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BAKERBOND ABx

oczyszcza wszystkie przeciwciata J.TBaker
z kazdej matrycy

Oczyszczanie IgG i IgM z podwodjnie produkujgcym hybrydoma

wysiek pozostalosé
hodowli
tkankowej
lgM
IgM &
'R.mm. YR ,min.

Warunki analizy Warunki analizy
Kolumna: BAKERBOND ABx BAKERBOND ABx

4,6 X 250 mm, 5 /cm 4,6 + 250 mm, 5 ¢em
Faza ruchoma: A = 10 mM MES, pH 6,0 Faza ruchoma: A = 10 mM KH,P04, pH 6,0

B = 250 mM KH-PO,, pH 6,8 B = 500 mM KH,PO,, pH 6,8
Gradient: 0% B 10 min Gradient: 0% B do50% Bw 1h
Przeplyw fazy: 1 mimin. Przeplyw fazy: 1 ml/min.
Cisnienie: 68 bar Cisnienie: 68 bar
Detekcja: UV przy 280 nm; AUFS patrz + Detekcja: UV przy 280 nm; AUFS patrz+
Pikic 1. albuminy, transferyna Piki: 1. albuminy, transferyna

2. 1gG6 2. biakka stabo zwiazane

3. 1gG 3. IgM-4. IgM
Préba: Plyn z hodowli tkankowej 0,5 ml Préba: Plyn wysiekowy myszy 0,5 ml
Czystos¢ IgM: 2. > 95% Czystosc IgM: 3. > 95%

3. > 95% 4. > 95%

+ Pik 1 zawiera 90-95% niezatrzymywanych na kolumnie bialek nalezacych do klasy IgG. Czuto$¢
detektora dla wszystkich pozostalych pikéw zostala zwigkszona 10 razy w celu uwidocznienia bialek
zatrzymywanych na ie oraz przeciwciat mo

Faza BAKERBOND ABx zawiera mieszane jonowymienne grupy funkcyjne wbudowane do
zelu krzemionkowego (5 /¢m, 15 “m, 40 /¢m), dzieki czemu ma ona szczegdlng wiasciwosé
wigzania réznych klas, podklas, fragmentéw i koniugatéw wszystkich Ig zawartych w plynach
biologicznych. Réwnoczes$nie transferyna, albuminy i inne biatka nie sg wigzane podobnie
jak czerwien fenolowa. Odzyski okre$lane wagowo oraz na podstawie aktywnosci biologicznej
bialek wynosza powyzej 95%. ABx ma pojemno$¢ 150 mg/g. Trwalo$¢ kolumn przekracza
1000 godzin uzytkowania.

Mozna otrzymac¢ bezptatng broszure: EUROCOLOR Chemikalia Laboratoryjne
skr. poczt. 46, 90-980 t6dz-7, tel. (042) 813140, 844614, fax (042) 844609

Oczyszczanie biatek
bez rozpuszczalnikéw J.TBaker
do HPLC.

Wide-Pore 1. wigzanie

Si oM Sho S Si-lx/B\/R‘
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polimer

Przy uzyciu faz BAKERBOND Wide-Pore.

Dla bialek o punkcie izoelektrycznym (p.i.) pomiedzy
6 i 12 wilasciwym adsorbentem jest faza karboksylowa
(WCX). Faze PEI (WAX) wybiera sie wowczas gdy p.i.
biatek lezy pomiedzy 7 i 3. Uniwersalnym sorbentem dla
biatek jest faza Hi-Propyl. Wszystkie klasy przeciwciat,
ich fragmenty i koniugaty oczyszcza z wysoka powtarzal-
noscig faza BAKERBOND ABx. Do wszystkich faz stosuj
je sie jedynie stabe roztwory soli. Mozna zapomnieé
o kitopotach zwigzanych z odczynnikami do HPLC.

Dostepny jest nr wzorcowego rejestru FDA oraz bezpia-

Kwartalnik ,, Postepy Biochemii- tna broszura.

i Dalsze informacje: EUROCOLOR Chemikalia Laboratoryjne
Wyda}wany z pqmoca fmansowa skr. poczt. 46, 90-980 t6dz-7, tel. (042) 813140, 844614
Komitetu Badan Naukowych.
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ARTYKULY

Od kinazy fosforylazy ..
Kinazy?

From phosphorylase kinase
Kinases?

TERESA JAKUBOWICZ1,
EUGENIUSZ GASIOR?2

Spis tresci:

l. Odkrycie odwracalnej fosforylacji biatek
Il.  Klasyfikacja kinaz biatkowych
Ill.  Znaczenie kinaz biatkowych w transmisji sygnatow
zewnatrzkomorkowych
IV. Charakterystyka fosfataz biatkowych
IV-1. Fosfatazy biatkowe serynowo/treoninowe
1V-2. Fosfatazy biatkowe tyrozynowe
IV-3. Fosfatazy biatkowe o podwdjnej specyficznosci
substratowej
V. Uwagi koncowe

Contents:

l. Discovery of reversible protein phosphorylation
1. Classification of protein kinases
I11.  Importance of protein kinases in extracellular signal
transmission
IV. Characterization of protein phosphatases
IV-1. Protein serine/threonine phosphatases
1V-2. Protein tyrosine phosphatases
1\VV-3. Bifunctional protein phosphatases
V.  Final remarks

I. Odkrycie odwracalnej fosforylacji biatek

Laureatami nagrody Nobla w dziedzinie fizjologii
i medycyny w 1992 r. zostali dwaj amerykanscy
biochemicy: Edwin Krebs i Edmond Fis-
cher z Uniwersytetu Waszyngtona w Seattle.

Obydwaj uczeni rozpoczeli wspélne badania na
poczatku lat piecdziesigtych w laboratorium Carla
i Gerti Corich. Podjeta przez nich problematyka
badawcza dotyczyta regulacji aktywnosci fosforylazy

ldoc. dr hab., 2 prof. dr hab. Zaktad Biologii Molekularnej,
Instytut Mikrobiologii, Uniwersystet M. Curie-Sktodows-
kiej., Akademicka 19, 20-033 Lublin.
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do tysiac i jednej biatkowej

to a thousand and one protein

glikogenu, kluczowego enzymu zaangazowanego
w metabolizmie glikogenu. Rezultatem ich pioniers-
kich prac byto odkrycie, ze odwracalna fosforylacja
katalizowana z jednej strony przez kinaze fosfobial-
kowg i odwracana przez fosfataze lezy u podstaw
konwersji nieaktywnej formy fosforylazy (fosforylaza
b) w jej forme aktywng czyli fosforylaze a [1, 2, 3].
W 1959 r. Fischer i Krebs wykazali, ze w kon-
wersji tej uczestniczy kinaza fosforylazy, enzym ktéry
przeszedt do historii biochemii jako pierwszy oczysz-
czony preparat kinazy [4]. Aktywnos¢ kinazy fos-
forylazy jest rowniez regulowana przez fosforylacje.
W modyfikacji tej zaangazowana jest kinaza zalezna
od cAMP (kinaza A), enzym ktéry zostal po raz
pierwszy wyizolowany i scharakteryzowany w 1968 r.
réwniez przez Krebsa i wsp. [5]. Aktywnos$é
kinazy A i caly proces metabolizmu glikogenu podlega
w komorkach ssakéw regulacji hormonalnej. Tak wiec
w odpowiedzi na dziatanie hormonu np. adrenaliny
zachodzi aktywacja cyklazy adenylanowej, ktéra kata-
lizuje konwersje ATP w forme cAMP. Dziatajac jako
wtérny przekaznik, cCAMP stymuluje aktywnos¢ Kina-
zy A, ktora z kolei fosforyluje kinaze fosforylazy
(aktywacja enzymu) i syntaze glikogenu (hamowanie
aktywnosci enzymu). Aktywna kinaza fosforylazy ka-
talizuje fosforylacyjng modyfikacje fosforylazy gliko-
genu, co powoduje zwiekszenie jej aktywnosci. Jedno-
czes$nie przez zahamowanie aktywnosci syntazy gliko-
genu réwnowaga jest przesunieta w strone szybkiej
degradacji glikogenu. Warto tutaj zwréci¢ uwage na
pewng prawidtowos¢, a mianowicie, ze przez fosforyla-
cje zalezng od cAMP aktywowane sg enzymy katalizu-
jace procesy kataboliczne, a hamowane enzymy proce-
sow anabolicznych. Peiniejszg analize regulacji aktyw-
nosci enzyméw uczestniczacych w metabolizmie gliko-
genu znalezé mozna w artykule Famulskiego
i Kuznickiego [6].
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Il. Klasyfikacja kinaz biatkowych

Pierwsze prace Fischera i Krebsa nad fos-
forylacja szybko znalazty kontynuatorow. Badania
prowadzone byty zaré6wno w kierunku poszukiwania
nowych proceséw regulowanych przez fosforylacje jak
i enzymOw uczestniczacych w tej modyfikacji. Okazato
sie, ze sposréd ponad 100 r6znego typu modyfikacji bia-
tek fosforylacja jest najbardziej rozpowszechniona [7].

Rosngca ilos¢ identyfikowanych kinaz biatkowych
zrodzita potrzebe ujednoliconej klasyfikacji tych en-
zymow. Zgodnie z zaleceniami Miedzynarodowej Unii
Biochemicznej, klasyfikacje przeprowadza sie na pod-
stawie rodzaju aminokwasu — akceptora reszt fos-
foranowych. Wyrédznia sie nastepujace grupy tych
enzymow:

1 Fosfotransferazy przenoszace reszty fosforanowe
na seryne lub treonine — kinazy biatkowe seryno-
wo/treoninowe E.C.2.7.10.

2. Fosfotransferazy przenoszace reszty fosforanowe
na tyrozyne — Kkinazy biatkowe tyrozynowe
E.C.2.7.11.

3. Fosfotransferazy przenoszace reszty fosforanowe
na histydyne, arginine lub lizyne — kinazy biatkowe
histydynowe, argininowe lub lizynowe E.C.2.7.12.

4. Fosfotransferazy przenoszace grupy fosforanowe
na cysteine — Kkinazy biatkowe cysteinowe
E.C.2.7.13.

5. Fosfotransferazy przenoszgce grupy fosforanowe
na reszty kwasu glutaminowego czy asparaginowe-
go — Kkinazy biatkowe glutamylowe czy aspar-
tylowe E.C.2.7.14.

I11. Znaczenie kinaz biatkowych w transmisji
sygnatow zewnetrzkomorkowych

Kinazy serynowo-treoninowe i tyrozynowe zostaty
jak dotad najbardziej poznane. Odgrywajg one rézno-
rodne funkcje w komoérce.

Wiele z nich uczestniczy w transmisji sygnatéw
zewngtrzkomérkowych. Wykazano, ze hormony,
czynniki wzrostowe i neurotransmitery (przekazniki
pierwotne) dziatajac poprzez specyficzne receptory
zlokalizowane w membranach komérkowych powo-
dujg uwolnienie wtérnych przekaznikéw, ktore z kolei
wplywajg na aktywnos$¢ kinaz fosfobiatkowych. Na-
stepnie uaktywnione kinazy w spos6b bezposredni lub
dziatajac poprzez kaskade reakcji fosforylacji/defos-
forylacji wptywajg na okreslone enzymy wywotujgce
fizjologiczng odpowiedZz komorki. Ten kaskadowy
system prowadzi do modulacji, jak réwniez do zwielo-
krotnienia pierwotnego sygnatu zewnatrzkomorkowe-
go i w konsekwencji do regulacji wielu proceséw
fizjologicznych w komorce.

Poznano dotychczas pie¢ podstawowych systemow
przekazywania sygnatdw, ktore funkcjonujg w komor-
kach eukariotycznych [8] (Rys. 1). Wtérny przekaznik
jakim jest wspomniany wczesniej cAMP, wywiera
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Ryc. 1. Podstawowe systemy przekazywania sygnatow zewnatrz-

komérkowych.

S — przekaznik pierwotny (sygnat)
R — receptor

PLCy — fosfolipaza Cy

PI3K — fosfatydyloinozytolo 3-kinaza
GAP — biatka aktywujace GTP-azy
AF — autofosforylacja

efekt poprzez aktywacje kinazy A w odpowiedzi na
dziatanie takich hormondw jak np. epinefryna, gluka-
gon, wazopresyna i inne. Kinaza A uczestniczy w sko-
ordynowanej regulacji aktywnos$ci enzymow zaanga-
zowanych w przemianach weglowodandw, tluszczow,
kontroli biosyntezy biatka, w regulacji ekspresji gendw
poprzez modulacje czynnika transkrypcyjnego CREB
i innych.

W dwa lata po odkryciu kinazy A w pracowni K uo
i Greengarda wykryto kinaze zalezng od innego
cyklicznego nukleotydu, a mianowicie cGMP [9].
W odro6znieniu od kinazy A, ktdra fosforyluje wiele
substratow w komorce, kinaza G posiada funkcje
bardziej ograniczong. Wigze sie to z lokalizacjg en-
zymu w organizmie. Wystepuje gtéwnie w mies$niach
gtadkich oraz w mézdzku. Wiele dowodow wskazuje,
ze enzym ten uczestniczy w relaksacji miesni giadkich,
w hamowaniu agregacji ptytek krwi, w regulacji proce-
sow widzenia.

Badania lat siedemdziesigtych przyniosty informa-
cje o jeszcze innej drodze sygnalizacji komorkowe;j.
W systemie tym jony Ca2+ i kalmodulina, dziatajac
jako wtdrny przekaznik, aktywujg wiele enzymow
w tym réwniez kinaz fosfobiatkowych [10]. WSsrdd
kinaz zaleznych od kalmoduliny wyrozni¢ mozna
enzymy wielofunkcyjne, ktére podobnie jak kinaza
A fosforylujg wiele biatek w komorce oraz enzymy
specyficzne w stosunku do okre$lonych substratow.
Przyktadem tego ostatniego moze by¢ kinaza lekkiego
tancucha miozyny, ktéra wpltywa na inicjacje skurczu
miesni gtadkich czy kinaza fosforylujgca elongacyjny
czynnik translacji 2 [8].

Odkryta w 1977 roku przez Nishizuke kinaza
C (PKC) jest prototypem catej rodziny kinaz C, ktore
wymagaja do swojej aktywacji niektorych produktow
metabolizmu  fosfolipidow np. diacyloglicerolu,

3



cis-nienasyconych kwaséw ttuszczowych lub lizofos-
fatydylocholiny [11]. PKC istnieje w 10-ciu izofor-
mach o roznej lokalizacji w komdrce oraz nieco
odmiennym mechanizmie regulacji. Odgrywa istotng
role w procesach wzrostu i r6znicowania. Zaintereso-
wanie tym enzymem wzrosto szczeg6lnie, gdy okazato
sig, ze estry forbolowe dziatajacjako promotory nowo-
tworzenia powoduja aktywacje kinazy C. Wykazano,
ze jest ona kluczowym enzymem warunkujgcym na-
mnazanie niektérych komoérek nowotworowych: np.
w przypadku glejakéw moézgowia enzym ten jest 1000
krotnie bardziej aktywny niz w komdérkach prawid-
towych. Kinaza C wplywa na poziom ekspresji nie-
ktorych gendéw poprzez modulacje aktywnosci czyn-
nika transkrypcyjnego APl bedacego heterodimerem
produktéw protoonkogendéw c-jun i c-fos [12].

W 1978 r. Erikson i wsp. [13] wykazali, ze
produkt onkogenu src wirusa miesaka Rousa (RSV)
jest kinaza tyrozynowa. Nieco pézniej Hunter
i Sefton [14] zaobserwowali, ze w komorkach
prawidtowych poziom P-tyrozyny stanowi zaledwie
0,03% catkowitego poziomu P-aminokwaséw w biat-
kach. Natomiast w komdrkach nowotworowych po-
ziom P-tyrozyny wzrasta 5-10-krotnie. Odkrycia te
skoncentrowaly uwage badaczy nad udziatem kinaz
tyrozynowych w transformacji nowotworowej. Obec-
nie wiadomo, ze spos$réd ponad 100 zidentyfikowa-
nych onkogendéw, potowe stanowig geny kodujace
kinazy tyrozynowe.

Wiele kinaz tyrozynowych petni funkcje receptorow
czynnikéw wzrostowych [15, 16]. Do najlepiej po-
znanych naleza: receptor insuliny, receptor czynnika
wzrostowego piytek krwi PDGF, receptor naskor-
kowego czynnika wzrostowego EGF iwiele innych. Po
przytgczeniu czynnika wzrostowego, receptorowe Ki-
nazy tyrozynowe ulegajg autofosforylacji w resztach
tyrozynowych. Poszczegblne czasteczki P-tyrozyny
graja role specyficznych miejsc wigzania biatek cyto-
plazmatycznych uczestniczacych w transmisji sygna-
tow. Odbywa sie to poprzez domene SH2 czyli krotka
sekwencje homologiczng do niekatalitycznego regionu
protoonkogenu c-src (SH ang. src-homology). W tran-
smisji sygnatow przez receptorowe kinazy tyrozy-
nowe posredniczg takie biatka jak: GAP (GTP-ase
activating protein), fosfolipaza Cy, kinaza fosfatydylo-
inozytolu oraz serynowo/treoninowe kinazy biatkowe
np. rodzina kinaz Rafl, kinazy aktywowane przez mi-
togeny (MAP) czy kinaza C. W dziataniu receptoro-
wych kinaz tyrozynowych centralng role odgrywa row-
niez produkt onkogenu c-ras, wielofunkcyjne biatko
wiazace GTP. Wymienione czynniki posrednie przeka-
zuja sygnaty do jadra komorkowego, w ktérym poprzez
modyfikacyjne zmiany czynnikéw transkrypcyjnych
wplywajg na ekspresje gendw i mitogeneze [15].

Warto podkreslic¢, ze geny kodujace receptory czyn-
nikéw wzrostowych sg potencjalnymi protoonkogena-
mi czyli genami, w ktérych mutacja lub zaburzenia
ekspresji moga przyczynic sie do transformacji nowo-
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tworowej. Dlatego tez poznanie mechanizmoéw ak-
tywacji tych enzymoéw w komdrce przybliza nas do
zrozumienia ztozonych proceséw towarzyszacych on-
kogenezie oraz moze dostarczy¢ nowych metod diag-
nozowania i leczenia schorzeA nowotworowych.

Nalezy podkresli¢, ze przedstawione tutaj, w bardzo
uproszczonej formie, systemy sygnalizacji komdrko-
wej nie dziatajg w odosobnieniu. Obserwuje sie wzaje-
mne oddziatywanie (ang. cross - talk) miedzy nimi na
poziomie kinaz, fosfataz oraz ich substratow na pozio-
mie interakcji receptor-ligand, biatek G, ekspresji
gendw i innych. Te wzajemne oddziatywania wywota-
ne okreslonym bodzcem zewngtrzkomérkowym pro-
wadzg z kolei do bardzo ztozonych synergistycznych
badz tez antagonistycznych efektéw w komaorce. Przy-
ktadem moze by¢ niezwykle ztozony system hormonal-
nej regulacji sekrecji insuliny w komorkach beta
wysepek Langerhansa trzustki [17].

W ostatnich kilku latach najwiecej uwagi poswieco-
no serynowo/treoninowej kinazie cdc2, ktora gra
kluczowg role w regulacji cyklu mitotycznego komo-
rek eukariotycznych. Aktywnos$¢ tego enzymu zmienia
sie w sposob drastyczny w cyklu komdrkowym i jest
najwyzsza na granicy faz G2/M tuz przed rozpo-
czeciem mitozy. Regulacja aktywnosci tej kinazy od-
bywa sie na poziomie tworzenia wysokoczasteczko-
wych komplekséw z cyklinami, jak réwniez poprzez
zmiany w poziomie fosforylacji enzymu. Wydaje sie, ze
w fosforylacyjnej modyfikacji kinazy cdc2 uczestnicza
kinazy biatkowe o tzw. podwdjnej specyficznosci sub-
stratowej tzn. zdolne do modyfikacji zaréwno sery-
ny/treoniny jak réwniez tyrozyny. Produkt genu wee
1S.pombe, ktory jest negatywnym regulatorem aktyw-
nosci kinazy cdc2 cechuje wiasnie tego rozdzaju po-
dwojna specyficznos¢ substratowa. Jak dotagd poznano
ponad 10 enzymdw tego typu [18-22].

Analiza struktury pierwszorzedowej biatek — kinaz
wykazata, ze pomimo ogromnej réznorodnosci, wszys-
tkie poznane dotad kinazy eukariotyczne posiadaja
regiony o bardzo wysokim stopniu homologii. Regio-
ny te, ztozone z sekwencji okoto 270 aminokwaséw
stanowia centrum katalityczne kinaz fosfobiatkowych.
Szczeg6lnie zachowany element stanowi sekwencja
GxGxxG tzw. motyw Rossmana, ktdra jest miejscem
wigzania ATP. W regionie domeny katalitycznej moz-
na takze wyroznic¢ krétkie sekwencje, ktére pozwalaja
na zréznicowanie kinaz serynowo/treoninowych od
tyrozynowych [23, 24].

Istnienie charakterystycznych motywdw sekwencyj-
nych w kinazach biatkowych, jak rowniez identyfika-
cja wirusowych onkogenéw kodujacych kinazy, umoz-
liwity prowadzenie badan na poziomie DNA. Dzieki
wprowadzeniu technik klonowania i sekwencjonowa-
nia DNA, liczba zidentyfikowanych kinaz zdecydowa-
nie wzrosta. Jak dotad opisano i scharakteryzowano
ponad 200 tego typu enzymdw. Mozna wiec sadzié, ze
prowokujacy tytutpracy Huntera“Athousand and
one protein kinases” opublikowanej wjednym z nume-
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row Cell w 1987 roku nie bedzie juz wkrotce za-
skoczeniem [25].

IV. Charakterystyka fosfataz biatkowych

Do niedawna badania dotyczace fosfataz pozosta-
waly niejako w cieniu intensywnych poszukiwan kinaz
fosfobiatkowych. Wynikato to miedzy innymi z trud-
nosci uzyskiwania dobrze zdefiniowanych substratéw
do reakcji defosforylacji. W ostatnich latach zaintere-
sowanie tg grupa enzyméw wyraznie wzrosto. Niewat-
pliwie wptyneto na to odkrycie, ze fosfatazy odgrywaja
istotng role w supresji nowotworéw oraz w regulacji
cyklu komorkowego.

IV-1. Fosfatazy biatkowe serynowo/treoninowe

Ezymy nalezgce do rodziny fosfataz serynowo/treo-
ninowych posiadajg szeroka specyficzno$¢ substrato-
wa in vitro. Stosujac kryteria wrazliwosci na specyficz-
ne inhibitory i aktywatory, w komadrkach eukariotycz-
nych zidentyfikowano 4 podstawowe typy fosfataz
fosfobiatkowych. Typ 1 (PP1 — ang. protein phosp-
hatase 1) katalizuje specyficzng defosforylacje podjed-
nostki p kinazy fosforylazy i jest hamowany przez
nanomolowe stezenia dwoch termostabilnych inhibi-
toréw 1i2[26,27]. Typ 2 enzyméw (PP2) preferencyj-
nie defosforyluje podjednostke a kinazy fosforylazy
i jest wzglednie oporny na dziatanie wspomnianych
inhibitorow. Do fosfataz typu 2 zaliczono 3 enzymy
(PP2A, PP2B i PP2C), ktére mozna rozrézni¢ na
podstawie wymagan kationdw dwuwartosciowych.
Typ 2A wykazuje aktywno$¢ w nieobecnosci jondéw
metali dwuwartosciowych, typ 2B (kalcyneuryna) wy-
maga jondw Ca2+, a PP2C jondw Mg2+ [26, 27].

Nowym testem pozwalajgcym na rozréznienie oma-
wianych enzymow jest wrazliwo$é na kwas okadejowy
(OA ang. okadaic acid). Kwas okadejowy jest
38-0-weglowg pochodng kwasow tluszczowych za-
wierajacych wiele wigzan polieterowych. Po raz pierw-
szy wyizolowany zostat z gagbek morskich Halichond-
ria okadaii. Jest silnym inhibitorem fosfatazy 2A
(IC500,2 nM) i PP1 (IC5050 nM). Fosfataza 2B jest
hamowana przy znacznie wyzszych (10 pM) stezeniach
kwasu podczas gdy PP2C jest niewrazliwa na ten
inhibitor [26, 27] (Tabela 1).

Warto podkresli¢, ze dzieki hydrofobowej naturze
OAjest przepuszczany przez membrany plazmatyczne
do wnetrza komorki i hamuje aktywnos$é fosfataz in
vivo. Dzieki temu jest on z powodzeniem wykorzys-
tywany do identyfikacji fizjologicznych substratow
fosforylacji oraz do poznawania nowych procesow,
ktore sg regulowane przez fosforylacje [28]. W labora-
torium Fischera i Krebsa [29] oraz innych
[30] wykazano, ze OA na$laduje stymulujagcy wpltyw
insuliny na transport glukozy do adipocytéw. Towa-
rzyszy temu wzrost aktywnosci wielu kinaz seryno-
wo/treoninowych, a takze wzrost fosforylacji w re-
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Tabela 1.
Klasyfikacja fosfataz biatkowych serynowo-treoninowych

Fosfataza biatkowa  wrazliwos¢ specyficznosé  wrazliwosé

alternatywna ha inhibitor ~ wobec kinazy na kwas
typ nazwa liz2 fosforylazy okadejowy
1 zalezna od

ATP i Mg2+ tak podjednostka (3 10 nM
2A  stymulowana

polikationami nie podjednostka a 0,1—1nM
2B kalcineuryna nie podjednostka a 10 pM
2C  zalezna od

Mg2+ nie podjednostka a nie

sztach tyrozynowych. Tak wiec OA moze by¢ takze
wykorzystywany w badaniu wzajemnych powigzan
pomiedzy fosforylacja seryny/treoniny i tyrozyny
w transmisji sygnatéw do komoérki (31). Kwas okadejo-
wy jest silnym stymulatorem rozwoju nowotworéw i,
podobnie jak estry forbolowe, wplywa na wzrost
fosforylacji substratéw kinazy C. Jednak obserwacje te
nie sg jednoznaczne. Wykazano np. ze 10 pM OA po
dwdch dniach dziatania odwraca transformacje komé-
rek NIH3T3 wywotang onkogenami rafi ret-11 [31].
Oznacza to, ze PP1 i PP2A mogg funkcjonowac
zarobwno w promocji, jak i supresji wzrostu nowo-
tworowego.

Rozszerzenie warsztatu metodycznego o techniki
inzynierii genetycznej pozwolito na uzyskanie cDNA
oraz wyklonowanie podjednostek katalitycznych fos-
fataz serynowo/treoninowych. Wykazano, ze kazda
z nich istnieje w komorce przynajmniej w 2 izoformach
[32]. Na podstawie porownawczej analizy sekwencyj-
nej wykazano, ze PP1, PP2A i PP2B sg strukturalnie
zblizone i naleza do wspdlnej rodziny genéw. Nato-
miast typ 2C jest produktem zupeinie innej rodziny
genow. Tak wiec w odréznieniu od kinaz fosfobiatl-
kowych, ktore wydajg sie pochodzi¢ z jednego wspol-
nego pragenu, fosfatazy reprezentujg rézne drogi filo-
genetycznego rozwoju [26].

IV-2. Fosfatazy biatkowe tyrozynowe

W ostatnich latach wykazano istnienie wielu fos-
fataz o wybidrczej specyficznosci w stosunku do
P-tyrozyny. Jest to rd6znorodna rodzina enzymow,
ktore podobnie jak kinazy tyrozynowe moga wy-
stepowac w stanie wolnym w cytoplazmie oraz zwigza-
nym z membranami jako biatka receptorowe [33].
Nalezy podkresli¢, ze pierwsza tego typu fosfataza
zostata wyizolowana w 1988 r. z tozyska ludzkiego
w laboratorium Fischera i Krebsa [34]. Anali-
za sekwencyjna tego biatka nie wykazata podobienst-
wa do fosfataz serynowo/treoninowych [33]. Zaobser-
wowano natomiast wiele homologii do dwoch tan-
demowych powtdrzen wystepujacych w wewnatrzko-
maérkowej domenie wspo6lnego antygenu CD45 leuko-
cytéw. Jeszcze w tym samym roku w laboratorium
tegorocznych noblistow potwierdzono, ze receptory
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CD45 przejawiajg aktywno$¢ fosfatazy tyrozynowej
[31]. Dalsze badania tej samej grupy uczonych wyka-
zaty, ze mikroiniekcja fosfatazy tyrozynowej do oocy-
téw Xenopus, hamuje wplyw insuliny na dojrzewanie
oocytow. Obniza réwniez poziom stymulacji kinazy
S6. Uzyskane wyniki potwierdzajg jednoczesnie udziat
fosforylacji tyrozyny w transmisji sygnatéw w od-
powiedzi na dziatanie insuliny [35, 36].

Poznane dotychczas fosfatazy tyrozynowe majg
jednakowe domeny katalityczne ztozone z okoto 230
aminokwaséw. Wyrdzni¢ w nich mozna charakterys-
tyczny motyw sekwencyjny ztozony z 11 aminokwa-
sow: (I/V) HCXAGXXR (S/T) G. Stalg pozycje w tej
sekwencji zajmuje cysteina, ktéra decyduje o aktywno-
§ci enzymu [33]. Jest interesujace, ze receptorowe
fosfatazy posiadajg w wiekszosci przypadkéw dwie
domeny Kkatalityczne, natomiast cytoplazmatyczne tyl-
ko jedna [33].

W réd receptorowych fosfataz tyrozynowych obser-
wuje sie duze zréznicowanie w domenach zewnatrz-
komdrkowych. Wyré6znia sie 4 podstawowe typy
tych enzyméw: Typ | (CD45) zawiera glikozylowany
fragment zewnatrzkomdrkowy oraz region bogaty
w cysteine. Typ Il (LAR ang. leucocyte common antigen
related) wyréznia sie obecnoscig 2 lub 3 tandemowych
powtdrzen fragmentow tancucha 1gG potgczonych
z 2-9 powtdrzeniami FNIIlI (FN. ang. fibronectin).
Typ Il cechuje w domenie zewnatrzkomoérkowej
wiele powtorzenn FNIII, a typ IV charakteryzuje obec-
no$¢ bardzo krotkiej czesto glikozylowanej domeny
zewnatrzkomérkowej (Ryc. 2).

Przy uzyciu techniki PCR zidentyfikowano dotych-
czas wiele izoform poznanych dotgd fosfataz P-tyrozy-
nowych. Wykryto np. sze$¢ izoform fosfatazy CD45,
ktore powstaty na drodze alternatywnego “splicingu”
[33].

Obecnie niewiele wiadomo na temat mechanizmu
dziatania i regulacji fosfataz tyrozynowych. Nie wiado-
mo réwniez dlaczego istnieje tak wiele izomerycznych
form tego enzymu. Przypuszcza sie, ze obserwowana
strukturalna réznorodno$¢ fosfataz w regionach poza
domeng katalityczna decyduje o specyficznosci sub-
stratowej, mechanizmie regulacji i lokalizacji tych
enzyméw w komérce.

Nalezy wspomnieé, ze aktywnos$¢ specyficzna fos-
fataz tyrozynowych jest 10-1000 razy wyzsza niz kinaz
tyrozynowych. To moze wyjasnia¢, dlaczego w komor-
kach prawidtowych poziom P-tyrozyny jest okoto
3000 krotnie nizszy w poréwnaniu z P-seryng czy
P-treoning [14].

Z wczesniejszych obserwacji wiadomo, ze w komor-
kach transformowanych obserwuje sie 5-10-krotny
wzrost fosforylacji tyrozyny [14]. Wysunieto przypu-
szczenia, ze obserwowane zmiany moga by¢ zwigzane
badz to z rozregulowaniem ekspresji kinaz tyrozyno-
wych, badz to z obnizeniem poziomu ekspresji fosfataz
tyrozynowych. Wykazano np. ze w komorkach fibro-
blastow nerkowych NRK traktowanych wanadanem,
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Ryc. 2. Organizacja strukturalna czterech typéw (I — I1V) recep-
torowych fosfataz tyrozynowych.
CD — domena katalityczna,
1G — ,kieszenie” podobne dofragmentéw tancucha
immunoglobuliny G
FNIIl — powtdrzenie fragmentoéw tancucha fibronektyny
(typ 111)
Bt — btona komérkowa

W konicu N fosfatazy typu | (CD45) zaznaczono region,
ktéry ulega zréznicowanej ekspresji (33).

znanym inhibitorem fosfataz tyrozynowych, obser-
wuje sie 40-krotny wzrost poziomu fosforylacji tyrozy-
ny. Co wiecej w tych warunkach komarki prawidtowe
nabywaty cech komérek transformowanych [37]. Te
spostrzezenia nasunety przypuszczenie, ze fosfatazy
tyrozynowe grajg w komdrce role antyonkogendw.

IV-3. Fosfatazy biatkowe o podwojnej specyficz-
nosci substratowej

Od 1986 r. wiadomo, ze produkt genu cdc25 petni
funkcje regulatora cyklu komérkowego [18]. Odgry-
wa on istotng role w aktywacji kinazy p34a2 umoz-
liwiajagc jednoczes$nie rozpoczecie mitozy. Jednym
z warunkdw aktywacji p34ak2jest defosforylacja tyro-
zyny i treoniny w domenie odpowiedzialnej za wigza-
nie ATP. Ostatnio wykazano, ze obydwie reszty fos-
foranowe sg usuwane przez fosfataze o podwdjnej
specyficznosci substratowej, produktu genu cdc25 [38,
39]. Produkt genu cdc25, biatko o m.cz. 80,000 wyka-
zuje niewielki stopiert homologii wobec innych fosfataz
biatkowych. Enzym wydaje sie¢ by¢ spokrewniony

POSTEPY BIOCHEMII 39(1), 1993



z fosfatazg VH1 wirusa vaccina [38, 39]. Fosfataze
VH1 cechuje réwniez specyficzno$¢ w stosunku do
P-seryny i P-tyrozyny.

V. Uwagi koncowe

Z tego bardzo pobieznego przegladu jasno wynika,
ze odwracalna fosforylacja jest typem modyfikacji
biatek istotnym w regulacji niemalze wszystkich proce-
sow fizjologicznych w komdrce. Okoto 1/3 biatek
komérkowych ulega tej modyfikacji przez setki rézno-
rodnych kinaz i fosfataz o bardziej lub mniej po-
znanym sposobie regulacji. O wielu nawet tutaj nie
wspomniano, jak np. o kinazach biatka S6 uczest-
niczacych w regulacji inicjacji translacji, kinazie elF2
kontrolujgcej synteze globiny, kinazie zaleznej od
dsRNA indukowanej przez interferony zaliczonej osta-
tnio do antyonkogenow [40], kinazach kazeinowych
i wielu innych.

Przed prawie 40-ma laty, tegoroczni laureaci na-
grody Nobla nie przypuszczali, ze odkryta przez nich
kinaza fosforylazy stanie sie prototypem rodziny en-
zymow o tak krytycznym znaczeniu dla funkcjonowa-
nia komarki i otworzy tak wielkie (i wcigz aktualne)
perspektywy dalszych badan teoretycznych ipraktycz-
nych.

Artykut otrzymano 8 stycznia 1993 r.
Zaakceptowano do druku 15 stycznia 1993 r.
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Struktura i funkcja ubikwityny

Structure and function of ubiquitin
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l. Wstep

Coraz wieksze zainteresowanie budzi niewielkie,
zbudowane z 76 aminokwasow biatko — ubikwityna.
Jego obecnos$¢ stwierdzono w cytoplazmie, jadrze
i btonie komorkowej wszystkich organizmoéw eukario-
tycznych, a takze u niektérych wiruséw. Funkcjom
i znaczeniu tego biatka poswiecono szereg prac prze-
gladowych [1-11]. W polskim piSmiennictwie opu-
blikowano na ten temat tylko jedng taka prace [2].

Ubikwityng jest elementem uniwersalnego u euka-
riontéw systemu modyfikowania biatek. System ten,
nazwany w skrocie systemem ubikwitynowym, sktada
sie, oprocz ubikwityny, z ukladu enzymatycznego
katalizujgcego proces przytgczania jej do biatka.

Zjawisko ligacji ubikwityny towarzyszy wszystkim
nieomal procesom metabolicznym, od podziatow ir6z-
nicowania sie komorki po jej $mier¢. Ubikwityna
zaangazowana jest w regulacje ekspresji gendw, repe-
racje DNA, transformacje nowotworowg. Wptywa na
aktywnos$¢é chromatyny, bierze udziat w powstawaniu
rybosomow. Odgrywa wreszcie podstawowg role
w proteolizie biatek regulacyjnych o krotkim czasie
potrwania, a takze biatek o dluzszym okresie pot-
trwania, ktore jednak z réznych przyczyn muszg by¢
z komaérki usuniete.

* mgr, Instytut Hematologii i Transfuzjologii, 00-957 War-
szawa, ul. Chocimska 5.

Ubikwitynacja biatek pojawita sie w Swiecie istot
zywych dopiero u eukariontow. Nie zachodzi u bak-
terii. Poréwnanie sekwencji aminokwasowej ubikwity-
ny drozdzy i cztowieka wykazato identyczno$é¢ w 73
z 76 reszt aminokwasowych. Ubikwityng jest zatem
najbardziej konserwatywnym ze znanych biatek,
a uklady enzymatyczne lezagce u podstaw reakcji
ubikwitynacji nalezg prawdopodobnie u eukariontéw
do najstarszych.

Zadaniem ponizszej pracy jest przedstawienie wyni-
kéw podstawowych badan dotyczacych samej czgste-
czki ubikwityny. Scharakteryzowany tez zostat sposéb
w jaki wchodzi ona w interakcje z innymi biatkami.
Udziatowi ubikwityny w réznych procesach komar-
kowych poswiecona bedzie oddzielna publikacja.

Il. Geny ubikwityny i ich ekspresja

Wyréznia sie dwie podstawowe klasy genéw ubi-
kwityny. Do pierwszej zaliczono pojedyncze geny oraz
poligeny, w ktérych jednostka kodujgca 76 amino-
kwasoéw ubikwityny powtarza sie wielokrotnie w spo-
sob ciggly (bez wstawek). Na koncu 3’genu znajduje sie
na og6t kodon aminokwasu, nie wystepujacego w doj-
rzatej ubikwitynie i r6znego u przedstawicieli r6znych
gatunkdw. Zadaniem tego aminokwasu jest ochrona
C-konica niedojrzatej ubikwityny przed koniugacja
z biatkiem. W procesie dojrzewania zostaje on odciety.
Liczba gendw i liczba powtorzen jednostki ubikwity-
nowej w poligenie jest u osobnikéw kazdego gatunku
inna. Na konncu 5’ niektérych gendw tej klasy znajduja
sie nieulegajace transkrypcji sekwencje regulatorowe,
odpowiedzialne za ekspresje w warunkach szoku ter-
micznego (Ryc. 1).

Do drugiej klasy nalezg geny skiadajgce sie z poje-
dynczej sekwencji DNA ubikwityny, przedtuzonej na

ST Ub Ub U BP

Ryc. 1. Geny ubikwityny
A. Gen poliubikwityny z genem regulatorowym szoku
termicznego (ST) na koncu 5 tancucha i z kodonem
nieubikwitynowego aminokwasu na koncu 3'.
B. Gen ubikwityny potaczony z biatkiem przedtuzaja-
cym (BP).
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koncu 3’sekwencjami DNA kodujacymi pewne biatka
rybosomalne (Ryc. 1). Zidentyfikowano dwa typy
takich biatek przedtuzajgcych. Do pierwszego typu
zaliczono biatko o 52 aminokwasach wchodzace
w dojrzatej, to jest pozbawionej ubikwityny formie,
w sktad wiekszej podjednostki rybosomu. Biatka dru-
giego typu majg diugos¢ wahajacg sie u réznych
gatunkéw w granicach od 76 do 80 aminokwaséw i sg
elementem mniejszej podjednostki rybosomu. Geny
kodujace biatka obu typow wystepuja wytacznie w po-
staci opisanej powyzej struktury. Ulegajg one trans-
lacji razem z ubikwityng. Ta ostatnia zostaje odcieta
w blizej nie zidentyfikowanym momencie przed wbu-
dowaniem sie biatka przedtuzajacego do rybosomu.
Oba te biatka cechujg sie wysokim stopniem konser-
watywnosci. Poréwnanie sekwencji ich DNA z komé-
rek myszy, drozdzy, cztowieka i Dictyostelium wykaza-
to okoto 80% zgodnosci w przypadku biatek pierw-
szego typu i okoto 60% u drugiego typu [3].

Ekspresja genéw obu klas jest w cyklu zyciowym
komorki scisle regulowana. Stwierdzono, ze w warun-
kach szybkiego wzrostu i podziatdow komorkowych,
a wiec w okresach wzmozonej biosyntezy biatka,
indukowane sg przede wszystkim geny kodujace ubi-
kwityne potaczong z biatkami przedtuzajgcymi. W wa-
runkach gtodu, w szoku cieplnym i w okresach stac-
jonarnego wzrostu komorek w hodowli, ekspresji
ulegajg gtéwnie geny poliubikwitynowe [3].

Nie stwierdzono obecnosci w komorkach poliubik-
wityny, to jest biatka, w ktorym C-koniec jednego
ubikwitynowego monomeru tgczytby sie z N-koricem
nastepnego. Najprawdopodobniej tworzaca sie poli-
ubikwityna jest niezwykle szybko, by¢ moze réwno-
czednie z translacja, hydrolizowana do ubikwityny.
Podobnie rzecz sie ma z ubikwityng sprzezong z gena-
mi kodujacymi biatka przedtuzajace [3].

I11. Struktura ubikwityny i jej potgczen
z biatkami

Badania struktury krystalicznej ubikwityny prowa-
dzone z zastosowaniem magnetycznego rezonansu
jadrowego wykazaty, ze zar6wno w roztworze wod-
nym, jak i w stanie statym stanowi ona zwarta,
globularng czasteczke (Ryc. 2). Jej hydrofobowy rdzen
sktada sie z pieciu réwnolegle albo antyréwnolegle
utozonych odcinkéw tancucha polipeptydowego, po-
wigzanych miedzy sobg regularnie roztozonymi wigza-
niami wodorowymi. Obdarzone tadunkiem reszty
aminokwasOw skierowane sg na zewnatrz czasteczki.
Tego rodzaju strukture nazwano harmonijka @ Brzegi
jej powierzchni spina odcinek tancucha zwiniety w 3,5
skreta helisy a i umocowany dodatkowo mostkami
solnymi miedzy resztami lizyny i kwasu glutaminowe-
go (Ryc. 2). W sumie okoto 87% tancucha polipep-
tydowego zaangazowane jest w tworzenie wigzan
wodorowych [12]. Taka budowa nadaje czasteczce
ubikwityny niezwyktg odpornos¢ na wysokga tempera-

POSTEPY BIOCHEMII 39(1), 1993

Ryc. 2. Wstegowy schemat czasteczki ubikwityny.

Centralng czes$¢ czasteczki stanowiag potaczone wigzaniami
wodorowymi odcinki 1-7, 10-17, 40-45, 48-50, 64-72. Cent-
rum aktywnym sg cztery C-koricowe aminokwasy:
Leu-Arg-Gly-Gly, a miejscem akceptorowym nastepnej
ubikwityny w tancuchu multiubikwityny jest Lys-48. Odleg-
tosci od siebie poszczegdlnych reszt aminokwasowych i ich
potozenie na schemacie sg przyblizone. Sekwencja ubi-
kwityny wedtug [65], przebieg taricucha polipeptydowego
wedtug [12].

ture, duzy zakres pH, i zmiany polarnosci srodowiska.
W opublikowanej niedawno pracy [13] poswieconej
strukturze ubikwityny w stanie czeSciowej denaturacji,
tak zwanym stanie A, wykazano, ze wodny roztwor
60% metanolu przy pH2 powoduje tylko niewielkie,
w petni odwracalne odksztatcenie czasteczki. W opisa-
nych warunkach rozfatdowaniu ulegajg jedynie brzez-
ne fragmenty ,harmonijkowej” cze$ci ubikwityny.
Centrum aktywne oraz helisa a pozostajg nie-
naruszone.

Centrum aktywne ubikwityny stanowig cztery re-
szty aminokwasowe Leu-Arg-Gly-Gly na karboksylo-
wym koncu tancucha (Ryc. 2). W procesie modyfikacji
biatka ubikwityng C-koricowa glicyna czasteczki ubi-
kwityny taczy sie wigzaniem izopeptydowym z grupa
e-aminowg lizyny koniugowanego biatka. Obiektem
modyfikacji moze tez by¢ sama ubikwityna. Najczes-
ciej jest ona juz potgczona z biatkiem, ale in vitro
mozliwe jest réwniez enzymatyczne przenoszenie jed-
nej czasteczki wolnej ubikwityny na druga [14, 15].
Miejscem akceptorowym w czgsteczce ubikwityny jest
lizyna-48 [14,16]. Zaobserwowano jednak, ze w sytua-
cjach gdy jest ona juz zwigzana, inne reszty lizynowe
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tez moga tworzy¢ koniugaty [17]. W ten sposob
powstajg struktury w ktérych ubikwityna potaczona
jest w prostoliniowe lub rozgatezione taicuchy skoniu-
gowane z biatkiem (Ryc. 3). Tego rodzaju struktury
ubikwitynowe nazwano multiubikwityna.

®
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Ryc. 3. Sposoby wigzania sie ubikwityny z biatkiem
A. Monoubikwitynacja biatka.
B. Multiubikwitynacja biatka prostym fancuchem.
C. Multiubikwitynacja biatka tancuchem rozgatezionym.
Liczba czasteczek ubikwityny oraz stosunek ich wielkosci
do wielko$ci czasteczek biatka wybrane dowolnie. Termin
,»mono” i ,,multi” odnosza si¢ do liczby czasteczek ubi-
kwityny przytaczonych do pojedynczej reszty lizynowe;j.

IV. Biatka analogiczne i homologiczne
z ubikwitynag

Ubikwityna nie jestjedynym polipeptydem o budo-
wie przestrzennej podobnej do tej, ktdrg przedstawia
rycina 2. Z pieciotancuchowej harmonijki Biprzekres-
lajacej ja helisy a zbudowana jest strukturalna czes¢
czasteczki w biatkach nalezacych do rodziny inhibito-
réw proteinaz cysternowych — cystatyn [18]*} Po-
dobng budowe (czterotanicuchowg harmonijke B pota-
czong z helisg a o czterech skretach) posiada wigzaca
immunoglobuline G domena biatka G wystepujacego
na powierzchni btony komérkowej Streptococcus sp.
[19,20]. Sekwencje aminokwaséw w tych biatkach nie
sg homologiczne. Wydaje sie, ze tego typu motyw
przestrzenny pojawia sie w szczegolnie trwatych rejo-
nach czasteczki biatka i nie nalezy do rzadkosci.

Znacznie rzadsza natomiast jest homologia sekwen-
cji ubikwityny i innych biatek. U organizmoéw wyz-
szych niezwykle wazne jest zachowanie w niezmienio-
nej postaci pierwszorzedowej struktury ubikwityny
[5]. Wiekszo$¢ mutacji punktowych w genach ubi-
kwityny zmniejsza, albo wrecz znosi zdolnosS¢ tej
ostatniej do aktywowania proteolizy. UpoSledza to
przezywalno$¢ komorki [22]. Z tego powodu czaste-
czki ubikwityny pochodzace z tak odlegtych ewolucyj-
nie organizmow jak cztowiek i Trypanosoma cruzi czy
tez Dictyostelium discoideum r6znig sie od siebie jedy-
nie dwoma aminokwasami [5]. Do wyjatkéw nalezy
pasozyt Entamoeba histolytica ktorego ubikwityna
rézni sie od ludzkiej az w szesciu pozycjach [21]. Mimo
omoéwionych powyzej ograniczen istniejg jednak
w przyrodzie biatka ubikwitynopodobne. Sposéb ich
pojawienia sie nie jest znany. By¢ moze powstaty
w wyniku rekombinacji indukowanych przez wirusy.

* O cystatynach pisano w Postepach Biochemii 33 (1987),
231-241, a takze w Postepach Biochemii 34 (1988) 23-46.
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Jak wykazaty badania, ubikwityna odgrywa u wiru-
sOw jaka$ nieznang nam jeszcze role. Stwierdzono, ze
niektére z nich pobierajg ubikwityne z komorek
gospodarza w stanie wolnym albo w postaci koniuga-
tow [23-26]. Wirus BVDV (bovine viral diarrhea virus)
na przykiad, zdolny jest do przyswojenia genu ubi-
kwityny z materialu genetycznego gospodarza.
W RNA cytopatogennej jego formy — CP1 — wy-
krywa sie dwie sekwencje pochodzace z genomu
gospodarza. Jedna z nich koduje kompletna czasteczke
ubikwityny, druga jej 46-aminokwasowg cze$¢ C-kon-
cowg. Obu tych sekwencji brak w czasteczce niecyto-
patogennej formy NCP1. Gen ubikwityny, wystepuja-
cy w genomie BVDV zawierajacym mutacje Osloss,
rézni sie od wotowego w dwodch pozycjach [26, 27].
Jeszcze bardziej, w pordwnaniu z ubikwityna BVDV,
zmieniona jest ubikwityna zakaznego dla owadow
bakulowirusa. Jego DNA koduje miedzy innymi biat-
ko, ktorego sekwencja w 76% odpowiada ubikwitynie
cztowieka [28] (Tabela 1).

U cztowieka wykryto do tej pory trzy biatka ubi-
kwitynopodobne [29-31]. Podstawowe dane o nich
zestawiono w tabeli I. Cechg wspdlng tych biatek jest
na ogo6t brak w czasteczce sekwencji zgodnej z wy-
stepujacg na karboksylowym koricu ubikwityny (Ta-
bela 1). Sekwencje te rozpoznajg prawdopodobnie
hydrolazy C-korica ubikwityny — enzymy odpowie-
dzialne za odcinanie poszczegdlnych czasteczek ubi-
kwityny od koniugatéw, wzglednie za hydrolize poli-
ubikwityny [5]. Wszelkie zmiany, jakie pojawig sie
w omawianym rejonie czgsteczki ubikwityny, nie tylko
niszcza jej centrum aktywne, ale tez uniemozliwiajg
odtgczenie od tancucha polipeptydowego w procesie
dojrzewania. Byé moze geny takiej trwale zwigzanej
z biatkiem, a wiec nieaktywnej ubikwityny, nie muszg
podlegac tak ostrej selekcjijak geny samej ubikwityny.
Mogtoby to prawdopodobnie z czasem doprowadzic¢
do powstania biatka ubikwitynopodobnego.

Najlepiej scharakteryzowanym ijedynym jakie uda-
to sie wyizolowac biatkiem ubikwitynopodobnym jest
biatko UCRP (ubiquitin cross reactive protein) [31-34]
(Tabela 1). Nalezy ono do pierwszych biatek pojawia-
jacych sie w komoérce w odpowiedzi na dziatanie
interferonu. Biatko UCRP ma ciezar czasteczkowy
15 kDa i powstaje przez odciecie dziewieciu C-kon-
cowych reszt aminokwasowych od prekursora o masie
17 kDa [32]. Jest ono zbudowane z dwéch domen.
Kazda wykazuje znaczny stopieh homologii z ubi-
kwityna, ale tylko cze$¢ C-koncowa zachowata nie-
zmieniong sekwencje jej centrum aktywnego [31].
Ostatnie badania potwierdzity wysunietgjuz wczesniej
hipoteze, ze UCRP jest funkcjonalnym homologiem
ubikwityny i, podobnie jak ona, tworzy koniugaty
z wieloma biatkami [34].

Dwa biatka, ktére by¢ moze tez sg biatkami ubi-
kwitynopodobnymi, wykryto w ekstraktach z mozgu
cielecego (Tabela 1). Ich ciezary czasteczkowe ocenio-
no na okoto 12 kDa i 28 kDa. Nie jest znana petna ich
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Tabela 1.
Biatka ubikwitynopodobne

Stopief Obecnoé_(::
Pochodzenie biatka Liczba reszt homologii sekwencji
ublletynohpod(-)bnego Charakterystyka biatka ammOkWéSOWVCh z ubikwityna rozpoznawanej Literatura
lub odpowiadajacego w odcinku - przez hydrolaze
) w odcinku ,
mu c-DNA homologicznym homologicznym C-konca
ubikwityny
Genom wirusa BVDB Biatko przedtuzone niekomp- 46 reszt C-korco-
typ CP1 letng czasteczka ubikwityny.  wych 100% + 26.27
Genom wirusa BVDV Ubikwityna zmieniona w po- 76 reszt 76% 26.27
typ Osloss zycjach 55 i 76, przedtuzona
biatkiem o sekwencji nieod-
powiadajacej ubikwitynie.
Genom bakulowirusa Biatko ubikwitynopodobne 76 reszt 76% + 28
0 77 aminokwasach, z resztg
tyrozynowa w pozycji 77.
Gen GdX na chromosomie Biatko o 157 aminokwasach 74 reszty 43% 29
X cztowieka zawierajgce 74-aminokwaso- N-koncowe
wa ubikwitynopodobng do-
mene N-koncowa.
Gen BAT 3z gtéwnego kom- N-koncowy odcinek biatka 76 reszt w odcinku 35% 30
pleksu zgodno$ci tkankowej o0 ciezarze czasteczkowym bliskim N-konca
na chromosomie 6 cztowieka 120kDa.
Biatko UCRP izolowane Biatko o ciezarze czasteczko- 31
z komoérek wrazliwych po in- wym 15 kDa zbudowane
dukcji interferonem z dwoch domen ubikwityno-
podobnych.
Domena N-koncowa 75 reszt 29%
Domena C-koncowa 76 reszt 31% +
Biatko I izolowane z mézgu Biatko wigzgce gangliozydy co najmniej 100% nie badana 35
cielecego 0 co najmniej 12 aminokwa- 12 reszt
sach N-koncowych zgodnych
z sekwencjg ubikwityny i cie-
zarze czasteczkowym 12 kDa.
Biatko Il izolowane z mézgu Biatko wigzace gangliozydy co najmniej €0 najmniej nie badana 35
cielecego 0 co najmniej 18 aminokwa- 18 reszt 95%

sach N-koncowych zgodnych
z sekwencjg ubikwityny i cie-
zarze czasteczkowym 28 kDa.

sekwencja. Stwierdzono jedynie, ze 12 aminokwasow
poznanej sekwencji N-kofAca pierwszego biatka i 18
aminokwasdw poznanej sekwencji N-korica drugiego
biatka pokrywa sie doktadnie z sekwencjag ubikwityny.
Biologiczne znaczenie tych biatek nie jest jeszcze
znane. Na podstawie ich powinowactwa do niektorych
gangliozydéw wysunieto przypuszczenie, ze uczest-
niczg one w wewngatrzkomaérkowym transporcie tych
zwigzkdw. Stwierdzono rowniez, ze w hodowli tkan-
kowej hamujg wzrost komorek neuroblastomy myszy
N2a [35].

V. Mechanizm przytgczania ubikwityny do
biatka

Jak juz wspomniano na wstepie, ubikwityna uczest-
niczy w modyfikacji wielu réznych biatek. Pierwszym
etapem tego procesu jest utworzenie sie wigzania
izopeptydowego miedzy ubikwityng i biatkiem. Przy-
tgczanie ubikwityny zostato juz dos¢ dobrze poznane.
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Przebiega wielostopniowo i uczestniczag w nim trzy
rodzaje enzymoéw, nazwane w skrocie El, E2, E3

(Ryc. 4).
Proces rozpoczyna potaczenie ubikwityny z enzy-
mem aktywujagcym — El — homodimerem o ciezarze

czagsteczkowym okoto 210 kDa, odznaczajgcym sie
duzym stopniem konserwatywnos$ci [11]. Wigzanie
wytwarza sie (poprzez wysokoenergetyczny ester doto-
wy) pomiedzy glicyng na C-koncu ubikwityny a cys-
teing w centrum aktywnym EI. W procesie ubikwity-
nacji biatka jest to jedyny etap ktdry wymaga energii.
Jej zrodto stanowi hydroliza ATP do AMP i pirofos-
foranu [36]. Duze stezenie EI wjadrze komo6rkowym
[37] wskazuje, ze tam takze, podobnie jak w cytoplaz-
mie zachodzi proces aktywacji ubikwityny.

Z EIl ubikwityna zostaje przekazana na biatko
przenoszace, zwane réwniez biatkiem koniugujgcym
ubikwityne — E2. E2 bezpos$rednio albo przy udziale
biatka E3, rozpoznaje substrat. Enzymoéw o takiej
aktywnosci jest wiele. Do tej pory wyizolowano 19
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kodujacychje genéw [5]. W ekstrakcie z retikulocytéw
krélika i w komdrkach drozdzy zidentyfikowano sie-
dem rdéznych E2 [cyt. za 14]. Wszystkie enzymy
przenoszace ubikwityne posiadaja okoto 150-amino-
kwasowg domene centralng (o ciezarze czasteczko-
wym 14-18 kDa), zawierajgcg centrum aktywne z re-
sztg cysternowg wiazacg ubikwityne. Zgodno$¢ sek-
wencji réznych E2 osigga w tym rejonie co najmniej
35%. Niektére E2 przedtuzone sg na aminowym,
karboksylowym lub na obu koricach domeny central-
nej dodatkowymi odcinkami tancucha. Ich rola polega
miedzy innymi na rozpoznawaniu substratu biatkowe-
go bez udziatu E3 oraz prawdopodobnie na wigzaniu
pewnych E2 z btong komdrkowg. Blizsze informacje
dotyczace budowy enzymow przenoszacych ubikwity-
ne i kodujacych je genéw znajdzie Czytelnik w pracach
[5, 9, 11].

Niektére enzymy przenoszace ubikwityne potrzebu-
jg do rozpoznawania substratu dodatkowego biatka,
dimeru o masie czasteczkowej 350 kDa, wiasciwej
ligazy ubikwityna-biatko, inaczej zwanej E3. Hipo-
tetyczne mechanizmy rozpoznawania biatka przez
system enzymatyczny przytgczajacy ubikwityne przed-
stawiono na rycinie 5.

Z ekstraktu retikulocytowego wyizolowano dwa
rézne E3 — E3a i E3(3. R6znig sie one od siebie
swoistoscig substratowa, wykazujg natomiast wiele
podobienstw we wiasciwosciach fizycznych [38].
Stwierdzono, ze E3a rozpoznaje aminokoricowg reszte
substratu. Zastosowanie prostych pochodnych amino-
kwaséw pozwolito wyrdznic trzy typy substratow E3a.
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Ryc. 4. Schemat przebiegu proteolizy w systemie ubikwityny

UB — ubikwityna, S — substrat biatkowy, P — produkt
proteolizy substratu, EIl, E2, E3, — enzymy przytaczajace
ubikwityne do biatka, UCH — hydrolaza C-konca ubi-
kwityny, CF1, CF2, CF3 — podjednostki kompleksu prote-
azowego o statej sedymentacji 26S. Reakcje, ktdre zawsze
zachodza w przebiegu proteolizy zaznaczono ciaggta linig,
reakcje zachodzace tylko w niektérych przypadkach — linig
przerywana.

Do pierwszego typu zaliczono biatka z zasadowg
(Arg, Lys, His), amidowg (Asn, Gin), lub kwasng (Asp,
Glu) resztag N-koricowg. Te ostatnie mogg podlegac
arginylacji przy udziale odpowiedniego tRNA i trans-
ferazy arginylo-tRNA-biatko [39]. Natomiast N-konA-
cowe amidy kwaséw asparaginowego i glutaminowego
moga by¢ hydrolizowane (asparaginaza albo glutami-
nazg) do kwasOw, a nastepnie réwniez ulegac ar-
ginylacji. Modyfikacje biatek argining, w nastepstwie
czego moze zachodzi¢ ich proteoliza wykryto w eks-
traktach z retikulocytéw krolika [10], z uszkodzonych
witokien nerwowych szczura [39], a takze w ekstrak-
tach z hodowli hepatocytéw oraz komorek Dictyos-
telium discoideum [41].

Drugi rodzaj substratéw E3a obejmuje biatka z du-
zym, hydrofobowym aminokwasem N-koAcowym
(Phe, Tyr, Trp, Leu). Stwierdzono, ze centra aktywne
rozpoznajgce substraty typu pierwszego i drugiego
znajdujg sie w réznych miejscach tej samej czasteczki
E3a [41]. Uwaza sie takze, ze E3a posiada centrum
aktywne rozpoznajace biatka nie nalezace do | i Il
grupy. Poniewaz miejsce rozpoznawane lezy poza
aminowym konicem czasteczki, biatka o tej strukturze
zaliczono do trzeciego typu substratow E3 — tak
zwanego “body type” [10].

W czasteczce E3oc znajduje sie réwniez struktura
wykazujaca powinowactwo do ubikwityny. Przypusz-
cza sie, Ze to rozpoznajgce ubikwityne centrum zaan-
gazowane jest w proces przedtuzania tancucha multi-
ubikwityny [43], nie jest jednak jasne czy uczestniczy
w tgczeniu ubikwityny z innymi substratami.
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Ryc. 5. Hipotetyczne mechanizmy rozpoznawania substratu przez
system ligacji ubikwityny do biatka
A, B. Rozpoznawanie typu cis.
Determinanty na powierzchni czasteczki substratu (czarna
przestrzen) rozpoznawane przez sktadniki systemu ligacji
ubikwityny do biatka (E2, E3) lezg w bezposredniej bliskosci
akceptorowej reszty lizynowej (czarna kropka). W nie-
ktoérych reakcjach E2 jest zdolny zaréwno do rozpoznawa-
nia determinanty na substracie, jak tez do przytgczania
ubikwityny (Ub) do reszty lizynowej (A). Inne reakcje
wymagaja udziatu E3 w rozpoznawaniu determinanty sub-
stratu, a E2 w przylgczeniu ubikwityny (B).
C, D. Rozpoznawanie typu trans.
W kompleksie biatkowym determinanty na czasteczce sub-
stratu rozpoznawane przez E2 (C) lub przez E3 (D) lezg na
jednej z podjednostek, podczas gdy akceptorowa lizyna,
bedaca przedmiotem ubikwitynacji, lezy na drugiej podjed-
nostce.
E. Hipotetyczna mozliwo$¢ kiedy biatko o ,,E3-podobnej”
aktywnosci (QE3) umozliwia ubikwitynacje nie wchodzac
jednak w bezposredni kontakt z E2.
Substratem powyzszych reakcji moze by¢ biatko podlegaja-
ce ubikwitynacji albo odcinek tafncucha multiubikwityny.

=

Duzo mniej wiadomo o E3(3. Substratami tego
enzymu sg pewne biatka nalezace do 11l typu, ktdre
reaguja w niewielkim stopniu takze z E3a. Stwier-
dzono, ze mimo iz domeny, z ktérymi wigze sie E30
lezg poza aminowym koncem czasteczki substratu,
enzym ten rozpoznaje rowniez pewne sekwencje zloka-
lizowane w poblizu N-kohca. Natura tych N-kon-
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cowych struktur nie zostata dotychczas zbadana [38].

Ligazy ubikwityna-biatko odgrywajg decydujacg
role w kierowaniu koniugatu na szlak proteolizy.
Badania czasu trawienia (3-galaktozydazy, w ktorej
N-koricowg metionine zastepowano innymi amino-
kwasami wykazaty, ze rodzaj aminokwasu N-kon-
cowego decyduje o dtugosci okresu pdttrwania biatka
w komérce. Prawidtowo$é te nazwano zasada
N-konica [1, 10].

Czasteczka E3, wigzac sie rGwnoczesnie z enzymem
E2 i z substratem, nadaje obu biatkom konformacje
umozliwiajgcg koniugacje ubikwityny. Przypuszcza
sie, ze funkcje podobng do spetnianej przez E3 mogg
petnic tez biatka nie wchodzace w bezpos$rednie inter-
akcje z enzymami przenoszacymi ubikwityne. Aktyw-
no$¢ taka moze wykazywaé biatko E6 wykrywane
w ludzkich komdrkach transformowanych przez wiru-
sa Papilloma typu 16 i 18. Umozliwia ono koniugacje
ubikwityny z biatkiem, co przyczynia sie do degradacji
onkoproteiny p53 spetniajgcej w komdrce role su-
presora wzrostu nowotworowego [44]. Podobng wias-
ciwos¢ przejawia biatko szoku cieplnego hsp 70,
ktore rozpoznaje sekwencje Lys-Phe-Glu-Arg-Gln
(KFERQ) i utatwia przeniesienie posiadajacych ja
biatek do lizosoméw, gdzie ulegaja proteolizie [45].

Nie jest znany pelen obraz zjawisk regulujgcych
ubikwitynacje biatek. Regulacja ta moze przebiegac
w réznych procesach komérkowych. W rozdziale 1l
omoéwiona zostata zalezno$¢ miedzy stanem fizjologi-
cznym komarki a ekspresja genow ubikwityny. Regu-
lacja ubikwitynacji biatek moze przebiega¢ takze na
poziomie interakcji koniugujacych ubikwityne enzy-
moéw z ich substratami. Kazde z tych biatlek moze
ulega¢ r6znym modyfikacjom modulujacym jego ak-
tywnos¢. Jak juz wspomniano poprzednio, przytacze-
nie do aminowego konca biatka argininy w znacznym
stopniu utatwia rozpoznawanie substratu przez E3
i koniugacje ubikwityny. Uwaza sie, ze modyfikacja ta
maksymalnie destabilizuje biatko powodujac szybka
jego degradacje. Dla Scistosci nalezy dodac, ze proteo-
liza arginylowanych biatek moze przebiega¢ in vitro
réwniez bez udziatu systemu koniugacji ubikwityny
[39]. Stwierdzono rowniez ostatnio, ze enzymy El i E2
moga by¢ specyficznie fosforylowane. Zwieksza to ich
aktywnos$¢ a wiec utatwia ubikwitynacje [46].

VI. Dalsze losy koniugatéw

Istniejg trzy szlaki metaboliczne, na ktére moga
wejs¢ zubikwitynowane biatka. Moga one trwale pozo-
sta¢ w komorce. Czasteczki ubikwityny moga by¢
usuniete z koniugatu przez hydrolazy C-kofica ubi-
kwityny. Po przytaczeniu ubikwityny biatko moze
zosta¢ zdegradowane przy udziale cytoplazmatycz-
nego kompleksu proteazowego o statej sedymentacji
26S albo hydrolaz lizosomalnych.

Wysunieto kilka réznych hipotez prébujgcych wyja-
$ni¢ co decyduje o wejsciu zubikwitynowanego biatka
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na okreslony szlak przemian metabolicznych. Zaob-
serwowano, ze trwate, nie podlegajace proteolizie
koniugaty, takie jak histony H2A, H2B i H3 w aktyw-
nych transkrypcyjnie rejonach chromatyny, albo nie-
ktore receptory w btonie komorkowej, zawierajgjedng
lub kilka pojedynczo podstawionych czgsteczkami
ubikwityny reszt lizynowych (sa monoubikwitynowa-
ne). Degradacji ulegajg natomiast biatka podstawione
prostym lub rozgatezionym tancuchem czasteczek ubi-
kwityny (multiubikwitynowane). Ten ostatni wniosek
potwierdzaja obserwacje, wskazujace ze zastgpienie
lizyny-48 w ubikwitynie resztg argininowg (blokujaca
proces przedtuzania taficucha), blokuje zarazem prote-
olize [9]. Sa jednak dane przeciwne, $wiadczace ze
biatko monoubikwitynowane moze by¢ substratem
cytoplazmatycznej proteazy o statej sedymentacji 26S,
degradujgcej koniugaty ubikwitynowo-biatkowe do
krotkich peptydow. In vitro udato sie przeprowadzié
proteolize histonu H3 potgczonego z pojedynczymi
czasteczkami ubikwityny, w ktdrej reszty lizynowe
zostaty zablokowane przez grupy metylowe [47]. Nie
wiadomo czy in vivo mozliwa jest analogiczna reakcja
proteolizy.

Przypuszcza sie réwniez ze czynnikiem decyduja-
cym o losach koniugatu jest konformacja ubikwityny
w tancuchu multiubikwityny [48]. Zmiana konfor-
macji ubikwityny za pomocg mutacji punktowych
prowadzi na o0g6t do zmniejszenia jej aktywnosci
w procesie proteolizy [22]. Wedtug innej, do$¢ kont-
rowersyjnej hipotezy, biatka posiadajagce sekwencje
bogate w proline, kwas glutaminowy, seryne i treonine
(PEST) cechuje in vivo krotki okres péttrwania [49].
Przynajmniej niektdre z takich biatek moga by¢ in vitro
degradowane w systemie ubikwityny [11]. Nie mozna
zatem wykluczyé, ze sama natura substratu biatkowe-
go decyduje o budowie koniugatu i jego dalszych
losach. Potwierdza to rdwniez zasada N-konca.

W przemiany jakim moze podlega¢ koniugat ubi-
kwitynowo-biatkowy zaangazowane sg nastepujace
enzymy proteolityczne: hydrolazy C-konca ubikwity-
ny, kompleks proteazowy o statej sedymentacji 26S,
peptydazy obecne w lizosomach i prawdopodobnie
jeszcze inne wysoce specyficzne proteazy. W niniejszej
pracy oméwione zostang jedynie dwa pierwsze typy
enzymow proteolitycznych.

Hydrolazy C-konca ubikwityny réznig sie miedzy
sobg zar6wno wiasciwosciami fizycznymi jak i specyfi-
cznoscig [50, 51]. Wszystkie rozpoznajg reszty amino-
kwasowe zlokalizowane na ubikwitynowej czesci ko-
niugatu, by¢ moze C-kohicowg sekwencje ubikwityny
[5]. Modyfikacje tej sekwencji uniemozliwiajg im
trawienie. Wykazano, ze podobny motyw Gly-Gly-X,
w pewnych nieubikwitynowych biatkach wirusowych
jest sygnatem do rozszczepienia tych biatek [52].
Hydrolazy C-konca ubikwityny odznaczaja sie bardzo
wysoka specyficznoscig substratowa. Kazda z nich
wykazuje aktywno$¢ w innym momencie cyklu kom6r-
kowego i w stosunku do innego substratu. Moze to
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Swiadczy¢, ze zdolno$¢ tych biatek do proteolizy zalezy
od stopnia wyeksponowania rozszczepianego przez
nie wigzania Met-Gly badz Lys-48-Gly. Niewykluczo-
ne, ze rozpoznajg jakie$ inne struktury substratu.
SzczegoOlnie dotyczy to izopeptydaz, ktére muszg wy-
bra¢ jedno z wielu wigzan ubikwityna-ubikwityna
w taicuchu multiubikwityny.

Funkcje hydrolaz C-korica ubikwityny zestawiono
w tabeli 2.

Tabela 2.
Funkcje hydrolaz C-konca ubikwityny

Proces

) Rola hydrolazy C-konica ubikwityny
metaboliczny

Biosynteza  Odcinanie monomer6éw ubikwitynowych od poli-
ubikwityny ubikwitynowego prekursora
Odcinanie aminokwasu blokujacego C-koniec poli-
ubikwityny
Odcinanie ubikwityny od rybosomalnych biatek
przedtuzajacych

Proteoliza Usuwanie ubikwityny z btednie zubikwitynowa-

biatek nych koniugatéw

z udzialem Nadawanie ostatecznego, rozpoznawalnego przez

ubikwityny  E2 ksztattu tancuchowi multiubikwityny
Odcinanie ubikwityny od kornicowych produktéw

proteolizy
Kondensa- Odcinanie ubikwityny od histonéw
cja chroma-
tyny
Rozpad Odcinanie ubikwityny od niektérych receptoréow
i odtwarza- btony komérkowe;j
nie recepto-
row biono-
wych

Tabele zestawiono na podstawie prac [5, 11, 50, 51]

Duze zainteresowanie budzi znane od 1983 r. specy-
ficzne dla neuronéw biatko PGP 9.5. Stanowi ono
okoto 1% wszystkich biatek neuronu [53]. Stwier-
dzono, ze biatko to jest hydrolazg C-konica ubikwityny
[54]. Wzmozong jego aktywno$¢ wykrywa sie w neu-
ronach chorych z zespotem Alzheimera, Parkinsona
i innymi chorobami neurodegeneracyjnymi, gdzie
sygnalizuje nasilenie sie procesow proteolizy [55].

Koniugaty ktore weszty na szlak prowadzacy do
degradacji w cytoplazmie, po ewentualnej wstepnej
obrdbce przez hydrolazy C-koAca ubikwityny, ulegaja
proteolizie przy udziale zaleznego od ATP kompleksu
proteazowego. To wielkie biatko o statej sedymentacji
26S i ciezarze czasteczkowym ocenianym na
1000— 1500 kDa, zbudowane jest z trzech zasocjowa-
nych czynnikéw — CF1 (ok. 500 kDa), CF2 (ok.
250 kDa), i CF3 (ok. 650 kDa) — z ktérych kazdy
sktada sie z wielu podjednostek [53]. Do degradacji
biatka zwigzanego z ubikwityng koniecznajest asocja-
cja wszystkich trzech czynnikéw. Jest to drugi oprocz
aktywacji ubikwityny etap proteolizy wymagajacy
energii. Zastepujac ATP innymi tréjnukleotydami
wykazano, ze hydroliza ATP na ADP i reszte fos-
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foranowgq towarzyszy tu dwém odrebnym reakcjom.
Jedng z nich jest potaczenie sie sktadnikow kompleksu
proteazowego w aktywng forme co wydaje sie by¢
warunkiem przemieszczenia substratu do zlokalizowa-
nego na CF3 centrum aktywnego [57]. Drugg — sama
proteoliza [56, 58].

Na szczeg0lng uwage zastuguje czynnik CF3 stano-
wigcy rdzen katalityczny kompleksu proteazowego.
Jest to cylindryczna czasteczka zbudowana z co naj-
mniej 24 podjednostek utozonych w cztery wspétosio-
we, heksagonalne pierscienie [59]. Stwierdzono, ze pod
wzgledem aktywnosci i budowy CF3 jest identyczny
z obecnym wjadrze i cytoplazmie komérek eukarioty-
cznych biatkiem o statej sedymentacji 20S, nazywanym
w literaturze proteasomem albo multikatalitycz-
nym kompleksem proteazowym [60, 61]. Oprécz
wspomnianej powyzej, zaleznej od ATP, CF1 i CF2
zdolnosci do degradacji koniugatow ubikwityny, cha-
rakteryzuje sie on szeregiem innych, stwierdzonych in
vitro aktywnosci katalitycznych. Eksperymenty powo-
dujace czesciowag denaturacje proteasomu ujawnity
trzy niezalezne od ATP endopeptydazowe aktywnosci
(okreslane jako ,,chymotrypsynopodobna”, ,trypsyno-
podobna”i,kazeinolityczna”) oraz zdolno$é do wiaza-
nia i rozszczepiania RNA [62]. Ponadto stwierdzono,
ze proteasom moze przy udziale ATP degradowacd
niezwigzane z ubikwityng polipeptydy [63]. Wymie-
nione powyzej aktywnosci hydrolityczne i fakt, ze
w ekstraktach retikulocytowych poziom wolnego CF3
znacznie przekracza poziom czynnikow CFl i CF2
moga sugerowacé, ze biatko to spetnia w komorce
jeszcze jakas inna, nie zwigzana z proteolizg koniuga-
téw ubikwityny, role. Wysunieto hipoteze, ze protea-
som stanowi rodzaj ,,cytoplazmatycznej probdwki”.
W jej wnetrzu, na pewnych podjednostkach biatko-
wych mogg byC¢ zlokalizowane centra katalityczne
stuzace degradacji réznych substratow [64].

VIl. Uwagi koncowe

Ubikwityng skupia na sobie uwage badaczy wielu
réznych dyscyplin naukowych. Podstawowym i naj-
lepiej jak dotad poznanym szlakiem metabolicznym,
na ktdrym dziata, jest proteoliza. Zachodzi ona zaréw-
no w lizosomach jak i poza nimi. Nasila sie w stanach
patologicznych, w okresach poprzedzajagcych $mieré
komorki, ale takze w okresach jej intensywnego roz-
nicowania, odgrywajac waznga role w procesach regula-
cyjnych. Trzeba wyraznie podkresli¢, ze funkcja bio-
logiczna ubikwityny i ubikwitynacji biatek jest nam
znana tylko fragmentarycznie. Na przyktad wiadomo,
ze ubikwitynacji podlegajg histony, co ma by¢ moze
duze znaczenie dla reperacji i ekspresji genéw. Niewy-
jasniona jest rola ubikwityny zwigzanej z receptorami
btonowymi.

Doktadniejszemu omdéwieniu proceséw komorko-
wych, w ktdre zaangazowany jest system ubikwityny,
poswiecona zostanie inna praca.
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Wykaz stosowanych skrétow: A — alanina; R — arginina;
N — asparagina; D — kwas asparaginowy; G — glicyna;
E — kwas glutaminowy; Q — glutamina; F — fenyloalanina;
I — izoleucyna; L — leucyna; P — prolina; K — lizyna;
S — seryna; T — treonina; V — walina; W — tryptofan;
Y — tyrozyna; X — aminokwas nieznany lub inny

Cykliny, pierwotnie zidentyfikowane jako biatka
nagromadzajgce sie periodycznie podczas interfazy
i ulegajgce rozktadowi pod koniec mitozy w zaptod-
nionych jajach morskich bezkregowcéw [1], warun-
kujg prawidtowy przebieg cyklu komérkowego. Sta-
nowig bowiem niezbedng regulatorowg podjednostke
komplekséw z kinazg serynowo-treoninowg p34cdc2
oraz jej homologami, aktywnych w réznych fazach
cyklu komdérkowego. Wptywaja takze na aktywnosc
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fosfatazy cdc25 defosforylujgcej tyrozyne i treonine
w podjednostce katalitycznej (kinazie p34cdc2) kom-
pleksu, dzieki czemu ujawnia sie jego aktywnos¢
enzymatyczna. Zagadnienia te byly juz w ostatnich
dwoch latach omawiane na tamach Postepéw Bio-
chemii [2, 3].

Ostatnio pojawia sie coraz wiecej informacji o no-
wowykrywanych cyklinach. Mowi sie nawet o ,,prolife-
racji” danych o kolejnych cyklinach [4] lub nawet
wrecz o ich ,,eksplozji populacyjnej” [5]. Zwieksza sie
tez gwattownie liczba poznanych kinaz biatkowych,
zwanych kinazami zaleznymi od cyklin (kinaz cdk),
ktorych aktywnos$¢ reguluje dotgczanie cyklin [6].
Ponadto wykryto, ze kinazy cdk — skompleksowane
z inymi niz cyklina B cyklinami — nie tylko dziatajg
w réznych kluczowych etapach cyklu komérkowego
(Ryc. 1), lecz takze regulujg, poprzez fosforylacje,
dziatanie biatkowego produktu genu supresorowego
Rb, czy tez biatka p53 [7]. Cykling okazal sie takze
by¢ produkt protoonkogenu bcl-1 [8, 9], co wskazuje
na znaczacg role cyklin réwniez w przebiegu nowo-
tworzenia. Znaczenie za$ cyklin w proliferacji komorek
prawidtowych ilustrowa¢ moze zbieznos¢ braku eks-
presji genéw kodujacych cykliny w starych flbroblas-

CLN1-3

cyklina D?

cyklina C?

kinaza
cdk2?

T
kinaza
p34cdc

degradacja
cykliny B

degradacja
cykliny A

anafaza
metafaza

Ty

kinaza
n34cdc2

weel ,mik1
S
_ =z

defosforylacja ®

tach z niemoznoscig wystgpienia w nich syntezy DNA
i rozpoczecia mitozy [10]. Precyzyjna zatem regulacja
poziomu poszczegélnych cyklin w kolejnych fazach
cyklu jest niezbedna dla jego prawidtowego przebiegu.
Uzaleznienie rozpoczecia mitozy od syntezy cykliny
B [11], azakonczenia mitozy od jej degradacji [12,13],
sg tego najlepszym przykiadem.

W artykule przedstawiono informacje na temat
coraz lepiej poznawanej rodziny cyklin oraz na temat
postulowanego mechanizmu degradacji cyklin przy
udziale ubikwityny, procesu podlegajgcego regulacji
poprzez skoordynowane dziatanie licznych kinaz i fos-
fataz.

I. Cykliny, ich budowa i klasyfikacja

Cykliny sg biatkami, ktérych komérkowy poziom
ulega wahaniom synchronicznym z przebiegiem cyklu
komoérkowego i poziomem aktywnosci kinazy
p34cdc2. Zidentyfikowane poczatkowo tylko w dzielg-
cych sie jajach morskich bezkregowcdéw cykliny zo-
staty nastepnie znalezione w komérkach nizszych
i wyzszych organizméw eukariotycznych (pismiennict-
wo np. w [14-16]). Uwzgledniajac podobienstwo sek-

degradacja cykliny C?
degradacja cykliny D?

cyklina E

cyklina A

kinaza
cdk2

T_Y

kinaza
p34cdc2

kinazy p34cdc2  cdc25 PP
"TE 1y degradacja
. : k i
replikacja cykliny E
DNA
cyklina B

O

weel,miki Nfosforylacja kinazy p34cdc2

Ryc. 1. Schemat cyklu komdérkowego z zaznaczeniem przypuszczalnego udziatu réznych cyklin i kinaz cdk w poszczeg6lnych jego fazach (wg [6]

zmodyfikowany).
Gruba liniag zaznaczono udokumentowane etapy cyklu.

weel i nimi — geny kodujace kinazy biatkowe ,,op6Zniajace” mitoze; cdc25 — gen kodujacy fosfataze defosforylujgca kinaze p34cdc2
bedacg w kompleksie z cykling B i biatkiem pl3. Na schemacie wskazano podstawowe mechanizmy regulujgce aktywno$¢ kinazy
p34cdc2: w fazie G2 fosforylacje podjednostki katalitycznej bedacej w kompleksie z cykling B oraz jej defosforylacje na poczatku mitozy.
Doktadne oméwienie mechanizméw regulacyjnych zwigzanych z funkcjonowaniem kinazy p34cdc2 w cyklu komérkowym przed-

stawiono w poprzednim artykule [3].
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wencji aminokwasowej tych biatek ustalonej przede
wszystkim na podstawie izolowanego cDNA, wyroz-
nia sie obecnie co najmniej 6 podstawowych grup
cyklin— A, B, CLN, C, D i E [5], z ktorych cykliny
okreslane jako A i B zostaly najwcze$niej poznane.
Mozna tez klasyfikowa¢ cykliny ,funkcjonalnie”,
uwzgledniajac ich udzial w procesach zachodzgcych
w poszczeg6lnych fazach cyklu komérkowego. Bytyby
to tzw. cykliny mitotyczne (cykliny A i B) oraz cykliny
Gl, czynne w tej wiasnie fazie cyklu komérkowego
(Tabela 1). Cykliny sg biatkami zbudowanymi z okoto
400 aminokwaséw (m.cz. 40-60 kDa), charakteryzuja-
cymi sie wysokim stopniem konserwatywnos$ci sek-
wencji aminokwas6w, szczeg6lnie wyraznym w ob-
rebie domeny funkcjonalnej zwanej boksem cyklino-
wym (cyclin box). Sekwencja ta sktadajgca sie z okoto
200 aminokwaséw wystepuje w czasteczce wszystkich
przebadanych cyklin. Wystepujg w niej takze amino-
kwasy kwalifikujgce je do poszczegblnych grup. Przy-
puszcza sie, ze sekwencja ta ma znaczenie funkcjonalne
i uczestniczy w wigzaniu cyklin z kinazami cdk, a jej
obecnos$¢ w czasteczce biatka jest niezbedna, aby dane
biatko mozna bylo zaliczy¢ do grupy cyklin [15].
Usytuowanie boksu cyklinowego w réznych cyklinach
oraz pordwnanie w nim sekwencji aminokwasowych
przedstawiane jest w szeregu pracach [5, 15, 16].
Najlepiej pod wzgledem strukturalnym (i funkc-
jonalnym) poznano cykliny mitotyczne A i B. R6znig
sie one sktadem aminokwasowym, momentem poja-
wiania sie w cyklu komérkowym oraz kolejnoscia
degradacji pod koniec mitozy [13, 14, 31, 46, 47], nie

wykazujac przy tym specyficznosci gatunkowej w in-
dukowaniu mitozy [26]. Analiza strukturalna cyklin
mitotycznych pozwolita na wyrdznienie w ich czastecz-
kach innych, oprécz boksu cyklinowego, konserwaty-
wnych sekwencji aminokwasowych wystepujacych za-
rowno przy N- jak i C-koncu polipeptydu [16].
Schematyczne usytuowanie 12 homologicznych regio-
néw w czasteczce cyklin B réznych organizmoéw przed-
stawiono na rycinie 2. Centralng pozycje w taricuchu
(regiony 6-11) zajmuje boks cyklinowy. W$r6d homo-
logicznych region6w, lezacych na N-koncu tancucha
polipeptydowego (Ryc. 2) szczeg6lnie istotne sg regio-
ny 3 i 4. Region 3 w czasteczce cykliny nosi nazwe
boksu destrukcyjnego (destruction box) i zawiera mo-
tywy RXXL oraz lezacy w bezpos$redniej jego bliskosci
(w odlegtosci 2-4 aminokwaséw) motyw XXN [16,48].
Obecnosé boksu destrukcyjnego jest, jak wykazano
[49], niezbedna do proteolitycznej degradacji cyklin
przy udziale uktadu ubikwitynowego. Region 4 nato-
miast zawiera pozytywnie natadowane aminokwasy,
w tym liczne reszty lizynowe. Postuluje sie, ze uczest-
niczy on w wigzaniu ubikwityny z czgsteczkg cykliny
(patrz r. 1l), Na rycinie 3 przedstawiono przykiady
sekwencji aminokwasowych w boksie destrukcyjnym
oraz miejsc ubikwitynacji w kilku cyklinach z grupy
BiA

W czasteczce cyklin B wystepuje takze kilka miejsc
potencjalnej fosforylacji. Jednym z nich jest region
5 zawierajacy sekwencje SPXXXE/D, w ktorej reszta
serynowa fosforylowana jest prawdopodobnie przez
kinaze p34cdc2 [50]. Drugi region o sekwencji

Tabela 1.
Cykliny i ich postulowany udziat w fazach cyklu mitotycznego komérek eukariotycznych.
Gatunek Cyklina
Saccharomyces cerevisiae CLN 1-3
CLB 1-2
CLB 34
Schizosaccharomyces pombe cdc 13
cig 1
puc 1
Spisula solidissima cyklina A
cyklina B
Arbacia punctulata cyklina B
Drosophila melanogaster cyklina A
cyklina B
Xenopus laevis cyklina A
cyklina BI
cyklina B2
Mus musculus CYL 1-3
Homo sapiens cyklina A
cyklina BI
cyklina B2
cyklina C
cyklina D
cyklina E

18

Klasa Faza cyklu Pismiennictwo
CLN Gl (START) 17-19
B G2-M 20, 21
B GI-S i G2-M 21,22
B G2-M 23
B G2-M 24
CLN ? 5, 25
A GI-S, G2-M? 1, 26, 27
B G2-M
B G2-M 1, 28
A G2-M, GI-S? 29, 30
B G2-M
A G2-M? 13, 31-33
B G2-M
B G2-M
D GI? 34
A GI-S, G2-M? 35, 36
B G2-M 37
B G2-M
C ? 38, 39
D ? 8, 39-43
E Gl lub GI-S 44, 45
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Ryc. 2. Schemat usytuowania 12 ho-

mologicznych regionéw w cza-

steczce cyklin B réznych ga-
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S. solidissima = l

] @_ teczki. Region 3 oznacza boks
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FLRRXSK wystepuje w obrebie boksu cyklinowego.
Sekwencja ta stanowi charakterystyczne miejsce fos-
forylacji dokonywanej przez kinaze zalezng od cAMP
[39, 51]. Innymi miejscami potencjalnych fosforylacji
moga by¢ tyrozyna w regionie 9 i seryna w regionie 11
znajdujgce sie w boksie cyklinowym oraz tyrozyna
w regionie 12. Badania hydrofilnoSci aminokwaséw
tworzacych polipeptyd cyklinowy pozwolity na wnios-
kowanie o0 mozliwym utozeniu C-korca peptydu w bez-
posredniej bliskosci sekwencji RXXL w boksie destruk-
cyjnym i seryny w regionie 11. W sferze hipotez pozo-
staje natomiast sugestia, czy ufosforylowanie seryny
w regionie 5ityrozyny wregionie 12 mogtoby wptywaé
na wigzanie ubikwityny z czasteczka cykliny [16].

Znacznie mniej niz o cyklinach mitotycznych wiado-
mo jest o strukturze cyklin G1 aktywnych we wczes-
nych fazach cyklu komorkowego. Obecnos¢ ich wyka-
zano poczatkowo w komorkach drozdzy [4, 52, 59],
obecnie przyjmuje sie, ze cykliny podobne do droz-
dzowych cyklin G1 wystepujg rowniez w komdrkach
wyzszych organizmow eukariotycznych [4, 54] (Tabe-
la 1)

W komorkach drozdzy cykliny G1 kodowane przez
geny CLN1 i CLN2 nagromadzajg sie periodycznie,

Cykliny B

H.sapiens B2
R.pipiens B2
S.pombe
S.solidissima B

tak jak cykliny mitotyczne, przy czym maksimum ich
akumulacji przypada pod koniec fazy GI, a potem
rozpoczyna sie ich degradacja zakonnczona w potowie
fazy S. Natomiast poziom cykliny kodowanej przez
gen CLN3 pozostaje niezmieniony we wszystkich
fazach cyklu [53]. Specyficzna aktywacja tylko genow
CLN1 i CLN2 przez czynniki transkrypcyjne SW14
i SW6 wydaje sie mie¢ zwiazek z powyzszymi obser-
wacjami [55, 56].

W czasteczce cyklin kodowanych przez geny CLN,
podobnie jak w cyklinach mitotycznych wyrd6znia sie
funkcjonalng domene boksu cyklinowego usytuowang
jednakze blisko N-, a nie C-konca peptydu [52].
W cyklinach tych brak jest natomiast sekwencji ami-
nokwasowej boksu destrukcyjnego, charakterystycz-
nej dla cyklin mitotycznych i zwigzanej z proteoliza ich
ubikwitynowych pochodnych. W drozdzowych cyk-
linach G obecna jest jednak przy C-koncu sekwencja
PEST [16, 52, 57], wykrywana w wielu szybko de-
gradowanych biatkach [58]. Sekwencja PEST wydaje
sie by¢ takze niezbedna do degradacji cyklin Gl
koriczacej sie w fazie S. Usuniecie sekwencji PEST,
w wyniku mutacji, powoduje stabilizacje i w efekcie
nagromadzanie sie ,,skroconych” cyklin GI. Konsek-

RTVLEEIGNRVTTRTKVPVQPTKTTNVNKQLKPTASVPKVQMEKLAPKGPSPTPEDVSMKEENLCQAF
RAALGEIGNKVTVSNAVAKPSKMAATKVANVKTKHVPV KPV VAEAAPEVPSPVPMDVS LKEEELCOAF
Cdcl3 RKALGDIGNLANVRGVVDAKPNRPITRSFGAQLLANAQAAAAADNSKRQACA nvagppavanegvava
RNTLGDIGNTKSKATTSLKQVSAITISDV PRK DPI IKKEIVHLSSHQHKISLAE ESH IPKKQEAFTFL

D. rnelanogaster B RAALGDLONRGISRPIAAKDAAOkdskd Ik Itdalrnakarvdnvprtilgnvt nnanilgeismnrk

Cykliny A

H. sapiens
S. solidissima
D. melanogaster

RAALAVLKSGNPRGLAQQQRPKTRRVAPLKDLPVNDEHVTVPPWKANSKQPAFTIAHVDEAEKEAQKKP
RAALGVITNQVNQQVRIQPSRAAKPKS SEFNiaD ENA FTKKNAKTFGQQPSQFSVFVDPTPAAPVQKA
RSI LGVIOSSDISVGTETGVSPTGRVKELPPRNDRQRFLEWQYQMDILEYFRESEKKHRPKPRYMRR

Ryc. 3. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych w boksie destrukcyjnym oraz przylegtym regionie w cyklinach klasy A i B z réznych

organizméw (wg [49] zmodyfikowany).

Podkreslono sekwencje aminokwasowe tworzace boks destrukcyjny oraz reszty lizynowe bedace miejscami potencjalnej ubikwitynacji.
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wencjg tego jest znaczne przyspieszenie przebiegu fazy
G1 (czyli jej skrécenie) i spowodowanie, ze komaorki
niemal bezposrednio do ukoiczeniu mitozy wstepuja
w faze S [52].

Il. Degradacja cyklin przy udziale systemu
ubikwitynowego

Szybka degradacja cyklin mitotycznych przebiega
najprawdopodobniej przy udziale wieloenzymatycz-
nego uktadu powodujacego ,,wyznakowanie” ich, dzie-
ki dotgczeniu czasteczek ubikwityny, przed rozpo-
czeciem proteolizy. Przyjmuje sie, ze jedynie komplek-
sy cyklin z ubikwityng podlegaja degradacji przez
proteazy zawarte w tzw. proteasomie. Zagadnienia
tyczace biosyntezy samej ubikwityny i jej udziatu
w przeprowadzanych przez uktad kilku enzymow
modyfikacjach posttranslacyjnych i degradacji szeregu
biatek sg stosunkowo dobrze poznane [59-67]. Pod-
kreSlana jest konieczno$¢ aktywacji samej czasteczki
ubikwityny w procesie zachodzacym na koszt energii
pochodzacej z hydrolizy ATP i udziat odrebnych
eznymow (biatek) w przenoszeniu czasteczek ubikwity-
ny na biatkowy substrat i w dotgczaniu do niego
czasteczek ubikwityny. W bardzo duzym uproszczeniu
proces ten przedstawia rycina 4. Nalezy jednak za-
znaczyé, ze sama tylko obecno$¢ kompleksow biatek
z ubikwityng nie $wiadczy o tym, ze zwigzana w kom-
pleksie ubikwityng promuje degradacje danego biatka.
Obecnosci komplekséw musi towarzyszy¢ wykazanie,
ze sg one szybko degradowane. Opublikowane w 1991
r. wyniki wskazuja, ze w przypadku cyklin warunki te
sg w zasadzie speinione [49, 68].

cji aminokwasow w N-koncu czasteczki [72, 73]
przyniosto znaczny postep w zrozumieniu mechaniz-
mu degradacji cyklin. Powyzsze ,,anormalne” (trun-
cated) cykliny byty bowiem stabilne, a ich obecnos¢
w komérkach drozdzy [73], czy tez ekstraktach z ko-
morek eukariotycznych [12, 70, 72] utrwalata stan
metafazalny. Fakty te, a przede wszystkim wyniki
zachodzacej tylko w mitotycznych ekstraktach z jaj
Xenopus degradacji ,,chimer” biatkowych, utworzo-
nych z fragmentu N-konca (aminokwasy 13-91) cyk-
liny B z jezowca z biatkiem A ze Staphylococcus
aureus, dokumentowaty obecno$¢ w N-koAcowym
fragmencie cyklin regionu determinujgcego ich podat-
nos¢ na proteolize [49]. Region ten, t.zw. boks destruk-
cyjny, obejmuje 9 aminokwas6w (42-50) i znaleziony
zostal w cyklinach z réznych komoérek eukariotycz-
nych. Obecno$¢ argininy w pozycji 42 boksu destruk-
cyjnego wydaje sie by¢ szczeg6lnie istotna, gdyz za-
stagpienie jej przez cysteine, powoduje brak degradacji
cykliny zawierajgcej tak zmieniony fragment (jak row-
niez chimery z biatkiem A) przez mitotyczne ekstrakty
z Xenopus [49]. Czy r6znice aminokwasowe w pozycji
47 (walina w cyklinie A, asparagina, asparaginian lub
kwas glutaminowy w cyklinie B) mozna wigzac z sub-
telng réznica momentu rozpoczecia ich degradacji
[74] (Ryc. 5) pozostaje jeszcze jedynie spekulacja.
Postuluje sie, ze sekwencja aminokwasdéw w boksie
destrukcyjnym moze by¢ rozpoznawana przez enzym
E3, wspodtdziatajagcy z enzymem E2 w przenoszeniu
i tgczeniu ubikwityny z resztami lizynowymi cyklin
(Ryc. 6), szczego6lnie licznymi w regionie potozonym
C-terminalnie w stosunku do boksu destrukcyjnego.
Jak dotgd nie zidentyfikowano biatek specyficznie

Ryc. 4. Schemat proteolizy biatka przebie-
gajacej z wytworzeniem ro6znego
typu komplekséw z ubikwityng

T (wg [6] zmodyfikowany).
UBIKWITYNA (9) [ | Ly e sy ity
ne; E2 — enzym(y) przenoszacy
zaktywowang ubikwityne na reszte
SUBSTRAT | & PEPTYDY lizynowg (K) w biatku; E3 — en-
) zym(y) rozpoznajacy sekwencje sy-
El+E2+E3) PROTEASOM gnalne w biatku majacym ulec de-
ATP ; i-, ATP AMINOKWASY gradacii
Doktadne omoéwienie poszczeg6l-
nych enzyméw i etapoéw proteolizy
KONJUGACJA o J DEGRADAC‘]A zachodzacej przy udziale systemu

Badania mechanizmu degradacji cyklin mitotycz-
nych w bezkomérkowych ekstraktach z embrionéw
matzy Spisula solidissima [69] wskazaty, miedzy in-
nymi, na $cista zalezno$¢ procesu rozktadu cyklin od
obecnosci ATP, co sugerowato, ze mogg by¢ one
degradowane w szlaku metabolicznym z utworzeniem
pochodnych ubikwitynowych. Uzycie do badan zmu-
towanych, pozbawionych okreslonych sekwencji ami-
nokwasowych cyklin A [69-71] i cyklin B [12, 49, 69,
70], czy tez homologéw cyklin B o nietypowej sekwen-

20

uibikwitynowego przedstawiono
w artykule Piotrowskiej [67],

rozpoznajgcych boks destrukcyjny cyklin oraz prze-
prowadzajacych ich ubikwitywacje. Mozna jednak
przypuszczac, ze mechanizm ubikwitynacji cyklin jest
analogiczny do ubikwitynacji innych biatkowych sub-
stratéw, ktérych stabilno$¢ zalezy od rodzaju N-kon-
cowego aminokwasu [75].

Niemniej jednak uzyskano eksperymentalne po-
twierdzenie powstawania komplekséw cyklin z ubi-
kwityng. Uwidacznialy sie one jako prazki o roznej
ruchliwosci podczas elektroforezy (i réznej radioak-
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Ryc. 5. Schemat przedstawiajacy
zmiany wzglednego pozio-
mu cyklin A i B w zaptod-
nionych oocytach matza
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tywnosci, jesli uzyto wyznakowanej 125J-ubikwityny),
ktérych ilos¢ zmniejszata sie wraz z postepujaca de-
gradacjg cyklin [49]. Kompleksy cyklin z ubikwityng
tworzyly sie rowniez, gdy badania prowadzono przy
uzyciu ekstraktow interfazalnych, jednakze ilos¢ kom-
pleksow byta dziesieciokrotnie mniejsza niz przy uzy-
ciu ekstraktéw mitotycznych. Gdy zamiast cykliny
B uzyto jej argininowego analoga, nie ulegajgcego
degradacji, lub chimere analoga z biatkiem A, po-
wstawata tylko niewielka ilos¢ nieskoczgsteczkowych
kompleksdw, nie powstawaty za$ formy wysokoczas-
teczkowe z kilkoma czgsteczkami ubikwityny. Prze-
mawia to za tym, ze multiubikwitynacja cyklin jest
niezbedna do jej degradacji. Potwierdzenie tej sugestii
uzyskano w badaniach z uzyciem metyloubikwityny,
ktéra wigze sie z biatkowymi substratami i uniemoz-
liwia powstawanie tafncuchéw poliubikwitynowych
[68]. Zastosowanie metyloubikwityny zamiast ubi-
kwityny hamowato degradacje cyklin A'i B, co wyraz-
nie wskazywato, ze poliubikwitynacja biatka okazata
sie niezbedna dla jego degradaciji.

Mechanizm degradacji cyklin fazy G1 nie zostat
jeszcze wykryty i nie wiadomo, czy uczestniczy w nim
ubikwityng. Pewne dane wskazujg jednakze na udziat
ubikwityny w kontroli przejscia komorek z fazy G1

tozy 15-16 min.

w faze S, chociaz jakie biatka ulegaja woéwczas ubi-
kwitynacji pozostaje jeszcze zagadka. Wykazano bo-
wiem, ze mutanty w ktérych nastgpita inaktywacja
niektérych enzyméw szlaku proteolitycznego przebie-
gajacego z wykorzystaniem ubikwityny zatrzymujg sie
we wczesnych stadiach cyklu komoérkowego. Dotyczy
to mutacji genu kodujacego enzym aktywujacy ubi-
kwityne (El) w komodrkach mysich [76, 77] i chomi-
czych [78] oraz mutacji drozdzowego genu CDC34
kodujacego enzym E2 przenoszacy zaktywowang ubi-
kwityne na wihasciwy substrat [79]. WyraZne podwyz-
szenie w komaérkach nowotworu skory myszy ekspresji
gendw kodujacych ubikwityne [80], a takze wykaza-
nie, ze enzym El aktywujacy ubikwityne jest biatkiem
jadrowym [81], zwigzanym z chromosomami w czasie
mitozy [82], przemawiajg za znaczaca rolg ukiadu
ubikwitynowego w przebiegu cyklu komoérkowego.
Niewiele jest jeszcze danych o losach kompleksow
cyklina-ubikwityna. Postuluje sie, ze proteolizy cyklin,
w procesie zaleznym od ATP, dokonujg proteazy 26S
proteasomu [83-85], wielkoczgsteczkowego komplek-
su eznymatycznego charakteryzujgcego sie szerokim
spektrum aktywnosci [86]. Znaczacy wzrost aktywno-
$ci proteasomu w metafazie, lecz rowniez i w profazie
mitozy w komoérkach embrionéw zachwy Halocynthia

S.cerevisiae

B
E3 E3 Ryc. 6. Hipc_)tt,e’tyczne mechanizmy »Fozpozna-
E2 wania” przez enzymy systemu ubikwi-
tynowego biatek majacych ulec degra-
i dacji (wg [6] zmodyfikowany)
- RAALGNISN-//--K- cyklina B R ==t Ko A) rozpoznawanie boksu cyklinowego
A.punc’fula’ra w cyklinach B B) rozpoznawanie
. N-koncowego aminokwasu w biatku;
RTALGDIGN cykllna Bl K malejaca wielko$¢ liter symbolizuje
K sapiens w stopieri powinowactwa do E3
CLB1 i E2 — enzym(y) przenoszacy zaktywo-
RTILGNVTN . . wang ubikwityne na reszte lizynowa
S.cerevisiae F (K) w biatku; E3 — enzym rozpo-
CLB2 Y znajacy sekwencje sygnalne w biatku
RLALNNVTN H majacym ulec degradacji i utatwiajacy
1

POSTEPY BIOCHEMII 39(1), 1993

jego kontakt z E2 i ubikwityna (UB)

21



roretzi [87], przemawia za jego udziatem w Scisle
okre$lonych etapach cyklu.

I11. Udziat kinaz i fosfataz w regulacji de-
gradacji cyklin.

Obecnie wydaje sie udokumentowane, ze degrada-
cja cyklin, przynajmniej mitotycznych, przebiega
z udziatem ubikwityny. Nieznane sg jednak czynniki
odpowiedzialne za uruchomienie tego tak precyzyjnie
regulowanego procesu. Mozna sobie wyobrazi¢, ze
w okreSlonym momencie cyklu komdrkowego na-
stepuje gwattowna aktywacja enzymoOw uczestnicza-
cych w wigzaniu cyklin z ubikwityng. Jak narazie brak
jestjednak doswiadczalnego potwierdzenia tej sugestii.
Bardziej prawdopodobne jest przypuszczenie, ze bez-
posrednio przed degradacja moze zajs¢ modyfikacja
czasteczki samej cykliny zwigkszajaca jej powinowact-
wo do eznymdw przenoszacych ubikwityne. Nie moz-
na tez wykluczyé wzrostu aktywnosci enzymow prote-
olitycznych degradujacych cykliny.

Co najmniej dwie kinazy biatkowe wydajg sie by¢
zaangazowane w kontrole degradacji cyklin. Jedng
i nich jest kinaza p34cdc2 w aktywnym enzymatycznie
kompleksie z cykling B, ktéra dodana do ekstraktow
zjaj Xenopus wywotuje w nich juz po uptywie 15 min
degradacje cyklin [88]. Ten sam przyspieszajacy efekt
na przebieg degradacji cyklin Ai Bwywiera takze sama
cyklina B, ktora aktywuje obecng w ekstraktach kinaze
p34cdc2 [49]. W odrdznieniu od cykliny B ani cyklina
A ani tez jej aktywny enzymatycznie kompleks z kina-
zg p34cdc2 nie wywotujg w ekstraktach jaj Xenopus
rozpoczecia degradacji cykliny B, a nawet jg op6zZniaja
[89]. Moze to stanowi¢ pewnego rodzaju zabezpiecze-
nie przed wystagpieniem przedwczesnej inaktywacji
kompleksu kinazowego p34cdc2-cyklina B zanim na-
stagpi zakonczenie kondensacji chromosoméw i utwo-
rzenie wrzeciona mitotycznego.

Druga kinaze czynnag w kontroli degradacji cyklin
jest kinaza biatkowa p39mos kodowana przez proto-
onkogen c-mos, ktora u kregowcéw wchodzi w skiad
czynnika cytostatycznego CSF, odpowiedzialnego za
zatrzymanie jaj Xenopus w metafazie Il-ego podziatu
mejotycznego [90]. W takich komoérkach cykliny sa
stabilne [91] pomimo tego, ze aktywno$¢ kinazy
p34cdc2 utrzymuje sie na wysokim poziomie.

Poniewaz cykliny sg fosforylowane zaréwno przez
kinaze p34cdc2 [89] jak i kinazy p39mos [92] i MAP
[93, 94] mozna byto przypuszczaé, ze ufosforylowanie
cyklin czynije opornymi na proteolize. Nie znalazto to
jednak potwierdzenia do$wiadczalnego. Zastgpienie,
w wyniku mutacji, w czasteczce cyklin Bl i B2 z jaj
Xenopus reszt serynowych ulegajacych fosforylacji
(odpowiednio ser 94 lub 96 w cyklinie Bl i ser 90
w cyklinie B2) przez alanine nie wywierato wptywu ani
na efektywnos$¢ degradacji cyklin pod koniec mitozy
ani tez na indukcje mitozy i dojrzewanie oocytéw [93,
94]. Tak wiec uruchomienie degradacji cyklin przez
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powyzsze kinazy wydaje sie by¢ bardzo ztozone, i by¢
moze, ma zwigzek z ufosforylowaniem innych niz
cykliny biatek — mediatoréw [95]. Ostatnio nawet
kwestionowana jest, postulowana wczesniej [96], nie-
zbednos¢ kinazy p39mos w regulacji degradacji cyklin
i ukonczenia ll-ego podziatu mejotycznego [95]. Sadzi
sie natomiast, ze nastepujgca szybko po zaptodnieniu
jaj degradacja cyklin ma raczej zwiazek z przejsciowym
wzrostem stezenia jondw Ca++, niz z inktywacja
kinazy p39mos [95]. PrzejSciowy wzrost stezenia jo-
néw Ca++ (pM) bytby odpowiedzialny za aktywacje,
najprawdopodobniej przy udziale kalmoduliny, niezi-
dentyfikowanego dotad enzymu bezposrednio lub po-
$rednio uczestniczagcego w degradacji cyklin. Nalezy
zauwazyé, ze w tych warunkach, tzn. w obecnosci
pmolowych stezeh jonéw Ca++ kinaza p39mos pozo-
staje aktywna.

Szereg danych doswiadczalnych przemawia za obec-
nosciag w komarkach eukariotycznych biatkowych
mediatoréw (posrednikdw), ktére w zaleznosci od
stopnia swego ufosforylowania regulujg aktywno$¢
proteaz degradujacych cykliny. Dane te uzyskano
[97-100] w badaniach z zastosowaniem kwasu okade-
jowego, inhibitora fosfataz typu 1 i 2A [101, 102].
Wynika z nich, ze specyficzne zahamowanie przez
kwas okadejowy fosfatazy 2A jest wystarczajace do
uruchomienia w ekstraktach metafazalnych jaj Xeno-
pus degradacji cyklin [99]. Zaproponowano hipo-
tetyczny udziat kinaz p34cdc2 i kinazy p35mos oraz
niezidentyfikowanych dotad fosfataz w aktywacji pro-
teaz degradujacych cykliny (Ryc. 7). Przedstawiony
schemat opiera si¢ na zatozeniu, ze aktywno$¢ protea-
zy degradujgcej cykliny regulowana jest przez hipo-
tetyczne biatko Y, aktywne w postaci zdefosforylowa-
nej, nieaktywne po ufosforylowaniu przez kinaze
p39 mos. Jego defosforylacje, a tym samym aktywacje,
przeprowadza¢ miatby hipotetyczna fosfataza X, kt6-
rej stopien ufosforylowania zaleze¢ ma od aktywnosci
kinazy p34cdc2-cyklina B. Rolg fosfatazy 2A miatoby
wiec by¢ utrzymanie réwnowagi pomiedzy ufosforylo-
wang (aktywng) i nieufosforylowang (nieaktywna) for-
ma fosfatazy X. Zahamowanie fosfatazy 2A przez kwas
okadejowy wywolywaé ma wzrost poziomu aktywnej
formy fosfatazy X uczynniajacej biatko Y, ktore z kolei
aktywowatoby proteaze cyklin. W tym przypadku
inaktywacja kinazy p39mos nie bytaby konieczna do
aktywacji proteazy.

Hipoteza o wspotdziataniu kilku kinaz biatkowych
i fosfataz w aktywacji procesu degradacji cyklin jest
bardzo atrakcyjna, niemniej jednak szereg jej elemen-
tow wymaga eksperymentalnego potwierdzenia. Duze
zainteresowanie wzbudza fosfataza X, sugeruje sie
nawet, ze moze by¢ ona fosfatazg odpowiedzialng za
stopien ufosforylowania fosfatazy cdc25, enzymu klu-
czowego w uaktywnieniu na poczatku mitozy kom-
pleksu kinazowego kinaza p34cdc2-cyklina B [3, 103,
105] (Fig. 7). Udokumentowanie, ze wjajach Xenopus
aktywnos$é fosfatazy cdc25 jest bezposrednio regulo-
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wana przez zmiany jej stopnia ufosforylowania [106]
czyni przypuszczenie o roli fosfatazy X w regulacji
aktywnosci cdc25 bardziej prawdopodobnym. Co wie-
cej, postulowany jest udziat az trzech ostatnio wy-
krytych fosfataz tyrozynowych, w inicjacji mitozy
w komorkach drozdzy S, pombe [107, 108].

IV. Uwagi koncowe

Precyzyjnie regulowana degradacja cyklin mitotycz-
nych wywotuje pod koniec mitozy rozpad, aktywnego
enzymatycznie do tego momentu, kompleksu kinazy
p34cdc2 i cykliny, w ktdrym ufosforylowana jest nadal
treonina w pozycji 161 podjednostki kinazowej [109].
Degradacja cyklin jest niezbedna do wystgpienia defo-
sforylacji tego aminokwasu, bedacej etapem wywotu-
jacym w anafazie cytkowity zanik aktywnosci kinazo-
wej i dalszy prawidtowy przebieg cyklu [110].

Nalezy sobie zdawac sprawe, ze cykliny nie sg
jedynymi istotnymi biatkami w cyklu komdérkowym,
ktérych degradacja zachodzi przy udziale systemu
ubikwitynowego. Postuluje sie, ze przynajmniej in
vitro, degradacji takiej podlega takze szereg innych
biatek jadrowych, np. myc, fos, p53, E1A, bedacych
czesto produktami dziatania protoonkogenéw [111,
112]. Przemawia za tym wyrazna stymulacja ich
proteolizy przez ATP, a przede wszystkim zahamowa-
nie proteolizy po wyeliminowaniu (dziataniem specyfi-
cznego przeciwciata) aktywnos$ci enzymu E | aktywuja-
cego ubikwityne. W promowaniu degradacji biatka
p53 (a wiec inaktywacji tego supresora nowotworu) ma
swoj udziat biatko E6 kodowane przez ludzki wirus
brodawczaka (papilloma). Przypuszcza sig, ze po zwia-
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zdegradowana cyklina B

kinaza
P39 mos
kinaza
p34cdc2y
Ryc. 7. Hipotetyczny mechanizm
wspoétdziatania kinaz i fosfa-
(02 taz w regulacji aktywnosci
I:' V proteaz degradujacych cykli-

ny (wg [95, 103] zmodyfiko-
wany). Szczegbétowy opis w te-
kscie.

zaniu z biatkiem E6 nastepuja zmiany konformacyjne
w biatku p53 wywotujace, by¢ moze, odstoniecie w nim
domen rozpoznawanych przez wiasciwe eznymy pro-
teolityczne [112]. Czy w degradacji powyzszych biatek
uczestniczy proteasom 26S nie zostato dotychczas
stwierdzone. Wiadomo natomiast, Zze proteasom 26S
przeprowadza proteolize dekarboksylazy ornitynowej
[113], kluczowego enzymu w biosyntezie poliamin,
odznaczajacego sie bardzo krétkim okresem pottrwa-
nia. Przynajmniej w komérkach ssakéw enzym ten nie
jest ubikwitynowany [114, 115], charakteryzuje go
natomiast obecno$¢ sekwencji PEST. Przytoczone
przyktady uzmystawiajg ogromng ztozono$¢ procesow
decydujagcych o momencie wystgpienia i mechaniz-
mach zaangazowanych w degradacji krotko zyjacych
biatek. Wskazujg zarazem jak wiele jest jeszcze niewia-
domych.

Artykut otrzymano 19 stycznia 1993 r.
Zaakceptowano do druku 29 stycznia 1993 r.
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Prawidtowa 1 zaburzona funkcja kanatu chlorkowego
CFTR — Dbiochemiczna analiza mukowiscydozy?2

Normal

and disturbed function of CFTR chloride channel

— biochemical analysis of cystic fibrosis

TOMASZ TYRAKOWSKI1
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genetyki i patofizjologii” Poznan, 18. marca 1992.
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Wykaz stosowanych skrétow: ATP — trojfosforan adenozy-
ny; CaM — kalmodulina; cAMP — cykliczny jednofosforan
adenozyny; CF — zwidknienie torbielowate czyli mukowis-
cydoza; CFTR — produkt genu zwtdknienia torbielowatego
(mukowiscydozy), akronim czesto uzywany takze na okres-
lenie genu zwidknienia torbielowatego; cpt-cAMP — cyk-
liczny jednofosforan 8-(4-chlorofenylotio)adenozyny; del-
taF508-CFTR — okredlona mutacja genu CFTR; DIDS
— inhibitor (bloker) kanatu chlorkowego (4,4'-dwuizotioc-
janiano-2,2'-stilbenodwusulfonian); Gom —jednostka opor-
nosci elektrycznej (gigaom); GTP — trdjfosforan guanozyny;
GTP-gammaS — pochodna GTP (guanozyno-5'-0-(3-tiofos-
foran); NBD1 i NBD2 — domeny CFTR wigzace ATP;
NPPB — inhibitor (bloker) kanatu chlorkowego
(5-nitro-2-(3-fenylopropyloamino)benzoesan); PKA — kina-
za biatkowa zalezna od cAMP; PKC — kinaza biatkowa
zalezna od diacyloglicerolu ijonéw wapnia; pS — jednostka
przewodnosci elektrycznej (pikosimens); SPQ — 6-metok-
sy-N-(3sulfopropylo)kwinolinum.

. Wstep

Zwioknienie torbielowate (ang. cysticfibrosis), nazy-
wane tez mukowiscydozg, jest najczestszg wadg gene-

25



tyczng w populacji biatych ludzi. Zaburzenie to dzie-
dziczy sie autosomalnie recesywnie, a fenotypowo
powoduje subletalne lub letalne zaburzenia we wczes-
nym okresie noworodkowym. Zaburzenia funkcji
w zwitoknieniu torbielowatym dotyczag nieswoistych
reakcji obronnych, przystosowawczych i regulacyj-
nych ustroju, w szczeg6lnosSci drég oddechowych,
przewodu pokarmowego oraz termoregulacji [7]. In-
tensywne wieloletnie badania nad patobiochemig tej
wrodzonej choroby metabolicznej doprowadzity do
stwierdzenia, ze najbardziej prawdopodobng przyczy-
ng tej choroby jest zaburzony transport jonéw chlor-
kowych przez bariere tkanek nabtonkowych w catym
ustroju [1-7].

W latach 1988/89 wyizolowano gen, ktérego muta-
cja powoduje mukowiscydoze [8-10]. (Zagadnienie to
omawia artykutJ. Bal a wPostepach Biochemii [11].)
Produkt tego genu nazwano CFTR (od angielskiej
nazwy cysticfibrosis transmembrane conductance regu-
lator), aby podkresli¢ regulacyjne podtoze zaburzen
charakterystycznych dla mukowiscydozy [12].

Wspotczesnie wykazano, ze biatko CFTR jest kana-
tem przewodzacym jony chlorkowe [13-15], ale kanat
ten rozni sie od kanatéw jonowych zaleznych od
potencjatu lub zaleznych od wigzania ligandu (opisa-
nych np. w artykule J. Kwiatkowskiej w Po-
stepach Biochemii [16], bo jego otwarcie nastepuje
w wyniku pobudzenia wewnatrzkomérkowych me-
chanizmoéw aktywacji czynnosci komorki — nazywa-
nych uktadem drugich postancow. CFTR jest przed-
stawicielem kanatéw jonowych typowych dla tkanek
nabtonkowych.

Mimo spektakularnego postepu w zakresie badan
nad CFTR, patobiochemia mukowiscydozy budzi na-
dal wiele watpliwosci, gdyz dotychczas nie ma jedno-
litych pogladow ani na fizjologiczng role pra-
widtowego biatka, ani na znaczenie nieprawidtowego
kanatu CFTR w zaburzeniach narzagdowych, charak-
terystycznych dla tej choroby. Celem tego artykutu jest
przedstawienie funkcji prawidtowego kanatu chlor-
kowego CFTR, poréwnanie czynnosci prawidtowego
biatka z funkcjg nieprawidtowego produktu zmutowa-
nego genu, opisanie mechanizmoéw odpowiedzialnych
za otwarcie tego rodzaju kanatéw jonowych, oraz
przedstawienie faktow i hipotez dotyczacych udziatu
biatka CFTR w powstaniu zaburzen charakterystycz-
nych dla mukowiscydozy.

Il. Struktura czasteczki CFTR

Pierwszorzedowg strukture biatka CFTR poznano
dzieki wyizolowaniu genu [8]. Sekwencje aminokwa-
sowg tego biatka okreslono na podstawie kodu

* WartoSciowym wprowadzeniem do zagadnien analizy
i przewidywania cech i funkcji biatek jest artykut A.
Godzika, G. Boguty i T. Wesotowskiego
w Postepach Biochemii (35, 45-61, 1989).
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nukleotydow w DNA. Produktem ludzkiego genu
CFTR jest polipeptyd o okoto 1480 resztach amino-
kwasowych i 0 masie czasteczkowej wynoszacej okoto
168 kDa. Jego struktura drugorzedowa i trzeciorzedo-
wa zostaly opisane na podstawie matematycznych
modeli budowy biatek w oparciu o doswiadczalnie
potwierdzone wzory budowy czasteczki* [8,17]. Mo-
delowym biatkiem dla okreSlenia budowy CFTR sg
biatka wigzace ATP, aw szczeg6lnosci kinaza adenyla-
nowa.

Biatko CFTR, schematycznie przedstawione na ry-
cinie 1, sktada sie z 5 wyraznie okre$lonych domen: T|
i T2 sag integralnymi skladnikami btony, NBD1
i NBD?2 sg podjednostkami wigzgcymi ATP, adomena
R, ktéra moze ulegaé fosforylacji, stanowi czes$é czaste-
czki decydujaca ojej aktywacji [17]. Domeny T1 i T2
wspdlnie tworzg kanat penetrujgcy btone. Wykazano,
ze mutacje prowadzace do substytucji zasadowych
aminokwasow w obrebie tych obszaréw zmieniaja
wybiorczo$¢ kanatu CFTR dla jondéw chlorowcow
[18]. Domeny wigzagce ATP — NBD1 i NBD2 wply-
wajg na przewodnictwo dla chlorkéw, cho¢ hydroliza
ATP nie jest konieczna dla transportu chlorkéw.
Przypuszcza sie, ze wigzanie ATP powoduje zmiany
konformacyjne w domenach blonowych czasteczki
[19]. Domena R moze ulegaé fosforylacji przez zalezna
od cAMP kinaze biatkowg (PKA). Fosforylacja czte-
rech reszt serynowych tej domeny umozliwia otwarcie
kanatu, badz zwiekszenie jego przepuszczalnosci. Juz
jedno ufosforylowane miejsce (seryna 660) umozliwia
otwarcie kanatlu CFTR [20]. Ztozona budowa oma-
wianego biatka pozwala przypuszczaé, ze mutacje

KANAL KANAL
ZAMKNIETY ZAMKNIETY

KANAL T KANAL

ZAMKNIETY

I
DR

P

P

Ryc. 1. Schemat dziatania czgsteczki CFTR, jako kanatu przewo-

dzacego jony chlorkowe. Domeny btonowe oznaczono
— T11i T2, domeny wigzace nukleotydy — NBD1 i NBD2,
a regulacyjng domene taczaca — R. Mutacja deltaF508
w domenie NBD1 i mutacja K1250M w NBD2 powodujg
zwioknienie torbielowate.
Do otwarcia kanatu (d) niezbedna jest fosforylacja domeny
R przez PKA (c) oraz wigzanie ATP przez domeny NBD1
i NBD2 (b). Nie wiadomo, czy kanat CFTR jest mono-
merem. Rola domen NBD1, NBD2 i R, jako struktur
blokujacych kanat nie zostata doswiadczalnie potwierdzo-
na. (Opracowano w/g 23, 69).
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powinny raczej zmieniac jego czynno$¢ niz catkowicie
ja usuwac.

CFTR wykazuje strukturalne podobienstwo do bia-
tek transportujacych oznaczonych jako rodzina ABC
(od ang. ATP binding cassette) [17]. Biatka tej grupy
majg kluczowe znaczenie w procesach aktywnego
transportu réznych substancji u bakterii, drozdzy,
owadow issakéw. Na podstawie strukturalnego podo-
bieristwa biatka CFTR do biatek aktywnie transpor-
tujgcych przypuszcza sie, ze oprécz funkcji kanatu
chlorkowego biatko to grajeszcze inng role w komarce
[17,21]. Do tej pory nie majednak dowod6éw doswiad-
czalnych na poparcie tych przypuszczed, pomimo bar-
dzo licznych publikacji, wskazujacych na udziat CFTR
w transporcie chlorkéw. W ostatnim czasie opub-
likowano badania posrednio wskazujace, ze kanat
CFTR przewodzi takze jony wodoroweglanowe [22].

I11. Elektrofizjologiczna charakterystyka
kanatu chlorkowego CFTR

Definitywne okreslenie funkcji transportowej biatka
mozna osiggna¢ w eksperymencie rekonstytucyjnym,
czyli przez odtworzenie takiej samej czynnosci in vitro
przez wprowadzenie wyizolowanego biatka do btony
lipidowej lub do liposoméw. Do tej pory nie zbadano
tg metodg biatka CFTR, lecz podobne wnioski mozna
wysuwac na podstawie doSwiadczen polegajacych na
wprowadzeniu do komérki genu, i spowodowaniu
wystgpienia w tej komdrce dotychczas nieobecnej
funkcji. W tabeli 1 zestawiono badania transfekcji
genu CFTR do komoérek, w ktédrych nie wykazano

Tabela 1
Badania ekspresji rekombinowanego genu CFTR na komdrkach
pozbawionych konstytucjonalnej ekspresji tego genu.

Komorki Metody badania -
poddane__ ekspresji Piom.
transfekcji

Fibroblasty (L, mikrofluorymetria SPQ, pomiar 13, 27, 29,
NIH3T3, Vero) transportu za pomocg izotopéw 50, 51
promieniotwoérczych, klamra #at-

kowa
Komoérki mikrofluorymetria SPQ, klamra 29, 51
HelLa tatkowg

Komo6rki CHO wigzanie przeciwciat anty-CFTR, 13, 28
mikrofluorymetria SPQ, pomiar
transportu za pomocg izotopow
promieniotwo6rczych, klamra tat-

kowa
Komoérkizmu- mikrofluorymetria SPQ, klamra 31, 32
tacjg CF tatkowa
Oocyty zaby klamra tagtkowg 30, 43

Xenopus laevis

Komoérki owa- wigzanie przeciwciat anty-CFTR, 14
dzie (Sf9) pomiar transportu za pomoca izo-
topéw promieniotworczych, klam-
ra tatkowg
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regulowanego przez cAMP kanatu chlorkowego przed
transfekcjg. Do transfekcji uzyto hodowane in vitro
komarki (linie komdrkowe): NIH3T3, Vero, L i inne
lub tez komorki, ktore utracity prawidtowy gen CFTR
na skutek mutacji powodujgcej mukowiscydoze, a tak-
ze oocyty Xenopus laevis. Ekspresje biatka CFTR
zbadano metodami immunochemicznymi, mierzac
prad jonowy, strumien radioaktywnych jonéw lub
zmiane wewnatrzkomorkowego stezenia chlorkéw za
pomocg mikrofluorymetrii.

Podstawowg technikg elektrofizjologiczng umozli-
wiajacg badanie kanatéw jonowych jest metoda klam-
ry tatkowej (ang. patch clamp) [24-26]. Na rycinie 2
przedstawiono zastosowania tej metody do pomiaru
pradow jonowych z réznych obszaréw btony komér-
kowej pojedynczej komérki. Istota pomiaru pradéw
jonowych wedtug metody klamry tgtkowej polega na
elektrycznym odizolowaniu niewielkiego obszaru bto-
ny komérkowej — ,tatki”,w ujsciu mikropipety, dzieki
wytworzeniu sie bardzo S$cistego potgczenia mie-
dzy btong komdrkowa a Sciankami mikropipety. Elek-
trycznym sprawdzianem tego potaczenia jest zarejest-
rowanie zwiekszenia si¢ oporu elektrycznego mikro-
pipety do wartosci 10 Gomow lub wiecej. Powszechnie
uwaza sie, ze oznaczane metodg klamry fatkowej

a)

Ryc. 2. Zastosowanie metody klamry tagtkowej do pomiaru pradéw
jonowych ptynacych przez r6zne obszary btony komor-
kowej pojedynczej komorki.

p — koncéwka mikropipety wypetnionej roztworem elekt-
rolitu (czujnik aparatury rejestracyjnej), k — komorka,
z — zewnetrzna powierzchnia btony komdérkowej, w — we-
wnetrzna (cytosolowa) powierzchnia btony komérkowej.
a.) Mikropipeta uzyskata potgczenie z btong komérkowg
izolujac elektrycznie ,tatke” — matg powierzchnie btony
komérkowej. Méwimy o rejestracji pradéw jonowych
w uktadzie ,,zwigzanej tatki”.

b.) Mikropipeta pozostaje w trwatym potgczeniu z blong
komérkowag mimo przerwania tatki (przez krétkotrwate
zassanie lub przez dziatanie jonoforéw). Méwimy o rejest-
racji pradéw jonowych z catej komorki.

c. i d.) Mikropipeta utracita kontakt z komorka, ale tatka
umozliwia pomiar pradéw jonowych. Méwimy o rejestracji
w uktadzie wolnej tatki — odwro6conej c. i nieodwréconej d.
(Opracowano w/g 26).
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parametry cechujgce okreslony kanat jonowy* iden-
tyfikuja go w sposéb jednoznaczny [15]. Do pod-
stawowej charakterystyki kanatow jonowych naleza:
przewodno$¢ pojedynczego kanatu (ang. single channel
conductance), wybiérczos¢ dla jonéw (ang. ion selec-
tivity) i wrazliwosé na specyficzne inhibitory (ang.
blocker sensitivity).

Podstawowe wiasciwosci elektrofizjologiczne biatka
CFTR i jego zmutowanych analogéw zestawiono
w tabeli 2. Zar6wno prawidtowe biatko, jak i del-
taF508-CFTR (produkt najczestszej mutacji tego ge-
nu) wykazujg zdolno$¢ zwiekszenia pradu chlorkowe-
go przez btone komorkowa w odpowiedzi na zwiek-
szenie wewnatrzkomorkowego stezenia cAMP. W cza-
sie dziatania przechodzacego przez btone komorkowa
analoga cAMP w komorkach wytwarzajgcych nor-
malny CFTR prad jonowy mierzony z catej btony
komérkowej zwiegkszyt sie 10 razy, natomiast w obec-
nosci biatka deltaF508-CFTR prad chlorkowy byt
tylko 2 do 3 razy wiekszy od kontroli. W komaérkach
wykazujagcych obecno$¢ CFTR i deltaF508-CFTR
wykazano aktywnos$¢ pojedynczych kanatéw chlor-
kowych. Charakterystyki pradowo-napieciowe obu
kanatow byty liniowe, a nachylenie wynosito odpowie-
dnio 4,9 pS i 4,3 pS [27]. W nieco wcze$niejszych
publikacjach okreslono przewodnos¢ tego kanatu na
okoto 10 pS [14,28,29]. Wartosci te nie ulegty zmianie,
gdy zamiast NaCl w medium zastosowano chlorek
N metylo-D glukaminy. Wskazuje to, ze badany kanat
jest kanatem chlorkowym. Sekwencja przepuszczalno-
§ci obu kanatow dlajondéw chlorowcow byta identycz-
na. Stymulacja badanych komdrek przez pochodne
cAMP zwiekszata liczbe aktywnych tatek (liczba do-
Swiadczen, w ktorych udawato sie zarejestrowaé prad
chlorkowy w stosunku do wszystkich podjetych prob).
Zaobserwowano jednak zasadnicze rdznice we wias-
ciwosciach kinetycznych obu kanatéw chlorko-
wych — CFTR i deltaF508-CFTR. Kanat del-
taF508-CFTR miat tendencje do pozostawania w sta-
nie zamknietym, a kanat CFTR utrzymywal stalg
aktywno$¢. Prawdopodobienstwo otwarcia byto 3 do
4 razy wieksze dla CFTR niz dla jego zmutowanego
analoga. Nie bylo natomiast réznic w czasach otwar-
cia. Czasy zamkniecia byly jednak pieciokrotnie diuz-
sze w przypadku zmutowanego biatka w stosunku do
normalnego [27].

W przypadkach innych mutacji genu CFTR rowniez
zaobserwowano zmieniong czynnos¢ kanatu chlor-
kowego. DeltaR-CFTR, czasteczka pozbawiona ob-
szaru R, przewodzi chlorki niezaleznie od stymulacji
przez cAMP, cho¢ stymulacja przez cAMP dodatkowo
zwigksza przewodnos$¢. Mutacja ta takze ostabia od-

* W badaniach elektrofizjologicznych nazwy: prad jonowy,
przewodno$¢ dla jonu i przepuszczalnos$¢ dlajonu sg czesto
uzywane zamiennie, bo odzwierciedlajg wtasciwosci kanatu
jonowego. W szerokim zakresie terminy te sg synonimami
nazwy kanat jonowy.
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Tabela 2.

Podstawowe witasciwosci elektrofizjologiczne rekombinowanych
biatek CFTR

Rodzaj Przewod- Wybiérczos¢ Mechanizm Pism
mutacji nos¢ (pS) dla jonéw aktywacji '
CFTR 104+0.2 cr > j- forskolin, 29
(prawidtowy) CAMP, PKA
CFTR 9.6+0.5 cpt-cCAMP, 28
(prawidtowy) dibutyryl-
cAMP, fors-
kolin, IBMX
PKA, PKC
CFTR 4.9 Br~ > cpt-cAMP 27
(prawidtowy) cr >j-
delta 43 A cpt-cAMP 27
— —
F508-CFTR o>V

dziatywanie innych mutacji np. w obszarze NBD-2 lecz
juz nie w obszarze NBD-1 [33].

Czynno$ciowe badanie kanatéw chlorkowych wy-
stepujacych w komérkach normalnych nabtonkéw
drog oddechowych, przewodu pokarmowego oraz
w liniach komérkowych pochodzacych z tych nabton-
kow potwierdzity wystepowanie aktywowanego przez
cAMP kanatu chlorkowego o niewielkiej (kilka pS)
przewodnosci [14, 34-37]. Specyficznym blokerem
tego kanatu jest NPPB [34], Zwigzek ten hamuje
prady chlorkowe wystepujgce w normalnych nabton-
kach, lecz byt nieaktywny w oddziatywaniu na CFTR
na komdrkach linii Vero [27]. Inne znane inhibitory
kanatéw chlorkowych [38-42] nie dziatajg na kanat
chlorkowy CFTR, cho¢ moga hamowac transport
chlorkéw w komérkach w ktérych CFTR wystepuije.
Kanat chlorkowy hamowany przez DIDS wyizolowa-
no na przyktad z szczytowych biton komérkowych
nabtonkéw wotowych drég oddechowych [38].

Zidentyfikowano co najmniej trzy rodzaje praddw
chlorkowych w komérkach nabtonkowych, w ktérych
wystepuje CFTR [45]. Wyniki wcze$niejszych badan
sugerowaly, ze przyczyng zaburzen transportu chlor-
kéw w zwidknieniu torbielowatym moze by¢ wy-
stepujacy takze w tych nabtonkach kanat chlorkowy
0 przewodno$ci kilkudziesieciu pikosimensow, nieli-
niowej charakterystyce pradowo-napieciowej, akty-
wujacy sie w czasie depolaryzacji komérki (ang. out-
wardly rectifying, depolarization-induced CI channel
— ORDIC) [30, 37]. Wykazano brak korelacji pomie-
dzy ekspresja CFTR i funkcja kanatu chlorkowego
ORDIC zaréwno w przypadku linii komorkowych,
jak i w przypadku prawidtowych tkanek [46, 47].

IV. Mechanizmy aktywacji kanatow
chlorkowych

Kanaty chlorkowe CFTR (a takze inne kanaty
0 podobnej funkcji) ulegajg aktywacji — ,,otwierajg
sie” — w odpowiedzi na dziatanie ustrojowych ukta-
déw regulacyjnych i wewnatrzkomérkowych mecha-
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nizméw aktywujacych. W zwitoknieniu torbielowatym
na skutek obecnosci mechanizmow wyréwnawczych,
mimo braku czynnosciowo sprawnego CFTR, mozna
zarejestrowac prad chlorkowy, bo mogg otworzy¢ sie
inne kanaty chlorkowe. Zidentyfikowano nastepujace
nizej omowione mechanizmy aktywujace kanaty chlo-
rkowe w warunkach zdrowia i w przypadkach muko-
wiscydozy. Kanat chlorkowy CFTR jest aktywowany
przez dziatanie kinazy biatkowej A po pobudzeniu
receptora uaktywniajacego cyklaze adenylanowg [28,
48-50]. W transfekowanych komdarkach linii CHO
uzyskano aktywacje kanatu oddziatujac na komdérke
przechodzacymi przez btone komorkowg analogami
CAMP oraz przez dziatanie kinaz biatkowych AiC na
oddzielong od komorki tatke btony komédrkowe;j.
Dezaktywacje tego kanatu wywolywano przez dziata-
nie alkalicznej fosfatazy [28]. Obecnos$¢ sprawnego
uktadu aktywacji funkcji komorki przez agonistow
receptora beta-adrenergicznego (jednak bez mozliwo-
§ci zwiekszenia transportu chlorkéw) wykazano takze
w komorkach linii pochodzacej z nabtonka oskrzeli
chorego na zwtdknienie torbielowate [49].

Warunkiem aktywacji kanatu CFTR jest wigzanie
ATP przez obszary NBD1 i NBD2. Obszar NBD1 jest
krytyczny dla funkcji catego biatka. Wiele spontanicz-
nych mutacji powodujgcych zwitoknienie torbielowate
skupito sie w tym rejonie. Zbadano ekspresje sztucznie
wywotanych mutacji dotyczacych obszarow NBD1
i NBD2 w komorkach HelLa i wykazano zaburzenia
lub utrate czynnosci biatka CFTR [51].

Przepuszczalno$¢ dla jonéw chlorkowych biony
szczytowej* komdrek nabtonka drog oddechowych
oraz linii komérkowej T84 w hodowli tkankowej
zwieksza sie takze pod wptywem zwiekszenia stezenia
Ca2+ w komorce, niezaleznie od fosforylacji przez
kinazy biatkowe, oraz pod dziataniem kinazy C i kina-
zy K zaleznej od kalmoduliny [52-54]. W niskich
stezeniach Ca2+ fosforylacja kanatu Cl- przez kinaze
C otwiera ten kanat, a przy wysokich stezeniach we-
wnatrzkomérkowego Ca2+ ta sama reakcja powoduje
inaktywacje kanatu [55]. W komorkach jelita cienkiego
wykazano otwarcie kanatu chlorkowego o przewodno-
§ci 20 pS po zastosowaniu GTP-gammas, co sugeruje
udziat biatek G w mechanizmie aktywacji [56].

W wielu tkankach nabtonkowych oprécz uktadéw
aktywacji kanatéw chlorkowych istniejg takze en-
dogenne inhibitory. W przypadku kanatu chlorkowe-
go o posredniej przewodnosci (30 pS) i wiasciwosci
prostowania pradujonowego w kierunku poza komor-
ke (ang. outwardly rectifying channel) wykazano ist-
nienie cieptostatego inhibitora cytoplazmatycznego
[57, 58].

* Blone komorkowg od strony ,$wiatta” przewodu, ktéry
wyscielajg komorki tkanki nablonkowej nazywa sie¢ btong
szczytowa lub luminarng, a przeciwlegta btone komadrkowa
okres$la sie jako podstawno-boczna.
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Wykazano, ze w warunkach in vitro kanat chlor-
kowy moze otworzy¢ sie podczas przedtuzonej depola-
ryzacji komorki, pod wpltywem podwyzszania tem-
peratury, proteolizy zewnetrznej powierzchni komaorki
lub na skutek zmian osmotyczno$ci zewnetrznego
srodowiska komérki, lecz nie okreslono fizjologicz-
nego znaczenia tych zmian [59].

Udowodniono, ze cAMP i Ca2+ aktywujg dwa
rézne kanaly [60]. Kanat chlorkowy aktywowany
przez cAMP wystepuje w nabtonku drég oddecho-
wych i przewodu pokarmowego. Kanat chlorkowy
aktywowany przez jon Ca2+ wystepuje w nabtonkach
drog oddechowych, a nie wystepuje w nabtonkach
jelitowych. Tylko kanat chlorkowy aktywowany przez
wapn jest hamowany przez pochodng stilbenu (DIDS)
— ta reakcja wystepuje tylko w drogach oddechowych.
Oba te kanaty majg r6zng przepuszczalnos¢ dla anio-
néw. Zwiegkszenie stezenia Ca2+icAMP w komoérkach
nabtonkowych powoduje addytywne zwigkszenie prg-
du chlorkowego tylko w nabtonkach drég oddecho-
wych [60]. Wystepowanie dwoch kanatéw chlorko-
wych wykazano takze w komérkach linii T84 [37].
Dalsze badania potwierdzity istnienie réznych kana-
tow chlorkowych w nabtonkach wykazujacych ekspre-
sje CFTR [47]. Z bton szczytowych nabtonkéw woto-
wych drég oddechowych wyizolowano kanat chlor-
kowy hamowany przez DIDS i okre$lono jego mase
czasteczkowg na 38 kDa [38].

W zwidknieniu torbielowatym kanat chlorkowy nie
oddziatywuje prawidtowo na kinaze A oraz kinaze
C przy niskich stezeniach wapnia wewngtrzkomor-
kowego. Natomiast uzyskuje sie otwarcie kanatu
chlorkowego przez takie, wyzej wymienione juz czyn-
niki aktywujace, jak miedzy innymi Ca2+ i ograniczo-
na proteoliza [43, 53, 57], oraz na skutek fosforylacji
kanatu chlorkowego przez kinaze K [61].

V. Rola kanatu (pradu) chlorkowego
w czynnosci nabltonkéw wydzielajacych
lub wchtaniajgcych chlorki

W transporcie przez btony zasadniczym mechaniz-
mem napedowym, generujagcym gradienty chemiczne
i elektrochemiczne sg pompy jonowe (specyficzne
ATP-azy) transportujace kationy (Na+, K+ lub H +),
a kanaly chlorkowe (lub ogoélniej kanatly jonowe)
umozliwiajg uzyskanie elektroobojetnosci (neutraliza-
cja tadunkdéw elektrycznych) strumienia jonéw lub
zmniejszenie roznicy stezen. Kanaly jonowe kon-
trolujg wiec optymalnag dla komérki warto$¢ poten-
cjatu elektrycznego lub rdznice stezeh przez bilone,
w Kktdérej sg zlokalizowane, a w czasie aktywacji
(otwarcia) sprzegaja strumiefd anionéw z aktywnym
transportem kation6w. Jest to jeden z molekularnych
mechanizmow, ktére umozliwiajg efektywne wykorzy-
stanie przez komorke energii wydatkowanej w proce-
sie aktywnego transportu. W taki witasnie sposdb
dziatajg systemy transportowe komorek przewodow
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gruczotéw potowych — reasorbujace NaCl, oraz ko-
morek bton sluzowych mogace wydziela¢ i wchianiaé
NaCl w procesach sekrecji i reasorbcji przebiegajacych
w drogach oddechowych i w przewodzie pokarmo-
wym. Kanat CFTR w komérkach drég oddechowych
prawdopodobnie transportuje takze jony wodoro-
weglanowe [22], przyczyniajac sie w ten sposéb do
fizjologicznego alkalicznego odczynu dr6g oddecho-
wych.

Wystepowanie biatka CFTR w tych tkankach zo-
stato potwierdzone metodami morfologicznymi przy
zastosowaniu przeciwciat anty-CFTR oraz sond mole-
kularnych (ang. probe) dla CFTR-mRNA. Wykazano
obecno$¢ CFTR w gruczotach potowych [19, 62-64],
w przewodzie pokarmowym i w trzustce [65-67],
w drogach oddechowych [67, 68] i w jadrze [67].
W hodowanych in vitro komorkach linii pochodzenia
nabtonkowego wykazano zawarto$¢ CFTR porow-
nywalng ze stezeniem tego biatka w tkankach macie-
rzystych, natomiast w tkankach nie nabtonkowych
i w liniach komorkowych pochodzacych z tych tkanek
rozmiar ekspresji byt od 200 do 400 razy mniejszy
[69-72]. Wykazano, ze ekspresja moze zaleze¢ od
stopnia zréznicowania i od fazy wzrostu komdrek
[70-72].

Badania subkomérkowej lokalizacji biatka CFTR
wskazuja, ze znajduje sie ono w szczytowej blonie
komdrkowej komérek przewodéw gruczotowych,
drog oddechowych i przewodu pokarmowego [31],
oraz hodowanych in vitro komérek [73]. Kanat chlor-
kowy (prawdopodobnie CFTR) wystepuje takze w sia-
teczce endoplazmatycznej komorek trzustki, nerki
i dwunastnicy [74-76]. Prébowano wykorzysta¢ ten
fakt do wyjasnienia zmienionych wilasciwosci $luzu
w zwiéknieniu torbielowatym [77]. Nieprawidtowy
kanat chlorkowy CFTR maégtby bowiem odpowiadaé
za zmniejszone zakwaszanie wewnatrzkomérkowych
przedziatow (aparat Golgiego, endosomy i prelizoso-
my), w ktdrych zachodzi sjalilacja, siarczanowanie
i fukozylacja biatkowych skiladnikéw S$luzéw drég
oddechowych i przewodu pokarmowego. Po transfek-
cji genu CFTR do komérek linii CFPAC wykazano
zwiekszone wewnatrzkomérkowe pH i naprawe tego
zaburzenia [78].

Wspotczesne badania nad rolg prawidtowej i zabu-
rzonej czasteczki CFTR zmierzajg do okresleniajej roli
na ,,mapie metabolicznej” wiazacej procesy transpor-
towe zachodzace dzieki aktywacji réznych specyficz-
nych kanatow w spéjny system wyjasniajagcy wytwa-
rzanie potu, transport enzyméw w przewodach trzust-
kowych iprodukcje Sluzu w przewodzie pokarmowym,
oraz oczyszanie $luzowo-rzeskowe w drogach odde-
chowych [5, 79-82].

Przystepujac do podsumowania zaznaczam, ze we
wspotczesnych pogladach na zwitdknienie torbielowate
pozostaje nadal wiele watpliwosci i nierozstrzygnie-
tych zagadnien.

W prawidtowo dziatajacych mechanizmach regula-
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cyjnych, ktoére ulegajg zaburzeniu w tym schorzeniu

kluczowg role gra CFTR:

— umozliwia adekwatng reakcje komorki na aktywa-
cje receptorow w ogc¢lnoustrojowych reakcjach
adaptacyjnych,

— zabezpiecza komorke przed nadmiernym obcigze-
niem jonami w stosunku do komérkowych zaso-
bow energetycznych, przez oddziatywanie obsza-
row NBD z zwigzkami wysokoenergetycznymi,
oraz przez mechanizm hamowania transkrypcji
tego genu w czasie aktywacji komorki [19].

Przystosowawcze znaczenie aktywacji kanatu chlor-
kowego w drogach oddechowych i w przewodzie
pokarmowym polega na ochronie przed infekcja.

W procesie wydzielania potu aktywacja kanatu chlor-

kowego umozliwia ochrone ustrojowej puli chlorku

sodu i zabezpiecza przed zaburzeniami objetosci pty-
ndéw pozakomdrkowych. Reakcja ta jest rdwniez wy-
korzystywana przez ustréj do produkcji ptynu, ktory
umozliwia przemieszczania enzymoOw trzustkowych

z gruczotu do jelita. Wadliwy przebieg wymienionych

proceséw cechuje fenotyp zwitdknienia torbielowatego

i powoduje przedwczesng umieralno$¢ tych chorych.
Perspektywy badan nad mukowiscydozg sg korzyst-

ne. Po raz pierwszy w ponad pieédziesiecioletniej
historii badan tego schorzenia zastosowano metody
badawcze oraz wysunieto hipotezy badawcze, ktore
pozwolg na dalsze wyjasnienie podtoza mukowiscydo-
zy i na znalezienie adekwatnych metod leczenia.
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. Wstep

Przed przeszto stu laty (1888) de Rey-Pail-
hade wykryt substancje, ktérag nazwat filotionem.
W roku 1921 Hopkins nadatjej do dzi$ stosowang
nazwe glutation. W 1929 roku stwierdzono, ze sub-
stancja tajest tripeptydem, a w roku 1935 okreslono jej
strukture wykazujac, ze jest to y-glutamylocysteinylo-
glicyna [1] (Wz6r ). Mimo prostoty budowy glutation
jest nadal zwigzkiem intrygujagcym, a jego rola fizjo-

* prof. dr hab., Katedra Biofizyki Molekularnej Uniwer-
sytetu £6dzkiego, ul. S. Banacha 12/16, 90-237 £6dz.
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Addendum

W czasie przygotowywania niniejszej pracy do druku opub-
likowano nastepujace artykuty opisujgce doSwiadczenia po-
Swiecone rekonstytucji czynnosci biatka CFTR w sztucznych
btonach lipidowych: Bear CE, Li C, Kartner N,
Bridges RJ, Jensen TJ, Ramjeesingh M, Riordan JR
(1992) Celi 68: 809-818 oraz Tilly BC, Winter MC,
Ostedgaardd LS, O 'Riordan C, Smith AE,
Welsh MJ (1992) J Biol Chem 267:9470-9473. Badania te
potwierdzity wczesniej opublikowane (i oméwione w niniej-
szej pracy) wiasciwosci biatka CFTR.

logiczna i metabolizm sg przedmiotem zainteresowa-
nia na tyle duzego, iz codziennie ukazujg sie przecietnie
dwie poSwiecone mu publikacje [2].

|
SH

I I
HOOCCHCHZCHZCONHCHCONHCH2COOH

Wz6r |. Glutation (forma zredukowana). Zaznaczono wartosci pK
grup dysocjujacych

Glutation powszechnie wystepuje w komorkach
eukariotycznych. Jego wewnatrzkomdrkowe stezenie
(0,2-10 mmol/1 w réznych komdrkach) znacznie prze-
wyzsza stezenia innych niskoczgsteczkowych zwigz-
kéw dotowych. W normalnych warunkach ponad
99,8% glutationu wystepuje w formie zredukowanej
(GSH), za$ forma utleniona, disulfidowa (GSSG
— Wzér Il) stanowi znikomg jego frakcje. W wigkszo-
§ci komorek ssakdw (do ktérych w zasadzie ograniczo-
ny jest ten miniprzeglad) siarka glutationu stanowi
ponad 90% niebiatkowej siarki [1-5]. W o$rodkowym
uktadzie nerwowym glutation wystepuje gtéwnie w ko-
morkach gleju i w zakonczeniach nerwéw; ciata komo6-
rek nerwowych zawierajg go znacznie mniej [6]. Okoto
10% komorkowego glutationu znajduje sie w mito-
chondriach [2]. W ptynach pozakomérkowych takich
jak osocze krwi, limfa i mocz stezenia glutationu sg
niskie w poréwnaniu z wewngtrzkomaérkowymi (oso-
cze krwi cztowieka: ok. 3 pM GSH, ok. 0,4 pM GSSG)
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[7] lecz obecny jest on w wysokim stezeniu w zétci
(1-4 mmol/1) [8].

Glutation jest gtéwnym reduktantem i antyoksy-
dantem fazy wodnej komdrek (a dzieki temu pod-
stawowym elementem obrony przed stresem oksyda-
cyjnym) i rezerwuarem reszt cysteinowych. Peptyd ten
uczestniczy w detoksykacji ksenobiotykéw i jonéw
metali ciezkich oraz w przemianach wielu zwigzkéw
endogennych, jest tez niezbedny dla syntezy niektd-
rych prostanoidow.

NH.

HOOCCHCHZCH 2CONH(:ZLHCONHCHZCOOH

CH,
|
S

CH,
HOOCCI:HCHZCHZCONHCHCONHCH2COOH
NH

Wz6r Il. Disulfid glutationu

Il. Biosynteza i katabolizm

Synteza glutationu zachodzi we wszystkich bada-
nych komdrkach eukariotycznych. Synteza i katabo-
lizm glutationu przebiega poprzez cykl y-glutamylowy
(Ryc. 1).

Synteza przebiega dwuetapowo (reakcje 1 i 2 na
Ryc. 1). Obie reakcje wymagajg ATP. W reakcji
1 powstaje y-glutamylocysteina. Aktywnos$¢ syntetazy
y-glutamylocysteinowej katalizujacej te reakcje regu-
lowana jest na zasadzie sprzezenia zwrotnego, jest
bowiem hamowana przez glutation. Nadmiar glutami-
nianu znosi te inhibicje [3, 5]. Glutation tworzony jest
w reakcji 2 katalizowanej przez syntetaze glutatio-
nows.

Osobliwoscig struktury glutationu jest wigzanie
izopeptydowe pomiedzy y-karboksylowg grupa gluta-
minianu a grupa aminowg cysteiny. Wigzanie to czyni
peptyd opornym na dziatanie peptydaz. Katabolizm
glutationu rozpoczyna wiec nie peptydaza, lecz trans-
peptydaza D-glutamylowa (reakcja 3) przenoszaca
reszte glutamylowg na inny aminokwas (preferowa-
nym substratem jest cysteina). y-Glutamylocyklotran-
sferaza katalizujgca reakcje 4 przeksztatca reszte gluta-
mylowa w 5-oksoproline uwalniajgc aminokwas, ktéry
w poprzedniej reakcji byt akceptorem tej reszty. Drugi
produkt reakcji 4, cysteinyloglicyna, hydrolizowana
jest przez dipeptydazy, zwlaszcza dipeptydaze cys-
teinylo-glicynowg (E.C. 3.4.13.6; reakcja 5) [2-5].

Prekursory glutationu przenikajg do komdrek badz
na zasadzie dyfuzji utatwionej, badz drogq kotranspor-
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ADP+P gGlu-Cys-Gly

r i
ATP
gGlu-Cys
ADP+P ystyna
~ Cys-Gli
Cys

10— @ Keto- gGIu -AK

Cystatlomna madian

omocystelna

» Adenozyna
S- Adenozylo-
metlonlna

ADP+P.

ATP
ATP
5- Oksoprollna

Ryc. 1. Biosynteza i katabolizm glutationu. Mniejszymi literami
zaznaczono szlak metioninowy, umozliwiajacy niektorym
komérkom (zwtaszcza hepatocytom) wykorzystanie metio-
niny do syntezy GSH. Nastgpujace enzymy Kkatalizuja
poszczegblne reakcje: 1 — syntetaza y-glutamylocys-
teinowa (E.C. 6.3.2.2), 2 — syntetaza glutationowa (E.C.
6.3.2.3), 3 — transpeptydaza D-glutamylowa (E.C. 2.3.2.1),
4 — y-glutamylocyklotransferaza (E.C. 2.3.2.4), 5 — 5-ok-
soprolinaza (E.C. 3.5.2.9), 6 — dipeptydazy, 7— adenozylo-
transferaza metioninowa (E.C. 2.5.1.6), 8 — hydrolaza
adenozylometioninowa (E.C. 3.3.1.2), 9 — dehydrataza
L-serynowa (E.C. 4.2.1.13), 10 — P-liaza cystationinowa
(4.4.1.8), AK — aminokwas.

tu z kationami sodowymi, dzieki specyficznym trans-
porterom aminokwasow i dipeptydow [9-14] (Ryc. 2).

W ogo6lInosci, glutaminian i glutamina wystepuja
w komodrkach w duzym nadmiarze w stosunku do
cystyny, cysteiny i glicyny, zatem na ogét stezenia tych
ostatnich aminokwaséw, zwilaszcza cysteiny limitujg
szybkos¢ syntezy glutationu [10].

Wszystkie komorki wydajg sie by¢ zdolne do wy-
dzielania GSH lub GSSG. Jednak zdolno$¢ do pobie-
rania glutationu w formie zredukowanej tub utlenionej
majg tylko niektére komérki (komorki nerki, praw-
dopodobnie takze komoérki nabtonkowe ptuc typu Il
i komérki nabtonka jelitowego) [5, 15]. Wiekszos¢
komorek nie moze pobiera¢ glutationu ze $srodowiska,
jednak ma na swej powierzchni y-glutamylotrans-
feraze przenoszgca reszte y-glutamylowg peptydu na
aminokwasy (Ryc. 1, reakcja 4). Cysteinyloglicyna
iy-glutamyloaminokwasy przenikaja przez btone plaz-
matyczng przy udziale transporteréw dipeptydow
(Ryc. 2). Aktywnos$¢ transglutamylacji na powierzchni
komarek jestjednym z czynnikow decydujacych o kie-
runkach obiegu glutationu w organizmie. Najistotniej-
szym miejscem syntezy glutationu w organizmie jest
watroba, skad uwalniany jest on do krwi i do zokci.
Aktywnosé y-glutamylotransferazy na powierzchni he-
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gGlu- gGlu-AK Cys-  ger Gly
tyna g Ser

_Cys- +
-Gly Cys-Gly . Glu Glu Cys G‘"
Na Gly
~
AK
X, ASC

'3® kapnoforyna m bia/ko pasma 3
bKony krwinki czerwonej

V gamma-glutamylotran8feraza
© transportery aminokwasoéw

® transporter dipeptydow q bia/ko(a) aktywnie transportujgce
transportery glutationu GSSG i S-koniugaty glutationu

Ryc. 2. Transport prekursoréw glutationu i glutationu przez btone
plazmatyczng; gGT — y-glutamylotransferaza, AK — ami-
nokwas, gGlu-AK — y-glutamyloaminokwas.

patocytow jest stosunkowo niska, co sprawia, ze
uwalnianie przez te komorki glutationu do krwiobiegu
dominuje nad jego pobieraniem. Wysoka aktywnos$¢
enzymu na powierzchni komarek nerek,jelita i trzustki
decyduje o tym, ze narzady te sa gtdwnymi konsumen-
tami uwalnianego do krwi glutationu [3-5].

I11. Rola fizjologiczna

Najwazniejszymi funkcjami fizjologicznymi gluta-
tionu wydajg sie byé: funkcja gtéwnego wewnatrz-
komorkowego ,,buforu redoks” o duzej pojemnosci
i funkcja ,,zmiatacza” reaktywnych zwigzkéw elektro-
filowych. Reakcje obu typéw moga zachodzi¢ bez
udziatu enzymoéw, jednak w komorkach ssakéw po-
wszechnie wystepujg enzymy katalizujgce reakcje obu
typow. Reaktywno$¢ glutationu uwarunkowana jest
obecnoscia w jego czasteczce grupy dotowej. Utlenie-
nie grup dotowych w dwu czgsteczkach glutationu
prowadzi do powstania disulfidu glutationu (Wzo6r I1).
Potencjat normalny redoks (w pH = 7) EO ukiadu
GSH/GSSG wynosi — 0,23 V [16]. Uk#ad ten jest wiec
dobrym reduktorem nadtlenkéw (E0O=+ 1,35V dla
uktadu H20 2/H 20) [17].

H20 2+ 2GSH -> 2H20 + GSSG
LOOH + 2GSH -> LOH + H20 + GSSG

Disulfid glutationu powstajgcy w wyniku redukcji
nadtlenku wodoru czy nadtlenkdw organicznych skia-
dnikow komoérek moze byé wtdrnie zredukowany do
GSH przez NADPH (potencjat normalny EO ukfadu
NAD(P)+/NAD(P)H + H+ wynosi — 0,32 V) [16].

GSSG + NADPH + H+ > 2GSH + NADP +

W komorkach ssakéw reakcje redukcji nadtlenku
wodoru i nadtlenkéw lipidow przez GSH katalizuje
selenoenzym peroksydaza glutationowa (E.C. 1.11.1.9).
Reakcje redukcji GSSG przez NADPH katalizuje
reduktaza glutationowa (E.G. 1.6.4.2). Zrodiem
NADPH jest w krwinkach czerwonych cykl pen-
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LOOH 0 .. Kiai-»d +
HO cykl pentozow
2o ykl'p y
dehydrogenaza
izocytrynianowa
LOH GSSG NADPH
HG

reduktaza
glutationowa

2 peroksydaza
glutationowa

Ryc. 3. Glutationowy uktad redukcji nadtlenkéw

tozowy. W innych komorkach (np. hepatocytach)
wiecej NADPH wydaje sie jednak dostarczac reakcja
dehydrogenazy izocytrynianowej [17] (Ryc. 3). GSSG
moze by¢ réwniez usuwany z komdrki na zasadzie
aktywnego transportu [1, 3-5,18] (Ryc. 2). W stanach
»Stresu  oksydacyjnego” czyli wzmozenia reakcji
oksydacyjnych w komorce moze doj$¢ do przejSciowe-
go wzrostu stezenia GSSG. Sytuacja taka jest niebez-
pieczna, bowiem GSSG moze wchodzi¢ w reakcje
z grupami tiolowymi biatek tworzgc mieszane disul-
fidy, co na ogét prowadzi do uposledzenia funkcji
biatek [19, 20]. Podwyzszenie stezenia GSSG w mito-
chondriach moze by¢ szczeg6lnie niebezpieczne, bo-
wiem mitochondria nie posiadajg, jak sie wydaje,
zdolnosSci aktywnego eksportu GSSG [2].

GSH reaguje réwniez z wolnymi rodnikami przeka-
zujac im atom wodoru. Reakcja ta moze prowadzi¢ do
odtworzenia wyjsciowej struktury czasteczki prze-
ksztatconej w wolny rodnik i nazywana jest czesto
reakcjg ,naprawy”. Termin ten nie zawsze jest stuszny,
bowiem tworzenie wolnego rodnika posiadajacego
niesparowany elektron na atomie wegla czesto prowa-
dzi do utraty identycznosci stereochemicznej tego
atomu:

R'+ GSH -» RH + GS

Powstajgcy w reakcji rodnik glutationylowy GS moze
dimeryzowac tworzac disulfid glutationu
GS'+ GS' -> GSSG

ktéry moze by¢ redukowany przez reduktaze glutatio-
nowg. Rodnik glutationylowy moze wchodzi¢ jednak
réwniez w inne reakcje. Miedzy innymi, moze tworzy¢
dimerowy rodnik GSSGH’ utleniajacy sie do GSSG
w reakcji z tlenem:

GS'+ GSH -> GSSGH'
GSSGH'+ 02 -> GSSG + 02

Reakcja rodnika glutationylowego z tlenem daje rod-
nik nadtlenku glutationu GSO O, ktdry reagujac z in-
ng czasteczkg GSH tworzy nadtlenek glutationu
GSOOH [21]:

GS'+ 02 -> GSOO'
GSSOO + GSH GSOOH + GS'

Transferazy glutationowe (E.C. 3.1.27) katalizuja
tworzenie S-koniugatéw glutationu z szerokim spekt-
rum ksenobiotykow, zwiaszcza hydrofobowych (Ryc.
4). Jednym z najczeSciej stosowanych w badaniach
transferaz glutationowych zwigzkéw jest 1-chloro-
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-2,4-dinitrobenzen. Produktem S-koniugacji tego
zwigzku z GSH jest 2,4-dinitrofenyloglutation (Wz6r
II1). Transferazy glutationowe uczestniczag réwniez
w metabolizmie takich zwigzkéw endogennych jak
sterydy i leukotrieny. Leukotrien C powstaje w wyniku
koniugacji leukotrienu A z glutationem [22, 23].

QX
gGlu-Cys-Gly gGlu-Cys-Gly
transferaza .
SH glutationowa S-Q
AK transpeptydaza
D-glutamylowa
gGlu-AK
Cys-Gly
$-Q
Cys-S-Q

N-Acetylo-Cys-S-Q
(merkapturan)

Ryc. 4. Powstawanie S-koniugatéw glutationu i merkapturanéw.
QX — ksenobiotyk, AK — aminokwas.

Tworzenie glutationylo-S-koniugatéw ksenobioty-
kdw jest pierwszym etapem detoksykacji tych zwigz-
kow. Znane sg jednak zwigzki (chlorowcopochodne
alkenéw, hydrochinony i aminofenole), ktorych tok-
sycznos¢ zwieksza sie w nastepstwie takiej transfor-
macji [24].

S-koniugaty glutationu usuwane sg aktywnie z ko-
morek (Ryc. 2) i ulegajg dalszym przeksztatceniom,
prowadzacym najczesciej do powstania merkaptura-
now. W takim przypadku reszty: y-glutamylowa, a na-
stepnie glicylowa ulegajg odtaczeniu, powstajacy za$
w wyniku tych reakcji koniugat cysteinowy ulega
N-acetylacji. Powstaje wtedy odpowiedni merkaptu-
ran, ktéry wydalany jest w moczu [1, 5, 25] (Ryc. 4).

Kolejng z gtownych funkcji fizjologicznych GSH jest
utrzymanie grup -SH biatek w stanie zredukowanym
poprzez reakcje transhydrogenaciji:

2GSH + R1SSR2 <» GSSG + R*"H + R2SH

NO2

&
o

S

NO2

NH CH,

HOOCCHCHZCHZCONHCHCONHCHZCOOH

Wzér I11. S-Koniugat glutationu: S-(2, 4-dinitrofenylo)glutation
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Reakcje transhydrogenacji mogg by¢ katalizowane
przez kilka enzymoOw: tiolotransferaze (oksydoreduk-
taze tiol: disulfid), glutaredoksyne oraz izomeraze
disulfidow biatek (E.C. 1.8.4.2, identyczng z trans-
hydrogenaza glutation: insulina i disulfido-reduktaza
biatek) [26-28].

Redukcja rybonukleotydéw do deoksyrybonukleo-
tydéw, niezbednych dla syntezy DNA, katalizowana
przez reduktaze rybonukleozydodifosforanowg (E.C.
1.17.4.1). Enzym ten moze wspoétdziata¢ z dwoma
donorami wodoru. Jednym z nich jest tioredoksyna,
przenoszaca wodor bezposrednio z NADPH, drugim
zas$ jest glutaredoksyna, czerpigca wod6r z GSH. GSH
utleniany jest do GSSG i wtornie redukowany przez
NADPH przy udziale reduktazy glutationowej [29]
(Ryc. 5).

1 1

tioredoksyna

reduktaza tioredoksynowa

ks ety

o O
LGN Reduktaza gl AL
O-P-0-P-O-CHp  Zasada ryponukleozydo- ©O-P-O-P-O-CHp  Zasada
g -
60 o difosforanowa o o o \‘
glutaredoksyna

OH OH l | OH

2 GSH GSSG

reduktaza
NADPH  glutationowa

Ryc. 5. Udziat glutationu w biosyntezie deoksyrybonukleotyddw.

Glutation jest tez substratem szeregu innych en-
zymow, m.in. dehydrogenazy formaldehydowej (E.C.
1.2.1.1), izomerazy maleiloacetooctanowej (E.C.
5.2.1.2), glioksalaz (E.C. 4.4.1.5 i 3.1.2.6) i izomeraz
endonadtlenkéw  prostaglandyn (E.C.  5.3.99.2,
5.3.99.3) [2, 4].

Glutation tworzy stabilne kompleksy z jonami nie-
ktérych metali (m.in. rteci, miedzi, srebra, cynku
i chromu). Prawdopodobnie wigze jony tych metali,
gdy dostang sie one do wnetrza komarki (przekazujac
je nastepnie metalotioneinie) [30] i gra role w ich
wydalaniu z zétcig [8].

Wewnatrzkomérkowe stezenia glutationu sg duzo
wyzsze od stezen cysteiny, glutation petni wiec funkcje
magazynu i formy transportowej tego aminokwasu.
Jest ona istotna dla wielu komorek, ktére nie posiadaja
mozliwosci biosyntezy cysteiny lub posiadaja ja
w ograniczonym zakresie [31].

Podwyzszenie stezenia glutationu w komdrkach
zwieksza, a jego obnizenie zmniejsza ich opornos¢ na
dziatanie promieniowania jonizujacego [32] i ultra-
fioletowego [33] hiperoksji, ozonu [34] i szeregu
ksenobiotyk6éw [2-5]. Obnizenie stezenia glutationu
w watrobie prowadzi do wzmozenia peroksydacji
lipidow w nastepstwie reperfuzji po niedotlenieniu
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narzadow [35] oraz ekspozycji na ksenobiotyki [36].
Niekorzystne skutki obnizenia stezenia glutationu
w komdrkach narazonych na stres oksydacyjny wyda-
ja sie by¢ uwarunkowane obnizeniem szybkosci dwu
istotnych reakcji detoksykacyjnych, w ktorych uczest-
niczy ten zwiazek: reakcji redukcji nadtlenkéw (katali-
zowanej przez peroksydaze glutationowg) oraz reakcji
sprzegania aldehydéw powstajagcych w procesie pe-
roksydacji lipidow (katalizowanej przez transferazy
glutationowe) [37, 38]. Ekspozycja na dziatanie tlenu
0 podwyzszonym cisnieniu parcjalnym powoduje pod-
wyzszenie poziomu GSH w ptucach szczuréw, co ma
znamiona reakcji adaptacyjnej [39].

Stwierdzono dodatnig korelacje pomiedzy ste-
zeniem glutationu w komoérkach nowotworowych
a opornoscig tych komdrek na chemioterapie i radio-
terapie [32, 40].

W komdrkach Chlorella wzrost stezenia GSH po-
przedza podziat jadra. W niektorych komorkach ssa-
kéw poziom GSH wzrasta po przejsciu z fazy Gtdo
fazy S. Wysuwane na tej podstawie sugestie o roli
glutationu w regulacji cyklu komérkowego [41] byly,
jak sie obecnie wydaje, zbyt pochopne — tym bardziej,
ze nie stwierdzono zmian stezenia GSH w cyklu
komérkowym komorek HelLa [42].

Oprécz powyzej wspomnianych, glutation petnié
moze specyficzne funkcje w réznych komdrkach i w
réznych organizmach. Wiasciwe stezenie tego zwigzku
niezbedne jest dla wigzania, internalizacji i degradacji
interleukin 2 i 4 przez limfocyty T [43]. Interesujace
jest stwierdzenie obnizenia stezenia glutationu w krwi
1w osoczu krwi 0s6b zarazonych wirusem HIV, cho¢
nie jest jasne, czy niedobor glutationu odgrywa role
w uposledzeniu funkcji komoérek ukitadu odpornos-
ciowego u tych chorych [43, 44].

Dla stutbi (Hydra vulgaris) GSH jest sygnatem
indukujagcym reakcje zerng (serie skoordynowanych
ruchéw polegajacych na chwytaniu ofiary i usmier-
caniu jej za pomocg nematocyst, a nastepnie kurczenie
sie czutek i rozchylanie sie otworu gebowego) [45].
Owady oporne na dichlorodifenylotrichloroetan
(DDT) posiadajg enzym inaktywujgcy insektycyd (de-
hydrochlorynaze DDT, E.C. 45.1.1). GSH jest ko-
substratem tego enzymu [46].

IV. Genetyczne zaburzenia metabolizmu
glutationu

Znane sgwrodzone niedobory syntetazy y-glutamy-
locysteinowej, syntetazy glutationowej, reduktazy glu-
tationowej, y-glutamylotranspeptydazy i 5-oksoproli-
nazy. Ich skutkiem jest obnizenie stezenia glutationu
w komaorkach. Nie zagraza ono zyciu, leczjego konsek-
wencjg sa: czeste infekcje, przyspieszone powstawanie
zaémy, anemia hemolityczna i uposledzenie umystowe
[47, 48]. Niedobdr y-glutamylotransferazy prowadzi
do podwyzszenia stezed GSH i GSSG w osoczu krwi
i wydalania glutationu w moczu [3-5]. U owiec
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wykryto dwa typy dziedzicznego niedoboru glutationu
w krwinkach czerwonych. Jeden jest uwarunkowany
defektem transportera aminokwaséw C, drugi za$
niedoborem syntetazy y-glutamylocysteinowej. W obu
przypadkach wrazliwos¢ erytrocytow na stres oksyda-
cyjny ulega podwyzszeniu [49].

Osoby dotkniete niedoborem reduktazy GSSG cier-
pig na wczesne wystepowanie zaémy. Podobny efekt
obserwowano u noworodk6éw myszy, ktérym podawa-
no inhibitor syntetazy y-glutamylocysteinowej, butio-
ninosulfoksyimine [50]. Genetycznie uwarunkowany
ostry niedobér syntetazy glutationowej prowadzi do
akumulacji w organizmie 5-oksoproliny, czego skut-
kiem jest zagrazajgca zyciu kwasica [3]. Nastepstwem
niedoboru dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej
(E.C. 1.1.1.49), pierwszego enzymu cyklu pentozofos-
foranowego, jest uposledzenie przemiany glukozy
w tym cyklu. Oznacza to ograniczenie wytwarzania
NADPH, ktérego stezenie limituje szybko$¢ redukcji
GSSG przez reduktaze glutationowg (Ryc. 3). Skutki
niewydolnosci cyklu pentozowego sg najbardziej do-
tkliwe dla komorek, w ktorych jest on jedynym
zrodtem NADPH. Komorkami takimi sg erytrocyty
i dlatego krwinki czerwone os6b dotknietych niedobo-
rem dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej sg bar-
dziej podatne na stres oksydacyjny. Moze on by¢
indukowany przez leki o dziataniu utleniajgcym lub
niektore sktadniki pozywienia (np. nasiona bobu) [51].
Niedobor peroksydazy glutationowej réwniez zwiek-
sza podatno$¢ komorek na stres oksydacyjny i prowa-
dzi¢ moze do anemii hemolitycznych [45].

W tym miejscu warto wspomniec, ze obnizenie ste-
zenia glutationu w komoérkach wystepuje rowniez jako
efekt wtorny w niektérych chorobach i zatruciach,
w ktérych wystepuje stres oksydacyjny (choroba Wil -
sona [52], zatrucie herbicydem bipirydylowym parak-
watem [53]). Podobna sytuacja ma miejsce w zatruciach
ksenobiotykami, w ktorych GSH zuzywany jest w reak-
cjach tworzenia koniugatéw z metabolitami tych kseno-
biotykéw (ostre zatrucie etanolem [54], zatrucie al-
koholem allilowym [55] i acetoaminofenem [56]).

V. Doswiadczalna modyfikacja poziomu
glutationu

Doswiadczalne modyfikacje stezenia glutationu
w komorkach jest istotne w badaniach roli biologicz-
nej tego zwigzku. Obnizenie stezenia GSH w komér-
kach mozna osiggna¢ poprzez utlenienie go do GSSG,
na przyktad przez podanie do $rodowiska, w ktérym
hodowane lub inkubowane sg komorki tagodnych
srodkow utleniajacych. Zwigzkami najczesciej stoso-
wanymi w tym celu sg: bis(N,N-dimetyloamid) kwasu
diazobenzenodikarboksylowego (diamid) i adriamycy-
na. Mozna tez postuzy¢ sie substancjami elektro-
filowymi, ktore sprzegane sg z GSH przez transferazy
glutationowe (np. dietylomaleinianem) [57]. Substan-
cje te moga jednak reagowa¢ w komdrce nie tylko
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z GSH, ale takze z biatkami, co utrudnia interpretacje
doswiadczen dotyczacych roli glutationu w badanych
zjawiskach. Ponadto, trwatemu obnizeniu poziomu
GSH przeciwdziata aktywnos¢ reduktazy glutationo-
wej. Skuteczniejsze jest poddawanie komaorek stresowi
oksydacyjnemu przy réwnoczesnym stosowaniu in-
hibitora reduktazy glutationowej, N,N'-bis(2-chloro-
etylo)-N-nitrozomocznika [58].

Znacznie lepszg metodg obnizenia stezenia glutatio-
nu zar6éwno invitro, jak i in vivo jest zablokowanie jego
syntezy za pomocg inhibitoréw syntetazy y-glutamylo-
cysteinowej, sposrdd ktorych najbardziej specyficznym
jest butioninosulfoksyimina (BSO). Podanie go in vitro
badZ in vivo prowadzi do obnizenia stezenia GSH
w komorkach czy organach zwierzat [4, 59]. Wydaje
sie jednak, ze zwigzek ten hamuje nie tylko syntetaze
y-glutamylocysteiny, jest bowiem réwniez inhibitorem
transportu cysteiny [60]. W niektérych sytuacjach
istotne jest zahamowanie aktywnosci y-glutamylo-
transpeptydazy, co mozna osiaggnac stosujac inhibitory
kompetycyjne: L-y-glutamylo(o-karboksy)fenylohyd-
razyne lub seryne plus boran, albo (czesciej) niekom-
petycyjny inhibitor enzymu, kwas L-(aS,5S)-a-amino-
-3-chloro-4,5-dihydro-5-izooksazolooctowy (acywicy-
ne, zwigzek AT-125) [3, 5, 61].

Wyniki dotychczasowych badan wskazujg, ze
obnizenie stezenia glutationu w komorkach nawet
0 30-70% zwykle nie prowadzi do widocznych nieko-
rzystnych nastepstw, jesli komorki nie sg narazone na
stres oksydacyjny. Jest to zrozumiate, gdyz wartosci
Kmwiekszosci enzymow, ktérych substratem jest GSH
sgq duzo nizsze od wewnatrzkomorkowych stezen tego
zwigzku. Umiarkowane zmniejszenie stezenia GSH nie
ma zatem istotnego wptywu na szybkosci katalizowa-
nych przez nie reakcji [2].

Podwyzszenie wewnatrzkomorkowego stezenia glu-
tationu mozna uzyskaé podajagc hodowanym kom@ar-
kom czy zwierzetom dosSwiadczalnym zwiekszone ilo-
§ci cysteiny, gdyz sposrod prekursoréw glutationu
aminokwas ten jest zwykle czynnikiem limitujacym
jego synteze. Szersze stosowanie tej metody ogranicza
jednak toksyczno$¢ nawet umiarkowanych dawek
cysteiny oraz szybkie utlenianie cysteiny przez tlen do
cystyny, stabo rozpuszczalnej w obojetnym pH [4, 5,
62]. Skuteczniejsze jest podawanie prekursorow cys-
teiny, takich jak L-oksotiazolidyno-4-karboksylan lub
N-acetylocysteiny [63].

Interesujgcym sposobem podwyzszenia stezenia
glutationu w komdrkach zardwno in vivo, jak i in vitro
jest podawanie monoestréw glutationu, otrzymywa-
nych w wyniku estryfikacji grupy karboksylowej glicy-
ny alkoholami. Estry alkoholowe GSH tatwo przeni-
kajg do komorek i hydrolizowane sg przez wewnatrz-
komoérkowe esterazy do glutationu i odpowiedniego
alkoholu. Optymalny jest ester etylowy ze wzgledu na
nizszg toksycznos¢ etanolu w poréwnaniu z innymi
alkoholami powstajacymi podczas hydrolizy [64],
Ester ten stosowano dla podwyzszenia stezenia gluta-

POSTEPY BIOCHEMII 39(1), 1993

tionu zarédwno w zawiesinach izolowanych komaérek
[65, 66], jak i w szeregu narzagdéw myszy (zwlaszcza
w watrobie i w nerce) po podaniu dootrzewnowym czy
nawet doustnym [65, 67, 68].

Obnizenie stezenia GSH w komérkach moze mieé
znaczenie terapeutyczne. Mozna w ten sposéb zwiek-
szy¢ podatno$¢ komorek nowotworowych na radio-
i chemioterapie. Mozliwe wydaje sie w pewnym stop-
niu selektywne obnizenie stezenia GSH w komorkach
nowotworowych, gdyz wiele z nich r6zni si¢ od koma-
rek prawidtowych pod wzgledem wydajnos$ci uktadéw
transportujgcych prekursory glutationu (np. cystyne)
lub aktywnosci y-glutamylotranspeptydazy [3,69-71].

Artykut otrzymano 11 grudnia 1992 r.
Zaakceptowano do druku 22 stycznia 1993 r.
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Analogi witamin D o dziataniu antyproliferacyjnym

Vitamin D analogues of antiproliferative activity

ANDRZEJ KUTNER*
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Wykaz stosowanych skrotéw: [,25-(OH)2D3 — 1,25-di-
hydroksywitamina D 3, 1,25-dihydroksycholecalciferol, hor-
mon witaminowy; la-OH-D3 — la-hydroksywitamina D 3;
25-OH-D3 — 25-hydroksywitamina D 3

I. Wstep

W dziedzinie badan nad zwigzkami steroidowymi
szczegblne zainteresowanie wzbudza od niedawna
grupa witamin D. Jednym z powod6w ponownego

* dr, Instytut Farmaceutyczny, ul. Rydygiera 8, 01-793
Warszawa
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zainteresowania tymi zwiazkami byto wykrycie ich
dziatania antyproliferacyjnego i rdznicujgcego ko-
morki biataczkowe invitro. Dziatanie antyproliferacyj-
ne analogéw witamin D, a w szczeg6lnosci jej gtownej
formy aktywnej, tzw. hormonu witaminowego, przeja-
wito sie rdwniez w skutecznym hamowaniu nadmier-
nego namnazania sie komdrek naskdrka w pewnych
odmianach tuszczycy. W odréznieniu od szeregu in-
nych zwigzkéw o dziataniu cytostatycznym, dziatanie
aktywnych analogéw hormonu witaminowego na ko-
morki dotkniete wczesnymi zmianami chorobowymi
ma charakter niedestrukcyjny. W miejsce niszczenia
chorych komorek pewne analogi hormonu witamino-
wego stymulujg ich przeksztatcenie sie w kierunku
komérek normalnych. Z uwagi na nowe wilasnosci
biologiczne i potencjalne zastosowania terapeutyczne
w onkologii i dermatologii grupa witamin D stata sie
w ostatnich latach przedmiotem interdyscyplinarnych
badan w dziedzinie chemii medycznej, biochemii i bio-
logii molekularne;j.

Il. Dziatanie roznicujace i antyproliferacyjne
witamin D a efekt wapniowy

Od poczatku lat osiemdziesigtych nastapit ponowny
wzrost zainteresowania grupg zwigzkéw sekosteroido-
wych okre$lanych wspo6lng nazwg witamin D. Jednym
z gtéwnych czynnikéw inicjujagcych podjecie nowych
interdyscyplinarnych badan w tej dziedzinie byto wy-
krycie dziatania réznicujgcego gtéwnej formy aktyw-
nej witaminy D3, tzn. 1,25-dihydroksycholecalcife-
-rolu [I,25-(OH)2D 3].

Tego przetomowego odkrycia dokonata grupa
badaczy japonskich z Uniwersytetu w Tokio kie-
rowana przez Tatsuo Suda. Stwierdzono, ze
1,25-(OH)2D 3 stymuluje réznicowanie sie komorek
promielocytarnych u myszy M1 w kierunku ich form
dojrzatych typu monocytéw [1]. Wkrétce okazato sie
réwniez, ze ten sam zwigzek dziata stymulujgco na
réznicowanie sie ludzkich komorek promielocytar-
nych do monocytéw w kulturze komoérkowej [2], przy
jednoczesnym korzystnym hamowaniu ich proliferacji.
Badania wykonano przy uzyciu linii komdrkowej
HL-60 [3], wyprowadzonej od pacjentow z chroniczna
biataczka szpikowa. Stezenie hormonu witaminowego
w hodowli komdrkowej, konieczne do wywotania
efektu roznicowania, byto jednakze o rzad wielkoSci
wyzsze od fizjologicznego.
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Giéwna aktywnos$¢ biologiczna hormonu witami-
nowego, okreslana mianem dziatania wapniowego,
polega na utrzymaniu homeostazy wapniowo-fosforo-
wej w organizmie poprzez jelitowe wchianianie wap-
nia, uruchamianie wapnia z kosci oraz absorpcje
wapnia w nerkach. Z uwagi na silne dziatanie wap-
niowe [4] hormonu witaminowego w organizmie,
podwyzszenie jego stezenia powyzej poziomu fizjo-
logicznego spowodowatoby przede wszystkim gwal-
towny niekorzystny efekt wapniowy (hiperkalcemia,
hiperkalciuria, kalcyfikacja tkanek miekkich, etc.),
a dopiero pézniej ewentualne dziatanie réznicujace.
Byto wiec oczywiste, ze hormon witaminowy, w swojej
naturalnej postaci, moze mie¢ jedynie ograniczone
zastosowanie w terapii przeciwnowotworowej.

Odkrycia badaczy japonskich staty sie jednak im-
pulsem do szerokiego zainteresowania grupg witamin
D jako zrédtem potencjalnych srodkdw przeciwnowo-
tworowych.

Poczatkowo przypuszczano, ze moze istnie¢ inny
zwigzek z licznej grupy aktywnych biologicznie natu-
ralnych form witamin D [5], ktéry wykaze podobne
dziatanie w nizszym stezeniu, a tym samym stanie sie
uzyteczny terapeutycznie. Okazato sie jednak, ze tego
typu profil aktywno$ci biologicznej wykazaty niektére
syntetyczne analogi witamin.

W potowie lat osiemdziesigtych dokonano przypad-
kowo odkrycia drugiej formy dziatania antyprolifera-
cyjnego witamin D. S. Morimoto z Uniwersytetu
w Osace zauwazyt [6], ze u pacjenta leczonego na
osteoporoze za pomocg la-hydroksycholecalciferolu
(la-OH-D3) ustgpity zmiany tuszczycowe, polegajace
na nadmiernej proliferacji komérek naskdrka i ich
zahamowanym réznicowaniu sie [7]. Podobne obser-
wacje poczyniono w tym samym czasie dla kultury
ludzkich fibroblastow [8]. Obserwacja Morimoto
zostata nastepnie potwierdzona [9] w rozszerzonych
badaniach. Ponadto stwierdzono, ze skuteczne dziata-
nie  przeciwluszczycowe  wykazuje nie  tylko
la-OH-D 3, tzn. syntetyczny prekursor hormonu wita-
minowego, ale i sam hormon [10]. Skuteczne dziatanie
obu witamin wigzato sie¢ jednak z wystepowaniem
istotnego, chociaz w wielu przypadkach odwracal-
nego, niekorzystnego efektu wapniowego [11].

Jednym z gtéwnych celéw badah w dziedzinie
witamin D stato sie wiec uzyskanie korzystnego zr6z-
nicowania witasnosci biologicznych hormonu witami-
nowego metodg selektywnych modyfikacji chemicz-
nych jego struktury. Badania te zmierzaty w kierunku
otrzymania syntetycznego analogu hormonu witami-
nowego o0 korzystnie obnizonym gtéwnym dziataniu
wapniowym przy zachowanym lub wzmocnionym
dziataniu antyproliferacyjnym. Dopiero cztery lata p6-
Ziej uzyskano potwierdzenie hipotezy, ze takie zmody-
fikowanie wiasnosci biologicznych tej samej substancji
czynnej jest w ogble mozliwe [12]. W wyniku kolej-
nych trzech lat intensywnych badan uzyskano efekt
biologiczny bardzojuz zblizony do zamierzonego [13].
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W ten sposdb grupa witamin D stata sie fascynuja-
cym obiektem prac chemicznych, opartych i stymulo-
wanych przez kolejne wyniki badan biologicznych,
zmierzajacych do otrzymania zwigzkow syntetycznych
o zaplanowanym profilu aktywnosci.

I11. Aktywacja i biosynteza witamin D

Z punktu widzenia dalszych rozwazan wydaje sie
konieczne przeSledzenie gtownych drog aktywacji wi-
tamin D w organizmie oraz zasadniczych etapow jej
biosyntezy.

Podobniejak inne witaminy z grupy D, witamina D 3
w swej pierwotnej postaci nie jest aktywna biologicz-
nie. Dopiero w wyniku dwustopniowej aktywacji w or-
ganizmie powstaje jej gtdwna forma aktywna. Pierw-
szy stopien aktywacji nastepuje w mikrosomach ko-
morek watroby [14] i prowadzi do wytworzenia
25-hydroksywitaminy D 3 (25-OH-D3). W wyniku ko-
lejnej hydroksylacji w mitochondriach komorek kana-
likowych nerek [15] powstaje 1a,25-dihydroksywita-
mina D 3[l,25-(OH)2D 3], uwazana obecnie za gtéwna
aktywng forme witaminy.

N,

o™ o™

1,25-dihydroksywitamina D3
1,25-(0H)2D3

e

witamina D3 25-hydroksywitamina
D3 25-0H-Dj

N

1o™ 'OH

la-hydroksywitamina Dj
lor-OH-D3

Ryc. 1. Aktywujaca hydroksylacja witaminy D 3 w organizmie.

Jej zasadnicze dziatanie biologiczne wyraza sie
w wyniku oddziatywania kompleksu receptorowo-wi-
taminowego z regionem regulacyjnym DNA iurucho-
mienia transkrypcji genéw odpowiedzialnych za kodo-
wanie biatek zwigzanych z transportem wapnia i fos-
foru [16]. Tak wiec ma ona z definicji dziatanie
hormonalne i stad la,25-dihydroksywitamina D 3jest
nazywana hormonem witaminowym. Dziatanie tego
hormonu polega na utrzymaniu homeostazy wap-
niowo-fosforowej poprzez stymulowanie wchianiania
wapnia i fosforu w jelitach, mineralizacji i uruchamia-
nia wapnia z kosci oraz reabsorpcji wapnia w nerkach
[17]. Niedawne wykrycie receptora hormonu witami-
nowego w jadrach komérkowych szeregu organdéw
[18] uwazanych dotychczas za niezwigzane z dziala-
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niem biologicznym witaminy moze sugerowac, ze
dziatanie biologiczne witaminy D jest znacznie bar-
dziej rozlegte od dotychczas poznanego. Istotnym dla
obecnego kierunku badan okazato sie wykrycie wy-
stepowania receptora hormonu witaminowego w wie-
lu liniach komérek i guzow nowotworowych [19].

Istniejg jednak dwa zasadnicze czynniki ogranicza-
jace ewentualne stosowanie terapeutyczne hormonu
witaminowego w jego naturalnej postaci. Jednym
z nich jest, wspomniane poprzednio, wyzsze od fizjo-
logicznego stezenie hormonu witaminowego, koniecz-
ne do wywotania efektu réznicowania sie komorek
nowotworowych. Drugi to odwracalno$¢ dziatania
réznicujacego, ktore trwa tak diugo, jak dtugo poda-
wany jest hormon.

Przedstawione na schemacie aktywne metabolity
oraz syntetyczny analog witaminy D3 sg réwniez
stosowane w licznych schorzeniach zwigzanych z za-
ktoceniem procesu aktywacji witaminy D3 do jej formy
hormonalnej lub obnizonym poziomem tej postaci
witaminy w organizmie. Wszystkie te zwigzki sg obec-
nie wytwarzane w Instytucie Farmaceutycznym jako
substancje stanowigce sktadniki czynne lekow.

Procesom aktywacji w peini analogicznym do
przedstawionych na schemacie ulega réwniez witami-
na D 2, stosowana wraz ze swymi aktywnymi metaboli-
tami na kontynencie amerykanskim, w miejsce witami-
ny D3 preferowanej od lat w Europie.

Biogenetycznie, witamina D3 wywodzi sie z chole-
sterolu. Jego metabolit, 7-dehydrocholesterol, ulega
w skorze, pod dziataniem promieni ultrafioletowych,
serii skomplikowanych przemian fotochemicznych
oraz izomeryzacji termicznej prowadzgcej do wytwo-
rzenia uktadu (5Z,7E)-9,10-sekosteroidowego stano-
wigcego podstawe struktury witamin D.

Ryc. 2. Biosynteza witaminy D,. 35 e

cholesterol witamina D,

7-dehydrocholesterol

Syntetyczne metody transformacji analogu 7-
-dehydrocholesterolu do odpowiedniego syntonu wi-
taminowego (gtéwnego fragmentu czgsteczki witami-
ny) opisano w dalszej czesci pracy.

IV. Kierunki modyfikacji hormonu
witaminowego

Modyfikacje hormonu witaminowego, zmierzajgce
do uzyskania zréznicowania jego aktywnosci, objety
stopniowo wszystkie gtéwne elementy strukturalne
jego czasteczki. Poczatkowe préby syntetyczne kon-
centrowaly sie wokoét chaiakterystycznego dla witamin
uktadu trienowego oraz typowego dla hormonu wita-
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minowego uktadu (1R,3S) grup hydroksylowych. Roz-
legta grupe modyfikacji chemicznych stanowig analogi
syntetyczne, zwigzane rdwniez z badaniami drég meta-
bolizmu witaminy D, a zawierajace dodatkowe grupy
hydroksylowe, gtownie w tafcuchu bocznym. Silnie
eksplorowana, szczegllnie przez o$rodki japonskie,
jest grupa analogéw fluorowych. Przedmiotem licz-
nych prac syntetycznych sg rowniez analogi, w ktorych
jeden z atomoéw wegla taricucha bocznego, lub ostat-
nio, pierscienia cykloheksanowego, jest zastapiony
atomem tlenu.

1V-1. Modyfikacje uktadu trienowego i grup
hydroksylowych

Otrzymano i zbadano [14] wszystkie mozliwe izo-
mery naturalnego uktadu 1S,3R,5Z pierScienia Ai po-
dwojnego wigzania przy C-5 uktadu trienowego. Oka-
zato sig, ze jakiekolwiek modyfikacje tego fragmentu
czasteczki witaminy prowadzg do obnizenia aktywno-
§ci wigzania sie analogu z receptorem hormonu wita-
minowego [20]. Szczegdlnie istotna okazata sie kon-
figuracja grupy hydroksylowej przy C-I. Jej inwersja
prowadzi do drastycznego obnizenia aktywnos$ci wig-
zania o trzy rzedy wielkosci.

IV-2. Dodatkowe hydroksylacje

Wprowadzenie dodatkowej grupy hydroksylowej
do tancucha bocznego hormonu witaminowego, ana-
logicznie do deaktywujacej hydroksylacji w procesie
metabolizmu witaminy D, powoduje zwykle kilka-
krotne obnizenie aktywnos$ci analogu w badaniach na
linii komdrkowej HL-60. | tak, (IS,24R)-1,24,25-tri-
hydroksywitamina D 3jest czterokrotnie mniej aktyw-
na od hormonu witaminowego [21-23]. Natomiast
zmiana potozenia grupy hydroksylowej z C-25 do
C-24R nie powoduje obnizenia aktywnos$ci analogu
[23]. Okazato sie jednak, ze istotne znaczenie ma
konfiguracja grupy hydroksylowej przy C-24. Aktyw-
no$¢ 24S epimeru jest o potowe nizsza od hormonu
witaminowego [23].

1V-3. Analogi fluorowe

W grupie fluorowych analogéw hormonu witamino-
wego szczegOlnie interesujace okazaty sie pochodne
zawierajgce podstawniki trifluorometylowe przy ter-
minalnym atomie wegla tancucha bocznego [24].
Zwigzki te okazaty sie blisko dziesieciokrotnie bardziej
aktywne w hamowaniu proliferacji i indukowaniu
réznicowania komorek linii HL-60 niz hormon wita-
minowy [25]. Jednakze aktywno$¢ wapniowa tych
analogow jest rdwniez Kkilkakrotnie wyzsza od
wyjsciowego hormonu. Ponadto niektére z tych analo-
géw wykazujg przedtuzone dziatanie w podwyzszaniu
stezenia wapnia i fosforu w surowicy krwi [25].
Wydaje sie wiec, ze potencjalne zastosowania tych
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zwigzkow lezg raczej w grupie aktywnych stymulato-
row wapniowych niz czynnikéw przeciwnowotworo-
wych [26].

IV-4. Analogi tlenowe

Niedawno otrzymano dwa analogi hormonu wita-
minowego zawierajgce atom tlenu w strukturze szkie-
letu taricucha bocznego [27, 28]. We wstepnych bada-
niach biologicznych oba analogi wykazujg wyzsza
w stosunku do hormonu witaminowego aktywnos$é
w uktadzie modelowym HL-60 [27,28] oraz korzystny
brak aktywnosci w jednym z testéw wapniowych,
jakim jest badanie uruchamiania wapnia z kosci [28].
Petne wyniki badarn aktywnosci biologicznej tych
analogbéw nie zostaty jeszcze opublikowane.

1V-5. Modyfikacje szkieletu weglowego tancucha
bocznego

W celu ustalenia struktury chemicznej nowego me-
tabolitu (24R)-25-hydroksywitaminy D2 zsyntetyzo-
wano dwa nowe analogi hormonu witaminowego
o ‘fancuchu bocznym przedtuzonym przy C-24
(24-homo) lub C-26 oraz ich C-22 nienasycone od-
powiedniki [29]. Jeden z nich, 1,25-dihydroksy-22-
-dehydro-26-homowitamina D 3, okazat sie identyczny
z produktem naturalnym [30]. Natomiast 24-homo-
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i 26-homoanalogi wykazaty w testach na linii komor-
kowej HL-60 dziesieciokrotnie wyzszg aktywnos$¢ od
hormonu witaminowego [31]. W badaniach in vivo
oba analogi wykazaty podobng do hormonu witami-
nowego aktywnos$¢ w stymulowaniu transportu wap-
nia w jelitach. W badaniach uruchamiania wapnia
z kosci 24-homoanalog okazat sie mniej aktywny,
natomiast 26-homoanalog bardziej aktywny od hor-
monu witaminowego [31]. 26,27-dihomoanalog oraz
seria analogéw [32, 33] o rozbudowanych podstaw-
nikach alkilowych przy C-25 wykazata takg samg jak
hormon witaminowy lub obnizong aktywno$¢ na
modelu HL-60.

Analogi o skréconym #tanicuchu bocznym [34] wy-
kazaty rowniez korzystne obnizenie aktywnosci wap-
niowej. Zwigzane byto z tym jednak znaczne obnizenie
aktywnosci w testach na modelu HL-60 [15, 34].
Usuniecie kazdego kolejnego atomu wegla w taricuchu
bocznym powoduje dalszy spadek aktywnos$ci anty-
proliferacyjnej o blisko jeden rzad wielkosci [23].

V. Projektowanie struktury nowych analogow
hormonu witaminowego

Analiza opisanych w punkcie 1V modyfikacji struk-
turalnych i odpowiadajacych im zmian wiasnosci
biologicznych [32, 33] wykazuje, ze gtdwng dziedzing
poszukiwania nowych analogéw o korzystnie zrdz-

IR
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OH

r=c0j CH3
R=CHt OH
R=CHt OTs
R=CHO

Ryc. 3. Nowa strategia syntezy analogéw
witamin D zmodyfikowanych
w tancuchu bocznym — analiza
retrosyntetyczna. 1, 2 — Dihomo-
analogi hormonalnej formy wita-
miny D 3,3 — analog hormonalnej
formy witaminy D 2.
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nicowanej aktywno$ci moze by¢é grupa zwigzkow
0 rozbudowanym szkielecie weglowym fancucha
bocznego.

Na tej podstawie opracowano struktury nowych
analogéw hormonu witaminowego (Ryc. 3, zwigzki
1i2)

Nowe analogi zaprojektowano w celu zbadania
konsekwencji biologicznych dalszego rozbudowania
tancucha bocznego oraz w celu uzyskania petnego
rozdzielenia dziatania wapniowego i roznicujgcego
hormonu witaminowego.

Zgodnie z tym projektem tancuch boczny nowych
zwigzkow jest powiekszony o dwa dodatkowe atomy
wegla dotaczone do podstawowej struktury hormonu
witaminowego na dwa r6zne sposoby: alifatyczny
(analog 1) oraz alicykliczny (analog 2). Zwiazki 1i? sa
analogami witaminy D 3. Odpowiadajace im zwigzki,
zawierajgce dodatkowe wigzanie podwdéjne przy C-22
oraz zwigzek 3 (Ryc. 3) sa analogami hormonalnej
formy witaminy D 2. Pochodna cyklopentanowa ? jest
pierwszym analogiem hormonu witaminowego zawie-
rajagcym pierscieri alicykliczny w tancuchu bocznym.
W dalszych planach przewidywano synteze analogéw
zawierajacych dodatkowe atomy wegla wprowadzone
zaréwno pomiedzy atomami wegla C-22 i C-25 jak
i dotgczone do terminalnych atomow wegla C-26 i/lub
C-27, a takze analogi zawierajagce w fancuchu bocznym
dodatkowe centra chiralne. Wydawato sie wiec celowe
opracowanie metody syntezy prowadzacej do otrzy-
mania nie tylko analogéw 1-3, lecz takze pozwalajacej
na dogodne konstruowanie dalszych analogéw wita-
min z serii 0 3 i D ? zmodyfikowanych w tafAcuchu
bocznym [35].

VI. Strategia syntezy analogéw hormonu
witaminowego zmodyfikowanych
w tancuchu bocznym

Analiza retrosyntetyczna wskazywata na nowe
struktury typu 4-1 (Ryc. 3)jako syntony witaminowe
dogodne do konstruowania opisanych wyzej nowych
analogéw. Tworzenie uktadu trienowego z prekur-
soréw steroidowych oraz stereoselektywng hydroksy-
lacje przy C-I, tzn. procesy stanowigce zwykle kon-
cowy fragment syntezy analogéw witamin, zostaty tu
przesuniete na poczatek syntezy. Strategia ta elimino-
wata konieczno$¢ powtarzania obu tych zmudnych
i niskowydajnych kilkuetapowych procedur w syntezie
kazdego kolejnego analogu. Stwarzata jednak szereg
nowych problemoéw syntetycznych i preparatywnych.
Najwazniejsze z nich wynikaty z koniecznosci prowa-
dzenia dalszej czesci syntezy (tzn. dotgczenia tancucha
bocznego i usuniecia grup aktywujgcych izabezpiecza-
jacych) przy uzyciu zwykle nietrwatych i wrazliwych na
szereg czynnikéw zwigzkoéw witaminowych.

Nowe zagadnienia syntetyczne wigzaty sie z opraco-
waniem metody tworzenia funkcji aldehydowej przy
C-22. Istotnym problemem stereochemicznym, wyma-
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gajacym doswiadczalnej weryfikacji, byta retencja
konfiguracji na atomie wegla C-20 w procesie fgczenia
syntonéw witaminowych z fragmentami tancuchéw
bocznych oraz geometria tworzacego sie podwdjnego
wigzania przy C-22. Z grupy potencjalnych substratow
do syntezy syntonéw witaminowych 4-1 wybrano
zwiazek steroidowy, pochodng kwasu 22,23-dinorcho-
lanowego (8, (Ryc. 3). Gtowny synton witaminowy,
jakim jest C-22 alkohol 5 otrzymano [35, 36] wedtug
klasycznego schematu syntezy witamin z odpowied-
nich prekursoréw steroidowych. Aldehyd [, stanowia-
cy produkt wyjsciowy do syntezy C-22 nienasyconych
analogow otrzymano dwoma metodami [35-38]. Fra-
gmenty tafcuchéw bocznych nowych analogéw otrzy-
mano znanymi metodami z dostepnych handlowo
surowcéw. We wszystkich przypadkach uzyto grupy
sulfonowej do stabilizowania karboanionéw wytwo-
rzonych w procesach sprzegania tych fragmentéw
z odpowiednimi syntonami witaminowymi. Kluczo-
wym etapem syntezy jest tgczenie syntonu witamino-
wego § lub | z odpowiednim fragmentem tafcucha
bocznego. W ten sposob, metodg alkilowania od-
powiedniego deprotonowanego sulfonu tancucha bo-
cznego za pomocg tosylanu witaminowego 6 otrzyma-
no, po usunieciu grup aktywujacych i zabezpieczaja-
cych, analog 1 lub 2. Kondensacja aldehydu | z od-
powiednim chiralnym sulfonem fragmentu tancucha
bocznego doprowadzita do otrzymania analogu
3 o pozadanej geometrii trans olefiny przy C-22. W ten
spos6b wykazano réwniez mozliwo$é tatwego wy-
tworzenia nowg metodg preparatywnych ilosci otrzy-
manego wczesniej inng metoda [39] analogu witaminy
D 2.W sposéb zblizony do opisanego wyzej otrzymano
réwniez analog zwiazku 1 [40] zawierajagcy dodatkowe
wigzanie podwdjne przy C-22.

VIl. Synteza dihomoanalogow witaminy D 2

W poprzednich badaniach [40] stwierdzono, ze
obecno$¢ dodatkowego wigzania podwdjnego w tan-
cuchu bocznym witamin D przy C-22, tzn. w potozeniu
typowym dla witaminy D 2, nie zmienia w istotny
sposéb profilu aktywnosci antyproliferacyjnej analo-
gu. Pdzniejsze prace [44] wykazaty jednak udziat tego
wigzania podwojnego w deaktywujacym metabolizmie
niektorych syntetycznych analogéw witamin 0. Wy-
dawato sie wiec celowe dokladne zbadanie wpltywu
tego elementu strukturalnego na aktywnos$¢ hiologicz-
ng analogu. W tym celu zaprojektowano struktury
nowych analogéw §-11 (Ryc. 4), w ktérych wspo-
mniane wigzanie podwdjne zostato formalnie przesu-
niete z naturalnego potozenia przy C-22 do potozenia
przy C-24. W ten sposob zwigzki 10 i Il stanowig
rowniez pierwsze analogi witaminy D ! o przedtuzo-
nym tancuchu bocznym [45]. W projektowaniu syn-
tezy analogéw 9-11 dokonano dalszej modyfikacji
opisanej powyzej strategii syntezy. W miejsce stosowa-
nego poprzednio syntonu witaminowego C22 zastoso-
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wany zostat nowy synton witaminowy C24. Synton ten
zostat otrzymany [45] z naturalnego (C24) hiodezo-
ksycholanu metylu. Poprzedni synton C22 otrzymano
z kwasu 22,23-dinorcholanowego (8, (Ryc. 3), po-
wstatlego w wyniku usuniecia dwdch terminalnych
atoméw wegla z czasteczki kwasu cholanowego na
drodze dwukrotnej oksydatywnej dekarboksylacji.
Synton ten stwarzal mozliwosci syntezy analogéw
zaréwno o skréconym jak i przedtuzonym tancuchu
bocznym. Po wykryciu szczeg6lnie korzystnych wias-
nosci tej drugiej grupy analogbéw, wydaje si¢ znacznie
dogodniejsze stosowanie nowego syntonu C24.

VIIl. Wspoétbiezna metoda syntezy analogéw
witamin D2i D3

Z uwagi na wzrastajace zainteresowanie analogami
zarbwno z serii witaminy D3 jak i D2 opracowano
réwniez metode pozwalajacg na dogodne otrzymanie
obu serii analogow witaminowych z tych samych
zwigzkow posrednich [46]. W syntezie wykorzystano
nowy synton witaminowy C 22, w ktorym ukitad trieno-
wy zostat zabezpieczony w formie adduktu Diel-
sa-Aldera. Synton ten zostat zaprojektowany w celu
uzyskania mozliwosci doktadnego zbadania przebiegu
gtéwnego etapu syntezy analogdw witamin D. Etap
ten, jak wspomniano w czesci VI, polega na konden-
sacji syntonu witaminowego z fragmentem tancucha
bocznego w reakcji olefinowania metodg Julia. Meto-
da ta jest czesto stosowana w reakcjach tgczenia
fragmentow strukturalnych w wielu grupach zwigz-
kéw naturalnych. Jednakze dotychczas mieszanina
P-hydroksysulfonoéw, powstajacych jako zwigzki po-
Srednie w reakcji Julia, nie byla rozdzielana, lecz
poddawana w catosci kolejnej reakcji dehydro-
ksy-desulfonylowania. Dzieki uzyciu nowego syntonu
witaminowego [46] okazato sie po raz pierwszy moz-
liwe rozdzielenie i identyfikacja wszystkich czterech
izomerycznych (3-hydroksysulfonéw. Z kolei rozdziele-
nie P-hydroksysulfonéw pozwolito na zastosowanie
metody rodnikowej dehydroksylacji Bartona do
usuniecia grupy hydroksylowej przy C-22 z utworze-
niem odpowiedniego analogu witaminy D 3.

IX. Aktywnos¢ biologiczna nowych analogéw
hormonu witaminowego

Duzym zaskoczeniem byty wyniki badan aktywno-
éci biologicznej nowych analogéw 1 i 2 (Ryc. 3).

Nastagpito bowiem znacznie bardziej korzystne niz
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oczekiwano zréznicowanie aktywnos$ci biologicznej
[40, 41]. Oba analogi wykazaty wyzszag od hormonu
witaminowego aktywno$é w stymulowaniu réznico-
wania i hamowaniu proliferacji komdérek nowotworo-
wych linii HL-60.

Zbadany dotychczas najbardziej szczegbétowo [42]
analog 1 okazal sie pie¢ do dziesieciu razy bardziej
aktywny od hormonu witaminowego w indukowaniu
réznicowania komaérek linii HL-60 w hodowli komér-
kowej [40]. Stwierdzono nie tylko korzystne obnize-
nie, ale calkowity zanik niektdrych form aktywnosci
wapniowej tego analogu. Wykazywat on [40] cal-
kowity brak aktywnosci w procesie mineralizacji kosci
oraz ponad dziesieciokrotnie nizsza od hormonu wita-
minowego aktywno$¢ w stymulowaniu transportu
wapnia w jelitach i uruchamianiu wapnia z kosci.
Tak wiec stwierdzono, ze analog 1 wykazuje typ
aktywnosci wiasciwy dla projektowanego srodka prze-
ciwbiataczkowego. Jednoczesnie okazato sieg, ze aktyw-
no$¢ wigzania sie analogu z receptorem, uwazana
dotychczas za miare jego aktywnosci biologicznej
i podstawe wstepnej selekcji syntetycznych analogow,
nie wykazuje Scistej korelacji z aktywnoscig anty-
proliferacyjng analogu [40].

Wyniki badan aktywnosci analogu 1 zostaty réw-
niez potwierdzone przez innych autoréw, ktorzy otrzy-
mali pdzniej ten sam zwigzek inng metodg [43].
Ostatnio analog | stat sie pewnego rodzaju standar-
dem przy okres$laniu aktywnos$ci analogéw hormonu
witaminowego [42]. Analog ! wykazywat zaréwno
wysoka aktywno$¢ antyproliferacyjng jak i wapniowg
[41]. Okazat sie blisko pieciokrotnie bardziej aktywny
od hormonu witaminowego w indukowaniu réznico-
wania sie komorek biataczkowych. Jego aktywnos$é
w stymulowaniu jelitowego transportu wapnia byta
zblizona do aktywnosci hormonu witaminowego, na-
tomiast analog ten byt bardziej aktywny w uruchamia-
niu wapnia z kosci. Ze wzgledu na szczego6lny profil
aktywnosci analog 2 moze znalez¢ zastosowanie jako
czynnik regulujagcy poziom wapnia.

Okreslenie profilu aktywnosci analogéw 9-11 znaj-
duje sie we wstepnej fazie badan biochemicznych.
Oczekuje sie szczego6lnie korzystnych wiasnosci analo-
géw 10 i 11, z uwagi na stwierdzone niedawno
ogélnie stabsze dziatanie toksyczne analogéw witami-
ny D2 w poréwnaniu do odpowiednich analogéw
witaminy D 3.

Artykut otrzymano 18 listopada 1992 r.
Zaakceptowano do druku 29 grudnia 1992 r.
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Analogi witamin D do fotoznakowania biatka
transportujacego i receptora hormonu witaminowego

Photoactivable analogues of vitamin D for labeling of serum
binding protein and vitamin D receptor

ANDRZEJ KUTNER*
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vitamin D
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Wykaz stosowanych skrétéw: 1,25-(OH)2D 3 — 1,25-dihyd-
roksywitamina D 3, 1,25-dihydroksycholecalciferol, hormon
witaminowy; 25-OH-D3— 25-hydroksywitamina D 3; DBP
— vitamin D binding protein, biatko transportujace
25-OH-D3; VDR — vitamin D receptor, receptor
1,25-(OH)2D 3; HPLC — high-performance liquid chroma-
tography, wysokosprawna chromatografia cieczowa; FT-IR
— Fourier transformed infra red, spektrometria w podczer-
wieni z transformacjg Fouriera

. Wstep

Metoda fotoznakowania makromolekut jest ostat-
nio coraz czesciej stosowana w badaniach struktural-
nych biatek biorgcych udziat w transporcie zwigzkéw
aktywnych w organizmie oraz w badaniach funkc-
jonowania szeregu enzymow [1-3]. Metoda ta wyko-
rzystuje wysoce specyficzne wigzanie sie aktywnych
biologicznie ligandéw z czasteczkami odpowiednich

* dr, Instytut Farmaceutyczny, ul. Rydygiera 8, 01-793
Warszawa
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biatek. Istota metody polega na wytworzeniu dodat-
kowego trwatego wigzania pomiedzy biatkiem i ligan-
dem, w miejsce normalnie istniejacych wigzan od-
wracalnych, metodg aktywacji ligandu promieniowa-
niem ultrafioletowym. W ten sposdb ligand, uzyty
w formie znaczonej izotopowo, moze stuzy¢ do ozna-
kowania wybranego biatka. Utfatwia to m.in. iden-
tyfikacje biatka w ztozonych mieszaninach oraz sledze-
nie procesOw jego oczyszczania i iloSciowego oznacza-
nia. Metoda fotoznakowania jest szczeg6lnie przydat-
na w badaniach tzw. miejsc aktywnych biatek, w kt6-
rych nastepuje ich wigzanie sie z ligandem.

Metodg fotoznakowania zidentyfikowano i czes-
ciowo scharakteryzowano biatka wigzace r6zne klasy
zwigzkéw steroidowych, takich jak kwasy zo6tciowe
[4], glukokortykoidy [5], progesterony [6]. Do czasu
wykonania opisanych nizej badan metoda ta nie byfa
stosowana dla biatek bioracych udziat w transporcie
i dziataniu witamin D [7-9].

Il. Fotoznakowanie biatek zwigzanych z dzia-
taniem witamin D — koncepcja ogdlna

Dotychczas wyizolowano dwa biatka zwigzane
z funkcjonowaniem witaminy D w organizmie [10]:
— biatko transportujace (vitamin D binding protein,
DBP [11]), odpowiedzialne za rozprowadzanie
witaminy D w organizmie

— receptor witaminy D (vitamin D receptor, VDR
[16]), bioracy udziat w dziataniu hormonalnym
witaminy D.

Sposrdd metabolitéw witaminy D najwieksze powi-
nowactwo wigzania sie z DBP wykazuje 25-OH-D3
a z receptorem 1,25-(OH)2D 3 [1]. Z tego powodu do
fotooznakowania DBP uzyto fotoanalog 25-OH-D3
a do fotooznakowania receptora fotoanalog hormonu
witaminowego.

Zbadano juz szereg podstawowych wiasnosci fizy-
kochemicznych i strukturalnych DBP ireceptora [10],
jednakze nadal nie jest poznany mechanizm tworzenia
kompleksu biatkowego z ligandem witaminowym oraz
umiejscowienie i struktura miejsca lub miejsc aktyw-
nych tych biatek.
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Fotoznakowanie biatka jest procesem wieloetapo-
wym. Pierwszy etap polega na syntezie chemicznej
fotoanalogu witaminy D (D-P) zawierajgcego grupe
ulegajacg fotoaktywacji (P). Nastepnie wytworzony
fotoanalog poddaje sie wigzaniu z odpowiednim biat-
kiem (B) i usuwa nieskompleksowany ligand witami-
nowy (D-P). Kolejne naswietlenie otrzymanego kom-
pleksu (B-D-P) promieniowaniem ultrafioletowym
(UV) prowadzi do wytworzenia dodatkowego wigza-
nia i trwatego potaczenia analogu witaminy D (D-P)
z odpowiednim biatkiem (B).

Jezeli fotoanalog (D-P) jest dodatkowo oznaczony
izotopowo to w rezultacie procesu fotoznakowania
dokonuje sie trwate oznakowanie izotopowe biatka
transportujgcego witamine D lub receptora witaminy
D (B). Proces ten ma charakter silnie selektywny
z uwagi na specyficzne wigzanie witamin D i ich
pochodnych z odpowiednimi biatkami.

o] +®

synteza

=== e|Bi(B)

wigzanie

S Y 2 s D@

Ryc. 1. Schemat metody fotoznakowania biatka zwigzanego z dzia-
taniem witaminy D.
D — czasteczka witaminy D; P — grupa ulegajaca fotoak-
tywacji; D-P — fotoanalog witaminy D; B — biatko
zwigzane z dziataniem witaminy D; B-D-P — kompleks
fotoanalogu witaminy D z odpowiednim biatkiem.

naswietlanie

I1l. Projektowanie fotoanalogéw witamin D

Efektywny przebieg procesu fotoznakowania stwa-
rza szereg wymagan dotyczacych syntezy fotoanalogu
D-P oraz jego wilasnosci. Z tego wzgledu synteze
fotoanalogu D-P zaplanowano w taki sposob, aby byta
ona mozliwa do wykonania przy uzyciu znaczonej
izotopowo wyjsciowej witaminy D. Celem byto opra-
cowanie mozliwie jak najkrotszej, najlepiej jednoeta-
powej, syntezy fotoanalogu D-P. Chodzito o to, aby
W czasie syntezy nie nastepowato istotne obnizenie
radioaktywnos$ci whasciwej wyjsciowej witaminy. Syn-
teze fotoanalogu zaprojektowano w ten sposob, aby
otrzymany zwigzek D-P byl wystarczajgco trwatly
w normalnych warunkach oraz nadal wykazywat
wzglednie wysokg (w poréwnaniu z wyjsciowg witami-
ng) aktywnos$¢ wigzania sie z odpowiednim biatkiem.
Projektowane fotoanalogi D-P powinny ulega¢ na tyle
fatwo fotoaktywacji, aby w czasie ich naswietlania nie
nastapit rozktad witaminy D, wrazliwej na pewne
zakresy promieniowania UV.

Z poprzednich badan wynikato, ze w procesie wigza-
nia czasteczki witaminy D z odpowiednim biatkiem
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biorg udziat wszystkie jej grupy hydroksylowe, przy
czym udziat tych grup nie jest rGwnocenny. Najwaz-
niejsza role odgrywaja grupy hydroksylowe przy C-I
i C-25. Obecnos$¢ grupy hydroksylowej przy C-3 jest
mniej istotna. Wykazano, ze jej usuniecie lub prze-
prowadzenie w grupe pochodng obniza tylko w niewie-
Ikim stopniu aktywno$¢ wigzania sie witaminy z od-
powiednim biatkiem. Z tego wzgledu grupa hydroksy-
lowa przy C-3 stata sie miejscem dotgczenia grupy
fotoaktywnej P [12].

Jako grupy fotoaktywne zastosowano azydki [12],
ktére pod dziataniem promieni UV zdolne sg do
utworzenia silnie aktywnych nitrenéw [1-3]. Nitreny
sg wprawdzie mniej reaktywne od analogicznych kar-
bendw, lecz ulegajg w stanie singletowym lub try-
pletowym podobnym reakcjom. Uwazane sg za bar-
dziej elektrofilowe od karbendéw i preferujg reakcje
insercji z udziatem wigzan O-H lub N-H raczej niz
C-H. Bylto to szczegolnie istotne, z uwagi na bliskie
sasiedztwo wigzan typu C-H w stosunku do grupy
azydkowej w projektowanych fotoanalogach [12].
Grupy azydkowe dotgczono do czasteczki witaminy za
posrednictwem pierscienia aromatycznego, wptywaja-
cego stabilizujagco na ich trwato$¢. Fotoanalogi
25-OH-D31i2 (Ryc. 2) zaprojektowano w ten sposob,
aby ulegaty one aktywowaniu w krotkofalowym za-
kresie UV, ponizej maksimum absorpcji witamin D.
Obecno$¢ podstawnika elektronoakceptorowego
w pierécieniu aromatycznym analogéw 3 i4 (Ryc. 2)
miata na celu zwiekszenie reaktywnosci generowanych
arylonitrenéw. Spodziewano sie réwniez przesuniecia
maksimum ich absorpcji (a tym samym ich aktywacji)
w kierunku dtugofalowego zakresu UV, zgodnie ze
znanym efektem batochromowym. Stwarzato to wa-
runki do aktywowania analogéw 3 i4 promieniowa-
niem UV o obnizonym dziataniu destrukcyjnym na
czasteczki witaminy D.

IV. Synteza fotoanalogéw witamin D

Estry 1-4 (Ryc. 2) otrzymano w wyniku regioselek-
tywnego (tzn. zachodzacego tylko w wybranym miejs-
cu czasteczki) acylowania 25-OH-D3 za pomoca
uprzednio otrzymanych chlorkéw odpowiednich kwa-
sow azydo- i azydonitrobenzoesowych [12].

(3R)-3-Deoksy-3-azydowitaminy 3 i0 (Ryc. 2) otrzy-
mano metodg nukleofilowego podstawienia odpowie-
dnich tosylanéw za pomocg jonu azydkowego [12].
Zgodnie z przewidywaniem reakcja przebiegata we-
dtug mechanizmu SN2 z inwersjg konfiguracji przy C-3.
Stwierdzono nieoczekiwang regioselektywnos¢ tosylo-
wania 1,25-(OH)2D 3. W stosowanych warunkach re-
akcji tosylowaniu ulegata wytacznie grupa hydroksy-
lowa przy C-3. Regioselektywnos$¢ tego typu nie zo-
stata stwierdzona w przypadku acetylowania
1,25-(OH)2D 3 [13]. Regioselektywne tosylowanie sta-
nowié¢ wiec moze dogodng metode selektywnej funkc-
jonalizacji grup hydroksylowych w 1,25-(OH)2D 3.
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Ryc. 2. Struktury fotoanalogéw witamin D.
1-5 — fotoanalogi 25-OH-D3do znakowania biatka trans-
portujacego (DBP)
6 — fotoanalog 1, 25-(OH)2D 3 do znakowania receptora
hormonu witaminowego (VDR).

Whbrew wcze$niejszym doniesieniom [14] o duzej
nietrwatosci 3-deoksy-3-azydowitaminy D 3 otrzyma-
ne azydowitaminy 5 i 6 wykazaty, w temperaturze
otoczenia, trwatos¢ typowa dla witamin, a wiec wystar-
czajaca do ich uzycia w procesie fotoznakowania
biatek. Stwierdzono jednak gwattowny rozktad prébek
azydowitamin, ktére nie byly precyzyjnie oczyszczone
technikg HPLC.

V. Badanie aktywacji fotoanalogéw witamin D

Zgodnie z przewidywaniem fotoanalogi 1i 2 (Ryc. 2)
wykazaty maksimum absorpcji w krotkofalowym za-
kresie UY, natomiast analog 3 wykazat dodatkowe
maksimum absorpcji powyzej 300 nm [12]. Dos¢
nieoczekiwanie, maksimum takie nie wystepowato
w widmie UV analogu 4. Efekt ten nie daje sie wyjasnic¢
na podstawie znanego wptywu podstawnikow na
widma absorpcyjne UV zwigzkéw aromatycznych.
Niezaleznie od nietypowej charakterystyki UV ester
4 ulegat fotoaktywacji pod dziataniem diugofalowego
promieniowania UV.
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Przebieg procesu fotoaktywacji analogéw 1-6 (Ryc.
2) badano w warunkach zblizonych do zamierzonego
procesu fotoznakowania, jednakze bez obecnosci od-
powiednich biatek. Proces kontrolowano metodg spe-
ktrometrii UV (rejestracja zmian krzywej absorpciji).
Wszystkie otrzymane analogi wzglednie fatwo ulegaty
aktywacji w odpowiednim zakresie promieniowania
UV. Kontrolny eksperyment wykazat, ze destrukcja
szkieletu witaminowego badanych analogéw w warun-
kach fotoaktywacji nie jest na tyle silna, aby uniemoz-
liwiata przeprowadzenie procesu fotoznakowania bia-
tek [15]. Okazato sie jednak niemozliwe S$ledzenie
procesu aktywacji azydowitamin 5 i 6 za pomoca
spektrometrii UV. Stabe maksimum absorpcji chro-
moforu azydkowego byto dla tych zwigzkéw cat-
kowicie ukryte za intensywnym pasmem absorpcji
skoniugowanego trienu. Do wyznaczenia optymal-
nych warunkdw procesu fotoaktywacji postuzono sie
tu metodg $ledzenia zaniku intensywnego pasma ab-
sorpcji walencyjnego drgania asymetrycznego grupy
azydkowej w widmie IR rejestrowanym za pomocg
spektrofotometru FT-IR. Alicykliczne azydki 5i 6 ule-
gaty réwnie tatwo fotoaktywacji kréotkofalowym pro-
mieniowaniem UY jak estry 1 i 2, przy nieco dtuzszych
czasach naswietlania. Szkielet witaminowy wykazywat
nadal w tych warunkach wystarczajacg trwatos$¢ [15].

Tak wiec z punktu widzenia witasnosci fotochemi-
cznych wszystkie otrzymane analogi mogty by¢ uzyte
(w formie odpowiednikéw znaczonych izotopowo) do
fotoznakowania biatek.

VI. Badanie aktywnosci wigzania
fotoanalogow witamin D z odpowiednimi
biatkami

Aktywno$é wigzania sie fotoanalogéw 1-6 z od-
powiednimi biatkami zbadano metodg tzw. testu kom-
petencyjnego [10]. Polega on na pomiarze stopnia
podstawienia znakowanego izotopowo ligandu wita-
minowego (25-OH-D3lub 1,25-(OH)2D 3) przez bada-
ny analog, wjego potaczeniu z odpowiednim biatkiem.
Aktywnos$¢ wigzania sie analogu z biatkiem okresla sie
wielkosScig stezenia analogu, przy ktdrym nastepuje
obnizenie wigzania znakowanej wzorcowej witaminy
do 50% swej pierwotnej wartosci.

Whbrew oczekiwaniom, dotgczenie do czasteczki
witaminy grupy azydobenzoesowej lub azydonitro-
benzoesowej, przy atomie wegla C-3, spowodowato
drastyczne obnizenie aktywnos$ci wigzania fotoanalo-
géw 1-4 z odpowiednimi biatkami [12]. Ten spadek
aktywnosci byt na tyle istotny, ze wykluczat on moz-
liwos¢ uzycia fotoanalogéw 1-4 do dalszych badan,
okreslonych w czesci Il. Stwierdzono natomiast nadal
wzglednie wysoka aktywnos$é wigzania sie fotoanalogu
5z DBP oraz fotoanalogu 6 z VDR [12]. Celowe byto
wiec otrzymanie obu analogow w formie znakowanej
izotopowo do wykonania dalszych badan.
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VIl. Synteza fotoanalogoéw witamin D
znaczonych izotopowo

W przypadku reakcji przeprowadzonych przy uzy-
ciu substancji znaczonych izotopowo zachodzi konie-
czno$¢ postugiwania sie substancjami w skati nano-
gramowej. Z uwagi na znaczne trudnos$ci techniczne,
jakie sg zwykle z tym zwigzane, zastosowano w tym
przypadku witamine D 3jako nosnik [16,17] w proce-
sie otrzymywania fotoznakowanego i znaczonego izo-
topowo analogu 25-hydroksywitaminy D 3. Synteze
znaczonych trytem azydowitamin wykonano z od-
powiednich radioaktywnych analogéw 25-OH-D3
i 1,25-(OH)2D 3 [18, 19].

W celu otrzymania odpowiedniej iloSci znaczonych
izotopowo azydowitamin konieczne byto wykonanie
dwuetapowej syntezy w skali rzedu 0.5 mC substancji
wyjsciowej. Odpowiada to ilosci rzedu 1 pg substancji.
Wykonanie reakcji oraz wyizolowanie i oczyszczenie
produktu koncowego w tak niewielkich iloSciach stwa-
rza szereg probleméw natury technicznej. Wielu z nich
udato sie unikngé wykonujac synteze z mieszaniny
zawierajgcej radioaktywny substrat i odpowiadajacy
mu nieznaczony zwigzek, w tym przypadku witamine
D3 [17]. Dodatek witaminy D3 ufatwit kontrole
przebiegu reakcji tosylowania oraz wyizolowanie od-
powiedniej znaczonej izotopowo azydowitaminy. Po-
chodng witaminy D 3 usunieto w procesie oczyszczania
znaczonych izotopowo azydowitamin metodg HPLC.

Zastosowana metoda syntezy znaczonych izotopo-
wo azydowitamin pozwolita na otrzymanie produk-
téw o zachowanej wysokiej radioaktywnosci whasciwej
uzytych do syntezy substratow.

VI1Il. Fotoznakowanie biatek witamin D

Metodg opisang w czesci Il dokonano trwatego
fotooznakowania biatka transportujgcego, wyizolo-
wanego z ludzkiej surowicy krwi [17]. Uzyskane
kilkuprocentowe oznakowanie biatka znaczong izo-
topowo azydowitaming D (znaczony odpowiednik
analogu 5) okazato sie wystarczajgce do podjecia
pierwszych badan nad charakterem istrukturg miejsca
aktywnego tego biatka. Przede wszystkim stwierdzo-
no, ze znaczona izotopowo azydowitamina taczy sie
z badanym biatkiem w tym samym miejscu co natural-
ny aktywny metabolit, 25-OH-D 3. Nastepnie wykaza-
no, ze fotoznakowana witamina zachowuje sie¢ w sto-
sunku do badanego biatka jak inhibitor kompetencyj-
ny 25-hydroksywitaminy D3 o wzglednie wysokiej
statej hamowania [17].

Istotng zaletg zastosowanej metody okazata sie
mozliwo$é skutecznego fotoznakowania biatka wita-
minowego w ztozonej mieszaninie biatek zawartych
w nieoczyszczonej ludzkiej surowicy krwi [17]. Biatko
transportujgce (DBP) byto jedynym skiadnikiem tej
mieszaniny, ktdry ulegat fotoznakowaniu przy nieobe-
cnosci 25-OH-D3 oraz pozostawal nieoznakowany
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przy dodaniu 25-OH-D3 do roztworu poddawanego
naswietlaniu.

Nieoczekiwanym rezultatem badan nad fotoznako-
waniem biatka transportujagcego byto wykrycie trzech
innych biatek surowicy krwi, ktdre ulegajg rowniez
fotoznakowaniu przy uzyciu znaczonej izotopowo
azydowitaminy. Fotoznakowanie tych biatek miato
charakter niespecyficzny, poniewaz zachodzito zaréw-
no w obecnosci jak i w nieobecnosci 25-OH-D 3. Moze
ono wynika¢ z wysokiej wzglednej zawartosci tych
biatek w surowicy krwi lub tez by¢ spowodowane
pewnego rodzaju niespecyficznym oddziatywaniem
z witaminami D i ich analogami.

Poprzednio sugerowano [20] istnienie potgczenia
witaminy D z lipoproteinami o wysokiej gestosci na
zasadzie oddziatywania o charakterze powierzcznio-
wym. Wydaje sie, ze znaczone izotopowo azydowita-
miny mogg by¢ rowniez wykorzystane do badania
wspomnianych wyzej drugorzedowych nosnikéw bia-
tek, typu apolipoprotein.

Przedmiotem badan biochemicznych jest obecnie
region biatka transportujacego, w ktdrym nastepuje
wigzanie sie z witaming D. Z uwagi na poznang juz
sekwencje aminokwasowga biatka transportujgcego
ustalenie potozenia wigzacej domeny tego biatka moze
mieé istotne znaczenie dla poznania mechanizmu
oddziatywania witaminy D z biatkiem ijej transportu
W organizmie. Zaawansowane sg réwniez prace nad
fotoznakowaniem receptora witaminy D za pomoca
znaczonej izotopowo 1,25-dihydroksy-3-deoksy-3-a-
zydowitaminy D 3.
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l. Wstep

Spektryna erytrocytarna jest gtdwnym elementem
sieci biatek peryferyjnych, zwanej szkieletem biony
wyscielajgcych jej cytoplazmatyczng powierzchnie.
Szkielet btony odgrywa zasadniczg role w fizjologii
erytrocytu zapewniajagc m.in. utrzymywanie normal-
nego ksztattu komorki, nadaje jej zdolno$¢ do od-
wracalnych odksztatceh podczas krazenia (erytrocyt
o Srednicy 8 jim przeciska sie wielokrotnie przez
kapilary o $rednicy okoto 2 pm), nadaje stabilnos¢
btonie, reguluje ruchliwo$é boczng biatek integralnych
oraz bierze udziat w utrzymywaniu asymetrycznego
rozmieszczenia aminofosfolipidow.

Gtéwnym skiadnikiem szkieletu btony (75% jego
masy) jest heterotetrameryczna spektryna, ktéra od-
dziatujgc z krotkimi (37 nm diugosci) filamentami
aktynowymi oraz innymi biatkami peryferyjnymi two-
rzy gestg sie¢. (Ryc. 1). Domene hydrofobowa btony
(dwumolekularna warstwa lipidowa z zanurzonymi
w niej biatkami integralnymi) wigze spektryna poprzez
oddziatywania z ankiryng, ktora z kolei wigze sie
z biatkiem przenoszacym aniony biony erytrocytu.
Miejsca wigzania ankiryny znajdujg sie w podjednost-
kach P spektryny, w poblizu srodka tetrameru. Konce
tetrameru wigzg sie ze strukturg zwang obecnie kom-
pleksem weztowym (junctional complex), ktérego osig
jest krétki filament aktynowy, a wjego sktad wchodza:
biatko 4.1, adducyna oraz biatko 4.9 (dematyna).
Zaréwno biatko 4.1 jak i adducyna (kazde z osobna)
aktywujg znacznie tworzenie kompleksu spektryny
z aktyna. Funkcja dematyny nie jest, jak dotad,
poznana.

Defekty genetyczne spektryny, a takze innych biatek
szkieletu btony erytrocytu lezg u podioza dziedzicz-
nych anemii hemolitycznych, do ktérych naleza: z6t-
taczka konstytucyjna (sferocytoza), dziedziczna elip-

BPA

tropomiozyna

m- aktyna

kompleks
O biatko 4.1 ' spektryna 0
£ adducyna weztowy
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tocytoza oraz pyropoikilocytoza. Przyktady niektd-
rych wariantéw spektryny zwigzanych z tymi schorze-
niami przytoczono w niniejszym artykule.

Do roku 1981 uwazano, ze spektryna jest biatkiem
charakterystycznym tylko dla erytrocytéw, do 1984 r.
spektryne lokalizowano tylko w komoérkach kregow-
cow. W 1986 r. wykryto ja u Sluzowcéw, a w 1988 .
w komorkach roslinnych. Mamy réwniez dane, ze
biatka reagujace z przeciwciatami skierowanymi prze-
ciw spektrynie wystepujg takze u roslin nizszych oraz
bakterii.

Co wiecej, roznorodnosé izoform spektryny, czesto
wystepujacych w obrebie tych samych komoérek moze
wskazywa¢ na znaczne zroznicowanie funkcjonalne
tych biatek. Powszechno$¢ wystepowania oraz homo-
logia spektryn lub niektérych ich domen z innymi
biatkami szkieletu komérkowego wigzacymi aktyne
moze wskazywac na wspdlne pochodzenie tych biatek.

Ponizej przedstawiono przeglad piSmiennictwa do-
tyczacego struktury spektryn erytrocytarnych oraz
nieerytrocytarnych. Szczeg6lnie duzy postep zanoto-
wano ostatnio w badaniach struktury pierwszorzedo-
wej oraz homologii spektryn z innymi biatkami. Zna-
cznie zaawansowano ostatnio badania nad funkcja
réznych spektryn.

Il. Spektryna erytrocytarna

I1-1. Struktura pierwszorzedowa

Spektrynajest gtbwnym biatkiem peryferyjnym bto-
ny erytrocytu zbudowanym z dwdch podjednostek:
a 0 masie 280 kD (2429 reszt aminokwasowych)
i (3o masie 246 kD (2137 reszt aminokwasowych) [1,2].
Tetramer spektrynowy o dtugosci 200 nm powstaje
w wyniku oddziatywania dwdch heterodimeréw o dtu-
gosci 100 nm i $rednicy 2.5 nm utworzonych w wyniku

Ryc. 1. Schemat struktury szkieletu btony
erytrocytu. Podstawowym elemen-
tem szkieletu jest tetramer spekt-
ryny zbudowany z dwéch oddzia-
tujacych koricami heterodimerow
utworzonych przez podjednostki
a i p. Konce tetrameru wiazg sie
z kompleksem weztowym, ktérego
dtuga o$ stanowi krétki filament
aktynowy. BPA — biatko przeno-
szace aniony. Nie uwzgledniono
biatek 4.9,4.2 oraz glikoforyn, kté-
rych funkcje nie sig w petni wyjas-
nione.

spektryna ot
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oddziatywan antyréwnolegle utozonych podjednostek
a i Ptworzacych podwdjna spirale (por. przeglad [3]).
Podjednostki spektryny mozna oddzieli¢ od siebie
stosujagc chromatografie na kolumnach z hydroksy-
apatytu lub DEAE-celulozy w obecnosci mocznika.
Istniejg dane, ze pod wpltywem ogrzewania spektryny
do temperatury ponad 49°C nastepuje jej dysocjacja
do podjednostek a i p [4]. Zjawisko to moze wyjasniaé
przejScie temperaturowe obserwowane w badaniach
konformacji izolowanej spektryny oraz biatek bton
erytrocytow [5]. Badania reasocjacji podjednostek
wskazujg na to, ze oddziatywanie podjednostki
a z podjednostky p jest znacznie bardziej uprzywilejo-
wane od oddziatywarn a-a i p-p [przegl. 3]. Kilka
ostanich lat przyniosto kompletne rozwigzanie struk-
tury pierwszorzedowej spektryny erytrocytarnej [1,
2 i piSmiennictwo tam zawarte], jak i nieerytrocytar-
nych [6 i piSmiennictwo tam zawarte]. Juz pierwsze
dane [7] dotyczace sekwencji a i p spektryny erytrocy-
tnarnej wykazaty, ze charakterystyczng jej cechg jest
wystepowanie powtarzalnej struktury ztozonej ze 106
reszt aminokwasowych. (Ryc. 2). Podjednostka a za-
wiera 22, a podjednostkg p 17 takich segmentow.
Homologia poszczegdlnych segmentéw nie jest wyso-
ka: w podjednostce a liczba identycznych reszt w r6z-
nych segmentach poréwnywanych parami wynosi od
11 do 36. Segmenty 1-9 i 12-19 podjednostki a
sg wysoce homologiczne, a segmenty 11, 20, 21
i N-kofcowa potowe segmentu 22, aczkolwiek mnigj
homologiczne, mozna uznac za segmenty ,,spektryno-
we”. N-koncowe 22 reszty (segment 22), segment 10
oraz C-kofAcowe 150 reszt nie pasujg do sekwencji 106
aminokwasowej [1]. Segment 10, choé niepodobny do
pozostatych, obecny jest takze w podjednostce a pta-
siej spektryny mozgowej (jest to fragment o najwyzszej,
siegajacej 65% homologii pomiedzy tymi polipep-
tydami). Domena ta zwana (SH3) [7a] jest homo-
logiczna z N-koncowag potowag biatek src. Postuluje sie,
ze sekwencja ta bierze udziat w regulacji aktywnosci
kinazy tyrozylowej, ktorej centrum aktywne zlokalizo-
wane jest w C-koncowej czesci tego biatka. Dwie tzw.
struktury "EF-hand” podobne do sekwencji wigzacych

kalnodulina
(sp. nieerytrocytarna)
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jony Ca2+ kalmoduliny wystepujace w C-koncowym
segmencie (22) a spektryn médzgowych sa takze za-
chowane w a-spektrynie erytrocytarnej (54-57% iden-
tycznosci). Podjednostka a spektryny erytrocytarnej nie
zawiera 24 aminokwasowej domeny odpowiedzialnej za
wigzanie kalmoduliny [8]. Spektryna erytrocytarna
wigze kalmoduline stabo (K5 1.2 x 10“4M) [9], a miej-
sce jej wigzania znajduje sie w domenie plV [10].

Struktura pierwszorzedowa podjednostki [3 spekt-
ryny erytrocytarnej [2] cechuje sie wystepowaniem
3 domen: pierwsza, N-koncowa charakteryzujgca sie
brakiem podobienstwa do 106 aminokwasowego seg-
mentu ,,spektrynowego”, ale za to wykazuje duze
podobienstwo do domen wigzacych aktyne innych
biatek. Odcinek pomiedzy resztami 51 a 270 wykazuje
51% identycznosci z dystrofing ludzka. Wiecej szcze-
goétéw dotyczacych tej domeny przedstawiono ponizej.
Domene Il tworzy 17 typowych segmentow spekt-
rynowych, z tym, ze niektére segmenty (szczegélnie 1,
2, 12 i C-koncowa potowa segmentu 15) wykazuja
znaczne odstepstwa od sekwencji 106 aminokwasowej.
Leucyna 26 i tryptofan 45 sg najbardziej konserwatyw-
nymi resztami we wszystkich 17 segmentach |3 spekt-
ryny. W domenie Il znajduje sie miejsce wigzania
ankiryny o czym wspomniano ponizej. Domena Ill
ztozona z 52 reszt aminokwasowych w sekwencji
nieprzystajacej do struktury typowego segmentu spek-
trynowego. Zawiera ona 4 miejsca fosforylacji [3, 8]
przy pomocy nieswoistej, niezaleznej od cAMP kinazy
podobnej do kinazy kazeinowej. Mimo wielu préb, nie
udato sie, jak dotad, znalezé fizjologicznej roli fos-
forylacji spektryny, cho¢ czesto pojawiajg sie atrakcyj-
ne, aczkolwiek bardzo stabo udokumentowane speku-
lacje na temat jej udziatu w kontroli ksztattu eryt-
rocytu [np. 31]. Domena ta #acznie z N-kofAcowym
odcinkiem podjednostki a tworzy miejsce asocjacji
dimeréw w tetramerze.

11-2. Warianty spektryny erytrocytarnej

Mutanty (3-spektryny ludzkiej skrécone o mate
odcinki w rejonie interakcji dimeréw wystepujg

4.1, f-aktyna

b Y

" e
23 &

kalnoduli na(Drosophila)

Ryc. 2. Struktura dimerycznej spektryny. Poszczeg6lne biatka wiazane przez spektryne, rowniez podjednostki drugiego dimeru w tetramerze
oznaczono w ramkach. Potréjne struktury oznaczajg poszczeg6lne segmenty. Numery 1-22 dotyczg segmentéw podjednostki a, a 1-17

podjednostki p.
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w przypadkach dziedzicznej eliptocytozy i pyropoiki-
locytozy. Spektryna tych pacjentow wykazuje obnizo-
ng znacznie zdolno$¢ do tworzenia tetramerow
[przegl. 3, 11], co jest najpowszechniejszym defektem
molekularnym w przypadkach tych anemii. Oprécz
wspomnianych wyzej mutacji podjednostki [3 polega-
jacych na jej skrdceniu (przykiady przedstawiono
w Tabeli I) stwierdzono wiele wariantow podjednostki
a charakteryzujgcych sie zmieniong wrazliwoscig
N-koricowej strefy podjednostki a (domeny al iall) na
proteolize. Zamiast N-koricowego fragmentu al o ma-
sie czasteczkowej 80 kD obserwuje sie fragmenty
0 mniejszych masach (Tabela ).

11-3. Nadrodzina
fmy

spektryny-a-aktyniny-dystro-

Struktury pierwszorzedowe a-aktyniny [32], dys-
trofiny [33] wykazujg podobienstwa, ktore skianiaja
do przypuszczen, ze ich pochodzenie jest wspdlne;
biatka te tworzg nadrodzine. a-Aktynina jest biatkiem
w ksztatcie pateczki o dtugosci 30-40 nm ztozonym
z dwoch identycznych podjednostek o masie 100 kD
utozonych antyréwnolegle. Jest ona sktadnikiem ,,dys-
kéw z” w miesniu. Wiele izoform a-aktyniny wystepuje
w asocjacji z filamentami aktynowymi w wielu r6znych
komadrkach. Dystrofina jest biatkiem o masie czgstecz-
kowej 427 kD, ktérego gen znajduje sie w chromo-

somie X nieobecnym u pacjentéw z dystrofig miesnio-
wg Duchenne’a [34]. Dystrofina wystepuje w btonie
plazmatycznej widkien miesniowych. Spektryny, a-ak-
tynina i dystrofina sg spokrewnione w trzech réznych
regionach: (1) wszystkie trzy biatka zawierajg po-
wtarzalne segmenty (a-aktynina 4 segmenty zawieraja-
ce po 122 reszty aminokwasowe, a dystrofina 26
segmentow po 110 reszt) homologiczne do 106 amino-
kwasowego segmentu spektrynowego, (2) koniec kar-
boksylowy podjednostki a spektryny, dystrofiny i a-a-
ktyniny zawierajg sekwencje podobne do domen wia-
zacych jony Ca2+ tzw. EF-hand oraz (3) rejony ami-
nowego konca a-aktyniny, dystrofiny i (3-spektryny
zawierajg domene wigzacg aktyne. Ostanie dane wska-
zujg na bardzo zblizong lokalizacje genow a-aktyniny
i P-spektryny w chromosomie 14 (|3-spektryna 14923
-024.2, a-aktynina 14q22- q24 [35, 36], co wskazuje na
to, ze biatka te powstatly przez czesciowg duplikacje
pra-genu.

Poréwnanie dtugosci natywnej spektryny z dtugo-
$cig wynikajacg ze struktury pierwszorzedowej nasu-
neto przypuszczenie, ze strukture segmentu spekt-
rynowego stanowi potrdjna spirala [7]. Ostatnio poja-
wity sie doniesienia sugerujagce wystepowanie piecio-
krotnej struktury globularnej, tzn. 3 helis a oraz dwdch
odcinkow o strukturze @[37]. Inni badacze postuluja
dtuzszg helise a obejmujgca rowniez odcinek pomiedzy
segmentami, dla ktérego postulowano strukture elas-

Tabela 1.
Niektére warianty spektryny erytrocytarnej wystepujace w przypadkach dziedzicznej eliptocytozy i pyropoikilocytozy
Fenotyp Miejsce trawienia trypsyng Defekt molekularny B Pf)zyc!a
pis$miennictwa
POJEDNOSTKA a
od 78 (Sp Tunis) lys 10 substytucja
Arg ->Trp 35 [39]
lub Arg -* Ser 39 [40]
al 74
(Culoz) lys 42 Gly -» Val 40 [41]
(Lyon) Arg 39 Leu “mFen 43 [41]
lys 42 arg -» his 22 [49]
al 65-68 Arg 131 duplikacja Leu 148 [42-46]
al 61 [50]
al 50a (al 46) Lys 252 Substytucja
Leu -> Pro 254
i Ser ->Pro 255 [45, 46]
al 50b Arg 462/4 GluNH2-» Pro 465 [45]
al 43 [51]
all 47 [53]
all 21 [47]
PODJEDNOSTKA B
al 74 (Nice) dwie dodatkowe zasady (GA) w kodonie (32046, skrécona przy C-koricu podj. 3(p') [48, 55]
al 74 mutacja w genie podjedn. 3 ala “mpro 2053 [52]
3 (Ruen 3220/218) skrécona podj. p (218kD) mutacja w miejscu ,,splice”, opuszczony ekson Y, delecja
33 reszt aminokwasowych [57]
B (Gottingen) skrocona podj. P, mutacja w miejscu ,,splice”, opuszczony ekson X, delecja 129 reszt
aminokwasowych [58]
B3IV (Saint Chamond)*
(Tlemcen)* [54]

* osoby posiadajace tak zmieniong spektryne nie wykazuja objawoéw anemii.
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tycznej petli [38, 39], a takze uktad, w ktérym jedno-
stka konformacyjna pokrywa sie z segmentem 106
aminokwasowym. Ostatnio pojawito sie doniesienie
z laboratorium Brantona [40], w ktérym autorzy
wykazali, ze syntetyzowane przez bakterie sklonowane
fragmenty spektryny owadziej odpowiadajgce doktad-
nie segmentowi 106 aminokwasowemu sg odporne na
proteolize i wykazujg strukture przestrzenng podobna
do natywnej spektryny. Dane te dos$¢ jednoznacznie
przemawiajg za tym, ze jednostka konformacyjna
odpowiada segmentowi 106 aminokwasowemu.
Miejsca wigzania ankiryny znajduje sie w podjed-
nostce p w odlegtosci 20 nm od $rodka tetrameru,
prawdopodobnie w poblizu granicy pomiedzy proteo-
litycznym fragmentem trypsynowym spektryny T65
i T28 (domeny chemiczne pi i pil) [por. przegl. 3].
Kennedy i wsp. [41] wykazali, ze sklonowany
fragment podjednostki p zawierajgcy segment 15 sta-
nowi miejsce wigzania ankiryny. Do tej aktywnosci
niezbedny jest caty ten fragment oraz niewielka czes¢
segmentu 16. Region ten zawiera takze odcinek o bar-
dzo duzej homologii (94%) pomiedzy spektryng eryt-
rocytarng i nieerytrocytarng obejmujacy 33 reszty ami-
nowego korca segmentu 15 i 3 reszty segmentu 14 [42].
Miejsca wigzania aktyny i biatka 4.1 znajduja sie na
obu koricach tetrameru. Biatko 4.1 aktywuje wigzanie
spektryny i aktyny zwiekszajac wielokrotnie powino-
wactwo tych biatek [43]. Stata dysocjacji kompleksu
dimerycznej spektryny i f-aktyny wynosi 2x 10_4M,
a w obecnosci biatka 41 — 1x 10" 12M [43].
Spektryng ludzka, izolowana z przechowywanych
w bankach krwi erytrocytdw, wykazuje obnizong
zdolno$¢ wigzania aktyny, co prawdopodobnie jest
przyczyng zmniejszenia powierzchni btony erytrocytu
przez uwalnianie pecherzykéw btonowych pozbawio-
nych szkieletu [44]. Ta zdolno$¢ moze by¢ przy-
wrocona po potraktowaniu spektryny ditiotreitolem.
Miejsce wigzania aktyny przez spektryne zostato
ostatnio okreslone przez Karinch i wsp. [45].
Izolowata ona mianowicie z mieszaniny produktow
trawienia spektryny trypsyna fragment wigzacy aktyne
znacznie mocniej niz natywna spektryng. Fragment
ten o masie czasteczkowej okoto 17 kD okazat sie
N-kornicowym fragmentem podjednostki p, co wykaza-
no w mapowaniu peptydowym oraz analizie sekwencji.
Sekwencja konca aminowego P-spektryny zaréwno
Drosophila jak i ludzkiej, erytrocytarnej okazata sie
homologiczna z tzw. ,,domeng wigzacg aktyne” dys-
trofiny i a-aktyniny [33, 46, 47]. Co wiecej, domena ta
jest wysoce homologiczna z wigzaca aktyne konser-
watywng domeng biatka ABP-120 z Dietyostelium
diseoideum i filaminy miesni gtadkich [48]. Poza tg
domeng, obydwa te biatka charakteryzujg sie wy-
stepowaniem powtarzajacego sie 96 aminokwasowego
motywu o strukturze (3 sg zatem catkowicie niepodob-
ne do spektryny. Inng grupg biatek zawierajgcych te
domene (a wiasciwie dwie, utozone jedna za druga) jest
fimbryna i jej homologi: plastyna i ABP-67 [49].
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Analiza struktury pierwszorzedowej wymienionych
wyzej biatek wykazata, ze zawierajg one sekwencje
homologiczng o dtugosci 250 reszt aminokwasowych
podzielong na dwa odcinki. N-koAcowa potowka tej
domeny wykazuje prawdopodobnie aktywno$¢ wigza-
nia aktyny [49 i piSmiennictwo tam zawarte]. Ostatnio
udato sie ograniczy¢ miejsce wigzania aktyny do 27
reszt aminokwasowych [50]. Poziom identycznosci
sekwencji 27 aminokwasowej domeny tych biatek
waha sie pomiedzy 60 a 70%, podczas gdy dla catych
biatek 6-19% [50].

Miejsce wiazania biatka 4.1 przez spektryne znaj-
duje sie takze w podjednostce p, w poblizu miejsca
wigzania aktyny [51]. Prawdopodobnie zwigzanie
biatka 4.1 odstania domene wigzacg aktyne, gdyz
izolowany fragment p spektryny wigze aktyne bardzo
mocno, podobnie jak spektryng w obecnosci biatka 4.1
[45]. Jak dotad niejasny jest udziat podjednostki
a spektryny w wigzaniu aktyny, dawniejsze bowiem
dane [3] wskazywaly na niezbednos¢ obu podjednos-
tek do wigzania aktyny i biatka 4.1. Podjednostka
a moze przypuszczalnie braé¢ udziat w regulacji wigza-
nia spektryny i aktyny poprzez wigzanie jonéw wap-
nia. Tzw. strukture ,,EF-hand\ homologiczng do wig-
zacej jony Ca2+ domeny w kalmodulinie, troponinie
C i lekkim tafcuchu miozyny obserwuje sie w poblizu
karboksylowego korca a-aktyniny, w podjednostce
a nieerytrocytarnej spektryny ptakéw [6], Drosophila
[52] oraz erytrocytarnej ssakow [1]. Pozycja tej
domeny w podjednostce a (koniec karboksylowy)
pokrywa sie z pozycja domeny wigzacej aktyne w pod-
jednostce @ (koniec aminowy) w czasteczce natywnej
spektryny. Spektryny erytrocytarna jak i nieerytrocy-
tarne wigza jony Ca2+. Spektrynag nieerytrocytarna
zawiera w dimerze 4 miejsca wigzania o wysokim
powinowactwie: 2 w domenach “EF-hand”, 1 w okoli-
cach miejsca o duzej wrazliwosci na proteazy (pomie-
dzy segmentem 11 a 12 podjednostki a) ijedno miejsce
w podjednostce |3 [53].

I11. Spektryny nieerytrocytarne
I1-1. Wystepowanie

Spektryng nieerytrocytarna po raz pierwszy wy-
kryta wroku 1981 przez Goodmana i wsp. [54]
znaleziona zostata w komdrkach prawie wszystkich
tkanek ssakow iptakéw (por. przeglad [3]). Spektryne
wykazano takze w komdrkach bezkregowcéw [52,55].
Biatka o wiasciwosciach spektryn wykryto takze u pry-
mitywnych Eukariontéw [56-58, 58a, 59]. Biatko re-
agujace z przeciwciatami skierowanymi przeciw
a i p spektrynie erytrocytarnej wykazano w komor-
kach roslinnych [60]. Mamy takze dane, ze przeciw-
ciata skierowane przeciw podjednostce a spektryny
reagujg z biatkami roslin nizszych oraz bakterii (60a,
dane wiasne, niepublikowane].
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111-2. Struktura i wiasciwosci

Podjednostki spektryny z réznych Zzrodet tworza
»hybrydowe” heterodimery: tak np. podjednostka
a spektryny mdzgowej oddziatuje zaréwno z podjed-
nostka B spektryny mozgowej jak i erytrocytarnej, zas
podjednostka a spektryny Drosophila oddziatuje zar6-
wno z podjednostkg B tego samego gatunku jak
i mézgu ssakow.

Masa czasteczkowa podjednostek B spektryn nie-
erytrocytarnych rdzni sie od masy R-spektryny eryt-
rocytow i wynosi zwykle 267 kD (235 kD wyznaczona
w elektroforezie w zelu poliakrytoamidowym w obec-
nosci SDS), cho¢ wystepujg izoformy tych podjednos-
tek 0 masie zarowno ~ 246(220) kD jak i ~ 320(260)
kD lub nawet 430 kD (tzw. BH u Drosophila, kodo-
wana przez osobny gen, podobna do dystrofiny krego-
wcow [61]).

111-3. Struktura pierwszorzedowa

Dotychczas poznano catkowicie strukture pierwszo-
rzedowg podjednostek a kilku spektryn nieerytrocyta-
rnych, w tym ptasiej, mézgowej [6], fibroblastéw ptuc
ludzkich [62] oraz Drosophila [52]. Sekwencje nieeryt-
rocytarnej spektryny R wyznaczono w przypadku
Drosophila [63], ludzkiego miesnia szkieletowego [64]
oraz mézgu myszy [42]. Analiza sekwencji amino-
kwasowej obu podjednostek spektryny nieerytrocytar-
nej wykazuje: (1) wystepowanie segmentu 106 amino-
kwasowego obserwowanego w strukturze spektryny
erytrocytarnej, (2) wystepowanie domen wigzacych
ankiryne, aktyne i kalmoduline, (3) dziesiaty segment
jest homologiczny z domenami regulatorowymi kinaz
tyrozynowych i fosfolipazy C. Jak juz wspomniano,
istotng cechg nieerytrocytarnej spektryny ajest wigza-
nie kalmoduliny. Analiza serii biatek-rekombinantéw
[8] pozwolita zidentyfikowa¢ miejsce wigzania kal-
moduliny w spektrynie nieerytrocytarnej. Aktywny 24
aminokwasowy peptyd o sekwencji odcinka pomiedzy
segmentami 11 a 12 spektryny a hamowal wigzanie
kalmoduliny zaréwno przez m6zgowag a-spektryne jak
i biatko rekombinanta. Sekwencja KTASPWKSARL-
MVHTVATFNSIKE wykazuje wspdlny motyw struk-
turalny z miejscami wigzania kalmoduliny innych
biatek, mianowicie grupy reszt hydrofobowych po-
przedzielanych resztami zasadowymi. Przewidywania
struktury przestrzennej wskazujg na to, ze miejsca te
tworza amfipatyczne helisy [8]. Stosujac podobne
metody, zidentyfikowano miejsce wigzania kalmoduli-
ny w spektrynie a Drosophila [65]. Miejsce wiazania
kalmoduliny w tej spektrynie znajduje sie pomiedzy
segmentami 14 i 15; zaczyna sie resztg 1473 i jest
sekwencjg 22 aminokwaséw: KRKQVLERWRHL-
KEGLIEKRSR spetniajgcych kryteria miejsc wigza-
cych kalmoduline [65].

I11-4. l1zoformy
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Spektryny sg biatkami powszechnie wystepujgcymi,
charakteryzujagcymi sie wielo$cig form. U ptakéw
wykryto, jak dotad, przynajmniej 3 formy spektryny
charakteryzujgce sie statg podjednostkag a kodowang
przez pojedynczy gen [8] i zmiennymi podjednostkami
(3 spektryna erytrocytarna, nieerytrocytarna oraz tzw.
TW 240/260 [przegl. 3] wystepuje w komdrkach
nabtonka szczoteczkowego jelita obok spektryny nie-
erytrocytarnej 240/235 i jest ono charakterystyczne
tylko dla tych komérek ptakow. Wsréd spektryn
mézgowych ssakow wyréznia sie kilka izoform: spekt-
ryna 240/235 charakteryzujgca sie podobiefAstwem
antygenowym do jednostki a spektryny ptakéw [66]
wystepujgca gtéwnie w ciele komérki nerwowej i ak-
sonach. Spektryna moézgowa 240/235E jest podobna
antygenowo do spektryny erytrocytarnej i wystepuje
w ciele neuronu i dendrytach. Oba rodzaje spektryny
mozgowej wykazujg zréznicowang ekspresje podczas
rozwoju mozgu ssakow [67]. Ekspresja obu podtypow
spektryny regulowanajest na poziomie syntezy mRNA
[42]. W mozgu ssakéw przy pomocy przeciwciat
monoklonalnych wykryto jeszcze jedng izoforme spek-
tryny charakterystyczng dla astrocytow [68].

Kilka izoform wystepuje rowniez w miesniu szkiele-
towym ssakOw: ap 240/235, aP 240/235E oraz spekt-
ryna p (220),, [69], ktéra nie asocjuje z podjednostka
a ijest bardzo podobna do erytrocytarnej podjednos-
tki p. Ta niezwykta spektryna zasocjowana jest z pecz-
kami (agregatami) receptoréw acetylocholiny [69].
Agregacja receptoréw acetylocholiny w bionie post-
synaptycznej jest wczesnym stadium formowania sie
ztgcza nerwowo-miesniowego. Mechanizm agregacji
nie jest poznany, ale przypuszcza sie, ze gtdwng role
odgrywa szkielet komérkowy lub btonowy, ktérego
waznym elementem jest wspomniana powyzej spekt-
ryna (p),. Potraktowanie miotuby chymotrypsyng po-
woduje redystrybucje receptorow w plaszczyznie late-
ralnej btony, czemu towarzyszy utrata spektryny (p),.

Struktura pierwszorzedowa p-spektryny (240/235E)
miesnia szkieletowego jest prawie identyczna ze [64]
strukturg pierwszorzedowg erytrocytarnej podjednos-
tki P (produkt tego samego genu) za wyjatkiem konca
karboksylowego, ktéry zawiera niechomologiczny od-
cinek (21.6 kD) 213 reszt aminokwasowych w poréw-
naniu z 22 resztami w spektrynie Perytrocytarnej [64].
Podobne wyniki uzyskano dla spektryny mézgowej
240/235E [42] oraz dla tzw. spektryny PR mdzgu
cztowieka [42a]. Postuluje sig, ze zrdznicowana, swois-
ta tkankowo poliadenylacja jest przyczyng swoistej
obrobki mRNA [64].

Odkrycie izoform, szczego6lnie spektryny mézgowej,
a nastepnie poznanie ich struktury pierwszorzedowej
i lokalizacja genéw w chromosomach metodg hyb-
rydyzacji in situ wyjasnia, jak sie wydaje, relacje
pomiedzy nimi. Erytrocytarna spektryna a, ktorg
ostatnio proponuje sie [42] okre$la¢ aSpl jest kodo-
wana przez gen zlokalizowany w ludzkim i mysim
chromosomie 1 Nieerytrocytarna spektryna a (aSpll)
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kodowana jest przez gen zlokalizowany w mysim
chromosomie 2 i ludzkim 9. Gen erytrocytarnej spekt-
ryny P (pSpl) potozony jest w mysim chromosomie 12
i ludzkim 14, natomiast gen nieerytrocytarnej podjed-
nostki p (pSpll) w chromosomie 11 myszy i 2 cztowie-
ka. Wyzej wspomniane izoformy powstate na skutek
zréznicowanej obrébki mRNA tego samego genu
proponuje sie okresla¢ dodajac a,b ..[42] (Tabela 2).

Tabela 2.

Niektére spektryny nieerytrocytarne

Zrédto I1zoforma
Spektryna Sola/oSol
erytrocytow myszy aspla/pspla
Spektryna
erytrocytow aSpla/pSpla
cztowieka
Spektryna

g y aSplla/pSplla

moézgowa myszy

Spektryna
mézgowa
myszy (E)

aSptb/pSplb

IV. Funkcje spektryn nieerytrocytarnych

IV-1. Szkielet bton komdrek nieerytrocytarnych
— oddzialywania spektryny nieerytrocytar-
nej z btonami komaérkowymi

Gtoéwng roznicg pomiedzy prostym uktadem jakim
jesterytrocytainnymi komaérkami jest to, ze spektryna
komoarek innych niz erytrocyty zlokalizowana jest nie
tylko w blonie, ale takze w cytoplazmie, co nasuwa
mozliwosci fizjologicznie istotnych przemieszczen spe-
ktryny oraz wystepowania dodatkowych oddziatywan
réznych od obserwowanych w erytrocytach. Przy-
ktadem ewolucyjnego zréznicowania funkcjonalnego
spektryn jest wspomniane juz biatko TW 240/260,
ktore nie jest w ogéle biatkiem btony, a jego podjed-
nostka 260 kD (p) nie zawiera miejsc wigzania ani
ankiryny, ani biatka 4.1. Tworzenie kompleksu tego
biatka z aktyna nie jest stymulowane przez biatko 4.1
[70]. U ssakéw spektryna nieerytrocytarna nie tylko
sieciuje ,,korzonki” rdzenia mikrokosmka, ale takze
bierze udziat w potgczeniach filamentow aktynowych
z btong w strefie apikalnej oraz filamentami pos$red-
nimi. Uorganizowanie spektryny i biatek jej towarzy-
szgcych nie zostato, jak dotad, opisane w komdrkach
innych niz erytrocytarnych. Zdolnos¢ spektryn nieery-
trocytarnych do wigzania i sieciowania filamentéw
aktynowych, wystepowanie wkomaorkach nieerytrocy-
tarnych receptorow spektryny podobnych do recep-
toréw erytrocytarnych (ankiryna, biatko przenoszace
aniony iinne biatka zdolne do oddziatywania z ankiry-
na, biatko 4.1 oraz jego analogi, a takze adducyna)
moze nasuwac przypuszczenie o wystepowaniu w ko-
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morkach nieerytrocytarnych podobnego do erytrocy-
tarnego szkieletu btonowego [70a].

Niezwykte zachowanie spektryny mozna obserwo-
waé w limfocytach, gdzie wystepuje ona w postaci
wewngatrzkomérkowych agregatéw [71] i podlega
przemieszczeniu do biony plazmatycznej po potrak-
towaniu limfocytéw czynnikami powodujacymi ich
réznicowanie.

Masa cz. pod jedn. Chronlosom Identyczno$é ze

[kD] Gen a Gen p spektryng ludzka
280/246 1 12 -90
280/246 1 14 100
283/267 2 11 50-55
283/267 1 12 -90

Potgczenia spektryn nieerytrocytarnych z bto-
na(-ami) komoérek obejmujg prawdopodobnie oddzia-
tywania z r6znymi izoformami ankiryny, oddziatywa-
nia niezalezne od ankiryny, tzn. z innymi biatkami
integralnymi [72,73], a by¢ moze z fosfolipidami btony
(Sikorski A.F.,Diakowski W.,— dane niepu-
blikowane). Spektryna mézgowa in vitro oddziatuje
z wysokim powinowactwem z btonami synaptycznymi
pozbawionymi ankiryny (KD~ 5—10 x 10- 9M) [72].
Btony komaérek nerwowych wiazg spektryne mézgowa
w ilosci 20-30 pmol/mg, co pokrywa sie z iloscig
spektryny w tej tkance. Spektryna erytrocytarna od-
dzialuje takze z btonami mdézgu, ale liczba miejsc jest
czterokrotnie mniejsza. Btony erytrocytéow takze za-
wierajg niewielkg ilos¢ (5-8%) niezaleznych od an-
kiryny receptorow spektryny [72], ktore wigzg raczej
spektryne mézgowa niz erytrocytarng. Oddziatywanie
wyzej wspomnianych miejsc ze spektryng jest kon-
kurencyjnie hamowane (maksymalnie w okoto 70%)
przez kalmoduling w obecnosci submikromolarnych
stezen Ca2+ [74]. Miejscem oddziatywania kompleksu
kalmodulina-Ca2+jest prawdopodobnie biatko recep-
torowe. Jednym z mozliwych receptoréw spektryny
mogtyby by¢ czasteczki biatek odpowiedzialnych za
rozpoznanie i adhezje komorek nerwowych, gliko-
proteiny z nadrodziny immunoglobulin tzw. N-CAM
(neural cell adhesion molecule). N-CAM w bilonie
komérek nerwowych myszy stanowia glikoproteiny
0 masach 120, 140 i 180 kD. Biatka te r6znig sie
dtugoscig C-koncowej domeny cytoplazmatycznej.
Wykazano, ze N-CAM 180 wspdtizoluje sie ze spekt-
ryng mozgowa i wigze jg in vitro [73]. Oddziatywanie
to moze by¢ odpowiedzialne za stosunkowo niska
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ruchliwo$é tego biatka w poréwnaniu z N-CAM 140.
Nie ma danych o regulacji tego oddziatywania przez
kompleks Ca2+-kalmodulina.

IV-2. Interakcje z elementami szkieletu
komdrkowego

Spektryna, jak wykazano, oddziatuje z filamentami
posrednimi, a miejsce ich wigzania zlokalizowane jest
w aminowym koncu podjednostki @[75]. Bezposred-
nie oddziatywania z podjednostkg o masie czgstecz-
kowej 70 kD neurofilamentéw oraz biatkiem filamen-
tébw komorek glejowych zachodzi ze statg dysocjacji
Kd~ 0.2-0.4 x 10~6M i stechiometriag 1 czasteczka
spektryny na 50 podjednostek filamentdéw posrednich.
Miejsce wigzania spektryny jest, jak sie przypuszcza,
zlokalizowane w aminowym koricu podjednostki za-
angazowanym w wydtuzanie filamentu [75],

Spektryna nieerytrocytarna oddziatywac¢ moze z mi-
krotubulami sieciujac je in vitro. Stwierdzono, ze
miejscem oddziatywania jest biatko x(tau) zasocjowane
z mikrotubulami, a by¢ moze tubulina [76]. Tubulina
wigze siezdomeng oddziatujgcg z biatkiem przenosza-
cym aniony ankiryny [77]; ankiryna zatem powinna
tworzyc¢ tréjsktadnikowy kompleks ze spektryng i mik-
rotubulami, ale dotagd nie ma na to dowodow eks-
perymentalnych. Obserwacje mikroskopowe wskazuja
na to, ze mikrotubule sg potgczone z bitong plaz-
matyczng aksondéw poprzez biatko przypominajace
rozmiarami i ksztattem spektryne [78].

IV-3. Niektdre zjawiska zachodzace w komorce
z udziatem spektryny

Jak juz wspomniano, spektryny i ankiryny sg w nie-
ktérych przypadkach skoncentrowane w niektérych
regionach btony komdérkowej i jak sie uwaza, moga
odgrywac istotng role w formowaniu i utrzymywaniu
domen charakteryzujgcych sie wystepowaniem okres-
lonych biatek integralnych. Przyktadami silnie spola-
ryzowanych domen o wysokiej zawartosci spektryny
sg przewezenia Ranviera, ,,czepki” hodowanych lim-
focytow oraz limfocytéw wyizolowanych z organizmu.
Udziat spektryny w powstaniu ,,czepkéw” zaobser-
wowano takze w przypadku agregacji receptoréw
czynnika wzrostu naskdrka (EGF) w komorkach
epidermalnych karcinoma A431 [79]. Spektryna jest
takze istotnym skiadnikiem ziarnistosci postsynap-
tycznych mézgu [80].

Istotnym wydaje sie pytanie, czy spektryna lub
spektryna i ankiryna odgrywajg wazng role w or-
ganizacji domen btonowych. Wyizolowano kompleks
spektryny, ankiryny i Na+-K+ATP-azy rozpuszczal-
ny w detergencie niejonowym, ktéry moze by¢ prekur-
sorem nierozpuszczalnego potgczenia tych biatek obe-
cnego w btonach spolaryzowanych komorek [81].

Spektryna obecna jest w rejonach kontaktu komo-
rek w stadium dwdéch komérek (zarodki mysie) [82]
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oraz w potgczeniach komdérek nabtonka w hodowli
[83]. Stabilne kompleksy spektryny (pozostajace nie-
rozpuszczalne po ekstrakcji detergentem niejonowym)
wykrywane byly tylko w obecnosci jonéw Ca2+
w przestrzeni zewngtrzkomérkowej [83]. Kadheryne,
biatko odpowiadajgce za adhezje komorek zalezng od
Ca2+, zidentyfikowano w kompleksie ze spektryng
i ankiryng [81]. Uwaza sie, ze spektryna tgcznie
z innymi biatkami takimijak ankiryna, adducyna [84]
oraz biatko 4.1 stabilizuje btone w rejonach potaczen
komdrkowych jeszcze przed utworzeniem sie desmo-
somu.

Dane dotyczace roli spektryn w sekrecji pochodza
gtéwnie z badan nad komérkami chromafinowymi
rdzenia nadnercza (komorki wydzielajgce katechola-
miny). Pobudzeniu wydzielania neurotransmitera
przez te komaérki towarzyszy reorganizacja spektryny,
z rownomiernej dystrybucji pod btong plazmatyczng
do lokalnych agregatdéw [85]. Przeciwciata skierowane
przeciw spektrynie nieerytrocytarnej wprowadzone do
tych komérek hamujg czesciowo wydzielanie [86]
utrudniajgc redystrybucje spektryny. U podtoza redys-
trybucji moze leze¢ dysocjacja spektryny z komplek-
séw z nieankirynowymi receptorami pod wpltywem
Ca2+ i kalmoduliny. Trzeba dodaé, ze oprocz spekt-
ryny inne biatka wigzace aktyne takie jak a-aktynina,
zelsolina i kaldesmon wystepujag w rejonie korowym
tych komoérek ftacznie z filamentami aktynowymi.
Podwyzszenie stezeniajondw Ca2+ powodowaé moze
takze dezorganizacje korowego szkieletu aktynowego
przez (1) skracanie filamentow aktynowych indukowa-
ne przez zelsoling i (2) dysocjacje potaczen kaldesmonu
z f-aktyng. Sg tez dane, ze pod wptywem zwiekszonego
stezenia jonow Ca2+ nastepuje aktywacja zaleznej od
Ca2+ proteazy | (kalpainy) [87] hydrolizujacej spekt-
ryne nieerytrocytarng. Co wiecej podatno$¢ a spekt-
ryny nieerytrocytarnej na proteolize znacznie wzrasta,
a proteoliza podjednostki @ zalezy catkowicie od
obecnosci kalmoduliny. Proteoliza obu podjednostek
uniemozliwia funkcjonowanie tetrameru [87].

Innym przyktadem udziatu spektryny nieerytrocyta-
rnej w regulacji egzocytozy jest uwalnianie neurotrans-
mitera w synapsie. Neurony komunikujg sie przy
pomocy neurotransmiteréw, ktore upakowane s3g
w matych pecherzykach synaptycznych o S$rednicy
najczesciej okoto 50 nm. Po stymulacji (depolaryzaciji)
neuronu pecherzyki synaptyczne ulegajg fuzji z btong
presynaptyczng i uwalniajg swa zawarto$¢ do szczeliny
pomiedzy zakonczeniem pre- i postsynaptycznym.
Fakt wigzania spektryny mozgowej przez synapsyne
oraz obserwacje ultrastrukturalne wskazujace na wy-
stepowanie spektryny moézgowej w kompleksie z pe-
cherzykami synaptycznymi nasuwaty przypuszczenia
0 udziale spektryny mozgowej w regulacji tego proce-
su. W naszych badaniach [88] wykazalismy, ze spekt-
ryna mézgowa wigze in vitro izolowane pecherzyki
synaptyczne z wysokim powinowactwem w pH 7.5-7.8
1 umiarkowanej sile jonowej. Stata dysocjacji tego
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kompleksu wynosi 59 |ig/ml, co odpowiada ~ 24 nM
synapsyny. lzolowana synapsyna | konkurencyjnie
hamuje powstawanie tego kompleksu z pozorng stalg
Kj ~ 46 nM. Tworzenie kompleksu pecherzykéw sy-
naptycznych z elementami szkieletu komdérkowego,
takimi jak spektryna oraz f-aktyna, stato sie podstawa
kilku hipotez dotyczacych regulacji ruchliwosci peche-
rzykow oraz uwalniania ich zawartosci [por. przegl.
89]. Istotnym elementem tych hipotez byto uwalnianie
pecherzykow synaptycznych z kompleksu spektry-
na-aktyna (synapsyna zwigzana z btong pecherzyka
mogtaby odgrywac role biatka 4.1 w tym kompleksie)
pod wplywem zaleznej od Ca2+ i kalmoduliny fos-
forylacji synapsyny. Badania nad wptywem fosforylo-
wanej invitro synapsyny | zarowno za pomoca zaleznej
od cAMP kinazy biatkowej oraz zaleznej od Ca2+
i kalmoduliny kinazy biatkowej Il na wigzanie peche-
rzykéw synaptycznych przez izolowang spektryne mo-
zgowg wykazaty brak efektu fosforylacji w obu rodza-
jach miejsc [90]. Jaka zatem moze by¢ fizjologiczna
rola kompleksu spektryny mézgowej z pecherzykami
synaptycznymi? Mozna zaktadac, ze pecherzyki syna-
ptyczne sg czynnie transportowane do strefy zakon-
czenia synaptycznego potozonej okoto 100 nm od
btony presynaptycznej i tu ,zageszczone” poprzez
utworzenie kompleksu ze spektryng. Takie strefy zage-
szczonych pecherzkéw obserwowano w badaniach
nad ultrastrukturg zakonczen synaptycznych. Co wie-
cej, utrzymywane sg one w tej odlegtosci od btony
presynaptycznej przez witokna odpowiadajgce rozmia-
rami i ksztaltem spektrynie mézgowej [91]. Zatem
funkcja kompleksu bytoby utrzymywanie pecherzy-
kéw w ,,zageszczonej” strefie gotowych do fuzji. Zwiek-
szenie stezenia Ca2+ na skutek depolaryzacji aksonu
powodowaé moze uwalnianie spektryny z niezalez-
nych od ankiryny receptoréw btonowych i (réwnoczes-
nie) natychmiastowag fuzje pecherzykéw (réwniez wza-
jemng) i btony presynaptyczne;j.

Postuluje sie [92, 93], ze degradacja spektryny
maézgowej przez kalpaine oraz wzrost ilosci dostep-
nych receptoréw glutaminianu po stymulacji synap-
tycznej zwigzane sg z tzw. diugotrwalg potencjacja,
a zatem pamiecig. Efekty dtugotrwatej potencjacji byty
znacznie mniejsze w przypadku skrawkéw hipokam-
pusa utrzymywanych w srodowisku o niskiej zawarto-
§ci jonéw Ca2+. Warunki, ktére powodowaty wzrost
ilosci wigzanego glutaminianu korelowaty dobrze ze
wzrostem degradacji spektryny moézgowej przez kal-
paine.

Powyzsze rozwazania ilustrujg jak wiele mozliwosci
udziatu spektryn nieerytrocytarnych w regulacji zja-
wisk w roznych komadrkach zostato zaledwie wstepnie
poznane.

V. Uwagi koncowe

Przedstawiony powyzej krotki przeglad pismiennic-
twa dotyczacego spektryn iich struktury wskazuje na
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dynamiczny rozwo6j badan nad tymi biatkami. Na-
gromadzone informacje dotyczace struktury tych bia-
tek pozwalajg na bardzo doktadne studia funkcji
poszczegdlnych domen spektryn zaréwno w bada-
niach in vitro jak i w badaniach nad wariantami
spektryny pacjentéw cierpigcych na anemie hemo-
lityczne.

Badania spektryn nieerytrocytarnych wskazujg na
ich znacznie bardziej zr6znicowang w poréwnaniu do
spektryny erytrocytarnej funkcje w komorkach. Mia-
nowicie, oprécz funkcji podobnych do spetnianych
przez spektryne erytrocytarng biorg one udziat w wielu
procesach wiaczajac w to regulacje zjawisk zwigzanych
z przewodzeniem synaptycznym.

Najblizsza przysztos¢ spektrynologii naleze¢ bedzie
zapewne do badan prowadzonych technikami biologii
molekularnej majgcych na celu wyjasnienie roli po-
szczegOlnych domen réznych spektryn oraz funkcji
i udziatu poszczegdlnych izoform spektryny w réznych
procesach.

Artykut otrzymano 13 grudnia 1992 r.
Przyjeto do druku 29 stycznia 1993 r.
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Acer pseudoplatanus L — jawor zwyczajny
Agrostis tenuis Sibth. — mietlica pospolita
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Agrostis gigantea Roth. — mietlica biatawa
Anthoxanthum odoratum L. — tomka wonna
Beta vulgaris L. — burak zwyczajny

Datura innoxia Mill. — bielui indianiski
Deschampsia caespitosa L. — $miatek darniowy
Equisetum giganteum L. — skrzyp wielki
Glycine max L. — soja owtosiona

Lemna minor L. — rzesa drobna

Lupinus vulgaris L. — tubin zwyczajny
Mimulus guttatus DC. — kroplik zotty
Nicotiana rustica L. — tyton bakun

Nicotiana tabacum L. — tyton szlachetny
Phaseolus vulgaris L. — fasola zwykta
Podophyllum peltatum L. — stopkowiec
Raphanus sativus L. — rzodkiew zwyczajna
Rauvolfia serpentina Benth. — rauwolfia zmijowa
Rosa canina L. — roza dzika

Silene cucubalus L. — lepnica

Triticum aestivum L. — pszenica zwyczajna
Zea mays L. — kukurydza zwyczajna

Azollafiliculoides
Becium homblei
Dichapetalum gelanoides
Escholtzia californica
Leptospermum scoparium

— papro¢ wodna

Rosliny wyzsze, amerykans-
kie i azjatyckie, dla ktérych
nie znalaztam nazw polskich

Chlorella

Dunaliella bioculata Glony
Candida glabrata

Neurospora crassa Grzyby

Saccharomyces cerevisiae
Schizosaccharomyces pombe
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I. Wprowadzenie

W 1989 roku ukazat sie w Postepach Biochemii
artykut pt.: ,Biatka i peptydy wiazace metale ciezkie”
[1]. Omawiat on role biatek w detoksykacji metali
ciezkich w organizmach zwierzat i ros$lin, chociaz
wiekszg uwage zwracat na nowo odkryte metalopep-
tydowe kompleksy roslinne zwane fitochelatynymi.

Od tego czasu przybyto wiele nowych informacji,
pojawito sie tez szereg kontrowersji i przypuszczen
dotyczacych funkcji i powszechno$ci wystepowania
fitochelatyn w roslinach. Omowieniu tych zagadnien
poswiecony jest obecny artykut, ktory stara sie uzupet-
ni¢ wiedze zainteresowanych oséb o nowe problemy,
jakie wytonity sie z badan prowadzonych w tej dziedzi-
nie w ciggu ostatnich kilku lat.

Od 1985 roku [2] wiadomo, ze mechanizm detok-
sykacji jondw metali ciezkich u ro$lin wyzszych, pole-
gajacy na ich wigzaniu w nietoksyczne kompleksy
z biatkami, jest odmienny od funkcjonujgcego u zwie-
rzatiniektorych grzybow. Nie polega on na syntezie de
novo indukcyjnych biatek o charakterystycznych witas-
ciwosciach, ktére u zwierzat nazwano metalotioneina-
mi (MT). Odpowiedzig ro$lin na wzrost wewnatrz-
komorkowego stezenia metali ciezkich jest wytwarza-
nie, réznigcych sie zar6wno sposobem powstawania
jak ibudowa, peptydow o strukturze (y-Glu-Cys)n-Gly,
ktérych grupy -SH cysteiny uczestniczg w wigzaniu
metalu. Nazywa sigje fitochelatynami, poli(y-glutamy-
locysteinyloj-glicynami, peptydami wigzacymi kadm
(Cd-BP), y-glutamylopeptydami wigzacymi metale, 111
klasg metalotionein, a u niektérych grzybow — kadys-
tynami [3-5].

Fitochelatyny strukturg zblizone sg do glutationu
(y-Glu-Cys-Gly), co od dawna nasuwato przypusz-
czenia o udziale tego konstytucyjnego tripeptydu jako
substratu w ich syntezie. Liczne badania, prowadzone
naroslinach roznych gatunkdw wykazaty, ze akumula-
cja fitochelatyn jest $cisle skorelowana z zuzywaniem
komérkowego glutationu [6-15]. Stosujac inhibitory
syntezy glutationu [6, 13, 16, 17], badajac mutanty
pozbawione enzymdéw jego syntezy [13, 18] oraz
znakujac GSH radioaktywng 35S [19] wykazano, ze
tripeptyd ten jest prekursorem fitochelatyn.

W obecno$ci metali ciezkich w Srodowisku, w ros-
linach 20 gatunkéw rzedu Fabales tworzg sie oprocz
fitochelatyn — pochodnych glutationu — takze tzw.
homo-fitochelatyny, ktorych strukture opisuje wzér
— (y-Glu-Cys)n(3-Ala. Sg one pochodnymi wystepuja-
cego w ich komérkach tripeptydu zwanego ho-
mo-glutationem (y-Glu-Cys-(3-Ala) [20].

Fitochelatyny oraz homo-fitochelatyny sg liniowy-
mi polimerami glutationu i homo-glutationu z po-
wtarzajagcymi sie (2-11 razy w PC i 2-7 razy w h-PC)
fragmentami diaminokwasowymi y-Glu-Cys [21, 22].
Spos6b dobudowywania reszt y-Glu-Cys do tripep-
tydow pozostawat dtugo nie wyjasniony. W 1987 roku
Rennenberg [23] zaproponowat kilka mozliwych
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sposobdw biosyntezy peptydowej czesci fitochelatyn,
zaktadajac udziat enzymu o wiasciwosciach transpep-
tydazy. Jednak dopiero w 1989 roku [24,25] z ekstrak-
téw komdrkowych Silene cucubalus wyizolowano en-
zym uczestniczacy w wytwarzaniu metalopeptydo-
wych komplekséw u roslin i opisano jego wiasciwosci.
Jest to konstytucyjne, cytoplazmatyczne, oligomerycz-
ne biatko aktywne w formie tetrameru i dimeru,
ztozone z podjednostek o masie czasteczkowej 25 kD
kazda. Aktywatorami enzymu sg wolne jony metali
ciezkich (szczeg6lnie Cd2+, Ag+, Bi3+, Pb2+, Zn2+,
Cu2+, Hg2+, Au+), a substratem glutation lub fito-
chelatyny o roznej dtugosci taricucha peptydowego.
Funkcja enzymu polega na przenoszeniu diaminok-
wasowego fragmentu y-Glu-Cys z donorowej czaste-
czki glutationu na akceptorowg czasteczke glutationu
lub fitochelatyny tworzac polimery o strukturze
(y-Glu-Cys)n-Gly wedtug schematu:
[Glu(-Cys)In-Gly + [Glu(-Cys)]n-Gly
->[Glu(-Cy9]ntl-Gly + [Glu(-Cys)In_1-Gly,

gdzien =1, 2, 3 ..
Enzym nazwany zostal transpeptydaza dipeptydu
y-glutamylocysteiny, ale powszechnie uzywa sie¢ nazwy
syntetaza fitochelatynowa.

Obecnos$¢ enzymu autorzy wykazali jeszcze u roslin
kolejnych czterech gatunkéw: (Podophyllum peltatum,
Escholtzia californica, Beta vulgaris, Equisetum gigan-
teum) w kazdym przypadku potwierdzajac jego kon-
stytucyjny charakter. Byto to zgodne z wczesniejszymi
przypuszczeniami, poniewaz fitochelatyny wykrywano
w doswiadczeniach in vivo u roslin juz po Kkilku
minutach od momentu wprowadzenia metalu do pozy-
wki [8, 26].

I1. Funkcje fitochelatyn

I1-1. Fitochelatyny w transporcie metali ciezkich
do wakuoli

Za wystepowaniem fitochelatyn w cytoplazmie prze-
mawia fakt, ze glutation — ich prekursor, oraz enzymy
szlaku biosyntezy tego prekursora (syntetaza y-gluta-
mylocysteinowa i syntetaza glutationowg) wystepuja
wilasnie w cytoplazmie. Réwniez tutaj stwierdzono
obecno$¢ syntetazy fitochelatynowej, wymagajacej dla
optymalnej aktywnos$ci pH powyzej 7. Ponadto war-
tos¢ pH cytoplazmy sprzyja wigzaniu wolnych jonoéw
metali w kompleksy z peptydowymi fragmentami
fitochelatyn.

Czy jednak samo zwigzanie metalu jest podstawg
detoksykacji, a pozostawanie utworzonego kompleksu
w cytoplazmie, ostatecznym miejscem i etapem unie-
ruchamiania i przechowywania wolnych jonéw w ko-
morce? CzeSciowg odpowiedZ na to pytanie daly
badania rozmieszczenia metalu i fitochelatyn w proto-
plastach izolowanych z lisci siewek Nicotiana rustica
poddanych dziataniu kadmu [27, 28]. Wynika z nich,
ze caly pobrany przez protoplasty kadm, oraz wy-
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tworzone w odpowiedzi na jego obecno$c¢ fitochelaty-
ny, byly zlokalizowane w wakuolach. Skoro jednak
kompleksy metal — fitochelatyna tworza sie w cyto-
plazmie, do wakuoli musiaty zosta¢ przetransportowa-
ne. Rycina 1 przedstawia schemat, w ktdrym fito-
chelatyny petnig funkcje czynnika transportujacego
metal do wnetrza Wodniczki.

WAKUOLA

CdBP «- -» Cd
pH (3,5-6)
Cd<4- Cd
TT-Glu-Cyt, Gly
Glu,Cy>Gly
CdBP
CdBP-Cd
1 CdBP
-» CdBP-Cd CdBP

Cd

Cd

Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy funkcjonowanie fitochelatyn jako
nos$nikéw transportujagcych metal do wakuoli [wg 28].

Obecnos$¢ wolnych jondw w cytoplazmie aktywuje
syntetaze fitochelatynowg, czego efektem jest tworze-
nie fitochelatyn (Cd-BP) i chelatowanie metalu. Na-
stepnie kompleksy Cd-BP-Cd sa transportowane
przez tonoplast do wakuoli, gdzie niskie pH (3,5-6)
sprzyja ich dysocjacji. Uwolniony metal tatwo tworzy
trwate kompleksy z innymi ligandami (kwasy organi-
czne, aminokwasy) obecnymi w wakuoli [29], a czes¢
peptydowa moze by¢ degradowana przez wakuolarne
hydrolazy na fragmenty lub wolne aminokwasy, moze
tez powracac do cytoplazmy. Taki mechanizm, chociaz
wymagajacy potwierdzenia, wydaje sie najbardziej
prawdopodobny, gdyz nie znaleziono dowoddéw aby
metal i fitochelatyny byly oddzielnie transportowane
do wakuoli i tam ulegaty asocjacji.

Zaprezentowane badania wskazujg, ze detoksykacja
kadmu w siewkach tytoniu nie polega wytacznie na
prostym chelatowaniu metalu przez fitochelatyny. Wy-
daje sig, ze w tym przypadku detoksykacja jest proce-
sem przeniesienia metalu z cytoplazmy do nieaktyw-
nych metabolicznie miejsc komorki i trwatym unie-
ruchomieniu go przez zwigzanie z efektywniejszymi
niz fitochelatyny ligandami.

Nie byly to pierwsze doniesienia opisujace wy-
stepowanie kadmu w wakuolach. Wczes$niej stwier-
dzono, ze morski glon Dunaliella bioculata, hodowany
w obecnosci wysokich stezen kadmu, akumuluje po-
brany metal wytgcznie w wodniczkach komdrek [30].
Kadm w wakuolach znajdowano réwniez w komaor-
kach roslin Agrostis gigantea i kukurydzy uprawia-
nych w obecnosci CdS04 [31]. Wydaje sie tez, ze
lokalizacja metali ciezkich w wakuolach nie dotyczy
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wylgcznie jonéw kadmu, poniewaz w komorkach
Datura innoxia, rosnacych w obecnosci nadmiaru
cynku i kadmu, duze ilosci obu metali wykrywano
w wakuolach [29].

11-2. Fitochelatyny w gospodarce mikroelemen-
tami

Roslinne fitochelatyny, chociaz odmienne sposobem
powstawania i budowg od zwierzecych metalotionein,
sg ich funkcjonalnymi analogami. Analogia ta wyraza
sie udziatem obu rodzajow komplekséw w detok-
sykacji nadmiaru wolnych jonéw metali ciezkich przy
wzroscie ich wewnatrzkomorkowych stezen.

Metalotioneinom oraz fitochelatynom przypisuje
sie réwniez udziat w gospodarce mikroelementow.
Dotyczy to zwilaszcza tych jonéw metali ciezkich,
ktorych organizmy zywe wymagajg do prawidtowego
rozwoju (Cu, Zn, Ni) [32]. Jony niezbednych komorce
metali, zwigzane w forme Cu-, Zn- czy Ni-fitochelatyn,
moga by¢, po degradacji tych ,krétko zyjacych”
kompleksdw, uwalniane i wykorzystywane do wy-
twarzania metaloenzymow. Takg funkcje fitochelatyn
wykazano w doswiadczeniach, w ktérych komarki
Rauvolfia serpentina hodowano w pozywce zawierajg-
cej miedz (0,1 pM) i cynk (37 pM) w iloSciach fizjo-
logicznych czyli koniecznych do prawidtowego wzros-
tu komorek. Po 30 minutach, od chwili umieszczenia
hodowli w pozywce, komaorki pobraty z niej 40% Zn
i 70% Cu akumulujgc je w formie Cu- i Zn-fito-
chelatyn, az do czasu catkowitego wyczerpania wol-
nych jonow metali ze Srodowiska. Podobne obserwa-
cje przeprowadzono w hodowlach komoérkowych ros-
lin innych gatunkow (Agrostis tenuis, Beta vulgaris,
Lupinus vulgaris, Rosa canina, Silene cucubalus) wyka-
zujac tym samym, ze nie jest to zjawisko sporadyczne,
ograniczone tylko do jednego gatunku [32]. Zwigzane
metale sg w ten sposob przechowywane, a wyelimino-
wanie wolnych jondw zabezpiecza wrazliwe na metale
funkcyjne grupy enzymow i biatek strukturalnych.
Przy wzroscie zapotrzebowania komorek na metale, sa
one uwalniane z fitochelatyn i przenoszone na apofor-
my metalobiatek.

Funkcje fitochelatyn jako donoréw metali potwier-
dzono ostatnio w badaniach metaloenzyméw pozba-
wionych metali [33]. Apoforma oksydazy diaminowej,
otrzymana z siewek grochu i pozbawiona miedzi,
wykazywata tylko 2% aktywnosci holoenzymu. In-
kubowano jg z siarczanem miedziowym, uznanym
wczesniej za najefektywniejszy donor jonéw Cu2+ dla
apoformy tego enzymu, oraz Cu-fitochelatynami o ro-
znej dtugosci tancucha peptydowego (n = 2-5) izo-
lowanymi z komdrek roslinnych. Przy uzyciu CuS04
odzyskiwano 80% aktywnos$ci enzymu, tak samo
efektywne w reaktywacji byty fitochelatyny o krétkich
tarncuchach peptydowych (n = 21 3), a miedz zwigzana
w kompleksach o diuzszych tancuchach byta stabiej
znich uwalniana (n = 4-71%, n = 5-65% aktywnosci).
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Badano réwniez funkcje Zn-fitochelatyn, jako dono-
réw cynku dla apoformy anhydrazy weglanowej po-
zbawionej metalu. Jako zrodtajondéw Zn2+ stosowano
ZnS04 (100% reaktywacji), Zn-PCn=2 (94%)
i Zn-PCnr=7 (70%).

Przy zastosowaniu diugotancuchowych Zn-
i Cu-fitochelatyn jako donorow jonéw Cu2+ i Zn2+,
obserwowano stabszg reaktywacje obu enzyméw. Spo-
wodowane to jest trwalszym wigzaniem (wyzsze state
wigzania) metali przez fitochelatyny o dtuzszych fan-
cuchach peptydowych.

11-3. Fitochelatyny w metabolizmie siarki

Niektdre fitochelatyny, zwiaszcza te, ktérych na-
gromadzanie sie w komdrkach indukowane jest przez
kadm obecny w srodowisku, zawierajg, oprocz buduja-
cych ich czasteczki trzech reszt aminokwasowych,
réwniez luzno zwigzane jony siarczkowe. Jony te
uwalniajg sie czesto w postaci H2S po zakwaszeniu
kompleksow. Po raz pierwszy obecnos$¢ takiego sktad-
nika komplekséw stwierdzono w Cd-fitochelatynach
ros$lin pomidora, gdy podczas ekstrakcji korzeni w wa-
runkach kwasnego pH, obserwowano wydzielanie
H2S (acid-labile sulfide) [34]. Towarzyszytatemu zmia-
na wiasciwosci absorpcyjnych kompleksow metalo-
peptydowych. Charakterystyczna dla Cd-fitochelatyn
absorpcja przy 254 nm, wczesniej przypisywana obec-
nosci wigzan merkaptydowych metalu poprzez grupy
-SH cysteiny, zanikata, gdy obnizono pH do wartosci
1,5. Alkalizacja kompleksu i podwyzszenie pH do 9,0,
tylko czesSciowo przywracato A254. Wsrdéd mozliwych
interpretacji tego zjawiska, najczesciej jako gtdwny
powdd nieodwracalnej zmiany wiasciwosci absorpcyj-
nych, wymienia sie utrate siarki z komplekséw metalo-
peptydowych [35].

Siarka uwalniana w postaci jonu siarczkowego
z kompleksow Cd-fitochelatynowych, w odniesieniu
do catkowitej iloSci zawartej w nich siarki, wynosi: 1%
u Rauvolfia serpentina, 12% wChlorella, 30% u Glycine
max [36] oraz 21% u Zea mays [8, 37]. Sktadnikiem
Cd-peptydowych komplekséw roslin wyzszych sg cze-
sto, oprdécz jonoéw siarczkowych, jony siarczynowe,
rowniez luzno zwigzane i uwalniane w kwasnym
Srodowisku (acid-labile-suljite) [3, 38, 39].

Rowniez w produkowanych Cd-(y-Glu-Cys)nGly
kompleksach przez komaérki grzybow Schizosaccharo-
myces pombe i Candida glabrata obecne sgjony siarcz-
kowe, uwalniane w postaci H2S po zakwaszeniu [40].
Nie obserwowano tej wiasciwosci w Cu-(y-Glu-Cys)n
Gly kompleksach S. pombe i w Cu-metalotioneinie
produkowanej przez C. glabrata [41].

W komérkach grzybow S. pombe i C. glabrata,
hodowanych w obecnosci 1 mM CdS04, wykryto
agregaty, ztozone z krysztatdw CdS optaszczonych
peptydami (y-Glu-Cys)nGly [42]. Kompleksy te,
o wiasciwosciach krystalicznych pétprzewodnikow,
miaty 20 A S$rednicy a rdzen, otoczony okoto 30
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peptydami, stanowito 80-85 czgsteczek CdS. Podobne
struktury wykrywano réwniez w ro$linach pomidora
uprawianego przez 3 tygodnie na pozywce zawierajg-
cej 100 pM CdS04 [43].

Powstawanie krystalicznych agregatow CdS optasz-
czonych peptydami wydaje sie jednak watpliwe u ros-
lin rosnagcych w naturalnych siedliskach zanieczysz-
czonych kadmem, gdyz nawet przy najwiekszych ska-
zeniach gleb, stezenia Cd sgjednak znacznie nizsze od
stosowanych w opisanych powyzej doswiadczeniach.

Jaka jest rola jonéw siarczkowych i siarczynowych
w Cd-(y-Glu-Cys)n-Gly kompleksach? Jest nig przede
wszystkim wzrost trwato$ci kompleksu, zwiekszenie
jego termodynamicznej stabilnosci i odpornosci na
degradacje czyli oddysocjowywanie zwigzanego z nim
metalu, co w duzym stopniu zalezy od pH. Przy niskich
wartosciach pH, metal jest tatwo usuwany z potgczen
S-Me i wypierany przez protony. Kompleksy nie
zawierajgce jonow siarczkowych i siarczynowych, sg
w 50% pozbawione metalu wpH 5,a obecnos$¢ S2~ lub
S03~ sprawia, ze taki sam stopien degradacji ma
miejsce dopiero przy wartosciach pH ponizej 4. Poza
tym, obecnos¢ siarczkOw czy siarczynéw daje moz-
liwo$¢ zwiekszenia ilosci wigzanego metalu, co pod-
nosi efektywno$¢ komplekséw w unieruchamianiu
wolnych, toksycznych jonow [39].

Obecnos$é jonow S2~ i S03_ w Cd-fitochelatynach
moze wskazywac na inng funkcje komplekséw metalo-
peptydowych, poza unieruchamianiem metali ciezkich,
mianowicie na ich udziat w metabolizmie siarki u ros-
lin [34, 39, 44].

Bakterie, grzyby i rosliny wyzsze pobierajg siarke
w postaci anionu S04~ z ktérego, po redukcji do
grupy -SH, siarka jest wbhudowywana do aminokwa-
s6w, biatek, koenzyméw, sulfolipidéw. Proces ten,
polegajacy na przeksztatceniu pobranych siarczanéw
do uzytecznej dla roslin grupy sulfhydrylowej, nosi
nazwe asymilacyjnej redukcji siarczanéw [45]. Za-
ktywowany, przez zwigzanie w forme nukleotydu APS,
jon S0 4- jest przenoszony przy udziale sulfotrans-
ferazy APS na nosnik tiolowy, czego wynikiem jest
utworzenie sulfotiolu (R-S-S03H). Enzym charaktery-
zuje mata specyficzno$¢ w stosunku do tioli petnigcych
role nos$nikéw. Najlepszymi substratami enzymu sg
dwutiole, a sposrod monotioli, z podobng dwutiolom
wydajnoscig, wykorzystywany jest glutation. W kom6-
rkach Chlorella wiasnie GSH jest fizjologicznym nos-
nikiem dotowym w asymilacyjnej redukcji siarczandw
[46]. W nastepnych etapach procesu, sulfotiol reduko-
wany jest do formy R-S~, a kolejnym akceptorem jonu
siarczkowego jest o-acetyloseryna przeksztatcana do
cysteiny.

Podstawg do przypuszczen o udziale Cd-fitochela-
tyn w szlaku redukcji siarczandw sg znane, wielokrot-
nie potwierdzone i logicznie wigzace sie nastepujace
fakty:

1) Kadm, efektywniej niz inne metale ciezkie, stymuluje
akumulacje fitochelatyn [24], do ktérych wytwarzania

63



niezbedna jest cysteina,

2) Kadm wptywa stymulujgco na aktywnos$¢ kluczo-
wych enzyméw wytwarzania cysteiny w szlaku reduk-
cji siarczandw, tzn. sulfurylaze ATP i sulfotransferaze
APS [47],

3) Roslinne kompleksy Cd-peptydowe zawierajg luzno
zwigzane z nimi jony SOU i S2~. Tym samym
wykazujg strukturalne podobiefAstwo do dotowych
no$nikéw szlaku redukcji siarczanéw, rowniez przejs-
ciowo wigzacych jony siarczynowe i siarczkowe imajg-
cych posta¢ R-S-SOJ oraz R-S_ [39, 48],

4) W srodowisku kwasnym z komplekséw Cd-pep-
tydowych uwalniana jest siarka. Podobnie siarka,
przytaczana do grupy -SH nosnikéw dotowych szlaku
redukcji siarczan6w, moze by¢ wymieniona i wydziela¢
sie po zakwaszeniu (acid-labile sulfur) [39, 49].

Na podstawie tych faktow przypuszcza sie, ze
Cd-fitochelatyny moga funkcjonowaé jako nosniki
tiolowe w asymilacyjnej redukcji siarczandw u roslin.
Dla wyjasnienia tych przypuszczen niezbedne jest
wykazanie, czy luzno zwigzane z Cd-fitochelatynami
jony SO2- i S2~ sa rzeczywiscie wykorzystywane do
produkcji cysteiny, czy stuzg tylko stabilizacji wigzane-
go przez te kompleksy kadmu.

I1-4. Fitochelatyny w tolerancji roélin na metale
ciezkie

Fitochelatyny, dzieki wtasciwosci wigzania wolnych
(= toksycznych) jonéw metali ciezkich i powszechno-
§ci wystepowania w organizmach roslinnych, graja
istotng role w detoksykacji i tolerancji roslin na ten
czynnik stresowy. Fitochelatyny syntetyzowane sg
przez rosliny tolerancyjne, adaptujace sie do wzrostu
w obecnosci metali ciezkich w srodowisku. Syntetyzuja
je rowniez, co wczesniej kwestionowano, rosliny wraz-
liwe, niezdolne do wzrostu w warunkach zanieczysz-
czenia srodowiska metalami ciezkimi [50]. Niestuszny
okazat sie tez poglad, ze rosliny wrazliwe syntetyzuja
fitochelatyny w ilosciach niewystarczajacych dla zwia-
zania wolnych jonéw metali ciezkich pobieranych
przez ich komorki. Rosnacy na ztozach rud cynkowych
Zn-wrazliwy Acer pseudoplatanus zawiera w korze-
niach 15 razy wiecej Zn-PC (0,9 pmoli/g s.m.) niz
tolerancyjna Silene cucubalus (0,06 jimoli/g s.m.) [51].

Istotng réznicg miedzy ro$linami tolerancyjnymi
i wrazliwymi jest natomiast szybko$¢ z jaka syn-
tetyzowane sg fitochelatyny w odpowiedzi na wzrost
wewnatrzkomdrkowych stezed wolnych jonéw metali
ciezkich. Cd-tolerancyjne komorki Datura innoxia
intensywnie produkowaty peptyd wigzacy Cd w czasie
od 4 do 24 godzin do momentu podania kadmu, wigzac
w tym czasie 95% wnikajgcego do ich komorek
metalu. W komaérkach Cd-wrazliwych jeszcze po 8 go-
dzinach nie wykrywano obecnosci Cd-fitochelatyn,
adopiero po 24 godzinach 70% pobranego Cd zwigza-
ne bylo w formie Cd-fitochelatyn [52].

Podobne wyniki uzyskano w badaniach Cu-toleran-
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cyjnego klonu Agrostis gigantea, w ktdrego korzeniach
wykrywano obecno$¢ Cu-biatka w ciggu pierwszego
dnia od czasu podania miedzi do pozywki. Korzenie
klonu wrazliwego charakteryzowato zahamowanie
elongacji, a produkcje Cu-biatka, nawet w wiekszych
niz u klonu tolerancyjnego ilosciach, obserwowano
dopiero po uptywie 3 dni [3].

Wyniki tych badan pozwolity uscisli¢ definicje tole-
rancji. Jest to zdolno$¢ do wczesnego i szybkiego
uruchomienia syntezy wystarczajacej ilosci fitochela-
tyn wigzacych wolne, toksyczne jony metali ciezkich
w nietoksyczne kompleksy.

Fitochelatyny, mimo powszechnosci wystepowania
i funkcji jakag peinig w tolerancji roélin na metale
ciezkie, nie sg jedyng formg wigzania wolnych jondéw
w nietoksyczne kompleksy. Jony pewnych metali ciez-
kich nie sg ani induktorami syntezy fitochelatyn, ani
aktywatorami syntetazy fitochelatynowej. Mimo to,
rosliny niektérych gatunkéw adaptuja sie do wzrostu
w warunkach wysokich stezen tych metali w Srodowis-
ku. Po drugie, nawet je$li metal indukuje synteze
fitochelatyn w roslinach pewnych gatunkdéw, to w in-
nych przypadkach jego nadmiar detoksykowany jest
w calkiem odmienny sposob. Dlatego tez, nalezy
sktaniaé sie ku pogladowi, ze mechanizmy wytwarza-
nia tolerancji roslin na metale ciezkie sg bardzo rézne,
zalezne zaréwno od rodzaju metalu jak i gatunku
rosliny.

Przyktadéw popierajacych ten poglad dostarcza
zamieszczona nizej tabela (Tabl. 1).

I1l. Uwagi koncowe

Wielu autoréw badajagcych problem detoksykacji
metali ciezkich, kwestionuje wystepowanie metalo-
tionein typu zwierzecego w roslinach. Znane sgjednak
roslinne biatka wigzace jony metali ciezkich ktére, ze
wzgledu na sposéb powstawania i wkasciwosci, zalicza-
ne sg do metalotionein. Spotyka sie je najczesciej
u grzybow, a sa nimi: Cu-MT Neurospora crassa [68],
Cu-MT Saccharomyces cerevisiae [69] oraz Cu-MT
1iCu-MT Il Candida glabrata [70]. U roslin wyzszych,
w Cd-tolerancyjnych komorkach Datura innoxia, czes¢
pobieranego przez komorki kadmu jest wigzana z biat-
kiem o sktadzie i sekwencji aminokwasow jak w meta-
lotioneinach zwierzecych [60]. Z korzeni za$
Cu-tolerancyjnego klonu Mimulus guttatus wyizolo-
wano cDNA, kodujacy 72-aminokwasowe biatko z po-
wtarzajgcymi sie sekwencjami Cys-X-Cys charakterys-
tycznymi dla metalotionein zwierzecych [71].

Tkanka zarodkowa nasion pszenicy zawiera bogatg
w cysteine Zn-metalotioneine, nazywang biatkiem Ec
(early cysteine labeled) [72]. By¢é moze stuzy ono
przechowywaniu cynku w nasionach, uwalniajac metal
po degradacji w czasie kietkowania. Interesujgce jest,
ze fitochelatyny wykrywano dotad tylko w organach
wegetatywnych roslin wyzszych (korzenie, liscie). Spo-
strzezenia te stwarzajg perspektywy rozwoju badan
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Tabela 1.

Najczesciej spotykane mechanizmy unieruchamiania metali ciezkich w roslinach.

Metal

Chrom

Cynk

Glin

Kadm

Miedz

Nikiel

Otow

Forma wigzania
i lokalizacja w komérce

szczawian
Cr(
x jabtczan
cytoplazma, wakuola

jabtczan

Zn /|

X cytrynian
cytoplazma
Zn-szczawian
wakuola
Zn-kwas fitynowy
Sciana komoérkowa
Zn-fitochelatyny
cytoplazma

Al-cytrynian
wakuola

wolne jony Cd2+

w $cianie komérkowej
agregaty metalu
cytoplazma, jadro, wakuola
Cd-metalotioneina
cytoplazma
Cd-fitochelatyny
cytoplazma
Cd-homofitochelatyny
cytoplazma
Cd-fitochelatyny
wakuola

Cd-kwasy organiczne
wakuola
Cd-aminokwasy
wakuola

Cd-biatka szoku
termicznego (Hsp)

jadro, mitochondria, chloroplasty

Cu-DNA, Cu-RNA
jadro
Cu-aminokwasy
cytoplazma
Cu-glutation
cytoplazma
Cu-metalotioneina
cytoplazma
Cu-fitochelatyna
cytoplazma

. cytrynian
Ni /

x jabtczan
wakuola
Ni-fitochelatyny
cytoplazma

wolne jony Pb2+
$ciana komérkowa
Pb-pektyniany
$ciana komoérkowa
Pb-fitochelatyny
cytoplazma
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Gatunek

Leptospermum scoparium

Silene cucubalus

Deschampsia caespitosa
Silene cucubalus
Deschampsia caespitosa

Lemna minor
Rauvolfia serpentina

Triticum aestivum

Azollafiliculoides
Zea mays
Agrostis gigantea
Datura innoxia
Zea mays
Phaseolus vulgaris
Nicotiana rustica
Nicotiana rustica

Nicotiana tabacum

Glycine max

Beta vulgaris
Becium homblei
Silene cucubalus
Mimulus guttatus

Rauvolfia serpentina

Dichapetalum gelanoides

Rauvolfia serpentina

Anthoxanthum odoratum
Raphanus sativus

Rauvolfia serpentina

Pism.

[53]

[54]
[55]
[54]
[56]

[57]
(6]

[58]

[59]
[31]
[60]

(8]
[20]
[28]
[28]
[29]

[61]

[62]
[63]
[12]
[64]

(6]

[65]

(6]

[66]
[67]

(6]
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mogacych wyjasni¢ role metalotionein w roslinach.
By¢ moze, w odpowiedzi na wzrost stezenia metali
ciezkich, czesci wegetatywne roslin tworzg fitochelaty-
ny, a tkanki embrionalne, rdwniez roslin innych gatun-
kéw, wytwarzajg biatka podobne do Ecnasion pszeni-
cy. CzesSciowym rozwigzaniem tego problemu bytoby
zbadanie, czy genomy roélin zawierajg geny syntezy
biatek typu Ecorazjak kontrolowanajest ich ekspresja
w réznych stadiach rozwojowych roslin.

Perspektywy rozwoju badan nad detoksykacjg me-
tali ciezkich w roSlinach stwarza tez odkrycie, ze
w wigzaniu toksycznych jonéw Cd2+ i AsO”- moga
uczestniczy¢, obok fitochelatyn, rowniez biatka szoku
termicznego (Hsp) [61]. Ekspresja gendéw kodujacych
Hsp w roS$linach ulega indukcji zarébwno w podwyz-
szonej temperaturze jak i w obecnosci jonéw kadmu
i arsenu, a powstate Hsp uczestniczg w termotolerancji
oraz detoksykacji jondw. Nie stwierdzono natomiast,
aby dziatanie wysokiej temperatury indukowato syn-
teze fitochelatyn, przypisujgc te wtasciwosé tylko wol-
nym jonom metali ciezkich aktywujagcym syntetaze
fitochelatynowa. Tym bardziej interesujace jest ostat-
nie doniesienie [73], ze w komorkach grzyba Schizo-
saccharomyces pombe, synteze kadystyny indukuje
uszkodzenie Sciany komérkowej oraz inkubacja ko-
morek z chitozanem.

Artykut otrzymano 9 pazdziernika 1992 r.
Zaakceptowano do druku 29 grudnia 1992 r.
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Sprawozdania, protokot, komunikaty

Konferencja nt. “Second Messengers & Phosphoproteins™ (The
Biology & Medicine of Signal Transduction) Glasgow

W dniach 3-8 sierpnia 1992 r. odbyla sie w Glasgow, w Szkocji, 8-ma Miedzynarodowa Konferencja
dotyczgca Wtérnych Przekaznikéw i Fosfoprotein. Konferencje tego typu odbywaja sie co trzy lata i stanowig
przeglad najnowszych osiggnie¢ z r6znych dziedzin wiedzy zwigzanych z powyzszg tematykg. Spotkanie
zorganizowane zostato przez grupe naukowcoéw z Uniwersytetu w Sheffield, aw sktad Komitetu Organizacyj-
nego weszli tacy badaczejak M. J. Berridge, RH Michel,P.Cohen R FIrvineiS R Nahorski.
O rozmiarze Konferencji $wiadczy ilos¢ uczestnikOw wynoszgca okoto dwoéch tysiecy osdb, a takze fakt
przedstawienia na kolejnych sesjach plakatowych ponad 600 posteréw. Zajecia plenarne i sympozjalne
odbywaty sie od godziny 8.45 do 19.00; o godzinie 20.00 rozpoczynaly sie warsztaty (workshops) trwajgce do
godziny 23.00. Kazdego dnia odbywaly sie ponadto sesje plakatowe. Z Polski w Konferencji uczestniczytly
cztery osoby.

Konferencja rozpoczeta sie wykiadem inauguracyjnym prof. P. Greengarda (New York, USA) pt.
.Transdukcja sygnatow w moézgu: rola fosforylacji". Ponadto wygtoszono szes¢ wyktadéw plenarnych oraz
liczne wyktady sympozjalne. Wykitady plenarne dotyczyty:

1. Sygnatéw wywotywanych przez kinaze tyrozynowg — A. Urlic h (Martinsreid, Germany),

2. Bialek G i regulacji cyklazy adenylanowej — A. G. Gilman (Dallas, USA),

3. Syntazy tlenku azotu (NO) i roli tego zwigzku w przekazywaniu informacji oraz procesach immulogicz-

nych — S. Moncada (Beckenham, UK),

4. Roli kinazy biatkowej w przekazywaniu sygnhatow komaorkowych jako ogniwa taczgcego fosfolipaze

C i fosfolipaze A2 — Y. Nishizuka (Kobe, Japan),

5. Przestrzennych i czasowych syghatéw wapniowych badanych z zastosowaniem techniki patch-clamp

— E Neher (Gottingen, Niemcy),

6. Insuliny i transkrypcji genéw — D. Granner (Nashville, USA).

Na o$miu sympozjach tematycznych wygtoszono 31 wyktadéw. Ponizej podajemy tytuty sympozjow,
nazwiska oséb wygtaszajgcych wyktady oraz, ze wzgledu na obfitos¢ materiatu, tytuty tylko niektérych
wyktadow, przyblizajacych problematyke Sympozjow.

Sympozjum |: Rodziny receptoréw (M. Parmentier, S Dower, R Lefkowitz, D. Garbers).
Wyktady: ,Receptory adrenergiczne" (Lefkowitz); ,Rodzina receptorow cyklazy guanylanowej"
(Garbers).

Sympozjum II: Wigzanie receptorowych kinaz tyrozynowych z efektorami (J. Schlessinger, E Van

Obberghen, N. K Tonks, G. Carpenter, S A Courtneidge). Wyklad: ,Regulacja fosfolipazy

C poprzez receptor EGF" (Carpenter).

Sympozjum lll: Regulacja fosfolipaz poprzez receptory (M. Wakelam, R M. Kramer, S. G. Rhee, J.
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Exton). ,Regulacja izomerycznych form fosfolipazy C” (R hee); ,Rola biatka w aktywaciji fosfolipazy

C hydrolizujgcej fosfolipidy inozytolowe” (Exton).

Sympozjum IV: Oddziatywanie NO na cykliczny GMP (E. Bohme B. Mayer, T.Lincoln, EMurad,J.

Garthwaite). Wyklad: ,Przekazywanie informacji pomiedzy komdrkami z udzialem ukfadu:

NO/cykliczny GMP” (Mura d).

Sympozjum V: Rodzina trojpodjednostkowych bialtek G (M. Simon, W. Rosenthal, A Spiegel).

Sympozjum VI. Przestrzenno/czasowe aspekty sygnatow wapniowych (W. Schlegel, P. Cobbold, D.

Clapham, R Tsien).

Sympozjum VII: Kontrola ekspresji genéw (M. Karin, J. Wooedgell, T. Curran, S. Jackson).

Sympozjum VIII: Fosforylacja biatek i kontrola wzrostu (T. W. Sturgi1l,J. Pouyssegur,P.Cohen, E

Krebs). Wyktad: ,Regulacja serynowo-treoninowych kinaz biatkowych przez kinazy tyrozynowe”

(Krebs).

Uczestnicy wieczornych warsztatéw dyskutowali nastepujgce problemy: ,Inozytolefosforylowane w pozy-
cji 3 pierscienia”; ,Nowe kinazy biatkowe”; ,Wspébtzaleznosci pomiedzy ukladami przetwarzania informaciji
(crosstalk)”; ,Biatkowe fosfatazy"; ,Kinaza biatkowa C"; ,Nowe fosfolipidy inozytolowe”; ,Cyklaza
adenylanowa”; ,Wewnatrzkomdrkowe kanalty wapniowe"; ,Przekazywanie informacji a cytoszkielet”;
.Fosfodiesterazy"; ,Biatka G o malym ciezarze czgsteczkowym"; ,Przekazywanie sygnatlow w limfocytach
TiB".Warsztaty byly prowadzone podobnie jak iwyktady przez wybitnych znawcéw przedmiotu, jak np. H. J.
Berridge'ai R F Irvina

Obszerna tematyka konferencji nie pozwala na doktadne omowienie wszystkich prezentowanych zagad-
nien. Dlatego przedstawiamy jedynie niektére z nich. Przekazywanie informacji w komérce poprzez
fosforylacje i defosforylacje biatek byto tematem wyktadu prof. P. Greengarda oraz tegorocznego laureata
nagrody Nobla — prof. Edwina Krebsa. Prof. P. Greengard omawiat ten problem na przykitadzie
dziatania synapsyny i biatka DARPP32. Synapsyna jest biatkiem wigzgcym sie z pecherzykiem synaptycznym,
przez co unieruchamia go wigzgc do cytoszkieletu. Fosforylacja synapsyny powoduje odigczenie sie biatka od
pecherzyka, ktory dzieki temu uzyskuje mozliwos¢ przesuwania sie w kierunku szczeliny synaptycznej
i uwalniania do niej ze swego wnetrza neurotransmiterow. Fosforylacja synapsyny nastepuje poprzez zalezng
od wapnia i kalmoduliny kinaze biatkowg Il. Ostatnio wykazano, ze enzym ten stanowi integralng czes¢ blony
pecherzyka synaptycznego i do jego regulatorowego regionu wigze sie witasnie synapsyna. Pobudzenie
komorki powoduje mobilizacje wapnia, ktéry aktywujac kinaze powoduje fosforylacje synapsyny i natych-
miastowg odpowiedz komorki w postaci uwolnienia neurotransmitera. Z kolei ufosforylowanie cytosolowego
biatka DARPP32 zmienia je w inhibitor biatkowej fosfatazy I. Zahamowanie fosfatazy powoduje zwiekszenie
puli ufosforylowanych substratow biatkowych w komdrce (np. Na/K ATPazy, ktéra w ufosforalowanej formie
jest nieaktywna) i okreslong fizjologiczng odpowiedz komorki. Natomiast prof. Edwin Krebs zajmowat sie
biatkiem rybosomalnym S6, fosforylowanym wytgcznie w resztach serynowych. Bialko to jest silnie
fosforylowane przez czynniki wzrostu, majgce w swoich receptorach kinaze tyrozynowg. Prof. E Krebs
wykazat, ze miedzy kinaza tyrozynowa receptora a biatkiem S6 wystepuje kilka kinaz serynowo-treoninowych
tworzac kaskade foaforylacji w komorce, itak np. kinaza kinazy biatka S6 dziala na kinaze biatka S6, a ta
dopiero fosforyluje biatko S6, ktore tylko w tej formie uczestniczy w procesie translacji. Z kolei, prof. A. G.
Gilman przedstawit r6znorodnos¢ tréjpodjednostkowych bialek G. Okazato sie, ze nie tylko podjednostka
a ma zdolnos¢ wigzania i aktywacji okreslonego efektora, lecz takze kompleks podjednostek f3y. Zaréwno
podjednostka a, jak i (3y aktywuja fosfolipaze Ctypu @(wyktad prof. Extona). Natomiast fosfolipaza Ctypu
y (wyktad prof. Rhee) jest aktywowana przez kinaze tyrozynowg. Z kolei prof. Y. Nishizuka omawiat
wspotzaleznosci szlakéw przekazywania informacji wystepujgcych w komdrce w wyniku rozpadu fosf-
atydyloinozytolo(4,5)bisfosforanu (Ptdins(4,5)P2) i fosfatydylocholiny (PC) powodowanych przez fos-
folipaze C dziatajgcq na PtdIins(4,5)P2, jak ifosfolipazy D i A2 dziatajgce na PC. Kinaza biatkowa C wydaje sie
by¢ ogniwem spinajgcym te dwa uktady przetwarzania informacji w komérce. Wiele miejsca poswiecono takze
powstawaniu idziataniu tlenku azotu uwazanego obecnie za nowo odkryty przekaznik informacji w komérce.
Utworzony w komdrce nerwowej z L-argininy przez syntaze tlenku azotu, NO fatwo dyfunduje do nastepnej
komarki, gdzie taczy sie i aktywuje cyklaze guanylanowg tworzgc cykliczny GMP — inny wtérny przekaznik
informacji (wyktad prof. S. Moncad o).

Niestety, streszczenia wyktaddw plenarnych czy sympozjalnych nie byly drukowane w postaci dostepnych
materialtdw Konferencji. Organizatorzy przygotowali jedynie streszczenia komunikatow prezentowanych na
sesjach plakatowych. Nasza grupa prezentowala poster na temat wptywu zwigzké4w modulujacych poziom
wewnatrzkomoérkowego wapnia na synteze fosfatydyloseryny w komdrkach glejaka C6, zatytutowany:
"The effect of neurotransmitters, thapsigargin and ionophore A23187 on the phosphatidylserine synthesis in
glioma C6 cells" (M.Czarny, P. Sabata, L Kaczmarek and J. Baranska), zakwalifilkowany do sesji
posteréw zwigzanych tematycznie z wewnatrzkomaérkowymi magazynami wapnia.
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Konferencja omawiana w powyzszym Sprawozdaniu przyttaczata swojg wielkoscig, iloscig osdb biorgcych
W niej udziat, przedstawianych posteréw, oraz zakresem podawanych informacji. Byla jednak $Swietnie
zorganizowana. Totez w opinii wielu naukowcéw, z ktorymi mieliSmy okazje rozmawiac, zostala uznana za
jedng z najlepszych i najciekawszych Konferencji 1992 roku.

Jolanta Baranska, Matgorzata Czarny, Pawet Sabata

21 Zjazd Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych
w Dublinie (FEBS'92)

Tegoroczne spotkanie Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicznych miato miejsce w stolicy Irlandii,
Dublinie w dniach od 9 do 14 sierpnia. Organizatorem byto Irlandzkie Towarzystwo Biochemiczne, a miejscem
spotkania Trinity College, obchodzacy 400-lecie istnienia.

W starych murach tej uczelni spotkato sie okoto 1000 biochemikéw z Europy, a takze ze Stanow
Zjednoczonych, Kanady, Japonii, Tajwanu, lzraela, Australii, Nowej Zelandii, a nawet Nigerii i Madagaskaru.
Czynnie uczestniczyto w Zjezdzie, wygltaszajac referaty lub przedstawiajgc swoje prace w sesji plakatowej, 683
osoby, w tym 3 z Polski.

Jak zazwyczaj, obrady toczyly sie w kilku sekcjach rownolegle. Najwiecej uczestnikow byto zainteresowa-
nych referatami sekcji dotyczacej zwijania i stabilnosci biatek i mechanizmu dziatania enzymoéw. Wiele oso6b
uczestniczylo w sekcji omawiajgcej najnowsze osiagniecia w badaniach nad genomem cztowieka i chorobami
genetycznymi, a takze mechanizmem odpowiedzi immunologicznej i przenoszeniem sygnatdw w systemie
immunologicznym. Na uwage zastugiwaty sekcje immunotechnologii iinzynierii biatek, atakze specjalistyczna
sekcja dotyczaca biotechnologii piwa i mleka.

W programie Zjazdu byt réwniez: rozwdj i réznicowanie komoérek, w tym molekularna regulacja dzielenia sie
komérek oraz biochemia zaprogramowanej Smierci komorki, regulacja ekspresji genu, lipoproteiny i rodniki
anaczyniowe choroby u ludzi, indukowane przez Swiatto uszkodzenia i naprawy DNA, aspekty biochemiczne
stresu niskich temperatur, biochemia miesni i cytoszkieletu komorki, bioenergetyka, neurochemia, molekular-
na patologia biatek w chorobie Alzheimera, toksyny biatkowe, mechanizm ich dziatania i zastosowania,
hemiceluloza i hemicelulazy i wreszcie biosensory (biologiczne czujniki) a biotechnologia komérki.

Ceremonia otwarcia FEBS-u odbyta sie w sali teatralnej Trinity College i dokonata jej dr Norma Ryan,
przewodniczgca Irlandzkiej Sekcji Towarzystwa Biochemicznego. Zebranych powitat dr M. J. Carrol,
dziekan Wydziatu Nauk Trinity College idr T. M an1le, przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego Zjazdu.

Referat inauguracyjny, nagrodzony medalem Sir Hansa Krebsa wygtosit dr R Hu ber na temat:
.Krystalografia biatek — dziedzina przecinajacych sie nauk: chemii, fizyki i biologii". Autor referatu omowit na
przyktadach kilku bialek ostatnie osiggniecia w tej dziedzinie. Uwage swag skoncentrowal na biatkach
zwigzanych z btonami, do krystalizacji ktérych uzyto detergenty, a takze na kompleksach biatko-inhibitor
i dimerach. Szczegdtowo omowit wigzanie sie inhibitorow proteolitycznych z biatkami, co stanowi przedmiot
badan jego zespotu.

Ceremonie otwarcia Zjazdu zakonczylo spotkanie towarzyskie przy winie, ktére odbyto sie w pieknej Sali
Egzaminacyjne;j.

Referatom ogéinym i doniesieniom sekcyjnym towarzyszyta sesja plakatowa, umiejscowiona w osobnym
budynku, co zmuszalo uczestnikow do kilkuminutowego, codziennego spaceru alejg parkowa przez tereny
rekreacyjne Trinity College. Sprzyjata tym spacerom ciepta, sierpniowa aura, urozmaicona kiku ulewnymi
deszczami.

Duzym zainteresowaniem cieszyla sie tez sesja edukacyjna, ktérej przestaniem bylo budowanie wiezi
w Europie. Tematem doniesien byly formy kurséw dla studentéw i os6b z ukoriczonymi studiami, wymiana
studentéw w programie ,Erazmus" miedzy europejskimi uniwersytetami, wspoétpraca osrodkéw akademickich
z przemystem w réznych krajach Europy, praktyki studenckie w zakresie biotechnologii w przemysle.

Zjazdowi towarzyszyty wystawy aparatury i odczynnikéw bardziej i mniej znanych firm takich jak: Merck,
Pharmacia Biosystems, Boehringer Mannheim, Calbiochem, a takze Biosym Technologies, Novabiochem,
Biostructure S.A. Zielone torby dla wszystkich uczestnikéw Zjazdu ufundowata firma Boehringer Mannheim.

Mozna bylo réwniez obejrze¢ wystawy firm wydawniczych: Elsevier Science, Pergamonn Press, Oxford
University Press, Académie Press i Springer Verlage.

POSTEPY BIOCHEMII 39(1), 1993 69



Firma Applied Biosystems zorganizowata wyktad i pokaz aparatury do sekwencjonowania biatek i nukleo-
tydow.

Zjazd miat rowniez bogaty program pozanaukowy dla uczestnikdw Zjazdu i os6b towarzyszacych. Wstep na
spotkanie przy winie w dniu otwarcia Zjazdu i uroczysta kolacja w drugim dniu Zjazdu byly wolne od opfat.
Pozostate imprezy, takie jak Irlandzki Wiecz6r w Trinity College i wszystkie wycieczki w okolice Dublina: do
doliny Glendalough, na Malachitowe Wybrzeze i do Ogrodéw Géry Usher byly bardzo kosztowne. Wiekszos¢
uczestnikéw Zjazdu i osob towarzyszacych obejrzata 12 sierpnia wyscigi konne w Leopardstown, przedmies-
ciu Dublina, bowiem bilet na te impreze wliczono w koszty ogélne Zjazdu.

Atmosfera Zjazdu byta bardzo mita, szczegdlnie serdecznie organizatorzy Zjazdu odnosili sie do uczestnikow
z panstw postkomunistycznych Europy: Litwy, Ukrainy, Rosji, Bulgarii i dawnej Jugostawii, dla ktérych
ufundowano stypendia.

Uczestnicy Zjazdu zakwaterowani byli albo w o$rodku akademickim na potudniowym przedmies$ciu
Dublina, albo w Trinity College (gtéwnie zaproszeni przez organizatoréw lektorzy), atakze w nowym osrodku
uniwersyteckim, potozonym na pétnocnym przedmiesciu Dublina, skad dojezdzali na catodzienne obrady
zielonymi, pietrowymi autobusami, charakterystycznymi dla Irlandii.

W organizacji Zjazdu byly pewne niedociagniecia, czego dowodem sg az trzy uzupetnienia streszczen
zjazdowych, wydawane na biezgco. Dr Tim Mantle, najbardziej zapracowana osoba sposréd or-
ganizatorOw Zjazdu byt w stalym kontakcie z uczestnikami Zjazdu i robit co mégt, aby wszelkie btedy
organizacyjne naprawi¢. DrNorma Ryan, Przewodniczaca Towarzystwa Biochemicznego Irlandii i Irlandii
Poinocnej, Prezydent FEBS'92 znajdywata czas na osobistg rozmowe z uczestnikami Zjazdu.

Ceremonia zamkniecia Zjazdu odbyta sie 14 sierpnia po potudniu. Referat z cyklu "Datta Lecture" wygtosit
Prof. Daniel E. Koshland, Jr.zUniwersytetu Berkeley w Kalifornii. Tematem prelekcji byty: ,Receptory,
enzymy i konformacyjne zmiany".

Nastepnie wreczono nagrody tegorocznego FEBS-u dla przedstawiajgcych swoje prace prelegentéw,
ktérzy nie przekroczyli 40-go roku zycia. Pierwszg nagrode otrzymat dr S. A. Ben ner z Zurichu, ktoéry
wygtosit referat na temat ,Zwijanie RNazy a molekularna ewolucja". Autor zajmuje sie stereochemig enzymow
i zastosowaniem metod komputerowych do poréwnywania sekwencji biatek i przewidywania ich struktury.
Druga nagroda przypadia dr A. S. Whitehead'owi z Dublina, ktéry zajmuje sie genetyka molekularng
i ekspresjg biatek rodziny A w komorce.

Na nastepny FEBS'93 zebranych uczestnikdw zaprosit dr Stefan Nordlunddo Sztokholmu. Zjazd
zamkneta dr Norma Ryan, dziekujac wszystkim za uczestnictwo.

Uczestnicy tegorocznego FEBS-u zapamietajg mitg, kameralng atmosfere Zjazdu, zyczliwos¢ ich or-
ganizatordw, interesujgcy program naukowy i pozanaukowy, urok starych muréw Trinity College i kolorowego
Dublina. Wszystko to sprzyjato bowiem nawigzaniu i odnowieniu naukowych przyjazni i stymulowato
dyskusje przenoszone poza Sciany sal konferencyjnych.

Maria Agnieszka Siwecka

V Sympozjum Fluorowe Towarzystwa Biochemicznego
w Szczecinie

Dnia 25 wrzes$nia 1992 roku odbylo sie w Szczecinie V Sympozjum Fluorowe n.t.; ,Biologiczne zagrozenia
zwiazkami fluoru", zorganizowane przez Oddziat Szczecinski Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.
Udziat w Sympozjum zglosito ponad 60 o0s6b z kraju i 3 gosci zagranicznych. Pochodzili oni z 15 osrodkéw
naukowych (Cieplice, Gdansk, Giessen, Géttingen, Katowice, Koéln, Kérnik, Krakéw, £6dz, Poznan, Putawy,
Sosnowiec, Szczecin, Wroctaw, Zabrze). W czasie trwania Sympozjum przedstawiono 20 komunikatéw
w postaci plakatowej i wygtoszono 8 nastepujacych referatow:

1. Biologiczne zagrozenia zwierzyny ptowej zwigzkami fluoru na terenach przysziego Parku Nadodrzan-
skiego (Z. Machoy, Szczecin);

2. Pathological tooth altérations in roe deer (Capreo/us capreolus) caused by chronic fluoride intoxication
(U. Kierdorf, Géttingen, H. Kierdorf, Kd&ln, Niemcy);

3. Wptyw fluorkéw na mineralizacje w jamie ustnej (M. Borysewicz - Lewicka, Poznan);

4. Komputerowa analiza obrazu radiologicznego w ocenie mineralizacji ko$¢ca u dzieci z fluorozg zebdéw
(D. Chlebna-Sokét, £6dz, E Czerwinski, Krakow);

5. Effect of calcium intake on the bone mineral content and incidence of osteoporosis (E. Renner, G
Knie, H Stracke, Giessen, Niemcy);
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6. Z problematyki analitycznej oznaczania sladowych ilosci potaczen fluoru (J. M arkiew icz Krakow);

7. Wtosy jako wskaznik narazenia na fluorki (J. Krec h niak, Gdansk);

8. Znaczenie tozyskowego transportu fluorkéw (D. Chlub ek, Szczecin).

Sesja plakatowa i dyskusje przy plakatach odbyty sie w przerwie obrad od godziny 12 do 14 i stanowity
wazng czes¢ Sympozjum. Byla to sposobnos¢ dla oméwienia uzyskanych wynikdw, wystuchania objasnien,
zadawania pytan i wypowiedzenia wasnych opinii o zatozeniach pracy, stosowanych metodach badawczych
i celowosci podjetych badan. Dato to takze satysfakcje autorom plakatéw, bowiem kazdy z nich miat
mozliwos$¢ przedstawienia swoich naukowych osiggnie¢ z zakresu tematyki fluorowej. W prezentowanej
tematyce mozna wyrézni¢ pewne wspolne obszary zainteresowan: fluorki w ptynach ustrojowych, udziat ich
w procesach mineralizacji kosci i zebow, intoksykacje zwierzat doswiadczalnych, interakcje fluorkéw
z enzymami. Komisja oceniajgca plakaty w skfadzie: prof. J. Markiewicz, doc. E Czerwinnski, (obaj
z Krakowa) oraz dr T. Wesotowska, przewodniczaca Oddzialu Szczecinskiego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego ufundowata 4 wyrdznienia (nagrody ksigzkowe). Otrzymali je: dr A. Konarska z Kliniki
Otolaryngologii w Szczecinie (za warsztat pracy), dr M. Chmielnik i wspét, z Poznania (za forme
przedstawienia wynikéw) orazdrT.OgonskiiwspétidrG Gatkaiwspot ze Szczecina (za wartosé
naukowg plakatu). Komisja oceniajgca plakaty zwrécita takze uwage na pewne nowatorskie prace zwigzane
z metabolizmem fluoru. Nalezaly do nich badania wykazujgce udziat fenoli w reakcjach obronnych przed
toksycznymi gazami — w tym zwigzkami fluoru u drzew szpilkowych. Ciekawg praca byto doniesienie
o wplywie jonow fluorkowych na cytolize i degranulacje kroéliczych granulocytéw obojetnochtonnych
w poréwnaniu do granulocytéw ludzkich. Zdaniem mikrobiologéw podwyzszenie zawartosci zwigzkow
fluoru w organizmie wskazuje na mozliwo$¢ wystgpienia pewnych zaburzen odpornosciowych. W doniesie-
niach i referatach wskazano takze, ze fluor wptywa niekorzystnie na ogélny rozwdj i stan zdrowia dzieci, co
obserwowano w miejscowosciach o ponadoptymalnym stezeniem fluorkow w wodach pitnych (Malbork,
Btaszczki, Nysa). Okazato sie takze, ze wyciagi z pytkéw kwiatowych (preparat Cernityna) tagodzi
niekorzystne zmiany biochemiczne w watrobie wywotane przewlektym narazeniem na pary fluorku amonowe-
go. Podobnie jak na poprzednich sympozjach ciggle powraca sprawa kontrowersyjnego zachowania sie
fosfatazy alkalicznej, ktérej aktywnos$é badz wzrasta badz obniza sie pod wpltywem jonu fluorkowego.
W poszukiwaniu dalszych wskaznikOw skazenia srodowiska fluorem przydatne okazaly sie skorupy ptasich jaj,
ktore ze wzgledu na czesto$¢ wystepowania w okresie legowym mogg stanowi¢ tatwo dostepny materiat
badawczy.

Referatem adresowanym do wszystkich uczestnikéw Sympozjum, gtéwnie do analitykow zajmujacych sie
zwigzkami fluoru, byt wyktad prof. J. Markiewicza. Zwrdcit on ponownie uwage na niedoskonatos¢
metod analitycznych stosowanych w r6znych laboratoriach w Polsce idlatego analityka oznaczania zwigzkéw
tego pierwiastka w ré6znym materiale biologicznym jest niezadawalajaca.

W podsumowaniu Sympozjum stwierdzono, ze w Polsce fluor stanowi nadal znaczacy czynnik zanieczysz-
czajacy srodowisko naturalne. W Hamburgu ostatnig z hut aluminium zamknieto 15 lat temu. Obserwowana
ostatnio poprawa niektérych parametrow srodowiskowych w Polsce jest raczej wynikiem zmniejszonej
produkcji przemystowej niz planowg dziatalnoscig odpowiednich Wiadz i instytucji zajmujacych sie ochrong
srodowiska naturalnego — w tym wptywu fluoru na organizmy zywe.

V Sympozjum Fluorowe trwato jeden dzieh ze wzgledu na koszty ponoszone przez uczestnikdw, chociaz
czes¢ gosci pozostala w naszym miescie dtuzej w celach turystycznych. Prace prezentowane podczas
V Sympozjum zostalty wydane przez Oddziatl Szczecifiski PTBioch. i Szczecinskie Towarzystwo Naukowe.
Materialy opublikowano w postaci recenzowanych, czesciowo skréconych, opracowan z tytutem i stresz-
czeniem w jezyku angielskim (129 stron). Ich ksigzkowe wydanie bylo mozliwe dzieki pomocy finansowe]
Wydzialu Gospodarki Wodnej i Ochrony Srodowiska Urzedu Wojew6dzkiego w Szczecinie. Przedmowe do
tego wydania napisat prof. Gene Miller (USA), sekretarz generalny Miedzynarodowego Towarzystwa
Badania Fluorkow (ISFR).

Zygmunt Machoy

Sprawozdanie z XXVIIl Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego £6dz 16-18.09.1992 r.

W dniach 16-18 wrzes$nia 1992 r. obradowat w todzi XXVIIlI Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego. Obrady Zjazdu odbywaly sie na terenie Uniwersytetu tédzkiego, w salach Gmachu Fizyki.

W ZjeZzdzie uczestniczyto okoto 410 cztonkdw i sympatykéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
z kraju oraz okoto 20 gosci z zagranicy (Butgaria, Czechostowacja, Holandia, Francja, Niemcy, Rosja, Szwecja,
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Szwajcaria, Wielka Brytania, Wiochy, Polskie Towarzystwo Naukowe z Biatorusi).

Uroczyste Otwarcie Zjazdu miato miejsce 16-go wrzesnia o godz. 1015 w Auli Gmachu Fizyki UL.
Zaproszonych gosci — Przedstawicieli Wiadz Miasta, Rektorow tédzkich Uczelni, Cztonkéw Honorowych
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego oraz wszystkich zebranyach powitat Przewodniczacy Komitetu
Organizacyjnego dr hab. Stanistaw Bielecki. Nastepnie gtos zabrali Goscie Zjazdu i o godzinie 1130rozpoczety
sie obrady Sesji Plenarnej |, podczas ktérej referaty wygtosili: prof, dr hab. Adam Jaworski z Uniwersytetu
t6dzkiego nt ,Rola biatek histonopodobnych oraz zmian konformacji przestrzennej DNA w regulacji ekspresji
genéw u bakterii" oraz prof. Johannes Tramper z Wageningen Agricultural University (Holandia) pt.
.1ailoring the medium and bioreactor for biocatalysis".

W ramach Sesji Plenarnych ll-ej i lll-ej, ktére odbyly sie 16-go i 17-go wrze$nia po potudniu wygtoszone
zostaly referaty prof, dr hab. Kazimierza L. Wierzchowskiego pt. ,Inicjacja transkrypcji u prokaryota" oraz prof.
Manlio Palumbo z Wtoch pt. ,Potential anticancer agents exhibiting specific binding to DNA".

Obrady XXVIII Zjazdu PTBioch. toczyly sie w siedmiu nastepujgcych grupach tematycznych:

Sympozjum | Ekspresja gendéw w systemach heterologicznych.
Sympozjum Il Biatka aparatu genetycznego.
Sympozjum Il Oddziatywanie ligandéw z DNA.
Sympozjum IV Wplyw mutagenéw Srodowiskowych na genom.
Sympozjum V Metabolizm i funkcja peptyddéw biologicznie czynnych.
Sympozjum VI Biotechnologia

— Biotechnologia mikrobiologiczna

— Biotechnologia srodowiskowa i rolno-spozywcza
Sympozjum VII Doniesienia rézne

— Patobiochemia

— Enzymy, inhibitory

— Btlony biologiczne, biochemia farmakologiczna i toksykologiczna

— Inne

tacznie do programu Zjazdu zgtoszono 376 referatow i doniesien.

W ramach Sympozjum I-go, ktérego organizatorem byt prof, dr hab. Andrzej Plucienniczak z Laboratorium
Inzynierii Genetycznej w Sieradzu wygtoszono dwa referaty oraz 21 doniesien podczas dwéch sesji. Kazdg
z nich otwierat przegladowy referat; pierwszego dnia — ,Bariery w ekspresji genow heterobiologicznych
u bakterii Gram-dodatnich" (dr Piotr Cegtowski), drugiego dnia — ,Klonowanie heterologicznych genow
w drozdzach" (prof, dr hab. Magdalena Fikus). Tematyka doniesien byta zr6znicowana, wiekszos¢ z nich
dotyczyta jednak badan genomow roslinnych (szczegélnie pszenicy) oraz ekspresji heterologicznych genow
kodujacych biatka bakteryjne, roslinne oraz cztowieka w Escherichia coli i Saccharomyces cerevisiae. Zar6wno
zakres badan jak i stosowana do ich wykonania metodyka wskazujg na znaczny postep osiggniety w polskich
laboratoriach biologii molekularnej. Referaty oraz doniesienia byly bardzo dobrze przygotowane pod
wzgledem merytorycznym i przedstawiane ze staranng ilustracjg. Czestokro¢ kwadrans przeznaczony na
prezentacje doniesienia i dyskusje okazywat sie zbyt krotki.

Organizatorkami Sympozjum I|-go byty prof, dr hab. Zofia Kiliafska i prof. dr hab. Anna Lipinska z Katedry
Cytobiochemii Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemii UL. Sympozjum odbyto siew dwdch sesjach. Wygtoszono 10
referatéw, w tym dwa przez naukowcow z liczgcych sie w Swiecie osrodkow zagranicznych: Dr Ulrich Pfeffer
z Instytutu Badan nad Rakiem w Genui oraz prof. Aleksandra van der Decken z Uniwersytetu w Sztokholmie.
Wiodacym tematem sympozjum byfa struktura aktywnej transkrypcyjnie chromatyny.

Sympozjum Il (organizator, prof, dr hab. Marek Gniazdowski z Instytutu Fizjologii i Biochemii AM wtodzi)
poswiecone byto oddziatywaniu ligandéw z DNA a jego tematyka byta komplementarna w stosunku do
sympozjum V. Z problematykg tego sympozjum zwigzane byly referaty plenarne nt. inicjacji transkrypcji
u prokaryota (prof. dr hab. K L Wierzchowski, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa) i nt.
potencjalnych zwigzkéw przeciwnowotworowych tworzacych specyficzne wigzanie z DNA, w ktdrych
zjednej strony wielopierscieniowy uktad aromatyczny wykazuje powinowactwo do struktury DNA natomiast
dotgczony do tego uktadu peptyd swoiscie rozpoznaje sekwencje w DNA (M. Palumbo, Uniwersytet
w Padwie). Chemiczna modyfikacja DNA i jej konsekwencje biologiczne byly przedmiotem referatéw
sympozjalnych. Zagadnienie uszkodzen makromolekut, przede wszystkim DNA byto tematem referatu prof, dr
hab. R. Olinskiego (Akademia Medyczna w Bydgoszczy). Referat J.T. KuSmierka i M.M. Mroczkowskiej
(Instytut Biochemi i Biofizyki PAN, Warszawa) poswiecony byt zmianom wiasciwosci kodujgcych produktéow
reakcji zasad z chlorkiem winylu. Charakterystyke wigzania policyklicznych pierécieniowych weglowodoréw
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aromatycznych, przede wszystkim benzo(a)pirenu, z DNA przedstawita dr W. Baer-Dubowska (Akademia
Medyczna w Poznaniu). Referat R P. P. Fuchsa (Institut de Biologie Moleculaire et Cellulaire, CNRS,
Strasbourg) poswiecony byt molekularnym mechanizmom mutagenezy wywotanej przez inny klasyczny
kancerogen-acetyloaminofluoren. Dr M. Z. Zdzienicka (Uniwersytet w Leiden) omdéwita znaczenie biologicz-
ne réznych typéw uszkodzen powstajacych w DNA komorki eukariotycznej pod wpltywem naswietlania
promieniowaniem ultrafioletowym, a prof. dr M. Gniazdowski (Akademia Medyczna w todzi) przedstawit
aktualne dane dotyczace wptywu réznych typow adduktdw na poszczegdlne etapy syntezy RNA. Podczas
sympozjum przedstawiono takze dziewie¢ komunikatow, gtéwnie w formie posteréw.

W ramach Sympozjum IV-go natemat ,W ptyw mutagendéw srodowiskowych na genom” zorganizowanego
przez prof, dr hab. Zofie Walter z Katedry Genetyki Molekularnej Ut odbyly sie dwie sesje referatowe, na
ktérych zostalo wygtoszonych 10 referatéw, w tym 3 referaty gosci zagranicznych: ,Kinetic aspects of
interaction of platinum compounds with nucleic acids" — V. Kleinwachter (Brno, Czechostowacja), ,Effect of
C-6 compounds upon the biosynthesis of SNA, RNA and albumin and the influence of grippe virus upon
them" — P. Petkov (Sofia, Butgaria), ,Transcribed and nontranscribed sequences of C-MYC” — L
Diondjurov (Sofia, Bulgaria).

W sesji plakatowej Sympozjum IV-go w dniu 17.09. przedstawiono 22 prace. Wszystkie prace prezen-
towane na tym Sympozjum dotyczyly wptywu rdéznego typu mutagenéw Srodowiskowych, zaréwno
chemicznych jak i promieniowania jonizujgcego, gtownie na genom eukariotow.

Na Sympozjum nr V nt. ,Metabolizm ifunkcja peptydéw biologicznie czynnych" organizowane przez prof,
dr hab. Lilie Lachowicz z Instytutu Fizjologii i Biochemii AM w todzi, sktadato sie siedemnascie 10-cio
minutowych komunikatéw oraz 3 referaty sympozjalne, o ktérych wygtoszenie zostali poproszeni: dr J-M
Matter z Uniwersytetu w Genewie — ,ldentification of cis-acting regulatory elements that control neuronal
NACHR gene expression during morphogenens of the CNS", prof. W.Z. Traczyk z Instytutu Fizjologii
i Biochemii AM w todzi: — ,Mikroperfuzja i mikroanaliza jako metody badania roli przekaZnikéw
chemicznych iich metabolitéw w strukturach mézgowych" oraz doc. J. Z Nowak z Zaktadu Amin Biogennych
PAN w todzi — ,Regulacja biosyntezy melatoniny w siatkbwce kregowcow".

W sympozjum dominowata tematyka dotyczaca struktury, syntezy i dziatania ré6znych peptydéw biologicz-
nie czynnych na poziomie osrodkowego uktadu nerwowego, degradacji oraz otrzymywania specyficznych
przeciwciat antypeptydowych.

Nalezy podkresli¢ ciekawe omoéwienie interesujgcych metod w badaniach roli przekaznikéw chemicznych,
co zwrocito uwage 0s6b zajmujgcych sie zagadnieniem peptydéw biologicznie czynnych, stwarzajgc
mozliwos¢ zastosowania tych metod w ocenie dziatania peptydéw.

Duza grupe prac (tacznie 6 referatow) stanowity zagadnienia zwigzane z peptydami w osrodkowym ukladzie
nerwowym, co podkresla szczego6lng role tych zwigzkéw w regulacji proceséw neuronalnych, a co jest
niewatpliwie jednym z kluczowych zagadnien badawczych na Swiecie. Inne referaty omawialy dziatanie
peptydow na rézne uktady enzymatyczne badz metabolizm piytek, limfocytéw kory nadnercza czy osocza.
Wszystkie referaty przedstawione byly w sposdb nowoczesny i ciekawy, wywotywujgc ozywiong dyskusje.

W trakcie dwudniowych obrad Sympozjum VI — ,Biotechnologia", ktérego organizatorem byt prof, dr hab.
Edward Galas z Instytutu Biochemii Technicznej PL wygtoszono 5 referatéw. Prof. S. D. Warfolomiejew
z Uniwersytetu Moskiewskiego przedstawit gtowne kierunki biosyntezy rozmaitych substancji za pomocag
immobilizowanych komdrek mikrobiologicznych. Duze zainteresowanie zebranych wywotaty nowe informa-
cje dotyczace biosyntezy aminokwasu L-lizyny przez immobilizowane komorki Brevibacterium, atakze czes¢
wyktadu omawiajgca krioimmobilizacje drobnoustrojow. Prof. A. Polanowski z Uniwersytetu Wroctawskiego
w bardzo ciekawym wyktadzie zaprezentowal najnowsze osiggniecia dotyczace struktury, funkcji oraz
mozliwosci aplikacji w biotechnologii i medycynie niektérych proteinaz aspartyowych. Prof, dr hab.
T. Twardowski z Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu, w znakomitym wystgpieniu przedstawit
stan stosunkéw prawnych w kraju, w odniesieniu do mozliwosci ochrony patentowej wynikéw prac
biotechnologicznych i poczynit liczne poréwnania z sytuacjg w innych krajach. W ramach sympozjum
dyskutowano rowniez zagadnienia mikrobiologicznych metod oczyszczania powietrza i wéd odpadowych
(Scieki). Pierwszy z probleméw oméwit prof. A. M. Bezborodov wykazujgc na podstawie badan wtasnych, ze
immobilizowane formy pewnych bakterii posiadajg zdolno$¢ niemal catkowitego rozkiadu wielu lotnych
substancji chemicznych, zatruwajgcych powietrze w zakladach chemicznych iich otoczeniu. Prof. Chmielo-
wski w bardzo interesujgcym wyktadzie oméwit mozliwosci drobnoustrojowej, beztlenowej biodegradacji
wielu trucizn obecnych w rozmaitych odpadach, zwlaszcza wodach koksowniczych.

Na dwu sesjach plakatowych sympozjum VI zaprezentowano 71 doniesienn. Pierwsza sesja plakatowa
.Biotechnologia mikrobiologiczna” obejmowata 37 doniesien, poswieconych gtdwnie biosyntezie i charak-
terystyce enzyméw waznych dla gospodarki, biokatalizie w Srodowisku niewodnym, immobilizowanym
formom enzymoOw oraz biosyntezie niektérych naturalnych polimeréw (celuloza mikrobiologiczna, pululan,
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polihydroksymaslan). W drugiej sesji ,Biotechnologia srodowiskowa i rolno-spozywcza” przedstawiono 24
doniesienia. Obie sesje plakatowe zostaly zakoriczone wspdélnymi dyskusjami.

W ramach Sympozjum VIl-go, organizowanego przez prof. dr hab. Ryszarda Wierzbickiego z Instytutu
Badania Srodowiska i Bioanalizy AM w todzi, wydzielono trzy nizej wymienione sesje tematyczne, na ktérych
przedstawiono komunikaty naukowe zaréwno w formie doniesien ustnych jak i plakatowych:

1. Patobiochemia — 8 doniesien ustnych, 37 plakatow — przewodniczacy: prof. Edward Barnkowski

2. Enzymy, inhibitory — 8 doniesien ustnych, 29 plakatéw — przewodniczacy: prof. Janusz Greger

3. Btony biologiczne, biochemia farmakologiczna i toksykologiczna — 8 doniesien ustnych, 34 plakaty
— przewodniczgcy: prof. Halina Karon. Pozostale komunikaty (35) przedstawiono w formie doniesien
plakatowych w sesji: Inne.

Ws$rdd zgtoszonych doniesient stosunkowo duzo dotyczyto biochemii patologicznej. Sesja poswiecona tej
tematyce byla najbardziej zwarta i cieszyta sie znacznym zainteresowaniem. By¢ moze na kolejnych zjazdach
PTBioch nalezy systematycznie organizowac¢ sympozja z zakresu patobiochemii. Moze nalezaloby rozwazy¢
celowos$é utworzenia w ramach Towarzystwa odrebnej sekcji: patobiochemia.

W trakcie obrad Zjazdu odbyly sie dwie cieszace sie ogromnym zainteresowaniem dyskusje. Pierwsza z nich
dotyczyta ,Nauczania Biochemii i Biotechnologii w r6znych typach szkét wyzszych”, tematem drugiej byta
.Biotechnologia — teoria i praktyka".

Referat wprowadzajacy do pierwszej zwymienionych dyskusji wygtosita organizatorka spotkania — prof. dr
hab. Zofia Walter — przedstawiajgc w swym wystgpieniu podstawowe problemy nauczania biochemii
w szkotach wyzszych sugerujac tematy do dyskusji. Nastepnie prof. dr hab. Zdzistaw Zak z Instytutu Biologii
Molekularnej UJ zaprezentowat nowy program studidw biologii molekularnej realizowany na Uniwersytecie
Jagiellonskim. Zadanie stojace przed Polskim Towarzystwem Biochemicznym w zakresie hauczania biochemii
okreslita prof. dr hab. Zofia Porembska wskazujgc na potrzebe organizowania konkurséw, wyktadow,
wydawnictw dydaktycznych oraz pomocy naukowych. W ozywionej dyskusji wzieto udziat kilkunastu
wybitnych wyktadowcdoéw biochemii i biotechnologii.

Roéwnie duzym zainteresowaniem cieszyta sie dyskusja ,Biotechnologia — teoria i praktyka”, zapoczat-
kowana krétkim wprowadzeniem dr hab. Stanistawa Bieleckiego z Instytutu Biochemii Technicznej
Politechniki £ 6dzkiej — organizatora spotkania, ktére zgromadzito zaréwno pracownikéw uczelni i instytutow
badawczych jak i przedstawicieli przemystu i agnecji samorzagdowych. Dr David Bennett z Cambridge
Biomédical Consultant (konsultant EWG) przedstawit stan biotechnologii i kierunki jej rozwoju w Europie,
podkreslajac koniecznos¢ podjecia wysitkdw w réznych obszarach biotechnologii, w ksztalceniu odpowied-
nich kadr zaréwno do celéw produkcyjnych, jak i zarzadzania firmami czy badaniami biotechnologicznymi
w celu sprostania konkurencji jaka stanowig USA i Japonia. Omowit programy jakie EWG kontynuuje lub
uruchamia w celu rozwoju biotechnologii. Wykazat koniecznos¢ wtasciwe] prezentacji biotechnologii
spoteczenistwu i politykom w celu podejmowania przez nich wiasciwych decyzji. Za niezbedne uznat
stworzenie odpowiednich regulacji prawnych w biotechnologii. Zagadnienie to poruszyt rowniez prof. dr hab.
Tomasz Twardowski omawiajgc stan regulacji prawnych w dziedzinie biotechnologii w Polsce (raczej ich
brak), przedstawit naukowe i racjonalne argumenty w formutowaniu prawa jak i zasady regulacji i ich
poziomow. Wskazat na prawo do ryzyka w podejmowaniu badan. Niektére aspekty biotechnologii w Polsce
przedstawit prof. dr hab. Leon Sedlaczek z Centrum Mikrobiologii i Wirusologii PAN w todzi, stwierdzajgc, ze
sytuacja w badaniach nie jest zla, natomiast sg duze trudnosci z praktycznym wykorzystaniem osiggniec
badawczych. Dr K Dziegielewski, z-ca dyrektora d/s rozwoju Tarchominskich Zaktadéw Farmaceutycznych
.Polfa" przedstawit swoéj zaktad oferujac zarobwno mozliwos¢ wykorzystania nowoczesnych urzadzen przez
polskich naukowcéw (szczegodlnie do downstream processing), jak i gotowos$¢ zakladu do wspdlnego
ksztalcenia odpowiednich kadr dla biotechnologii. O koniecznosci wspétpracy, w zakresie ksztatcenia kadr dla
biotechnologii, pomiedzy przemystem i uniwersytetami méwita réwniez Dr Patricia Osseweijer z Kluyver
Laboratory of Biotechnology, Universytetu Technicznego w Delft, przedstawiajac dwuletnie programy
ksztatcenia podyplomowego. Problem ten poruszyta miedzy innymi réwniez prof. J. Jakubowska z Politech-
niki todzkiej, uwazajac, ze kontakt ludzi z przemystu z naukowcami musi byé w Polsce znacznie
intensywniejszy. Przedstawiciel £6dzkiej Agencji Rozwoju Regionalnego stwierdzit, ze biotechnologia jest
jedng z priorytetowych dziedzin dla jego Agenciji i oferowal pomoc w tworzeniu matych przedsiebiorstw,
wykorzystujgcych osiagniecia polskich badaczy.

Obrady toczace sie w ramach wszystkich sympozjéw i dyskusji cieszyly sie duzym zainteresowaniem
zarbwno ze strony uczestnikéw Zjazdu jak i tédzkiego srodowiska naukowego, w ktérym problematyka
biochemiczna i biotechnologiczna realizowana jest w Uczelniach £ddzkich (UL, PL, AM, WAM) ikilku innych
instytutach o charakterze badawczym (CBMiM PAN, CMiW PAN, IWCh).

Niekiedy, mimo obszernych sal, nie starczalo miejsc dla wszystkich stuchaczy. Stosunkowo mniejszym
zainteresowaniem cieszyly sie sesje plakatowe. Wiekszos¢ plakatow zostata przygotowana bardzo starannie,
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kilkanascie jednak oceniono negatywnie zaréwno pod katem formy jak i tresci.

W przeprowadzonym podczas Zjazdu Konkursie o Nagrode im. Wiodzimierza Mozotowskiego miodzi
biochemicy, kandydaci do nagrody prezentowali swoje prace na wydzielonej sesji w formie referatowe,;.
Przedstawiono 4 doniesienia. Przewodniczacym szes$cioosobowej komisji konkursowej byt prof. dr hab.
Ryszard Wierzbicki. Komisja zaproponowata Nagrode im. W. Mozotowskiego dla Urszuli Wojdy z Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego w Warszawie za prace pt. ,Wtasciwosci i wystepowanie kalcykliny
— potencjalnego markera niektdrych choréb" oraz wyrdznita prace Malgorzaty Giel pt. ,Wilasciwosci
rybonukleazowe syntetycznego polipeptydu o sekwencji odpowiadajacej palcowi cynkowemu z czujnika
transkrypcyjnego IMA zXenopus laevis."

Obradom Zjazdu towarzyszyta wystawa sprzetu laboratoryjnego, aparatury i odczynnikéw. Swoje wyroby
prezentowato 20 firm. Firma Biotest przygotowata interesujgcy pokaz oferowanych przez siebie urzgdzen do
elektroforezy. Kilka firm skorzystato z naszej oferty dotyczacej umieszczenia reklam w Materialach Zjaz-
dowych.

Obok bogatego programu naukowego Zjazdu, organizatorzy starali sie przygotowac atrakcyjne propozycje
imprez towarzyszacych, z ktorych skorzystata czes¢ uczestnikow Zjazdu. Uczestnikdw Zjazdu zaproszono na
wycieczke do todzi, zaproponowano spektakl w Teatrze Wielkim oraz udziat w spotkaniu towarzyskim.
Prezydent miasta Pan mgr inz. Grzegorz Palka zaprosit samodzielnych pracownikéw nauki, uczestniczacych
w Zjezdzie na koktajl wydany w Urzedzie Miasta.

Komitet Organizacyjny XXVIII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego pragnie w tym miejscu
podziekowa¢ za zrozumienie potrzeb i finansowe wsparcie Zjazdu nastepujacym Firmom i Instytucjom:
todzkim Zaktadom Spirytusowym ,Polmos", Zaktadom Piwowarskim ,Browary tédzkie". Zaktadom ,Polfa"
w todzi, Politechnice tddzkiej, Uniwersytetowi tédzkiemu, Urzedowi Miasta todzi, Urzedowi Wojewddz-
kiemu w todzi oraz Stowarzyszeniu ,Wspdlnota Polska".

Za Komitet Organizacyjny
S. Bielecki.

Protokot z X1V Zwyczajnego Walnego Zebrania Polskiego Towarzys-
twa Biochemicznego — t6dz, dnia 18.09.1992 r.

Porzgdek Dzienny

Otwarcie Walnego Zebrania,

Wybor Przewodniczgcego i Sekretarza Walnego Zebrania,
Powotanie Komisji Matki, Komisji Skrutacyjnej i Komisji Wnioskow,
Przyjecie protokotu z poprzedniego, Xl Walnego Zebrania,
Sprawozdanie z dziatalnosci Zarzadu Gtdwnego w XlII kadencji 1990-92 r,
Sprawozdanie Komisji Rewizyjnej,

Whniosek o udzielenie absolutorium dla ustepujgcego Zarzadu,
Wybory nowych Wiadz Towarzystwa,

Nadanie godnosci Cztonkéw Honorowych Towarzystwa:

prof. dr hab. Janinie Kwiatkowskiej

prof. dr hab. Mariuszowi Zydowo

prof dr hab. Tomaszowi Borkowskiemu

10. Propozycje na temat przysziej dziatalnosci Towarzystwa,

11. Wolne wnioski.

©OoNoO~wNPE

Zebranie rozpoczeto sie w drugim terminie o godz. 14,45 po zakonczeniu obrad XVIII Zjazdu PTBioch.
Zebranie protokétowaty: dr Ewa Ciesielska, mgr Krystyna Wiatr.

ad 1.2. Zebranie otworzyta Prezes Towarzystwa prof. Zofia Porembska proponujac na przewod-

niczgcego zebrania prof. J. Gregera. Po przyjeciu kandydatury przez aklamacje, przewodniczacy zebrania

powotat dr Leszka Szmigierona sekretarza zebrania,

ad 3. Prof. J. Greger zaproponowat powotanie:

a) Komisji Matki w sktad, ktorej weszli: prof. Janina Kwiatkowskai prof. Wiestaw Makarewicz;

b) Komisji Skrutacyjnej, w sklad ktérej weszli: doc. Jacek Kuznicki jako przewodniczacy oraz prof.
Maria Jezewska, mgr Ewa Malinowska, dr Tadeusz Antczak oraz dr Piotr Palusz-
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polihydroksymaslan). W drugiej sesji ,Biotechnologia srodowiskowa i rolno-spozywcza" przedstawiono 24
doniesienia. Obie sesje plakatowe zostaly zakoriczone wspdinymi dyskusjami.

W ramach Sympozjum VIl-go, organizowanego przez prof. dr hab. Ryszarda Wierzbickiego z Instytutu
Badania Srodowiska i Bioanalizy AM w todzi, wydzielono trzy nizej wymienione sesje tematyczne, na ktérych
przedstawiono komunikaty naukowe zaréwno w formie doniesieh ustnych jak i plakatowych:

1. Patobiochemia — 8 doniesien ustnych, 37 piakatbw — przewodniczacy: prof. Edward Bankowski

2. Enzymy, inhibitory — 8 doniesieh ustnych, 29 plakatbw — przewodniczacy: prof. Janusz Greger

3. Blony biologiczne, biochemia farmakologiczna i toksykologiczna — 8 doniesien ustnych, 34 plakaty
— przewodniczacy: prof. Halina Karon. Pozostale komunikaty (35) przedstawiono w formie doniesien
plakatowych w sesji: Inne.

Ws$rdd zgtoszonych doniesient stosunkowo duzo dotyczyto biochemii patologicznej. Sesja poswiecona tej
tematyce byta najbardziej zwarta i cieszyta sie znacznym zainteresowaniem. By¢ moze na kolejnych zjazdach
PTBioch nalezy systematycznie organizowa¢ sympozja z zakresu patobiochemii. Moze nalezatoby rozwazy¢
celowos$é utworzenia w ramach Towarzystwa odrebnej sekcji: patobiochemia.

W trakcie obrad Zjazdu odbyty sie dwie cieszace sie ogromnym zainteresowaniem dyskusje. Pierwsza z nich
dotyczyta ,Nauczania Biochemii i Biotechnologii w réznych typach szkét wyzszych”, tematem drugiej byta
.Biotechnologia — teoria i praktyka".

Referat wprowadzajacy do pierwszej zwymienionych dyskusji wygtosita organizatorka spotkania — prof. dr
hab. Zofia Walter — przedstawiajgc w swym wystgpieniu podstawowe problemy nauczania biochemii
w szkotach wyzszych sugerujac tematy do dyskusji. Nastepnie prof. dr hab. Zdzistaw Zak z Instytutu Biologii
Molekularnej UJ zaprezentowat nowy program studidw biologii molekularnej realizowany na Uniwersytecie
Jagiellonskim. Zadanie stojace przed Polskim Towarzystwem Biochemicznym w zakresie nauczania biochemii
okreslita prof. dr hab. Zofia Porembska wskazujac na potrzebe organizowania konkurséw, wyktadéw,
wydawnictw dydaktycznych oraz pomocy naukowych. W ozywionej dyskusji wzieto udziat kilkunastu
wybitnych wyktadowcoéw biochemii i biotechnologii.

Roéwnie duzym zainteresowaniem cieszyta sie dyskusja ,Biotechnologia — teoria i praktyka", zapoczat-
kowana krétkim wprowadzeniem dr hab. Stanistawa Bieleckiego z Instytutu Biochemii Technicznej
Politechniki £ 6dzkiej — organizatora spotkania, ktdre zgromadzito zaréwno pracownikOw uczelni i instytutow
badawczych jak i przedstawicieli przemystu i agnecji samorzgdowych. Dr David Bennett z Cambridge
Biomédical Consultant (konsultant EWG) przedstawit stan biotechnologii i kierunki jej rozwoju w Europie,
podkreslajac konieczno$¢ podjecia wysitkbw w réznych obszarach biotechnologii, w ksztatceniu odpowied-
nich kadr zaréwno do celéw produkcyjnych, jak i zarzadzania firmami czy badaniami biotechnologicznymi
w celu sprostania konkurencji jakg stanowig USA i Japonia. Omoéwit programy jakie EWG kontynuuje lub
uruchamia w celu rozwoju biotechnologii. Wykazatl koniecznos¢ wtasciwe] prezentacji biotechnologii
spoteczenstwu i politykom w celu podejmowania przez nich wiasciwych decyzji. Za niezbedne uznat
stworzenie odpowiednich regulacji prawnych w biotechnologii. Zagadnienie to poruszyt rowniez prof. dr hab.
Tomasz Twardowski omawiajgc stan regulacji prawnych w dziedzinie biotechnologii w Polsce (raczej ich
brak), przedstawit naukowe i racjonalne argumenty w formutowaniu prawa jak i zasady regulacji i ich
poziomow. Wskazat na prawo do ryzyka w podejmowaniu badan. Niektore aspekty biotechnologii w Polsce
przedstawit prof. dr hab. Leon Sedlaczek z Centrum Mikrobiologii i Wirusologii PAN w todzi, stwierdzajac, ze
sytuacja w badaniach nie jest zla, natomiast sg duze trudnosci z praktycznym wykorzystaniem osiggnieé
badawczych. Dr K Dziegielewski, z-ca dyrektora d/s rozwoju Tarchominskich Zaktadéw Farmaceutycznych
.Polfa" przedstawit swoj zaktad oferujgc zaré6wno mozliwos¢ wykorzystania nowoczesnych urzadzen przez
polskich naukowcéw (szczegélnie do downstream processing), jak i gotowos$¢ zakladu do wspoélnego
ksztalcenia odpowiednich kadr dla biotechnologii. O koniecznos$ci wspétpracy, w zakresie ksztatcenia kadr dla
biotechnologii, pomiedzy przemystem i uniwersytetami moéwita rowniez Dr Patricia Osseweijer z Kluyver
Laboratory of Biotechnology, Universytetu Technicznego w Delft, przedstawiajgc dwuletnie programy
ksztatcenia podyplomowego. Problem ten poruszyta miedzy innymi réwniez prof. J. Jakubowska z Politech-
niki todzkiej, uwazajac, ze kontakt ludzi z przemystu z naukowcami musi by¢é w Polsce znacznie
intensywniejszy. Przedstawiciel £6dzkiej Agencji Rozwoju Regionalnego stwierdzit, ze biotechnologia jest
jedng z priorytetowych dziedzin dla jego Agencji i oferowat pomoc w tworzeniu matych przedsiebiorstw,
wykorzystujgcych osiggniecia polskich badaczy.

Obrady toczgce sie w ramach wszystkich sympozjéw i dyskusji cieszyly sie duzym zainteresowaniem
zarbwno ze strony uczestnikow Zjazdu jak i t6dzkiego srodowiska naukowego, w ktérym problematyka
biochemiczna i biotechnologiczna realizowana jest w Uczelniach £ddzkich (UL, PL, AM, WAM) ikilku innych
instytutach o charakterze badawczym (CBMiM PAN, CMiW PAN, IWCh).

Niekiedy, mimo obszernych sal, nie starczalo miejsc dla wszystkich stuchaczy. Stosunkowo mniejszym
zainteresowaniem cieszyly sie sesje plakatowe. Wiekszo$¢ plakatéw zostata przygotowana bardzo starannie,
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kilkanascie jednak oceniono negatywnie zaréwno pod katem formy jak i tresci.

W przeprowadzonym podczas Zjazdu Konkursie o Nagrode im. Wiodzimierza Mozolowskiego miodzi
biochemicy, kandydaci do nagrody prezentowali swoje prace na wydzielonej sesji w formie referatowe,;.
Przedstawiono 4 doniesienia. Przewodniczacym szescioosobowej komisji konkursowej byt prof. dr hab.
Ryszard Wierzbicki. Komisja zaproponowata Nagrode im. W. Mozotowskiego dla Urszuli Wojdy z Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego w Warszawie za prace pt. ,\Wtasciwosci i wystepowanie kalcykliny
— potencjalnego markera niektorych chorob" oraz wyréznita prace Malgorzaty Giel pt. ,Wtasciwosci
rybonukleazowe syntetycznego polipeptydu o sekwencji odpowiadajacej palcowi cynkowemu z czujnika
transkrypcyjnego IMA zXenopus laevis."

Obradom Zjazdu towarzyszyla wystawa sprzetu laboratoryjnego, aparatury i odczynnikéw. Swoje wyroby
prezentowato 20 firm. Firma Biotest przygotowata interesujgcy pokaz oferowanych przez siebie urzadzen do
elektroforezy. Kilka firm skorzystato z naszej oferty dotyczgcej umieszczenia reklam w Materiatach Zjaz-
dowych.

Obok bogatego programu naukowego Zjazdu, organizatorzy starali sie przygotowac atrakcyjne propozycje
imprez towarzyszacych, z ktoérych skorzystata czesé¢ uczestnikdédw Zjazdu. Uczestnikéw Zjazdu zaproszono na
wycieczke do todzi, zaproponowano spektakl w Teatrze Wielkim oraz udziat w spotkaniu towarzyskim.
Prezydent miasta Pan mgr inz. Grzegorz Palka zaprosit samodzielnych pracownikéw nauki, uczestniczgcych
w Zjezdzie na koktajl wydany w Urzedzie Miasta.

Komitet Organizacyjny XXVIIlI Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego pragnie w tym miejscu
podziekowac¢ za zrozumienie potrzeb i finansowe wsparcie Zjazdu nastepujagcym Firmom i Instytucjom:
tédzkim Zaktadom Spirytusowym ,Polmos", Zaktadom Piwowarskim ,Browary t6dzkie". Zaktadom ,Polfa"
w todzi, Politechnice tédzkiej, Uniwersytetowi tédzkiemu, Urzedowi Miasta todzi, Urzedowi Wojewédz-
kiemu w todzi oraz Stowarzyszeniu ,Wspdlnota Polska".

Za Komitet Organizacyjny
S. Bielecki.

Protokot z XIV Zwyczajnego Walnego Zebrania Polskiego Towarzys-
twa Biochemicznego — £06dz, dnia 18.09.1992 r.

Porzadek Dzienny

Otwarcie Walnego Zebrania,

Wybor Przewodniczacego i Sekretarza Walnego Zebrania,
Powotanie Komisji Matki, Komisji Skrutacyjnej i Komisji Wnioskow,
Przyjecie protokotu z poprzedniego, XIlI Walnego Zebrania,
Sprawozdanie z dziatalnosci Zarzadu Gitéwnego w Xlll kadencji 1990-92 r,
Sprawozdanie Komisji Rewizyjnej,

Whniosek o udzielenie absolutorium dla ustepujgcego Zarzadu,
Wybory nowych Wiadz Towarzystwa,

Nadanie godnosci Cztonkéw Honorowych Towarzystwa:

prof. dr hab. Janinie Kwiatkowskiej

prof. dr hab. Mariuszowi Zydowo

prof dr hab. Tomaszowi Borkowskiemu

10. Propozycje na temat przysziej dziatalnosci Towarzystwa,

11. Wolne wnioski.

©COoONOThWDN R

Zebranie rozpoczeto sie w drugim terminie o godz. 14,45 po zakohczeniu obrad XVIII Zjazdu PTBioch.
Zebranie protokétowaty: dr Ewa Ciesielska, mgr Krystyna Wiatr.

ad 1.2. Zebranie otworzyla Prezes Towarzystwa prof. Zofia Porembska proponujgc na przewod-

niczacego zebrania prof. J. Greg era. Po przyjeciu kandydatury przez aklamacje, przewodniczacy zebrania

powotal dr Leszka Szmigierona sekretarza zebrania,

ad 3. Prof. J. Greger zaproponowat powotanie:

a) Komisji Matki w sktad, ktérej weszli: prof. Janina Kwiatkowskaiprof. Wiestaw Makarewicz;

b) Komisji Skrutacyjnej, w sklad ktérej weszli: doc. Jacek Kuznicki jako przewodniczacy oraz prof.
Maria Jezewska, mgr Ewa Malinowska, dr Tadeusz Antczak oraz dr Piotr Palusz-
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kiewicz jako cztonkowie. Na wniosek przewodniczacego, zebrani wyrazili poglad, iz nie nalezy
powotywac¢ Komisji Wnioskow.
4. Protokét z poprzedniego Xlll Walnego Zebrania Towarzystwa, odczytatdr L. Szmigiero. Do protokétu
uwag nie wniesiono.
ad. 5. Prof Z Porembska przedstawita sprawozdanie dzialalnosci Zarzagdu Gitdéwnego Xlll kadenciji,
obejmujgcej lata 1990-92.
ad. 6, 7. ProfBogdan Sieliwanowicz odczytal nastepnie sprawozdanie Komisji Rewizyjnej. Komisja
podkreslita w nim znaczaca i r6znorodng statutowg dziatalno$¢ Zarzadu Gtéwnego Xlll kadencji. Wniosek
Komisji o udzielenie absolutorium ustepujacemu Zarzadowi zebrani przyjeli przez aklamacje.
ad. 8. W tajnym gltosowaniu do Zarzgdu Gidwnego PTBioch na XIV

1. Prezes PTBioch — prof. Liliana Konarska — Warszawa
2. Wiceprezes PTBioch — prof. Zofia Porembska — Warszawa
3. dr Maria Kotaczkowska — Wroctaw
4, doc. Jolanta Baranska — Warszawa
5. doc. Maria Wojtas-Wasilewska — Lublin

6. doc. Maria Stryjecka-Zimmer — Lublin

7. prof. Andrzej Guranowski — Poznan
8. dr Teresa Wesotlowska — Szczecin
9. prof. Edward Bankowski — Bialystok
10. dr Ewa Turska — toédz

11. doc. Marianna Turkiewicz — todz

12. prof. Antoni Polanowski — Woroctaw
13. doc. Tomasz TwardowskKi — Poznan
14. dr Michat Komoszynski — Torun

15. prof. Krzysztof Zwierz — Bialystok
16. prof. Roman TarnowskKki — Katowice
Do komisji Rewizyjnej wybrano:

1. doc.Anna Baranczyk-Kuzma — Warszawa
2. prof. Magdalena Fikus — Warszawa
3. doc.MarianWolny —  Wroctaw
ad. 9. W uznaniu zastug dla rozwojuBiochemii Polskiej, Prezes Towarzystwa prof. Z. Porembska zgtos

kandydature prof. Janiny Kwiatkowskiej, prof. Mariusza Zydowo oraz prof. Tomasza
Borkowskiego na Czlonkéw Honorowych Towarzystwa. Kandydatury te, omdwione nastepnie
szczegOtowo przez prof. Tadeusza Wilusza uzupehit w przypadku prof. T. Borkowskiego prof.
Kazimierz Zakrzewski. W tajnym glosowaniu wszyscy zgtoszeni kandydaci zostali wybrani

ad. 10. Natemat przysziej dziatalnoSci Towarzystwa zabrata gtos dr Teresa Wesotowska, proponujac
przesuniecie terminu optacania sktadek na styczen nastepnego roku kalendarzowego, na ktéry zebrani wyrazili
zgode. Prof. Marek Gniazdkowski méwit o klopotach zwigzanych z docieraniem informaciji o zjazdach
i sympozjach zaréwno krajowych jak i zagranicznych do cztonkéw Towarzystwa i apelowat o zaproszenie na
imprezy organizowane przez PTBioch Polakéw zamieszkujacych jeszcze tereny bytego ZSRR. Zebrani uznali
zasadnos¢ takich krokéw. Prof. W. Makarewicz przedstawit argumenty na rzecz kontynuowania
dzialalnosci gospodarczej Towarzystwa przynoszacej dochody oraz wystapit z propozycja zatozenia Fundacji
Rozwoju Biochemii dziatajgcej przy PTBioch. Inicjatywe tg na rowni z zebranymi popart prof. M.
Gniazdowski, wskazujgc na mozliwo$é uzyskania pomocy z programu Tempus. Doc. Barbara
Fastuszenko z Grodna (Bialoru$) wyrazita Zjazdowi podziekowanie za zaproszenie na Zjazd oraz za
zeszyty Postepow Biochemii, ktére polscy biochemicy dziatajacy na Biatorusi otrzymujg z kraju. Doc. B.
Fastuszenko zaproponowata zorganizowanie w bliskiej przysziosci wspolnego polsko-biatoruskiego
sympozjum w Grodnie. Zebrani ze zrozumieniem i przychylnoscia przyjeli propozycje. Prof. J. Kwiatkows -
k awyrazita poglad, ze terminem Walnego Zebrania Towarzystwa winien by¢ w przysztosci poczgtkowy a nie
ostatni dzien zjazdu, poniewaz znacznie zmniejsza to liczbe uczestniczacych w obradach. Na temat zmian
regulaminu konkursu im. Prof. Wtodzimierza Mozotowskiego wypowiadali sie prof. W. Makare-
wicz oraz prof. M. Fikus. Istota tych zmian winna wedlug dyskutantéw sprowadzac¢ sie do zwiekszenia
atrakcyjnosci i motywacji biochemikéw do uczestnictwa w konkursie, co spowoduje wiekszg niz na obecnym
zjezdzie liczbe zgloszen. Incjatywe te popart prof. M. Zyd ow o przypominajgc zarazem historie regulaminu
konkursu. Doc. A. Baranczyk-Kuzma wystgpita z propozycja opiniowania zgtoszonych na zjazdy
PTBioch komunikatéw, a takze weryfikowania zgtaszanych doniesien w formie plakatowej. Nawigzujac do
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wypowiedzi powyzszej prof. M. Gniazdowski wyrazit poglad, ze materialy zjazdowe stanowig druk do
uzytku wewnetrznego, za$ za merytoryczna wartos¢ zaréwno streszczeh jak i plakatéw odpowiadajg ich
autorzy. Z pogladem prof. M. Gniazdowskiego utozsamita sie wiekszo$¢ zebranych. Na zakonczenie
dyskusji gtos zabrata prof. Liliana Konarska dziekujgc wyborcom za zaufanie a prof. M. Zyd ow o w imieniu
nowo wybranych Honorowych Cztonkéw Towarzystwa podziekowat za zaszczytne wyrdznienie,

ad. 11. Wolnych wnioskéw zebrani nie zgtosili. Zamykajac o godz. 17.30 XIV Zwyczajne Walne Zebranie
PTBioch. prof. J. Greger podziekowal uczestnikom za udziat.

Przewodniczgcy Zebrania
Janusz Greger

Zarzad Giowny
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego XIV Kadencji

Wybrany przez walne Zebranie cztonkéw Towarzystwa w dniu 18 wrzes$nia 1992 roku Zarzad Giowny
ukonstytutowat sie w dniu 9 listopada 1992 roku nastepujaco:

Prezydium
Prezes prof dr Liliana Konarska Warszawa
Viceprezes prof. dr Zofia Porembska Warszawa
Sekretarz dr Ewa Turska tédz
Skarbnik doc. dr Jolanta Baranska Warszawa
Cztonkowie
Prezydium prof. dr Edward Bankowski Biatystok
prof. dr Marta Stryjecka-Zimmer Lublin
dr hab. Marianna Turkiewicz Lodz
doc. dr Tomasz TwardowsKi Poznan
Cztonkowie prof. dr Andrzej Guranowski Poznan
dr Krystyn a Kotaczkowska Wroctaw
dr Michat Komoszy nski Torun
prof. dr Antoni Polanowski Wroctaw
dr Teresa Wesotowska Szczecin
prof. dr Maria Wojtas-Wasilewska Lublin
prof. dr Roman TarnowskKki Katowice
prof. dr Krzysztof Zwierz Biatystok
Komisja
Rewizyjna dr hab. Anna Baranczyk - Kuzma Warszawa
prof. dr Magdalena Fikus Warszawa
prof. dr Marian Wolny Wroctaw

Dyzury Zarzadu Gtdwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
przy ul. Freta 16, lip

Biuro Zarzagdu Gtéwnego peini dyzur w kazdy wtorek w godzinach 13-16, w tym czasie sg obecni réwniez
przedstawiciele Prezydium, tei. 31 13 04 (tylko we wtorki).
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NAGRODY
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Nagroda im. Jakuba Karola Parnasa

K. Adrych-Rozek, W. T. Markiewicz, K L. Wierzchowski z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie
za publikacje: "Effect of DNA binding in various regions of consensus-like Escherichia coli promotor on its
strength in vivo and structure of the open complex in vitro", Nucleic Acids Res, 1991, 19: 2947-2953

Nagroda im. Bolestawa Skarzynskiego

Jerzy Bal z Instytutu Matki i Dziecka, Zaklad Genetyki w Warszawie, ul. Kasprzaka 17 za artykut ,Molekularne
podtoze mukowiscydozy" uznany za najlepszy z zamieszczonych w 37 tomie Postepéw Biochemii z r.
1991, str. 153-158

Nagroda im. Wiodzimierza Mozotowskiego

Urszula Wojda z Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie za prace
prezentowang na XVIll Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego: ,Wtasciwosci i wystepowanie
kalcykliny — potencjalnego markera niektérych chorob"

Matgorzata Giel z Instytutu Chemii Biologicznej PAN w Poznaniu, wyréznienie, za prace ,Witasciwosci
rybonukleazowe polipeptyddw o sekwencji odpowiadajgcej palcowi cynkowemu z czynnika transkryp-
cyjnego lila zXenopus laevis"

The Oxford Glycobiology Institute, Oxford GlycoSystems and
Department of Pharmaceutical Biochemistry of Biatystok 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: 488524907.

Deadline: 1 Marz, 1993.
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Wskazowki
dla autorow

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

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Bio-
chemii” mogag mie¢ charakter artykutéw monograficznych
(do 20 stron tekstu liczac pi$miennictwo itabele), minire-
views (do 10 stron tekstu), oraz krétkich noto najnowszych
osiggnieciach i pogladach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i Scistos¢
podawanych informacji oraz poprawno$¢ 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
rozdziaty i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuly tworza
spis tresci. Zgodnie z przyjeta konwencja rozdziaty nosza

cyfry rzymskie podrozdziaty odpowiednio rzymskie iarab-
skie np. 1-1, I-2. Poprawnos$¢ logiczna istylistyczna tekstu
warunkuje jego jednoznacznos¢ i czytelnosé. Autorzy
przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary labora-
toryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzo-
nych skrétéw, nawet jezeli bywaja uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac
podlega ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjne-
mu. Redakcja zastrzega sobie mozliwos$¢ skrécenia tekstu
iwprowadzenie zmian nie wptywajacych na tres¢ pracy,
deklaruje tez gotowos$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

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

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazéwek szczegotowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostron-
nie czcionka wielko$ci standartowej, z podwdjng inter-
linig, z lewym marginesem ok. 4 cm
W teks$cie nie nalezy stosowaé¢ zadnych podkre$len, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak-
teru czcionki drukarskiej moga Autorzy zaznaczy¢ otow-
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso-
wania w tek$cie liter alfabetu greckiego trzeba na mar-
ginesie wpisa¢ otowkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana,
zawiera imiona i nazwisko (a) autora (6w ), nazwy, adresy
wraz z numerem telefonu 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 pomocyg przekazu
zamieszczonego na odwro-
cie. Zamoéwione egzempla-
rze bedziemy wysyta¢ po-
cztag na adres podany nam
na przekazie. Poniewaz od-
cinek przekazu docierajacy
do nas jest jednoczes$nie za-
maowieniem, prosimy o bar-
dzo wyrazne napisanie
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imienia , nazwiska (lub na-
zwy instytucji) i dokladne-
go adresu wraz z kodem
pocztowym (DRUKOWA-
NYMI LITERAMI) na wszy-
tkich trzech odcinkach
przekazu.

Prenumerata krajowa
dla instytucji:

340 000 zk.

Premumerata Kkrajowa
indywidualna:

160 000 zt, (50% znizki dla
cztonkow Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego).

Prenumerujac

»Postepy
Biochemii"

wspierasz
swoje
czasopismo!
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i angielskim), w ktérych pracujg autorzy, adres do kore-
spondencji nr telefonu iewentualnie fax, adresy prywatne
autoréw, tytut artykutu w jezyku polskim iangielskim oraz
— w prawym dolnym rogu — liczbe tabel, rycin, wzoréw
i fotografii oraz skroét tytutu pracy (do 25 znakow).

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska autoréw,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis
tresci tez w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z auto-
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-
row i fotografii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$miennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tek$cie, zaznacza sig¢ je
liczbami porzgdkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe,
np. [3,7,9,— 26]. Odnos$niki bibliograficzne winny mie¢
nowg uproszczong forme. Sposdéb cytowania czasopism
(1), monografii (2), rozdziatéw z ksigzek jednotomowych
(3), rozdziatéw z tomdéw serii opracowanej przez tych
samych redaktoréow (4), rozdziatéw z tomoéw serii opraco-
wanych przez réznych redaktoréow (5) wskazuja 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

ILUSTRACJE: Ryciny winny byé gotowe do reprodukcji.
Fotografie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wyko-
nane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy
wykonac¢ tuszem na biatym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byty dwukrotnie wieksze od
przysztej reprodukcji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzace
do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos$¢ nie mniejszg niz
5 mm. Na rysunkach nie naley umieszcza¢ opis6w stow-
nych, lecz postugiwac¢ sie skré6tami. Osie wykreséw winny
by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o sto-
pniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. llustracji nie
nalezy wtacza¢ w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio
ponumerowac: tabele iryciny nosza cyfry arabskie, wzory
za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otéwkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryci-
ny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny
by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem iewentualnie takze
niezbednymi objasnieniami. Stowne objasnienia znakow
graficznych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysun-
kowe za$ jedynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia
rycin sporzadza sie w postaci oddzielnego wykazu. Illust-
racje nalezy podpisa¢ nazwiskiem pierwszego z autoréw
i pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,go6-
ra-dé6t” (otéwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnet-
rzng spoisto$é¢ artykutu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin izbiorczych tabel na podstawie danych
z pis$miennictwa.

Maszynopis izatgczniki (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,

243-272 02-093 Warszawa
Pokwitowanie dla wptacajgcego Odcinek dla posiadacza rachunku Odcinek dla poczty lub banku
Zh Zhoo Zho e,
StoWNie.......ccvveeiiieeeeee e SIOWNIE....ovviiieiiit e, StoWNi€........coeeeiieecieeeecee
WPHaCaJaCY......coeeviieiiiiiiie wplacajacy.........cccoeeveiiniiniinen, Wptacajacy.....cccccveeeeeeieeiiiiis
imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek na rachunek na rachunek
Polskie Towarzystwo Biochemiczne Polskie Towarzystwo Biochemiczne Polskie Towarzystwo Biochemiczne
00-227 Warszawa, ul. Freta 16 00-227 Warszawa, ul. Freta 16 00-227 Warszawa, ul. Freta 16
P.B.K. XI11/0 W-wa, Al. Jerozolimskie P.B.K. X1I1/0 W-wa, Al. Jerozolimskie P.B.K. XI11/0 W-wa, Al. Jerozolimskie
370044-1225-139-11 370044-1225-139-11 370044-1225-139-11
| t | t |
stempe Pobrano oplatg sempe Pobrano oplatg sempe Pobrano oplatg
7L (R E A P Zh RYNIR N, ZV.. W ELE),
podpis przyjmujacego podpis przyjmujacego podpis przyjmujacego
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Polskie Towarzystwo

Biochemiczne
ogtasza konkurs
na najlepszy

wyktad akademicki

Regulamin nagrody

1

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

Warunkiem wziecia udzialu w Kon-
kursie jest przygotowanie wykiadu na
wybrany temat uwzgledniajgcy najno-
wsze osiggniecia w tej dziedzinie oraz
ilustrujgcych go materiatéw w po-
staci maszynopisu, rysunkow
i kompletu przezroczy. Termin nad-
sylania materiatdw mija 30.04.1993 r.

Przewidziana jest Nagroda Giowna
w wysokosci 3 miliondw ztotych
(w 1993 r.) oraz dwa wyroznienia.
Srodki finansowe na Nagrode zapew-
nia Zarzad Gtéwny Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego.

Zarzad Gtowny Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego zorganizuje
sesje, na ktorej zostang wygtoszone
konkursowe wyktady. Maksymalny
czas wystgpienia 2x45 minut.

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

5. Czlonkowie Zarzadu Gitéwnego two-

rza Komisje Konkursowa. Ocenig oni
prezentacje, wartoS¢ merytoryczng
idydyktyczng wyktadoéw przyznajac
od 0 do 10 punktéw. Komisja ob-
raduje niejawnie, a protokét z obrad
i inne materiaty pozostaja w doku-
mentacji Towarzystwa. Nagrode uzy-
ska osoba, ktdra otrzyma najwieksza
liczbe punktow. Nazwisko zwyciezcy
Konkursu zostanie podane do wiado-
mosci Cztonkow Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego w ,,Postepach
Biochemii” oraz w ,,Listach”.

. Materiaty konkursowe: maszynopis

wyktadu, rysunki, przezrocza i progra-
my komputerowe stajg sie wlasnosciag
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego i bedg 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 materiatow
na wkasnos¢ Towarzystwa. Towarzys-
two zastrzega sobie prawo do zakupu
materiatow nienagrodzonych.

. 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.
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