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ARTYKULY

Nagroda Nobla 1995 r. w dziedzinie medycyny i fizjologii:
Embriogeneza i geny homeotyczne

The Nobel prize 1995 in medicine and physiology:
Embryogenesis and homeotic genes

ANDRZEJ KACZANOWSKI],
JANINA KACZANOWSKA?2

Tegoroczng nagrodg Nobla uhonorowano niemiec-
kg uczong z Tybingi (Niemcy), Christine Nusslein-
Volhard, Edwarda Lewisa, emerytowanego amerykar-
skiego profesora z California Institute of Technology
(U.S.A), oraz Erica Wieschausa, Szwajcara od kilku-
nastu lat kierujgcego laboratorium w Princeton Uni-
versity (U.S.A)).

Nagroda ta zostata przyznana za pionierskie studia
nad podstawami funkcjonowania genéw homeotycz-
nych (E. Lewis), odkryciom i opisem roli wielu genéw
kontrolujgcych powstawanie osi ciata zarodka i udziato-
wi mechanizmoéw sygnalizacji w determinacji tych osi
u muszki owocowej Drosophila melanogaster (C.
Nusslein-Yolhard i E. Wieschaus). Ogromne znaczenie
tych badah nad wczesng embriogenezg Drosophila
polega na tym, ze wykryte mechanizmy dotyczg roz-
woju wszystkich typéw zarodkéw Metazoa z cztowie-
kiem wigcznie, a takze roslin. Warto sobie rowniez
uswiadomic, ze jest to dopiero druga nagroda Nobla
przyznana za badania nad rozwojem organizmow
(pierwszg otrzymat niemiecki uczony Hans Spemann
w 1935 r. za odkrycie tzw. organizatora i pierwotnej
indukcji embrionalnej wrozwoju ptazéw). Przyjrzyjmy
sie wobec tego, jakie zasadnicze pytanie dotyczace
rozwoju zarodka postawili sobie tegoroczni noblisci
i jaki byt ich wktad w odpowiedZ na to pytanie.

Badania noblistow, a takze innych wielkich badaczy
pominietych w werdykcie Sztokholmu, dotyczyto fun-
damentalnego pytania, wjaki sposdb genetycznie zako-
dowana instrukcja w DN A moze stuzy¢ jako instrukcja
przestrzenna dla rozwoju zarodka. A moéwigc bardziej
opisowo: jak to sie dzieje, ze w rozwoju zaptodnionego
jaja, lub wczesnego zarodka, tworzy sie okreslony
porzadek przestrzenny réznicowania okolicy, przed-
niej, srodkowej i tylnej oraz zdeterminowanie strony

2Prof. dr hab., Zaktad Cytofizjologii, UW, ul. Krakowskie
Przedmiescie 26/28, 00-927 Warszawa

brzusznej i grzbietowej sugerujacy istnienie mechaniz-
mu programu przestrzennej determinacji loséw komo-
rek powstatych w trakcie mitoz w zaleznosci od ich
potozenia w zarodku?

Badania genetyczne i embriologiczne Nisslein-Yol-
harda, a takze Struhla, Gehringa i innych pozwolity
wykry¢ szereg genow matczynych u Drosophila, ktd-
rych mRNA lub biatka determinowaty powstawanie
poszczegdlnych okolic ciata muszki. Najwczes$niejsze
determinanty dotyczyly wyznaczenia loséw zaledwie
trzech okolic ciata przedniej, srodkowej i tylnej kodo-
wanych przez geny: bicoid, nanos, hunchback i kruppel
i kilka innych) i podobne kilka genéw matczynych
determinujgcych strong brzuszng i grzbietowg zarod-
ka. W jaju poszczeg6lne typy mRNA (a takze niektore
translaty) tworzg nieprzypadkowy gradient gestosci
rozmieszczenia czgsteczek w porzadku przodo-tylnym,
a inne tworza gradient grzbietowo-brzuszny. Zgodnie
z przypuszczeniami poszczeg6lne rodzaje mRNA kodu-
ja rozne biatka o charakterze czynnikéw transkrypcyj-
nych. W zaleznosci od ich stezenia w danym obszarze
zarodka, i ich wzajemnej interakcji poszczeg6lne czyn-
niki transkrypcyjne kontroluja witaczenie, lub wytacze-
nie transkrypcji réznych grup genéw w poszczeg6lnych
jego czesciach. W ten sposéb Nusslein-Yolhard
z wspotpracownikami wykryta, ze mRNA genu bicoid
stanowi determinante przodu, a genu nonos wraz
z innymi determinuje powstawanie czesci tylnych
zarodka (Ryc. 1). Biatko BICOID przez kombinacje
procesOw aktywacji i represji stymuluje transkrypcje
gendw okolicy przedniej, a w strefie sSrodkowej wyrazo-
ny jest HUNCHBACK, a z tylu NANOS.

W trakcie rozwoju, w pewnym porzadku hierar-
chicznym, poprzez kombinacje réznych czynnikéw
transkrypcyjnych dochodzi do wyodrebnienia po-
szczegOlnych regionéw (segmentéw) w okreslonym
porzadku przodo-tylnym wraz z determinacjg grzbie-
towo-brzuszng rozwoju poszczegblnego segmentu
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Przednia cze$¢ zarodka

bicoid mRNA

biatko  stymulacja gen hunchback
BICOID transkrypcji i
MRNA
hunchback MRNA
hunchback

biatko HUNCHBACK,
represja genow odwitoka
i aktywacja transkrypcji

genow gtowy i tutowia
Rye. 1

(Niisslein-Volhard & Wieschaus, 1980, podsumowanie
St. Johnson & Nusslein-Volhard, 1992).

Lewis zauwazyt juz w 1948 r., ze istniejg geny
kontrolujace rozw6j muszki owocowej przez proces
w ktorym kazdy z segmentéw uzyskuje specyficzng dla
siebie determinacje jego przysziego losu, np. drugi
segment tutowia uzyskuje determinacje do rozwoju
jednej pary n6g po stronie brzusznej segmentu, oraz
wytworzenie jednej pary skrzydet po grzbietowej jego
stronie (Ryc. 2 a). Jezeli jednak zarodek bedzie mutan-
tem jednego nawet z genéw wigczonych w hierarchie
proceséw zwigzanych z determinacjg losu poszczegol-
nego segmentu, moze uzyskac btedng informacje co do
swojego potozenia w zarodku i przyjmie program
innego segmentu np. segment glowowy w mutancie
moze wytwarza¢ pare nog (tak jakby byt segmentem
tutowia), zamiast wiasciwych dla segmentu gtowy
czutkow (mutacja genu: Antennapedia). Takie geny
determinujgce specyficzno$¢ rozwoju poszczeg6lnego
segmentu nazwano genami homeotycznymi, albo nad-
rzednymi genami selektorowymi. Mutacje homeotyczne
mogg dotyczyé¢ zaledwie jednego genu homeotycznego,
ale ta zta kontrola powoduje przetaczenie catego szeregu
genow pod kontrole innych czynnikéw transkrypcyj-
nych. Lewis wykryt takze, ze mutanty homeotyczne sg
w genomie Drosophila zgrupowane koto siebie i w po-
rzgdku odpowiadajgcemu przodo-tytnej determinacji
segmentow zarodka (zasada kolinearnosci). Lewis zlo-
kalizowat wystepowanie kompletu genéw homeotycz-
nych w okre$lonym miejscu chromosomu 3-ego okres-
lonego jako zespdt Antennapedia (dla 4 genéw kont-
rolujacych okolice glowy) kontynuowana w nastepnym
zespole nazwanym Bithorax (kontrola tutowia i od-
wioka) (Ryc. 2b) (podsumowanie Lewis, 1878). Gehring
i Garter (w Szwajcarii) i Scott i Kaufman (w USA)
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Tylna cze$¢ zarodka

MRNA i biatka tylnej
czesci jaja
stymulujag

transkrypcje genu nanos
MRNA nanos

biatko NANOS

represja translacji
MRNA hunchback,
aktywacja genow odwtoka

w latach osiemdziesigtych wyizolowali komplety ge-
néw homeotycznych Antennapedia potwierdzajgc me-
todami genetyki molekularnej cytogenetyczne obser-
wacje Lewisa.

W 1983 r. Gehring i McGinnis (z USA) wykryli, ze
wiele gendw homeotycznych ma wsp6lng sekwencje
nukleotydowg nazwang homeodomeng. Biatko kodo-
wane przez homeodomene ma powinowactwo do
DNA i dziata istotnie jako czynnik transkrypcyjny
uruchamiajgc (lub wytaczajgc) kaskadowg transkryp-
cje wielu kontrolowanych genédw. McGinnis i Gehring
wraz zwspo6tpracownikami w 1984 r. dokonali nastep-
nego przetomowego kroku. Wykazali bowiem, ze
podobne komplety genéw homeotycznych znajdujg sie
w genomie kregowcoéw: myszy i cztowieka (McGinnis
iinni, 1984) (Ryc. 2c) ideterminujg losy poszczegélnych
czesci centralnego uktadu nerwowego (Ryc. 2d). Na-
stepnie okazato sie, ze u roslin kontrola morfogenezy
zwigzana jest z obecnos$cig genéw zawierajgcych ho-
meodomene (Schwartz-Sommer i inni, 1990). A ozna-
cza to, ze kontrola rozwoju przez geny homeotyczne ma
charakter uniwersalny.

Jednakze nie wszystkie geny programu maja charak-
ter czynnikéw transkrypcyjnych; w dodatku mutacje
niektérych genéw zmieniajgcych program rozwoju
wczesnych stadiow embriogenezy nie ujawniajg sie
w samym jaju, czy zarodku Drosophila, lecz trans-
krybowane sg w przylegtych do jaja komérkach foliku-
larnych. Niektore biatka kodowane przez geny kont-
rolujgce ustabilizowanie osi przodo-tyinej i grzbietowo-
brzusznej majg charakter biatek sygnalizacyjnych.
Schupbach, Nusslein-Volhard, Wieschaus i inni wyka-
zali, ze np. zdeterminowane juz komorki folikularne
przednie i tylne (przylegajace do przedniej i tylnej
czesci jaja) moga wydziela¢ biatka sygnatowe: np.
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GENY KOMPLETU
BITHORAX

(kodujace segmenty
odwioka)

GENY KOMPLETU
ANTENNAPEDIA

(kodujace segmenty

tutfowia i glowy

chromosom 6
Hox-1

chromosomu
Hox-2

chromosom 15
Hox-3

centralny system nerwowy myszy
e e, S

T
oA

chromosom

S

produkt
tworzy sie
przed
cewka

Ryc. 2

produkt genu tailless oddziatywuje na odpowiednie
receptory znajdujace sie w przylegtej czescijaja. W tym
przypadku sg to receptory TORSO kodowane przez
gen torso). Receptory torso majg charakter recep-
torowych kinaz tyrozynowych (RTK). Ich pobudzenie
przez sygnat TAILLESS powoduje aktywacje pew-

4

nerwowa

rdzen
przedtuzony

nych czynnikéw transkrypcyjnych niezbednych dla
determinacji najbardziej skrajnych czesci ciata (przed-
niego akronu i tylnego telsonu). A wiec otoczenie jaja
i jego odpowiedzi na sygnaly z zewnatrz stanowig
nastepny wazny element w tworzeniu informacji prze-
strzennej programujacej rozwdj zarodka (Wieschaus
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i inni, 1978, podsumowanie Duffy & Perrimon, 1994).

A teraz kilka stéw o tym czym zajmuja sie obecnie
tegoroczni noblisci. Profesor Lewis jest juz cztowie-
kiem w podesztym wieku (77 lat) ale wcigz bardzo
aktywnym intelektualnie. Znacznie mtodsza Dr
Nusslein-Volhard jest osobg zupetnie niezwyklg. Otéz
majac takie ogromne sukcesy w badaniach nad emb-
riogenezg Drosophila, trzy lata temu zmienita obiekt
badan. Obecnie pracuje nad embriogeneza pewnej
matej rybki akwariowej. W ubiegtym roku (1995) po
raz pierwszy w Tuluzie podsumowata imponujacy
wstepny dorobek tych ostatnich trzech lat. Takze Dr
Wieschaus pracuje bardzo aktywnie. Obecnie jego
zainteresowania koncentrujg sie nad najwczesniejszy-
mi etapami oogenezy Drosophila i bada on role
cytoszkieletu i biatek motorycznych w regulacji roz-
woju jaja. Z pewnoscig warto bedzie poznac nie tylko

Zarzad Gtéwny

Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

zaprasza do udziatu w Konkursie
na najlepszy wyktad akademicki
w roku 1996

Regulamin nagrody

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

2. Warunkiem wziecia udzialu w Konkursie
jest przygotowanie wyktadu na wybrany te-
mat uwzgledniajgcy najnowsze osiggniecia
w tej dziedzinie oraz ilustrujgcych go mate-
riatbw w postaci maszynopisu, rysunkow
i kompletu przezroczy. Termin nadsyfania
materiatéw mija 30.04.1996 r.

Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego zorganizuje sesje, na ktorej zo-
stang wygtoszone konkursowe wyktady. Mak-
symalny czas wystapienia 2 x 45 minut. W 1995
roku sesja odbedzie sie na poczatku czerwca.
Nagroda Gidéwna i wyrdznienia zostang przy-
znane w dniu Konkursu

Czlonkowie Zarzadu Gtownego tworzg Komisje
Konkursowg. Ocenig oni prezentacje, wartos¢
merytoryczng i dydaktyczng wyktadéw przy-
znajgc od 0 do 10 punktow. Komisja obraduje
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przeszte ale i przyszte dokonania tych niezwyktych
ludzi.

Artykut otrzymano 14 grudnia 1995 r.
Zaakceptowano do druku 14 grudnia 1995 r.
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4. McGinnis, Garter RL. Wirz J, Kuroiwa A Geh-
ring WJ (1984) Cell 37: 403-408

5 Schwartz-Sommer Z Huiser P, Nacken W, Saed-
ler HL Sommer H (1990) Science 250: 931-936

6. St. Johnston D.,Nisslein-Volhard C (1992) Cell 78:
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N

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

Materialy konkursowe: maszynopis wyktadu,
rysunki, przezrocza i programy komputerowe
stajg sie wilasnoscig Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego i beda rozpowszechniane
w placéwkach naukowych i dydaktycznych
jako wyktady autorskie nagrodzonych o0soéb,
rekomendowane przez Oddziaty Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego. Wymagana jest
pisemna zgoda na przekazanie materiatow na
wiasnosé Towarzystwa. Towarzystwo zastrzega
sobie prawo do zakupu materiatbw nienagro-
dzonych.

Niniejsza wersja regulaminu zostata uchwalona
przez Zarzad Gitéwny Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego w dniu 5 listopada 1990 roku.



*Reaktywne formy tlenu a regulacja ekspresji genow

*Reactive oxygen species and the control of gene expression

MAREK JURGOWIAK]Y,
KAROL BIALKOWSKIZ2,
RYSZARD OLINSKI3

Spis tresci:

1. Wstep
1. Odpowiedz komorek prokariotycznych na szok tlenowy
(E. colii S. typhimurium)
I11.  Odpowiedz komoérek drozdzy (S. cerevisiae) na podwyz-
szone stezenie tlenu
I11-1. Szok tlenowy u S. cerevisiae
I11-1.1 yAPl/yAP2: jako funkcjonalne homologi
ludzkich czynnikéw transkrypcji (AP-1)
111-1.2. Czynnik Mac-1
1Y. Szok tlenowy a regulacja ekspresji genéw u wyzszych
Eukaryota
IV-1. Biatko HAPl1—czynnik w ochronie komérek
przed skutkami uszkodzern DN A i zmian w kon-
centracji tlenu
1V-2. Nadtlenek wodoru—wtdrny przekaznik w proce-
sie ekspresji roslinnych genéw warunkujgcych
systemowg odporno$¢ na patogeny wirusowe
V. Udziat reaktywnych form tlenu w apoptozie komdrek

Wykaz stosowanych skrotéw: () — kropka przy sym-
bolu rodnika oznacza obecno$¢ niesparowanego elektro-
nu; SOD — dysmutaza ponadtlenkowa; Cu Zn SOD — dys-
mutaza ponadtlenkowa zawierajgca miedz i cynk; Mn SOD
— dysmutaza ponadtlenkowa zawierajgca mangan; GSH
— forma zredukowana glutationu; TNF — czynnik mart-
wicy nowotworu; AP-1, NF-x B, OxyR, Sox R/S, yAPlI,
yAP2, Mac-1 — czynniki transkrypcji; I-xB — podjednostka
inhibitorowa czynnika NF-xB; HAP — zalezne od hemu
aktywatory transkrypcji; bcl-2 — protoonkogen kodujacy
biatko Bcl-2.

W:step

Przyjmuje sie, ze toksyczne wiasciwosci tlenu sg
efektem tworzenia wolnych rodnikéw tlenowych. Row-
niez takie zwiagzki jak H20 2i HCIO, ktére powstaja
endogennie mogg w komdrce ulec przeksztatceniu
w wolne rodniki tlenowe. Wszystkie te czynniki okres-
lane sg mianem ,reaktywne formy tlenu”. Tlen, a do-
ktadniej niektére pochodne jego metabolizmu moga,
jak wykazano, juz w minimalnych stezeniach powodo-
waé uszkodzenia réznych struktur komoérkowych.
W trakcie ewolucji organizméw musiaty wiec dosko-
nali¢ sie specyficzne mechanizmy ochronne zwigzane
miedzy innymi z syntezg enzymow o dziataniu antyok-
sydacyjnym [1-4].

Nr, 2mgr, 3prof. dr hab, Katedra i Zaktad Biochemii
Klinicznej, Akademia Medyczna im. L. Rydygiera, ul. Kar-
towicza 24, 85-092 Bydgoszcz

Contents:

l. Introduction
1. Oxidative stress response in prokaryotic cells (E. coli
and S. typhimurium)
I1l.  Response to oxygen concentration in yeast cells (S.
cerevisiae)
I11-1. Oxidative stress in S. cerevisiae
I11-1.1 yAPI/yAP2: as a functional homologues
of human transcription factors (AP-1)
111-1.2. Mac-1 transcription factor
IV.  Oxidative stress and control of gene expression in higher
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Modulacja syntezy biatek, bedgca odpowiedzig np.
na szok tlenowy (patrz dalej), objeta jest kontrolg
czynnikéw transkrypcyjnych (aktywatordw transkry-
pcji). Zwigzanie czynnikOw transkrypcyjnych z pro-
motorem genu iregionem wzmacniajagcym (ang. enhan-
cer) inicjuje transkrypcje i prowadzi do wzmozenia
ekspresji produktu genu.

Stan szoku tlenowego nastepuje wowczas, gdy zabu-
rzona zostaje fizjologiczna réwnowaga pomiedzy pro-
dukcja reaktywnych form tlenu i dziataniem systemoéw
antyoksydacyjnych, w tym mechanizméw napraw-
czych [5]. Stan ten charakteryzuje wzmozona produk-
cja takich pochodnych tlenu jak anionorodnik ponad-
tlenkowy O nadtlenek wodoru H20 2irodnik hydro-
ksylowy OH. Wzmozone generowanie reaktywnych
form tlenu moze wynika¢ rowniez z oddzialywania na

*Wcze$niej na tamach Postepéw Biochemii ukazato sie kilka
artykutéw dotyczacych aktywnych form tlenu:
Kwiatowski J.M. Dysmutaza ponadtlenkowa
— struktura, funkcja i filogeneza. Post Biochem 34 (1988),
311-333;

Liczmanski A.E. Toksycznos¢ tlenu. I. Uszkodzenia
zywych komérek. Post Biochem 34 (1988), 273-291;
— Toksycznos$¢ tlenu. Il. Mechanizmy ochronne. Post

Biochem 34 (1988), 293-310;

Sikora E. Udziat aktywnych form tlenu w réznicowaniu,
promocji nowotworu i starzeniu. Post Biochem 35 (1989),
563-574;

Gondko R. Czy przemiany rodnikéw tlenowych w or-
ganizmie przebiegajg cyklicznie? Post Biochem 41 (1995)
243-247.
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komarki takich czynnikéw jak promieniowanie joni-
zujace (gamma, rentgenowskie), UV, czy tez srodkdéw
chemicznych, do ktoérych nalezg np. parakwat, mena-
dion, plumbagina [6]. Mozliwo$¢ odpowiedzi na szok
tlenowy cechuje komorki kazdego organizmu, lecz
stabo poznany jest, jak dotad, jej system regulacyjny.

Reaktywne formy tlenu uszkadzaja DNA, RNA,
biatka i lipidy komorkowe, z czym wigze sie patogene-
ze takich schorzen cztowieka jak: nowotwory, miaz-
dzyca, dysfunkcje mdzgu oraz procesy zwigzane ze
starzeniem sie organizmu [7-11]. Zaréwno komorki
prokariotyczne jak i eukariotyczne eliminuja skutki
szoku tlenowego poprzez wzmozong synteze biatek
przeciwdziatajgcych reakcjom utleniania, w tym en-
zymodw reperujgcych uszkodzenia DNA. W komor-
kach eukariotycznych funkcjonujg nie tylko systemy
chronigce przed skutkami szoku tlenowego, ale row-
niez mechanizmy kontrolujgce generowanie reaktyw-
nych form tlenu, ktére dziatajgc jako wtorne przekaz-
niki aktywujg czynniki transkrypcji. W przypadku
oddziatywania patogenow i odpowiedzi immunologi-
cznej u wyzszych Eukaryota, ta droga transdukcji
sygnatu ma szczeg6lne znaczenie [1].

Systemy regulacyjne genéw zwigzanych z odpowie-
dzig na szok tlenowy sg do$¢ dobrze poznane w przy-
padku komorek bakteryjnych i nizszych Eukaryota,
jednak w przypadku wyzszych organizmow eukarioty-
cznych, gtéwnie ssakéw, ich poznanie napotyka na
znacznie trudnosci [12, 13], W komodrkach ssakéw
odpowiedZ na szok tlenowy wigze sie z aktywacjg
genow oksygenazy hemowej [14] i fosfatazy tyrozyno-
wel [15] oraz promotoréw zaleznych od czynnika
transkrypcyjnego AP-1 i NF-xB (NF-kappaB) [16].

I1. OdpowiedZ komorek prokariotycznych
na szok tlenowy (/:. colii S. typhimurium)

Synteza enzymOw o dziataniu antyoksydacyjnym
moze by¢ indukowana w odpowiedzi na wzrost steze-
nia tlenu. Na przyktad, natlenowanie podtoza hodow-
lanego wzmaga aktywno$é SOD w komdrkach wielu
mikroorganizméw [17]. Przy wzroScie stezenia H20 2
w hodowli stwierdzono indukcje syntezy katalazy
w komarkach S. typhimurium i E. coli [17].

Stosujgc metody elektroforetyczne, wykazano w ko-
morkach E. coli indukcje syntezy okoto 80 biatek
stanowigcych odpowiedZ na szok tlenowy. Za regula-
cje ekspresji genébw w tych warunkach odpowiadajqg
dwa czynniki transkrypcji, okreslane jako OxyR
i SoxR/S. Czynniki te réznig sie wrazliwoscig na
dziatanie reaktywnych form tlenu, ktére pobudzaja je
do odpowiedzi: OxyR aktywowany jest przez H20 2,
a SoxR/S przez O

Z okoto 30 genow, ktérych ekspresja indukowana
jest pod wptywem H20 2 u E. coli i S. typhimurium,
9 zlokalizowanych jest w regulonie oxyR, kontrolowa-
nym przez czynnik transkrypcyjny OxyR [18]. Koduja
one takie enzymy jak: katalaza i reduktaza wodoro-
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tlenkow alkilowych, ktore unieczynniajag toksyczne
formy tlenu. Wczesne badania wykazaty, ze tempo syn-
tezy ipoziom OxyR w komérce, nie zmienia sie po sty-
mulacji komorki przez nadtlenek wodoru [13]. Po-
nadto, wykorzystujac metode identyfikacji regionéw
wigzania DNA-biatko (ang. footprinting) udowodnio-
no, ze izolowany OxyR — zaréwno w stanie utlenio-
nym jak i zredukowanym — wigze sie z sekwencjami
promotorowymi odpowiednich gendw. Jednakze, tyl-
ko izolowany OxyR, zaréwno utleniony, jak izreduko-
wany i nastepnie utleniony in vitro, moze stymulowaé
przebieg transkrypcji [13]. Przypuszcza sig, ze w od-
powiedzi na szok tlenowy OxyR podlega zmianom
konformacyjnym umozliwiajgcym mu aktywacje
transkrypcji, ale tylko zredukowana forma OxyR
funkcjonuje jako represor sekwencji promotorowej.

W przypadku E. coli, warunki tlenowe indukujg
wzmozone generowanie 0\, podobnie jak to ma
miejsce w wyniku oddziatywania na te komorki para-
kwatu. Nastepstwem jest synteza okoto 40 biatek,
ktérych produkcja nie jest indukowana w obecnosci
H?20 2 [19]. Synteza 9 z tych biatek jest warunkowana
przez regulon sox R/S w dwoch loci genowych chromo-
somu E. coli [20, 21]. Przyjmuje sie, ze funkcja tych
biatek jest ochrona komdrki przed skutkami nad-
produkcji anionorodnika ponadtlenkowego. Sg to
takie biatka jak: Mn SOD kodowana w genie sod A,
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa kodowana
przezzwfedonukleaza IV kodowana w nfo (reperujgca
wolnorodnikowe uszkodzenia DNA), Fum C — fuma-
raza kodowana przezfum C [22]. Regulon sox R/Sjest
réwniez aktywowany przez tlenek azotu (NO ), bedacy
wolnym rodnikiem. Czuto$¢ na NO' warunkuje Sox
R/S zalezng odporno$¢ bakterii na tlenek azotu gene-
rowany przez makrofagi [23].

Locus sox R/S koduje dwa biatka: SoxR i SoxS [24,
25], W proponowanej przez niektérych autorow [12]
hipotezie regulacji przyjeto, ze sygnat generowany
przez O\ wyzwala aktywacje czynnikéw biatkowych
pre-SoxR. Aktywowany SoxR wyzwala nastepnie
transkrypcje genu sox S [26, 27]. Nowo zsyntetyzowa-
ne biatko SoxS (13 kD) nalezagce do grupy Ara
C aktywatoréw prokariotycznych jest aktywatorem
genow regulonu soxR/S. Biatko SoxR (17 kD) jest
zarbwno receptorem wrazliwym na szok wywotany
przez O\ jak i transkrypcyjnym aktywatorem genu
soxS. SoxR jest homologiem aktywatoréw rodziny
Mer R, ktore w obecnosci jonow Hg+2 wyzwalajg
ekspresje operonu mer, uczestniczagcego w metaboliz-
mie tego toksycznego metalu [28]. Produkt Mer
R wigze Hg +2,jednakze sam SoxR nie reaguje z meta-
lami ciezkimi [26]. Wykazano, ze zaktywowany SoxR
indukuje transkrypcje genu dla SoxS, ktére nastepnie
wyzwala wzmozong ekspresje takich genéw jak genu
kodujgcego Mn SOD [24].

Scharakteryzowane zostaty dwie formy czynnika
SoxR: Fe-SoxR zawierajgcy niehemowe zelazo (powy-
zej 1,6 atomoOw na monomer) i apo-SoxR nie zawieraja-
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cy zelaza badz innych metali [23]. Badania spektro-
skopowe wykazaty, ze Fe-SoxR zawiera aktywne oksy-
doredukcyjnie wigzanie zelazo-siarka (Fe-S), ktore
ulega utlenianiu po ekstrakcji z komoérek E. coli.
Czynniki Fe-SoxR i apo-SoxR wiazg sie in vivo z pro-
motorem soxS chronigc ten region przed dziataniem
DNazy | in vitro. Jednakze tylko Fe-SoxR stymuluje
inicjacje transkrypcji soxS w warunkach in vitro,
podobnie jak ma to miejsce in vivo. Stymulacja ta
zachodzi w wyniku zwigzania polimerazy RNA i zaj-
§cia zmian konformacyjnych utlenionego Fe-SoxR
w obrebie promotora soxS. Zréznicowany stan redoks
wigzania Fe-S SoxR maw warunkach in vivo wptyw na
modulacje aktywnosci transkrypcyjnej tych biatek
w odpowiedzi na szok tlenowy. Aktywnos$é transkryp-
cyjna SoxR nie zmienia sie na skutek dziatania chelato-
réw, co jest prawdopodobnie wynikiem silnego zwig-
zania Fe w SoxR.

I11. OdpowiedZz komorek drozdzy (5. cerevi-
siae) na podwyzszone stezenie tlenu

Podobnie jak E. coli, drozdze S. cerevisiae to fakul-
tatywne anaeroby. W $rodowisku tlenowym organi-
zmy te wykorzystujg hemowe grupy prostetyczne jako
sensory tlenowe w regulacji metabolizmu. Hem jest
idealnym sensorem, gdyz wszystkie enzymy niezbedne
do jego syntezy sg obecne w komorce podczas wzrostu
anaerobowego [29]. Wiadomo natomiast, ze tlen moze
by¢ zwigzany z syntezg hemu, a synteza niektérych
hemoproteidow jest indukowana przez tlen [30].

Indukcja ekspresji genéw kontrolowanych przez
hem zachodzi za posrednictwem zaleznych od hemu
aktywatordw transkrypcji okreslanych jako HAP1
i dziatajacych w kompleksie z HAP2/3/4 (ang. heme
activation protein). W przypadku HAP1, zwigzanie
hemu odstania wigzagce DNA domeny, indukujgc
transkrypcje genow cytozolowej katalazy (CTT1) jak
i Mn SOD (sod2). Mechanizm interakcji pomiedzy
hemem i czynnikami HAP2/3/4 pozostaje nadal
niejasny.

Wewnatrzkomdérkowe stezenie hemu podlega Scistej
kontroli, umozliwiajagc organizmowi odpowiedZ na
zmiany w stezeniu tlenu. Wcze$niej powszechnie przyj-
mowano, ze hem jest efektorem posredniczagcym w od-
dziatywaniu tlenu na komorki. Wedtug najnowszych
badan regulacja przez hem i tlen moze by¢ w kilku co
najmniej przypadkach od siebie niezalezna [31].

I11-1. Szok tlenowy u S. cerevisiae

W coraz liczniejszych publikacjach podejmowane
jest zagadnienie szoku tlenowego u drozdzy [32, 33].
Dos¢ wczesnie dokonano interesujgcej obserwacji, ze
komorki S. cerevisiae zawierajg 6,5 razy wiecej SOD
i 2,3 razy wieksza ilo$¢ katalazy podczas wzrostu
w Srodowisku zawierajgcym 100% O 2, niz podczas
wzrostu anaerobowego [17]. Obserwacje, ze inkubacja
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komorek drozdzy z niskimi dawkami H20 2 chroni je
przed wptywem nastepnych wysokich dawek nadtlen-
ku, ktére sg dawkami letalnymi dla S. cerevisiae
wskazujg wyraznie, ze komérki drozdzy posiadaja
mechanizmy ochronne uruchamiane w szoku tleno-
wym [34]. Inkubacja komorek z menadionem, ktéry
jest czynnikiem wyzwalajacym generowanie nadtlenku
wodoru uruchamia mechanizmy obronne. Natomiast
uprzednie dziatanie na komarki H20 2 nie czyni ich
opornymi na menadion, co sugeruje istnienie dwdch
réznych, ale zaleznych od szoku tlenowego drdog
odpowiedzi u S. cerevisiae.

Nadmieni¢ nalezy rowniez o odkryciu u drozdzy
biatka, o masie czgsteczkowej 27-kDa, ktéremu przy-
pisuje sie udziat w ochronie antyoksydacyjnej komorki
[17]. Jakkolwiek sposob indukcji syntezy i mechanizm
dziatania tego enzymu jest stabo poznany (ostatnio
przypisuje sie mu aktywnos$¢ reduktazy nadtlenkdéw
zaleznej od tioredoksyny (J Biol Chem 269: 27670,
1994) to przypuszcza sie, ze indukcja syntezy biatka
27-kDa zachodzi w odpowiedzi na wzrastajgce steze-
nie 0 2, Fe3+, badZ indukuja jg egzogenne zwigzki
tiolowe.

I1-1.1. yAPl/yAP2: jako funkcjonalne homologi
ludzkich czynnikow transkrypcji (AP-1)

Geny YAP1 i YAP2 koduja, zaliczane do rodziny
c-jun, czynniki transkrypcyjne komorek drozdzy [35].
Wyizolowano dwa typy mutantow drozdzowych
— yAPI (okreslane tez jako par-1 badz sng-3) oraz
yAP2, charakteryzujace sie szczeg6lng wrazliwos$cig na
menadion i H20 2. Poprzez homologie z czynnikiem
transkrypcyjnym AP-1 cztowieka [36], sugerowany
jest udziat yAPI i yAP2 w procesie regulacji ekspresji
genéw u drozdzy. Ekspresja czynnika transkrypcyj-
nego AP-1 jest regulowana szokiem tlenowym, co
omdwiono w dalszej czesci pracy. Nadprodukcja yAPI
wzmaga ekspresje gendw biatek odpowiedzi na szok
tlenowy, takich jak: SOD, reduktaza glutationowa
i reduktaza glukozo-6-fosforanowa, podczas gdy po-
ziom wymienionych enzymoéw jest obnizony w przypa-
dku zmutowanych szczepow yAPI [37]. Ponadto,
promotory genéw dehydrogenazy glukozo-6-fosfora-
nowej zawierajg specyficzny dla AP-1 element od-
powiedzi [38], implikujacy udziat yAPIl w regulacji
aktywnosci tego enzymu.

Jak wykazano [39], wzmozona ekspresja yAPI
warunkuje wysokg odpornos¢ komérek drozdzy na
szok tlenowy. Zachodzi tu kontrolowany przez yAPI
wzrost transkrypcji genu tioredoksyny (trx-2). Nie-
dawno przeprowadzone badania dowiodty natomiast,
ze produkt genu YAP2 nie uczestniczy w regulacji
ekspresji trx-2 [35]. Obserwacje, ze zmutowane szcze-
py drozdzy yAPIl wykazujg wzrost produkcji en-
zymOw antyoksydacyjnych w odpowiedzi na szok
tlenowy, wskazujg na istnienie dodatkowych mechani-
zmo6w ochrony tych komorek.
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111-1.2. Czynnik Mac-1

W ostatnim czasie sklonowano drozdzowy czynnik
transkrypcji Mac-1 [40], ktéry wzmaga indukowang
przez H20 2 transkrypcje genu cytozolowej katalazy
(CTT1). Liczne prace wskazujg na fakt pozytywnej
kontroli transkrypcji genu CTT1, z udziatem specyficz-
nych czynnikéw transkrypcyjnych, bedacej odpowie-
dzig na szok tlenowy [30, 41, 42]. Samo zagadnienie
jestjednak na tyle obszerne, ze wymagatoby osobnego,
szczegbdtowego opracowania.

Mac-1 zawiera domene wigzacg jony miedzi i regu-
luje transkrypcje genu katalazy oraz genu czynnika
biatkowego wigzacego miedz i zelazo. Mutanty mac-1
drozdzy sg bardzo wrazliwe na dziatanie metali ciez-
kich iH20 2. Mozna tu znalez¢ homologie do bakteryj-
nego systemu wystepujacego u E. coli [43] (SoxR jako
homolog aktywatoréw MerR-patrz rozdziat I1). Zela-
zo i miedz katalizujg reakcje Habera-Weissa i uczest-
nicza w reakcji Fentona, w ktorych generowane sg
reaktywne formy tlenu [5]. Takie czynnikijak chelato-
ry metali ciezkich redukujg produkcje reaktywnych
form tlenu, a wiec ich obecno$¢ efektywnie ogranicza
skutki szoku tlenowego.

IV. Szok tlenowy a regulacja ekspresji gendw
u wyzszych Eukaryota

Wyzsze Eukaryota to obligatoryjne aeroby wyko-
rzystujace znaczna ilos¢ energii generowanej w proce-
sach oddechowych. Sg one zatem narazone na dziata-
nie reaktywnych form tlenu powstajgcych w procesie
oddychania komdrkowego. Pewna ilo$¢ reaktywnych
form tlenu produkowana jest stale w przebiegu prawi-
dtowego metabolizmu komérkowego. Ponadto stwier-
dzono, ze wiele egzogennych czynnikéw stymulowacd
moze stan szoku tlenowego w komaérce, a przyktadem
moze by¢ ekspozycja na dziatanie niektérych lekow
i promieniowanie jonizujagce. Stan szoku tlenowego
wyzwala¢ moze réwniez przylaczenie czasteczek syg-
natowych, takich jak cytokiny, do receptoréw powierz-
chni komoérkowej (Ryc. 1). Wskazuje sie tu na reaktyw-
ne formy tlenu jako czasteczki o funkcji wtérnych
przekaznikow komorkowych. Zwigzanie cytokin
przez specyficzny receptor wyzwala w komaérce szok
tlenowy, ktérego wynikiem jest podwyzszona koncen-
tracja reaktywnych form tlenu, przekazujgcych tak
generowany sygnat na czynniki transkrypcji aktywuja-
ce ekspresje genow [14].

W przypadku cztowieka, wykazano znaczne im-
plikacje kliniczne zwigzane ze stanem nasilonego szo-
ku tlenowego. W zrastajacg koncentracje reaktywnych
form tlenu wigze sie z etiologig choroby Lou Gehriga
(ALS, ang. amyelotrophic lateral sclerosis, stwardnienie
zanikowe boczne). Pacjentéw z rodzinnym wariantem
tego schorzenia cechuje wystepowanie mutacji w genie
Cu Zn SOD [45]. Odkad wykazano, ze gen Cu Zn
SOD zlokalizowany jest w chromosomie 21 pary,
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trisomia w obrebie tej pary autosomow (zesp6t Dow-
na) wiazana jest z nadprodukcja miedziowo-cynkowej
dysmutazy ponadtlenkowej. Reaktywne formy tlenu
uwzglednia sie rowniez jako czynniki zwigzane
z uszkodzeniem istoty czarnej (substantia nigra) mozgu
pacjentéw zchorobg Parkinsona [46]. Ponadto, przyj-
muje sie coraz powszechniej, ze proces starzenia sie
organizmu moze by¢ wynikiem postepujacej kumulacji
wolnorodnikowych uszkodzen makromolekut komor-
kowych (lipidy, biatka, DNA) [47,11]. W tym aspekcie
istotne wydaje sie zrozumienie mechanizméw regulu-
jacych ekspresje genéw, ktore kodujg enzymy antyok-
sydacyjne u wyzszych Eukaryota.

Jak podano powyzej, w komoérkach prokariotycz-
nych biatko znane jako OxyR, w stanie utlenionym po
dziataniu H20 2, funkcjonuje jako aktywator trans-
krypcji, indukujacy produkcje zaréwno katalazy jak
i Mn SOD. Znane sg, wystepujagce w komorkach
Eukaryota, dwa czynniki o dziataniu podobnym do
bakteryjnego czynnika OxyR, lecz niejasny, jak dotad,
jest mechanizm kontroli przez nie ekspresji genow,
w tym kodujgcych SOD. W jednej z hipotez zaktada sie
wzrost powinowactwa czynnika transkrypcyjnego
AP-1 do DNA, po utlenieniu reszt cysteiny sktadnika
c-fos w obrebie AP-1 [48]. Czynnik transkrypcyjny
AP-1 cztowieka wystepuje w dwéch formach: w komér-
kach HeLa moze by¢ homodimerem biatka c-jun, badz
heterodimerem ztozonym z produktéw protoonkoge-

promieniowanie
UV, gamma,
zwigzki chemiczne

eksplozja tlenowa
(ang oxidativeburst) 02
cytokiny (oddychanie)
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geny biatek geny enzymow
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Ryc. 1 Wiele czynnikdw oddziatujgcych na komdrke zwierzeca
przyczynia sie do wzmozonego generowania reaktywnych
form tlenu, ktérych zmiany stezenia w komdrce maja wptyw
na ekspresje niektérych grup genéw.



néw c-jun i c-fos [49]. Kompleksy utworzone z biatek
rodziny Fos i Jun powodujg, ze AP-1 uczestniczy¢
moze w regulacji ré6znych systemoéw transkrypcyjnych
[50], Zsyntetyzowany pod wptywem szoku tlenowego
AP-1 (heterodimer) wigze sie zodpowiednimi sekwenc-
jami DNA w obrebie promotorow genow takich
enzymdw antyoksydacyjnych jak: NAD(P) reduktaza
chinonowa i podjednostka Ya transferazy S-glutatio-
nowej. Prawdopodobnie, rowniez inne geny odpowie-
dzi antyoksydacyjnej moga by¢ aktywowane przez
czynnik transkrypcyjny AP-1.

NF-kB jest pierwszym poznanym u Eukaryota czyn-
nikiem transkrypcyjnym aktywowanym w odpowiedzi
na szok tlenowy [51] (Ryc. 2). Prawdopodobnie,
utlenienie inhibitorowej podjednostki jadrowego czyn-
nika NF-kB decyduje o wzrosScie jego powinowactwa
do DNA [44, 52]. Aktywna forma NF-kB jest hetero-
dimerem podjednostek p50 i p65 wigzacych DNA,
a wykazano rowniez, ze do kompleksu NF-kB wigcza-
ne mogg by¢ podjednostki nalezace do rodziny czyn-
nikdw transkrypcyjnych rei. Inaktywacja NF-kB w cy-
toplazmie zachodzi poprzez zwigzanie specyficznej
podjednostki inhibitorowej I-kB. Aktywacja NF-kB
jest wynikiem oddysocjowania podjednostki 1-kB,
ktora jest szybko degradowana, a uaktywniona forma
NF-kB podlega translokacji do jadra komdérkowego
[53]. W przeprowadzonych badaniach [51] wykaza-
no, ze obecno$¢ mikromolowych stezen H20 2w pod-
tozu hodowlanym aktywuje NF-kB wielu linii komdr-
kowych. Czynnik transkrypcyjny wiaze sie nastepnie
z sekwencjami DNA, do ktérych wykazuje powinowac-
two. W efekcie, powoduje to aktywacje ekspresji
genéw np. kodujacych cytokiny, biatka ostrej fazy,
czynniki wzrostu, czasteczki adhezji komdrkowej i re-
ceptory cytokin. Wiekszo$¢ genow aktywowanych
z udziatem czynnika NF-kB, to geny wczesnej od-
powiedzi komérki, aktywowane w warunkach patolo-
gicznych [1],

Poziom Cu Zn SOD w przypadku trisomii i mono-

cytoplazma Jjadro komdrki

Ao er—ae

+
szok tlenowy
transkrypcja

Ryc. 2 Mechanizm dziatania czynnika jadrowego NF-xB. Czynnik
ten sktada sig¢ z trzech podjednostek: p50, p65 oraz I-xB. Po
odigczeniu podjednostki inhibitorowej I-xB ijej degradacji
w cytoplazmie czynnik transkrypcyjny wnika do jadra
komarki i reguluje synteze wielu biatek (doktadniejszy opis
w tekscie).
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somii u cztowieka jest odzwierciedleniem ilosci kopii
genu, co sugeruje, ze w stanie nienasilonego szoku
tlenowego ekspresja genu utrzymuje sie na statym
poziomie. Jednakze nasilony szok tlenowy indukuje
wzmozong produkcje Cu Zn SOD lub Mn SOD. Na
przyktad, tlen indukuje synteze Mn SOD, lecz nie
indukuje syntezy Cu Zn SOD w ptucach noworodkéw
szczura [54], Produkcja Mn SOD, peroksydazy gluta-
tionowej i katalazy jest indukowana w tchawiczo-
oskrzelowych komdrkach nabtonkowych przez nad-
tlenek wodoru, podczas gdy anionorodnik ponadtlen-
kowy indukuje synteze wytgcznie Mn SOD [55], Jak
wynika z badan niektérych autorow [56], para-
kwat indukuje synteze CuzZn SOD w leukocytach
ludzkich, a podatno$¢ na indukcje jest odwrotnie
proporcjonalna do wieku osobnika. Synteza Mn SOD
jest, jak wykazano, indukowana poprzez oddziatujgcy
na komérki czynnik martwicy nowotworu (TNF),
wyzwalajgcy produkcje reaktywnych form tlenu [57,
58]. TNF aktywuje réwniez NF-kB, co sugeruje
istnienie zwigzku pomiedzy oksydacyjng aktywacja
tego czynnika a indukcja syntezy Mn SOD. Dowie-
dziono, ze TNF zwieksza ekspresje Mn SOD na
poziomie transkrypcji, co wiecej, komorki nowotworo-
we z konstytucyjng syntezg mRNA dla Mn SOD
wykazujg oporno$¢ na TNF, a komdrki nie produku-
jace mMRNA-Mn SOD sg na ten czynnik wrazliwe.
Wiekszo$¢ komérek nowotworowych ma niewykry-
walny badz obnizony poziom Mn SOD [59], Sg wiec
wrazliwe na niszczgce dziatanie TNF, jakie czynnik ten
wykazuje wobec komorek transformowanych. Moze
to byé wynik mutacji w obrebie genu SOD, badz
nieprawidtowej syntezy czy tez funkcjonowania czyn-
nika transkrypcyjnego NF-kB.

Badania transgenicznych linii komdrkowych moga
rzuci¢ wiecej Swiatta na mechanizmy regulacji genéw
dysmutazy ponadtlenkowej [10]. Wzmozona ekspre-
sja genu Cu Zn SOD cztowieka w komérkach mysich
jest regulowana przez represje genu Mn SOD, nie
wykazano jednakze czy mozliwa jest sytuacja odwrot-
na. Zrozumienie mechanizméw kontrolujacych eks-
presje genéw enzymow antyoksydacyjnych kompli-
kuja obserwacje, ktére wskazujg, ze nasilona ekspre-
sja ludzkiego genu Cu Zn SOD w moédzgach trans-
genicznych myszy nie indukuje syntezy peroksydazy
glutationowej, podczas gdy ma to miejsce w przypadku
linii komérkowych (mysie komérki L i komorki
neuroblastomy NS20Y). Fakt ten moze by¢ jednakze
wynikiem réznic istniejagcych pomiedzy tymi typami
komorek [10].

W Swietle przytoczonych danych wnioskowaé moz-
na, ze badania czynnik6w transkrypcyjnych imechani-
zmoéw regulacyjnych, ktére wplywajg na ekspresje
gendw zwigzanych z odpowiedzig komorki na szok
tlenowy (m.in. znaczenia reaktywnych form tlenu jako
wtérnych przekaznikéw), moga mie¢ duze znaczenie
nie tylko w naukach podstawowych, ale rowniez
miedzy innymi w opracowaniu nowych sposobow
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terapii chorob, ktérych patogeneze wiaze sie z nasile-
niem szoku tlenowego.

IV-1. Biatko HAP1 — czynnik w ochronie ko-
mérek przed skutkami uszkodzenh DNA
i zmian w koncentracji tlenu

Biatko HAP1 (AP endonukleaza/3 fosfodiesteraza),
okre$lane rowniez jako APE/Ref-1, to ludzki enzym
jadrowy uczestniczacy w reperacji apurynowych i api-
rymidynowych miejsc w DNA. Biatko to cechuje
réwniez udziat w regulacji stanu redox produktéw
réznych protoonkogenoéw, jak np. czynnika transkryp-
cyjnego c-Jun [60]. Zrozumienie biologicznej roli
HAP1 stato sie mozliwe dzieki wykorzystaniu zjawi-
ska ekspresji antysensownych HAP1 RNA w komadr-
kach HelLa. Transfekowane (antysensownym HAP1
RNA) komérki HeLa wykazuja, zarowno prawidtowe
tempo wzrostu, jak i cechy morfologiczne, sg jednak
nadwrazliwe na dziatanie czynnikéw uszkadzajgcych
DNA (nadtlenek wodoru, menadion, parakwat). Ko-
marki takie sg rowniez nadwrazliwe na zmiany steze-
nia tlenu. Wykazano ich nasilone zamieranie, w odr6z-
nieniu od komérek kontrolnych, w warunkach niedo-
tlenienia (hipoksji, 1% tlenu), jak i w $rodowisku
0 podwyzszonym stezeniu tlenu (hiperoksji, 100%
tlenu) [61]. W warunkach fizjologicznych komarki
czesto przechodzg tagodny szok wywotany przez zmia-
ny stezenia tlenu. Wysoki poziom tlenu jest jednak
przyczyng nasilonej produkcji w komorkach reaktyw-
nych form tlenu, uszkadzajagcych makromolekuty ko-
modrkowe (np. DNA). Wiele komérek ludzkiego ciata
narazonych jest réwniez na znaczny spadek stezenia
tlenu. Komorki $rodbtonka naczyn krwionos$nych
podlegajg niedotlenieniu na skutek obnizenia stezenia
tlenu we krwi. Odpowiedzig na tego typu szok jest
synteza tzw. biatek stresowych, ktérych funkcja nie jest
blizej poznana, wiadomo natomiast, ze utrzymujg sie
one w komdrce na podwyzszonym poziomie przez caty
okres niedotlenienia.

Wykazano, ze ekspresja biatek HAP1 jest induko-
wana w komadrkach ludzkich podczas wzrostu w wa-
runkach ograniczonego dostepu tlenu, a kom@rki
transfekowane (antysensownym HAP1 i RNA) wyka-
zujg nadwrazliwo$¢ na dziatanie inhibitorow syntezy
glutationu. Najprawdopodobniej, HAP1 odgrywa klu-
czowg role w ochronie komorek przed skutkami
dziatania czynnikow uszkadzajgcych DNA izmianami
spowodowanymi obnizeniem badZz podwyzszeniem
stezenia tlenu [61].

IV-2. Nadtlenek wodoru — wtérny przekaznik
w procesie ekspresji roslinnych genow wa-
runkujacych systemowg odpornos¢ na pato-
geny wirusowe

Roslina zainfekowana wirusem mozaiki tytoniowej
staje sie po kilku tygodniach odporna na ponowne

POSTEPY BIOCHEMII 42(1), 1996

kwas salicylowy ’

Swiatto, EKCU ozon

O, (oddychanie)

NG /

reaktywne formy tlenu

{

szok tlenowy

'

nabyta odpornosé
systemowa

Z

Ryc. 3 Czynniki wptywajgce na poziom reaktywnych form tlenu
i ekspresje gendwl zwigzanych z patogeneza w komorce
ro$linnej. Doktadniejsze objasnienia w tekscie.

infekcje, nawet ze strony innych patogenéw [62]. Co
ciekawsze, odporno$¢ taka dotyczy nie tylko miejsca
uprzednio zainfekowanego, lecz catej rosliny. Stad tez
zjawisko to nazwano nabytg odpornoscig systemowg
(ang. systemie aguired resistance). W trakcie nabywania
takiej odpornosci dochodzi do ekspresji kilku rodzin
gendéw, nazwanych og6lnie genami zwigzanymi z pato-
genezg (ang. pathogenesis-related genes lub PR-genes)
[63]. Ekspresja tych genow aktywowana jest poprzez
kwas salicylowy, produkowany przez komarki roslin-
ne i petniacy role czasteczki sygnatowej w procesie
odpowiedzi immunologicznej rosliny (Ryc. 3) [64],
Receptorem wigzacym kwas salicylowy jest rezydujgce
na terenie cytoplazmy biatko, ktdre zostato ostatnio
zidentyfikowane, jako biatko o aktywnosci katalazy
[65]. Potgczenie sie czasteczki kwasu salicylowego
z biatkiem receptorowym powoduje obnizenie o 80%
jego aktywnosci katalazowej, co wyzwala znaczny
wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia nadtlenku
wodoru. Dane te sugeruja, ze H20 2moze by¢ mediato-
rem ekspresji genéw zwiazanych z nabytg odporno-
Scig. Sugestie takg potwierdza fakt, iz do ekspresji tych
genéw dochodzi rowniez po nastrzyknieciu liscia ros-
liny 1-5 mM H20 2lub roztworami zwiazkéw promu-
jacych tworzenie sie nadtlenku wodoru wewnatrz
komérek (np. parakwatu). Chociaz czynniki trans-
krypcyjne aktywujgce ekspresje genéw odpowiedzial-
nych za odporno$¢ na patogen nie sg jeszcze znane, to
jednak istnieje duze prawdopodobienstwo, ze sg one
aktywowane poprzez reakcje typu redoks, w ktérej
bierze udziat nadtlenek wodoru.

V. Udziat reaktywnych form tlenu w apop-
tozie komodrek

Proces apoptozy, czyli programowanej Smierci ko-
marki znajduje sie ostatnio w polu zainteresowan
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wielu osrodkéw naukowych. Duze zainteresowanie
apoptozag ma odbicie chociazby w coraz liczniejszych
artykutach ukazujacych sie w polskim pismiennictwie
przeglagdowym [66-68], Jednakze stosunkowo mato
uwagi zwraca sie w tych pracach na udziat rodnikéw
tlenowych w tym ciggle nie do konca poznanym zja-
wisku. Jest to interesujgce, w Swietle omawianych
powyzej zagadniei, poniewaz wzmozong aktywacje
czynnika transkrypcyjnego NF-kB wiaze sie obecnie
z mechanizmem programowanej $mierci komorki [69].

Stan szoku tlenowego jest brany pod uwage jako
jeden z czynnikéw wyzwalajacych apoptoze. Popiera
to zatozenie wiele niezaleznych obserwacji dotycza-
cych rdéznych systemow biologicznych, w ktérych
wykazano indukcje apoptozy poprzez mechanizmy
oksydacyjne [69, 70]. Na udziat reaktywnych form
tlenu w programowanej $mierci komarki wskazujg
obserwacje, z ktérych wynika, ze utleniacze (nadtlenek
wodoru) badZ czynniki wyzwalajagce generowanie re-
aktywnych form tlenu takie jak: promieniowanie UV,
czy TNF-indukujg apoptoze, podczas gdy antyok-
sydanty takie jak: N-acetylocysteina, analogi witaminy
E i peroksydaza glutationowa hamujg procesy wy-
zwalajgce apoptoze. Ekspozycja juz na niskie dawki
(10-100pM) H20 2 indukuje apoptoze r6znego typu
komérek [71]. Réwniez tlenek azotu (NO ) brany jest
pod uwage jako czynnik wyzwalajagcy apoptoze ma-
krofagéw i monocytéw [72], co ciekawe rodnik ten
moze reagowac z tlenem czasteczkowym, czego wyni-
kiem jest powstanie wysoce agresywnej czasteczki
N 02oraz takich aktywnych form tlenu jak O\ i H20 2
[73]. Wykazano, ze limfocyty T zainfekowane wirusem
HIV sg szczeg6lnie podatne na apoptoze indukowang
szokiem tlenowym, co wiecej komarki takie cechuje
znacznie obnizony poziom enzymoOw antyoksydacyj-
nych (SOD, katalaza, peroksydaza glutationowa) [70].
Niektére srodki chemiczne i leki (np. sulfoksamina
butioniny) obniza¢ moga poziom zredukowanego glu-
tationu (GSH), co czyni komorki bardziej podatnymi
na indukowang szokiem tlenowym apoptoze. Podob-
ng zalezno$¢ obserwowano w badaniach ludzkich
limfocytow T. Wykazano mianowicie, ze poziom poza-
komorkowej katalazy moduluje podatnos$¢ tych ko-
madrek na programowang $mier¢ indukowang pod-
wyzszonym poziomem H20 2.Ponadto, protoonkogen
bcl-2, ktérego produkt biatkowy chroni komorki
przed apoptozg jest brany pod uwage jako czynnik
w antyoksydacyjnej drodze ochrony komorki [69],
Podobnie adenowirusowe biatko E1B, bedgce funk-
cjonalnym homologiem biatka Bcl-2 chroni przed
programowang $mierciag indukowana czynnikiem
TNF czy tez p53 [70]. Ostatnio pojawity sie doniesie-
nia, ze biatka Bcl-2 moga chroni¢ komdarki nie tylko
przed apoptoza, ale takze przed $miercig nieprog-
ramowang nastepujacg w wyniku uszkodzenia mecha-
nicznego, niedokrwienia w wyniku zawatu, czy nie-
ktérych chordb degeneracyjnych, a wiadomo, ze stany
te zwigzane sg z nadmiernym gromadzeniem w komdr-
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ce reaktywnych form tlenu [70].

Jedng z bardziej atrakcyjnych hipotez ttumaczgcych
mechanizm aktywacji komoérkowego systemu wyzwa-
lajgcego apoptoze jest hipoteza wigzgca metalo- i rod-
niko-zalezng aktywacje czynnikéw transkrypcyjnych
prowadzgcg do $mierci komérki. Interesujace jest, ze
1,10-fenantrolina (chelator jonbw Cu — generujacych
w wyniku reakcji Fentona wolne rodniki tlenowe)
blokuje wigzanie aktywnego kompleksu receptora
glukokortykoidowego do DNA [74]. Cytowani auto-
rzy sugeruja, ze aktywowany kompleks jest metalo-
proteing.

Szok tlenowy aktywuje czynnik transkrypcyjny NF-
kB, a liczne antyoksydanty hamujg ten proces [51].
Jeden ze zwiazkéw blokujacych aktywacje NF-kB
(ditiokarbaminian pirolidyny) w sposdb znaczacy
ogranicza indukcje apoptozy przez deksametazon.
Dane te sugeruja, ze NF-kB odgrywa krytyczng role
w modulacji apoptozy, a ponadto wykazano [75] silng
aktywacje AP-1 i NF-kB w tymocytach ulegajgcych
apoptozie pod wptywem szoku cieplnego i deksameta-
zonu. Na podstawie przeprowadzonych badan [69]
dowiedziono, ze rodniki hydroksylowe generowane
w przebiegu Cu-zaleznej reakcji Fentona wyzwalajg
apoptoze poprzez nasilong aktywacje czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB.

Aktywacja NF-kB wyzwalajgca apoptoze tymocy-
téw jak i rola jonéw metali (np. Cu) oraz wolnych
rodnikbw w tym procesie jest obiektem coraz liczniej-
szych badan, ktorych wyniki moga rzuci¢ nieco wiecej
Swiatta na ten jakze mato przez nas jeszcze poznany
proces. Ponadto zdobyta wiedza bedzie mogta byé
wykorzystywana praktycznie np. do uSmiercania ko-
morek nowotworowych jak i ochrony komoérek ging-
cych na skutek chorob degeneracyjnych takich jak
choroba Parkinsona i Alzheimera.
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Somatyczna terapia genowa — czy jest bezpieczna?

Somatic gene therapy — is it safe?

t UKASZ HUMINIECKI*

Spis tresci:
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11-3. Toksycznos$¢ kationowych liposoméw
11-4. Nabywanie zdolnosci do replikacji
I11.  Efekty uboczne zwigzane z genem terapeutycznym
I11-1. Toksycznos$¢ cytokin
I11-2. Problem strategii antysensu
IV.  Inne niepozadane zjawiska
IV-1. Przedostanie sie nowych odmian wiruséw do
Srodowiska
IV-2. Warunki hodowli in vitro
IV-3. Zanieczyszczenie lipopolisacharydem DNA izo-
lowanego z hodowli E. coli
V1-4. Iniekcje komorek produkujgcych wektor
VI1-5. Zabiegi towarzyszace
V. Uwagi koricowe

Wykaz stosowanych skrotéow: LTRs — diugie terminalne
powtdrzenia; AAV — wirus adenosatelitarny; BPV-1 — byd-
lecy wirus Papilloma typu pierwszego, PCR — reakcja
tancuchowa polimerazy; MHC Il — kompleks gtéwnych
antygendéw zgodno$ci tkankowej typu drugiego; TNF
— czynnik nekrozy nowotworéw; IL — interleukina; RAC
— Recombinant DNA Advisory Commitee; YAC — Yeast
Artificial Chromosomes; HIV — Human Immunodeficiency
Virus; GTI — Genetic Therapy Incorporation; LPS — lipo-
polisacharyd; MDR-1 — gen opornosci wielolekowej typu
pierwszego; GM-CSF — czynnik stymulujgcy wzrost kolonii
granulocytdw i makrofagéw; G-CSF — czynnik stymulujacy
wzrost kolonii granulocytéw.

I. Wstep

Bardzo wiele pisze sie dzi$ o terapii genowej. Domi-
nujg opinie skrajne, czesto nie oparte na faktach,
a tylko intuicyjnej sympatii badZ niecheci. Entuzjasci
twierdzga, ze kazde z ostatnich stuleci miato swdj wielki
przetom w medycynie: wiek osiemnasty — osiggniecia
w dziedzinie Fizjologii i farmakologii; wiek dziewietnas-
ty — aseptyke i poczatki anestezjologii w chirurgii;
wiek dwudziesty — wprowadzenie do lecznictwa anty-
biotykdw i transplantologii. W praktyce terapeutycz-
nej dwudziestego pierwszego wieku widzg oni za-
stosowanie terapii genowej. Przeciwnicy uwazaja, ze
jest to w rzeczywistosci metoda niebezpieczna, nie-
skuteczna i wyjgtkowo droga.

Rzetelna ocena perspektyw praktycznego wdroze-
nia terapii genowej wymaga doktadnej analizy przede

* Student, Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, ul. Strzeszyni-
ska 32, 60-479 Poznan
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wszystkim dwdch zagadnien: bezpieczenstwa i skute-
cznosci. Na to drugie jest jeszcze zbyt wczesnie.
Obecnie przeprowadzane proby kliniczne | fazy stuzg
bowiem tylko ustaleniu ewentualnych skutkéw ubocz-
nych. Dopiero proby 11 illl fazy pozwolg na oszaco-
wanie skutecznosci terapii genowej i poréwnanie jej
z innymi metodami leczenia. Wtasnie kwestiom bez-
pieczenstwa chciatbym poswieci¢ niniejszg prace. Jej
zrozumienie wymagajednak podstawowej wiedzy o te-
rapii genowej. Dobrym wstepem mogtaby by¢ lektura
mojego poprzedniego artykutu ,Terapia genowa
— wektory i strategie” (Post Biochem 4/95). W dalszej
czesci artykutu zamieszczam krétkie omowienie naj-
czestszych zagrozen oraz metod minimalizowania wy-
nikajacych z nich skutkéw ubocznych.

Il. Efekty uboczne zwigzane z wektorem
I1-1. Insercyjna mutageneza

Zagrozenie to wystepuje np. przy stosowaniu re-
kombinowanych retrowiruséw, bez watpienia najbar-
dziej popularnych obecnie wektoréw w terapii geno-
wej [1]. Dla zrozumienia mechanizmu insercjonalnej
mutagenezy przydatna jest znajomos$¢ struktury pro-
wirusa — rycina 1. DNA retrowirusa moze poprzez
samo swoje wbudowanie w genom komdrki-gospoda-
rza ,wyciszy¢” znajdujacy sie w miejscu wstawienia
(insercji) gen. Ponadto, prawdopodobne jest wzmoze-
nie ekspresji znajdujacych sie zardwno powyzej (ak-
tywnos¢ regionéw wzmacniajgcych znajdujacych sie
w diugich terminalnych powtoérzeniach — LTRs) jak
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i ponizej miejsca wbudowania (skumulowany efekt
obydwu region6w wzmacniajgcych i prawego promo-
tora) [2]. Nie ma powoddéw aby twierdzié, ze insercyj-
na mutageneza dotyczy wytacznie onkogendw i anty-
onkogenow. Wrecz przeciwnie, proces ten zachodzi
z mniej wiecej jednakowg czestoscig w przypadku
wszystkich genéw. Tym niemniej wiekszo$é takich
zaburzen, nawet jes$li doprowadzi do $mierci, czy
rozregulowania funkcji drobnego utamka zainfekowa-
nych komorek, nie bedzie miata znaczenia dla organiz-
mu jako catosci. Grozna bedzie natomiast przemiana,
ktérejs z komoérek w nowotworowg, co moze zaj$é
wiasnie w drodze ,wyciszania” antyonkogendw i ak-
tywacji onkogenow [3].

Czy jest mozliwa stabilna ekspresja z bardzo niska,
czy nawet zupeinie bez insercjonalnej mutagenezy?
Niewatpliwie tak. Ponizej opisuje niektére z mozliwosci.

a) Wiekszos¢ stosowanych obecnie wektorow retro-
wirusowych to pochodne silnie transformujgcych
szczepOow wirusa leukemii mysiej (high-leukemogenie
Moloney Murine Leukemia Virus— MuLV), zawierajg-
cych mocny region wzmacniajacy w regionach LTR.
Nie wykorzystywano szczepow stabo transformuja-
cych (low-leukemogenie) sgdzgc, ze obecny w nich staby
region wzmacniajacy nie bedzie zdolny do stymulacji
wydajnej transkrypcji genu terapeutycznego. Niedaw-
no jednak opracowano metode pozwalajgcg na ich
zastosowanie w strategiach ex vivo [4], Wydajna
ekspresje osigga sie po etapie selekcji zmodyfikowa-
nych komoérek w obecnosSci neomycyny (wektor
oprécz genu terapeutycznego zawiera takze gen opor-
nosci na analog neomycyny — G418). Podobnego
efektu nie obserwuje sie w przypadku wektoréw opar-
tych na wirusie silnie transformujagcym. Mechanizm
niejest w petni poznany, ale przypuszcza sig, ze selekcja
eliminuje komdrki z jednym, znacznie zwigkszajgc
procentowy udziat posiadajacych dwa lub wiecej pro-
wiruséw. Rozwaza sie takze mozliwos$¢ uzycia w podo-
bnej procedurze rekombinatéw pozbawionych zupet-
nie regionu wzmacniajgcego w regionach LTR. Wstep-
ne obserwacje wskazujag na zadawalajagcy poziom
transkrypcji [5, 6].

b) Mozliwos$¢ zastosowania rekombinowanego wi-
rusa adenosatelitarnego (ang. Adeno-Associated Virus
— AAV) omawialem juz w poprzednim artykule.
Dodam, ze wedtug nowych pogladdéw wektory na nim
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oparte uwaza sie nie za pozbawione zupetnie potenc-
jatu onkogennego, lecz za stabo transformujace [7].

c) Stabilng ekspresje bez insercjonalnej mutagenezy
zapewnia episomalny DNA pod warunkiem, ze jest
zdolny do autoreplikacji. Nie chodzi tu o replikacje
catego wektora (do czego potrzebne sg geny kodujace
biatka otoczki), a tylko o kopiowanie plazmidowego
DNA. Przyktadem sg pochodne bydlecego wirusa
Papilloma typu pierwszego (Bovine Papilloma Virus
type-1 — BPV-1) [8, 9]. R6znig sie one od ,dzikiego”
wirusa tym, ze pozbawiono je regionéw onkogennych
E5, E6 i E7 oraz genéw kodujacych biatka otoczki LI
i L2. Mimo przeprowadzonych zmian rekombinaty,
podobnie jak ,dziki” wirus, sg zdolne do stabilnej
i bardzo wydajnej ekspresji, wtadnie dzieki zdolnosci
do powielania sie wewnatrz zainfekowanej komérki
($rednio do 13-30 kopii). Sg to obiecujgce wektory,
dopuszczone juz w USA do prob klinicznych [10].

d) Poznanie minimalnej sekwencji ssaczego centro-
meru [11, 12] oraz dokiadne zidentyfikowanie ssa-
czych miejsc inicjacji replikacji pozwoli na skonstruo-
wanie sztucznych ludzkich chromosoméw (moglyby
one by¢ wprowadzone do komorki za pomocg wek-
torbw o duzej pojemnosci np. jako kompleksy
DNA/liposom czy koniugaty molekularne [13]), kt6re
replikujac zgodnie z cyklem komérkowym podlegaty-
by normalnej mitotycznej segregaciji.

e) Duze nadzieje wigze sie rowniez z tzw. wirusowy-
mi retropozonami (ang. viral superfamily retroposones)
podobnymi do retrowiruséw (zdolno$é do integracji,
przechodzenie przez fazy DNA i RNA, produkcja
odwrotnej transkryptazy), ale nie majgcych w swym
cyklu zyciowym etapu pozakomoérkowego [14] (np.
w genomie cztowieka znajduje sie ok. 100 tysiecy
elementéw LI zaliczanych do wirusowych retropozo-
néw [15]). Przypuszcza sig, ze w czasie ewolucji
musiaty one wyksztatci¢ zdolnos$¢ do preferencyjnego
integrowania sie w pewnych miejscach genomu, tak
aby nie wywotac insercjonalnej mutagenezy. W innym
przypadku doprowadzityby bowiem do wymarcia ga-
tunkéw, w ktérych sie rozwijaja.

f) Ogromnym postepem techniki transferu genow
bytoby zwiekszenie wydajnosci integracji specyficznej
co do miejsca (ang. site-specyfic integration) zachodzg-
cej w drodze somatycznej rekombinacji homologicz-
nej, co umozliwiatoby jej wykorzystanie takze w strate-
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giach invivo. Wiadomo, ze w komérkach bakteryjnych
proces somatycznej rekombinacji homologicznej sty-
muluje biatko recA oraz bedgca trimerem biatek recB,
recC i recD — endonukleaza recBCD [16, 17]. Prze-
prowadzony eksperyment (badanie wydajnosci proce-
su integracji w drodze somatycznej rekombinacji ho-
mologicznej w komdérkach modyfikowanych za pomo-
ca liposomoéw zawierajgcych DNA i biatko recA)
wykazatjednak brak podobnej aktywnosci recA w ko-
morkach ludzkich. Postep w tej dziedzinie uwarun-
kowany jest zidentyfikowaniem biatek odpowidzial-
nych za katalize somatycznej rekombinacji homo-
logicznej w komérkach ssaczych.

Rycina 2 zawiera schematyczny zapis metod osigga-
nia stabilnej ekspresji.

Pocieszajgcy jest fakt, ze w praktyce nigdy nie
zaobserwowano nowotworzenia w wyniku uzycia we-
ktoréw retrowirusowych (badania na matpach od 1985
r. i proby kliniczne terapii ludzi od 1990 r.).

W wyjatkowych przypadkach insercyjna mutagene-
za moze nie by¢ zwigzana z zadnym zagrozeniem dla
organizmu. Sytuacja taka ma miejsce np. w strategiach
dostarczania ,,genéw samoboéjczych”, przy wprowa-
dzaniu genéw kodujacych silnie immunizujgce anty-
geny czy stosowaniu genetycznych szczepionek prze-
ciwrakowych. W tych sytuacjach komdérki modyfiko-
wane sg po prostu eliminowane przez podawanie
odpowiedniego leku, reakcje immunologiczng organi-
zmu, ewentualnie (szczepionki przeciwrakowe) ,,skaza-
ne” na obumarcie w krétkim okresie czasu, przez
nastepujace tuz przed wszczepieniem naswietlenie pro-
mieniami X (doktadna diugos$¢ przezycia zalezy od
pochtonietej energii promieniowania i typu nowo-
tworu).

11-2. Reakcja immunologiczna

Mniej lub bardziej nasilona reakcja immunologicz-
na skierowana jest praktycznie przeciw wszystkim
wektorom wirusowym:

a) W przypadku rekombinowanych adenowirusow
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odpowiedz immunologiczna wywotuja nie tylko wolne
wiriony, ale i stransdukowane komérki. Powodowane
jest to niska konstytutywna ekspresja péZznych genéw
(zachodzacg mimo nieobecnosci wczesnego biatka E|
dziatajagcego jako aktywator transkrypcji po6znych
genéw [18]). Nowa generacja wektorow adenowiruso-
wach, z ktérych oprocz regionu EIl usunieto takze E3
(w celu zwiekszenia pojemnosci), stymuluje jeszcze
silniejsza reakcje zapalng [19]. Region E3 koduje sze$¢
biatek, z ktérych jedno — gpl9k jest zdolne do
zmniejszania sity reakcji limfocytow T cytotoksycz-
nych. Biatko to, zlokalizowane w btonie retikulum
endoplazmatycznego, wigze czgsteczki kompleksu gt6-
wnych antygenéw zgodnosci tkankowej typu pierw-
szego (Major Histocompatibility Complex | — MHC 1),
zapobiega ich umiejscowieniu sie w btonie plazmatycz-
nej i w ten sposéb uniemozliwia prezentowanie za ich
pomocg antygendéw wirusowych. Pozbawienie wek-
tora zdolnos$ci do produkcji biatka gpl9k wzmacnia
zatem reakcje cytotoksyczng. Proponuje sie nawet
konstruowanie wektorow, w ktérych gen kodujacy
biatko gpl9k umieszczony bedzie pod kontrolg silniej-
szego promotora, niz stosunkowo staby w nieobecno-
§ci biatka Ela promotor regionu E3.

Kwestig sporng jest na ile opisane wiasciwosci
immunologiczne adenowirusdw ograniczajg ich za-
stosowanie jako wektorow w terapii genowej [7].
Bezpieczniejszg metodg uzyskiwania podobnych wy-
nikéw (cho¢ zmniejszg wydajnoscia) jest np. lipofekcja.
Tym niemniej wektory adenowirusowe sg catly czas
drugg (po retrowirusach) najpopularniejszg metoda
transferu genéw. Ich zwolennicy twierdzg, ze obser-
wowana w praktyce reakcjaimmunologicznajest staba
i nie ulega wzmocnieniu w miare powtarzajacych sie
kontaktéw z wektorem.

b) Wektory retrowirusowe bedgce pochodnymi wi-

rusa leukemii mysiej sg szybko inaktywowane w krwi
ludzkiej (takze innych naczelnych, ale nie ulegajg
inaktywacji w krwi pozostatych ssakéw) przez uktad
dopetniacza. Z tego powodu transfer retrowirusowy
moze by¢ skuteczny in vivo jedynie lokalnie (np.
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iniekcja wprost do guza, wlew dokanatowy). Prze-
szkode te planuje sie w najblizszym czasie omingc.
Udowodniono juz (w warunkach in vitro) brak inak-
tywacji wektora w surowicy ludzkiej w obecnosci
przeciwciat monoklonalnych, dla ktérego$ z elemen-
téw dopetniacza (Cl, C2, C3, C5, C6, C8 albo C9), przy
czym najlepsze charakterystyki farmakodynamiczne
wykazaty przeciwciata anty-C5, -C6 i -C8 [20, 21].

C) Biatko LI bydlecego wirusa Papilloma typu pier-

wszego wykazuje silne wiasciwosci antygenowe [10].
Nie jest jeszcze pewne, jak bardzo bedzie to ogranicza-
to mozliwos$é zastosowania wektorow opartych na tym
wirusie w strategiach in vivo.

11-3. Toksyczno$¢ kationowych liposomow

Wystepuje w czasie terapii in vivo wysokimi daw-
kami tych liposomoéw. W praktyce podaje sie na tyle
mate ilosci, aby nie wystepowaty zadne objawy tok-
sycznosci. Takie ograniczenie dawki oznacza jednak
zmniejszenie skutecznosci terapii. Opracowuje sie no-
we liposomy np. DMRIE (dimyristyloxy-propyl-3-di-
methyl-hydroxyetyl ammonium)/DOPE (3-N-N’-N’-
-dimethylamino ethanecarbamoyl cholesterol/dioleo-
ylphosphatidylethanolamine), ktére wykazujg efekty
uboczne w wielokrotnie wyzszych stezeniach niz lipo-
somy tradycyjnej formuty np. DOTMA (N[I-(2, 3-dio-
leyloxy)-propyl]-NNN-trimethyloammonium chlori-
de), DOPSA (2, 3-dioleyloxy-N-[2(sperminecarboxa-
mido)ethyl]-NN-dimethyl-1-propanaminiumtrifluoro-
acetate). Pozwala to na intensywniejsze leczenie [22],

I1-4- Nabywanie zdolnosci do replikacji

Podstawowg zasada terapii genowej jest uzywanie
jako wektoréw niezdolnych do replikacji pochodnych
wirus6w. Niestety zarbwno w czasie produkcji wek-
torajak i bezposrednio w zainfekowanych komaérkach
moze doj$¢ do powstawania rekombinantéw zdolnych
do replikacji.

a) Rekombinowane adenowirusy. Podstawowym

sposobem w jaki osigga sie zablokowanie replikacji
w wektorach adenowirusowych jest pozbawienie ich
regionu El kodujacego wczesne biatko EIl (regulator
transkrypcji, bez ktérego niemozliwa jest wydajna
ekspresja tzw. genow pdznych i replikacja wirusa).
W czasie produkcji wektora biatko EI dostarczane jest
in trans przez gen umieszczony uprzednio w genomie
komdrek linii pakujacej (ang. packaging cell line). Moze
jednak dojsé do rekombinacji i uzyskania przez wektor
zdolnosSci do samodzielnej produkcji biatka EI, a za-
tem i do replikacji [23], DNA takiej pochodnej wek-
tora bedzie oczywiscie dtuzsze (o gen terapeutyczny) od
DNA ,dzikiego wirusa”. Poniewaz biatkowa otoczka
adenowirusa moze pomiescic¢ tylko o okoto 5% wiecej
DNA niz wynosi dtugo$¢ genomu ,,dzikiego” wirusa,
dtugos$¢ insertu bedzie w oczywisty sposéb limitowata
mozliwo$¢ powstawania opisanych rekombinatow.
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Podobne zjawiska mogg zachodzi¢ in vivo w razie
przypadkowej koinfekcji ,,dzikim” adenowirusem. N a-
wet jesli nie dojdzie do rekombinacji, taki ,, dziki” wirus
bedzie in trans dostarczat biatka konieczne do re-
plikacji. W konsekwencji nastgpi liza stransdukowa-
nych komorek i rozwoéj silnego stanu zapalnego.

b) Rekombinowane retrowirusy. Wektor
wiony jest region6w gag, poi i env, ma natomiast
sygnat pakowania psi. W komdrkach linii pakujacej
znajduje sie prowirus zawierajagcy geny gag, poi i env,
lecz pozbawiony sygnatu pakowania co powoduje, ze
jego genomowe transkrypty nie moga by¢ oplaszczane
przez biatka wirusowego rdzenia. Do rekombinacji
moze dojs¢ zarbwno na poziomie DNA, jak i RNA.
Cykl zyciowy tych wiruséw zachodzi, co prawda, bez
lizy zainfekowanych komoarek, ale rozw6j retrowiru-
séw zdolnych do replikacji oznacza zwiekszenie inten-
sywnosci insercjonalnej mutagenezy, a co za tym idzie
wzrost ryzyka nowotworzenia [24], Przyczyna jest nie
tylko infekowanie komérki przez wiekszg liczbe wirio-
now, ale takze wielokrotne wewnatrzkomdérkowe cyk-
le: odwrotna transkrypcja — integracja — transkryp-
cja zachodzaca dla genomoéw kazdego z nich. W no-
wych generacjach komdrek pakujgcych zmniejsza sie
ryzyko powstania wiruséw zdolnych do replikacji
przez zwiekszenie minimalnej liczby koniecznych do
tego rekombinacji (np. umieszczajgc regiony gag, poi,
env oddzielnie w réznych miejscach genomu) [1].

Opracowano szereg testéw stuzacych zaréwno kon-
troli jakosci wektoréw przed ich uzyciem (szczeg6lnie
w prébach klinicznych), jak istwierdzeniu ewentualnej
obecnosci wirusow zdolnych do replikacji we krwi
pacjentow. Przyktady to: PG4S + L-Assay, Mus dunni
i NIH3T3 Cells Co-Cultivation Studies dla wykrywa-
nia zdolnych do replikacji retrowirusow oraz Ab549-
Assay i PCR ze starterami specyficznymi dla genu El
stosowane w celu stwierdzenia obecno$ci adenowiru-
séw mogacych sie samodzielnie replikowac.

I11. Efekty uboczne zwigzane z genem terapeu
tycznym

Niesposdb w tak krdotkim artykule zasygnalizowaé
choéby ewentualng toksyczno$¢ zwigzang ze wszyst-
kimi mozliwymi genami terapeutycznymi. Kazda cho-
roba dziedziczna wymaga transferu innego genu.
W przypadku nowotworow i infekcji wirusem Human
Immunodeficiency Virus (HIV) juz dzisiaj stosuje sie
kilkanascie réznych genoéw terapeutycznych. Ponizej
podaje jedynie dwa przykiady.

I11-1. Toksyczno$¢ cytokin

Inspiracja dla prob z tzw. genetycznymi szczepion-
kami przeciwnowotworowymi byto niepowodzenie
programOw uktadowej terapii interleuking 2 (IL-2)
[10]. Przypuszcza sie, ze krotkotrwatos¢ takiej terapii
(wymuszona szybkim rozwojem objaw6éw toksyczno-
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§ci)jest najpowazniejszym czynnikiem ograniczajagcym
jej skuteczno$¢. Przewaga genetycznych szczepionek
ma by¢ wieksza specyficzno$¢ indukowanej odpowie-
dzi immunologicznej oraz mniejsze efekty uboczne
(miejscowo tylko wysokie stezenie interleukin). Po-
czatkowo uzywano genu IL-2, obecnie probuje sie
takze stosowac¢ geny wielu innych cytokin (np. IL-4,
IL-5, IL-6, IL-12, TNF, interferony) [25], Dotych-
czasowe wyniki (proby kliniczne fazy 1) wskazujg na
minimalng toksyczno$é, ale i znikomg aktywnos¢
biologiczna.

I11-2. Problem strategii antysensu

Jesliby uzywac¢ genu terapeutycznego, ktdrego
transkrypty hybrydyzuja z mRNA genu docelowego
na catej dtugosci sekwencji kodujgcej oraz stosowacé
metode transferu prowadzgcg do integracji genu tera-
peutycznego z DNA gospodarza, to przy przypad-
kowym whbudowaniu sie w matej odlegtosci ponizej
jakiego$ promotora, mogtyby powstawaé transkrypty
sensowne w stosunku do genu docelowego. Terapia
dawataby wtedy skutki doktadnie odwrotne niz zamie-
rzone (np. jes$li genem docelowym bytby onkogen,
zamiast hamowac rozwo6j nowotworu mogtaby stymu-
lowa¢ jego wzrost). Ponadto dlugie antysensowne
RNA sg paradoksalnie mniej selektywne, gdyz czesto
moga hybrydyzowac tylko fragmentami swojego tan-
cucha (zjawisko wykorzystywane np. w technice PCR
z arbitralnymi starterami [51]). Zatem w strategii
antysensu selektywnos$¢ i wydajno$¢ wyciszania zape-
whniajg odcinki 8-15 nukleotydowe, najlepiej projek-
towane ze znajomos$cig struktury trzeciorzedowej
przyjmowanej przez dany mRNA i takie powinno sie
stosowac w terapii genowej [7],

IV. Inne niepozadane zjawiska

IV-1. Przedostanie sie nowych odmian wiruséw do
Srodowiska

Rekombinaty w takiej sytuacji mogtyby by¢ albo
samodzielnymi, zdolnymi do replikacji wirusami (naj-
bardziej prawdopodobne w przypadku wektoréw ade-
nowirusowych), albo utrzymywaé sie w srodowisku
jako wirusy defektywne, do replikacji wymagajgce
koinfekcji odpowidniego ,,dzikiego” wirusa.

Specjalne $rodki ostroznos$ci podejmuje sie na przy-
ktad przy terapii mukowiscydozy, kiedy zachodzi
mozliwo$é przenoszenia sie rekombinowanych adeno-
wiruséw drogg kropelkowg (celem transferu gendw sg
komérki nabtonka drég oddechowych). W przypadku
zastosowania wektora adenowirusowego technikg
PCR mozna stwierdzi¢ jego obecno$¢ w nozdrzach
pacjentdw do pieciu dni od momentu podania. Przez
ten czas pacjenci nie mogg opusci¢ szpitala, przebywa-
jg w izolacji i noszg specjalne maski [7].

Ostatnio, witasnie dla mukowiscydozy, Doradczy
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Komitet ds. Rekombinowanego DNA (ang. Recom-
binat DNA Advisory Committee — RAC) zatwierdzi!
pierwszy na terenie USA program wykorzystujacy
jako wektor rekombinowany AAV. AAV jest bardzo
odporny na niekorzystne warunki (co wykorzystuje sie
np. przy produkcji opartych na nim wektoréw eliminu-
jac zanieczyszczenia pomocniczymi adenowirusami
metodg termiczng). Badania przedkliniczne (technika
PCR) wykazaty utrzymywanie sie wektora w drogach
oddechowych zwierzat laboratoryjnych do 21 dni po
infekcji. RAC zatwierdzit préby kliniczne pod warun-
kiem przedtuzonej izolacji pacjentow oraz wykorzys-
tywania do dezynfekcji tzw. roztworu wybielajgcego
(ang. bleach solution) szczegdlnie aktywnego wobec
AAV [7],

Trzeba przyznaé, ze mato prawdopodobne jest
utrzymanie na wszystkich poziomach pracy z wek-
torem (produkcja, proby na zwierzetach, préby klini-
czne) srodk6w ostroznosci dajgcych pewnos¢ catkowi-
tej kontroli jego rozprzestrzeniania sie. Mozna jednak
rébwniez watpi¢ czy ewentualna ,ucieczka” rekom-
binowanych wiruséw miataby jakiekolwiek niekorzys-
tne skutki. Manipulacje dokonywane na wirusach
w terapii genowej zmierzajg przeciez do eliminacji ich
patogennosci. Jako gen terapeutyczny (takze mar-
kerowy czy selekcyjny) nie sg wykorzystywane geny
opornosci na leki przeciwwirusowe. Pewnosci oczywis-
cie mie¢ nie mozna. Ryzyko takie jest zresztg prob-
lemem raczej catej biotechnologii niz tylko terapii
genowej. Warto przypomnie¢ jak wielkie byty obawy,
kiedy dokonywano pierwszych manipulacji genetycz-
nych na bakteriach. Dzisiaj rekombinacja bakteryj-
nego DNA, biblioteki cDNA, tworzenie map fizycz-
nych za pomocg klonéw w sztucznych chromosomach
drozdzy (Yeast Artificial Chromosomes — YAC) jest
codzienna praktyka. Szeroko stosuje sie rozmaite geny
opornos$ci na (czesto uzywane réwniez w medycynie)
antybiotyki. Podejmowane S$rodki ostroznos$ci stuza
bardziej ochronie przed zakazeniem hodowli niz za-
bezpieczeniu sie przed ,ucieczkg” z laboratorium re-
kombinantéw [26],

IV-2. Warunki hodowli in vitro

Produkcja wszystkich wektoréw wirusowych prze-
chodzi przez etap hodowli komérkowej in vitro. Latwo
wtedy o zakazenie mikrobiologiczne. Oczywista zatem
jest konieczno$¢ zachowania najwyzszej sterylnosci.
Produkcja winna mie¢ miejsce w specjalnym pokoju
hodowlanym. Personel powinien uzywac rekawiczek
i masek. Osoby zakaznie chore i bezobjawowi nosiciele
nie powinni pracowaé przy hodowlach in vitro. W celu
produkcji wektorow dla préb klinicznych nie mozna
uzywac pozywek opartych na surowicy bydlecej, tylko
na surowicy ludzkiej (konieczne sg negatywne wyniki
testow ELISA na obecno$¢ przeciwciat dla wirusow
zapalenia watroby typu A, B i C oraz HIV). Jeszcze
lepsze sg doktadnie chemicznie zdefiniowane pozywki
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bez surowicy (ang. serum-free media).

W praktyce wektory dla préb klinicznych zazwyczaj
przygotowywane sg przez wyspecjalizowane w terapii
genowej firmy biotechnologiczne (np. Genetic Therapy
Incorporation — GTI, Viagene, Genzyme), niekiedy
tylko przez uniwersytety [30].

IV-3. Zanieczyszczenie lipopolisacharydem plaz-
midowego DNA izolowanego z E. coli

W niektérych przypadkach (miesnie szkieletowe
[31], miesien serca [32], hepatocyty [33]) skuteczng
metoda wywotania przejsciowej ekspresji genu tera-
peutycznego moze by¢ prosta iniekcja roztworu plaz-
midowego DNA. Te szczeg6lng witasciwos¢ ttumaczy
sie specyficzng strukturg w/w tkanek. W czasie prowa-
dzenia préb przedklinicznych zaobserwowano jednak
uktadowg toksycznos$é zalezng od wysokosci dawki
DNA. Doktadne badania wykazaty zanieczyszczenie
izolowanego z hodowli E. coli plazmidowego DNA
lipopolisacharydem (LPS). Analogiczny problem wy-
stepuje przy stosowaniu kompleksdw liposom + plaz-
midowy DNA. LPS jest silnym adjuwantem i mito-
genem dla limfocytow. Stymuluje synteze cytokin
i innych mediatoréw reakcji zapalnej [34-36]. Zadna
z tradycyjnych metod izolowania plazmidu nie zapew-
nia oczyszczenia DNA z lipopolisacharydu. Na potrze-
by terapii genowej opracowano nowg procedure
zmniejszajagcg 10000 razy zanieczyszczenie LPSem
w poréwnaniu do dotychczas stosowanych [37]. Obej-
muje ona przeprowadzenie bakterii w sferoplasty
w srodowisku hypotonicznym, inkubacje z lizozymem
i nastepnie n-octylo--D-tioglukopyranozydem (niejo-
nowy detergent) oraz chromatografie na kolumnie
wypetnionej polimyksyng B.

IV-4. Iniekcje komorek produkujacych wektor

W programach terapii za pomoca strategii HSV-tk/
gancyklowir przewidujgcych podawanie pacjentom
mysich komérek produkujgcych wektor retrowiruso-
wy (linia PA317-GITkISvNa — GTI) obserwowano
znaczgce objawy toksycznos$ci tuz po iniekcji wi/w
komarek (np. b6l gtowy, nadci$nienie, zapalenie opon
moézgowych, infekcje bakteryjne). Cho¢ nie ma jeszcze
catkowitej pewnosci przyczyng moze by¢, albo zanie-
czyszczenie komorek bedace btedem w produkcji, albo
brak tolerancji ludzkiego organizmu na mysie komor-
ki [38].

IV-5. Zabiegi towarzyszace

Terapia genowa wymaga czesto towarzyszacych
drobnych zabiegéw chirurgicznych (np. iniekcje, bio-
psje, wlewy dokanatowe, dozylne itp.). Sg one standar-
dowo wykonywane nie tylko na potrzeby terapii
genowej i nie stwarzajg znaczgcego niebezpieczenstwa.

Liczne programy zwigzane ze strategiag HSV-tk/
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gancyklowir wymagajg systemicznego podawania
gancyklowiru (preparat cytovene). Stosuje sie wlewy
dozylne zazwyczaj po siedmiu dniach od infekcji, przez
dwa tygodnie. W USA gancyklowir podaje sie w celu
leczenia oportunistycznego zakazenia wirusem cyto-
megalii u chorych na AIDS. Podaje sie wtedy bardzo
wysokie dawki przez dtugi okres czasu. U 40% pacjen-
téw obserwuje sie granulocytopenie, 20% trombocyto-
penie u 2% inne objawy ubocznejak anemia, goraczka,
wyprysk skdrny. W programach terapii genowej stosu-
je siejednak nizsze dawki przez zaledwie dwa tygodnie.
Nie obserwuje sie wtedy analogicznych powiktan. Tym
niemniej podajac gancyklowir regularnie kontroluje
sie morfologie krwi pacjentow [39],

W niektérych programach wykorzystuje sie zwiek-
szenie stymulacji apoptozy w komorkach nowotworo-
wych, do ktérych wprowadzono antyonkogen p53,
pod wptywem cytostatyku cisplatyny. Cisplatyna jest
nowoczesnym chemioterapeutykiem nie pozbawio-
nym jednak toksycznosci. Czesto wystepujg silne nud-
nosci i wymioty, ktore thumi sie blokujac jeden z recep-
toréw dla 5-hydroksy-tryptaminy (serotoniny) miano-
wicie 5-HT3, np. za pomocg ondansteronu (preparat
Zofran), czy tropisetronu (preparat Navoban) [40, 41].
Ponadto dla zmniejszenia skutk6w nefrotoksycznosci
cisplatyny konieczne jest nawadnianie oraz wymuszo-
na diureza.

W prowadzonych obecnie prébach leczenia zaawan-
sowanego raka sutka i jajnika [42] polegajgcych
na umozliwieniu intensyfikacji leczenia chemiotera-
peutykami dzieki uprzedniemu zabezpieczeniu komé-
rek szpiku poprzez wprowadzenie do nich genu opor-
nosci wielolekowej (multiple drug resistance type
1 — MDR-1), podawanym lekiem jest taksol, jedno
z najnowszych osiggnie¢ badan nad cytostatykami [40,
41], Najpowazniejszg toksycznos$¢ wykazuje on wtas-
nie w stosunku do szpiku kostnego. Jest efektywnie
usuwany z wnetrza komdrek przez, dziatajaca na
zasadzie pompy ATP zaleznej, glikoproteine p-170
(produkt ekspresji genu MDR-1), a jego niszczace
dziatanie w stosunku do raka sutka ijajnika jest silne
i wzrasta proporcjonalnie do dawki [43]. W opisywa-
nych programach stosuje sie specjalne algorytmy pro-
wadzenia terapii. W kolejnych cyklach podawania
taksolu (w odstepie miesigca) zwieksza sie stopniowo
dawke przechodzgc od objawéw ubocznych lekkich
i $rednich, do ciezkich, kiedy zaprzestaje sie zwiek-
szania dawki. Dopiero efekty uboczne zagrazajace
zyciu oznaczajg konieczno$¢ zmniejszania ilosci poda-
wanego taksolu, za$ ich utrzymywanie sie mimo
zmniejszenia dawki do minimalnej zaprzestania che-
mioterapii.

W wielu programach modyfikacji genetycznej doko-
nuje sie w trakcie autologicznego przeszczepu szpiku
kostnego. Przeszczep taki, cho¢ bezpieczniejszy od
allogenicznego, stwarza wiele mozliwosci powiktan.
Po pobraniu pewnej ilosci szpiku, reszte eliminuje sie
za pomocg chemioterapii myeloablacyjnej. Stosuje sie
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zwigzki alkilujgce (np. cyklofosfamid albo melfalan)
z réwnoczesnym napromieniowaniem calego ciala,
badz samodzielnie (cyklofosfamid jednoczes$nie z tiote-
pa). Zwiazki alkilujace sa najbardziej toksycznymi
i mutagennymi cytostatykami, jednak tylko one sg
w stanie zniszczy¢ wielopotencjalne komdrki macie-
rzyste szpiku (90% tych komdrek znajduje sie w fazie
Go). Inne cytostatyki uszkadzajg przede wszystkim
populacje komdrek proliferujagcych (wstepnie zrézni-
cowane komarki prekursorowe poszczeg6lnych ukita-
déw hemopoetycznych). W kolejnym etapie wstrzyku-
je sie dozylnie zmodyfikowane genetycznie komorki
szpiku. Przez okres 3-4 tygodniowej rekonstytucji
uktadu krwiotworczego, konieczne jest specjalne po-
stepowanie ostaniajgce: podawanie antybiotykdw, le-
kéw przeciwgrzybicznych, przeciwwirusowych, masy
ptytkowej i erytrocytarnej, osocza, czynnikéw przy-
$pieszajacych odnowe szpiku (czynnika stymulujgcego
wzrost kolonii granulocytéw i makrofagbw — GM-
CSF, czynnika stymulujgcego wzrost kolonii granulo-
cytow G-CSF, erytropoetyny). Sumarycznie prawdo-
podobienstwo zgonu w wyniku toksycznosci agresyw-
nej chemioterapii, niewydolno$ci przeszczepu i sepsis
wynosi ok. 5% [44-48].

V. Uwagi konhcowe

Proby kliniczne znajdujg sie pod najlepszg kontrolg
w USA (tam tez przeprowadza sie ich najwiecej).
Prowadzacy majg obowigzek zgtasza¢ obserwowane
efekty uboczne Food and Drug Administration oraz
lokalnym agendom kontroli medycznej. Ponadto in-
formacje te drukowane sg na tamach Humanh Gene
Therapy. Wedtug tych danych nie dos¢, ze objawy
uboczne zwigzane bezposrednio z transferem genow
obserwuje sie u niewielu pacjentéw, to w wiekszosci sa
one lekkie i nie wymagajg przerwania terapii. Nalezy
jednak pamietac, ze obserwacje te prowadzone sg jak
na razie zbyt krétko, aby mie¢ pewno$¢, ze zauwazono
wszystkie efekty uboczne.

Wazne jest, aby zdac¢ sobie sprawe jak wiele efektow
ubocznych powodujg konwencjonalne metody terapii.
Uwaza sie, ze nie ma w ogole lekéw nietoksycznych.
Oto kilka informacji dotyczacych tylko jednej grupy
lekéw. Cytostatyki powszechnie stosowane w leczeniu
nowotworéw powodujg u $rednio 5-10% pacjentow
objawy toksycznos$ci zagrazajgcej zyciu, prowadzac do
Smierci w okoto 0.5% przypadkéw. Statystycznie
potwierdzono, ze przejScie chemioterapii (szczegdlnie
zwigzkami alkilujacymi) lub, co jeszcze gorsze, skoja-
rzonego leczenia cytostatykami i radioterapii zwieksza
ryzyko rozwoju nastepnego nowotworu. Ponadto che-
mioterapia jest najczesciej leczeniem systemicznym
ina mutagenny wplyw cytostatykdw narazone sg takze
komorki linii zarodkowej. Poniewaz pierwsze dosSwia-
dczenia z iperytem azotowym miaty miejsce dopiero
w 1946 r. dzisiaj niesposéb jeszcze oceni¢ wplyw
cytostatykéw na zdrowie nastepnych pokolen. Wiedza
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teoretyczna kaze jednak spodziewac sie czestszych wad
rozwojowych i zachorowan na nowotwory [49, 50],
Obecny etap rozwoju terapii genowej catkowicie
uzasadnia préby jej stosowania w najciezszych choro-
bach cztowieka. W przysztosci, dzieki spodziewanemu
postepowi (szczeg6lnie w technikach wprowadzania
genéw do komérek) moznajg bedzie prawdopodobnie
bez wiekszych obaw stosowaé wszedzie tam, gdzie
transfer gendbw moze mie¢ znaczenie terapeutyczne.

Artykut otrzymano 22 sierpnia 1995 r.
Zaakceptowano do druku 23 listopada 1995 r.
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W:step

Zwigzki alkilujgce dziatajg toksycznie i mutagennie
a u ssakéw moga wywotlywac proces transformacji
nowotworowej. Badania ostatnich trzydziestu lat wig-
zg wszystkie te efekty z alkilacjag DNA.

Reakcja zwigzkdéw alkilujagcych z DNA prowadzi do
powstania kilkunastu modyfikacji [1]. Elektrofilowy
atom wegla grupy alkilowej moze reagowac praktycz-
nie ze wszystkimi dostepnymi heteroatomami azotu
i tlenu stanowigcymi centra nukleofilowe w DNA. Nie
mozna wykluczy¢é udziatu zadnej z tych modyfikacji
w biologicznym efekcie zwigzkéw alkilujacych, jed-
nakze wydaje sie, ze szczeg6lng role w powstawaniu

*Dr., Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Pawinskiego
5A, 02-106 Warszawa
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mutacji oraz inicjacji transformacji rakowej a takze
pewng role w toksycznym efekcie zwigzkéw alkilujg-
cych odgrywa O”-metyloguanina.

Juz w 1969 r. Lovless i wsp. zaproponowali, ze
0 6mG jest uszkodzeniem premutagennym wskazujgc
na teoretyczng mozliwo$¢ tworzenia w DNA pary
06mG: tymina [2]. Badania dyfrakcji promieni X po-
twierdzajg, ze para 06mG:T odpowiada geometrii par
W atson’a Crick’a [3]. | cho¢ inne badania fizykoche-
miczne wskazujg na mniejsza stabilnos¢ 06mG:T
w stosunku do par nukleotydowych naturalnie wy-
stepujagcych w DNA uwaza sie, ze premutagenny
charakter 0 6-metyloguaniny wigze sie z tendencjg
polimerazy do odczytywania tej zmodyfikowanej zasa-
dy jako adeniny [4].

Badania replikacji DNA in vitro potwierdzajg, ze
zaréwno inkorporacja trojfosforanu 0 6-metylodezok-
syguanozyny jak i replikacja matrycy zawierajgcej
O6mG prowadzi do tworzenia par 06mG:T [5,6].
Przypieczetowaniem hipotezy mutagennego dziatania
O6mG in vitro sg wyniki doswiadczeri mutagenezy
sterowanej pokazujgce, ze 0 6-alkiloguanina wstawio-
na w SciSle okreSlone miejsce genu powoduje po-
wstanie w tym miejscu tranzycji G->A [7-9], Tak wiec

21



z jednej strony wyniki powyzszych doswiadczen po-
twierdzajg, ze obecno$¢ O6rnG w DNA moze prowa-
dzi¢ do tranzycji GC->AT, z drugiej strony badanie
spektrum mutacji pokazuje, ze tranzycje GC-+AT
stanowig dominujacg klase posrod mutacji indukowa-
nych przez zwigzki alkilujagce. Dla silnych mutagenéw
jak A-methyl-A-nitrozomocznik (MNU) czy N-mety-
10-/V-nitro-iV-nitrozoguanidyna (MNNG) GC->AT
stanowig ponad 98% indukowanych mutacji [10-12].
Mozna przedstawi¢ wprost proporcjonalng zaleznos¢
pomiedzy iloScig O6rnG w DNA a czestoscig mutacji
indukowanych przez dany zwigzek [13].

Silne mutageny jak MNU, MNNG czy powstajgce
endogennie alkilonitrozoaminy sg takze silnymi kan-
cerogenami. Wykazano, ze inicjacja transformacji no-
wotworowej przez zwiazki tego typu moze zachodzic¢
poprzez mutagenng aktywacje onkogenu ras w wyniku
tworzenia O6rnG w DNA [14,15]. Tak wiec reperacja
06rnG w DNA wydaje sie by¢ istotnym czynnikiem
modulujgcym mutagenny i kancerogenny, a takze
w pewnym stopniu toksyczny efekt dziatania zwigz-
kéw alkilujgcych.

Il. Metylotransferazy 0 6-metyloguaniny-
-DNA (E. C. 2.1.1.63)

Gtoéwna droga reperacji 06rnG w DNA wykorzys-
tuje metylotransferaze 0 6-metyloguaniny (MGMT).
Aktywno$é MGMT odkryto w komérkach wszystkich
dotychczas zbadanych organizmdw poczawszy od
bakterii przez nizsze eukarionty az do cztowieka.

11-1. Biatko Ada i odpowiedZ adaptatywna
w Escherichia coli

Kiedy komorki E. coli traktowane sa matymi, sub-
letalnymi, dawkami $rodkéw alkilujgcych wzrasta ich
odpornos$¢ zarbwno na mutagenne jak i toksyczne
dziatanie tych zwigzkéw. To odkryte w konhcu lat
siedemdziesigtych zjawisko nazwane zostato odpowie-
dzig adaptatywng [16]. Pierwszg aktywnoScig, ktora
zauwazono w zaadaptowanych komérkach E. coli
byto gwattowne usuwanie 06mG z DNA [17]. Aktyw-
nos$¢ ta zwigzana jest z biatkiem Ada, produktem genu
ada, petnigcym centralng role w odpowiedzi adaptaty-
wnej.

Ada, okreélana takze jako Mgtl, jest biatkiem o wiel-
kosci 39 kDa i skiada sie z dwdch funkcjonalnie
réoznych domen, N- i C-terminalnej, potgczonych rejo-
nem tgcznikowym wrazliwym na proteazy (Ryc. 1).
Zaroéwno cate biatko Ada jak i powstajgca w wyniku
proteolizy jego czes¢ C-terminalna sg zdolne do réwnie
szybkiej iwydajnej (108M _1s” * reperacji DNA zawie-
rajgcego 06m G [18, 19]. Mechanizm tej reperacji jest
unikalny posréd znanych dotychczas systemow repe-
racyjnych. Grupa metylowa z pozycji O6 guaniny
przenoszonajest na aktywng cysteine wewnatrz czgste-
czki MGMT. Wynikiem tej reakcji jest regeneracja
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nieuszkodzonej guaniny w DNA i nieaktywne biatko,
w ktérym grupa tiolowa aktywnej cysteiny zabloko-
wana jest przez grupe metylowa [20]. Reakcja ta jest
nieodwracalna — nie znaleziono dotychczas zadnego
systemu in vivo lub in vitro, ktdry pozwolitbhy na
regeneracje cysteiny z metylocysteiny powstajgcej
w obrebie MGMT. Tak wiec Ada nie jest prawdziwym
enzymem, reaguje z DNA stechiometrycznie i poziom
aktywnosci MGMT zalezy od liczby jej czasteczek
w komorce.

Badania mechanizmu przeniesienia grupy metylo-
wej z 06m G na aktywng cysteine biatka Ada, z wyko-
rzystaniem analog6w guaniny niosacych siarke lub
selen zamiast tlenu przy szostym weglu, potwierdzajg
klasyczny, stymulowany kwasem, SN2 charakter tej
reakcji [21]. Proponowany jest rownoczesny transfer
protonu z centrum aktywnego MGMT na tlen i nuk-
leofilowy atak grupy tiolowej cysteiny na wegiel grupy
metylowej.

W obrebie biatka Ada znajduje sie dwanascie reszt
cysteinowych, akceptorem grupy metylowej z 06mG
jest grupa SH cysteiny w pozycji 321 [22,23]. Ponad
osiemdziesiecioaminokwasowy rejon otaczajagcy ak-
tywng cysteine jest silnie konserwowany ewolucyjnie,
a sekwencja ProCysHisArg\d/,le zawierajgca miejsce
akceptorowe wystepujgce we wszystkich znanych
MGMT (Ryc. 2). Rola poszczeg6lnych aminokwasow
tej sekwencji byta badana dla Mgt2 produktu genu ogt,
drugiej obok biatka Ada MGMT obecnej w kom@dr-
kach E. coli [24], Mutageneza sterowana prowadzaca
do powstania zmutowanych czgsteczek Mgtll niosa-
cych rézne aminokwasy w obrebie sekwencji kanoni-
cznej, a takze analiza funkcjonalnych rewertantéw
tych mutacji potwierdza, ze sekwencja ProCysHisArg
jest warunkiem sine qua non aktywnos$ci metylotrans-
feazy 0 6-metyloguaniny. Walina znajdujgca sie zaro-
wno w otoczeniu Cys321 jak i w sekwencji akcep-
torowej czasteczek Mgtll moze by zastagpiona przez
szereg aminokwasOw, a co najmniej cztery z nich: lle,
Cys, Leu i Ala dajg wartosci zblizone do orginalnej Val
jesli chodzi o aktywnos¢ MGMT i reakcje z przeciw-
ciatami.

Ostatnio rozwigzano strukture Kkrystaliczng 178-
aminokwasowej C-terminalnej czesci biatka Ada, od-
powiedzialnej za aktywno$s¢ MGMT[25], Biatko to
okres$lone przez autorow jako AdacC sktada sie zdwéch
réznych strukturalnie domen. 88-aminokwasowy frag-
ment N-korica przypomina strukture RNA-zy H.
Domena C-terminalna tego polipeptydu obejmujgca
pozostate 90 aminokwasow zawiera szereg struktur
a-helikalnych powigzanych luznymi petlami, cze$¢
z nich przypomina motyw helix-turn-helix. Motyw ten,
zwykle odpowiedzialny za wigzanie z DNA lezyjednak
daleko od akceptorowej sekwencji ProCysHisArgVal
i moze by¢ zwigzany raczej z niespecyficznym wigza-
niem sie biatka z DNA niz ze specyficznym od-
dziatywaniem MGMT z06mG. Aktywna cysteina nie
znajduje sie zgodnie z oczekiwaniem na powierzchni
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Ryc. | Schemat reperacji DNA przez biatko Ada E. coli i indukcji odpowiedzi adaptatywnej. Czarne prostokaty w proksymalnych cze$ciach

genow odpowiadajg miejscom wigzania Ada.

biatka, lecz w zagtebieniu przestonietym a-heliksem
obecnym na C-koncu biatka. Przedstawiony przez
autorow model reperacji O6mG zaktada zmiane kon-
formacyjng MGMT, po niespecyficznym przytgczeniu
siedo DNA, umozliwiajaca kontakt aktywnej cysteiny
z 00mG. Ze wzgledu na szybko$¢ i brak intermedia-
tow w reakcji przeniesienia metylu z DNA na biatko
nie udato sie dotagd wykrystalizowa¢ kompleksu
MGMT z DNA, ale badania dichroizmu kotowego
i analiza fluorescencyjna oddziatywania ludzkiej
MGMT z DNA potwierdzajag zmiang konformacyjna
MGMT indukowang przez DNA [26, 27].

O6mG nie jest jedynym substratem dla Ada. Cys321
jest takze akceptorem grupy metylowej z DNA zawie-
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rajagcego 0 4-metylotymine (04mT). Uszkodzenie to
powstajgce w DNA traktowanym $rodkami alkiluja-
cymi dziesieciokrotnie rzadziej nizO6mG,jest Zrddtem
btedéw replikacyjnych i moze powodowac tranzycje
T-+C [28], Mgtl reperuje 04m T ze znacznie mniejszg
wydajnoscig niz O6mG [29, 30]. Wydajnosé reperacji
podstawnika alkilowego w pozycji O6 zalezy nato-
miast od dtugosci tancucha weglowego. O 6-etylogua-
nina jest reperowana dziesieciokrotnie stabiej niz
0O6mG [31], podobnie reperowana jest chloroetylowa
pochodna guaniny. Podstawniki o dtuzszym tancuchu
weglowym nie sg praktycznie reperowane przez biatko
Ada. Grupy alkilowe zarbwno O6mG jak i 04mT
wystajg do duzego rowka spirali DNA jednakze inne
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adaC_ECOoli e MTAKQFRHGGENLAVRYALADCELGRCLVAESERGICAILLGDDDATL. ISELQQMFPhADM ..APAD
adaC_S.typ MTAKOFRKGGDMVSVRYALTDWWGRCLVAESERGICAILPGDSDDAL. LAFL//TLFPSARII... ..F.PAD
adab_B.sub METNKPTL YWSLLMFKDVMFY. IASTLKGLVFVGSONK PIEELFF.WAR........... . .KRFPGSLLVEDDDKL,. .. .EFYAV
datl_B.sub MNYYTTAETPLGEL | | AEEEDRITRLFLSQE........ . . DWVDWKETVQMTEMK. . . . F.TPML
ogt_Eco 1li MLRLLEEKI ATPLGPLWVICDEQFRL.RAVEWEEYSEA . MVQLI.DI 1IYRKF.GYER I . . . .FATNP
mouse MAETCKMKYSVLDSPLGKMELSGCERGLHGI RLL.SGKTPMTDPTEAPATPEVf.GGPFGV PE PL.
rat MAEICKMKYTVLDS PLGKIELSGCERGLHGIRFLSGKTPMTDPTEAPAC PEVLGGPEGV......... PEPL
chin .hamst MAETCKMKYTVFUS PLGK | ELCGCERGLHGIRFLSGKTPSSDPKEAPAS PELLGGPEDL.......... PF.Sb

human MDKDCEMKRIILDSPLGKLELSGCEQGLIi£liELLGKGTSAADAVEVPAPAAVLGO
yeast MMKKKIENGRIFDhMGPTMKELLYYTOETEV7\GAFL VFREKTQMLVFASLGMDKL.FLLGK V'FGFLFF/LEKQD'I'MYDL.QELKEA

W \

75 100 125
adaC_Ecoli LMFQC?//VRFVIAFLMQRDTPLTLPLDIR . .GTAFQQQV.WQALRTIPCGETVSYQQLANA IGKPKA VRAVAShC AANK L,
adaC_S .typ ALFOC>RV7R?WAAINTRDVLLSLPLDIO . .GTAFQQQV.WQALCAI PCGETVS YQQLAATIGKPTA VRA VGSACG ANK L
adab_B.sub EITQYLEG . .KRKMF.TVPVEYA. .GTQFQLAV. WNALCEIPYGQTKSYFDIANDFMKPAAVRAVGAhIGANPV
dat 1_D.sub AF.AKOOLQF.YFhG . . ERKTF .SLPLSQK . .GTPFQQKV. WQALERIPYGESRSYADIAAAVGGPRAVRAVGOAMKRMPL
ogt_Ecoli GGLSDKLRDYFAG. .MLSIIDTLPTATG. .GTPPCXFV.IMKTLRTI PCGQVMHYGQLAF.Q,GRPCAARAVGAhMGSNP L
mouse VPCTAVLFA YFFFPAATEGLPLPAL.HMPVFQQDSPTRpVLIVXLLKWKFGETVS YQC?LAALAGNPKAARA VGGAMRSNPV

rat
chin.hamst

VpCTAWLFA YF/fEPAATEGLPL PALHMPVFQQDSPTRQVLWFLLKWKFGEMVS YQOLAALAGMPKAARA VGGAMRFNPV
VPpCTTrVLFAYYQEPAATEGLPLPALHHPVFQODSPTRpVLfWZ.LKWKFGEMVS VCOLAALAGMPKAARAVGGAMRMMPV

human MQCTAWLNA YFHQPEAI EEFPVPALHMPVFQQESPTRpV'LWK'LLKWKFGEVI FYppLAALAGNPKAARA VGGAMRGNPV
yeast ETYFFSTFMyTTCLENKMPLPSGA | PFEFLFGTDPQFFV. fYMFLLMVEHGIIWTYGDIA/<7?IGKPTAAR.9VGRACGGMNL,
A\ o -
150 175
adaC_Ecoli MIIPCHRVYRGDGSL.SGYRWG .VSRKAQLLRREhENEER
adaC_S.typ amvipcmrwrrdgalsgyrwg .vrrkaqgllkreagk.ee
adabB .sub LXIVPCHRyY IGKNGSL.TGYRGG . FFMKTLI/LDLFKRASSEMDVPII
datl_B.sub PIZyPCHRYiIGKNSALTGYAGSKTFIFAFLLMIERISYKEK
ogt._Eco 1i 51W PCHRVIGRNGTMTGYAGG . VQRKEWLLRHEGYLLL
mouse PXLIIPCHRVVRSDGA IGUYSGGGQA VKEWLLAIfEG | PTGQPA .SKGL.GLTGTWL.KSSFESTSFEPSGRM

rat
chin.hamst
human
y°ast

PILi.PCHRVIRSDGA IGMYSGGGQTVFFWI/LA/LEG | PTGQPA .SKGLGI, IGSWLK PSFESSS PKPEG
PXLIPCHRVXCSNGS IGNYSGGGQAVKEWLLAIfEG | PTRQPA .CKDLGLTGTRLKPSGGSTSSKLSG
PILIPCHRW CSSGAVGMYS .GGLA VKEWLLAffEGHRLGK PGLGGSSGLAGAWL.KGAGATSGSPPAGRN
ALLVPCHRIVGSNRKLTGYKWS . CKL.KFQLLNNEKEhIGISI.SRL

Ryc. 2 Porédwnanie sekwencji aminokwasowej C-terminalnej domeny Ada iszeregu MGMT pro- ieukariontycznych. ldentyczne aminokwasy
zaznaczono ttustym drukiem. Nad sekwencjg podano ustalone na podstawie analizy struktury krystalicznej elementy struktury
drugorzedowej AdaC obejmujacej koricowe 180 aminokwaséw Ada. E. coli (strzatlki odpowiadajg strukturom p, wezyki odpowiadajg
strukturom a-heliakalnym). W obrebie sekwencji pozostatych MGMT zaznaczono przewidywane elementy struktury drugorzedowej

(podkreslenia — struktury-P, kursywa a-heliks). Wg. Moore

i wsp. [25] za zgoda autorow.

analogi zasad, w ktorych podstawnik alkilowy znajduje
sie w duzym rowku nie sg reperowane co wskazuje na
istotng role tlenku w specyficznosci dziatania MGMT.
Istotnym czynnikiem jest takze struktura kwasu nuk-
leinowego. MGMT zdecydowanie preferuje dwunicio-
wy DNA nad jednoniciowym, a wydajno$¢ reperacji
oligomerdw ros$nie wraz z ich diugoscig. Dla poréw-
nania sama O6mG jest 107razy gorszym substratem dla
MGMT niz O6mG w dwuniciowym DNA [32],

Ada posiada takze aktywno$¢ alkilotransferazy re-
perujgcej fosfotriestry powstajgce w wyniku alkilacji
fosfocukrowego szkieletu DNA. Metylofosfotriestry
(mPTs) wystepuja w DNA w dwoch izomerycznych
formach R i S. Biatko Ada rozpoznaje jako substrat
tylko stereoizomery S, tak wiec reperowana jest mniej
wiecej potowa wigzan metylofosfotriestrowych
w DNA [33]. Nie ma zadnych wynikow wskazujacych
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na toksyczne dziatanie tych uszkodzen, choc teoretycz-
nie metylacja wigzania fosfodwuestrowego zwieksza
jego podatno$¢ na hydrolize i tworzenie pekniec
jednoniciowych. Akceptorem grupy metylowej w repe-
racji mPTs jest cysteina w pozycji 69 biatka znaj-
dujacego sie w N-terminalnej czesci Ada [34]. Sekwen-
cja PheArgProCysLysArgCys zawierajgca aktywng
cysteine tylko w czesci przypomina miejsce aktywne
dla O6mG, jest natomiast konserwowana w mPTs-
metylotransferazach znalezionych u innych mikroor-
ganizmoéw [35]. 20kDa N-terminalna domena Ada jest
metaloproteidem zawierajagcym $cisle zwigzany atom
cynku. Badania megnetycznego rezonansu jadrowego
113Cd i mutagenezy sterowanej wykazaty, ze jon
cynkowy zwiazany jest przez unikalny motyw Cys-
X3-Cys-X26-Cys-X2-Cys, w ktorym Cys69 stanowi
jeden z czterech ligandéw cysteinowych. Wyniki suge-
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rujag, ze jon cynkowy zaangazowany jest nie tylko
w stabilizacje struktury biatka lecz takze w bezposred-
nig aktywacje cysteiny przyjmujacej grupe metylowg
zmPTs [36-38], Stechiometryczne przeniesienie grupy
metalowej z mPTs na Cys69 Ada powoduje zmiane
konformacyjng biatka umozliwiajgcqg mu specyficzne
wigzanie sie do DNA. Zmetylowana Ada wigze sie do
specyficznych sekwencji zwanych Ada-box znajduja-
cych sie w obszarze promotora genu ada, oraz kilku
innych gendéw biorgcych udziat w odpowiedzi adapta-
tywnej na $rodki alkilujgce. Przylgczenie zmetylowa-
nego biatka Ada do Ada-box ulatwia przytgczenie
polimerazy RNA i stymuluje transkrypcje. Tak wiec
oprécz bezposredniej reperacji premutagennych
uszkodzen DNA, Ada dziata jako chemosensor uszko-
dzen metylacyjnych w komaérce [39]

Petna indukcja odpowiedzi adaptatywnej nastepuje
w wyniku utrzymujacego sie w czasie dziatania $rod-
kéw metylujacych. W stanie podstawowym w komaorce
E. coli znajduje sie zaledwie kilka czasteczek biatka
Ada. Tak wiec zwiekszenie poziomu transkrypcji na-
stepuje stopniowo wraz z kumulacjg czasteczek Ada
metylowanych w reakcji z MPTs. Peina indukcja
wymaga ponad godziny, w tym czasie ilos¢ Magtl
wzrasta z kKilku do kilku tysiecy (3-4 tys.) czasteczek na
komérke [40].

Oprocz Mgtl w zaadaptowanych komérkach kumu-
lujg sie produkty trzech innych genéw. alkB to gen
lezacy w operonie z genem ada (Rye. 1) [40, 41].
Indukcja alkaB powoduje wzrost odpornosci komorki
na dziatanie alkilatoréw wchodzgcych z DNA w reak-
cje dwuczasteczkowe (SN2) jak np. metanosulfonian
metylowy (MMS) czy dwumetylosiarczan (DMS). Do-
ktadna funkcja 27kDa biatka AIKB nie jest znana.
Wprowadzenie genu alkB do komérek drozdzy zwigk-
sza ich oporno$¢ na dziatanie MMS co sugeruje, ze
AlkB nie wymaga innych biatek bakteryjnych do
dziatania [42]. Wydaje sie takze, ze bierze udziat
w reperacji DNA a nie dziata na drodze metabolicznej
detoksykacji srodkéw alkilujacych, gdyz efekt jego
nadprodukcji jest obserwowany nie tylko gdy komor-
ka traktowana jest MMS, ale takze gdy do nietrak-
towanej komaérki wprowadzone jest DNA alkilowane
in vitro [43].

Kolejnym genem E. coli, ktédrego indukcja powoduje
zwiekszenie opornos$ci na toksyczne dziatanie zwigzkow
alkilujacych jest alkA. Gen ten koduje glikozylaze
3metyloadeniny IlI. Jest to glikozylaza o szerokiej
specyficznos$ci, ktéra oprécz 3mA (gtéwnego toksycz-
nego uszkodzenia alkilacyjnego w DNA) wycinaz DNA
takze 3mG, 7mG i 0 2m-pirymidyny [39], Wykazano
takze, ze substratem tego enzymu mogg by¢ modyfiko-
wane zasady o budowie znacznie odbiegajgcej od
pochodnych alkilowych jak etenowe pochodne zasad
powstajgce w DNA pod wplywem $rodowiskowego
mutagenu chlorku winylu [44], Geny ada i alkA nie sg
indukowane identycznie [45]. Wigze sie to miedzy
innymi z r6znym potozeniem Ada-box w stosunku do
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region6w-35 w obrebie promotoréw obydwu gendw.

Czwarty gen indukowany w odpowiedzi adaptatyw-
nej, aidB, koduje dehydrogenaze izowalerylo-koen-
zymuA [46]. Transkrypcja tego genu indukowana nie
jest tylko przez srodki alkilujgce ale takze, niezaleznie
od Ada, przez warunki beztlenowe [46] lub zakwasze-
nie srodowiska [47], Ostatnio wykazano obecnosé
sekwencji wigzgcej aktywng forme Ada w obrebie
promotora aidB [48], Sekwencja ta rdézni sie od
sekwencji ustalonych dla promotorow alkA iada ajest
zblizona do regulatorowych sekwencji wystepujacych
w promotorach odpowiednikéw ada u innych bakterii.
Ada indukuje transkrypcje aidB stabiej niz ada. Induk-
cja aidB wigze sie z odpornoscig komarki na dziatanie
silnego mutagenu i kancerogenu MNNG. Mutagen
ten nie dziata bezposrednio i wymaga aktywacji meta-
bolicznej z udziatem tiolowych grup glutationu. Rola
dehydrogenazy izowalerylo-koenzymu A w ochronie
komorki przed dziataniem MNNG nie jest jeszcze
znana. Wydaje sig, ze enzym ten bierze udziat w meta-
bolicznej detoksykacji MNNG.

Niezaleznie od indukcji szeregu enzymoéw zwiek-
szajacych opornos$¢ komarki na dziatanie czynnikéw
alkilujagcych sama Ada bezposrednio obniza nie tylko
mutagenne ale i toksyczne dziatanie szeregu alkilato-
row. Efekt ten odnosi sie nie tylko do komaérek E. coli,
wprowadzenie genu ada do komaérek roslinnych [49]
czy ssaczych [50] powoduje zwigkszenie opornosci na
dziatanie MNNG czy MNU. Stwierdzono takze ze
myszy transgeniczne niosace gen ada sg bardziej
oporne na dziatanie mutagenne i kancerogenne
MNNG [51,52]. Wyniki te potwierdzajg z jednej
strony role 06mG w mutagennym, toksycznym i kan-
cerogennym dziataniu srodkow alkilujgcych, z drugiej
strony wskazujg na uniwersalny charakter tej drogi
reperacji DNA.

11-2. Inne MGMT pro- i eukariontyczne

Jak wspomniano poprzednio oprécz Ada Escheri-
chia coli posiada druga MGMT kodowang przez gen
ogt [53]. Ogt (Mgt2) jest biatkiem mniejszym od Ada,
jego masa wynosi 19 kDa i zarowno wielkoscig jak
istrukturg drugorzedowg przewidywang na podstawie
sekwencji aminokwasowej odpowiada C-terminalnej
domenie biatka Ada. Zgodnie z tym Ogt zawiera tylko
jedng aktywng cysteine (Cys139) [54] i nie ma zdolno-
§ci do reperacji wigzan metylofosfotréjestrowych.
Cysl39 jest akceptorem grup alkilowych zaréwno
z Oo6-guaniny jak i 0 4-tyminy, jednak specyficznos¢
dziatania Ogt jest r6zna niz Ada. O ile 06mG jest
reperowana przez obie metylotransferazy z podobng
wydajnoscig to badania in vitro wykazaty, ze reperacja
04mT czy 06-etyloguaniny jest odpowiednio 80 i 173
razy wydajniejsza dla Mgt2 niz Ada [55]. Zgodnie
z tym obserwuje sie nadwrazliwo$¢ na mutagenne
dziatanie Srodkow etylujgcych a takze propylujgcych
in vivo w mutantach ogt [56]. Wskazuje to na role
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Mgt2 wochronie przed mutagenezg indukowang przez
Srodki alkilujgce o diuzszym tancuchu alkilowym.
Transkrypcja genu ogt nie jest indukowana i wkomor-
ce E. coli znajduje sie stale okoto 30 czasteczek tego
biatka. Wobec tylko kilku czgsteczek Ada na komorke
wydaje sie, ze to witasnie Ogt a nie Ada jest od-
powiedzialne za reperacje uszkodzen alkilacyjnych
w stanie podstawowym komarki przy pierwszym kon-
takcie z mutagenem. Podwdjne mutanty ada ogt sg nie
tylko silnie nadwrazliwe na dziatanie Srodkow al-
kilujgcych ale takze wykazujg podniesiony poziom
mutacji spontanicznych, co potwierdza znaczenie
MGMT w ochronie komérek przed dziataniem en-
dogennych czynnikéw alkilujagcych [57].

Obecnos$¢ jednej lub Kilku MGMT wykazujacych
wysoka homologie do Ada lub Ogt wykryto w catym
szeregu roznych rodzajow bakterii [przeglad 35],
Wiekszo$¢ z nich jest indukowana przez uszkodzenia
alkilacyjne. U B. subtilis wykazano, ze podobnie jak
u E. coli, aktywatorem transkrypcji jest zmetylowana
forma MGMT powstajgca w wyniku reperacji mPTs
[35]. Aktywno$¢ mPTs-metylotransferazy moze wy-
stepowaé, podobnie jak dla Ada E. coli, w jednej
czasteczce biatka wraz z metylotransferazg O6mG, ale
takze aktywnosci te mogg by¢ zwigzane z niezaleznymi
biatkami. Tak jest w komdrkach B. subtilis gdzie AdaA
ma tylko zdolnos$¢ reperacji mPTS, a AdaB i Dat
reperuja O6mG [58, 59], U M. luteus wykryto trzy
MGMT o roznej specyficznosci: Tl reperuje O6mG,
TI-04mT, a TII-mPTs [60, 61].

Jedynym znanym dotychczas organizmem euka-
riontycznym posiadajagcym aktywno$¢ mPTs- metylo-
transferazy jest A. nidulans [35]. Podobnie jak u bak-
terii w komdrkach A nidulans znajduje sie kilka
MGMT o r6znej specyficznosci. Trzy z czterech
MGMT A. nidulans sg indukowalne [62, 35].

Drozdze (S. cerevisiae) posiadajg tylko jedng
MGMT kodowang przez znajdujacy sie na chromo-
somie czwartym gen MGT1 [63]. Gtéwnym substra-
tem dla MGT1 jest O6mG. Stwierdzono, ze biatko to
moze takze reperowa¢ 04mT cho¢ z wydajnoscig
znacznie mniejszg niz O6mG [30]. Mutanty MG77
wykazujg nadwrazliwo$¢ na mutagenne i toksyczne
dziatanie Srodk6w alkilujgcych, majg tez podwyzszony
poziom mutacji spontanicznych [63]. W eksponencjal-
nie rosngcych hodowlach drozdzy znajduje sie okoto
150 czasteczek MGMT na komorke, dramatyczne
obnizenie aktywnosci MGM T obserwuje sie w hodow-
lach stacjonarnych [64]. Ekspresja genu MG77 niejest
specyficznie indukowana przez $rodki alkilujace [65].
W odréznieniu od szeregu genéw drozdzowych zwia-
zanych z metabolizmem i reperacjg DNA, w tym genu
MAG kodujgcego glikozylaze 3metylo-adeniny,
MG 77 nie jest tez indukowany przez inne uszkodzenia
DNA [63], Analiza regiondw promotorowych wyka-
zata jednakze wspélne elementy regulatorowe dla
MG77 i MAG [66], ktérych delecja zmienia poziom
transkrypcji tych genéw [63]. Sekwencja represorowa

26

(URS), homologiczna do sekwencji konsensusowej,
zaproponowana przez Sebastian i wsp. [67] obecna
w promotorze M G77 znajduje sie takze w promotorze
MAG oraz w promotorach dziesieciu innych genéw
zwigzanych z metabolizmem i reperacjag DNA. Ostat-
nio wykazano, ze do tej sekwencji regulatorowej moze
przytgcza¢ sie biatko Rpa — wielofunkcyjne biatko
biorgce udziat w inicjacji i elongacji replikacji DNA,
w reperacji DNA przez wycinanie nukleotydéw iw ho-
mologicznej rekombinacji [68].

W ostatnich latach poznano sekwencje szeregu
MGMT ssaczych w tym chomika, szczura i myszy
[69-71]. Zostat tez sklonowany [72] i zlokalizowany
na koncu dtugiego ramienia chromosomu 10 gen
kodujagcy MGMT cztowieka [73, 74]. Gen ten obej-
muje 170 kb zawierajacych 5eksonéw [72], Wszystkie
poznane MGMT ssakow dziatajg wedtug tego samego
»samobdjczego” mechanizmu reperacji DNA i wyka-
zujg duzg homologie sekwencji aminokwasowej do
Ogt i C-terminalnej czesci Ada (Ryc. 2). Znajdujaca sie
w sekwencji PCHRV cysteina 145 reaguje z O6mG
[75] i z bardzo niskg wydajnoscig z 04mT [75,76].
Reperowana jest takze 0 6-etyloguanina [78] i po-
chodne chloroetylowe O 6-guaniny [79, 80]. Ta ostat-
nia aktywno$¢ ma istotne znaczenie w chemoterapii
z uzyciem haloetylowych pochodnych nitrozomocz-
nika, gdyz obecno$¢ MGMT w komdrce jest jednym
z gtdbwnych czynnikéw opornos$ci na zwigzki tego typu
[81,82],

Komorkowa zawartos¢ MGMT u ssakéw jest rézna
nie tylko dla réznych gatunkow, ale zalezy takze od
organu i rodzaju tkanki [78, 83-86]. Na przyktad
aktywnos¢ MGMT w hepatocytach szczurow jest
znacznie wyzsza niz w nieparenchymalnych komor-
kach watroby [85]. Istniejg takze ogromne réznice dla
poszczegolnych rodzajow komdrek ptuc [86]. Tkanki
zawierajagce mniejszg ilos¢ MGMT, np. moézg, s3
bardziej podatne na powstawanie raka pod wptywem
srodkow alkilujgcych [75, 87],

Metylotransferazy ssacze nie podlegajg indukcji
adaptatywnej, takiej jak opisana u E. coli, jednakze
wczesne doswiadczenia in vivo wykazaty dwu-trzykrot-
ny wzrost aktywnosci MGMT w watrobie szczuréw
chronicznie karmionych dwumetylo-N-nitrozoaming
[88]. Stwierdzono nastepnie, ze indukcja MGMT
moze by¢ spowodowana szeregiem niespecyficznych
czynnikéw jak promieniowanie jonizujgce, hepatotok-
syny czy hormony [89, 90], DosSwiadczenia in vitro
z szeregiem réznych hodowli tkankowych nie potwier-
dzity indukcji MGMT jako zjawiska wystepujacego
powszechnie [90, 91], tym nie mniej w kilku liniach
hepatomy szczuréw icztowieka obserwuje sie indukcje
MGMT pod wptywem Srodkow alkilujgcych i promie-
niowania ultrafioletowego [93-96], a w mysich kom6r-
kach C3H10TI/2 pod wplywem promieniowania joni-
zujagcego lub bleomycyny [95, 97]. Mechanizm tej
indukcji nie jest znany, stwierdzono tylko, ze zwiek-
szeniu aktywnosci MGMT towarzyszy zwiekszony
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poziom mRNA MGMT. Wskazuje to na regulacje na
poziomie transkrypcji [98, 99].

W duzej mierze niewyjasnione jest tez zjawisko
epigenetycznego wyitgczania MGMT w okoto 60%
komérek transformowanych wirusem SV40 lub Eps-
teina-Bara i w 20% innych linii ludzkich komadrek
rakowych. Komoérki takie okreslane jako Mer- albo
Mex- sg wyjatkowo wrazliwe na mutagenne itoksycz-
ne dziatanie Srodkéw alkilujgcych [98], Wiekszos¢
linii Mer- (Mex-) posiada nienaruszony gen koduja-
cy MGMT a brak aktywnosci zwigzany jest z wylacze-
niem transkrypcji tego genu [101, 102] Badania mety-
lacji cytozyn w sekwencjach CpG wykazaty, ze metylo-
wane cytozyny w obrebie promotora [103-105], a tak-
ze wewnatrz kodujgcej sekwencji genu, majg wptyw na
poziom transkrypcji genu MGMT [106-108]. To czy
dana metylacja CpG powoduje wyciszenie czy aktywa-
cje transkrypcji zalezy od jej potozenia w obrebie genu
[105]. Obnizenie ekspresji MGMT w komorkach
Mex- jest powigzanie z wytgczeniem Kilku innych
genow [109]. Znaczenie tej wspdblnej regulacji nie jest
znane.

I1l. Alternatywne systemy reperacji OOmG-
-DNA

Oprécz MGMT 0 6-alkiloguanina moze by¢ rozpo-
znawana i usuwana z DNA w wyniku naprawy przez
wycinanie nukleotydéw (NER). Jest to pierwszy po-
znany i powszechnie wystepujacy system naprawy
DNA, w ktérym rozpoznaniu uszkodzenia towarzyszy
endonukleolityczne naciecie nici DNA po obu jego
stronach. W ten sposéb zostaje wyciety kilkunasto-
nukleotydowy, jednoniciowy fragment DNA zawiera-
jacy uszkodzenie a powstata luka zapetniana jest przez
polimeraze DNA.

U E. coli kompleks rozpoznajgcy i wycinajacy
uszkodzone DNA tworzg produkty genéw uvrA,
B i C [110]. Dziatanie tego systemu tradycyjnie
wigzano z duzymi uszkodzeniami DNA, zmieniajgcy-
mijego strukture, takimi jak powstajgce pod wptywem
promieniowania ultrafioletowego dimery tyminy lub
duze addukty chemiczne. Zgodnie z tym wrazliwosc
mutantéw E. coli w tej drodze reperacji DNA na
dziatanie czynnik6w alkilujgcych rosnie wraz ze wzros-
tem podstawnika alkilowego [111]. To, ze kompleks
UVvrABC rozpoznaje guaninge modyfikowang w pozycji
0O 6 zostato wykazane w doSwiadczeniach mutagenezy
sterowanej, w ktérych badano reperacje 06-butylogu-
aniny [8, 112]. Te same prace przyniosty pierwsze
sugestie, ze kompleks UvrABC moze rozpoznawaé
mate modyfikacje w DNA takie jak 06mG [8, 112].
Reperacja 06mG w drodze wycinania nukleotydow
(NER) zostata nastepnie potwierdzona in vitro [113].
Doswiadczenia mutagenezy E. coli z uzyciem przeciw-
ciat przeciwko 0 6-metylo- i O 6-etyloguaninie wykaza-
ty, ze w ciggu pierwszej godziny po dziataniu czyn-
nikéw alkilujagcych (zanim odpowiedZz adaptatywna
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jest w petni wyindukowana) dominujacg role w usuwa-
niu badanych uszkodzen z DNA odgrywa endonuk-
leaza UvrABC [114].

System reperacji przez wycinanie nukleotyddw pre-
ferencyjnie usuwa uszkodzenia z transkrybowanej nici
DNA [115], z tym zjawiskiem mozna wigza¢ obser-
wowang przez niektérych autorow zaleznos$¢ czestosci
tranzycji GC->AT indukowanych przez MNNG od
poziomu transkrypcji mutowanego genu [116].

Kolejnym systemem reperacyjnym wigzanym z re-
peracjag O6rnG jest postreplikacyjny system korekcji
btednie sparowanych zasad (mismatch repair). Zarow-
no w organizmach pro-jak ieukariontycznych system
ten odpowiedzialny jest za usuwanie btedoéw replika-
cyjnych a takze korygowanie heteroduplekséw po-
wstajgcych pomiedzy homologicznymi fragmentami
DNA w czasie rekombinacji [117]. Biatkiem rozpo-
znajgcym niepasujgce zasady w DNA E. colijest MutS.
Biatko to majace swoje homologi udrozdzy iwkomér-
kach ludzkich [118, 119], wiaze sie z miejscem w DNA
rozpoznawanym jako bilgd co powoduje tworzenie
kompleksu biatek MutS, MutL i MutH. Kompleks ten
umozliwia biatku MutH naciecie nowosyntetyzowanej
nici DNA w najblizszej sekwencji GATC. Naciecie nici
jest sygnatem do jej degradacji az do miejsca uszkodze-
nia i dosyntetyzowania nowej nici przez polimeraze 111
[117]. W tej drodze reperacji wystepujg wyjatkowo
dtugie, do 1 kb, odcinki degradacji i resyntezy DNA
totez zbyt duza liczba uszkodzeri rozpoznawanych
przez ten system lub dodatkowe pekniecia DNA moga
powodowac efekt toksyczny.

Szereg wynikdéw dotyczgcych wrazliwosci i mutage-
nezy indukowanej przez srodki alkilujgce, w szczepach
E. coli niosgcych uszkodzone biatka zaangazowane
w reperacje blednie sparowanych zasad, sugerujg, ze
system ten rozpoznaje pary naturalnych zasad
z 06mG jako biad [120, 121] podobnie jak to ma
miejsce dla innych analogéw zasad.

Ostatnie lata przyniosty wyniki wskazujace na zwia-
zek reperacji btednie sparowanych zasad z wystepuja-
cym wsrod linii komdrek ssaczych zjawiskiem toleran-
cji na dziatanie $srodkéw metylujgcych. Zjawisko to
definiuje sie jako oporno$¢ na toksyczne dziatanie
06mG w DNA, ktéremu nie towarzyszy zwiekszenie
reperacji tego uszkodzenia. Po raz pierwszy zjawisko
to stwierdzono izolujgc komdrki oporne na MNNG
posréd limfoblastoidalnych komdrek TK6 [122], kt6-
re majg charakter Mex- i wykazujg bardzo silng
wrazliwosé na srodki alkilujgce. Oporne izolanty tak
jak komorki rodzicielskie nie majg aktywnosci
MGMT i sg nadwrazliwe na mutagenne dziatanie
MNNG, utracity natomiast charakterystyczng dla
komérek Mex- nadwrazliwo$¢ na toksyczne dziatanie
tego mutagenu [122]. Stwierdzono takze, ze MNNG
oporny wariant komoérek wykazuje czterdziestokrot-
nie podwyzszony poziom mutacji spontanicznych
[122]. W opornych na MNNG izolantach komadrek
HeLaMR pokazano, ze poziom modyfikacji DNA
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powstajagcych pod wptywem Srodkéw metylujgcych,
wtym O6mG, jest taki sam jak w komdrkach rodziciel-
skich [123],

Jeden z modeli ttumaczacych zjawisko tolerancji na
dziatanie $rodkéw metylujgcych [122] zaktada, ze
pary 06mG:C i 06mG:T sg rozpoznawane jako btad
przez system reperacji btednie sparowanych zasad co
inicjuje proces reperacji przez wycinanie. Poniewaz
reperacji podlega nowosyntetyzowana ni¢ DNA to,
gdy O6mG znajduje sie na nici starej, trakty reperacyj-
ne biegng po przeciwnej nici niz OdmG iskazane sg na
niepowodzenie gdyz jakakolwiek zasada bytaby inkor-
porowana na przeciw O6mG powstajgca para bedzie
rozpoznawana jako bigd. Prowadzitoby to do po-
wstania miejsc permanentnej degradacji i resyntezy
DNA. Powyzszy model jest zbiezny z obserwacjg
Day i wsp. [124], ze2 w komoérkach Mex trak-
towanych MNNG wystepuje zwiekszony poziom re-
peracyjnej syntezy DNA i utrzymujg sie pekniecia
jednoniciowe. Uszkodzenie systemu reperacji btednie
sparowanych zasad chronitoby komdrki Mex- przed
tym efektem.

Zgodnie z powyzszg hipotezg szereg linii wykazujg-
cych tolerancje na dziatanie Srodkéw metylujgcych ma
fenotyp charakterystyczny dla uszkodzenia drogi repe-
racji btednie sparowanych zasad tj. podniesiony po-
ziom mutagenezy spontanicznej i niestabilno$¢ sek-
wencji mikrosatelitarnych. Dla czesci tych linii wyka-
zano wrecz brak aktywnosci biatka wigzacego sie do
btednie sparowanych zasad lub reperacji takich bte-
dow in vitro [125-128]. Komplementacja defektu tej
drogi reperacji poprzez wprowadzenie ludzkiego chro-
mosomu 3 niosgcego gen hMLHI (odpowiednik bak-
teryjnego mutl) powoduje nie tylko stabilizacje sek-
wencji mikrosatelitarnych ale takze zwieksza wraz-
liwos¢ na dziatanie MNU [129].

Powyzsze wyniki silnie sugerujg, ze uszkodzenie
systemu btednie sparowanych zasad jest przyczyng
komdrkowej tolerancji na dziatanie Srodkéw metylu-
jacych, jednakze molekularne podstawy tego zjawiska
nie sgjeszcze do konfca poznane i nie mozna wykluczyé
udziatu innych mechanizméw w tym procesie [130,
131]. Niewatpliwie natomiast kumulacja O6mG
w DNA moze stanowi¢ naturalng presje selekcyjng
dajaca przewage komorkom majacym wytgczony sys-
tem reperacji btednie sparowanych zasad co z kolei jak
pokazujg badania ostatnich lat, moze by¢ zwigzane
zinicjalnymi stadiami znacznej czesci rak6w okreznicy
i innych narzadéw ludzkich [132].

1VV. Podsumowanie

O6mG powstaje w DNA pod wplywem zaréwno
wewnatrzkomérkowych jak i srodowiskowych czyn-
nikéw alkilacyjnych. Od reperacji tego uszkodzenia
w zasadniczy sposdb zalezy ochrona komorki przed
toksycznym, mutagennym i kancerogennym dziata-
niem tych czynnikéw.
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Metylotransferaza 0 6-metyloguaniny-DNA wyste-
pujaca we wszystkich dotychczas badanych organiz-
mach jest gtéwnym biatkiem reperacyjnym odpowie-
dzialnym za usuwanie O6mG z DNA. W wyniku
jednostopniowej, stechiometrycznej reakcji grupa me-
tylowa z O6mG zostaje przeniesiona na aktywng
cysteine wewnatrz biatka MGMT. Poniewaz reakcja
ta jest nieodwracalna, a zawierajgca metylocysteine
MGMT jest nieaktywna, to od ilosci czasteczek
MGMT zalezy komdrkowy potencjat obronny przed
mutagennym, toksycznym i kancerogennym dziata-
niem O6mG.

Regulacja ekspresji genéw kodujagcych MGMT jest
dobrze poznana u bakterii gdzie sama MGMT moze
petnié role sensora uszkodzen alkilacyjnych i aktywa-
tora transkrypcji genéw w tzw. odpowiedzi adaptaty-
wnej.

W wiegkszo$ci badanych komérek ssakow poziom
MGMT nie jest indukowalny cho¢ rézni sie on dla
réznych organdéw czy tkanek, mozliwe sg nawet réz-
nice osobnicze dla danego rodzaju komorek. Kilku-
krotna indukcja aktywnosci MGMT moze wystepo-
waé w hepatocytach. W odrdznieniu od odpowiedzi
adaptatywnej u E. coli nie jest to indukcja specyficzna
i moze nastepowaé pod wpltywem szeregu rdéznych
czynnikéw uszkadzajgcych DNA, hepatotoksyn czy
hormondw. Mechanizm tej regulacji nie jest znany.
Podobnie dalszych badan wymaga poznanie moleku-
larnego sygnatu i mechanizmu prowadzgcego do epi-
genetycznego wytaczenia aktywnosci MGMT w ko-
mdrkach Mex~. Obecnie wiadomo tylko, ze istotng
role ekspresji genéw kodujgcych MGMT odgrywa
wzor metylacji CpG w obrebie zaréwno sekwencji
regulatorowych jak i kodujgcych tych gendw.

Udziat innych komdérkowych systemdw reperacji
DNA w usuwaniu O6mG moze mie¢ szczeg6lne
znaczenie w komdrkach, w ktérych aktywnos¢
MGMT jest obnizona w wyniku wysycenia w trakcie
reperacji lub regulacyjnie wytgczona. U E. coli w takich
warunkach istotng role reperacyjng odgrywa endonu-
kleaza UvrABC. Nie wiadomo czy podobnie dziata
analogiczny system w komdrkach ssaczych.

Szereg wynikéw wskazuje, ze pary tworzone przez
O6mG w DNA sg rozpoznawane przez system repera-
cji btednie sparowanych zasad zaréwno w komérkach
pro-jak ieukariotycznych. Szalenie interesujgce, choé
takze wymagajgce dalszych wyjasnien, sg dane poka-
zujace, ze dziatanie tego systemu reperacyjnego zwiek-
sza wrazliwos¢ komorek na toksyczny efekt O6mG
w DNA. Wydaje sie, ze w wyniku dziatania tej drogi
reperacyjnej sygnat obecnosci w DNA tego silnie
mutagennego uszkodzenia jest amplifikowany prowa-
dzac do zatrzymania cyklu komérkowego lub $mierci
komorki.

Reasumujac, ostatnie lata przyniosty wiele szczeg6-
téw dotyczacych molekularnych podstaw regulacji
i reperacji O6mG-DNA u E. coli. Potwierdzono takze
uniwersalno$¢ mechanizmdw reperacyjnych w komar-
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kach pro- i eukariontow. JesteSmy natomiast dopiero

U progu zrozumienia mechanizmow

regulacyjnych

zwigzanych z przekazywaniem sygnatu o uszkodze-
niach DNA, ekspresja genow i modulacjg aktywnosci
systemdw reperacyjnych w komérkach organizmoéw
wyzszych.
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Naprawa oksydacyjnych uszkodzen DNA u Prokaryota

Prokaryotical mechanisms of DNA oxidative damage repair

TOMASZ H. ZASTAWNY™*
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Wykaz stosowanych skrotéw: UNG — Glikozyiaza uracylo-
wa; FPG — N-glikozylaza formamidopirymidynowa;
50HdC — 5-hydroksy-2’-deoksyucytydyna; 50HdU — 5-
hydroksy-2’-deoksyuurydyna; MMS — metylosulfonian me-
tanu (methyl methane sulfonate).

I. Wstep

Wyniki badan nad procesami nowotworzenia wyka-
zujg, ze okoto 80-90% nowotworow ludzkich rozwija
sie w nastepstwie uszkodzeA DNA. Powstajg one
w wyniku zmian metabolizmu komdérek oraz na skutek
dziatania czynnik6w zewnetrznych, takich jak promie-
niowanie jonizujace, promieniowanie ultrafioletowe
oraz karcynogeny chemiczne [1]. Czynniki te od-
dziatywujg na DNA zaréwno w sposéb bezposredni,
powodujac pekniecia tancucha oraz tworzac addukty
badz posrednio indukujac powstawanie wolnych rod-
nikéw tlenowych odpowiedzialnych m.in. za powsta-
wanie oksydacyjnych pochodnych zasad azotowych.

Mechanizm powstawania reaktywnych form tlenu
oraz uszkodzenia DNA, powstajgce na skutek ich
dziatania, byly przedmiotem wielu wyczerpujgcych
prac opublikowanych w ostatnim czasie [2-4]. Jednak
molekularny mechanizm genotoksycznego dziatania
wolnych rodnikéw oraz udziat w tym procesie po-
szczegblnych produktéw reakcji aktywnych form tlenu
z DNA, nadal oczekujg na petne wyjasnienie. Stwier-

* Dr, Katedra i Zaktad Biochemii Klinicznej AM im.
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dzono, ze efekt genotoksyczny wywotujg przede wszys-
tkim rodnik hydroksylowy i tlen singletowy, w przeci-
wienstwie do rodnika ponadtlenkowego oraz nadtlen-
ku wodoru [2-4]. Praktycznie kazda ze skiadowych
czesci DNA moze by¢ receptorem dla aktywnych form
tlenu. Oblicza sig, ze w wyniku dziatania wolnych rod-
nikéw na czasteczke DNA moze powsta¢ ok. 100 réz-
nych rodzajow produktéw oksydacji (Ryc. 1) [1,5-11].

Badania poziomu 8-OHGua w moczu wykazaty, ze
w komorce szczura zachodzi okoto 9 x 104 oksydacyj-
nych uszkodzeri czasteczki DNA w ciggu jednego dnia
[12]. Wysoki poziom uszkodzehn oksydacyjnych
w DNA prowadzi do bloku lub spowolnienia re-
plikacji. Zjawisko to obserwuje sie przede wszystkim
w wyniku nagromadzenia sie w czasteczce DNA
niektdrych oksydowanych pochodnych zasad azoto-
wych jak np. glikolu tyminy, mocznika oraz na skutek
pojawienia sie miejsc apurynowych i apirymidyno-
wych (AP) [9-11]. Ominiecie bloku przez mechanizmy
transkrypcji nastepuje na ogd6t w wyniku indukcji
systemu SOS, ale czesto kosztem misinkorporacji
zasad [11-13]. Na przyktad 8-hydroksyguanina in-
dukuje transwersje typu G->T, natomiast glikol tymi-
ny tranzycje T-*C. Ponadto, wykazano, ze uszkodze-
nia takie jak 7-hydro-8-oksyguanina i produkt deami-
nacji cytozyny - uracyl sg omijane w procesie replikacji
oraz btednie odczytywane przez mechanizmy trans-
krypcji [1,6 14-17].

Dzieki wyksztatceniu sie w procesie ewolucji od-
powiednich dr6g metabolicznych, ilo$¢ oksydacyjnie
zmodyfikowanych zasad w DNA, w warunkach fizjo-
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5-Hydroksy-6- Glikol tymin -Di i -
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8,5'-Cyklo-2'-deoksyguanozyna

Ryc. 1 Niektore koncowe produkty reakcji wolnych rodnikéw tlenowych z zasadami azotowymi.

logicznych, utrzymywana jest na statym dla danego
osobnika poziomie. W komdrkach E. coli funkcjonuja
przynajmniej trzy wzajemnie uzupetniajgce sie mecha-
nizmy, ktorych dziatanie prowadzi do redukcji ilosci
oksydowanych zasad azotowych w DNA;

I. Hydroliza oksydacyjnie zmodyfikowanych
trojfosforanéw dezoksynukleotydow (m.in. w wyniku
dziatania pirofosfatazy 8-oksydGTP kodowanej przez
gen mutT).

1. Wycinanie zmodyfikowanych zasad azotowych
z DNA przy udziale N-glikozylaz (biatko FPG, gliko-
zylaza uracylowa).

11, Usuwanie zmodyfikowanych zasad w procesie
wycinania fragmentow polinukleotydéw (UvrABC).

W komoérkach ssakow uszkodzenia czgsteczki DNA
moga prowadzi¢ do transformacji nowotworowej ko-
morki jesli modyfikacja bedzie zlokalizowana w specy-
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ficznych miejscach onkogendow. Szereg danych eks-
perymentalnych dowodzi, ze procesy naprawy DNA
stanowig istotny mechanizm zabezpieczajagcy komar-
ke przed transformacjg nowotworowg. Z drugiej nato-
miast strony, wysoce efektywne mechanizmy naprawy
DNA sg niejednokrotnie waznym czynnikiem odpo-
wiedzialnym za ograniczong skuteczno$¢ terapii prze-
ciwnowotworowej.

W komadrkach bakterii stwierdzono obecnos$¢ kilku
biatek zwigzanych z procesem usuwania oksydowa-
nych zasad. Sg to przede wszystkim:

— DNA-glikozylazy: glikozylaza formamidopirymi-
dynowa (biatko FPG) oraz glikozylaza uracylowa.
— endonukleazy: I, IV, VIII, egzonukleaza IlI,

Przypuszcza sie, ze w komoérkach eukariotycznych
funkcjonujg podobne systemy enzymatyczne napra-
wiajgce oksydacyjnie zmodyfikowane zasady azotowe,
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co zdajg sie potwierdzaé, nieliczne jak dotad dane
eksperymentalne [18-22].

Il. DNA-Glikozylazy

Oksydacyjnie zmodyfikowane zasady azotowe mo-
ga by¢ wyciete z tanicucha DNA w wyniku hydrolizy
wigzania N-glikozydowego taczacego zasade z reszty
cukrowg. Stwierdzono obecno$¢ dwdch typéw N-
glikozylaz:

— glikozylazy typu pierwszego — mechanizm ich
dziatania polega na hydrolizie wigzania N-glikozydo-
wego. Prowadzi to do powstania w tancuchu DNA
miejsc apurynowych i apirymidynowych (Ryc. 2).

— glikozylazy drugiego typu nie tylko hydrolizuja
wigzanie N-glikozydowe, ale réwnolegle posiadajac
wiasciwosci liazowe usuwajg miejsca AP w drodze
(3-eliminacji. Jednym z produktow tej reakcji sa wolne
grupy aldehydowe na kornicu 3' przecietego tancucha
DNA, ktore, w dalszym etapie przemian, muszg zosta¢
usuniete, poniewaz hamujg synteze naprawczg DNA
(Ryc. 2). Miejsca pozbawione zasad (AP) powstajg
w DNA zaréwno w wyniku aktywnosci glikozylazowej
jak réwniez pod wptywem spontanicznej hydrolizy. Sg
one usuwane przez odpowiednie endonukleazy AP
rozszczepiajgce wigzania fosfodiestrowe od konca 5'
w bezposrednim sgsiedztwie uszkodzenia (Ryc. 3))
[23]. Niektére endonukleazy AP klasy Il (np. en-
donukleazy Il i IV z komérek E. coli) posiadajg
réwniez aktywnos$é 3' diesterazowg w stosunku do
tancuchéw deoksyrybozy. Ponizej opisano najlepiej
poznane glikozyalazy uczestniczace w procesie usuwa-
nia oksydacyjnie zmodyfikowanych zasad azotowych
z DNA.

IM. Biatko FPG

Obecnos$¢ enzymow wycinajagcych pochodne form-

amidopirymidynowe (Fapy-pochodne, Ryc. 1) zasad
azotowych z DNA stwierdzono u licznych szczepow
bakterii, zar6wno gram-dodatnich (£. coli, Salmonella
typhimurium)jak igram-ujemnych (Micrococcus luteus,
Bacillus subtilis oraz Lactococcus lactis) [24, 25].
Rowniez w komorkach Bacillusfirmus wykazano obec-
nos$¢ enzymu o strukturze homologicznej z glikozylazg
formamidopirymidynowg (FPG) z komoérek E. coli
i podobnej aktywnosci [26]. Dane poréwnawcze wy-
kazuja, ze enzymy wycinajace formamidopirymidyno-
we-pochodne zasad azotowych sg wysoce konserwaty-
wne ewolucyjnie. Najlepiej poznanym z wymienionych
powyzej enzymow jest glikozylaza formamidopirymi-
dowa (biatko FPG, produkt genu mutM). Biatko to
charakteryzuje sie stosunkowo niskim poziomem eks-
presji w komdrce (100-200 czasteczek/komérke) [27].
Stad tez analiza jego struktury stata sie mozliwa
dopiero po sklonowaniu genu fpg i uzyskaniu szcze-
péw bakterii o wysokim stopniu nadprodukcji enzymu
[27, 28]. Biatko FPG jest globularnym monomerem
0 masie czasteczkowej 30,2 kDa, zbudowanym z 269
aminokwasoéw [28]. Metoda spektrometrii absorpcji
atomowej wykazano, ze na czagsteczke biatka przypada
jeden atom cynku. Analiza struktury doprowadzita do
opracowania modelu C-koricowej domeny FPG,
w ktérej cynk potgczony jest z czterema czasteczkami
cysteiny (Ryc. 4.). Badania kompetycyjne dowiodty, ze
w prezentowanej na rycinie 4 domenie biatka FPG,
moga by¢ wigzane réwniez jony innych metali; Cu(ll),
Cd(ln), Hg(n, i Zzn(Il) [24]. Konkurujg one ze sobg
0 miejsce wigzania z biatkiem [29]. Przypuszczalng
funkcjg prezentowanej powyzej domeny jest rozpo-
znawanie uszkodzenia i wigzanie sie z czasteczkg
DNA. Obecno$¢ podobnej struktury palca cynkowego
uczestniczgcej w rozpoznawaniu uszkodzenia DNA
stwierdzono réwniez w czasteczce biatka uvrA [30],
Mutacja punktowa prowadzgaca do zastgpienia ktdrej-
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Ryc. 2 Mechanizm dziatania glikozylaz
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Ryc. 3 Mechanizm dziatania endonukleaz AP

kolwiek z czterech cystein C-koficowej domeny FPG
glicyna nie tylko prowadzi do braku aktywnos$ci FPG,
ale uniemozliwia rowniez wigzanie sie enzymu z sub-
stratem [29, 31]. Biatko to wykazuje dziatanie N-
glikozylazowe (Ryc. 5. i Ryc. 6.), jednak odmienne niz
obserwowane w przypadku endonukleazy IIl, gdzie
proces ten zachodzi w drodze (3,y-eliminacji [32].
Trzecig aktywnoS$cig tego enzymu jest aktywnos$é
5°-deoksyrybodiesterazowa, ktéra réwniez zwiazana
jest z domeng palca cynkowego.

Biatko FPG poczatkowo zidentyfikowano jako en-
zym usuwajacy z DNA pochodne guaniny, posiadajgce
otwarty pierscien imidazolowy [33] (Ryc. 1.). Powstajg
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Ryc. 4 Struktura C-koncowej domeny biatka FPG
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one zaréwno jako produkty rozpadu metylowanych
pochodnych puryn oraz jako koricowe metabolity
przemian wolnorodnikowych (wyczerpujgce informa-
cje dotyczace przemian wolnorodnikowych zasad azo-
towych znajdzie czytelnik w nastepujacych pozycjach;
[1, 7, 34-36]). Jak wynika z przeprowadzonych ostat-
nio badan, prawdopodobnie jego najistotniejszg funk-
cjajest usuwanie z DNA 7-hydro-8-oksyguaniny w ra-
mach systemu naprawy mutMTY [37]. Pierwotnie
przypuszczano, ze pochodne puryn posiadajgce piers-
ciefh imidazolowy nie sa rozpoznawane przez FPG [38,
39]. Stwierdzono, ze enzym ten moze rowniez na-
prawiaé fapy-adenine powstajgcg w kwasie poli-deok-
syadenylowym pod wptywem promieniowania y [40],
Kompleksowe badania przeprowadzone przy zastoso-
waniu GC/MS dostarczyty szeregu nowych danych
dotyczacych aktywnosSci biatka FPG [41]. Badano
mozliwos$¢ usuwania 13 gtéwnych produktow powsta-
jacych z puryn i pirymidyn w DNA pod wpltywem
promieniowania gamma. Wykazano, ze zadna z bada-
nych pirymidynowych pochodnych zasad nie jest
rozpoznawana przez FPG. Ponadto stwierdzono, ze
obecnos¢ otwartego pierscienia imidazolowego nie jest
jedyng determinantg rozpoznawang przez ten enzym
[41, 42]. Sugeruje sie, ze jego dziatanie moze réwniez
by¢ stymulowane przez zmiany konformacyjne czaste-
czki DNA powstajace w miejscu gdzie zlokalizowane
sg oksydacyjnie zmodyfikowane zasady [43]. Dowo-
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Ryc. 5 Mechanizm glikozylazowego dziatania biatka FPG proponowany przez Grolman i wsp. [118].

dow na indukcje zmian strukturalnych czasteczki
DNA pod wptywem oksydacyjnch modyfikacji zasad
azotowych dostarczylty najnowsze badania konfor-
macyjne [44]. Duzym zaskoczeniem byto doniesienie,
w ktéorym wykazano aktywnos$¢ FPG w stosunku do
5-OHdU oraz 5-OHdC [45]. Udowodniono réwniez,
ze FPG z podobng wydajnoscig jak endonukleaza 111
usuwa z DNA dihydrodeoksytymine [42].

Obecnos$¢ enzymow o aktywnosci podobnej do pro-
duktu genu mutM stwierdzono réwniez u eukariota,
w komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisae [46].
CzeSciowo oczyszczony preparat enzymu posiadajace-
go aktywno$¢ N-glikolazy o masie czasteczkowej 30
kDa uzyskano réwniez z grasicy cielecej, jego aktyw-
no$¢ byta niezalezna od obecnos$ci czynnikéw chelatuja-
cych [47]. Enzym usuwajacy z DNA 8-oksoguaning wy-
kryto rowniez w komorkach neutrofilii ludzkich [48],
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Il. Wycinanie S'-koricowego deoksyrybozofosforanu

Ryc. 6 Gtowne reakcje katalizowane przez biatko FPG
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11-2. Glikozyiaza uracylowa (UDG)

Glikozyiaza uracylowa z komoérek E. coli (UDG) jest
monomerycznym biatkiem o stosunkowo niewielkich
rozmiarach (25,6 kDa) i dobrze poznanej strukturze.
Podstawowg aktywnos$cig UDG jest wycinanie z czas-
teczki DNA uracylu, poprzez hydrolize wigzania N-
glikozydowego. UDG wycina uracyl zaré6wno zjedno-
jak i dwuniciowych czgsteczek DNA. Do swej aktyw-
nosci nie wymaga obecno$ci jonéw metali [49].
W przeciwienstwie do endonukleazy 111 i FPG, gliko-
zylaza uracylowa nie wykazuje aktywnos$ci liazowej
[50]. Do niedawna przypuszczano, ze jedynym sub-
stratem dla tego enzymu jest deoksyurydyna oraz
5-fluoro-2'-deoksyurydyna. Nie stwierdzono aktywno-
§ci UNG w stosunku do 5-bromo-2'deoksyurydyny
i 2'-rybourydyny [50, 51]. Najnowsze doniesienia
dowiodty, ze spektrum substratowe glikozylazy uracy-
lowej jest znacznie szersze niz poczatkowo przypusz-
czano. Poza uszkodzeniami wymienionymi powyzej,
glikozyiaza uracylowa moze réwniez rozpoznawaé
i wycina¢ niektore produkty rodnika hydroksylowego
z zasadami azotowymi. Hatahet i wsp. [45]
stosujgc jako substrat dla UNG oligonukleotydy za-
wierajgce 5-hydroksy-2'-deoksyurydyne wykazali ze
enzym ten usuwa z DNA 5-hydroksyuracyl. W kolejnej
pracy [52], podjeto prébe ustalenia, ktére z kilkunastu
gtéwnych produktéw oksydacji zasad powstajgcych
w DNA pod wplywem promieniowania gamma sa
wycinane przez glikozylaze uracylowg. Roztwdr na-
Swietlonego DNA inkubowano z aktywng glikozylaza
uracylowg. Wykazano, ze glikozyiaza uracylowa roz-
poznaje i wycina z DNA kwas izodialurowy (prze-
ksztatcajacy si¢ podczas wycinania w 5,6-dihydroura-
cyl — forme oznaczang ostatecznie technikg GC/MS).
Nie stwierdzono przy tym aktywnosci UNG w stosun-
ku do pietnastu innych produktéw oksydacji puryn
i pirymidyn oznaczanych jednoczes$nie przy zastoso-
waniu GC/MS. W cytowanej pracy, po inkubacji
naprawczej z glikozylazg uracylowg obserwowano
zar6wno obnizenie sie poziomu kwasu izodialurowego
w naswietlanych czasteczkach DNA z jednoczesnym
wzrostem stezenia wolnego produktu w mieszaninie
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reakcyjnej [52]. Badania kinetyczne pozwolity row-
niez na okreslenie rzedowosci reakcji i wyznaczenie
statej Km dla tego procesu [52]. Wycinanie kwasu
izodialurowego z DNA przez glikozylaze uracylowg
wskazuje, ze obecno$¢ pierScienia aromatycznego nie
jest jedyng determinantg rozpoznawang przez ten
enzym. Praca ta nie potwierdzita wynikéw Hata-
hetiwsp. [45] ktére wykazywaty, ze UNG wycina
z DNA 5-hydroksyuracyl.

Powstawanie kwasu izodialurowego w DNA stwier-
dzono in vivo, jak i in vitro w wyniku reakcji rodnika
hydroksylowego z cytozyng lub tez na skutek od-
dziatywania DNA ze zwigzkami o dziataniu oksydujg-
cym [53-57]. Jak dotgd nie sg znane biologiczne
konsekwencje obecnosci kwasu izodialurowego
w DNA. Jednak istnienie w komoérkach enzymu usu-
wajacego go z DNA, wskazuje, ze moze on by¢
przyczyng bloku replikacji lub btednej transkrypcji.

11-3. Glikozylaza hipoksantynowa

Dezaminacja adeniny w DNA prowadzi do po-
wstania hipoksantyny, ktdra moze aczyé sie wigzania-
mi wodorowymi z cytozyna, co moze by¢ przyczyna
mutacji typu tranzycji z A:T do G:C. Obecnos$¢ enzymu
usuwajacego hipoksantyne z DNA stwierdzono zar6w-
no w komaorkach E. coli [58, 59], jak ieukariotycznych
[60]. Enzym ten zostal wyizolowany i czesciowo
oczyszczony [58, 60]. In vitro glikozylaza hipoksan-
tynowa usuwa deaminowang adenine z pojedynczych
par I:T [61]. Jak dotad nie stwierdzono, by enzym ten
wycinat inne btednie sparowane zasady [61].

Badania Saparbaev i wsp. [62] wykazaly
identyczng specyficzno$¢ substratowg i wspétoczysz-
czenie glikozylaz N-metylopuryn z E. coli (AIkA),
drozdzy (MAG), szczura (ADPG) i cztowieka (ANPG)
z glikozylazami hipoksantowymi tych organizmoéw.
Niewykluczone zatem, ze aktywno$¢ enzymatyczna
opisywana dotagd jako glikozylaza hipoksantynowa
jest nieodkryta wiasciwosciag glikozylaz N-metylopu-
ryn. Réwniez, brak jestjednoznacznych danych litera-
turowych wskazujgcych, ze biatka identyfikowane ja-
ko glikozylazy hipoksantynowe, poza hipoksantyna
moga usuwac inne zmodyfikowane zasady, cho¢ nie
mozna tej ewentualno$ci wykluczyc.

I1l. Nukleazy uczestniczace w usuwaniu ok-
sydowanych pochodnych zasad azotowych

I11-1. Endonukleaza Il — biatko NTH

Poczatkowo aktywnos$¢ endonukleazy Il identyfiko-
wano ze zdolnoscig do naprawy DNA poddanego dzia-
taniu wysokich dawek promieniowania ultrafioletowe-
go (254 nm) [63]. W tych warunkach, gtdwnie genero-
wane sg cyklobutadipirymidyny, jednak stwierdzono
réwniez mozliwo$é powstawania innego typu uszko-
dzen jak np. glikolu tyminy oraz miejsc AP [64, 65].
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Oczyszczong endonukleaze Il otrzymano z komo-
rek E. coli [63]. Jednak doktadna charakterystyka
struktury oraz poznanie witasciwosci katalitycznych
endonukleazy Il stato sie mozliwe dzieki amplifikacji
genu nth kodujgcego ten enzym [66], Jest to mono-
meryczne biatko o masie 23 KD, zbudowane z 211
aminokwasoéw, posiadajace punkt izoelektryczny przy
pH 10[63, 66]. Zastosowanie elektronowego rezonan-
su paramagnetycznego pozwolito na poznanie szcze-
gotdw dotyczacych jego struktury [67], Centrum
aktywne biatka Nth utworzone jest przez petle 30
aminokwasO6w stabilizowanag przez atom zelaza [67].
Jego obecnos$c¢ jest warunkiem koniecznym zachowa-
nia aktywnosci katalitycznej endonukleazy 111 [68, 69]
(Ryc. 7.). Jak wida¢ na rycinach 4i7, domeny centrum
aktywnego endonukleazy Ill oraz biatka FPG wyka-
zujg duze podobienAstwo strukturalne.

Endonukleaza Ill jest enzymem o aktywnosci gliko-
zylazy DNA i wykazuje powinowactwo do kilku
produktéw oksydacji zasad azotowych, takich jak
glikol tyminy, 5,6-dihydroksytymina, glikol uracylu,
5,6-dihydroksyuracyl oraz 5-hydroksy-6-hydrouracyl
(Ryc. 1) [40, 64, 70-72]. Stwierdzono réwniez jej
aktywnos$¢é w stosunku do miejsc AP, niezmodyfikowa-
nych oraz alkilowanych hydroksyloaming [73]. Me-
chanizm dziatania endonukleazy 11l jest dwuetapowy.
W pierwszym etapie nastepuje rozpad wigzan N-
glikozydowych, po czym P-eliminacja w wyniku ak-
tywnosci bazowej [74, 75].

Poczatkowo przypuszczano, ze determinantg roz-
poznawang przez endonukleaze Ill jest uszkodzenie
pierscienia heterocyklicznego zasad azotowych (Ryc.
1). Sugestie te poparto rezultatami badan w ktérych
wykazano, ze produkty oksydacji zasad azotowych
posiadajgce nienaruszony pierscien pirymidynowy, ta-
kie jak np. 5-hydroksymetylouracyl nie byty rozpo-
znawane przez endonukleaze IIlI [76, 77]. Jednak
pbézniejsze badania przeprowadzone przez Hata-
heti wsp. [45] zdajg sie temu przeczy¢. W cytowanej
pracy udowodniono, ze 5-OHdC i5-OHdU posiadaja-
ce pierScierr heterocykliczny sg usuwane z DNA przez
ten enzym. Zdaniem autorow [45], elementem umo-
zliwiajgcym rozpoznanie zmodyfikowanej zasady o nie-
naruszonych pierscieniach, przez endonukleaze IlII,
jest obecno$¢ podstawnika w pozycji 50 odpowiednio
duzych rozmiarach sferycznych. Kolejne badania do-
starczyty dowodow, ze endonukleaza 111 moze wycinaé
z DNA pochodng tyminy — 5-hydroksy-6-hydro-
tymine, oraz cztery pochodne cytozyny, 5,6-dihydro-
ksyuracyl, alloksan, 5-hydroksy-6-hydrouracyl i glikol
uracylu [78]. Wyniki cytowanej pracy zdajg sie po-
twierdzaé hipoteze w ktorej zaktadano, ze determinan-
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Ryc. 7 Struktura C-koncowcj domeny biatka NTH
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tg rozpoznawang przez endonukleaze 11l jest zanik
planarnosci czasteczki, co nastepuje w wyniku po-
wstania pojedynczego wigzania w pozycji 5-6 [40, 70].

Poréwnanie danych dotyczacych struktury oraz
aktywnos$ci enzymatycznej biatek NTH i FPG, wska-
zuja, ze pomimo réznic w sekwencji aminokwasow,
petnig one podobng funkcje. Nie mozna zatem wy-
kluczy¢ ich wspolnego pochodzenia. Konserwatyzm
ewolucyjny obu enzyméw stwierdzony w badaniach
poréwnawczych pomiedzy roéznymi organizmami,
wskazuje, ze odgrywajg one istotng role w utrzymaniu
funkcjonalnosci genomu. Funkcja biatek NTH i FPG
jest zabezpieczenie komorek E. coli przed letalnym
i mutagennym efektem dziatania oksydacyjnych
uszkodzen DNA. Uzupetniajac sie wzajemnie enzymy
te moga usungé wiekszos¢ wolnorodnikowych uszko-
dzen DNA powstajgcych po dziataniu promieniowa-
nia jonizujacego oraz czynnikéw oksydujacych.

I11-2. Egzonukleaza 111

Jest to monomeryczne biatko o masie czasteczkowej
28 kDa, wymagajace do swej aktywnosci enzymatycz-
nej obecnosci jon6w magnezu [49, 79].

Egzonukleaza Il tgczy w sobie kilka réznych ak-
tywnos$ci zwigzanych z procesem naprawy DNA [49,
79]. Pierwsza z nich, byto zaobserwowane przez
Richardson i wsp. [80] dziatanie egzonukleoli-
tyczne od kornca 3' do 5. Ponadto enzym ten posiada
aktywnos$c¢ 3'-fosfomonoesterazowg [80,81] oraz 3'-fos-
fodiesterazowa [82]. W komorkach E. coli jest gtow-
nym enzymem rozpoznajagcym i usuwajacym miejsca
AP, poprzez hydrolize wigzania fosfodiestrowego bez-
posrednio przy pozycji 5 miejsca AP [81, 83], czyli
identycznie, jak w przypadku endonukleazy IV. En-
zym ten rozszczepia rowniez wigzanie 5’deoksyrybozy
potaczonej z mocznikiem. Wykazano takze RN-azowe
wiasciwosci egzonukleazy 111 [84]. Zaréwno egzonuk-
leaza Il jak i endonukleaza IV usuwajg miejsca AP
powstajace nie tylko na skutek wycinania uszkodzo-
naprawe utlenionych miejsc AP i fragmentéw deo-
ksyrybozy wytworzonych w wyniku ataku wolnych
rodnikow.

M utanty nie posiadajgce egzonukleazy Il (xthA-) sg
wysoce wrazliwe na dziatanie nadtlenku wodoru,
MMS i promieniowanie UV [82], jednak wiasciwosci
tej nie towarzyszy podwyzszona wrazliwo$¢ na dziata-
nie promieniowania gamma [85]. Przyczyng nadwraz-
liwosci komérek xthA- na dziatanie promieniowania
UV jest kumulacja duzej iloSci nienaprawionych pek-
nie¢ tancucha DNA. Wynika to stad, ze egzonukleaza
Il prawdopodobnie aktywuje konce 3' peknietego
tancucha, czynigc je w ten sposob substratami dla
DNA polimerazy | [82]. Stwierdzono réwniez, pod-
wyzszong wrazliwo$cig mutantdw xthA- na dziatnie
monofunkcyjnych zwigzkow alkilujagcych, ktére mo-
dyfikuja zasady, ulegajace nastepnie spontanicznej
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depurynacji lub wycinane przez glikozylazy [85].
W zwigzku z tym przypuszcza sig, ze egzonukleaza 111
uczestniczy réwniez w naprawie uszkodzeh rozpo-
znawanych rowniez przez glikozylazy [50].

111-3. Endonukleaza 1V

Biatko bedace produktem genu nfo, zostato pocza-
tkowo opisane jako enzym posiadajagcy aktywnos$é
AP-endonukleazy [86]. Nie stwierdzono udziatu en-
donukleazy IV w naprawie uszkodzen powstajacych
pod wptywem promieniowania UV. Uzyskane w p6z-
niejszych latach mutanty nie posiadajgce aktywnej
endonukleazy IV byly nadwrazliwe na oksydacyjne
dziatanie wodoronadtlenku ieri-butylu oraz bleomy-
cyny. Natomiast podwdjne mutanty z nieaktywng
endonukleazg IV iegzonukleazg Ill, charakteryzowata
dodatkowo nadwrazliwo$é na H20 2, MMS i mito-
mycyne C, co byto zwigzane ze specyficznoscig dziata-
nia egzonukleazy Ill. Charakterystycznym dla pod-
wéjnych mutantéw byta przede wszystkim nadwrazli-
wos$¢ na dziatanie promieniowania gamma [85]. Jak
wiadomo, zardwno obecno$é bleomecyny, jak i wodo-
ronadtlenku icri-butylu prowadzi do powstawania
rodnika hydroksylowego, ktdry wywotuje oksydacyj-
ne uszkodzenia zasad azotowych w DNA [87, 88].
Stad tez przypuszcza sie, ze endonukleaza IV uczes-
tniczy w ich naprawie. Potwierdzeniem tej hipotezy
moze by¢ rowniez fakt, ze inne czynniki uczestniczace
w generowaniu rodnikéw ponadtlenkowych — para-
kwat i menadion, moga indukowac¢ jednoczes$nie nad-
produkcje tego enzymu w komarkach [89]. Transfor-
macja plazmidu posiadajgcego wielokrotne kopie ge-
nu nfo, potgczona z indukowang nadprodukcjg en-
donukleazy IV pozwolita na oczyszczenie tego biatka
do stanu homogennos$ci. Umozliwito to pdzniejszg
szczegOtowg charakterystyke jego wiasciwosci fizyko-
chemicznych oraz katalitycznych [90]. Cytowani au-
torzy wykazali, ze endonukleaza IV, podobnie jak
egzonukleaza Il jest nie tylko AP-endonukleazg i 3'-
diesterazg ale dziata réwniez jako 3'-fosfataza. Analiza
struktury endonukleazy IV wykazata, ze jest ona
metaloproteing silnie zwigzang z atomami cynku
i manganu [91]. Jak dotad nie wiadomo, czy obecnos¢
atomow tych metali w czasteczce zwigzanajest z utrzy-
maniem struktury biatka, czy tez bezposrednio uczest-
nicza one w procesach katalitycznych. Stwierdzono, ze
usuniecie jonéw metali z czasteczki (poza silnie zwigza-
nym atomem cynku) prowadzi do utraty aktywnosci,
ktéra moze zosta¢ przywrécona przez dodanie do
roztworu enzymujonéw manganu lub kobaltu. Jednak
dodanie samych jondw cynku nie przywraca aktywno-
sci endonukleazy IV [91]. Pomimo, ze procesy na-
prawy DNA Kkatalizowane zaréwno przez endonu-
kleaze 1V jak i egzonukleaze 111, in vitro moga in-
dukowaé synteze naprawcza DNA uszkodzonego
dziataniem nadtlenku wodoru, to nadprodukcja en-
donukleazy IV w komdrkach xthA- nie przywraca
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opornosci na dziatanie H20 2 [82, 92]. Sugeruje to, ze
enzymy te in vivo rozpoznajg specyficzne dla siebie
uszkodzenia DNA. Dowodoéw na poparcie tej hipotezy
dostarczyty badania wykazujgce, ze obecnos$¢ endonu-
kleazy IV efektywniej niz egzonukleazy Ill, przyczynia
sie do aktywacji primeréw terminalnych DNA chro-
mosomalnego komdrek nfo- traktowanych bleomecy-
ng [91].

I11-4. Endonukleaza VIII

Jak dotad niewiele wiadomo na temat struktury ifun-
kcji endonukleazy VIII. Jest to biatko o masie czastecz-
kowej ok. 29 kDa, wymagajace do aktywnosci, podob-
nie jak endonukleaza Ill, jonéw sodu i magnezu [93].

Mutanty E. coli posiadajgce nieaktywng endonu-
kleaze 111 {nth-), nie posiadaty podwyzszonej wrazliwo-
ci na dziatanie promieniowania X [94]. Wskazywato
to na istnienie, alternatywnego procesu usuwania
z DNA takich produktow oksydacji zasad jak glikol
tyminy, czy mocznik [95,96]. Melamedre i wsp.
[93] zasugerowali, ze endonukleaza VIII moze za-
stepowaé funkcje endonukleazy Il w przypadku bra-
ku tego enzymu w komdrce. Cytowani autorzy wyka-
zali, ze enzym ten posiada aktywno$¢ N-glikozylazy
oraz endonukleazy AP klasy I (Ryc. 3.). Wykazano,
ponadto, ze substratem dla tego enzymu sg czgsteczki
DNA zawierajgce mocznik, glikol tyminy i 5,6-dihyd-
rouracyl [93], Jednak jak dotad nie badano mozliwo-
sci usuwania z DNA innych oksydacyjnie zmodyfiko-
wanych zasad. Aktywno$ci takiej mozna oczekiwad,
jesli istotnie enzym ten przejmuje funkcje biatka NTH
w komdrkach mutantow nth-.

Istnienie w komdérkach E. coli enzyméw dubluja-
cych sie wzajemnie wykazywano juz wielokrotnie. Na
przyktad; dwie glikozylazy 3-metyloadeninowe, pro-
dukty genéw tag i alkA, dwie metylotransferazy
— produkty genéw ada i ogt [97] oraz endonukleazy
AP — biatka XTH i NFO [98]. Interesujagcym jest, ze
jeden z enzymo6w wymienionych par jest enzymem
konstytutywnym, drugi natomiast — indukcyjnym.

I11-5. Endonukleaza V z bakteriofaga T4

Komorki M. Luteus i E. coli zainfekowane bakterio-
fagiem T4 posiadajg wtasciwos¢ szybkiego nabywania
opornos$ci na dziatanie promieniowania UV. Stwier-
dzono w nich obecno$¢ specyficznego enzymu usuwa-
jacego z DNA dimery pirymidynowe [99], Jest to
stosunkowo mate monomeryczne biatko zachowujgce
aktywnos$¢ w obecnosci EDTA. Enzym ten nazywany
endonukleazg V z bakteriofaga T4 (T4Endo V) hydro-
lizuje wigzanie N-glikozydowe przy 5'-pirymidynie
tworzacej dimer, oraz wigzanie fosfodiestrowe przy
koncu 3' powstatego miejsca AP [99]. Wyniki dotych-
czasowych badan wykazaty wysokg specyfike T4Endo
V w stosunku do produktéw powstajgcych pod wpty-
wem promieniowania UV.
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Celem sprawdzenia, czy enzym ten rozpoznaje ok-
sydacyjne zmodyfikowane zasady azotowe, T4endo
V inkubowano z DNA nasSwietlanym promieniami
gamma [100]. Nastepnie, podobnie jak w przypadku
badan nad glikozylaze uracylowg, metodg GC/MS
badano poziom 15 produktéw oksydacji zasad. Wyka-
zano, ze endonukleaza V posiada réwniez aktywnos¢,
polegajacg na wycinaniu z DNA 4,6-diamino-5-form-
amidopirymidyny (FapyAde — Ryc. 1). Nie stwier-
dzono jednocze$nie zdolnos$ci usuwania innych zmo-
dyfikowanych zasad oznaczonych tg metoda.

Wyniki cytowanej pracy, wskazujg, ze T4Endo
V posiada zdolno$¢ naprawy nie tylko dimeréw piry-
midynowych, ale rowniez w stosunku do modyfikacji
typu monomerycznego. Jak wiadomo FapyAde jest
takze substratem dla biatka FPG [41]. Jest to typowy
produkt rodnika hydroksylowego z DNA [53, 101].
W jednej z najnowszych prac wykazano mozliwo$¢
powstawania tej modyfikacji w DNA pod wplywem
niskich dawek promieniowania ultrafioletowego (254
i 310 nm) [102]. Stwierdzono réwniez, ze FapyAde
powstaje w DNA hodowli komorek eukariotycznych
i zwierzat naswietlanych promieniami gamma lub
poddanych dziataniu czynnikéw oksydujacych [55-57,
103]. Podwyzszony poziom tego zwigzku wykazano
takze w chromatynie komérek nowotwordw ludzkich
[104, 105]. Jak dotgd nie jest znana biologiczna rola
FapyAde. Jednakze obecno$¢ enzymu usuwajgcego
ten produkt z DNA moze posrednio $wiadczy¢ o nie-
korzystnym jego wptywie na prawidtowo$¢ proceséw
zwigzanych z funkcjonowaniem genomu.

111-6. Kompleks enzymatyczny UvrABC-endonu-
kleazy

Do niedawna powszechnie przyjmowano, ze rozleg-
te uszkodzenia DNA wywotywane dziataniem zwiaz-
kéw chemicznych, takich jak np. N-acetoksy-2-acety-
loaminofluoren naprawiane sg przez enzymy wycina-
jace nukleotydy. Podczas, gdy uszkodzenia wywotuja-
ce stosunkowo niewielkie zmiany struktury czasteczki
DNA usuwane sg w wyniku aktywnosci glikozylazo-
wej [106]. U E. coli UvrABC-endonukleaza jest jed-
nym z gtdéwnych enzymow funkcjonujgcych w systemie
naprawy przez wycinanie. Kompleks ten wigze sie
z uszkodzong czasteczkg DNA i katalizuje proces
hydrolizy wigzan fosfodiestrowych w sasiedztwie
uszkodzonego miejsca [106].

Struktura oraz mechanizm dziatania UvrABC-en-
donukleazy sg stosunkowo dobrze poznane [ 106-109].
W niniejszej rozprawie ograniczono sie jedynie do
omdwienia zagadnieh zwigzanych z funkcjg tego en-
zymu w naprawie oksydacyjnie zmodyfikowanych
zasad azotowych.

Mutanty  posiadajgce nieaktywng  nukleaze
UvrABC wykazujg podwyzszong aktywno$é na dzia-
tanie promieniowania UV oraz zwigzk6éw alkilujacych.
Nie obserwuje sie jednak podwyzszonej wrazliwosci
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tych komorek na dziatanie promieniowania jonizuja-
cego oraz czynnikéw utleniajgcych. Pierwszym donie-
sieniem wskazujgcym na UvrABC-endonukleaze jako
enzym usuwajacy oksydacyjnie zmodyfikowane zasa-
dy z DNA, byta praca Nabben i wsp. [110].
Autorzy obserwowali obnizong efektywnos$¢ replikacji
DNA faga cpX174 naswietlanego promieniami gamma
w mutantach bakterii posiadajgcych nieaktywny kom -
pleks UvrABC (uvrA- lub uvrC-). Potwierdzeniem
wczeséniejszych sugestii, ze kompleks uvrABC napra-
wia przynajmniej niektdre z uszkodzen rozpoznawa-
nych przez egzonukleaze 111, sg doniesienia, w ktorych
stwierdzono letalny charakter potréjnej mutacji uvrA-
xth- n/o-,jesli komérki posiadajace jg przetrzymywane
sg w warunkach tlenowych [111]. Szanse przezycia
tych komdrek w atmosferze tlenu dawata obecnos$é
dodatkowego defektu — prowadzgca do wyelimino-
wania aktywnosci glikozylazy uracylowej. Wskazuje
to na letalne konsekwencje nagromadzenia sie miejsc
AP powstajacych w wyniku wycinania uracylu (lub
innych uszkodzen oksydacyjnych rozpoznawanych
przez ten enzym). Badania in vitro wykazujg, ze
UvrABC moze rozpoznaé¢ zar6bwno miejsca AP, jak
i glikol tyminy [73]. Jednak stwierdzono, ze dihyd-
rotymina nie jest substratem dla tego enzymu [73].
Prawdopodobnie, dwa inne produkty powstajgce pod
wptywem aktywnych form tlenu — 80HGua i Fapy-
Gua, sg rowniez substratami dla UvrABC [112]. Wy-
niki te znalazty potwierdzenie réwniez w badaniach in
vitro przeprowadzonych przy zastosowaniu techniki
GC/MS (bad. wiasne — dane nie publikowane).

IV. Podsumowanie

W komdrkach prokariotycznych funkcjonuje wiele
enzymodw usuwajgcych z DNA oksydowane pochodne
zasad azotowych. Stanowig one jeden z mechanizmow
zabezpieczajagcych komérki przed genotoksycznym
efektem dziatania aktywnych form tlenu. Obecnos$é
podobnych enzymoéw stwierdzono réwniez w komor-
kach eukariotycznych [21, 47, 48]. Jak wiadomo,
dziatanie aktywnych form tlenu ma charakter muta-
genny [15, 16, 113, 114]. Trudno jednak twierdzi¢
jednoznacznie, czy obecno$¢ oksydacyjnie zmodyfiko-
wanych zasad w DNA prowadzi do procesu kar-
cynogenezy. Przemawiajg za tym opublikowane ostat-
nio dane eksperymentalne [104,105,115-117]. Jesli tak
jest istotnie, to defekty w naprawie oksydowanych
pochodnych zasad azotowych moga prowadzié¢ do
podwyzszenia ryzyka rozwoju choroby nowotworo-
wej. Z drugiej natomiast strony oporno$¢ nowotwo-
row na terapie oparta na lekach indukujacych po-
wstawanie aktywnych form tlenu (np. bleomecyna)
oraz wykorzystujgcg promieniowanie jonizacyjne, mo-
ze by¢ uwarunkowana podwyzszong efektywnoscig
naprawy DNA. Zjawisko to w znacznym stopniu
ogranicza skuteczno$¢ terapii. Stad tez, w ostatnich
latach, obserwuje sie wzrastajgce zainteresowanie pro-
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cesami naprawy DNA w aspekcie klinicznym. Duze
znaczenie terapeutyczne mogg mieé réwniez dane
porownujace kinetyke tworzenia i usuwania oksyda-
cyjnych uszkodzen zasad azotowych z efektywnoscig
radio- i chemioterapii.
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Budowa i funkcja antygenow zgodnosci tkankowej (MHC)

klasy |

Structure and function of the MHC class | molecules

BOGDAN FALKIEWICZ]
BOGDAN LIBEREK?2

Spis tresci:

1. Wstep

1. Klasa | antygenéw MHC

I11.  Ogélny schemat budowy czasteczek MHC |

IV. Budowa szczeliny wigzacej i mechanizm prezentacji

peptydéw

V. Antygenowe peptydy prezentowane przez czasteczki
MHC |

VI.  Rozpoznawanie kompleksu MHC-peptyd. Koreceptory
CD4 i CDS8

VIl. Uwagi koncowe

Wykaz stosowanych skrotéw: Arg — arginina; Asp — kwas
asparaginowy; /J2m — /J-2 mikroglobulina; CD — kompleks
réznicowania; Cys — cysteina; H — antygeny MHC myszy;
His — histydyna; HLA — antygeny ludzkich leukocytow;
IL — interleukina; LFA — antygeny zwigzane z czynnoscia
limfocytow; limfocyt NK — naturalna komoérka cytotok-
syczna NK; limfocyt Ta/J — limfocyt T posiadajacy receptor
a/J-CD3; limfocyt Ty<6 — limfocyt T posiadajacy receptor y<5
Lys — lizyna; MHC — gtdwny kompleks zgodnosci tkan-
kowej; Pn — n-ta reszta aminokwasowa w sekwencji prezen-

towanego peptydu; Pi2 — ostatnia reszta aminokwasowa
w sekwencji prezentowanego peptydu; TCR — receptor
limfocytu TalJ; Thr — treonina; Trp — tryptofan;

Tyr — tyrozyna; VLA — antygeny bardzo p6zne;

I. Wstep

Specyficzna odpowiedZz immunologiczna powstaje
przeciwko potencjalnie patogennym w stosunku do
gospodarza czgsteczkom, organizmom lub tez wias-
nym komorkom przeksztatconym nowotworowo. Aby
odpowiedZ taka mogta powsta¢, intruz musi zostac
rozpoznany przez uktad odpornosciowy jako obcy,
a wiec przeznaczony do eliminacji. ,,Rozpoznawanie

1 Mgr chemii, lek. med., 2 prof. dr hab. inz, Zesp6t Chemii
Aminokwaséw i Peptydow, Wydziat Chemii, Uniwersytet
Gdanski, ul. Sobieskiego 18, 80-952 Gdansk.
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