji. Zarowno sktadniki komé-
rek (flawiny, porfiryny) jak i wiele barwnikéw (ak-
rydyny, biekit metylenowy, czerwien obojetna) oraz
biologicznie czynnych lekéw (fenotiazyny, tetracyk-
liny, tiazydy) sa zdolne do absorpcji $wiatta widzial-
nego lub ultrafioletowego ulegajac wzbudzeniu.
Wzhbudzona czasteczka fotosensybilizatora, badz bez-
posrednio reaguje z DNA tworzac rodniki kationow
zasad lub addukty (reakcje typu 1), badz aktywuje tlen
czasteczkowy do tlenu atomowego lub anionu nad-
tlenkowego (reakcje typu Il1) [9]. Tlen atomowy jest
zdolny do bezposredniego utleniania zasad DNA.
Anion nadtlenkowy nie modyfikuje DNA, ale w obec-
nosci katalitycznej ilosci metali przejSciowych (np.
Fe +3) daje poczatek tworzeniu rodnikow hydroksy-
lowych (OH) w tzw. reakcji Haber-Weissa:

202 + 2H+->H20 2+ 0 2 1)

Me3+ + 0 2 -»Me2+ + 0 2 2

Me2+ + H20 2-» Me3+ + OH + OH- (3, tzw re-
akcja Fen-
tona)

Reaktywnos$¢ rodnikéw hydroksylowych jest o kilka
rzedow wieksza niz tlenu atomowego. Aktywne formy
tlenu uszkadzajgc kwasy nukleinowe, lipidy i biatka
moga przyczyniac sie do inicjacji procesow patologicz-
nych. Niniejszy artykut ogranicza sie do omoOwienia
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utleniania puryn, wiasciwosci mutagennych oraz na-
prawy oksydacyjnych uszkodzen puryn w komérkach
Escherichia coli.

I1. Oksydacyjne modyfikacje puryn

Czynniki utleniajgce wprowadzajg do DNA roz-
nego typu uszkodzenia w réznych proporcjach w zale-
znosci od stosowanego czynnika. Ponadto produkty
utleniania puryn in vitro sa rézne dla wolnych nukleo-
zydoéw i zasad zawartych w DNA.

I1-1. Utlenianie wolnych nukleozydow

Pod wptywem fotosensybilizatorow i Swiatta z 2'-
dezoksyadenozyny powstajg 2'-dezoksyinozyna oraz
8-0x0-7,8-dihydro-2'-dezoksyadenozyna  (8-o0x0dA)
[10,11]. Gt6wnym produktem utleniania dA po na-
Swietleniu promieniowaniem jonizujagcym jest 8-0x0-
dA [12].

Z 2'-dezoksyguanozyny, po naswietleniu promienio-
waniem jonizujagcym [ 10] oraz pod wptywem fotosen-
sybilizatorow dziatajgcych wedtug reakcji typu I (np.
ryboflawiny) i tworzgcych kationy rodnika guanozyny
powstajag 2,2-diamino-4-[(2-dezoksy-(3-D-erytropen-
tafuranozyl)-amino]-5-(2H)-oxazolon ijego prekursor
2-amino-5-[(2-dezoksy-P-D-erytropentafuranozyl)-a-
mino]-4-imidazolon (Rys. 1) [13], Pod wptywem pro-
mieniowania jonizujgcego zachodzi réwniez hydro-
ksylacja wegla C-8 pierScienia imidazolowego [14],
jednak w przypadku wolnych nukleozydéw jest to
proces marginalny, za$ ilo§¢ wytworzonej 8-o0xo-7,8-
dihydro-2'-dezoksyguanozyny (8-oxodG) nie jest pro-
porcjonalna do dawki promieniowania gamma, pozo-
stajgc praktycznie na statym poziomie.

11-2. Utlenianie puryn w wyizolowanym DNA

Promieniowanie jonizujgce [15], nadtlenek wodoru
[16], odczynniki Fentona [17] oraz kompleks jonu
miedziowego z 1,10-fenantroling [18] powodujg
w DNA in vitro (Rys. 1): (i) hydroksylacje zasad
w pozycji C8, co prowadzi do tworzenia 8-oxodA
i 8-0x0dG, (ii) otwieranie pierscieni imidazolowych
dajgce 4,6-diamino-5-formamidopirymidyny (Fapy-
Ade) i 2,6-diamino-4-hydroky-5-formamidopirymidy-
ny (Fapy-Gua) oraz (iii) powstawanie 8-5'-cyklicznych
pochodnych 2'dezoksyguanozyny i 2'dezoksyadenozy-
ny. Interakcjajonéw metali z aktywnym tlenem wyda-
je sie mie¢ istotny wptyw na spektrum powstajacych
uszkodzen. Inkubacja DNA z nadtlenkiem wodoru
w warunkach nierodnikowych, tzn. pozbawionych
$ladowych ilosci metali prowadzi do niemal selektyw-
nego powstawania N-l tlenku adeniny (Rye. 1) [19].

11-3. Utlenianie puryn w DNA komorkowym
W komorkach ssakéw traktowanych nadtlenkiem
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wodoru zaobserwowano wystepowanie 8-0xodA
i 8-oxodG [20, 21]. 8-0x0dG znajdowano rowniez
w komdrkach ssakéw poddanych promieniowaniu
jonizujacemu [22] i innym czynnikom utleniajacym
[23, 24]. W nowotworach watroby szczuréw eks-
ponowanych na dziatanie kancerogen6w chemicznych
obserwowano tworzenie Fapy-Gua [25]. W DNA
izolowanym z ludzkich guzéw piersi stwierdzono
wystepowanie 8-oxodG, Fapy-Gua, 8-oxodA [26].
W DNA Proteus mirabilis traktowanego nadtlenkiem
wodoru zaobhserwowano tworzenie N-I-tlenku adeni-

ny [11].
I11. Kodujace witasciwosci utlenionych puryn

Badania nad witasciwosSciami kodowania utlenio-
nych puryn dotyczyty jedynie 8-oxodG i 8-oxodA.
Konsekwencje obecnosci w DNA innych oksydacyj-
nych uszkodzehA puryn nie sga znane. Dostepne sg
jedynie dane o witasciwosciach kodowania Fapy-7-
metyloguaniny, modyfikacji zblizonej strukturalnie do
Fapy-Gua, lecz powstajgcej na skutek metylacji guani-
ny w pozycji N-7, a nastepnie otwarcia pierscienia
imidazolowego pomiedzy C8 i N9.

I11-1. 8-oxo-7,8-dihydroguanina

Wiasciwosci kodujgce 8-oxodG byty badane po raz
pierwszy przez Kuchino i wsp. [27]. Replikacja
syntetycznych oligonukleotydéw z pojedyncza reszta
8-ox0dG przez polimeraze DNA 1z E.coli wykazata,
ze obecnos$é tej zmodyfikowanej zasady nie blokuje
replikacji, ale naprzeciw 8-oxodG sa wiaczane wszyst-
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Rys. 1. Produkty utleniania nukleozydéw purynowyeh in vitro:
1 2'-dezoksyinozyna; 2. 8-0x0-7,8-dihydro-2'-dezoksyade-
nozyna; 3. dezoksynukleozyd 4,6-diamino-5-formamidopi-
rymidyny; 4. N-I-tlenek 2'-dezoksyadenozyny; 5. 8,5'-
-cyklo-2'-dezoksyadenozyna; 6. 8,5'-cyklo-2'-dezoksy-
guanozyna; 7. 8-0xo0-7,8-dihydro-2'-dezoksyguanozyna;
8. dezoksynukleozyd 2,6-diamino-4-hydroksy-5-formami-
dopirymidyny; 9. 2-amino-5-[(2-dezoksy-[3-D-erytropenta-
furanozyl)-amino]-4-imidazolon; 10. 2,2-diamino-4-[(2-
dezoksy-(3-D-erytropentafuranozyl)-amino]-5-(2H)-oxazolon
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kie 4 nukleotydy zjednakowag czestoscig. W badaniach
Kuchino i wsp. [27] nieoczekiwanie zaobser-
wowano réwniez btedy w kodowaniu pirymidyn sasia-
dujacych z 8-oxodG. Dalsze badania nie potwierdzity
jednak tych obserwacji. Shibutani i wsp. [28]
w podobnych eksperymentach wykazali, ze naprzeciw
8-ox0dG byly wigczane specyficzne dCMP i dAMP.
Stosunek wigczania dC:dA naprzeciw 8-oxodG byt
rézny w zaleznosci od uzytej polimerazy DNA iwyno-
sitt 7:1 dla polimerazy DNA | z E.coli, 4:1 dla
polimerazy p z komérek Hela, 1:200 dla polimerazy
a z komdrek HelLa i 1:5 dla polimerazy <t - grasicy
cielecej. State Michaelisa (Km) dla wtgczania dC lub dA
naprzeciw 8-oxodG byly 3-35 razy wyzsze niz przy
wiaczaniu dC naprzeciw dG; roéwniez przy inkor-
poracji nastepnego nukleotydu do nowosyntetyzowa-
nej nici, Kmdla tego nukleotydu byto 2-100 razy wyzsze
dla par 8-ox0dG:dC i 8-oxodG:dA niz dla pary
dG:dC. Chociaz wiec obecnosé 8-oxodG w matrycy
nie blokuje replikacji DNA, to zmniejsza szybko$¢
syntezy. Dla wszystkich badanych polimeraz DNA
wydtuzanie pary 8-oxodG :dA zachodzito przy nizszej
statej Michaelisa i z wiekszg szybkoscig maksymalng
niz wydtuzanie pary 8-oxodG:dC [28]. Btednie wig-
czona dA naprzeciw matrycowej dG byta rozpoznawa-
na i wycinana przez 3' -» 5' egzonukleolityczng aktyw-
no$¢ polimerazy DNA | z E. coli, jednakze ani dA, ani
dC nie byta wycinana z syntetyzowanego fancucha po
sparowaniu z 8-oxodG [28].

Mutagenng specyficzno$¢ 8-oxodG ustalono na
podstawie badah mutagenezy kierowanej. Obecnosé
pojedynczej reszty 8-oxodG w jednoniciowym wek-
torze fagowym indukowata transwersje G-+T w ko-
morkach E.coli z czestotliwos$cig 0,5-1% [29]. Uzycie
dwuniciowego plazmidu z wydeletowanym fragmen-
tem jednej nici, gdzie jedna reszta 8-oxodG wystepo-
wata na nici pojedynczej, pozwolito stwierdzi¢, ze
8-ox0dG nie hamuje wydajnosci transformacji plaz-
midu do komérek E.coli. W miejscu uszkodzenia 99%
transformantéw posiadato pary G :C, jednakze 1%
zawierat transwersje G ->T. Nie stwierdzono rowniez
mutacji zasad sgsiadujacych z 8-oxodG [30], Indukcja
systemu SOS w komodrkach E.coli (uktadu napraw-
czego, ktéry kosztem obnizenia wiernosci replikacji
i podwyzszenia czestosSci mutacji zwieksza przezycie po
uszkodzeniu DNA [31]) nie zmieniata ani czestotliwo-
§ci ani specyficznosci mutacji powstajgcych na mat-
rycy zawierajagcej 8-oxodG [30]. W kolejnych bada-
niach [32], w ktérych dwuniciowe DNA fagowe nie
zawierato 8-oxodG naprzeciw luki w drugiej nici,
a luka ta byta uzupetniana przez polimeraze z faga T7
w obecno$ci mieszaniny nukleotydéw zawierajgcej
8-0x0dGTP zamiast dGTP, czestotliwo$¢ mutacji wy-
nosita 16%, a 76 z 78 zaobserwowanych substytucji
zasad byty transwersami A ->C, za$§ 2 pozostate
G -* T. Wyniki te wskazuja, ze 8-oxodGTP moze by¢
wigczana do DNA podczas replikacji. Btedne paro-
wanie 8-o0xo0dG z dA prowadzi do powstawania trans-
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wersji G :C ->T : A jesli 8-oxodG wystepuje w mat-
rycy lub transwersji A : T ->C : G, jeéli jest ona wia-
czana do nowosyntetyzowanego tancucha z puli nuk-
leotydéw komérkowych.

I11-2. 8-ox0-7,8-dihydroadenina

Wiasciwosci kodujgce 8-oxodA byly badane przy
uzyciu syntetycznych oligonukleotydow, zawierajg-
cych pojedynczg reszte 8-oxodA. Obecno$¢ 8-oxodA
nie hamowata replikacji tych matryc przez fragment
Klenowa polimerazy DNA | z E.coli ani przez poli-
meraze z Thermus aguaticus. Zasadg wbudowywang do
DNA naprzeciw 8-o0xodA byta tymina [33]. Mozna by
wiec sugerowaé, ze 8-oxodA, chociaz jest jednym
z gtdwnych produktéw modyfikacji DNA indukowa-
nych promieniowaniem jonizujagcym [34], nie odgry-
wa roli w mutagenezie i kancerogenezie.

I11-3. Fapy-7-metyloguanina

Fapy-7-MeG byta wprowadzona do DNA faga M 13
przez metylacje DNA siarczanem dwumetylu i otwar-
cie pierScieni imidazolowych jej prekursora — N-
7-MeG w Srodowisku zasadowym [35]. Replikacja
DNA in vitro, przez polimeraze DNA | z E.coli
w obecnosci Fapy-7-MeG byta zatrzymywana na
wysokosci jednej zasady przed resztg guaniny [36], Po
transfekcji DNA faga M13mpl8 zmodyfikowanego
dziataniem DMS izasady do komoérek E. coli zaobser-
wowano znaczne obnizenie zywotnos$ci faga zawieraja-
cego Fapy-7-MeG w stosunku do faga zawierajgcego
w DNA 7-MeG. Analiza mutacji w genie lacZ fagéw
zawierajagcych Fapy-7-MeG, a namnazajgcych sie
w komdrkach E. coli zzaindukowanym systemem SOS
wykazata jedynie nieznaczny, 2-3-krotny wzrost czes-
totliwosci transwersji G -* C i G -> T [37]. Wydaje sie
wiec, ze gtdwnym nastepstwem obecnosci w DNA
Fapy-7-MeG jest blokowanie replikacji i w konsek-
wencji efekt letalny.

IV. Naprawa DNA zawierajacego utlenione
formy puryn

W komérkach E. coli poznano trzy enzymy eliminu-
jace 8-oxo0dG z puli nukleotydéw lub z DNA: produkt
genu mutT, formamidopirymidyno-DNA-glikozylaze
(biatko Fpg) bedgce produktem genu fpg( =mutM),
oraz produkt genu mutY. Niedobdr kazdego z tych
biatek w komédrkach E.coli prowadzi do wzrostu
czestotliwo$ci mutacji spontanicznych typu transwer-
sji.

IV-1. Biatko MutT

Sposréd genéw mutatorowych u E.coli, mutT byt
znaleziony jako pierwszy [38], Mutacja w tym genie
specyficznie zwigksza 100-10000 razy czestotliwo$é
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transwersji A:T->C:G [39] i nie podnosi czestot-
liwosci tranzycji ani mutacji typu zmiany fazy odczytu
[40], Mutacja mutT jest recesywna w stosunku do
dzikiego allelu mutT+[41]. Efekt mutatorowy genu
objawia sie zaréwno w stosunku do dwuniciowego
DNA E.coli oraz bakteriofaga lambda [42] jak ijed-
noniciowego faga M 13 [43]. Wyniki doSwiadczen nad
replikacjg in vitro jednoniciowego faga M13z uzyciem
ekstraktow ze szczepu dzikiego oraz mwfTsugerowaty,
ze produkt genu mutT zapobiega btednemu parowaniu
adeniny z guaning [43].

Gen mutT jest zlokalizowany na 2,5 min mapy
genetycznej E.coli [41]. W latach 1987-88 w dwéch
niezaleznych pracowniach sklonowano gen mutT,
a biatko MutT zostato oczyszczone do homogennosci
[44-46]. Gen mwiTztozony jest z 387 par zasad. Masa
czasteczkowa biatka wynosi 15000 [44], Najbardziej
oczyszczone preparaty biatka MutT zawieraty poli-
peptyd o masie 15000 jako gtdéwny sktadnik oraz
niewielkg domieszke wiekszego biatka. Sekwencja pie-
rwszych 20 aminokwas6w od konca aminowego obu
tych biatek byta taka sama [45], by¢ moze wiec
obecnos$é wiekszego polipeptydu jest zwigzana z post-
translacyjng modyfikacja biatka MutT.

Akiyama i wsp. [45] stwierdzili, ze biatko
MutT posiada aktywno$¢ dGTP-azy, do ktorej wyma-
ga obecnosci jonéw Mg2+. Maki i Sekiguchi
[47] zaobserwowali nastepnie, ze biatko MutT hydro-
lizuje nie tylko dGTP do dGM P, ale takze 8-oxodGTP
do 8-o0xodGMP, przy czym stata Michaelisa dla
hydrolizy 8-oxodGTP jest 2000 razy nizsza niz dla
dGTP. Prawdopodobnie wiec w warunkach fizjologi-
cznych enzym preferencyjnie rozktada 8-oxodGTP. In
vitro biatko MutT hydrolizuje réwniez inne trifos-
forany nukleotydéw do monofosforandw, ale z bardzo
niska szybkosScia maksymalng i bardzo wysokimi
wartosciami Km [47].

W badaniach nad przyporzadkowaniem aktywnosci
enzymatycznej biatka MutT jego funkcji zapobiegania
btednemu parowaniu guaniny z adening zauwazono,
ze podczas replikacji poli(dA) in vitro przez podjednos-
tke a polimerazy DNA IllI z E.coli, w nieobecnosci
biatka MutT do nowosyntetyzowanego tancucha sg
wigczane niewielkie ilosci dGMP (ponizej 1zasady na
10000 nukleotydéw). Obecno$¢ biatka MutT w mie-
szaninie reakcyjnej zawierajgcej wszystkie cztery trifo-
sforany nukleotydéw obnizata btedne wiaczanie
dGMP, a obnizenie to korelowato z aktywnoscig
dGTP-azowg enzymu [45], dGMP wiaczane btednie
do matryc poli(dA:dT) przez polimeraze DNA 1lI
migrowato wolniej niz autentyczne dGMP w chroma-
tografii cienkowarstwowej, a szybko$¢ jego migracji
byta charakterystyczna dla 8-oxodGMP [47].
Btedne wtaczanie dG naprzeciw dA w badaniach
Akiyama i wsp. [45] bylo prawdopodobnie spo-
wodowane zanieczyszczeniem preparatow dGTP
przez 8-oxodGTP. Stosujgc wysokooczyszczone pre-
paraty dGTP nie zaobserwowano btednej inkorporacji
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dG naprzeciw dA [47]. 8-0x0dG TP moze by¢ wigcza-
ne do DNA przez podjednostke a polimerazy DNA 111
naprzeciw dA idC, ale nie naprzeciw dG idT. Reakcja
ta zachodzi tatwiej niz wigczanie niezmodyfikowanych
zle sparowanych nukleotydéw [47]. Fizjologiczna rola
biatka MutT polegataby wiec na usuwaniu z puli
nukleotydow komorkowych 8-oxodGTP, nukleotydu
ktéry moze by¢ wigczany do DNA podczas replikacji
i parujac btednie z dA indukowac¢ powstawanie trans-
wersji A:T ->C:G.

IV-2. Biatko FPG(= MutM)

Biatko FPG zostalo poczatkowo odkryte jako en-
zym usuwajacy z DNA pochodng guaniny z otwartym
pierscieniem imidazolowym — 2,6-diamino-4-hydro-
ksy-5N-metylo-formamidopirymidyne (Fapy-7-MeG)
[48]. Uszkodzenia takie powstajg in vitro w Srodowis-
ku zasadowym z 7-metyloguaniny [35] bedacej ilos-
ciowo przewazajagcym uszkodzeniem indukowanym
czynnikami alkilujgcymi. Podstawione Fapy-Gua
powstajg réwniez pod wilywem niektorych lekow
przeciwnowotworowych jak N,N'-bis (2-chloroetylo)-
N-nitrozomocznik czy metabolity cyklofosfamidu
[49, 50] oraz mutagendéw Srodowiskowych — aflatok-
syny Bl i N-hydroksyacetylofluorenu [51, 52]. Reakcje
prowadzgce do powstawania Fapy-7-MeG zachodzg
rowniez in vivo. Uszkodzenie to byto znajdowane
w DNA watroby szczura po intoksykacji zwierzat
N,N-dimetylonitrozoaming lub 1,2-dimetylohydrazy-
ng oraz w DNA nabtonka pecherza moczowego szczu-
ra traktowanego N-metylonitrozomocznikiem [53, 54],

Obecnos$¢ w komoérkach E.coli biatka FPG poczat-
kowo wigzana byta z usuwaniem z DNA wtdrnych
uszkodzen powstatych z alkilowanych zasad. Badania
nad enzymem byty jednak ograniczone ze wzgledu na
niski poziom ekspresji w dzikich szczepach E.coli.
Dopiero w 1987 r. genfpg z E.coli zostat sklonowany
poczatkowo na plazmidzie pBR322, nastepnie dwu-
krotnie przeklonowany, co pozwolito na uzyskanie
800-krotnej nadprodukcji enzymu w stosunku do
szczepu dzikiego [55, 56]. Gen fpg jest ztozony z 807
par zasad i koduje biatko o dtugosci 269 aminokwasow
[55] i masie czasteczkowej 30,2 kD. Eksperymentalnie
wyznaczony punkt izoelektryczny biatka wynosi 8,5 [56].

Biatko FPG jest N-glikozylazg o szerokim spektrum
specyficznosci substratowej. Wycina ono reszty adeni-
ny z otwartym pierscieniem imidazolowym, guanineg
z otwartym pierScieniem imidazolowym zaréwno nie-
podstawiong jak i podstawiong w pozycji N-7 czyn-
nikami metylujgcymi, chloroetylujgcymi, aflatoksyng
Bl i metabolitami cyklofosfamidu [57], Wszystkie te
pochodne formamidopirymidynowe majg pierscien
imidazolowy otwarty pomiedzy C8 i N9 reszty guani-
ny. Ponadto biatko FPG rozpoznaje i usuwa reszte
guaniny z otwartym pierscieniem imidazolowym po-
miedzy N7 i C8 N-(dezoksyguanozyno-8-yl)-2-amino-
fluorenu [57],
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Enzym rozpoznaje rowniez iusuwa z DNA 8-oxodG
[15, 58], 8-o0x0dG jest wycinane przez biatko FPG
z syntetycznych dwuniciowych dezoksyoligonukleo-
tydéw, jesli wystepuje naprzeciw dC, dG, czy dT.
Natomiast jeSli wystepuje naprzeciw dA niejest rozpo-
znawane przez ten enzym. 8-0xodG niejest substratem
dla biatka FPG w jednoniciowych dezoksyoligonuk-
leotydach [58]. 8-0x0dA nie jest substratem dla biatka
FPG ani wjedno- ani w dwuniciowych syntetycznych
oligonukleotydach niezaleznie od parowania z kazda
z czterech zasad [58].

Biatko FPG posiada rowniez dwie inne aktywnosci
enzymatyczne. W miejscach apurynowych przecina
ono wigzania estrowe zaréwno od konca 3 jak i &
miejsca AP uwalniajac zredukowang reszte cukrowa
oraz fragmenty DNA z resztami fosforanowymi na
koncach 3'i 5 [59], Zredukowane miejsca AP nie sg
substratem dla biatka FPG [60, 61], co sugeruje, ze
mechanizm tej reakcji polega na P-eliminacji, po ktérej
nastepuje delta-eliminacja. Enzym ten usuwa rowniez
terminalng 5'-fosfodezoksyryboze pozostajagcg po na-
cieciu DNA, w miejscach apurynowych, przez en-
donukleazy [62]. Potencjalnie wiec, moze on uczest-
niczy¢ w procesie reperacji przez wycinanie, zainic-
jowanym przez inne enzymy. Aktywnos$¢ glikozylazo-
wa i AP-endonukleazowa wspotzawodniczg ze sobg
wzajemnie. Zaréwno jedno- jak i dwuniciowe dezok-
syoligonukleotydy zawierajgce zredukowane miejsca
apurynowe sg silnymi inhibitorami aktywnosci N-
glikokozylazowej biatka FPG [60]. Stosunek biat-
ko :DNA przy 100% hamowaniu aktywnosci glikozy-
lazowej wynosi 1:1,sugerujgc ze tworzenie kompleksu
biatko-DNA jest osiggane przez wigzanie jednej czas-
teczki DNA z jedng czasteczka biatka. Jednoniciowe
i dwuniciowe oligonukleotydy zawierajgce pojedyncze
niezredukowane miejsce apurynowe (ktore sg sub-
stratami dla biatka FPG) réwniez hamujg aktywnos$¢
N-glikozylazowg enzymu, prawdopodobnie przez
kompetycje z substratem Fapy [60]. Biatko FPG
zawiera latom cynku na czasteczke zwigzany z cztere-
ma resztami cysteiny zlokalizowanymi w poblizu C-
konca polipeptydu w pozycjach 244, 247, 264, 267
i zorganizowanymi w charakterystyczny dla palcéw
cynkowych motyw sekwencyjny CysX2CysX16CysX2Cys.
Ponadto enzym posiada 2 dodatkowe reszty cysteiny
w pozycjach 147 i 195. Badajgc mechanizm dziatania
biatka FPG skonstruowano mutanty Cys -> Gly w ka-
zdej z poszczegolnych pozycji reszt cysteiny i stwier-
dzono, ze cztery terminalne reszty cysteiny sg zaan-
gazowane zaréwno w wigzaniu cynku i DNA do
enzymu jak i we wszystkich trzech aktywnosciach
enzymatycznych biatka FPG [63].

Sklonowanie genufpg na plazmidzie pFPG50 umo-
zliwito wstawienie do genu 1,5 kb fragmentu DNA
niosgcego opornos¢ na kanamycyne i uzyskanie mu-
tantafpg-1:: Knr[64]. Genfpg zmapowano w 81.7 min
chromosomu E. coli. Poprzez integracje genu lacZ do
promotora fpg ustalono, ze aktywnos$¢ genu nie jest
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indukowana ani przez czynniki indukujgce system
SOS ani przez induktory systemu odpowiedzi adapta-
cyjnej na czynniki alkilujgce [64], Dtugo nie mozna
byto ustali¢ fenotypu mutacji w locusfpg. Mutantfpg-I
byt niewrazliwy na czynniki, ktére potencjalnie mogty-
by indukowa¢ Fapy w DNA , tj. na promieniowanie
jonizujagce, UV, MMS i MNNG [64], W 1991 r.
Michaels i wsp. [65] sklonowali i oczyscili
produkt genu mutM z E.coli. Locus mutM mapuje sie
w 8L min mapy genetycznej E.coli, a mutacja w tym
genie prowadzi do specyficznego 10-krotnego wzrostu
transwersji G :C ->T :A [66], W wyniku analizy sek-
wencji nukleotydow genu stwierdzono, ze jest on
identyczny z genem fpg. Fenotypem mutacji w locus
fpg jest wiec wzrost czestotliwosci transwersji
G :C ->T:A Okazato sie réowniez, ze specyficznosé
biatka FPG jest identyczna ze specyficzno$cig oczysz-
czonej niezaleznie przez grupe N ishim ury glikozy-
lazy z E.coli usuwajgcej 8-oxodG z DNA [67, 58],

Aktywnos$¢ biatka FPG moze by¢ komplementowa-
na przez inne systemy reperacyjne E.coli. Plazmid
pBR322 modyfikowano in vitro fotosensybilizatorem,
btekitem metylenowym i Swiattem widzialnym (MB-
Swiatto), ktéry uszkadzajagc DNA tworzy zaréwno
addukty z resztg guaniny jak i 8-oxodG. Po transduk-
cji plazmidu do komérek E. coli zaobserwowano syne-
rgistyczne zmniejszenie wydajnosci transdukcji u po-
dwdéjnego mutanta Jpg-1,uvrA w stosunku do szczepu
dzikiego. Wydajnos$¢ transdukcji u mutantow poje-
dynczychfpg-l badz uvrA byta taka sama jak w szcze-
pie dzikim [68], Synergistycznego efektu tych dwdch
mutacji nie stwierdzono, gdy plazmid modyfikowany
byt promieniowaniem jonizujgcym, UV (254nm) lub
MMS. Liczba nacie¢ plazmidu poddanego dziataniu
MB-Swiatto, dokonywana in vitro przez oczyszczone
enzymy FPG i UvrABC endonukleaze, byta jednako-
wa. Reperacja uszkodzen indukowanych przez MB-
Swiatto jest wiec podejmowana zaréwno przez biatko
FPG jak i UvrABC endonukleaze, ktére moga sie
nawzajem zastepowac.

Szerokie spektrum specyficznos$ci substratowej oraz
trzy rézne aktywnos$ci enzymatyczne biatka FPG
sugeruja, ze niezaleznie od funkcji polegajacej na
usuwaniu z DNA 8-oxodG izapobieganiu powstawa-
nia transwersji G :C -> T : A, bierze ono réwniez udziat
w usuwaniu innych uszkodzen i uzupetnia aktywnosé
innych systeméw naprawy DNA.

1V-3. Biatko MutY

Nghiem i wsp. [69] odkryli istnienie w kom@r-
kach E. coli nowego genu mutatorowego specyficznie
podnoszgcego czestotliwo$¢ transwersji G :C ->T: A
Gen ten zostatl nazwany mutY i zmapowany w okoto
64 min mapy genetycznej E.coli. Defekt genu mutY
powoduje bardzo duzy wzrost czestotliwosci spon-
tanicznych mutacji, tego samego rzedu co brak biatka
MutT.
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Biatko MutY z komorek E.coli zostato oczyszczone
do homogenno$ci i stwierdzono, ze jest to monomer
0 masie czgsteczkowej 36000 [70]. Gen mutY zostat
nastepnie sklonowany na plazmidzie pBR329 [71].
Gen ten zawiera 1050 nukleotydow kodujacych biatko
ztozone z 350 aminokwas6w o0 masie czasteczkowej 39
123. Sekwencja nukleotydéw genu mutY wykazuje
duzg homologie z sekwencjg genu nth, mapujgcego sie
na 36 min mapy genetycznej E.coli, kodujgcego en-
donukleaze Ill. Enzym ten wycina z DNA uszkodzone
reszty tyminy i cytozyny [72]. W 181 aminokwaso-
wych odcinkach pokrywajgcych sie w obydwu biat-
kach zaobserwowano 23,8% fragmentoéw identycz-
nych oraz 66,3% fragmentéw podobnych. Oba en-
zymy posiadajg charakterystyczng grupe prostetyczng
[4Fe-4S]2+z resztami cysteiny zlokalizowanymi w po-
blizu C-konca czasteczki biatkowej [71].

Oczyszczony preparat biatka MutY inkubowany
z heterodupleksami zawierajgcymi btedng pare G-A
wytwarzatl miejsca wrazliwe na dziatanie 5'AP-en-
donukleazy z komodrek Hela, tzn miejsca apurynowe.
Nicig, w ktorej powstawaty miejsca apurynowe byta
ni¢ zawierajgca reszte adeniny [70], Biatko MutY jest
wiec glikozylazg usuwajgcg adenine z btednie sparo-
wanego hybrydu G-A. Okazato sie nastepnie, ze biatko
MutY jest identyczne z opisang niezaleznie przez
Radicellla i wsp. [73] glikozylazg usuwajgcg
adenine z btednych par G-A lub C-A, a kodowang
przez gen micA [74].

Przy uzyciu oczyszczonej glikozylazy MutY i syn-
tetycznych oligonukleotydow zawierajgcych btedne
pary A:G badz A:8-oxodG stwierdzono, ze enzym
usuwa adenine nie tylko z pary A : G, ale réwniez z pary
A :8-0x0dG ito zjednakowg szybkoscia, tj. 26 nmo-
li/godz/mg biatka [75]. Enzym jest specyficzny wobec
adeniny sparowanej z guaning badz 8-oxodG, gdyz nie
usuwa cytozyny, guaniny ani tyminy sparowanej z 8-
oxodG, ani tez nie eliminuje 8-oxodG z zadnej z wy-
mienionych hybryd [75].

Mutanty mutY i mutM( =fpg) charakteryzujg sie
identycznym spektrum mutacji, tj. specyficznie zwiek-
szajg czestotliwo$¢ transwersji G:C ->T: A [66, 70].
Produkty obydwu gendéw mogtyby sie uzupetniaé
w naprawie 8-oxodG. Biatko MutM (FPG) usuwatoby
8-0x0dG z DNA, zas$ glikozylazg MutY eliminowataby
reszty adeniny btednie wigczone do DNA naprzeciw
8-0x0dG nie usunietej przez MutM przed replikacja.
Hipoteze te potwierdza test komplementacji. Wprowa-
dzenie do szczepu mutY plazmidu nadproducenta
biatka MutM (FPG) zmniejsza czestotliwo$¢ mutacji
szczepu mutY do poziomu szczepu dzikiego [73],
Ponadto w ekstraktach szczepu Supl7, chromoso-
malnego supresora mutacji mutY stwierdzono
15-krotng nadprodukcje biatka MutM. Podwdjny
mutant mutYmutM charakteryzowat sie 20-krotnie
wyzszg czestotliwosci transwersji G :C -> T : A niz wy-
nikatoby to z sumy efektu mutacji pojedynczych mutY
ImutM [75],
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V. Podsumowanie

Organizmy zywe posiadajg szereg enzymatycznych
i nieenzymatycznych dr6g eliminacji reaktywnych
form tlenu z komorki jak np.: katalazy, peroksydazy,
dysmutazy natlenkowe czy kwas askorbinowy lub
karoten [76]. Jednakze te bariery nie wystarczajg do
wytapania wszystkich reaktywnych form tlenu. W po-
jedynczej komorce watroby szczura w ciggu kazdego
dnia tworzy sie 4 x 105reszt 8-oxodG, a uszkodzenie to
stanowi okoto 5% wszystkich oksydacyjnych modyfi-
kacji DNA [77],

W komérkach E.coli istnieja przynajmniej trzy,
nawzajem uzupetniajgce sie drogi eliminacji 8-oxodG
z puli trojfosoforanéw dezoksynukleotydéw iz DNA.
Pierwsza polega na usuwaniu 8-oxodGTP z puli
nukleotydéw komorkowych przez 8-oxodGTP-aze
kodowang przez gen mutT. 8-0x0dGTP jest wigczane
do DNA przez polimerazy DNA naprzeciw dC lub dA
indukujgc transwersje A:T ->C:G. Obecna w DNA
8-0x0dG jest z niego usuwana w kaskadzie reakcji
katalizowanych przez wiele enzyméw. Biatko FPG
(MutM), dzieki aktywnosci N-glikozylazowej usuwa
8-o0x0dG, a nastepnie nacina ni¢ DNA w miegjscu
uszkodzenia rozpoczynajgc proces naprawy przez wy-
cinanie. Jesli jednak przed reperacjg rozpocznie sie
nastepna runda replikacji DNA, 8-oxodG nie jest
rozpoznawane i usuwane z jednoniciowych fragmen-
tow DNA przez biatko FPG i moze btednie parowac
z dA. Polimerazy DNA z réznych Zrédet z rdzng
wybioérczosciag wiaczaja dC lub dA naprzeciw 8-o-
x0dG, przy czym polimerazy eukariotyczne preferuja
wigczanie adeniny do nowosyntetyzowanej nici DNA
naprzeciw 8-oxodG. Para 8-oxodG:dA roéwniez nie
jest rozpoznawana przez biatko FPG. Kolejny etap
naprawy 8-oxodG bytby realizowany przez biatko
MutY, usuwajgce adenineg z pary 8-oxodG :dA. W pro-
cesie naprawy zapoczatkowanym przez biatko MutY
powstajg miejsca apurynowe, ktdre podlegaja napra-
wie przez wycinanie. Naprzeciw 8-oxodG moze wtedy
zosta¢ wiaczona dC, co umozliwia biatku FPG wycie-
cie 8-0xodG i ostateczng korekcje pary 8-oxodG:dA
w pare dG :dC (Ryc. 2).

8-oxodG nie usunieta z DNA charakteryzuje sie
silnymi whasciwosciami mutagennymi. Mutacja w lo-
cus mutT oraz mutY zwieksza 100-10000 razy czestot-
liwosé spontanicznych transwersji. Uszkodzenie
dwoch enzyméw, FPG(*MutM) i MutY synergis-
tycznie, 10-20-krotnie zwigksza czestotliwo$¢ mutacji
spontanicznych ponad warto$é, ktéra wynikataby
z sumy czestotliwos$ci obserwowanej u mutantéw
pojedynczych.

Duze ilosci 8-oxodG powstajg w mitochondriach
ssakow [78], w tym i cztowieka, a jej poziom wzrasta
drastycznie pod wptywem niektorych lekéw, np. AZT
[79] stosowanego w terapii AIDS, czy pewnych anty-
biotykoéw takich jak tetracyklina, bacytracyna i rifa-
mycyna [80]. 8-oxodG jest usuwana z DNA ssakow
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MutT
FPG 8-:xodG_TP. GMP
\ /pollmeraza DNA
—X
J—C—-A——F5

reperacja przez wycinanie

_GX

J—C—-A——5'

\

MutY + reperacja przez wycinanie

5— G-a—— 3

g—G 65

FPG + reperacja przez wycinanie

5§ —G-G——3
ge—===0=0—§

Rys. 2. Eliminacja 8-oxodG z puli tréjfosforanéw nukleotydéw
iz DNA E. coli przez biatka MutT, FPG i MutY.

i wydalana z moczem zar6éwno zwierzat jak i ludzi
[76]. Jednakze enzymy umozliwiajace eliminacje tej
zmodyfikowanej zasady sg stabo poznane. Biatko FPG
zostato czeSciowo oczyszczone z komérek grasicy
cielecej [81].
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Organizacja genetyczna wirusa zapalenia watroby typu B

Genetic organization of hepatitis B virus
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Wykaz stosowanych skrotow: HBV — wirus zapalenia watro-
by typu B (ang. — hepatitis B virus); HBsSAg — antygen
powierzchniowy HBV; HBcAg — antygen rdzeniowy HBV;
HBeAg — antygen e; ORF — otwarta ramka odczytu;
aa — aminokwas(y); pz — pary zasad; kz — tysigc par zasad.

I. Wstep

Mimo uptywu dwudziestu lat od identyfikacji wiru-
sa zapalenia watroby typu B (HBV), stanowi on nadal
powazny problem kliniczny ispoteczny ze wzgledu na
masowos$¢ zakazen iich przewlekte nastepstwa. Bada-

1dr | Zaktad Biochemii Akademii Medycznej w todzi,
90-131

2 doc. Centrum Mikrobiologii i Wirusologii PAN, £édz, ul.
Dabrowskiego 251.
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nia epidemiologiczne wskazujg, ze na S$wiecie jest
obecnie ok. 300 min. nosicieli wirusa HBV. Sg oni
statym zrédiem zakazen [1]. Nastepstwa wirusowego
zapalenia watroby takie jak zapalenie przewlekte
i marsko$¢ watroby oraz rak pierwotny watroby
stanowig powazne zagrozenie zdrowia i zycia dla
znacznego odsetka (40%) nosicieli [2, 3]

Z powodu ograniczonej liczby gospodarzy HBV
(cztowiek i matpy naczelne), duzej swoistosci tkan-
kowej oraz dtugotrwatych trudnosci z opracowaniem
hodowli komérkowej zapewniajgcej replikacje HBV,
mozliwosci analizy molekularnej cyklu zyciowego wi-
rusa byty bardzo ograniczone. Wiele waznych infor-
macji uzyskano dzieki analizie zakazonej tkanki, bada-
niu zwierzat (Swistak, wiewidrka ziemna, kaczka pe-
kinska) zakazonych przez inne rodzaje wiruséw Hepa-
dna (WHV, GSHV, DHBV), czy wreszcie przez ekspre-
sje pojedynczych wirusowych genéw w hodowlach
komdrkowych. Intensywny rozwdj badan nastapit
dopiero od momentu zastosowania komérek ludz-
kiego raka pierwotnego watroby (hepatoma), w kt6-
rych okazata sie mozliwia ekspresja catego genomu
HBV [4, 5]. Linie komorkowe, wyprowadzone z ludz-
kich rakéw pierwotnych watroby (HepG2, huH®6,
huH7) wydzielaja petne czastki wirionu, ktére wywotu-
ja zapalenie watroby typu B u szympanséw [6, 7].
Badanie posrednich form replikacji pochodzacych
z linii komorkowej HepG2 wykazato, ze sg one
podobne do wystepujagcych w tkance watrobowej
zakazonych oséb [8, 9].

Dokonany juz postep w badaniach oraz rozwoj
nowych technologii w genetyce i wirusologii moleku-
larnej stwarza nadzieje na petng analize czgstki wiruso-
wej i poznanie mechanizmu zakazenia. W artykule
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omoéwiono wspoétczesne poglady na temat struktury
genetycznej HBV oraz nietypowej strategii replikacyj-
nej tego wirusa.

Il. Budowa HBV i czastek subwiralnych

Wirus HBV nalezy do rodziny Hepadna uiridae
sktadajgcej sie z kilku spokrewnionych hepatotropo-
wych DNA wirusoéw zaliczonych do niej na podstawie
wspoélnej morfologii, typowej wielkosci genomu, cha-
rakterystycznego nadmiaru czastek antygenu powierz-
chniowego i sposobu replikacji.

Uznawany do niedawna za pewny monotropizm
tkankowy wirusa (komdrka docelowa: hepatocyt) nie
znalazt potwierdzenia w wynikach ostatnich badan.
Wykazano obecno$¢ wirusowego DNA w licznych
tkankach poza watrobg takich jak: trzustka, grasica,
$ledziona, szpik kostny i limfocyty krwi obwodowej
[ 10, 11].

HBV posiada rzadkg ws$rdéd czynnikéw zakaznych
zdolno$¢ utrzymywania sie we krwi nosicieli w wyso-
kim stezeniu siegajagcym 1010 czgstek na mililitr [12].

Czastka wirusa (wirion), zwana takze czgstkg Da-
ne” [13] ma $rednice 42 nm i sktada sie z nukleokap-
sydu o $rednicy 28 nm oraz ptaszcza ztozonego z biatek
powierzchniowych o grubos$ci 7 nm. W sktad nukleo-
kapsydu wchodzi: cze$ciowo dwuniciowa czasteczka
DNA, biatko stuzace jako primer dla odwrotnej trans-
krypcji potaczone z 5’ koicem minusowej nici DNA,
polimeraza DNA o wiasnosciach odwrotnej trans-
kryptazy i gtéwne biatko rdzeniowe P22 wykazujace
rowniez aktywno$é¢ kinazy biatkowej [3, 14]. 180
podjednostek biatka rdzeniowego w nukleokapsydzie
tworzy tzw. czastke rdzeniowg HBCAg.

Otoczka wirusa sktada sie z biatek powierzchnio-
wych: S (matego), M (Sredniego) i L (duzego) wy-
stepujagcych w potaczeniu z weglowodanami oraz
lipidami. Pochodzace z komdrek gospodarza lipidy to
gtdéwnie: fosfatydylocholina, zestryfikowany choleste-
rol i niewielkie ilosci tréjglicerydéw [12].

Biatka powierzchniowe w potgczeniu z blonami
lipidowymi stanowig tzw. antygen powierzchniowy
HBsAg. HbsAg wystepuje réwniez we krwi w postaci
niezakaznych form subwiralnych w stezeniu do ok.
1015 czastek na ml. Antygen powierzchniowy pro-
dukowany jest przez hepatocyty w dwoch for-
mach morfologicznych: kulistej o $rednicy 20-22 nm
oraz pateczkowatej o podobnej szerokosci i dtugosci
200 nm (Ryc. 1). Zardwno monomery biatka S jak
i pozostate biatka powierzchniowe potgczone sg kowa-
lencyjnie przy udziale mostkéw dwusiarczkowych
[12]. W sktad wirionu wchodzi 300-400 monomerdéw
biatka S natomiast w 20 nm czgsteczce subwiralnej jest
ich okoto 100. Oprécz tego wiriony oraz formy patecz-
kowate mogg zawiera¢ 10-20% biatek L, podczas gdy
kuliste czastki subwiralne pochodzace od tych samych
nosicieli zawierajg tylko do 3% biatka L. Wieksza ilo$¢
biatka L w czasteczce wirusa (40-80 kopii na czastke)

100

czastka czgstki
HBV subwi ralne

aatygen
~ powierichniowy =

HisAq

. ~-22nm

il
il

20x200nm

N

czastka rdzeniowa
HBcAg

Ryc. 1. Antygen powierzchniowy (HBsAg) syntezowany w czasie
zakazenia HBV stanowi otoczke biatkowa pelnej czastki
wirusa (A) oraz tworzy niezakazne subwiralne czastki
kuliste (B) lub pateczkowate (C). Ryc. wykonano na pod-
stawie danych z pracy [2], Rycina przedstawia jedynie
schemat czastek nie majacy potwierdzenia w badaniach
ultrastrukturalnych.

potrzebna jest prawdopodobnie do dojrzewania i sek-
recji wirionéw [15].

Obserwacja formowania czastek Dane’a w trans-
fekowanych HBV komérkach Huh7 wykazata, ze
wszystkie trzy rodzaje biatek powierzchniowych
(szczegOlnie istotne sg proporcje miedzy Li M) sg
niezbedne do utworzenia wirionu [16].

Skitad otoczki biatkowej zalezy nie tylko od rodzaju
czastek, ale takze od stadium zakazenia. W surowicach
chronicznych nosicieli w czasie repliacji wirusa czgstki
kuliste zawierajg te samg ilo$¢ biatka Si M iokoto 20
razy mniej biatka L. Gdy nie zachodzi replikacja
czastki kulistej, zawierajg gtownie biatko S i mniej niz
1% biatka L [17].

I11. Organizacja genetyczna HBV
I11-1. Budowa genomu

Wkrotce po sklonowaniu genomu HBV wyizolowa-
nego z czastek Dane’a [18] okre$lono jego catkowitg
sekwencje [19, 20]. Genom HBV oraz innych wiruséw
Hepadna ma bardzo charakterystyczng strukture (Ryc.
2). Jest to mata, czeSciowo dwuniciowa czgsteczka
DNA. Dtugosé jej waha sie w zaleznosci od podtypu
wirsa od 3182 do 3221 nukleotydéw. Czterem klasycz-
nym podtypom: adw, adr, ayw i awr odpowiada
dziesie¢ zestawdw sekwencji nukleotydowych, co jest
podstawg klasyfikacji w obrebie podtypéw [21].
Zmienno$¢ sekwencji réznych klonow tego samego
podtypu HBYV siega 2% [22].

Minusowa ni¢ DNA komplementarna do czasteczek
m-RNA, okreslana inaczej jako ni¢ diuga (L), ma
charakter liniowy i liczy ok. 3200 nukleotydow. Nic
krotka S (+ ) moze mie€ r6zng diugos¢ stanowigcg od
50-100% dtugosci nici minus (najczesciej 1700-2800
nukleotydéw). Mimo swojej liniowosci, obie nici DNA
tworzg strukture kolista, ktdéra jest utrzymywana
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Ryc. 2. Organizacja genetyczna wirusa zapalenia watroby typu B.
Przedstawiono kolisty, czesciowo dwuniciowy genom HBV
(podtyp ayw) z zaznaczeniem ORF gendw presS/S, precC/C,
P, X oraz sekwencji regulatorowych. Czarna kropka na 5'
koncu nici L symbolizuje biatkowy primer replikacji. Ryc.
2 wykonano na podstawie danych pochodzgcych z prac:
[14], [19], [20], [26],

dzieki tworzeniu komplementarnych par zasad przez
220 nukleotydéw na koncach 5 obu nici DNA. Ten
krétki fragment odpowiedzialny za utrzymanie kolis-
tej struktury genomu zawiera takze krotkg sekwencje
reprezentujgcg trojniciowe DNA (rejon 5’ nici minus).
Do kofica 5’ nici (-) przytaczone jest kowalencyjnie
biatko, ktore stuzy jako primer w replikacji [23]. Na
obu koncach 5’ nici DNA znajduja sie proste powto-
rzenia DR1 i DR2 (direct repeats) o sekwencji
TTCACCTCTGC (11pz), ktdre stuzg jako pierwotne
miejsca replikacji dla obu nici DNA.

Genom HBYV zawiera cztery czesciowo naktadajgce
sie otwarte ramki odczytu (ORF) na nici L: preS/S,
preC/C, P oraz X (Ryc. 3). Kodujg one trzy biatka
powierzchniowe wirusa [12], biatka rdzeniowe [19],
wirusowa polimeraze z aktywnos$cia odwrotnej trans-
kryptazy [24] itransaktywujgce biatko X [25]. Ostat-
nie prace donoszg o istnieniu dwu dodatkowych
otwartych ramek odczytu: ORF 5na nici LiORF 6na
nici S [26] nakladajgcych sie czesciowo na ORF
P i ORF X. Nie zidentyfikowane sg dotychczas pro-
dukty biatkowe mogace pochodzi¢ z tych ramek
odczytu.

ORF preC/C, inaczej nukleokapsydowa ORF, znaj-
duje sie pomiedzy 1816 i 2454 nukleotydem w genomie
HBV (wspétrzedne dla podtypu ayw). Zawiera dwa
znajdujace sie w fazie kodony startu translacji i koduje
dwa peptydy roznigce sie obecnosciag 29 aminokwaséw
na N-koncu dtuzszego tzw. przedrdzeniowego poli-
peptydu (preC). Ta cze$¢ przedrdzeniowego produktu
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translacji funkcjonuje jako peptyd sygnatowy kieruja-
cy czasteczke do retikulum endoplazmatycznego, gdzie
po proteolitycznym odcieciu N-konca pozostata jej
cze$é jest transportowana do aparatu Golgiego i wy-
dzielana jako HBeAg. Gtédwne biatko rdzeniowe P22
jest produktem translacji, rozpoczynajacej sie od dru-
giego kodonu inicjujgcego w ORF C.

9201/1 3221
1 se2/1 Jez
P I p P

|
pres2 s preC C presi s2 s
| 500 %

T
x H
1

1

Ryc. 3. Utozenie otwartych ramek odczytu na linearnym genomie
HBV. Ten niewielki genom (ok. 3200 pz), dzigki naktadaniu
sie otwartych ramek odczytu przy jednoczesnym przesunie-
ciu fazy odczytu dla poszczegdlnych genéw (niezaleznie od
podtypu HBV), koduje biatka wirusowe o #acznej masie
czasteczkowej ~ 180 tysiecy D. Ryc. 3 wykonano na
podstawie danych pochoczacych z prac: [21], [26],

ORF dla preS/S zlokalizowana zostata miedzy nuk-
leotydami 2850-837. Zawiera ona trzy, znajdujace sie
w fazie kodony ATG, ktore dzielg je na rejony preSl,
preS2 i S. ORF preS/S koduje trzy biatka powierzch-
niowe: L, M i S posiadajgce taki sam C-konAcowy
fragment czasteczki [12]. Gen S i preS2 majg stalg
dtugos¢ we wszystkich podtypach HBV i koduja
odpowiednio biatko S o dtugosci 226aa oraz peptyd
preS2 o dtugosci 55aa. Dtugos¢ rejonu preSl rozni sie
w poszczeg6lnych podtypach. Koniec 5’ rejonu preSl
w podtypach adw, adr iayr zawiera sekwencje ztozong
zdodatkowych 12 lub 33 pz w poréwnaniu z podtypem
ayw. Os$mionukleotydowa sekwencja o charakterze
prostego powtdrzenia (DR) znajdujaca sie na kofcach
tej dodatkowej sekwencji ulega prawdopodobnie dele-
cji lub insercji. N-koniec biatka L kodowanego przez
wszystkie trzy rejony ORF preS/S zawiera w stosunku
do biatka M dodatkowo 108-119 aminokwaséw.

ORF P znajduje sie pomiedzy 2309 i 1625 nukleo-
tydem genomu HBV. Koduje ona polimeraze wirusa
0 wiasciwosciach odwrotnej transkryptazy. Jest to
biatko o masie czgsteczkowej 92 kd ztozone z 822aa,
0 wysokiej zawarto$ci reszt histydynowych.

ORF X zlokalizowana pomiedzy 1376 i 1840 nuk-
leotydem genomu HBV koduje biatko sktadajace sie
z 145aa majace wiasciwosci transaktywatora.

I11-2. Elementy regulatorowe w genomie HBV

Regulacja ekspresji HBV zalezy bezpos$rednio od
czterech elementow promotorowych. Promotor rdze-
niowy ulokowany jest bezposrednio przed ORF C iod-
powiada za powstanie transkryptu o diugosci 3,5 kz,
ktory konczy sie pojedynczym miejscem poliadenylacji
[27]. Sygnat poliadenylacji, wspdlny dla wszystkich
rodzajow m-RNA, ulokowany jest w genie C miedzy
nukleotydami 1919 a 1962.

Produkty transkrypcji wszystkich promotorow
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HBV majg zatem taki sam koniec 3. Charakterystycz-
ng cechg syntezy transkryptu o dtugosci 3,5 kz jest
».ignorowanie” przez aparat transkrypcyjny miejsca
poliadenylacji, ktére napotyka po inicjacji syntezy
RNA w obrebie sekwencji pre-C [28], 3,5 kz RNA
stuzy jako pregenomowa matryca dla odwrotnej trans-
kryptazy przy syntezie nici (-). W procesie translacji
stuzy jako m-RNA kodujacy produkt genu P oraz, ze
wzgledu na mikroheterogennos$é na koricu 5°, antygeny
HBcAg i HBeAg [29, 30]. W przeciwienstwie do
odwrotnej transkryptazy retrowiruséw produkt genu
P w H BV powstaje niezaleznie od produktu genu C bez
tworzenia pierwotnego biatka fuzyjnego [24], Kodon
ATG dla genu P znajduje sie w rejonie naktadania sie
ORF Ci ORF P.

Promotor rdzeniowy jest bardzo aktywny trans-
krypcyjnie, co wydaje sie zrozumiate ze wzgledu na
znaczenie kontrolowanych przez niego transkryptéw
i polipeptydow w cyklu zyciowym wirusa. Jest on
aktywowany przez watrobowospecyficzne czynniki
oddziatywujgce poprzez wirusowg sekwencje wzmac-
niajacg (enhancer) [31, 32], W obrebie sekwencji
promotorowej znaleziono sekwencje nukleotydowe
stanowigce miejsca wigzania komérkowych czynni-
kow transaktywujgcych, jak watrobowy biatkowy
czynnik C/EBP [33].

Promotor HBs znajduje sie w ORF dla biatek
otoczki przed miejscem startu translacji biatka M [34].
Sekwencja tego promotora przypomina sekwencje
péznego promotora wirusa SV40. Promotor kieruje
syntezg RNA o dtugosci 2,1 kz. W zwigzku z mikro-
heterogennoscig na koncu 5’ transkrypt ten kodowac
moze zar6wno biatko M jak i S. Jak wykazano, biatka
M i S moga ulegaé ekspresji pod kontrolg wiasnego
lub heterogennego promotora w wielu liniach komor-
kowych. Synteza 21 kz RNA jest wiec w duzym
stopniu niezalezna od czynnikéw watrobowo-specyfi-
cznych [35]. Badajac ztozony proces regulacji syntezy
2,1 kz RNA w liniach komérkowych HepG2 i Huh7
wykazano oddziatywanie na promotor HBs szeSciu
czynnikéw aktywujgcych ijednego czynnika hamuja-
cego transkrypcje [36].

W zakazonych komdrkach watrobowych 21 kz
RNA jest jednym z dwdch gtéwnych wykrywanych
transkryptow. Opowiedzialny jest za charakterystycz-
na nadprodukcje subwirlnych czastek HBsAg o $red-
nicy 22 nm.

Promotor preS 1o typowej sekwencji TATA zlokali-
zowany jest przed pierwszym kodonem ATG ORF
preS/S i odpowiada za poziom syntezy 2,4 kz RNA
kodujacego biatko otoczki L. W poréwnaniu z promo-
torem rdzeniowym lub promotorem HBs jest mato
aktywny [27]. Ze wzgledu na wazng role biatka L dla
struktury catego wirionu [12] ekspresja genu preSl
podlega Scistej regulacji. Dysregulacja aktywnosci pro-
motora preSl i w konsekwencji nadprodukcja biatka
L moze by¢ przyczyng chordb indukowanych przez
HBV [37],
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Wydajng ekspresje biatka L in vitro obserwowano
tylko w transfekowanych HBV liniach komd4rkowych
ludzkiego hepatoma [10] i w transfekowanych komér-
kach HelLa. Nie zachodzi ona natomiast w mysich
fibroblastach [38] lub w komdrkach jajnikéw chomi-
ka (CHO) [39], Wskazuje to na zalezno$¢ ekspresji od
czynnikéw komdrkowo-specyficznych. Wykazano, ze
watrobowy czynnik transkrypcyjny HNF1, ktory
wptywa miedzy innymi na poziom transkrypcji z pro-
motora genu kodujgego ludzka albumine oddziatywu-
je takze na sekwencje promotorowg biatka L [40],
Prawdopodobnie ekspresja wszystkich genéw regulo-
wanych przez promotory zawierajgce miejsce wigzania
HNF1 jest watrobowo-specyficzna.

Promotor genu X jest mato aktywny transkrypcyj-
nie réwniez in vivo. Transkrypt specyficzny dla genu X,
czyli RNA o dtugosci 0,8 kz reprezentuje mniej niz 1%
calego RNA obecnego w zakazonej watrobie [41],
Analiza produktéw transkrypcji genomu HBV uzys-
kanych w hodowli komdrkowej wykazata obecnos¢
transkryptu o dtugosci 3,9 kz zawierajgcego dwie kopie
sekwencji gen X. Synteza tego transkryptu inicjowana
jest rowniez przez promotor genu X [42],

Kluczowymi elementami regulatorowymi wszyst-
kich znanych wirus6w i wiekszosci gendéw komor-
kowych sg elementy wzmacniajgce (enhancery). W ge-
nomie HBV element wzmacniajacy znaleziono pomie-
dzy ORF S i ORF X to jest pomiedzy 1074 a 1234
nukleotydem [43]. Element wzmacniajagcy wirusa
HBV jest aktywny przede wszystkim w komdrkach
watrobowych. W potgczeniu z promotorem genu rdze-
niowego jest Scisle tkankowo specyficzny. Element
wzmacniajacy HBV zawiera miejsca wiazace dla przy-
najmniej czterech réznych czynnikow komoérkowych:
E, TGT3, EP i NF1 [31]. Wszystkie te miejsca dziataja
synergistycznie, ale element przytaczajacy czynnik EP
ma szczegdlne znaczenie dla funkcjonowania catego
kompleksu wzmacniajgcego [44], Badanie wpiywu
czynnika C/EPB, ktdrego dziatanie na promotor genu
C poznano wczesniej wykazato, ze w niskich stezeniach
wigze sie on z miejscem E aktywujgc enhancer, nato-
miast w wyzszych stezeniach, poprzez wigzanie sie
z kolejnym miejscem — EP, hamuje dziatanie sekwen-
cji wzmacniajgcej. Wykryto takze drugi element
wzmacniajagcy w genomie HBV - ENH Il [45]. Wy-
stepuje on pomiedzy nukleotydami 1636 a 1741.
Stwierdzono, ze ENH Il stymuluje aktywno$¢ trans-
krypcyjng obu promotorow genu preS/S.

W rejonie genu S, miedzy nukleotydem 351 a 368
zidentyfikowano rowniez element odpowiadajgcy na
dziatanie glukokortykoidéw (GRE) [46], Wczesniej
juz zaobserwowano, ze u pacjentow z przewlektym
zapaleniem watroby typu B, ktérzy poddawani byli
leczeniu kortykosteroidami znacznie podnosi sie po-
ziom produktéw genéw HBV. Wykazano, ze podanie
glukokortykoidéw zwieksza ekspresje HBsSAg u trans-
genicznych myszy [47]. Badanie wptywu kortyko-
steroiddw na komdrki ludzkiej hepatotoblastomy
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transfekowane DNA HBV otrzymanym technikg re-
kombinacyjng wykazaty wzrost ilosci HBsAg, HBeAg
i wirusowego DNA w nastepstwie stymulacji trans-
krypcji [48],

111-3. Proces replikacji HBV

Na niezwykto$é replikacji u wiruséw Hepadna zwroé-
cono uwage ze wzgledu na widoczng asymetryczno$¢
nici DNA w czastce Dane’a. Badania wewngtrzwat-
robowych form wirusowego DNA wykazaty jeszcze
jedng istotng asymetrie [49], Zakazone hepatocyty
zawieraty duze ilosci nici (-) o dtugo$ci mniejszej niz
3200 zasad, przy czym cze$¢ z nich nie byta sparowana
z niémi (+). Te asymetryczne formy, ktérych obecnos¢
nie daje sie wyjasni¢ za pomoca klasycznego semikon-
serwatywnego mechanizmu replikacji, zlokalizowane
sg w wirusowych nukleokapsydach w cytoplaznie i sta-
nowig produkty posrednie innego typu replikacji [28].

Poréwnania komputerowe przewidywanej sekwen-
cji aminokwasowej najdtuzszej ORF w genomie HBV
z sekwencjg odwrotnej transkryptazy retrowiruséw
wykazyty Scista homologie, co potwierdza teze, ze
wirusy Hepadna sg odpowiedzialne za synteze wilasnej
zaleznej od DNA polimerazy RNA [50],

Gtéwne etapy replikacji sg wspélne dla genomow
wszystkich wiruséw Hepadna [51]. Pierwszym z nich
jest przeksztatcenie asymetrycznych czasteczek DNA
obecnych w wirionach w kowalencyjnie zamkniete
koliste czasteczki DNA (Rys. 4) zlokalizowane w jad-
rach zakazonych hepatocytéw. Drugim etapem jest
transkrypcja tego DNA przez pochodzacg z komorki
gospodarza polimeraze RNA Il w celu utworzenia
matrycowego RNA (pregenomu) dla odwrotnej trans-
kryptazy i potaczenie pregenomu z biatkiem rdzenio-
wym wirusa. Trzeci etap to synteza (-) nici DNA przez
kopiowanie pregenomowego RNA przy udziale biat-
kowego primera. Etap czwarty to synteza nici (+)
przez kopiowanie nici (-) przy udziale oligonukleotydu
RNA jako primera.

Po wniknieciu wirusa do hepatocytu syntetyzowana
jest ni¢ (+). Prowadzi do utworzenia kowalencyjnie
zamknietej kolistej czgsteczki DNA (ccc DNA). Prze-
dostaje sie ona do jagdra hepatocytu i stuzy tam jako
matryca transkrypcyjna dla komérkowej polimerazy
Il do syntezy pregenomowego RNA oraz m-RNA
[34], Stwierdzono, ze sposréd wszystkich rodzajéw
czasteczek RNA wystepujacych w zakazonych wiru-
sem HBV hepatocytach tylko RNA o dtugosci 3,5 kz
moze petnié role pregenomu. Jego dtugos¢ przekracza
jednostkowag dtugos¢ genomu dzieki obecnos$ci ok. 120
nukleotydéow na koncu 5. Pregenomowy RNA jest
transportowany do cytoplazmy, gdzie razem z nowo-
zsyntetyzowang polimerazg wirusowgq i biatkiem pri-
merowym tworzy kompleks z czagsteczkami biatka
rdzeniowego [27], Badanie replikacji w stabilnym
systemie ekspresji (komoérki HepG2 transfekowane
DNA pochodzacym z HBV) wykazaty, ze ten etap
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replikacji jest silnie hamowany przez interferon (INFoc
i INFP) [52],
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Ryc. 4. Cykl rcplikacyjny HBV sktada si¢ z trzech zasadniczych faz:
transkrypcji, odwrotnej transkrypcji i replikacji DNA.
PoszczegOlne etapy to: A— tworzenie kolistej czastki DNA,
B — transkrypcja nici (—), C — odwrotna transkrypcja
prowadzgca do odtworzenia nici (—) z réwnoczesng de-
gradacjag pregenomowego RNA, D — przeniesienie pre-
genomowego RNA primera do obszaru DR2 i rozpoczecie
syntezy nici (+), E— wewnatrzmolekularne ,,przetaczenie”
procesu replikacji nici (+) na rejon 3' ni¢ (—), F — wydtuze-
nie nici (+ ), tworzenie czastki oc DNA. Ryc. wykonano na
podstawie danych pochodzacych z [3], [28], [52].

Wewnatrz powstatych czastek syntetyzowana jest
przez odwrotng transkryptaze minusowa ni¢ DNA.
Proces ten inicjowany jest w sekwencji DR1 przy 3
korcu matrycy RNA ajako primer stuzy w nim biatko
pochodzace z N-koricowej czesci produktu biatkowe-
go ORF P [51]. Podczas gdy koniec 3' nici DNA ulega
wydtuzaniu pregenomowe RNA jest stopniowo hydro-
lizowane dzieki aktywno$ci RNA-zy H charakterys-
tycznej dla odwrotnej transkryptazy HBV [28], Nowo
utworzona ni¢ (-) stuzy teraz jako matryca do syntezy
nici (+). Primerem w tej syntezie jest krotki oligo-
rybonukleotyd pochodzacy z 5 konhca pregenomowe-
go RNA. Synteza nici plus rozpoczyna sie we fragmen-
cie DR2 i postepuje w kierunku konica 5' nici (-) na
dtugosci ok. 240 nukleotydow. Nastepnie, w wyniku
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wewnatrzmolekularnego ,przetgczenia”, wydtuzanie
nici (+) odbywa sie dzieki wykorzystaniu 3' konica nici
(-) jako matrycy. Powoduje to przeksztatcanie linio-
wych form DNA w dwuniciowe czgsteczki koliste (oc).

Czastki rdzeniowe, po optaszczeniu przez biatka

powierzchniowe, wydzielane sg na zewngatrz hepatocy-
tow jako nowe pokolenie wirionow. Cze$é czastek
rdzeniowych jest transportowana z powrotem do
jadra, gdzie forma oc wirusowego DNA przeksztat-
cana jest w forme ccc, co wydatnie zwieksza pule

genomu HBV w komorce [53].

Po wielu takich

cyklach (w zakazeniach chronicznych) wirusowe DNA
moze integrowaé sie z genomem gospodarza. Towa-
rzyszy temu czesto modulacja ekspresji zaré6wno ge-
now wirusa jak i gospodarza [54].

Podobienstwo pomiedzy replikacja wiruséw Hepad-

na i retrowirus6w oraz uderzajgca homologia pomie-
dzy konserwatywnymi rejonami ich genoméw prowa-
dzi do wniosku, ze HBV i retrowirusy moga mieé
wspélne pochodzenie [55],
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I. Gruczot przedny — funkcja i budowa

Najbardziej znanym owadem snujgcym jedwab z ro-
dziny Lepidopterajest jedwabnik morowy B. mori. Jego
jedwab wykorzystuje sie do celédw przemystowych.
B. mori. znany od ponad 4000 lat, jest owadem w petni
udomowionym. Obecnie nie wystepuje w stanie dzi-
kim. Jest typowym monofagiem, ktérego gasienice
zywig sie jedynie lisémi morwy biatej. Rozw0j jedwab-
nika morwowego obejmuje 4 stadia: jaja, larwy, po-
czwarki i dorostego owada. Stadium larwalne dzieli sie
na 5 okres6w. Pod koniec ostatniego, V stadium, ktére
trwa 8 dni, owady rozpoczynajg snucie kokonu. Gtow-
nym sktadnikiem kokonu jest fibroina, ktora stanowi
70-80% wszystkich biatek. Udziat serycyn jest znacz-
nie mniejszy, okoto 20-30%. Pozostate sktadniki to:
substancje woskowe nieorganiczne, barwiace oraz we-
glany [1], Synteza biatek oprzedu przebiega w gruczo-
le przednym owada, bedgcym odpowiednikiem prze-
transformowanych gruczotow S$liniankowych. Jest to
parzysty organ, w ktérym pod wzgledem morfologicz-
nym i funkcjonalnym mozna wyrézni¢ 3 czesci:

— dtuga i waska czes¢ tylna, gdzie zachodzi synteza

gtéwnego biatka jedwabiu fibroiny i zwigzanego
z nig niskoczgsteczkowego biatka o m.cz. 25
kKD-biatko P25 [2, 3],

— cze$¢ Srodkowa — miejsce syntezy serycyn. Biat-
ka, przesuniete z czesci tylnej, sg tutaj oplatane
serycynami i przechowywane w tej czesci gruczo-
tu az do momentu snucia kokonu [3, 4].

— cze$¢ przednig — cienki kanat, przez ktory
podczas snucia kokonu uwalnia sie gotowa nic.

W ostatnim, V stadium larwalnym, obserwuje sie
bardzo gwattowne zmiany strukturalne i biochemiczne
komorek gruczotu przednego. Waga gruczotu zwiek-
sza sie 20-krotnie, podczas gdy waga ciata w tym czasie
wzrasta tylko 6-krotnie [5]. Nastepuje tez znaczny
wzrost ilosci DNA, RNA ibiatek. [6]. Po zakonczeniu
snucia kokonu, podczas metamorfozy dorostej larwy
w poczwarke, gruczot przedny ulega degeneracji i au-
tolizie.
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I1. Biatka jedwabiu
I1-1. Fibroina

Fibroina jest duzym, nierozpuszczalnym polipep-
tydem o m.cz. 370 + 20 kD [2, 7, 8]. Zawiera ona 4700
-5000 reszt aminokwasowych, gtéwnie glicyny, alani-
ny, seryny i tyrozyny. Stanowig one okoto 90%
wszystkich reszt aminokwasowych tego biatka [2, 3, 7,
8]. W fibroinie wyrézni¢ mozna dwa obszary: krys-
taliczny i amorficzny [9,10] (Rys. 1). Cze$¢ krystalicz-
na, nierozpuszczalna, skitada sie z okoto 50-ciu po-
wtarzajgcych sie jednostek polipeptydowych o dtugo-
§ci 59 reszt aminokwasowych i sekwencji: Gly-Ala-
GLy-Ala-Gly-Ser-Gly-Ala-Ala-Gly-(Ser-Gly-Ala-
Gly-Ala-Gly)8-Tyr [11]. Powtarzajgcy sie heksapep-
tyd uczestniczy w stabilizacji struktury fibroiny. Re-
gion amorficzny, rozpuszczalny, jest mieszaning pep-
tydéw dtugosci 3-35 reszt aminokwasowych, w kté-
rych glicyna, dominujacy aminokwas (40%), wystepuje
w potgczeniu gtéwnie z alaning, rzadziej waling, proli-
ng czy tyrozyng [12]. tahAcuchy polipeptydowe fib-
roiny mogg wystepowaé w dwdch odmiennych konfor-
macjach. Lancuch fibroiny, obecny w kokonie, tworzy
tzw. forme [3-arkusza, w ktérej rownolegte tancuchy
polipeptydowe polgczone sg poprzecznymi wigzania-
mi wodorowymi (Ryc. 1). Wigzania te nadajg takiej
strukturze duza trwato$¢. Odmienna konformcja fib-
roiny, znana jako ”silk 1” czy "a-silk”,jest stosunkowo
stabo poznana. Opiera sie ona na a-heliksie, jest mniej
stabilna i prawdopodobnie w takiej formie wystepujg
tancuchy polipeptydowe fibroiny w gruczole przed-
nym [9].

——a = : Cze,éé

S-S amorficzna

- o —=
Cze$é krystaliczna: ﬂ\fCOOH

forma fB-arkusza

s—a 59 aminokw. jednostka polipeptydowa
s-s mostek dwusiarczkowy

Ryc. 1. Model tancucha fibroiny B. mori. tworzacy tzw. forme¢
B-arkusza, wg. [10], zmodyfikowane.
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11-2. Biatko P25

Niskoczasteczkowe biatko jedwabiu B. mori o m.cz.
25 kD (P25), syntetyzowane w tylnej cze$ci gruczotu
przednego [2, 3, 13], zwigzane jest z fibroing wigzania-
mi S-S [14]. Biatko to rézni sie sktadem amino-
kwasowym od fibroiny. W biatku P25 zawarto$¢
glicyny i alaniny jest stosunkowo niska (14,7%
i 13,2%) w pordwnaniu z fibroing (46,1% i 31,6%),
natomiast jest ono bogate w aminokwasy kwasne
i hydrofobowe, takie jak: kwas glutaminowy, fenyloa-
lanina, prolina, cysteina, walina i leucyna [ 12, 15, 16].
Funkcja biatka P25 nie jest znana. Przypuszczalnie
bierze ono udziat w stabilizacji czasteczki fibroiny [3],

11-3. Serycyny

Serycyny syntetyzowane specyficznie przez komaorki
Srodkowej czedci gruczotu przednego [17], stanowig
mieszanine 3-4 wiekszych i kilku mniejszych polipep-
tydéw, o m.cz. od 60 do 400 kD [3, 8, 18]. Charak-
teryzuja sie wysoka zawartosciag seryny, od 16 do 42%
[8], Gamo i wsp. [8] analizujgc biatka pochodzace
z réznych region6w czesci $rodkowej gruczotu wyka-
zali obecnos$¢ trzech wiekszych (s-1; s-2 is-3) i dwéch
mniejszych (s-4 i s-5) biatek. Serycyny s-2 i s-5 0 m.cz.
177 i 133 kD wydzielane sg przez komorki przedniego
regionu czesci Srodkowej gruczotu. Serycyny s-1 is-3
0 m.cz. odpowiednio 305 i 140 kD syntetyzowane sg
w Srodkowym, a serycyny s-4 o m.cz. 80 kD w kon-
cowym regionie czeéci $rodkowej gruczotu. Skiad
aminokwasowy czterech polipeptydéw (s-1; s-2; s-3
1s-4) jest podobny. W kazdym z nich dominujacymi
aminokwasami sg: seryna, glicyna i kwas asparagino-
wy. Jedynie serycyna s-5 zawiera o potowe mniej reszt
serynowych w poréwnaniu z pozostatymi, podczas gdy
zawarto$¢ glicyny i kwasu asparaginowego jest podob-
na [ 18], Serycyny B. mori sa glikoproteidami. Zawiera-
jg dwa typyjednostek oligosacharydowych: N-acetylo-
galaktozoaminy i galaktozy dotgczone do seryny czy
treoniny oraz N-acetyloglukozoaminy i mannozy
zwigzane z resztami asparaginowymi biatka [19].

I11. Biosynteza fibroiny
I11-1. Zaopatrzenie w aminokwasy

Gruczot przedny w pierwszych dniach ostatniego
stadium larwalnego syntetyzuje niewielkie ilosci bia-
tek jedwabiu. W tym okresie wiekszo$¢ aminokwaséw
zuzytkowywanych do syntezy biatek pochodzi z pozy-
wienia i pobierana jest z hemolimfy [20]. Gdy larwa
przestaje zerowa i rozpoczyna sie snucie kokonu,
synteza biatek jedwabiu odbywa sie gtéwnie kosztem
innych tkanek, np. jelita czy powtoki ciata [21].
Wewnatrzkomdérkowa pula wolnych aminokwasow
gruczotu przednego B. mori nie jest dostatecznie boga-
ta w takie aminokwasy jak glicyna, alanina, seryna czy
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tyroz>na, ktore stanowig okoto 90% reszt amino-
kwascwych fibroiny [6]. Zawarto$¢ ich w tylnej czesci
gruczotu przednego pozwolitaby na utrzymanie syn-
tezy fibroiny jedynie przez 3 minuty [3]. Utrzymanie
sie pu'i wolnych aminokwas6w w gruczole na statym
poziomie, podczas intensywnej syntezy biatek, wska-
zuje ni bardzo gwattowny proces zaréwno ich pobie-
rania jak i zuzytkowywania w syntezie biatka [6]. Za
wybér odpowiedniego aminokwasu wbhudowywanego
do tancucha biatkowego odpowiedzialne sg zaréwno
transportujgce RNA (tRNA), jak i aminoacylo-tRNA
syntetazy. W tylnej czesci gruczotu przednego B. mori
ponad potowe catej puli tRNA stanowig: tRNAGy,
tRNAMa tRNASr oraz tRNATy [3]. W ostatnim,
V-tym stadium larwalnym, od momentu zaprzestania
zerowania (4 dzien), do snucia kokonu (8 dzien)
dwukrotnemu wzrostowi poziomu catkowitego tRNA
w tylnej czesci gruczotu towarzyszy 8-krotny wzrost
tRNAAaitRNA dy[22], Wystepuje tutaj zjawisko tzw.
funkcjonalnego przystosowania populacji tRNA do
sktadu aminokwasowego syntetyzowanego biatka-fib-
roiny [3, 22-25]. Wzrost poziomu pewnych rodzajow
tRNA w gruczole moze by¢ wynikiem zardwno selek-
tywnej transkrypcji gendw, jak tez wybiorczego doj-
rzewania prekursorowych tRNA (pre-tRNA). Nie zu-
zytkowywane w syntezie biatka rodzaje tRNA ulegaty-
by gwattownemu zanikowi [3, 24].

111-2. mRNA fibroiny (FMRNA)

FmRNA zostat wyizolowany i czeSciowo zsekwenc-
jonowany [26]. Sume zawartosci G i C w FmMRNA
okreslono na 59%, w tym guanina staowita 40% [26].
M.cz.FmRNA wgLizardiego i wsp. [27] wynosi
5,8 x 106 dalton6éw (okoto 16000 nukleotydéw). Po-
niewaz fibroina sktada sie z 4700-5000 reszt amino-
kwasowych [3, 7, 8] jef mMRNA powinien zawierac
okoto 15000 nukleotyddw. Tak wiec FMRNA posiada
nadmiar sekwencji w stosunku do ilosci oczekiwanej
a réznica ta spowodowana jest obecno$cig w czgstecz-
ce mMRNA obszaréw niekodujacych [2, 7, 27, 28]. 60%
czasteczek fibroinowego mRNA ma na 5 Kkoncu

7-metyloguanozyne (m7G) i zmetylowane sgsiadujgce
nukleotydy, a wiec strukture kapturka (ang. cap) typu:
m7GG*pppG]Am Unp Cp Xp Gp [29]. Pozostate
40% zawiera niezmetylowane nukleotydy na 5 kofcu
i strukture: G @P(G) ApPypXpXpG p [30].

Do 3 korica FMRNA dotgczony jest odcinek poli(A)
0 dtugosci 100 nukleotydéw [27]. Przylegajacy do
segmentu poli(A) niekodujacy fragment FmMRNA, zto-
zony z 34 nukleotydéw, jest bogaty w reszty urydylowe
lzawiera sekwencje-AAUAAA- [28]. Sekwencja ta jest
prawdobodobnie sygnatem poliadenylacji [31]. Su-
zuki i Suzuki [32] badajac zawartos¢ FmRNA
w rozwoju gruczotéw przednych, wykazali nagroma-
dzanie sie mMRNA w czasie kolejnych stadiéw larwal-
nych. Pod koniec lii-go, IV-go i V-tego (ostatniego)
stadium larwalnego, gruczoly gromadzg FmRNA
w ilosciach odpowiednio: 0,2 pg; 2,0 pg i 170 pg/pare
gruczotéw. Podczas linienia synteza FmMRNA zanika,
a czasteczki FmMRNA ulegajg catkowitej degradacji
[32, 33]. Tak wiec podczas rozwoju gruczotu zachodzi
cykliczne wigczanie i wytgczanie genu fibroinowego
oraz degradacja dojrzatego mMRNA w czasie kolejnych
linek [13, 33],

111-3. Gen fibroiny

Gen fibroiny (Ryc. 2) jest intensywnie badany od
poczatku lat siedemdziesigtych, a na szczegdlng uwage
zastugujg prace Suzuki i wsp. [30, 34-36]. Gen ten
sktada sie z ponad 17000 par nukleotydow, a wiec jest
tylko nieznacznie wigkszy (ok. 7%) od dojrzatego
FmRNA [27, 37, 38]. Zawarto$¢ par G + C w genie
fibroinowym wynosi 59-60% [37]. W genomie komo-
rek gruczotéw przednych gen fibroiny wystepuje wjed-
nej kopii, co stanowi okoto 0,0022% catkowitej ilosci
genomowego DNA (0,5 pg DNA/genom) [34, 37, 39,
40], DNA komdrek gruczotéw przednych podczas
kolejnych stadidw rozwoju podlega okoto siedemnas-
tu cyklom replikacyjnym bez podziatu komérkowego
[5, 39]. W wyniku tej poliploidyzacji zawartos¢ DNA
w komdrkach gruczotu w 3-cim, 4-tym dniu, V-tego

-5 0. +5 +10 +15
I bmmmeeeee- ! I [
kz
ElL 1 ,
5 T [— - B — 13
r~i I 11 j 11 i J— ok. 17000 pz
C AC ACAC ACACACA
Cap E, [
(B \
88 85 30 2% 2P £ - erson
CAAT TATAAAA | -intron . . .
GCA A - sekwencje kodujgce amorficzny region

C - sekwencje kodujace krystaliczny region
Ryc. 2. Schemat budowy genu fibroiny u B. mon. wg. [3, 30, 36, 41
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ostatniego stadium larwalnego osigga warto$¢ 0,2
pg/komorke (ok. 4 x 105kopii genu fibroiny/komorke)
[39]. Mimo, ze udziat genu fibroiny w catkowitym
DNA komorek gruczotu jest niewielki, O shima
i Suzuki [35] otrzymali klony genu w plazmidzie
pMB9. Jeden z tych klonéw, pFb 29 z insertem
0 diugosci 21 kz, zawiera caty gen fibroiny z flan-
kujacymi sekwencjami na obu koncach. Powtarzalne
sekwencje, stanowigce rdzen czesci kodujacej (ok.
15000 par nukleotyddw), sktadaja sie z co najmniej 10
domen o dl. ok. 1-2 kpz, kodujacych krystaliczny
region fibroiny, przedzielonych krétszymi (0,2 kpz)
sekwencjami, kodujgcymi amorficzny obszar biatka
[41, 42], Ten duzy blok sekwencji oporny na dziatanie
wiekszosci enzymow restrykcyjnych trawiony jest
przez dwie endonukleazy: Alu | i Hpa Il [41], Nato-
miast miejsca rozpoznawane przez takie enzymy re-
strykcyjne jak: Pst I, Bg II, Hinf I, Hind III, Tag
1znajdujg sie jedynie w poblizu koAcéw 5' i 3' genu
fibroinowego [35, 36, 43],

Szczegbtowo zbadano strukture regionu 5 konca
genu fibroiny [30, 36]. Miejsce startu transkrypcji
(nukleotyd +1) zlokalizowano w sekwencji-GCA-
[30], Wspdlng cechg wielu regiondw promotorowych
jest duzy udziat par A:T w ich skladzie [44], Wykaza-
no, ze sekwencje poprzedzajgce 5' koniec genu fibroiny
(miedzy -7 a -119 nukleotydem) sa réwniez b. bogate
w pary A:T (ok. 75%) oraz zawierajg liczne odcinki
oligo(dA) i oligo (dT)[30], W obszarze promotoro-
wym genu fibroinowego wykazano obecno$¢ siedmio-
nukleotydowej sekwencji -TATA AAA- (w pozycji -30
-24) podobnej do tzw. fragmentu Pribnowa -TATE
ATG- [45]. Przyjmuje sie, ze fragment Pribnowa, jest
0g6élnym sygnatem rozpoznawanym przez polimeraze
RNA. Delecja sekwencji -TATA- (pozycja -30 -27)
prawie catkowicie znosi transkrypcje, a bardzo nis-
kiemu jej poziomowi towarzyszy btedne umiejscowie-
nie miejsca startu transkrypcji [46]. Miedzy nukleo-
tydem -88 a -85 znajduje sie sekwencja -CAAT-
odpowiedzialna za podstawowy poziom transkrypcji
[30, 36]. W odlegtosci ok. 200 par nukleotydéw na
lewo od sekwencji -TATAAAA- w rejonie od -238 do
-116 wykazano obecno$¢ sekwencji wzmacniajacych
(ang. enhancer), ktére wptywajg na wydajnos¢ trans-
krypcji niezaleznie od odlegtosci i orientacji w stosun-
ku do miejsca startu transkrypcji [47], Tsujimoto
i Suzuki [30, 36] wykazali obecno$¢ w genie fibroiny
dtugiej (~ 1,0 kpz) sekwencji interweniujgcej (inaczej
intronu), ktoéra przerywa gen w miejscu oddalonym od
koica 5' (na prawo) o ok. 70 par nukleotydow. Kopii
tej sekwencji nie byto w dojrzatym fibroinowym
FmMRNA, co $wiadczy, ze jest ona wycinana podczas
dojrzewania mRNA [48]. Powtarzalne sekwencje ko-
dujacego regionu genu, oddalone sg od 5' konca genu
0 ok. 1100 par nukleotydéw. Sekwencje znajdujace sie
w rejonie potgczenia sekwencji interweniujgcej i kodu-
jacej (intronu z eksonem) odgrywaja wazng role w skta-
daniu pierwotnego transkryptu genu fibroiny [36].
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IV. Biosynteza biatka P25
IV-1. mRNA biatka P25

Analizujac poliadenylowane RNA tylnej czesci gru-
czotu przednego B. mori, w okresie intensywnej syntezy
fibroiny, Couble i wsp. [49] wykazali obecno$¢
dwoch dominujagcych mRNA, ktére stanowity ponad
80% puli catkowitego poli A+ RNA. Jednym z nich byt
FmRNA, natomiast drugi zostat zidentyfikowany jako
mRNA dla biatka P25 [13, 50]. Oba te mRNA
wystepujg w komorce w iloSciach ekwimolarnych [13,
49]. M.cz. mRNA biatka P2 wynosi 4,0-4,2x105
daltonéw (1 100-1 200 nukleotydéw) [13, 51]. Tak wiec
mesenger ten ma nadmiar sekwencji nukleotydowych
(okoto 40%) w stosunku do wielkosci syntetyzowane-
go biatka, sktadajgcego sie z 220 aminokwaséw. Zmia-
ny stezenia mRNA biatka P25 w czasie rozwoju
gruczotéw przednych B.mori sg podobne do tych,
ktére obserwowano w wypadku FmRNA [13, 32, 33,
51], W stadium linienia synteza P25mRNA, podobnie
jak FmMRNA zanika, a 85% jego czasteczek ulega
degradacji. Sladowe ilosci mRNA biatka P25 wy-
krywane wtedy w tylnej czesci gruczotu, wskazujg na
wyzszg stabilno$¢ tego mRNA niz FmMRNA, ktérego
nie wykrywano w okresie linienia [13]. W pigtym
ostatnim stadium rozwoju, obserwowany jest wzrost
zawartosci mMRNA biatka P25 w tylnej czesci gruczotu
od ok. 2 pg/pare gruczotow w 2 dniu do okoto 20
pg/pare gruczotéw w 6-7 dniu, tzn. w okresie snucia
kokonu. Zdaniem Coubla i wsp. [13] duze na-
gromadzanie mRNA biatka P25 podobnie jak
FmMRNA wpigtym ostatnim stadium rozwoju gruczotu
jest mozliwe dzieki intensywnej transkrypcji i wysokiej
stabilno$ci tych mRNA podczas tego stadium.

1V-2. Gen biatka P25

Gen biatka P25 zostat sklonowany i catkowicie
zsekwencjonowany [52, 53]. Skiada sie z 3485 par
nukleotyddw i podobnie jak gen fibroiny wystepuje
w jednej kopii w genomie. Zawiera pie¢ blokdw
sekwencji kodujgcych -eksonéw (5' Et - E5 3'), ktdre
przedzielone sg sekwencjami interweniujgcymi, stano-
wigcymi az '60% catkowitej dtugosci czasteczki genu.
Miejsce startu transkrypcji (nukleotyd + 1) zlokalizo-
wano w obrebie sekwencji -GCA- [52, 53]. W obrebie
promotorowym genu na lewo od 5' konica zlokalizowa-
no sekwencje -TATA- (-32, -29), miejsce rozpoznawane
przez polimeraze RNA II, oraz sekwencje-CAAT-(-90,
-87) ktéra obecna jest rowniez w podobnej pozycji
w genie fibroinowym [52].

W odlegtosci 23 par nukleotydéw od miejsca startu
transkrypcji weksonie E, wykazano obecnos$¢ odcinka
DNA (+ 23, +74) niekomplementarnego z mRNA
biatka P25. Okazato sie, ze ten fragment DNA koduje
peptyd sygnatowy obejmujgcy siedemnascie amino-
kwaséw, w tym trzynascie o charakterze hydrofobo-
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wym (z przewaga waliny i alaniny). Peptydy syg-
natowe, odcinane podczas translokacji umozliwiajg
transport pozostatej czesci czasteczki biatka przez
btone szorstkiego reticulum endoplazmatycznego.
Fragment DNA kodujacy peptyd sygnatowy poprze-
dza sekwencja -CAAC- (+19, +22), ktéra wystepuje
rowniez w genach serycynowych. Rola tej sekwencji
nie jest znana, chociaz wykazano jej obecno$¢ w ob-
szarze 5' kofica wielu genéw owadzich [54]. W poblizu
y koAca genu P25 wykazano obecno$é sekwencji
-AATAAA- (pozycja +3461, +3466) bedacej syg-
natem do poliadenylacji. Gen P25 i gen fibroiny,
znacznie roéznigce sie strukturg, wykazujg wysoki
stopien homologii miedzy sekwencjami flankujgcymi
5 koncéw obu tych gendéw [52].

V. Biosynteza serycyn
V-l. mRNA serycyn

W $rodkowej czesci gruczotu przednego B. mori,
wykazano obecnos$¢ kilkunastu poliadenylowanych
RNA o dtugosci: 10,5; 9,0; 4,0; 2,8; 54; 3,1; 3,5; 2,95
i 0,45 kz, kodujacych biatka typu serycyn [55-57].
Mesengery o dtugosci 10,5, 9,0; 4,0 i 2,8 kz trans-
krybowane sg w postaci wspdlnego wielkoczastecz-
kowego pre-mRNA, ktory nastepnie podlega zrdz-
nicowanemu cieciu i sktadaniu. Gen kodujacy ten duzy
transkrypt zostat okreslony jako Ser-1 [56-58]. Infor-
macyjne RNA kodowane przez gen Ser-1 zawieraja
powtarzalng, sekwencje o diugosci 114 nukleotydow
bogatg w kodony serynowe, oraz majg takie same
sekwencje na 5'i 3" koncach czasteczki [57], Serycyno-
we mMRNA o diugosci 5,4 i 31 kz powstajg rowniez
w wyniku zrdéznicowanego ciecia i sktadania wspdl-
nego transkryptu, produktu genu Ser-2 [57]. Oprocz
tych dwdch gtdwnych ,,grup mRNA serycyn”, pozo-
state trzy mRNA o dtugosci 3,5; 2,95 10,45 kz kodowane
sg przez r6zne geny okre$lone jako MSGS-3, 45 [59].
Serycynowe mRNA s3 syntetyzowane podczas kolej-
nych stadiéw larwalnych natomiast w okresie linienia
synteza zanika [60], W V-tym, ostatnim stadium roz-
woju, nastepuje znaczny wzrost zawartosci tych mRNA
osiggajacy poziom maksymalny ok. 5-tego dnia roz-
woju. Z badan Coubla i wsp. [57] i Michaille
i wsp. [66] wynika, ze w réznych regionach srodkowej
czesci gruczotu przednego sg synteyzowane okreslone
rodzaje serycynowych mRNA. W przedniej czesci
nastepuje synteza mRNA kodowanych przez gen Ser-2
i MSGS-4, w srodkowej przez gen Ser-1i MSGS-3,
natomiast w tylnej czesci syntetyzowane sg krotkie
mRNA. Synteza tych mRNA zalezy nie tylko od
umiejscowienia komérek syntetyzujacych je w gruczo-
le, lecz rowniez od stadium rozwoju gruczotu.

V-2. Geny serycyn
Geny serycynowe Ser-1, Ser-2, MSGS-3,4 i 5zostaty

POSTEPY BIOCHEMII 39(2), 1993

sklonowane i cze$ciowo zsekwencjonowane [56, 59,
61]. Najlepiej poznano strukture genu Ser-1 kodujace-
go cztery mRNA [56, 61]. Gen ten sktada sie z 24000
par nukleotydéw. Podobnie jak gen biatka P25 [52]
i gen fibroiny [39, 40] wystepuje w genomie w jednej
kopii [56]. Gen Ser-1sktada sie z co najmniej 5 odcin-
kéw kodujacych, ktore sg przedzielone intronami [61].
Miejsce startu transkrypcji zlokalizowano w obrebie
sekwencji -GCATAGT-. Sekwencje -GCA- mozna
odnalez¢ w miejscu startu transkrypcji genu fibroiny
[30] i genu biatka P25 [52]. Sekwencja -TATAAAA-,
podobna do tzw. fragmentu Pribnowa zostata zlokali-
zowana miedzy nukleotydami -30, a -24 i znajduje sie
w identycznej pozycji jak w genie fibroiny [30].
W pozycji -90 do -86 genu Ser-1 wykazano obecno$¢
sekwencji -CAAAT-, ktéra wykazuje duze podobienst-
wo do sekwencji -CAAT- wystepujacej w genie fibroiny
w pozycji -88 do -85 [30, 36], a w genie P25 -90 do -87
[52]. Wykazano znaczny stopien homologii miedzy
sekwencjami flankujgcymi 5 kohAcow genow Ser-1
i fibroiny [61]. Gen Ser-2 o diugosci 16200 par
nukleotydéw kodujagcy dwa mRNA, podobnie jak gen
Ser-1 wystepuje w genomie wjednej kopii [57], Zostat
on sklonowany, jednak jego struktura nie jest jeszcze
znana [52] podobnie jak pozostatych gendw serycyn:
MSGS-3,4 i 5 [59],

VI. Czynniki regulujgce synteze biatek
jedwabiu

Przedstawione wyzej dane wskazujg, ze geny kodu-
jace biatka jedwabiu, rézne strukturalnie, moga miec
wspdlne mechanizmy regulacyjne, o czym Swiadczy
bardzo wysoki stopied homologii flankujgcych sek-
wencji na koncach 5' tych gendw. Szczeg6towe badania
strukturalne regionéw korica 5 genéw fibroiny, biatka
P25 i Ser-1 prowadzone przez Hui i wsp. [62]
potwierdzajg te hipoteze. W obrebie proksymalnych
sekwencji promotorowych (do ~100 par nukletydéw
na lewo od miejsca startu transkrypcji) genu fibroiny,
P25i Ser-1 wykazano obecno$¢ sekwencji o wspolnym
rdzeniu: -A/TGTTT- ktdére znajdujg sie w pozycjach:
dla genu fibroinowego -41 TCGAGTTTTGAC -52;

i -80 AGATGTTTATTC -69;
genu Ser-1 -101 CATTGTTTGCAC -89;
genu P75 -89 AATTGTTTCCAC -78,

[62, 63],
Sekwencje te moze rozpoznawac biatkowy czynnik
SGF-1 pochodzacy z ekstraktéw komorkowych tylnej
czesci gruczotow przednych B. mori [62], Wigzanie sie
czynnika SGF-1 z tymi sekwencjami DNA wykazano
dla genu fibroiny i Ser-1. Poniewaz w regionie promo-
torowym genu biatka P25 jak réwniez genu fibroiny
Antheraea yamamai [62], znaleziono podobne sekwen-
cje, wydaje sie bardzo prawdopodobne, ze czynnik
SGF-1 odgrywa znaczacg role w ekspresji gendw
biatek jedwabiu. W odlegtosci ponad 100 par nukleo-
tydow od miejsca startu transkrypcji genu fibroiny,
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Ser-libiatka P25 wykazano obecno$¢ powtarzajgcych
sie sekwencji bogatych w pary A+ T o wspdlnym
rdzeniu -TAAT- idtugosci 10 pz. Sekwencje te wykazu-
jg duze podobienstwo do sekwencji najwiekszej zgod-
nosci (ang. consensus sequence) -TCAATTAAAT- wig-
zacej biatka kodowane przez odcinki mMRNA zwane
homeoboks (ang. homeobox) [62, 64]. Znaleziono je
w wielu genach np. u Drosophila. Wykazano, ze biatka
Drosophila kodowane przez homeoboks, tzw. biatka
ZEN i EVE [65, 66], sa wiagzane przez sekwencje
0 rdzeniu -TAAT- gendéw fibroiny i Ser-1 Wedtug
Hui i wsp. [62] geny kodujgce biatka jedwabiu
moga stanowi¢ grupe genoéw specyficznie reagujacych
z niektérymi biatkami kodowanymi przez homeobok-
sy. Wykazano, ze sekwencje o rdzeniu -TAAT- moga
by¢ rowniez rozpoznawane przez biatkowe czynniki
z ekstraktdw zardwno tylnej, jak i Srodkowej czesci
gruczotéw B.mori, okreslane jako SGF-2; SGF-3
1SGF-4. Do ich wigzania si¢ z DNA konieczna jest
obecno$¢ segmentu -TAAT- [62, 64], Dopiero dalsza
charakterystyka tych czynnikéw pozwoli na okreslenie
ich roli w ekspresji genow biatek jedwabiu. Z badan
Huii wsp. [62] mozna wnioskowac, ze homologicz-
ne sekwencje wykrywane w flankujgcych regionach 5'
koncow gendéw fibroiny, Ser-1i biatka P25 moga byé
odpowiedzialne za wspélng i zsynchronizowang eks-
presje tej grupy gendéw. W komorkach Eukaryota
opisano szereg genow, ktdrych regulacja aktywnosci
zachodzi pod wptywem hormonéw [67, 68]. Sa dane
wskazujace, ze moze to rdwniez dotyczy¢ genéw
kodujgcych biatka jedwabiu [58, 60, 69]. W rozwoju
osobniczym owadéw gtéwng role odgrywajg dwa
hormony: ekdyzon ihormon juwenilny (JH). JH nalezy
do grupy izoprenoiddéw, natomiast ekdyzon jest zwigz-
kiem sterydowym. Ekdyzon jest przeksztatcany
w tkankach owada do 20-hydroksyekdyzonu, ktory
jest bardziej aktywng formg hormonu. Badania Ak ai
i wsp. [69] i Garela [70] wskazujg, ze snucie
jedwabiu kontrolujg hormony. Podanie larwie B. mori
JH w poczatkowym okresie V-tego stadium larwal-
nego powoduje spowolnienie proceséw replikacji,
transkrypcji i translacji w gruczole przednym, a w kon-
sekwencji wydtuzenie stadium larwalnego i wzrost
produkcji jedwabiu o okoto 30%. 20-hydroksyek-
dyzon podany larwie w poczatkowym okresie V-tego
stadium powoduje znaczne obnizenie zawartosci
mRNA serycynowych ifibroiny [59]. Spadek zawarto-
sci tych mRNA w normalnym rozwoju obserwuje sie
wtedy, gdy miano endogennego hormonu jest wysokie.
BadaniaTripoulosa i Samolsa [59] wskazuja,
ze egzogenny 20-hydroksyekdyzon moze wptywaé na
przebieg ciecia i sktadania transkryptow kodujgcych
serycyny. Tak wiec hormony moga by¢jednym z czyn-
nikow regulujgcych ekspresje genéw kodujacych biat-
ka jedwabiu.

Artykut otrzymano 8 marca 1993 r.
Zaakceptowano do druku 22 marca 1993 r.
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Wstep

Drozdze S. cerevisiae od wielu lat uwazane sg za

atrakcyjnego gospodarza dla produkcji heterologicz-
nych biatek tak w celach aplikacyjnych, jak i badaw-
czych. Drozdze, podobnie jak bakterie, sg organiz-
mami jednokomorkowymi, tatwo poddajg sie manipu-
lacjom genetycznym, hodowanie ich jest tanie, a tempo
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wzrostu stosunkowo szybkie. W odr6znieniu jednak
od organizmow prokariotycznych, drozdze z ich eu-
kariotyczng organizacjg struktur i proceséw komor-
kowych sg zdolne do przeprowadzania postransla-
cyjnej obrébki i modyfikacji biatek (glikozylacja, for-
mowanie mostkow dwusiarczkowych). Procesy te cze-
sto sg niezbedne do uzyskania aktywnych biatek
0 natywnej strukturze przestrzennej. Wyodrebnienie
1 charakterystyka mutantow defektywnych w po-
stranslacyjnej obrébce isekrecji homologicznych droz-
dzowych biatek wydzielniczych, takich jak inwerta-
za, fosfataza czy piciowy czynnik a, umozliwity po-
znanie mechanizméw odpowiedzialnych za ich wy-
dzielanie. Genetyczne i biochemiczne dane wykazuja,
ze wewnatrzkomdrkowy transport i sekrecja biatek
z S. cerevisiae zachodzi w sposéb podobny do prze-
biegu tych proceséw w komérkach wyzszych euka-
riontéw. Biatka sa transportowane przez btone re-
tikulum endoplazmatycznego i cysterny aparatu Gol-
giego [1], gdzie ulegajga modyfikacjom, a nastepnie
zamkniete w pecherzykach wydzielniczych transpo-
rtowane sa do btony cytoplazmatcznej i po fuzji
z nig uwalniane.

Potranslacyjna obrébka i modyfikacje zachodzace
w trakcie transportu heterologicznych biatek przez
drozdzowg ,,droge wydzielnicza”, poza wptywem na
strukture przestrzenna, umozliwiajg prawidtowe ufor-
mowanie aminowego korica rekombinacyjnych biatek.
Wydzielanie produktéw ekspresji klonowanych ge-
néw na zewnatrz komdérek moze zapobiegac¢ ich tok-
sycznemu dziataniu na komérki oraz zdecydowanie
upraszcza procedury czyszczenia biatek.

I1. Drozdzowe wektory ekspresyjne

Narzedziami umozliwiajacymi ekspresje heterolo-
gicznych genow isekrecje ich produktow sg odpowied-
nie drozdzowe wektory ekspresyjne. Wektory te sg
konstruowane w oparciu o wektory drozdzowe dziela-
ce sie na dwie gtéwne kategorie: 1) integracyjne, nie
posiadajgce wiasnego replikonu i utrzymujace sie
w komorce dzieki integracji do chromosomu i 2)
autonomiczne, replikujace sie niezaleznie do chromo-
somu. Wektory autonomiczne, najczeséciej stosowane
do konstrukcji drozdzowych wektoréw ekspresyjnych
dzieli sie na: a) pochodzgce od endogennego 2pm
plazmidu drozdzowego (YEp-yeast episomal plasmid)
wystepujace w komoérce w 20-60 kopiach [2], b) oparte
na drozdzowych sekwencjach chromosomalnych be-
dgcych miejscami startu replikacji ARS (autonomously
replicating sequence) — plazmidy te wystepujg w ko-
moérkach w 5-10 kopiach, ale pozbawione mechanizmu
segregacji podczas mejozy sg bardzo niestabilne [2, 3],
¢) ARS/CEN, plazmidy centromerowe czyli posiadaja-
ce dodatkowg sekwencje centromerowg CEN-zacho-
wujg sie w czasie mejozy jak minichromosomy, sg wiec
stosunkowo stabilne, wystepuja w 1-2 kopiach na
komorke [4], Niezbednymi elementami wektorow sa
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drozdzowe markery umozliwiajace selekcje komérek
niosacych plazmid oraz sekwencje niezbedne do re-
plikacji i selekcji w E. coli.

Cze$¢ plazmidu, zwigzang bezposrednio z ekspresjg
klonowanej sekwencji kodujgcej, okresla sie¢ mianem
kasety ekspresyjnej. Jednym z jej elementow jest
promotor kierujgcy transkrypcjg klonowanego genu.
Cechy charakteryzujgce poszczegdlne promotory to
ich sita i mozliwos$ci regulowania inicjowanej przez nie
transkrypcji (indukcyjnos$¢). Pozostate sktadniki kase-
ty ekspresyjnej to sekwencja kodujgca klonowanego
genu podigczona do promotora badZz bezposrednio,
badz przez sekwencje peptydu wyprowadzajgcego (li-
dera) oraz sekwencje terminujgce transkrypcje DNA.

I1l. Peptydy wyprowadzajgce

Peptydy wyprowadzajgce (lidery) to klasa specyficz-
nych amino-terminalnych sekwencji peptydowych od-
powiedzialnych za wewngtrzkomoérkowy transport
biatek i ich wydzielanie. Sa czeScig sktadowg prekur-
sorow biatek wydzielniczych, tak bakterii, jak i komo-
rek eukariotycznych. Znanych jest pond 200 sekwencji
wyprowadzajgcych. Ustalono najwazniejsze elementy
ich struktury: sktadajg sie z zasadowego regionu
N-terminalnego, centralnego regionu hydrofobowego
i bardziej polarnego regionu C-terminalnego [5],
zawierajgcego sekwencje rozpoznawane przez protea-
zy biorgce udziat w obrdbce potranslacyjnej biatka
prekursorowego.

S. cerevisiae wydzielajg do peryplazmy badZ na
zewnatrz komérek tylko kilka biatek. llosci wydziela-
nej inwertazy, czynnika a i kwasnej fosfatazy wynoszga-
ce mniej niz 100 mg w litrze podtoza hodowlanego [6,
7, 8] w poréwnaniu z mozliwio$ciami wydzielniczymi
innych organizmow sg ograniczone. Dla przykiadu
Aspergillus niger wydziela kilka graméw glukoamyla-
zy na litr hodowli [9], a Bacillus subtilis podobne ilosci
a-amylazy [10]. S. cerevisiae okazaty sie jednak or-
ganizmem zdolnym do wydajnej sekrecji wielu hetero-
logicznych biatek. Niezbednym warunkiem dla sek-
recji obcych biatek jest to, aby peptyd wyprowadzajacy
byt prawidtowo rozpoznawany w komoérkach droz-
dzowych. Mimo, ze mechanizmy transportu i obrobki
potranslacyjnej biatek sg ewolucyjnie zachowane przez
wiele organizmow, nie wszystkie lidery pochodzace
z innych gatunkoéw prawidtowo funkcjonujg w S.
cerevisiae [11-13]. Z drugiej strony z powodzeniem
poddawano ekspresji w S. cerevisiae geny licznych
prekursoréow heterologicznych biatek. Naturalnie wy-
stepujgce w tych biatkach lidery zapewniaty prawid-
towy transport isekrecje oraz obrébke potranslacyjng
(np. glukoamylaza z A. niger [14], ludzki trzustkowy
wydzielniczy inhibitor trypsyny, [15] czy a-amylaza
ludzkiej $liny [16]). Sekrecje heterologicznych biatek
z S. cerevisiae mozna takze uzyskaé stosujgc homo-
logiczne peptydy wyprowadzajgce pochodzgce z pre-
kursorow wydzielniczych biatek drozdzowych, takich
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jak inwertaza [ 13] czy kwasna fosfataza [ 17] lub lidery
pochodzace z innych gatunkéw drozdzy, np. lider
toksyny z Kluyveromyces lactis (ang. killer toxin) [18],
czy zmutowany lider a-glukoamylazy z S. carlsbergen-
sis [19]. Najczesciej jednak stosowany jest lider po-
chodzacy z prekursora drozdzowego czynnika picio-
wego ¢ S. cerevisiae.

IV. Czynnik piciowy a — synteza, obrobka
potranslacyjna

Czynnik a jest peptydem skitadajgcym sie z 13
aminokwaséw, wydzielanym przez haploidalne ko-
morki typu piciowego ¢, niezbednym dla efektywnej
koniugacji miedzy haploidalnymi komorkami typu
aia, aw konsekwencji, tworzenia form diploidalnych.
Genom S. cerevisiae zawiera dwa geny kodujgce
prekursorowe biatko czynnika a [20, 21]. Wiekszy
znich (M Fa 1) koduje 165 aminokwasowy polipeptyd
(pre-pro a-factor, gdzie sekwencja oznaczona mianem
pre-pro odpowiada sekwencji lidera) zawierajagcy 19
aminokwasowy pre-region (sekwencja sygnalna) i 64
aminokwasowy pro-region z trzema potencjalnymi
miejscami N-glikozylacji [22]. Za liderem nastepuja
4 powtdrzenia sekwencji aminokwasowych dojrzatego
czynnika a, z ktérych kazda poprzedzona jest krotkim
peptydem rozdzielajgcym o sekwencji Lys-Arg-
-(Glu/Asp-Ala)23 Drugi gen czynnika a (MFa 2)
koduje biatko prekursorowe zawierajgce tylko 2 jed-
nostki czynnika ¢ . Lider i peptydy rozdzielajgce zawie-
rajg sekwencje aminokwasowe stanowigce sygnaty do
specyficznej proteolizy i sekrecji czynnika <. (Ryc. 1).
W obrébce potranslacyjnej biorg udziat 4 rézne en-
zymy proteolityczne: 1) sygnalna peptydaza hydro-
lizujgca wigzanie miedzy 19 a 20 aminokwasem sek-
wencji liderowej, 2) endoproteinaza (kodowana przez
gen KE X2)tnaca od karboksylowego konca sekwencji
Lys-Arg peptydu rozdzielajgcego, 3) dipeptydyloami-
nopeptydaza (produkt genu STE13) usuwajgca pozo-

A miejsca N glikozylacji sekwencja rozdzielajgca

S T T T
? S S

sygnalna peptydaza

endoproteinaza - produkt genu KEX2

B

CluA/a Asp Alo G/luA/a Trp His Trp Leu Gin Leu Lys Pro Gly Gin Pro Met Tyr LysArg

dipeptydylo aminopeptydaza —
produkt genu STE13

karboksypeptydaza -
produkt genu KEX1

Ryc. 1 A. Schemat prekursora czynnika o z zaznaczonymi miejs-

cami N-glikozylacji i proteolitycznej obrébki prowadzonej
przez sygnalng pcptydaze i endoproteinaze-produkt genu
KEX2.
B. Sekwencja aminokwasowa pojedynczej jednostki czyn-
nika a otrzymanej po trawieniu endoproteinaza kodowana
przez gen KEX2 z zaznaczonymi miejscami proteolitycz-
nego ciecia przez produkty genéw STE13 i KEX1.
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state aminokwasy sekwencji rozdzielajgcej od N-konca
kazdej powtarzalnej jednostki czynnika ¢y 4) karbok-
sypeptydaza (kodowana przez gen KEX1) usuwajgca
arginine i lizyne z COOH-konhnca czynnika <1 po-
wstatego z trzech pierwszych jednostek [23].

Biatko-prekursor czynnika a (pre-pro a-factor) prze-
chodzac klasyczng droge wydzielniczag w pierwszym
etapie przemieszczane jest do retikulum endoplazma-
tycznego, gdzie po usunieciu sekwencji sygnalnej staje
sie czynnikiem pro-a. Do trzech miejsc N-glikozylacji
pro-regionu dotgczany jest rdzen oligosacharydowy.
Modyfikacja rdzenia oligosacharydowego zachodzi
w aparacie Golgiego poprzedzajac dziatanie enzymoéw
proteolitycznych. Powstaty w efekcie obrobki potrans-
lacyjnej dojrzaty czynnik < szybko jest wydzielany na
zewnatrz komadrek (egzocytoza) [24],

V. Konstrukcja uktadow do sekrecji hetero-
togicznych biatek wykorzystujacych wy-
dzielniczy system czynnika a

Pierwsze doniesienia o zastosowaniu wydzielnicze-
go systemu czynnika ptciowego « do sekrecji biatek z S.
cerevisiae pojawity sie w latach 1983-84. Erm i wsp.
[25] wykazali, ze produkt ekspresji hybrydowego genu
powstatego w wyniku potgczenia sekwencji kodujgcej
lider czynnika ¢ : sekwencjg kodujacg drozdzowy
enzym inwertaze (z zachowaniem ramki odczytu lide-
ra) podlegat prawidtowej obrébce potranslacyjnej
(usuwanie segmentu hybrydowego biatka pochodzgce-
go z pre-pro sekwencji czynnika a) i byt wydzielany do
przestrzeni peryplazmatycznej. W pracy Billera
[26] opisane zostaly pozytywne wyniki ekspresji i sek-
recji do podtoza hodowlanego produktéw ekspresji
fuzji sekwencji kodujacej lider czynnika <. syntetycz-
nymi genami kodujacymi heterologiczne dla drozdzy
biatka P-endorfine i analog ludzkiego interferonu c.
Od tej pory w S. cerevisiae poddawano ekspresji wiele
roznych heterologicznych gendw korzystajgc z fuzji
klonowanego genu z sekwencjg liderowg czynnika
¢1 [27-30]. W wiekszos$ci wydzielanych produktéw
formowaty sie natywne mostki dwusiarczkowe, a po-
wstajagce biatka wykazywaty biologiczng aktywnosé.
Poniewaz wiadomo, iz w retikulum endoplazmatycz-
nym wystepuje enzym izomeraza dwusiarczkowa [31],
uczestniczacy w procesie tworzenia mostkdw dwusiar-
czkowych w homologicznych biatkach drozdzowych,
przypuszcza sie, ze bierze on takze udziat w po-
wstawaniu mostkéw dwusiarczkowych w biatkach
heterologicznych.

Istotnym problemem zwigzanym z produkcjg hete-
rologicznych biatek w S. cerevisiae jest to, aby uzys-
kane rekombinacyjne biatko posiadato cechy biatka
natywnego, a wiec prawidtowga sekwencje aminokwa-
sowg, natywng strukture przestrzenng i w konsekwen-
cji aktywnos$¢ biologiczng identyczng z aktywnoscia
biatka natywnego. Czynnikiem decydujgcym o zgod-
nosci sekwencji aminokwasowej biegngcej od N-konca

113



biatka rekombinacyjnego z sekwencja produktu natu-
ralnego jest sposo6b potgczenia klonowanego genu
z sekwencjg peptydu wyprowadzajgcego. W efekcie
ekspresji hybrydowego genu powstatego w wyniku
fuzji sekwencji kodujacej lider czynnika a z syntetycz-
nym genem ludzkiego czynnika wzrostowego komoé-
rek epidermalnych (hEGF) wiekszo$¢ wydzielanego,
biologicznie aktywnego produktu zawierata na swoim
koncu aminowym sekwencje (Glu-Ala)3 pochodzaca
z peptydu rozdzielajgcego. Sugeruje to, ze ilo$¢ kodo-
wanej przez gen STE13 dipeptydyloaminopeptydazy
obecnej w komdrce jest niewystarczajgca dla prawid-
towej obrobki duzej ilosci hybrydowego biatka. Po
usunieciu z fuzji genowej kodonéw peptydu rozdziela-
jagcego (metodg mutagenezy in vitro) otrzymano doj-
rzaty hEGF o prawidtowej sekwencji aminokwasowej
korica NH2 [32], Zaréwno w przypadku hEGF, jak
i wielu innych biatek rekombinacyjnych wykazano iz
obecnos¢ sekwencji (Glu-Ala)3 peptydu rozdzielajace-
go nie wptywa na dziatanie endopeptydazy kodowanej
przez gen KEX2. Z tego wzgledu w konstrukcji
wektorow stuzacych do ekspresji i sekrecji hetero-
logicznych biatek z wykorzystaniem lidera drozdzowe-
go czynnika a najczesciej usuwano sekwencje peptydu
rozdzielajgcego. Istniejg jednak dane wykazujgce, ze
nie wszystkie hybrydowe biatka pozbawione peptydu
rozdzielajgcego sa dobrym substratem dla proteazy
kodowanej przez gen KEX2. Efekt taki opisano bada-
jgc ekspresje fuzji genowej sekwencji kodujgcej lider
czynnika a, konczacy sie kodonami Lys-Arg z genem
INF-conl. Wydzielany, hiperglikozylowany produkt
nie podlegat prawidtowej obrdbce potranslacyjnej.
Natomiast po ekspresji podobnej fuzji zawierajgcej
sekwencje peptydu rozdzielajgcego gtéwnym produk-
tem sekwencji byt dojrzaty IFN [33].

Drozdzowy system obrobki potranslacyjnej prekur-
sorow hiatek, w ktérym bierze udziat proteaza kodo-
wana przez gen KEX2, stosowano takze do sekrecji
heterologicznych biatek potgczonych z innymi niz lider
czynnika piciowego a peptydami wyprowadzajgcymi
[34, 35],

V1. Glikozylacja

Innym z proceséw modyfikacji prekursoréw biatek
w S. cerevisiae jest glikozylacja zachodzgca podczas
syntezy biatek w retikulum endoplazmatycznym ipod-
czas ich transportu poprzez aparat Golgiego. Syg-
natem dla glikozylacji asparaginy jest sekwencja ami-
nokwasowa Asn-Xaa-Ser/Thr, pod warunkiem, ze jest
ona sterycznie dostepna dla enzymoéw glikozylujacych.
Sygnat ten jest silnie zachowany ewolucyjnie od droz-
dzy do ssakéw. Chociaz rdzen (core) oligosacharydo-
wy dotgczany do Asn jest podobny lub identyczny
w komoérkach drozdzowych i zwierzecych, to modyfi-
kacje rdzenia roznig sie znaczaco. W drozdzowych
glikoproteinach przeznaczonych do sekrecji (np. kwas-
na fosfataza) do rdzenia dodawane sg zewnetrzne
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tancuchy cukrowe sktadajace sie z 50 lub wiecej
mannoz, podczas gdy u ssakoéw do rdzenia oligo-
sacharydowego dotgczane sg 3 mannozy podstawiane
przez kwas sialowy, galaktoze i N-acetyloglukozoami-
nel [36]. Heterologiczne glikoproteiny wytwarzane
w S. cerevisiae czesto sg hiperglikozylowane (zawierajg
nieobecne w biatkach natywnych tancuchy cukrowe).
Hiperglikozylacja najczesciej nie wptywa na ich bio-
logiczng aktywno$¢ in vitro [37], ale w przypadku
biatek o znaczeniu farmakologicznym moze zmieniaé
ich whasciwosci immunogenne. Sposobem nazminima-
lizowanie réznic miedzy biatkami produkowanymi
przez drozdze, a ich naturalnymi odpowiednikami jest
zastosowanie do sekrecji szczepéw drozdzowych nio-
sgcych mutacje w genach odpowiadajacych za glikozy-
lacje. Moir i Dumias [38] poréwnywali strukture
ludzkiej antytrypsyny al (al-AT) wydzielanej przez
szczepy drozdzowe niosgce dziki lub zmutowany gen
mnn9. Mutacja ta blokuje dodawanie zewnetrznych
tancuchéw mannozy do rdzenia oligosacharydowego
[39], Wydzielana przez szczep dziki (MNN9) al-AT
bedagc mieszaning glikoprotein o wigkszej masie czas-
teczkowej niz biatko natywne, wykazywata zmieniong
ruchliwo$é¢ elektroforetyczng. Heterogenno$¢é pro-
duktu wynika z r6znej dtugosci dotgczanego tafcucha
weglowodanowego. Produkt wydzielany przez komor-
ki niosace mutacje byt homogenny i charakteryzowat
sie ruchliwoscig elektroforetyczng bardzo zblizong do
ruchliwosci naturalnej al-AT.

Lista heterologicznych glikoprotein wydzielanych
przez drozdze do Srodowiska jest bardzo dtuga. Lidery
kierujgce te biatka do sekrecji sg pochodzenia badz
drozdzowego, np. lider czynnika pitciowego a (mu
GM-CSF [40], bydleca Interleukina 2 [41]), czy lider
inwertazy (ludzka a-1 antytrypsyna, [38]), badZ sg
natywnymi liderami biatek ssakéw (glukoamylaza,
[14]). Wyniki Sleepa i wsp. [34] uzyskane przy
klonowaniu albuminy surowicy ludzkiej wskazujg, ze
obecnos$¢ lub brak w liderach sekwencji podlegajacych
glikozylacji nie wptywa na poziom sekrecji hetero-
logicznego biatka.

VIl. Czynniki wplywajgce na wydajnos¢ se-
krecji

VI1I-1. Wydajnos$¢ ekspresji klonowanego genu

Wydajnos$¢ sekrecji heterologicznych biatek z S.
cerevisiae uzaleznionajest miedzy innymi od pojemno-
§ci drozdzowej ,drogi wydzielniczej”. Jezeli ilos¢ po-
wstatego w komoérce biatka jest wieksza niz zdolno$é
komorki do jego transportu i obrobki potranslacyjnej,
wytwarzane biatka w niktym stopniu uwalniane sg na
zewnatrz, a produkt ekspresji gromadzony jest we-

1 Przebieg procesu glikozylacji i obrobki reszt cukrowych
w aparacie Golgiego byt tematem artykutu przeglagdowego
G. Palamarczyk (1987) Post Biochem 33, 297-307.
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wnatrz komorek. Taka akumulacja hamuje tempo
wzrostu i obniza zywotno$é komorek, obniza liczbe
kopii plazmidu i jego stabilnos¢ [13, 17]. Dlatego
wazne jest, by liczba kopii plazmidu i sita promotora,
ktére w duzym stopniu odpowiadajg za wydajnos¢
ekspresji, zapewniaty réwnowage pomiedzy wytwarza-
niem biatka i jego wydzielaniem. Scista regulacja
ekspresji heterologicznych genéw przez regulowane
promotory polegajgca na indukcji ekspresji genu w od-
powiedniej fazie wzrostu, lub przy odpowiedniej gesto-
$ci hodowli pozwala unikngé ewentualnego toksycz-
nego wptywu produktu na komorki drozdzy.

Elliot i wsp. [42] klonujagc gen kodujacy ludz-
ka erytropoetyne (EPO), badali wptyw poziomu eks-
presji na wydajno$¢ sekrecji biatka. Wykazali, ze
zmniejszenie wydajnosci sekrecji dojrzatego biatka
przy nasileniu ekspresji genu spowodowane jest osta-
bieniem skutecznosci obrobki potranslacyjnej prze-
prowadzanej przez proteaze kodowang przez gen
KEX2. Odsetek w petni dojrzatej EPO wydzielanej
przez komorki drozdzowe byt mniejszy w systemie
zapewniajacym wysokg ekspresje (wielokopijny wek-
tor oparty na 2 pm DNA) niz w ukladzie deter-
minujacym niski poziom ekspresji (plazmid centro-
merowy wystepujacy w matej ilosci kopii). Sekrecja
wytwarzanej na wysokim poziomie EPO limitowana
jest takze na etapie transportu przez droge wydziel-
niczg. Badanie ekstraktow komorkowych wykazato, ze
gromadzona w komérkach EPO gtéwnie akumulowa-
na jest w retikulum endoplazmatycznym, a wiec naj-
prawdopodobniej uposledzony jest etap transportu
z retikulum endoplazmatycznego do aparatu Gol-
giego.

VII-2. Peptydy wyprowadzajace

Na wydajnos¢ sekrecji heterologicznych biatek z S.
cereuisiae moze mie¢ wptyw rodzaj uzytego peptydu
wyprowadzajgcego. Moze on takze wptywac najakos¢
otrzymanego produktu okre$lang przez stopien jego
jednorodnosci. W wyniku zastosowania 5 réznych
peptydéw liderowych do sekrecji tego samego biatka
- albuminy surowicy ludzkiej (HSA) uzyskano efek-
tywne wydzielanie badanego biatka (od 20 do 55 mg
w litrze poditoza hodowlanego), przy czym obser-
wowano r6znice w wydajnosciach w zaleznos$ci od
uzytego lidera. Najlepsze wyniki uzyskano stosujgc
dwa hybrydowe lidery zawierajgce 1)cze$¢ pre-regionu
HSA, 2) fragment pre-regionu toksyny kilerowej Kluy-
veromyces lactis potgczone z fragmentem lidera czyn-
nika a zawierajacym sekwencje rozpoznawane przez
proteaze kodowang przez gen KEX2. Nieco nizsza
wydajnos$é sekrecji uzyskano stosujac naturalny pep-
tyd wyprowadzajgcy HSA lub lider czynnika a, najniz-
szg stosujgc lider toksyny kilerowej. Gtowng frakcje
izolowanych z podtoza hodowlanego biatek stanowita
dojrzata albumina. Oprdcz niej obserwowano jednak
produkt o mniejszej masie czgsteczkowej, wystepujacy
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w réznej proporcji w zalezno$ci od zastosowanego
lidera. Jest on fragmentem HSA konczacym sie na 403
lub 409 aminokwasie albuminy sktadajgcej sie z 585
aminokwas6w. Mechanizm prowadzacy do tworzenia
sie tego fragmentu nie jest jasny. Autorzy sugeruja, ze
réznice w zwijaniu sie czasteczek wynikajace ze stoso-
wanego lidera mogg powodowaé rézng wrazliwosé
biatka na wewngatrzkomdrkowe enzymy proteolitycz-
ne, a w konsekwencji sg powodem r6znego stopnia
heterogennos$ci otrzymanego produktu [34]. Zalez-
nos¢ wydajnosci sekrecji od stosowanych peptydow
wyprowadzajacych opisano takze w przypadku pro-
dukcji biatek, takich jak np. tkankowy aktywator
plazminogenu tPA [17] lub wieprzowa trzustkowa
fosfolipaza A2 [43], a takze HSA [44],

Sekwencje wyprowadzajgce nie zawsze réwnie wy-
dajnie kierujg sekrecjg réznych heterologicznych bia-
tek. Wydaje sie wiec, ze pewne cechy dojrzatych biatek,
a w szczegolnosci charakter sekwencji aminokwasowej
regionu N-terminalnego ma wptyw na funkcje peptydu
wyprowadzajgcego. Zmiana sktadu aminokwasowego
w regionie N-terminalnym ludzkiego lizozymu polega-
jaca na wprowadzeniu aminokwaséw polarnych inio-
sgcych tadunek ujemny powoduje nieprawidtowe zwi-
janie sie biatka i przez to obniza sekrecje, natomiast
wprowadzenie aminokwaséw z tadunkiem dodatnim
upos$ledza translokacje biatka prekursorowego przez
membrane. Zamiana pierwszego aminokwasu lizozy-
mu lizyny na proling utrudnia odcinanie peptydu
wyprowadzajgcego [45].

V11-3. Rodzaj wektora

Problem zwiekszenia wydajnosci sekrecji rekom-
binacyjnych biatek z S. cerevisiae moze by¢ rozwiazy-
wany przez zmiane wektorow ekspresyjnych lub ich
sktadnikéw. Zwiekszenie wydajnosci ekspresji klono-
wanego genu osiggane przez podwyzszenie ilosci kopii
plazmidu lub zmiane promotora moze mie¢ pozytyw-
ny wptyw na ilo$¢ otrzymanego produktu [44, 46-48].

Smith i wsp. [13] klonujac gen kodujacy cieleca
prochymozyne udowodnili, ze efektywno$¢ sekrecji
prochymozyny moze byé regulowana przez zastoso-
wanie wektora integracyjnego. Integracja kilku kopii
jednostki transkrypcyjnej (zawierajgcej promotor oraz
klonowany gen potaczony z sekwencja kodujgca lider
kierujacy sekrecjg biatka) do chromosomu drozdzowe-
go powodowata czterokrotne zwiekszenie iloSci wy-
dzielanej prochymozyny w poréwnaniu ze szczepem
zawierajagcym takg samg jednostke zrekombinowang
z plazmidem wystepujacym w wielu kopiach, mimo iz
poziom ekspresji genu w obu przypadkach byt porow-
nywalny. Mechanizm prowadzacy do podwyzszenia
poziomu sekrecji nie jest znany. Autorzy sugerujg, ze
ekspresja genu zlokalizowanego na plazmidzie wielo-
kopijnymjest bardziej zsynchronizowana niz ekspresja
jego kopii rozsianych po drozdzowym genomie
i w konsekwencji pulsowe uwalnianie duzej iloci
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produktu powoduje ,przesycenie” drogi wydzielniczej
obnizajace poziom sekrecji.

Dodatkowg zaletg whudowania zrekombinowane-
go genu do chromosomu jest wysoka stabilno$¢ sys-
temu ekspresyjnego. W przypadku klonowania genu
kodujagcego MU GM-CSF [49] poprzez integracje ka-
sety ekspresyjnej do chromosomu drozdzowego, po 30
generacjach nie zaobserwowano segregacji plazmidu
z komorek. Taka stabilno$¢ znosi ograniczenia w ho-
dowli zwiagzane z konieczno$cig stosowania presji se-
lekcyjnej dla utrzymania plazmidu i umozliwia prowa-
dzenie hodowli w bogatym poditozu, w ktérym drozdze
rosng szybciej i do wyzszej gestosci. Jest to bezposred-
nia przyczyna otrzymania wiekszej ilosci wydzielanego
biatka (MU GM-CSF) w bogatym podtozu hodow-
lanym w stosunku do podtoza selekcyjnego.

YTI-4. Szczepy drozdzowe

Jednym ze sposobOw podwyzszenia poziomu wy-
dzielania heterologicznych biatek byto poszukiwanie
szczepOw drozdzowych charakteryzujacych sie zwiek-
szong zdolnoscig do ich sekrecji. Smith i wsp. [13]
wyizolowali mutanty S. cerevisiae (nazwane ssc) wy-
dzielajgce proporcjonalnie wiecej produkowanej we-
wnatrz komadrek prochymozyny niz szczep dziki. Pod-
wyzszenie poziomu sekrecji rekombinacyjnego biatka
przez mutanty ssc nie jest zalezne od zastosowanego
uktadu ekspresyjnego — podobny efekt obserwowano
stosujac rézne promotory i lidery, jak i integracje
jednostki transkrypcyjnej do chromosomu. Mutacja
ssc wydajnie podnosi poziom sekrecji innych hetero-
logicznych biatek takich jak ludzka prourokinaza
(u-PA) czy ludzki aktywator tkankowy (t-PA), a zdru-
giej strony nie ma wptywu na wydajnos$¢ wydzielania
a-1 antytrypsyny [50], Poszukiwano takze innych
mutantéw S. cerevisiae o podwyzszonym poziomie
sekrecji wytwarzanego biatka. Szczep niosacy mutacje
osel wydzielat 12-15 razy wiecej mysiej alfa-amylazy
niz szczep dziki [51]. Poziom sekrecji ludzkiego lizozy-
mu przez inny szczep z mutacjg ssll byt dziesieciokrot-
nie podwyzszony wzgledem szczepu dzikigo [52].
Réwniez szczepy fenotypowo dzikie pod wzgledem
zdolnosci do sekrecji r6znig sie miedzy sobg wydajnos-
cig wydzielania produktéw ekspresji klonowanych
genow.

V11-5. Podtoza hodowlane

Dodatkowym elementem mogacym mieé¢ wpltyw na
ilos¢ wydzielanego biatka sg warunki hodowania zre-
kombinowanych szczepdéw drozdzowych. Wzbogace-
nie standardowego minimalnego podtoza przez doda-
nie hydrolizatu kazeiny spowodowato znaczace pod-
wyzszenie poziomu sekrecji ludzkiego hormonu przy-
tarczycznego [29], Podobny skutek osiggnieto dla
(3-galaktozydazy z E. coli uzupetniajgc podioze eks-
traktem drozdzowym i peptonem [53]. Przy wzboga-
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caniu podtoza trzebajednak mie¢ na uwadze obnizenie
stabilno$ci plazmidu na skutek ewentualnego braku
presji selekcyjnej.

VIIl. Podsumowanie

Sekrecja heterologicznych biatek z S. cerevisiae jest
uzyteczng i szeroko stosowang metodg w produkcji
biatek zaréwno do celéw badawczych, jak i stosowa-
nych. Jednakze obszerna literatura dotyczgca tego
problemu, jak dotgd nie ttumaczy réznic w skuteczno-
Sci obrobki potranslacyjnej czy w poziomie sekrecji
uzyskiwanym dla réznych biatek. Czynniki majace
wptyw na wydajng ekspresje i sekrecje to miedzy
innymi liczba kopii wektora, indywidualna charak-
terystyka zastosowanego promotora, stabilnosé
MmRNA, rodzaj lidera i szczep drozdzowy. Lista ta musi
by¢ uzupetniona o badania wtasciwosci hybrydowego
biatka podlegajagcego obrébce potranslacyjnej i sek-
recji oraz jego interakcji ze sktadnikami drozdzowego
aparatu wydzielniczego.

Wydajnos¢, z jakg drozdze S. cerevisiae wydzielajg
heterologiczne biatka do podtoza hodowlanego, waha
sie od kilkunastu mikrograméw w 1 1 podtoza (np.
ludzka interleukina 5 [54]) do kilkudziesieciu mili-
gramow (np. HSA [44]). Najczesciej jednak uzyskuje
sie kilka miligraméw rekombinacyjnego biatka z 1litra
podtoza hodowlanego. Niskie wydajnosci sekrecji he-
terologicznych biatek z S. cerevisiae a takze stopniowe
gromadzenie wiedzy z zakresu fizjologii i genetyki
innych gatunkéw drozdzy oraz rozwdj technik trans-
formacji umozliwity rozszerzenie badan nad ekspresja
i sekrecjg obcych biatek na takie gatunki drozdzy jak
Hansenula polymorpha, Kluyveromyces lactis, Pichia
pastoris, Schizosaccharomyces pomhe, Schwanniomyces
occidentalis i Yarrowia lipolytica. Poréwnanie wydaj-
nosci sekrecji rdznych biatek z S. cerevisiae i z alter-
natywnych systeméw drozdzowych wykazuje, ze or-
ganizmy te sg czesto bardziej produktywne [55],
Dlatego tez w coraz wiekszym stopniu stajg sie one
obiektem zainteresowania badaczy, a przede wszyst-
kim koncernow biotechnologicznych nastawionych na
bardzo wydajna i tanig produkcje rekombinacyjnych
biatek o znaczeniu handlowym.

Artykut otrzymano 11 lutego 1993 r.
Zaakceptowano do druku 23 marca 1993 r.
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l. Wstep

Poliaminy — putrescyna*, spermidyna ispermina sg
alifatycznymi polikationami z odpowiednio 2, 3i4 ta-
dunkami dodatnimi w fizjologicznym pH (Ryc. 1)
Poliwalencyjno$é tych prostych amin sprawia, ze in
vivo sg one w wiekszosci odwracalnie zwigzane z ko-
maérkowymi anionami, a wiec z kwasami nukleinowy-
mi, biatkami i fosfolipidami. Niestabngce od kilkunas-
tu lat zainteresowanie poliaminami wigze sie z istotng
rolg tych zwigzkow w podstawowych procesach za-
chodzacych w komérce [1-4]. Poliaminy wplywajg
zaréwno na proliferacje komorek, jak iich wzrost oraz
réznicowanie, jednak mechanizm ich dziatania na
poziomie molekularnym pozostaje nie catkowicie wy-
jasniony. Ostatnio zwrdcono uwage na nowy aspekt
metabolizmu poliamin, ktére w tkankach i ptynach
ustrojowych obecne sg nie tylko jako polikationy, ale
moga by¢ réwniez nieodwracalnie inkorporowane do
biatek w procesie posttranslacyjnym katalizowanym
przez transglutaminazy (TG) [5, 6]. Kowalencyjne
zwigzanie poliamin z biatkami, prowadzgce do modyfi-
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Ryc. 1. Wzory poliamin

* putrescyna, chociaz jest diaming, zwyczajowo zaliczana
jest do poliamin
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kacji ich wiasciwosci i funkcji biologicznych, oraz
wynikajace z tego konsekwencje dla funkcjonowania
komdrki, a takze funkcjonalna rola TG w komor-
kowych procesach, sg przedmiotem tego opracowania.

Il. Reakcje katalizowane przez
transglutaminazy; poliaminy jako
fizjologiczne substraty transglutaminaz

Transglutaminazy (EC 2.3.2.13, R-glutaminylopep-
tyd: amino y-glutamylotransferaza), spokrewnione
z proteazami, katalizujg zalezng od wapnia reakcje
przeniesienia grupy acylowej, w ktérej grupa y-kar-
boksyamidowa zwigzanej peptydowo glutaminy jest
donorem acylu, a | rzedowa grupa aminowa pep-
tydowo zwigzanej lizyny — akceptorem acylu. Role
akceptora grupy acylowej moze réwniez grac in vitro,
a takze jak wykazano ostatnio in vivo, | rzedowa grupa
aminowa poliaminy czy monoaminy [7-9], (Ryc. 2).

U h2)2-F h + R" NH2" j - (CH2p™ir

BIALKO 2 BIALKO N H

I
R

Ryc. 2. Reakcja katalizowana przez transglutaminazy

Opisany zostat mechanizm tej reakcji, w kt6rej nie-
zwykte reaktywna grupa tiolowa cysteiny z centrum
aktywnego enzymu reaguje z grupg y-karboksyamido-
wa reszty glutamylowej biatka tworzac intermediat
acyl-enzym, ktéry z kolei jest przedmiotem ataku
nukleofilowego | rzedowej aminy (RNH2).

W rezultacie reakcji katalizowanej przez TG tworzy
sie badz wiazanie izopeptydowe glutamylolizynowe
prowadzace do sieciowania biatka, badZ tez wigzanie
y-glutamyloaminowe, ktérym | rzedowa amina zostaje
nieodwracalnie zwigzana z biatkiem.

Transglutaminazy rdznig sie specyficznoscig w sto-
sunku do obydwu substratéw biorgcych udziat w reak-
cji. Cechuje je wysoka selektywnos$¢ wobec substratu
bedacego donorem acylu, z ktérym tworzg interme-
diat. Glutamina nie tylko wiec musi by¢ zwigzana
z biatkiem, ale niezbedna jest réwniez odpowiednia
sekwencja otaczajgcych jg aminokwasOw warunkujg-
cych wiasciwg strukture 1l rzedowg. Te uwarunkowa-
nia sprawiaja, ze tylko niewiele biatek moze by¢
donorem acylu; co wiecej na ogdét w takim biatku
jedynie pojedyncza grupa glutamylowa podlega mody-
fikacji. Przeciwnie, transglutaminazy nie wykazujg
wysokiej specyficznoSci wobec substratowej grupy
aminowej. Dobrym substratem jest zwigzana z bial-
kiem grupa aminowa lizyny (w przeciwieAstwie jednak
do wolnej lizyny), bardzo dobrymi sa tez poliaminy.
Kowalencyjne przytgczenie poliaminy do biatka nie
tylko moze prowadzié¢ do modyfikacji jego wtasnosci
o daleko idgcych konsekwencjach metabolicznych,
lecz takze — do wysoce specyficznego sieciowania
biatek. Wynika to z faktu, ze przytaczona do biatka
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poliamina ma jeszcze jedna | rzedowg grupg aminowa
umozliwiajacg kolejng reakcje z drugg resztg glutamy-
lowg tego samego lub nastepnego biatka (Ryc. 3).

biatko 1

r,O biatko 1
-(ch2e—cC,
T \
G|T—-HS/C =0
Ca
?-(CH2¥ NH2 6 N
biatko 2 <(I:H2)4
biatko 2
~~~ bialko 1 ~~~. biatko1 A~~~ bialko 1
(S, —22° (CHy) '
2ly— H2 2 (CH»)
“NH, G | e
+ ca?t ¥F=0 7G=0
NH2 -(CH2)n-NH2 NH Ta NH
| Ca2t |
(ICHZ)" (([:Hz),,
NH2 NH
*_NH '
A2
vy C ¥rC=0
|0 |
(CH2)2 (CHa)o

~~~ biatko 3 ~~~ biatko 3

Ryc. 3. Sieciowanie biatka poprzez wigzanie e-(y-glutamylo)lizyno-
we (A) i poprzez wigzanie N,N-bis(y-glutamylo)poliamino-
we (B)

Nastepuje wowczas, podobnie jak to ma miejsce gdy
substratowg grupg aminowg jest zwigzana z biatkiem
lizyna, sieciowanie dwoéch tancuchéw polipeptydo-
wych, ktére beda w tym przypadku potgczone wigza-
niem N,N-bis-(y-glutamylo)poliaminowym. Nalezy
pokresli¢, ze zaznaczone na rycinie 3 biatko 2 biorace
udziat w wigzaniu glutamylolizynowym i biatko
3 zwigzane przez potaczenie N,N-bis(glutamylo)poli-
aminowe sg réznymi biatkami; podczas gdy biatko
2jest donorem grupy aminowej, biatko 3 (podobnie jak
biatko 1) dostarcza glutamylowej grupy substratowej.

Modyfikacja biatka przez przytgczenie monoaminy
(np. histaminy czy cystaminy), badZz acetylowych po-
chodnych putrescyny, spermidyny i sperminy z wolna
tylko jedng | rzedowg grupg aminowag, nie stwarza
mozliwos$ci sieciowania biatek.

I11. Rola biologiczna transglutaminaz

Transglutaminazy, enzymy katalizujgce sieciowanie
biatka, wystepuja powszechnie zar6wno w komoérkach
itkankach (TG wewnatrzkomaérkowe), jak i w ptynach
ustrojowych (TG zewnatrzkomorkowe). Biatka zmo-
dyfikowane przez TG odnajdywane sa w tak réznych
strukturach jak w sieci fibrynowej krzepnacej krwi,
w przestrzeniach miedzykomoérkowych, czy w rogowa-
ciejacej warstwie skory i w jej przydatkach (wtosy,
paznokcie).

Funkcja transglutaminaz zwigzana jest z powstawa-
niem stabilnych polimeréw biatkowych niewrazliwych
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na proteolize i zwiekszajgcych odporno$¢ struktur
subkomérkowych itkanek na enzymatyczng, chemicz-
ng i fizyczng degradacje. Przyktadem tak dziatajgcej,
wszechstronnie przebadanej, TG zewnatrzkomorko-
wej jest powstajacy w osoczu krwi z nieaktywnego
proenzymu czynnik Xllla bedacy mediatorem kowa-
lencyjnej polimeryzacji fibryny w czasie hemostazy
[8-10], Zewnatrzkom6rkowa TG ptynu nasieniowego
katalizuje jego koagulacje [11], (o roli poliamin w tym
procesie bedzie mowa w rozdz. V.1). Wewnatrzkomor-
kowa TG epidermalnych keratynocytéw (TG 1), zwig-
zana z btong komorkowg, indukowana w czasie rdz-
nicowania kofcowego keratynocytéw, stabilizuje ich
btone poprzez sieciowanie rozpuszczalnych biatek cy-
toplazmatycznych w duze, nierozpuszczalne polimery
tworzace zrogowacialg otoczke (cornified envelope)
[12, 13]. Podobnie katalizowane przez TG reakcje
sieciowania stabilizujg wewnatrzkomdérkowga organi-
zacje strukturalnych sktadnikow w zaptodnionym jaju
[14]. '

Mniej poznana jest funkcja rozpuszczalnej, we-
wnatrzkomorkowej TG, zwanej tkankowg (tTG,
TG 11, rozpuszczalna, cytoplazmatyczna). Podwyz-
szona ekspresja tTG prowadzi do zmiany zaréwno
morfologi komdrki, ktdra staje sie sptaszczona, jak ijej
adhezji do podtoza [15-17]. Niezmiernie ciekawa rola
tkankowej TG w apoptozie, czyli programowanej
$mierci komorki bedzie omdwiona w oddzielnym
rozdziale.

Tabela 1.
Wystepowanie poliamin kowalencyjnie potgczonych z biatkami.
komérka/tkanka hydroliza

skoagulowany ptyn nasieniowy szczura
[11]

prostata szczura kwasna

[18]

hepatocyty szczura

[19]
watroba szczura kwasna
[20] proteolityczna

stymulowane ludzkie limfocyty

[21]
soczewka oka ludzkiego kwasna
[22]
komoérki CHO proteolityczna
[23]

Helianthus tuherosus kwasna

[24]
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proteolityczna

proteolityczna

proteolityczna

IV. Potaczenia kowalencyjne poliamin
z biatkami w materiale biologicznym
i metody ich identyfikacji

Tabela 1zawiera wybrane przyktady komorek itka-
nek zwierzecych, ale takze roslinnych, oraz ptyndéw
ustrojowych, w ktérych stwierdzono obecno$¢ poli-
amin wigczonych kowalencyjnie do biatek. Identyfika-
cja takich potaczen opiera sie na ich niezwyklej
trwatosSci. Wigzania glutamyloaminowe, podobnie
jak glutamylolizynowe, sg odporne na dziatanie
enzymadw proteolitycznych, a ulegaja rozbiciu dopiero
w wyniku diugotrwatej hydrolizy kwasnej (6N HC1,
120°, 16 godzin), ktérej poddaje sie frakcje biatkowa.
Potgczona z biatkiem poliamina zostaje w tych warun-
kach odszczepiona i zidentyfikowana chromatografi-
cznie (najczesciej przy zastosowaniu HPLC). W opinii
niektérych badaczy [5, 25] procedura ta jest nie
w petni specyficzna wobec poliamin zwigzanych kowa-
lencyjnie z biatkiem wigzaniami y-glutamylowymi.
Moze ona dawaé¢ wyniki zawyzone o te poliaminy,
ktore sg silnie zwigzane z frakcjg biatkowa, ale nie
wigzaniami kowalencyjnymi, lecz elektrostatycznymi
czy hydrofobowymi.

Ograniczen tych nie ma inna strategia metodyczna
polegajgca na trawieniu frakcji biatkowej enzymami
proteolitycznymi. Otrzymuje si¢ woéwczas w hydro-
lizacie zwigzki o strukturze y-glutamylopoliaminy, lub
tez bis-(y-glutamylo)poliaminy. Obecno$¢ tej ostatniej

poliamina/Y -glutamylopoliamina

y-glutamylospd

y-glutamylospm
bis(y-glutamylo)spd
bis(y-glutamylo)spm

spd
spm
$lady pu

y-glutamylopu
pu, spd, spm
y-glutamylospd
y-glutamylospm
bis(y-glutamylo)spm
y-glutamylopu
y-glutamylospd
y-glutamylospm
pu
y-glutamylopu
y-glutamylospd
pu
$lady spd i spm
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struktury $wiadczy o potgczeniu poliamin z dwiema
grupami glutamylowymi biatka, a wiec o jej udziale
w jego sieciowaniu. Dalszym potwierdzeniem struk-
tury otrzymanej glutamylopoliaminy, oprécz jej iden-
tyfikacji chromatograficznej, jest uzycie jej jako sub-
stratu cyklotransferazy y-glutamyloaminowej specyfi-
cznej wobec glutamyloamin (a takze glutamylolizyny).
0 roli tego enzymu w katabolizmie sieciowan glutamy-
lolizynowych iglutamylopoliaminowych bedzie mowa
ponizej. Znikanie glutamyloamin z jednoczesnym po-
jawianiem sie wolnych amin stanowi w petni przekony-
wujaca identyfikacje tych struktur.

Podawanie znakowanych poliamin, czy amin, i ba-
danie powstatych znakowanych pochodnych glutamy-
loaminowych jest wygodng i uzyteczng technikg Sle-
dzenia aktywnosci TG w zywej komoérce. Pozwolito to
na stwierdzenie wzrostu inkorporacji trytowanej
putrescyny do biatek wjajach jezowca po jego zaptod-
nieniu [14]. Podobnie po wstrzyknieciu [3H] putres-
cyny do neuronu olbrzymiego R2 Aplysia zidentyfiko-
wano znakowang y-glutamyloputrescyne i y-glutamy-
lospermidyne, oraz ich bis(glutamylo)poliaminowe od-
powiedniki [26]. Komérki tuczne PTI8 po podaniu
znakowanej histydyny lub histaminy syntetyzowaty
y-glutamylohistamine, co byto skorelowane z aktyw-
noscia TG [27], Wyniki tych badan nie $wiadcza
bezposrednio o obecnosci kowalencyjnie wigczonych
amin, a jedynie wskazujg na mozliwos¢ takiej modyfi-
kacji. Sa jednak dowodem na aktywnie dziatajaca in
vivo TG. W przypadku jaj jezowca [14], w ktérych
poziom putrescyny wzrasta po zaptodnieniu, a takze
komorek tucznych, w ktdrych histamina osigga bardzo
wysoki poziom [27] modyfikacja biatek przez aminy
jest wysoce prawdopodobna.

V. Funkcja poliamin zwigzanych
kowalencyjnie z biatkami

V-1. Poliaminy jako inhibitory sieciowania biatek

W latach 70-tych i na poczatku 80-tych, kiedy
inkorporacja poliamin do biatek w warunkach fizjo-
logicznych w komérce nie byta jeszcze udokumen-
towana, postrzegano aminy (zarbwno mono- jak
1 poli-) jako skuteczne inhibitory TG, wspo6tzawod-
niczace z peptydowo zwigzang lizyng o miejsce aktyw-
ne enzymu. W praktyce stosowano wiec aminy jako
inhibitory sieciowania biatek oprécz klasycznego in-
hibitora TG — dansylokadaweryny. Zwigzek ten,
powstatly poprzez dansylacje jednej z dwu grup amino-
wych macierzystej kadaweryny, nie tylko uzywa sie do
hamowania wiaczenia peptydu zawierajgcego lizyne
do biatek, ale réwniez, dzieki obecnosci grupy dan-
sylowej fatwo wykrywanej metodami fluorescencyj-
nymi, stuzy do detekcji TG np. na zelu po rozdziale
elektroforetycznym [8], czy tez do znakowania en-
dogennych substratéw TG [28],

Jak wykazano, alifatyczne aminy hamujg sieciowa-
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nie takich naturalnych substratéw jak fibryna [29].
Putrescyna zapobiega sieciowaniu biatek tworzgcych
otoczke w czasie koncowego rdznicowania ludzkich
keratynocytow [12]. Histamine i cystamine stosuje sie
jako inhibitory TG erytrocytéw ludzkich, ktéra katali-
zuje powstawanie polimeru biatkowego w bilonie,
powodujac zmiane ksztattu erytrocytu [8].

U niektérych gryzoni, sieciowanie biatek ptynu
nasieniowego powoduje ich koagulacje i powstawanie
czopu kopulacyjnego, Sluzowatej struktury zamykajg-
cej wejscie do pochwy samicy po kopulacji [11].
W piynie nasieniowym tych zwierzat spermidyna i sper-
mina osigga wysokie (mM) stezenie. Uwaza sie, ze
funkcja tych poliamin, poprzez kompetycje z resztami
lizynowymi biatek, polega na opd6znieniu koagulacji
ptynu nasieniowego, co zapobiega blokowaniu cewki
moczowej w czasie wytrysku [11].

V-2. Modulacja struktury i biologicznej
aktywnosci biatek przez poliaminy

Jak juz wspomniano poliaminy moga by¢ wigczone
do biatka badz poprzez tylko jedna, badz tez poprzez
obydwie swoje | rzedowe grupy aminowe, tworzgc
w tym ostatnim przypadku potgczenia — mostki
— miedzy dwoma biatkami. Jak sie wydaje obydwie
takie struktury wystepujg w przyrodzie (Tabela 1)

W wyniku przytgczenia do biatka poliaminy po-
przez jedng grupe aminowg dodatnio natadowana
reszta y-glutamylopoliaminy zastepuje obojetng reszte
glutamylowg biatka substratowego. Taka modyfikacja
moze mie¢ daleko idgce konsekwencje dla komorki
gdy biatko substratowe jest enzymem, inhibitorem czy
aktywatorem proceséw wewngtrzkomoérkowych. Wy-
suwana jest takze hipoteza, ze zmieniona konformacja
zmodyfikowanego przez poliamine biatka moze stano-
wi¢ sygnat w procesie szybkiej, wewnatrzkomorkowej
degradacji biatka, by¢ moze podobnie, jak to ma
miejsce w przypadku potaczen biatka z ubikwityng
[23].

Sieciowanie dwu biatek moze zachodzi¢ zaréwno
poprzez wigzanie y-glutamylolizynowe jak i bis-(y-
glutamylo)poliaminowe. Pomimo wspdlnego pocho-
dzenia enzymatycznego te dwa rodzaje sieciowania
réznig sie miedzy sobag [5]. Mostek bis-(y-glutamy-
lojpoliaminowy ma strukture bardziej rozciggnietg niz
glutamylolizynowy, co umozliwia wiekszg odlegtosé
pomiedzy dwoma usieciowanymi biatkami. Co wiecej,
dodatni tadunek Il rzedowej grupy aminowej sper-
midyny (czy sperminy) biorgcej udzial w wigzaniu
moze spetnia¢ specyficzng funkcje biologiczng. Wresz-
cie w przypadku sieciowania biatek poprzez wigzanie
y-glutamylolizynowe jedno biatko dostarcza reszty
glutamylowej, drugie za$ lizynowej. Inaczej w siecio-
waniu poprzez y-glutamylopoliamine; kazde z biatek
biorgcych w nim udziat dostarcza grupe glutamylowg
(poréwnaj rozdziat 1), co przy duzej specyficznosci
enzymu wobec donora acylu, wyklucza mozliwos¢
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sieciowania przypadkowych biatek.

Poliaminy, poprzez udzial w sieciowaniu biatek,
stabilizujg cytoszkielet. Na role poliamin w polimery-
zacji filamentow aktynowych wskazujg bowiem bada-
nia z uzyciem auksotroféw poliaminowych komérek
jajnika chomika chinskiego (CHO) [30]. W nieobecno-
$ci poliamin w pozywce komorki te byty niezdolne do
replikacji, a w 90% komodrek wigzki filamentow
aktynowych i mikrotubul zanikaty. O sieciowaniu
biatek cytoszkieletu za posrednictwem poliamin $wia-
dczg tez badania oczyszczonej tubuliny z mozgu
szczura, ktora w obecnosci TG i putrescyny tworzyta
mikrotubule [31].

W procesie koficowego réznicowania keratynocy-
tobw z utworzeniem zrogowaciatej otoczki komadrko-
wej, oprocz wigzan glutamylolizynowych, tworzg sie
rébwniez wigzania bis-(y-glutamylo)spermidynowe,
ktére w zdrowej skdrze stanowig potowe tych pierw-
szych [5], Proporcje te ulegajg zmianie u pacjentéw
z tuszczycg charakteryzujgca sie zaburzeniami réz-
nicowania keratynocytow i podniesionym poziomem
poliamin w tej tkance. W keratynocytach oséb chorych
na tuszczyce liczba wigzan bis-(y-glutamylo)spermidy-
nowych wzrasta Kkilkakrotnie przy niezmienionym
poziomie wigzan glutamylolizynowych.

Aktywacja transglutaminazy epidermalnej zwigza-
nej z btonami (TGI) bedgca wynikiem wzrostu stezenia
Ca2+ w pozywce mysich komdrek epidermalnych
indukuje ich réznicowanie [32]. Procesowi temu towa-
rzyszy podwyzszenie poziomu poliamin zwigzanych
kowalencyjnie z biatkami przy spadku zawartosci
wolnych poliamin. Tak wiec zaréwno TG jak i poli-
aminy sg istotne dla procesu réznicowania keratyno-
cytow.

Poliaminy utatwiaja i przyspieszajg naprawe uszko-
dzenia $luzéwki zotgdka i dwunastnicy szczura wywo-
tanego stresem [33]. Sluzéwka zwierzat poddanych
stresowi charakteryzuje sie nieciggtoscig powierzchni,
nekrotycznym zakonczeniem kosmkow lub ich utrata,
czy tez uszkodzeniem powierzchniowych komorek
(specznienie komarek, wakuolizacja cytoplazmy, pik-
notyczne jadra). O udziale i specyficznej roli, jakg graja
poliaminy oraz TG w gojeniu S$luzéwki $wiadczy
zahamowanie tego procesu zardwno przez a-difluoro-
metylornityne (DFMO), specyficzny inhibitor biosyn-
tezy poliamin, jak ijego op6Znianie przez inhibitor TG
— dansylokadaweryne. Co wiecej, podanie spermidy-
ny jednoczesnie z DFM O znosi jej hamujacy wplyw
i zapewnia prawidtowy przebieg gojenia Sluzéwki, ale
jedynie woweczas, gdy jest aktywna TG, a wiec w nie-
obecnosci dansylokadaweryny.

VI. Indukcja transglutaminaz przez kwas
retinowy, rola poliamin

Retinoidy,** uwazane za fizjologiczne regulatory
wzrostu komdarki, wywieraja istotny wptyw na morfo-
geneze, proliferacje i r6znicowanie komorek prawid-
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towych i nowotworowych [34], Molekularne pod-
stawy dziatania kwasu retinowego wydajg sie byc
zwigzane ze zmiang ekspresji pewnych genéw (retinéle
acid-responsive genes). Takim genem jest m.in. gen
transglutaminazy tkankowej (tTG), lecz nie dotyczy to
genu transglutaminazy zwigzanej z btonami (TGI).
Indukcja tTG, szczegdlnie spektakularna w makro-
fagach stymulowanych kwasem retinowym (100-krot-
ny wzrost aktywnos$ci tTG), jest nastepstwem zwiek-
szonej transkrypcji genu tTG i podwyzszonego pozio-
mu mRNA specyficznego dla tTG [35]. Modulacja
ekspresji genu tTG zachodzi za posSrednictwem
jadrowych receptorow kwasu retinowego [36], z su-
perrodziny jadrowych receptorow hormonéw sterydo-
wych i hormonéw tarczycy [34], Jadrowe receptory
retinoidow, ktérych ekspresja jest regulowana przez
kwas retinowy [36], dziatajg jako czynniki transkryp-
cyjne przytaczajac sie w postaci heterodimeréw do
specyficznych sekwencji nukleotydowych genéw doce-
lowych [34].

Kwas retinowy dodany do hodowli mysich komorek
epidermalnych indukuje tTG (lecz nie indukuje TGI),
podwyzsza proliferacje tych komérek i zapobiega ich
réznicowaniu [32]. W rezultacie, podczas gdy w ko-
morkach kontrolnych tTG stanowi jedynie 5% ogdl-
nej aktywnosci TG, to po stymulacji kwasem retino-
wym warto$¢ ta wzrasta do 80%. Wzrasta rowniez
poziom wolnej putrescyny na skutek jej zwiekszonego
pobierania i aktywacji interkonwersji poliamin [37],
a nie podwyzszonej biosyntezy. Zastanawiajgce jest, ze
mimo powyzszych warunkéw sprzyjajacych sieciowa-
niu obserwuje sie w tych komaérkach niewiele biatek
zmodyfikowanych poliaminami. Zgodnie z robocza
hipotezag moze to byé zwigzane z brakiem specyficz-
nego biatka substratowego, ktdrego biosynteza bytaby
kontrolowana przez kwas retinowy [32],

W watrobie szczura stosunki ilosciowe dwoch form
TG sg odwrotne niz w komorkach epidermalnych
[38]. Forma przewazajgca (70%) — tTG jest in-
dukowana przez kwas retinowy podany jednorazowo
zwierzeciu. Wyrdzniono dwie fazy indukcji tTG w
watrobie — wczesng, bedgcg wynikiem aktywacji juz
istniejagcego biatka enzymatycznego, oraz p6Zna, zwig-
zang z jego syntezg de novo. Podobnie jak w mysich
komérkach epidermalnych [32] réwniez w watrobie,
atakze wkomoérkach neuroblastoma [37], po podaniu
kwasu retinowego obserwuje sie wzrost o0golnego
poziomu putrescyny (tj. putrescyny niezwigzanej
i zwigzanej z biatkami). Moze to Swiadczy¢ o udziale
poliamin w indukcji ekspresji tTG zwtaszcza, ze zaob-
serwowano korelacje pomiedzy obnizonym poziomem
poliamin przez DFMO a zahamowaniem ekspresji
tTG [37]. Na modulacyjng role poliamin w indukcji
tTG przez kwas retinowy wydajg sie tez wskazywac

* regulacje proces6w wzrostu i réznicowania przez kwas
retinowy omawia J. Kwiatkowska na tamach Post
Biochem 38(1992) 32-36
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wyniki badan in vitro réznicowania ludzkich mono-
cytow krwi obwodowej do makrofagdw [39]. Proces
ten jest przyspieszony przez kwas retinowy, a towarzy-
szy mu indukcja tTG. Nie obserwuje sie jej jednak, gdy
jednocze$nie z induktorem dodaje sie do pozywki
DFMO obnizajagcg wewnatrzkomdrkowy poziom
putrescyny i spermidyny. Wzbogacenie pozywki w te
poliaminy w obecnosci kwasu retinowego przywraca
indukcje ekspresji tTG.

Podane przyktady wskazujg, ze kwas retinowy moze
wywotaé rozne efekty w roznych systemach komor-
kowych. Oprocz indukcji ré6znicowania komorek lub
ich proliferacji kwas retinowy moze indukowa¢ apop-
toze (porownaj rozdziat VII), tak jak to sie dzieje
w przypadku komérek neuroblastoma [40, 41]. Ko-
morki te w hodowli in vitro wytwarzajg dwa odrebne
biochemicznie i morfologicznie fenotypy N i S. Regula-
cja ekspresji genu tTG przez kwas retinowy dotyczy
tylko komorek o fenotypie S charakteryzujacych sie
zwiekszong adhezjag. W komdrkach tych kwas retino-
wy indukuje tTG oraz apoptoze [40]. W komdrkach
N typu neuronalnego z charakterystycznymi wypust-
kami kwas retinowy nie indukuje tTG, lecz stymuluje
ich réznicowanie.

VII. Udziat transglutaminaz
w programowanej $Smierci komorek

Apoptoza, termin uzyty po raz pierwszy w 1972
roku, oznacza genetycznie programowang Smier¢ ko-
morki zachodzacg na drodze jej autodestrukcji [42-
48]. Ten ewolucyjnie konserwatywny proces fizjo-
logiczny odgrywa istotng role w rozwoju embrional-
nym i metamorfozie, w homeostazie tkankowej, in-
wolucji hiperplastycznych narzadéw, eliminacji komé-
rek preneoplastycznych, czy w regresji nowotworu.

Apoptoza jest procesem aktywnym wymagajacym
syntezy makroczgsteczek (RNA, biatka) zwigzanych
z ekspresja specyficznych genéw. Smieré apoptyczng
rozpoczyna selektywny iszybki eksport jonéw i wody
z komérki (utrata 1/3-1/2 objetosci w ciggu Kkilku
minut) prowadzacy do kondensacji cytoplazmy iwzro-
stu gestosci komaérki. Réwnolegle zachodzi kondensa-
cja i fragmentacja chromatyny (przy udziale aktywo-
wanych endonukleaz**), za$§ apoptyczna komorka
tworzy ciatka apoptyczne (apoptic bodies) z charak-
terystyczng wysoce usieciowang biatkowg otoczka
(envelope, scaffold). Ciatka apoptyczne, zawierajgce
fragmenty jadra oraz nieuszkodzone organelle takie
jak mitochondria czy lizosomy, ulegajg fagocytozie
przez sasiednie komaérki czy makrofagi. Usieciowiona
otoczka ciatek apoptycznych, odporna na proteolize,
zapobiega uwalnianiu potencjalnie szkodliwych we-
wnatrzkomorkowych makroczasteczek do przestrzeni

* O roli endonukleaz w apoptozie pisali R. Rzepecki,
R Szmidzinski iJ Szopa w Post Biochem 37(1991)
18-22
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miedzykomérkowych i krwioobiegu.

Sieciowanie biatek w ciatkach apoptycznych za-
chodzi przy udziale tTG, ktéra ulega aktywacji w cza-
sie apoptozy. Indukcja i aktywacja tTG (przez Ca2+,
ktérego stezenie wzrasta w czasie apoptozy) jest czes-
cig biochemicznego programu eliminacji komorek
przez apoptoze. Pomiedzy apoptoza komdrek (mie-
rzong tzw. indeksem apoptycznym, czyli iloScig ciatek
apoptycznych/103 komdrek), a aktywnoscig tTG oraz
iloscia biatka enzymatycznego zachodzi Scista korela-
cja. Zalezno$¢ taka stwierdzono w réznych komorkach
podlegajacych apoptozie; m.in.: w stymulowanych
epidermalnym czynnikiem wzrostu komdrkach watro-
by szczurzych noworodkéw [49], w hiperplastycznej
watrobie szczura ulegajgcej inwolucji [50], w trak-
towanych glukokortykoidem tymocytach szczura
[50], w chomiczych komaorkach fibrosarcoma i mysich
komorkach melanoma [51], czy tez w ludzkich komdr-
kach nowotworowych indukowanych do apoptozy
kwasem retinowym [41],

Degradacja hepatocytdw szczurzych umierajacych
Smiercig apoptyczng prowadzi do akumulacji w pozy-
wce izodipeptydu glutamylolizynowego [52]. Ten pro-
teolityczny produkt usieciowanych biatek wy-
odrebniono réwniez z surowicy szczuréw, w ktérych
inwolucja hiperplastycznej watroby byta wynikiem
apoptycznej Smierci hepatocytdw [52]. Taka przej-
sciowa akumulacja izodipeptydu glutamylolizynowe-
go moze byé uwazana za miare czestotliwosci apop-
tozy w uktadach biologicznych, obok aktywnosci TG,
ktdra jest uzytecznym markerem biochemicznym tego
procesu.

Wysoce usieciowana biatkowa otoczka ciatek apop-
tycznych warunkuje ich niezwykle wysokg odpornosé
fizyko-chemiczng, ktéra wykorzystano do ich izo-
lowania z populacji komérkowej w procedurze polega-
jacej na gotowaniu w redukujgcym roztworze 2% SDS
[51]. Apoptyczne hepatocyty stajg sie nierozpuszczal-
ne w detergentach, czynnikach chaotropowych, takich
jak mocznik czy chlorowodorek guanidyny, i w zwiaz-
kach redukujacych [53], Pod mikroskopem kontra-
stowo-fazowym widoczne sg jako pomarszczone, nie-
regularne, sferyczne struktury, morfologicznie zblizone
do zrogowaciatych otoczek keratynocytow.

Sieciowanie biatek otoczki apoptycznej zachodzi
zarbwno poprzez wigzania glutamylolizynowe, jak
i bis(y-glutamylo)spermidynowe [53], oraz bis(y-gluta-
mylo)sperminowe [41]; ponadto zaréwno putrescyna
jak ispermina sg kowalencyjnie, poprzez jedng grupe
NH 2 wiaczane do biatek ciatek apoptycznych [41].

DFMO i kwas retinowy wywierajg wyrazny, cho¢
przeciwstawny efekt na ekspresje tTG i na apoptoze
[41]. Tak wiec w ludzkich komérkach nowotworo-
wych obnizeniu poziomu poliamin wywotanemu przez
DFM O towarzyszy spadek aktywnosci tTG, zas apop-
toza staje sie niewykrywalna. Natomiast kwas retino-
wy podwyzszajgc wszystkie te parametry indukuje
apoptoze. Wyniki te potwierdzajg raz jeszcze zalezno$¢
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pomiedzy wewnatrzkomérkowym poziomem poli-
amin a ekspresjg tTG, a takze apoptoza.

VIII. Transglutaminazy w komoérkach
nowotworowych

Komérki i tkanki nowotworowe wykazujg obnizo-
ng aktywnos$é tTG w poréwnaniu z ich prawidtowymi
odpowiednikami [51]. W przypadku chomiczych ko-
morek fibrosarcoma i szczurzych komdérek sarcoma jest
to spowodowane obecnoscig nieaktywnego enzymu,
ktérego obecnosé stwierdzono w ekstraktach komor-
kowych rozdzielanych chromatograficznie [54], Zna-
leziono trzy formy antygenu TG réznigce sie masg
czasteczkowg, z ktorych tylko dwie wykazywaly ak-
tywnos¢ TG i odpowiadaty TGI i TGII. Trzecia
nieaktywna forma, w wyniku ograniczonej proteolizy
ulegata aktywacji i przeksztatceniu w TGIl. Wydaje
sie, ze obecnos¢ nieaktywnej enzymatycznie formy TG
w komadrkach nowotworowych, ktérej nie stwierdzono
w watrobie szczura, jest wynikiem zaburzonej na
poziomie transkrypcyjnym lub posttranskrypcyjnym
ekspresji genu [54].

Badajgc in vitro komérki nowotworowe rdznigce
sie zdolnos$cig do tworzenia przerzutéw stwierdzono
odwrotng zalezno$¢ pomiedzy aktywnos$cig tTG a po-
tencjatem przerzutowania komdrki [51]. Komérki
zobnizong aktywnoscig tTG, o podwyzszonej zdolno-
§ci do przerzutéw, cechowata wyraznie obnizona
apoptoza. Jak sie zatem wydaje zwigzany z aktywnos-
cig tTG nieprawidtowy przebieg apoptozy, zaburzaja-
cy rownowage pomiedzy proliferacjag komorek i ich
Smiercig, moze stanowi¢ wazng ceche fenotypowg
niezbedng dla progresji nowotworu [51]. Hipoteza
o istotnej roli jakg petni programowana $Smieré komo-
rki w kontroli proliferacji komdrkowej znalazta nieda-
wno swe potwierdzenie, gdy wykazano, ze dziatanie
szeregu lekéw stosowanych w terapii przeciwnowo-
tworowej zwigzane jest z indukcjg apoptozy
[55, 56],

Wysuwana jest rowniez sugestia, ze niekontrolowa-
na proliferacja komorek nowotworowych, ktére ce-
chuje wysoki poziom poliamin, wynika z nieprawid-
towej, podwyzszonej ich inkorporacji do biatek w miej-
sce peptydowo zwigzanej lizyny [57], W komorkach
B16 melanoma zahamowanie biosytezy poliamin
przez DFM O podwyzszato liczbe wigzan glutamyloli-
zynowych w biatkach, oraz hamowato proliferacje
komoarek idrastycznie redukowato ich potencjat meta-
statyczny [57]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze w komor-
kach tych jednoczes$nie byta aktywowana teofiling
tTG, co mogto podwyzsza¢ apoptoze. Tak wiec te
interesujgce badania wymagajg dalszego potwierdze-
nia.

IX. Uwagi koncowe
Przedstawione dane eksperymentalne wskazujg na
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niewatpliwg modyfikacje wtasnosci i funkcji fizjologi-
cznych biatek przez kowalencyjne przytaczenie poli-
amin. Czy jednak takie zwigzanie poliamin z biatkiem
moze by¢ réwniez mechanizmem utrzymujacym ich
homeostaze komdrkowga? Takie przypuszczenia sg
istotnie wysuwane, a wydaje sie je uzasadniaé aktywa-
cja TG w watrobie $winki morskiej po zablokowaniu
przez inhibitory gtdwnych szlakdw katabolicznych
histaminy i putrescyny [58]. Mozna spekulowaé, czy
taki mechanizm regulacji wewngatrzkomoérkowego po-
ziomu poliamin i innych amin biogennych funkcjonuje
w warunkach fizjologicznych. Dziatatby on jednak
praktycznie tylko w jednym kierunku — obnizenia
stezenia poliamin, poniewaz wigzania glutamylopoli-
aminowe (jak iglutamylolizynowe) sg niezwykle trwate
i odporne na proteolize, co byto wielokrotnie podkres-
lane. Mozliwe jest co prawda enzymatyczne uwol-
nienie zwigzanej kowalencyjnie poliaminy, ale musiat-
by ja poprzedza¢ etap degradacji, czyli proteoliza
usieciowanego biatka. Powstata w wyniku proteolizy
glutamylopoliamina jest dopiero substratem y-gluta-
myloaminocyklotransferazy [59], ktorej wysoka ak-
tywno$¢ stwierdza sie m.in. w nerce [60], Ostatnio
wykryto jeszcze inng mozliwo$¢ degradacji wigzan
y-glutamylopoliaminowych, ktéra zachodzi przy
udziale oksydazy poliaminowej (PAO) zaleznej od
FAD [25], PAO z watroby szczura odszczepia in vitro
poliaminy z peptydowo zwigzanej y-glutamylosper-
midyny i y-glutamylosperminy [25].

Na zakonczenie nalezy dodaé, ze posttranslacyjne
modyfikacje biatek, w ktére zaangazowane sg poli-
aminy, mogg przebiega¢ dwoma szlakami metabolicz-
nymi, przy czym tylko jeden z nich, bedacy przedmiotem
tego artykutu, zachodzi przy udziale transglutaminaz.
W drugim szlaku fragment butyloaminowy pochodzg-
cy ze spermidyny zostaje przytgczony kowalencyjnie,
w reakcji niezaleznej od TG, do peptydowo zwigzanej
lizyny tworzac dezoksyhipuzyne, ktéra nastepnie ule-
ga hydroksylacji do hipuzyny (Ryc. 4) [61]. W kom6r-
kach ssakéw hipuzyna tworzy sie zawsze posttrans-
lacyjnie na jedynym biatku, eukariotycznym czynniku
inicjacji translacji 4D (elF-4D) o masie czasteczkowej
18 kD. Znana jest sekwencja aminokwasowa czynnika
4D wokot pojedynczej reszty hipuzyny, jednak doktad-
na funkcja tego czynnika nie jest wyjasniona, cho¢
wiadomo, ze ma niewatpliwy zwigzek z syntezg biatka
w aktywnie proliferujgcych komdérkach. W intensyw-
nie dzielacych sie komdrkach, w przeciwieAstwie do
komoérek spoczynkowych, wiekszo$¢ podawanej ra-
dioaktywnej putrescyny czy spermidyny odnajdywano
wiasnie w hipuzynie [3, 8, 21, 32]. Ostatnio wykazano,
ze dezoksyhipuzyna i hipuzyna, zarébwno w formie
wolnej jak i zwigzanej z elF-4D, sg substratami tTG
z watroby Swinki morskiej, za$ zwigzki powstate
w wyniku proteolizy elF-4D z kowalencyjnie zwigzang
hipuzyng zidentyfikowano jako y-glutamylodezoksy-
hipuzyne i y-glutamylohipuzyne [61]. Wolno przy-
puszczaé, ze zachodzgce przy udziale tTG sieciowanie
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elF—4D

'-Liz — NH2 + —NH-(CH2)4 — NH2

reszta
butyloaminowa
spermidyny

Ryc. 4. Biosynteza dezoksyhipuzyny na biatku elF-4D ijej
hydroksylacja do hipuzyny. 1 — syntaza dezok-
syhipuzyny; 2 — hydroksylaza dezoksyhipuzyny

elF-4D ze specyficznym biatkiem, donorem grupy
glutamylowej, moze zmienia¢ fizjologiczne wiasnosci
tego czynnika. Tym samym otwiera sie nowe pole
przysztych badan nad rolg tTG oraz poliamin w bio-

logicznej aktywnosci elF-4D.

Artykut otrzymano 17 marca 1993 r.
Zaakceptowano do druku 6 kwietnia 1993 r.
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Biatka wigzace wapn wystepujace w uktadzie nerwowym:

Calcium binding proteins in nervous system
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Wykaz stosowanych skrétéw: CaBP biatka wigzace wapn;
CNS — oérodkowy uktad nerwowy; LTP — zjawisko
dtugotrwatego wzmocnienia synaptycznego; NMDA —
kwas N-metylo-D-asparaginowy; GABA — kwas y-amino-
mastowy; NGF — czynnik wzrostu nerwu; cAMP — cyklicz-
ny 3’,5-adenozynomonofosforan; cGMP — cykliczny 3°,5*-
guanozynomonofosforan; MAP2, tau — biatka zwigzane
z mikrotubulami.
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l. Wstep —
wapni

klasyfikacja biatek wigzacych

Jony wapnia odgrywajg istotng role w przekazywa-
niu sygnatéw przez btone komdrkowgq oraz w regulacji
réznych proceséw fizjologicznych wewnatrz komorki.
Na wzrost stezenia wolnych jonéw wapnia w cytoplaz-
mie reaguja specyficzne biatka wigzace wapn. Sg wséréd
nich biatka zawierajgce tzw. domeny “EF-hand” —
struktury o charakterystycznej budowie, sktadajgce sie
z dwoch odcinkdw alfa helisy i petli tgczacej — [1-4]
oraz biatka, ktére nie posiadaja takich wyspecjalizo-
wanych struktur, amimo to wigzgjony wapnia [5]. Do
pierwszej grupy zalicza si¢ m.in. kalmoduline, rekowe-
ryne, kalbindyne D-28K, kalretining, parwalbumine
oraz biatka z rodziny S-100. Przedstawicielami biatek
wigzacych wapn nie posiadajgcych typowych domen
"EF-hand” sg aneksyny.

Funkcja wiekszosci biatek wigzacych wapn w ukta-
dzie nerwowym nie jest wyjasniona, jednak na pod-
stawie dostepnych informacji mozna wyr6znic¢ biatka,
ktére regulujg rézne procesy enzymatyczne tak jak
kalmodulina, oraz biatka, ktére petnig inne funkcje
w komorce tak jak kalbindyna D-28K iparwalbumina.
Biatka nalezace do tej drugiej grupy sa obecnie w cent-
rum uwagi neurobiologii ze wzgledu na ich specyficzna
lokalizacje w pewnych zespotach neuronéw lub koma@-
rek glejowych. Ponadto sugeruje sie, ze w stanach
patologicznych, ktérym towarzyszy podwyzszone ste-
zenie wolnych jonéw wapnia w komdrce, biatka te
moga chroni¢ komdérki przed uszkodzeniem. W ar-
tykule tym zebrano informacje na temat witasciwosci,
wystepowania oraz mozliwej funkcji gtéwnych biatek

wigzacych wapnh wystepujacych w uktadzie nerwowym
(Tab. ).

Il. Kalmodulina i niektére enzymy zalezne od
kalmoduliny

Kalmodulina wystepuje we wszystkich komdérkach
eukariotycznych, podczas gdy inne biatka wigzace
waph wystepujg tylko w tkankach lub specyficznych
komaorkach okresSlonych organizméw. To powszechne
wystepowanie kalmoduliny jest zwigzane z jej wielo-
funkcyjnoscig [6-8]. Po zwigzaniu jonéw wapnia kal-
modulina aktywuje wiele enzymdw, m.in. kinazy i fos-
fatazy biatkowe oraz oddziatuje z biatkami struktural-
nymi [9]. W nielicznych przypadkach kalmodulina
moze wigzaé sie z biatkami w nieobecnosci jonow
wapnia [10,11]. Sugeruje sie nawet, ze niektore proce-
sy jak np. podziaty komorkowe moga by¢ zalezne od
kalmoduliny bez wapnia [12]. Jednak, w ukfadzie
nerwowym, istotne funkcje petni kalmodulina dopiero
po zwigzaniu zjonami wapnia. Ponizej omdwiono trzy
enzymy wazne dla funkcjonowania uktadu nerwowe-
go, ktérych aktywnos$é jest regulowana przez kom-
pleks kalmodulina-wapn.

I1-1. Kinaza 1l zalezna od wapnia i kalmoduliny

Kinaza Il zalezna od wapnia i kalmoduliny wy-
stepuje w duzych ilosciach w tkance nerwowej [13,14].
W niektdrych czesciach mézgu, np. hipokampie, ktory
jest szczegolnie wazny w procesach uczenia sie i pamie-
ci, kinaza Il stanowi 2% wszystkich biatek. Enzym ten
wystepuje w komorce we frakcji rozpuszczalnej, a tak-

Tabela 1
Niektore wiasnosci biatek wigzacych wapn wystepujacych w uktadzie nerwowym.
liczba domen
“EF-hand”
Ciezar .
CaBP Wystepowanie
czasteczkowy dstawl zdolnych do ystep
na pods a\{\{le wigzania
sekwencji Ca+
kalmodulina 16 700 4 4 wszystkie komadrki Eukaryota
rekoweryna 23 000-26000 4 3 siatkdwka
kalbindyna 28 000 6 4 w wielu tkankach: nabtonku jelita,
nerce, tkance nerwowe;j
kalretinina 29 000-31 000 6 4 tkanka nerwowa; inne tkanki (?)
parwalbumina 13000 3 2 tkanka miesniowa,
komérki niemiesniowe
w tym tkanka nerwowa
biatka S-100 9000-14000 2 2 w wielu tkankach
i komérkach
aneksyny 30000-70000 brak domen “EF-hand”; w wielu tkankach
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ze moze by¢ potgczony z btong komorkowa, jadrowg
i elementami cytoszkieletu. Stosunek miedzy iloScig
enzymu z frakcji rozpuszczalnej i nierozpuszczalnej
zalezy od stanu funkcjonalnego komorki. I tak np.
w czasie niedotlenienia kinaza Il z frakcji rozpuszczal-
nej zanika bardzo szybko, podczas gdy enzym zwigza-
ny z btonami — wolno [15]. In vitro kinaza |l
fosforyluje rézne biatka jak np. synapsyne, MAP2,
hydroksylaze tyrozyny, syntaze glikogenu, fosfolam-
ban. Niektore z tych bialek wydajg sie by¢ rowniez
substratami in vivo, a zmiany w stopniu ich ufos-
forylowania wptywaja m.in. na synteze i uwalnianie
neurotransmiterow.

Kinaza Il jest heteropolimerem skiadajgcym sie
zasadniczo z podjednostek a, 3 [ 0 masach od 50 do
62 kDa. Kazda z podjednostek zawiera domene regu-
latorowg i katalityczng. Domena regulatorowa kinazy
przypominajaca w swej strukturze substrat, petni role
autoinhibitora blokujgcego centrum aktywne enzymu.
Po zwigzaniu kalmoduliny domena regulatorowa ule-
ga autofosforylacji, w wyniku czego centrum aktywne
kinazy zostaje odstoniete, a enzym jest zdolny fos-
forylowac r6zne substraty. W podobny sposob dziatajg
tez inne kinazy biatkowe [16]. Ponadto, autofosforyla-
cjadomeny regulatorowej przeksztatca kinaze w forme
niezalezng od wapnia i kalmoduliny, co powoduje, ze
krotkotrwaty wzrost stezenia jonéw wapnia wywotuje
dtugo trwajacg aktywnos$¢ enzymu. Roéwniez ograni-
czona proteoliza powoduje, ze katalityczny fragment
kinazy pozbawiony domeny autoinhibitorowej jest
w petni aktywny w nieobecnosci jondw wapnia i kal-
moduliny. Autofosforylacja kinazy Il i tworzenie form
enzymu niezaleznych od wapnia zachodzi w komér-
kach w hodowli i w skrawkach tkanki nerwowej [17].

Wysokie stezenie kinazy Il w synapsach, szczegdlnie
W zageszczeniu postsynaptycznym (ang. postsynaptic
density) przodomoézgowia, gdzie enzym ten stanowi
20-50% wszystkich biatek, sugeruje, ze kinaza I
odgrywa istotng role w regulacji proceséw synaptycz-
nych zwigzanych z plastyczno$cig CNS [ 18], Plastycz-
nos¢ synaptyczna jest modyfikacjag potagczen miedzy-
neuronalnych w wyniku odpowiedzi na okreSlony
bodziec i moze przybiera¢ rézne formy. Jedng z nich
jest zjawisko dtugotrwatego wzmocnienia synaptycz-
nego — LTP (ang. LTP od long-term synaptic poten-
tiation) [19]. W wiekszosci synaps osrodkowego ukta-
du nerwowego indukcja LTP zalezy od receptorow
NMDA (wrazliwych na kwas N-metylo-D-asparagi-
nowy) potgczonych z kanatami jonowymi. Co wiecej,
wiadomo, ze indukcja LTP moze byé zahamowana
poprzez obnizenie stezenia jon6w wapnia lub przez
wprowadzenie inhibitoré6w kalmoduliny do zagesz-
czenia postsynaptycznego.

Badania zapoczatkowane przez Kandela i To -
ne gawe wskazujg, iz kinaza Il jest jednym z gtow-
nych czynnikéw wptywajgcych na procesy uczenia sie
i zapamietywania [20, 21]. Whnioski takie wyciggnieto
po przeprowadzeniu doswiadczen na myszach, ktérym
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w rozwoju zarodkowym usunieto gen kodujacy kina-
ze Il. Zwierzeta takie po urodzeniu wygladaty normal-
nie, ale miaty zaburzone reakcje zwigzane z mechaniz-
mem uczenia sig¢ i przestrzennej pamieci. Kontynuacja
tego rodzaju badan nad kinaza Il zalezng od Ca2+
i kalmoduliny powinna w niedtugim czasie dostarczy¢
nowych i przekonywujacych dowodow na to, ze enzym
ten jest szczeg6lnie wazny w procesach zwigzanych
z plastyczno$cig uktadu nerwowego.

11-2. Kalcyneuryna

Kalcyneuryna to fosfataza zalezna od wapnia i kal-
moduliny [22-24], Enzym ten jest heterodimerem
sktadajgcym sie z podjednostki A o masie 60 kDa
i podjednostki B o masie 19 kDa. Podjednostka
A wigze kalmoduline w obecno$ci jonéw wapnia
i zawiera centrum aktywne, natomiast podjednostka
B wigze cztery jony wapnia podobnie jak kalmodulina
i posiada nieokre$long dotad blizej funkcje regulatoro-
wa. Kalcyneuryna, podobnie jak kinaza Il, wystepuje
w duzych ilosciach w tkance nerwowej, np, w mdzgu
stanowi ponad 1% wszystkich biatek. Wystepuje ona
przede wszystkim w neuronach, zarobwno we frakcji
rozpuszczalnej, jak i nierozpuszczalnej. Kalcyneuryna
jest fosfatazg serynowo-treoninowg o wysokiej specyfi-
cznosci substratowej. Enzym ten defosforyluje m.in.
podjednostke alfa kinazy fosforylazy, podjednostke
regulatorowg kinazy A, biatko MAP2, tau, kanat
wapniowy wrazliwy na dihydropirydyne. Ostatnio
wykazano, ze aktywnos$¢ kalcyneuryny jest hamowana
przez kompleksy lekéw immunosupresyjnych z od-
powiednimi biatkami (np. przez kompleks cyklospory-
ny z cyklofiling i FK506 z FKBP) [25], Kompleksy te
powodujg tzw. efekt immunosupresyjny polegajacy na
zahamowaniu wytwarzania limfocytow T [26, 27],

11-3. Cyklaza adenylanowa typu I

Cyklaza adenylanowa typu ljest enzymem stymulo-
wanym przez jony wapnia i kalmoduline. Metodg
hybrydyzacji in situ wykazano, ze cyklaza adenylano-
wa typu | wystepuje w duzych ilosciach w neuronach
hipokampa mézgu szczura [28], Sugeruje sie, ze
aktywacja cyklazy zachodzi w odpowiedzi na wzrost
stezenia wapnia wewnatrz komorki, a to z kolei
powoduje wzrost stezenia cyklicznego AMP iaktywa-
cje kinazy biatkowej A. Bezposrednie dowody potwier-
dzajace takie dziatanie uzyskano w doswiadczeniach,
w ktérych do ludzkich komorek linii 293 wprowadzo-
no gen kodujacy cyklaze adenylanowg typu I. Zaob-
serwowano, ze stezenie cCAMP w tych komorkach
wzrastato po zastosowaniu jonoforu wapniowego i po
podwyzszeniu stezenia wapnia na zewnatrz komorki.
Poziom cAMP w komorkach kontrolnych (komér-
kach linii 293 nie zawierajgcych genu kodujgcego
cyklaze adenylanowg typu I) nie zmienial sie mimo
wzrostu stezeniajondéw wapnia. Ponadto wykazano, ze

POSTEPY BIOCHEMII 39(2), 1993



agonisci receptoro6w muskarynowych (np. karbachol,
ktéry powodowal podwyzszenie stezenia jondw wap-
nia) wywotujag wzrost cCAMP w komérkach 293 zawie-
rajacych cyklaze adenylanowg. Doswiadczenia te po-
twierdzaja, ze in vivo cyklaza adenytanowa typu I jest
stymulowana przez jony wapnia [29].

Udziat cyklazy adenylanowej w procesach uczenia
sie i pamieci badano na przyktadzie prostych organiz-
moéw. Stosunkowo najszerzej badano odruch chowa-
nia skrzela do jamy ptaszczowej u $limaka morskiego
(Aplysia). Staby bodziec dotykowy powigzany z na-
stepujacym po nim szokiem elektrycznym powoduje,
ze po kilku prébach pojawia sie odruch warunkowy,
ale tylko wtedy, gdy bodziec bezwarunkowy nastepo-
wat ok. 0.5 s po bodZzcu warunkowym. W potgczeniach
miedzyneuronalnych powstaje woéwczas tzw. wzmoc-
nienie synaptyczne. Zjawisku temu towarzyszy znacz-
ny wzrost ilosci CAMP, ktory jest wynikiem zwiek-
szonej aktywnosci cyklazy adenylanowej. Pétsekun-
dowa przerwa miedzy bodzcami odpowiada czasowi,
w ktorym dochodzi do syntezy cAMP [30, 31].

I1l. Rekoweryna a aktywacja cyklazy
guanylanowej

Rekoweryna jest biatkiem wigzacym wapn wystepu-
jacym w siatkéwece i prawdopodobnie determinujgcym
wrazliwo$¢ cyklazy guanylanowej na wapn. Aktyw-
nos¢ tej cyklazy i synteza cyklicznego GMP wzrasta,
gdy stezenie jonéw wapnia obniza sie do 0.1 pM. Tak
wiec w przeciwienstwie do kalmoduliny rekoweryna
wydaje sie aktywowaé cyklaze guanylanowg w warun-
kach nietypowych, tj. przy niskich stezeniach jonéw
wapnia [32, 33]. Ostatnio sklonowano cDNA rekowe-
ryny i wprowadzajgc go do genomu E. coli otrzymano
znaczne ilosci tego biatka [34]. Dokonano takze
krystalizacji rekoweryny iokre$lono strukture trzecio-
rzedowg tego biatka. Wykazano, ze sklada sie ono
z dwu globularnych domen, z ktérych kazda zawiera
dwie struktury "EF-hand” [35]. Najnowsze doniesie-
nie o rekowerynie mowi, ze biatko to oddziatuje
z btonami komérkowymi poprzez reszte kwasu ttusz-
czowego zwigzanego kowalencyjnie zaminowym kon-
cem biatka [36].

Biatkiem podobnym do rekoweryny zidentyfikowa-
nym w siatkbwce kurczaka jest wizynina i frekweni-
na (p26) [37, 38]. Frekwenina posiada trzy domeny
"EF-hand”, lecz tylko dwie z nich wydajg sie wigzac
jony wapnia. W doswiadczeniach in vitro wykazano, ze
frekwenina z muszki owocowej (Drosophila) aktywuje
cyklaze guanylanowag w spos6b zalezny od jondw
wapnia, podobnie jak rekoweryna. Badania immuno-
logiczne z zastosowaniem przeciwciat na frekwenine
wskazujg na wystepowanie tego biatka rowniez w sy-
napsach osrodkowego i obwodowego uktadu ner-
wowego. Jednak funkcja frekweniny w synapsach nie
jest wyjasniona. Sugeruje sig, ze moze ona bra¢ udziat
w uwalnianiu neurotransmiterédw z zakoriczen ner-
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wowych [39], Jeszcze innym biatkiem posiadajgcym
wysokg homologie z rekoweryng (51 %), wystepujgcym
w duzych iloSciach w mézgu jest neurokalcyna. Neuro-
kalcyna ma mase 22 kDa i zawiera trzy domeny
"EF-hand”. Sugeruje sig, ze moze ona petni¢ podobng
funkcje w CNS, jak rekoweryna i wizynina [40].

IV. Biatka wigzace wapn o mniej znanych
funkcjach

1V-1. Kalbindyna D-28K

Kalbidyna jest biatkiem wystepujagcym w nabtonku
jelita cienkiego oraz w wielu innych tkankach, a jej
synteza w niektorych z nich wydaje sie by¢ regulowana
przez witamine D3 (1,25-dihydroksywitamine D 3)
[41]. W ostatnich latach duzo prac poswiecono wy-
stepowaniu kalbindyny D-28K w komérkach uktadu
nerwowego. Prowadzono tez badania, w ktérych po-
rownywano wystepowanie kalbindyny D-28K w ukta-
dzie nerwowym z wystepowaniem kalretininy i parwal-
buminy [42-46].

W celu ilosciowego oznaczenia poziomu kalbindyny
D-28K, np. w tkankach szczura, stosowano wysoce
czutg metode immunologiczng pozwalajacg na wy-
krycie 0.1 pg biatka. Wykazano, ze najwiecej kalbin-
dyny wystepuje w nerce oraz tkance mézgowej. Ponad-
to zaobserwowano, ze w czasie rozwoju embrional-
nego szczura, w korze mézgowej, mézdzku oraz pniu
mozgu 15-dniowych embriondw pojawiata sie kalbin-
dyna. Poziom tego biatka wzrastat osiggajac staty
poziom w 4-5 tygodniu po urodzeniu. W pOZniejszym
okresie zmiany w poziomie kalbindyny u szczura byty
niewielkie, podczas gdy stezenie tego biatka w korze
mézgowej cztowieka znacznie malato wraz z wiekiem
[47].

Wykazano, ze neurony hipokampa zawierajgce kal-
bindyne D-28K sg bardziej odporne na wzrost stezenia
jonéw wapnia, niz neurony nie majace tego biatka [48,
49]. Np. podczas niedotlenienia, kiedy dochodzi do
wzrostu stezenia jonéw wapnia w komdrce, kalbin-
dyna zwieksza przezywalnos$¢ tych komérek, w kté-
rych jest zlokalizowana [50], Tym niemniej, w prze-
wlektych chorobach uktadu nerowego takich jak cho-
roba Alzheimera, Huntingtona czy Parkinsona ilo$¢
kalbindyny D-28K (czyli prawdopodobnie ilos¢ ko-
morek, ktore zawierajg to biatko) jest zmniejszona
w objetych chorobg rejonach mézgu [51, 52],

1V-2. Kalretinina

Kalretinina jest biatkiem o wysokiej homologii
z kalbindyng D-28K (58%). Po raz pierwszy gen
kalretininy zidentyfikowano w siatkéwce (ang. retina)
kurczaka i stagd pochodzi nazwa tego biatka. Wy-
stepowanie tkankowe kalretininy jest inne niz kalbin-
dyny pomimo duzego podobieristwa obu tych biatek.
Réwniez w moézgu wystepuje ona w innych populac-
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jach neuronéw niz kalbindyna D-28K. Jest gesto
upakowana w komorkach zwojéw czuciowych. W m6-
zgu szczura, szczeg6lnie w duzych ilosciach kalretinina
wystepuje w jadrze Slimakowym. Poza tym, ziden-
tyfikowano jg w interneuronach kory moézgowej i hipo-
kampa oraz w moézdzku i opuszkach wechowych
[53-57],

Metodami immunochemicznymi badano lokalizacje
kalretininy w innych tkankach. Wykazano, ze biatko
to wystepuje w komodrkach splotu Auerbacha [58]
oraz w komdrkach $rédmigzszowych jajnika szczura
[59], Ponadto wykazano obecno$¢ kalretininy w ko-
madrkach nowotworowych WiDr (linia komorek no-
wotworowyh jelita grubego) [60]. Dla tych ostatnich
komorek badano poziom kalretininy w réznych fazach
cyklu komorkowego. Wykazano, ze podczas mitozy
komérek WiDr kalretinina znajduje sie w cytoplazmie
i wrzecionie mitotycznym. W cytoplazmie wystepuje
tylko w fazach podziatu komérkowego. Natomiast we
wrzecionie mitotycznym Kkalretinina jest juz obecna
w prometafazie i we wszystkich kolejnych fazach
mitozy.

1VV-3. Parwalbumina

Parwalbumine po raz pierwszy zidentyfikowano
w miesniach szkieletowych, a dopiero potem wyizolo-
wano jg z komorek niemiesniowych, w tym z tkanki
nerwowej [61]. W mozgu parwalbumina wystepuje
m.in. w neuronach moézdzku, hipokampa, opuszek
wechowych iniektérych rejonéw podwzgoérza. W méz-
dzku zlokalizowana jest w komorkach Purkinje’go
oraz w komorkach gwiazdzistych i koszyczkowych,
natomiast w korze mézgowej w neuronach wszystkich
warstw z wyjatkiem warstwy pierwszej. Wykazano, ze
w moézgu szczura dorostego parwalbumina wystepuje
w interneuronach zawierajacych GA BA (kwas y-ami-
nomastowy) [62].

W czasie rozwoju zarodkowego szczura, w nie-
ktérych czesciach uktadu nerwowego, parwalbumina
pojawia sie w 13-tym dniu zycia embrionu, a nastepnie
jej poziom szybko wzrasta. W neuronach kory méz-
gowej i hipokampa zawierajagcych GABA oraz w ko-
morkach Purkinje’go mézdzku parwalbumina poja-
wia sie dopiero po urodzeniu, a wiec po ré6znicowaniu
sie komorek i utworzeniu potaczen miedzyneuronal-
nych [63].

IV-4. Przypuszczalna rola Kkalbindyny D-28K,
kalretininy i parwalbuminy w uktadzie
nerwowym

Rola kalbindyny, Kkalretininy i parwalbuminy
w ukladzie nerwowym nie jest jasna, jednak stwier-
dzono, ze w neuronach hipokampa poziom tych biatek
koreluje z odporno$ciag komoérkowga na uszkodzenia.
Przypuszcza sie wiec, ze biatka te dziatajg poprzez
obnizenie stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie [51,
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52]. W badaniach, ktére polegaly na wprowadzeniu
kalbindyny lub parwalbuminy do hodowanych neuro-
néw ipomiarze stezenia wolnych jon6w wapnia stwier-
dzono, ze biatka te rzeczywiscie mogg buforowaé Ca2+
wewnatrz komorki [64],

Kalbindyna, kalretinina i parwalbumina zlokalizo-
wane sg w réznych subpopulacjach komdrek w moézgu.
Wysoki stopien homologii tych biatek i ich rdzna
lokalizacja w mézgu wskazujg zjednej strony, iz moga
one petni¢ podobne funkcje w réznych populacjach
neuronéw, np. buforowaé jony wapnia, z drugiej zas
strony sugerujg mozliwos¢ zréznicowanej funkcji kaz-
dego ztych biatek. Dodatkowe informacje na ten temat
moze uda sie uzyska¢ po zidentyfikowaniu biatek
wigzgcych sie z kalbindyna, kalretining i parwalbumi-
na. | tak np. sugeruje sie mozliwos¢ oddziatywania
kalbindyny D-28K i kanatu wapniowego typu P w ko-
madrkach Purkinje’go [65].

Przeciwciata skierowane przeciwko kalbindynie, ka-
Iretininie i parwalbuminie, z uwagi na r6znga lokalizacje
tych biatek moga by¢ stosowane jako znaczniki neuro-
anatomiczne [66, 67], Biatka te majg takag przewage
nad innymi znacznikami neuronalnymi, ze sg dobrze
rozpuszczalne i widoczne nawet w cienkich wypust-
kach neuronéw. Umozliwia to m.in. badanie ksztattu
komorek nerwowych i ich potgczen.

V. Rodzina biatek S-100

Do rodziny biatek S-100 zalicza sie kilkanascie
polipeptydéw, ktére wystepujg na ogot w okreslonym
typie komorek [68], Najlepiej poznane sg biatka: S-100
(a i P), kalbindyna D-9K, biatko pil, kalcyklina.
Monomer biatka z rodziny S-100 zawiera dwie dome-
ny ,EF-hand” i moze wigza¢ dwa jony wapnia. Wiek-
szo$¢ biatek S-100 ma zdolno$¢ do tworzenia dimerdw,
ktére moga wigza¢ 4 jony wapnia. Geny kodujace
biatka S-100 sg aktywowane tylko w okreslonej fazie
cyklu komdrkowego lub w przebiegu réznicowania.
Niektére biatka z grupy S-100 znajdowane sg na
zewnatrz komérek, co moze $wiadczy¢ o ich funkcji
pozakomoérkowej.

Po raz pierwszy biatko S-100 wyizolowano z tkanki
nerwowej w 1965 roku [69]. Pdzniejsze badania
wskazaty, ze biatko to wystepuje w postaci trzech form
S-100a0, S-100a i S-I00b, ktére sktadajg sie odpowied-
nio z podjednostek aa, aP i pp [70]. W osrodkowym
i obwodowym uktadzie nerwowym biatko S-100P
wystepuje przede wszystkim w komérkach glejowych.
Biatko S-I00a, znajdowane w mézgu w matych ilos-
ciach (stanowi ok. 5% mieszaniny biatek S-l0Oa
i S-100P), jest obecne w neuronach hipokampa oraz
w neuronach obwodowego uktadu nerwowego [71],
Ponadto S-lOOa wystepuje w znaczacych ilosciach
w miesniu szkieletowym, mie$niu sercowym i nerce
[72-74],

Dotychczas nie wyjasniono, jaka funkcje petnia
biatka S-100. Sugeruje sie np., ze moga one regulowaé
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procesy fosforylacji i defosforylacji biatek mézgowych,
oraz oddziatywaé¢ z systemem mikrotubulowym.
W doswiadczeniach, ktore polegaty na zahamowaniu
syntezy S-1003 w komorkach glejaka C6 istotnie
zaobserwowano znaczne zmniejszenie szybkosci po-
dziatbw komdrkowych, oraz zmiane w organizacji
cytoszkieletu komoérkowego [75]. W 1985 roku K 1i-
gman i Marshak pokazali, ze homodimer biatka
S-100(3 moze petni¢ funkcje czynnika wydtuzajgcego
neuryty [76]. Wyniki te zostaly potwierdzone przez
van Eldik i wsp. [77], ktérzy pokazali ponadto,
ze biatko S-100(3 jest wydzielane przez komérki glejo-
we do pozywki i dziata jako czynnik mitogenny.
Nanomolowe stezenie biatka S-1003 w hodowli ko-
morkowej stymulowato proliferacje komérek glejaka
C6 i pierwotnych astrocytow [78],

Podwyzszony poziom biatka S-100(3 obserwuje sie
w mébzgu w réznych stanach patologicznych, takich jak
choroba Downa i Alzheimera, a takze w niektérych
nowotworach [79, 80]. Wydaje sie wiec, ze stosowanie
przeciwciat specyficznych wobec biatka S-100(3 moze
by¢ wykorzystywane m.in. do identyfikacji r6znych
nowotworéw uktadu nerwowego. Jak dotgd biatko
S-100(3 znaleziono tylko w nowotworach pochodzg-
cych z komoérek glejowych, nie znaleziono w nowo-
tworach wywodzacych sie z neuronéw [81, 82].

Niewiele wiadomo na temat wystepowania i roli
w uktadzie nerwowym innych biatek z rodziny S-100.
Badania prowadzone na komdrkach PC 12 (komér-
kach szczurzego guza chromochtonnego nadnerczy)
pokazuja, ze pod wptywem NGF w komadrkach tych
pojawiajg sie trzy biatka z rodziny S-100: 42A, 42C
i kalcyklina [83-85]. W czasie réznicowania sie tych
komérek pod wplywem NGF poziom mRNA 42A
wzrastat 25-krotnie, a mMRNA 42C — 5-krotnie. Trze-
cie biatko, kalcyklina, po raz pierwszy zostata wyizolo-
wana z komorek raka Ehrlicha, a p6zniej wykazano, ze
wystepuje ona gtéwnie w fibroblastach i komoérkach
nabtonkowych [86]. Badajac komorki roznych linii
nerwiaka zarodkowego (neuroblastoma) Tonini
i wsp. zaobserwowali wysoki poziom mRNA kalcyk-
liny w komérkach typu S (podobnych do komdrek
nabtonkowych Schwanna), a znacznie nizszy w komor-
kach typu N (embrionalnych komdérkach nerwowych)
[87]. Jednak po traktowaniu komaérek typu N kwasem
retinowym poziom kalcykliny kilkakrotnie wzrastat.
Metodg Northerna wykazano tez obecno$¢ mRNA
kalcykliny w mézgu myszy [88], a badania immunohi-
stochemiczne prowadzone na skrawkach mézgu szczu-
ra wskazuja, ze biatko to wystepuje w neuronach [89].

VI. Aneksyny — biatka wigzace wapn
i fosfolipidy

Aneksyny to biatka o niskim powinowactwie wzgle-
dem jonow wapnia petnigce r6znorodne funkcje w ko-
morce. Wigzanie wapnia z tymi biatkami znacznie
wzrasta w obecnosci fosfolipidow, gtéwnie fosfatydylo-
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seryny [90, 91]. Biatkom tym w przesztosci nadawano
rézne nazwy jak np. kalpaktyny, lipokortyny czy
chromobidyny. Dopiero Crumpton i Dedman
w 1990 zaproponowali nazwe aneksyny [92]. Anek-
syny nie zawierajg domen ,,EF-hand”, a miejsca wigza-
nia wapnia nie sg w petni zidentyfikowane. Struktura
wigzania wapnia przewidywana na podstawie sekwen-
cji aminokwasowej ma by¢ domeng podobnag do
~EF-hand”, w ktorej jon wapnia koordynowany jest
przez karbonylowe atomy tlenu gtéwnego tancucha po-
lipeptydowego [5]. Na podstawie badan krystalografi-
cznych okreslono struktury Ill-rzedowe wielu aneksyn.
Najnowsze badania sugeruja tez, ze niektore aneksyny
moga petni¢ funkcje kanatéw jonowych [93, 94].

Badania prowadzone w ciggu ostatnich lat wskazu-
ja, ze niektore aneksyny wystepujg w tkance nerwowej
i wykazujg charakterystyczne rozmieszczenie zalezne
od typu komorek i ich stanu rozwoju. | tak np.
stwierdzono, ze u 10-dniowego szczura wysokie steze-
nie aneksyny Il wystepuje gtdwnie w komoérkach
Purkinje’go mo6zdzku. U szczuréw 18-dniowych silng
reakcje z przeciwciatem na aneksyne Il wykazujg
komérki glejowe Bergmanna i astrocyty w substancji
biatej. W mézdzku szczura dorostego aneksyna Il
wystepuje wytacznie w wypustkach komoérek glejo-
wych Bergmanna i w wypustkach niektérych astro-
cytow warstwy ziarnistej i substancji biatej [95].
Najwieksze stezenie aneksyny IV w mozgu ssakéw
dorostych zidentyfikowano w substancji biatej w ko-
madrkach glejowych potozonych ponizej warstwy ko-
morek Purkinje’go [96]. Natomiast aneksyna V wy-
stepuje gtdwnie w komédrkach glejowych mézdzku
oraz w komorkach Bergmanna, astrocytach i oligo-
dendrocytach kory mézgowej. Aneksyne V zidentyfi-
kowano ponadto w komérkach Schwanna nerwu
kulszowego [97]. W mdzdzku ssakoéw stwierdzono
takze obecnos$¢ aneksyny VI. Wystepuje ona gtéwnie
w komoérkach Purkinje’go oraz w dendrytach i ak-
sonach neuronow substancji biatej i warstwy ziarnistej
[96]. Inne badania prowadzone na komaérkach linii
PC 12 pokazujg, ze po stymulacji tych komorek czyn-
nikiem NGF zmienia sie poziom aneksyny Ili V. | tak,
stezenie aneksyny Il wzrasta 32 razy, za$ aneksyny
V — 5 razy. Po usunieciu NGF stezenie tych biatek
powraca do wartosci poczatkowej [98, 99]. Sugeruje
sie zatem, ze przynajmniej niektore aneksyny moga
odgrywac istotng role w rdéznicowaniu sie komdrek
nerwowych.

VIl. Podsumowanie

Jony wapnia odgrywajg istotng role w regulacji
wielu proceséw fizjologicznych komorki. W komoér-
kach uktadu nerwowego biorg one udziat m.in. w syn-
tezie i uwalnianiu neurotransmiteréw, mogg induko-
waé LTP i uczestniczyé w procesach uczenia sie
i pamieci. W wielu przypadkach dziatanie jonow Ca2+
zachodzi poprzez wigzanie sie z okre$lonymi biatkami
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wigzacymi wapn.

Niektore biatka wigzace wapn, jak kalmodulina
i rekoweryna wystepujgce w duzych ilosciach w tkance
nerwowej, modulujg aktywno$¢ enzymdw. Inne biatka,
jak kalbindyna, kalretinina i parwalbumina wystepu-
jace w okreslonych populacjach neuronéw w mézgu,
moga obnizaé stezenie jondw wapnia wewnatrz ko-
morki. Specyficzna lokalizacja w okreslonych populac-
jach komorek sprawia, ze przeciwciata skierowane na
kalbindyne, kalretining, parwalbumine moga by¢ wy-
korzystane jako markery do badan neuroanatomicz-
nych [100, 101]. Réwniez biatka z rodziny S-100,
aneksyny i czute na wapn proteazy moga by¢ istotne
dla funkcjonowania uktadu nerwowego [102-104].

Waznga cechg biatek wiazgcych waph jest ich dobra
rozpuszczalno$¢ i wystepowanie nawet w cienkich
wypustkach neurondw. Umozliwia to badanie ksztattu
komoérek nerwowych iich potgczen, co jest szczeg6lnie
istotne w $ledzeniu rozwoju uktadu nerwowego
i w monitorowaniu réznych stanéw patologicznych
[105-106]. Dalsze badania w dziedzinie biatek wigza-
cych wapn sgjednak niezbedne dla petniejszego wyjas-
nienia i zrozumienia roli tych biatek w uktadzie
nerwowym.
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Rola wazotocyny argininowej i melatoniny w fizjologicz-
nych mechanizmach adaptacji ryb kostnoszkieletowych do

zmian zasolenia sSrodowiska

Role of arginine vasotocin and melatonin in physiological adapta-
tion mechanisms to salinity changes in Teleostei

EWA KULCZYKOWSKA*

Spis tresci:

I.  Wprowadzenie

Il.  Wazotocyna argininowa a osmoregulacja u ryb

I1l. Receptory wazotocyny argininowej

IV. Wazotocyna argininowa i izotocyna wplywajg na wiele
funkcji organizmu

V. Szyszynka jako przetwornik informacji

V1. Zalezno$¢ funkcjonalna wazotocyna— melatonina?

Contents:

l. Introduction

Il.  Arginine vasotocin and osmoregulation in fish

I11. Arginine vasotocin receptors

IV. Arginine vasotocin and isotocin affect a wide variety of
functions

V. Pineal as a neuroendocrine transducer

V1. Functional relationship vascotocin— melatonin?

Wykaz stosowanych skrétéw: AVT —wazotocyna arginino-
wa (arginine vasotocin); AVP wazopresyna argininowa
(arginine vasopressin); ACTH — hormon adrenokortykot-
ropowy (adrenocorticotropic hormone); Vj, V2— receptory
wazopresyny (vasopressin receptors).

I. Wprowadzenie

Sezonowe wedrowki ryb sg zjawiskiem na ogo6t
znanym, lecz biochemiczne i fizjologiczne podstawy
mechanizmu takiego zachowania sie zwierzat pozo-
stajg, jak dotad, niezbadane. Jakie czynniki zewnetrzne
i wewnetrzne stanowia impuls do rozpoczecia wedro-
wki? Co stanowi synchronizator zachodzacych prze-

* dr, Centrum Biologii Morza PAN, Gdynia ul. $w. Woj-
ciecha 5
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mian w funkcjonowaniu organizmu? Jakie fizjologicz-
ne mechanizmy adaptacyjne pozwalajg organizmowi
prawidtowo reagowaé na zmiany $rodowiska? Znale-
zienie petnej odpowiedzi na te pytania nie jest dzi$
jeszcze mozliwe i dlatego istotne wydaje sie przy-
blizenie czytelnikowi tej tematyki i by¢ moze za-
checenie go do podjecia badan w tym kierunku.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie udziatu
dwoch hormondw: wazotocyny argininowej i melato-
niny w fizjologicznym procesie adaptacji ryb kostno-
szkieletowych do zmian zasolenia $rodowiska. Zagad-
nienie to jest przedmiotem badarn prowadzonych obec-
nie w Centrum Biologii Morza PAN w Gdyni.

Wazotocyna jest jednym z siedmiu zidentyfikowa-
nych u ryb hormondw nerwowej czesci przysadki
i wraz z izotocyng (ichtiotocyng) obecna jest u wszyst-
kich ryb kostnoszkieletowych (Teleostei). Ich synteza
zachodzi w jadrach podwzg6rza (nucluos preopticus),
skad czasteczki przesytane sg za posrednictwem ak-
sonoéw do tylnej czesci przysadki gdzie sa magazyno-
wane i stad uwalniane. Pozostate neurohormony tzn.
oksytocyna, mezotocyna, glumitocyna, aspargtocyna
iwalitocyna spotykane sg u ryb innych rzedéw (Tab. 1).
Wszystkie sa nonapeptydami i r6znia sie miedzy sobg
jednym, a czasem dwoma aminokwasami w sekwencji
(Ryc. 1, Wzory I-VIII).

Melatonina jest hormonem syntetyzowanym z tryp-
tofanu w szyszynce wszystkich kregowcéw (Wzér 1X).
W procesie powstawania melatoniny bierze udziat
miedzy innymi N-acetylotransferaza — enzym nie-
zwykle wazny z punktu widzenia regulacji biosyntezy
melatoniny.

Il. Wazotocyna argininowa a osmoregulacja
uryb

Wazotocyna argininowa (Ryc. 1, Wzor I1) wystepuje
réwniez uwyzszych kregowcow (Tetrapodo) i podobnie

jak wazopresyna (Ryc. 1, Wzdr 1) odgrywa wazng role
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Tabela 1.

Hormony nerwowej czeéci przysadki
zidentyfikowane u ryb réznych rzedéw

Ryby spodouste
(Elasmohranchii)

w tym:

Zartacze wazotocyna, glumitocyna,
(Selachii) aspargtocyna, walitocyna
Zrostogtowe wazotocyna, aspargtocyna,

(Holocephali) oksytocyna

Ryby kostnopromieniste
(Actinopterygii)

w tym:

Kostnoszkieletowe (Teleostei)
Ramienioptetwe (Branchiopterygii)
Ganoidy kostne (Holostei)
Kostotuskie (Chondrostei)

wazotocyna, izotocyna

wazotocyna, izotocyna

wazotocyna, izotocyna
wazotocyna

Ryby dwudyszne wazotocyna, mezotocyna

(Dipnoi) oksytocyna
1 WAZOPRESYNA ARGININOWA

i 1
Cys - Tyr - Phe - GIn - Asn - Cys - Pro - Arg - Giy - NH2
1 2 3 4 - 5 6 7 8 9
2. WAZOTOCYNA ARGININOWA

i i
Cys - Tyr - lle - GIn - Asn - Cys - Pro - Arg - Giy - NH2
3. OKSYTOCYNA

f i
Cys - Tyr - lle - GIn - Asn - Cys - Pro - Leu - Gly - NH2
4. MEZOTOCYNA

i i

Cys - Tyr - lle - GIn - Asn - Cys - Pro - lle - Giy - NH2
5. IZOTOCYNA

i i

Cys - Tyr - lle - Ser - Asn - Cys - Pro - lte - Giy - NH2

6. GLUMITOCYNA
i 1

Cys - Tyr - ILe - Ser - Asn - Cys - Pro - GIn - Gly - NH2

7. ASPARGTOCYNA
i i
Cys - Tyr - lle - Asn - Asn - Cys - Pro - Leu - Giy - NH2
8. WALITOCYNA
Ryc. 1 Hormony nerwowej czesci przysadki moézgowej zidentyfi-
kowane u ryb, wzory 11-VIIl. Dla poréwnania przedstawio-

no réwniez budowe wazopresyny argininowej — hormonu
nie wystepujacego u nizszych kregowcéw, wzér I.
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Wzér IX Melatonina — hormon szyszynkowy kregowcow

w utrzymaniu homeostazy ptyndw ustrojowych wy-
wierajagc dzialtanie naczyniowe i kanalikowe. Efekt
polegajacy na obkurczeniu naczyn krwionosnych mo-
ze prowadzi¢ do wzrostu diurezy na skutek podwyz-
szenia ci$nienia krwi, lub przeciwnie, do jej zahamowa-
nia w wyniku obkurczenia naczyn nerkowych ispadku
filtracji kiebkowej. W wyniku bezposredniego dziata-
nia wazotocyny na kanaliki nerkowe i tym samym
zwiekszenia reabsorbeji wody z kanalikéw dochodzi
do zahamowania diurezy (efekt antydiuretyczny).

Od dawna wiadomo, ze zmiany aktywnos$ci sek-
recyjnej przysadki moga by¢ wywotane zmianami
toniczno$ci wody, w ktérej przebywa ryba, lecz natura
tego zjawiska jest nadal niejasna. Badania histologicz-
ne demonstrujag zmniejszenie zawarto$ci neurosekretu
w przysadce ryb podczas ich adaptacji do Srodowiska
hipertonicznego [1, 2]. Udato si¢ réwniez wykazaé
zwiekszong ekspresje mMRNA prowazotocyny w pod-
wzg6rzu pstraggéw znajdujgcych sie w wodzie stodkiej
[3] i wzrost stezenia AVT w osoczu flagder i pstragow
przeniesionych z wody stonej do stodkiej oraz jego
spadek po powrocie ryb do wody stonej [+, 4, 5].
Wyniki tych prac jednoznacznie wskazujg na zwiek-
szong synteze i sekrecje wazotocyny u pstragow i flagder
znajdujacych sie w wodzie stodkiej. Zaobserwowano
ponadto korekcje miedzy osmolarnosciag osocza, steze-
nie jonow N a+ w osoczu, a stezeniem AVT w osoczu
stonowodnych flader i brak tych zaleznosci u ryb
stodkowodnych. Moze to, jak sie wydaje, wskazywaé
na zréznicowanie roli wazotocyny u ryb zyjacych
w roznych Srodowiskach [1, 5].

U wegorza europejskiego, przeciwnie niz u flagder
i pstragow, adaptacja do Srodowiska stonowodnego
zwigzana jest z wyzszym poziomem wazotocyny iizo-
tocyny w przysadce i osoczu krwi [6, 7]. Wegorze
stodkowodne reagujg zmniejszeniem filtracji kiebko-
wej i zahamowaniem diurezy na niskie, przypuszczal-
nie réwne fizjologicznym, dawki AVT (0.001 ng/kg
ciezaru ciata) za$ zwiekszong diurezag na wysokie
dawki hormondw (100 ng/kg cigzaru ciata) [8, 9].

Ogélnie mozna stwierdzi¢, ze wysokie stezenia AVT
egzogennego, powodujace znaczne podwyzszenie cis-
nienia krwi, dziatajg diuretycznie, za$ nizsze stezenia
wywierajg efekt antydiuretyczny. Nie jest wykluczone,
ze wazotocyna u ryb dziata bezposrednio na kanaliki

135



nerkowe zwiekszajgc resorpcje ptynu, a wiec anty-
diuretycznie, co jednak przy wyzszych jej stezeniach
maskowane jest zwiekszong diurezg wynikajgca zjed-
noczesnego wzrostu ci$nienia krwi i filtracji ktebkowej.

Warto réwniez wspomnieé, ze u stenohalicznego
karpia nie obserwuje sie¢ zmian poziomu AVT w 0s0-
czu, co moze wskazywaé na brak efektow diuretycz-
nych, jako reakcji na zmieniajacg sie osmolarnosé
wody. Byly to, co prawda, zmiany niewielkie ze
wzgledu na duzg wrazliwo$¢ karpia na zasolenie
srodowiska [5], U ryb ptucodysznych za$ niewielkajuz
dawka AVT (0.1 ng/kg) wywotuje diureze [10]. Dane te
wskazujag na duze zrdéznicowanie odpowiedzi fizjo-
logicznej ryb na zmiany S$rodowiska i wydzielang
wazotocyne.

I11. Receptory wazotocyny argininowej

Kierujac sie kryteriami funkcjonalnymi i farmakolo-
gicznymi wyodrebniono dwa zasadnicze rodzaje rece-
ptoréw wazopresyny: i V2. Receptory Vj, nazywa-
ne sg naczyniowymi receptorami wazopresyny. lIch
pobudzenie powoduje hydrolize fosfatydyloinozytolu
i mobilizacje wewnatrzkomérkowego wapnia. Sg one
odpowiedzialne m.in. za zwezenie naczyn krwionos-
nych i w efekcie podwyzszenie ci$nienia krwi. Nato-
miast pobudzenie tzw. kanalikowych receptoréw wa-
zopresyny, V2, prowadzi do aktywacji wewnatrzko-
modrkowej cyklazy adenylowej i podwyzszenia pozio-
mu cAMP w komoérkach kanalikoéw zbiorczych nerek
ssakow itym samym odpowiada za efekt antydiurety-
czny.

Wyniki najnowszych badan wskazujg na obecnosé
receptorow typu V\ w tkankach ryb (podobnych do
receptorow V't specyficznych dla wazopresyny ssa-
kéw), natomiast pozostawiajg nierozstrzygniety prob-
lem obecnos$ci receptoréow typu V2. W naczyniach
nerkowych najprawdopodobniej funkcjonujg recep-
tory typu VI5 gdyz syntetyczny antagonista tych
receptoréw znosi efekt antydiuretyczny wywotany
podaniem AVT u ryb, u ktérych utrzymywane jest
state cis$nienie krwi [11]. Jednocze$nie udato sie stwier-
dzi¢, ze AVT powoduje zalezng od dawki stymulacje
syntezy cAMP w izolowanych komorkach kanalikéw
nerkowych pstragga i zahamowanie diurezy, co moze
wskazywa¢ na funkcjonowanie receptorow typu V2
[12]. Wskazano réwniez, ze wazotocyna i izotocyna
bezposrednio hamujg aktywno$¢ cyklazy adenylowej
(w nieobecnosci jonow Ca2+) w btonie komdrek
nabtonkowych skrzeli i obnizajg poziom cAMP w izo-
lowanych hepatocytach pstrgga, wskazujgc tym sa-
mym na obecno$¢ nieznanych dotad receptoréw [13].

Wydaje sie jednak, ze préby klasyfikacji receptoréw
AVT u ryb sg jeszcze przedwczesne. Mozna jedynie
przypuszczaé, ze za efekt kanalikowy (antydiuretycz-
ny) odpowiedzialne sg receptory typu V2, natomiast za
efekt naczyniowy receptory typu
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IV. Wazotocyna argininowa iizotocyna wpty-
wajg na wiele funkcji organizmu

Rola fizjologiczna wazotocyny argininowej i izo-
tocyny nie ogranicza sie do udziatu w osmoregulacji.
Indukowanie stanu gotowos$ci ryby do tarta, kurczenie
jajowodow, zalezne od podanej dawki AVT pobudze-
nie syntezy testosteronu T2 i regulacja aktywnosci
gonadotropowej komorek przysadki, to tylko niektére
przyktady udziatu tych hormondw w procesie re-
produkcji [14, 15].

Znany jest takze wptyw neurohormondéw podwzgo-
rzowych na wydzielanie ACTH i kortyzolu u ryb.
Stymulowanie wydzielania ACTH przez wazotocyne
i izotocyne przypomina ten sam efekt znany u ssakow,
a wywotany przez wazopresyne [16].

Badania neuroanatomiczne z zastosowaniem naj-
nowszych technik immunocytochemicznych wskazujg,
ze widkna nerwowe zawierajace czasteczki wazotocy-
ny i izotocyny docierajg do roéznych struktur mozgu
i moga odgrywac role neurotransmiteréw i neuro-
modulatoré6w w centralnym uktadzie nerwowym ryb
[17], przypominajac tym samym dziatanie wazo-
presyny i wazotocyny u kregowcoéw wyzszych [18, 19],
Jednym z prawdopodobnych miejsc dziatania wazoto-
cyny jest szyszynka. Rozwiniete w latach 80-tych
techniki badawcze pozwolity potwierdzi¢ obecnosé
wazotocyny argininowej i wazopresyny w szyszynce
u wyzszych kregowcow [20]. Wazotocyne argininowa
wykryto takze w szyszynce ryb [20, 21].

Jednym z ciekawszych, lecz nadal stabo poznanym
efektem dziatania wazopresyny jest regulowanie sek-
recji hormonow osi podwzgOrze-przysadka [22-24]
i syntezy melatoniny w szyszynce [25] i tym samym jej
udziat w przekazywaniu sygnatéw zwiazanych z funk-
cjonowaniem zegara biologicznego [26]. Wysoki po-
ziom AVP w plynie mézgowo-rdzeniowym ssakdw
w ciggu dnia pokrywa sie z niskim poziomem melato-
niny, a niski poziom AVP w nocy odpowiada wysokie-
mu poziomowi melatoniny [27], ROwniez w jadrach
podwzgdrza, w bliskim sasiedztwie skrzyzowania ner-
wow wzrokowych (suprachiasmatic nucleus), miejscu
zegara biologicznego kregowcow, obserwuje sie ryt-
miczne zmiany poziomu wazopresyny i mRNA wazo-
presyny (z minimum w nocy) [26, 28],

V. Szyszynka jako przetwornik informacji

Szyszynka ryb zawierajgca komarki fotoreceptoro-
we dziata jednoczesnie jako odbiornik i przetwornik
informacji  (photoneuroendocrine, thermoendocrine
transducer), stanowi rodzaj tgcznika organizmu ze
$rodowiskiem [29-32]. Informacja w postaci fali Swiet-
Inej lub/i bodZca termicznego dociera do szyszynki,
gdzie zostaje zamieniona w sygnat chemiczny (melato-
nina) i w impuls nerwowy docierajgcy do centralnego
uktadu nerwowego. Uktad, ztozony z komorek foto-
receptorowych syntetyzujgcych hormon melatonineg
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i potgczonych synapsami z neuronami, prowadzi swe
aksony do roznych struktur mézgowych. Stwarza to
mozliwo$¢ petnej koordynacji funkcjonowania orga-
nizmu, tak na drodze nerwowej jak i hormonalnej.

Na uwage zastuguje zaobserwowana u pstragga zale-
zno$¢ miedzy sygnatami nerwowymi i hormonalnymi
wychodzacymi z szyszynki [33]. Wydaje sig, ze melato-
nina stanowi modulator sygnatéw nerwowych, a po-
nadto regulator wiasnej syntezy i sekrecji, dziatajacy
na zasadzie sprzezenia zwrotnego.

Biosynteza melatoniny w szyszynce przebiega ryt-
micznie u wszystkich kregowcdw: poziom jej jest
wysoki w nocy i niski w dzien. U ssakdw wydzielanie
melatoniny kierowane jest przez tzw. zegar biologiczny
znajdujacy sie w podwzg6rzu (suprachiasmatic nucleus)
i podlega regulacji przez zmieniajacy sie fotoperiod
(zmiany dtugosci dnia i nocy). Nocny szczyt syntezy
hormonu moze by¢ sygnatem synchronizujagcym takze
dla innych rytmdéw okotodobowych. Zimga i jesienia,
kiedy dni sg krotsze, czas wzmozonej syntezy melato-
niny jest dtuzszy niz wiosna i latem, tak wiec rytm ilosci
syntetyzowanej melatoniny stanowi¢ moze rodzaj
kalendarza endokrynnego, pozwalajacego na dostoso-
wanie sie organizmu do sezonowych zmian warunkéw
Srodowiska [34-36].

Badania aktywnosci wydzielniczej izolowanej szy-
szynki pstragga przeprowadzone w r6znych warunkach
fotoperiodu wskazujg niewatpliwie na regulujacy
wplyw Swiatta na synteze melatoniny [37], lecz jak
dotad nie udato sie jednoznacznie okresli¢, czy rytm
wydzielania melatoniny w szyszynce ryb jest nada-
wany przez sama szyszynke. W warunkach utrzymu-
jacej sie ciemnosci rytm okotodobowy wydzielania
hormonu utrzymuje sie w szyszynce szczupaka [30]
i karasia [38], natomiast zanika w szyszynce pstraga
[37], co moze wskazywaé na rozny charakter rytmu
(endo- lub egzogenny) u réznych gatunkéw ryb.

VI. Zaleznos¢ funkcjonalna wazotocyna-
-melatonina?

Funkcjonalne zalezno$ci miedzy nerwowg czeScig
przysadki ryb oraz uwalnianymi stad hormonami,
wazotocyng i izotocyng, oraz szyszynka i jej hor-
monem melatoning, nie byly nigdy wcze$niej przed-
miotem rozwazan. Wydaje sie, ze jest do$é¢ danych
wskazujacych na prawdopodobienstwo wyzej wspo-
mnianych interakcji:

— dane o zaleznoSci wazopresyna-melatonina

u ssakow;

— duze podobienstwo funkcjonowania mechaniz-
méw sprzezen zwrotnych u kregowcow wy-
zszych i ryb, szczeg6lnie w regulacji wydzielania
hormonoéw uczestniczagcych w dostosowaniu or-
ganizmu do zmieniajacych sie warunkéw $rodo-
wiska;

— podobienstwo budowy czasteczek wazotocyny
i wazopresyny oraz podobienstwo struktury
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receptoréw tych hormonéw;

— obecno$é wazotocyny argininowej w szyszynce

ryb;

— udzial, zarébwno wazotocyny argininowej, jak

i melatoniny w przekazywaniu informacji
0 zmieniajgcych sie warunkach $rodowiskowych
(Swiatto, temperatura, osmolarnos¢);

— zdolno$¢ modulowania sygnatéw nerwowych

lhormonalnych przez wazotocyneg i melatonine.

Miejsca receptorowe specyficzne dla melatoniny
wykryto w réznych czesSciach moézgu, w tym w tzw.
polu przedwzrokowym (preoptic area) [39], Nalezy
w tym miejscu przypomnie¢, ze jadro przedwzrokowe
(nucleus preopticus) wystepujace w polu przedwzroko-
wym podwzgorza jest miejscem biosyntezy wazotocy-
ny argininowej. Nasuwa sie wiec przypuszczenie, ze
melatonina moze wplywaé na synteze wazotocyny
w podwzgorzu, zas wazotocyna modyfikowac synteze
i sekrecje melatoniny w szyszynce, 0 czym wspomniano
wczedniej. Niestety tego typu zaleznosci nigdy nie
badano.

Na rycinie 2 przedstawiono hipotetyczne zaleznosci
miedzy melatoning, a wazotocyng argininowg u ryb,
z uwzglednieniem S$wiatta i temperatury, jako czyn-
nikow Srodowiskowych regulujacych wydzielanie tych
hormonéw. Zaréwno S$wiatto, jak i temperatra wpty-
waja na synteze i uwalnianie melatoniny w szyszynce
ryb [29]. Znany jest takze wplyw Swiatta na synteze
wazotocyny w szyszynce [20] i wazopresyny w pod-
wzgoérzu [28] u ssakéw. Nie wyklucza sie, ze synteza
AVT uryb jest rGwniez regulowana przez $wiatto (czas
naswietlenia). Bliskie potozenie szyszynki, podwzgoérza
i przysadki, oraz anatomiczne potgczenia miedzy tymi
strukturami umozliwiajg wzajemng regulacje syntezy
i wydzielania wazotocyny i melatoniny. Wiadomo, ze
zredukowana forma wazotocyny argininowej hamuje
rozktad N-acetylotransferazy — kluczowego enzymu
uczestniczacego w biosyntezie melatoniny. Natomiast
sama wazotocyna argininowa przys$piesza rozkiad
tego enzymu [20]. Tak wiec, wysoki poziom wazotocy-
ny moze dziata¢ hamujgco na synteze melatoniny zas
niski poziom moze pozwala¢ na uaktywnienie jej
biosyntezy. Podobne zjawiska zaobserwowano u ssa-
kéw: wysoki poziom szyszynkowej wazotocyny w po-
rze dziennej odpowiada niskiemu poziomowi melato-
niny, a niski poziom AVT w porze nocnej, wysokiemu
poziomowi melatoniny [20]. Jak widaé, zaleznosci te
moga by¢ dos¢ skomplikowane i wymagajg przepro-
wadzenia kompleksowych badan.

Moze, poznanie zaleznosci funkcjonalnych miedzy
melatoning i wazotocyng argininowg oraz mechaniz-
moéw biochemicznych lezacych u podstaw tych zalez-
nosci, pozwoli lepiej zrozumie¢ niektore przemiany
obserwowane w organizmie ryb wedrujgcych. Dzi$juz
wiadomo, ze przemiany te nastepujg z pewnym wy-
przedzeniem w stosunku do zmieniajgcych sie warun-
kéw zewnetrznych (zasolenia, oSwietlenia, temperatu-
ry), a wiec maja charakter preadaptacyjny. Pozwala to
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Ryc. 2. Hipotetyczne zalezno$ci miedzy wydzielaniem wazotocyny

argininowej (AVT) i melatoniny u ryb. Swiatto i tem-
peratura regulujg biosynteze melatoniny w szyszynce. Me-
latonina i wazotocyna moga wptywaé wzajemnie na swoja
biosynteze i uwalnianie wewnatrz samej szyszynki i poza
niag. Melatonina uwalniana w szyszynce moze wptywac na
biosynteze wazotocyny w podwzgérzu i jej uwalnianie
w przysadce, atakze modyfikowacjej dziatanie w narzgdach
obwodowych. Wazotocyna syntetyzowana w podwzg6rzu
i uwalniana w przysadce moze regulowac biosynteze i wy-
dzielanie melatoniny w szyszynce.

przypuszczaé, ze o podjeciu wedrowki i pojawieniu sie
adekwatnych mechanizméw adaptacyjnych decyduje

czy

nnik genetyczny. Hormony za$ petnig niezwykle

wazng role synchronizujac procesy zyciowe ze zmie-
niajagcymi sie warunkami $rodowiskowymi.
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Fenolowe metabolity wtorne jako sygnaty roslin
w odziatywaniach miedzygatunkowych

Phenolic secondary metabolites as plant signals in interspecies

interactions
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I. Wprowadzenie

W trakcie rozwoju rosliny pewna cze$¢ wytwarza-
nych przez nig substancji uwalniana jest do otoczenia,
wspos6b kontrolowany, tworzgc specyficzny dla dane-
go gatunku roslin ,profil chemiczny”. Wsrod wy-
dzielanych substancji znajduja sie réwniez zwigzki
fenolowe — czasteczki powstajgce na drodze przemian
aminokwasow aromatycznych (gtéwnie fenyloalaniny
i, w mniejszym stopniu, tyrozyny), badz ich bezposred-
nich prekursor6w. Dane zgromadzone do kohca lat
siedemdziesiatych wskazywaty, ze metabolity wtérne,
zwilaszcza zwigzki fenolowe, czy alkaloidy, funkcjonuja
gtéwnie jako substancje zabezpieczajgce rosliny przed
konkurencjg ze strony innych roélin (allelopatia), przed
roslinozercami oraz przed patogenami (odstraszanie
i reakcje obronne). W latach osiemdziesigtych odkryto,
iz pojawienie si¢ niektérych zwigzkéw fenolowych
w otoczeniu roslin jest wykorzystywane przez inne
organizmy zasiedlajgce fitosfere jako sygnat chemiczny
wskazujagcy obecnos¢ odpowiedniego partnera oddzia-
tywan [1].

* dr, Instytut Chemii Bioorganicznej PAN, Noskowskiego 12,
61-704 Poznan
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Il. Rola zwigzkéw fenolowych w oddziatywa-
niach miedzygatunkowych

I1-1. Infekcja roslin wyzszych przez bakterie z ro-
dzaju Agrobacterium

Bakterie z rodzaju Agrobacterium (Rhizobiaceae) to
w wiekszo$ci patogeny roslinne wywotujagce powsta-
wanie guzowatosci szyjki korzeniowej (ang. crown gali
tumor) lub witosowato$ci uktadu korzeniowego (ang.
hairy roots) [2]. Indukcja objawéw chorobowych
nastepuje poprzez przeniesienie fragmentu plazmidu
(T-DNA) do komdrek roslinnych i integracje T-DNA
z genomem roslinnym [3]. Fragment T-DNA zawiera
geny biatek katalizujgcych synteze zwigzkéw o aktyw-
nosci auksyn i cytokinin oraz geny enzymoéw biosyn-
tezy opin [2]. Przeniesienie T-DNA do komorki
roslinnej zalezy od aktywnosci biatek kodowanych
przez tzw. region wirulentnoS$ci (vir) na plazmidzie Ti
oraz przynajmniej 4 rézne regiony chromosomowego
DNA [4]. Aktywacja genéw regionu vir, a w konsek-
wencji przeniesienie T-DNA, ma miegjsce tylko wtedy,
gdy Agrobacterium rozpozna komarki roslinne podat-
ne na infekcje.

Opracowanie techniki gendw reporterowych [5]
umozliwito zbadanie aktywnosci loci regionu vir. Tech-
nika ta polega na tgczeniu promotorow badanych
gendéw z pozbawionym wiasnego promotora genem,
ktérego produkt mozna tatwo oznaczy¢ ilosciowo, np.
/t-galaktozydaze z E. coli (lacZ). Stad tez wprowadze-
nie uktadu Tn3-lacZ w odpowiednie miejsca regionu vir
na plazmidzie Ti i uzyskanie potgczen typu vir::lacZ
pozwolito na zbadanie indukcji poszczegdlnych loci
regionu przez zwigzki chemiczne wydzielane przez
rosliny [6]. Tg drogg zidentyfikowano czasteczki syg-
natowe specyficznie aktywujace transformacje roslin:
acetosyringon i a-hydroksyacetosyringon (Ryc. 1)
uwalniane z uszkodzonych komérek tytoniu Nicotiana
tabacum [6]. Zidentyfikowane czasteczki spetniaty
wszystkie warunki wymagane do tego, by aktywacja
uktadu przeniesienia T-DNA nastepowata jedynie
w obecnosci wrazliwych komaérek rosdlinnych. Oba
zwigzki: 1) sa wytwarzne w roznych tkankach roslin,
2) pojawiajg sie specyficznie w wydzielinach uszkodzo-
nych komdrek, 3) aktywujg ekspresje wszystkich in-
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Ryc. I. Zwiagzki fenolowe silnie aktywujgce ekspresje genow vir
Agrobacterium tumefaciens.

dukowalnych loci regionu vir, 4) ich wytwarzanie jest
stymulowane przez uszkodzenie tkanki roslinnej, 5)
wytwarzanie sygnatéw nastepuje tylko w aktywnych
metabolicznie komoérkach [6]. Ponadto, przebadano
wiele réznych zwigzkédw fenolowych, podobnych stru-
kturalnie lub niosgcych analogiczny ,motyw struk-
turalny” w obrebie bardziej ztozonej czasteczki. Tylko
niektore z nich zostaty wyizolowane ze zrédet natural-
nych. Wiekszo$¢ uzywano do badan w postaci chemi-
cznie czystych zwigzkéw. Wyrézniono ponad 30 zwia-
zkdw aktywujacych geny regionu vir. Jako silne induk-
tory genow vir zidentyfikowano: acetosyringon, a-
hydroksyacetosyringon, acetowanilinon, aldehyd sy-
ringonowy, kwas syringonowy, alkohol koniferylowy,
kwas synapinowy, kwas ferulowy oraz 4,2,4'-trihyd-
roksy-3-metoksychalkon i 4,2'4'-trihydroksy-3,5-di-
metoksychalkon (Ryc. 1).

Poréwnanie budowy czasteczek sygnalnych umoz-
liwito wyrdznienie 6 klas strukturalnych: 1) acetofeno-
ny iich pochodne, 2) monolignole, 3) pochodne kwasu
cynamonowego, 4) chalkony, 5) flawonoidy i 6) inne
zwigzki niosgce wspolny ,,motyw strukturalny” (Ryc.
2). Zidentyfikowano dwa elementy struktury chemicz-
nej warunkujgce aktywnos$¢ induktorowg: 1) obecnosé
pierscienia benzenowego podstawionego wg dwéch
typow — gwajakolu (4-hydroksy-3-metoksy-) lub sy-
ringonu (4-hydroksy-3,5-dimetoksy-) oraz 2) obecnos¢
grupy hydroksylowej w pozycji C4 (Ryc. 2). Grupa
metoksylowa w pozycji 3 jest niezbedna, natomiast
wiekszos$¢ silnych induktorow zawiera réwniez iden-
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tyczny podstawnik w pozycji 5. Grupa hydroksylowa
przy C5 obniza aktywno$¢ induktora (kwas 5-hydro-
ksyferulowy jest nieaktywny — [7]). Struktura pod-
stawnika w pozycji 1nie odgrywa tak istotnej roli, cho¢
i tu wystepuja pewne prawidtowos$ci. Wyzszej aktyw-
nosci sprzyja obecnos¢ tlenu karbonylowego w odleg-
tosci 1lub 3 atom6éw wegla od pierScienia benzenowe-
go. Wiagzanie podwodjne pomiedzy tlenem karbonylo-
wym a pierScieniem réwniez podwyzsza aktywnos¢
induktora. Estry metylowe kwaséw hydroksycynamo-
nowych sg bardziej efektywnymi induktorami genow
vir niz wolne kwasy [7], Wiekszo$¢ zwigzkéw mono-
cyklicznych najsilniej aktywuje geny vir w stezeniach
200-500 pM, choé np. acetosyringon swe maksimum
osiggajuz przy 10 pM, a kwas ferulowy przy 50-100 pM
[8]. Dla zwigzkdéw oligocyklicznych (chalkony, flawo-
noidy) decydujace znaczenie ma uktad podstawnikow
pierscienia B (Ryc. 2). O ilejednak chalkony aktywuja
geny vir w stezeniach 10-50 pM, a nawet wzbudzajg
stabg aktywnos$¢ juz przy 0.1 pM [7], o tyle najaktyw-
niejsze glikozydy flawonoidéw indukuja ekspresje ge-
now vir dopiero w stezeniach rzedu 2-5 mM [9].
Indukcja gendéw vir przez zwigzki fenolowe, szcze-
g6lnie monocykliczne, ulega znacznemu wzmocnieniu
w obecno$ci monosacharydéw z grupy aldoz lub ich
kwasowych pochodnych [10]. Proces indukcji zalezy
takze od kilku czynnikéw $rodowiskowych: tempera-

ACETOFENONY | ICH POCHODNE POCHODNE KWASU CYNAMONOWEGO

rUiOn

YP SYRINGONU

Ryc. 2. Klasy strukturalne zwigzkéw fenolowych dziatajacych jako
induktory genéw vir Agrobacterium. Wskazano podstaw-
niki, ktérych wystepowanie nie znosi aktywnosci induk-
torowej danego zwigzku. Pokazano réwniez typy budowy
rdzenia czasteczki aktywnej.
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tury, pH i ci$nienia osmotycznego oraz obecnosci
zwiagzkéw fosforu [8, 11].

Wyniki omoéwionych wyzej badan pozwolity na
zaproponowanie mechanizmu indukcji gendéw vir Ag-
robacterium. Uszkodzenie tkanek roslinnych powo-
duje rozerwanie $cian komérkowych i uwolnienie
mono- i oligosacharydéw, zar6wno mechaniczne, jak
i na drodze enzymatycznej przy udziale glikozydaz
scian komorkowych. Oligosacharydy mogg induko-
waé synteze fitoaleksyn i innych metabolitéw wtor-
nych. Prawdopodobnie w ten sposdb nastepuje syn-
teza fenolowych induktorow gendéw vir. Mozliwe tez,
ze niektére aktywatory loci regionu vir uwalniane
sg bezposrednio ze $cian komo6rkowych. Chemotaksja
Agrobacterium do miejsca zranienia nastepuje dzieki
wspoétdziataniu biatka ChvE — wigzacego specyficznie
monosacharydy i biatka VirA — receptora zwigzkow
fenolowych. Po zwigzaniu witasciwego sygnatu feno-
lowego (przy udziale biatek plO i p21 — [12]),
histydynowa kinaza biatek — VirA, fosforyluje biatko
VirG, ktére w tej postaci aktywuje pozostate loci
regionu vir [11].

Niewyjasniona pozostaje kwestia powszechnosci
wystepowania induktoréw gendw vir i korelacja z za-
siegiem taksonomicznym roslin atakowanych przez
Agrobacterium. Przyjmuje sie [13], ze Agrobacterium
wywotuje nowotworzenie u ro$lin dwulisciennych ina-
gozalgzkowych, a nie poraza roélin jednolisciennych.
Analiza GC-MS wydzielin uszkodzonych komorek
roslin nalezagcych do réznych rodzin [14] wykazata, ze
acetosyringon iinne pochodne acetofenonu wystepujg
w zasadzie tylko w roslinach z rodziny Solanaceae.
W innych ro$linach stwierdzano przede wszystkim
obecno$é kwaséw hydroksycynamonowych i ich est-
row metylowych. Zwigzki te znajdowano jednak réow-
niez u przedstawicieli jednolisciennych [14]. Proponu-
je sie wobec tego, iz inne, dotad nie poznane, czynniki
odgrywaja réwnie istotng role w transformacji komo-
rek roslinnych. Duze znaczenie przypisuje sie koor-
dynacji czasowej infekcji Agrobacterium z cyklem
rozwojowym komérek roslinnych, zwilaszcza z podzia-
tami komdrkowymi [3]. Sugeruje sie takze, iz istnieje
zwigzek pomiedzy fenolowymi sygnatami kontrolujga-
cymi podzialty komoérkowe roslin a sygnatami inicju-
jacymi ekspresje genéw vir Agrobacterium [1, 15].

I1-2. Symbioza roélin straczkowych z bakteriami
brodawkowymi

Symbioze roslin strgczkowych i rizobiow (bakterii
brodawkowych) mozna uzna¢ za najlepiej poznany
system oddziatywan roslin wyzszych z inymi organiz-
mani. Rosliny wchodzace w symbioze to wylgcznie
przedstawiciele rodziny Leguminosae. Jedynym zna-
nym wyjatkiem jest rodzaj Parasponia (Ulmaceae;
[16]). Z kolei rizobia zalicza sie do trzech, filogenetycz-
nie odlegtych, rodzajow: Rhizobium, Bradyrhizobium
i Azorhizobium [16, 17]. Rosliny z danego gatunku
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moga by¢ infekowane przez szczepy bakterii zalicza-
nych do réznych gatunkéw i odwrotnie, dany szczep
bakterii moze wytwarza¢ brodawki w symbiozie z ros-
linami z réznych gatunkéw [18, 19]. Dany szczep
rizobiow moze indukowac tworzenie brodawek korze-
niowych i/lub pedowych. Dokonujg tego jedynie nie-
ktére bakterie rizosfery oddziatujagce z wrazliwymi
komoérkami korzenia roéliny. Pierwszym widocznym
znakiem tych odziatywan jest skrecanie sie wtosnikow
korzeniowych i indukcja podziatbw merystematycz-
nych komorek korzenia. Infekcja wtosnikéw korzenio-
wych prowadzi do wnikniecia bakterii do tworzacej sie
brodawki przez ni¢ infekcyjna. Mozliwe sg réwniez
inne drogi infekcji: pomiedzy komdrkami epidermy
korzenia (ang. crack entry) lub np. w miejscach tworze-
nia korzeni bocznych. Bakterie wnikajgce do komorek
brodawki przeksztatcajg sie w bakteroidy — formy
bakterii zdolne do wigzania N2. Tworzy sie funkc-
jonalna brodawka, a wytworzony amoniak wykorzys-
tywany jest przez ros$line jako zrodto azotu.

Inicjacja symbiozy zalezy od aktywnos$ci szeregu
genéw zaréwno roélin (noduliny; [20]), jak i bakterii
(geny nod i nol, exo; [21, 22]). Partnerzy symbiozy
komunikujg sie ze sobg wymieniajgc sygnatly aktywu-
jace grupy gendw symbiotycznych. Zwigzki fenolowe
(wydzielane przez nasiona i korzenie roélin) ziden-
tyfikowano zaréwno jako chemoatraktanty bakterii,
jak i pierwsze sygnaty inicjacji symbiozy indukujace
ekspresje gendw nod bakterii [22-24]. Te zkolei kodujg
enzymy katalizujgce synteze tzw. czynnikéw Nod
— morfogendéw o rdzeniu opartym na oligomerach
N-acetyloglukozaminy, odpowiednio modyfikowa-
nych w zalezno$ci od szczepu bakterii. Czynniki Nod
indukujg skrecanie witosnikéw korzeniowych i po-
dziaty komorek kory korzenia i uznawane sg za
wyznacznik specyficznosci symbiozy [18, 19, 22, 25].

Chemotaksja rizobiéw odgrywa istotng role na
etapie kolonizacji korzeni przez bakterie. Rizobia
reaguja zaréwno na obecno$é cukrow i aminokwasow,
jak i sygnatéw fenolowych. Prawdopodobnie istniejg
odrebne szlaki indukcji chemotaksji dla obu grup
zwigzkéw [26]. Szybko rosnace bakterie Rhizobium
reagujg chemotaktycznie na flawonoidy — induktory
genéw nod [19, 26]. U Bradyrhizobium, izoflawony
— silne aktywatory genéw nod — nie wywotujg
odpowiedzi chemotaktycznej, natomiast stabe induk-
tory genéw nod (kwasy hydroksycynamonowe, al-
kohol koniferylowy) dziatajg chemoatraktywnie [27].

Podobnie jak w przypadku Agrobacterium (Rozdz.
I1-1), system genow reporterowych (potgczenia genowe
typu nodwlacZ) umozliwit identyfikacje flawonoidow
indukujacych ekspresje regulonu nod [24]. W potowie
lat osiemdziesigtych prawie réwnoczes$nie pojawit sie
szereg prac opisujacych indukcje ekspresji genéw nod
w obecnosci sygnatéw fenolowych ze zrédet natural-
nych (wydzieliny nasion i korzeni, ekstrakty korzenio-
we) [28-33]. W wydzielinach korzeniowych i ekstrak-
tach z korzeni roslin strefy umiarkowanej (koniczyna,
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Ryc. 3. Zwiazki fenolowe zidentyfikowane jako aktywatory ekspresji genéw nod w ukfadzie symbiotycznym Medicago sativa (lucerna)

— Rhizobium meliloti.

lucerna, groch, wyka), jako aktywatory genéw nod
Rhizobium zidentyfikowano gtéwnie flawony, flawano-
ny i chalkony (Ryc. 3, 4). Induktorami genéw nod
Bradyrhizobium byty gtéwnie izoflawony (Ryc. 5) wy-
dzielane przez roéliny strefy tropikalnej, np. soje.
Dzieki opracowaniu odpowiedniego testu agarowego
wykazano, ze wydzielanie aktywatorow ekspresji ge-
néw nod zachodzi w $cisle okreslonej strefie korzenia:
pomiedzy jego wierzchotkiem i pierwszymi dojrzatymi

FLAVONY

FLAWONOLE

HOv+\/O

witosnikami [29, 34], czyli w strefie infekcji korzenia
przez rizobia [19, 23, 24], Udowodniono takze ist-
nienie ,,okna aktywacji”: tylko bakterie we wczesnej
fazie wzrostu logarytmicznego reagowaty na obecnos¢
flawonoidow in vitro [30].

Badania potgczen genowych typu nod: dacZ wyka-
zaly, iz podstawowym elementem regulujgcym induk-
cje genow nod jest biatko NodD. Aktywno$¢ pozo-
statych genéw nod, zarowno wspdinych dla wszystkich
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Ryc. 4. Struktura fenolowych induktoréw genéw nod bakterii Rhizobium trijolii i Rhizobium leguminosarum.
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rizobidw (nod ABC), jak i specyficznych dla danego
szczepu bakterii, zalezy od aktywno$ci biatka NodD
oraz od obecnos$ci zwigzkéw fenolowych [22, 23].
Biatko NodD, konstytutywnie wytwarzane w komor-
kach rizobidw, rozpoznaje zwigzki fenolowe wydzie-
lane przez rosliny stanowigc wyznacznik specyficzno-
sci oddziatywarn. Biatko NodD R. meliloti, R. legumino-
sarum, czy R. trifolii reaguje jedynie na obecnos$¢ kilku
flawonoidéw. Biatko NodD szczepu Rhizobium
NGR234 (infekujgcego ro$liny z wielu r6znych gatun-
kéw) ulega aktywacji w obecnosci szerokiego spekt-
rum zwigzkow fenolowych. Z drugiej strony, dany
zwigzek fenolowy dziata réznie na biatka NodD
zroznych szczepow bakterii, np. daidzeina (izoflawon)
jest silnym induktorem genéw nod B. japonicum, lecz
nie aktywuje (a nawet dziata hamujgco) genéw nod R.
leguminosarum, czy R. trifolii [24].

Rosliny wydzielajg do otoczenia wiele réznych zwig-
zkow fenolowych. Skiad, tak ilosciowy, jak i jakos-
ciowy mieszaniny zalezy, miedzy innymi, od gatunku
rosliny ijej stadium rozwoju. Na przyktad w uktadzie
symbiotycznym Medicago sativa (lucerna) — R. melilo-
ti stwierdzono wyrazne zroznicowanie strukturalne
induktoréw genéw nod w zaleznosci od tego, czy
zostaty one wydzielone przez peczniejgce nasiona, czy
tez przez korzenie miodych siewek. Flawonoidy wy-
dzielone przez korzenie nie posiadaty grupy hydroksy-
lowej w pozycji C5 [35], natomiast zwigzki uwolnione
z nasion zawieraly podstawnik hydroksylowy lub
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metoksylowy w tej pozycji (Ryc. 3;[28,36]). Wykazano
tez, ze wydzielanie flawonoidéw indukujgcych geny
nod jest wynikiem ich réwnoczesnej syntezy w korze-
niu, przy czym wydzielanie to jest procesem aktyw-
nym, a nie biernym wymyciem flawonoidéw z komé-
rek epidermy [37]. Flawonoidy moga by¢ wydzielane
do otoczenia w postaci aglikondw lub glikozydow
(mniej aktywne, ale lepiej rozpuszczajg sie w roz-
tworach wodnych). Aglikony mogg by¢ uwalniane
z odpowiednich glikozydow przez glikozydazy, tak
pochodzenia bakteryjnego, jak i roslinnego, co zwiek-
sza ilo$¢ czynnego aktywatora genéw nod [38]. Jest to
tym bardziej istotne, iz ilos¢ wydzielanego induktora
moze byé czynnikiem ograniczajagcym tworzenie bro-
dawek [39]. Chociaz induktorami gendéw nod s3g
gtéwnie zwigzki oligocykliczne (flawonoidy, chalko-
ny), wykazano rowniez, iz monocykliczne zwigzki
aromatyczne, takie jak: alkohol koniferylowy, kwas
chlorogenowy, czy kwas ferulowy (Ryc. 5), stabo
aktywuja geny nod B. japonicum [27].

Regulujace dziatanie flawonoidéw prawdopodobnie
nie ogranicza sie tylko do etapu rozpoznania rosliny-
gospodarza przez bakterie. Wyniki badan uktadu Vicia
sativa subsp. nigra (wyka) — R. leguminosarum wyka-
zaty, ze infekcja roélin przez bakterie wywotuje wzmo-
zone wydzielanie aktywatoréw genéw nod, przy czym
zmianie ulega nie tyle ilo$¢ wydzielanych flawonoidow,
lecz sktad mieszaniny zwigzkéw fenolowych [40].
Zjawiskiem czesto obserwowanym w badaniach ak-
tywacji genéw nod byto wzajemne oddziatywanie zwig-
zkdéw fenolowych o réznej aktywnosci. Stwierdzono, ze
induktory wydzielane przez nasiona i/lub korzenie
lucerny moga wspétdziata¢ synergicznie w aktywacji
genow nod R. meliloti [36]. Z kolei aktywno$¢ izo-
flawondéw indukujgcych geny nod B. japonicum moze
by¢ hamowana przez flawony, flawanony lub flawono-
le 0 podobnym ukitadzie podstawnikéw w pozycjach
C5, C7 i/lub C4' [41].

Inicjacja symbiozy przez odpowiednie aktywatory
zalezy od wielu czynnikéw. Intensywnos$¢ wydzielania
flawonoidéw, jak iich akumulacji w korzeniach zalezy
od formy istezenia azotu w otoczeniu [42]. Azot moze
by¢ rowniez czynnikiem regulujgcym aktywnos$¢ ge-
néw nod bakterii [43, 44]. Wydzielanie flawonoidow
zalezy od pH otoczenia oraz stezenia jondw dwuwar-
tosciowych, szczegdlnie Ca [45]. Podobne zaleznoSci
wykazuje ekspresja genow nod [46].

11-3. Pasozytnicze ro$liny naczyniowe

Rosliny pasozytnicze (ponad 3000 gatunkow) moz-
naznalez¢ posrdd roslin okrytonasiennych z 20 rodzin.
Wszystkie rosliny pasozytnicze charakteryzuje zdol-
no$¢ do wytwarzania zroznicowanej anatomicznie
i morfologicznie, lecz identycznej funkcjonalnie, struk-
tury zwanej haustorium (ssawka) umozliwiajagcej ko-
rzystanie z zasobdw rosliny-gospodarza. Poczatkowe
stadia rozwoju ro$lin pasozytniczych z rodzin Scrop-
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hulariaceae, Orobanchaceae, Balanophoraceae, Raffle-
siaceae, Hydnoraceae, i Lennonaceae regulowane sg
przez sygnaty chemiczne ro$lin-gospodarzy. Pierwszy
sygnat indukuje kietkowanie nasion pasozyta. Wy-
tworzenie funkcjonujgcego haustorium nastepuje tyl-
ko w obecnosci drugiego sygnatu chemicznego produ-
kowanego przez rosline-gospodarza [1, 47, 48].
Hydrochinon o ztozonej budowie — sorgoleon-358
(Ryc. 6) byt pierwszym zidentyfikowanym sygnatem
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Ryc. 6. Fenolowe sygnaty molekularne warunkujgce rozwadj siewek
rodlin pasozytniczych: ich kietkowanie oraz wytworzenie
haustorium.

kietkowania nasion pasozyta [49]. Wykryto go w wy-
dzielinach korzeniowych sorgo — rosliny-gospodarza
dla Striga asiatica — obok szeregu podobnych zwigz-
kéw réznigcych sie od formy 358 dtugoscig i/lub iloscig
wigzan podwojnych podstawnika alkilowego. W tes-
tach in vitro wykazano, ze sorgoleon-358 wydzielany
jest na catej dtugosci korzenia sorgo. Hydrochinon jest
czasteczka niestabilng i w warunkach autooksydacji
przechodzi w nieaktywny chinon. Powoduje to, iz
wokot korzeni sorgo tworzy sie zrdwnowazony gra-
dient stezenia aktywnego stymulatora kietkowania
nasion pasozyta. W efekcie nasiona Striga kietkujg
jedynie w poblizu korzenia (do 5 mm) [1, 49].
Zwigzki fenolowe nie sg jedynymi sygnatami kiet-
kowania nasion ro$lin pasozytniczych. Z baweiny,
rosliny-putapki (w jej obecnosci nasiona Striga kiet-
kuja, ale nie tworzg haustoriow), wyizolowano silny
induktor seskwiterpenoidowy — strygol [47].
Pasozyty fakultatywne (np. Agalinis purpurea), ros-
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nagc w oddaleniu od korzeni rosliny-gospodarza, nie
wytwarzajg ssawek. W obecnosci korzeni lub jedynie
wydzielin korzeniowych rosliny-gospodarza nastepuje
btyskawiczna indukcja tworzenia haustoriéw. Z tra-
gantu, wydzieliny Astragalus ssp, wyizolowano dwa
stymulatory tworzenia haustorium u Agalinis (Ryc. 6).
Ksenognozyne A zidentyfikowano jako cynamylofe-
nol [50], a ksenogonozyne B jako 2'-hydroksyfor-
mononetyne [51]. Badania syntetycznych analogow
ksenognozyny A wykazaty, iz krytycznymi dla aktyw-
nosci biologicznej elementami struktury sa: 1) grupa
metoksylowa fenolu w pozycji meta oraz 2) obecno$¢
propenowego wigzania podwojnego [51].

Striga asiatica (pasozyt obligatoryjny) ma silnie
ograniczone mozliwosci rozwoju. Po wykietkowaniu,
siewki zdolne sg do wytworzenia ssawek przez okoto
5 dni [1]. Sygnat indukujgcy tworzenie haustorium
zidentyfikowano jako 2,6-dimetoksy-4-benzochinon
(2,6-DMBQ — Ryc. 6; [52]). Zwigzku tego nie wyizo-
lowano jednak z wydzielin korzeniowych, a z powierz-
chni korzenia. Przypuszcza sie, ze pasozyt wydziela do
otoczenia enzymy zdolne do uwalniania induktorow
ze Scian komérkowych gospodarza [1].

I1-4. Oddziatywania roslin wyzszych z innymi
organizmami

Wiekszo$¢ szczepdédw Pseudomonas syringae — pato-
gena wielu roélin jedno- i dwulisciennych, wytwarza
fitotoksyne — syringomycyne, ktéra wywotuje objawy
nekrotyczne u roslin zaktécajac transportjonoéw przez
btony. Kluczowg role w syntezie toksyny odgrywa
biatko kodowane przez gen syrB. Wykazano, ze kont-
rola ekspresji tego genu zachodzi przy synergicznej
wspotpracy glikozydow fenolowych i sacharydow.
Jako aktywne sygnaty fenolowe zidentyfikowano ar-
butyne, fenylo-(3-D-glukopiranozyd oraz salicyne. Sta-
bymi induktorami okazaty sie réwniez eskulina i heli-
cyna (Ryc. 7). Aktywnos¢ sygnatéw fenolowych, podo-
bnie jak u Agrobacterium (Rozdz. 11-1) ulegata wzmoc-
nieniu w obecnosci cukrow takich jak D-fruktoza,
D-mannoza i sacharoza [53].

Przedstawiciele rodziny Xylariaceae — grzybdw
zasiedlajacych tkanki roslin bez wywolywania ob-
jawow chorobowych — rozpoznajg rosling-gospoda-
rza réwniez dzieki obecnosci zwigzkéw fenolowych.
Poczatkowe etapy infekcji roslin przez askospory
Xylariaceae nastepujg na drodze ztozonej sekwencji
zdarzeh okre$lanej mianem eklozji. Proces ten in-
dukowany jest przez glikozylowane monolignole: Z-
syringine i Z-izokoniferyne (Ryc. 7; [54]). Zwigzki te,
w odr6znieniu od konformerow E (trans) zwigzanych
w polimerach lignin, wystepujg w korze drzew w po-
staci monomerow, a wiec jako tatwo dostepne sygnaty
molekularne.

W iekszos¢ roslin okryto- i nagonasiennych, paproci
oraz mszakow zyje w zwigzku z grzybami endomikory-
zy pecherzykowo-arbuskularnej (ang. vesicular-arbus-
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Ryc. 7. Glikozydy fenolowe indukujace ekspresje genu syrB Pseu-
domonas syringae (silne induktory: arbutyna, fenylo-fH
D-glukopiranozyd, salicyna; stabe induktory: eskulina, heli-
cyna) oraz sygnaty fenolowe rozpoznawane przez askos-
pory grzybdw z rodziny Xylariaceae (Z-syringina, Z-izo-
koniferyna).

cular mycorrhizae = VAM). W 1991 roku ukazaty sie
prace z dwoch réznych laboratoriow, w ktérych
opisano stymulacje rozwoju grzyba przez flawonoidy
z wydzielin korzeniowych koniczyny i lucerny [55-57].
Wyniki te jednakze czeSciowo zaprzeczajg sobie, gdyz
izoflawon — formononetyna — hamujacy kietkowanie
spor w testach in vitro [55], uznany zostat, obok
biochaniny A, za stymulator wzrostu strzepek i roz-
woju procesu infekcyjnego [56, 57].

I1l. Uwagi konhcowe

Przedstawiony przeglad pokazuje, iz stan zaawan-
sowania badan nad poszczeg6lnymi ukitadami od-
dziatujagcych ze sobg organizmdw jest bardzo zréz-
nicowany: od pierwszych obserwacji fizjologicznych
(mikoryza VAM) poprzez obserwacje cytologiczne
(ro$liny pasozytnicze) do badan wykorzystujgcych
techniki biologii molekularnej (oddziatywania ros$lin
z Agrobacterium czy Rhizobium). Szczeg6lnie wyniki
tych ostatnich badan wykazaly, ze pojawienie sie
fenolowych sygnatéw chemicznych w otoczeniu ro$-
liny moze by¢ odebrane irozpoznane przez organizmy
fitosfery. Co wiecej, wydzielane przez rodliny zwigzki
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fenolowe moga precyzowaé, zarbwno w czasie, jak
i przestrzeni, zaleznosci pomiedzy oddziatujgcymi ze
sobg organizmami. W efekcie, fenolowe czasteczki
sygnalne wywotuja, poprzez aktywacje szeregu genow
»0dbiorcy”, specyficzng reakcje prowadzgcg do nawig-
zania kontaktu i utworzenia mniej lub bardziej trwa-
tych potgczen.

Artykut otrzymano 19 pazdziernika 1992 r.
Zaakceptowano do druku 18 lutego 1993 r.
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Regulamin nagrody

1. Intencja nagrody jest popularyzacja
biochemii i biologii molekularnej
oraz pozyskanie materiatéw dydak-
tycznych.

2. Warunkiem wziecia udziatu w Kon-
kursie jest przygotowanie wykiadu na
wybrany temat uwzgledniajgcy najno-
wsze osiggniecia w tej dziedzinie oraz
ilustrujgcych go materiatbw w po-
staci maszynopisu, rysunkow
i kompletu przezroczy. Termin nad-
sytania materiatow mija 30.04.1993 r.

3. Przewidziana jest Nagroda Gtéwna
w wysokosci 3 milionéw ztotych
(w 1993 r.) oraz dwa wyrdznienia.
Srodki finansowe na Nagrode zapew-
nia Zarzad Gitéwny Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego.

4. Zarzad Giéwny Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego zorganizuje
sesje, na ktérej zostang wygtoszone
konkursowe wyktady. Maksymalny
czas wystgpienia 2x45 minut.
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47.

48.
49.

50.

51.

52.
53.
54.

. Tsai
. Nair

. Siqueira JO, Safir GR, Nair

Simpson J (1988) Plant Soil 109: 37-47
Richardson AE, Simpson RJ, Djordjevic
Ro 1fe BG (1988) Appl Environ Microbiol 54: 2541-2548
Stewart GR, Press MC (1990) Annu Rev Plant Physiol
Plant Mol Biol 41: 127-151

Visser JH (1989) Naturwissenschaften 76: 253-261

Chang M,Netzly DH, Butler LG, Lynn DG(1986)
J Am Chem Soc 108: 7858-7860

Lynn DG, Steffens JC, Kamat VS, Graden DW.
Shabanowitz J, Riopel JL (1981)J Am Chem Soc 103:
1868-1870

Steffens JC, Lynn DG, Kamat VS, Riopel JL (1982)
Ann Bol 50: 1-7
Chang M, Lynn

MA

D G (1986) J Chem Ecol 12: 561-579
Mo Y-Y, Gross DC (1991) J Bacteriol 173:5784-5792
Chapela IH, Petrini O, Hagmann L(1991)P/iysiol
Mol Plant Pathol 39: 289-298

SM,Phillips D A (1991) Appl Environ Microbiol 57:
1485-1488

MG, Safir GR, Siqueira JO (1991) Appl Environ
Microbiol 57: 434-439

MG (1991) New Phytol
118: 87-93

W 1993 roku sesja odbedzie sie na
poczatku czerwca. Nagroda Gtowna
i wyrdznienia zostang przyznane
w dniu Konkursu.

5. Czlonkowie Zarzadu Gléwnego two-
rza Komisje Konkursowg. Ocenig oni
prezentacje, wartos¢ merytoryczng
idydyktyczng wyktadow przyznajac
od 0 do 10 punktéw. Komisja ob-
raduje niejawnie, a protok6t z obrad
i inne materialy pozostajg w doku-
mentacji Towarzystwa. Nagrode uzy-
ska osoba, ktéra otrzyma najwieksza
liczbe punktéw. Nazwisko zwyciezcy
Konkursu zostanie podane do wiado-
mosci Cztonkéw Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego w ,Postepach
Biochemii” oraz w ,Listach”.

6. Materiaty konkursowe: maszynopis
wyktadu, rysunki, przezrocza i progra-
my komputerowe stajg sie wtasnoscig
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego i beda rozpowszechniane w pla-
cowkach naukowych i dydaktycz-
nych jako wyktady autorskie nagro-
dzonych oséb, rekomendowane przez
Oddziaty Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego. Wymagana jest pisem-
na zgoda na przekazanie materiatdéw
na wtasnos¢ Towarzystwa. Towarzys-
two zastrzega sobie prawo do zakupu
materialtéw nienagrodzonych.

7. Niniejsza wersja regulaminu zostata
uchwalona przez Zarzad Gtéwny Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego
w dniu 5 listopada 1990 roku iwcho-
dzi w zycie z dniem uchwalenia.

POSTEPY BIOCHEMII 39(2), 1993



WskazowkKi
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne
kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje prace prze-
gladowe omawiajace biezgce 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 ksiazek oraz sprawozdania ze zjazdéw, konferen-
cji iszkot, w ktorych 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 prawidtowos$c¢ i Scistos¢
podawanych informacji oraz poprawnos$¢ cytowania pis-
miennictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przed-
stawione zagadnienie zilustrowane za pomocg tabel,
rycin (wykresy, schematy, reakcje), wzoréw i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na
rozdzialy i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuly tworzag
spis tresci. Zgodnie z przyjetg konwencjg rozdzialy noszg

cyfry rzymskie podrozdzialy odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 11, I-2. Poprawno$¢ logiczna i stylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznacznos$¢ i czytelnosé. Autorzy
przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ograniczaé¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skréotéw, nawet jezeli bywaja uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac
podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjne-
mu. Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢ skrécenia tekstu
i wprowadzenie zmian nie wptywajacych na tre$é pracy,
deklaruje tez gotowos¢ konsultowania tekstu z Autorami.

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

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazowek szczego6towych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostron-
nie czcionka wielkosci standartowej, z podwdjna inter-
linig, z lewym marginesem ok. 4 cm
W tekScie nie nalezy stosowacé 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¢ otéwkiem 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

Aby zaprenumerowac ,Po-
stepy Biochemii” w 1993 r.
nalezy wptaci¢ odpowied-
nig kwote na konto banko-
we wydawcy (Polskiego
Towarzystwa Biochemicz-
nego) za pomocag przekazu
zamieszczonego na odwro-
cie. Zamowione egzempla-
rze bedziemy wysytaé po-
czta na adres podany nam
na przekazie. Poniewaz od-
cinek przekazu docierajacy
do nasjestjednoczesnie za-
maowieniem, prosimy o bar-
dzo wyrazne napisanie
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imienia , nazwiska (lub na-
zwy instytucji) i doktadne-
go adresu wraz z kodem
pocztowym (DRUKOWA-
NYMI LITERAMI) na wszy-

tkich trzech  odcinkach
przekazu.

Prenumerata krajowa
dla instytucji:

340 000 zk.

Premumerata krajowa
indywidualna:

160000 zt, (50% znizki dla
cztonkéw Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerujac
»,Postepy
Biochemii”
wspierasz
swoje
czasopismo!
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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 skrot tytutu pracy (do 25 znakéw).

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

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

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

Pokwitowanie dla wptacajgcego

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

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

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

stempel

Pobrano oplatg

2ZE et

podpis przyjmujacego
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Odcinek dla posiadacza rachunku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodera pocztowym
na rachunek
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

00-227 Warszawa, ul. Freta 16
P.B.K. XIII/0 W-wa, Al. Jerozolimskie

370044-1225-139-11

stempel

podpis przyjmujacego

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

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

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

02-093 Warszawa

Odcinek dla poczty lub banku

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

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

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

stempel

Pobrano oplatg Pobrano optate

7 { f SO z.
podpis przyjmujacego
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tury, pH i cisnienia osmotycznego oraz obecnosci
zwigzkow fosforu [8, 11].

Wyniki omoéwionych wyzej badan pozwolity na
zaproponowanie mechanizmu indukcji genow vir Ag-
robacterium. Uszkodzenie tkanek ros$linnych powo-
duje rozerwanie $cian komdrkowych i uwolnienie
mono- i oligosacharydow, zar6wno mechaniczne, jak
i na drodze enzymatycznej przy udziale glikozydaz
§cian komorkowych. Oligosacharydy mogg induko-
waé synteze fitoaleksyn i innych metabolitéw wtor-
nych. Prawdopodobnie w ten sposdb nastepuje syn-
teza fenolowych induktoréw genéw vir. Mozliwe tez,
ze niektore aktywatory loci regionu vir uwalniane
sg bezposrednio ze Scian komorkowych. Chemotaksja
Agrobacterium do miejsca zranienia nastepuje dzieki
wspotdziataniu biatka ChvE — wigzgcego specyficznie
monosacharydy i biatka VirA — receptora zwigzkéw
fenolowych. Po zwigzaniu wiasciwego sygnatu feno-
lowego (przy udziale biatek plO i p21 — [12]),
histydynowa kinaza biatek — VirA, fosforyluje biatko
VirG, ktére w tej postaci aktywuje pozostate loci
regionu vir [11].

Niewyjasniona pozostaje kwestia powszechnosci
wystepowania induktoréw genéw vir i korelacja z za-
siegiem taksonomicznym roslin atakowanych przez
Agrobacterium. Przyjmuje sie [13], ze Agrobacterium
wywotuje nowotworzenie u roslin dwulisciennych ina-
gozalgzkowych, a nie poraza roslin jednolisciennych.
Analiza GC-MS wydzielin uszkodzonych komorek
rodlin nalezacych do réznych rodzin [14] wykazala, ze
acetosyringon iinne pochodne acetofenonu wystepujg
w zasadzie tylko w ro$linach z rodziny Solanaceae.
W innych roélinach stwierdzano przede wszystkim
obecnos$é kwaséw hydroksycynamonowych i ich est-
row metylowych. Zwigzki te znajdowano jednak réw-
niez u przedstawicieli jednolisciennych [14]. Proponu-
je sie wobec tego, iz inne, dotad nie poznane, czynniki
odgrywajg réwnie istotng role w transformacji komo-
rek roslinnych. Duze znaczenie przypisuje sie koor-
dynacji czasowej infekcji Agrobacterium z cyklem
rozwojowym komdrek roslinnych, zwkaszcza z podzia-
tami komérkowymi [3]. Sugeruje sie takze, iz istnieje
zwigzek pomiedzy fenolowymi sygnatami kontrolujg-
cymi podziaty komdrkowe roélin a sygnatami inicju-
jacymi ekspresje genéw vir Agrobacterium [1, 15].

11-2. Symbioza ro$lin strgczkowych z bakteriami
brodawkowymi

Symbioze ros$lin straczkowych i rizobiéw (bakterii
brodawkowych) mozna uzna¢ za najlepiej poznany
system oddziatywan roélin wyzszych z inymi organiz-
mani. Rosliny wchodzace w symbioze to wylacznie
przedstawiciele rodziny Leguminosae. Jedynym zna-
nym wyjatkiem jest rodzaj Parasponia (Ulmaceae;
[16]). Z kolei rizobia zalicza sie do trzech, filogenetycz-
nie odlegtych, rodzajow: Rhizobium, Bradyrhizobium
i Azorhizobium [16, 17]. Rosliny z danego gatunku
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moga by¢ infekowane przez szczepy bakterii zalicza-
nych do réznych gatunkéw i odwrotnie, dany szczep
bakterii moze wytwarza¢ brodawki w symbiozie z ros-
linami z réznych gatunkéw [18, 19]. Dany szczep
rizobiow moze indukowaé tworzenie brodawek korze-
niowych i/lub pedowych. Dokonujg tego jedynie nie-
ktére bakterie rizosfery oddziatujgce z wrazliwymi
komaérkami korzenia rosliny. Pierwszym widocznym
znakiem tych odziatywan jest skrecanie sie wtosnikow
korzeniowych i indukcja podziatdw merystematycz-
nych komérek korzenia. Infekcja wto$nikow korzenio-
wych prowadzi do wnikniecia bakterii do tworzacej sie
brodawki przez ni¢ infekcyjng. Mozliwe sg réwniez
inne drogi infekcji: pomiedzy komorkami epidermy
korzenia (ang. crack entry) lub np. w miejscach tworze-
nia korzeni bocznych. Bakterie wnikajgce do komdrek
brodawki przeksztatcajg sie w bakteroidy — formy
bakterii zdolne do wiazania N 2. Tworzy sie funkc-
jonalna brodawka, a wytworzony amoniak wykorzys-
tywany jest przez ros$line jako zrodto azotu.

Inicjacja symbiozy zalezy od aktywnos$ci szeregu
genéw zaréwno roélin (noduliny; [20]), jak i bakterii
(geny nod i nol, exo; [21, 22]). Partnerzy symbiozy
komunikujg sie ze sobg wymieniajgc sygnaty aktywu-
jace grupy genow symbiotycznych. Zwigzki fenolowe
(wydzielane przez nasiona i korzenie ro$lin) ziden-
tyfikowano zaréwno jako chemoatraktanty bakterii,
jak i pierwsze sygnaty inicjacji symbiozy indukujgce
ekspresje gendw nod bakterii [22-24]. Te z kolei koduja
enzymy katalizujgce synteze tzw. czynnikéw Nod
— morfogenéw o rdzeniu opartym na oligomerach
N-acetyloglukozaminy, odpowiednio modyfikowa-
nych w zalezno$ci od szczepu bakterii. Czynniki Nod
indukujg skrecanie wtosnikéw korzeniowych i po-
dziaty komoérek kory korzenia i uznawane sg za
wyznacznik specyficznosci symbiozy [18, 19, 22, 25].

Chemotaksja rizobiéw odgrywa istotng role na
etapie kolonizacji korzeni przez bakterie. Rizobia
reagujg zaréwno na obecnos$¢ cukréw i aminokwasow,
jak i sygnatéw fenolowych. Prawdopodobnie istnieja
odrebne szlaki indukcji chemotaksji dla obu grup
zwigzkéw [26]. Szybko rosngce bakterie Rhizobium
reagujg chemotaktycznie na flawonoidy — induktory
gendéw nod [19, 26]. U Bradyrhizobium, izoflawony
— silne aktywatory gendw nod — nie wywotujg
odpowiedzi chemotaktycznej, natomiast stabe induk-
tory genow nod (kwasy hydroksycynamonowe, al-
kohol koniferylowy) dziatajg chemoatraktywnie [27].

Podobnie jak w przypadku Agrobacterium (Rozdz.
I1-1), system genow reporterowych (potgczenia genowe
typu nod::lacZ) umozliwit identyfikacje flawonoidow
indukujacych ekspresje regulonu nod [24]. W potowie
lat osiemdziesigtych prawie réwnoczes$nie pojawit sie
szereg prac opisujacych indukcje ekspresji gendw nod
w obecnosci sygnatow fenolowych ze zrddet natural-
nych (wydzieliny nasion i korzeni, ekstrakty korzenio-
we) [28-33]. W wydzielinach korzeniowych i ekstrak-
tach z korzeni roslin strefy umiarkowanej (koniczyna,
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