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One Call. One Source.
A'World of Biomedical Products.

ICN Pharmaceuticals, Inc. powstata w 1960 roku.
Gtéwna siedziba firmy znajduje sie w Costa Mesa,
Kalifornia, USA. Jeden z jej dziatéw to

ICN Biomedicals.Istnieje 20 przedstawicielstw

na wszystkich kontynentach, w tym

utworzone na poczatku tego roku
przedstawicielstwo w Polsce.

ICN Biomedicals w swojej ofercie

posiada szeroki wachlarz odczynnikow
biomedycznych, ktére podzielono

wedtug nastepujacych dziedzin:

Cell Biology

Media hodowlane i bakteriologiczne, surowice,
antybiotyki, cytokiny i czynniki wzrostu oraz zesta-
wy do ich oznaczania, atakze linie komérkowe.

Immunobiologicals

Odczynniki Cappel , przeciwciata monoklonalne
i poliklonalne, wysokiej czysto$ci antygeny, pro-
dukty do immunoblotingu, immunoprecypitaciji,
RIA, EIA, ELISA, odczynniki do badania nowo-
tworéw i onkogendw.

Molecular Bio_logly
& Radiochemicals

Odczynniki do izolacji, oczyszczania i analizy kwa-
s6w nukleinowych, odczynniki do reakcji POR,
enzymy restrykcyjne, zestawy do chemiluminescen-
cji i bioluminescencji, odczynniki do elektroforezy.

Neuroscience

Adenozydy, agonistyczne i antagonistyczne czynniki
adrenergiczne, cholinergiczne, dopaminergiczne,
aminy biogenne i zestawy ELISA do ich oznaczania,
inhibitory enzymoéw, modulatory kanatéw jonowych,
przeciwciata i czynniki do badania sygnatu
transdukciji.
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Wielce Szanowny

Pan Profesor dr hab. Kazimierz Zakrzewski
Cztonek Honorowy

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Wielce Szanowny Panie Profesorze,

XXXIV Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Biatymstoku jest znakomitg okazjg do zlozenia
Panu Profesorowi, Cztonkowi Honorowemu naszego Towarzystwa, najserdeczniejszych zyczen z okazji
jubileuszu osiemdziesigtej rocznicy urodzin.

Ten piekny jubileusz splata sie z 40 rocznicg powstania Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, ktérego
losy od samego poczatku zwigzane byly z Osobg Pana Profesora. Listem tym wiec pragniemy podziekowadé
Panu Profesorowi za lata pracy na rzecz srodowiska biochemicznego, za wspoéttworzenie jego naukowego
przedstawiciela jakim jest Polskie Towarzystwo Biochemiczne, za cztery kadencje funkcji jego prezesa itacznie
kilkadziesigt lat pracy w jego witadzach, za godne reprezentowanie naszego $rodowiska w kraju i na
miedzynarodowym forum naukowym. To Panu Profesorowi w znacznej mierze Polskie Towarzystwo
Biochemiczne zawdziecza swo6j dynamiczny rozw6j w latach 60-tych oraz przetrwanie trudnego okresu na
poczatku lat osiemdziesigtych. Dziekujemy tez za niezwyktg konsekwencje zjakg dziatat Pan na rzecz rozwoju
nauki w Polsce, a w szczegdlnosci rozwoju i popularyzacji biochemii i nauk biomedycznych.

Zyczymy Panu Profesorowi osobistej satysfakcji z ogromnego dorobku zyciowego oraz zdrowia i wszelkiej
pomys$inosci na dalsze diugie lata.

Z wyrazami najwyzszego szacunku i uznania,

w imieniu

Biochemikéw Polskich

zebranych na XXXIV ZjeZdzie

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w Biatymstoku

Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Prof. dr hab. Liliana Konarska

Biatystok, 15 wrzesnia 1998 r.
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ARTYKULY

Insulinopodobne dziatanie zwigzkow wanadu

Insulin-like effect of vanadium compounds

ANNA KIERSZTAN*

Spis tresci:

l. Wstep

Il.  Charakterystyka zwigzkéw wanadu

I11.  Poréwnanie mechanizméw dziatania insuliny i zwigz-
kéw wanadu

IV. Efekty uboczne wywolywane przez zwigzki wanadu

V. Uwagi kohcowe

Wykaz stosowanych skrotéw: IRS 1/2 — substrat kinazy
tyrozynowej receptora insulinowego (insulin receptor sub-
strate 1/2); SH 2 — region 2 homologii src (src homology 2);
PI3K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa (phospatidylinosi-
tol 3-kinase); PTP — 2 biatkowa fosfataza tyrozynowa
(protein tyrosine phosphatase-2); GRB-2 — biatko wigzace
czynniki wzrostowe (growth factor receptor binder-2); m SOS
— czynnik uczestniczagcy w wymianie nukleotydéw guanino-
wych (mammalian son ofsevenless); Ras — biatko z rodziny
matych biatek GTPazowych; Raf — biatko o aktywnosci
kinazy Ser/Thr; MAPK — kinaza biatkowa aktywowana
przez mitogeny (mitogen activated protein kinase); C/EBPa
— czynnik transkrypcyjny (CCAAT/enhancer-binding prote-
in a); GLUT — nosniki transportujgce glukoze; MeAlB
— kwas metyloaminoizomastowy; JAK — kinaza JAK
(Janus kinase).

1. Wstep

Utrzymanie statego poziomu glukozy we krwi (4-8
mM) [1] polega na zachowaniu réwnowagi miedzy jej
wytwarzaniem w watrobie i nerkach a zuzywaniem
przez tkanki zalezne od insuliny tj. watrobe, miesnie
i tkanke tluszczowg, a takze przez tkanki wzglednie
niezalezne od insuliny takie jak mdézg i nerki. Proces
ten jest regulowany hormonalnie przez insuline, gluka-
gon i adrenaline, przy czym tylko insulina moze
powodowac hipoglikemie. Poza tym insulina wpltywa
na transport jonow i aminokwaséw, metabolizm lipi-
dow, synteze i degradacje biatek, transkrypcje okres-
lonych gendéw i replikacje DNA oraz wzrost i podziaty
komérek [2, 3].

Niedobdr insuliny lub uposledzenie tkankowej wra-

*Magr, Zaktad Regulacji Metabolizmu, Instytut Biochemii,
U.W., ul. Zwirki i Wigury 9-3, 02-089 Warszawa
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compounds action

IV. Side effects of vanadium derivatives administration

V. Concluding remarks

zliwosci komdérek na ten hormon prowadzi do cuk-
rzycy, ktérej gtéwnym objawem jest hiperglikemia
i glukozuria. Cukrzyca wystepuje u wszystkich ras
i grup wiekowych, czesto prowadzi do $lepoty, miaz-
dzycy (gtéwnie tetnic wieAcowych i mézgowych), uda-
ru mézgu, niewydolnoSci nerek, zgorzeli stopy, uszko-
dzenia ukiadu nerwowego oraz zwiekszenia ryzyka
wad wrodzonych u dzieci urodzonych przez kobiety
chore na cukrzyce [6], Cukrzyca jest zaliczana do
choréb spotecznych, a zachorowalno$é na nig stale
wzrasta. W Europie liczba ludzi chorych na cukrzyce
waha sie od 1do 5% [4, 5], a gtbwng przyczyng ich
umieralnosci sg przewlekte powiktania zwigzane z dtu-
gotrwatym przebiegiem tej choroby [6].

Wyrdznia sie wiele form cukrzycy. Jej dwie gtéwne
formy to: typ I, ktéry cechuje sie zupetng lub prawie
zupetng utratg zdolno$ci wydzielania insuliny przez
komarki |3 trzustki na skutek ich autoimmunologicz-
nej destrukcji. U os6b z cukrzycg typu | stwierdza sie
genetyczng predyspozycje do rozwoju choroby. Wy-
stepuje ona gtéwnie u dzieci i mtodziezy, a leczenie jej
polega przede wszystkim na podawaniu insuliny [4].
Typ I | - to cukrzyca, ktora jest szczeg6lnie etiologicz-
nie i patogenetycznie niejednorodna i stanowi ona
80-90% wszystkich przypadkéw cukrzycy. U ludzi
z cukrzyca typu Il wydzielanie insuliny przez komarki
3 trzustki jest czesto wystarczajgce, aby zapobiec
powstawaniu ketozy, ale jest niedostateczne dla utrzy-
mania euglikemii. Z reguty spotyka sie upoS$ledzenie
komoérkowej wrazliwosci na insuline, ktére nasila sie
przez otyto$¢. Cukrzyca typu Il wystepuje najczesciej
u ludzi powyzej 40 roku zycia. Leczenie jej polega na
stosowaniu diety, fizycznego treningu leczniczego,
oraz podawaniu insuliny i innych zwigzkéw obniza-
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jacych poziom glukozy we krwi tj. gtéwnie pochod-
nych sulfonylomocznika lub pochodnych biguanidu
[1, 4, 5],

Ze wzgledu na to, ze u wielu pacjentéw obecne
metody leczenia nie sg wystarczajgco skuteczne, trwajq
poszukiwania doustnych lekéw powodujacych wzmo-
zenie wydzielania insuliny ijednocze$nie zwigkszenie
wrazliwosci komérek (tkanek) docelowych na ten
hormon. Obecnie testuje sie grupe zwigzkéw zwanych
tiazolidinendionami [7, 8], ktore zwiekszajg wraz-
liwosé na insuline oraz sole wanadu [9], W toku badan
klinicznych troglitazonu, leku z grupy tiazolidinen-

charakteryzowaty sie otytoscig, hiperinsulinemig, hi-
perglikemig oraz ostabiong odpowiedzig na insuling
[16-18], u ktérych normalizacja poziomu glukozy we
krwi wystepowata dopiero po 20-50 dniach od podania
zwigzkéw wanadu (Ryc. IB), w przeciwienstwie do
zwierzat z cukrzycg typu I, u ktérych maksymalny
efekt widoczny byt juz po 3-4 dniach.

Pozytywne efekty dziatania zwigzkéw wanadu
u zwierzat doswiadczalnych doprowadzity do roz-
poczecia badarn nad zastosowaniem tych zwigzkéw
u ludzi. Dotychczasowe dane wydajg sie obiecujgce,
gdyz doustne podawanie metawanadanu sodowego
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dionow, zaobserwowano wiele przypadkédw uszkodze-
nia watroby. Jeden z gtdwnych promotorow tego leku
(Sigma Glaxo) przerwat badania w tym zakresie.

Pierwsze doniesienia o terapeutycznym dziataniu
zwiazkéw wanadu siegaja 1979 roku, kiedy zaobser-
wowano in vitro wzrost transportu glukozy i jej
utleniania w adypocytach, stymulacje syntezy glikoge-
nu w watrobie i przeponie oraz hamowanie glukoneo-
genezy w hepatocytach [10-12]. Od tego czasu podob-
ne do insuliny witasciwosci zwigzkéw wanadu byty
szeroko badane poczatkowo w komérkach takich
typow jak: hepatocyty, adypocyty, miocyty [13], a na-
stepnie na zwierzetach [14-18]. W roku 1985 stwier-
dzono, ze u szczuréw z indukowang cukrzycg typu I,
po podaniu ortowanadanu nastepuje normalizacja
poziomu glukozy we Kkrwi, przy nie zmienionych
stezeniach insuliny [14]. Podobny efekt wystepowat
réwniez po 3-4 dniach doustnego podawaniu wanada-
nu lub siarczanu wanadylu szczurom z cukrzycg
indukowang podaniem streptozotocyny (Ryc. 1A) [15]
lub alloksanu [19].

Pozytywne wyniki dziatania zwigzkéw wanadu zao-
bserwowano réwniez u zwierzat z cukrzycag typu Il
(myszy ob/ob i db/db oraz szczuréw fal/fa), ktére
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Czas (dni)

Ryc. 1. Wplyw wanadanu na poziom glukozy
we krwi szczuréw z cukrzyca typu | (A)
i myszy z cukrzycg typu Il (B). Wg A,
B. Goldfine i wsp. [20], dzieki
uprzejmosci autora i Kluwer Academic
Publishers.

(125 mg dziennie) lub siarczanu wanadylu (100 mg
dziennie) przez 2-3 tygodnie jest dosy¢ dobrze tolero-
wane, podnosi wrazliwo$¢ na insuling u pacjentow
z cukrzyca typu Il jak iu niektérych os6b z cukrzyca
typu | [20-22]. Dodatkowym efektem jest obnizanie
poziomu cholesterolu w surowicy [20]. Interesujace
jest réwniez, ze korzystne dziatanie wanadu utrzymu-
je sie jeszcze przez 2 tygodnie po zakonczeniu kuracji
[21, 22].

Il. Charakterystyka zwigzkéw wanadu

Wanad nalezy do grupy metali przejsciowych. Jego
stopien utlenienia moze zmienia¢ sie od —1 do +5.
W plynach ustrojowych i zewngtrzkomadrkowo stwier-
dzono wystepowanie 5-warto$ciowego wanadanu: me-
tawanadanu -VO3"i ortowanadanu -V O|_. Jest on
transportowany do komdrek, w ktérych ulega redukcji
do 4-wartosciowego wanadylu -VO2+ [23]. W komér-
kach in vivo mozliwe jest réwniez spontaniczne utlenia-
nie wanadylu do wanadanu oraz zachodzenie reakcji
odwrotnej [24]. Wanadan moze tworzy¢ polimery
oraz oddziatywa¢ z wieloma potencjalnymi ligandami
t. NAD +, GDP, ADP [25], a takze wigzaé sie
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Rye. 2. Strukturalne podobienstwo miedzy fosforanem, wanadanem
i nadtlenkiem wanadanu. Wg A. Shavera i wsp. [27],
dzieki uprzejmosci autora i Kluwer Academic Publishers.

z biatkami, glutationem, aminokwasami, kwasami
nukleinowymi, fosfolipidami i wieloma innymi meta-
bolitami [23, 26]. Ze wzgledu na to, ze VO3 ma
strukture podobng do fosforanu (Ryc. 2), moze za-
stepowacé go w niektérych metabolitach [27], a V 02+,
majac podobng wielkos¢jak jon M g2+, moze wptywac
na reakcje enzymatyczne zalezne od tych jonow [13].
Wewnatrzkomoérkowe stezenie wanadu w wiekszosci
tkanek zwierzgt wyzszych jest mniejsze niz 0.2 pM
[28], a w czasie podawania tych zwigzkow wzrasta do
10-20 pM u zwierzat i 1-5 pM u ludzi [20, 29],

I1l. Poréwnanie mechanizmoéw dziatania in-
suliny i zwigzkéw wanadu

Na rycinie 3 przedstawiono hipotetyczny mecha-
nizm transdukcji sygnatu wywolywanego przez in-
suline. Przytaczenie hormonu powoduje autofosfory-
lacje receptora insulinowego, a w konsekwencji ak-
tywacje kinazy tyrozynowej receptora insulinowego,
ktora w wiekszosci komdérek fosforyluje biatko cyto-
solowe IRS-1 i/lub IRS-2 (ang. insulin receptor sub-
strate-1/2) [30, 31]. Ufosforylowane IRS-1/2 moze
aktywowacé wiele biatek zawierajgcych domeny SH2
np. kinaze 3-fosfatydyloinozytolowg (PI3K), fosfataze
tyrozynowg (PTP-2) i biatlko GRB-2, ktére tworzy
kompleks z mSOS (ang. guanine nucleotide exchange
factor) i moze aktywowac biatko Ras, a w konsekwen-
cji réwniez kinaze MAP (MAPK). Oddziatywanie
IRS-1 z konkretnymi biatkami daje okreslong od-
powiedZ komoérkowa na insuling, manifestujaca sie np.
zwiekszong syntezg glikogenu w watrobie, aw komar-
kach miesni i tkanki ttuszczowej wzrostem szybkosci
translokacji nosnikéw glukozy z wnetrza komaérki do
btony cytoplazmatycznej [20, 30]. W warunkach od-
dysocjowania insuliny od receptora, jego internalizacji
i degradacji lub defosforylacji kinazy tyrozynowej
receptora insulinowego i biatka IRS-1 przy udziale
fosfatazy tyrozynowej nastepuje zahamowanie dziata-
nia tego hormonu [33].

Na rycinie 3, przedstawiajgcej mechanizm dziatania
insuliny, zaznaczono réwniez przypuszczalne miejsca
dziatania wanadu. Podobnie jak insulina, zwigzki te
normalizujg poziom glukozy we krwi w wyniku stymu-
lacji transportu glukozy do komérek miesni iadypocy-
tow, jej utleniania oraz magazynowania w postaci
glikogenu, a takze obnizenia szybkosci glukoneogene-
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zy i degradacji glikogenu [10].

Zwiekszona szybkos$¢ glikolizy pod wptywem zwigz-
kéw wanadu w hepatocytach, adypocytach i komor-
kach mie$niowych wynika ze zmiany aktywno$ci i za-
wartosci enzymow tego szlaku [34-36]. Podobnie jak
insulina, wanadan wptywa na aktywnos¢ i ekspresje
gendw kodujgcych enzymy kluczowych etapdw meta-
bolizmu glukozy. U zwierzat z cukrzycg poziom
mRNA glukokinazy i kinazy pirogronianowej w wat-
robie spada odpowiednio o 90 i 70%, a po 18 dniach
podawania zwigzkéw wanadu zostaje przywrocony
w co najmniej 40% [37]. Poza tym wanadan hamuje
aktywnos$¢ fruktozobisfosfatazy 2, co prowadzi do
zwiekszania szybkosci glikolizy w wyniku aktywacji
fosfofruktokinazy 1 przez syntetyzowany w tych wa-
runkach fruktozo-2,6-bisfosforan [38],

CRBl sH2) 1rs-1 [sH2 Pi3k
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Rys. 3. Mechanizm dziatania insuliny i przypuszczalne miejsca
dziatania zwigzkéw wanadu. IRS-1 — biatko fosforylowane
przez kinaze tyrozynowag receptora insulinowego (ostatnio
uwaza sie, ze nie jest to jedno biatko,, stad czasami zapis
IRS-1/2), GRB-2 — bialko wigzace czynniki wzrostowe,
PI13-K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa, PTP — bial-
kowa fosfataza tyrozynowg, mSOS — (ang. mammalian son
of sevenless) czynnik bioragcy udziat w wymianie nuk-
leotydéw guaninowych, SHC — biatko zawierajgce region
2 homologii sre, Ras — biatko G o aktywnos$ci GTP-azy,
Raf — Ser/Thr kinaza biatkowa, MAPK — kinaza MAP
(kinaza biatkowa aktywowana przez mitogeny), p90rk
— rybosomaitna kinaza biatkowa S-6 o masie 90 kDa,
p709K — rybosomaitna kinaza S-6 o masie 70 kDa, PP-1G
— fosfataza syntazy glikogenowej, Gs— syntaza glikogeno-
wa, PhK — kinaza fosforylazy glikogenowej, PHAS-1
— biatko szoku cieplnego (ang. heat-and acid-stable protein),
elF-4 — eukariotyczny czynnik transkrypcyjny, PTK — cy-
tosolowa kinaza tyrozynowa. Dalsze wyjasniania w tekscie.
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Podobnie jak insulina, wanadan nie tylko indukuje
zwiekszong ekspresje niektorych genéw, ale réwniez
hamuje ekspresje innych genéw. Obnizanie szybkosci
glukoneogenezy odbywa sie w wyniku dziatania po-
chodnych wanadu na fosfataze glukozo-6-fosforano-
wa, ktora jest koricowym enzymem tego szlaku [39]
oraz spadku ekspresji kluczowego enzymu: karbok-
sykinazy fosfoenolopirogronianowej, ktéra w watro-
bie zwierzat z cukrzycg wzrasta 15-krotnie [37]. Wa-
nadan moze tez wptywac¢ na ekspresje genu karbok-
sykinazy fosfoenolopirogronianowej w wyniku mody-
fikacji C/EBPa, jednego z czynnik6w transkrypcyj-
nych, zwigzanych z kontrolowaniem przemian ener-
getycznych w komdrce [40]. Co wiecej, pod wptywem
wanadu obserwuje sie hamowanie zwiekszonej eks-
presji mitochondrialnej syntazy 3-hydroksy-3-metylo-
glutarylo-CoA, regulatorowego enzymu ketogenezy
[40], co rowniez nie pozostaje bez znaczenia dla
utrzymania poziomu glukozy, gdyz kwasicy ketono-
wej towarzyszy znaczne nasilenie proceséw glukoneo-
genezy [6].

Poziom glukozy we krwi jest obnizany réwniez
w wyniku zwiekszonej syntezy glikogenu. Podobnie
jak insulina, podawanie pochodnych wanadu powodu-
je wzrost odktadania glikogenu w watrobie w wyniku
stymulacji aktywnos$ci syntazy glikogenowej [41-43]
i przywrocenia normalnej aktywnosci fosforylazy gli-
kogenowej [44], Takie korzystne dziatanie wanadu
obserwowano u zwierzat z cukrzycg typu | [45].

Podobnie jak insulina, wanadan reguluje réwniez
metabolizm lipiddw. W watrobie zwigzek ten hamuje
lipolize [46], a takze przywraca normalny poziom
aktywnosci kluczowych enzymow lipogenezy tj. kar-
boksylazy acetyloCoA i syntetazy kwasdw ttuszczo-
wych [47] oraz liazy cytrynianowej zaleznej od ATP
[48]. W przypadku dwoch pierwszych enzymdw jest to
konsekwencjg zwiekszenia poziomu ich mRNA w wat-
robie, czego nie obserwuje sie w tkance tluszczowej
[47], W watrobie zwigzki wanadu powodujg tez
obnizenie zawartos$ci dehydrogenazy glukozo-6-fos-
foranowej oraz dehydrogenazy jablczanowej dekar-
boksylujacej, zwiekszanych w czasie trwania cukrzycy
[45]. Wanadan stymuluje rowniez uwalnianie lipazy
lipoproteinowej z adypocytow szczura, ktdra bierze
udziat w hydrolizie triacylogliceroli [46].

Podobnie jak insulina, wanadan zwigksza transport
glukozy do komédrek [9] przy udziale biatek btono-
wych GLUT [67] w wyniku dziatania na ekspresje
genéw kodujacych te nosniki [37, 68]. Przypuszczalne
miejsca stymulacji transportu glukozy przez zwigzki
wanadu przedstawia rycina 4. U zwierzat z cukrzycg
typu | szybkos$¢ ekspresji GLUT 1, wystepujacego
prawie we wszystkich komdrkach, podobnie jak
iGLUT 4, transportera wrazliwego na insuling w migs$-
niach szkieletowych i komorkach tkanki tluszczowej,
zostaje zwiekszona pod wptywem zwigzkéw wanadu
do poziomu obserwowanego u szczurow kontrolnych
[68-70]. U zwierzat z cukrzycg typu | poziom mRNA
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GLUT 2, gtdbwnego nosnika transportujgcego glukoze
w komorkach @trzustki, wzrasta 2,5-krotnie i obniza
sie zarébwno po podaniu wanadu, jak i insuliny [37],
Natomiast u zwierzgt z cukrzycg typu Il nie obserwuje
sie wptywu pochodnych wanadu na ekspresje gendw
kodujacych GLUT 2 [71] i GLUT 4 [72], a zwiek-
szona wrazliwo$é komorek na insuling wynika bar-
dziej z usprawnienia funkcjonowania tych no$nikéw
niz ze zwiekszenia ich ilosci [72].

Molekularny mechanizm zwigkszania transportu
glukozy przez zwiagzki wanadu ciggle jest niejasny,
gdyz: 1) stymulacja transportu heksoz przez wanadan
nie jest blokowana przez kwercetyne, ktéra hamuje
aktywnos$¢ kinazy tyrozynowej receptora insulinowe-
go jak i stymulowany przez insuline transport heksoz
[73], 2) wanadan i nadtlenek wanadu zwigkszajg
szybkos$¢ transportu glukozy w obecnos$ci wortmani-
ny, inhibitora kinazy 3-fosfatydyloinozytolowej [74],
ktorej aktywno$¢ warunkuje zalezne od insuliny wbu-
dowywanie w btony transporteréow glukozy [75], 3)
dodatnie do mieszaniny inkubacyjnej zaréwno wort-
maniny jak i inhibitora kinaz tyrozynowych blokuje
dziatanie nadtlenku wanadanu na transport glukozy
[74], 4) stymulacja transportu cukrow przez insuline
i zwigzki wanadu jest hamowana przez cytochalazyne
D, wskazujagc na podobienstwo mechanizmoéw ich
dziatania [9],

Pochodne wanadu nie tylko wptywajg na aktywnos$é
enzymoéw zwigzanych z metabolizmem glukozy i lipi-
dow, ale rGwniez na aktywnos$¢ enzymdw metabolizmu
biatek i aminokwaséw. Wanadan obniza aktywnos¢
aminotransferazy alaninowej, aminotransferazy aspa-
raginianowej oraz arginazy we frakcji cytosolowej
i tylko czesciowo we frakcji mitochondrialnej, gdy jest
podawany szczurom z cukrzycg [49]. Od dawna
rowniez wiadomo, ze zwigzki wanadu hamujg fos-
fatazy tyrozynowe [50]. Mechanizm inhibicji nie jest
do konca wyjasniony, ale przypuszcza sig, ze wanadan

Insulina

Receptor

Zwiazki wanadu Insuliny

Receptor - ;

Cytosolowa

PTK \ PTK , [IRs-122]
a - i

L= v
2N [Prax]
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¥
B] Noséniki
g—\g Glukozy

Ryc. 4. Wptyw zwigzkéw wanadu na transport glukozy. Mozliwe
miejsca dziatania wskazujg strzatki a, b i ¢ IRS 1/2
— substraty kinazy tyrozynowej receptora insulinowego,
P13-K — kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa, PTK — kinaza
tyrozynowa. Dalsze wyjasnienia w teksScie. Wg E. Tsiani
[9], dzieki uprzejmosci autora i Elsevier Science Inc.

Glukoza
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jako analog fosforanu przytgcza sie do enzymow
przenoszacych reszty fosforanowe i w ten sposob
hamuje ich aktywnos$é [51]. Wptyw zwigzkéw wanadu
na inne enzymy przedstawia tabela 1.

Tabela 1.
Wplyw zwigzkéw wanadu na aktywno$é wybranych enzymoéw.

1 Enzymy hamowane przez zwigzki wanadu  PiSmiennictwo

ATPaza Na+/K + [52, 53]
ATPaza Ca2+ [54, 55]
ATPaza H+/K + [56]
ATPaza H+ [57]
ATPaza K + [58]
ATPaza Ca2+/M g2+ [59]
dehydrogenaza glutaminianowa [60]
kinaza adenylanowa [61]
alkaliczna fosfataza [62]
kwasna fosfataza [63]
fosfataza tyrozynowa [50]
2. Enzymy stymulowane przez zwigzki wanadu

fosfolipaza C [64]
kinaza C [64]
cyklaza adenylanowa [65]
kinaza 3-fosfatydyloinozytolowa [66]

Dane na temat wptywu zwiazkéw wanadu na trans-
port aminokwasOw sg rozbiezne. W hodowli komérek
miesni szkieletowych L6, w przeciwienstwie do in-
suliny, wanadan i nadtlenek wanadanu, hamujg trans-
port kwasu metyloaminoizomastowego (MeAlB), nie
metabolizowalnego analogu aminokwasoéw specyficz-
nie przenoszonych przez ukiad A nos$nikdéw wraz-
liwych na insuline [76], Natomiast w komdrkach
miesni szkieletowych szczura pod wptywem wanadu
nastepuje stymulacja tego uktadu w wyniku zwiek-
szania pH wewnatrz komarki [77]. Co wiecej, orto-
wanadan, siarczan wanadylu i acetyloacetonian wana-
dylu nie wptywajg na transport alaniny do hepatocy-
téw krolika [60].

Podobne kontrowersje budzi takze wptyw wanadu
na synteze i degradacje biatek. Niektére doniesienia
mowia, ze zwigzki wanadu nie wptywajg ani na synteze
ani na degradacje biatek w mieéniach szkieletowych
[36], podczas gdy wanadan, podobnie jak insulina,
hamuje degradacje biatek w izolowanych hepatocy-
tach szczura [78]. Mimo, ze insulina dziata na replika-
cje DNA [3], ortowanadan i metawanadan w stezeniu
2-10 pM w niewielkim stopniu wptywajg na szybkosc
syntezy DNA, natomiast zwiekszajg o ok. 50% dziata-
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nie insuliny w badanych hodowlach tkankowych ssa-
kéw [79].

Pewne wczesne badania sugerowaty, ze zwigzki
wanadu mogg stymulowaé autofosforylacje podjed-
nostki 3 receptora insulinowego [80]. Sugestie te nie
zostaty jednak potwierdzone w pOzniejszych bada-
niach [15, 81,82], Ostatnio przypuszcza sig, ze niedaw-
no otrzymane syntetyczne pochodne wanadu — nad-
tlenki wanadanu, oddziatywujg bezpos$rednio z recep-
torem insulinowym [83]. Jednym z podstawowych
mechanizmdw dziatania pochodnych wanadu jest ha-
mowanie biatkowych fosfataz tyrozynowych, w szcze-
golnosci cytosolowych (84, 85]. Istotne znaczenie
przypisuje sie rowniez aktywacji cytosolowej kinazy
tyrozynowej [86], ktérej aktywnos$¢ w adypocytach
inkubowanych z wanadanem wzrasta 3-5 razy [87]
i/lub kinaz JAK (ang. Janus kinase), nalezacych do
grupy kinaz tyrozynowych, fosforylujagcych substraty
receptora insulinowego IRS-1 i IRS-2 [88], O udziale
cytosolowej kinazy tyrozynowej w mechanizmie dzia-
tania wanadu moze $wiadczy¢ roéwniez to, ze stauros-
poryna, silny inhibitor cytosolowych kinaz tyrozyno-
wych, a staby kinazy tyrozynowej receptora insulino-
wego, znosi stymulujacy efekt dziatania wanadanu na
lipogeneze w adypocytach, a tylko nieznacznie zmniej-
sza dziatanie insuliny [86]. W Swietle tych obserwacji
mozna wnioskowaé, ze zwigzki wanadu nie muszg
dziata¢ bezposrednio na receptor insulinowy, a mimo
to miejsca ich dziatania czesto pokrywaja sie ze
szlakiem sygnatowym uruchamianym przez insuline.

Poza aktywacjg kinaz tyrozynowych wanadan moze
rowniez stymulowaé¢ kinaze MAP (M APK— mitogen-
-activated protein kinase) oraz kinaze 3-fosfatydyloino-
zytolowg (PI3K — phosphatidyl inositol 3-kinase).
Obserwowana aktywacja kinaz MAP przez zwiazki
wanadu odbywa sie w sposéb niezalezny od kinazy
tyrozynowej receptora insulinowego [89] i moze wyni-
ka¢ z hamowania aktywnosci fosfataz kinaz MAP
(cytosolowej MKP-1 i/lub jadrowej PAC-1), podczas
gdy aktywacja PI3K moze odbywaé sie za posrednic-
twem cytosolowej kinazy tyrozynowej [85],

W Swietle przedstawionych wynikéw mozna wnios-
kowaé, ze mechanizm dziatania zwigzkdw wanadu jest
bardzo skomplikowany inalezy przeprowadzi¢ jeszcze
wiele badan, aby go w petni wyjasnic.

IV. Efekty uboczne wywotywane przez
zwigzki wanadu

Mozliwo$¢ zastosowania pochodnych wanadu w le-
czeniu cukrzycy spowodowata, ze rozpoczeto réwniez
badania dotyczace ich ewentualnego dziatania ubocz-
nego. Istnieje wiele rozbieznych doniesief na ten temat,
wynikajacych z tego, ze dziatanie zwigzkéw wanadu
zalezy od wielu czynnikéw: uzytego zwigzku wanadu,
stopnia jego utlenienia, wielkosci dawki, sposobu
podania oraz czasu trwania terapii [90]. W poczat-
kowych etapach badan gtéwnym efektem ubocznym
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obserwowanym u zwierzat byt obnizony apetytizabu-
rzenia zotgdkowo-jelitowe, ktére prowadzity do sta-
noéw chorobowych, a nawet $Smierci [91]. U zwierzat
z cukrzyca doswiadczalng, ktorym przez diugi okres
czasu podawano doustnie zwigzki wanadu, obser-
wowano ok. 1000-krotny wzrost stezenia tego pier-
wiastka w surowicy (do 20 pM), a nawet wyzszy
w takich tkankach jak: kosci, nerki, watroba, gdzie
wanad jest akumulowany ijego stezenie podnosi sie do
szczegblnie wysokich wartosci [92]. Przy podawaniu
doustnym zwigzkéw wanadu w stezeniu 0,4 mg/ml
obserwowano obnizong produkcje spermy u szczuréw
[91], spadek poziomu hemoglobiny [9], a takze tok-
syczno$¢ wanadu na ptody szczurow i myszy [91, 93].
Terapeutycznym  przeciwwskazaniem  stosowania
zwigzkéw wanadu moze by¢ réwniez to, ze wanad
podobnie jak inne pierwiastki przejsciowe tj. Fe2+,
Cu2+, Co2+ moze reagowa¢ z H20 2 i powodowac
powstawanie wolnych rodnikéw hydroksylowych,
ktore mogag zapoczatkowaé autokatalityczng perok-
sydacje lipidow zawierajgcych nienasycone kwasy ttu-
szczowe [26, 94]. Istniejg jednak réwniez doniesienia
0 przeciwutleniajacych wasciwosciach zwigzkéw wa-
nadu [95]. W przeciwienstwie jednak do tych danych
doustne podawanie wanadylu szczurom przez okres
1 roku nie powoduje zadnych zmian hematologicz-
nych i morfologicznych w surowicy Kkrwi oraz nie
wptywa na poziom Kkreatyniny i watrobowych en-
zymoéw cytosolowych [92], wskazujgc na prawidtowe
funkcjonowanie watroby i nerek.

Jak dotad niewiele jeszcze wiadomo na temat tok-
syczno$ci wanadu u ludzi. Wyniki otrzymane dla ludzi
sg podobne do uzyskanych wczesniej na zwierzetach
z cukrzycg typu i Il [15-18, 96-98]. Stabsze dziatanie
wanadu u ludzi moze wynika¢ ze stosowania mniej-
szych dawek wanadu, mniejszego stezenia tych zwigz-
kéw we krwi oraz krotkiego czasu ich dziatania. Inna
jest rowniez wrazliwo$¢ ludzi i zwierzat. U gryzoni
dawka normalizujgca poziom glukozy we krwi wynosi
ok. 100 mg x kg-1 x dzieA-1, podczas gdy u ludzi
efekt ten obserwowano przy dawce 15 mgx
x kg- 1x dzier" h W tych warunkach poziom wanadu
we krwi zwierzat wahat sie miedzy 10-20 pM, a u ludzi
1-5 pM. Najdtuzsze jak dotgd badania u ludzi trwaly
zaledwie 2-3 tygodnie [20] i dlatego konieczne jest
przeprowadzenie diuzszych badan celem uzyskania
catoSciowego obrazu dziatania zwigzkéw wanadu na
homeostaze glukozy, metabolizm weglowodandw i li-
pidéw. Najczestszym objawem obserwowanym pod-
czas terapii jest nietolerancja zotgdkowo-jelitowa.
U pacjentdw z cukrzycg niezalezng od insuliny przez
3 tygodnie podawania siarczanu wanadylu w dawce
— 100 mg x dzien" 1[21] oraz u sportowcOw w czasie
3 miesiecy podawania siarczanu wanadylu w dawce
0,5 mg x kg" 1x dzien" 1nie zauwazono zadnych zna-
cznych zmian w morfologii krwi oraz parametrach
biochemicznych (takich jak: poziom bilirubiny, chole-
sterolu, triglicerydéw, biatka, mocznika, kreatyniny
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i aminotransferaz: alaninowej i asparaginianowej)
[99]. Akumulowanie wanadu w niektdrych tkankach
podczas leczenia cukrzycy moze okazaé sie powaznym
problemem w diugotrwatej terapii tymi zwigzkami.
Podejmowane sg juz pierwsze proby podawania tych
zwigzkdw z tironem, chelatujacym jony wanadu lub
innymi zwigzkami, ktére eliminowalyby albo przy-
najmniej zmniejszaty jego akumulowanie sie w tkan-
kach [91],

V. Uwagi koncowe

Zwigzki wanadu okazaty sie uzyteczne w poznawa-
niu funkcji i budowy enzyméw, roli fosforylacji reszt
tyrozynowych w procesie transdukcji sygnatéw ko-
morkowych, a ich dziatanie insulinopodobne in vitro
i in vivo spowodowato duze zainteresowanie nimijako
potencjalnymi lekami w terapii przeciwcukrzycowej.
Co wiecej, zwigzki te moga wzmacniaé dziatanie
insuliny i przedtuza¢ trwanie jej efektow metabolicz-
nych, co bytoby szczegdlnie istotne w terapii cukrzycy
Il typu. Ostatnio okazato sig, ze wykazujg one rowniez
wiasciwosci przeciwbakteryjne [100]. Wiele proble-
mow pozostato jeszcze nie wyjasnionych. Nalezg do
nich m.in. molekularny mechanizm dziatania wanadu,
a takze efekty przeciwstawne do tych wywotywanych
przez insuling na metabolizm bialek, mitogeneze i sty-
mulowany przez insuling transport aminokwaséw
[101]. Dalsze badania sg réwniez niezbedne celem
upewnienia sig, czy dtugotrwate podawanie zwigzkow
wanadu nie powoduje powaznych dziatan ubocznych.
Syntetyzowane sg nowe pochodne o zwiekszonej spe-
cyficznosci dzatania i zmniejszonej toksycznosci w po-
rownaniu ze zwigzkami stosowanymi dotychczas, np.
organiczne kompleksy wanadu z maltolem (kwas
lariksynowy) lub kwasem kojowym, ktére charak-
teryzuja sie 2-3 krotnie wieksza skutecznos$cia dziata-
nia niz siarczan wanadylu. W czasie ich podawania nie
obserwuje sie efektdw ubocznych, a roztwory tych
zwigzkow sg bardzo stabilne nawet przez kilka miesie-
cy [9, 102, 103],
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I. Ogdlna charakterystyka Na + K+-ATPazy
i jej rola w kanalikach nerkowych

Pompa sodowo-potasowa (Na+,K+-ATPaza) jest
enzymem btony komdrkowej, ktéry aktywnie trans-
portuje jony sodu z komdrek do przestrzeni pozako-
morkowej, a jony potasu w kierunku odwrotnym.
W kazdym cyklu katalitycznym hydroliza 1czasteczki
ATP dostarcza energii do transportu 3 jonéw Na+
i 2 K+, Na+K+-ATPaza wystepuje we wszystkich
komadrkach ustroju ssakow. Reguluje ona sktad jono-
wy i objeto$¢ ptynu wewnetrzkomérkowego oraz
generuje potencjal spoczynkowy komdrek pobudli-
wych [1]. Na+K+-ATPaza nalezy do ATPaz typu
P charakteryzujacych sie przejsciowym fosforylowa-
niem czasteczki enzymu w kazdym cyklu katalitycz-
nym oraz cyklicznymi przeksztatceniami konformacyj-
nymi postaci EI w E2 i odwrotnie [2].

Szczegdlnie istotng role speinia Na+,K+-ATPaza
w kanalikach nefronu. Jest ona odpowiedzialna za
wchianianie zwrotne sodu, a tym samym uczestniczy
w regulacji objetosci ptynéw ustrojowych i posrednio
cisnienia tetniczego. Na+ K+-ATPaza znajduje sie
w blonie bazolateralnej komérek kanalika i aktywnie
transportuje jony N a+z komorki do przestrzeni okoto-
kanalikowej. Dzieki temu stezenie sodu w komaérce jest
niskie, co umozliwia bierne wnikanie tego kationu
z ptynu kanalikowego przez przenos$niki znajdujgce sie
w btonie luminalnej [3]. Réznica stezeri jon6w Na+
pomiedzy ptynem pozakomérkowym i wnetrzem ko-
morki powstajgca przy udziale Na+ K +-ATPazy do-
starcza tez energii do transportu innych substancji np.
glukozy, aminokwasow i fosforanéw [2].

Nerki sg najbogatszym w Na+,K+-ATPaze narzg-
dem w ustroju, z nich tez otrzymano po raz pierwszy
enzym w postaci oczyszczonej [4]. Na+,K +-ATPaza
wystepuje we wszystkich odcinkch kanalika, najwiek-
szg aktywnos$¢ stwierdza sie w czesci rdzennej ramienia
wstepujacego petli Henlego (mTAL) i kanaliku kretym
dystalnym (DCT), pos$rednig w kanaliku proksymal-
nym i zbiorczym, a najmniejsza w czesci cienkiej petli
Henlego [2-4]. Aktywno$¢ Na+,K+-ATPazy w po-
szczegblnych odcinkach nefronu jest skorelowana
z natezeniem transportu sodu [4].

Czasteczka enzymu sktada sie z podjednostek
a i 3[4]. Podjednostka a zawiera miejsce katalityczne
oraz miejsca wigzace ATP, ouabaine (strofantyne G)
oraz transportowane kationy. Podjednostka (3 jest
glikoproteing, doktadna jej rola nie zostata poznana
[4]. Podjednostka a wystepuje w 3 odmianach: al, a2
i a3, a podjednostka (3co najmniej w dwéch (3L i (32),
przy czym w nerkach przewaza izoenzym al(31 [5, 6].
U krdlika Na+,K+-ATPaza w czesci proksymalnej
nefronu charakteryzuje sie mniejsza wrazliwoscig na
dziatanie ouabainy niz w kanalikach zbiorczych. Nie
wiadomo, czy wynika to z obecnosci w tych odcinkach
kanalika enzymu zawierajgcego odpowiednio podjed-
nostki al ia3, czy tez r6zne odmiany podjednostki al
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[7, 8]. U szczura obie formy, odporna i wrazliwa na
ouabaine wystepuja na catej dtugosci nefronu [9].

Ze wzgledu na funkcje, jakie spetnia Na+,K+
-ATPaza w nerkach, regulacja tego enzymu budzi duze
zainteresowanie. Mechanizmy tej regulacji zostaty
blizej poznane dzieki opracowaniu czutych metod
oznaczania aktywnos$ci enzymu w poszczegllnych
czesciach nefronu. Aktywnos$é katalityczna Na +,K +-
-ATPazy jest mierzona na podstawie ilosci fosforanu
nieorganicznego uwolnionego z ATP. Miernikiem
aktywnosci transportowej jest wrazliwe na ouabaine
wychwytywanie radioaktywnego rubidu(86Rb +) przez
izolowane komaérki. Mozliwe jest tez okre$lanie ilosci
czasteczek Na+,K +-ATPazy w btonie komérkowej na
podstawie wigzania przez komadrki znakowanej oua-
bainy [10].

Mechanizmy uczestniczgce w regulacji Na+ K+
-ATPazy w komdrkach kanalikéw nerkowych mozna
podzieli¢ na krétko- i dtugodziatajace. Regulacja krot-
kotrwata odbywa sie poprzez: 1) zmiany stezenia sodu
w komérce, 2) zmiany aktywnosci czasteczek Na +,K +-
-ATPazy lub jej powinowactwa do substratu (ATP)
i aktywatoréw, 3) redystrybucje enzymu miedzy pulg
aktywng (btonowa) i nieaktywna (wewngatrzkomor-
kowa). Czynniki ktére wpiywajg na biosynteze lub
degradacje Na+,K+-ATPazy powodujg diugotrwate
zmiany jej aktywnosci [11].

W regulacji Na+, K+-ATPazy uczestniczy sze-
reg hormondéw, ktére dziataja za posrednictwem réz-
nych drog wewnatrzkomorkowego przekazywania sy-
gnatow.

Il. Mechanizmy wewngtrzkomdrkowe

I1-1. Stezenie sodu w komorce

Istotng role w regulacji Na+,K+-ATPazy odgrywa
wewnatrzkomoérkowe stezenie sodu. Maksymalng ak-
tywnos$é osiaga ona przy stezeniu Na+ ok. 100 mM,
tymczasem w komaorce jest ono wielokrotnie mniejsze
[4]. Oznacza to, ze enzym nie dziata na ,petnych
obrotach”, wykorzystuje on zwykle tylko 20-40%
maksymalnej aktywnos$ci [3]. Zalezno$¢ aktywnosci
N a+,K +-ATPazy od stezenia N a+ moze by¢ wyrazo-
na réwnaniem Hilla: [12, 13]

[Na+]n
v = Vmaxx
[Na+ ]n+ [KO.5]n

gdzie: v— aktywnos$é Na +, K +-ATPazy przy stezeniu
sodu [Na+], Vmax — maksymalna aktywnos$é
Na+,K+-ATPazy przy optymalnym stezeniu sodu,
K 05— stata powinowactwa enzymu do sodu (stezenie
N a+ przy ktdrym N a+,K +-ATPaza osigga 50% mak-
symalnej aktywnosci), n — wspoétczynnik Hilla wyra-
zajacy dodatnig kooperacje poszczeg6lnych miejsc
wigzacych Na+ (n > 1). Warto$¢ K05 wynosi od 25
mM w kanaliku zbiorczym [14] do 45 mM w kanaliku
proksymalnym [15].
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Stezenie Na+ w komdrkach kanalikéw nerkowych
zalezy od naptywu tego kationu przez przenos$niki
znajdujace sie w btonie luminalnej [16]. Zwiekszony
naptyw sodu powoduje aktywacje Na+,K +-ATPazy,
co przywraca prawidtowe stezenie tego kationu w ko-
morce i wzmaga jego wchianianie zwrotne [17].

Diugotrwaly wzrost wewngtrzkomdrkowego steze-
nia sodu zwieksza ilos¢ aktywnych czasteczek
Na+,K+-ATPazy i tym samym Vmex Efekt ten wy-
stepuje po kilkunastu minutach i nie jest zalezny od
syntezy nowych czasteczek enzymu, ale od aktywacji
czasteczek uprzednio nieczynnych lub ich rekrutacji
z magazynéw wewnatrzkomérkowych do biony [18,
19]. Ta ,,zapasowa” pula enzymu nie wystepuje u zwie-
rzat, ktérym usunieto nadnercza, co wskazuje ze jest
ona zalezna od kortykosterydow [18, 20, 21]. Po
dtuzszym czasie zwieksza sie synteza enzymu de novo
[3], Natomiast diugotrwate zahamowanie naptywu
sodu do komorki zmniejsza ilos¢ aktywnych czas-
teczek Na +,K +-ATPazy w btonie komdérkowej [19].

11-2. Pochodne kwasu arachidonowego

Eikozanoidy odgrywajg istotng role w regulacji
aktywnosci Na+,K+-ATPazy w komorkach kanali-
kéw nerkowych na drodze autokrynnej lub parakryn-
nej. Moga by¢ one réwniez wewnatrzkomorkowymi
przekaznikami w dziataniu réznych hormondw.

Kwas arachidonowy jest metabolizowany w kanali-
kach zbiorczych przez cyklooksygenaze do prosta-
glandyny E2 [22, 23], ktéra ma silne dziatanie na-
triuretyczne [24]. PGE2 hamuje transport sodu
wmTAL,CCD i IMCD [16, 25]. U szczuréw, ktérym
podawano inhibitor cyklooksygenazy, indometacyne,
aktywnos¢ Na+,K+-ATPazy byla zwiekszona
w mTAL. oraz w PCT, PST, CTAL, CCD, a zmniej-
szona w DCT [26, 27]. Podawanie indometacyny
krélikom takze powoduje wzrost aktywnosci
Na+,K+-ATPazy w CCD [28]. In vitro PGE2zmniej-
sza aktywno$¢ Na+, K+-ATPazy w mTAL [26-29],
CCD [27, 30-32] oraz PCT, PST i CTAL, a zwieksza
w DCT [27]. PGE2 zmniejsza wrazliwe na ouabaine
zuzycie tlenu i wychwytywanie znakowanego rubidu
w komadrkach czesci rdzennej wewnetrznej kanalikow
zbiorczych [25].

Mechanizm dziatania PG E2nie jest znany. Sugeruje
sie, ze moze byé ona allosterycznym inhibitorem
Na+,K +-ATPazy dzialajac na to samo miejsce en-
zymu, co ouabaina [25, 33,34]. Inne badania wskazujg
na bardziej ztozony, receptorowy mechanizm dziata-
nia. PGE2nie hamuje Na +,K +-ATPazy wyizolowanej
z korowej czesci kanalika zbiorczego w preparatach
bezkomorkowych [28], natomiast zmniejsza liczbe
czasteczek Na+,K+-ATPazy w btonie komoérek tej
czesci nefronu prawdopodobnie przyspieszajagc ich
endocytoze [35]. Podobne dziatanie obserwowano
w hodowlach komérkowych [36].

W niektérych badaniach wykazano, ze dziatanie
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PGE?2 zalezy od hamowania naptywu sodu do ko-
morki [32], w innych natomiast nie wykazano takiej
zaleznosci [29, 37]. Prawdopodobnie wiec mechanizm
dziatania PGE2 jest rézny w roznych odcinkach
nefronu.

Duzag aktywno$¢ w nerkach wykazuje szlak prze-
mian kwasu arachidonowego zalezny od cytochromu
P450 [38-40]. Jego produktami sa;

1) kwasy: 19-i20-hydroksyarachidonowy (19-i 20-
-HETE) oraz 20-karboksyarachidonowy (20-
-COOH-AA) powstajgce na drodze co/co-1 hydro-
ksylacji,

2) kwasy epoksyeikozatrienowe (5,6-EET, 8,9EET,
11,12-EET i 14,15-EET) oraz produkty ich
hydrolizy, kwasy dihydroksyeikozatrienowe
(DHT),

3) kwasy hydroksyeikozatetraenowe (HETE) pow-
stajgce na drodze reakcji lipooksygenazopodo-
bnej.

5,6-EET hamuje N a+,K +-ATPaze w komdrkach ka-
nalika proksymalnego [41]. Podobne dziatanie w tej
czesci nefronu ma 20-HETE [42-44], 12(R)-HETE,
i11,12-DHT [43] oraz 16-i 17(S)-HETE [45], 20-HETE
i 20-COOH-AA zmniejszajg wychwytywanie znakowa-
nego rubidu przez komérki mTAL krélika [46, 47].
5,6-EET, 11,12-EET, 11,12-DHT i 12(R)-HETE hamujg
Na+, K+-ATPaze w korowej czesci kanalikow zbior-
czych szczura w sposéb zalezny od dawki [32].

Mechanizm dziatania tej grupy mediatorow jest
prawdopodobnie r6znorodny. Ich dziatanie na
Na+,K +-ATPaze nie wynika z blokowania naptywu
sodu do komorki [32]. Wydaje sie, ze w niektdrych
przypadkach dziatajg one na enzym bezpos$rednio.
20-COOH-AA, 20-HETE i 12(R)-HETE hamujg izo-
lowang Na+, K+-ATPaze w preparatach bezkomor-
kowych [48-50]. Niejest to jednak mechanizm uniwer-
salny, poniewaz np. 20-HETE zmniejszajacy aktyw-
nos¢ Na+,K+-ATPazy w kanalikach proksymalnych
[42] nie ma takiego dziatania na enzym izolowany z tej
czesci nefronu [45]. 20-HETE dziata w tych komor-
kach prawdopodobnie za po$rednictwem kinazy biat-
kowej C [44].

Na uwage zastuguje odmienne dziatanie réznych
izomeréw pochodnych kwasu archidonowego. Na
przyktad 19(S)-HETE pobudza Na +,K +-ATPaze wyi-
zolowang z mikrosoméw kory nerek, natomiast 19(R)-
-HETE nie wptywa na jej aktywnos$¢ [49, 50]. 12(R)-
-HETE hamuje Na +,K +-ATPaze w komdrkach CCD
szczura, za$ 12(S)-HETE nie ma takiego dziatania [32].
Podobnie wytacznie izomery S 16-i 17-HETE hamuja
Na+,K+-ATPaze wyizolowang z komérek PCT kro-
lika [45],

11-3. Procesy fosforylacji i defosforylacji biatek

Wazng role w regulacji Na+,K+-ATPazy majg
kinazy biatkowe i fosfatazy fosfoproteinowe, przy
czym najwiecej badan na ten temat poswiecono jak
dotychczas roli kinaz biatkowych C i A
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Aktywatory kinazy biatkowej C — estry forbolu
zmniejszajg aktywnos$¢é Na+,K +-ATPazy w izolowa-
nych kanalikach proksymalnych [51, 52]. W innych
badaniach [53] obserwowano dwufazowe dziatanie
aktywatora PKC (diacyloglicerolu) w tej czesci nef-
ronu — poczatkowo nastepowat wzrost, a nastepnie
spadek zuzycia tlenu wrazliwego na ouabaine.
W mTAL i CCD estry forbolu nie wplywajg na
aktywnos$¢ N a+,K+-ATPazy [52].

Dziatanie kinazy biatkowej A zaleznej od cyklicz-
nego AMP takze jest r6zne w réznych odcinkach
kanalika. Aktywator cyklazy adenylowej (forskolina)
i egzogenne analogi cyklicznego AMP pobudzajg
Na+,K+-ATPaze w kanaliku proksymalnym [54, 55].
Sag réwniez doniesienia o braku dziatania CAMP w tej
czesci nefronu [52, 56], Analogi cCAMP lub egzogenne
aktywatory cyklazy adenylowej zmniejszajg aktyw-
nos¢ Na+,K+-ATPazy w mTAL [52, 57-59] i CCD
[60]. W czesci rdzennej kanalikéw zhiorczych cAMP
nie wptywa na aktywno$¢ Na+,K +-ATPazy [61].

Kinazy biatkowe mogg modyfikowa¢ aktywnos¢
N a+,K+-ATPazy na drodze réznych mechanizmow,
co ttumaczy ich odmienne dziatanie w réznych czes$-
ciach nefronu albo nawet w tych samych komérkach
w roznych warunkach. Kinaza moze fosforylowaé
samg czasteczke ATPazy wptywajac na jej aktywnos¢
lub szybko$¢ wbudowywania albo usuwania enzymu
z btony komoérkowej. Moze tez fosforylowac inne
biatko btonowe regulujace aktywnos$¢ ATPazy. Wresz-
cie kinazy moga pobudzac synteze pochodnych kwasu
arachidonowego, ktére wptywajag na aktywnos¢ en-
zymu jako ,trzeciorzedowe” przekazniki [62].

Wykazano, ze PKC oraz podjednostka katalityczna
kinazy A fosforylujg izolowang podjednostke
a Na+K+-ATPazy [63-65]. Aktywacja kinaz zawar-
tych w komaorkach przez egzogenne aktywatory takze
prowadzi do fosforylowania Na+,K+-ATPazy [64, 66,
67]. Losforylowanie zmniejsza aktywnos$¢ enzymu [63].
Ufosforylowana N a+,K +-ATPaza moze by¢ defosfory-
lowana przez fosfatazy biatkowe typu 1, 2a i 2b, co
prowadzi do jej reaktywacji [63].

Kinazy biatkowe mogg w niektérych odcinkach
nefronu pobudzaé¢ synteze pochodnych kwasu arachi-
donowego zaleznych od cytochromu P450, ktdre petnia
role ,przekaznikéw trzeciego rzedu” w hamowaniu
N a+,K+-ATPazy. Poglad ten jest oparty na fakcie, ze
inhibitor fosfolipazy A2, mepakryna znosit hamujace
dziatanie cAMP na Na+,K+-ATPaze w CCD [60]
i mTAL [52]. Cykliczny AMP pobudza synteze 19-
-HETE, 20-HETE i 20-COOH-AA hamujacych
Na+ K+-ATPaze w mTAL [48]. Inhibitory cytochro-
mu P450 — etoksyresorufina, SKF 525A i CoCl2
zapobiegajg dziataniu dibutyrylo-cAMP na Na+,K +-
-ATPaze w korowej czesci kanalikow zbiorczych [32].
Mepakrynaietoksyresorufina zapobiegajg takze hamo-
waniu N a+,K +-ATPazy przez estry forbolu w komor-
kach kanalikow proksymalnych [43, 52],

Mechanizm aktywacji przemian kwasu arachidono-
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wego przez kinazy biatkowe pozostaje niejasny. Istnieje
hipoteza, ze fosforylujag one komérkowe biatko — lipo-
moduline, ktdra staje sie wowczas nieaktywna i prze-
staje hamowacé fosfolipaze A2 [52, 60, 68].

W mTAL hamowanie Na+,K+-ATPazy przez
cAMP moze by¢ wynikiem nie tylko aktywacji fos-
forylowania, ale rowniez hamowania defosforylowania
biatek (Ryc. 1). Kinaza A fosforyluje biatka DARPP-32
i 1-1 bedace endogennymi inhibitorami fosfataz biat-
kowych DARPP-32 i 1-1 w postaci ufosforylowanej
hamujg fosfatazy typu 1 i 2a zwiekszajac stopien
ufosforylowania biatek [69]. W mTAL wykryto duzg
aktywnos$¢ fosfatazy typu 1 [70] oraz obecno$¢ in-
hibitorow DARPP-32 i 1-1 [71, 72]. Wykazano tez, ze
ufosforylowany DARPP-32 zmniejsza maksymalng ak-
tywno$¢ Na+,K+-ATPazy w tej czesci nefronu [59],
Egzogenne inhibitory fosfataz: kwas okadejowy i kali-
kulina A takze zmniejszajg Vnmx Na+,K+-ATPazy
w mTAL, prawdopodobnie w wyniku hamowania
fosfatazy typu 1 [70]. Kwas okadejowy podawany in
vivo réwniez zmniejsza aktywno$¢ Na+,K+-ATPazy
w czesci rdzennej nerek [73].

Do wyjasnienia mechanizmu dziatania kinaz przy-
czynity sie znacznie badania Feraille i wsp [13]

GTP DARPP-32
ANT nieaktywny
ANT
NO I
; + o
cGMP — PKG | o
+ . PP2b*+—Ca
cAMP — PKA i
DA DARPP-32
ATP ufosforylowany (aktywny)

—_—

Ryc. 1. Udziat endogennych inhibitoréw fosfotaz biatkowych w re-
gulacji Na+, K+-ATPazy.
W komoérkach ramienia wstepujacego petli Henlego dopa-
mina zwieksza aktywno$¢ cyklazy adenylowej. Zwiekszony
poziom cAMP powoduje aktywacje kinazy biatkowej A,
ktora fosforyluje DARPP-32. Ufosforylowany DARPP-32
staje sie¢ aktywnym inhibitorem fosfatazy biatkowej typu
1 (PP1). Prowadzi to do zahamowania defosforylacji Na+,
K +-ATPazy lub innego biatka regulatorowego i spadku
aktywnos$ci tego enzymu. Podobnie do dopaminy moze
dziata¢ przedsionkowy czynnik natriuretyczny (ANF) oraz
tlenek azotu (NO) aktywujace odpowiednio btonowg oraz
cytoplazmatyczng cyklaze guanylowa i zwiekszajace poziom
cGMP w komérce. cGMP aktywuje kinaze biatkowg G,
ktora fosforyluje DARPP-32. Kinazy biatkowe (PK) moga
tez bezposrednio zmniejsza¢ aktywno$¢ NA +, K+-ATPazy
fosforylujac czasteczke enzymu lub biatka regulujacego jego
aktywnos$¢. Zwiekszony poziom wapnia w komoérce np. pod
wpltywem angiotensyny lub noradrenaliny aktywuje fos-
fataze biatkowa typu 2b (PP2b, katcyneuryne), ktéra defos-

foryluje DARPP-32. Prowadzi to do aktywacji fosfatazy
typu 1i wzrostu aktywnosci Na+, K +-ATPazy.

Na',K"-ATPaza
aktywna

nieaktywna

Na* K*-ATPaza i
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wykonane na $wiezo izolowanych komérkach kanali-
ka proksymalnego nerki szczura. Autorzy ci stwier-
dzili, ze kierunek zmian aktywnosci Na +,K +-ATPazy
w wyniku aktywacji kinazy C zalezy od preznosci
tlenu. W warunkach niskiej preznosci tlenu (stosowa-
nej w wiekszosci badan in vitro) estry forbolu zmniej-
szaly Vnmax Na+,K +-ATPazy. Jesli jednak komorki
inkubowano w S$rodowisku o podwyzszonym pO 2
estry te nie miaty wptywu na Vimex enzymu, zwiekszaty
natomiast jego powinowactwo do sodu, co jest wyni-
kiem fosforylowania podjednostki a [74]. W warun-
kach hipoksji bezposredni pobudzajagcy wptyw PKC
jest prawdopodobnie maskowany w wyniku nasilonej
pod wptywem tej kinazy syntezy pochodnych kwasu
arachidonowego hamujacych Na+,K+-ATPaze [13].
W komorkach do ktérych wprowadzono zmutowang
podjednostke a, pozbawiong miejsca fosforylowanego
przez PKC, aktywacja tej kinazy prowadzita do spad-
ku, a nie wzrostu aktywnosci Na +,K +-ATPazy nieza-
leznie od warunkdéw tlenowych [75]. Wykazano row-
niez, ze aktywacja kinazy A zwigksza, w wyniku
fosforylowania podjednostki a Vmax N a+,K +-ATPazy
w komaérkach PCT inkubowanych w $rodowisku
0 duzej preznosci tlenu [76].

Mniej badan poswiecono jak dotychczas znaczeniu
kinazy biatkowej G. Jej aktywator, 8-bromo-cGMP
zmniejsza ouabaino-wrazliwe zuzycie tlenu w komaé-
rkach IMCD [61]. 8-bromo-cGMP hamuje N a+,K +-
-ATPaze w rdzeniu nerek w wyniku aktywacji kinazy
G, co wykazano zaréwno in vitro [77, 78], jak i in
vivo [73]. Istniejg sugestie, ze kinaza G, podobnie
jak kinaza A, fosforyluje inhibitory fosfataz biatko-
wych: DARPP-32 i 1-1 [77, 78] (Rye. 1). Wykazano,
ze PKG moze fosforylowa¢é DARPP-32 w tkankach
pozanerkowych [79, 80]. Nasze badania sugerujg
natomiast, ze kinaza G moze wzmaga¢ synteze po-
chodnych kwasu arachidonowego zaleznych od cy-
tochromu P450 [81].

Oprocz omoéwionych dotychczas kinaz serynowo-
-treoninowych istniejg takze dane wskazujace na
udziat kinaz tyrozynowych w regulacji Na+,K+
-ATPazy. Kinazy te wchodzg miedzy innymi w sktad
receptora insulinowego. Aktywacja kinazy tyrozyno-
wej w komérkach kanalikdw proksymalnych zwieksza
powinowactwo Na+,K+-ATPazy do sodu nie zmie-
niajagc Vmex Sugeruje to fosforylowanie N-terminalnej
czesci podjednostki a, podobnie jak ma to miejsce
w wyniku dziatania kinazy biatkowej C [82].

11-4. Rola wapnia wewngtrzkomaérkowego

Badania na izolowanych komdrkach kanalika pro-
ksymalnego wykazaty, ze wzrost wewngatrzkomaorko-
wego stezenia Ca2+ zwieksza aktywno$¢ Na+,K +
-ATPazy w wyniku aktywacji kalcyneuryny — fosf-
atazy biatkowej typu 2b zaleznej od wapnia i kal-
moduliny [83, 84]. Inhibitor kalcyneuryny — FK506
hamuje podstawowg aktywno$¢ Na+,K+-ATPazy
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w rnTAL, CCD i OMCD [85, 86]. Wskazuje to, ze
naptyw wapnia do komadrki inicjuje procesy defos-
forylacji biatek prowadzace do aktywacji Na+,K+
-ATPazy (Rye. 1).

I1l. Hormonalna regulacja Na +, K+-ATPazy
I11-1. Aminy katecholowe

Dopamina (DA) jest istotnym czynnikiem regulujg-
cym wydalanie sodu. Jest ona syntetyzowana w ko-
modrkach kanalika proksymalnego, a jej dziatanie
natriuretyczne wynika zaréwno z wptywu na naczynia
nerkowe, jak i z hamowania cewkowego transportu
sodu. Dopamina zmniejsza wchianianie Na+ na sku-
tek hamowania Na+,K+-ATPazy oraz wymieniacza
Na+H + [62, 87]. Hamowanie N a+,K +-ATPazy przez
dopamine wykazano in vitro w kanaliku proksymal-
nym [51,88], czesci grubej ramienia wstepujgcego petli
Henlego [59] oraz korowej czesci kanalika zbiorczego
[60, 89],

W kanalikach proksymalnych wystepuja receptory
dopaminergiczne D A Xaktywujgce zaréwno fosfolipa-
ze C jak i cyklaze adenylowg [87, 90] oraz DA2
hamujace cyklaze adenylowg [91], Wedtug niekt6érych
doniesien [92] dziatanie dopaminy w PCT wynika
z aktywacji receptorow D AT?wedtug innych natomiast
[56, 93] konieczne jest réwnoczesne pobudzenie re-
ceptor6w DA: i DA2 Dopamina hamuje Na+,K+
-ATPaze w kanaliku proksymalnym w wyniku ak-
tywacji fosfolipazy C uwalniajgcej z fosfatydyloinozy-
tolodwufosforanu dwuacyloglicerol aktywujacy kina-
ze biatkowg C, ta za$ zapoczatkowuje synteze pochod-
nych kwasu arachidonowego zaleznych od cytochro-
mu P450 [43, 52,94]. Dtugotrwate dziatanie dopaminy
w PCT wymaga jednoczesnego pobudzenia kinaz
biatkowych C i A [94]. Ostatnio pojawito sie doniesie-
nie [91], ze aktywacja receptoréw DA2 w tej czesci
nefronu powoduje wzrost aktywnosci Na+,K+-ATP-
azy prawdopodobnie w wyniku zmniejszenia stezenia
cAMP w komorce.

W rmTAL [59, 71] i CCD [52, 60] dopamina
zmniejsza aktywnos$¢ Na+,K+-ATPazy w wyniku
dziatania wytacznie na receptory D AXzwigzane z cyk-
lazg adenylowg. W dziataniu dopaminy w rnTAL [52,
71, 77] i CCD [32, 52, 60, 89] uczestniczy cykliczny
AMP i kinaza biatkowa A. W ramieniu wstepujgcym
petli Henlego dopamina moze stymulowa¢ fosforylo-
wanie endogennego inhibitora fosfataz biatkowych
DARPP-32 przez kinaze biatkowa A (Rye. 1). Wykaza-
no, ze agonista receptoréw D A2fenoldopam zmniejsza
aktywnos$¢ fosfatazy biatkowej typu 1 w tej czesci
nefronu [95]. Innym mechanizmem dziatania dopami-
ny moze by¢ indukowanie przez wspomniang kinaze
syntezy pochodnych kwasu arachidonowego zalez-
nych od cytochromu P450 [52], co wykazano w koro-
wej czesci kanalikow zbiorczych [32, 60].

Antagonistyczne do dopaminy dziatanie ma norad-
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renalina uwalniana przez zakofczenia neuronéw
wspétczulnych — zwieksza ona aktywno$¢ Na+,
K +-ATPazy w kanaliku poksymalnym [96,97]. Nora-
drenalina zwieksza powinowactwo enzymu do sodu
bez wptywu na Vnex[83,98]. Podobnie jak w wypadku
dopaminy, sprzeczne sg dane dotyczace receptoréw
odpowiedzialnych za dziatanie noradrenaliny. Wedtug
Aperia i wsp [83] konieczne jest pobudzenie
receptorow dl i a2, wedtug innych doniesien [99]
wytacznie receptoréw a1l Mechanizm dziatania norad-
renaliny polega prawdopodobnie na zwigkszaniu we-
wnatrzkomoérkowego stezenia wapnia, ktéry aktywuje
fosfataze biatkowg typu 2b (kalcyneuryne) [83, 84,98].

Pobudzenie receptora a2 w kanalikach kretych
dystalnych zwieksza wrazliwe na ouabaing wychwyty-
wanie rubidu [100]. W dziataniu tym posredniczy
fosfolipaza C i kinaza biatkowa C [101].

Istniejg dane wskazujgce, ze komorki kanalikow
nerkowych moga zawieraé takze receptory adrener-
giczne (@ Pobudzenie tych receptoréw prowadzi do
wzrostu aktywnos$ci Na+,K+-ATPazy w kanaliku
proksymalnym [102] oraz do jej spadku w korowej
czesci kanalikow zbiorczych [62].

I11-2. Angiotensyna

Angiotensyna Il stosowana zaréwno invivo [103] jak
i in vitro [59, 98, 104] zwieksza powinowactwo
Na+ K +-ATPazy do sodu w kanaliku proksymalnym
nie wptywajgc na aktywnos$¢ maksymalng. Mechanizm
dziatania polega na zwiekszeniu stezenia Ca2+ w ko-
morce i aktywacji fosfatazy typu 2b [98]. Istniejg dane,
ze w wigkszych stezeniach angiotensyna moze wywiera¢
przeciwne (natriuretyczne) dziatanie. Poprzez receptory
znajdujace sie w btonie luminalnej komérki pobudza
ona fosfolipaze A2 i powoduje uwalnianie 5,6-EET
bedacego inhibitorem Na+ K +-ATPazy [41, 42, 105,
106]. Angiotensyna Il wzmaga tez uwalnianie innych
pochodnych kwasu arachidonowego zaleznych od cyto-
chromu P450: 16, 17*, 18*, 19“ i 20-HETE [45].

Podobne dziatanie ma inny peptyd nalezacy do
uktadu renina-angiotensyna-aldosteromangiotensyna
(1-7). Zmniejsza ona zalezne od ATPazy zuzycie tlenu
przez komorki PCT szczura [107]. Mechanizm jej
dziatania nie jest znany, wiadomo jednak, ze aktywuje
ona fosfolipaze A2w tych komdrkach [108] co sugeru-
je, ze moze dziataé¢ poprzez pochodne kwasu arachido-
nowego. Angiotensyna (1-7)jest gtbwnym metabolitem
angiotensyny Il w nerkach, moze tez powstawac
bezposrednio z angiotensyny |, zwtaszcza po zabloko-
waniu enzymu konwertujgcego [107].

111-3. Peptydy natriuretyczne

Kardiomiocyty przedsionkéw serca syntetyzuja
i wydzielajg do krwi 4 pochodzace od wspdlnego
prekursora peptydy natriuretyczne: ANP99 126 (przed-
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sionkowy czynnik natriuretyczny, ANF), ANP130
(dtugo dziatajagcy peptyd natriuretyczny), ANP3167
(peptyd rozszerzajgcy naczynia) i ANP7998 (peptyd
kaliuretyczny). Bodzcem do wydzielania peptydéw
przedsionkowych jest rozciggniecie $ciany przedsion-
ka. Dziatajg one na tkanki za posrednictwem recep-
torbw zawierajacych btonowg cyklaze guanylowg
[praca przegladowa — 109]. Wszystkie te peptydy
znacznie zwiekszajg wydalanie sodu z moczem, przy
czym dziatanie to wynika z hamowania jego transpor-
tu w réznych odcinkach nefronu, zwlaszcza w czesci
rdzennej kanalikdw zbiorczych [16].

ANF zmniejsza wrazliwe na ouabaine zuzycie tlenu
przez komérki IMCD [110]. Badania wykonywane
zaréwno in vitro [78] jak i in vivo [73] wykazaty, ze
hormon ten zmniejsza Vmx N a+,K +-ATPazy w czesci
rdzennej nerek. W dziataniu tym posredniczy cGMP
i kinaza biatkowa G [61, 73, 78]. ANF zmniejsza tez
aktywnos$¢ Na+,K+-ATPazy w PCT, ale tylko wow-
czas, gdy zostata ona uprzednio pobudzona przez
angiotensyne lub noradrenaling [98].

ANP3167 zmniejsza Vnmax N a+,K +-ATPazy w ko-
mdrkach IMCD. W jego dziataniu pos$redniczy pro-
staglandyna E2, nie bierze natomiast udziatlu cGMP
[111]. Wykazano rowniez, ze ANPL130, ANP3167
i ANP7998 hamujg Na+,K+-ATPaze w korze i rdze-
niu nerek w preparatach bezkomérkowych, takze przy
udziale PGE2 [33, 34],

I11-4. Tlenek azotu

Tlenek azotu (NO) jest waznym wewnatrznerko-
wym regulatorem natriurezy. Jest on wytwarzany
przez syntaze tlenku azotu znajdujacg sie w komaor-
kach kanalikdw nerkowych [112-114], NO ma dziata-
nie natriuretyczne, w kanaliku proksymalnym hamuje
zarbwno naptyw sodu do komérki, jak i Na+,K +-
-ATPaze [115, 116]. Zmniejsza on rowniez aktywnos¢
Na+ K +-ATPazy w czesci rdzennej nerek [77, 78],
a takze w izolowanych komorkach IMCD [61]. Tle-
nek azotu aktywuje cytoplazmatyczng cyklaze guany-
lowag. W jego dziataniu na Na+,K +-ATPaze bierze
udziat cGMP i kinaza biatkowa G [77, 78]. W dziata-
niu NO moze tez uczestniczy¢ mechanizm niezalezny
od cGMP; nadtlenoazotyn (ONOO*“) powstajacy
w wyniku reakcji NO z anionorodnikiem ponadtlen-
kowym jako silnie reaktywny wolny rodnik moze
uszkadzac¢ lipidy btonowe i w ten sposdb zmniejszaé
aktywnos$¢ Na+,K+-ATPazy [115].

111-5. Parathormon

Parathormon (PTH) hamuje transport sodu w ka-
naliku proksymalnym. Efekt ten jest wynikiem hamo-
wania zaréwno wymieniacza N a+/H + w btonie lumi-
nalnej komorki [117] jak i hamowania Na+,K +-ATP-
azy [118]. Receptory dla PTH w tym odcinku nefronu
aktywujg fosfolipaze C i cyklaze adenylowg [119].
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Krétkotrwate dziatanie parathormonu jest wynikiem
pobudzenia szlaku fosfolipaza C — diacyloglicerol
— kinaza biatkowa C — pochodne kwasu arachidono-
wego zalezne od cytochromu P450 [42, 43, 52].
Natomiast dtugotrwate hamowanie N a+,K +-ATPazy
przez PTH wymaga jednoczesnej aktywacji kinaz
biatkowych C i A [94].

I11-6. Hormony sterydowe kory nadnerczy

Istotne znaczenie w regulacji N a+,K +-ATPazy ma-
ja mineralo- i glukokortykoidy. Aldosteron wzmaga
kanalikowy transport sodu stymulujac zaréwno na-
ptyw tego kationu do komorki, jak i aktywnosé
Na+,K+-ATPazy [120]. U zwierzat po adrenalek-
tomii aktywnos$¢ N a+,K +-ATPazy spada szczeg6lnie
w korowej czesci kanalikéw zbiorczych [121], w mniej-
szym stopniu w PCT, mTAL i DCT [122]. Spadek ten
jest wynikiem zmniejszonej syntezy enzymu, co przeja-
wia sie obnizeniem poziomu mRNA podjednostek od
i @ w komoérkach CCD [123, 124], Podanie aldo-
steronu w dawce substytucyjnej przywraca aktywnos¢
Na+,K+-ATPazy do normy [121, 125, 126]. Podawa-
nie syntetycznych mineralokortykoidow zwierzetom
z zachowanymi nadnerczami takze zwieksza aktyw-
nos¢ Na+K+-ATPazy w Kkanalikach dystalnych
i zbiorczych [127-129]. Zmiany aktywnos$ci Na +,K +-
-ATPazy w CCD pod wptywem niedoboru lub nad-
miaru aldosteronu sg niezalezne od towarzyszacych
tym stanom zaburzen gospodarki potasowej [130].
Aldosteron aktywuje tez Na +,K +-ATPaze w izolowa-
nych CCD in vitro [131].

Aldosteron pobudza synteze Na +,K +-ATPazy. Ho-
rmon ten zwieksza ilos¢ mMRNA podjednostek od i (31,
czemu zapobiegajg inhibitory transkrypcji [132-134]
oraz ilos¢ czasteczek enzymu w btonie komdrkowej
[135, 136]. Aldosteron wptywa tez na synteze czas-
teczek Na+,K+-ATPazy znajdujagcych sie w ,,puli
rezerwowej”, ktére moga ulega¢ rekrutacji do btony
komérkowej pod wpltywem zwiekszonego naptywu
sodu [18, 21]. Wiekszos¢ danych doswiadczalnych
wskazuje, ze wptyw aldosteronu na biosynteze
Na+,K+-ATPazy nie wynika ze zwigkszonego na-
ptywu sodu do komérki, ale z bezposredniego dziata-
nia tego hormonu na ekspresje genéw podjednostek
N a+,K+-ATPazy [133, 136, 137],

Roéwniez naturalne i syntetyczne glukokortykoidy
zwiekszajg aktywno$é N a+,K+-ATPazy zaréwno in
vivo, jak i in vitro w réznych czesciach nefronu, ich
dziatanie takze zalezy od pobudzenia transkrypcji
i syntezy biatka de novo [133, 134, 136, 138, 139].
W przeciwienstwie do aldosteronu, dziatanie glukoko-
rtykoidow jest wynikiem zwigekszonego naptywu sodu
do komorki [136].

Glukokortykoidy majg powinowactwo zaréwno do
receptoréw gliko- jak i mineralosterydowych. Naj-
wieksza ilo$¢ tych ostatnich znajduje sie w kanaliku
dystalnym i czesci korowej kanalikéw zbiorczych [2].
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W tych odcinkach nefronu glikokortykosteroidy mogg
dziata¢ za posrednictwem receptordw mineralostery-
dowych. Wzrost aktywnosci Na+,K+-ATPazy pod
wptywem deksametazonu w komérkach CCD moze
byé zablokowany przez spironolakton, antagoniste
receptoréw mineralosterydowych [140]. Dziatanie na-
turalnych glukokortykoidéw w cze$ciach nefronu za-
wierajacych duzo receptorow mineralosterydowych
jest jednak stabsze, komdrki te zawierajg bowiem
dehydrogenaze 11-betahydroksysterydowg (11-(30HSD),
ktéra powoduje unieczynnienie tych hormon6éw chronigc
w ten spos6b receptory mineralosterydowe przed dziata-
niem glukokortykoidéw [16, 141]. Zahamowanie tego
enzymu wzmaga wzrost aktywnosci Na+,K+-ATPazy
pod wptywem deksametazonu i kortykosteronu w hodo-
wli komorek nabtonka nerki szczura [133]. U szczuréw po
adrenalektomii kortykosteron przywraca prawidtowg ak-
tywnos$¢ N a+ K+-ATPazy w CCD tylko wdwczas, jesli
podawano im jednoczes$nie inhibitor 11-(30HSD — kar-
benoksolon [142]. Dziatanie glikosterydéw w pozostatych
czesciach nefronu, odbywa sie za posrednictwem recep-
toréw glikosterydowych [136, 140],

Wzrost aktywnosci Na+,K+-ATPazy pod wpltywem
glukokortykoiddw nie jest wynikiem hamowania przez te
hormony syntezy prostaglandyn [136].

HI-7. Insulina

Insulina aktywuje transport sodu i wrazliwe na ouabai-
ne wychwytywanie znakowanego rubidu w PCT,
mMTAL, CTAL,CCD,OMCD i IMCD [15]. W kanali-
kach proksymalnych hormon ten zwieksza powinowact-
wo N a+,K+-ATPazy do sodu nie wptywajac na Vimex [12].
Mechanizm dziatania insuliny polega prawdopodobnie na
fosforylowaniu podjednostki a Na+,K+-ATPazy przez
kinaze tyrozynowg [82]. Natomiast w kanalikach zbior-
czych insulina zwigksza Ve a nie wptywa na powinowac-
two Na+,K+-ATPazy do sodu [14].

Peptyd C zwieksza Vnmax Na+,K+-ATPazy w kanali-
kach proksymalnych. Mechanizm jego dziatania polega
na zwiekszaniu za posrednictwem biatka G dokomor-
kowego naptywu Ca2+, ktory aktywuje fosfataze biatkowa
typu 2b [143],

111-8. Hormony tarczycy

Niedoczynnos$¢ tarczycy charakteryzuje sie spadkiem
aktywnosci Na+,K+-ATPazy w PCT, mTAL, CTAL
i CCD zaréwno u szczurdw [144],jak i u krélikdw [145].
Jest to wynikiem zmniejszenia iloSci enzymu w btonie
komorkowej [145]. Podobnie tyroksyny lub tréjjodotyro-
niny zwierzetom z usunietg tarczycg przywraca aktywnosc
Na+,K+-ATPazy do normalnego poziomu [144, 145].
Hormony tarczycy zwiekszajg iloS¢ mRNA podjednostek
a i (3oraz samych podjednostek w korze nerek [146,147].
Takze in vitro tréjjodotyronina zwieksza aktywno$é
Na+ K+-ATPazy, ilos¢ podjednostek a i (3 w btonie
komorkowej oraz mRNA tych podjednostek w komor-
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kach kanalikéw proksymalnych [148]. Nie wyjasniono,
czy hormony tarczycy bezposrednio wptywajg na ekspre-
sje genow N a+,K+-ATPazy, czy tez ich dziatanie jest
wynikiem zwiekszonego naptywu sodu do komérki. Hor-
mony te zwiekszaja bowiem aktywno$¢ wymieniacza
Na=/H = w kanalikach proksymalnych [149].

111-9. Inne mediatory

Interleukina 1 (IL-1) hamuje wchianienie zwrotne sodu
w czeSci rdzennej wewnetrznej kanalikéw zbiorczych
[150]. Wykazano, ze IL-1 zmniejsza wrazliwe na ouabaine
wychwytywanie 86Rb+ w komdrkach IMCD. W dziata-
niu tej cytokiny posredniczy prostaglandyna. E2 [151].

Endotelina 1 (ET-1) — peptyd syntetyzowany przez
komorki Srodbtonka zmniejsza aktywno$¢ Na+ K+-
-ATPazy w kanalikach proksymalnych [152]. ET-1
zmniejsza tez wrazliwe na ouabaine zuzycie tlenu i wy-
chwytywanie 86Rb+ w komdrkach czesci rdzennej we-
wnetrznej kanalikdw zbiorczych [153]. W dziataniu en-
doteliny w tym odcinku nefronu posredniczy PG E2[153].
Fakt, ze ET-1 jest produkowana w kanalikach zbiorczych,
w ktorych znajdujg sie tez receptory dla tego peptydu
wskazuje na istotng role endoteliny jako auto- lub para-
krynnego regulatora natriurezy [16, 154],

Czynnik wzrostu naskdrka (EGF) jest syntetyzowany
w PCT, mTAL, CTAL i DCT. Wykazuje on dziatanie
natriuretyczne in vivo, hamuje tez transport sodu przez
izolowane perfundowane CCD [155]. Komérki czesci
rdzennej kanalikéw zbiorczych zawierajg receptory dla
EGF [16, 82]. EGF stymuluje syntez! PGE2 w tej czesci
nefronu [156]. Natomiast w kanalikach proksymalnych,
EGF wzmaga reabsorpcje sodu [157] i wychwytywanie
znakowanego rubidu [82].

Neuropeptyd Y (NPY) jest wydzielany wraz z nor-
adrenaling przez zakonczenia neurondw wspoiczulnych.
Zwieksza on aktywnos$¢ N a+,K=-ATPazy w kanalikach
proksymalnych [158], Jego dziatanie na N a+,K=-ATPaze
wynika z pobudzenia za posrednictwem receptorow Y2
naptywu wapnia do komorki [84, 159].

CZYNNIKI CZYNNIKI
POBUDZAJACE HAMUJACE
Na+K+ATPaze Na.K-ATPaze

Peptydy natriuretyczne

Tlenek azotu

Prostaglandyna E2

Pochodne kwasu arachidonowego
zalezne od cytochromu P450

Noradrenalina
Neuropeptyd Y
Angiotensyna Il
Aldosteron
Glukokortykoidy

Hormony tarczycy Dopamina

Insulina Parathormon
SPADEK WZROST
NATRIUREZY NATRIUREZY

Ryc. 2. Najwazniejsze hormony i mediatory wptywajace na aktyw-
no$¢ Na+, K+-ATPazy w kanalikach nerkowych.
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IV. Podsumowanie

Aktywno$é N a+,K+-ATPazy w kanalikach nerkowych
jest efektem dziatania wielu mechanizmdéw humoralnych
wewnatrz- i pozanerkowych (Ryc. 2). Czynniki aktywujgce
Na=,K+-ATPaze hamujg wydalanie sodu z moczem,
natomiast czynniki zmniejszajace aktywnos¢ enzymu ma-
ja dziatanie natriuretyczne. Wzajemna réwnowaga tych
dwdch grup mediatoréw zapewnia sprawng kontrole
bilansu sodowego i objetosci ptyndw ustrojowych.

Artykut otrzymano 22 stycznia 1998 r.
Zaakceptowano do druku 10 sierpnia 1998 r.
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Fosfatydyloseryna u Pvokaryotai

sylacja, synteza i transport

Dekarbok

Phosphatidylserine in Pvokaryota and Eukaryota. Decarboxyla

tion, synthesis and transport

ANNA DYGAS*

Spis tresci:

1. Wstep — rola dekarboksylazy fosfatydyloseryny
11. Przemiany fosfatydyloseryny i produktu jej dekarbo-
ksylacji — fosfatydyloetanoloaminy
11-1. Synteza fosfatydyloseryny
11-2. Dekarboksylacja fosfatydyloseryny
11-3. Metylacja fosfatydyloetanoloaminy
I11.  Lokalizacja enzyméw metabolizmu fosfatydyloseryny
IY. Transport substratu i produktu dekarboksylazy fos-
fatydyloseryny
Y. Regulacja syntezy i dekarboksylacji fosfatydyloseryny

Wykaz stosowanych skrétow: PS — fosfatydyloseryna; PE
— fosfatydyloetanoloamina; PC — fosfatydylocholina;
CDP-DAG — cytydynodifosforan diacylo-1,2-sn-glicerolu;
PG — fosfatydyloglicerol; PGP — fosfatydyloglicerofos-
foran; CL — kardiolipina; PyrxPS — I-palmitoilo-2(I-pyre-
nyloacylo)x-sn-glicero-3-fosfoseryna (x — to ilos¢ jednostek
weglowych w tancuchu alifatycznym fgcznie z weglem kar-
bonylowym); NBD-PS — acylo-2 [N-(7-nitrobenzo-2-oksa-
-1,3-diazol-4-yl)aminoheksanoil]-sn-glicero-3-fosfoseryna;
NEM — N-etylomaleimid

I. Wstep — rola dekarboksylazy fosfatydylo-
seryny

Dekarboksylaza fosfatydyloseryny [EC.4.1.1.65],
enzym przeprowadzajacy przemiane fosfatydylosery-
ny (PS) do fosfatydyloetanoloaminy (PE), zostata
odkryta w 1961 roku przez Borkenhagena
i wsp. [1]. Wiedziano wczesniej, ze seryna wbudowy-
wana jest do fosfolipidow w watrobie szczura [2], i ze
aminokwas ten nie ulega bezpos$redniej dekarbo-
ksylacji [3-5]. Dopiero jednak Borkenhagen
i wsp. [1] wykazali, ze to z PS powstaje produkt jej
dekarboksylacji — PE. Od momentu odkrycia reakcji
dekarboksylacji PS zbadano, ze zachodzi ona w catym
Swiecie zywym, u bakterii, roslin i ssakéw, jednak
enzym ktéry jg katalizuje zostat oczyszczony do homo-
gennosci tylko z Escherichii coli.

*Dr, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN, Zaktad Neurobiotogii Molekularnej i Komorkowej,
Pracownia Przekaznikow Sygnatow, ul. Pasteura 3, 02-093
Warszawa
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1. Metabolism of phosphatidylserine and phosphatidyl-
ethanolamine — the product of its decarboxylation
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11-2. Decarboxylation of phosphatidylserine
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Dekarboksylacja PS dostarcza w komoérkach E. coli
az 70% wszystkich fosfolipidéw. Pomimo to mutanty,
ktore nie zawierajg syntazy PS, a produkujg tylko
fosfatydyloglicerol i kardiolipine [6] moga rosna¢, cho¢
tylko w obecnos$ci Mg2+ w $rodowisku. Podobnie jest
z mutantami, ktore nie majg dekarboksylazy PS i pro-
dukujg w nadmiarze fosfatydyloseryne [7]. Stwierdzo-
no, ze mutant nie zawierajagcy PE ma nieaktywna
permeaze laktozowg [8], w 80% zredukowang aktyw-
no$¢ oksydazy NADH typu Il i nie posiada wici. PE
wydaje sie by¢ niezbedna dla wykazywania przez komé-
rke ruchliwosci i chemotaksji [9], U drozdzy mutanty
nie posiadajgce aktywnych enzyméw dekarboksyluja-
cych PS (PSD1 i PSD?2) sg auksotrofami w stosunku do
etanoloaminy co wyraznie wskazuje, ze rola PSD
u nizszych Eukaryota jest produkcja PE [10].

W komorkach drozdzy pozbawionych genu PSD1
zaobserwowano niski poziom PE w mitochondriach,
co méwi o roli dekarboksylazy w tych organizmach
[10]. Natomiast trudno okre$li¢ przy obecnym stanie
wiedzy, czy rolg dekarboksylazy PS znajdujacej sie
w mitochondriach u ssakdw jest usuwanie z nich tej PS,
ktora zostanie do nich przetransportowana, czy by¢
moze produkcja PE, tak jak u Prokaryota i praw-
dopodobnie nizszych Eukaryota. Mata ilos¢ PS w mi-
tochondriach, a takze brak jak dotychczas dowodow
na to, ze PE pochodzgca z dekarboksylacji PS pozos-
taje w mitochondriach zdaje sie wskazywaé gtéwnie na
te pierwszg funkcje zwiaszcza, ze Eukaryota majg
dostep do PE i produktow jej hydrolizy znajdujgcych
sie w pozywieniu. Nalezy tu dodac, ze wewnatrz-
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komérkowe stezenie choliny i etanoloaminy nie tylko
zalezy od ich stezenia we krwi, ale takze od czynnikéw
regulujgcych ich transport przez btone plazmatyczng
oraz od szybkosci ich zuzywania w syntezie fos-
fatydylocholiny (PC) i PE droga de novo zwanej tez od
nazwiskajej odkrywcy drogg Kennedy’ego. Wykazano
bowiem, ze wzrost iloSci fosfoetanoloaminy i PE
produkowanej drogg Kennedy’ego hamuje aktywnos$é
dekarboksylazy PS, co wskazuje na wzajemng koor-
dynacje tych szlakéw [11]. Wykazano tez, ze synteza
PC na drodze metylacji PE powstatej zaréwno z dekar-
boksylacji PS jak i syntezy de novo jest niezbedna do
normalnego wzrostu i funkcjonowania watroby u my-
szy trzymanej na diecie ubogiej w choline. Stwierdzono
przy tym jednak, ze metylacja PE do PC nie moze
zastgpi¢ de novo syntezy PC, poniewaz aktywno$¢
enzymu metylujagcego (PEMT) maleje w czasie po-
dziatbw komorki, natomiast wzrasta aktywno$¢ trans-
ferazy cytydylowej CTP; fosfocholina, enzymu regula-
torowego syntezy PC drogg Kennedy’ego [12]. Zupet-
nie inaczej jest u drozdzy. Tam cata PC moze po-
chodzi¢ z metylacji PE — produktu dekarboksylacji
PS. Takze u nielicznych bakterii, ktdre posiadajg
w swoim sktadzie fosfolipidowym PC, syntetyzowana
jest ona na drodze metylacji PE — produktu dekar-
boksylacji PS.

By¢ moze istnieje zwigzek pomiedzy syntezg i dekar-
boksylacja PS oraz metylacjg PE a funkcjami wydziel-
niczymi watroby u ssakow. Stwierdzono na przykiad,
ze w syntezie PS u ssakow najbardziej preferowanymi
przez enzym substratami lipidowymi sg wielonienasy-
cone fosfolipidy. Badania wykazaty tez, ze do prawid-
towego rozwoju moézgu u ptodu potrzebne sg wielo-
nienasycone rodzaje molekularne PE — gtdwnie za-
wierajagcych kwas tluszczowy 22:6 [12]. W okresie
rozwoju ptodowego to watroba matki produkuje

CTP = PP,
| PA| BANOZAN | rorryv

ser — \2) &: G-1-P
> CMP

PGP

/- ~
3) ©)

\(()2 P;

PG

glic

Ryc. 1 Synteza de novo fosfatydyloseryny. (1) — Syntaza
CDP-diacyloglicerolu [EC.2.7.7.41]; (2) — Syntaza fos-
fatydyloseryny [EC.2.7.8.8.]; (3) — Dekarboksylaza fos-
fatydyloseryny [EC.4.1.1.65]; (4) — Syntaza fosfatydylo-
glicerofosforanu [EC.2.7.8.5]; (5) — Fosfataza fosfatydylo-
glicerofosforanu [EC.3.1.3.27]; (6) — Syntaza kardiolipi-
ny; PA — kwas fosfatydowy; PS — fosfatydyloseryna;
PE — fosfatydyloetanoloamina; CDP-DAG — diacylo-
glicerol; PGP — fosfatydyloglicerofosforan; PG — fos-
fatydyloglicerol; CL — kardiolipina.
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znaczne ilosci PE i PC, zawierajgcych ten wtasnie kwas
thuszczowy [13], jednoczes$nie stwierdzono, ze w wat-
robie prenatalnej bardzo niska jest aktywno$¢ en-
zyméw metylujagcych PE. Wzrasta ona dopiero po
urodzeniu, tak ze dojrzate komorki watrobowe maja
juz wysoka ekspresje aktywnosci enzymow metyluja-
cych PE. Czy istotnie jednak proces metylacji PE,
a wiec by moze takze wczesniejszy etap dekarbo-
ksylacji PS do PE zwigzane sg z procesami wydziel-
niczymi watroby — nie wiadomo.

Fosfolipidy, ktérym przez diugie lata przypisywano
tylko funkcje strukturalne, prawie wszystkie mogg
w btonach plazmatycznych petni¢ aktywng role
w przekazywaniu zewngtrzkomoérkowych sygnatéw
[14]. Po pobudzeniu kom6rki przez agonistdw ulegaja
one hydrolizie i sg Zrédtem przekaznikdw drugiego
rzedu. Bierze w tym udziat PE [15-17] w tym PE
pochodzaca z dekarboksylacji PS bogatej w kwas
arachidonowy i dokozaheksaenowy [18], ale przede
wszystkim PC [19].

I1. Przemiany fosfatydyloseryny i produktu jej
dekarboksylacji

I1-1. Synteza fosfatydyloseryny

PS powstaje na drodze syntezy de novo tylko
u Prokaryota i nizszych Eukaryota. Na rycinie 1przed-
stawiono te droge a takze jej powigzanie z innymi
szlakami syntezy fosfolipidéw. PS powstaje w wyniku
przytgczenia seryny do cytydynodifosforanu diacylo-
-1,2-sn-glicerolu (CDP-DAG) [6]. Nalezy zwrdcic
uwage, ze CDP-DAG jest fosfolipidowym substratem
zarowno dla syntazy PS jak i syntazy fosfatydylo-
glicerofosforanu (PGP) (Ryc. 1). Tu rozwidlajg sie
drogi prowadzgce via PS do syntezy PE oraz via PGP
do fosfatydyloglicerolu (PG) i kardiolipiny (CL).

Wyrdzniono dwie podklasy syntaz PS. Podklasa I to
biatka rozpuszczalne wiazace sie z btonami, a wiec
prawdopodobnie peryferyjnie biatka bton. Druga to
integralne biatka btonowe. Pomiedzy syntazami pod-
klasy I i Il nie ma homologii. Do podklasy I nalezg
takie enzymy jak syntaza PS z drozdzy, bakteryjna
syntaza kardiolipiny, nukleaza a takze pochodzaca
zroznych zrddet fosfolipaza D [6] oraz syntaza PS u E.
coli. Syntaze PS E. coli oczyszczono z frakcji rybo-
somalnej [6]. Biatko ma dwie hydrofobowe sekwencje,
a oba konce niosg tadunek dodatni. Grupa biatek, do
ktorej nalezy, charakteryzuje sie obecnoscig identycz-
nej zduplikowanej sekwencji HKD, zawierajgce his-
tydyne, lizyne i kwas asparaginowy, gdzie prawdopo-
dobnie wigzany jest kowalencyjnie substrat zawierajg-
cy reszte fosforanowg. Ta hipoteza jest zgodna z tzw.
mechanizmem ping-pong reakcji syntezy PS zaobser-
wowanym u E. coli, tzn. najpierw odigczany jet CMP
od CDP-DAG a dopiero potem, do zwigzanego z en-
zymem kwasu fosfatydowego, dotgczana jest seryna
i uwalniany produkt. Reakcja ta jest odwracalna,
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a wiec w obecnosci CMP zachodzi syntaza CDP-DAG
[6]. Syntaza PS u E. coli moze takze przylgczaé
sn-glicero-3 fosforan a takze glicerol, gdy wystepuja
one w wysokich stezeniach (odpowiednio 0.6 mM
i 1 M). Dlatego mutanty, ktére nie posiadajg genu
kodujagcego syntaze PGP, zawsze zawierajg pewng
ilos¢ PG i CL [6].

Do podklasy Il syntaz nalezg syntazy PS z bakterii
gram-dodatnich, Archebacteria i nizszych Eukaryota.
Enzymy podklasy Il takie jak wymienione wyzej
syntazy PS, ale takze syntazy PGP i PI, oraz trans-
ferazy diacylo-1,2-sn-glicerol: fosfocholina i fosfoeta-
noloamina posiadajg wspélng dla nich duza konser-
wowang sekwencje. Synteza PS katalizowana przez
enzym podklasy Il zachodzi wedtug sekwencyjnego
mechanizmu typu Bi-Bi, w ktorym wszystkie substraty
biorgce udziat w reakcji muszg by¢ zwigzane z en-
zymem przed uwolnieniem pierwszego produktu.
Z danych tych wynika, ze ewolucyjne pochodzenie
syntazy PS podklasy Iipodklasy Iljest zupetnie rézne.

U wyzszych Eukaryota np. w watrobie szczura, PS
syntetyzowana jest w wyniku wymiany zasady (etano-
loaminy i choliny) na seryne w juz istniejgcych fos-
folipidach, ktérymi sa tylko PE i PC oraz w badaniach
in vitro takze PS (Ryc. 2). Reakcja wymaga obecnosci
Ca2+ [1]. Nie majasnosci, ilejest enzymOw wymienia-
jacych zasady u wyzszych Eukaryota [20]. W mutan-
tach PSA-3 fibroblastow zjajnika chomika chinskiego,
auksotroficznych wobec PS, istnieja dwa enzymy wy-
mieniajgce zasady [21]. PSS | wymienia zasade na
seryne w PC i prawdopodobnie takze w PE, podczas
gdy PSS Il tylko w PE. Lipidowym substratem dla
czesciowo oczyszczonego z mikrosoméw mozgu wotu
enzymu jest takze tylko PE [22]. Synteza PS jest
hamowana przez nadmiar produktu reakcji [22].

Badano [23] synteze réznych rodzajéw molekular-
nych PS w hepatocytach oraz mikrosomach [24]
z watroby szczura. Stwierdzono, ze nowo zsyntetyzo-

Y
4

AdoMet

AdoHom

@ synteza de novo

Ryc. 2. Synteza PS u wyzszych Eukaryota zachodzgca w wyniku
przemian fosfolipidéw PE — fosfatydyloetanoloamina; PC
— fosfatydylocholina; PS — fosfatydyloseryna; ser — sery-
na; etn — etanoloamina; cho — cholina; AdoMet — adeno-
zylometionina; AdoHom — adenozylohomocysteina.
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Ryc. 3. Prawdopodobny schemat reakcji dekarboksylacji fosfatydylo-
seryny. Pierwszym etapem reakcji jest zwigzanie PS do grupy
karbonylowej znajdujacej sie w miejscu aktywnym enzymu
z utworzeniem zasady Schiffa (1). Nastepujace po tym
przegrupowanie elektrondw faworyzuje dekarboksylacje
z jednoczesnym utworzeniem azometinowego posrednika
reakcji (2). Dotgczenie protonu tworzy produkt (3), a dota-
czenie czasteczki wody odtwarza grupe pirogronianowa
enzymu i uwalnia PE (5).

wana PS jest bogata w kwasy ttuszczowe — arachido-
nowy — C20:4 i dokozaheksaenowy — C226, i ze
niewielka pula fosfolipidéw bierze udziat w syntezie
tego lipidu, a droga deacylacji i reacylacji niejest drogg
tworzenia jej molekularnych rodzajéw. Wydaje sie
wiec, ze reakcja syntezy PS jest specyficzna wobec
lipidowych substratéw zawierajgcych kwasy ttuszczo-
we C180/C20:4 i C22:6, co wiecej, nastepuje swoista
selekcja rodzajow molekularnych PE i PC do syntezy
PS zwilaszcza, ze w mikrosomach watroby szczura
znajduje sie ich niewiele.

I1-2. Dekarboksylacja fosfatydyloseryny

PS podlega reakcji dekarboksylacji katalizowanej
przez dekarboksylaze PS. W wyniku reakcji powstaje
PE. Oczyszczona z E. coli dekarboksylaza PS jest
integralnym biatkiem btonowym. Syntetyzowana jest
jako proenzym, ktére podlega proteolizie do podjed-
nostki a zawierajgcej pirogronianowg grupe prostety-
czng i podjednostki [B ktéra jest prawdopodobnie
zwigzana z btong [10]. Takie aminokwasy jak: metio-
nina, tyrozyna, tryptofan i arginina nie wystepujg
w podjednostce a [10]. Dekarboksylacja PS u E. coli
odbywa sie przez utworzenie zasady Schiffa (Ryc. 3)
pomiedzy aminowg grupa substratu a resztg kar-
bonylowg grupg prostetycznej enzymu [10, 25].

Dekarboksylaza PS z E. Coli nie wykazuje specy-
ficznosci wobec okreslonych rodzajow molekularnych
substratu, chociaz np. lizofosfatydyloseryna nie jest
dekarboksylowana [10]. Z drugiej strony ilo$¢ ro-
dzajow molekularnych fosfolipiddw u E. coli jest
stosunkowo ograniczona, bowiem gtéwnymi kwasami
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ttuszczowymi sg tu: kwas palmitynowy (C16:.0), pal-
mitoolejowy (C16:1, cis-A9) i cis-wakcenowy (C18:1,
cis-All).

U S. cerevisiae znaleziono dwie dekarboksylazy PS:
PSD1 iPSD2. Sklonowano i zsekwencjonowano droz-
dzowe i ssacze cDNA dla tego enzymu. Gen droz-
dzowy posiada 5’ sekwencje podlegajgce regulacji
ekspresji przez choline iinozytol. Zarédwno drozdzowa
PSD1 jak i ssacza PSD zawieraja sekwencje amino-
kwasowg LGST, ktora wystepuje takze w proenzymie
u E. coli, a ktora jest miejscem proteolizy i tworzenia
reszty pirogronianowej u tej bakterii. Ponadto zarow-
no drozdzowa PSD1 jak i ssacza PSD, posiadajg
sekwencje kierujgce i kotwiczgce biatko w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej. Podjednostka a i |3 dekar-
boksylazy PS tworzone sg dopiero po umieszczeniu
tego biatka w bionie. Reszta pirogronianowa lezy we
wszystkich trzech przypadkach w hydrofobowym rejo-
nie podjednostki a [10]. Gen PSD2 koduje biatko
0 ciezarze 130 kDA i stosunkowo niewielkim podo-
bienstwie sekwencji aminokwasowej do produktu ge-
nu PSD1 u drozdzy [10].

Podobnie do enzymu z E. coli, dekarboksylaza PS
w watrobie szczura, nie wykazuje specyficznosci sub-
stratowej [23]. Dekarboksyluje ona rédwnie dobrze
PyrxPS jak i NBD-PS [10]. Powstajg wiec takie same
jak substrat rodzaje molekularne produktu [23]. Mo-
gtoby to Swiadczyé o tym, ze produkt reakcji dekar-
boksylacji nie powinien podlegacjuz dalszej deacylacji
1reacylacji, chociaz nie mozna tego wykluczy¢ [26].
Podobnie jak u E. coli w mitochondriach mézgu wotu
lizofosfatydyloseryna, su-glicero-3-fosforan, fosfosery-
na, czy seryna nie ulegajg dekarboksylacji [27]. Nalezy
tez sadzi¢, ze skoro reakcja dekarboksylacji PS jest
reakcjg tak powszechnie wystepujacg w Swiecie zy-
wym, to moze one przebiegaé wedtug tego samego
mechanizmu u Eukaryota jak u Prokaryota (Ryc. 3).
Zdaja sie to potwierdza¢ analizy cDNA dla biatka
dekarboksylazy u drozdzy i w fibroblastach z jajnika
chomika chinskiego [10].

11-3. Metylacja fosfatydyloetanoloaminy

De novo synteza PE i PC nie wystepuje u Prokaryota
[28]. U drozdzy gtéwng drogg syntezy PC jest metyla-
cja PE powstatej w wyniku dekarboksylacji PS [29].
Reakcja metylacji u drozdzy prowadzona jest przez
dwa enzymy uzywajgce adenozylometioniny jako do-
nora reszt metylowych. Enzymy te kodowane sg przez
dwa oddzielne geny: PEM1 koduje metylotransferaze
przeprowadzajgcg dwie ostatnie reakcje metylacji
a PEM2 koduje enzym katalizujgcy pierwszg reakcje
[29]. Geny te, podobnie jak gen kodujacy syntaze PS
sg regulowane na poziomie transkrypcji przez inositol
i choline a ich ekspresja zalezy od fazy wzrostu
komorki drozdzy.

W watrobie reakcje metylacji PE do PC prze-
prowadzajg prawdopodobnie dwa enzymy PEMTI1
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Ryc. 4. Wewnatrzkomérkowy transport i lokalizacja enzyméw meta-
bolizmu fosfatydyloseryny i produktu jej dekarboksylacji
w komoérkach Eukaryota. M — mitochondrion, N — jadro
komérkowe, L — lizosom, E — endosom wczesny, CV
— pecherzyk optaszczony klatryng, CP — wgtebienie w bto-
nie plazmatycznej optaszczone klatryna, RV — pecherzyki
powracajace, ER — endoplazmatyczne retikulum, Ps— pe-
cherzyk sekrecyjny, Gs— granula sekrecyjna, G — aparat
Golgiego, MAM — frakcja bton retikulum endoplazmatycz-
nego zwigzanych z mitochondriami. PS — strzatki czarne;
PE pochodzace z dekarboksylacji PS — strzatki szare; PC
pochodzace z metylacji zdekarboksylowanej PS — strzatki
szare przerywane.

i PEMT2, z ktérych jeden, PEMT2, zostat oczysz-
czony [12]. Wykazuje on 44% homologii do enzymu
PEM2 z drozdzy. Metylotransferaza nie wykazuje
specyficznosci w stosunku do rodzajow molekular-
nych PE,jednak maksymalng aktywno$¢ ma w stosun-
ku do rodzajéw molekularnych zawierajagcych dwu,
lub wiecej, nienasycone kwasy ttuszczowe [12]. GtOw-
nym produktem metylacji jest PC wzbogacona w C 22:6
[12]. PE, ktora zawiera tylko nasycone kwasy ttusz-
czowe nie jest metylowana. Metylacja przeprowadza-
na jest wedtug mechanizmu, gdzie pierwszym wiaza-
nym substratem jest PE, a ostatnim odigczanym
produktem — PC [12].

I1l1. Lokalizacja enzyméw metabolizmu fos-
fatydyloseryny

Chociaz u E. coli syntaze PS oczyszczono z frakcji
zawierajgcej rybosomy to reakcja syntezy produktu
zachodzi w btonie cytoptazmatycznej, do ktérej enzym
przytacza sie woéwczas, gdy zawiera ona CDP-DAG,
czyli lipidowy substrat enzymu oraz inne kwasne
fosfolipidy. Skiania to do przypuszczenia, ze syntaza
PS moze byé enzymem regulowanym zmianami
w sktadzie fosfolipidowym bton [6].

U drozdzy synteza PS zachodzi w endoplazma-
tycznym retikulum oraz w zewnetrznej btonie mito-
chondrialnej [30]. Oba enzymy oczyszczono i stwier-
dzono, ze oba kodowane sg przez ten sam gen
PSS/CHO 1 [30],

W komorkach watroby szczura (Ryc. 4) synteza PS
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zachodzi w endoplazmatycznym retikulum, gtéwnie
w szorstkim [31], oraz we frakcji MAM tj. endoplaz-
matycznym retikulum zwigzanym z zewnetrzng btong
mitochondrialng [23]. Jak dotychczas nie ma zgodno-
§ci co do faktu [32], po ktérej stronie — luminalnej czy
cytoplazmatycznej retikulum zachodzi ten proces [33],
Aktywnos¢ syntazy PSS | w komoérkach fibroblastow
z jajnika chinskiego chomika zwigzana jest zaréwno
z mikrosomami jak i z frakcja MAM. Obie syntazy
PSS 1'i PSS Il majg sekwencje aminokwasowg zakot-
wiczajgcq biatko do endoplazmatycznego retikulum
[30]. Wewnatrzkomd6rkowa lokalizacja enzymoéw bio-
ragcych udziat w syntezie poszczegélnych fosfolipidéw
jest ciggle weryfikowana [6, 10, 20, 21].

Wiekszos$¢ badaczy jest zgodna, ze dekarboksylaza
PS znajduje sie w wewnetrznej btonie mitochondrial-
nej watroby szczura [31, 34, 35], potwierdzono tez
wczesniejsze obserwacje [34], ze enzym jest dostepny
dla substratu od zewnetrznej strony tej btony [35, 36].
Aktywnos$é dekarboksylazy PS znajdowano jednak
takze w zewnetrznej btonie mitochondriéw watroby
myszy [37], w btonie plazmatycznej ptytek krwi [38]
czy sarkolemmie serca [39]. Ostatnio odkryta dekar-
boksylaza PSD2 wystepuje we frakcji komorkowej
zawierajgcej wakuole i pechrzyki aparatu Golgiego
[22]. Stwierdzono tez, ze miejsca kontaktu zewnetrznej
i wewnetrznej btony mitochondrialnej u drozdzy [40]
i myszy [41] sag wzbogacone w ten enzym.

Jak juz wspomniano, produkt reakcji dekarbo-
ksylacji moze by¢ metylowany do PC. Enzymy, katali-
zujace te reakcje, zostaty jak dotad, znalezione u grzy-
béw, a ztkanek ssaczych tylko w watrobie, zaréwno we
frakcji mikrosomalnej, gdzie znajduje sie PEMT1 jak
i we frakcji MAM, gdzie znajduje sie PEM T2 [12]. By
zlokalizowa¢ ten enzym w komodrce zastosowano
przeciwciata przeciwko C-koricowemu fragmentowi
PEMT2 oczyszczonej z mikrosomow, ktére jednak nie
rozpoznajg PEMT1 [12]. Metylacja PE katalizowana
przez PEMT1 odbywa sie po cytoplazmatycznej stro-
nie endoplazmatycznego retikulum [12].

IV. Transport substratu i produktu dekarbo-
ksylazy fosfatydyloseryny

PS u Eukaryota jest syntetyzowana wewnatrz ko-
morki, ale moze takze pochodzi¢ spoza niej. W obu
przypadkach PS musi by¢ przetransportowana do
organelli, w ktorych wystepuje, lub w ktdrych jest dalej
metabolizowana. Badano nastepujgce mechanizmy
transportu nowozsyntetyzowanych fosfolipidéw: pa-
czkowanie pecherzykéw i ich fuzja [41], transport
monomerdéw na drodze spontanicznej [42] badZ sty-
mulowanej biatkiem [43] i wreszcie dyfuzje lateralng
przez miejsca kontaktowe tworzone przez btony réz-
nych organelli [44],

Endo- i egzocytoza powodujg, ze btony plazmatycz-
ne muszg by¢ ciggle odtwarzane badz ulega¢ redukcji.
Tworzgce sie z niej pecherzyki wprowadzajg do wnet-
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rza komorki fosfolipidy wchodzace w sktad ich bton
(Ryc. 4). Z kolei pecherzyki sekrecyjne tworzg sie
w aparacie Golgiego, w ktérym nastepuje tez sor-
towanie fosfolipidow [45]. Stwierdzono, ze btona
plazmatyczna i aparat Golgiego sa organellami zawie-
rajacymi w komorce najwiekszg ilos¢ PS [46]. U droz-
dzy np. obserwuje sie w btonie plazmatycznej wzrost
ilosci PS w stosunku do pecherzykéw sekrecyjnych
oraz w pecherzykach sekrecyjnych w stosunku do
retikulum endoplazmatycznego [47]. Wydaje sie wiec,
ze pecherzykowy transport PS zsyntetyzowanej w en-
doplazmatycznym retikulum powinien by¢ skierowa-
ny gtéwnie do btony plazmatycznej (Ryc. 4), gdzie po
fuzji bton, fosfolipidy pecherzykéw wchodzg w sktad
tej ostatniej [48],

Badano takze, czy transport fosfolipidow moze
zachodzi¢ przy udziale biatek. Stwierdzono, ze PS
moze by¢ przenoszona przez biatko niespecyficzne
transportujace lipidy [49]. Jakkolwiek in vitro biatka
te wykazujg zdolno$¢ transportu fosfolipidow to
okazato sig, ze in vivo petnig one inne funkcje w komér-
ce [43],

Natomiast coraz wiecejjest danych swiadczacych, ze
transport PS z miejsca jej syntezy do organelli odbywa
sie poprzez kontakt z innymi organellami [40, 41, 50,
51]. Miedzyorganellowy transport lipidow (Ryc. 4)
moze zachodzi¢ dzieki istnieniu wyspecjalizowanych
mikrodomen biatkowo-lipidowych, ktdre biorg udziat
w tworzeniu miejsc transportu zardwno w btonach
retikulum endoplazmatycznego, jak i zewnetrznej bto-
nie mitochondrialnej [50]. Zahamowanie aktywnoSci
dekarboksylazy PS powoduje np. gromadzenie sie te-
go fosfolipidu we frakcji MAM [51]. Badano tran-
sport PS z retikulum endoplazmatycznego do mito-
chondriow w uprzepuszczalnionych saponing fibro-
blastach z jajnika chomika chifAskiego [52] i stwier-
dzono, ze zachodzi on na drodze kolizji bton. U droz-
dzy translokacja PS do mitochondriow nie wymaga
obecnosci ATP.

Wewnatrzmitochondrialny transport PS byt w osta-
tnich latach bardzo intensywnie badany. Uwaza sig, ze
i on zachodzi poprzez miejsca kontaktowe [50], two-
rzone przez zewnetrzng i wewnetrzng btone mitochon-
drialng [53] a transport odbywa sie w miejscach
kontaktowych na drodze dyfuzji lateralnej.

Wszyscy sg zgodni [54], ze PS jest nieomal symet-
rycznie rozmieszczona w btonach endoplazmatycz-
nego retikulum w przeciwienstwie do bton plazmatycz-
nych, gdzie aminofosfolipidy wystepujg gtownie po jej
cytoplazmatycznej stronie [55]. Zarowno jednak asy-
metryczne jak i symetryczne rozlokowanie fosfolipi-
doéw w btonach biologicznych sprawia, ze zaré6wno po
ich syntezie, a wiekszo$¢ fosfolipidéw syntetyzowana
jest po cytoplazmatycznej stronie endoplazmatycz-
nego retikulum, jak i po ich przetransportowaniu do
bton z innych miejsc, musza one podlega¢ trans-
blonowemu przemieszczeniu. W erytrocytach asymet-
ria. PS i PE utrzymywana jest dzieki translokazie
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aminofosfolipidowej zaleznej od ATP idzieki biatkom
cytoszkieletu itp. [55]. W btonie plazmatycznej fibro-
blastow transport PS z zewnetrznej do wewnetrznej
warstwy btony zachodzi dzieki procesowi zaleznemu
od ATP i wrazliwemu na NEM [50]. Szybki trans-
membranowy ruch PS iinnych fosfolipidow w endo-
plazmatycznym retikulum zachodzi za posSrednictwem
biatek selektywnych dla glicerofosfolipidow [54], lub
jest stymulowany przez Ca2+ [55, 56].

PE pochodzaca z dekarboksylacji PS pojawia
sie w zewnetrznej btonie mitochondrialnej [53, 57].
Stwierdzono, ze PE pochodzaca z dekarboksylacji PS
jest takze transportowana do endoplazmatycznego reti-
kulum (Ryc. 4) w fibroblastach z nerki chinskiego
chomika [57] i w S. cerevisiae, gdzie transport ten
wymaga ATP [50]. W btonie plazmatycznej szybciej
pojawia sie PE pochodzaca z dekarboksylacji PS niz
z syntezy de novo [51]. Wiadomo tylko, Zze wewnatrz-
komérkowy transport PE, pochodzacy z syntezy de
novo czy z dekarboksylacji PS, nie zachodzi poprzez
aparat Golgiego [18]. Jaki mechanizm jest odpowie-
dzialny za transport PE -z mitochondriéw do biony
plazmatycznej — nie wiadomo. Sgdzono, Ze transport
ten odbywa sie na drodze dyfuzji lateralnej przez miejsca
kontaktu endoplazmatycznego retikulum z btong plaz-
matyczna. Jednak w czasie mitozy transport PE w ko-
maorce nie ulega zaktoceniu, mimo ze wszystkie organel-
la ulegajag w tym czasie znacznej fragmentacji [58].

Fosfatydylocholina pochodzgca z metylacji zdekar-
boksylowanej PS jest preferencyjnie wigczana w sekcje
lipoprotein z hepatocytéw a wiec moze by¢ transpor-
towana na drodze egzocytarnej (Ryc. 4). Znajdowano
ja bowiem zaréwno w aparacie Golgiego jak i btonie
plazmatycznej [59].

V. Regulacja syntezy i dekarboksylacji fos-
fatydyloseryny

Geny syntezy PE w E. coli wydajg sie by¢ genami
konstytutywnymi. W mutantach charakteryzujgcych
sie nadprodukcjag enzymoéw btonowych czesto nie
obserwuje sie ich zwiekszonej aktywnosci. Istotnym
elementem niezbednym do uzyskania przez enzymy
btonowe aktywnos$cijest bowiem faktich whudowania
w btone. Na przyktad mutant E. coli charakteryzujgcy
sie zwiekszong synteze dekarboksylazy PS produkuje
jej 40 razy wiecej niz szczep dziki [7], jednak tylko 50%
enzymu witgczane jest w bione cytoplazmatyczna,
resztajest z nig tylko luzno zwigzana [60]. Aktywnos¢
syntazy PS zalezy od obecnosci jej substratu, CDP-
-DAG, jak i kwasnych fosfolipidéw w btonie. Tak wiec
w regulacji aktywnosci enzymow metabolizmu fos-
folipidéw u E. coli duzg role wydaje sie petni¢ odpowie-
dni sktad lipidowy btony [6].

Pewng wskazOwka dotyczacg regulacji syntezy PS
moze by¢ fakt, ze PE nie jest u E. coli fosfolipidem
niezbednym do zycia, 0 czym wspomniano we wstepie.
Tak wiec to szlak prowadzacy do syntezy kardiolipiny
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a nie PE bedzie wazny dla zycia tej komadrki. Wskazu-
ja na to takze wilasciwosci obu syntaz wykorzys-
tujgcych ten sam lipidowy substrat (Ryc. 4). Reakcja
katalizowana przez syntaze fosfatydyloglicerofosfora-
nu zachodzi bowiem ze 100% wydajnosciag [6].

U E. coli to szybko$¢ syntezy PS wpltywa na
szybkos¢ jej dekarboksylacji. PS wystepuje tu w ilos-
ciach $ladowych i dopiero mutanty, ktére pozbawione
sg genu kodujgcego dekarboksylaze, gromadzg ten
fosfolipid [7]. Nagromadzenie PS nastepuje po znacz-
nym opOznieniu we wzroscie mutanta, co oznacza, ze
potrzebny jest czas na synteze biatka enzymu, i ze nie
wystepuje ono w komdrce w nadmiarze. Jest to wiec
enzym, ktérego synteza jest najprawdopodobniej in-
dukowana w miare potrzeb organizmu.

U ssakow reakcja syntezy PS drogg wymiany zasad
zalezy od stezenia Ca2+, a wiec zmiany stezenia tego
kationu w endoplazmatycznym retikulum regulujg
aktywnos$¢ enzymu. Z kolei zmiany poziomu wapnia
w komérce moga by¢ wywotywane przez rdznego
rodzaju agonistow oddziatujacych na receptory bton
plazmatycznych [60]. Na synteze PS mogg zatem
wpltywaé rézne substancje nie wnikajgce do komorki,
co obserwowano w komdérkach Ehrlicha [61], gliomy
C6 [62, 63] i w limfocytach Jurkata T [64]. Innymi
czynnikami, ktére mogga regulowac¢ synteze PS a tym
samym jej transport i dekarboksylacje sg cholina
i etanoloamina, ktére sg rozpuszczalnymi substratami
w reakcji wymiany zasad. W ptywajg one bezposrednio
na witaczanie seryny do fosfolipiddw [23, 56] a wiec na
synteze PS.

Dekarboksylacja PS w watrobie szczura zalezy
natomiast nie tylko od szybkos$ci syntezy PS, ale takze
od szybkosci jej transportu do mitochondriéw. Dekar-
boksylacja PS moze by¢ takze regulowana przez
stezenie L-seryny w S$rodowisku [23]. W badaniach
przeprowadzonych na $wiezo wyizolowanych szczu-
rzych hepatocytach, przy podwyzszonej ilosci seryny
(25 mM) zsyntetyzowana z niej PS byta 4-krotnie
szybciej dekarboksylowana do PE niz w obecnos$ci 0.5
mM seryny.

Na synteze i dekarboksylacje PS i metylacje po-
wstatej PE w komdérkach eukariotycznych wywiera
takze wptyw sktad fosfolipidowy bton. Badania in vitro
[65, 66] wykazaty, ze PS wigczona do mikrosomow
z watroby szczura na drodze fuzji, przy niskich jej
stezeniach hamowata wymiane seryny, a bardzo znacz-
nie etanoloaminy [65]. Natomiast PS oraz PC wiaczo-
ne do zrekonstytuowanych w obecnos$ci detergentu
mikrosomdw, hamowaty znacznie wymiane seryny,
natomiast PE jg stymulowata [66].

Trudno nie doceniaé roli dekarboksylazy PS, bo-
wiem to dzieki niej produkowana jest PE i dalej
etanoloamina. Cata pula tego aminoalkoholu w $wie-
cie organizmow zywych pochodzi z dekarboksylacji PS.

Artykut otrzymano 31 lipca 1997 r.
Zaakceptowano do druku 1 lipca 1998 r.
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Liposomowe nosniki materiatu genetycznego

Liposome gene delivery system
MAREK LANGNER*

Spis tresci:

l.  Wstep

Il. Powstawanie kompleksu lipid-DNA

I1l. Przechodzenie kompleksu lipid-DNA przez btone cyto-
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Wykaz stosowanych skrétéow: DC-CHOL — 3(3[N-(N,N-
dimetyloaminoetano)carbamailo] cholesterol (ang. 3ft[N-
-(N,N-dimethylaminoethane)carbamoyf\ cholesterol); DMR-
IE — bromek N-(2-hydroksyetylo)-N,N-dimetylo-2,3-
-bis(tetradecyloxy)-I-propanoiminowy (ang. N-{2-hydroxy-
ei/zy/)-N,N-dimethyl-2,3-bis(tetradecyloxy)-l-propana-
minium bromide); DODAP — |,2-dioleilo-3-(dimetyloami-
no)propan (ang. l,2-dioleoyl-3-dimethylaminopropane); DO-
TAP — 1,2-bis(olejoksy)-3-(trimetyloamonio)propan (ang.
1,2-bis(oleoyloxy)-3-(trimethylammonio)propane); DOPE —
dioleilo fosfatidyloetanoloamina (ang. dioleoyl phosphatidy-
lethanolamine); DOSPA — sél 2-1,2-diolejpropylodimetylo-
-bromamonio)-N-etylo-6-amidospermin kwasu tetra tri-
fluorooctowego  (ang.  2-(l,2-dioleoyloxypropyldimethyl-
-ammonium bromide)-N-ethyl-6-amidospermine tetra trifluo-
roacetic acid salt); DOTMA — chlorek N-[I-(2,3-diolejlok-
sy)propylo]-N,N,N-trimetyloamoniowy (ang. N-[I-(2,3~dio-
leyloxy)propyf\-N,N,N-trimethylammonium chloride); GAP-
-DLPIE — bromek N(3-aminopropylo)-N,N-dimetylo-2,3-
-bis(dodecyloksy)-I-propaniminiowy (ang. N(3-aminopropyl)~
-N,N-dimethyl-2,3-bis{dodecyloxy)-1-propanaminium bromide).

I. Wstep

Transfekcja to kontrolowana modyfikacja genotypu
komérki powstata w wyniku dostarczenia z zewnatrz
i wbudowania do jadra komérkowego dodatkowej
informacji genetycznej. Aby nastgpita ekspresja prze-
noszonego genu czasteczka DNA musi pokona¢ barie-
re btony cytoplazmatycznej, a po wniknieciu do wnet-
rza kom@arki, chroniona przed rozktadem, powinna
wnikna¢ do jadra komérkowego. Po znalezieniu sie
w jadrze komdrkowym material genetyczny musi
zostaé zintegrowany z macierzystg pulg genéw oraz
odczytany przez komérke. W korcu, wprowadzona
informacja powinna podlegaé zwyklym procesom
kontroli fizjologicznej [1].

Wprowadzenie materiatu genetycznego do komoérek
rozrodczych praktykuje sie juz od dawna. W tym
przypadku powszechnie stosuje sie metode mechanicz-
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nej mikromanipulacji, polegajacej na wprowadzeniu
materiatu genetycznego do komorki przez naktucie
mikropipetg btony cytoplazmatycznej. Jednakze me-
tody tej nie da sie zastosowaé do licznej populacji
komorek, nie ma takze mozliwosci dostosowania jej do
warunkéw panujacych in vivo. Aby przeprowadzié
transfekcje na licznej populacji komoérek stosuje sie
niszczace btone cytoplazmatyczng czynniki fizykoche-
miczne (wysokie stezenie soli, elektropulsacja itp.).
Powaznym ograniczeniem tych zabiegéw jest: wyno-
szgca zaledwie Kkilka procent wydajnos$¢ transfekcji,
gtownie w wyniku wysokiej $miertelno$ci modyfiko-
wanych komaérek. Réwniez, podobnie jak mikromani-
pulacja, procedury te nie mogg by¢ praktycznie stoso-
wane in vivo.

Materiat genetyczny mozna takze wprowadzi¢ do
komorki za pomocg wektora wirusowego (realne i po-
tencjalne mozliwosci tej metody przedstawione sa
w artykule Szali [2]). Technika ta polega na integ-
racji przenoszonego fragmentu DNA z materiatem
genetycznym wirusa. Nastepnie, w wyniku natural-
nych proceséw, materiat genetyczny wnika do jadra
komérkowego gdzie ulega ekspresji. Metoda ta, choé
obiecujgca, wydaje sie by¢ sprawg dalszej przysztosci,
szczegOlnie w zastosowaniach klinicznych. Podstawo-
wa trudnos$cig, w tym przypadku, jest mozliwa tok-
syczno$¢ sktadnika wirusowego oraz reakcja uktadu
immunologicznego, ktory rozpoznaje i eliminuje wiru-
sowy nosnik, a wraz z nim przenoszony materiat
genetyczny.

Metoda najbardziej obiecujgca, ktéra nie posiada
wyzej wymienionych mankamentéw, wydaje sie byé
technika wykorzystujgca nosniki liposomowe (lipo-
somy sg to sferyczne agregaty lipidowe [3, 4]). Wydaj-
nos¢ transfekcji uzyskiwana ta drogg jest wystar-
czajagco wysoka, w niektérych przypadkach siega
nawet 10%-30% [5-7]. Dodatkowo, technika ta jest
prosta, powtarzalna, nie toksyczna oraz obojetna
immunologicznie, co czyni jg idealnym narzedziem
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w zastosowaniach klinicznych [8-13].

W prezentowanym opracowaniu pokazano aktual-
ny stan wiedzy na temat transfekcji za pomocg nos-
nikéw liposomowych. Opisano gtéwnie metody for-
mowania komplekséw lipid-DNA oraz ich oddziaty-
wanie z blong cytoplazmatyczng. Zachowanie sie
kompleksu lipid-DNA w cytoplazmie niejest do korica
zbadane, co znajduje swoje odbicie w pobieznym
potraktowaniu tego aspektu zagadnienia. W koricowej
czesci tego opracowania beda przedstawione przy-
ktady zastosowania tej techniki do terapii genowej.

Il. Powstawanie kompleksu lipid-DNA

O skutecznosci transportu materiatu genetycznego
do wnetrza komérki za pomoca liposomoéw kationo-
wych decyduja whasciwosci fizykochemiczne komplek-
su lipid-DNA. Lipidy kationowe w fizjologicznym pH
posiadajg wypadkowy tadunek dodatni, co powoduje,
ze ujemnie natadowana czasteczka DNA oddziatuje
elektrostatycznie z obdarzong tadunkiem powierzch-
nig liposomu [9, 14, 15]. Efektem tego oddziatywania
sg zmiany konformacyjne zachodzace zar6wno w dwu-
warstwie lipidowej, jak i w samej czasteczce DNA.
Charakter tych zmian zalezy od skiadu liposomdw,
gestosci tadunku na ich powierzchni, warunkéw panu-
jacych w roztworze (sita jonowa, pH, obecnos$¢ jonow
dwuwartosciowych [16]), a takze od ilosci natadowa-
nego lipidu [9, 17]. W wyniku wzajemnych oddziaty-
wan struktura liposmdéw podlega modyfikacji, co moze
doprowadzi¢ do ich fuzji lub zmiany stanu konfor-
macyjnego dwuwarstwy. Charakter tych zmian zalezy
w duzej mierze od wzajemnych proporcji obdarzonych
tadunkiem lipidow i DNA [15,18,19]. Sama czastecz-
ka DNA takze doznaje przemian konformacyjnych,
w wyniku ktorych drastycznie zmniejszajg sie jej
efektywne rozmiary (tzw. ,efekt kondensacji”). Pod-
tozem tego zjawiskajest neutralizacja ujemnego tadun-
ku, ktdrym obdarzona jest helisa DNA [15, 20, 21],

Kompleks lipid-DNA powstaje w rezultacie zmian
konformacyjnych zachodzgcych w helisie DNA iw od-
dziatujgcych z nig liposomach. W wyniku oddziatywan
elektrostatycznych liposomy agreguja z czasteczka
DNA tworzac struktury przypominajace kiscie winog-
ron [21, 22]. Nastepnie ujemne fadunki zwigzane
z helisg DNA przyciagaja lipidy kationowe, co powo-
duje, ze na powierzchni liposomdw tworzg sie domeny
[23], Pojawienie sie takich domen jest powodem
destabilizacji dwuwarstwy lipidowej. Sadzi sie takze, ze
domeny te moga réwniez przeciwdziata¢ hydrolizie
czasteczki DNA przez enzymy nukleolityczne [15].
Odpowiednio dobrany stosunek ilosciowy lipid-DNA
sprawia, ze czasteczka DNA powoduje agregacje lipo-
soméw. W tym czasie zachodzg réwnocze$nie fuzja
liposomoéw [21, 24] oraz zmiana konformacji prze-
strzennej czasteczki DNA [10, 15, 25, 26]. W wyniku
tych proceséw powstaje kompleks, w ktérym czastecz-
ka DNA ma znacznie zredukowane rozmiary efektyw-
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ne co sprawia, ze tatwiej moze ona wnikng¢ do wnetrza
komérki. Konformacja sktadowej lipidowej komplek-
su nie jest do tej pory dobrze zbadana. Zalezy ona od
wielu czynnikdw, w tym na przykiad od skiadu
lipidowego, czy warunkoéw panujgcych w roztworze.
Niektére badania wskazujg na to, ze fuzja liposomow
prowadzi do powstania ciggtej struktury lipidowej
otaczajacej czasteczke DNA [21], inne, ze czgsteczka
DNA nie powoduje zniszczenia struktury liposomu
a raczej lokuje sie na jego powierzchni [15], jeszcze
inne sugerujg, ze w kompleksie lipidy nie tworzg
dwuwarstwy a uformowana struktura nie jest topolo-
gicznie ciggta [20, 22].

Jak juz wspomniano wczes$niej, wydajnosé transfek-
cji zalezy w duzej mierze od sktadu frakcji lipidowej
kompleksu. Do tej pory nie znaleziono jednoznacznej
korelacji pomiedzy topologig kompleksu, a wydajno-
Scig transfekcji. Liposomy wykorzystywane do tworze-
nia komplekséw lipid-DNA z reguty formowane sg
z kilku sktadnikow. Jednym z nich musi by¢ lipid, lub
inna czasteczka amfifilowa, ktéra posiada dodatni
tadunek w swojej czesci hydrofilowej. Wielko$¢ tego
tadunku oraz budowa chemiczna, zaréwno czesci
hydrofobowej jak i hydrofilowej sktadnika kationowe-
go ma wpltyw na wydajno$¢ przeniesienia materiatu
genetycznego do wnetrza komorki. Nie jest jak dotad
do konca jasna zalezno$¢ pomiedzy rodzajem za-
stosowanego lipidu kationowego, a wydajnoscig trans-
fekcji [11, 27-31]. Pewne jest natomiast, ze wydajnos¢
transfekcji zalezy zaréwno od rodzaju lipidow, wcho-
dzacych w sktad kompleksu jak iod rodzaju komorek,
bedacych objektem transfekcji. Ztozona zalezno$é po-
miedzy strukturg kompleksu, rodzajem komorek,
a wydajnoscia transfekcji stwarza powazne trudnosci
w stosowaniu tej techniki, ale jednoczes$nie pozwala
mie¢ nadzieje, ze mozliwe jest osiagniecie wysokiej
selektywnosci tkankowej tej metody.

Kationowe zwigzki amfifilowe wykorzystywane do
formowania komplekséw lipid-DNA posiadajg r6zno-
rodng strukture chemiczng. Do najczeSciej stosowa-
nych kationowych zwigzkéw amfifilowych naleza:
DODAB (l,2-dioleilo-3-(dimetyolamino)propan) [23];
DOTAP (l,2-dioleilo-3-(dimetyolamino)propan) [22,
32, 33]; DC-CHOL (3f3[N-(N,N-dimetyloaminoeta-
no)carbamailo] cholesterol) [25, 29, 30, 34]; DMRIE
(bromek N-(2-hydroksyetylo)-N,N-dimetylo-2,3-bis(te-
tradecyloxy)-I-propanoiminiwy) [11, 15, 33, 34]; DO-
TMA (chlorek N-[I-(2,3-diolejloksy)propylo]-N,N,
N-trimetyloamoniowy) [21, 27] oraz DOSPA (sol
2-(l,2-diolejpropylodimetylo-bromamonio)-N-etylo-
-6-amidospermin kwasu tetra trifluorooctowego) [15,
28, 33]. Ogdlnie rzecz biorgc amfifilowa czgsteczka
posiadajgca tadunek dodatni sktada sie z trzech czesci.
Czesci hydrofobowej, ktéra zapewnia lokalizacje czas-
teczki w dwuwarstwie lipidowej, dodatnio natadowa-
nej czesci polarnej, ktora oddziatuje z DNA oraz czesci
taczacej (Ryc. 1). Grupa taczgca decyduje o chemicznej
stabilnosci zwigzku oraz o jego mozliwosciach biode-
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Ryc. 1. Budowa lipidu kationowego (DOTMA; chlorek
N-[I-(2,3-diolejloksy)propylo]-N,N,N-trimetyloamonio-
wy). a, b i ¢ oznaczajg odpowiednio kationowg grupe
hydrofilowa grupe taczaca i czes¢ hydrofobowa.

gradacyjnych. Na przyktad: tancuchy alkilowe DOT -
MA i DMRIE sg potgczone z czgscig polarng stabil-
nym wigzaniem eterowym, nie poddajgcym sie tatwo
procesom hydrolizy. Natomiast DOTAP posiada nie-
stabilne wigzanie estrowe. Fizykochemiczne witasciwo-
sci komplekséw lipid-DNA sa zdeterminowane przez
wzajemne proporcje przedstawionych czesci oraz
przez strukture czesci polarnej. Pokazano, ze amfifile
kationowe posiadajace wielowartosciowe grupy polar-
ne sg z reguty bardziej aktywne niz te obdarzone
jednowarto$ciowymi grupami polarnymi [14].
Budowa chemiczna kationowego zwigzku amfifilo-
wego ma istotne znaczenie w formowaniu sie komplek-
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su lipid-DNA, decyduje o zachowaniu sie kompleksu
lipid-DNA w roztworze, oraz wptywa na jego losy
w cytoplazmie. Jednakze warunkiem koniecznym, aby
powstat kompleks lipid-DNA jest posiadanie przez
zwigzek amfifilowy wypadkowego tadunku dodatnie-
go. Wydajnosc¢ transfekcji zdeterminowana jest w zna-
cznej mierze przez wzajemny stosunek lipidéw katio-
nowych do DNA oraz przez stosunek zwiazku katio-
nowego do lipidu dopetniajgcego (liposomy uzywane
do formowania kompleksdw tworzy sie z lipidow
kationowych zmieszanych z innym lipidem, ktéry
zwany jest dopetniajgcym) [14, 17, 22, 34].

Z danych literaturowych wynika, ze na dobdr ilosci
i rodzaju lipidu dopetniajgcego majg wptyw dwa
czynniki. Stabilno$¢ uzyskanej struktury dwuwarstwy
lipidowej oraz steryczne oddziatywanie DNA z po-
wierzchnig liposoméw. Powszechnie uzywang miesza-
ning lipidéw, dostepng takze komercyjnie (preparat
zwany Lipofektin™), jest kationowy DOTAP i neu-
tralny DOPE (dioleilofosfatidyloetanoloamina) zmie-
szane w proporcjach 1:1 [32, 35].

Stabilno$¢ frakcji lipidowej kompleksu lipid-DNA
decyduje o jego wiasciwosciach fizykochemicznych
w roztworze. Jezeli rodzaj lipidu kationowego jest
ustalony, to cechy dwuwarstwy lipidowej moga by¢
modyfikowane przez dob6r lipidu dopetniajgcego.
Powszechnie stosowanym fosfolipidem dopetniajagcym
jest DOPE (dioleofosfatydyloetanolamina), poniewaz
jego cze$é polarna jest neutralna, a nienasycone tan-
cuchy weglowodorowe powoduja, ze formowane zjego
udziatem dwuwarstwy sg bardzo niestabilne [36, 37].
Sadzi sie wiec, ze lipid ten jest takze odpowiedzialny za
fuzje kompleksu z btong cytoplazmatyczng [19, 38].
Sktonnosci DOPE do formowania agregatow réznych
od liposoméw powoduja, ze kompleksy, w skiad
ktérych wchodzi ten lipid, nie sg stabilne w roztworach
fizjologicznych: agregujg i wytrgcajg sie [39]. Problem
ten staje sie szczeg6lnie ucigzliwy gdy zawiesina kom-
plekséw znajduje sie w surowicy. Agregaty komplek-
sow, ze wzgledu na znaczne rozmiary (ich wielko$¢
siega tysiecy nm), nie sg zdolne do wprowadzenia
materiatu genetycznego do wnetrza komdérek. W pty-
nach fizjologicznych dodatnio natadowane kompleksy
wystawione sg dodatkowo na dziatanie ujemnie nata-
dowanych biatek, lipoprotein czy heparyny. Przyspie-
sza to ich agregacje oraz powoduje rozdziat frakcji
lipidowej kompleksu od DNA w przestrzeni miedzy-
komorkowej co znacznie ogranicza wydajnos¢ trans-
fekcji in vivo [22, 25, 29, 30], Nadmiernej agregacji
komplekséw mozna zapobiec zmieniajgc sktad frakcji
lipidowej kompleksu. Na przyktad: uzycie jako lipidu
uzupetniajagcego fosfatydylocholiny stabilizuje dwu-
warstwe lipidowg zapobiegajgc tym samym agregacji
liposomdw [22]. Natomiast zmiana sterycznych wias-
ciwosci powierzchni dwuwarstwy lipidowej poprzez
dodanie reszt hydrofilowych do czesci polarnej lipidow
zapobiega wigzaniu sie ujemnie natadowanych makro-
czasteczek surowicy. Przyktadem tego typu podejscia
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jest zastosowanie surfaktantéw (substancji aktywnych
powierzchniowo) jako skitadnika dopetniajgcego
w kompleksach. Dobierajgc surfaktant o odpowied-
nich wtasciwosciach czesci polarnej mozna regulowacd
zachowanie komplekséow w roztworze fizjologicznym
oraz wptywac na sposob, wjaki oddziatujg one z btong
cytoplazmatyczng [25, 29, 30],

I1l. Przechodzenie kompleksu lipid-DNA
przez btone cytoplazmatyczng

Wypadkowy tadunek dodatni znajdujacy sie na
powierzchni liposoméw winien przewyzsza¢ sumary-
czny tadunek ujemny, ktéorym obdarzona jest helisa
DNA. Ten nadmiarowy tadunek dodatni kompleksu
powoduje, ze oddziatywuje on elektrostatycznie z uje-
mnie natadowang powierzchnig btony cytoplazmaty-
cznej [40]. W konsekwencji powierzchnia modyfiko-
wanej komorki pokryta jest kompleksami lipid-DNA,
co niewatpliwie lezy u podstaw duzej wydajnosci
procesu prowadzgacego do wnikniecia materiatu gene-
tycznego do wnetrza komorki. Dodatkowym czyn-
nikiem majgcym wptyw na oddziatywanie kompleksu
z powierzchnig btony cytoplazmatycznej jest amfi-
filowy charakter kompleksu. Oznacza to, ze kompleks
spontanicznie lokuje sie na granicy faz (na powierzchni
btony biologicznej) [7, 26],

W momencie gdy agregat znajdzie sie juz na powie-
rzchni btony cytoplazmatycznej pojawiajg sie dwie
mozliwosci wnikniecia materiatu genetycznego do
wnetrza komorki. Moze sie to odbywac¢ na drodze
endocytozy lub poprzez fuzje kompleksu z btong
cytoplazmatyczng. Z badan przedstawionych w litera-
turze wynika, ze obydwie drogi sg mozliwe i ze nie
wykluczajg sie wzajemnie. Sadzi sig, ze o tym, w jaki
sposéb kompleks wnika do komérki decyduje przede
wszystkim sktad frakcji lipidowej kompleksu. Jak juz
wczesniej wspomniano, oprocz lipidu kationowego,
w skiad frakcji lipidowej uzywanej do formowania
komplekséw stosuje sie przynajmniej jeszcze jeden
sktadnik amfifilowy. DoboOr stopnia nasycenia oraz
miejsca, gdzie znajdujg sie podwdjne wigzania w tan-
cuchach weglowodorowych lipidu pozwala wptywaé
nie tylko na stabilno$¢ kompleksu ale takze na za-
chowanie sie kompleksu we wnetrzu komarki [34].
W sytuacji gdy kompleks znajduje sie na powierzchni
btony, materiat lipidowy wchodzacy wjego sktad moze
spowodowaé spontaniczng fuzje kompleksu z dwu-
warstwg lipidowg btony cytoplazmatycznej, w rezul-
tacie czego materiat genetyczny wnika do cytoplazmy.
Skutkiem ubocznym takiej fuzji jest zaburzenie asy-
metrii blony mogace prowadzi¢ do obumierania ko-
morek. Paradoksalnie fatwos¢, zjakg kompleks zawie-
rajagcy DOPE tgczy sie z btong biologiczng jest prze-
szkodg w osiggnieciu selektywno$ci transfekcji wtedy,
gdy celem jej jest modyfikacja tylko wybranej popula-
cji komarek.

Obecnos¢ w kompleksie lipidu, ktdry samoistnie
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tworzy stabilne dwuwarstwy (np. fosfatydylocholiny)
znacznie ogranicza fuzjogenno$¢ tego kompleksu,
a tym samym pozwala na wprowadzenie modyfikacji,
ktéra moze podniesé¢ selektywnos$c¢ transfekcji, przy
jednoczesnym ograniczeniu toksyczno$ci preparatu
[22, 41, 42]. Stabilne w czasie preparaty sg takze
fatwiejsze w uzyciu, oraz pozwalajg na podniesienie
dawki DNA. Pewnym ograniczeniem stosowania sta-
bilnych komplekséw jest jednak to, ze wnikajg one do
komorki gtéwnie na drodze endocytozy, co ogranicza
ich zastosowanie tylko do komérek, ktére posiadajg
aparat endocytotyczny [22, 25, 29, 30].

IV. Rozpad kompleksu i ekspresja genu

Jak stwierdzono w poprzednim rodziale, kompleksy
lipid-DNA whnikajg do komorki na drodze fuzji z jej
btong lub poprzez endocytoze. Efektywnos¢ ich wnika-
nia zalezy z jednej strony od rodzaju komérek, ich
wieku oraz poziomu aktywnosci, z drugiej za$ strony
od sktadu frakcji lipidowej kompleksu [22, 27, 40,
43-45]. Z przeprowadzonych do tej pory badan wyni-
ka, ze wydajnos¢ przenikania kompleksu przez btone
cytoplazmatyczng nie jest w prosty sposob sklorelowa-
na z wydajnoscig transfekcji [46].

Po przekroczeniu bariery btony cytoplazmatycznej
losy kompleksu sg w niewielkim stopniu poznane.
Wiadomo tylko, ze we wnetrzu komorki nastepuje
rozdziat lipidu od DNA. Czasteczka DNA moze teraz
whnikna¢ do jadra komdrkowego lub pozosta¢ w cyto-
plazmie w postaci agregatu. Lipid, pozostajacy po
rozpadzie komplekséw, wbhudowywany jest w struk-
tury btonowe komdrki [22]. Nie do konca sg takze
zbadane procesy decydujace o separacji sktadnikow
kompleksu w cytoplazmie oraz mechanizmy transpor-
tu DNA dojadra. To wiasnie brak wiedzy na ten temat
utrudnia dobranie sktadu kompleksu pod katem zwie-
kszenia wydajnosci proceséw wiodgcych do zoptyma-
lizowania ekspresji materiatu genetycznego dostar-
czonego do cytoplazmy komorki.

Na podstawie skapych danych doswiadczalnych na
temat losu kompleksu po przekroczeniu btony cyto-
plazmatycznej oraz w oparciu o badania modelowe
Zelphati i Szoka zaproponowali mechanizm
przechodzenia DNA zendosomo6w do cytoplazmy [47,
48]. Model ten opiera sie na obserwacji, ze warunkiem
koniecznym aby nastgpita ekspresja DNA w komorce
jest oddzielenie lipidu od DNA. Samo wstrzykniecie
komplekséw do cytoplazmy nie prowadzito do eks-
presji genéw reporterowych [49, 50]. W oparciu
0 badania na ukitadach modelowych, Zelphati
1 Szoka zaproponowali mechanizm, ktéry, moze
prowadzi¢ zaréwno do rozdziatu materiatu kompleksu
jak i przechodzenie DNA z endosomo6w do cytoplaz-
my. Autorzy postulujg, ze kationowe liposomy moga
indukowac spontaniczne przechodzenie lipidéw anio-
nowych (na przyktad fosfatydyloseryny) z zewnetrznej
do wewnetrznej monowarstwy btony endosomalnej.
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Kompleksowanie sie obu natadowanych lipidéw po-
woduje zanik wypadkowego tadunku dodatniego, a to
umozliwia oddzielenie DNA od frakcji lipidowej. Pro-
ces ten zachodzi jednocze$nie z destabilizacjg btony
endosomOw. Pozbawione otoczki lipidowej DNA we-
druje do cytoplazmy, skad moze juz wniknga¢ do jadra
komoérkowego. Biona jadra komoérkowego jest juz
stosunkowo dobrze przepuszczalna dla makromolekut
[3, 51]. Zaproponowany mechanizm poparty zostat
doswiadczeniami modelowymi, w ktérych sktadniki
wchodzace w sktad komplekséw ulegaly rozdziatowi
w obecnosci liposoméw zawierajagcych ujemnie nata-
dowane lipidy [38, 45].

Jakkolwiek przebiega proces wnikania czgsteczki
DNA do cytoplazmy to nie wydaje sie, ze krok ten jest
decydujagcy o wydajnosci transfekcji. W przypadku
niektérych hodowli komérkowych wnikajacy materiat
genetyczny odktada sie w cytoplazmie w postaci
agregatdw, a dostarczony material genetyczny nie
ulega ekspresji [46]. Ponadto, wprowadzenie czas-
teczek DNA do cytoplazmy, czy to w czystej formie czy
to w kompleksach z lipidami, nie prowadzi auto-
matycznie do ekspresji przenoszonej informacji. Przej-
Scie do cytoplazmy dostarczonego materiatu genetycz-
nego z btony cytoplazmatycznej (w przypadku fuzji)
czy z wnetrza endosomow (po endocytozie) powigzane
jest w jaki$ sposéb ze strukturami bionowymi ko-
morki. Wiadomo tylko, ze aby transfekcja doszta do
skutku musi nastgpi¢, przynajmniej czesSciowy, roz-
dziat sktadnikow kompleksu [18, 19, 47, 48]. Dodato-
wo, jezeli wziagé pod uwage chronologie czasowg
omawianych procesow, to okazuje sie, ze proces wni-
kania kompleksu do komérki oraz separacja DNA
i lipidowego nosnika zachodzi wzglednie szybko (w
przeciggu minut). Natomiast sama ekspresja dostar-
czonego genu zachodzi nie wczesniej niz po Kkilku
godzinach. Wydaje sie wiec, ze krytyczny etap trans-
fekcji zwigzany jest z wniknieciem czgsteczki DNA do
jadra komoérkowego co powigzane jest w nieokre$lony
jeszcze spos6b z naturalnymi procesami komdérkowy-
mi. Swiadczy o tym takze obserwacja, z ktérej wynika,
ze wydajnos$¢ transfekcji zwigzana jest Scisle ze stanem
komorki. Badania przeprowadzone na hodowanych
hepatocytach ludzkich pokazaty, ze transfekcja jest
najwydajniejsza gdy komorki znajdujg sie w fazie
S (faza replikacji DNA, w ktérej obserwuje sie pod-
niesiong aktywno$¢ metaboliczng). Wydajnos¢ trans-
fekcji maleje takze z wiekiem hodowli [52].

Z przedstawionych powyzej faktéw wynika, ze wy-
dajnosé transfekcji zalezy od rodzaju stosowanego
lipidu obdarzonego tadunkiem dodatnim oraz od
lipidu dopetniajgcego. Sktad lipidowy kompleksu wy-
daje sie wpitywac, nie tylko na formowanie sie kom-
pleksu i sposéb w jaki przechodzi on przez btone
cytoplazmatyczng, ale takze na wydajnos¢ przenosze-
nia dostarczonego DNA do jagdra komorkowego. Na
przyktad: zastosowanie GAP-DLRIE, zamiast DO-
TAP, spowodowato podniesienie wydajnosci trans-
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fekcji genu reporterowego acetylotransferazy chloro-
amfenikotowej (CAT) wbudowanego do plazmidu
VR1332, w sytuacji gdy preparat podawany byt do
ptuc myszy [31]. GAP-DLRIE posiadajgc podwojny
tadunek dodatni moze wptywa¢ zarbwno na sposob
oddziatywania lipidu z DNA, jak i kompleksu z btong
cytoplazmatyczng a takze na zachowanie sie kom-
pleksu w cytoplazmie. Zastosowany rodzaj lipidu
dopetniajgcego moze natomiast wptywaé nie tylko
na wiasciwosci fizykochemiczne kompleksu w roz-
tworze, czy zdolno$¢ do fuzji z btonami biologicznymi,
ale takze moze mie¢ wptyw na modyfikacje wydajnosci
przenoszenia DNA z endosoméw do jadra komor-
kowego [34].

V. Perspektywy na przyszto$¢

Na podstawie danych literaturowych mozna stwier-
dzi¢, ze liposomy kationowe sg wygodnym i wydajnym
narzedziem w badaniach genetycznych na wszystkich
poziomach od hodowli komdrkowych do zastosowan
in vivo. Metoda ta pozwala niespecyficznie dostarczac
materiat genetyczny do wybranych populacji komorek
[10, 12, 13, 33, 53, 54],

Jak wynika z wcze$niejszego opisu wydajnos$¢ do-
starczania DNA do komoérek za pomoca liposoméw
kationowych jest bardzo wysoka. Praktycznie kazda
komdrka poddana transfekcji ma w swojej cytoplaz-
mie dostarczony materiat genetyczny. Jednak ekspre-
sja gendw w jadrze nie jest juz tak wydajna. Przyczyny
tego moga tkwi¢ w braku integracji czy niewtasciwym
miejscem integracji wprowadzonego genu z macierzys-
tym materiatem genetycznym. Postuluje sie takze
istnienie, nieokreslonej jeszcze, bariery jakg napotyka
DNA na drodze pomiedzy btong cytoplazmatyczng
i jadrem. Pewien postep w tej dziedzinie uzyskano
poprzez potgczenie techniki liposomowej z wekto-
rem wirusowym. Na przykiad, zastosowanie fragmen-
tu wirusa Sendai jako dodatkowego sktadnika lipo-
somu kationowego podniosto znaczaco wydajnosé
transfekcji [55].

Brak wiedzy na temat mechanizmdéw molekular-
nych zwigzanych z transportem czasteczek DNA w cy-
toplazmie powoduje, ze zaprojektowanie optymalnego
no$nika materialu genetycznego nie jest na razie
mozliwe. W konsekwencji, badania prowadzi sie meto-
da prob i bteddw. Rezultatem tej sytuacji jest projek-
towanie nowych preparatéw, ktére pozwolgjedynie na
dalsze podniesienie wydajnosci transfekcji poprzez
zwiekszenie iloSci materialu genetycznego oraz pod-
niesienie selektywnos$ci metody [50, 56]. Jedng z takich
prob jest zastosowanie mikroemulsji. Mikroemulsjg
jest zawiesina drobin oleju otoczonych monowarstwg
lipidow kationowych i odpowiednio dobranych sur-
faktantéw [25, 29, 30]. Przy okazji opracowywania tej
techniki odkryto, ze zmiany w czesci hydrofobowej
surfaktanta nie majg znaczacego wpltywu na stopien
agregacji i wiasciwosci kompleksu w roztworze suro-
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wicy. Modyfikacje witasciwosci fizykochemicznych
emulsji mozna uzyska¢ tylko na drodze modyfikacji
ich czesci polarnych. Sugeruje sig, ze czasteczka DNA
wigze sie z powierzchnig mikrosfery w wyniku od-
dziatywan elektrostatycznych, a oddziatywania stery-
czne pozwalajg na precyzyjng regulacje stopnia wigza-
nia sic DNA z jej powierzchnig. Mikrosfery nie sg
wrazliwe, w przeciwiefnstwie do wielu preparatéw
liposomowych, na obecno$¢ surowicy, co powoduje,
ze kompleks taki doskonale nadaje sie do zastosowan
in vivo. Ponadto, preparat ten pozwala zastosowac
bardzo wysokie stezenia materiatu genetycznego, co
w noénikach liposomowych nie zawsze jest mozliwe
[29, 30].

Liposomy kationowe stosowane sg powszechnie
jako nos$niki plazmidoéw, oligonukleotydéw antysen-
sowych [57, 58]. RNA [54, 59, 60] oraz biatek do
komérek eukariotycznych [61]. Kompleksy lipid-
-DNA znajdujg zastosowanie jako no$niki materiatu
genetycznego w terapiach, w ktorych leczenie opiera
sie na modyfikacji genotypu zmutowanych komorek
i tkanek [32, 52-68]. Metoda ta jest juz zatwierdzona
do badan klinicznych w leczeniu czerniaka (ang.
malignant melanoma) [68, 69]. Przeprowadzane sg
takze pierwsze préby wymiany genu kodujgcego biat-
ko CFTR ktorego defekt jest odpowiedzialny za
mukowiscydoze (ang. cystic fibrosis) [70-72].

Wykonano juz wiele doSwiadczen in vivo majgcych
na celu modyfikacje genotypu komorek w ptucach [70,
73, 74], watrobie [25, 75], miesniach [76], naczyniach
krwionos$nych [65-67,77-79], oraz kom6rek rakowych
[68, 69, 80, 81]. Wydajnos¢ transfekcji wybranych
komérek w organizmie bardzo zalezy od sposobu,
w jaki podawane sg kompleksy. Kompleksy moga by¢
podawane dozylnie [25, 64, 75], przez drogi oddecho-
we w aerozolu [70, 72, 73] oraz stosowane powierzch-
niowo w leczeniu schorzen skéry [82, 83]. Najlepsze
rezultaty uzyskano gdy kompleks podawany byt w po-
staci areozolu do ptuc. Badania histologiczne pokaza-
ty, ze gen reporterowy (3-galaktozydazy ulegat eks-
presji w kilku procentach komorek epitaksjalnych
pecherzykéw ptucnych [31].

Na wstepie wspomniano juz, ze transfekcja za
pomocg liposomow kationowych ma powazng prze-
wage nad transfekcjg za pomocg wektora wirusowego.
Stosowanie wektora wirusowego aktywuje uktad im-
munologiczny co uniemozliwia wielokrotne stosowa-
nie preparatu, liposomy sg natomiast immunologicz-
nie obojetne. Trzeba jednak stwierdzié, ze Zzadna
z dotychczas stosowanych technik nie pozwolita na
trwatg modyfikacje genotypu komédrek in vivo. We
wszystkich prezentowanych do tej pory badaniach in
vivo, transfekcjajest tylko przejsciowa, po poczatkowej
ekspresji genu reporterowego komorki tracg nabyte
wiasciwosci. Zjawisko to wymaga dalszych badan,
ajego rozwigzanie jest kluczem do efektywnego stoso-
wania terapii genetycznej.

Dotychczasowe badania nad systemowymi zastoso-
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waniami komplekséw lipid-DNA wskazujg na znacz-
ng selektywnos$¢ transfekcji. Kiedy kompleksy DOT-
MA/Tween 80/DNA podaje sie dozylnie myszom,
woéwczas najwiekszy poziom transfekcji wystepuje
w komorkach epitaksjalnych ptuc [25]. Tkankowag czy
komoérkowa selektywno$¢ mozna, do pewnego stop-
nia, regulowac¢ poprzez dobdr rozmiarow komplek-
soéw, rodzaju lidpidow, czy iloscig tadunku elektro-
statycznego. Podejscie to ma jednak swoje oczywiste
ograniczenia. Duze nadzieje wigze sie z mozliwoscig
zastosowania biatek jako jednego ze sktadnikéw kom -
pleksu [16, 75] oraz technik znakowania immunologi-
cznego [56, 68, 84-88]. Rozwdj techniki w tym kierun-
ku pozwoli zapewne na podniesienie komdrkowej
selektywnos$ci metody.

Badania zaprezentowane w tej pracy pokazuja, ze
technika liposomowa moze sta¢ sie jedng z pod-
stawowych sposobow dystrybucji lekow w organizmie,
a w szczeg6lnosci, w szybko rozwijajacej sie terapii
genowej. W potgczeniu z wspotczesnymi metodami
detekcji nieinwazyjnej (NMR czy znakowanie izo-
topowe) bedzie ona niewatpliwie poteznym narze-
dziem w rekach wspoétczesnej farmakologii.
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I. Wstep

Rozwdj technik biochemicznych i genetycznych,
ktéry nastgpit w ostatnich dwudziestu latach, spowo-
dowat znaczny postep w poznawaniu molekularnych
podstaw wielu chordb cywilizacyjnych takich jak np.
choroby wirusowe, nowotworowe czy schorzenia ukta-
du krazenia. Wiedza o przyczynach tych choréb
utatwia poszukiwanie skutecznych metod ich leczenia.

Jako potencjalne terapeutyki rozwazane sg m.in.
oligonukleotydy, czyli krétkie fragmenty DNA lub
RNA, ktdre mozna stosowa¢ w celu zahamowania
syntezy niepozadanych biatek bagdZz zmiany ich dziata-
nia. Do oligonukleotydéw, ktére moga hamowac
synteze biatek, naleza: oligonukleotydy antysensowne,
ktére wigzg sie z komplementarnymi fragmentami
mRNA kodujgcego sekwencje aminokwasowg tych
biatek; oligonukleotydy antygenowe, ktére wiazg sie
z komplementarnymi fragmentami DNA i tworzg
struktury tréjniciowe; oligonukleotydy o witasciwos-
ciach katalitycznych (rybozymy), posiadajace wtas-
ciwos$¢ katalizowania degradacji komplementarnej ni-
ci mMRNA. Podstawg dziatania tych trzech klas oligo-
nukleotydow jest zdoInos¢ do asocjacji z komplemen-
tarnymi fragmentami DNA lub RNA. Opré6cz nich
znane sg oligonukleotydy o witasciwosciach aptame-
réw, ktére wigzac sie bezposrednio z okreSlonymi
biatkami hamujg ich dziatanie. Niniejszy artykut za-
wiera przeglad literatury prezentujacej sposoby po-
szukiwania oligonukleotydowych aptameréw oraz ba-
dania nad ich strukturg i efektami dziatania.
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Aptamerami nazwano czasteczki kwaséw nukleino-
wych, peptydéw oraz peptoidéw, wykazujgce wysokie
powinowactwo i specyficzno$¢ wigzania ze Scisle okre-
$lonymi biomolekutami, np. biatkami. Stowo aptamer
pochodzi od tacinskiego stowa ,aptus”, co oznacza
pasowac. Podkresla ono fakt, ze aptamer moze wigzac
sie z docelowg czasteczka, poniewaz jego struktura
przestrzenna ,pasuje” do ksztattu tej czasteczki. Od-
dziatywania aptameru z czasteczka docelowg sg reali-
zowane przez wigzania niekowalencyjne (m.in. wigza-
nia wodorowe, sity van der Waalsa oraz oddziatywania
elektrostatyczne i hydrofobowe). Ws$rdd opisanych
dotychczas oligonukleotydowych aptamerow sg takie,
ktore wigzg sie z biatkami zaangazowanymi w metabo-
lizm kwaséw nukleinowych (takimi jak np. czynniki
transkrypcyjne, polimerazy, integraza wirusa HIV
iinne),jak rowniez takie, ktére maja duze powinowact-
wo do biatek nie wigzacych sie w warunkach in vivo
z kwasami nukleinowymi (np. do trombiny i selektyn).

Il. Poszukiwanie aptamerdéw oligonukleoty-
dowych

Pierwsze préby selekcji kwasdéw nukleinowych
w warunkach invitro przeprowadzono w laboratorium
Spiegelmana, ktéry w latach szesédziesigtych usi-
towat generowac nowe, efektywnie replikujace formy
RNA kolifaga QB [1]. Jednakze dopiero w korcu lat
osiemdziesigtych i na poczatku lat dziewieédziesigtych
nowoczesne techniki chemicznej syntezy oligonukleo-
tydow, umiejetno$¢ otrzymywania fragmentéw RNA
na drodze transkrypcji in vitro, oraz powielania DNA
metodg PCR, pozwolity na opracowanie efektywnych
metod identyfikacji czasteczek o aktywnosci aptame-
row i zastosowanie ich do analizy oddziatywan typu
kwas nukleinowy-biatko [2-10]. Metody te okresSlane
sgjako selekcja ligandéw (SELEX — Systematic Evolu-
tion of Ligands by Exponential Enrichment), ukierun-
kowana ewolucja in vitro lub selekcja kombinatoryczna.
Z olbrzymiej i bardzo r6znorodnej populacji oligonuk-
leotydow nazywanych ligandami [11] dokonuje sie
wyboru tych czasteczek, ktorych struktura przestrzen-
na warunkuje silne wiagzanie sie¢ z docelowymi bio-
molekutami. Z tej samej, odpowiednio duzej, populacji
mozna uzyskaé rozne aptamery dla réznych czasteczek
docelowych. Pozadane jest, aby kazdy z nich, wykazu-
jac wysokie powinowactwo do okreSlonej czgsteczki
docelowej (np. enzymu), nie oddziatywatl z innymi
rodzajami biomolekut.

Poszukiwania oligonukleotydowych aptamerow
stanowig element szybko rozwijajagcych sie obecnie
badan okres$lanych jako chemia kombinatoryczna.
Badania te obejmujg synteze populacji czasteczek
okreslonej klasy zwigzkéw chemicznych oraz selekcje
tych czasteczek, ktore wykazujg pozadang aktywnos$é
biologiczng. Dla podkreslenia molekularnej r6znorod-
nosci owych populacji okre$la sie je mianem bibliotek
kombinatorycznych. W literaturze $Swiatowej mozna
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réwniez spotkac okre$lenie ,,biblioteki ksztattéw” (ang.
shape library). Poniewaz jest to jednak dos$¢ uprosz-
czone okreslenie, w niniejszym opracowaniu w sposob
zamierzony zrezygnowano z bezpos$redniego ttuma-
czenia tego zwrotu i zastosowano termin biblioteka
kombinatoryczna, juz wczesniej zresztag uzyty w pol-
skim pismiennictwie [12].

Kombinatoryczne biblioteki zawierajgce fragmenty
DNA lub RNA umozliwiajg poszukiwania nie tylko
aptamerdéw oligonukleotydowych, ale takze aptame-
réow o strukturze biatkowej. Nalezy w tym celu wpro-
wadzi¢ syntetyczne fragmenty DNA do odpowied-
niego systemu ekspresyjnego, gdzie w wyniku trans-
lacji utworzone zostang odpowiednie biatka fuzyjne
o sekwencji aminokwasowej kodowanej przez te frag-
menty. Gtdnym elementem obecnie znanych systemow
ekspresyjnych stosowanych do otrzymywania owych
biatek sg fagi, polisomy lub rybosomy, stad odpowied-
nie techniki sg okreslane jako, odpowiednio, phage
display, polysome display oraz ribosome display [13-
-16]. Jednakze mozliwosci, jakie stwarzajg te techniki,
zostaty zademonstrowane w pojedynczych zaledwie
eksperymentach. Znacznie czeSciej stosowana jest
wspomniana juz technika SELEX umozliwiajgca po-
szukiwanie aptameréw o strukturze DNA lub RNA.

Metode selekcji ligandéw mozna wykorzysta¢ do
poszukiwan aptameru, ktory wigzatby sie z docelowg
biomolekutg znacznie silniej niz ligand wystepujacy
w naturze [17], a takze do poszukiwanh aptameru dla
czasteczki, ktéra w warunkach in vivo nie oddziatuje
z kwasami nukleinowymi. Teoretycznie istnieje moz-
liwos¢ wyselekcjonowania oligonukleotydowego ap-
tameru dla kazdej docelowej biomolekuty [11].

Kombinatoryczna selekcja in vitro obejmuje trzy
kluczowe etapy: (1) utworzenie biblioteki oligonuk-
leotydéw, (2) selekcje oligonukleotydéw wykazujacych
powinowactwo do docelowej czasteczki, (3) powielanie
wybranych ligandéw. Etapy te s cyklicznie powtarza-
ne iw kazdym cyklu nastepuje stopniowe wzbogacanie
puli czasteczek w ligandy o pozadanych wiasciwos-
ciach (Ryc. 1).

I1-1. Kombinatoryczne biblioteki oligonukleoty-
déw

Proces selekcji rozpoczyna sie od utworzenia popu-
lacji réznych syntetycznych fragmentow DNA lub
RNA zawierajagcej zazwyczaj pojedyncze czasteczki
0 wysokim powinowactwie wobec czasteczek docelo-
wych. Poczatkowa molekularna réznorodnos¢ tej po-
pulacji wynika z uzycia do jej syntezy mieszaniny
monomerow [12]. Daje to w efekcie oligonukleotydy
o0 tzw. zdegenerowanych sekwencjach (ang. randomized
synthesis). Takga pule oligomerédw otrzymuje sie stosu-
jac w kazdym kolejnym cyklu chemicznej syntezy
rownomolowg mieszanine wszystkich monomeréw.
Inng mozliwos¢ stanowi tzw. limitowana wariacja
sekwencyjna, czyli uzycie réznych ilosci kazdego z mo-
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A CYKL SELEKCJI DNA

Populacja czasteczek DNA

Rozdziat czagsteczek

Nieaktywne DNA Aktywne DNA

Klonowanie i analiza

B CYKL SELEKCIJI RNA

Populacja czasteczek RNA

Rozdziat czasteczek

Nieaktywne RNA Aktywne RNA

Odwrotna
transkrypcja

Powielanie PCR

cDNA

Klonowanie i analiza

nomerow. Wyhbor metody zalezy od intencji ekspery-
mentatora. 1lo$¢ czasteczek tworzgcych biblioteke jest
okreslona przez dtugos$é oligonukleotydu o zdegenero-
wanej sekwencji (im jest dtuzszy — tym wieksza liczba
czasteczek) oraz przez ilo$¢ réznych monomeréw,
ktére moga pojawié sie w dowolnej pozycji tancucha.
Dla naturalnego DNA sg to 4 monomery: dA, dG, dC
idT, cow przypadku oligomeru zawierajacego n nuk-
leotydow daje w efekcie przynajmniej 4" mozliwych
sekwencji. Mozliwe jest rowniez stosowanie w syntezie
dodatkowych, zmodyfikowanych monomeréw, co
zdecydowanie zwieksza réznorodnosé sekwencyjng
powstajgcych fragmentow DNA iwzbogaca biblioteke
kombinatoryczng. Kazda czasteczka w bibliotece mo-
ze mie¢ inng strukture przestrzenna, co w sposob
decydujacy wptywa na jej powinowactwo do docelo-
wych biomolekut.

Zazwyczaj selekcje ligandow rozpoczyna sie od
chemicznej syntezy populacji czasteczek DNA, gdyz
jest ona bardziej efektywna i tansza niz synteza RNA.
Syntetyczne fragmenty DNA zawierajg przypadkowe
sekwencje nukleotydéw tylko w S$rodkowej czesci
tancucha oligonukleotydowego, natomiast 3 i 5™
-koncowe fragmenty muszg mie¢ zdefiniowang sek-
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Powielanie PCR

Transkrypcja

Powielona pula cDNA

Ryc. 1. A — Cykl selekcji DNA,
B — Cykl selekcji RNA.

wencje, poniewaz sa to miejsca zaplanowane dla
wigzania sie starteré6w niezbednych w reakcji powiela-
nia DNA metodg PCR lub inna metoda amplifikacji.
Jesli przedmiotem zainteresowania jest aptamer oligo-
rybonukleotydowy, to dodatkowo na 5’-koricu plano-
wanej sekwencji musi sie znalez¢ sekwencja promotora
polimerazy RNA. Wprowadzenie do syntetyzowanych
fragmentdw DNA sekwencji promotorowej rozpoz-
nawanej przez polimeraze RNA T7, SP6 lub T3
umozliwia przeprowadzenie w odpowiednim momen-
cie transkrypcji in vitro i otrzymanie odpowiednich
fragmentéw RNA.

I1-2. Metody selekcji czasteczek o specyficznym
fenotypie (wiasciwosciach fizycznych)

Kluczowym etapem w trakcie selekcji ligandéw jest
efektywne rozdzielenie czgsteczek aktywnych i nieak-
tywnych, a nastepnie powielenie czasteczek aktyw-
nych. Rozdziat odbywa sie na podstawie zdolnosci
ligandu do wigzania sie z docelowymi czasteczkami.
Jedng ze stosowanych metod jest procedura podobna
do chromatografii powinowactwa. W przypadku ap-
tameru trombiny czgsteczki aktywne i nieaktywne

POSTEPY BIOCHEMII 44(4), 1998



rozdzielono na ztozu zawierajgcym a-trombine im-
mobilizowang za pomocg konkanawaliny A (eon A) na
zmodyfikowanej agarozie [18]. W tym przypadku
konieczne byto wczes$niejsze przeprowadzenie chroma-
tografii na kolumnie wypetnionej agarozg zwigzang
z konkanawaling A w celu usuniecia z biblioteki
kombinatorycznej liganddw wykazujacych zwiekszo-
ne powinowactwo do samej konkanawaliny. Inng
metoda izolowania potencjalnych aptamerdw jest filt-
racja na filtrach nitrocelulozowych. Filtracje stosowa-
no m.in. dla otrzymania ligandéw o wysokim powino-
wactwie do odwrotnej transkryptazy [19, 20]. Selekcje
mozna takze przeprowadzi¢ za pomocg immunop-
recypitacji, gdzie mieszanine oligomerow inkubuje sie
z docelowym biatkiem potgczonym z przeciwciatem,
ktérego obecno$¢ utatwia izolowanie czasteczek ligan-
déw wykazujgcych powinowactwo do biatka [21].

I11-3. Powielanie wyselekcjonowanych czasteczek

Warunkiem przeprowadzenia procesu powielania
§ [ — ) 3’

Starter 1
Odwrotna Transkryptaza

—=0
C — )

Starter 2
PCR - Polimeraza Taq

“— ==
-_—— )

|

| e ey SSSS—|

Transkrypcja -
Polimeraza RNA

| — e S— |

[ ——

e D e— ] — ,

C ]
C —— )
o S C )
o e— "]
e D e—— )

s RNA
T DNA

—_— Fragment oligonukleotydu o
znanej sekwencji

— Startery DNA
Sekwencja promotorowa

rozpoznawana przez
polimeraze RNA

Ryc. 2. Powielanie metodg PCR.
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jest obecno$¢ na 5- i 3’-koncach oligonukleotydu
sekwencji, ktére umozliwiajg wigzanie sie starterow
dla Taq polimerazy DNA (reakcja PCR) oraz dla
odwrotnej transkryptazy. Do powielania wyselekc-
jonowanych czasteczek mozna zastosowaé jedng
z dwéch opisanych nizej metod.

W pierwszej metodzie (Ryc. 2) podstawg jest reakcja
PCR [22] przeprowadzana w sposéb nastepujacy:
starter 1 poprzez hybrydyzacje z komplementarnym
miejscem znajdujgcym sie na 3’-konicu powielanej
sekwencji RNA umozliwia rozpoczecie syntezy poje-
dynczej nici DNA katalizowanej przez odwrotng
transkrypcje. Jest to etap wystepujacy tylko w przypa-
dku powielania RNA. Dodanie do mieszaniny reakcyj-
nej startera 2, komplementarnego do 5’-konca tej
samej sekwencji umozliwia rozpoczecie reakcji PCR
katalizowanej przez Taq polimeraze DNA. Je$li przed-
miotem poszukiwan jest aptamer RNA, to otrzymany
w wyniku reakcji PCR dwuniciowy DNA nalezy
poddac reakcji transkrypcji in vitro, co jest mozliwe
pod warunkiem, ze 5’-koniec startera 2 zawiera sek-
wencje promotorowg rozpoznawana przez polimeraze
RNA. Powielenie czgsteczek nastepuje zarobwno w tra-
kcie reakcji PCR (przyrost 106-krotny), jak i w trakcie
transkrypcji (przyrost 102- 103-krotny). Dzieki temu
liczba czasteczek pozgdanych ligandow zwieksza sie
okoto 108-krotnie. W ten spos6b, rozpoczynajac od
nanogramowej czy femtogramowej ilosci wyjsciowego
materiatu, mozna otrzymaé tg metoda dziesigtki mik-
rogramow RNA lub DNA. Rzeczywisty poziom amp-
lifikacji zalezy od struktury ll-rzedowej powielanych
sekwencji, dobrania odpowiednich warunkdéw reakcji
i poczagtkowego stezenia namnazanych czasteczek.

Druga metoda (Ryc. 3)jest tzw. izotermiczng meto-
da amplifikacji (ang. isothermal in vitro amplification
lub transcription-based amplification system) [23], kt6-
ra nadaje sie do powielania czasteczek RNA. Zasad-
niczg cechg tej metody, odrdézniajacg ja do innych
metod amplifikacji jest fakt, ze reakcje katalizowane
przez trzy enzymy (odwrotna transkryptaza, RNaza
H i polimeraza RNA) sg prowadzone w temp. 37°C,
w tej samej probowce. Tak jak w metodzie PCR (dla
czasteczek RNA), wymagana jest matryca RNA zawie-
rajgca miejsca wigzania starterow. Reakcja rozpoczy-
na sie od hybrydyzacji startera z matrycg i syntezy
nici DNA katalizowanej przez odwrotng trans-
kryptaze. Z chwilg powstania dwuniciowej struktury
RNA-DNA, RNaza H degraduje ni¢ RNA, a nastepnie
odwrotna transkryptaza katalizuje synteze drugiej nici
DNA. Kolejny etap (transkrypcja in vitro), odbywa sie
dzieki obecnosci sekwencji promotorowej rozpozna-
wanej przez polimeraze RNA na 5’-konicach starterow
1i2. W ciggu 15 minut trwania tego procesu nastepuje
105-krotne powielenie wyjsciowego materiatu. Jesli
jednak synteza rownomolowych ilosci sensownej i an-
tysensownej nici RNA jest niepozgdana (tak jest
w wiekszosci eksperymentow), to tylko starter 2 powi-
nien posiada¢ na 5’-koricu sekwencje promotorowa.
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W ten sposdb mozna specyficznie powiela¢ RNA o tej
samej sekwencji co wyjsciowy, jednakze koncowa
wydajnos¢ procesu jest nizsza.

Obie te metody stosowano z powodzeniem w eks-
perymentach selekcji in vitro. Za pomocg metody
I mozna otrzymac¢ znaczne ilosci zarowno RNA jak
i DNA. Metoda Il (izotermiczna) jest szybsza i mniej
skomplikowana, ale umozliwia powielanie tylko RNA,
a wydajnos$¢ procesu jest o kilka rzedéw nizsza.
Poniewaz Taq polimeraza DNA oraz odwrotna trans-
kryptaza nie wykazujg zdolnosci naprawczych w sto-
sunku do nukleotydéw btednie wprowadzonych do
nowo syntetyzowanego DNA, w populacji czasteczek
powstajagcych w wyniku reakcji katalizowanych przez
te enzymy moze nastgpi¢ dodatkowe zréznicowanie
sekwencji ligandéw.

Zaleznie od warunkéw, w jakich prowadzona jest
selekcja (temperatura, warunki jonowe), trzy kluczowe
etapy selekcji in vitro moga by¢ wielokrotnie po-
wtarzane (nawet 20-krotnie). Czasteczki otrzymywane
w kazdym kolejnym cyklu tworza nowa biblioteke

§ ] 3'
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—

C )

l RNaza H

——EE.

Starter 2
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<«——===
—— >
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e D — )
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C  e——— )
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P RNA

e —— DNA

— Fragment oligonukleotydu o
znanej sekwencji

e Startery DNA
] Sekwencja promotorowa

rozpoznawana przez
polimeraze RNA

Ryc. 3. Powielanie metoda izotermiczna.
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kombinatoryczng wykazujacg coraz mniejszg r6zno-
rodnos$¢ sekwencyjng i coraz wieksze powinowactwo
do czasteczek docelowych. Na zakorniczenie catego
procesu przeprowadza sie klonowanie i sekwencjono-
wanie DNA. To z kolei umozliwia dalsze badania,
takie jak: modelowanie komputerowe struktury II-
i Ill-rzedowej, analiza krystalograficzna, analiza
NMR, badanie selektywnosci oddziatywan, badanie
miejsca wigzania aptameru oraz jego zdolnosci in-
hibitorowych.

I1l. Aptamery dla wybranych biatek wiruso-
wych

Opracowanie metody selekcji in vitro umozliwito
poszukiwania aptameréw o potencjalnym dziataniu
terapeutycznym. Tuerk i Gold jakojedni z pierw-
szych [9] zastosowali te metode do otrzymania ap-
tameru RNA wigzgcego sie z polimerazg DNA z faga
T4. Polimeraza ta wigze sie¢ w warunkach in vivo
z fragmentem sekwencji Shine’a-Dalgarno swojego
wiasnego mMRNA. Rozpoczynajac od poczatkowej po-
pulacji 104 ligandéw i stosujac procedure selekcji
czasteczek poprzez filtracje komplekséw RNA-poli-
meraza DNA za pomocg filtrow nitrocelulozowych,
autorzy przeprowadzili 4 cykle selekcji. Analiza sek-
wencji nukleotydowej wyizolowanych aptameréw wy-
kazata, ze otrzymano dwa oligonukleotydy o wysokim
powinowactwie do polimerazy DNA: jeden o takiej
sekwencji jak naturalna, znaleziona w fagowym
mRNA oraz drugi o zupetnie innej sekwencji, ale
o identycznej statej dysocjacji Kdkompleksu aptamer-
-enzym.

I11-1. Aptamery dla odwrotnych transkryptaz

Pierwsze udane eksperymenty selekcji in vitro za-
checity wielu badaczy do poszukiwania w ten sposéb
specyficznych inhibitorow biatek wirusa HIV. Przed-
miotem zainteresowania staty sie m.in. enzymy biorgce
udziat we wczesnym etapie infekcji wirusem HIV, takie
jak odwrotna transkryptaza oraz integraza.

Stosowane obecnie jako leki inhibitory odwrotnej
transkryptazy, takie jak 3’-azydodeoksytymidyna
(AZT), dideoksycytydyna (ddC) lub dideoksytymidyna
(ddT) nie sg w petni skuteczne, gdyz pojawiajg sie nowe
szczepy wirusa HIV odporne na dziatanie tych zwigz-
kéw. Ponadto, zwigzki te wykazujg znaczng toksycz-
no$¢. Dlatego w zespole G o0 1d a rozpoczeto w 1992 r.
poszukiwania alternatywnego inhibitora [19]. Odwro-
tna transkryptaza wykazuje powinowactwo do dwdch
rodzajow RNA: do tRNALgs ktoérego fragment jest
starterem inicjujagcym synteze DNA, oraz do wiruso-
wego mMRNA stanowigcego matryce do syntezy. Selek-
cje rozpoczeto od utworzenia biblioteki fragmentow
RNA, w ktérych 32 pozycje byly zdegenerowane.
Utworzono dwie populacje czasteczek, z ktérych tylko
jedna zawierata sekwencje petli antykodonowej
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tRNALs odpowiedzialng za wigzanie sie do enzymu.
Przeprowadzono 9 cykli selekcji. Zar6wno z pierwszej
jak i z drugiej populacji czasteczek wyizolowano
réwnie efektywne aptamery.

Motywem strukturalnym najczesciej powtarzaja-
cym sie wéréd wyselekcjonowanych oligonukleotyddéw
byt tzw. pseudowezet RNA (ang. pseudoknot). Ap-
tamery zawierajgce te strukture charakteryzowaty sie
wysokim powinowactwem do HIV RT (Kd ~ 5 nM).
Stwierdzono, ze wigzg sie one z domeng odwrotnej
transkryptazy wirusa HIV, ktdra jest odpowiedzialna
za wigzanie startera. Dla przeprowadzenia testow
sprawdzajgcych wiasciwosci inhibitorowe wyselekc-
jonowanych czasteczek, zostat wybrany aptamer o sek-
wencji: UCAAGAAUUCCGUUUUCAGUCGG-
GAAAACUGAACAA. Stwierdzono, ze hamuje on
polimerazowg aktywno$é odwrotnej transkryptazy
wirusa HIV juz przy stezeniu 20 nM. Co wiegcej,
aptamer ten jest wysoce selektywny, o czym $wiadczy
fakt, ze nie hamuje on aktywnos$ci odwrotnej trans-
kryptazy wirusa ptasiej biataczki (AMV RT) oraz
odwrotnej transkryptazy wirusa biataczki Moloney’a
(MMLV RT). Istnieje opinia, ze prawdopodobiefstwo
uodpornienia sie wirusa na dziatanie takiego aptameru
jest niewielkie, poniewaz ta domena enzymu, ktdra
uczestniczy w kontaktach ze starterem nie powinna
podlega¢ mutacjom. Mozna wiec przypuszczaé, ze
opisane wyzej aptamery moga skutecznie hamowac
aktywnos$¢ odwrotnej transkryptazy wirusa HIV.

Odwrotna transkryptaza jest enzymem, ktory roz-
poznaje jako matryce rdwniez DNA. Dlatego podjeto
poszukiwania aptameru dla tego biatka takze wsrod
czgsteczek o strukturze jednoniciowego DNA [24].
Stosujgc metode selekcji wyizolowano oligodeoksyry-
bonukleotydy o wysokim powinowactwie do odwrot-
nej transkryptazy wirusa HIV-1 (Kd= | —11 nM)
i zdolnosci do specyficznego hamowania jej aktywno-
§ci polimerazowej (Kj = 0,3—62 nM). Strukture wyse-
lekcjonowanych ligandow okreslono za pomoca al-
gorytmu Davisa i algorytmu wyznaczajagcego naj-
mniejsza energie swobodng czasteczki [24]. Na tej
podstawie wyrdzniono sze$¢ grup ligandéw, wsrod
ktdrych nie stwierdzono powtarzajgcego sie wspdl-
nego motywu odpowiedzialnego za wysoce specyficzne
oddziatywania z enzymem.

W roku 1994 wyselekcjonowano aptamery RNA dla
odwrotnych transkryptaz wirusa ptasiej biataczki oraz
wirusa biataczki Moloney’a [20]. Wymagato to 12
cykli selekcji z biblioteki zawierajgcej fragmenty oligo-
rybonukleotydowe, w ktérych trzy 12-nukleotydowe
regiony o zdegenerowanej sekwencji byty oddzielone
od siebie fragmentami o zdefiniowanej sekwencji.
Koncowym produktem byty aptamery RNA tworzace
z biatkiem odwrotnej transkryptazy trwate kompleksy
o statej dysocjacji Kd = 0,5—7,3 nM. Czasteczki 0 naj-
wiekszym powinowactwie do AMV RT miaty struk-
ture podwojnej szpilki do wtoséw (ang. double hairpin).
Natomiast ligandy, wykazujgce najwyzsze powinowa-
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ctwo do MMLV RT mialy strukture trzon-petla z we-
wnetrznym uwypukleniem (ang. stem-loop with internal
bulge). Badania nad hamowaniem aktywnosci polime-
razowej obu transkryptaz przez wyselekcjonowane
ligandy wykazaty, ze aptamer dla AMV RT (IC50 = 25
nM) hamuje réwniez aktywnos$¢ transkryptazy MM LV
RT (IC50 = 120 nM). Swiadczy to o jego niewielkiej
specyficznosci. Znacznie wyzszg aktywnosc i specyficz-
nos¢ wykazywat natomiast aptamer wyselekcjo-
nowany dla transkryptazy MMLV RT (IC50 = 9 nM).

Poroéwnujagc oligorybonukleotydowe aptamery dla
HIV RT, AMV RT i MMLV RT zaobserwowano
miedzy nimi pewne podobienstwo strukturalne: wsrod
czasteczek wyselekcjonowanych dla kazdego z tych
enzymow czesto wystepuja ligandy o strukturze pseu-
dowezta. Przypuszcza sig, ze jest to spowodowane
podobienistwami, jakie istniejg w strukturze trzeciorze-
dowej tych trzech transkryptaz.

I11-2. Aptamery dla innych biatek

Integraza (IN) katalizuje jedng z kluczowych reakcji
w cyklu zyciowym wirusa, mianowicie integracje wiru-
sowego DNA z DNA gospodarza. Ws$rod ludzkich
biatek brak jest odpowiednika tego enzymu i dlatego
stanowi on bardzo dobry cel interwencji terapeutycz-
nej,. Pommier i wsp. stwierdzili, ze oligodeok-
syrybonukleotyd posiadajgcy w swojej sekwencji deo-
ksytymidyne i deoksyguanozyne d[GTGGTGGG-
TGGGTGGGT] oraz tworzacy strukture tetrapleksu
(Ryc. 4) moze selektywnie hamowac katalityczng ak-
tywno$¢ integrazy wirusa HIV-1 (IC50 = 55 nM) [25].
Za efekt inhibicji odpowiedzialne sg dwie tetrady
G (ang. G tetrads), jak rowniez nukleotydy znajdujgce
sie w petli. Stopien inhibicji wzrasta, jezeli w $srodowis-
ku reakcji znajdujg siejony M g2 + lub M n2+. Aptamer
ten hamuje zar6wno odcinanie oligonukleotydu przez
integraze (ang. oligonucleotide cleavage lub 3*proces-
sing) jak i przeniesienie nici (ang. strand transfer)
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Ryc. 4. Ill-rzedowa struktura tetrapleksowa aptameru integrazy

wirusa HIY -l [20]. Linia przerywana oznacza tetrady G.
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poprzez silne wigzanie sie z N-terminalng domeng
enzymu tworzgcg motyw palca cynkowego. Selektyw-
nos$¢ dziatania aptameru zostata okreslona na pod-
stawie eksperymentéw poréwnawczych z zastosowa-
niem roznych integraz retrowirusowych: HIV-2
(1C50 = 90nM), FIV (IC50 = 175nM), SIv
(1C50 = 420nM).

Ostatnio opisano réwniez oligorybonukleotydowe
aptamery dla takich biatek regulatorowych wirusa
HIV jak Tat i Rev. Biatko Tat poprzez wigzanie sie ze
swoistg sekwencjg wirusowego RNA zwang TAR (ang.
Trans Activation Response region) przyspiesza okoto
100-krotnie transkrypcje prowirusa katalizowang
przez komérkowg polimeraze RNA klasy Il. W 1995
roku za pomoca selekcji in vitro wyizolowano oligo-
rybnonukleotydowe aptamery dla biatka Tat [26],
Przeprowadzono 11 cykli selekcji, w wyniku czego
wyizolowano 64 ligandy. Analiza pordwnawcza sek-
wencji tych oligonukleotydéw pozwolita podzieli¢ je
na dwie grupy, przy czym ligandy nalezace do pierw-
szej grupy zawieraty fragment o sekwencji zblizonej do
naturalnej sekwencji regionu TAR RNA.

Biatko regulatorowe Rev indukuje w komarce syn-
teze strukturalnych i enzymatycznych biatek wiruso-
wych. Ellington i wsp. podjeli probe znalezienia
aptameru biatka Rev w oparciu o sekwencje nuk-
leotydowg tzw. minimalnego elementu wigzacego Rev
(ang. Rev-binding element - RBE) wystepujacego w na-
turze [27]. Sposrdéd dwdch populacji oligorybonuk-
leotyddw o sekwencji zblizonej do sekwencji elementu
RBE, wyselekcjonowano ligandy o 10-krotnie wy-
zszym powinowactwie do biatka Rev niz powinowact-
wo, jakie wykazuje naturalny fragment RBE. Wszyst-
kie aptamery z populacji pierwszej posiadaty charak-
terystyczny motyw strukturalny trzon-wewnetrzna pet-
la-trzon (ang. stem-internal loop-stem), wystepujgcy
takze w RBE. W aptamerach pochodzacych z drugiej
puli, wiele razy powtarzata sie sekwencja CU Q N j*j
GAG nieobecna w naturalnie wystepujagcym elemen-
cie. W dalszych badaniach wykorzystano dwa ap-
tamery, ktére nie wykazywaty podobiefstwa do natu-
ralnego RBE ani pod wzgledem sekwencji, ani pod
wzgledem struktury drugorzedowej [28]. Badania
kompleksu aptamer-peptyd Rev, przeprowadzone za
pomocg magnetycznego rezonansu jagdrowego wyka-
zaly, ze powstawanie tego kompleksu jest zwigzane
z oddziatywaniami bogatego w arginine fragmentu
peptydu Rev z duzg bruzdg dwuniciowego fragmentu
RNA [29].

IV. Aptamery dla wybranych biatek krwi

Obserwowany obecnie rozwdj chordb uktadu krgze-
nia sktania wiele o$rodkéw naukowych do podjecia
prac nad poszukiwaniem nowych strategii terapeuty-
cznych. Interesujagcym obiektem badar jest m.in. trom-
bina-proteaza zwigzana z procesem krzepniecia Krwi.
Zahamowanie jej aktywnosci blokuje konwersje fib-
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rynogenu do fibryny. Pomimo braku informacji o od-
dziatywaniach kwaséw nukleinowych z trombing,
Toole i wsp. podjeli prace nad poszukiwaniem
aptameru o strukturze oligodeoksyrybonukleotydu,
ktéry wigzatby sie z tym biatkiem i hamowat jego
aktywnos$¢é [18]. Rozpoczynajac od populacji 96-nuk-
leotydowych czgsteczek o 60 zdegenerowanych pozyc-
jach, przeprowadzono 5 cykli selekcji. Sposrod 32
analizowanych oligomeréw, w 28 znaleziono sekwen-
cje GGNTGG(N)2_5GGNTGG, natomiast pozostate
4 posiadaty tylko jedno powtorzenie GGNTGG. Stata
dysocjacji Kdkompleksu aptamer-trombina wynosita
ok. 200 nM. Stwierdzono, ze jeden z aptameréw
o takiej strukturze powodowat trzykrotne wydtuzenie
czasu Kkrzepniecia, natomiast syntetyczny oligonuk-
leotyd o sekwencji A[GGTGGTGTGGTGG] wydtu-
zal ten czas siedmiokrotnie. Stata I1C50 dla tego
15-meru miata wartos¢ 25 nM.

Analiza struktury Il-rzedowej tego syntetycznego
oligodeoksyrybonukleotydu, przeprowadzona za po-
mocg dwuwymiarowego magnetycznego rezonansu
jadrowego wykazata obecnos$¢ tetrapleksu [30-31].
Stwierdzono, ze aptamer trombiny przyjmuje symet-
ryczng strukture, sktadajgca sie z dwoch tetrad guani-
nowych itrzech petli. Wykazano, ze reszty dG w kazdej
tetradzie sg utozone wzgledem siebie syn-anti-syn-anti,
przy czym cztery fragmenty oligonukleotydu tworzgce
tetrapleks sg utozone antyréwnolegle w stosunku do
siebie (Ryc. 5). Badania krystalograficzne [32] potwier-
dzity, ze jednoniciowy DNA w kompleksie z ludzka
a-trombing tworzy strukture tetrapleksowga ztozong
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Ryc. 5. A — lll-rzedowa struktura tetrapleksowa aptameru tro-

mbiny d[G1G2T3T4G5G6T7G8TIG 10G 11T 12T 13G 14-
G 15] [26]. Linia przerywana oznacza tetrady G.
B — Wigzania wodorowe w tetradzie G.
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z dwoch tetrad G, w ktérych reszty guaninowe od-
dziatywujg miedzy sobg poprzez wigzania wodorowe
typu Hoogsteen’a.

W dalszych badaniach Bolton i wsp. okreslili
I11-rzedowa strukture kompleksu trombina-aptamer
oligodeoksyrybonukleotydowy [33]. Czgsteczka ap-
tameru wigze sie z obdarzong tadunkiem dodatnim
domeng trombiny odlegtg od jej centrum aktywnego
i w efekcie nieznacznie zmienia swa konformacje.
Stosujagc metode chemicznej modyfikacji DNA oraz
oznaczanie sity wigzania na fazie stalej (ang. solid-
-phase binding assay), okreslano doktadnie miejsce
wigzania sie 15-meru z trombing i udziat poszczegdl-
nych aminokwaséw w tym wigzaniu [34]. Silnie zaan-
gazowane w oddziatywania z aptamerem sg Lys-21
oraz Lys-65. Wiadomo, ze obie te reszty aminokwaso-
we biorg udziat w wigzaniu fibrynogenu przez trom-
bine [35]; ich wigzanie si¢ zaptamerem powoduje wiec
inhibicje kompetycyjng — zaburza powstawanie ak-
tywnego kompleksu fibrynogen-trombina i powoduje
zahamowanie procesu Krzepniecia. Za pomocg ukie-
runkowanej mutagenezy otrzymano zmutowane czas-
teczki trombiny i stwierdzono, ze wazng role w od-
dziatywaniach z aptamerem spetniajg takze Arg-70,
His-66, Tyr-71 oraz Arg-73 [36-37]. Wszystkie te
aminokwasy znajduja sie¢ w domenie wigzacej fib-
rynogen w tzw. miejscu egzo-1 (ang. exosite I).

Pozytywne wyniki badan in vitro pozwolity na
rozpoczecie nastepnego etapu: badan in vivo, ktére
przeprowadzono na matpach z rodzaju makak [38].
Po infuzji aptameru do krwiobiegu zaobserwowano
efekt antykoagulacyjny z plateau osiggnietym po 10
min. Stwierdzono réwniez liniowg zalezno$¢ pomiedzy
iloScig podawanego aptameru a przedtuzeniem okresu
potrwania protrombiny w osoczu. W 10 minut po
zakonczeniu infuzji okres potrwania portrombiny
wrécit do normy i na tej podstawie okreslono czas, po
jakim nastepuje w warunkach in vivo 50%-owa de-
gradacja aptameru (ok. 108 s). W eksperymentach ex
vivo obserwowano wptyw aptameru na zahamowanie
agregacji ptytek krwi indukowanej przez trombine,
podczas gdy ten sam aptamer nie miat wptywu na
agregacje ptytek indukowanga kolagenem. Swiadczy to
o specyficznos$ci dziatania aptameru i o specyficznosci
jego wigzania sie z okreslonym fragmentem czgsteczki
trombiny.

W wielu o$rodkach badawczych poszukiwano oli-
gonukleotydowych aptameréw trombiny i stwierdzo-
no, ze wszystkie wyizolowane metoda selekcji in vitro
czasteczki DNA wykazujgce powinowactwo do tego
biatka tworzyty struktury tetrapleksowe [18,34,36-37,
39-42]. Zaobserwowano tez, ze fragmenty RNA o sek-
wencji analogicznej do sekwencji aptamerdw trombiny
o strukturze DNA nie wykazaly wtasciwosci aptame-
rycznych. Aptamery trombiny o strukturze RNA miaty
inne wiasciwosci oraz inng strukture I- i Il-rzedowg
[43]. Z kombinatorycznej biblioteki, zawierajgcej oli-
gomery o dtugosci ok. 100 nukteotydéw, wyizolowano
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po 12 cyklach selekcji oligorybonukleotydy o najwyz-
szym powinowactwie do trombiny. Nastepnie sekwen-
cja zostata skrécona do 24-meru otrzymanego droga
chemicznej syntezy. Budowe tego aptameru okreslono
jako strukture petli z trzonem (ang. stem-loop) z 16-
-nukleotydowym odcinkiem w petli i 4-nukleotydo-
wym w trzonie. Najistotniejsze dla oddziatywan z tro-
mbing sg nukleotydy wystepujgce w petli. Miejscem
wigzania sie aptameru do biatkajest obdarzona tadun-
kiem ujemnym domena wigzgca heparyne, tzw. miejsce
egzo-ll (ang. exosite I1). Eksperymenty okreslajace
wptyw tego oligonukleotydu na proces konwersji
fibrynogenu do fibryny wykazaly, ze 50%-owy efekt
inhibitorowy wystepuje przy 200 nM stezeniu
(IC5 —200 nM), przy czym hamowanie tej reakcji ma
charakter niekompetencyjny.

Aptamery o strukturze DNA i RNA hamujg wiec
aktywnos$¢ trombiny z rézng efektywnos$cig oraz po-
przez dwa r6zne mechanizmy: kompetycyjny (DNA),
badz niekompetycyjny (RNA), o czym $wiadczg poda-
ne wyzej wartosci wspdtczynnika IC50. Przyczyng tego
zréznicowania sg prawdopodobnie rézne struktury
Il-rzedowe tych aptameréw oraz odrebne miejsca ich
wigzania sie do trombiny.

Zaleta w badaniach in vivo nad aptamerami trom-
binyjest wystepowanie docelowego biatka poza komé-
rka, w zwigzku z czym czasteczki aptameréw nie
muszg pokonywac istotnej przeszkody, jakg jest btona
komérkowa. Podobnie jest w przypadku aptameru
selektyny L - biatka, ktére uczestniczy w rozwoju stanu
zapalnego poprzez wigzanie sie z leukocytami i udziat
w ich migracji do tkanek. Zwigzki o strukturze weg-
lowodanowej, stosowane dotychczas jako inhibitory
selektyny wykazujg jednak stosunkowo niskie powi-
nowactwo do tego biatka. W 1996 roku za pomocg
selekcji in vitro wyizolowano oligonukleotydowe ap-
tamery dla selektyny L [43]. Otrzymane czgsteczki
o strukturze jednoniciowego DNA wykazywaly wyso-
kie powinowactwo do selektyny L (Kd ~ 1nM) — ok.
100 razy wyzsze niz znaleziony wcze$niej naturalny
inhibitor weglowodanowy. Co wiecej, byty one réow-
niez wysoce selektywne; wigzanie sie otrzymanego
aptameru z selektyng L byto ok. 200-600 razy silniejsze
niz jego wiazanie sie z selektyng E i ok. 104 razy
silniejsze niz z selektyng P. Stwierdzono ponadto, ze
w warunkach in vitro aptamer hamuje wigzanie sie
selektyny L z naturalnym inhibitorem weglowodano-
wym (IC50 = 3nM). Przed rozpoczeciem badan in vivo
wyhbrany ligand, w celu zwiekszenia jego stabilnosci we
krwi, zostat chemicznie zmodyfikowany zar6wno na
5°-jak ina 3-konficu. Modyfikacja 5’-korica polegata na
przytgczeniu reszty glikolu polietylenowego (PEG)
0 masie czasteczkowej 20 kDa. Natomiast modyfikacja
3’-konca ligandu polegata na potgczeniu jego wolnej
funkcji 3-hydroksylowej wiazaniem internukleotydo-
wym (3’-3”) z dodatkowg resztg tymidyny zawierajgcej
w pozycji C6 grupe CH = C(0O)NH(CH26NHCOCF3
(ang. Amino Modifier C6 dT) [44], Dzieki temu okres

313



pétrwania (t1/2) tego oligonukleotydu w osoczu zwie-
kszyt sie do 18 min. Stwierdzono, ze po dozylnym
podaniu myszom aptamery blokowaty migracje ludz-
kich limfocytow do tkanki limfoidalnej w sposéb
zalezny od dawki.

V. Aptamery zawierajgce modyfikacje che-
miczne

Pozytywne wyniki badan in vivo pozwalajg mieé
nadzieje na szybki postep w pracach nad zastosowa-
niem aptamerow w terapii. Jednakze gtdéwng prze-
szkoda moze sie tu okazaé nieefektywny transport
oligonukleotydéw przez btony komdérkowe oraz mata
opornosé naturalnych oligonukleotydéw na dziatanie
enzymow nukleolitycznych. Warunkiem skutecznego
dziatania tych potaczen jest ich trwato$¢ w ptynach
ustrojowych i we wnetrzu komdrek. Ich opornos$¢ na
dziatanie nukleaz mozna zwiekszy¢ poprzez podsta-
wienie jednego z niemostkowych atoméw tlenu grupy
fosforanowej atomem siarki lub grupa metylowg [45,
46]. Jednakze oligonukleotydy o zmodyfikowanym
szkielecie fosforanowo-cukrowym nie moga by¢ obiek-
tem selekcji in vitro, poniewaz powielanie materiatu
w tym procesie nastepuje wskutek reakcji enzymatycz-
nych, a stosowane polimerazy nie posiadajg zdolnosci
syntezy oligonukleotydéw zawierajagcych takie mody-
fikacje w kazdym wigzaniu internukleotydowym. Mo-
zna jednak zastosowac jako substraty dla polimeraz
trifosforany niektérych zmodyfikowanych nukleozy-
dow, np. trifosforany cytydyny i urydyny zawierajace
zamiast grupy 2’-hydroksylowej (-OH) grupe amino-
wg (-NH2).

Populacja czasteczek RNA zawierajgcych tak zmo-
dyfikowane jednostki nukleozydowe zostata wytwo-
rzona w celu wyizolowania aptameréw dla ludzkiej
elastazy neutrofilowej — HNE (ang. human neutrophil
elastase) [47]. Jest to proteaza serynowa, ktéra pod-
lega sekrecji w odpowiedzi na dziatanie czynnikow
zapalnych. W normalnych warunkach enzym ten
uczestniczy w degradacji i fagocytozie chorobotwadr-
czych bakterii, natomiast jego nadmiar jest zwigzany
z wieloma chorobami, takimi jak np. samoistna roze-
dma ptucna, zespo6t ostrego wyczerpania oddechowego
dorostych, chroniczny bronchit czy mukowiscydoza.
Zmodyfikowane czgsteczki RNA, otrzymane po 15
cyklach selekcji in vitro, byty bogate w reszty guano-
zyny. Na podstawie degradacji enzymatycznych
za pomoca RNazy TI oraz elektroforezy na zelu
poliakryloamidowym w warunkach niedenaturujg-
cych stwierdzono, ze tworzyty one wewnatrzczastecz-
kowe struktury tetrapleksowe. Okres ich poéttrwania
w osoczu (t1/2) wzrést do okoto 20 godzin (dla poréw-
nania — okres pdttrwania niemodyfikowanych oligo-
rybonukleotydéw o takiej samej sekwencji wynosit
4 min.). Stata dysocjacji Kd komplekséw aptamer-
-elastaza wynosita ok. 70 nM. Jednakze, pomimo
tworzenia stabilnego kompleksu zmodyfikowane li-
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gandy nie hamowaly aktywno$ci elastazy, podobnie
jak aptamer o strukturze DNA wykazujgcy wysokie
powinowactwo do enzymu (Kd= 15 nM) [48]. Efek-
tywnym inhibitorem elastazy okazat si¢ natomiast ten
sam oligodeoksyrybonukleotyd kowalencyjnie pota-
czony z tetrapeptydem N-metoksybursztynylo-Ala-A-
la-Pro-Val, ktdry juz wczesniej byt znany jako staby
inhibitor kompetycyjny elastazy. Wyzej wymieniony
koniugat okazat sie 5-krotnie silniejszym inhibitorem
enzymu niz sam tetrapeptyd [48]. Kowalencyjne pota-
czenie tego samego oligodeoksyrybonukleotydu z flu-
oresceing moze z kolei znalez¢ praktyczne zastosowa-
nie w diagnostyce choréb zwigzanych z podwyzszo-
nym poziomem elastazy [49]. W wykrywaniu elastazy
koniugat aptamer-fluoresceina okazat si¢ rownie efek-
tywny jak przeciwciata monoklonalne anty-HNE.

W poszukiwaniach efektywnego inhibitora elastazy
zespét Smitha [50, 51] zastosowat zmodyfikowang
metode selekcji ligandéw. Modyfikacja ta polegata na
dodaniu do preparatu oligomeréw o zdegenerowa-
nych sekwencjach (tzn. preparatu stanowigcego kom-
binatoryczng biblioteke fragmentéw DNA) oligonuk-
leotydu kowalencyjnie zwigzanego z waling, a jedno-
cze$nie komplementarnego do okreslonego fragmentu
tancucha wspolnego dla oligodeoksyrybonukleoty-
doéw tworzacych biblioteke. Dzieki temu aptamer
wyselekcjonowany z tej biblioteki sktada sie z dwdch
oligonukleotydéw i zawiera w swej czasteczce frag-
ment o strukturze dwuniciowej. Tak wyizolowane
aptamery wykazujg wysokg selektywno$¢ w rozpoz-
nawaniu elastazy. Stwierdzono jednocze$nie, ze miejs-
ce wigzace aptamer wykazuje stereoselektywnosé, po-
niewaz aptamer zawierajacy L-waline (IC50 ~ 20 nM)
jest 4-krotnie silniejszym inhibitorem elastazy niz jego
analog zawierajagcy D-waline.

Kombinatoryczna biblioteka zawierajaca czasteczki
RNA zmodyfikowane w pozycji 2’ grupg aminowg
zostata utworzona w celu wyselekcjonowania stabil-
nego aptameru dla zasadowego czynnika wzrostu
fibroblastow (bFGF) [52], ktdry uczestniczy w proce-
sie angiogenezy. Rozw0j nowych naczyn krwionos-
nych rzadko wystepuje u zdrowych dorostych osob,
jednakze ma miejsce w pewnych stanach patologicz-
nych, takich jak np. tuszczyca, reumatoidalne zapale-
nie stawow, retinopatia cukrzycowa, czy rozwdj nowo-
tworu. Metodg selekcji in vitro wyizolowano czasteczki
o wysokim powinowactwie do bFGF. Pomimo obec-
nosci czterech par guanozyny, wykluczono mozliwos$¢
tworzenia struktury tetrapleksowej przez otrzymane
aptamery. Stata dysocjacji Kd dla najbardziej aktyw-
nych aptameréw wynosita ok. 0,35 nM. Ligandy te
byty okoto 1000 razy bardziej stabilne w 90% surowicy
ludzkiej niz naturalny RNA. W poréwnaniu z piecio-
ma innymi biatkami z rodziny FGF wykazywaty one
wysoka specyficznos¢ w stosunku do bFGF. Dane te
wskazujg, ze pomimo réznych sekwencji zmodyfiko-
wane aptamery wykazujg réwnie wysokie powinowac-
two i specyficzno$¢ w stosunku do bFGF jak natural-
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ne, niemodyfikowane czasteczki wyselekcjonowane
metodg SELEX [53]. W eksperymencie z komoérkami
CHO wykazano, ze zmodyfikowane aptamery hamujg
wigzanie sie czynnika bFGF z jego receptorem na
powierzchni tych komoérek; 50%-owe zahamowanie
aktywnosci bFGF obserwowano juz przy 1-3 nM
stezeniu aptameru. Poniewaz indukcja migracji komo-
rek srédbtonka ma zasadnicze znaczenie w procesie
angiogenezy, zbadano rowniez wplyw aptameru dla
bFGF na migracje komérek srédbtonka aorty wotu
(BAE, ang. bovine aorta endothelial cells). Stwierdzono,
ze proces ten jest hamowany w 50% juz przy jego 50
nM stezeniu. Aptamer dla bFGF uzyty w stezeniu 50
nM hamuje takze proliferacje ludzkich komdrek $rod-
btonka zyly pepowinowej (HUVEC, ang. human umbi-
lical vein endothelial cells).

W badaniach nad aptamerem trombiny Toole
i wsp.wykorzystali kombinatoryczng biblioteke skta-
dajacg sie rowniez ze zmodyfikowanych oligorybonu-
kleotydow [42]. Do ich syntezy uzyto trzy naturalne
nukleotydy A, G i C oraz jeden zmodyfikowany:
5-(I-pentynylo)-2’-deoksyurydyne. Stosujgc takg samg
metode selekcji jak poprzednio [18], po 6 cyklach
otrzymano aptamery zawierajace zmodyfikowane za-
sady. Ich wigzanie sie do trombiny i hamowanie jej
aktywnosci w bardzo duzym stopniu zalezato od
obecnosci zmodyfikowanej zasady, poniewaz ligand
0 tej samej sekwencji zasad zawierajgcy urydyne
zamiast 5-(lI-pentynylo)-2’-deoksyurydyny byt catko-
wicie pozbawiony witasciwos$ci aptamerycznych wobec
trombiny [42].

Tiofosforanowe analogi oligonukleotydéw takze
moga wykazywaé wtasciwosci aptameryczne. W ya 11
1 wsp. poddali odpowiednim testom tiofosforanowe
analogi wszystkich mozliwych oktanukleotydéw
i stwierdzili, ze oktamer d[TTGGGGTT] hamuje
proces namnazania sie wirusa HIV [54]. Cztery czaste-
czki tego oligonukleotydu tworzg tzw. tetrapleks row-
nolegty. Zdolno$¢ do tworzenia tetrapleksu oraz obec-
no$¢ szkieletu tiofosforanowego wydaja sie by¢ warun-
kiem koniecznym dla uzyskania aktywnos$ci przeciw-
wirusowej przez te czasteczke, ktéra wiaze sie z petla
V3 biatka gp 120 wirusa HIV.

W innych badaniach wykazano, ze tiofosforanowe
analogi okta- i heptanukleotydéw, rowniez bogate
w reszty deoksyguanozyny, mogg hamowaé¢ w warun-
kach in vitro polimeryzacje DNA katalizowang przez
polimeraze DNA z faga T7 albo przez odwrotng
transkryptaze wirusa ptasiej biataczki [55]. Sposrod
tych fragmentéw DN A najsilniejszy efekt inhibitorowy
wykazywaty oligomery zawierajagce 8 nukleotydow,
w tym cztery nastepujgce po sobie reszty deoksyguano-
zyny. Tiofosforanowe oligonukleotydy uzyte w steze-
niu 0,13-0,25 pM hamowatly aktywno$s¢ AMV RT,
natomiast w stezeniu 1-25 pM hamowaty aktywnos¢
fagowej polimerazy DNA. Zamiana ktorejkolwiek
reszty deoksyguanozyny na inny nukleotyd catkowicie
likwidowata wiasciwosci inhibitorowe oligomeréw.
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Pomiar temperatury miekniecia (Tn) oraz elektro-
foreza na zelu poliakryloamidowym w warunkach
niedenaturujgcych dowiodty istnienia polimerycznych
struktur wyzszego rzedu, ktére prawdopodobnie sg
odpowiedzialne za efekt inhibitorowy tych oligonuk-
leotydow. Niewielka efektywno$¢ dziatania tych ap-
tameréw moze wynika¢ z faktu, ze byly to zaledwie
oktanukleotydy.

Niezalezne badania przeprowadzone przy uzyciu
dtuzszych fragmentéw DNA wykazaly, ze tiofosfora-
nowy oligonukleotyd o sekwencji A[AGATGTTTGA-
GCTCT] moze hamowaé aktywnos$¢ odwrotnej trans-
kryptazy AMV przy znacznie nizszym stezeniu, przy
czym jego efektywno$¢ zalezy od konfiguracji absolut-
nej na atomach fosforu tiofosforanowych wigzan inter-
nukleotydowych: izomer all-Sp uzyty w stezeniu 400
nM powoduje 70% zahamowanie aktywnosci enzymu,
natomiast izomer all-Rp powoduje tylko 30% ob-
nizenie aktywnos$ci AMV RT [56]. Z kolei izomer
all-Rp oligonukleotydu d[AAGCATACGGGGTGT]
zawierajgcego 4 nastepujace po sobie reszty deok-
syguanozyny, w 90% hamuje aktywno$¢ AMV RT juz
przy stezeniu 60 nM, podczas gdy izomer all-S
powoduje w tych warunkach zaledwie 10% zahamo-
wanie aktywnosci tego enzymu [56].

VI. Aptamery dla przeciwciat

Zainteresowanie aptamerami dla przeciwciat jest
zwigzane z poszukiwaniami sposob6w leczenia chordb
autoimmunizacyjnych. Pierwsza wzmianka o oddzia-
tywaniach przeciwciat z kwasami nukleinowymi po-
chodzi z prac Schwartza i .Stollara [57],
ktérzy jednak nie przeprowadzili szczeg6towej analizy
obserwowanych interakcji DNA-przeciwciata. W 1986
roku opisano autoprzeciwciata wigzgce tRNAMt
i shRNA Ul pochodzace z komorek HelLa [58].
Wyniki te daty podstawe do przypuszczen, ze RNA
moze funkcjonowaé jako epitop w stosunku do tych
domen przeciwciata, ktdre wigzg antygen.

W nastepnych latach zostata rozwinieta strategia
selekcji epitopow o strukturze RNA, rozpoznajgcych
autoprzeciwciata pozyskane od pacjentéw z zespotem
naktadajgcego sie liszaja (ang. syndrom lupus-overlap)
[59]. Tsai i Keene, stosujac metode selekcji ligan-
dow, otrzymali réwniez epitopy RNA skierowane
przeciwko autoprzeciwciatom powodujgcym uktado-
wy toczen rumieniowaty (SLE, ang. systemie lupus
erythematosus) [60]. Po trzech cyklach procesu wysele-
kcjonowano oligorybonukleotydy, ktore swojg sek-
wencjg oraz strukturg Il- i Ill-rzedowg przypominaty
naturalne regiony wystepujace w czgsteczkach snRNA
Ul (ang. smali nuclear RNA UlI, niskoczasteczkowy
jadrowy RNA bogaty w reszty urydyny). Eksperymen-
ty kompetycyjne potwierdzity, ze wyizolowane ligandy
hamujg oddziatywania autoprzeciwcigt z snRNA UlI.
Wyselekcjonowana czasteczka RNA moze funkcjono-
wac zarowno jako specyficzny inhibitor oddziatywan
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przeciwciatlo — antygen, jak i detektor obecnosci
przeciwciat.

W 1996 roku Wiegand i wsp., stosujagc metode
SELEX, otrzymali oligonukleotydy, ktére efektywnie
(Kd= 10—35 nM) i selektywnie wigzg sie z IgE [61],
Ligandy te byly izolowane z trzech réznych bibliotek:
dwie zawieraly czasteczki RNA, posiadajace zmodyfi-
kowane zasady (2’-aminopirymidyny), a trzecia pula
zawierata czasteczki jednoniciowego DNA. Analiza
ich struktury drugorzedowej sugerowata mozliwosé
tworzenia tetrapleksu przez czasteczki RNA oraz
struktury petli z trzonem przez czasteczki DNA. Stwie-
rdzono, ze opisane wyzej aptamery wiazg sie z im-
munoglobulinami klasy IgE, ktére sg odpowiedzialne
za rozw0j chorob alergicznych.

VII. Aptamery dla czasteczek o niskim cie-
zarze czgsteczkowym

Niektore naturalnie wystepujace kwasy nukleinowe
majg zdolnos$¢ specyficznego wigzania sie z substanc-
jami niskoczgsteczkowymi. Znane sg np. oddziatywa-
nia introndéw grupy | z guanozyng [62] iz L-argining
[63]. Wiadomo rdowniez, ze element TAR w RNA
wirusa HIV tworzy specyficzny kompleks z L-argining
[64]. Od czasu odkrycia metody selekcji in vitro
zidentyfikowano wiele aptamerdw o strukturze RNA
lub DNA, ktdre specyficznie wiazg sie z czasteczkami
0 niskiej masie czgsteczkowej. W ten sposéb otrzyma-
no oligonukleotydowe aptamery takich naturalnych
czasteczek jak: barwniki organiczne [10, 65]; ATP [66,
67]; alkaloidy [68]; antybiotyki aminoglikozydowe
[69], czy aminokwasy (np. tryptofan [70], arginina
[71-72] i walina [73]).

W oddziatywaniach oligonukleotyd-biatko moga
uczestniczy¢ pojedyncze aminokwasy. Wykazano, ze
W procesie rozpoznawania przez biatko Tat regionu
TAR wmRNA wirusa HIV-1 decydujacg role odgrywa
arginina znajdujaca sie wewnatrz zasadowej domeny
Tat [74]. Tak wiec izolowanie sekwencji RNA zdol-
nych do specyficznego rozpoznawania pojedynczych
aminokwas6w pozwolitoby lepiej zbada¢ oddziatywa-
nia biatko-kwasy nukleinowe. Poszukujac aptameru
dla tryptofanu zesp6t Szostaka [70] wykazal, ze
czasteczka RNA w sposéb stereospecyficzny wiaze sie
z D-tryptofanem, natomiast w stosunku do L-tryp-
tofanu wykazuje okoto 1000 razy mniejsze powinowa-
ctwo. Podobne stereozrdznicowanie zaobserwowano
dla aptameru argininy [75]. Stata dysocjacji komplek-
su aptamer-arginina byta 12 x 103 razy wyzsza dla
enancjomeru D niz dla L. Natomiast w przypadku
aptameru waliny zaobserwowano L-stereoselektyw-
no$¢ [73], Powyzsze dane S$wiadczg o tym, ze ap-
tamery, podobnie jak wiele enzyméw, wykazujg stere-
oselektywno$¢ w stosunku do docelowych czasteczek.

VIIIl. Podsumowanie

Podstawowg cechg krétkich fragmentéw RNA lub
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DNA jest ich zdoInos$¢ do hybrydyzacji z komplemen-
tarnymi fragmentami kwaséw nukleinowych. Jednak-
ze pojawiajgce sie od pewnego czasu doniesienia
0 niespecyficznych oddziatywaniach antysensownych
oligonukleotydéw z biatkami sktonity wielu badaczy
do poszukiwania przyczyn tego zjawiska. W ostatnich
latach wykazano, ze fragmenty kwaséw nukleinowych
0 okreslonej sekwencji zasad mogg mie¢ whasciwosci
aptameryczne, dzieki ktérym wigza sie silnie z biat-
kami. Obecnie tego typu oddziatywania stanowig
nowg dziedzine badan, a dzieki opracowaniu wydaj-
nych metod chemicznej syntezy oligonukleotydéw
oraz metod powielania DNA i RNA w warunkach in
vitro, wynaleziono efektywny sposob selekcji aptame-
row. Z kolei znajomo$¢ metod sekwencjonowania
kwasow nukleinowych oraz nowoczesne techniki ana-
lizy komputerowej i NMR umozliwity precyzyjne
badanie ich struktury, a takze sposobu oddziatywania
z innymi czasteczkami. Miarg zainteresowania ap-
tamerami i ich wiasciwosciami jest szybko rosnaca
liczba publikacji, zas mozliwos$¢ zastosowania oligo-
nukleotydowych aptamerdw w terapii lub diagnostyce
wielu chordb wydaje sie w petni realna.

Artykut otrzymano 16 marca 1998 r.
Zaakceptowano do druku 10 wrzesnia 1998 r.
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Roslinne geny odpornosci i ich rola podczas infekcji

Plant Resistance genes and their role during infection

MAGDALENA KRZYMOWSKA*

Spis tresci:

I.  Wprowadzenie
Il. Roslinne geny odpornosci
I11-1. Funkcje przypisywane poszczegélnym domenom
biatek kodowanych przez roslinne geny odpornosci
11-1.1. Powtdrzenia bogate w leucyne
11-1.2. Sekwencja wigzaca nukleotydy
11-1.3. Suwak leucynowy
11-1.4. Regiony wykazujgce podobienstwo do biatek
Toll i receptora interleukiny |
11-1.5. Domena o aktywnosci kinazy serynowo-
-treoninowej
11-2. Ewolucja genéw R
I1l. Zdarzenia zainicjowane rozpoznaniem obecnosci patoge-

na
IV. Reakcje obronne wspdlne dla $wiata rodlin i zwierzat

Wykaz stosowanych skrotow: HR — reakcja nadwrazliwosci:
NBS — sekwencja wigzaca nukleotydy; LRR — powtérzenia
bogate w leucyne; TMV — wirus mozaiki tytoniowej; MHC
— uktad zgodnos$ci tkankowej; biatka PR — biatka in-
dukowane podczas patogenezy; SA — kwas salicylowy; SAR
— reakcja odpornosci wzbudzonej.

I. Wprowadzenie

Ros$liny w swoim $rodowisku nieustannie narazone
sg na kontakt z mikroorganizmami chorobotwér-
czymi. Jednak tylko w nielicznych przypadkach do-
chodzi do infekcji i rozwoju zmian chorobowych.
Procesy warunkujgce odporno$¢ komdrek roslinnych
sq bardzo zlozone i zalezg od calej gamy reakcji,
ktérych celem jest uniemozliwienie patogenowi kolo-
nizacji a nastepnie porazenia rosliny. OdpowiedzZ
rosliny mozna podzieli¢ na dwie fazy: wczesng obej-
mujacg rozpoznanie obecnosci patogena i powstanie
sygnatu o infekcji oraz pdZzng zwigzang z aktywacja
mechanizmow obronnych. Decydujgca réznica miedzy
reakcjg rosliny odpornej i wrazliwej, jak sie powszech-
nie uwaza, dotyczy czasu koniecznego dla rozpoznania
obecnosci patogena co pocigga za sobg uruchomienie
p6znych procesow. Roslina odporna zdolna jest pod-
ja¢ natychmiastowaq i skuteczng obrone, podczas gdy
reakcje rosliny wrazliwej sg wolniejsze i stabsze, a tym
samym niewystarczajagce by zahamowaé wzrost czy
rozprzestrzenianie sie patogena. Tak wiec, przetamanie
odpornos$ci spowodowane jest na og6t niezdolnoscig

* Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawinskiego
5a, 02-106 Warszawa
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rosliny do percepcji patogena a nie brakiem mechaniz-
mow obronnych. Odpornos¢ rosliny moze przejawiaé
sie w roznych formach. Czesto towarzyszy jej reakcja
nadwrazliwosci (HR, ang. hypersensitive response).
Polega ona na obumieraniu komdrek w bezposrednim
sgsiedztwie miejsca infekcji, co ma zapobiega¢ dal-
szemu rozprzestrzenianiu sie patogena.

W ostatnich trzech latach dokonano ,milowego
kroku” prowadzacego do wyjasnienia proceséw kont-
rolujgcych wczesne etapy odpowiedzi obronnej. Wyi-
zolowano i scharakteryzowano geny roslinne, ktérych
produkty uczestniczag w rozpoznaniu obecnosci pato-
gena. Poznano tez sekwencje wielu genéw wirusowych,
bakteryjnych i grzybowych, ktdrych produkty syg-
nalizujg roslinie obecno$¢ patogena. W przypadku
niektérych patosysteméw zaproponowano model od-
dziatywania produktow genéw gospodarza i patogena.
Jak wspomniano wcze$niej, rozpoznanie infekcji jest
krytyczne dla odpornosci rosliny. Nie nalezy jednak
zapomina¢, ze zapoczatkowuje ono ztozong kaskade
reakcji, ktorych regulacja a takze znaczenie jest ciggle
jeszcze stabo poznane. Tak wiec dopiero odkrycie
mechanizmow rzadzacych p6zng fazg odpowiedzi
obronnej pozwoli na stworzenie kompletnego modelu
oddziatywan patogen-roSlina.

I1. Roslinne geny odpornosci

Juz na poczatku XX wieku hodowcy zauwazyli, ze
cecha odpornosci jest dziedziczna i segreguje zgodnie
zprawami Mendla. Fakt ten wykorzystywano z powo-

dzeniem do selekcji odpornych odmian zb6z, w tym
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KLASA GEN ROSLINA PATOGEN GEN Avr
1 RPS2 Arabidopsis Pseudomonas avrRpt2
thaliana syringae pv.tomato
Podklasa RPM1 A. thaliana P. syringae avrRpml
1 pv. maculicola
Prf Lycopersicon P. syringae pv. avrPto
esculentum tomato
12C-1 L. esculentum Fusarium oxysporum f nieznany
sp lycopersici
N Nicotiana T™MV replikazy
tabacum TMV?
Podklasa L6 Linum Melampsora lini AL6
Il usitatissimum
M L. usitatissimum  Aff. lini AM
Rpp5 A. thaliana Peronospora avrPpo

parasitica Noco2

Cf-2 L. esculentum Cladosporium fulvum  Avr2
Cf-4 L. esculentum C. fulvum Avrd

I Cf-5 L. esculentum C. fulvum Avr5
Cf-9 L. esculentum C. fulvum Avr9
Hslpol Beta vulgaris Heterodera schachti nieznany

Schmidt
n Pto L. esculentum P. syringae pv tomato avrPto
v Xa2l Oryza sativa Xanthomonas oryzae nieznany

pv oryzae

Ryc. 1. Zestawienie wyizolowanych roslinnych genéw odpornosci.

konstruowania mieszancéw miedzygatunkowych mie-
dzy zbozami i spokrewnionymi gatunkami ros$lin wy-
stepujagcymi w stanie dzikim. Jednak dopiero w latach
dziewiecdziesiatych udato sie wyodrebnié pierwsze
geny warunkujgce odpornos$¢ roslin (geny R). Do tej
pory poznano sekwencje kilkunastu z nich, wyizolowa-
nych z réznych roslin i determinujacych odpornos¢ na
chorobotwdrcze wirusy, bakterie, grzyby czy nicienie.
Interesujagcym jest, ze cho¢ sklonowane geny pochodzg
z niespokrewnionych gatunkdw roslin i warunkuja
odpornos$¢ na choroby o roznej etiologii, kodujg one
biatka wykazujace charakterystyczne cechy budowy.

Wykorzystujgc podobienistwa w strukturze i lokali-
zacji produktéw genéw R podzielono je na cztery klasy
(Ryc. 1). Pierwsza z nich obejmuje geny kodujace
biatka zawierajgce konserwowang ewolucyjnie sek-
wencje wigzacg nukleotydy (NBS ang. nucleotide bin-
ding sequence) oraz liczne powtdrzenia bogate w leucy-
ne (LRR ang. leucine reach repeat). W tej klasie mozna
wydzieli¢ dalej dwie podklasy. W pierwszej z nich,
oprécz wymienionych elementéw produkty posiadaja
na N-koncu biatka sekwencje typowa dla suwaka
leucynowego. Do grupy tej nalezg geny: RPS2, RPM1
[1-3] z Arabidopsis thaliana (oba kodujg odpornos$é na
Pseudomonas syringae, odpowiednio pv. tomato i pv.
maculicola), Prf [4] z pomidora (odporno$¢ na P.
syringae pv. tomato) oraz 12C-1 [5] takze z pomidora
(odpornos$é na Fusarium oxysporum f sp lycopersici).
Produkty drugiej podklasy posiadajg N-koficowg do-
mene homologiczng do cytoplazmatycznej czesci biat-
ka Toll, zwigzanego z programem rozwojowym i reak-
cjg obronng Drosophila melanogaster oraz do recep-
tora dla interleukiny 1 systemu immunologicznego
ssakow (tzw. domena TIR). W skiad podklasy tej
wchodzg: gen N [6] z tytoniu (odpornos$¢ na wirusa
mozaiki tytoniowej TMV), L6 i M [7, 8] z Inu
(odpornos$é na rdézne rasy grzyba Melampsora lini) oraz
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Rpp5 [9] z A. thaliana (odporno$¢ na Peronospora
parasitica,Noco2). Drugg klase tworzg geny: Cf-2 [10],
Cf-4, Cf-5 [11] i Cf-9 [12] z pomidora (odpornos¢ na
rézne rasy Cladosporium fuluum) oraz Hslpr0= [13]
z buraka cukrowego (odporno$é na Heterodera scha-
chti Schmidt) kodujgce biatka przypominajgce budo-
wa receptory komorek zwierzecych. Niemal w catosSci
zbudowane sg one z jednostek LRR potozonych
zewnatrzkomorkowo, z hipotetycznej domeny trans-
btonowej oraz niewielkiej domeny cytoplazmatycznej
zlokalizowanej na C-koncu biatka. Do trzeciej klasy
zalicza sie gen Pto z pomidora [14] determinujacy
odpornos$¢ na P. syringae pv. tomato. Produkt biat-
kowy Pto wykazuje aktywno$¢ kinazy serynowo-treo-
ninowej. Jak wynika z badan genetycznych, dla wy-
stapienia cechy odpornos$ci oprocz Pto niezbedna tez
jest obecno$¢ innego, wspomnianego powyzej, genu
Prf. Czwartg klase stanowi, jak na razie, jeden gen
Xa21l wyizolowany z ryzu, ktéry nadaje odporno$¢ na
Xanthomonas oryzae pv. oryzae [15]. Koduje on
biatko o budowie zblizonej do receptoréw btonowych
komorek zwierzecych o aktywnosci kinazy. Receptory
te zbudowane sg z zewnatrzkomoérkowej domeny
wigzacej ligand, potgczonej z cytoplazmatycznag dome-
ng wykazujgcg aktywnos$¢ kinazy. Aktywacja ich na-
stepuje poprzez przytgczenie ligandu do domeny ze-
wnatrzkomadrkowej, co pocigga za sobg zmiane kon-
formacji biatka a tym samym zwiekszenie aktywnosci
katalitycznej domeny cytoplazmatycznej. Produkt ge-
nu Xa2l posiada N-koficowg domeng LRR ekspono-
wang na zewnatrz komorki, domene transbtonowg
oraz cytoplazmatyczng domene o charakterze kinazy
serynowo-treoninowej. Tak wiec, biatko to tagczy cechy
biatek z klasy Il i Ill.

W podanej klasyfikacji nie uwzgledniono pierw-
szego wyizolowanego roslinnego genu odpornosci
Hml z kukurydzy. Warunkuje on odporno$¢ na grzy-
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ba Cochliobolus carbonum, wytwarzajgcego toksyne
Hc. Mutacje znoszace produkcje toksyny sg recesywne
i korelujg z utratg zjadliwos$ci patégena. Toksyna Hc
hamuje in vitro aktywno$¢ deacetylazy histonowej
z kukurydzy [16]. Stad postuluje sie, ze mechanizm
dziatania toksyny He in vivo polega na inhibicji
deacetylazy histonowej. Zgodnie z tg hipotezg, trak-
towanie embrionéw oraz zawiesiny komoérkowej,
z wrazliwej linii kukurydzy, toksyng Hc prowadzi do
nagromadzenia hiperacetylowanych form histonow
H3 i H4. Podobnie, w odpowiedzi na toksyne lub
infekcje szczepem C. carbonum, produkujgcym te tok-
syn, wrazliwe linie kukurydzy akumulowaty hiper-
acetylowane formy histonéw H3 i H4 [17]. Gen HmlI
z kukurydzy koduje zalezng od NADPH reduktaze
inaktywujaca grzybowag toksyne [18]. W tym przypad-
ku odpornos¢ rosliny opiera sie nie na rozpoznaniu
patdgena, lecz na inaktywacji jednego z czynnikéw
odpowiedzialnych za jego zjadliwos$¢. Nic wiec dziw-
nego, ze gen ten nie wykazuje jakichkolwiek podo-
bieAstw do opisanych powyzej genow.

I1.1. Funkcje przypisywane poszczegdlnym dome-
nom biatek kodowanych przez roslinne geny
odpornosci

I1-1.1. Powtdrzenia bogate w leucyne

Najbardziej znamienng cechg nieomal wszystkich
opisanych powyzej biatek R jest obecnos$¢ powtorzen
bogatych w leucyne. Motywy LRR to seria powtérzo-
nych ok. 24 aminokwaséw. Zawierajg one na og6t
leucyne badz inny hydrofobowy aminokwas w regular-
nych odstepach. Motywy LRR wystepujg nie tylko
w produktach genéw R ale takze w wielu poznanych
dotagd biatkach i biorg udziat w oddziatywaniach
biatko-biatko, biatko-weglowodany oraz w wigzaniu
peptydowych ligandow [19].

Rosliny transgeniczne ryzu wyrazajace jedynie do-
mene LRR biatka Xa21, nabyty czesciowag odpornosé
na sze$¢ szczepéw X. oryzae [20], co sugeruje, ze
domena ta bierze udziat w rozpoznawaniu czynnika
chorobotwdérczego. Takze wyniki analizy hybrydo-
wych alleli genu L z Inu, kodujgcych r6zne kombinacje
domen oraz naturalnych wewngtrzgenowych rekom-
binantéw silnie przemawiajg za tym, ze domeny LRR
determinujg w gtoéwnej mierze specyficznos¢ reakcji
rozpoznania patégena [21]. Z kolei, delecje w obrehie
domeny LRR biatka M z Inu prowadzg do utraty
odpornosci [8]. Réznice miedzy czterema sklonowa-
nymi genami Cf (Cf-2, Cf-4, Cf-5 i Cf-9) z pomidora
dotyczg gtownie czesci kodujacej domene LRR, co
wskazuje, ze rowniez w przypadku tych gendw domena
LRR moze odpowiada¢ za specyfike oddziatywan
z rébznymi szczepami patdgena.

Pojedyncze podstawienia aminokwasowe w dome-
nie LRR biatek Rps2, Rpml i N prowadzg do zaniku
reakcji nadwrazliwosci (HR) [20]. Dowodzi to, ze
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nawet niewielkie zmiany w obrebie LRR powodujg
zaburzenia w odpowiedzi obronnej rosliny. Jakkol-
wiek powszechnie przyjmuje sig, ze domena LRR
zwigzanajest z rozpoznaniem czynnika chorobotwor-
czego, nie mozna wykluczy¢, ze domena ta umozliwia
interakcje biatka R z kolejnymi biatkowymi sktad-
nikami w kaskadzie przekazywania sygnatu. Ten ostat-
ni mechanizm znany jest u Saccharomyces cerevisiae,
kiedy na skutek aktywacji receptora dochodzi do
oddziatywania biatka Ras z domeng LRR cyklazy
adenylowej. Motywy LRR w biatkach R pierwszej
klasy (to jest w biatkach R zawierajgcych sekwencje
wigzacg nukleotydy), posiadajg niedokiadne powto-
rzenia o sekwencji podobnej do sekwencji LRR wy-
stepujgcej w drozdzowej cyklazie adenylowej, podczas
gdy motywy LRR pozostatych biatek (klasa druga
i czwarta) Scisle przystajg do konsensusu i zawierajg
konserwowang glicyne charakterystyczna dla potozo-
nych zewngtrzkomdérkowo domen z powtdrzeniami
leucynowymi. Stagd wydaje sie prawdopodobne, ze
domena ta mogtaby peini¢ odmienne funkcje w réz-
nych typach biatek R.

11-1.2. Sekwencja wigzaca nukleotydy

Miejsce wigzania nukleotydéw (NBS) stanowi ele-
ment wielu biatek (biatek Ras, ATP-azy, czynnikéw
elongacyjnych translacji i biatek G) krytycznych dla
fundamentalnych proceséw komoérkowych. Fakt, ze
rowniez szereg biatek R zawiera trzy konserwowane
motywy charakterystyczne dla NBS sugeruje, ze wig-
zanie trojfosforan6w nukleozydéw (ATP, GTP) ma
znaczenie dla prawidtowego funkcjonowania tych bia-
tek. Opierajac sie na zmianach fenotypowych réznych
mutacji ras, poddano ukierunkowanej mutagenezie
sekwencje NBS genu N [21], a nastepnie tak zmodyfi-
kowane geny wprowadzono do tytoniu. W roslinach
wrazliwych na infekcje TMV byty one niefunkcjonal-
ne. Natomiast w ros$linach posiadajacych funkcjonalny
gen N, mutacje te miaty charakter dominujgcy i nega-
tywny. Niektdre z nich prowadzity do obnizenia
odpornosci badZ catkowitej jej utraty. Sugeruje to, ze
biatko N dziata jako dimer lub tez jego forma zmuto-
wana inaktywuje biatka pomocnicze uczestniczace
W procesie rozpoznawania wirusa. Podobnie mutacje
dotyczace aminokwasow Kkrytycznych dla wigzania
nukleotydéw, wprowadzone do biatka Rps2, powodu-
ja brak odpowiedzi typu HR [20]. Domena tajest wiec
niezbedna dla prawidtowego funkcjonowania biatka.
Na podstawie dotychczasowych danych nie mozna
jednak stwierdzi¢, czy dochodzi do przytgczenia nuk-
leotydu ijego uwolnienia z rozszczepieniem wysoko-
energetycznego wigzania.

11-1.3. Suwak leucynowy

Jedynie hipotetyczne rozwazania mozna prowadzic
nad znaczeniem sekwencji kodujgcej domene biatka
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o strukturze suwaka leucynowego, ktéra znajduje sie
na 3' koncu niektdrych genéw klasy I. Struktura ta
umozliwia oddziatywania miedzy biatkami poprzez
wytworzenie konformacji zwinietego kiebka (ang. coi-
led-coil). Bierze ona udziat w tworzeniu homo- i hetero-
dimeréw eukariotycznych czynnikéw transkrypcyj-
nych. Jej obecnos¢ stwierdzono takze w wielu biatkach
0 réznych funkcjach takich jak: miozyna czy podjed-
nostki biatek G [22,23]. W chwili obecnej sprawdza sie
mozliwo$¢ homodimeryzacji produktéw genéw R
a takze stosujgc drozdzowy system dwuhybrydowy
poszukuje sie innych biatek, ktére mogtyby oddziaty-
wacé z nimi poprzez domene suwaka leucynowego.

11-1.4. Regiony wykazujgce podobienstwo do bia-
tek Toll i receptora interleukiny 1

W produktach genéw R jednej z podgrup klasy
1 wystepuje duza domena, zwana TIR, wykazujgca
podobienstwo do cytoplazmatycznej sygnalnej czesci
receptora dla interleukiny 1 (lI-IR) ssakéw oraz
receptora Toll Drosophila. Co ciekawe, aktywacja
receptoréw Toll oraz 11-1R prowadzi do uruchomie-
nia odpowiedzi obronnej skierowanej przeciw drobno-
ustrojom. Mutacje w obrebie domeny TIR prowadzg
do uposledzenia badz zaniku funkcji produktéw ge-
now L i N [21] wskazujac, ze domena tajest niezbedna
dla rozpoznania patogena przez ro$line.

11-1.5. Domena o aktywnosci kinazy serynowo-
-treoninowej

Obecnos¢ domeny kinazy serynowo-treoninowej
w biatku Pto oraz Xa2l sugeruje wazkg role procesu
fosforylacji w przekazywaniu sygnatu o infekcji. Pro-
dukt genu Pto wykazuje aktywnos$¢ kinazy biatkowej
in vitro [24]. DoSwiadczenia z uzyciem drozdzowego
systemu dwuhybrydowego sugerujg, ze produkt genu
Pto bezposrednio oddziatywuje z czynnikiem AvrPto
[25, 26]. Konstrukcja i analiza hybrydowych genow
Pto wskazuje, ze jedna z domen (domena VIII),
nadajgca biatku specyficzno$¢ kinazy serynowo-treo-
ninowej, jest niezbedna dla interakcji biatka Pto
z bakteryjnym czynnikiem AvrPto. Ten sam region jest
réwniez konieczny dla wywotania odpowiedzi typu
HR w transgenicznych pomidorach po ich infekcji
przez bakterie P. syringae posiadajgcg gen avrPto.
Tang i wsp. [25] zaproponowali, ze rolg czynnika
AvrPto jest umozliwienie oddziatywania dwdch czas-
teczek biatka Pto, co prowadzi do wzajemnej fos-
forylacji monomerow Pto. Hipoteza ta zostata po-
twierdzona przy uzyciu drozdzowego systemu trojhyb-
rydowego [21]. Ufosforylowane biatko Pto, fosforylu-
je kolejng w kaskadzie kinaze serynowo-treoninowg
produkt genu Ptil [27]. Z biatkiem Pto oddziatywuja
rébwniez biatka Pti4, Pti5 oraz Pti6; ktore, jak sie
przypuszcza, nalezg do rodziny czynnikow transkryp-
cyjnych (biatka EREB), regulujacych aktywnos$¢ ge-
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now w odpowiedzi na zmiany stezenia etylenu. W mo-
delu zaproponowanym ostatnio przez Martina
[21], Ptil reguluje odpowiedz HR, tgcznie z Pti4, Pti5
oraz Pti6, ktore bezposrednio uruchamiajg ekspresje
przynajmniej niektdrych biatek obronnych. Z badan
genetycznych wynika, ze w tym szlaku przekazywania
sygnatu bierze udziat réwniez produkt genu Prf [4].
Brak jednak ciggle odpowiedzi na pytanie, jakg peni
on role. Nasuwa sie takze pytanie, czy mozliwa jest
cytoplazmatyczng lokalizacja receptora o charakterze
kinazy serynowo-treoninowej? W S$wietle ostatnich
badan taka lokalizacja wydaje sie wysoce prawdopo-
dobna. Fakt, ze kinaza biatkowa Pto wymaga biatka
Prf, zawierajagcego motywy LRR, do nadania roslinie
odpornosci, sktania do zaproponowania modelu dwu-
sktadnikowego receptora. Receptor ten tworzytaby
kinaza serynowo-treoninowa (biatko typu Pto) oraz
biatko zawierajagce domeny LRR (jeden z produktéw
genu odpornosci klasy | czy Il). Uktad taki nasuwa
skojarzenia do biatka Xa2l z ryzu.

11-2. Ewolucja genéw R

Przetrwanie wigkszosci organizmdw zalezy od dzia-
tania systemow zapewniajgcych zmienno$¢ w obliczu
nowych warunkow $rodowiska. Podobnie, koniecz-
nym jest, by rosliny atakowane przez szybko ewolu-
ujace mikroorganizmy posiadaty mechanizm nabywa-
nia nowych cech odpornosci, atym samym dostosowy-
wania sie do innej sytuacji. Skuteczna obrona rosliny
przeciw czynnikom chorobotwdrczym zalezy przede
wszystkim od szybkiego rozpoznania obecnosci pato-
gena. Zdolno$¢ rozpoznawania patogendéw o danym
genotypie jest dziedziczna, tak wiec dla zachowania
gatunku, réwnie istotnym jest, by w genomie rosliny
znajdowato sie wiele gendéw, ktére zapewniatyby od-
porno$¢ przeciw wielu ré6znorodnym patogenom.

Badania genetyczne pokazaty, ze organizacja roslin-
nych genéw odpornosci w genomie moze przybierac co
najmniej cztery formy. Jedng z tych form jest obecnos¢
wielu alleli genu R, z ktérych kazdy warunkuje rozpoz-
nanie innych ras bgdz szczepow tego samego patogena.
Przyktadem jest locus L z Inu z 13-oma allelami
warunkujagcymi odporno$é wobec réznych ras grzyba
M. lini. W innym przypadku, pojedynczy gen R moze
wystepowac jedynie w ro$linie odpornej, jak RPMI
z A. thaliana. Szereg SciSle sprzezonych gendw moze
takze budowaé ztozone loci, jak ma to miejsce w tocus
M z Inu zawierajacym ok. 15 spokrewnionych genéw.
Taki schemat budowy cechuje loci N, Pto, Xa21 oraz
wszystkie cztery geny Cf Jeszcze inng konfiguracje
znaleziono w A. thaliana, gdzie w pewnych regionach
genomu, np. na chromosomie 5 mapuja sie luzno
utozone geny zapewniajgce odporno$¢ na wirusy,
grzyby i bakterie [28]. Jeden z nich: MRC-J deter-
minuje odporno$¢ na wirusy, rézne bakterie i jeden
gatunek grzybow z klasy Oomycetes [21].

Opisano szereg mechanizméw pozwalajgcych na
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powstawanie niespotykanych dotgd cech odpornosci
oraz na tworzenie nowych kombinacji cech rodziciels-
kich. Prawdopodobnie, najczesciej odbywa sie to na
drodze nier6wnocennego crossing-over poprzez sparo-
wanie sie réznych genéw R w czasie mejozy. Do
zmiany cech odpornos$ci dochodzi rowniez na skutek
konwersji genowej [29] oraz transpozycji [30]. Jak sie
wydaje, rosliny nie wytworzyty zadnego wyspecjalizo-
wanego mechanizmu zapewniajgcego wysokg zmien-
no$¢ gendéw R. Badania genetyczne ztozonego locus
Rpl z kukurydzy warunkujgcego odporno$¢ na grzyb
Puccinia sorghi ujawnity, ze na drodze nieréwnocen-
nego crossing-over oraz w mniejszym stopniu konwer-
sji genowej dochodzi do czestej rekombinacji w tym
regionie [29]. Prowadzi ona do powstania wariantow
taczacych cechy odpornosci obu rodzicow oraz two-
rzenia roslin o zmienionym fenotypie. W$rod roslin
potomnych zaobserwowano pojawianie sie roslin nio-
sgcych ceche odpornos$ci nie posiadang przez zadnego
z rodzicow i warunkowang przez nowy gen [29] oraz
roslin wytwarzajgcych nekrozy w nieobecnosci czyn-
nikdw chorobotwérczych [31]. Szczegolnie korzystna,
z punktu widzenia ewolucji, jest tandemowa organiza-
cja genoéw. Organizacja taka zapewnia, z jednej strony
kumulacje cech odpornosci przeciw wielu patogenom,
zdrugiej za$ stanowi materiat genetyczny pozwalajgcy
na powstawanie gendw kodujacych biatka o nowych,
niespotykanych dotad wiasciwosciach. Jednak, réw-
niez w przypadku loci utworzonych z pojedynczego
genu zjawiska crossing-over oraz konwersji genowej
odgrywac¢ moga wazka role.

Do modyfikacji gendw R (zaréwno w loci prostych,
jak iztozonych) dochodzi¢ moze wskutek wielu innych
wymienionych ponizej proceséw. Jak opisano wczes-
niej, istnieje wiele przestanek wskazujgcych, ze domena
LRR nadaje specyficzno$¢ biatkom R. Zwielokrot-
nienie badZ zmniejszenie liczby LRR moze zmieniaé
wiasciwosci percepcji patogena [32]. Wewnatrz dome-
ny LRR biatka M obecne sg dwa powtarzajgce sie
motywy o diugosci ok. 150 aminokwaséw i wysokim
stopniu identycznosci (75%). Co ciekawe, w trzech
niezaleznie wyizolowanych mutantach zaobserwowa-
no identyczne rearanzacje, w ktérych wieksza cze$é
pierwszego motywu oraz czes¢ drugiego ulegaty wypad-
nieciu [8]. Wyniki te wskazujg, ze wewnatrzgenowa
rekombinacja pomiedzy powtérzeniami albo zjawisko
niewtasciwego sparowania podczas replikacji (ang.
slipped alignment) moga kreowaé nowe — struktural-
nie zmienione geny. Poréwnanie sekwencji produktow
czterech genow odpornosci pomidora — Cf-2, Cf-4,
Cf-5i Cf-9 nardzne rasy C.fulvum wykazato, ze r6znice
miedzy nimi dotyczg gtéwnie N-koricowej czesci do-
meny LRR. Region ten charakteryzuje sie wysokg
zmienno$ciag, przypominajgca, miejsce wigzania pep-
tydu przez czasteczke MHC (uktad zgodnosci tkan-
kowej), co wskazuje na istnienie mechanizmu pozytyw-
nej selekcji zmian [21]. Poszczeg6lne domeny tworzg-
ce biatka drugiej podgrupy klasy | (biatka typu N)
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kodowane sg przez odrebne egzony. Taka budowa
gendw sugeruje, ze mechanizm tasowania egzonow
(ang. exon shuffling) moze roéwniez prowadzi¢ do
tworzenia gendw warunkujacych cechy o nowej specy-
ficznosci. Ponadto, introny transkryptow genoéw L6
oraz N sg wycinane na r6zne sposoby (ang. alternative
splicing), w rezultacie majg powstawac biatka nawet
znacznie skrocone [6, 7], W chwili obecnej trudno jest
jednak rozstrzygna¢, czy biatka te biorg udziat w per-
cepcji tego samego czynnika chorobotworczego, co
biatko peinej ditugosci czy determinujg specyficznos¢
wobec innego szczepu badz rasy patogena.

Analiza sekwencji siedmiu gendw z wielogenowej
rodziny Xa21 zryzu [30] pozwolita na zaproponowa-
nie modelu ewolucji tej rodziny. Proces ten zapoczat-
kowataby duplikacja a nastepnie réznicowanie gendéw
prowadzace do powstania dwoch odrebnych Klas.
W dalszych etapach na drodze nier6wnocennej rekom-
binacji pomiedzy elementami tej rodziny doszto do
wzbogacenia rodziny o dodatkowe geny. Kazdy ze
scharakteryzowanych w tej grupie genéw posiada
wysoce konserwowany region potozony tuz za kodo-
nem inicjacji translacji. Rekombinacja w tej czesci genu
mogta doprowadzi¢ do wytworzenia nowych zesta-
woéw promotor/sekwencja kodujgca. Kolejna duplika-
cja, tym razem dotyczaca kilku genéw rodziny Xa21l,
przyczynitaby sie ponownie do zwielokrotnienia liczby
gendw. Stosunkowo niedawnym zdarzeniem ewolucyj-
nym bytoby wbudowanie elementéw insercyjnych ty-
pu transpozondéw. W locus Xa2l odnaleziono ich 15
a ich integracja spowodowata prawdopodobnie po-
wstanie genéw kodujacych biatka o nowych wias-
ciwosciach.

Model ten nasuwa pytanie skad wyewoluowaty geny
odpornosci? Wydaje sie, ze ich najbardziej prawdopo-
dobnymi przodkami mogty by¢ geny kodujgce biatka
biorgce udziat w systemach, percepcji i przekazywania
sygnatu, koniecznych dla normalnego wzrostu i roz-
woju rosliny [28]. Znaczace podobieAstwo biatka
Xa2l do biatek A. thaliana kodowanych przez geny
Clavata i Erecta determinujgce ksztatt i rozmiar or-
ganow kwiatowych wydaje sie potwierdza¢ popraw-
nos¢ tego rozumowania. Produkty obu gendw uczest-
niczg w przekazywaniu sygnatu miedzy komérkami
z wykorzystaniem zewnatrzkomérkowego ligandu
[33, 28, 34]. Podobny typ budowy prezentuje réwniez
biatko stanowigce przypuszczalnie receptor dla brasy-
nosterydéw [35]. Z kolei, domena kinazy serynowo-
-treoninowej biatka Xa2l oraz Pto wykazuje podo-
bieAstwo do biatka SRK [36] z Brassica napus, bio-
ragcego udzial w reakcji odrzucenia witasnego pytku
(ang. self-incompatibility).

Ill. Zdarzenia zainicjowane rozpoznaniem
obecnosci patogena

Zaproponowana przez Flora [37] hipoteza ,,gen-
-do-genu” zaktada, ze do rozpoznania patogena i uru-
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chomienia reakcji obronnej rosliny, dochodzi wylta-
cznie gdy patogen niosacy gen avr atakuje rosline
zawierajacg ScisSle odpowiadajacy mu gen R. Zanim
poznano budowe molekularng tych genéw, przyjmo-
wano na og6t, ze produkt genu R stanowi rodzaj
receptora, za$ gen avr (awirulencji) warunkuje po-
wstawanie czasteczki o charakterze ligandu. Produkt
genu awirulencji sygnalizuje wiec roslinie obecno$¢
patogena (termin awirulentny nalezy odrézni¢ od
terminu niepatogenny, albowiem patogen posiadajacy
gen nur jest patogenny wobec roslin nie posiadajgcych
odpowiedniego genu R).

Kiedy patogen niosacy gen awirulencji avr atakuje
komérki rosliny posiadajgcej specyficzny gen odpor-
nosci R, dochodzi do rozpoznania go i uruchomienia
ztozonej strategii obronnej. Wczesne reakcje obejmujg
zmiany w przepuszczalno$ci btony komorkowej pro-
wadzgce do wyciekujondéw potasowych ichlorkowych
na zewnatrz komoérki oraz wnikania jonéw wodo-
rowych i wapniowych do wnetrza komérki. Nastepuje
tez wzmozona synteza nadtlenku wodoru zwana ,,wy-
rzutem wolnych rodnikéw” (ang. oxidative burst) [ 11].
Produkowany tg droga nadtlenek wodoru bierze
udziat w szeregu proceséw reakcji obronnej, to jest:
w bezposrednim niszczeniu patogena, w ,uszczelnie-
niu” $ciany komdrkowej poprzez jej lignifikacje oraz
poprzeczne usieciowanie biatek w niej wystepujacych
oraz w uruchomieniu programowanej genetycznie
$mierci komaérki podczas reakcji nadwrazliwosci (HR).
Aktywowane sg takze te szlaki metaboliczne, ktére
umozliwiajg synteze niskoczasteczkowych lipofilnych
zwigzkéw o wiasciwosciach bakterio- i grzybobdj-
czych, czyli fitoaleksyn. Percepcja patogena prowadzi
bardzo czesto do uruchomienia reakcji nadwrazliwo-
§ci, jednej z bardziej skutecznych strategii obronnych
stosowanych przez rosline. Polega ona na wytworze-
niu nekroz w miejscu wnikniecia patogena, co zapobie-
gajego dalszemu rozprzestrzenianiu sie. Nie wiadomo
dotychczas co jest bezposredniag przyczyng lokalizacji
infekcji. Mozna przyja¢, ze obumarta tkanka stanowi
fizyczng bariere dla dalszej inwazji. Mozliwe jednak,
ze reakcja ta ma pozbawié patogena sktadnikéw
odzywczych lub unicestwi¢ go enzymami hydrolity-
cznymi uwalnianymi przez umierajgce komdrki. Ba-
dania ostatnich lat wskazujg, ze $mier¢ komorki
w reakcji nadwrazliwo$ci jest genetycznie programo-
wana i nastepuje w konsekwencji transkrypcji i trans-
lacji specyficznych genéw gospodarza [38], Cho¢
istniejg pewne réznice morfologiczne proces ten przy-
pomina apoptoze — jeden z typO6w programowanej
$mierci komorek zwierzecych. Reakcji nadwrazliwos$ci
towarzyszy synteza wielu specyficznych biatek, ktére
moga bra¢ udziat w obronie rosliny przeciw dro-
bnoustrojom, zwanych biatkami PR [ang. Pathoge-
nesis Related] [39].

Pierwotna infekcja moze prowadzi¢ do wytworzenia
w catej roslinie dtugotrwatej podwyzszonej odpornosci
(SAR ang. systemie acquired resistance) na kolejne
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infekcje spowodowane przez ten sam lub wiele innych
czesto niespokrewnionych czynnikéw chorobotwor-
czych, w tym wirusy, bakterie i grzyby. Mechanizm ten
nie zapewniajednak ochrony przeciw wszystkim pato-
genom. SAR moze rozwing¢ sie zaréwno u rosliny
odpornej w nastepstwie odpowiedzi HR, jak réwniez
na skutek przebytej choroby u rosliny wrazliwej. Czas
konieczny do powstania odpornosci typu SAR oraz
okres, w ktérym sie ona utrzymuje zalezy od danego
uktadu patogen-ro$lina. Niewiele wiadomo o kas-
kadzie zdarzen prowadzacej do wytworzenia SAR.
Mozna zalozyé, ze zjawisko to obejmuje dwa etapy.
W pierwszym dochodzi do rozpoznania patogena
i wystania sygnatu o zakazeniu do innych, oddalonych
czesci rosliny. W drugim, komorki docelowe odbierajg
sygnat i uruchamiajg mechanizmy prowadzace do
aktywacji genéw SAR (wiele z nich nalezy do rodziny
genéw PR) i powstania zwiekszonej odpornosci. Sze-
reg danych eksperymentalnych wskazuje na wazkg
role kwasu salicylowego dla wytworzenia nabytej
odpornosci [40]. Najbardziej przekonywajgcych do-
wodoéw na krytyczne znaczenie kwasu salicylowego dla
catego procesu patogenezy roslin przyniosty badania
z wykorzystaniem transgenicznych roslin tytoniu za-
wierajgcych bakteryjny gen nahG z Pseudomonas puti-
da [41]. Produkt genu nahG, hydrolaza kwasu salicy-
lowego, katalizuje reakcje przeksztatcenia kwasu sali-
cylowego do katecholu. Tym samym, po zakazeniu
rosliny z aktywnym genem nahG zdolne byly do
gromadzenia tylko niewielkich ilosci kwasu salicylo-
wego i w konsekwencji wykazywaty ostrzejsze sym-
ptomy chorobowe, w porownaniu z ro$linami kontrol-
nymi [41]. RoS$liny te réwniez nie byly zdolne do
wytworzenia odpornosci nabytej typu SAR. Powyzsze
dane potwierdzajg udziat kwasu salicylowego, zarow-
no w powstaniu odpowiedzi typu HR, jak i SAR.
Jednak, wbrew pierwotnym przypuszczeniom, kwas
salicylowy nie stanowi jedynej czasteczki sygnalnej
przemieszczajacej sie elementami sitowymi, by urucho-
mi¢ odpowiedZz w oddalonych czesciach rosliny. Dla
petnego poznania natury SAR pomocna bedzie charak-
terystyka mutantéw upoéledzonych w funkcjach SAR.
Wyizolowano kilka klas takich mutantéw A. thaliana
z zaburzeniami na réznych etapach odpowiedzi. Feno-
typy determinowane przez te mutacje obejmujg zaréw-
no ro$liny o podwyzszonej syntezie SA i ekspresji
genow SAR oraz odpornosci, jak i niezdolne do
syntezy SA i wytworzenia SAR. Ostatnio scharak-
teryzowano na poziomie molekularnym jedng z klas
tych mutantéw. Mutant nimi, cho¢ gromadzi kwas
salicylowy na skutek infekcji, nie jest zdolny do
indukcji gendw SAR. Sugeruje to, ze mutacja blokuje
szlak przekazywania sygnatu ponizej kwasu salicylo-
wego. Gen NIM1 zostat sklonowany niezaleznie przez
dwie grupy [42,43], Okazato sig, ze produkt tego genu
wykazuje znaczgcg homologie do Ix-B to jest in-
hibitora transkrypcji genéw zwigzanych z odpowie-
dzig immunologiczng ssakow (p. nizej).
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IV. Reakcje obronne wspoélne dla $wiata roslin
i zwierzat

Produkty kilku z wyizolowanych genéw R (druga
podgrupa klasy 1) posiadajg na swym N-kofAcu dome-
ne wykazujgcg homologie do cytoplazmatycznej czesci
receptora dla interleukiny 1 (I11-IR) systemu immuno-
logicznego ssakdw i receptora Toll z Drosophila mela-
nogaster, zwigzanego z programem rozwojowym oraz
odpornoscig wrodzong. Oba receptory posredniczg
w aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych nalezacych
do rodziny Rei. Czynniki te, w normalnych warunkach
wzrostu tworzg wielosktadnikowe heterokompleksy
z biatkami inhibujagcymi, zlokalizowane w cytoplaz-
mie. Na skutek niekorzystnych dla komorki bodzcéw
$rodowiskowych dochodzi do indukcji kaskady reak-
cji ajej skutkiem jest czeSciowa degradacja kompleksu
biatkowego prowadzgca do uwolnienia i translokacji
czynnikdw transkrypcyjnych do jadra komdrkowego.
Tu aktywujg geny zwigzane z odpowiedzig obronng (w
przypadku muszki owocowej ten sam receptor urucha-
mia réwniez szlak przekazywania sygnatu wiodacy do
ekspresji genéw zwigzanych z programem rozwojo-
wym). W kaskadach tych biorg udziat kinazy biatkowe.
Oba szlaki wykazujg uderzajgce podobiefnstwa nie
tylko funkcjonalne, lecz réwniez strukturalne. Dome-
na cytoplazmatyczna obu receptorow wykazuje zna-
czacq homologie. Podobienstwo cechuje takze czyn-
niki transkrypcyjne ssaczy: NF-xB oraz czynniki
z Drosophila: dorsal (morfogen) i Dif (czynnik odpor-
nosci pokrewny do Dorsal, ang. dorsal-related im-
munity factor), aktywowane odpowiednio przez zwig-
zanie cytokiny do IlI-IR oraz przez zwigzanie przez
receptor Toll ligandu spatzle. Podobne sg rowniez
biatka inhibujgce — ssacze I-xB oraz cactus z Drosop-
hila. W koncu podobienstwo sekwencji tgczy kinazy
— kinaze IRAK (zwigzang z receptorem dla inter-
leukiny, ang. IL-1R associated kinase) oraz pelle. Co
ciekawe, niektore z biatek uczestniczacych w odpowie-
dzi obronnej ro$lin wykazujg takze strukturalne
a przede wszystkim funkcjonalne pokrewienstwo nie
tylko do biatek receptorowych komérek zwierzecych
ale takze do catej uruchomionej kaskady zdarzen.
I tak, domena kinazy serynowo-treoninowej biatek
Pto i Xa2l z biatkami pelle i IRAK; NIM 1 z biatkami
inhibujgcymi, grzybobdjczy peptyd z rzodkiewki
— defensyna (Rs-AFPIl) z drosomycyna, peptydem
takze o wiasciwosciach grzybobo6jczych aktywowa-
nym przez kaskade Toll u D. melanogaster [44, 45].
Z kolei wiadomo, ze reaktywne formy tlenu oraz kwas
salicylowy, ktorych rola w procesie patogenezy roslin
jest niepodwazalna, moga wptywaé¢ na aktywacje
transkrypcji zalezng od czynnika NF-xB. Fakty te
sktaniajg nas ku interesujgcej hipotezie, ze podobne
szlaki przekazywania sygnatu stanowia cze$¢ reakcji
obronnych wyzszych eukariontéw.

Artykut otrzymano 30 kwietnia 1998 r.
Zaakceptowano do druku 1 paZzdziernika 1998 r.
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Cyjanogeneza u roslin
Cyanogenesis in plants

IRENA SIEGIEN™*

Spis tresci:

. Wstep
1. Biosynteza glikozydéw cyjanogennych
111. Katabolizm glikozydéw cyjanogennych
I11-1. Charakterystyka enzyméw hydrolizujacych
I11-1.1. p-glikozydazy
111-1.2. Liazy a-hydroksynitrylowe
IV. Cyjanogeneza u gatunkéw polimorficznych
V. Lokalizacja glikozyd6éw cyjanogennych i enzymoéw hydro-
lizujacych w roslinach cyjanogennych i ich znaczenie dla
cyjanogenezy

I. Wstep

W roku 1983 na tamach Postepdw Biochemii ukazaty
sie dwie obszerne prace przeglagdowe podsumowujgce
stan wiedzy na temat struktury i wystepowania zwigz-
kéw cyjanogennych [1], a takze ich roli biologicznej
w roslinach [2]. Zagadnienia zwiazane z cyjanogeneza
nalezg nadal do aktualnych probleméw badawczych.
Wiele roélin cyjanogennych jest wcigz wykorzystywa-
nych jako pokarm dla zwierzat (np. koniczyna biata,
len, sorgo), a w niektérych regionach Swiata réwniez
dla cztowieka (np. dzika fasola, kasawa) [3]. RoSliny
cyjanogenne moga stanowic¢ zagrozenie dla konsu-
mentéw ze wzgledu na toksycznos¢é HCN (cyjano-
wodoru), ktéry jest uwalniany w wyniku hydrolizy
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cyjanogenéw. Mozliwos¢é zredukowania poziomu
zwigzkéw cyjanogennych w tych roslinach metodami
inzynierii genetycznej spowodowata rozwdj badan
z zakresu biochemii, fizjologii i biologii molekularnej
cyjanogenezy. Z drugiej strony wiadomo, ze HCN
petni role regulacyjng w wielu procesach fizjologicz-
nych (np. kietkowanie nasion, redukcja azotanow) [4,
5]. Wyniki tych badan moga dostarczy¢ dodatkowych
argumentéw, pozwalajgcych uzna¢ HCN za hormon
roslinny [6]. W ostatnich latach, dzieki zastosowaniu
najnowszych technik badawczych, nagromadzito sie
wiele nowych danych dotyczacych zagadnien zwigza-
nych z cyjanogenezg, ktére sg przedmiotem niniej-
szego artykutu.

Cyjanogeneza, czyli zdolno$¢ uwalniania HCN
z tkanek roslin, zostata stwierdzona dotychczas u po-
nad 2500 gatunkdw roslin wyzszych nalezacych do
paprotnikéw, roslin nagosiennych i okrytosiennych
(jednolisciennych i dwulisciennych) [7]. Uwalnianie
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Tabela 1.
Struktura niektérych glikozydéw cyjanogennych (glu — glukoza;
ksy — ksyloza; api — apioza)

Ri OR3
R. r2 r3 Glikozyd
-CH3 -ch3 P-D glukoza linamaryna
-ch3 -ch3 gencjobioza linustatyna
/ICH3
-C H P-D glukoza proakacipetalina
\ ch2
.t Dm H P-D glukoza diuryna
O H p-D glukoza prunazyna
O H gencjobioza amygdalina
(A
H wicjanoza wicjanina
1 .
- H xglu-ksyl-api-kwas kserantyna

kawowy-glu

(*glu- glukoza, ksy- ksyloza; api- apioza,)

cyjanowodoru w tkankach tych roslin jest najczesciej

wynikiem hydrolizy glikozydéw cyjanogennych,
aw przypadku nasion niektdrych roslin nalezacych do
Sapindaceae i Hippocastanaceae — cyjanogennych
lipidéw (7-8).

Cyjanogeneza nie wystepuje wytacznie u roslin
charakteryzujgcych sie obecnoscig cyjanoglikozyddw,
czy cyjanolipidéw. Wszystkie rosliny wyzsze wytwa-
rzajag cyjanowodor jako produkt uboczny w procesie
biosyntezy etylenu [9]. Ponadto HCN moze powsta-
waé¢ z glioksalanu i hydroksyloaminy, produktéw
posrednich odpowiednio fotooddychania i szlaku re-
dukcji azotanéw [2].

Wszystkie sposrod wykrytych dotad 75 glikozydéw
cyjanogennych — to 0-(3-glikozydy, pochodne a-hyd-
roksynitryli. Zasadnicze réznice w budowie poszcze-
g6lnych cyjanoglikozyddw dotycza budowy rodnikow
R1i R2, a takze reszty cukrowej zwigzanej z grupg
a-hydroksylowg (R3) (Tab. 1).

W wiekszosci glikozydéw cyjanogennych rodniki
Rj i R2sg rdzne, co powoduje asymetrie atomu wegla
a imozliwos$¢ wystepowania par zwigzkéw epimerycz-
nych. Stwierdzono wystepowanie szeregu takich epi-
merycznych par w naturze (np. (S) — diuryna i (R)
— taksyfitina), ale zazwyczaj nie wystepuja one w tej
samej roslinie [10].

Wszystkie znane lipidy cyjanogenne sg pochodnymi
alifatycznych a-hydroksynitryli, a grupa a-hydroksy-
lowa stabilizowana jest przez nasycone lub nienasyco-
ne reszty kwasoéw ttuszczowych [1].

Znaczenie fizjologiczne zwigzkéw cyjanogennych
w metabolizmie ro$lin nie jest ostatecznie wyjasnione.
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Wykazanie dobowych i sezonowych zmian ich pozio-
mu w trakcie rozwoju ro$lin [np. 11-13] przemawiaja
przeciw hipotezie, ze sa one koicowymi (odpadowymi)
produktami przemiany materii [14]. Koncepcja, ze
petnig one role prekursoréw biatek (poprzez (3-cyjano-
alanine i asparagine) jest ciagle przedmiotem sporéow
[15-17]. Natomiast do$¢ dobrze udokumentowana jest
rola zwigzkéw cyjanogennych w ochronie przed ros-
linozercami (szczeg6lnie owadami) i atakiem patoge-
néw [18-19]. Wyniki niektérych badan, opracowane
przy uzyciu metod statystycznych wskazujg, ze wy-
stepowanie cyjanogendw w roslinach warunkuje pew-
ng specyficznos¢ pokarmowa roslinozercow (unikanie
roslin cyjanogennych) [20], Na uwage zastuguje row-
niez poglad, ze ochronne wiasciwosci cyjanoglikozy-
dow nie sg spowodowane jedynie przez HCN, ktory
jest skutecznym inhibitorem oddychania i enzymow
zawierajgcych metale, ale takze przez inne produkty
ich rozpadu (aldehydy, ketony), ktére moga posiadac
wiasciwosci cytotoksyczne [19]. Pewne dane jednakze
wskazuja, ze HCN moze szkodzi¢ réwniez roslinom
cyjanogennym, ostabiajgc dziatanie innych mechaniz-
méw obronnych [21].

I1. Biosynteza glikozydow cyjanogennych

W iekszos$¢ glikozydéw cyjanogennych pochodzi od
pieciu L-aminokwaséw: tyrozyny, fenyloalaniny, wali-
ny, leucyny i izoleucyny. W pierwszym etapie biosyn-
tezy nastepuje N-hydroksylacja aminokwasu, przy
udziale monooksygenezy wymagajacej tlenu
i NADPH. Powstaty N-hydroksyaminokwas ulega
oksydacyjnej dekarboksylacji do aldoksymu, z ktére-
go po dehydratacji powstaje nitryl. Stereospecyficzna
hydroksylaza katalizuje nastepnie powstanie a-hydro-
ksynitrylu, ktéry w koncowym etapie biosyntezy ulega
glikozylacji przez O-glikozylotransferaze do glikozydu
cyjanogennego [22],

W badaniach prowadzonych w ostatnich latach nad
biosyntezg diuryny w etiolowanych siewkach sorga
(Sorghum bicolor) zidentyfikowano dodatkowe formy
posrednie na drodze aminokwas — a-hydroksynitryl:
izomery (E)- i (Z)-oksymu p-hydroksyfenyloacetalde-
hydu, jak tez Il-ad-nitro-2-(p-hydroksyfenylo)etanu
[23-26], (Ryc. 1). W dosSwiadczeniach in vitro [25],
opartych najednoczesnym pomiarze zuzycia 0 2i utle-
nienia NADPH wykazano, ze na drodze prowadzacej
od tyrozyny do (S)-p-hydroksymandelonitrylu wyste-
puja 3 etapy hydroksylacji, wymagajagce 0 2. Do prze-
ksztatcenia tyrozyny w oksym p-hydroksyfenyloaceta-
Idehydu niezbedne sg dwie czgsteczki tlenu. Zuzycie
jednej czasteczki 0 2 na drodze miedzy oksymem
p-hydroksyfenyloacetaldehydu a p-hydroksybenzalde-
hydem wskazuje, ze konwersja oksymu p-hydroksyfe-
nyloacetaldehydu do p-hydroksyfenyloacetonitrylu
zachodzi na drodze prostej dehydratacji. Fakt, ze
biosynteza diuryny w etiolownych siewkach sorga jest
hamowana przez CO, a efekt ten jest odwracalny przez
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Ryc. I. Biosynteza diuryny w siewkach sorga (Sorghum bicolor) (wg

NADPH + 0,
NADP*

¢

CH- COOH COOH

CH,-CH-
NH,

NH
OH

HO @ CH,- > HO@

L-tyrozyna N-hydroksytyrozyna
p-hydroksyfenyloacetonitryl
r NADPH + O;
JADP*
nvitro

no _CHO + HCN « @ H-CN-
aldehyd p-hydroksy- cyjanowodor p-hydroksymandelonitryl
-benzoesowy

promieniowanie o dtugosci fali 450 nm, wskazuje na
udziat cytochromu P-450. Nastepnie zidentyfikowano
dwie monooksygenazy, zalezne od cytochromu P-450
i wymagajgce obecnosci NADPH i 0 2: N-hydro-
ksylaze katalizujgcg przeksztatcenie tyrozyny do
N-hydroksytyrozyny i C-hydroksylaze odpowiedzial-
ng za stereospecyficzng konwersje p-hydroksyfenyloa-
cetonitrylu do p-hydroksymandelonitrylu [25]. Row-
niez w biosyntezie innych cyjanoglikozydoéw wykaza-
no udziat cytochromu P-450 [27-28].

Enzymy, katalizujagce poszczegdlne reakcje biosyn-
tezy cyjanoglikozydow, poza ostatnim etapem, tworzg
zwarty kompleks (kanat metaboliczny), zwigzany z fra-
kcjami mikrosomalnymi. Sposrod tych enzyméw wyi-
zolowano jedynie niespecyficzng oksydoreduktaze za-
lezng od NADPH icytochromu P-450. Etapem ogra-
niczajgcym synteze aglikonu in vitro jest N-hydro-
ksylacja aminokwasu [26, 30], a system enzymatyczny,
katalizujacy te reakcje charakteryzuje sie bardzo wyso-
ka specyficznoscig substratowa, w odrdznieniu od
enzymoéw katalizujgcych nastepne etapy [27], Prepa-
raty mikrosomalne z Inu (Linum usitatissimum) [31]
wykazujg niskg specyficznos¢ substratowa w stosunku
do oksymoéw, a z kasawy (Manihot esculenta) — zarow-
no do oksymoéw jak i nitryli [27]. Preparaty mikro-
somalne, zdolne do katalizowania biosyntezy aglikonu
udaje sie otrzymac wytgcznie z roslin etiolowanych
[23, 27]. Aktywnos$¢ biosyntetyczna preparatow z tka-
nek zielonych jest niewielka i nietrwata [32].

Pierwszymi zbadanymi enzymami, uczestniczagcymi
w biosyntezie zwigzkdw cyjanogennych, byty enzymy
katalizujgce ostatnig reakcje, tzn. glikozylacje a-hyd-
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[337]).

HO @ CH,-CH,;~-NO,

1-nitro-2 (p-hydroksyfenylo)etan
; t |
= ‘ v
E = /H
» HO CH; —(l'l{— COOH > I«ZOQ CH;-C
/"\.\ /\
o~ o ‘0 “OH
kwas 2-nitro-3(p-hydroksy- 1- aci-nitro-2-(p-hydroksyfenylo)etan

-fenylo)propionowy

oksym (£)-p-hydroksyfcnylo-
-acetaldehydu

oksym (Z)-p-hydroksyfenylo-
-acetaldehydu

: >H()@

diuryna

CH-CN
U—gluk«)/.:l

roksynitrylu. Czes$ciowo oczyszczono i scharakteryzo-
wano (3-glukozylotransferazy u kilku gatunkdéw cyja-
nogennych: Inu (Linum usitatissimum), sorga (Sorghum
bicolor), czere$ni amerykanskiej (Prunus serotina) i $wi-
bki morskiej (Triglochin maritima) [33]. Wiekszo$¢
znich — to enzymy niestabilne, aktywne w pH 6.5-9.0,
nie wymagajace zwykle obecnoscijondw metali i kofa-
ktorow. Enzymy te wykazujg absolutna specyficzno$¢
w stosunku do UDPG (Km0.029-1.0 mM), natomiast
najlepszymi substratami sg cyjanohydryny. Wiekszos$é
oczyszczonych glukozylotransferaz wykazuje wyrazng
specyficzno$¢ w stosunku do réznych cyjanohydryn.
Enzym Inu, gatunku zawierajgcego linamaryne ilotau-
straline, preferuje alifatyczne a-hydroksynitryle jako
substraty, ale nie wykazuje stereospecyficznosci.
Natomiast u sorga, zawierajgcego tylko diuryne,
UDPG-glukozylotransferaza wykazuje aktywnos¢
w stosunku do aromatycznych hydroksynitryli:
p-hydroksy-(S)-mandelonitrylu i (S)-mandelonitrylu;
ale nie glikozyluje odpowiednich (R) izomeréw. Ab-
solutng stereospecyficznoscia charakteryzuja sie tak-
ze enzymy u Prunus serotina i Triglochin maritima,
syntetyzujagce odpowiednio (R)-prunazyne i (S)-tak-
syfiline. Dotychczas nie badano pod tym wzgledem
enzymow, ktore katalizujg glikozylacje monoglikozy-
dow cyjanogennych do odpowiednich di-, tri- i tetrag-
likozydow [33],
I1l. Katabolizm glikozydéw cyjanogennych
Uwalnianie HCN ze zwigzkéw cyjanogennych jest
procesem dwuetapowym, ktdry zachodzi intensywnie
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R /3-glikozydazat R liaza hydroksynitrylowa R
N =C-C-0- cukier,- cukier t N=C-C-OH » HCN + NC=0
H cukier,-cukier2 H lub spontanicznie H

diglikozyd cyjanogenny a-hydroksynitryl cyjanowodoér  aldehyd

ch2sh
J\Ai-glikozydaza?2 i3-glikozydaza CHNH2+ HCN
cukier2 cukier. COOH
L-cysteina

NsC-C-0O - cukier,
H SAV' + HCN syntaza
/3-cyjanoalaniny

monoglikozyd cyjanogenny tiosiarczan
CH2-CN
hydrataza rodanaza éhnh2+h2s
nitrylu COOH
O R S0 + 'SCN (3-cyjano-L-alanina
HN - C- C- O - cukier
H siarczyn  rodanek hydrolaza
fi-cyjanoalaniny
amid monoglikozydu CONH2
a-hydroksykwasu ¢h2
¢hnh2
COOH

Ryc. 2. Katabolizm glikozydéw cyjanogennych (wg [46], zmodyfikowany).

dopiero po mechanicznym uszkodzeniu tkanek rosliny
cyjanogennej. Poczatkowo, w wyniku dziatalnosSci
jednej, lub kilku (3-glikozydaz, zostaje odtgczona reszta
cukrowa. Nastepnie nietrwaty a-hydroksynitryl (cyja-
nohydryna) dysocjuje spontanicznie, lub jest enzyma-
tycznie rozktadany przy udziale liazy a-hydroksynit-
rylowej, na HCN i aldehyd lub keton [22] (Ryc. 2).
Nieenzymatyczny rozktad cyjanohydryny zachodzi
bardzo szybko jedynie w alkalicznym pH. Natomiast
w zmacerowanej tkance, o kwasnym pH, niezbedny
jest udziat liazy a-hydroksynitrylowej, ktora moze
10-20 krotnie zwiekszy¢ szybko$¢ uwalniania HCN,
w porownaniu do szybkoSci reakcji nieenzymatycznej
w tych warunkach [34],

W arto zwréci¢ uwage na fakt, ze glikozy cyjanogen-
ne moga by¢ réwniez katabolizowane w roslinach
nieuszkodzonych (niezmacerowanych), bez uwolnienia
gazowegoHCN. Dzieje sie tak np. podczas kietkowa-
nia nasion drzewa kauczukowego (Hevea brasiliensis)
[35], kiedy powstaty w wyniku hydrolizy cyjano-
glikozydéw HCN jest natychmiast wiaczany, przy
udziale syntazy (3-cyjanoalaniny i hydrolazy (3-cyjano-
alaniny do zwigzkdéw niecyjanogennych (Ryc. 2). HCN
moze by¢ rédwniez metabolizowany przy udziale roda-
nazy, ale aktywno$¢ tego enzymu jest bardzo niska
w ros$linach wyzszych [36]. Prawdopodobnie glikozy-
dy cyjanogenne moga by¢ réwniez metabolizowane
w nieuszkodzonych roslinach wyzszych, bez odtgcze-
nia reszty cukrowej. U kilku gatunkéw roslin naleza-
cych do Oliniaceae, obok cyjanoglukozydu prunazyny,
stwierdzono obecno$¢ odpowiedniego amidu, ktory
powstat w wyniku hydratacji grupy nitrylowej, przy
udziale hydratazy nitrylu [37].

I11-1. Charakterystyka enzymdw hydrolizujgcych
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L-asparagina

I11-1.1. p-glikozydazy

Wszystkie (3-glikozydazy uczestniczagce w cyjano-
genezie wykazujg bardzo duzo podobieAstw pod
wzgledem wiasciwosci kinetycznych i molekularnych.
Enzymy te charakteryzujg sie kwasnym optimum pH
(pPH 4.0-6.2), i poza kilkoma wyjatkami, sa gliko-
proteinami, o pi w zakresie pH 4.0-55. Pomimo
znacznych r6znic w natywnych masach molekular-
nych (40-600 kDa), wiekszo$¢ z nich sktada sie z pod-
jednostek o podobnej wielkosci (55-65 kDa) [33].
|3-glikozydazy, w przeciwienstwie do glukozylotrans-
feraz, sg wysoce stabilne, wiele z nich moze by¢
przechowywana, bez utraty aktywnosci w t. 4°C (w
obecnosci azydku sodu) przez kilka miesiecy. Niektdre
(3-glikozydazy (linamarazy z kasawy i drzewa kauczu-
kowego) majg szczegdlnie wysokie optima temperatu-
ry (55-62°C). Niezwykle wysoka stabilno$¢ i szczegdlne
witasciwosci kinetyczne linamarazy z kasawy sg wyni-
kiem potranslacyjnych modyfikacji biatka [38-39]. Jak
dotychczas sklonowano linamaraze z miodych lisci
koniczyny biatej (Trifolium repens) [40] i liscieni kasa-
wy (Manihot esculenta) [39]. Oba enzymy wykazujg
duzy stopienn podobienstwa (43% identycznych sek-
wencji aminokwasowych), oba zawierajg podobne
miejsca glukozylacji i hydrofobowe, N- koncowe sek-
wencje sygnalne [39-40]. W4asciwosci te sg odpowie-
dzialne za umiejscowienie enzymu w przestrzeni apop-
lastycznej [39-40].

(3-glikozydazy hydrolizujgce cyjanoglikozydy moz-
na sklasyfikowa¢ na podstawie ich specyficznosci
substratowej. Linamarazy z niektérych ro$lin charak-
teryzujg sie niskg specyficzno$cig substratowg, sg to
raczej (3-glukozydazy, niz linamarazy [41-42]. Nieco
wyzszg specyficznosé aubstratowg wykazuje linamara-
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za (65 kDa) z kasawy, ktora hydrolizuje prunazyne
i syntetyczne monoglikozydy ((3-glukopyranozyd
p-nitrofenolu), ale nie wykazuje aktywnos$ci w stosun-
ku do diglikozydéw cyjanogennych — amygdaliny,
czy linustatyny [43]. Linustatynaza z nasion Inu
wykazuje aktywnos$¢ nie tylko w stosunku do natyw-
nych P-diglukozydéw — linustatyny i neolinustatyny,
ale takze diglukozydu amygdaliny; nie hydrolizuje
jednak odpowiednich monoglukozydéw. Uzyskana
z tego samego materiatu linamaraza hydrolizuje cyja-
nogenne p-monoglukozydy linamaryne i prunazyne,
ale jest nieaktywna w stosunku do P-diglukozydéw.
Oba enzymy sg aktywne w stosunku do niektdrych
syntetycznych monoglukozyddéw (np. P-D-glukopyra-
nozyd p-nitrofenolu) [44], Wiekszo$¢ roslin cyjano-
gennych zawiera jednakze P-glikozydazy, charaktery-
zujace sie wysoka specyficzno$cig wobec natywnych
glikozydéw cyjanogennych. Sg to P-glukozydazy wy-
kazujgce specyficznos¢ w stosunku do taksyfiliny (Swi-
bka morska — Triglochin maritima), triglochininy
(alokazja olbrzymia — Alocasia macrorrhiza, Trig-
lochin maritima), wicjaniny (wyka waskolistna — Vicia
angustifolia, Davallia trichomanoides), diuryny (sorgo
— Sorghum bicolor), amygdaliny i prunazyny (czeres-
nia amerykafnska — Prunus serétina) [22].

Hydroliza diglikozydéw cyjanogennych moze prze-
biega¢ w ten sposéb, ze dwie reszty cukrowe odtgczane
sg kolejno, badzZ tez jednoczes$nie w postaci dwucukru
(Ryc. 2). W pierwszym przypadku dwa etapy hydrolizy
katalizowane sg przez rézne p-glikozydazy, czego
przyktadem jest hydroliza amygdaliny u Prunus seroti-
na, linustatyny i neolinustatyny u Linum usitatissimum
i Manihot esculenta. Natomiast hydroliza wicjaniny
u Davallia trichomanoides i Vicia angustifolia odbywa
sie na drodze jednoetapowej. Podczas kietkowania
nasion i wzrostu siewek Hevea brasiliensis hydroliza
linustatyny, w zaleznosci od potrzeb, moze przebiegaé
jedno- lub dwuetapowo [45]. Znaczenie fizjologiczne
tych zaleznos$ci bedzie rozwazane w rozdz. V.

I11-1.2. Liazy a-hydroksynitrylowe

Liazy a-hydroksynitrylowe, katalizujgce dysocjacje
a-hydroksynitryli do HCN i aldehydu lub ketonu,
oczyszczono i scharakteryzowano u ros$lin zawieraja-
cych cyjanoglikozydy aromatyczne i aliafatyczne. En-
zymy te wykazujg najwyzszg, ale nie zawsze wytaczna,
aktywnos$¢é w stosunku do endogennych cyjanohydryn.
Wszystkie znane liazy wykazujg kwasne optimum pH
i punkt izoelektryczny miedzy pH 3.9 a 4.8. Klasyfikuje
sie je ze wzgledu na obecno$¢ FAD i reszty weg-
lowodoanowej, oraz ich stereospecyficzno$ci [46].

Liazy (R)-(+ )-mandelonitrylowe, zawierajagce FAD
i reszty cukrowe, wyizolowano wytacznie z gatunkéw
nalezacych do Rosaceae z podrodzin Prunoideae i Ma-
loideae. Ich substratem jest (R)-(+ )-mandelonitryl
— produkt hydrolizy (R)-prunazyny lub amygdaliny
[47]. Glikoproteiny te, 0o masie 50-80 kDa, stanowig do
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10% rozpuszczalnych biatek nasion, sg serologicznie
zblizone do siebie i prawdopodobnie moga petnic
réwniez funkcje biatek zapasowych [48]. U wielu
gatunkéw wystepuja rézne izoformy liaz mandelonit-
rylowych, prawdopodobnie rdznigce sie nieznacznie
strukturg pierwszorzedowa, lub miejscem przytgczenia
reszty cukrowej, ale znaczenie fizjologiczne tej mikro-
heterogenicznos$ci nie zostato jeszcze wyjasnione. En-
zymy te zawierajg okoto 30% weglowodanéw, pota-
czonych wigzaniem N-glikozydowym 2z czasteczky
biatka. Warunkiem aktywnos$ci enzymu jest obecnos$é
FAD w formie utlenionej, przytgczonego niekowalen-
cyjnie w poblizu miejsca katalitycznego, pomimo ze
liazy te nie katalizujg typowych reakcji oksydo-reduk-
cyjnych. Prawdopodobnie powstaty one w toku ewolu-
cji z flawinowych oksydoreduktaz [49], ktore utracity
zdolnos¢ katalizowania reakcji redox, a FAD pozostat
sktadnikiem strukturalnym enzymu. Fakt, ze liaza
mandelonitrylowa z czere$ni amerykanskiej (Prunis
serotina) wykazuje znaczng homologie w stosunku do
oksydoreduktaz zaleznych od FAD potwierdza te
hipoteze [50], Interesujacym wydaje sie fakt, ze FAD-
-hydroksynitryliaze wyizolowano rdwniez z ciem
(Zygaena trifolii), zerujagcych na roslinach cyjanogen-
nych [51].

Liazy a-hydroksynitrylowe, nie zawierajgce FAD
wyizolowano z tkanek wegetatywnych réznych roslin,
nalezacych zaréwno do jedno- (np. sorgo), jak i dwulis-
ciennych (np. len, kasawa) i stanowia one bardziej
réznorodng grupe enzyméw. Réznia sie one miedzy
sobg masg czasteczkowg, zawartoscig weglowodanu,
strukturg pierwszorzedowg, a takze sposobem potg-
czenia podjednostek. Biatka te majg zwykle wyzszy
ciezar czasteczkowy niz liazy mandelonitrylowe, a nie-
ktére z nich (z Inu, kasawy) wykazujg sktonnos¢ do
agregacji. Wiekszos$¢ liaz nalezacych do tej grupy, nie
jest glikoproteinami ani nie jest spokrewniona z FAD-
-hydroksynitryliazami, ani na poziomie struktury ami-
nokwasowej ani immunologicznie. Ponadto, wiek-
szo$¢ z nich nie jest takze serologicznie podobna
miedzy sobg [52-53]. Natomiast wykazano 75% ho-
mologii sekwencji cDNA, kodujagcych biatko liaz a-hy-
droksynitrylowych, pochodzgcych z Hevea brasiliensis
[54], i Manihot esculenta [55], (roslin nalezacych do
Euphorbiaceae).

Interesujagcym enzymem jest liaza (S) mandelonit-
rylowa z lisci Ximenia americana [56]. Podobnie jak
liazy (R) mandelonitrylowe z gatunkéw nalezacych do
Rosaceae jest ona glikoproteing, natomiast nie zawiera
FAD iw odréznieniu od liaz (R) mandelonitrylowych
z Rosaceae, jest stereospecyficzna w stosunku do (S)-(-)
mandelonitrylu.

IV. Cyjanogeneza u gatunkéw polimorficz-
nych

Sposrod wielu gatunkow roslin cyjanogennych wy-
rézni¢ mozna kilka, ktére sg polimorficzne pod tym
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wzgledem, tzn. charakteryzujace sie wystepowaniem
osobnikdw cyjanogennych i acyjanogennych: koniczy-
na biata (Trifolium repens), komonica zwyczajna (Lotus
corniculatus), komonica waskolistna (Lotus tenuis) i fa-
sola limenska (Phaseolus hunatus) [57]. U najlepiej
poznanej koniczyny biatej (Trifolium repens) polimor-
fizm cyjanogenny kontrolujg allele dwo6ch niezaleznie
segregujacych sie loci: Ac/ac odpowiedzialnych za
synteze linamaryny i lotaustraliny, i Li/li kontrolujg-
cych synteze linamarazy — enzymu hydrolizujgcego te
glukozydy. Fenotyp cyjanogenny wymaga obecnosci
funkcjonalnych alleli obu loci. W$rdd roslin acyjano-
gennych mozna wyrdzni¢ 3 fenotypy charakteryzujace
sie: 1) — brakiem cyjanoglukozydéw, 2) — brakiem
(3-glukozydazy (linamarazy), 3) — brakiem zaréwno
cyjanoglukozydéw, jak ilinamarazy [57]. Wykazano,
ze zarowno locus Ac jak i Li charakteryzujg sie
niepetng dominacja, a zatem heterozygoty majg posre-
dni poziom linamarazy i cyjanoglukozydoéw [58-59].
Ekspresja genu Ac i Li zalezy od roéznych czynnikow
Srodowiska, szczeg6lnie od temperatury [10]. W ros-
linach acac brak jest co najmniej trzech enzymow,
kierujacych biosyntezag cyjanoglukozydéw [60-61].
Wydaje sig, ze locus Ac skiada sie z kilku genow
strukturalnych, odpowiedzialnych za biosynteze cyja-
noglukozydow, a allel ac jest mutacjg przynajmniej
trzech z nich. Mutacja ac moze réwniez dotyczyé
sekwencji, regulujacej ekspresja enzyméw odpowie-
dzialnych za biosynteze cyjanoglukozydow [57]. Wie-
cej wiadomo na temat locus Li, kierujgcego biosyntezg
linamarazy [62], ktérg wyodrebniono z mtodych lisci
koniczyny biatej (genotyp LiLi acac), wykrystalizowa-
no i przeprowadzono wstepne analizy krystalograficz-
ne [63]. R6znice biochemiczne miedzy ros$linami LiLi
i liii wykorzystano do wyselekcjonowania klonow
linamarazy z biblioteki cDNA pochodzacej z tych lisci
[64]. Klony te postuzyty nastepnie do scharakteryzo-
wania alleli w locus Li. Wykazano metodg Northern
biot, ze najwiecej mMRNA (ktory hybrydyzuje z linama-
razowym cDNA) syntetyzuja rosliny homozygotyczne
(LiLi), za$ heterozygoty (Liii) — na $rednim poziomie.
Natomiast niewielki poziom mRNA stwierdzano
w niektorych organach roslin homozygotycznych (w
lisciach liii i korzeniach LiLi), w ktérych nie obserwuje
sie aktywnosci enzymu. Moze to by¢ wynikiem kom-
plementarnosci cDNA linamarazy z mRNA innych
(3-glukozydaz, niehydrolizujacych cyjanogenéw, badz
tez faktem, ze mRNA linamarazy jest produkowany
w iloSci oznaczalnej metodg Northern biot, ale stoso-
wane metody nie wykrywajg syntetyzowanego w nie-
wielkich ilosciach biatka [57]. Pierwszg z tych moz-
liwosci zdajg sie potwierdzaé wyniki analizy DNA
metoda Southern biot, ktére wykazaty, ze w genomie
koniczyny biatej wystepujg 3 geny komplementarne do
cDNA linamarazy, a przynajmniej 2 z nich segreguja
sie niezaleznie. Zidentyfikowano i ustalono sekwencje
nukleotydéw jednego z genéw (3-glukozydazy hydro-
lizujacej cyjanogeny (TRE104), na tej podstawie okres-
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lono sekwencje aminokwasowg tego enzymu i poréw-
nano jg z innymi (3-glikozydazami [40]. Enzym ten
wykazuje wysokie podobiefstwo do (3-glukozydazy
z tej samej rosliny, niezdolnej do hydrolizy linamaryny
(84% zgodnos$ci aminokwasowej), natomiast brak tej
sekwencji homologicznych miedzy nim a (3-glukozyda-
z3 A z gorzkich migdatéw (Prunis amygdalus), od-
powiedzialng za hydrolize diglukozydéw cyjanogen-
nych. Ponadto wykazano znaczng zgodnos$¢ sekwencji
aminokwasow (ponad 50%) miedzy badang (3-gluko-
zydazg z koniczyny biatej a r6znymi (3-glikozydazami
niektérych ssakéw i bakterii [40]. O podobienstwach
miedzy linamarazg koniczyny biatej (Trifolium repens)
i kasawy (Manihot esculenta) [39] wspomniano juz
w rozdziale I11-1.1.

V. Lokalizacja glikozyddéw cyjanogennych ien-
zymow hydrolizujacych w roslinach cyjano-
gennych

Zawarto$¢ glikozyddw cyjanogennych w tkankach
zmienia sie wraz z wiekiem i etapem rozwoju rosliny
cyjanogennej i jej organow [27, 65-67], jak réwniez
zalezy od poziomu zywienia mineralnego i wielu
innych czynnikéw $Srodowiskowych [68-69, 12],

Zwigzkom cyjanogennym towarzyszg w wiekszosci
tkanek enzymy, zdolne do ich rozktadu. Jednakze ich
lokalizacja w ros$linie cyjanogennej jest bardzo zréz-
nicowana. U koniczyny biatej (Trifolium repens) zaréw-
no substrat, jak i enzym znajdujg sie tylko w lisciach
[67], za$ u kasawy (Manihot esculenta) cyjanogenne sg
wszystkie wegetatywne czesci rosliny [70]. Cyjano-
geneza u ro$lin nieuszkodzonych ograniczona jest
jednak na skutek przestrzennego rozdzielenia w kom -
rce substratéw i katabolizujgcych ich enzymow: cyja-
noglikozydy gromadzone sg w centralnej wakuoli
komérek roslin cyjanogennych, za$ enzymy hydro-
lityczne mogg wystepowaé w cytoplazmie lub prze-
strzeni apoplastycznej [45, 71], Ponadto, jak wykaza-
no dla Sorghum bicolor, rosliny w ktérej badano
jednoczes$nie lokalizacje enzymdéw hydrolitycznych
i ich substratéw, cyjanoglukozyd diuryna wystepuje
w wakuolach tkanki epidermalnej, natomiast diuryna-
za zlokalizowana jest w plastydach icytozolu komérek
mezofilu [72],

Wiadomo, ze biosynteza aglikonu ma miejsce w cy-
toplazmie i jest katalizowana przez enzymy zwigzane
z frakcjami mikrosomalnymi (rozdz. Il). Ostatni etap,
tj. glukozylacja niestabilnego hydroksynitrylu przy
udziale UDPG-glukozylotransferazy, podobnie jak
w przypadku biosyntezy flawonoiddw, zachodzi praw-
dopodobnie w lumen retikulum endoplazmatycznego
[73], a nastepnie cyjanoglukozydy sg aktywnie trans-
portowane do wakuoli [74], Za asocjacje glukozylo-
transferazy z btonami retikulum odpowiedzialna jest
N-koncowa sekwencja sygnalna [75]. Mozliwe jest
jednak, ze podobnie jak w przypadku metabolizmu
polifruktozydow, miejscem glukozylacji a-hydroksyni-
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trylu jest wakuola [37].

|3-glukozydazy, hydrolizujgce glukozydy cyjanogen-
ne, ale nie wykazujace wyraznej specyficznosci (np.
w lisciach Phaseolus lunatus [76], Hevea brasiliensis
[71], czy Manihot escalenta [77]), wystepujg wytacznie
w przestrzeni apoplastycznej. U wielu innych roslin
cyjanogennych aktywnos$¢ tych enzymoéw przynajm-
niej czesciowo zwigzana jest z apoplastem [78-79].
Jedynie specyficzna (3-glukozydaza (diurynaza) u Sorg-
hum bicolor [72] i hydrolaza prunazyny w nasionach
Prunus serétina [48], wystepuje wytacznie w cytoplaz-
mie. Podobnie, liazy hydroksynitrytowe odpowiedzial-
ne za uwolnienie HCN, zlokalizowane sg wewnatrz
komorek roslin cyjanogennych [80-81].

Wykazano, ze zaréwno glikozydy cyjanogenne [35,
82], jak i cyjanolipidy [8] moga by¢ katabolizowane
w nieuszkodzonych roélinach, bez uwolnienia gazo-
wego HCN. Dzieje sie tak np. podczas kietkowania
nasion i rozwoju siewek Hevea brasiliensis, kiedy to
poziom cyjanoglikozydow w pojedynczej siewce ob-
niza sie o0 85%, a powstajgcy podczas tych procesow
HCN nie uwalnia sie, lecz jest wykorzystywany jako
zrodto azotu do syntezy aminokwaséw, przez syntaze
(3-cyjanoalaniny i hydrolaze P-cyjanoalaniny [35].
Monoglukozyd linamaryna zgromadzony jest w biel-
mie nasion Hevea, natomiast wysoka aktywnos$¢ syn-
tazy P-cyjanoalaniny, wigzacej HCN stwierdzono
w mtodych siewkach. Po zapoczatkowaniu kietkowa-
nia linamaryna musi by¢ wiec przetransportowana
z bielma, poprzez liscienie, do mtodych rosngcych
siewek i tam katabolizowana. Transport z bielma do
lisScieni odbywa sie drogg apoplastyczng, a z liscieni do
lisci, poprzez system przewodzacy. Ze wzgledu na
mozliwo$¢ hydrolizy linamaryny przez wystepujaca
w apoplascie linamaraze [83], monoglukozyd ten
ulega glukozylacji w bielmie do diglukozydu linus-
tatyny — formy transportowej odpornej na dziatanie
linamarazy [78], Linustatyna, prtzetransportowana
»,bezpiecznie” przez apoplast z bielma do liscieni,
a nastepnie do mtodych lisci (organdw docelowych),
jest tam degradowana przez ,diglukozydaze réwno-
czesng”, za$ uwalniany w wyniku hydrolizy cyjanohyd-
ryny HCN jest niezwtocznie wigczany do zwigzkéw
niecyjanogennych (aminokwaséw) [35]. Funkcjono-
wanie tego tak zwanego ,szlaku linustatyny” (Ryc. 3),
potwierdzajg nastepujace obserwacje: a) linustatyna
nie jest hydrolizowana przez linamaraze [41, 78]; b)
poziom linustatyny w nasionach Hevea wzrasta pod-
czas ich przechowywania [84]; ¢) linustatyna pojawia
sie w wydzielinie z bielma na tym etapie rozwoju, kiedy
zawartos$¢ linamaryny sie obniza, natomiast (d) w mto-
dych tkankach siewek wzrasta poziom syntazy |3-cyja-
noalaniny i diglikozydazy, hydrolizujacej linustatyne
[35]; e) linustatyne znaleziono w wydzielinach lis-
ciowych i floemowych [85]; oraz (i) [ 14C] linamaryna,
naniesiona na powierzchnie liscienia Hevea, pojawia
sie w tkankach tego organu w niewielkim stopniu,
pozostata ilo$¢ jest prawdopodobnie metabolizowana
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przez apoplastyczng linamaraze [83].

Do wyjasnienia opisanych procesow przyczynity sie
réwniez wyniki badan, w ktérych [14C] linustatyne
nanoszono na jeden z liScieni Hevea brasiliensis [83].
Diglukozyd ten wchtaniat sie bardzo wydajnie, co
potwierdza, zejest on transportowg formg cyjanogenu,
niewrazliwg na dziatanie apoplastycznej linamarazy.
Poczatkowo wiekszos¢ radioaktywnosci w tkankach
liscienia stanowita [14C] linustatyna, kilka godzin
pézniej, znaczng jej czes¢ odnajdywano w [14C]
linamarynie (monoglukozydzie czasowo akumulowa-
nym w liScieniach) i nieco mniejszg — w zwigzkach
niecyjanogennych. Podczas dalszej inkubacji, na sku-
tek ubytku linamaryny, poziom radioaktywnos$ci w lis-
cieniu obnizat sig, a [ 14C] linamaryna, niewielkie ilosci
[14C] linustatyny i znakowanych zwigzkow niecyjano-
gennych pojawiaty w pozostatych czesciach mitodej
siewki (liscie, ped, korzenie). Wyniki tych badarn wska-
zuja, ze linustatyna nie musi byé metabolizowana
w tkankach Hevea wytgcznie do zwigzkdéw niecyjano-
gennych. Znaczna cze$¢ tego diglukozydu moze ulec
przeksztatceniu (ponownemu) do monoglukozydu
— linamaryny. A zatem, w siewkach Hevea poza tzw.
»diglukozydaza réwnoczesng” odpowiedzialng za od-
taczenie gencjobiozy, musi by¢ aktywna ,,diglukozyda-
za etapowa”, zdolna do odigczenia od linustatyny
tylko koncowej czasteczki glukozy [83]. Na skutek
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Ryc. 3. Przemiany metaboliczne mono- i diglukozyd6éw cyjanogen-
nych podczas kietkowania nasion i wzrostu siewek Hevea
(wg [83], zmodyfikowany).
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réznych aktywnosci obu diglukozydaz, w zaleznosci
od zapotrzebowania rosliny, linustatyna moze petnic
zasadniczg role w metabolizmie linamaryny do zwigz-
kdw niecyjanogennych, lub uczestniczy¢ w ,,zwyktym”
transporcie tego monoglukozydu do tkanki docelowej.
W tkankach niektérych odmian roélin Hevea brasilien-
sis i innych gatunkéw Hevea procesy te zachodza
rownoczes$nie, prawdopodobnie z r6zng intensywnos-
cig [45, 84]. Catoksztatt opisanych przemian, zacho-
dzacych podczas kietkowania nasion i wzrostu siewek
Hevea przedstawiono na rycinie 3.

Nalezatoby sie zastanowié, czy opisany dla Hevea
spos6b transportu i metabolizowania linamaryny, fun-
kcjonuje w przypadku innych roslin cyjanogennych
i innych cyjanoglikozydéw. Obecnos$¢ linustatyny
stwierdzono w tkankach wielu dotychczas badanych
roslin cyjanogennych, zawierajgcych linamaryne, np.
Manihot esculenta, Linum usitatissimum, Trifolium re-
pens, czy Phaseolus lunatus; a w przestrzeni apoplas-
tycznej tych rosdlin stwierdzono aktywnosé linamarazy
[45]. Mozliwe jest zatem, ze wystepujacy diglikozyd
jest transportowg formg cyjanogenu, co wykazano juz
dla Manihot esculenta [86]. ROwniez w tkankach siewek
Sorghum bicolor poza diuryng, stwierdzono niewielka
ilos¢ diglikozydu (6’-glukozyd diuryny). Obecno$¢ tego
zwigzku w znacznych ilosciach w kroplach gutacyjnych
(wydzielina z apoplastu), moze réwniez potwierdzaé
hipoteze o diglikozydach jako formie transportowej
mongoglikozydow [87]. Zaleznosci te moga byé praw-
dziwe nie tylko na etapie kietkowania, ale takze doj-
rzewania nasion niektdrych roslin cyjanogennych [88,
45], jak rowniez w przypadku transportu cyjanogendw
zjednych organéw do drugich (np. ze starszych lisci do
mtodszych) [83,86,89]. Translokacja cyjanogenu w po-
staci diglikozydu wydaje sie by¢ niezbedna nie tylko
w przypadku transportu przez apoplast, ale takze
w przypadku transportu symplastycznego [71].

Pomimo tego, ze mineto prawie 200 lat od odkrycia
cyjanogenezy [90], metabolizm iznaczenie fizjologicz-
ne zwigzkéw cyjanogennych nie zostaly do kofhca
wyjasnione. Mozliwosci badawcze, jakich dostarcza
inzynieria genetyczna, a takze rozwdj innych technik
badawczych, stosowanych w biologii molekularnej,
biochemii i fizjologii roslin, zapewne przyczynig sie
w najblizszych latach do wyjasnienia wielu zagadnien,
zwigzanych z cyjanogenezg, a takze wykrycia kolej-
nych cyjanogendw.
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Rola proteaz szoku termicznego w usuwaniu zdenaturowa-
nych biatek z komorek E. coli

A role of heat-shock proteases in removal of denatured proteins

from E. coli cells

EWA LASKOWSKAI,
ALINA TAYLOR?2

Spis tresci:

. Wstep

Il. Cytoplazmatyczne proteazy szoku termicznego zalezne
od ATP i stymulowane przez substraty
I1-1. Proteaza Lon
11-2. Udziat proteaz Cip w degradacji i naprawie uszko-

dzonych biatek

11-3. Zalezna od ATP proteaza ClpYQ (HslYU)

I1l. Rola periplazmatycznej proteazy HtrA, niezaleznej od
ATP

IV. Btonowa proteaza FtsH (HfIB)

V. Zakonczenie: charakter substratow

Wykaz stosowanych skrotow: aa — aminokwasy; Hsps
— biatka szoku termicznego; IM — btona cytoplazmatycz-
na; OM — btona zewnetrzna.

I. Wstep

Nagty wzrost temperatury powoduje denaturacje
i agregacje bialek w komdrkach prokariotycznych
[1-4] i eukariotycznych [5-7]. King i wsp. [8]
stwierdzili, ze nawet te biatka ktore, w postaci dojrzatej
sg termostabilne, ulegajg agregacji, poniewaz ich inter-
mediaty faldowania sg termolabilne.

Kucharczyk i wsp. [1] wykazalijako pierwsi,
ze agregaty zdenaturowanych, naturalnych biatek ko-
morkowych mozna izolowac¢ z Escherichia coli jako
odrebng frakcje (frakcje S) metodg ultrawirowania
w gradiencie gestosci sacharozy. Pozwala to $ledzi¢
proces powstawania i zanikania frakcji zagregowa-
nych biatek in vivo zaleznie od genotypu komorek
iwarunkéw doswiadczenia. Maksimum frakcji Sw ko-
morkach dzikich, E. soli WT, otrzymuje si¢ po 15 min
od momentu przeniesienia bakterii z 30°C do 45°C.
Frakcja S zanika w ciggu 10 min w 37°C (Ryc. 1).
Proces usuwania tych agregatéw z komaérek E. colijest
funkcja odpowiedzi stresowej [1], ktérej indukcja
znajduje sie pod kontrolg biatka a 32, produktu genu
rpoH (htpR) [9,10]. W komdrkach rpoH, frakcja Sjest
stabilna, nie zanika nawet w ciggu 45 min [1]. W dra-

1 Dr, 2 prof. dr hab., Katedra Biochemii, Pracownia Bio-
chemii Bakteryjnej, Uniwersytet Gdanski, ul. Kiadki 24,
80-822 Gdansk
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stycznych warunkach (42°C, 1godz) powstajg widocz-
ne w mikroskopie elektronowym, ciata inkluzyjne [2].
Moga one powstawaé w réznych przedziatach komé-
rki, w cytoplazmie lub periplazmie i zaleznie od tego
wykazywaé rdzng morfologie, jak to stwierdzono na
przyktadzie (3-laktamazy w komorkach E. coli [11].

Pojawienie sie w komdrce nieprawidtowych dla niej
polipeptydow stanowi sygnat indukujacy odpowiedz
stresowa, powoduje wzmozong synteze Hsps (Heat
shock proteins), [12-17]. Polipeptydarni nieprawid-
towymi dla komdrki sa biatka o nie-natywnej konfor-
macjijak produkty zmutowanych genoéw lub klonowa-
nych obcych gendw a takze biatka zdenaturowane
dziataniem rdéznych czynnikéw lub nieprzetworzone
@inprocessed) prekursory biatek btonowych [16].

W warunkach fizjologicznych, Hsps sg syntetyzowa-
ne na poziomie konstytutywnym [18]. Biorg one
udziat w faldowaniu nowo-syntetyzowanych polipep-
tydow [19, 20], transporcie biatek przez btony [21],
w tworzeniu funkcjonalnych komplekséw biatek
i w rozpadzie takich komplekséw [14], ktore np.
muszg by¢ odnawiane w kazdym cyklu komdérkowym.
Uczestniczg tez w specyficznej proteolizie niektérych
biatek regulacyjnych [22-24].

Pojawienie sie po szoku termicznym duzej ilosci
zdenaturowanych biatek (frakcja S) niewatpliwie wy-
czerpuje pule Hsps pochodzacych z syntezy konstuty-
wnej, co sprzyja przejsciowemu tworzeniu sie agrega-
téw biatek komérkowych i stwarza zapotrzebowanie
na indukowang synteze Hsps. Po podwyzszeniu tem-
peratury hodowli nastepuje takze denaturacja i agre-

POSTEPY BIOCHEMII 44(4), 1998



SOM IM
10 Czas
(min)

5 0

0

10

5 15
0¢

10

5 25
0

0 4 8 12
Objetos¢ (m )

Ryc. 1. Powstawanie i zanikanie frakcji S w komoérkach E. coli
MC4100 (WT) po szoku termicznym.
Bakterie hodowano w bogatej pozywce (LB), w 30°C do
OD575 = 0,25, a nastepnie przenoszono do 45°C na 15 min
(czas 0). Dalszg inkubacje prowadzono w 37°C. Po prawej
stronie wykres6w zaznaczono czas pobrania préb, ktére po
tagodnej lizie frakcjonowano metoda ultrawirowania wgra-
diencie stezen sacharozy. Po ultrawirowaniu zbierano 30
frakcji, w ktérych oznaczano stezenie biatka. Szczyty od-
powiadajgce btonie zewnetrznej (OM) i cytoplazmatycznej
(IM) oznaczono nad wykresami, a frakcje S zacieniowano
(wg Laskowskiej i wsp. [57]].

gacja podjednostki a 70 polimerazy RNA, ktéra kont-
roluje transkrypcje zpromotorow wiekszosci genow E.
coli. Biatko to traci aktywnos¢ [25], podczas gdy rdzen
polimerazy RNApozostaje zdolny do inicjacji trans-
krypcji jezeli zostanie uzupetniony alternatywng pod-
jednostkg a [25]. Podjednostka ct32, regulator od-
powiedzi stresowej, jest mniej wrazliwa na dziatanie
podwyzszonej temperatury, a rozpoznaje tylko pro-
motory genéw szoku termicznego. Dzieki temu na-
stepuje zahamowanie ekspresji gendw E. coli trans-
krybowanych z promotordw rozpoznawanych przez
podjednostke a 70 i indukcja transkrypcji z promoto-
row szoku termicznego [26].

Zadaniem biatek opiekunczych (molecular chapero-
nes), w warunkach stresowych jest ochrona polipep-
tydéw przed nieodwracalng denaturacjg, zapobieganie
agregacji, utatwianie dysocjacji powstatych nieaktyw-
nych agregatow i przywracanie natywnej konformacji
{refolding), co wielokrotnie udowodniono in vivo i in
vitro. Przyktadem moze by¢ dziatanie systemow biatek
DnaK/Dnal/GrpE i GroEL/GroES in vitro. Wykaza-
no, ze chronig one rézne biatka modelowe (luciferaze,
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polimeraze RNA, rodanaze), przed termiczng inak-
tywacjg i umozliwiajg renaturacje ich aktywnosci
enzymatycznych [4, 27-29] lub zapobiegajg agregacji
[30, 31]. Hsps, o ktérych mowa dziatajg we wczesnych
etapach fatdowania. Zaré6wno u Prokaryota [17] jak
i u Eukaryota [32, 33] w pdéznych etapach faldowania
nowo-syntetyzowanych polipeptydow i naprawy
uszkodzonych biatek, moga uczestniczy¢ modulatory
fatldowania, enzymy katalizujgce utlenianie, redukcje
i izomeryzacje (tasowanie) wigzan dwusiarczkowych
oraz enzymy izomeryzujgce wigzania peptydowe reszt
proliny. Visick i Ciarke [17] sugeruja, ze peri-
plazmatyczne izomerazy dwusiarczkowe DsbA i DshC
mogtyby uczestniczy¢ jako system naprawczy w reok-
sydacji biatek periplazmatycznych, w ktérych mostki
dwusiarczkowe ulegty redukcji. Jednym z biatek ktore
podobng funkcje mogtoby petni¢ w cytoplazmie jest
Dnal, ktdre jak sie niedawno okazato posiada aktyw-
no$¢ izomerazy dwusiarczkowej [34]. W komérce E.
coli zidentyfikowano co najmniej 8 peptydylo-prolylo
cic/trans izomeraz [35]. Nalezy do nich znany od
dawna czynnik TF (triggerfactor), o ktérym przypusz-
czano, ze stymuluje wigzanie substratow polipeptydo-
wych z GroEL [36]. TF wigze sie z wytaniajgcg sie
z rybosomu czescig N-terminalng biatka chroniac ja
przed nieprawidtlowym fatdowaniem dopdki nie jest
zsyntetyzowany caty tancuch polipeptydowy [37].

Czynniki stresowe mogg uszkodzié¢ strukture polipe-
ptydéw w takim stopniu, ze dziatanie biatek opiekun-
czych oraz enzyméw katalizujgcych utlenianie grup
tiolowych i izomeryzujgcych reszty proliny nie moze
przywrocic¢ im natywnej konformacji. Obecno$¢ w ko-
morce nieprawidtowych biatek mogtaby by¢ szko-
dliwa ze wzgledu na mozliwo$¢ odziatywania z biat-
kami funkcjonalnymi i blokowania ich funkcji. Nie-
normalne biatka stajg sie wiec substratami proteaz
szoku termicznego. Okres poOttrwania wiekszosci bia-
tek E. coli w poréwnaniu z czasem generacji (30-45
min) jest diugi: 5-20 godz. Natomiast biatka niepra-
widtowe sg szybko rozpoznawane i degradowane
(t2 = 1-20 min) [15].

Wydaje sie dotychczasowa klasyfikacja biatek rodzi-
ny Hsps na biatka opiekuncze i proteazy szoku ter-
micznego ma znaczenie tylko formalne, gdyz wykaza-
no ostatnio na szeregu przyktadéw, ze np. ATPazy Cip
i ich homologi eukariotyczne, stanowigce podjednos-
tki komplekséw proteolitycznych majg aktywnosc
opiekuriczg niezaleznie od ich roli w tych kompleksach
[38-41]. Uwaza sie obecnie, ze aktywnos$¢ opiekuncza
podjednostek ATP-azowych umozliwia prezentacje
substratdw podjednostkom proteolitycznym. Inne
Hsps przypuszczalnie spetniajg podobng role gdyz juz
we wczesnych pracach stwierdzono, ze mutanty E. coli
dnakK, dnal, grpE sa defektywne pod wzgledem proteo-
lizy nienormalnych biatek [43,46]. Mozna wiec sobie
wyobrazi¢, ze w komorce po szoku termicznym wspoét-
zawodniczg ze sobg procesy renaturacji i proteolizy
oraz, ze renaturacja wykorzystuje ten sam uktad, ktéry
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zapewnia fatdowanie biatek skoordynowane z ich
biosyntezg.

Il. Cytoplazmatyczne proteazy szoku termi-
cznego zalezne od ATP i stymulowane
przez substrat

W warunkach szoku termicznego w komdrkach E.
coli indukowane sg conajmniej trzy cytoplazmatyczne
systemy proteolityczne zalezne od ATP istymulowane
przez substraty: Lon, CIpAP, CIpXP i nowo odkryty
ClpYQ (Tab. 1) [15, 23, 24, 47-49],

11-1. Proteaza Lon

Lon jest proteazg serynowa, produktem genu lon,
znajdujgcego sie pod kontrolg a 32 [47, 50-52]. Aktyw-
na forma jest multimerem skfadajgcym sie z podjed-
nostek o masie 88 kDa. W zaleznosci od stosowanych
systemow ekspresji lon uzyskiwano multimery ztozone
z czterech lub o$miu podjednostek [53]. Lon jest
endopeptydazg, ktéra w obecnosci ATP ijondw Mg2+
in vitro degraduje biatka do peptyddw sktadajgcych sie
z 10 do 20 aa (amino acids) [47].

W kazdej podjednostce proteazy oprécz centrum
proteolitycznego enzymu znajduje sie miejsce allos-
teryczne wigzace substrat [47, 53], Zwigzanie ATP
przez Lon powoduje zmiane konformacji enzymu
i ,otwarcie” miejsca proteolitycznego, natomiast hyd-
roliza ATP powoduje ,,zamkniecie” miejsca proteolity-
cznego; inaczej ujmujgc, wg Goldberga i wsp.,
forma enzymu zwigzana z ATP jest ,aktywna”, a zwig-
zana z ADP jest ,nieaktywna” [52], Przylaczenie
substratu w miejscu allosterycznym powoduje wymia-
ne ADP na ATP, na tym wiec polega mechanizm
stymulacji aktywnosci proteazy. W tetramerze podjed-
nostki Lon dziatajg parami, wykonujac, jak sie przypu-
szcza, na zmiane ciecia proteolityczne.

Szczegblng cechg Lon i innych proteaz szoku ter-
micznego jest rozpoznawanie nie tylko biatek zdenatu-
rowanych w efekcie szoku termicznego, lecz takze
pewnych biatek natywnych.

Informacje o funkcji fizjologicznej Lon ijej natural-
nych substratach, mimo obszernych badan nad tym
enzymem, sa dos$¢ ograniczone. Poznanymi dotad
naturalnymi substratami Lon sg: SfiA (SulA) (inhibitor
podziatu komorek indukowany w systemie SOS),
RscA (pozytywny regulator transkrypcji genow od-
powiedzialnych za synteze polisacharydéw otoczko-
wych), transpozaza Tn903, anty-terminatorowe biatko
N faga X, oraz kodowane przez plazmid F biatko
CcdA, ktére blokuje dziatanie CcdB, inhibitora gyrazy
[47, 48, 54]. Warto dodac, ze w przeciwienstwie do
kompletnego biatka, skrocona forma CcdA, CcdA4l,
nie posiadajgca stabilnej struktury drugorzedowej,
moze byé degradowana w obecnosci analogéw ATP
nie ulegajacych hydrolizie. Wedtug autoréw sugeruje
to, ze hydroliza ATP moze prowadzi¢ do zmiany
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Proteazy szoku termicznego

Proteazy Forma aktywna

cytoplazmatyczne
zalezne od ATP:

Lon tetramer
podjednostka
| proteolityczna
C heptamer
NS"™ATPaza
biatka heksamer
opiekuncze

oligomer (heksamer?)
<@ >

podjednostka
proteolityczna

< heksamer

\  ATPaza
heksamer (heptamer?)

proteaza btony IM
zalezna od ATP

FtsH

(HfIB)

periplazmatyczna
niezalezna od ATP

multimer ?

HtrA tetramer

konformacji CcdA umozliwiajgcej proteolize. Degra-
dacja CcdA, kazeiny i UN jest hamowana przez biatko
faga T4 PinA, ktdre wiaze sie z proteazg w miejscu
innym niz wczesniej opisane miejsca funkcyjne [55,
56], Prawdopodobnie PinA hamuje hydrolize ATP
uniemozliwiajgc zmiany konformacji Lon i rozwiniecie
substratu warunkujace proteolize.

Do degradowanych przez Lon in vivo zmienionych
biatek komorki nalezg produkty zmutowanych genow,
biatka zawierajgce analogi aa oraz fragmenty puromy-
cynowe biatek, ktére powstaja w wyniku wiaczenia
puromycyny — analogu aminoacylo-tRNA, co powo-
duje przedwczesng terminacje taricucha polipeptydo-
wego [47, 48]. Dane te oraz fakt, ze transkrypcja lon
znajduje sie pod kontrolg a 32, wskazywaty, ze rolg
proteazy Lon po szoku termicznym jest degradacja
zdenaturowanych biatek. Potwierdzajg to nasze do-
Swiadczenia, z ktérych wynika, ze w komdrkach
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Ryc. 2. Powstawanie i zanikanie frakcji S w komdrkach mutantéw
pozbawionych aktywnosci proteolitycznych.
Warunki doswiadczenia opisano pod rycing 1. Na wy-
kresach przedstawiono w %-tach zawarto$¢ biatka we
frakcji S w odniesieniu do sumy biatek nierozpuszczalnych
(OM+1IM +S = 100 %) (na podstawie pracy Laskows-
kiej i wsp. [57]).

mutanta lon frakcja S jest wieksza i jej usuniecie
wymaga dtuzszego czasu niz w komorkach WT [57]
(Ryc. 2-B). Stwierdzono jednak, ze proteaza ta nie jest
niezbedna do wzrostu i przezycia bakterii w podwyz-
szonej temperaturze [58-60] co nie jest zaskakujace,
poniewaz funkcje kilku systeméw proteolitycznych
wystepujacych u E. colimoga pokrywac sie wzajemnie.

11-2. Udziat proteazy Cip w degradacji i naprawie
uszkodzonych biatek

Zalezng od ATP proteaze Cip tworzg podjednostka
ClpP (21,5 kDa) z aktywnym centrum proteolitycznym
proteazy serynowej i podjednostki CIpA (84 kDa) lub
ClpX (46,3 kDa), ktore posiadajg aktywno$¢ ATPaz
[48, 49, 61, 62],

ClpP jest cytoplazmatycznym biatkiem szoku ter-
micznego syntetyzowanym jako prekursor sktadajgcy
sie z 207 aa [63]. Forma dojrzata powstaje po auto-
katalitycznym odcieciu N-terminalnego, ztozonego
z 14 aa, propeptydu [64]. In vitro ClpP samodzielnie
hydrolizje bardzo krotkie peptydy (3-6 aa). Do de-
gradacji dtuzszych peptydéw i biatek konieczna jest
dostepno$¢ ATP oraz wspotdziatanie ClpP z podjed-
nostkami CIpA lub ClpX swoiscie rozpoznajagcymi
i prezentujagcymi substrat kosztem hydrolizy ATP
[48, 65, 66].

ClpA jest jednym z silnie konserwowanych biatek
rodziny HsplOO, obecnych u Prokaryota i Eukaryota
[47, 67] ale w przeciwiefstwie do pozostatych przed-
stawicieli tej rodziny (jak ClpB i Hspl04) nie jest
biatkiem Hsps [63]. W strukturze CIpA mozna wyroz-
ni¢ dwie domeny: I (N-terminalng) i Il (C-terminalna),
zktérych kazda posiada miejsce wigzace ATP [68,69].
Przytaczenie ATP do | domeny umozliwia powstanie
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heksameru CIpA i utworzenie kompleksu z ClpP,
natomiast zwigzanie i hydroliza ATP w Il-giej dome-
nie jest niezbedna do proteolizy duzych biatek [70].

Aktywny kompleks CIpAP otrzymano in vitro po
zmieszaniu oczyszczonych biatek CIpA (ATP-aza)
i ClpP (peptydaza), w obecnosci ATP i Mg2+. ClpP
tworzy multimer ztozony z 14 podjednostek uporzad-
kowanych w dwa pierScienie, siedmiocztonowe przyle-
gajace do siebie wzdtuz osi symetrii. Z jednej lub z obu
stron tetradekameru ClpP zasocjowane sg heksamery-
czne pierscienie CIpA (Ryc. 3). Autorzy [69], omawiajg
podobienstwo struktury CIpAP do eukariotycznego
proteasomu 26S, w ktorym mozna wyrézni¢ czesc
proteoliczng (proteasom 20S) i kompleks 19S zawiera-
jacy ATPaze [71] i sugerujg, ze z podobienistwa
struktury wynika podobny mechanizm dziatania obu
typow proteaz.

CIpAP degraduje szereg biatek fuzyjnych miedzy
innymi z P-galaktozydazg jak ClpA-|3-galaktozydaza
[68]. Inng grupe substratéw CIpAP stanowig biatka
posiadajgce na koficu aminowym jeden z aa: fenyloala-
nine, leucyne, tryptofan lub tyrozyne. Zgodnie z zasadg
konca aminowego biatek (the N-end rule) aa te sg
charakterystyczne dla niestabilnych polipeptydéw
[72]. Biatka eukariotyczne zawierajace takie aa na
koncu aminowym ulegajg proteolizie zudziatem prote-
asomu 26S po wczes$niejszym oznakowaniu ubikwity-
ng [15]. Oprocz miejsc wigzacych ATP w podjednost-
ce CIpA znajduje sie allosteryczne miejsce, do ktérego
przytgcza sie substrat. Rolg CIpA jest prezentacja
substratu oraz wywotanie zmian konformacyjnych
w ClpP, tak aby centra proteolityczne monomerow
ClpP staty sie dostepne dla substratéw [66].

Singh i Maurizi [70] zaproponowali hipoteze,
ze domena | CIpA petni funkcje opiekunczg utatwiajac

A CipA ClpP ClpA
B ) ClpA CipP ClpA
I O A A
ATPaza 19S proteasom 20S ATPaza 198

a B B o

proteason 265

Ryc. 3. Model kompleksu CIpAP (A) i schematy CIpAP (B) i protea-
somu 26S (C) na podstawie zdje¢ z mikroskopu elektronowego
(wg Kessel i wsp. [69]).
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odzyskanie natywnej konformacji zwigzanym substra-
tom co chronitoby je przed proteoliza. W przypadku
uszkodzenia struktury biatka w stopniu uniemozliwia-
jacym renaturacje, substrat bytby przekazywany do
domeny 11, a nastepnie do centrum aktywnego ClpP
do degradacji. Argumentow na korzys$¢ tej hipotezy
dostarczyli Wickner i wsp. [73] wykazujac, ze
CipA, podobnie jak DnaK i Dnal, aktywuje in vitro
biatka RepA (kontrolujace inicjacje replikacji plaz-
midu PIl), co polegato na przeksztatceniu nieaktyw-
nego dimeru RepA w aktywne monomery. Reakcji
towarzyszyta hydroliza ATP. Stwierdzono ponadto, ze
do aktywacji RepA wystarcza jeden cykl wigzania
substratu z CipA [74]. Dalszym potwierdzeniem roli
opiekunczej CIpA byta ochrona lucyferazy przed ter-
miczng inaktywacjg [73].

Funkcje biatka opiekunczego moze petni¢ réwniez
inna wspotdziatajgca z ClpP podjednostka, ATPaza
ClpX. Kompleks ClpXP, wykazuje strukture analogi-
czng do CIpAP [75]. Poznanymi dotad naturalnymi
substratami proteazy ClpXP sg fagowe biatko inicjacji
replikacji AO [61, 62] i podjednostka polimerazy RNA
cts kontrolujgca poziom transkrypcji w stacjonarnej
fazie wzrostu E. coli [76]. Substratem CIpXP jest
réwniez Phd, ktére dziatajako antidotum dla toksycz-
nego biatka Doc [77]. Phd i Doc kodowane sg przez
plazmid P1 istanowig mechanizm zwiekszajacy stabil-
no$¢ plazmidu Pl w komérce. ClpXP nie degraduje
kazeiny i biatek fuzyjnych z f3-galaktozydazg, ktore sg
substratami proteazy CIpAP. Wyniki te sugeruja, ze
podjednostki ClpA i ClpX decydujg o rozpoznaniu
substratu dla podjednostki proteolitycznej ClpP [78,
61, 62]. Nie wyklucza to jednak mozliwosci istnienia
substratdw wspolnych dla obu proteaz.

W tym miejscu warto zwréci¢ uwage na najnowsze
odkrycia dotyczace oznakowania biatek przeznaczo-
nych do degradacji w komo6rkach prokariotycznych
[79-81]. Stwierdzono, ze biatka syntetyzowane na
uszkodzonych mRNA jak n.p. niedokonczone trans-
krypty, niezawierajace kodonu terminacyjnego, zo-
stajg oznaczone przez dodanie jedenasto-aminokwa-
dowego peptydu na konfcu karboksylowym. Dedycuje
to o skierowaniu ich do proteolizy. Ten sposéb ozna-
czenia przypomina znakowanie ubikwityng biatek
kierowanych do degradacji przez proteasom 26S w ko-
morkach Eukaryota. Mechanizm oznakowania jest
jednak zupetnie inny. W komadrkach E. coli znacznik-
-dekapeptyd ANDENYALAA jest kodowany przez
stabilny SsrA RNA (I0Sa RNA), produkt genu ssrA.
SsrA RNA posiada jednocze$nie cechy tRNA
i m RNA, dlatego zaproponowano alternatywng na-
zwe tmRNA [82]. SsrA RNA rozpoznaje i wigze
alanine, jest takze zdolny do przenoszenia jej na
rybosom, jak tRNAAa Nastepuje to, gdy konczy sie
synteza biatka na transkrypcie bez kodonu stopu.
Proces ten pozwala na zwiazanie z rybosomem
tmRNA tak, ze na drodze tzw. ,trans-translacji” moze
zosta¢ odczytana jego domena kodujgca dekapeptyd
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i zawierajgca sygnat terminacji UAA [83]. Ostatecz-
nym wynikiem jest wiec kotranslacyjna modyfikacja
polegajagca na przytgczeniu sygnatu Kierujgcego do
degradacji, sktadajacego sie z 11. aminokwaséw (A-
ANDENYALAA) i jednoczesne uwolnienie systemu
translacyjnego od nienormalnego biatka (Ryc. 4).

Wykazano, ze CIpAP i CIpXP degradujg in vitro
fragment represora cl faga X, do ktérego przytaczono
peptyd-znacznik kodowany przez ssrA RNA [79, 80].
Ponadto stwierdzono, ze réwniez proteaza FtsH
(bedzie omowiona dalej) rozpoznaje ten sygnat de-
gradacji [81].

ClpX, podobnie jak ClpA, posiada wtasnosci opie-
kuricze i moze dziata¢ in vitro niezaleznie od ClpP
chronigc modelowe biatko XO (biatko replikacyjne
faga X) przed termiczng denaturacjg i agregacjg [22,
38]. Zagregowane biatko XO ulegato takze aktywacji
przez ClpX przy jednoczesnej hydrolizie ATP. Do-
Swiadczenia nad transpozycjg i replikacjg faga Mu
réwniez potwierdzity role opiekuriczg ClpX, niezalez-
ng od ClIpP. In vivo replikacja DNA faga Mu jest
zablokowana w komdrkach mutanta clpX, natomiast
mutacja clpP nie zaktdca tej replikacji [84]. Wykazano
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Ryc. 4. Naznaczanie biatek prokariotycznych do degradacji syn-
tetyzowanych na mRNA np. nie zawierajacym kodonu
terminacyjnego (wg Keilera i wsp. [79]). (I) W trakcie
translacji rybosom zatrzymuje sie przy koncu 3' uszkodzo-
nego mRNA. (Il) Taki kompleks jest rozpoznawany przez
alanylo- ssrA RNA, ktdry wigze sie w miejscu P rybosomu.
(111) Alanina jest dotaczana do tafncucha polipeptydowego,
a translacja jest kontynuowana z wykorzystaniem fragmen-
tu ssrA RNA jako matrycy. (IV) Znacznik — AANDENY -
ALAA zostaje kotranslacyjnie dodany do syntetyzowanego
polipeptydu. (V) Przy kodonie terminacyjnym UAA zawar-
tym w ssrA RNA (tm RNA) nastepuje uwolnienie na-
znaczonego biatka (VI), ktore jest rozpoznawane i de-
gradowane m.in. przez proteazy CIpAP, CIpXP, FtsH.
System ten przypomina naznaczanie ubikwityng biatek
eukariotycznych przeznaczonych do degradacji.
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réwniez ze ClpX katalizuje dysocjacje tetrameru trans-
pozazy MuA do aktywnych monomeréw w reakcji
zaleznej od ATP iniezaleznej od ClpP [85]. W czesci
C-terminalnej transpozazy zidentyfikowano dekapep-
tyd rozpoznawany przez ClpX. Dotgczenie tego frag-
mentu do represora faga P22, biatka Arc, powodowato
degradacje biatka fuzyjnego przez ClpXP, mimo ze Arc
normalnie nie jest substratem tej proteazy [86].

Homologiem CIpA,jak juz wspomniano, jest biatko
szoku termicznego ClpB [87,88]. O jego roli w komér-
ce wiadomo stosunkowo niewiele. ClpB posiada ak-
tywno$¢ ATPazy stymulowang in vitro przez kazeine
1 insuline, nie moze jednak =zastgpi¢ biatka CIpA
w degradacji kazeiny przez ClpP [89]. Mozna wiec
sadzi¢, ze ClpB wspoidziata z inng, nieznang jeszcze
podjednostkg proteolityczng lub wylgcznie spetnia
role biatka opiekuriczego. Wystepujace w drozdzach
biatko Hspl04, homolog ClpB, nie uczestniczyto w de-
gradacji lucyferazy (kodowanej w plazmidzie), ani nie
chronito jej przed termiczng denaturacjg, natomiast
umozliwiato dezagregacje termicznie zdenaturowane-
goenzymu [60]. Park i wsp. [90] stwierdzili, ze gen
clpB E. coli koduje w tej samej ramie odczytu dwa
biatka o masie 93 kDa (ClpB93) i 79 kDa (ClpB79).
Oba posiadajg po dwa miejsca wigzace ATP. Zlokali-
zowane sg w cytoplazmie. Jednak in vitro kazeina
stymulowata tylko aktywno$é ATPazy ClpB93. Wynik
ten sugeruje, ze za wigzanie substratu jest odpowie-
dzialna N-terminalna (148 aa) cze$¢ CIpB93, ktorej
brakuje w ClpB79. Oba biatka tworzg prawdopodob-
nie mieszany tetramer. Okazato sie dalej, ze CIpB79
hamuje aktywnos¢ ATPazy ClpB93. Autorzy sugeruja,
ze ClpB79 reguluje w ten sposob funkcje ClpB93 [90].
Nadal jednak pozostaje do wyjasnienia szereg pytan
na temat mechanizmu dziatania i roli fizjologicznej
obu biatek ClpB.

U Eukaryota wystepuje homolog ClpB79, biatko
mitochondrialne, Hsp78. Jest ono jednak kodowane
przez oddzielny gen w odréznieniu od prokariotycz-
nego clpB93/79 [40, 91, 92].

W naszych doswiadczeniach z odpowiednimi mu-
tantami wykazaliSmy, ze brak ClpP lub ktérejkolwiek
podjednostki ATPazowej Cip, hamowat w réznym
stopniu usuwanie frakcji S z komdrek [86] (Ryc.
2 C-F). Wyniki ukazywaly wazng role biatek CIpA
i ClpB w tym procesie (odpowiednio 33% i 47%
agregatow nieusunietych po 45 min doswiadczenia).
Mozna przypuszczac, ze biatka te biorg udziat w usu-
waniu frakcji S jako podjednostki proteaz rozpoz-
najgce i prezentujgce substraty, lub/i jako biatka
opiekuncze renaturujace zdenaturowane polipeptydy.
Stwierdzili$my szczegdlnie silny efekt podwéjnej muta-
cji clpBP. W komdrkach takiego mutanta pozostawato
prawie 90% nieusunietych agregatéw frakcji S w 45.
minucie doSwiadczenia (Ryc. 2-G). W przyblizeniu jest
to suma efektéw wywotanych przez brak kazdego
z tych biatek osobno (Ryc. 2 C, F). Potwierdza to
wspomniany juz wynik innych autorow [47, 89]
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uzyskany odmienng technika, ze ClpB i ClpP nie
tworzg aktywnego kompleksu.

I11-3. Zalezna od ATP proteaza ClpYQ (HsIVU)

ClpYQ jest wykrytg niedawno, proteazg zalezng od
ATP, ztozong z produktéw gendw clpQ (hslV) i cipY
(hslU), znajdujacych sie pod kontrolg podjednostki
a 32 [93-95]. Biatko ClpQ (19 kDa) posiada aktywnosé
peptydazy stymulowanej przez ATPaze, ClpY (50
kDa). Naturalnym substratem tej protezy jest podjed-
nostka a 32 polimerazy RNA, ktdrej poziom wzrasta
dwukrotnie w szczepie AclpYQ [96]. Ponadto stwier-
dzono, ze produkt klonowanego genu (ludzka prouro-
kinaza), czesciowo tylko sfaldowany, jest bardziej
stabilny w komoérkach takiego mutanta delecyjnego
niz w szczepie dzikim [96] a degradacja fragmentow
puromycynowych zachodzi znacznie wolniej [97]. In
vitro ClpYQ trawi niektore, krotkie hydrofobowe
peptydy [94] oraz fragmenty kazeiny uzyskane w wy-
niku czesciowego trawienia trypsyng [97]. Sekwencja
aa ClpQ jest homologiczna do sekwencji podjednostki
@proteasomu 20S (28,5%), natomiast sekwencja ClpY
jest w 50% identyczna z ClpX [93, 95]. Okazato sie
takze, ze aktywnos$¢ proteolityczna ClpQ ipodjednos-
tki @ proteasomu ulega specyficznemu hamowaniu
przez ten sam syntetyczny inhibitor, pochodng winylo-
-sulfonowag tréjpeptydu leucyny [98]. Zdjecia z mikro-
skopu elektronowego wykazaty, ze ClpQ i ClpY
tworzg kompleks, ktérego struktura przypomina stru-
kture proteazy CIpAP atakze eukariotycznego protea-
somu 20S [95]. Stwierdzono, ponadto, ze w trakcie
sgczenia molekularnego ClpQ zachowuje siejak oligo-
mer ztozony z 12 podjednostek, co jest zgodne z ob-
razem z mikroskopu elektronowego [99]. Biatko ClpY
natomiast tworzy kompleks zawierajgcy 8-10 podjed-
nostek, przy czym, podobnie jak w przypadku CIlpA,
oligomeryzacja ClpY wymaga udziatu ATP. Rohr-
wi 1d i wsp. [94] przypuszczaja, ze in vivo proteaza
ClpYQ, ktora wykazuje whasciwosci posrednie miedzy
eukariotycznym proteasomem a proteazg Cip, uczest-
niczy w degradacji biatek uszkodzonych w trakcie
szoku termicznego. Sugeruje sie réwniez, ze ClpYQ
moze spetnia¢ podobne funkcje jak proteaza Lon
poniewaz mutacje clpYQ i lon wywotujg podobny efekt
fenotypowy w postaci mukoidalnosci kolonii. W przy-
padku komorek lon jest to skutek podwyzszenia
poziomu regulacyjnego biatka RscA, ktére w komar-
kach dzikich jest substratem proteazy Lon [48, 97].

I1l. Rola periplazmatycznej proteazy HtrA,
niezaleznej od ATP

Biatko HtrA (DegP, Do) jest niezalezng od ATP
proteazg serynowga E. coli, co zostato udowodnione na
podstawie precyzyjnej mutagenezy zmieniajgcej cent-
rum aktywne [100]. Proteaza jest syntetyzowana
w formie prekursora (51 kDa), z ktérego po odcieciu
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sekwencji liderowej (26 aa) powstaje dojrzata forma
biatka (48 kDa) [101-106]. Proteaza HtrA jest zlokali-
zowana w przestrzeni periplazmatycznej jako biatko
peryferyczne btony wewnetrznej [107]. Aktywnos¢
proteolityczna HtrA jest absolutnie niezbedna do
wzrostu komérek w temperaturze powyzej 42°C [100].

Gen htrA E. coli nalezy do regulonu szoku termicz-
nego kontrolowanego przez podjednostke ct24 (cte)
polimerazy RNA [10, 101]. Mecsas i wsp. [108]
stwierdzili, ze nadprodukcja biatek btony zewnetrznej
prowadzi do wzrostu aktywnos$ci a Ei w konsekwencji
do indukowanej syntezy HtrA. Na tym spostrzezeniu
opiera sie sugestia autoréw, ze regulon cte kontroluje
procesy zachodzgce w periplazmie i btonie zewnetrz-
nej, co jest zgodne takze z lokalizacjg HtrA [107].
Regulon kontrolowany przez a 32jest odpowiedzialny
za zmiany zachodzgce w cytoplazmie. Zagadnienie to
jest szerzej omowione w pracach przegladowych [109,
110]. Danese i wsp. (1995) [111] poszukujac
mutacji, ktére wptywajg na transkrypcje genu htrA
wykryli dodatkowy element regulujacy synteze HtrA,
system CpxAR. Sygnatem, ktéry aktywuje ten system
jest wzrost poziomu lipoproteiny NIpE w btonie
zewnetrznej E. coli. Wzrost syntezy innych lipoprotein
nie indukuje transkrypcji htrA. Informacja zostaje
przekazana za pos$rednictwem biatka btony cytoplaz-
matycznej CpxA do regulatora CpxR, ktdry indukuje
transkrypcje htrA, wspotdziatajac z Ecie. Na razie nie
wiadomo, czy Cpx stymuluje transkrypcje réwniez
z innych promotoréw cte czy tez htrA jest jedynym
genem regulowanym przez ten system.

Obserwowano podwyzszenie poziomu HtrA w ko-
moérkach mutanta surA, pozbawionego aktywnej, peri-
plazmatycznnej peptydylo-prolylo cis-trans izomerazy
[112]. Biatko SurA uczestniczy w faldowaniu biatek
btony zewnetrznej E. coli OmpA, OmpF i LamB.
Autorzy sadza wiec, ze wzrost poziomu HtrA w komé-
rkach surA byt spowodowany pojawieniem sie nie-
prawidtowo sfatdowanych biatek btony zewnetrznej.
Niewykluczone, ze i w tym przypadku w indukcji htrA
uczestniczy system Cpx.

Narazie jedynym zidentyfikowanym naturalnym
substratem proteazy HtrA jest acylowana forma pre-
kursora biatka uwalniajgcego kolicyne A [113]. Stwie-
rdzono, poza tym, ze mutant htrA jest uposledzony
w degradacji nieprawidtowych biatek periplazmatycz-
nych i btony wewnetrznej [105, 114].

Proteaza HtrA odgrywa wazng role w usuwaniu
zagregowanych biatek frakcji S, co stwierdziliSmy na
podstawie doswiadczen in vivo i in vitro [57], W ko-
maérkach mutanta htrA63 35% agregatéw zdenaturo-
wanych biatek pozostawato nieusunietych (Ryc. 2-H),
w reakcji in vitro w 45°C, natomiast 30% biatek frakcji
S ulegato degradacji przez proteaze HtrA. DosSwiad-
czenia in vitro z uzyciem frakcji S dostarczyty dalszych
informacji o charakterze tej reakcji. Proteoliza za-
gregowanych biatek byta stymulowana przez jony
Mg24 i wyraznie hamowana w obecnos$ci Hsp, DnalJ.
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Hamowanie reakcji proteolizy zagregowanych biatek
przez DnalJ moze oznacza¢, ze DnalJ chroni przed
ekstensywng proteolizg te biatka, ktérych denaturacja
nie przekroczyta progu wykluczajgcego ich renatura-
cje. Efekt ten byt swoisty w stosunku do agregatéw
biatek z frakcji Sinie wystepowat przy trawieniu przez
HtrA substratu nienaturalnego, kazeiny. Z naszych
doSwiadczen wynika réwniez, ze HtrA nie rozpoznaje
specyficznych sekwencji aminokwasowych w zagrego-
wanych biatkach frakcji S. Mozna przypuszczaé, ze
rozpoznaje raczej charakterystyczny stan konforma-
cyjny powstajacy po szoku termicznym poniewaz
substratami HtrA sg rozne biatka frakcji S, ktdre
w réwnym stopniu ulegajg degradacji, dzieki czemu
elektroforegramy biatek frakcji S przed i po trawieniu
frakcji S przez HtrA nie wykazujg réznicy (Ryc. 5).
Zaskoczeniem byt wynik reakcji trawienia frakcji
Sizolowanej z mutanta htrA63 {ShtrA). Oczekiwano, ze
frakcja ShtrA zawiera w wiekszo$ci substraty HtrA,
ktére w reakcji in vitro zostang catkowicie strawione.
Jednak tylko 6% biatek frakcji ShtrA zostato zde-
gradowanych in vitro. Wydaje sie wiec, ze obecnos¢
biatka HtrA jest niezbedna w momencie przeniesienia

T 2 kDa

Amnf%@ —94
=~ —67
HirA — o St S
=43
—30
—20.1
—14.4

Ryc. 5. Elektroferogramy biatek frakcji S przed i po trawieniu in vitro
proteazg HtrA.
Biatka frakcji S (10 pg) byty trawione przez HtrA (1 pg) w 20
pl 50 mM Tris-HCL PH 8,0 zawierajacego M gS04 (10 mM)
w 45°C, przez 3 godz. Biatka rozdzielano w 15% zelu
poliakrylamidowym z 0,1% SDS. Zel barwiono metoda
srebrowa. Sciezka 1 — kontrola, 2 — frakcja S trawiona
przez HtrA (wg Laskowskiej i wsp. [57]).
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bakterii do podwyzszonej temperatury, aby utrzymac
(w oddziatywaniu posrednim lub bezposrednim) sub-
straty HtrA w konformacji umozliwiajgcej ich rozpoz-
nanie przez te proteaze.

IV. Btonowa proteaza FtsH (HfIB)

Zakotwiczone w btonie cytoplazmatycznej biatko
FtsH posiada duza C-terminalng domene cytoplaz-
matyczng z sekwencjami wigzagcymi ATP oraz jony
Zn2+.Domena ta obejmuje 200 aa ijest homologiczna
do sekwencji eukariotycznych ATPaz, z klasy AAA
(ATPase associated with various activities), ktére uczes-
tnicza w wielu réznych procesach: kontroli cyklu
komoérkowego, degradacji, sekrecji biatek, regulacji
transkrypcji i biogenezie organelli komdrkowych [24],
Do ATPaz AAA nalezg miedzy innymi niektére pod-
jednostki eukariotycznej proteazy 26S [49] oraz meta-
loproteazy mitochondriatne YtalO, Ytal2 i Ytall.
YtalO i Ytal2 tworzg w wewnetrznej btonie mitochon-
drialnej heterooligomer o masie ok. 850 kDa od-
powiedzialnych za powstawanie kompleksu syntazy
ATP iza proteolize nadmiaru wolnych podjednostek
syntazy, jezeli nie wejdg w skiad kompleksu [115].

Tomoyasu i wsp. [116] wykazali, ze FtsH
uczestniczy w degradacji podjednostki polimerazy
RNA a32. W komorkach mutanta ftsH| wrazliwego
na temperature poziom a 32 byt wyzszy 4-5-krotnie niz
w szczepie dzikim. Stwierdzono réwniez proteolize a 32
katalizowang przez FtsH in vitro w reakcji zaleznej od
ATP. Kanemori i wsp. [96] sugerujgjednak, ze
za degradacje er32 odpowiedzialne sg réwniez proteazy
cytoplazmatyczne (Lon, ClpXP, ClpYQ). Tak wiec
przypuszczalnie funkcje FtsH iproteaz cytoplazmaty-
cznych cze$ciowo naktadaja sie na siebie. Potwierdzaja
to réwniez dosSwiadczenia in vitro, ktére wykazaty
degradacje przez proteazy Cip i FtsH fuzyjnego biatka
CI-SsrA, zawierajgcego fragment represora faga X, ClI
i dekapeptyd stanowigcy sygnat kierujagcy do degrada-
cji w komorkach prokariotycznych (produkt genu
ssrA) [81]. Z kolei biatko faga X Xis byto substratem
proteaz FtsH i Lon [117]. Innym naturalnym sub-
stratem FtsH jest regulator transkrypcji faga X, nie-
stabilne biatko cli, ktérego poziom wewnatrz komorki
decyduje o jej lizogenizacji lub wzroScie litycznym faga
X. W reakcji in vitro z udziatem FtsH biatko cli ulega
proteolizie 10 razy szybciej niz a 32. W przeciwienstwie
do a 32 degradacja cli nie wymaga udziatu biatek
szoku termicznego DnaK/Dnal/GrpE [117]. Wyka-
zano, ze aktywnos$¢ FtsH moze by¢ regulowana przez
biatka HsIK i HsIC, ktére znajdujg sie w blonie
cytoplazmatycznej po stronie periplazmy i tworzg
kompleks z FtsH [119]. In vitro HsSIKC hamuje
proteolize cli oraz degradacje podjednostki trans-
lokazy SecY [120]. Lokalizacja biatek HsSIKC moze
wskazywaé na istnienie regulacji proteolizy wewnatrz-
komorkowej przez sygnaty pochodzace z zewnatrz
komorki. Wydaje sie, ze mechanizm regulacji aktyw-
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nosci FtsH jest bardzo ztozony [121]. Wykazano, ze
biatko regulatorowe, clii stabilizuje cli umozliwiajgc
rozwo6j lityczny faga X. Stwierdzono, ze poziom clii
wzrasta znacznie w komoérkach mutanta AftsH, co
sugeruje, ze clii jako substrat FtsH, moze wspéi-
zawodniczy¢ z biatkami cli i a32 o miejsce aktywne
proteazy, hamujac w ten sposob ich proteolize.

Ostatnie badania nad degradacjg mRNA w komar-
kach E. coli wskazuja na jeszcze jedna funkcje FtsH.
Stwierdzono, ze w komoérkach ftsH niektére rodzaje
mRNA sg bardziej stabilne niz w szczepie WT izasuge-
rowano udziat FtsH w aktywacji RNaz przez proteoli-
ze [122]. Innym proponowanym wyjasnieniem wol-
niejszej degradacji mMRNA w komdrkach mutanta jest
brak efektywnej degradacji przez FtsH biatka (lub
biatek) stabilizujgcych mRNA.

V. Zakonczenie: charakter substratow

Omawiane proteazy sg bardzo niezwyktymi en-
zymami stanowiagc klase enzymoéw ro6znigcych sie
znacznie od przyktadéw klasycznych. Jak wynika
z przedstawionych badan réznych zespotdw, a takze
naszego, in vitro i in vivo proteazy stymulowane przez
substraty i zalezne od ATP (CIpAP, ClpXP, ClpYQ,
Lon) a rowniez niezalezna od ATP proteaza HtrA,
dziatajac jako enzymy degradujgce nienaturalne biat-
ka, rozpoznaja w nich nie specyficzne sekwencje ami-
nokwasow, lecz odpowiedni stan konformacji. Bytoby
bardzo ciekawe znalezienie odpowiedzi na pytanie
»jaki?”.Mozna tylko przypuszczac, ze moze to by¢ stan
okreslony jako stopiona globula (kiebek statystyczny,
ang. ,,molten globule™). OkresSlenie to nie jest jedno-
znaczne. Levitt i wsp. [123] tak opisujg ten stan
konformacyjny: a) czasteczka biatkowa jest mnigj
sfatldowana (ang. less compact) niz w stanie natywnym
ale b) bardziej sfatldowana niz w stanie zdenaturowa-
nym, catkowicie rozfatdowanym, c) posiada znaczne
obszary struktur drugorzedowych (przewaza konfor-
macja (3-harmonijki), d) wykazuje luzne kontakty
trzeciorzedowe bez $cistego upakowania taricuchow
bocznych aa. Levitt i wsp. zwracajg uwage, ze
struktura stopionych globut moze byé bardzo zréz-
nicowana, nawet dla tego samego biatka mozna otrzy-
mac¢ stopione globuty o réznej konformacji. Przy-
ktadem moze by¢ a-laktoalbumina z kt6rej, zaleznie od
warunkéw, mozna otrzymaé dwie postacie stopionej
globuty [123], istniejg takze inne przyktady. Struktura
stopionej globuly moze odpowiada¢ chronionym
przez Hsps prekursorom dojrzatych biatek, ktérych
fatldowanie wymaga dalszego udziatu Hsps (np. Gro-
EL/ES wg tego samego schematu). Jezeli tak, to mozna
sgdzi¢, ze podany mechanizm dziata po szoku termicz-
nym, a zadaniem Hsps jest utrzymanie biatek w takiej
konformacji, ktéra umozliwiataby ich renaturacje.
Moznaby tu podsumowaé spostrzezenia na temat
wilasciwosci biatek frakcji S. Biatka tejak wykazano, sg
substratami proteaz szoku termicznego, jednak tylko
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wtedy gdy formujg sie w obecnosci Hsps. Natomiast
nie jest substratem tych enzymoéw frakcja S uzyskana
z mutantéw niezdolnych do indukcji odpowiedzi stre-
sowej rpoH, dnaK, dnaJ lub htrA ani frakcja zdenatu-
rowanych biatek E. coli, ktérg mozna uzyska¢ uwal-
niajgc rozpuszczalne biatka cytoplazmatyczne i peri-
plazmatyczne przez szok osmotyczny i nastepnie po-
ddajgc je denaturacji cieplnej in vitro w warunkach
analogicznych do wywotujgcych powstawanie frakcji
S (15 min, 45°C). Frakcja Sipreparat biatek denaturo-
wanych in vitro réznig sie np. gestoscig pozorng
odpowiadajgcg p = 1,26 g/ml roztworu sacharozy
i 1,07 g/ml odpowiednio. Wskazuje to na rdzng
konformacje biatek w poréwnywanych frakcjach. Po-
za tym frakcja S zawiera zwigzane Hsps: DnaJ, DnaK
[1] oraz niedawno poznane i badane intensywnie male
biatka szoku termicznego (sHsps — small Heat shock
proteins) IbpA i lbpB [124]. O grupie eukariotycznych
sHsps obecnie wiadomo, ze uczestniczg w zjawisku
termoopornosci co sugeruje, ze odgrywajg role
w ochronie natywnej konformacji biatek komadrko-
wych, ze w komdrce poddanej szokowi termicznemu
sHsps wiazg duza cze$¢ rozfatdowujacych sie biatek
i utrzymujg je w stanie kompetencji do renaturacji,
ktora bedzie mogta nastapi¢ po powrocie do fizjo-
logicznych warunkéw wzrostu.

We frakcji S nie udato si¢ wykry¢ (metodami im-
munoblotingu) Hsps GroEL, GroES i GrpE. Mogtoby
to by¢ zgodne z przytoczonym modelem Langera
rozwinietym pdzniej przez Buchbergera i wsp.
[126]. Autorzy ci wykazujg, ze uktady biatek opiekun-
czych DnaK/Dnal/GrpE oraz GroEL/GroES wspét-
dziatajg ze sobg, w odpowiedniej kolejnosci wielokrot-
nie wiagzac i uwalniajac substraty ulegajace fatdowaniu
az do uzyskania przez nie konformacji wiasciwej
aktywnemu biatku.

taczac omdwione fakty mozna z pewng dozg praw-
dopodobienstwa zaproponowac¢ kolejno$¢ wydarzen
w komaorce po szoku termicznym. Frakcja zagregowa-
nych biatek (frakcja S) powstaje pare minut po pod-
wyzszeniu temperatury, jak mozna przypuszczac, z po-
wodu chwilowego niedoboru Hsps, ktéry w komor-
kach dzikich zostaje szybko (ok. 10 min) wyréwnany
w wyniku indukcji regulonéw szoku termicznego. Na
podstawie literatury, doSwiadczen z mutantami hsps
i doSwiadczen invitro sagdzimy, ze agregaty sg chronio-
ne przed zbyt efektywng proteolizg przez zwigzanie
biatek Dnal i IbpA/B i utrzymywane w formie nad-
ajacej sie do renaturacji. W pierwszym etapie usuwania
agregatdw odgrywa wazng role dezagregacja zdenatu-
rowanych biatek przez ClpB, uwolnione z agregatow
czasteczki moga oddziatywaé z Hsps: DnaK/Dnal
wigzgcymi ich niesfaldowane fragmenty i utatwiajgcy-
mi powstawanie struktur drugorzedowych, GrpE
przenoszacym tak uformowane substraty na kompleks
GroEL/ES, ktory doprowadza je do kompletnej rena-
turacji. Z tym procesem konkuruje dziatanie systemoéw
proteolitycznych cytoplazmatycznych, btonowych
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i periplazmatycznych ktérych podjednostki lub dome-
ny posiadajgce centra aktywne ATPaz rozpoznajg
zdenaturowane biatka i prezentujg proteolitycznym
centrom aktywnym. Narazie nie ma informacji w jaki
spos6b rozpoznaje substraty proteaza HtrA, co pozos-
taje jedng z wielu zagadek do rozwigzania.

Artykut powstat w trakcie realizacji projektu KBN
386/P04/97/13.

W poprzednim numerze Postepéw Biochemii ukazata sie
obszerna praca przeglagdowa dotyczaca biatek szoku ter-
micznego ,,Rodzina gendw stresu hsp70 ssakow” autorstwa
Pani Dr Lisowskiej i Pana Doc. Krawczyka.
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Biatko IHF jako regulator metabolizmu Escherichia coli

IHF as a regulator of metabolism in Escherichia coli

AGNIESZKA SIRKO*

Spis tresci:
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I1-1. Regulacja ekspresji ihfA i ihfB u E. coli
11-2. Geny kodujace IHF u innych bakterii
I1l.  Biatko IHF
I11-1. Budowa biatka
111-2. 1l0$¢ biatka w komérkach a liczba jego miejsc
wigzania w genomie E. coli
IV. Wigzanie IHF z DNA
IV-1. Sekwencja DNA odpowiedzialna za wigzanie
biatka IHF
IV-2. Zdolnos¢ do zginania DNA
IV-3. Struktura krystaliczna IHF-DNA
IV-4. Mutanty w podjednostkach kodujgcych IHF,
dimeryzacja a zdolno$¢ do wigzania sie z DNA.
Czy homodimery sg aktywne?
V. Fenotypy mutantéw ihf
VI. Rola biatka IHF w metabolizmie komorki bakterii
gramujemnych
VI1-1. Plazmidy
VI-1.1. Koniugacyjny transfer plazmidéw
VI-1.2. Replikacja plazmidéw
VI-2. Bakteriofagi
VI-2.1. Mu
VI-2.2. Lambda
VI-2.3. Inne bakteriofagi
VI-3. Transpozycja i inwersja
VI1-4. Replikacja chromosomalnego DNA
VI-5. Regulacja ekspresji gendw
VI-6. IHF a stacjonarna faza hodowli bakteryjnych
VIl. HU — biatko podobne do IHF
VIII. Biatka podobne do IHF w systemach eukariotycznych
IX.  Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotow: HU — prokariotyczne biatko
spokrewnione z IHF nalezace do grupy biatek histono-
-podobnych; ppGpp — czterofosforan guanozyny; RIP
— palindromowe sekwencje DNA, do ktérych wigze sie IHF;
cr38/crsslRpoS — podjednostka sigma polimerazy RNA cha-
rakterystyczna dla fazy stacjonarne;j.

I. Wstep

Biatko IHF (skrét od ang. integration host factor)
nalezy do rodziny biatek histono-podobnych. Rodzina
ta tgczy szereg nie spokrewnionych ze sobg biatek
prokariotycznych o niewielkiej masie czasteczkowe;j.
Biatka te wiagzg sie do DNA i wywotujg jego silng
deformacje (zgiecie). Najbardziej znane biatka nalezace
do tej grupy zestawione zostaty w tabeli 1 Biatka

*Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, PAN, 02-106 Warszawa,
ul. Pawinskiego 5A
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histono-podobne biorg udziat we wszystkich proce-
sach komérkowych, w ktérych uczestniczy bezposred-
nio DNA. Umozliwiaja one przyjecie przez DNA
odpowiedniej struktury przestrzennej. Biatka histono-
-podobne bywajg czasem okres$lane terminem biatka
opiekuncze dla DNA (ang. DNA chaperons) [1].
W ostatnich latach pojawita sie olbrzymia liczba
publikacji dotyczacych udziatu IHF i innych biatek
histono-podobnych w replikacji, rekombinacji, trans-
pozycji, transkrypcji itd. Swiadczy to o powszechnym
udziale biatek tego typu w prawidlowej regulacji
metabolizmu komorki.

Biatko IHF, zostato zidentyfikowane poczgtkowo
jako bakteryjny czynnik niezbedny do wbudowania
DNA bakteriofaga lambda do genomu gospodarza
(stad angielska nazwa biatka IHF — integration host
factor) [2]. Obecnie powszechnie traktowane jest ono
jako ogélny (ale jeden z wielu!) regulator tych wszyst-
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Tabela 1.
Biatka histono-podobne u Escherichia coli

Bialk Forma Gen(y)/ Dhugosé
latko aktywna /lokalizacja biatka Masa
IHF heterodimer ihfA/38 min 99 aa 11.4 kDa
(homodimery)  ihfBj20 min 94 aa 10.7 kDa
HU heterodimer hupA/90 min 90 aa 9.5 kDa
hemodimery hupBf10 min 90 aa 9.2 kDa
H-NS homodimer hns/21 min 136 aa 15.4 kDa
StpA ? StpA/60 min 134 aa 15.3 kDa
FIS homodimer fisj12 min 98 aa 11.2 kDa
Lrp homodimer Irp/20 min 164 aa 18.8 kDa

kich proces6w komadrkowych, w przebiegu ktérych
istotng role odgrywa precyzyjnie uksztattowana struk-
tura DNA.

W niniejszej pracy omowione zostang nastepujace
problemy: regulacja ekspresji genéw kodujacych pod-
jednostki IHF, sposéb wigzania biatka do DNA oraz
wptyw IHF na procesy komdrkowe. Wszystkie oma-
wiane ponizej prace, z wyjatkiem podrozdziatow wyra-
Znie zaznaczonych, dotycza komorek Escherichia coli.

Il. Geny kodujace IHF

Niedawno zaproponowano ujednolicenie nomenk-
latury genow kodujgcych obie podjednostki biatka
IHF [3]. Nowa nomenklatura dla tych gendéw: ihfA
(poprzednio himA) oraz ihfB (poprzednio himD lub hip)
bedzie konsekwentnie stosowana w niniejszej pracy.

I1-1. Regulacja ekspresji ihfA i ihfB u E. coli

Geny ihf sg zlokalizowane w réznych miejscach
chromosomu E. coli (Tab. 1). Gen ihfA jest ulokowany
bezposrednio za grupag gendow (thrS infC rplT pheS
pheT) kodujgcych biatka zwigzane z translacjg. Eks-
presja tych gendw jest wyjatkowa ztozona i zalezna od
warunkoéw wzrostu bakterii. Wykazano, ze ihfA moze
ulega¢ ekspresji zaréwno z promotora, z ktdérego
inicjowany jest policistronowy transkrypt zawierajgcy
takze geny pheS i pheT kodujgce dwie podjednostki
syntetazy fenylo-alanylo-tRNA jak i z promotora
specyficznego dla ihfA i zlokalizowanego wewnatrz
genu pheT\A, 5]. Wedtug niektorych autoréow gen ihfA
moze ulega¢ wspolnej transkrypcji nawet z genami
poprzedzajacymi geny pheS i pheT [6]. Gen ihfB
zlokalizowany jest bezposrednio za genem rpsA kodu-
jacym rybosomalne biatko SI [7], Podobnie jak
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Specyficznosé

Pi 1lo$¢ biatka w komorce . .
wigzania
10.14 8.500— 17.000 dimeréow w fazie tak
10.17 logarytmicznej, 5— 10 razy wiecej
w fazie stacjonarnej
10.36 30000 dimeréw nie, ale rozpoznaje
10.48 pewne struktury

DNA

tak, ale wigze sie tez
niespecyficznie

5.25 20000 dimerow

homolog H-NS, ale
0 duzej specyficzno-

9.08 niewielka

sci do RNA
10.19 100 w fazie stacjonarnej tak
50000 w fazie eksponencjonalnej
9.24 3000 w pozywce minimalnej tak

w przypadku ihfA, kilka promotordw jest zaangazowa-
nych w ekspresje genu ihfB [8].

W fazie wzrostu logarytmicznego hodowli sekwen-
cje odpowiadajgce ihfA i ihfB sg obecne gtdwnie na
transkryptach policistronowych, zawierajagcych oprécz
transkryptéw ihftakze sekwencje odpowiadajgce ge-
nom ulokowanym bezpos$rednio przed nimi. W warun-
kach hodowli stacjonarnej geny ihfulegajg transkryp-
cji gtownie z wiasnych, specyficznych promotorow.
Z promotoréw tych inicjowane sg krotkie transkrypty
monocistronowe (nie opublikowane obserwacje wias-
ne oraz [4, 5, 8]). Aktywno$¢é promotorow, z ktorych
inicjowane sg transkrypty policistronowe nie bedzie
w tej pracy omawiana. Wyniki dyskutowane ponizej
dotyczg jedynie transkrypcji inicjowanej z promoto-
réw specyficznych dla genéw ihf ktére okreSlane
bywajg czasem w literaturze jako P4 (ihfA) i P 5 (ihfB).
Miejsca startu transkrypcji dla obu promotoréw zo-
staty zlokalizowane [9]. Uzycie fuzji transkrypcyjnych
z genomem reporterowym lacZ oraz bezposrednio
pomiary ilosci RNA wykazaty, ze aktywno$¢ obu
promotoréw wzrasta kilkakrotnie w fazie stacjonarnej
[9,10]. Wzrost transkrypcji obu gendéw zalezny jest od
czterofosforanu guanozyny (ppGpp) oraz podjednos-
tki ¥Spolimerazy RNA specyficznej dla fazy stacjonar-
nej (znanej takze pod nazwg a 38 lub RpoS) [9].
Stosujgc wspomniane powyzej techniki wykazano au-
toregulacje genéw ihf[9,10]. Transkrypcja inicjowana
z promotoréw P4 (ihfA) i P5 (ihfB) jest negatywnie
regulowana przez biatko IHF. Warto podkresli¢, iz
z badan z uzyciem fuzji ihf-lacZ wynika, ze gen ihfB jest
mniej wrazliwy na autoregulacje przez IHF anizeli gen
ihfA. W nieobecno$ci funkcjonalnego biatka IHF
transkrypcja ihfB wzrasta zaledwie dwukrotnie, nato-
miast transkrypcja genu ihfA co najmniej czterokrot-
nie [10]. W regionach regulatorowych obu promoto-
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réw zlokalizowano miejsca wigzania biatka IHF [9,
10]. Wiazanie IHF w regionie promotora P5 (ihfB)
wywotuje bardzo silne zmiany konformacji DNA.
Promotor ten zawiera 6 miejsc specyficznie wigzacych
biatko IHF [10]. W regionie promotora P4 (ihfA)
zlokalizowano jednosilne oraz dwa nieco stabsze miej-
sca wigzania IHF [10].

11-2. Geny kodujace IHF u innych bakterii

Geny kodujace IHF zostaly zidentyfikowane u na-
stepujacych bakterii gramujemnych: Salmonella typ-
himurium, Erwinia chrysanthemi, Haemophilus influen-
zae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,
Pasteurella haemolityca, Rhodobacter capsulatus oraz
Serratia marcescens (dane z bazy danych EMBL,
Release 54.0). Biatko IHF nie wystepuje natomiast
u bakterii gramododatnich. Na krotkie omdwienie
zastuguje strategia klonowania genéw kodujacych
IHF z r6znych bakterii [11, 12]. Metoda ta opiera sie
na obserwacji, ze bakteriofag lambda nie namnaza sie
w szczepach E. coli z nieaktywnymi biatkami HU
(podwojne mutanty hupA i hupB) oraz IHF. Szczep
z potrojng mutacjg hupA hupB ihfA stosowany byt do
klonowania genéw ihfA, za$ szczep z potrdjng mutacjg
hupA hupB ihfB stosowano do klonowania genéw ihfB.
Poszukiwano klonéw z bibliotek (skonstruowanych
na wektorach pochodzacych z faga lambda) genomo-
wego DNA poszczegblnych gatunkoéw bakterii, ktére
byly w stanie namnazac si¢ na uzytych szczepach E.
coli. Sekwencja DNA zidentyfikowanych w ten sposob
gendw kodujacych podjednostki IHF byta nastepnie
okre$lana oraz poréwnywana z sekwencja genéw ihfE.
coli [11, 12]. Pomimo braku danych dotyczacych
sekwencji genéw ihfu innych, niz wymienione powyzej,
bakterii gramujemnych obecno$¢ IHF u wielu innych
bakterii z tej grupy jest dobrze udokumentowana.
Wiadomo np. ze biatko to pozytywnie reguluje geny
wirulencji u Shigella flexneri [13] oraz jest koak-
tywatorem transkrypcji pilE u Neisseria genorrhoeae
[14]. Ponadto, biatko IHF zostato wyizolowane z ko-
morek Acinetobacter junii oraz Proteus vulgaris [15].

I1l. Biatko IHF
I11-1. Budowa biatka

Biatko IHF jest biatkiem heterodimerycznym, skia-
dajacym sie z podjednostek IhfA (a) o masie czastecz-

kowej 11350 oraz IhfB (3 o masie czasteczkowej

— N al =~ az2 n p1l

10650. Podjednostki wykazujg jedynie ok. 30% iden-
tycznych aminokwaséw natomiast ich struktura dru-
gorzedowa jest bardzo zblizona (Ryc. 1). Istniejg dane
wskazujace na mozliwo$¢ tworzenia homodimeréw aa
i (33 oraz ich oddziatywania z DNA. Prace te zostang
omowione w rozdziale 1V.4.

111-2. Hos¢ biatka IHF w komorkach a liczba jego
miejsc wigzania w genomie E. coli

Komorki bakteryjne w fazie wzrostu logarytmicz-
nego zawierajg 8500-17000 dimeréw IHF, co przy
zatozeniu, ze objeto$¢é komorki wynosi 2 pm3, od-
powiada stezeniu 7-14 pM (0.5 do 1 ng IHF na pg
wszystkich biatek komdrkowych) [16], Ilo$¢ biatka
IHF wzrasta 5- do 10-krotnie w warunkach hodowli
stacjonarnej [16], osiggajagc warto$¢ 5-6 ng/pg cal-
kowitego biatka obecnego w komdrce. Liczba hetero-
dimeréw IHF w komérce jest poréwnywalna z liczbg
rybosomow oraz iloScig biatka HU natomiast znacznie
przekracza ilosci innych biatek wigzacych sie specyficz-
nie do DNA [17]. Poziom obu podjednostek zmienia
sie w sposOb skoordynowany [16, 18].

Do okreslenia liczby miejsc wiagzgcych IHF w geno-
mie E. coli zastosowano interesujgcg technike badaw-
czg [19, 20]. Metoda ta polega na dwukierunkowym
rozdziale elektroforetycznym DNA genomowego, po-
dzielonego uprzednio na niewielkie fragmenty i in-
kubowanego z biatkiem IHF. W pierwszym kierunku
kompleksy biatko-DNA rozdzielane sg w niskiej tem-
peraturze. Elektroforeza w drugim kierunku przep-
rowadzana jest w wysokiej temperaturze (60°C) powo-
dujacej rozbicie kompleks6w. Poréwnanie wzoru ta-
kiej elektroforezy ze wzorem elektroforezy uzyskanej
bez badanego biatka (w tym wypadku IHF) pozwala
na okre$lenie liczby fragmentdw DNA wigzacych dane
biatko. Przy uzyciu powyzej opisanej techniki okres-
lono, ze jest okoto 70 specyficznych miejsc w chromo-
somie E. coli, do ktérych z duzym powinowactwem
wigze sie IHF [19, 20]. Inni badacze ustalili, ze
w chromosomie E. colijest ok. 100 kopii tzw. sekwen-
cji RIP (zwanych réwniez RIB) tj. palindromowych
sekwencji wigzacych IHF. Sekwencje te zlokalizowane
sg zawsze w regionach ulegajgcych transkrypcji ale nie
ulegajacych translacji [21, 22]. Lokalizacja sekwencji
RIP sugeruje, ze mogg one wpltywaé na stabilizacje
transkryptow. Sugerowano réwniez, ze sekwencje te
mogg mie¢ znaczenie w utrzymaniu odpowiedniej
struktury DNA [22], Wspomniane powyzej sekwen-
cje, to prawdopodobnie miejsca, do ktérych IHF

Ramii; P3| a3
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Ryc. 1. Struktura pierwszo- i drugorzedowa podjednostek IHF.

Powyzej sekwencji aminokwasowej obu biatek zaznaczono schematycznie poszczegélne domeny: trzy struktury typu alfa-hetisy (al-oc3)
oraz trzy struktury typu beta-kartki ((31-(33). Pomiedzy strukturami p2 i P3 znajduje sie tzw. ramie posiadajagce rowniez strukture

beta-kartki.
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posiada najwieksze powinowactwo. Di 1lo i wsp.
[16] sugeruja, ze faktyczna liczba miejsc, do ktorych
wigze sie IHF (prawdopodobnie z mniejszym powino-
wactwem) jest w rzeczywistosci duzo wyzsza. Uwazaja
rowniez, ze wiekszo$¢ biatka IFIF obecnego w ko-
morce pozostaje w formie zwigzanej z DNA, gtéwnie
w miejscach, do ktérych biatko to posiada stosunko-
wo niskie powinowactwo. Hipoteze te wspierajg do-
Swiadczenia przeprowadzone przez innych badaczy
[23], ktérzy sprawdzali stan wysycenia Kkilku wy-
branych miejsc wigzania IHF w warunkach in vivo.
Z doswiadczen tych wynika, ze w warunkach wzrostu
logarytmicznego niektére miejsca nie sg w petni zajete
przez IHF, natomiast w fazie stacjonarnej, gdy ilos¢
biatka IHF wzrasta 5-10-krotnie, miejsca te sg wysyco-
ne przez IHF.

IV. Wigzanie IHF z DNA

IV-1. Sekwencja DNA odpowiedzialna za wigza-
nie biatka IHF

Mechanizm oddziatywania IHF z DNA byt inten-
sywnie badany. Jedna czasteczka biatka wigze sie
w matym rowku DNA [24], rozpoznajgc sekwencje
najwyzszej zgodno$ci zwang sekwencja kanoniczng
(ang. consensus). Kilka sekwencji kanonicznych dla
biatka IHF zaproponowanych przez réznych autoréw
zostato zestawionych w tabeli 2. Scista konserwacja
nukleotydéw w sekwencji kanonicznej dla IHF doty-
czy tylko ich bardzo niewielkiej liczby (Tab. 2),jednak-
ze fakt specyficznosci wigzania IHF do okres$lonych
sekwencji DNA jest niepodwazalny. Biatko to wigze sie
103-104 razy bardziej wydajnie do takich miejsc
w DNA niz do miejsc przypadkowych [26-28].

IV-2. Zdolno$¢ do zginania DNA

Mechanizm oddziatywania IHF z DNA byt stosun-
kowo dobrze poznany jeszcze przed ustaleniem struk-
tury krystalicznej. Jedng z najwazniejszych cech biatka
IHF jest jego zdolno$¢ do zginania DNA. Stwier-
dzono, ze jedna czasteczka biatka IHF wigze sie na
obszarze co najmniej 25 par nukleotydow DNA, co
przy niewielkich rozmiarach biatka sugerowato, ze
czasteczka DNA jest zgieta dookota dimeru biatka
IHF [24]. Fakt zginania DNA przez biatko IHF byt
potwierdzony za pomocg Kilku technik badawczych:
badania op6znienia migracji fragmentu DNA podczas
elektroforezy w zelu [29], cyklizacji przez IHF frag-
mentu DNA zawierajgcego odpowiednio ulokowane
miejsca wigzania IHF [30] oraz identyfikacji metoda-
mi foto-chemicznymi miejsc kontaktu pomiedzy IHF
a DNA [31]. Za pomocg doswiadczen genetycznych
ustalono, ktére aminokwasy obu podjednostek sa
niezbedne do rozpoznania poszczegdlnych nukleoty-
dow w sekwencji kanonicznej [18, 32, 33] oraz za-
proponowano precyzyjny model wigzania sie IHF
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Tabela 2.
Proponowane sekwencje najwyzszej zgodnosci w DNA dla biatka IHF

Sekwencja w DNA Referencja
TNPYAANNNPuUTTGaT* [97]
YAANNNNTTGATW [25]
yvyaannwnytgwidn7wb [66]
tntan6TAACcTtnTTGATTttaatnaanttnatn6a** [98]

a tc taaatga

Objasnienia symboli: N — dowolny nukleotyd, Py — pirymidyna,
Pu — puryna, Y — Tlub C, W —Alub T

*— nukleotydy oznaczone duzymi literami byty konserwowane we
wszystkich pieciu porbwnywanych w cytowanej pracy [97] sekwenc-
jach, nukleotyd oznaczony matg literg byt konserwowany tylko
w czterech sekwencjach.

** _— nukleotydy oznaczone duzymi literami sa silnie konserwowane
(wystepuja czesciej niz w 63% poréwnywanych miejsc wigzania
IHF), nukleotydy oznaczone matymi literami sa stabo konser-
wowane (wystepuja w 44-63% poréwnywanych sekwencji). Zdarza
sie, ze dwa nukleotydy w okre$lonej pozycji spetniaja powyzsze
kryteria — wtedy pokazane sg oba.

do DNA [31, 34].
IV-3. Struktura krystaliczna IHF-DNA

Ustalenie struktury krystalicznej kompleksu biatka
IHF z dwuniciowym fragmentem DNA o diugosci 35
par zasad, zawierajgcym jedno z najlepiej scharak-
teryzowanych i najsilniejszych miejsc wiagzania IHF,
pozwolito na precyzyjne okreSlenie oddziatywania
IHF-DNA [35]. Uzyskanie bardzo silnego (o ponad
160°) zgiecia czasteczki DNA mozliwe jest dzieki
dwojakiego rozdziatu oddziatywaniu biatka IHF na
strukture DNA. Po pierwsze, pozytywny tadunek
powierzchni rdzenia dimeru biatka, znajdujgcego sie
wewnatrz zgiecia DNA, zobojetnia negatywny tadu-
nek grup fosforanowych helisy DNA pozwalajgc na
zawezenie rowkow w DNA od strony biatka i deforma-
cje helisy DNA. Po drugie, hydrofobowe ramiona
»wciskajgce sie” w maty rowek na zewnatrz miejsca
zgiecia stabilizujg rozszerzenie matego rowka na ze-
wnatrz kompleksu i odgiecie DNA w strone rdzenia
biatka. Struktura kompleksu, ktdra zostata ustalona
w laboratorium H. Nash’a [35] i udostepniona w bazie
danych PDB [36], pokazana jest na rycinie 2.

IV-4. Mutanty w podjednostkach kodujacych
IHF, dimeryzacja a zdolno$¢ do wigzania
siezDNA. Czy homodimery IHF sg aktyw-
ne?

Podjednostki IHF nie sg réwnocenne w ich sposobie
wigzania sie do DNA. Szereg mutantow w kazdej
z podjednostek zostato wyizolowanych oraz scharak-
teryzowanych pod wzgledem mozliwosci tworzenia
dimerdéw, asocjacji z DNA, a takze funkcjonowania in
vivo [18, 26, 33]. Za dimeryzacje podjednostek od-
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powiedzialna jest N-koAcowa cze$¢ biatek. Ramie
jednej z podjednostek (a) rozpoznaje diuzsza czesc
sekwencji kanonicznej, a boczna czes¢ drugiej podjed-
nostki (P) wigze sie z drugg (krotszg) czescig konser-
wowanej sekwencji kanonicznej [34, 35].

Delecja jednego z genéw ihf powoduje obnizenie
iloSci drugiej niezmutowanej podjednostki. Sugeruje
to, ze tworzenie heterodimerdw stabilizuje podjednos-
tki in vivo [18, 37]. Homodimery aa i (33 s3 w stanie
rozpoznawac specyficznie te samej miejsca, do ktorych
specyficznie wigze sie heterodimer IHF [38, 39].
Stabilno$¢ kompleksow tworzonych przez wigzanie
homodimeréw do DNA jest jednak wielokrotnie niz-
sza niz stabilno$¢ komplekséw IHF zDNA. Wynika to
raczej z faktu niestabilnosci homodimeréw, a nie
z faktu ich ograniczonej zdolnosci do wigzania DNA.

W sposéb posredni wykazano niedawno, ze homo-
dimery (33 sa wystarczajgce do zapewnienia wzrostu
bakteriofaga T4 [40] oraz witasciwej kontroli liczby
kopii plazmidu pl5A in vivo [41].

V. Fenotypy mutantéw ihf

Biatko IHF nie jest niezbedne do wzrostu bakterii
w warunkach laboratoryjnych. W optymalnej tem-
peraturze (37°C) oraz w bogatej pozywce mutanty ihf
rosng réwnie dobrze co szczep niezmutowany. Pro-
blemy wzrostowe zaczynajg sie pojawia¢ u mutantow
ihfpodczas wzrostu w nizszej lub wyzszej niz optymal-
na temperaturach (np. 20°C lub 42°C). Wzrost na
pozywkach minimalnych zawierajacych ,,nieoptymal-
ne” lub obecne w limitujgcych ilosciach zrodto wegla,
siarki itp. rowniez manifestuje sie zaburzeniami wzros-
tu (obserwacje witasne oraz [42]).

Do potwierdzenia obecno$ci mutacji ihfuzyteczne
moga by¢ inne, tatwiejsze do obserwacji cechy mutan-
tow. Jedng z nich jest niezdolno$¢ do utrzymywania
plazmidéw posiadajgcych miejsce inicjacji replikacji

Ryc. 2. Struktura krystaliczna IHF z DNA wg Rice i wsp. [35],
Jedna z podjednostek IHF zostata zaznaczona ciemniejszym
kolorem.
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z plazmidu pSCIOI [43]. Kolejng cechg jest obserwa-
cja, ze bakteriofag Mu nie moze namnazac sie (tworzy¢
tysinek) w mutantach ihf [2], Wiadomo ponadto, ze
mutanty ihfnie rosng bez izoleucyny i waliny w obec-
nosci egzogennie dodanej leucyny [44].

V1. Rola biatka IHF w metabolizmie komérki
bakterii gramujemnych

VI1-1. Plazmidy
VI-1.1. Koniugacyjny transfer plazmidéw

Wykazano, ze IHF jest potrzebny do transferu
plazmidéw koniugacyjnych R100 i F [45-47]. IHF
wigze sie w regionie inicjacji replikacji koniugacyjnej
(oriT) tych plazmidéw [45, 48, 49]. W mutantach ihf
wystepuje réwniez zredukowana ilos¢ transkryptow
genow tra, ktérych produkty potrzebne sg do transferu
pomiedzy bakteriami DNA plazmidowego [45]. Po-
nadto, na przyktadzie plazmidu F wykazano, ze IHF
stymuluje przeprowadzenie przez plazmidowg helika-
ze specyficznego przeciecia jednej nici DNA w obrebie
onT[50]. Przeciecie tojest niezbedne do zainicjowania
transferu DNA plazmidowego.

VI-1.2. Replikacja plazmidow

Wigzanie IHF w regionie miejsca inicjacji replikacji
jest udokumentowane dla kilku plazmidéw m.in.
pSCIOIl [51], R6K [52] oraz pl5A [53]. Plazmid
pSCIOI jest gubiony po wprowadzeniu do szczepu
mutacji ihf [43]. Efekt ten wydaje sie by¢ w duzym
stopniu zwigzany ze stanem superskrecenia plazmido-
wego DNA [54, 55]. Funkcjonowanie jednego z trzech
obecnych na plazmidzie R6K miejsc inicjacji replikacji
(on gamma) jest catkowicie zalezne od IHF. Plazmidy
R6K z delecja dwoch pozostatych miejsc inicjacji
replikacji nie replikujg sie w mutantach ihf [52].
W mutantach ihf wystepuje zwiekszona liczba kopii
plazmidu pl5A [41]. Ro6znica w ilosci kopii tego
plazmidu pomiedzy szczepem dzikim a mutantami ihf
jest szczegdlnie widoczna w fazie stacjonarnej tj. wtedy
kiedy w komérce wzrasta ilos¢ biatka IHF.

Ponadto, IHF jest potrzebny do wiasciwego roz-
dzielenia do komérek potomnych plazmidéw/profa-
gow bakteriofaga Pl [56] oraz P7 [57].

VI-2. Bakteriofagi

VI-2.1. Mu

IHF jest niezbedny do wzrostu litycznego bakterio-
faga Mu. Efekt ten jest skutkiem aktywowania przez
IHF transkrypcji z fagowego promotora Pe [58].
Wigzanie IHF w tym regionie aktywuje transkrypcje
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zar6wno posrednio, poprzez zniesienie ,wyciszajace-
go” efektu biatka H-NS [59], jak i bezposrednio,
zmieniajgc konformacje DNA i utatwiajgc polimerazie
RNA zwigzanie sie w regionie promotora [60].

VI1-2.2. Lambda

Bakteriofag lambda moze przechodzié¢ zaréwno cykl
litycznyjak ilizogeniczny. Kazdy z tych cykli zwigzany
jest z precyzyjng regulacjg ekspresji odpowiednich
gendw fagowych, w ktdrej uczestniczg zarowno biatka
pochodzenia fagowego jak i czynniki bakteryjne. Biat-
ko IHF jest potrzebne do integracji oraz wyciecia
profagazchromosomu bakteryjnego [61], do pakowa-
nia DNA w gtéwki fagowe [62] oraz regulacji ekspresji
pewnych genéw fagowych. Wczes$nie podczas infekcji
komérki bakteryjnej fagiem lambda, IHF stymuluje
translacje fagowego biatka cli [63, 64], aktywuje
transkrypcje z promotorwa PL [65] oraz negatywnie
reguluje transkrypcje z promotora pR’ [66]. Udziat
IHF w regulacji ekspresji genéw fagowych prowadzi
zatem raczej do wspomagania cyklu lizogenicznego
i utrzymania stanu lizogenii w komaérce. Miejsce aftt
bakteriofaga lambda odpowiedzialne za integracje
profaga do genomu E. coli jest jednym z najlepiej
poznanych przyktadéw sekwencji DNA zawierajgcych
silne miejsca wigzania IHF. Sposéb wigzania i defor-
macji DNA przez IHF byl w tym systemie badany
bardzo doktadnie [67]. IHF oraz inne biatka wprowa-
dzajg w tym regionie trzy silne zgiecia DNA utat-
wiajgce zwigzanie integrazy fagowe;j.

V1-2.3. Inne bakteriofagi

IHF jest potrzebny do rozwoju innych bakterio-
fagoéw m.in T4 [40], HK022 [68] oraz filamentujacego
faga @ [69]. Pakowanie wirusowego DNA faga PI do
otoczek fagowych wymaga udziatu biatka IHF [70].
Ponadto, IHF wigze sie do miejsca att lambdoidalnych
bakteriofagdéw cp80 oraz P22 [25] ijest niezbedny do
rozwoju tych fagéw [71].

VI1-3. Transpozycja i inwersja

IHF wigze sie do elementéw insercyjnych: IS1 [72],
IS10 [73], IS50 [74] oraz jest potrzebny do trans-
pozycji duzych elementéw transpozycyjnych: TnlO
[73], Tn5 [74] oraz transpozonu gamma delta [75].
Bardzo dobrze udokumentowany jest jego udziat
w inicjacji cyklu litycznego oraz transpozycji bakterio-
faga Mu [76, 77] (patrz tez rozdziat VI-1.2). IHF
stymuluje ponadto specyficzng inwersje DNA kont-
rolujagcg zmiane ekspresji fimbrii typu 1, ktdra jest
katalizowana przez dwie rekombinazy: FimB i FimE.
W mutantach ihfobserwowano zmniejszenie, w poré-
wnaniu ze szczepem niezmutowanym, zaréwno re-
kombinacji z udziatem FimB (100-krotne) jak i rekom-
binacji z udziatem FimE (15 000-krotne) [78].
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VI1-4. Replikacja chromosomalnego DNA

IHF jest jednym z wielu biatek wigzacych sie do
miejsca inicjacji replikacji (oriC) chromosomalnego
DNA E. coli. IHF wspomaga rozdzielenie nici i utwo-
rzenie widetek replikacyjnych [79]. Skiad kompleksu
biatkowo-nukleinowego w regionie oriC zmienia sie
w zaleznosci od stanu fizjologicznego komorki i fazy
wzrostu hodowli bakteryjnej. Prawdopodobnie zmia-
ny ilosciowe biatek FIS i IHF zwigzanych w regionie
oriC w duzym stopniu regulujg tworzenie kompleksu
replikacyjnego lub blokowanie replikacji DNA [80].

VI1-5. Regulacja ekspresji gendw

Rola biatka IHF w regulacji ekspresji genéw byta
tematem artykutdw przegladowych [42, 83]. Staratam
sie zatem skoncentrowaé na problemach nie porusza-
nych poprzednio oraz podac aktualng liste gendéw E.
coli regulowanych przez IHF. Sprawdzenie wptywu
mutacji ihfA na ekspresje genéw (mierzong poziomem
mRNA) zlokalizowanych w okoto 400 segmentach
genomu E. coli sklonowanych w odpowiednich wek-
torach fagowych [81] byto jedng z niewielu dotad
opublikowanych metod zastosowanych do badania
»~globalnego” efektu IHF na ekspresje genow. Inng
mozliwos$cia jest pordwnanie wzoru dwukierunkowej
elektroforezy biatek komoérkowych w mutantach ihfze
wzorem biatek w szczepie niezmutowanych [10, 82].
Biatka, ktorych ilos¢ jest w istotny spos6b zmieniona
w szczepach z mutacjg ihf mogg zostaé¢ nastepnie
zidentyfikowane, a geny je kodujgce sprawdzone pod
wzgledem bezposredniego wptywu IHF na ich ekspre-
sje. Najczesciej jednak potencjalne miejsce wigzania
IHF jest lokalizowane na podstawie obecnosci sek-
wencji kanonicznej dla IHF w regionie regulatoro-
wym. Efekt IHF na ekspresje badanego genu jest
nastepnie sprawdzany in vivo lub/i in vitro. Tabela
3 zawiera zestawienie gendéw E. coli bezpoS$rednio
regulowanych przez IHF.

VI-6. IHF a stacjonarna faza hodowli bakteryj-
nych

llo$¢ IHF wzrasta w komdrce w fazie stacjonarnej
a wiec mozna zatozy¢, zejego rolajest wazniejsza w tej
fazie hodowli niz w czasie intensywnego wzrostu. IHF
jest wymagany do przezycia bakterii w warunkach
gtodzenia oraz potrzebny jest do produkcji co najmniej
14-tu biatek indukowanych w warunkach limitujgcej
ilosci glukozy [82]. Mutanty ihfnie wykazujg w peni
pewnych charakterystycznych fenotypéw fazy stac-
jonarnej np. zwiekszonej opornosci na podwyzszona
temperature czy nadtlenek wodoru (obserwacje wtas-
ne). Efekt ten moze byé spowodowany bezposrednim
udziatem IHF w indukcji wielu genow fazy stacjonar-
nej [84-86], ale nie mozna wykluczyé, ze obserwowane
plejotropowe efekty obecno$ci mutacji ihf wynikajg
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Tabela 3.

Geny Escherichia coli regulowane przez IHF

Gen
aceBAK
acHA
cadBA
aroL

carAB

dmsABC
dps
daaABCDE
dppABCD
fis

ginHPQ
glpTQ

hpm

htrE

hemA

hycA

hypA

ilvBN
ilvGMEDA
kpseEDUCS
mtr
narGHIJ
narkK
narXL

ndh

nuoA-N

ompB
ompC
ompF
osmE
osmyY
Pfi
pheST

pspA
sodA
SucABCD

tdcABC

Funkcja produktu
wzrost na octanie
dekarboksylaza argininy
dekarboksylaza lizyny
biosynteza aromatycznych aminokwaséw

biosynteza argininy i piramidyn

reduktaza DMSO/TMAO

biatko wigzace DNA w fazie stacjonarnej
adhezyna z fimbrii

transport dipeptydéw

biatko histono-podobne

synteza glutaminianu

wykorzystanie fosfoglicerolu
flavohemoglobina

synteza pilii typu P

biosynteza hemu

oddychanie beztlenowe
oddychanie beztlenowe
biosynteza izoleucyny
biosynteza izoleucyny

biosynteza antygenu K5

reduktaza azotanowa

regulacja ekspresji reduktazy azotanowej
regulacja ekspresji reduktazy azotanowej
NADH dehydrogenaza Il

tancuch oddechowy

regulator biosyntezy poryn

poryna

poryna

regulowany przez warunki osmotyczne
regulowany przez warunki osmotyczne
oddychanie beztlenowe

syntetaza tRNA

dysmutaza nadtlenkowa zalezna od Mn
enzym cyklu TCA

degradacja treoniny
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Efekt IHF
pozytywny (6 X ), znosi represje
pozytywny
pozytywny
pozytywny, znosi represje

pozytywny w warunkach indukcji, negatywny
w warunkach represji

pozytywny
pozytywny
pozytywny (24 x)
pozytywny (10 x)
pozytywny
pozytywny (in vitro)
negatywny (3 x)
negatywny (1.5 x)
pozytywny (5—6 X )

pozytywny w warunkach tlenowych,
negatywny w warunkach beztlenowych

pozytywny (2—3x)
negatywny
pozytywny
pozytywny
pozytywny (5x)
negatywny
pozytywny
pozytywny (4 x)
pozytywny (2 x)
negatywny

pozytywny w warunkach beztlenowych, brak efek-
tu w warunkach tlenowych

negatywny
negatywny
negatywny (15 x)
negatywny
negatywny
pozytywny
negatywny
pozytywny (3 x)
pozytywny
negatywny (3x)
pozytywny (10 x)
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z wptywu IHF na regulacje ilosci biatka RpoS, czyli
podjednostki sigma polimerazy RNA charakterystycz-
nej dla stacjonarnej fazy hodowli bakterii. IHF nie
wywiera bezposredniego wptywu na transkrypcje genu
rpoS, poniewaz nie wigze sie w regionie promotora
tego genu (nie opublikowane wyniki wiasne), ale
mogtby regulowac stabilno$é transkryptu rpoS albo
stabilno$¢ biatka RpoS.

Przy okazji omawiania bezposredniego udziatu IHF
w transkrypcji genow zaleznych od RpoS warto pod-
kresli¢, ze promotory zalezne od tej podjednostki
bardzo czesto zawierajg naturalne miejsce zgiecia
DNA [87]. By¢ moze rola IHF w aktywowaniu
transkrypcji promotorow zaleznych od RpoS polega
na zginaniu DNA (jeSli dany promotor nie zawiera
naturalnego miejsca zgiecia) w celu umozliwiania
rozpoznaniapromotora przez te podjednostke polime-
razy RNA.

VIlI. HU — biatko podobne do IHF

Biatko IHF nalezy do grupy biatek dos¢ silnie
konserwowanych u réznych bakterii. Biatka te wyka-
zujg silne podobieAstwo sekwencji oraz bardzo zblizo-
ng strukture czasteczki. Biatka nalezace do tej grupy sg
aktywne w formie dimerycznej. Biatko HU, wystepuja-
ce w komdrkach w duzej ilosci (ok. 30000 dime-
row/komorke) wigze DNA w sposéb niespecyficzny
lub rozpoznaje pewne okreslone struktury DNA [88,
89]. Na uwage zastuguje fakt, ze u wszystkich bada-
nych bakterii z wyjatkiem E. coli i Salmonella typ-
himurium, HU wystepuje jako homodimer. U E. coli
HU sktada sie z dwéch podjednostek wykazujacych
69% identycznoSci sekwencji. Ok. 90% czgsteczek
biatka wystepuje w formie heterodimerycznej, jednak
jego homodimery sa funkcjonalne in vivo [90]. Wyka-
zano, ze biatko HU moze przyjaé czesciowo funkcje
biatka IHF pomimo braku specyficznosci do okres-
lonych sekwencji DNA [91]. U wielu bakterii, w tym
bakterii gramdodatnich np. Bacillus subtilis [92] zi-
dentyfikowano biatka HU.

VIIl. Biatka podobne do IHF w systemach
eukariotycznych

Pewne podobiefAstwo pomiedzy domenami wigzga-
cymi DNA biatka IHF oraz eukariotycznego czynnika
transkrypcyjnego TFIID zostato zauwazone juz do$é
dawno temu [93]. Podobienstwo to jednakze wydaje
sie wynika¢ z faktu, iz oba biatka wigzg sie do DNA
poprzez oddziatywanie z matym rowkiem helisy DNA,
a nie z faktu ich jakiegokolwiek filogenetycznego
pokrewienstwa.

Znacznie bardziej interesujgce sg przyktady innych
biatek eukariotycznych, ktdre wydajg sie by¢ spokrew-
nione z podjednostkami IHF. Pochodzace z wirusa
zwierzecego (ang. African swine fever virus) biatko
pi 1.6, ktére sktada sie z 104 aminokwasdéw wykazuje
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znaczny stopieft podobienstwa sekwencji do biatek
HU i IHF [94]. Biatko to jest aktywne prawdopodob-
nie w formie homodimerycznej. Niezwykle interesujg-
ce z punktu widzenia ewolucji systemu immunologicz-
nego jest wykazanie istnienia silnego podobienstwa
sekwencji pomiedzy biatkami RAG |l oraz podjednos-
tkami IHF [95] oraz biatkami RAG | a biatkami
potrzebnymi do wbudowania wirusowego DNA do
genomu komarki bakteryjnej. Biatka RAG Il (wspol-
nie z biatkami RAG |) wymagane sg do rozpoznania
i manipulowania segmentami DNA genéw koduja-
cych immunoglobuliny a zatem sg niezbedne do prawi-
dtowego funkcjonowania uktadu immunologicznego
kregowcow. Mozliwe zatem, ze ewolucja catego ukta-
du immunologicznego kregowcéw zostata zapoczat-
kowana poprzez nabycie (transfer genetyczny) przez
ich przodka gen6w kodujgcych bakteryjne integrazy
oraz IHF.

IX. Uwagi koncowe

Poszczeg6lne biatka histono-podobne przynajmniej
cze$ciowo dajg sie zastepowacé przez inne biatka zdolne
do zginania DNA lub sekwencje zawierajgce samoist-
nie wystepujace w DNA miejsce zgiecia [91, 96].
Gtoéwnag role biatek histono-podobnych (w tym IHF)
jest utatwienie innym regulatorom biatkowym specyfi-
cznego wigzania sie do DNA oraz stabilizacja ztozo-
nych komplekséw biatkowo-nukleinowych poprzez
wywotanie odpowiedniej deformacji (zgiecia) DNA.
Poszczeg6lne biatka histono-podobne wydajg sie po-
siada¢ pewnego rodzaju ,specyficznos¢”, dotyczaca
pozytywnej badz negatywnej regulacji charakterys-
tycznych grup gendéw, pozwalajgcg okres$li¢ ich role
jako globalnych regulatoro6w metabolizmu komorki
w pewnych okre$lonych warunkach S$rodowiska.
W wielu wypadkach specyficzng role, petniong przez
biatka tego typu, trudno jest kresli¢. Wynika to m.in.
z faktu naktadania sie funkcji biatek histono-podob-
nych oraz ich udziatu w bardzo wielu procesach
komdérkowych. Nie ulega watpliwosci, ze udziat IHF
w metabolizmie komérki bakteryjnej jest bardzo roz-
legly. Biatko to aktywuje ekspresje wielu genéw zwia-
zanych z wirulencja i patogennoscig oraz tych, ktore
mogtyby by¢é pomocne dla komérki bakteryjnej w od-
dziatywaniach bakteria-gospodarz. Wydaje sie, ze is-
totng rolg IHF jest przedstawienie metabolizmu ko-
morki bakteryjnej na funkcjonowanie wewnatrz or-
ganizmu gospodarza.

Artykut otrzymano 9 lipca 1998 r.
Zaakceptowano do druku 1 paZzdziernika 1998 r.

PiSmiennictwo

1 Perez-Martin J de Lorenzo V (1997) Annu Rev
Microbiol 51: 593-628

2. Miller HI, Friedman DI (1980) Celi 20: 711-719

3. Weisberg RA, Freundlich M, Friedman D, Gar-

POSTEPY BIOCHEMII 44(4), 1998



©

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.
23.

24,

25.

26.

27.

28.
29.

30.

3L

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.
41.

42.

43.

44,

. Wertheimer

dner J, Goosen N, Nash HA, Oppenheim AB,
Rouviere-Yaniv J (1996) Mol Microbiol 19: 642

. Mechulam Y, Fayat G, Blanquet S (1985)J Bacteriol

163: 787-791

. Mechulam Y,Blanquet S Fayat G (1987)J Mol Biol

197: 453-470
SJ, Klotsky RA Schwartz J (1988)
Gene 63: 309-320

. Flamm EL, Weisberg RA (1985)J Mol Biol 183:117-128
. Weglenska A Jacob B Sirko A (1996) Gene 181: 85-88
. Aviv M, Giladi

H, Schreiber G, Oppenheim AB,
Glaser G (1994) Mol Microbiol 14: 1021-1031
Bykowski T, Sirko A (1998) Biochimie — w druku
Haluzi H, Goitein D, Koby S Mendelson |, Teff
D, Mengeritsky G, Giladi H, Oppenheim AB
(1991) J Bacteriol 173: 6297-6299

Highlander SK, Garza O, Brown BJ, Koby §
Oppenheim AB (1997) FEMS Microb Let 146: 181-188
Porter ME, Dorman CJ (1997) J Bacteriol 179: 6537-
-6550

Hill SA, Samuels DS, Carlson JH, Wilson
Hogan D, Lubk L Belland RJ (1997) Mol Microbiol 23:
649-656

Krawczyk B, Kur
187-192

Ditto MD, Roberts D, Weisherg RA (1994) J Bac-
teriol 176: 3738-3748

Berg OG (1992) Proc Natl Acad Sei USA 89: 7501-7505
Granston AE Nash HA (1993) J Mol Biol 234: 45-59
Boffini A,Prentki P (1991) Nucl Acids Res 19: 1369-1374
Boffini A Prentki P (1993) Electrophoresis 14: 259-264
Oppenheim AB, Rudd KE, Mendelson |, Teff
D (1993) Mol Microbiol 10: 113-122

Boccard F, Prentki P (1993) EMBO J 12: 5019-5027
Engelhorn M, Boccard F, Murtin C, Prentki P,
Geiselmann J (1995) Nucl Acids Res 15: 2959-2965
Yang CC, Nash HA (1989) Cell 57: 869-880

Leong JM, Nunes-Duby S Lesser CF, Youde-
rian P,Susskind MM, Landy A (1985)J Biol Chem 260:
4468-447

Mengeritsky G, Goldenberg D, Mendelson |,
Giladi H Oppenheim AB (1993)J Mol Biol 231:646-657
Wang S Cosstick R Gardner JF, Gumport RI
(1995) Biochemistry 34: 13082-13090

Yang SW, Nash HA (1995) EMBO J 14: 6292-6300
Thompson JF, Landy A (1988) Nucl Acids Res 16:
9687-9705

Sun D, Hurley LH, Harshey R (1996) Biochem 35:
10815-10827

Yang SW, Nash HA (1994) Proc Natl Acad Sei USA 91:
12183-12187

Zullianello L, van Ulsen P, van de Putte P,
Goosen N (1995) J Biol Chem 27: 17902-17907

Lee EC, Hales LM, Gumport RI Gardner JF
(1992) EMBO J 11: 305-313

Nunes-Duby SE, Smith-Mung LI, Landy A (1995)
J Mol Biol 253: 228-242

Rice PA, Yang SW, Mizuuchi
Cell 87: 1295-1306

Abola EE, Bernstein FC, Bryant SH, Koetzle TF,
Weng J (1987) W: Allen FH, Bergerhoff G, Sievers R(eds) Data
Commission of the International Union of Crystallography,
Bonn/Cambridge/Chester, str. 107-132

Nash HA, Robertson CA Flamm E Weisberg
RA Miller HI (1987) J Bacteriol 169: 4124-4127
Zulianello L Gorge de Rosny E van Ulsen P,
van de Putte P,Goosen N (1994) EMBO J 13:1534-1540
Werner MH, Clore GM, Gronenborn AM, Nash
HA (1994) Current Biology 4: 477-487

Zablewska B, Kur J (1995) Gene 160: 131-132
Hiszczynhska-Sawicka E, Kur J (1997) Plasmid 38:
174-179

Freundlich M, Ramani N, Mathew E, Siroko A
Tsui P (1992) Mol Microbiol 6: 2557-2563

Gamas P, Burger AC, Churchward G, Caro L,
Galas D, Chandler M (1986) Mol Gen Genet 204: 85-89
Friden P, Yoelkel K, Sternglanz R, Freundlich

J (1998) FEMS Microbiol Lett 161:

K, Nash HA (1996)

POSTEPY BIOCHEMII 44(4), 1998

45.
46.
47.
48.
49.
50.

51
52.

53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.

60.

61.

62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71
72.

73.
74.

75.
76.

7.
78.

79.
80.
81
82.
83.
84.
85.
86.
87.

88.

M (1984) J Mol Biol 172: 573-579

Dempsey WB, Fee BE (1990) Mol Microbiol 4: 1019-1028
Dempsey WB {mi) J Bacteriol 169:4391-4392

Gamas P, Caro L Galas D,Chandler M (1989) Mol
Gen Genet 207: 302-305

Tsai M-M, Fu Y-HF, Deonier
111. 4603-4609

Di Laurenzio L Scraba DG, Paranchych W,
Frost LS (1995) Mol Gen Genet 247: 726-734

Nelson WC, Howard MT, Sherman JA, Matson
SW (1995) J Biol Chem 270: 28374-28380

Stenzel TT, Patel P, Bastia D (1987) Cell 49: 709-717
Dellis S Feng J, Filutowicz M (1996) J Mol Biol 257:
550-560

Hiszczynska-Sawicka E, Kur J (1995) Acta Biochim
Polon 42: 103-108

Biek DP, Cohen SN (1989) J Bacteriol 171: 2066-2074
Biek DP, Cohen SN (1992) J Bacteriol 174: 785-792
Funnel BE (1991) J Biol Chem 266: 14328-14337

Hayes F, Davis MA Austin SJ (1993) J Bacteriol 174:
3443.3451

van Rijn PA, Goosen N, Turk SC, van de Putte
P (1989) Nucl Acias Res 17: 10203-10212

van Ulsen P, Hillebrand M, Zulianello L, van de
Putte P, Goosen N (1996) Mol Microbiol 21: 567-578
van Ulsen P,Hillebrand M, Kainz M, Collard R
Zulianello L, van de Putte P, Gourse RL, Go-
osen N (1997) J Bacteriol 179: 530-537

Miller HI (1988) W Low KB (red) The recombination of
genetic material, Academic Press, Inc SanDiego-New York-
-Berkeley-Boston-Londyn-Sydncy-Tokyo-Toronto, str. 361-
-384

Kosturko LD, Daub E Murialdo H (1989) Nucl
Acids Res 17: 317-334

Hoyt MA Knight DM, Das A Miller
H (1982) Cell 31: 565-573

Mahajna J, Pppenheim AB, Rattray A Gottes-
man M (1986) J Bacteriol 165: 167-174
Giladi H, Koby S Gottesman
A B (1992) J Mol Biol 224: 937-948
Kur J,Hasan N, Szybalski W (1989) Gene 81: 1-15
Nash HA (1990) FIBS 15: 222-227

Clerget M, Boccard F (1996) J Bacteriol 178: 4077-4083
Greenstein D, Zinder ND, Horiuchi K (1988) Proc
Natl Acad Sei USA 85: 6262-6266

SkorupskiK, Sauer B StrenbergN (1994)J Mol Biol
243: 268-282

RC (1990) J Bacteriol

HI, Echols

ME, Oppenheim

Henthorn KS, Friedman DI (1995) J Bacteriol 177:
3185-3190
Prentki P,Chandler M, Galas DJ (1987) EMBO J 6:
2479-2487

Signon L, Kleckner N (1995) Genes Dev 9: 1123-1136
Makris JC, Nordmann PL, Reznikoff WS (1990)
J Bacteriol 172: 1368-1373

May EW, Grindley ND (1995) J Mol Biol 247: 578-587
Lelung PC, Teplow DB, Harshey RM (1989) Nature
(Lond) 338: 656-658
Mizuuchi M, Mizuuchi
Bio mfield IC, Kulasekara
(1997) Mol Microbiol 23: 705-717

K (1989) Cell 58: 399-408
DH, Eisenstein BI

Hwang DS, Korn berg A (1992) J Biol Chem 267:
23083-23086
Cassler MR, Grimwalde JE, Leonard AC (1995)

EMBO J 14: 5833-5841
Chuang S Daniels DL, Blattner
teriol 175: 2026-2036

Nystrom T (1995) J Bacteriol 111: 5707-5710

Goosen N,van de Putte P (1995) Mol Microbiol 16: 1-7
Altuvia S Almiron M, Huisman G, Kolter R
Storz G (1994) Mol Microbiol 13: 265-272

Lange R Barth M, Hengge-Aronis R (1993) J Bac-
teriol 175: 7910-7917

Raina S Missiakas D, Baird L Kumar
gopoulos C (1993) J Bacteriol 175: 5009-5021
Espinosa-UrgelM, TormoA (1993) Nucl Acids Res 21:
3667-3670

Pontiggia A Nagri

FR (1993) J Bac-

S, Gor-

A Beltrame M, Bianchi ME

353



89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

97.
98.

99.

(1993) Mol Microbiol 7: 343-350
Bonnefoy E Takahashi
J (1994) J Mol Biol 242: 116-129
Wada M, Kano Y,Imamoto F, Kano Y (1988)J Mol
Biol 204: 581-591

Segall AM, Goodman SD, Nash HA (1994) EMBO
J 13: 4536-4548

Micka B, Groch N, Heinemann U, Marahiel
(1991) J Bacteriol 173: 3191-3198

Nash HA and Granston AE (1991) Cell 67: 1037-1038
Borca MV, Irusta OM, Kutish GF, Carrillo C,
Afonso CL, Burrage T,Neilan JG Rock DL (1996)
Arch Virol 141: 301-313

Bernstein RM, Schliter SF, Bernstein H, Mar-
chalonis JJ (1996) Proc Natl Acad Sei USA 93: 9454-9459
Parekh BS, Hatfield GW (1996) Proc Natl Acad Sei
USA 93: 1173-1177

Craig and Nash (1984) Cell 39: 707-716

Goodrich JA, Schwartz ML, McClure WR (1990)
Nucl Acids Res 18: 4993-5000

Resnik E, Pan B Ramani N, Freundlich M, La-
Porte DC (1996) J Bacteriol 178: 2715-2717

M, Rouviere-Yaniv

MA

100. Stim KP, Bennett GN (1993)J Bacteriol 175: 1221-1234

101.
102. Charlier

103. McNicholas

Lawley B Pittard AJ (1994)J Bacteriol 176: 6921-6930
D, Roovers M, Gigit D, Huysveld N,
Pierard A Glansdorff N (1993) Mol Gen Genet 237:
273-286

PM, Chiang RC, Gunsalus RP

(1998) Mol Microbiol 27: 197-208

104. Bilge SS, Apostot JM, Ful Iner KJ, Moseley SL

(1993) Mol Microbiol 7: 993-1006

105. Abouhamad WN, Manson MD (1994) Mol Mirobiol

106. Pratt

14: 1077-1092
TS, Steiner T, Feldman LS, Walker
Osung R (1997) J Bacteriol 179: 6367-6377

KA

107. Claverie-Martin F, Magasanik B (1991) Proc Natl

Acad Sei USA 88: 1631-1635

108. Yang B, Gerhardt SG, Larson TJ (1997) Mol Mic-

Wydawca prosi o kontakt tych, ktorzy
chcieliby wykorzysta¢ tamy ,Poste-
poéw Biochemii” do reklamowania
swych produktéw i ustug zwigzanych
z biochemia, biologia molekularng
i biologig komarki.

354

109.

110.

111.

112.

113.

114.
115.

116.

117.

118.
119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.
127.

128.
129.

robiol 24: 511-521

Membrillo-Hernandez J Cook GM, Poole RK
(1997) Mol Gen Genet 254: 599-603
Weiner L, Brissette JL, Ramani
P (1995) Nucl Acids Res 23: 2030-2036
Darie S Gunsalus RP (1994),7Bacteriol 176: 5270-5276
Hopper S Babst M, Schlesong V, Fischer HM,
Hennecke H, Bock A (1994) J Biol Chem 269: 19597-
-19604
Tsui
349-352
Tsui P, Freundlich M (1988) J Mol Biol 203: 817-820
Simpson DA, Hammarton TC, Roberts IS (1996)
J Bacteriol 178: 6466-6474

Yang J,Camakaris H, Pittard AJ (1996)J Bacteriol
178: 6389-6393

Rabin RS, Ca 1lins LA, Steward V (1992) Proc Natl
Acad Sei USA 89: 8701-8705

Darwin AJ, Steward V (1995)J Bacteriol 177: 3865-3869
Greern J, Anjum MF, Guest JR (1997) Microbiol 143:
2865-2875

Bangaers J, Zoske S Weidner U Unden G (1995)
Mol Microbiol 16: 521-534

Tsui L Huang P, Freundlich M (1991)J Bacteriol
173: 5800-5807
Huang L, Ts ui
172: 5293-5298
Tsui P,Helu V,Freundlich M (1988) J Bacteriol 170:
4950-4953

Gutierrez C, Gordia S Bounassie S (1995) Mol
Microbiol 16: 553-563

Sirko A Zehelein E Freundlich
G (1993) J Bacteriol 175: 5769-5777
Compan |, Touati D (1993) J Bacteriol 175: 1687-1696
Park SJ,Chao G, Gunsalus RP (1997)J Bacteriol 179:
4138-4142

Wu YF, Datta P (1992) J Bacteriol 174: 233-240
Rowbury RJ (1997) Lett Appl Microbiol 24: 319-328

N, Model

P, Freundlich M (1990) Mol Gen Genet 223:

P, Freundlich M (1990) J Bacteriol

M, Sawers

Please contact the Editors if you wish
to advertise in ,Postepy Biochemii”
the products and services related to
biochemistry, molecular biology and
cell biology.

POSTEPY BIOCHEMII 44(4), 1998



SPRAWOZDANIE

SPRAWOZDANIE
z dziatalnosci Zarzadu Giéwnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego
XV Kadencji (1995-1998)
przedstawione na XVI Walnym Zebraniu Cztonkow
w Biatymstoku w dniu 16 wrzesnia 1998 r.

Zarzad Gtowny XV kadencji dziatat w skiladzie:

Prezydium: prezes — prof. dr hab. Liliana Konarska
wiceprezes — prof. dr hab. Jolanta Baranska
sekretarz — doc. dr hab. Matgorzata Baliriska
(rezygnacja z funkcji od 26.10.1997)
skarbnik — prof. dr hab. Zofia Porembska

Cztonkowie Prezydium Zarzadu: prof. dr hab. Edward Bankowski
prof. dr hab. Stanistaw Bielecki
prof. dr hab. Roman Tarnawski

Cztonkowie Zarzgdu: prof. dr hab. Jan Gtogowski

prof. dr hab. Teresa Jakubowicz
prof. dr hab. Aleksandra Kubicz
prof. dr hab. Piotr Laidler
prof. dr hab. Maciej Natecz
prof. dr hab. Ryszard Oliniski
prof. dr. hab. Jerzy Popinigis
prof. dr hab. Tomasz Twardowski
dr Teresa Wesotowska
Zarzad Gitowny XV kadencji dziatat poprzez Oddzialy terenowe PTBioch

w Biatymstoku — przewodniczgcy doc. dr hab. Jerzy Patka

w Gdansku — przewodniczgcy doc. dr hab. Michat Wozniak

w Katowicach — przewodniczaca doc. dr hab. Iwona Zak

w Krakowie — przewodniczacy prof. dr hab. Zdzistaw Zak

w Lublinie — przewodniczgca dr Maria Sanecka-Obacz

w todzi — przewodniczaca prof. dr hab. Wanda M. Krajewska

w Olsztynie — przewodniczgcy prof. dr hab. Jan Glogowski

w Poznaniu — przewodniczacy prof. dr hab. Witold Walerych

w Szczecinie — przewodniczacy dr Tadeusz Ogonski

w Toruniu — przewodniczacy dr Antoni LezZnicki

w Warszawie — przewodniczaca prof. dr hab. Barbara Grzelakowska-Sztabert
we Wroctawiu — przewodniczaca prof. dr hab. Maria Malicka-Btaszkiewicz

W konhcu XV kadencji liczba cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, zgrupowanych w 12
oddziatach terenowych, osiggneta liczbe 1778 oso6b (Tab. 1) i zwiekszyta sie 0 171 os6b w stosunku doroku
1995 (Tab. 2). W roku 1995,1 996,1997 i pierwszej potowie roku 1998 przyjeto, odpowiednio 76, 66,67 i33
nowych cztonkéw, w tym, odpowiednio 41, 29, 30 i 13 cztonkéw studentéw (Tab. 3). Cztonkow, ktérzy
zroznych powoddéw zalegali ponad 2 lata z ptaceniem sktadek przeniesiono w poczettzw. cztonkéw biernych,
tracacych jednoczes$nie cze$¢ przywilejow, jak ulgi w prenumeracie ,Postepdéw Biochemii”, optacie za
uczestnictwo w zjazdach PTBioch itp. Liczba cztonkéw biernych utrzymywata sie na poziomie 27—30%,
aw roku sprawozdawczym wynosi az 658 osOb. Pozostali cztonkowie Towarzystwa ptacag skiadke regularnie.
Jej wysokos¢ w minionej kadencji wynosita 15 zt w latach 1995-1997 i 20 zt w roku 1998. Skiadka dla
cztonkow studentéw wynosita odpowiednio 5 zti7 zt Cztonkowie honorowi i emeryci sktadek cztonkowskich
nie pfaca.
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Tabela 1.
Polskie Towarzystwo Biochemiczne stan osobowy w dniu 30 czerwca 1998 r.

W tym cztonkowie

Liczba
Oddziat cztonkow ptacacy sktadki
s +O?1Tesm+ 7 honorowi emeryci oat w tym zawieszeni
gotem studenci
1 2 3 4 5 6 7
Biatystok 57 — 5 30 3 22
Gdansk 110 1 — 61 6 48
Katowice 105 — 2 80 10 23
Krakéw 104 1 6 62 5 35
Lublin 114 1 11 80 7 22
tédz 165 — 7 112 11 46
Olsztyn 54 — 1 32 1 21
Poznan 191 — 4 98 8 89
Szczecin 71 1 6 59 8 5
Torun 37 — — 19 1 18
Warszawa 632 6 35 326 81 265
Wroctaw 138 1 5 68 13 64
RAZEM 1778 11 82 1027 154 658
Tabela 2.
Liczba cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w latach 1995-1998
Oddziat 1995 1996 1997 1998*

Biatystok 54 55 57 57

Gdansk 88 100 106 110

Katowice 83 90 100 105

Krakéw 93 95 98 104

Lublin 105 109 115 114

todz 161 161 161 165

Olsztyn 54 52 54 54

Poznan 171 179 184 191

Szczecin 50 52 58 71

Torun 32 35 35 37

Warszawa 590 602 618 632

Wroctaw 126 131 133 138

Ogobtem 1607 1661 1720 1778

w tym zawieszeni 459 455 529 658

* Stan na 30 czerwca
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Tabela 3.
Liczba nowoprzyjetych cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w latach 1995-1998

Przyjeci w roku:

Oddziat 1998
1995 Wy tym 1996 W tym 1997 W tym do W tym
studenci studenci studenci 30.06.95 studenci
Biatystok 3 1 1 —_ 3 2 — —
Gdansk 2 —_ 12 5 6 1 3 1
Katowice 4 2 5 2 10 4 3 2
Krakow 1 1 1 — 4 1 5 3
Lublin 4 2 7 4 6 3 1 —
to6dz 13 9 2 — 3 — 1 —
Olsztyn 6 1 - — 2 — —
Poznan 4 1 12 3 3 — 7 3
Szczecin 4 2 — — 6 6 2 —
Torun — — 2 — — — 2 1
Warszawa 28 17 20 12 18 10 9 3
Wroctaw 7 5 4 3 6 3 — —
Razem 76 41 66 29 67 30 33 13

Ogolnie sprawy finansowe Towarzystwa ukladatly sie zadawalajgco. Dzieki dofinansowaniu ze strony
Komitetu Badan Naukowych mozliwe byto regularne i na wysokim poziomie wydawanie naszych czasopism
i monografii oraz organizacja zjazdow isympozjow. Wazng pozycje w budzecie Towarzystwa stanowi od 2 lat
dotacja Molecular Research Center z San Sineti, USA, prowadzonego przez naszego kolege Piotra
Chomczynskiego, a przeznaczona na najwazniejsza nagrode Towarzystwa — im. J. K Parnasa oraz dotacja
firmy Aldrich-Sigma przeznaczona na nagrode za najlepszg prace z polskiego laboratorium, z dziedziny chemii
i biochemii kwaséw nukleinowych. W okresie sprawozdawczym budzet Towarzystwa wspierany byt takze
przez Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego i Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
w Warszawie oraz Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.

Zarzad Glowny, przy wspolpracy z Zarzgdami Oddziatow, prowadzit dziatalnos¢ statutowa poprzez sekcje,
komisje i zespoly powotane do zadan szczegdétowych. Zgodnie ze Statutem Towarzystwa, kazdego roku
odbyly sie cztery plenarne posiedzenia Zarzadu Giléwnego z udzialem przedstawicieli Oddziatow, or-
ganizatoréw zjazdéw naukowych iinnych zapraszanych gosci.

Dyzury cztonkéw Prezydium odbywaly sie we wtorki w siedzibie Zarzadu Gtéwnego, ktéra od roku 1993
miesci sie w goscinnych murach Instytutu Biologii DoSwiadczalnej PAN im. M. Nenckiego przy ul. Pasteura 3
(pok6j 633). Dzieki dobrym warunkom lokalowym i pomocy materialnej IBD mozliwe bylo wyposazenie
siedziby Zarzadu Glownego w sprzet pozwalajgcy na sprawne dziatanie sekretariatu i tatwy kontakt
z Oddziatami terenowymi i osrodkami naukowymi w kraju i za granica (tel: 658-20-99, fax: 22-53-42,
e-mail: ptbioch@nencki.gov. pl). Od roku 1997 Towarzystwo ma wilasne strony internetowe:
(http://www.ptbioch.edu.pl). Biuro Zarzadu Giéwnego oraz redakcje ,Acta Biochemica Polonica”
i ,Postepow Biochemii" sg obecnie zlokalizowane w jednym budynku, co usprawnia prace i daje mozliwos¢
znacznych oszczednosci przez korzystanie ze wspdlnych pomieszczen i sprzetu elektronicznego. Zarzad
Gtowny dysponuje juz odpowiednia nowoczesng baza danych pozwalajaca na prowadzenie elektronicznej
ewidencji cztonk6éw Towarzystwa. Utatwi to z pewnoS$cig prace sekretariatu Zarzadu Gtdwnego nastepnych
kadenciji.

Glownym statutowym celem Towarzystwa jest popieranie rozwoju biochemii, popularyzacja jej osiggnie¢
oraz integracja srodowiska biochemicznego. Zarzad Gtowny XV Kadencji realizowat te cele poprzez:

— dziatalnos¢ wydawnicza: ,Postepy Biochemii”, ,Acta Biochimica Polonica”, seria ,Monografie
Biochemiczne” i ,Listy do Cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego"

— premiowanie najbardziej wartosciowych osiggnie¢ naukowych poprzez konkursy i nagrody:
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im. prof. Jakuba Karoia Parnasa
im. prof. Bolestawa Skarzynhskiego
im. prof. Wlodzimierza Mozotowskiego
im. prof. Janiny Opienskiej-Blauth
im. prof. Antoniego Dmochowskiego
nagrody za najlepszg prace z dziedziny biochemii i chemii kwaséw nukleinowych
— popularyzacje osiggnie¢ nauki Swiatowej poprzez konkursy na najlepiej przygotowany i wygtoszony
wyktad z dziedziny biochemii i biologii molekularnej
— popularyzacje i popieranie stazy naukowych krajowych i zagranicznych fundowanych przez FEBS
— wspotorganizacje dorocznych Zjazdéw Towarzystwa
— inspirowanie i organizowanie monotematycznych sesji naukowych
— popieranie dziatalnosci zwigzanej z unowoczes$nianiem nauczania biochemii i biotechnologii, na
poziomie akademickim, poprzez organizacje sesji i spotkan poswieconych dydaktyce, a takze ustanowienie
w roku 1996 nagrody im. prof. Antoniego Dmochowskiego za wybitne osiggniecia dydaktyczne.
— integracje srodowiska biochemicznego poprzez redakcje ,Listéw do Cztonkéw Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego” oraz redakcje ,Postep6w Biochemii”.

Dziatalno$¢ wydawnicza

Kwartalnik ,.Postepy Biochemii" rozwija sie pomySinie. W XV Kadencji redaktor naczelny prof. Zofia
Zielinska oraz pozostali redaktorzy — prof. Grazyna Palamarczyk, prof. Andrzej Jerzmanowski, prof. Liliana
Konarska (od 1997), dr Anna Szakiel idr Iwona Fijatkowska (od 1997), inz. Jolanta Grzybowska oraz sekretarz
redakcji Barbara Zarzycka, a od roku 1997 mgr Hanna Laskowska, dbali o punktualne ukazywanie sie pisma
oraz o wysoki poziom merytoryczny i nowoczesna szate graficzng. Prace publikowane w kwartalniku zawierajg
informacje z zakresu wspotczesnych kierunkdéw badan w naukach biologicznych, przyblizajac najnowsze
osiagniecia Swiatowych pracowni zwielu dziedzin, takich jak biochemia, patobiochemia, biologia molekular-
na, genetyka molekularna, biotechnologia oraz medycyna molekularna. Kwartalnik jest cennym uzupetnieniem
podrecznikdw akademickich. Stanowi on pomoc w nauczaniu studentow wydziatéw biologicznych Uniwer-
sytetow, a takze Akademii Rolniczych, Akademii Medycznych i Politechnik. Kwartalnik jest dotowany przez
KBN iwspierany przez IBD PAN. Dzieki temu moze ukazywac sie regularnie iw nowoczesnej formie. , Postepy
Biochemii" indeksowane sa w Medline i Agrolibrex.

Zainteresowanie kwartalnikiem jest bardzo duze zaré6wno ze strony autoréw jak i czytelnkow. Wplywy ze
sprzedazy sg jednak coraz mniejsze. Mimo niskiej ceny (od dwdch lat cena catego rocznika wynosi 15 zt dla
cztonkoéw Towarzystwa, 30 zt dla niezrzeszonych i 60 zt dla instytuciji) liczba os6b prenumerujgcych jest
bardzo mata (Tab. 4). Stale prowadzona jest sprzedaz pojedynczych numerow icalych rocznikow kwartalnika
w Zarzgdzie Gtdwnym oraz podczas zjazddw isympozjéw organizowanych przez PTBioch. Czes¢ egzemplarzy
rozprowadzana jest nieodptatnie wsréd nowoprzyjmowanych cztonkéw ijako egzemplarze reklamowe.

W okresie sprawozdawczym do redakcji wptynety 163 artykuty, z ktérych 118 ukazato sie drukiem. W roku
1995 i 1997 wydane zostaly zeszyty specjalne ,Postepdéw Biochemii". Nr 5, t. 41 (1995) wydany zostat

Tabela 4.
Prenumerata Postepéw Biochemii w latach 1995-1998
Rok
Oddziat 1998
1995 1996 1997 (do 30 VII)
Biatystok 10 10 9 7
Gdansk 15 17 22 21
Katowice 23 23 26 22
Krakow 18 27 25 27
Lublin 36 39 32 27
todz 38 33 38 28
Olsztyn 9 8 9 8V
Poznan 16 22 20 12
Szczecin 14 15 15 21
Torun 8 6 5 6
Warszawa 59 66 68 55
Wroctaw 14 18 16 12
RAZEM 260 284 285 246
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w jezyku angielskim i dedykowany byt profesorowi Dawidowi Shugarowi z Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN w Warszawie, cztonkowi honorowemu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, z okazji 80 rocznicy
urodzin. Nr 5, t. 43 (1997) w catosci poswiecony jest profesorowi Jakubowi K Parnasowi (1884-1949),
zawiera obszerne sprawozdanie zdedykowanej Jego pamieci | Polsko-Ukrainiskiej Konferencji Biochemicznej
(Lwéw, 9-11 wrzesnia, 1996) a takze wiele nieznanych dotad faktéw z zycia tego wielkiego uczonego.

Informacje o kwartalniku, wraz ze spisem tresci kolejnych zeszytéw, znajdujg sie w Internecie na stronach
wwwPTBioch.

Kwartalnik , Acta Biochimica Polonica” publikuje oryginalne prace doswiadczalne w jezyku
angielskim. Kwartalnik redagowany jest przez zespét Daniela Barszcz, Alicja Drabikowska, Jarostaw
Kusmierek, Piotr P. Stepien, Kazimierz L. Wierzchowski, Lech Wojtczak. Redaktorem naczelnym jest prof.
Konstancja Raczynska-Bojanowska, sekretarzem redakcji Matgorzata Basaj, a 18-osobowej Radzie Redakcyj-
nej przewodniczy prof. Lech Wojtczak. Od grudnia 1992 roku czasopismo jest wydawane przez Polskie
Towarzystwo Biochemiczne wspélnie z Komitetem Biochemii i Biofizyki PAN. Kwartalnik jest wydawany
z pomocg finansowg KBN, co zapewnia regularne ukazywanie sie czasopisma i howoczesng szate graficzng.
»Acta Biochimica Polonica” indeksowany jest przez Current Contents, BIOSIS, Chemical Abstracts, Excerpta
Medica, Medline.

W okresie sprawozdawczym do redakcji wptyneto ponad 380 prac, z ktérych drukiem ukazalo sie, w tomie
43 (1996), 44 (1997) i 45 (1998), odpowiednio 85, 88 i 111 prac autoréw polskich i zagranicznych.
Oryginalne prace doswiadczalne stanowity, odpowiednio 80%, 60% i 70%, krotkie doniesienia 9%, 15%
i 18%, a prace przegladowe typu ,mini-review”, odpowiednio 11 %, 25% i 12% wszystkich prac. Objetos¢
wydanych arkuszy systematycznie rosta od 94 w roku 1996,140 w 1997 do ok. 170 w roku sprawozdawczym
1998.

Informacje o Acta Biochimica Polonica, wraz z instrukcjg dla autorow i streszczeniami prac znajdujg sie
w Internecie na stronach Current Contents oraz na stronach www PTBioch.

Monografie Biochemiczne

Dzieki pomocy finansowej Komitetu Badan Naukowych kontynuowano wydawanie monografii. Redak-
torem serii jest prof. Liliana Konarska. W okresie sprawozdawczym ukazaly sie nastepujgce pozycje:
W roku 1995
— ,Molekularne mechanizmy przekazywania sygnatow w komorce" — praca zbiorowa pod red. L. Konarskiej,
wydawca PWN, ISBN 83-01-11943-8

— , Wiodzimierz Mozotowski. W stulecie urodzin" — Monografia opracowana przez prof. W. Makarewicza,
wydawca PTBioch, Oddziat Gdanski, Nr 40, ISBN 83-903580-O-X
w roku 1996

— ,Hormony giikoproteinowe: struktura, biosynteza i funkcja ich oligosacharydow". Autorzy: Iwona Zak
i Marian Drozdz, wydawca: PTBioch, Zarzagd Gtéwny, Nr 41, ISBN 83-903580-1-8
w roku 1997
— rozpoczete zostaly i nadal trwajg prace nad , Leksykonem nowych nazw i poje¢ w biochemii i biologii
molekularnej",jednocze$nie w wersji skryptowej i Internetowej. Wersja Internetowa jestjuz dostepna, na razie
tylko w formie stownika polsko-angielskiego. Objasnienia haset bedg umieszczane sukcesywnie po
opracowaniu przez autoréw, po recenzjach i ostatecznym zredagowaniu przez redaktora serii.
w roku 1998
— ,,Rola biatek motorycznych w mitozie"
Autorzy: Katarzyna Krauze i Robert Makuch, wydawca: PTBioch, Zarzad Gtéwny, Nr 42, ISBN 83-903580-
.2.6

Publikacje PTBioch zawierajg najnowsze informacje dotyczace omawianych tematéw. Stanowig cenne
uzupetnienie podrecznikdw akademickich. Moga z nich korzysta¢ zar6wno wykiladowcy i asystenci, jak
i studenci oraz nauczyciele szk6t srednich.

Wszystkie wydawnictwa spotkaly sie z przychylng oceng recenzentéw i czytelnikow.

Biuletyn Towarzystwa
,»Listy do Cztonkéw PTBioch"

Biuletyn jest redagowany przez dr Terese Wesotowskg i wydawany w Szczecinie. W ciggu, XV Kadencji
ukazato sie 12 Listéw (Nr 38-49) informujacych o dziatalno$ci naszego Towarzystwa. Biuletyn przekazuje
aktualne wiadomosci dotyczgce pracy Zarzadu Giéwnego, pracy Oddziatow oraz informuje o naukowych
imprezach w kraju i za granicg. Biuletyn jest otwarty na wszelkie informacje z Oddzialéw i oczekuje na
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SciSlejsza wspotprace. Forma redagowania listow, zyczliwy i cieply stosunek redaktora biuletynu do
Czytelnikdw zjednuje sympatie cztonkdbw naszego Towarzystwa, powieksza grono czytelnikOw i integruje
Srodowisko biochemiczne.

Nagrody

Nagroda im. prof. Jakuba Karola Parnasa, za najlepsza prace doswiadczalng z zakresu biochemii
wykonang w pracowni na terenie Polski, byla przyznawana regularnie i wreczana podczas uroczystosci
otwarcia dorocznego Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. W okresie sprawozdawczym otrzy-
mali ja:

— w roku 1996

Alicja Wawrzynéw i Maciej Zylicz, za prace pt. ,Divergent effects of ATP on the binding of the DnaK and
DnaJ chaperones to each other, or to their various native and denatured protein substrates” opublikowang
w J. Biol. Chem. 270 (33)

— w roku 1997

Danuta Ptochocka, Marek Wetnicki, Piotr Zielenkiewicz i Wtodzimierz Zagorski-Ostoja, za prace
pt. ,Three-dimensional model of the potyviral genome-linked protein” opublikowang w Proc. Natl. Sci. USA
93 (1996) 12150-12154.

— w roku 1998

Marek Napierata iWtodzimierz J. Krzyzosiak, za prace pt. ,CUG repeats present in myotonin kinase RNA
form metastable ,slippery” hairpins” opublikowanga w J. Biol. Chem. 272 (1997) 31079-31085.

Konkurs mogt sie odbywad dzieki pracy wielu oséb, ktére wchodzity w skiad komisji. W kolejnych latach
1996-1998, byli to:

Przewdd niczacy:
1. Prof. Jan Barciszewski (1996) ICB PAN, Poznan

2. Prof. Grzegorz Wegrzyn (1997 1998) UG, Gdansk

Cztonkowie:

1. Prof. Joianta Baranska (1996) IBD PAN, Warszawa

2. Prof. Tomasz Bilinski (1997) WSP, Rzeszbow

3. Prof. Piotr Cegtowski (1997) IBB PAN, Warszawa

4. Prof. Wiestaw Deptuta (1998) US, Szczecin

5. Prof. Mieczystaw Chorazy (1997) Centrum Onkologii, Gliwice
6. Prof. Witold Filipowicz (1996) Fridrich Miescher Inst., Basel
7. Prof. Marek Gniazdowski (1996) AM, todz

8. Dr Anna Goc (1997) UMK, Torunh

9. Dr Monika Hryniewicz (1998) IBB PAN, Warszawa

10. Prof. Mariusz Jaskolski (1998) ICB PAN, Poznan

11. Prof. Adam Jaworski (1997) CMW PAN, Lo6dz

12. Prof. Andrzej B. Legocki (1997) ICB PAN, Poznan

13. Prof. Zbigniew Lorkiewicz (1997) UMCS, Lublin

14. Prof. Ryszard Olinski (1996) AM, Bydgoszcz

15. Prof. Marta Pasenkiewicz-Gierula (1998) UJ, Krakoéw

16. Dr Jan A. Rafalski (1996) E I. Pont, USA

17. Prof. Joanna Rzeszewska-Wolny (1998) Centrum Onkologii, Gliwice
18. Prof. Anna Skorupska (1996) UMCS, Lublin

19. Prof. Kazimierz Strzatka (1996) UJ, Krakéw

20. Prof. Jan Szopa (1997) UW, Wroctaw
21. Prof. Zofia Szweykowska (1998) UAM, Poznan
22. Prof. Wactaw Szybalski (1998) Univ. Wisconsin, USA
23. Prof. Grzegorz Wegrzyn (1996) UG, Gdansk
24. Prof. Krystyna |. Wolska (1998) UW, Warszawa
25. Dr Jolanta Zakrzewska-Czerwinska (1996 i 1998) IITD PAN, Wroctaw
26. Dr Alicja Ziemienowicz (1998) Friedrich Miescher Inst., Base

360 POSTEPY BIOCHEMII 44(4), 1998



Nagroda im. prof. Bolestawa Skarzynskiego za najlepszy artykut przegladowy opublikowany w ,Po-
stepach Biochemii" otrzymali:

— w roku 1996

Barbara Grzelakowska-Sztabert za prace pt. ,Regulacja cyklu komoérkowego — udziat biatkowych
inhibitoréw kinaz cyklino-zaleznych" t. 41, Nr 2.

— w roku 1997

Bogdan Falkiewicz i Bogdan Liberek za prace: pt. ,Budowa i funkcja antygenéw zgodnosci tkanko-
wej (MHC) klasy I", t. 42, Nrl ipt. ,Budowa ifunkcja antygenéw zgodnosci tkankowej (MHC) klasy I1",t. 42,
Nr 4

— w roku 1998
Andrzej Kasprzak za prace pt. ,Jak funkcjonuje miozyna?”,t. 43, Nr 3
W sktad komisji konkursowej wchodzili:

Przewodniczacy:

1. Prof. Andrzej Jerzmanowski (1996) UW, Warszawa
2. Prof. Grazyna Palmarczyk (1997) IBB PAN, Warszawa
3. Prof. Zofia Zielinska (1998) IBD PAN, Warszawa

Cztonkowie:

1. Doc. Grazyna Adler (1996) CMKP, Warszawa

2. Doc. Malgorzata Balinska (1996) IBD, Warszawa

3. Doc. Joanna Rzeszewska-Wolny (1996) Centrum Onkologii, Gliwice
4. Prof. Krzysztof Staron (1996) UW, Warszawa

5. Doc. Jerzy Bal (1997) IMD, Warszawa

6. Prof. Krzysztof Zwierz (1997) AM, Biatystok

7. Prof. Tadeusz Szumito (1997) AM, Lublin

8. Prof. Zdzistaw Zak (1997) UJ, Krakéw

9. Prof. Mariusz Zydowo (1997) AMG, Gdansk

10. Prof. Grzegorz Bartosz (1998) UL, todz

11. Dr Iwona Fijatkowska (1998) IBB PAN, Warszawa
12. Doc. Zdzistaw Krawczyk (1998) Inst. Onkologii, Gliwice
13. Doc. Jarostaw Marszatek (1998) AMG, Gdansk

14. Prof. Jerzy Popinigis (1998) AWF, Gdansk

W konkursie im. prof. Wtodzimierza Mozotowskiego za najlepsza prace przedstawiang na corocznym
Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego przez miodego biochemika (do lat 30), nagrodzeni zostali:

— w roku 1995

Agnieszka Szalewska-Patasz, za prezentacje dwoch prac:

.Niezdolnos¢ faga X do lizogenizacji mutantéw Escherichia co/i rpoA341 wynika z drastycznie obnizonej
transkrypcji z promotoréw pozytywnie regulowanych przez aktywator CU” i ,0bnizony poziom wczesnych
transkryptéw litycznych faga X w mutancie Escherichia co/i rpoA341 nie zakléca rozwoju litycznego faga”.

— Adam Sokala (wyr6znienie)
— Grazyna Mosieniak  (wyr6znienie)
— Alicja Wegrzyn (wyr6znienie)
— w roku 1996

nagrode otrzymata Ewa Missol, za prezentacje pracy pt. ,Wykorzystanie liposomoéw kationowych do
wprowadzenia in vivo samobdjczego genu dezaminazy cytozyny z E. co/i"

Alicja Wegrzyn (wyrdznienie)
Mariusz Wieckowski (wyrdznienie)
— w roku 1997

dwie réwnorzedne nagrody otrzymali:

Marcin Schmidt, za prezentacje pracy pt. ,Ludzki homolog genu lethal(2) neighbour of tid Drosophila
me/anogaster jako nowy marker zmian nowotworowych”

Magdalena Peska, za prace pt. ,Wspotdziatanie(cross-ta/k) réznych drog sygnatowych w regulacji
ekspresji genu dekarboksylazy ornitynowej (ODC) w nerce mysiej"
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W skiad komisji konkursowych wchodzili:

Przewodniczacy:

1. Prof. Lech Wojtczak (1995) Warszawa
2. Prof. Andrzej Klejn (1996) Krakéw
3. Prof. Jerzy Popinigis (1997) Gdansk

Cztonkowie:

1.  Prof. Halina Augustyniak (1995) Poznan
2. Prof. Ewa Bartnik (1995) Warszawa
3.  Prof. Grzegorz Bartosz (1997) Lodz
4.  Prof. Andrzej JerzmanowskKi (1995) Warszawa
5.  Prof. Barbara Klapcinska (1997) Katowice
6. Prof. Janina Kwatkowska-Korczak (1996) Wroctaw
7.  Prof. Barbara Lipinska (1997) Gdansk
8. Doc. Anna Litynska (1996) Krakéw
9.  Prof. Jerzy Papinigis (1996) Gdansk
10.  Prof. Zofia Walter (1997) Lodz
11. Prof. Mariusz Zydowo (1995, 1996) Gdansk

Nagrode im. prof. Janiny Opienskiej-Blauth za szczegoélnie wartosciowe prace badawcze, zgtoszone
i przedstawione na Zjezdzie PTBioch przez studentéw, otrzymali:
— w roku 1995
Krzysztof Kobielak, za prezentacje pracy pt. ,Podioze molekularne zespotu Christ-Siemens-Touraine”
ponadto wyrdznienia otrzymali: Dobrawa Lisiecka, Magdalena Stanczyk i Dorota Scieglinska,
w roku 1996
nagrode otrzymat Maciej Wiznerowicz, za prezentacje pracy pt. ,Konstrukcja dwucistronowych wektorow
retrowirusowych dla celow terapii genowej nowotworow u ludzi”, wyrdznienie otrzymat Borys Wrobel
— w roku 1997
nagrodzony zostat Tomasz Wojciechowski, za prezentacje pracy pt. ,Histochemiczna metoda wykrywania
produktow peroksydacji lipidéw”

W sktad komisji konkursowej wchodzili:

Przewodniczacy:

1. Prof. Tomasz Borkowski (1995, 1996, 1997) Lublin

Cztonkowie:

1. Prof. Jerzy Duszynski (1995) Warszawa

2. Prof. Zygmunt Machoy (1997) Szczecin

3. Dr Tadeusz Ogonski (1997) Szczecin

4. Dr Maria Sanecka-Obacz (1995, 1996, 1997) Lublin
5. Prof. Roman Tarnawski (1995) Katowice

6. Dr Teresa Wesotowska (1995, 1996, 1997) Szczecin
7. Doc. lwona Zak (1995) Katowice

8. Prof. Zdzistaw Zak (1996) Krakow

Od roku 1996 przyznawana jest, co dwa lata, nagroda im. prof. Antoniego Dmochowskiego, za wybitne
osiggniecia dydaktyczne w dziedzinie biochemii.
Nagroda ta ustanowiona zostata z inicjatywy t6dzkiego Oddzialu PTBioch. W jej skiad wchodzi dyplom
i medal z brazu, ufundowany przez Zarzad Gtowny PTBioch, wykonany w todzi staraniem kolegéw z Oddziatu
todzkiego.
— W pierwszej edycji konkursu, w roku 1996, nagrode otrzymata
prof. Leokadia Kilyszejko-Stefanowicz za podrecznik pt. ,Cytobiochemia", PWN, 1995,
a wyrdznienie prof. Grzegorz Bartosz za ksigzke pt. ,Druga twarz tlenu”. PWN, 1995.
— W drugiej edycji konkursu (1998)
nagrode za podrecznik pt. ,,Nowe tendencje w biologii molekularnejiinzynieriigenetycznej oraz w medycy-
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nie", praca zbiorowa, SORUS, Poznan, 1996, przyznano jego redaktorom: Janowi Barciszewskiemu,
Krzysztofowi Ltastowskiemu i Tomaszowi Twardowskiemu
W skitad komisji konkursowej wchodzili:

Przewodniczgcy:
1. Prof. Zofia Walter (1996, 1998) tédz

Cztonkowie:

1. Prof. Tomasz Borkowski (1996, 1998) Lublin
2. Prof. Jerzy Chmielowski (1998) Katowice

3. Prof. Magdalena Fikus (1998) Warszawa

4. Prof. Leokadia Klyszejko-Stefanowicz (1998) Lodz

5. Prof. Jerzy Popinigis (1996, 1998) Gdansk
6. Prof. Zofia Porembska (1996) Warszawa

7. Prof. Zdzistaw Zak (1996, 1998) Krakow

Od roku 1997 Zarzgd Gtéwny PTBioch przyznaje nagrode za najlepsza prace z chemii i biochemii
kwasdow nukleinowych, wykonanag gtdwnie w Polsce. Inicjatorem nagrody jest Sekcja Kwaséw Nuk-
leinowych PTBioch kierowana przez prof. Jana Barciszewskiego, a sponsorem nagrody i okazatego dyplomu
— Sigma-Aldrich Polska.

Kandydatéw do nagrody wytania Kapituta w skladzie:
Jan Barciszewski (Poznan), Edward Darzynkiewicz (Warrszawa), Witold Filipowicz (Basel), Ryszard Kole
(Chapel Hill NC, USA), Maria M. Konarska (New York NY, USA), Jarostaw Kusmierek (Warszawa), Wojciech
T. Markiewicz (Poznan), Antoni J. Rafalski (Wilmington DE, USA), Jacek Stawinski (Sztokholm), Wojciech
J. Stec (L6dz), Leroy Townsend (Arbor MI, USA), Zygmunt Wasylewski (Krakéw), Jolanta Zakrzewska-
-Czerwinska (Wroctaw), Maciej Zylicz (Gdansk)
W roku 1997, w pierwszej edycji konkursu, nagrode otrzymali:
L. Wozniak, J. Pyzowski i W. J. Stec, za prace ot. ,,New approach to the synthesis of oiigo(nucieoside
methanphosphonatejs” opublikowang w Journal of Organie Chemistry 61, 879-881, 1996;
— w roku 1998 przyznano dwie nagrody, otrzymali je:
1. Prof. Maciej Wiewidrowski za catoksztalt osiggnie¢ w badaniach kwaséw nukleinowych (nagroda
specjalna z okazji 80 rocznicy urodzin, wreczona podczas otwarcia miedzynarodowej konferencji nt. ,Nucleic
acids and their constituents chemical evolution undergoing biological evolution",w Poznaniu, 10 maja 1998)
2. Mariusz Popenda, Ewa Biata, Jan Milecki, Ryszard W. Adamiak, za prace pt. , Solution structure of
RNA duplexes containing alternating CG base paits: NMR study ofr(CGCGCG)2 and2 -0-ME(CGCGCG)2
under low salt conditions”, opublikowang w Nucleic Acids Research 22, 4589-4598, 1977.

Nagrody PTBioch stanowia nie tylko prestizowe wyr6znienie, od trzech lat zwigzana jest z nimi dos¢
znaczna kwota.

Konkurs na najlepiej przygotowany i wygtoszony wyktad akademicki

Konkursy na najlepiej przygotowany i wygtoszony wykiad z dziedziny nauk biologicznych, biochemii
i biologii molekularnej majg na celu popularyzacje osiggnie¢ nauk biologicznych. Odbywaly sie corocznie od
1993 do 1996 roku.
W roku 1996 dwie réwnorzedne nagrody uzyskali:
Hanna Czeczot za wyktad pt. ,Biochemia nasienia”
Zygmunt Pojda za wyktad pt. ,Cytokiny w regulacji i odpowiedzi uktadu krwiotwo6rczego”
W roku 1997 i 1998, z powodu braku zgtoszehn konkurs nie zostat przeprowadzony.

Wazniejsze uchwaty organéw statutowych towarzystwa

1. Utworzenie Sekcji Kwaséw Nukleinowych i powotanie prof. Jana Barciszewskiego na jej przewod-
niczgcego;

2. Ustanowienie konkursu o nagrode za najlepsza prace z dziedziny chemii i biochemii kwaséw nuk-
leinowych, sponsorowang przez Sigma-Aldrich-Polska oraz zatwierdzenie jej regulaminu i sktadu komisji

konkursowej, a nastepnie Kapituty Nagrody;
3. Decyzja nawigzanie kontaktow z biochemikami lwowskich placowek naukowych, organizacja wspélnej

polsko-ukraifnskiej konferencji naukowo-wspomnieniowej poswieconej Jakubowi K. Parnasowi we Lwowie
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oraz wykonania tablicy pamiatkowej ze sktadek biochemikéw polskich;

4. Decyzja o organizacji polsko-ukrainskich konferencji im. Jakuba K Parnasa, co drugi rok, na przemian
w Polsce i na Ukrainie oraz zatwierdzenie Oddzialu Gdanskiego PTBioch jako organizatora ,The 2nd Parnas
Conference” w roku 1998;

5. Decyzje o organizacji Zjazdéw PTBioch w roku 1997 (Katowice), 1998 (Biatystok), 1999 (Olsztyn)
i 2000 (Poznan);

6. Przeniesienie redakcji PostepOw Biochemii" do nowego pomieszczenia (p. 632) w matym budynku
Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN, im. M. Nenckiego przy ul. Pasteura 3, w Warszawie;

7. Decyzja o doprowadzeniu sieci Internetowej do siedziby Zarzadu Gidéwnego oraz redakcji ,,Acta
Biochimica Polonica" i, Postepéw Biochemiii

8. Decyzja o stworzeniu internetowej strony www PTBiochu;

9. Decyzje o niewielkich koniecznych zmianach wysokos$ci skltadek cztonkowskich;

10. Decyzje o przedstawieniu Walnemu Zebraniu Cztonkéw PTBioch poprawnych pod wzgledem formalnym
wnioskéw o nadanie godnosci cztonka honorowego (w Kkolejnosci zgtoszen): prof. Mieczystawowi
Chorgzemu, prof. Jerzemu Chmielowskiemu, prof. Konstancji Raczyrnskiej-Bojanowskiej i prof. Bronistawie

Morawieckiej.
Dziatalno$S¢ organizacyjno-naukowa towarzystwa
1. Zjazdy Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

W biezacej Kadencji odbyly sie trzy Zjazdy PTBioch:
XXXIl Zjazd w Krakowie 1996
XXXIIlI w Katowicach 1997

XXXIV w Biatlymstoku 1998
Spotkania te cieszyly sie duzym zainetresowaniem, czego dowodem byla wysoka frekwencja (600— 800

0sgb), oraz liczba i r6znorodnos¢ nadsytanych komunikatéw. Juz od pewnego czasu w programach Zjazdu
znajdujg sie sesje poSwiecone biotechnologii, biochemii klinicznej oraz dydaktyce. Coraz liczniejszy jest
rowniez udziat w Zjezdzie oséb nie bedacych cztonkami naszego Towarzystwa. Liczny jest rowniez udziat
mtodych kolegéw-biochemikéw oraz studentéw pracujacych naukowo w Studenckich Kotach Naukowych.

2. Polsko-Ukrainskie Konferencje Biochemiczne im. Jakuba Karola Parnasa

Pierwszg Konferencje zorganizowat Zarzagd Gtéwny PTBioch we Lwowie, w dniach 8-11 wrze$nia 1996 r.
Przewodniczgcg Komitetu Naukowo-Organizacyjnego byta prof. Liliana Konarska ze strony polskiej i prof.
Rostislaw Stoika, ze strony ukraifiskiej. Konferencja potaczona byla z wmurowaniem w budynku, w ktérym
pracowat Jakub K Parnas, tablicy pamiagtkowej, wykonanej w Polsce ze sktadek polskich biochemikow.
Obszerne sprawozdanie z tej Konferencji, w ktorej wzieto udzial 65 oséb z Polski, zawiera specjalny zeszyt
. Postepow Biochemii" 43 (5) 1997.

Druga Konferencje {The 2nd Parnas Conference) zorganizowat Oddziat PTBioch w Gdansku, w dniach
11-13 wrzesnia 1998 r. Przewodniczacym Komitetu Naukowo-Organizacyjnego byt prof. Stefan Angielski, ze
strony polskiej i prof. Rostislaw Stoika, ze strony ukraifiskiej. Obrady odbywaty sie w Dworze Artusa i mialy
wyjatkowo uroczystg oprawe i wysoki poziom naukowy. Konferencja zostata wigczona w program Il Dni
Kultury Ukrainskiej w Polsce. W tym drugim polsko-ukraifnskim spotkaniu naukowym wzieto udziat ok. 70
0s6b z Polski, 40 z Ukrainy (z Kijowa, Lwowa i Charkowa), a takze z Litwy i totwy. Zaproszeni byli
wyktadowcy ze Szwajcarii, Wtoch, Szwecji, Norwegii, Austrii i USA.

3. Monotematyczne sesje naukowe

WXV kadencji odbyto sie kilkadziesiat mini-sympozjow i konferencji naukowych zorganizowanych poprzez
sekcje tematyczne i Oddzialy terenowe.

4. Spotkania wyktadowcow biochemii i biochemii klinicznej

Coroczne spotkania kierownikéw Zaktadoéw Biochemii Akademii Medycznych z terenu Polski w biezacej
Kadencji odbyty sie:
— w Rokitnicy (1966) — organizowane przez prof. Romana Tarnawskiego

— w Lublinie (1997) — organizowane przez prof. Marie Stryjeckga-Zimmer i prof. Tomasza Borkowskiego
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— w todzi (1998) — organizowane przez prof. Janusza Gregera
Tematem Konferencji byly programy nauczania biochemii i biologii molekularnej w uczelniach medycznych

w Polsce i w Europie.

Staze naukowe

Staze naukowe sg gorgco popierane przez Zarzad Gtowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.
Cztonkowie naszego Towarzystwa brali udziat w wielu krajowych i zagranicznych Zjazdach, Sympozjach,
kilku miesiecznych lub rocznych pobytach naukowych w placéwkach zagranicznych. Wspétpraca z FEBS
rozwija sie pomysinie. Kazdego roku ze stypendiéw FEBS korzystato 12-15 oséb (Tabela 5).

Tabela 5.
Liczba cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego korzystajgcych z kurséw i stypendiow FEBS
w latach 1995-1997

1995 1996 1997

1 Advanced courses and youth travel found 9 11 12
2 Short-term fellowships 3 2 1
3 Summer fellowships —_ — —
4 Long-term fellowships —_ 2 1
« LACZNIE 12 15 14

Przynalezno$¢ do Organizacji Miedzynarodowych

1. Polskie Towarzystwo Biochemiczne od roku 1963 jest cztonkiem Europejskiej Federacji Towarzystw
Biochemicznych (FEBS). W roku 1995, po wielu latach przerwy, przedstawiciel PTBioch — prof. Maciej J.
Natecz zostat wybrany do witadz FEBSu ijest cztonkiem Advanced Courses Committee (kadencja do 1999 r.).
2. W roku 1995 Sekcja Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zostata przyjeta w poczet
Cztonkéw Europejskiej Federacji Biotechnologii.

3. Sekcja Bioenergetyczna PTBioch nalezy do Miedzynarodowej Grupy Bioenergetycznej (IUBMB/IUPAB).

Ogodlna ocena pracy w XV Kadencji

Miniona, XV Kadencja wtadz Polskiego Towarzystwa Biochemicznego przebiegata pomys$inie. Odbyto sie
wiele interesujgcych imprez naukowych, dydaktycznych, uzyskano niezaprzeczalne sukcesy wydawnicze.
Niewatpliwym osiggnieciem byto wyposazenie biura Zarzadu Gtéwnego oraz redakcji ,Postepdéw Biochemii”,
»,Acta Biochimica Polonica" i Monografii ,Biochemicznych"” w ich nowej siedzibie na terenie Instytutu
Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego, w sprzet elektroniczny i odpowiednie oprogramowanie.
Niewatpliwym osiggnieciem byto przyjecie przedstawiciela naszego Towarzystwa do witadz FEBS oraz Sekcji
Biotechnologii Polskiego Towarzystwa Biochemicznego do Europejskiej Federacji Biotechnologii.

Wszystkie te zmiany prowadza do wiekszej integracji naszego biochemicznego sSrodowiska. Dzieki
entuzjazmowi i zaangazowaniu naszych kolezanek i kolegéw w prawdziwie bezinteresowna prace spoteczna
udato sie zrealizowa¢ wiele inicjatyw i akcji na rzecz rozwoju naszej dyscypliny, co jest Statutowym celem
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Czlonkom Zarzadu Gtoéwnego oraz wszystkim tym, ktérzy posSwiecili swéj czas i energie wigczajgc sie
w dziatalno$¢ Polskiego Tpwarzystwa Biochemicznego, a w szczegdlnosci organizatorom naszych zjazdéw,
sympozjow i konferencji, przewodniczgcym Oddziatow i Sekcji Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,
cztonkom wszystkich Komisji Konkursowych w minionej kadencji, serdecznie dziekuje za wspdlng prace
i satysfakcje z wielu owocnych inicjatyw na rzecz naszego srodowiska naukowego.

Prezes Zarzadu Gtdwnego

XIV Kadencji
prof. dr hab. Liliana Konarska

Biatystok, 16 wrzes$nia 1998 r.
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Protokot
z XVI Walnego Zebrania Cztonkow Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

Walne Zebranie czlonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zostato zaplanowane przez Zarzad
Gtéwny PTBioch. na dzieh 16 wrzesnia 1998 roku o godz. 15:00 w pierwszym terminie lub o godz. 15:15
w drugim terminie, w sali wyktadowej Collegium Universum Akademii Medycznej w Biatymstoku, podczas
XXXIV Zjazdu PTBioch. 14 sierpnia 1998 roku. Zarzad Gtowny przestat cztonkom PTBioch, uprawnionym do
gtosowania, zaproszenie do udzialtu w Walnym Zebraniu oraz jego program (w zatgczeniu). Zaproszenie to
stanowito karte wstepu na Zebranie oraz mandat wyborczy na podstawie ktérego, cztonkom Towarzystwa
wydano przy wejsciu na sale karty do gtosowania.

Walne Zebranie rozpoczeto sie w drugim terminie o godz. 15:15, bowiem w pierwszym terminie o godz.
15:00 nie uzyskano quorum. Zgodnie ze statutem Towarzystwa uchwaly podjete w drugim terminie sa
prawomocne bez wzgledu na liczbe obecnych.

W zebraniu uczestniczyto 109 czlonkéw Towarzystwa uprawnionych do glosowania. Na wstepie
Przewodniczacy Oddziatu PTBioch w Biatymstoku, dr hab. Jerzy Palka zaproponowat w imieniu Zarzadu
Glownego oraz Oddziatow: Lubelskiego, Olsztyriskiego i Biatlostockiego PTBioch. powotanie Prof. Tomasza
Borkowskiego na Przewodniczacego Walnego Zebrania. Kandydat wyrazit zgode. Przewodniczgcym Zebrania
wybrano jednogtosnie w wyborach jawnych Prof. Tomasza Borkowskiego (AM Lublin) a sekretarzem dr
Elzbiete Pawlickg (AM Bialystok).

Prof. Tomasz Borkowski zaproponowat kandydatury Zarzagdu Gtéwnego oraz przyjat kandydatury z sali do
Komisji Matki, Komisji Skrutacyjnej i Komisji Wnioskéw. W glosowaniu jawnym wybrano jednogtos$nie
Komisje w nastepujacym skiadzie:

Komisja Matka Prof. Janina Kwiatkowska, Prof. Zofia Walter,
Prof. Roman Tarnawski
Komisja Skrutacyjna Przewodniczacy: Prof. Krystyna Olczyk
Cztonkowie: Dr Bolestaw Floriahczyk,
Dr Marzanna Cechowska-Pasko,
Dr Puchalska
Komisja Wnioskow Prof. Barbara Grzelakowska-Sztabert,
Prof. Janusz Greger, Dr Teresa Wesotowska,
mgr Justyna Steinbrich

Przystapiono do realizacji 4 punktu porzadku dziennego zebrania. Przyjeto protokét z poprzedniego XV
Walnego Zebrania w dniu 7 wrzesnia 1995 roku. Wycigg z tego protokotu zostal zamieszczony w Postepach
Biochemii, 1996, 42 (l), 96. Nastepnie wystuchano sprawozdania ustepujgcego Prezesa PTBioch prof. Liliany
Konarskiej z dziatalnosci ustepujacego Zarzadu oraz sprawozdania Przewodniczacej Komisji Rewizyjnej prof.
Marty Stryjeckiej-Zimmer. Prof. Liliana Konarska przypomniata zebranym, ze w biezgcym roku obchodzimy
40-lecie istnienia Towarzystwa. Powstato ono 12 grudnia 1958 roku. Obecnie Towarzystwo liczy 1778
cztonkOw. Poruszyla sprawe nieoptacania sktadek cztonkowskich. Z tego powodu zawieszono w prawach
cztonkowskich 658 os6b. W minionej kadencji Zarzad Gtéwny przyczynit sie do dalszego rozwoju
Towarzystwa poprzez zalozenie strony internetowej, zdobycie srodkéw finansowych (KBN, sponsorzy
indywidualni) na wydanie czasopism i nagrody statutowe oraz promocje mitodych talentéw biochemicznych.
Ponadto Zarzad Gtéwny zorganizowat polsko-ukraifiskie spotkanie biochemikéw poswiecone pamieci prof.
Jakuba Parnasa. W 1996 roku ustanowit nagrode im. Antoniego Dmochowskiego w postaci medalu
pamigtkowego i dyplomu, aw 1997 roku nagrode za najlepsza prace w dziedzinie kwaséw nukleinowych.

W sprawozdaniu Komisji Rewizyjnej prof. Marta Stryjecka-Zimmer zwrécita uwage, ze w latach
1995— 1998 liczba cztonkéw Towarzystwa wzrostta o 178 os6b. Gospodarka zasobami finansowymi i ksiega
finansowa prowadzone byly prawidtowo. Teksty sprawozdan zostang zamieszczone w najblizszym numerze
.Postepéw Biochemii”.

Udzielono absolutorium ustepujgcemu Zarzgdowi i przeprowadzono wyborych nowych witadz Towa-
rzystwa.

Przewodniczgca Komisji Matki, prof. Janina Kwiatkowska poprosita o zglaszanie kandydatur do funkcji
Prezesa Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Prof. Mariusz Zydowo zgtosit kandydature Prof. Edwarda
Bankowskiego motywujgc swoja propozycje wieloma zaletami kandydata: umiejetno$ciami organizacyjnymi,
wybitnymi zastugami naukowymi, wrazliwoscig spoteczng. Pan Prof. Edward Banskowski odmowit motywu-
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jac swojg rezygnacje olbrzymig liczba funkcji jakie peini w rodzimej Uczelni i w Towarzystwach miedzy-
narodowych. Nastepnie Pan Prof. Kazimierz Zakrzewski prosit Prof. Edwarda Bankowskiego o wycofanie
odmowy. Prof. Edward Bankowski ponownie odmodwit przyjecia kandydatury na funkcje Prezesa PTBioch.
Motywowat swoja decyzje lojalnosciag wobec decyzji Zarzgdu Gtéwnego (w skiad ktérego wchodzi)

zgtaszajgcego inng kandydaturg.

Zarzad Gtéwny zgtosit kandydature prof. Jolanty Baranskiej do funkcji Prezesa PTBioch. a prof. Mariusz
Zydowo zgtosit kandydature prof. Liliany Konarskiej do funkcji wiceprezesa PTBioch. Innych zgloszen
z sali nie bylo. Nastepnie przystgpiono do przyjmowania zgtoszen kandydatéw do Komisji Rewizyjnej i na

cztonkow Zarzadu. Wptynely nastepujace propozycje Zarzadu Gtownego do Komisji Rewizyjnej:

Prof. Marta Stryjecka-Zimmer (Lublin)
Prof. Barbara Grzelakowska-Sztabert (Warszawa)
Prof. Jerzy Popinigis (Gdansk)

Propozyciji z sali nie byto.

W dalszej kolejnosci wptywaly z sali nastepujgce kandydatury na cztonka Zarzadu Gtéwnego:

Dr Teresa Wesotowska (Szczecin)
Prof. Roman Tarnawski (Katowice)
Prof. Edward Bankowski (Biatystok)
Dr hab. Piotr Laidler (Krakow)

Dr Ewa Turska (L6dz)

Dr hab. Kazimierz Pasternak (Lublin)
Dr hab. Henryk Berbe¢ (Lublin)

Prof. Stanistaw Bielecki (L6dz)

Prof. Aleksandra Kubicz (Wroctaw)
Prof. Teresa Jakubowicz (Lublin)

Dr hab. Michat Wozniak (Gdansk)

Dr hab. Jan Gtogowski (Olsztyn)

Prof. Lech Wojtczak (Warszawa)

Prof. D. Stempkowski (Warszawa)
Prof. Julian Swierczynski (Gdansk)

Dr hab. Malgorzata Balinska (Warszawa)
Prof. Janusz Siedlecki (Warszawa)

Dr hab. Robert Stepkowski (Warszawa)
Dr Artur Jarmotowski (Poznan)

W tajnym gtosowaniu wybrano Prezesa, Wiceprezesa, Czlonkéw Zarzadu i Komisje Rewizyjng Zarzgdu
Globwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego:

Prezes:
Wiceprezes:

Komisja Rewizyjna

Cztonkowie Zarzgdu:

Prof. Jolanta Baranska
Prof. Liliana Konarska

Prof. Marta Stryjecka-Zimmer
Prof. Barbara-Grzelakowska-Sztabert
Prof. Jerzy Popinigis

Dr Teresa Wesotowska
Prof. Roman Tarnawski
Prof. Edward Bankowski
Dr hab. Piotr Laidler

Dr Ewa Turska

Prof. Stanistaw Bielecki
Prof. Aleksandra Kubicz
Prof. Teresa Jakubowicz
Dr hab. Michat Wozniak
Dr hab. Jan Gtogowski
Prof. Lech Wojtczak
Prof. Julian Swierczynski
Dr hab. Robert Stepkowski
Dr Artur Jarmotowski
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Nastepnie przystgpiono do regulaminowych procedur nadania godnosci cztonka honorowego Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego nastepujacym Profesorom:

1. Prof. Konstancji Raczynskiej-Bojanowskiej
2. Prof. Bronistawie Morawieckiej

3. Prof. Mieczystawowi Chorgzemu

4. Prof. Jerzemu Chmielowskiemu

Laudacje wygtosili odpowiednio:

Prof. Barbara Grzelakowska-Sztabert (Warszawa)
Prof. Maria Malicka-Btaszkiewicz (Wroctaw)
Prof. Roman Tarnawski (Katowice)

Prof. Sylwia tabuzek (Katowice)

Peine teksty ,laudacji” w zalgczeniu.

W wyborach tajnych nadano wiekszoscig gtos6w Czilonka Honorowego Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego nastepujgcym Profesorom:

1. Prof. Konstancji Raczynskiej-Bojanowskiej (IHIAR, Btonie) — 94 glosy

2. Prof. Bronistawie Morawieckiej (Uniwersytet Wroctawski) — 93 glosy

3.  Prof. Mieczystawowi Chorgzemu (Instytut Onkologii Gliwice)—97 gtosow

4.  Prof. Jerzemu Chmielowskiemu (Uniwersytet Slaski, Katowice)—93 gtosy

W dalszej czeSci spotkania, zgodnie z porzadkiem dziennym zebrania dyskutowano na temat dotychczasowej
i przysztej dziatalnosci Towarzystwa i zgtaszano wnioski.

W dyskusji poruszono sprawy wysokosci sktadek czitonkowskich, optaty za prenumerate wydawnictw
Towarzystwa, regulaminu konkursu nagréd i statutu Towarzystwa. Ustalono wysoko$¢ optaty cztonkowskiej
dla cztonkéw zwyczajnych Towarzystwa w kwocie 30 zt adla cztonkéw studentéw w kwocie 10 z. Podobnie
przegtosowano wysokos$¢ optaty za prenumerate ,Postepow Biochemii” w kwocie 20 ztiinne wydawnictwa
Towarzystwa w kwocie 40 zi.

Pani Dr Teresa Wesotowska zgtosita wniosek o uregulowanie statusu cztonkowstwa Towarzystwa poprzez
wyszczegblnienie kategorii cztonka PTBioch:

— czlonka zwyczajnego

— czionka studenta

— cztonka emeryta

— czlonka honorowego

— czlonka wspierajgcego

Ponadto wystgpiono zwnioskiem, aby wybory odbywatly sie we wrze$niu, a poczatek urzedowania nowego
Zarzadu nastapit od nowego roku kalendarzowego. Pozwolitoby to ustepujacemu Zarzagdowi na rozliczenie sie
z dziatalnosSci finansowej w danym roku kalendarzowym. Wniosek zostat poparty sugestig, aby dokonac¢ zapisu
w Statucie Towarzystwa, ze kadencja wtadz trwa trzy lata, liczagc od nowego roku kalendarzowego. Decyzjg
Walnego Zebrania postanowiono powota¢ Komisje Statutowg, ktéra opracuje zmiany w Statucie zgodnie
z wnioskami cztonkéw Towarzystwa.

Sekretarz Walnego Zebrania Przewodniczacy Walnego Zebrania
dr Elzbieta Pawlicka prof. dr hab. Tomasz Borkowski

Bialystok, 16 wrzednia 1998

Redakcja informuje P. T. Autoréw o mozliwosSci zamieszczenia w artykutach barwnych rycin.
Jednakze wobec wysokich cen ich reprodukcji koszty wykonania ponoszg autorzy.
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Informacja o XXXV Zjezdzie Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego

XXXV Zjazd PTBioch odbedzie sie w Olsztynie w dniach 13— 16 wrze$nia 1999 roku. Zjazd organizujg
cztonkowie Oddziatu Olsztyriskiego pracujacy w trzech Instytucjach Naukowych: Instytucie Rozrodu Zwierzat
i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk (IRZiBZ), Wyzszej Szkole Pedagogicznej (WSP) oraz Akademii

Rolniczo-Technicznej (ART).

Powotany Komitet Organizacyjn Zjazdu ukonstytuowat sie w nastepujgcym skiadzie:

prof. dr hab. Jan Glogowski (IRZiBZ) — przewodniczacy

prof. dr hab. Elzbieta Kostyra (WSP) — w-ce przewodniczgca

dr Maria Miot (WSP) — sekretarz

prof. zw. dr hab. Jerzy Strzezek (ART) — przewodniczacy Komitetu Naukowego

prof. dr hab. Henryk Kostyra (IRZiBZ) — w-ce przewodniczagcy Komitetu Naukowego

prof. dr hab. Krystyna Zottkowska (WSP) — cztonek
dr hab. Zofia Luberda-Bienkowska (ART) — czilonek
dr Wiadystaw Kordan (ART) — czlonek
dr Dariusz Hotody (ART) — czionek

Powotano takze Komitet Zjazdu w sktad ktérego wchodzg: wojewoda olsztynski, prezydent Olsztyna oraz
Rektorzy wyzszych uczelni i Dyrektorzy placowek naukowych, majacych swoje siedziby na terenie Olsztyna.

Obrady Zjazdu odbywa¢ sie beda na terenie Olsztyna-Kortowa, w obiektach Akademii Rolniczo-Technicznej.
W domach akademickich, zlokalizowanych na terenie kampusu tej Uczelni istnieje mozliwos¢ zalwaterowania
wszystkich Uczestnikébw a w stptowce akademickiej mozliwos¢ wyzywienia.

Prof. Jerzy Strzezek, przewodniczacy Komitetu Naukowego, zwrocit sie z pismem do wszystkich Oddziatéw
naszego Towarzystwa o0 zgtaszanie propozycji Sesji Tematycznych. W ramach Zjazdu przewidziane jest
spotkanie towarzyskie oraz organizacja wycieczek po atrakcyjnych terenach Warmii i Mazur.

Uprzejmie informujemy, ze pismo Acta Biochimica
Polonica jest indeksowane przez Current Contents

cta (ISI, USA) Biochemistry & Biophysics Citation Index
B. e (ISI, USA), BIOSIS (USA), Chemical Abstract (Colu-
IOChlmlca mbus, USA), Current Awareness in Biological Scien-
Po]onica ces (England), Excerpta Medica (Elsevier, Holland),

Medline (USA).
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INFORMACJE

BioCentrum-acew

Badawcze Laboratoria Ustugowe
Uniwersytetu Jagiellonskiego

Szanowni Panstwo,

Wychodzgc naprzeciw potrzebom krajowego srodowiska naukowego oraz biorgc pod uwage koniecznos¢
petniejszego wykorzystania posiadanej nowoczesnej aparatury badawczej Uniwersytet Jagielloriski utworzyt
Biocentrum-Krakow. Jednostka ta skupia obecnie sze$¢ laboratoriéw badawczych Instytutu Biologii
Molekularnej oraz Wydziatu Chemii UJ, ktére podjety sie petni¢ funkcje ustugowe oraz szeroko pojete
doradztwo metodyczno-naukowe w zakresie nauk biomolekularnych obejmujgcych biochemie, biologie
i chemie strukturalng, biologie komérki i genetyke molekularng. Analiza bialek i kwas6w nukleinowych
stanowi serce nowoczesnych badan biomolekularnych idlatego jest szeroko reprezentowana w naszej ofercie.

Oferujemy nasze ustugi w zakresie:

* chemii biatek (wysokoczute sekwencjonowanie, analiza aminokwasowa oraz wysoko-
rozdzielcza spektrometria masowa bialek i peptyddéw, elektroforeza ielektroblot biatek do
sekwencjonowania, przygotowanie map peptydowych na HPLC)

* biochemii kwaséw nukleinowych (synteza i sekwencjonowanie DNA)

» technik inzynierii genetycznej (konstrukcje iizolacja plazmidéw, przygotowanie map
restrykcyjnych, ekspresja gendw, izolacja RNA i DNA, analiza Southern and Northern
biot)

e cytometrii przeptywowej

 mikroskopii konfokalnej

Ponadto posiadamy w sprzedazy preparaty wysokooczyszczonych proteinaz i ich biatkowych inhibitoréw.

Szczego6towe informacje znajdziecie Panstwo w Internecie na stronach In-
stytutu Biologii Molekularnej UJ http://www.mol.uj.edu.pl lub udzieli ich:

Doc. dr hab. Adam Dubin, BioCentrum Krakdw, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Al. Mickiewicza 3, 31 -120

Krakéw
e-mail: dubin@ mol.uj.edu.pl; Fax: (+ 12)633-6907; Tel: (+ 12)634-13-05 wew. 219

Nasze przedsiewziecie nie jest nastawione na zysk, aie na zapewnienie ciggtej gotowosci do pracy
posiadanych nowoczesnych przyrzadéw badawczych — dlatego tez nasze ceny sg konkurencyjne.
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Bandorowicz-Pikuta J — Pracownia Biochemii Lipi-
déw, Zaktad Biochemii Komérki, Instytut Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Pasteura 3,
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Baranska J — Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN, Zaktad Neurobiologii Molekular-
nej i Komadrkowej, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Bartosz G — Katedra Biofizyki Molekularnej Uniwer-
sytetu todzkiego, ul. Banacha 12/16, 90-237 t£6dz

Bettowski J — Katedra i Zaktad Patofizjologii Akademii
Medycznej, ul. Jaczewskiego 8, 20-090 Lublin

Bobeszko M — Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN, Zaktad Neurobiologii Molekular-
nej i Komorkowej, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Bohr | — Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Ogdlnej
i Molekularnej, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, ul.
Gagarina 7, 87-100 Torun

Bobinski R — Katedra i Zaktad Chemii Klinicznej i Diag-
nostyki Laboratoryjnej, Slaska Akademia Medycz-
na, ul. Jagiellonska 4, 41-200 Sosnowiec
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Dagbrowska M — Instytut Biologii Doswiadczalnej im.
M. Nenckiego PAN, Zaktad Biochemii Komoérki, ul.
Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Dygas A — Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN, Zaktad Neurobiologii Molekular-
nej i Komoérkowej, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

Dzierzbicka K— Katedra Chemii Organicznej, Politech-
nika Gdanska, ul. Narutowicza 11/12, 80-952
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Gendaszewska E — Centrum Badan Molekularnych
i Makromolekularnych, Zaktad Chemii Bioorganicz-
nej, ul. Sienkiewicza 112, 90-363 to6dz

Gniot-Szulzycka J — Zakfad Biochemii, Instytut Bio-
logii Ogélnej i Molekularnej, Wydziat Biologii
i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika
w Toruniu, ul. Gagarina 7, 87-100 Toruh

Gozdowska M — Katedra Chemii Organicznej, Politech-
nika Gdanska, ul. Narutowicza 11/12, 80-952
Gdansk
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Bakteryjnej, Uniwersytet Gdanski, ul. Kladki 24,
80-822 Gdansk

Twardowski T — instytut Chemii Bioorganicznej PAN,
ul. Noskowskiego 12/14, 61-704 Poznan

w

Widtak P— Zaktad Radiobiologii Doswiadczalnej i Klini-
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Nenckiego, PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Wolska K. |— Zaktad Genetyki Bakterii, Instytut Mikro- . . . .
biologii, Uniwersytet Warszawski, ul. Nowy Swiat Zekanow;kl C — Zakad Genetyki Instytutu Matki
67 00-046 Warszawa _ i Dziecka, ul. Kasprzaka 17a, 01-211 Warszawa
' Zylinska L — Il Zaktad Biochemii Instytutu Fizjologii
7 i Biochemii Akademii Medycznej, ul. Lindleya 6,
90-131 to6dz
Zimowski J — Instytut Biochemii, Uniwersytet War-
szawski, ul. Zwirki i Wigury 93, 02-089 Warszawa
Uprzejmie zawiadamiamy PT Kolezanki i PT Kolegoéw
0 przeniesieniu siedziby Zarzadu Gtdwnego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
na teren Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
pokdj 632 i 633
Obecny adres:
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
Tel. bezpo$redni 658 20 99
Tel. przez centrale 659 85 71 w. 352
Fax 822 53 42
e-mail ptbioch@nencki.gov.pl
Dyzury biura Zarzgdu odbywajg sie jak dotychczas
we wtorki w godz. 12-18
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pokwitowanie dla wptacajgcego Odcinek dla posiadacza rachunku Odcinek dla poczty lub banku

ZE ZE e,
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imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PBK S.A. XIIl/O Warszawa

11101053-1225-2720-3-30

stempel

imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3
PBK S.A. XIll/O Warszawa
11101053-1225-2720-3-30

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PBK S.A. XIII/0 Warszawa

11101053-1225-2720-3-30

stempel stempel

Pobrano optate Pobrano optate Pobrano optate

zt Zho, zt
podpis przyjmujacego podpis przyjmujacego

podpis przyjmujacego

Pokwitowanie dla wptacajacego Odcinek dla posiadacza rachunku Odcinek dla poczty lub banku

Zb ZE ZE
SIOWNIE i stownie . e, SIOWNIE s
wptacajgcy wplacajacy wptacajacy

imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/O Warszawa

10201084-1791-270-201-111

stempel

Pobrano optate

Podpis przyjmujacego
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imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/O Warszawa

10201084-1791-270-201-111

stempel

Pobrano optate

podpis przyjmujacego

imig, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne

02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

PKO BP VIII/0 Warszawa

10201084-1791-270-201-111

stempel

Pobrano oplate

podpis przyjmujacego
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Prenumerata POSTEPOW

BIOCHEMII rok 1999

dla nie zrzeszonych w PTBioch 40,— zt
dla cztonkéw PTBioch 20, — zt
dla zaktadow i bibliotek 70, — zt

Sktadka P.T.Bioch.
za rok 1999 30, — zt
studenci 10, — zt
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Wskazowki
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii” publikuje prace przeglagdowe oma-
wiajgce biezgce osiggniecia, koncepcje i kierunki badawcze
w dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty
z historii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemi-
cznego, recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze
zjazdéw, konferencji i szkét, w ktorych biorg udziat cztonkowie
Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Biochemii"
moga mie¢ charakter artykutéw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac pi$miennictwo itabele), minireviews (do 10 stron
tekstu), oraz krotkich not o najnowszych osiagnieciach i po-
gladach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadaja za prawidtowos$¢ i Scisto$¢ poda-
wanych informacji oraz poprawnos$¢ cytowania piSmiennictwa.
Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienie
zilustrowane za pomoca tabel, rycin, (wykresy, schematy, reak-
cje), wzordw i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na rozdziaty
i podrozdziaty, ktérych rzeczowe tytuty tworza spis tresci. Zgod-
nie z przyjetag konwencjg rozdziaty noszg cyfry rzymskie, podroz-
dzialy odpowiednio rzymskie i arabskie np. 1-1, I-2. Poprawnos¢
logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznacznos$¢
i czytelno$é. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej,
gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie
tworzonych skrétéw, nawet jezeli bywajag uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac podlega
ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja
zastrzega sobie mozliwos$¢ skrocenia tekstu i wprowadzenie
zmian nie wptywajacych na tre$¢ pracy, deklaruje tez gotowos$¢
konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rownoznaczne z o$wiad-
czeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publikowana
w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach
Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza (ja) wiaczyc¢
do swego artykutu ilustracje publikowane przez autoréw prac
cytowanych, nalezy uzyskac i przekaza¢ nam odpowiednig zgode
na przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazowek szczegétowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie

czcionka wielkosci standartowej, z podwdjng interlinig, z lewym
marginesem ok. 4 cm.
W tekscie nie nalezy stosowaé¢ zadnych podkreslen, ani roz-
strzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charakteru czcion-
ki drukarskiej moga Autorzy zaznaczy¢ otéwkiem na marginesach
maszynopisu. W przypadku stosowania w tekscie liter alfabetu
greckiego trzeba na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne
brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana, za-
wiera imiona i nazwisko (a) autora (6w), nazwy, adresy wraz
z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polskim i angielskim),
w ktérych pracujg autorzy, adres do korespondencji, nr telefonu

i ewentualnie fax, adresy prywatne autoréw, tytut artykutu
w jezyku polskim i angielskim oraz — w prawym dolnym rogu
— liczbe tabel, rycin, wzorow i fotografii oraz skrét tytutu pracy
(do 25 znakéw).

Strona 1 (tytutowa)*zawiera imiona i nazwiska autoréw, tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci tez
w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z autoréw i ich miejsce
pracy z adresem pocztowym oraz wykaz stosowanych skrotéw.
Kolejno numerowane dalsze strony obejmujg tekst pracy,
pi$miennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzoréw
i fotografii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$émiennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tek$cie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3,7,9—26].
Odnosniki bibliograficzne winny mie¢ nowg uproszczong forme.
Sposéb cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziatow
z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatéw ztomow serii opraco-
wanej przez tych samych redaktorow (4), rozdziatéw z tomow
serii opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazuja
ponizej podane przykfady:

1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Biophys
Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chromo-
some, 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-Hol-
land Amsterdam, str. 1-77

5. Franks NP, Lieb WR (1981 ) W: Knight CG (red) Research
Monographs in Cell and Tissue Physiology, t 7. Elsevier,
North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukcji. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wykonane na
papierze matowym. Po porozumieniu z Redakcjg mozna propo-
nowac reprodukcje fotografii barwnych. Pozostate ryciny nalezy
wykonaé¢ tuszem na bialym papierze lub kalce technicznej.
Wskazane jest, aby ryciny byty dwukrotnie wieksze od przysziej
reprodukcji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku
powinny mie¢ wysokos$¢ nie mniejszg niz 5 mm. Na rysunkach nie
nalezy umieszczac¢ opis6w stownych, lecz postugiwac sie skréta-
mi. Osie wykreséw winny by¢ opatrzone napisem tatwo zro-
zumialym. Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje
wydawca. llustracji nie nalezy wtacza¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele iryciny noszg cyfry arabskie,
wzory za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otowkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryciny czy
wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny by¢ opat-
rzone jednoznacznym tytutem i ewentualnie takze niezbednymi
objasnieniami. Stowne objasnienia znakéw graficznych mozna
umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe za$ jedynie na
planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie w postaci
oddzielnego wykazu. llustracje nalezy podpisa¢é nazwiskiem
pierwszego z autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy oraz
oznaczy¢ ,go6ra-doét" (otdbwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na
wewnetrzng spoisto$¢ artykutu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych
z piSmiennictwa.

Maszynopis i zalaczniki (w dwu egzemplarzach), wtasciwie
zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie transportu, nalezy
przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3,

02-093 Warszawa
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